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  چکیده

هـاي مختلـف    ی ایجاد بیماري که در شرایط خاص توانای     استکوکسی گرم مثبتی    ،  استافیلوکوکوس اورئوس  :زمینه و هدف  

در میـان ایـن    .آورد مـی این باکتري با ترشح سموم مختلف از جمله انتروتوکسین شرایط تهاجم به میزبان را فـراهم      . را دارد 

ي انتروتوکـسین  ها ردیابی ژناین تحقیق جهت . کنند میزایی ایفا  ي بیشترین نقش را در بیمارBوAسموم، انتروتوکسین 

AوBي بالینی صورت گرفته استها نه در نمو.  

 نمونـه بـه صـورت       40تعـداد   . شد انجام   1387 تا شهریور    1386، از مهر ماه      مقطعی - این مطالعه توصیفی   :ها  مواد و روش  

کننده بـه مراکـز درمـانی کرمـان و         بیماران مراجعه   ادرار  و ي زخم، خون، گوش، بینی، استفراغ     ها  جداگانه از هر یک از محل     

ي بیوشـیمیایی  هـا  ییـد آزمـون  أ پس از کـشت و ت ها  نمونه. نمونه مورد بررسی قرار گرفت 240  گردید و جمعاً   رفسنجان اخذ 

Polyتوسط تکنیک  Chain Reactio شدند ارزیابی.

آلوده به استافیلوکوکوس اورئوس جدا شد که از ایـن تعـداد   %) 83/20( نمونه 50، نمونه مورد مطالعه   240 از تعداد    :ها  یافته

از %) 22( مورد 11 ،ند، همچنینبود BوAآلوده به استافیلوکوکوس اورئوس حاوي هر دو ژن انتروتوکسین %) 74(ورد  م37

  . شناسایی گردیدB ژن انتروتوکسین  حاوياز نمونه بالینی%) 4( مورد 2 و A ژن انترتوکسین  حاويي آلودهها نمونه

 کـه ایـن     ی ناقلین  خصوصاً دن باش ها   براي انتشار آلودگی در بیمارستان     یعد منب نتوان می بیماران   نتایج نشان داد   :گیري نتیجه

 هـا  کننده نقش مهم این توکسین   اذعان BوAشناسایی انتروتوکسین    ،همچنین. ه است پاتوژن در بینی آنها شناسایی گردید     

  .باشد می اني ثانویه در بیمارها در ایجاد عفونت

PCR انتروتوکسین، ژن، ، استافیلوکوکوس اورئوس: کلیديهاي واژه

  کارشناس ارشد گروه میکروبیولوژي دانشگاه آزاد اسلامی واحد قم) نویسنده مسئول( -1

microb_05@yahoo.com: ت الکترونیک، پس0391-3221065: ، دورنگار0391-3221065: تلفن

  دانشیار گروه آموزشی میکروبیولوژي،دانشگاه تربیت مدرس تهران -2

  استادیار گروه آموزشی میکروبیولوژي،دانشگاه علوم پزشکی کرمان -3

 اي دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد و عضو باشگاه پژوهشگران جوان دکتراي حرفه -4
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  مقدمه

 که  استکوکسی گرم مثبتی     ،استافیلوکوکوس اورئوس 

ــورت     ــه ص ــات ب ــسان و حیوان ــدن ان ــف ب ــاط مختل در نق

ایـن بـاکتري در شـرایط       . شود میمیکروفلور طبیعی یافت    

ي هـا   ي ویروسـی، آسـیب    هـا   خاص چون استرس، بیمـاري    

ردد، بافتی و هر عاملی که سبب ضعف در سیستم ایمنی گ          

هـاي پوسـتی،    ي مختلفی چـون عفونـت  ها تواند بیماري  می

آمیز و اخـتلالات   ي مخاطرهها ي غذایی، شوكها  مسمومیت

 ـ       عملکـرد ایـن     .]1[وجـود آورد    ه  ناشی از خود ایمنـی را ب

زا بدین نحو است که با ترشح سموم مختلـف           عامل بیماري 

زا، انتروتوکـسین سـندرم شـوك        از جمله اگزوتوکسین تب   

. شود می سموم سیتولیتیک سبب تهاجم به میزبان        سمی و 

سـم   ،ها  ترین سموم تولید شده توسط استافیلوکوك      از مهم 

ي استافیلوکوکی از نوع    ها  انتروتوکسین. استتوکسین  انترو

A تا R هاي انتروتوکسین .باشند می AوBتـرین و    معمول

ترین  مهم. ]2-4[ یافت شده هستند     هاي  ترین توکسین  مهم

ات انتروتوکــسین اســتافیلوکوکی، توانــایی ایجــاد خــصوصی

ها، مقاومت به حرارت، هضم پپـسین و         استفراغ در پریمات  

سـم تولیـد شـده      . ]5[ژنیـسیته اسـت      خاصیت سوپر آنتی  

نماید کـه   میتوسط این باکتري در انسان ایجاد مسمومیت    

ــاً  ــسمومیت%5تقریبــ ــی از    مــ ــذایی، ناشــ ــاي غــ هــ

. باشـد  مـی وسط این باکتري    ي تولید شده ت   ها  انتروتوکسین

ي ناشی از ایـن    ها  این در حالی است که گزارش مسمومیت      

 جدید رو به افـزایش      انواعانتروتوکسین به دلایل شناسایی     

هر چند در ایران اطلاعات بسیار کمی در این         . ]2-6[است  

خـصوص وجــود دارد و بیــشتر تحقیقــات انجــام شــده بــه  

 استباکتري مربوط   بیوتیکی این    ي آنتی ها  بررسی مقاومت 

]8-7[.Bergdoll      ي هـا    مـسمومیت  %95گزارش نمود کـه

ناشی از انتروتوکسین اسـتافیلوکوکوس اورئـوس بـه علـت           

  انـواع باقی مانده بـه علـت    % 5بوده و    A،B،C،D،E انواع

A نـوع  هـاي   انتروتوکـسین . ]6[باشد   می این باکتري    دیگر

 تولید شـده  يها ترین انتروتوکسین  استافیلوکوکی مهمBو

این سم عامل   . هستندتوسط استافیلوکوك کواگولاز مثبت     

ي غذایی استافیلوکوکی در دنیا بـوده و        ها  اصلی مسمومیت 

-10[بیشترین مطالعات نیز در این مورد انجام شده اسـت           

در حــــالی کــــه اطلاعــــات کمــــی در خــــصوص  ].9

 بـه   هـا   ي تولید شـده توسـط دیگـر سـوش         ها  انتروتوکسین

 وجود دارد و این بـه علـت نقـش کـم     CوQ نوعخصوص 

جهت . ]11-12[باشد   می در ایجاد مسمومیت غذایی      ها  آن

ي مختلفـی از جملـه      هـا   شناسایی سموم این باکتري روش    

،]14[یــــــزا، الا]13[لاتیناســــــیون لاتکــــــس آگ

و]17[لاتکـس ایمونواسـی  ،]15-16[ماتوگرافی وایمونوکر

 همــه ایــن  وجــود دارد کــه در]18[مگنتیــک ایمونواســی 

 نیــاز بــه فــراهم شــدن شــرایطی بــراي بیــان ژن هــا روش

 تــا بتــوان نــسبت بــه اســتانتروتوکــسین اســتافیلوکوکی 

در حــالی کــه روش . شناســایی ایــن ســموم اقــدام نمــود 

یی ها  تواند سوش  میمولکولی با شناسایی ژن کدکننده سم       

 شناسـایی   ،دن ـکن مـی که به میزان کم ایـن سـم را ترشـح            

 و نقـش آنهـا      ها   به اهمیت این انتروتوکسین    با توجه . نماید

در بهداشت و سلامتی جامعه مطالعات متعـددي در ایـران           

Sattariتوان به مطالعـات  میصورت گرفته که از آن جمله 

]7[،Saadati]10[،Anvari]18[وPourmand]19[

 جهت شناسـایی و      حاضر  مطالعه ،بر این اساس  . اشاره نمود 

ــم BوA جداســازي انتروتوکــسین ــوان مه ــه عن ــرین   ب ت

ي هـا  ي بـالینی در شهرسـتان  هـا   از نمونـه   هـا   انتروتوکسین

  .رفسنجان و کرمان انجام پذیرفته است
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  ها مواد و روش

 جهـت شناسـایی ژن      ، مقطعی -این مطالعه توصیفی  در  

بـه  .  از روش ملکولی اسـتفاده گردیـد  BوAانتروتوکسین 

ي هــا مونــه ردیــابی اســتافیلوکوکوس اورئــوس در نمنظــور

ــالینی، از بیمــاران مراجعــه ــه مراکــز درمــانی و هکننــد ب  ب

 کرمـان و رفـسنجان بـه        هـاي   آزمایشگاه مرکزي شهرستان  

اي از مهرمـاه سـال       اي و چند مرحله    روش تصادفی، خوشه  

گیري با رعایـت اصـول        نمونه 1387 تا شهریور سال     1386

پـس از هـر بـار اخـذ         . شداخلاقی و رضایت بیماران انجام      

 در کنـار یـخ و بـا رعایـت           هـا   نمونه ،ونه از مراکز درمانی   نم

اصول استاندارد به آزمایشگاه دانشکده پزشـکی رفـسنجان         

ــد و مراحــل جداســازي انجــام  شــدمنتقــل  حجــم. گردی

=nاساس فرمول  گیري بر نمونه Z²×P×(1-P)/d²، 240 عدد 

ــد  ــین گردیـ ــول   . تعیـ ــتفاده از فرمـ ــا اسـ ــین بـ همچنـ

/D²²CV×²n=t   ي هـا  نمونـه از هـر یـک از محـل          40 تعداد

.]7[زخم، خون، گوش، بینی، استفراغ و ادرار اخذ گردیـد 

 تي کشت بلاد آگـار و نوترین ـ      ها  سازي محیط  پس از آماده  

 هـا   نمونـه  ،)مرك آلمان (براث طبق دستور کارخانه سازنده      

ــن محــیط  ــه ای ــا ب ــه ــال یافت ــس از ه انتق ــاعت 48 و پ  س

ي هـا   آزمـایش  ، گراد  سانتی  درجه 37انکوباسیون در دماي    

آمیـزي گـرم، آزمـایش کاتـالاز،         تشخیصی از جملـه رنـگ     

 و مانیتول سالت آگار جهـت جداسـازي   DNaseکوآگولاز،

جداسـازي و   . شـد باکتري استافیلوکوکوس اورئوس انجـام      

کشت براث بـا اسـتفاده    محیط  از  میکروب   DNAاستخراج  

جهت انجـام آزمـایش   . کلروفرم صورت گرفت-از روش فنل  

PCR  معرفـی شـده توسـط        ي هـا    از پرایمرSharama   کـه 

 اسـتفاده شـد    ،توسط شرکت سیناژن ایران سـنتز گردیـد       

]20[.

BوA توالی پرایمري جهت شناسایی انتروتوکسین -1جدول 

  قطعهنام پرایمر  توصیف پرایمر    توالی  نوکلوتیدي  PCR اندازه

TGTATGTATGGAGGTGTAAC-3 ́5universalforward primerSA-u

270bp5 ́-ATTAACCGAAGGTTCTGT-3revarse primer for seaSA-A

165 bp5 ́-ATAGTGACGAGTTAGGTA-3revarse primer for sebSA-B

، آنـزیم بـا اثـر       Taq پلـی مـراز،      DNAهمچنین آنـزیم    

DNAمحدود و نشانگر  Ladder 100  جفت باز از کمپـانی 

Tris-base،dNTPمـواد  . فرمنتـاز در ایـران خریـداري شـد    

EDTA)Ethylenediaminetetraacetic acid(

(Deoxynucleoside Triphosphate) ،ــزیم ــد منی ، کلری

Ribonuclease   اتیدیوم بروماید و لیزوزیم نیـز از شـرکت ،

ازPCRجهـت انجـام آزمـایش       . سیناژن خریداري گردیـد   

 و همکـاران اسـتفاده      Sharamaدستور ارائـه شـده توسـط        

R،1 میکرولیتر پرایمـر     1بدین ترتیب مخلوطی از     . گردید

 5/0زیم، یــرو لیتــر کلریــد من میکــF ،2میکرولیتــر پرایمــر

 میکرولیتـر  x10 ،2 میکرولیتر بافرdNTP ،5/2 میکرولیتر

DNA  ، میکرولیتر آنـزیم     1 الگو Taq   میکرولیتـر آب    15 و 

  سانتی گـراد    درجه 94 و از برنامه حرارتی      هیه شده مقطر ت 

 مرحلـه تکـراري     30 دقیقه جهت دناتوره کردن اولیـه و         4

 50جهـت دنـاتوره کـردن ،    دقیقه  1 سانتی گراد   درجه 94

 درجه  72  ثانیه جهت مرحله اتصال،    45 سانتی گراد  درجه
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 72و مرحله انتهـایی     ) مرحله تکثیر ( ثانیه   45 سانتی گراد 

بـا اسـتفاده از   )تکثیر نهـایی ( دقیقه 10 سانتی گراد درجه

 )سـاخت انگلـیس  FTC31020 مـدل  (دستگاه ترموسایکلر

ــد ــتفاده ش ــه. اس ــر مرحل ــDNAاز  ،در ه دایی توســط  اه

دانشگاه تربیت مدرس بـه عنـوان نمونـه کنتـرل مثبـت و              

همچنین از آب مقطـر بـه عنـوان کنتـرل منفـی اسـتفاده          

ژلPCR میکرولیتر از محـصول  10در پایان . گردید روي

 100 آگاروز واجـد اتیـدیوم برومایـد در حـضور مـارکر        1%

 گردیــد و در نهایــت Bio-Rad)(جفــت بــازي الکتروفــورز 

نـسخه   SPSSافزار دست آمده با استفاده از نرمه  باطلاعات

>05/0p گردید و تحلیل تجزیه و کاي  مجذورو آزمون    13

  .دار در نظر گرفته شد معنی

  نتایج

 نمونه از بیماران با میـانگین سـنی      240در این مطالعه    

 کـه  سال اخـذ گردیـد       46 تا   13با دامنه سنی     و   5±6/27

آلوده  ،ییديأ ت آزمایشات پس از انجام  %) 83/20( نمونه   50

نتایج به تفکیـک محـل      . به استافیلوکوکوس اورئوس بودند   

 23تعـداد   .  نشان داده شـده اسـت      1اخذ نمونه در جدول     

 نمونـه  27 مـذکر و     مربوط بـه بیمـاران     %)46(نمونه آلوده   

ي هـا   فراوانـی ژن  . نـث بودنـد   ؤممربوط به بیمـاران     %) 54(

رد مطالعه به قرار زیـر       بالینی مو  ه نمون 50 در   ینتوکسوانتر

  :بود

ــورد 37 ــه%) 74( م ــا از نمون ــه   ه ــوده ب ــالینی آل ي ب

A ناستافیلوکوکوس اورئوس حاوي هر دو ژن انتروتوکـسی     

ي آلـوده  هـا  از نمونـه %) 22( مورد 11د، همچنین بودن Bو

از نمونـه بـالینی     %) 4( مورد   2 و   A ینحاوي ژن انترتوکس  

 یني انترتوکس ها   ژن فراوانی.  بود B ینحاوي ژن انتروتوکس  

در بررسـی  .  آورده شده است   2به تفکیک جنس در جدول      

 هیچگونـه رابطـه     ین انتروتوکس رابطه بین جنس و نوع ژن     

  .داري مشاهده نگردید معنی
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  هاي کرمان و رفسنجان  مراکز درمانی شهرستانکننده به بیماران مراجعه رئوس جدا شده ازاوفراوانی استافیلوکوکوس  -2 جدول

ي آلوده  ها  تعداد نمونه   ع نمونهنو

  در شهرستان رفسنجان

ي آلوده  ها  تعداد نمونه 

  در شهرستان کرمان

  مجموع تعداد

  ي آلودهها نمونه

  فراوانی نسبی

%38112  زخم

%43714  خون

%1051530  گوش

%911020  بینی

%1236  استفراغ

%1348ادرار

%282250100  مجموع

n=40

   بر اساس جنس BوA انتروتوکسینهاي ن   فراوانی ژ-3 جدول

Aفراوانی ژن انتروتوکسین

Bو

Bفراوانی انتروتوکسین  Aفراوانی ژن انتروتوکسین  تعداد موارد آلوده تعداد 

نمونه

جنس

)26/78(%18 )35/4(%1 )39/17(%4 23 100 مرد

)37/70(%19 )70/3(%1 )93/25(%7 27 140 زن

)74(%37 )4(%2 )22(%11 50 240 مجموع

وsea -1شکل   ژن بر روي ژل آگاروزsebژن

sea 270 bp
seb 165 bp

400
300
200
100

1 2 3 4 5 6

ژنsea-6و5 مارکر –4ژنseb-3و2 مارکر  –1
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  بحث

ي اســتافیلوکوکوس اورئــوس توانــایی هــا انتروتوکــسین

و  ا هــستنددار در انــسان  راهــاي مختلفــی ایجــاد بیمــاري

عات متعددي سعی در جداسـازي ایـن عامـل از مـواد             لمطا

بـسیاري از    ،با ایـن وجـود    . ندا  بالینی داشته  غذایی و موارد  

ــایی ژن  ــت شناسـ ــات جهـ ــا مطالعـ ــسین هـ ي انتروتوکـ

است و  انجام شده   استافیلوکوکوس اورئوس در مواد غذایی      

ــل  ــن عام ــوارد مطالعــات کمــی جهــت شناســایی ای  در م

ي جـدا   ها  ایزوله% 74،  در این مطالعه  . وجود دارد کلینیکی  

. نـد بود BوAروتوکـسین  ي انتها  حاوي ژنها شده از زخم

 در ،و همکـاران Klotz که توسط اي در حالی که در مطالعه

 ـ مــاه 5طـول    مــدفوع بیمــاران بـا کمــک تکنیــک  روير ب

multiplex PCR 44 کــه انجــام گرفــت مــشخص گردیــد 

) %31/47(  ســویه اســتافیلوکوکوس اورئــوس93ســویه از 

هـاي    هاي کدکننده انتروتوکـسین     جداسازي شده واجد ژن   

همچنین در ایـن مطالعـه مـشخص    . ]21[ ند ا تلف بوده مخ

ي بالینی آلـوده بـه اسـتافیلوکوکوس        ها  از نمونه % 4گردید  

 بودنـد کـه بـا مطالعـه     Aاورئوس واجـد ژن انتروتوکـسین      

Saadati  و همکـاران کــه فراوانـی ژن انتروتوکــسین Aدر

گزارش کردنـد رابطـه نزدیکـی       % 74/6  را ي بالینی ها  نمونه

 و همکاران Saadati  توسطدر مطالعه دیگري که].8[دارد

 انجـام   PCR نمونه ناقلین سالم بـا کمـک تکنیـک           بر روي 

 در مطالعــه .]9[د شــگــزارش % 3/25گرفــت ایــن میــزان 

Anvari       داراي  هـا   نمونـه % 74 و همکاران مشخص گردیـد 

اي کــه  در مطالعــه. ]18[باشــند  مــی Aژن انتروتوکــسین 

% 9/49 مشخص گردید  شد و همکاران انجام     Omoeتوسط  

ي اخذ شده از افراد سالم حـاوي ژن انتروتوکـسین        ها  نمونه

A همچنین  . ]4[ باشند میPourmand      و همکـاران میـزان 

در . اعــلام نمودنــد% 9/46را  Aفراوانــی ژن انتروتوکــسین 

 و جـنس مـراجعین      A بین ژن انتروتوکسین      حاضر مطالعه

ج حاصل از این    داري مشخص نگردید که با نتای      رابطه معنی 

دست آمـده   ه  علت عمده  اختلاف ب    . مطالعه همخوانی دارد  

ي انتروتوکسین در ایـن تحقیـق بـا سـایر           ها  در فراوانی ژن  

.]19[گیـري باشـد       نمونـه  أند ناشی از منش   توا میمطالعات  

  بر حـسب ایـن     BوAي انتروتوکسین   ها  میزان فراوانی ژن  

 غذا یـا محـیط      ،ها   باکتري حیوان، انسان، عفونت    ءکه منشا 

ي محققـان قابـل    ها  این امر در گزارش   .  متفاوت است  ،باشد

.]9[مشاهده است 

  گیري نتیجه

با توجه به اهمیت پاتوژنیسیته باکتري استافیلوکوکوس       

ي بیمارسـتانی در ایـن      هـا   اورئوس و نقـش آن در عفونـت       

د به عنوان منبعی    نتوان میمطالعه مشخص گردید  بیماران      

 ناقلین که ایـن  خصوصاً(گی در بیمارستان براي انتشار آلود 

. دن ـمحـسوب گرد  )پاتوژن در بینی آنهـا شناسـایی گردیـد    

 خــود BوA هــاي همچنــین شناســایی انتروتوکــسین  

ي ها   در ایجاد عفونت   ها  کننده نقش مهم این توکسین     اذعان

لاش جهـت    ت ـ ،با این وجـود   . باشد میثانویه در افراد بیمار     

ي هـا   بیوتیـک   ا اسـتفاده از آنتـی     کنترل این عامل پاتوژن ب    

ي هـا   تواند نقش مهمی در جلـوگیري از آسـیب         میمناسب  

  .ي این باکتري داشته باشدها ناشی از توکسین

  تشکر و قدردانی

شناسی دانـشگاه     آزمایشگاه میکروب  کارکنان محترم از  

تربیت مدرس تهران و دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان کـه         

 تــشکر صــمیمانه ،رســاندنددر انجــام ایــن مطالعــه یــاري 

  . گردد می
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Detection of Staphylococcus aureus Entrotoxin Genes A & B in Clinical

Samples of the Patients Referring to the Medical Centers of Kerman

and Rafsanjan Cities by PCR Technique

A. Salari Sharif1, M. Sattari2, M. Moradi3, R. Shahrokhabad4
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Background and Objectives: Staphylococcus aureus is the positive gram coccus which is able to cause

different kinds of infection in certain condition. The function of this bacteria is to provide the conditions for the

invasion of it to the host with the secretion of different sorts of toxins such as entrotoxin. A and B entrotoxins

have the most infections effect among these toxins. that’s why, this experiment for the has been conducted for

the detection of entrotoxin genes A and B in clinical samples.

Materials and Method:This cross-sectional and descriptive study, which was conducted from September 2007

to August 2008. Two handred and forty clinical samples from wound, wound, blood, ear, nose, vomited

secretions and urine were separation investigated (forty from each sample) and taken from the patients. then after

the culture of the samples and conducting confirming biochemical tests, then they were assessed by Poly Chain

Reaction technique.

Results: After the diagnosis of this bacteria and conducting objective test, from two hundred and forty samples

examined throughout this study, fifty ones (20.83%) were infected by Staphylococcus aureus. Thirty seven cases

(74%) of these infected samples were carrying both entrotoxin A and B genes. The frequencies of A and B genes

were 11(22%) and 2 (4%), respectively.

Discussion: This study identified that 20.83% of the patients were carrying the pathogen as the source of

infection. The detection of entrotoxin A and B genes, shows the most important role they have in bringing about

superinfection.
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