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 يدهچك
شـير  . هـاي انسـاني و دامـي اسـت     بيمـاري  و بهداشت مواد غـذايي  هاي حائز اهميت در جنس استافيلوكوكوس يكي از باكتري: و هدف سابقه
هـاي اسـتافيلوكوكي    اي براي مسموميت هاي شيري منبع شناخته شده بوده و فراورده استافيلوكوكوس اورئوساي اوليه مناسب جهت رشد  ماده
  . باشد مي

در پنيرهاي محلي آذربايجان غربي با روش كشت انجـام شـده    استافيلوكوكوس اورئوساين مطالعه جهت تعيين ميزان شيوع  :ها د و روشموا
ادامـه بـا اسـتفاده از تكنيـك پـي سـي آر تاييـد         در. مورد آزمايش قـرار گرفتنـد   صورت تصادفي جمع آوري و نمونه پنير به 85 مجموعاً .است

 . تشخيص صورت گرفت

استافيلوكوكوس آلوده به %) 11/14(مورد 12ها آلوده به استافيلوكوكوس اورئوس  از نمونه%) 05/7(مورد  6اساس نتايج اين مطالعه  بر: ها يافته
از  درصـد % 23/48و  ،هاي كواگولاز مثبت ها استافيلوكوكوس از نمونه% 17/21دست آمده در اين مطالعه  بودند و بر اساس نتايج به اينترمديوس

  . هاي كواگولاز منفي آلوده بودند ها به استافيلوكوكوس نمونه

 . دهد اين امر توجه و رعايت شرايط بهداشتي را در حين توليد و ضرورت استفاده از شير پاستوريزه را در تهيه پنير نشان مي: گيري نتيجه

   PCR، پنيرمحلي، كشت، استافيلوكوكوس اورئوس: كلمات كليدي
 

  مقدمه
هاي لبنـي اسـت كـه در تغذيـه      ترين فرآورده ير از مهمپن

مين مواد لازم جهت رشـد،  أبشر، سهم بسزايي دارد و ضمن ت
در منــاطق . ثر اســتؤدر مطبــوع ســاختن غــذاي روزانــه مــ

روستايي و عشايري بـه علـت عـدم وجـود سـردخانه جهـت       
طـور طعـم مطبـوع پنيرهـاي سـنتي،       نگهداري شير و همين
  . باشد آورده متداول ميساخت و مصرف اين فر

جايي كه مصرف پنيـر سـنتي در بسـياري از نقـاط      از آن
بايست مورد توجـه   كشور رواج دارد، آلودگي ميكروبي آن مي

بسته به نوع شيري كه پنيرهاي محلي توليد شده . قرار گيرد

شــود، بــه انــواع پنيــر گــاوميش، گــاو،  از آن پنيــر تهيــه مــي
   .شود تقسيم مي) سفندگاو و گو(گوسفند، بز و مخلوط 

هاي حائز اهميـت   جنس استافيلوكوكوس يكي از باكتري
هـاي   چنـين از نظـر بيمـاري    در بهداشت مـواد غـذايي و هـم   

هاي مختلف ايـن جـنس برخـي     از گونه. انساني و دامي است
هــاي غــذايي، برخــي عامــل ايجــاد  كننــده مســموميت ايجــاد
هـاي   هاي پوستي، دمـل و برخـي باعـث ايجـاد عفونـت      زخم

. شـوند  بيمارستاني بسيار خطرناك و گاهاً مقاوم به درمان مي
هـاي فرصـت طلـب حاضـر در      استافيلوكوكوس يكي از گونـه 
تـرين مسـئله    مهـم . گـرم اسـت   سطوح بدن جانـداران خـون  
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ويـژه از   براي بهداشت عمومي به S. aureusايجادشده توسط 
وسـيله   نظر بهداشت مواد غذايي مسموميت غـذايي اسـت بـه   

ــاد    ــده توســط ميكروارگانيســم ايج ــد ش انتروتوكســين تولي
ــه . شــود مــي وســيله  خصوصــيات مســموميت ايجــاد شــده ب

 30دوره كمـون كوتـاه   : استافيلوكوكوس اورئوس عبارتنـد از 
هاي شـكمي، نـبض    ساعت، استفراغ، درد وكرامپ 8دقيقه تا 

در اين مسموميت مـرگ  . ضعيف، تعريق، كاهش حرارت بدن
سـاعت رخ   48تـا   24ر است و بهبودي طـي  و مير بسيار ناد

هـاي   تـرين مسـموميت   اين مسموميت يكي از شـايع . دهد مي
عامـل اول   3غذايي در جهان است و در اكثر كشـورها جـزو   

  ). 16، 18(هاي غذايي در جهان هست است  مسموميت
دليل اهميت موضوع مطالعه حاضـر جهـت تعيـين     لذا به

كواگـولاز مثبـت در    اسـتافيلوكوكوس اورئـوس  ميزان شـيوع  
  . هاي كشت طراحي واجرا شد پنيرهاي محلي براساس روش

  ها مواد و روش
هاي محلي عرضـه شـده    نمونه از پنير 85در اين تحقيق 

بطور تصادفي و از هـر   1390استان در بازار اروميه در آذرماه 
گرم انتخاب و با دستكش يكبـار مصـرف    300كدام به مقدار 

سپس مشخصات نمونه . شد هقرار داددر داخل ظرف استريل 
+ گوسـفندي  (گوسـفندي، گـاوي، مخلـوط    (نظير نوع پنيـر  

، محل توليد، تاريخ و محل و ساعت نمونـه بـرداري و   ))گاوي
در  سـريعاً  هـا ثبـت شـد و    زمان توليد روي هر يك از ظـرف 

شرايط مناسب به آزمايشگاه بهداشت مـواد غـذايي دانشـكده    
  ). 7(ريز انتقال داده شد دامپزشكي دانشگاه آزاد تب

هـا در يـك    ابتدا پنير را از يخچال خـارج كـرده و نمونـه   
ظرف كه داراي اندازه و شكل مناسب است قرار داده شـد تـا   

هـاي   تحت فشار قرار نگرفته و خرد نشود سپس توسط قاشق
گـرم نمونـه را برداشـته و بـه      25فلزي سترون، از عمق پنير 

  ). 8(ه شد هاون چيني سترون انتقال داد
كننده سـيترات سـديم،    براي رقيق سازي از محلول رقيق

گرم سيترات سديم  2استفاده شد كه براي تهيه اين محلول، 
ميلي ليتر آب مقطر حـل كـرده سـپس درظـرف      100را در 

 121مناسب با حجم مورد نظر تقسيم نموده و در اتوكلاو در 
ه در هنگام البت. دقيقه سترون شد 15گراد براي  درجه سانتي

مـاري قـرار    تهيه نخستين رقت، سيترات سديم را قبلاً در بن
در . گـراد برسـد   درجه سانتي 40داده تا حرارت آن به حدود 

كننـده سـيترات سـديم، بـه هـاون       ادامه، از اين محلول رقيق
  ). 11(چيني حاوي نمونه، تدريجاً اضافه شد 

، به منظور جستجو و شناسايي اسـتافيلوكوكوس اورئـوس  
از نمونه آماده شده، به كمك يك پيپت يـك ميلـي ليتـري،    

هـاي در پـي چـدار     يك ميلي ليتـر را برداشـته و بـه شيشـه    
هـا را   سـپس شيشـه  . محتوي محيط گوشت انتقال داده شـد 

درجـه   37ساعت در گرمخانه  48خوب به هم زده و به مدت 
گراد قرار داده شـد و دوبـاره از نمونـه آمـاده شـده بـه        سانتي
يك پيپت برداشته و به محيط كشت بـرد پـاركر آگـار     كمك
اي خميـده سـترون    ريزيم و با استفاده از يك ميله شيشه مي

در روي ســطح محــيط كشــت بــه خــوبي پخــش شــود درب 
ها گذاشته تا كاملاً نمونـه جـذب محـيط شـود وسـطح       پليت
 48ها را وارونه بـه مـدت    ها كمي خشك شود و سپس آن آن

بعـداز  . گراد قرار داده شد درجه سانتي 37ساعت در گرمخانه 
ــرون آورده   48 ــه بي ــاركر را از گرمخان ــرد پ ســاعت، پليــت ب

محيط . شود هاي سياه رنگي در محيط كشت ظاهر مي پرگنه
  ). 9(باشد  برد پاركر آگار محيط تشخيصي استاف مي

ــد   ــخيص و تايي ــراي تش ــوس ب ــتافيلوكوكوس اورئ از  اس
لــه كاتــالاز،كواگولاز، هــاي بيوشــيميايي مختــاف ازجم تســت

DNase   ،ــالتوز ــيداز، م ــتيناز، اكس ــكولين، اوره vp، ليس ، اس
استفاده شد و در نهايت جهت تاييـد نهـايي تحـت آزمـايش     

PCR قرار گرفت .  

  )PCRو  DNAاستخراج (روش كار مولكولي 
كلنـي بـاكتري برداشـته و بـه      2-3ابتـدا   : DNAاستخراج 

ــد    ــال داده ش ــوپ انتق ــك ميكروتي ــل ي ــپس . داخ  200س
 60ميكروليتر بافر ليزكننده بـه آن اضـافه شـده و در دمـاي     

شـد و   دقيقه انكوبه مـي  30ماري به مدت  درجه در داخل بن
سـانتريفيوژ  + 4دقيقـه در دمـاي    5به مدت  rpm12000در 

جديد و تميز انتقال شده  5/1شده و فاز رويي به ميكروتيوب 
ــدار  ــر  150و مقـ ــوط كلروفـ ــر از مخلـ ــل  -مميكروليتـ الكـ

 5به مدت  rpm12000شد و در  ايزوآميليك به آن افزوده مي
درجه سـانتريفيوژ شـده و فـاز رويـي بـه      + 4دقيقه در دماي 

داخل يك ميكروتيوپ جديد و تميز منتقل شده و هم حجـم  
شد و در فريـزر   درجه افزوده مي -20آن ايزوپروپانل با دماي 

 30بعـد از  دقيقـه انكوبـه شـده     30به مـدت   -20در دماي 
درجه + 4دقيقه در دماي  10به مدت  rpm14000دقيقه در 

سانتريفيوژ شده و مـايع رويـي تخليـه و ميكروتيـوپ حـاوي      
DNA   ــدار ــا كــاملاً خشــك شــود و بعــد مق ــه شــده ت   وارون

ميكروليتر آب مقطر به آن اضافه شده و به آرامي  200-100 
 كردن مخلوط شده و غلظـت  UP-DOWNوسيله  با سمپلر به

DNA  نانومتر مورد ارزيابي  260حاصل در اسپكتروفتومتر در
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هـا   تمـامي نمونـه   DNAقرار گرفته و براي اطمينان از وجود 
  ). 12، 15، 21(مورد الكتروفورز قرار گرفتند 

هاي زنجيـره اي پليمـراز    جهت بررسي واكنش : PCRانجام 
(PCR)    بايد به دو قسمت تشكيل دهنده آن، يعنـي تركيـب
ي و شرايط دمايي آن توجه كـرد، لـذا در ايـن بخـش     شيمياي

و نيز برنامه دمـايي   PCRاجزاء و مواد تشكيل دهنده واكنش 
. و زماني انجام آن به صـورت فهرسـت وار آورده شـده اسـت    

پرايمرهاي مورد استفاده در اين پژوهش بر مبنـاي سـكانس   
  ). 2(مورد استفاده قرار گرفت  nucژن 

  
primer 1: 5'-GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT-3', 
primer 2: 5'-AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC-3 

 
 

PCR materials: 
 

Template DNA   2 µl (from BHI medium)  
dNTPs    1µl (10 mM) 
 Enzyme (Taq DNA polymerase) 1 µl (5U/µl) 
Buffer (10X)   6 µl 
MgCl2    2. 5 µl (50 mM) 
Primer    1 µl 
 D. W.    36. 5 µl 
 
PCR progam:  
 
95˚C  10 min (initial denaturation) 
94˚C  1min (denaturation)  
55˚C  30s (annealing) 
72˚C  1. 5min (extension) 
Go to 2 37 cycles 
72˚C  5 min (final extension) 

 
  

درصد ژل آگارز استفاده  : با ژل آگاروز DNAالكتروفورز 
پس از انحلال كامل و كاهش دماي ژل، ژل . دبو% 5/ 1شده، 

كه ) سيني الكتروفورز(تهيه شده در ظرف الكتروفورز مناسب 
پس از آماده شدن ژل . قبلاً شانه گذاري شده بود، ريخته شد

. و جداكردن شانه، ظرف به تانك الكتروفورز انتقال يافت
 x6با بافر بارگذاري  1به  5به نسبت  DNAهاي  نمونه

(Loading Buffer) هاي ژل ريخته  مخلوط شده و در چاهك
تنظيم شد و  mv100-85ولتاژ دستگاه در حدود . شدند
پس . ساعت روي ژل حركت كردند 1-5/1ها به مدت  نمونه

از اتمام الكتروفورز، ژل از تانك خارج شد و در محلول 
ليتر قرار  گرم در هر ميلي ميلي 5. 0اتيديوم برومايد با غلظت 

دقيقه ژل از محلول رنگ خارج  10پس از گذشت . دداده ش
  ). 2، 12(شده و از ژل مورد نظر عكسبرداري شد 

  

  ها يافته
نمونه پنير سنتي عرضه شـده اسـتان    85در اين مطالعه 

در بازار اروميه در براي بررسـي آلـودگي مـورد مطالعـه قـرار      
مشخص شـده   1ها در جدول  گرفت كه مشخصات اين نمونه

هـا   از نمونه%) 05/7(مورد  6اس نتايج اين مطالعه براس. است
%) 11/14(مورد ديگر  12و  استافيلوكوكوس اورئوسآلوده به 
بودنـد و بـر    استافيلوكوكوس اينترمديوسها آلوده به  از نمونه

ها  از نمونه% 17/21دست آمده در اين مطالعه ه اساس نتايج ب
ها به  ز نمونها% 23/48هاي كواگولاز مثبت و  استافيلوكوكوس
  . هاي كواگولاز منفي آلوده بودند استافيلوكوكوس

  
 هاي مورد آزمايش درصد نمونه توزيع فراواني و. 1جدول

  درصد  تعداد  نوع

  05/47  40  گوسفندي
  11/34  29  گاوي
  82/18  16  مخلوط
  100  85  كل

  
ها برحسب نوع  توزيع فراواني نتايج كشت نمونه.  2جدول

  شير
  منفي  مثبت  نوع شير
  12  28  گوسفندي
  10  19  گاوي
  4  12  مخلوط
  26  59  كل

  
ــداد  ــر  85از تع ــه پني ــورد 26نمون در محــيط كشــت  م

شمارش طبـق  (بردپاركر آگار از نظر رشد باكتري منفي بوده 
و تحقيقــات صــنعتي  اســتاندارداداره  1194ملــي  اســتاندارد

  ). 6.) (كشور انجام شد
رآگـار مثبـت بـوده    نمونه در محيط كشت بردپارك 59در 

  . هاي سياه در محيط كشت ظاهر شده بود كه پرگنه
هاي مثبت  نمونه استافيلوكوكوس اورئوس سازيبراي جدا

هاي بيوشيميايي مورد بررسي قرار گرفتند  با استفاده از تست
هـا كواگـولاز مثبـت بـوده و بـا       مـورد از نمونـه   18كه نهايتاً 

 6از ايـن تعـداد   استفاده از آزمايشات تكميلي مشـخص شـد   
اسـتافيلوكوكوس  مـورد  12و  اسـتافيلوكوكوس اورئـوس  مورد 

اســتافيلوكوكوس مــورد  درادامــه در. باشــد مــي اينترمــديوس
ييـد تشـخيص   أبا استفاده از تكنيك پـي سـي آر ت   ها اورئوس
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هاي پنير مـورد   نتايج نهايي نمونه 4جدول  در. صورت گرفت
   .نمونه مشخص شده است 85بررسي از نظر رشد باكتري در 

  
  ها برحسب نوع پنير آلودگي نمونه. 3جدول 
 منفي مثبت  نوع پنير

 4 15  نرم
 14 6  سفت

 9 11  نيمه سفت
  

هاي پنير مورد بررسي از نظر  نتايج نهايي نمونه. 4جدول 
  رشد باكتري

 موارد مثبت  منفيموارد

26  

59 
 كواگولاز مثبت كواگولاز منفي

41  18 
 انترمديوس اورئوس  
  6 12 

 

گوده  6نمونه شاهد،  2سايز ماركر، گوده  1گوده  .1شكل 
  bp270  باندهايي به اندازههاي مثبت  بعدي نمونه

  
  بحث

باكتري گرم مثبت، غير اسپورزا  استافيلوكوكوس اورئوس
ل، غير متحرك، هوازي و بـي هـوازي اختيـاري    و فاقد كپسو

  ). 10(است 
تـرين عوامـل مسـمويت غـذايي      اين باكتري يكي از مهم

هـاي لبنـي منتقـل     خصـوص از طريـق فـراورده    است كـه بـه  
  .بنابراين توجه به آلودگي آن بسيار مهم است. شود مي

و  Abbarدر تحقيقي كه در شـهر موصـل عـراق توسـط     
ــاران  ــام ) 2001(همك ــد، از انج ــف   23ش ــر مختل ــوع پني ن

 استافيلوكوكوس اورئـوس درصد آلوده به 31آوري شده،  جمع
  ). 1(كواگولاز مثبت بودند 

) 2005(و همكـاران   Donnellyاي كه توسـط   در مطالعه
گواكولاز مثبـت در   استافيلوكوكوس اورئوسانجام شد، شيوع 

 343از ) باشد كه عامل ايجاد مسموميت غذايي مي(پنيرچدار 
ــدار،   ــه از پنيرچ ــتافيلوكوكوس  20نمون ــد آن داراي اس درص

  ). 5(اورئوس كواگولاز مثبت بودند 
ــل توســط   در مطالعــه  و Claudiaاي كــه در كشــور برزي

انجام شد نتايج به دسـت آمـده نشـان داد    ) 2005(همكاران 
بـه  ) %8/70(نمونـه   17نمونه پنيرجمع آوري شده  24كه از 

بودنـد   استافيلوكوكوس اورئوسعدم رعايت بهداشت آلوده به 
)3 .(  

ضمن بررسـي آلـودگي   ) 2008(زاده و همكاران  مرحمتي
پنير سنتي در شهرستان كـازرون مشـاهده كردنـد     نمونه 50
آلوده بودنـد   استافيلوكوكوس اورئوسبه %) 46(نمونه  23كه 

)16 .(  
و  Littleاي كــه در كشــور انگلســتان توســط  در مطالعــه

ام شد، نتايج تاكيد بر ايـن دارد كـه بـا    انج) 2008(همكاران 
هـا   تـوان از رشـد بـاكتري    ايجاد شرايط بهداشتي مناسب مي

آينـد   جلوگيري كرد و پنيرهايي كه از شيرخام به دسـت مـي  
بيشتري نسبت بـه پنيرهـاي    استافيلوكوكوس اورئوسميزان 

  ). 14(حاصل از شير پاستوريزه دارند 
اني در شهرسـتان  اي كه توسط علي محمدي ث در مطالعه

نمونــه پنيــر  148انجــام شــد، از ) 2009(مشــهد و قوچــان 
  ). 17(آلوده بودند  استافيلوكوكوس اورئوسبه  %4/3سنتي، 
انجام شد، ) 2010( و همكاران Singhتحقيقي توسط  در

استافيلوكوكوس نمونه  43آوري شده،  جمع نمونه پنير 71 از
پاتوژنيـك   ورئوساستافيلوكوكوس انمونه  9مثبت و  اورئوس

 %8/12 در پنير استافيلوكوكوس اورئوسبودند و درصد شيوع 
  ). 20(بود 

نمونـه شـير    370) 2009(همكاران  دستمالچي ساعي و
تحت باليني موجود  مربوط به گاوهاي با ورم پستان باليني و

غربـي را   گاوداري شيري موجود در آذربايجان شـرقي و  9در 
ــا روش كشــت و تســت يميايي و نيــز واكــنش هــاي بيوشــ ب

از مجموعــه  مــراز مــورد ارزيــابي قــرار داده و اي پلــي زنجيــره
جداسازي نمودند  استافيلوكوكوس اورئوسايزوله  58ها  نمونه

  . خواني كامل دارد كه با نتايج مطالعه ما هم). 4(
تـوان گفـت روش توليـد پنيـر سـنتي در       در مجموع مي

وت بوده و حتـي  كشورهاي ديگر متفا مناطق مختلف كشور و
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بـه همـين علـت ميـزان     . ها نيز يكي نيست فلور ميكروبي آن
در منـاطق مختلـف متفـاوت    استافيلوكوكوس اورئوس شيوع 

  . باشد مي
لازم به ذكـر اسـت كـه بـا گذشـت زمـان و افـزايش مـدت          

كـاهش   اسـتافيلوكوكوس اورئـوس  ماندگاري پنير، شـمارش  
 كروبـي افـت   از جمله دلايل كاهش شمارش مي). 5(ابد ي مي

pH   هـاي   و توليد عوامل ضد ميكروبي توسط برخـي بـاكتري

بـا بررسـي   ). 19(باشد  ها مي خصوص باكتريوسين لاكتيك به
هاي مشـابه در   نتايج مطالعه حاضر و مقايسه با نتايج پژوهش

اسـتافيلوكوكوس  تـوان گفـت كـه ميـزان شـيوع       مجموع مي
ه بـا سـن   خصوص در پنيرهاي تـاز  كواگولاز مثبت به اورئوس

كم در پنيرهاي محلي آذربايجان غربي در حد قابـل تـوجهي   
  .باشد مي
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Abstract 

Background and Objectives: Staphylococcus aureus as the third important factor in diseases of food 
origin are discussed. Milk raw material suitable for the growth of Staphylococcus aureus and dairy 
products, the source is documented for Staphylococcal poisoning. 

Materials and Methods: This study determined the prevalence Staphylococcus aureus local cheese in 
West Azerbaijan by culture and PCR techniques has been done. Total 85 samples randomly selected 
collected form West Azerbaijan.  
Results: Based on the culture method 7. 05% of on samples infected with Staphylococcus aureus 14. 11% 
of samples infected with Staphylococcus intermedius finding indicates that 21. 17% of sample infect with 
coaglase positive Staphylococcus 48. 23% of samples infected with coaglase negative Staphylococcus. 
Conclusion: This necessitates attention observation concerning hygienic conditions during production and 
requires the use of pasteurized milk to produce cheese. 
Keyword: Staphylococcus aureus, Local cheese, Culture, PCR 
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