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 چکيده

از آنجا که استافیلوکوکوس آرئوس یک باکتری گرم مثبت  .ژن های باکتری استناشی از سوپرآنتی بسیاری از بیماری ها 

هوازی و تولید کننده سوپرآنتی ژن های کلاسیک می باشد از طرفی بسیاری از سویه های این باکتری آنزیم کواگولاز را تولید 

 الگوهای بررسی تحقیق باشد لذا هدف این ر مهم ویرولانس میمی نمایند که به عنوان یک مارکر شناسایی باکتری و یک فاکتو

بالینی مراجعه کننده به  های نمونه از شده جدا اورئوس استافیلوکوکوس Bو  Aو انتروتوکسین های  کواگولاز آنزیم ژنتیكی

 نای از بالینی ناشی عفونتنوع  و کواگولاز آنزیم ژنتیكی الگوی رابطه بین بیمارستان شرکت نفت اهواز و همچنین بررسی

سپس با استفاده از  ،از آزمون های شیمایی انجام شد استفادهشناسایی و جداسازی با  ،ابتدا نمونه برداری .باکتری می باشد

فراوانی  درصد دهنده مربوط به دو انتروتوکسین نشان PCR .جداسازی آن اقدام شدبه شناسایی و  RFLP-PCRتكنیک 

مختلف بود که بیشترین درصد فراوانی مربوط به نمونه های ادراری و کمترین  های ضایعه وکسین آلفا درمتفاوتی از انتروت

اما در مورد انتروتوکسین بتا بیشترین درصد فراوانی مربوط به زخم و کمترین مربوط به  ؛مربوط به مایعات مفصلی و خون بود

اورئوس ها انجام  لوکوکیمورد نظر از استاف یها زولهیا یتمام یبر رو وگرامیب یتست آنتعلاوه بر این  .نمونه های ادرار بود

این نتایج  .گزارش شد مطالعهمورد  یها کیوتیب یمختلف نسبت به آنت یها زولهیاز ا کیدرصد مقاومت هر  جینتا که رفتیپذ

 یاز الگوها کیمقاومت هر درصد همچنین  .( بود%57) سیلین یمت نشان داد که بیشترین مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک

PCR  وRFLP یالگوها نیکه در ب بررسی شد نیلیس ینسبت به مت PCR یالگو bp 083  مشاهده شده بود ایزوله 11که در، 

%( مقاوم به 83) ایزوله 1مشاهده شده بود  زولهیا 11که در  bp 573 یبودند و الگو نیلیس ی%( مقاوم به مت00) نمونه 13

%( مقاوم 70) ایزوله 5مشاهده شده بود  زولهیا 10که در  bp 383+033 یالگو :RFLP یالگوها نیدر ب و ؛بودند نیلیس یمت

 نیلیس یبه مت نسبت( %133) زولهیا 0بود هر  دهیمشاهده گرد زولهیا 0در  که bp 383+053 یالگو ،بودند نیلیس یبه مت
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 تیمقاوم بودند و در نها نیلیس ینسبت به مت زولهیا 7بود  دهیگرد شاهده%( م51) ایزوله 5که در  bp 573 یالگو ،مقاوم بودند

 . مقاوم بودند نیلیس ی%( نسبت به مت80) ایزوله 7مشاهده شده بود  زولهیا 0که در  bp 003 یالگو

 

 .انتروتوکسین ،متی سیلین ،واکنش زنجیره ای پلیمراز ،شناساییهاي كليدي:  واژه
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 مقدمه -1

 عـده .تولید میكند که علت اصلی بیماریها در میزبان اسـترا  نهـائیای از اگـزو پـروت گستردهستافیلوکوکوس آرئوس طیف ا

و  TSSTتوکسـین سـندرم شـوک سمی ،ای از توکسـینهـای پیروژنیک شامل انتروتوکسینها هـا خـانواده ای از سـویه

اورئوس  های استافیلوکوکوس سویه % 17-83میدهد که تحقیقات مختلف نشان  .(1) كنندیمتوکسین اکسفولیاتیو را ترشح 

مطالعات متعـددی در مورد انتروتوکسـین هـای تولیـد  .(0-3) قـادر به تولید انتروتوکسین میباشند ،ز منابع مختلفجدا شده ا

انتروتوکسـین  نـوع کلاسـیک 7انجام شده است و امـروزه عـلاوه بـر  شـده توسـط سـویه هـای اسـتافیلوکوکوس اورئـوس

 ,SED, SEE, SEI, SEIJ, SEIKشامل )نوع جدید از آنها نیز که  10(SEC, SEB, SEA, SEG, SHE),هـا

SEIL, SEIM, SEIN, SEIO, SEIP, SEIQ, SEIR, SEIU, SEIV)  هـر  .(8-7اسـت )معرفی شـده میشوند نیز

حیه ژنها با فعالسازی نا ســوپر آنتی .(13, 1) كننـدیمـعمـل  (Sagsژن ) بـه عنـوان سـوپر آنتـی TSST-1و SEs دوی

خـــارج از جایگـــاه اتصالشان متصل میشوند در نهایت باعث ایجاد پاسخهای  Tدر گیرنده ســـلولهای Vβ متغیر زنجیره

نده ژنهـای رمز کن ،در هر حال .که نتیجه آن بیماری های مهلک التهابی است اتوایمیون تهدید کنندة حیات میشـوند

 ,set, ses, ser)پلاسمیدها  ای (sep, see, sea) كی متحرک مثل باکتریوفاژهاانتروتوکسین استافیلوکوکی توسط عناصر ژنتی

sej, sed) و یـا توسـط جزیـره هـای بیمـــاریزایی (SaPIs) یکرومـــوزمروی قطعـــات  بـــر (seb, sec, seh, sei, 

sek,) امروزه شناسـائی و تعیـین الگـوی .(10-11) شوندیم اسـتافیلوکوک رمز SEs نیـک هـای فنـــوتیپی شـــامل تك بـا

 و Real time PCRرادیوایمونواسی و ایمونودیفیوژن یا تكنیـک هـای ژنـوتیپی  ،ELISA ،آگلوتیناســـیون لاتكـــس

Mutiplex RCR,PCR و است گسترش حال در میكروبی ضد داروهای به نسبت مقاومت که آنجا از .صــورت مــی گیــرد 

 به ایمنی سیستم دفاعی های مكانیسم دهد می نشان دارویی مقاومت دیگر باکتریهای اکثر از بیش ئوساور استافیلوکوکوس

 مختلفی های روش به اورئوس استافیلوکوکوس طرفی از .باشد می توجه مورد بسیار باکتری این میكروبی ضد استراتژی عنوان

 استافیلوکوکوس توسط کوآگولاز آنزیم تولید .(15-17) زدیگر می آن از یا کرده مقاومت بدن دفاعی های مكانیسم برابر در

 آنزیم .آید می حساب به باکتری این شناسایی در مهم شاخص یک عنوان به بوده پژوهشگران بالینی توجه مورد بسیار اورئوس

 توسط بوده که رینفیب به فیبرینوژن عملكرد آن تبدیل که باشد می سلولی خارج آنزیم یک اورئوس استافیلوکوک در کوآگولاز

 فعالیت موجب بلكه گردد می فیبرینوژن انعقاد موجب تنها نه ترومبین-کواگولاز .(33-18گردد ) می کاتالیز ترومبین

 در را استافیلوکوک ،ضایعه محل دور در فیبرین از سدی ایجاد با کواگولاز .گردد و افزایش ویرولانس باکتری می پروتئولیتیک

 به کند می کد را کوآگولاز پروتئین که coa ژن .(30-31کند ) می محافظت سفید های گلبول هیلوس به فاگوسیتوز مقابل

 باکتری این های جدایه کردن متمایز در تواند می و است مورف پلی بسیار 0´ کدکننده ناحیه در متغیر های توالی داشتن علت

 تكرار تعداد که است شده تشكیل بازی جفت 81 تكراری های توالی از coa ژن متغیر ناحیه .(37, 30) ردیگ قرار استفاده مورد

 استافیلوکوکوس ژنوتیپ تعیین ها کشور از بسیاری در. است اورئوس متغیر استافیلوکوکوس مختلف های سویه در ها توالی این

 و ها کلون اطتبار تعیین، ها سویه منشاء مطالعه در مهمی ابزار بوده نظارتی های سیستم های برنامه از بخشی اورئوس

 طلب فرصت های عفونت اپیدمیولوژیک مطالعات در اساسی نقش تایپینگ مولكولار .(38-30است ) شیوع موارد اپیدمیولوژی

 باشد می Pulsed Field gel Electrophoresis مولكولی تایپینگ روش کاراترین .دارد اورئوس استافیلوکوکوس از ناشی

 و سریع ،ساده های تكنیک به یابی دست جهت در هایی تلاش دلیل همین به .است یگیر وقت و گران ،پیچیده تكنیک که

 محصول آنزیمی هضم آنالیز و متغیر بسیار ژنی مناطق تكثیر داد نشان مختلف مطالعات .(31, 13, 0) رفتیپذ انجام ارزان
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(RFLP-PCR )جدایه 103 حاضر پژوهش در .شداب می اورئوس استافیلوکوکوس مولكولی تایپینگ در کارا های روش از یكی 

ژن های رمز کننده  وجود عدم و و همچنین وجود ،بررسی coa وجود ژن نظر از نمونه های بالینی از اورئوس استافیلوکوکوس

به علت اینكه در تكنیكهای فنوتیپی نیاز به بیــان  .گردد می آنها بررسی بین دار معنی و ارتباط Bو  Aانتروتوکسین های 

احتمـال ایجاد  ،ن دارای شباهت آنتـی ژنتیـک هسـتندی انتروتوکســین مــیباشــد و ســروتیپهــای انتروتوکسیژنهـا

لذا استفاده از روشهـای ژنوتیپی بـرای شناسـایی ژن انتروتوکسـین در سـویه هـای  ،ردواکنش متقاطع وجود دا

بـا اینكـه وجـود ژن بـه تنهـایی دلیـل بـر تولیـد  ،یشودهای بالینی تـرجیح داده م استافیلوکوکوس اورئوس در نمونه

 سراسر در شد سبب اورئوس استافیلوکوکوس از ناشی های عفونت بهداشتی اهمیت و گسترده شیوع .باشد انتروتوکسین نمی

 به کوآگولاز .گیرد انجام باکتری این مختلف های ژنوتیپ شناسایی و پاتوژنز در موثر های ژن مورد در گسترده تحقیقات ،دنیا

 عفونت در اورئوس استافیلوکوکوس اهمیت به توجه با .است شده شناخته استافیلوکوکوس در پاتوژنز عامل ترین مهم عنوان

 از آگهی پیش و درمان ،پیشگیری ،کنترل های برنامه در منطقه در باکتریها این ژنتیكی تنوع میزان از آگاهی ،بیمارستانی های

 . باشد می اهمیت حائز (یژه بیماری های التهابیبه و)عفونت  پیامد

 

 مواد و روش ها

 باكتري و كشت جداسازي ،گيري نمونه

 به کننده مراجعه بیماران آبسه و زخم ،خلط ،مفصلی مایع ،ادرار ،خون های نمونه از ارئوس استافیلوکوکوس بالینی های جدایه

 . گردید منتقل آزمایشگاه به و گشته آوری جمع بیمارستان نفت اهواز توسط پزشكان متخصص

 08 تا 30 پس .شد داده کشت آگار سالت مانیتول محیطبر روی  خطی صورت به محیط بر مطالعه مورد باکتری از کلنی یک

 های کلنی اطراف در مانیتول تخمیر نتیجه در محیط این در .گردید انكوبه گراد سانتی درجه 05 حرارت در كوباسیوننا ساعت

 . گردد می مشاهده رنگ زرد هاله اورئوس تافیلوکوکسا

 

 آزمون بيوشيمايي

 و DNase ستت ،کاتالاز تست ،به دو روش اسلایدی و لوله ای کواگولازبه منظور شناسایی باکتری ها از تست های شیمیایی 

 . استفاده شد گرم آمیزی رنگ

 

 واكنش زنجيره اي پليمراز

 استفاده( Cat. No. PR881614) سیناژن شرکت مثبت گرم های باکتری DNA استخراج کیت از DNA استخراج جهت

 جفت 1 از آزمایش این در .استخراج شده از ژل آگارز و تكنیک الكتروفورز استفاده شد DNAبه منظور بررسی کیفیت  .گردید

 شناسایی جهت اورئوس استافیلوکوک srRNA23 پرایمر جفت 1 همچنین و coa ژن اختصاصی تكثیر برای پرایمراختصاصی

 . (1)جدول  گردید استفاده مولكولی
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 : آغازگرهاي مورد استفاده در واكنش زنجيره اي پليمراز1 جدول

 نام پرایمر توالی الیگونوکلئوتیدی (bpطول محصول )

 5′ TGT ATG TAT GGA GGT GTA 

AC 3′ 
Se universal-F 

270 5′ ATT AAC CGA AGG TTC TGT 

3′ 
SEA-R 

477 5′ GCA GGT ACT CTA TAA GTG 

CC 3′ 
SEB-R 

410 5′ ATA GAG ATG CTG GTA 

CAG G 3′ 

Coa Forward primer 

5′ GCT TCC GAT TGT TCG ATG 

C 3’ 

Coa reverse primer 

320 5′ 

ACGGAGTTACAAAGGACGAC 

3’ 

23rs RNA Forward 

primer 

5′ 

AGCTCAGCCTTAACGAGTAC 3′ 

23rs RNA Reverse 

primer 

 

 

پرایمر رفت و  ،میكرولیترMaster Mix (7/13 ) شاملکه  شد گرفته نظر در میكرولیتر PCR، 37محصول نهایی حجم

چرخه های واکنش  .بود میكرولیتر( 7/5میكرولیتر( و آب ) 3الگو ) DNA ،میكرولیترMgCl2 (1 ) ،میكرولیتر( 1برگشت )

 Denaturation (10چرخه ) 03 ،دقیقه( 0 ،درجه سانتی گراد 10) Initial Denaturationزنجیره ای پلیمراز شامل 

 1 ،درجه سانتی گراد Extention (53دقیقه( و  1 ،درجه سانتی گراد 75) annealing ،دقیقه( 1 ،درجه سانتی گراد

  .دقیقه(( بود 13 ،درجه سانتی گراد 53) Final extentionو  دقیقه((

 

 RFLP PCR واكنش

 توالی دارای که ژن از نواحی در AluI .گردید استفاده Thermo Scientific شرکت ساخت AluI مزیآن از آزمایش این در

AGCT های باز بین باشد G و C محصول از میكرولیتر 13مقدار .کند می ایجاد برش PCR 333 های میكروتیوب درون 

 3 کدام هر Buffer Tango 10X و AluI آنزیم ،Nuclease-free آب میكرولیتر 18 سپس شد ریخته میكرولیتری

 انكوبه C ° 05 دمای در ساعت 10 مدت به میكروتیوپ واکنش اجزای کردن مخلوط از پس .گردید اضافه آن به میكرولیتر

 نهایت در .گردد مهار AluI آنزیم فعالیت تا گرفت قرار C ° 07 ماری بن در دقیقه 33 مدت به ویال ساعت 10 از پس .گردید

 . ژل آگارز مشاهده گردیدبر روی  الكتروفورز عمل مانجا با محصول
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  Bو  Aتعيين فراواني انتروتکسين 

 PCR های استافیلوکوکوس اورئوس جـدا شده از بیماران از تكنیـک برای شناسـایی وجـود ژن هـای انتروتوکسین در جدایه

 Ampliqon مستر میكس ساخت شرکتا مخلوط بــا اســتفاد ه از دســتگاه ترموسایكلرو ب PCR واکــنش. شداسـتفاده 

 10چرخه تكثیر شـامل واسرشـتگی در  07دقیقه و سپس  0درجه سانتیگراد به مدت  10در  A190303به شماره کاتالوگ 

ثانیه و طویل  03درجه سـانتی گـراد بـه مدت  03در  الگو DNAثانیه و اتصـال پرایمرهـا بـه  03درجه سانتیگراد به مدت 

درجه  53دقیقـه در دمـای  13مـدت  بهطویل شـدن نهـایی  .ثانیه 03گراد به مدت درجه سانتی 72در  شته الگـوشدن ر

های استافیلوکوکوس اورئوس تولید کننده انتروتوکسین کـه در ایـن تحقیـق بـه عنوان کنتـرل  سویه شدسانتیگراد انجام 

 . بود +ATCC14458:SEB+ ،D4508: SEA ،مثبـت مـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد شـامل

 

 بيوگرام آنتي تست

 کدورت ایجاد منظور به سپس شد استریل و ریخته آزمایش لوله درون براث هینتون مولر کشت محیط از cc7 حدود ابتدا در

 سواپ دیعب مرحله در شد تلقیح محیط این در استریل لوپ از استفاده با باکتری ساعته 30 کشت از مقداری فارلند مک 7/3

 مولر محیط روی بر چمنی صورت به سپس کرده وارد نظر مورد باکتری حاوی براث نوترینت کشت محیط به را استریل

 (طب پادتن شرکت) بیوتیک آنتی های دیسک استریل پنس از استفاده با بلافاصله سپس .گردید انجام کشت آگار هینتون

 ،تریموکسازول -کو ،ونكومایسین ،نیتروفرونتوئین ،سیلین آمپی ،کلوگزاسیلین ،جنتامایسین ،سفازولین ،کلیندامایسین: شامل

 روی بر تتراسایكلین و سفالتین ،کلاو آموکسی ،سیلین آموکسی ،سیلین متی ،سفالكسین ،اریترومایسین ،سیپروفلوکساسین

 بر پلیت لبه از سانتیمتر 3 و اورجم دیسک از ترسانتیم 3 فاصله به ها دیسک این .شدند داده قرار آگار هینتون مولر محیط

 30 از پس .گرفت قرار C05° انكوباتور در ساعت 30 مدت به نظر مورد کشت محیط سپس .شدند قرارداده کشت محیط روی

 . گردید مشخص رشد عدم حاله قطر گیری اندازه با ها باکتری حساسیت یا مقاوت میزان ساعت

 

 نتايج

 جداسازي باكتري ها

 تولید قابلیت با آگار سالت مانیتول محیط در مانیتول کننده تخمیر مثبت گرم کوکسی باکتریهای از جدایه 03 بررسی این در

. گرفت قرار مطالعه مورد و شناسایی اورئوس استافیلوکوکوس عنوان به DNase و همولیزین ،کوآگولاز ،کاتالاز های آنزیم

 . است آمده 1 نمودار در مختلف نیلیبا های نمونه از شده جدا های باکتری فراوانی درصد
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 درصد باكتري هاي جدا شده از نمونه هاي باليني: 1نمودار 

 

 

 آگار سالت مانيتول محيط روي بر كشت

 کاستافیلوکو توسط مانیتول قند تخمیر دلیل به که شدند داده کشت آگار سالت مانیتول محیط روی بر ها نمونه تمامی

 . آمد در رنگ زرد صورت به محیط قرمز رنگ اورئوس

 

 كواگولاز تست

 مشاهده تست دو هر در لخته تشكیل که گرفتند قرار آزمایش مورد ای لوله و اسلایدی کواگولاز تست لحاظ از ها نمونه تمامی

  گردید

 

 DNase تست

 . است بوده مثبت ها جدایه تمامی در DNase تست

 

 گرم آميزي رنگ

 خوشه آرایش با اورئوس استافیلوکوک های جدایه که گردید انجام گرم آمیزی رنگ ها نمونه تمامی روی بر تشخیص رظومن به

 . گردیدند مشاهده میكروسكوپ زیر بنفش و انگوری

 

 مولکولي شناسايي

 از پس که گرفتند قرار مولكولی شناسایی مورد 23SrRna پرایمر از استفاده با اورئوس استافیلوکوک های نمونه تمامی

 (0تصویر شد ) حاصل باز جفت 033 تقریباً مولكولی وزن با باندهایی آگارز ژل الكتروفورز
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 محصول: 1-4 هاي ستون .اورئوس استافيلوكوكوس باكتري S rRNA 23 ژن PCR محصول الکترفورز :1 تصوير

PCR ازيجفت ب 111ماركر: 5ستون  ،اورئوس استافيلوكوكوس باليني هاي جدايه 

 

 وزن با محصول دسته یک PCR واکنش در ارئوس استافیلوکوکوس بالینی جدایه 03 کوآگولاز ژن متغیر منطقه تكثیر از

bp513 . 

 

ستون  ؛ وbp 011به اندازه  PCRمحصول  3 - 1ستون  .coa ژن متغير منطقه PCR محصول الکترفورز :2 تصوير

 جفت بازي  111سايز ماركر  4

 RFLP PCR واكنش

 0 نهایت در Alu I آنزیم از استفاده با اورئوس استافیلوکوکوس جدایه coa73 ژن متغییر منطقه PCR محصولات هضم از 

 گردید مشاهده مختلف الگوی

  %(13) زولهیا 0در 053+  383 الگوی -3 ،%(07) زولهیا 10در  033 + 383 الگوی -1

 %(30) زولهیا 5در 513 هضم نبدو الگوی -0 ،%(11) زولهیا 0در  003+  003 الگوی -0 
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 bp باند :2 ستون ،111bp ماركر: 1 ستون .341+  341 و RFLP 281 + 401 الگوي الکتروفورز تصوير: 3 تصوير

 bp 281+401 باند: 4 ستون .341

 
 باند: 3ستون .bp 281+411 باند 5و 4، 2 ستون .ماركر: 1 ستون .341+  341 و RFLP 281 + 411الگوي :4 تصوير

bp341 
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 ستون ،: ماركر1ستون  .بازي جفت PCR 081 محصول انزيمي هضم از حاصل RFLP 281 + 411 الگوي: 5 تصوير

 آنزيمي هضم محصول 411+281 هاي باند: 5و 4 ستون .PCR محصول bp081 هاي باند:3و 2

 

 

 
 مطالعه مورد هاي جدايه در RFLP PCR الگوهاي از يک هر فراواني درصد :2 نمودار
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 مختلف هاي ضايعه در PCR الگوهاي از يک هر درصد دهنده نشان: 3 نمودار

 
 مختلف هاي ضايعه در RFLP الگوهاي از يک هر درصد دهنده نشان :4 نمودار

 

PCR انتروتوكسين ژن 

 دسته يک PCR واكنش در ارئوس استافيلوكوكوس باليني جدايه A 51انتروتوكسين  ژن متغير منطقه تکثير از

 . bp201 وزن با محصول
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 - 2جفت بازي ستون  111سايز ماركر  1ستون  .aانتروتوكسين  ژن متغير منطقه PCR محصول الکترفورز :0تصوير

 . bp 201به اندازه  PCRمحصول  4

 

 دسته يک PCR واكنش در ارئوس استافيلوكوكوس نيبالي جدايه B 51انتروتوكسين  ژن متغير منطقه تکثير از

 . bp400 وزن با محصول

 
به اندازه  PCRمحصول  2=13 -1ستون  .bانتروتوكسين  ژن متغير منطقه PCR محصول الکترفورز: 0 تصوير

400 bp ( مثبت هستند 9 و 0، 4، 3رديفهاي)  جفت بازي 111سايز ماركر  13ستون 

 

 . نشان داده شده است 7 نمودار در ضایعه محل ژن انتروتوکسین آلفا با PCR الگوهای ارتباط از حاصل نتایج
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 مختلف هاي ضايعه فراواني انتروتوكسين آلفا در درصد دهنده نشان :5 نمودار

 

 . ان داده شده استشن 0 نمودار در ضایعه محل ژن انتروتوکسین بتا با PCR الگوهای ارتباط از حاصل نتایج

 
 مختلف هاي ضايعه بتا درفراواني انتروتوكسين  درصد دهنده نشان :0 نمودار
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 بيوگرام آنتي تست نتايج

نتایج درصد مقاومت هر  که پذیرفت انجام ها اورئوس استافیلوکوک از نظر مورد های ایزوله تمامی روی بر بیوگرام آنتی تست

 بت به آنتی بیوتیک های مورد استفاده به صورت زیر می باشد:از ایزوله های مختلف نس یک

 ،%35نیتروفورنتائین  ،%50مپی سیلینآ ،%70کلوگزاسیلین  ،%13جنتامایسین  ،%30سفازولین  ،%30کلیندامایسین 

 ،%57متی سیلین  ،%10 كسینسفال ،%05اریترومایسین  ،%15سیپروفلوکساسین  ،%10تریموکسازول -کو ،%5ونكومایسین 

درصد مقاومت ایزوله های مختلف نسبت به هر  .%33تتراسایكلین  ،%05سفالتین  ،%35آموکسی کلاو ،%03آموکسی سیلین 

درصد مقاومت هر یک از الگوهای  8و  5همچنین در نمودار های  .نشان داده شده است 0-0ک ها در نمودار یک از آنتی بیوتی

PCR  وRFLP در بین الگوهای  ؛ کهیلین نشان داده شده استه متی سنسبت بPCR الگوی :bp 083  زولهیا 11که در 

 زولهیا 1ایزوله مشاهده شده بود  11که در  bp 573%( مقاوم به متی سیلین بودند و الگوی 00نمونه ) 13 ،مشاهده شده بود

 5ایزوله مشاهده شده بود  10که در  bp 383+033: الگوی RFLPدر بین الگوهای  ؛ و%( مقاوم به متی سیلین بودند83)

( %133ایزوله ) 0ایزوله مشاهده گردیده بود هر  0در  که bp 383+053الگوی  ،%( مقاوم به متی سیلین بودند70) زولهیا

ایزوله نسبت به متی سیلین  7%( مشاهده گردیده بود 51) زولهیا 5که در  bp 573الگوی  ،به متی سیلین مقاوم بودند نسبت

 . %( نسبت به متی سیلین مقاوم بودند80) زولهیا 7ایزوله مشاهده شده بود  0که در  bp 003اوم بودند و در نهایت الگوی مق

 
 هاي بيوتيک انتي به نسبت اورئوس استافيلوكوكوس هاي ايزوله از يک هر مقاومت درصد دهنده نشان :0 نمودار

 . مختلف

Clindamycin. a Cefazolin. b Gentamicin. c Cloxacillin. d Ampicillin. e Nitrofurantoin. f 

Vancomycin. g Co-trimoxazole. h Ciprofloxacin. i Erythromycin. j Cefalexin. k 

Methicillin. l Amoxicillin. m Amoxi-clav. n Cephaletin. o Tetracyclin. p 
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 سيلين متي به نسبت PCR الگوهاي از يک هر مقاومت درصد دهنده نشان :8 نمودار

 

 
 سيلين متي به نسبت RFLP الگوهاي از يک هر مقاومت درصد دهنده نشان :9 نمودار

 بحث

 یانسان یعلت مكرر از عفونت ها کی( و 03باشد ) یم ها لوکوکیاستاف نیپاتوژن انسان در ب نیاورئوس مهمتر لوکوکیاستاف

توان به  یرا م هایباکتر نیا .(01(تر شود  یتواند جد یم ،باشد یكروبیضد م یمقاوم به داروها یها هیاز سو یاست که اگر ناش

 . (03دانست )شناخته شده در هر منطقه از جهان  یعلت مرتبط با سلامت و عفونت ها کیعنوان 
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S. aureus کیمرتبط بوده و مدتهاست که به عنوان  مارستانیدر جامعه و ب یجد یهایماریاست که با بپاتوژن مشترک  کی 

 ریگزارش کرده اند که سا سندگانیاز نو یاگرچه برخ .(00و  00شود ) یدر نظر گرفته م یبهداشت عموم یمشكل اصل

 .S .(07باشند ) کیژنیانتروتوکسممكن است  ،S. hyicusو  S. intermediusمانند  ،مثبت آگولازکو یلوکوکهایاستاف

aureus عیعلت شا نیسوم سمیارگان نیا .(00است ) ییاز مواد غذا یناش یها تیمسموم وعیدر ش یریدرگ عیگونه شا 

به  عیو بازگشت سر لوکوکیبا استاف ییغذا تیمسموم عینسبتاً سر شرفتیبا توجه به پ .(05در جهان است ) ییغذا تیمسموم

 ییتوانا S. aureus .(08موارد گزارش نشده است ) شتریشود که ب یم ینیب شیپ ،اکثر افراد( ی)برا یعاد یبهداشت تیوضع

فرض بر  .را دارد کیمختلف آناتوم یها تیسات در نعفو جادیمختلف و ا یها زبانیدر ساکن شدن در م ییبالا یریپذ قیتطب

 یآلل راتییو تغ یژن یتفاوت در محتوا لیبه دل یودحد تا زبانیم یاختصاص یماریمسئول ب یمولكول یندهایاست که فرآ نیا

هماهنگ و  انیبه ب یاز عفونت ها تا حد یگسترده ا فیط جادیدر ا سمیارگان نیا ییتوانا .(01) شود یم جادیها ا هیسو نیب

 یهافاکتور نیاز مهمتری كی. (01و 03دارد ) یمرتبط با سلول و سطح بستگ ییزا یماریفاکتور ب نیشده چند میتنظ

 جیها و ترو یرشد باکتر شیژن باعث افزا نیا انیشود ب یتصور م. (03است ) کواگولاز نژ S. aureus یبرا ییزا یماریب

بنابراین ما در این مطالعه ژن کواگولاز را مورد ؛ (00شود ) توزیاز جمله فاگوس زبانیم یدفاع یها سمیعفونت در مواجهه با مكان

 . دیمشاهده گرداز این ژن کواگولاز مختلف  یالگو 0 تیدر نها Alu I میآنزبر اثر هضم  نتایج مطالعه، ارزیابی دادیم

 نیاست و ا ییانتها 0 نگیمنطقه کد دروجود انواع ژن  لیاز آن به دل یبخش ،وجود دارد یژن کوآگولاز در اشكال مختلف آلل

اثر  یها گاهیپشت سر هم و هم در جا یارهااست که هم در تعداد تكر یجفت باز DNA، 81 یتوال یسر کیمنطقه شامل 

 سهیو مقا ییشناسا یبرا یمولكول شماری ب یها کیاز تكن یكیژن کوآگولاز  نگیپیتا .(00است )محدودالاثر متفاوت  میانز

 ریتفس تیقابل ،یاختصاص ،ریتكرارپذ یبه اندازه کاف ،قیدق ،ساده یروش به عنوان روش نیا .است S. aureus پیانواع ژنوتا

 یقابل توجه یكیژنت ی( ناهمگون07-08است )مورد توجه قرار گرفته  S. aureus یها زولهیا نگیپیدر مورد تا یآسان و افتراق

ژن  PCRمحصولات تک رشته علاوه براین  .(01است )نشان داده شده  S. aureus یها زولهیا یعیطب یها تیدر جمع

 یاز برخ یا دو رشته ریکه محصولات تكث یدر حال ،(73رش شده است )زاگ واناتینشات گرفته از ح S. aureusدر  کوآگولاز

 . (71است )گزارش شده  یمنشأ انسان یها زولهیا

دهد که  یجدا شده نشان م یانسان یها S. aureus ژن کواگولاز در تمام PCR منفرد توسط یباند ها ییشناساهمچنین 

برای  .دهد یها را از گاوها به انسان نشان م یو احتمال انتقال باکتر یسانباشد و نه ان یها ممكن است منشاء گاو زولهیا نیا

شد و  یدر استان فارس است جمع آور یپزشك یمرکز اصل کیراز که یش ینماز مارستانیب مارانیاز ب یچرک ینمونه ها مثال

 یم .مزرعه همراه است واناتیاً با حکه شغل آنها غالب ندیآ یم رازیش کیکوچک نزد یاز شهرها مارستانیب نیا مارانیب شتریب

 هضم محصولاتبرخلاف مطالعه ما  .باشد واناتیبا ح کیتماس نزد جهیانسان ممكن است در نت یگرفت که آلودگ جهیتوان نت

PCR با، یکواگولاز جدا شده انسان ژن AluI  وHin6، که ، محدود کننده مختلف شد لیپروفا 5و 8 جادیباعث ا بیبه ترت

 . (73باشد ) یها م زولهیا نیدر ژن کوآگولاز ا یقابل توجه یمگوندهنده ناه نشان

محدود  لیپروفا Hin6 ،0و  Alulجداشده با  کیتیژن کواگولاز ماست PCRمحصولات  هضمدر مطالعه ای  مشابه مطالعه ما

اما در تحقیق دیگری ؛ (70است ) ازریدر ژن کواگولاز در منطقه ش یکرد که نشان دهنده وجود هتروژن جادیکننده متفاوت را ا

دهنده وجود  نکرد که نشا جادیمحدود کننده مختلف را ا لیپروفا Hin6، 0و  Alulکواگولاز با  PCRهضم محصولات 

مختلف  یها تیطول و محدود ،گریمطالعات انجام شده توسط محققان د .(70است )جدا شده ها  نیدر ژن کاگولاز ا یهتروژن
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رسدبه  ینامشخص است اما به نظر م، جدا شده S. aureus نیدر ب سمیمورف یپل لیدل .(77داد )را نشان  یدژن انعقا لیپروفا

 دینوکلئوت نیچند ایشود  یژن کواگولاز حذف م '0انتها  هیاز ناح یدرج شده است که توسط آن بخش ایجهش حذف  لیدل

منطقه از ژن  ینا .کند یم رییکواگولاز تغ میآنز یژن یآنت تیو اجتمالا خاص زاندازه زن کواگولا جهیو در نت شود یدرج م

عوامل  .داشته باشد یعوامل ضد انعقاد یو فرار آن از اثر مهار کواگولاز نیژ یآنت راتییدر تغ یکواگولاز ممكن است نقش مهم

 یکوک لویاستاف یبرابر عفونت هامقاومت در  نیبنابرا وکنند  یرا خنث انعقاد خون تیتوانند فعال یم یباد یآنت ریو غ یباد یآنت

  .(70دهند ) شیرا افزا

 راتییممكن است تغ یاحتمال حیتوض .شوند یمحدود کننده هضم نم یها میتوسط آنز s. aureusmay یاز گونه ها یبرخ

نوم ژ یگزارش از توال نیتا به امروز چند .(75باشد ) یجهش نقطه ا لیبه دل coaژن  کیمورف یمكرر پل هیدر ناح یكیژنت

 یتوال نیرا ب ییشباهت بالا ،یجداشده انتخاب 7از  کواگولازژن  لیو تحل هیتجز ،ایدر مطالعه  .وجود دارد S. aureusکامل 

از  کیجداشده و هر  7هر  یجمع شده در مناطق تكرار یدینوکلئوت یتوال سهیمقا .گزارش ها نشان داد ریآنها و سا coaژن 

گرفت که تفاوت  جهیتوان نت یم ،یابی یبا توجه به نمودار توال .نشان داد coaژن  یاطق تكراررا در من ییبالا تیجداشده ها هو

 . (78است )بوده  یجهش نقطه ا لیقابل قبول بوده و به دل اریگزارشات بس ریبا سا یجداشده انتخاب 7در  coaژن  ین توالیب

 هیاول یغربالگر کیتواند به عنوان  یو م ،است یلعا اریبس S. Aureusو ارزان  عیسر یگروه بند یبرا RFLP-PCRروش 

محدود کننده ژن کوآگولاز  لیو تحل هیتجز .ردیمورد استفاده قرار گ کیولوژیدمیپو مطالعات ا یبهداشت عموم یها برا زولهیا

 یسب براناروش م کیتواند  یاست و م S. aureus یها زولهیا نیب کیولوژیدمیروابط اپ نییتع یروش قابل اعتماد برا کی

با  S. aureus یها هیسو کوآگولاز یژن هیناح یابی یتوال ،نیهمچن .در نظر گرفته شود S. aureus یها زولهیمنشاء ا نییتع

 . شده است شنهادیژن کوآگولاز پ یریرپذییتغ زانیکشف م یبرا RFLP یهمان الگوها

 از شده جدا آرئوس استافیلوکوکوس های سویه در B و Aهای  در این مطالعه انتروتوکسین، علاوه بر بررسی ژن کواگولاز

 درصد دهنده مربوط به دو انتروتوکسین نشان PCR ،بررسی شد اهواز نفت بیمارستان به کننده مراجعه بیماران های نمونه

ادراری و مختلف بود که بیشترین درصد فراوانی مربوط به نمونه های  های ضایعه فراوانی متفاوتی از انتروتوکسین آلفا در

اما در مورد انتروتوکسین بتا بیشترین درصد فراوانی مربوط به زخم و کمترین ؛ کمترین مربوط به مایعات مفصلی و خون بود

اورئوس ها  لوکوکیمورد نظر از استاف یها زولهیا یتمام یبر رو وگرامیب یتست آنتعلاوه بر این  .مربوط به نمونه های ادرار بود

این  .گزارش شد مطالعهمورد  یها کیوتیب یمختلف نسبت به آنت یها زولهیاز ا کیدرصد مقاومت هر  جیانت که رفتیانجام پذ

از  کیدرصد مقاومت هر همچنین  .( بود%57) نیلیس یمت نتایج نشان داد که بیشترین مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک

 زولهیا 11که در  bp 083 یالگو PCR یالگوها نیکه در ب بررسی شد نیلیس ینسبت به مت RFLPو  PCR یالگوها

 زولهیا 1مشاهده شده بود  زولهیا 11که در  bp 573 یبودند و الگو نیلیس ی%( مقاوم به مت00نمونه ) 13 ،مشاهده شده بود

 5مشاهده شده بود  زولهیا 10که در  bp 383+033 یالگو :RFLP یالگوها نیدر ب ؛ وبودند نیلیس ی%( مقاوم به مت83)

( %133) زولهیا 0بود هر  دهیمشاهده گرد زولهیا 0در  که bp 383+053 یالگو ،بودند نیلیس ی%( مقاوم به مت70) زولهیا

 نیلیس ینسبت به مت زولهیا 7بود  دهیگرد شاهده%( م51) زولهیا 5که در  bp 573 یالگو ،مقاوم بودند نیلیس یبه مت نسبت

 .مقاوم بودند نیلیس ی%( نسبت به مت80) زولهیا 7مشاهده شده بود  زولهیا 0که در  bp 003 یالگو تیمقاوم بودند و در نها

سویه  Micrococcaceae، 13سویه کواگولاز منفی متعلق به خانواده  115مشخص شد که از  مشابه این مطالعه در مقاله ای

نشان دادند  ،ید می شوندسویه تول 13توزیع سروتایپ های انتروتوکسینی متنوعی که توسط این  ،می کنندانتروتوکسین تولید 
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در یک  SEBسویه و  7در  SEAسویه( در حالیكه  0از همه انتروتوکسینها بیشتر مشاهده شد )در  SECکه انتروتوکسین 

توکسینهای سیتولیتیک و همولیتیک . را نیز دارا بود SECو  SEAتوانایی تولید  SEBسویه مولد  .سویه تشخیص داده شدند

چند بار مشكوک به ایجاد مسمویت غذایی  S. epidrmidis( و 71اگولاز منفی مشاهده شده اند )در استافیلوکوک های کو

 ( وقتی نتوانستند سویه مولد انتروتوکسینی تشخیص01) Bergdollو  Noletoعلاوه براین  .(03تشخیص داده شده است )

سویه های کواگولاز منفی متعلق به خانواده  غیر انتروتوکسیژنیک یا S. aureusفقط  .چنین موردی را توصیف کردند ،دهند

Micrococcaceae نفر مبتلا به گاستروانتریت ناشی از مسمویت  107در  ،در یک مورد دیگر .جداسازی و شناسایی شدند

 . (03بعنوان منبع بیماری پیشنهاد شد ) S. epidrmidis ،غذایی

فقط به استافیلوکوکوس اورئوس کواگولاز مثبت  Micrococcaceaeaواضح است که تولید انتروتوکسین در اعضای خانواده 

که از واژن بیماران مبتلا  S. epidermidisسویه متعلق به  33( از بین 01و همكاران ) Bergdoll .(00د نمی شود )محدو

نگر آن است که را یافتند و این بیا Fدو سویه مولد انتروتوکسین استافیلوکوکی  ،جداسازی شده بودند 1به سندرم شوک سمی

S. epidermidis  شوداحتمالا باید جدی تر گرفته . 

 .Sدر یک مطالعه نشان داد که تولید انتروتوکسین در سویه های استافیلوکوک کواگولاز منفی متعلق به گونه های 

epidermidis، S. haemolyticus، S. capitis،  وM. luteus د شده اختصاصیت کواگولازهای تولی .نیز رخ میدهد

بیانگر  ،انسان برای لخته کردن پلاسمای خون از حیوانات مختلفتوسط سویه های جداسازی شده از حیوانات مختلف منجمله 

بنابراین برای اطمینان از کواگولاز منفی بودن سویه های انتروتوکسیژنیک در مطالعه ؛ این کواگولازهاست 3هتروژنیک بودن

مثبت بودن تست  .ر گرفتمورد استفاده قرا ،که این باکتریها از آنها جداسازی شدند پلاسمای خون تمام حیواناتی ،حاضر

اما این گونه با استفاده از  ،می باشد S. hyicusحاکی حضور احتمالی  ،که در برخی از سویه ها مشاهده شد DNaseواکنش 

اینها را می شد بعنوان عامل  ،گرفت روی غذای مشكوک انجام می DNaseاگر تست  .(00معیارهای دوریس شناسایی نشد )

 ،درصدی داشتند 11سویه های انتروتوکسیژنیک در بین کوکسی های کواگولاز منفی شیوع  .دمسمویت غذایی تشخیص دا

( گزارش دادند 07) Hellberg و Danielson .% بود03حدود  S. aureusدرحالیكه شیوع آنها در بین سویه های متعلق به 

نها تست کواگولاز را فقط روی پلاسمای خرگوش البته آ .وک های کواگولاز منفی انتروتوکسین تولید می کنند% استافیلوک5که 

 . انجام داده بودند

تكنیک الایزا  .بنظر میرسد که استفاده از شیوه های ایمونولوژیک رویكرد نسبتا کارآمدتری برای تشخیص انتروتوکسین باشد

ممكن است پاسخ  ،کننددر صورت حضور موادی که تداخل ایمونولوژیكی ایجاد می  .است اختصاصی و سهل الاستفاده ،حساس

سویه  .این احتمال هیچ مشكلی بوجود نمی آورد ،اما با توجه به تجربیاتی که تابحال بدست آورده ایم ،مثبت کاذب حاصل شود

 ،ان احتمالی انتروتوکسین در نظر گرفترا باید تولیدکنندگ Micrococcaceaeهای کواگولاز منفی متعلق به خانواده 

 .Sاین سویه های کواگولاز منفی در مقایسه با سویه های  .کمتر است S. aureusشخصا از سویه های هرچندکه تعداد آنها م

aureus اما مقدار آن در برخی سویه های جداسازی شده از موارد مبتلا به  ،مقادیر مشابهی انتروتوکسین تولید می کنند

 . برسد μg/ml 100ومیت غذایی ممكن است به مسم

                                                           
1
 Toxic Shock Syndrome 

2
 Heterogenicity 
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