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FISH  / 105 با تشخيص سريع استافيلوكوكوسدكتر سعيد تاج بخش و همكاران

:مقدمه

ها از مهمتـرين عوامـل بيمـاريزا در انسـان بـه             استافيلوكوك

هـاي سـطحي و عميـق را        تواننـد عفونـت   شمار آمده و مـي    

ــتن   ــنده هس ــاً كش ــه بعض ــد ك ــود آورن ــان  ). 1( د بوج از مي

تــوان بــه هــا مــيهــاي حــائز اهميــت ايــن بــاكتريعفونــت

پنومـوني اسـتافيلوكوكي    . هـاي تنفسـي اشـاره نمـود       عفونت

يك نوع آن را پنوموني     . تلفات دارد % 50خطرناك است و تا     

هـاي  استنشاقي گويند كه پس از تضعيف حاصل از عفونـت         

گـذاري  ير لوله ويروسي و يا در بيمارستانها بدنبال اعمالي نظ       

نوع ديگر را پنوموني همـاتوژن      . گرددو آسپراسيون ايجاد مي   

يـد   آ نامند كه در نتيجه باكتريمي استافيلوكوكي پديد مـي        مي

 مسئله مهم ديگر، بـه بيمـاران مبـتلا بـه سيسـتيك              . )3-1( 

, در ايـن بيمـاري ژنتيكـي        .  مربوط است  CF1فيبروزيس يا   

خاطي دسـتگاه تـنفس،     هاي م هاي سلول نقص عملكرد مژك  

منجر به كلونيزاسيون پايدار ميكروبـي شـده كـه حاصـل آن             

تواند منجر بـه مـرگ      باشد و مي  هاي مزمن ريوي مي   عفونت

يكي از عوامل بسيار مهم عفونت در اين افراد،         . شخص شود 

همچنــــين . باشــــدمــــي2اســــتافيلوكوكوس اورئــــوس

ـــسودومون ــوزا اســ ــرو ژينـ ـــ، بورخلدرياس3آئـ  و4پاشياــ

ها نيز از ديگر عوامل مهـم عفونـت در بيمـاران            استرپتوكوك

CF   متأسفانه شناسايي دقيق عامـل     ). 4-8( آيند   به شمار مي

 روز زمـان نيـاز      3 تـا    1 حـداقل    ,عفونت با روشهاي معمول   

بيوتيـك  گيـري، بيمـار آنتـي   ضمناً گاهي پيش از نمونـه   . دارد

مصرف نمـوده كـه در جداسـازي بـاكتري از طريـق كشـت               

 ). 4و2( نمايد شكال ايجاد ميا

     مثــال ديگــر اينكــه در عفونــت اعضــاء مصــنوعي،      

ها از نظـر متـابوليكي دچـار تغييـر شـده و بـه               استافيلوكوك

 بطوريكـه كشـت و      ,شـوند هاي كند رشد تبـديل مـي      واريته

بنـابراين   ). 9( كند  جداسازي آنها زماني طولاني را طلب مي      

 كنار كشت يا به جـاي آن بـه       لازم است روشهاي ديگري در    

. كار گرفته شوند

1 Cystic Fibrosis
2 Staphylococcus aureus
3 Pseudomonase aeruginosa
4 Burkholderia cepacia

     عـــلاوه بـــر مـــوارد ذكـــر شـــده، تشـــخيص ســـريع 

ضـروري  هـاي خـون نيـز بسـيار    ها در كشـت استافيلوكوك

استافيلوكوكوس اورئوس از عوامل مهم سـپتي سـمي          . است

هاي خون با روشهاي    بوده كه شناسايي اين باكتري در كشت      

از دارد كه اين براي بيمار مبـتلا   روز زمان ني3 تا   2مرسوم به   

تشـخيص سـريع و     . به سـپتي سـمي زمـاني طـولاني اسـت          

اختصاصي عامل عفونـت در ايـن افـراد از اهميـت خاصـي              

 زيــرا بــه نوبــه خــود منجــر بــه انتخــاب  ,برخــوردار اســت

بيوتيك مناسب خواهد شد كـه نـه تنهـا پاسـخ درمـاني              آنتي

هـاي  هزينـه خوبي براي بيمـار در پـي دارد بلكـه از صـرف              

بيوتيكهاي غير مؤثر جلوگيري خواهد شـد  مورد براي آنتي  بي

ها در  البته جهت تشخيص مستقيم ميكروارگانيسم     ). 10،  3( 

هاي تجارتي ايمونولوژيك و يـا  هاي كشت خون، كيت بطري

باشــند، امـا تغييــرات خصوصــيات  بيوشـيميايي موجــود مـي  

ــي ــيم آنت ــا بيوش ــك و ي ــا را يژني ــتفاده آنه ــدودايي اس  مح

 ). 3( نمايد  مي

ــهاي     ــت روش ــد، لازم اس ــيح داده ش ــه توض ــابر آنچ      بن

تشخيص نويني به كار گرفته شود كه از سـرعت، حساسـيت     

اخيراً روش هيبريديزاسيون   . و ويژگي بالايي برخوردار باشند    

 نشـاندار شـده بـا مـواد         5هـاي در موضع با استفاده از پروب     

شناسي گرديده  ه ميكروب وارد حيط  ) FISH ( 6فلوئورسنت

هـا در   كه علاوه بر تشخيص سـريع و اختصاصـي ميكـروب          

سطح مولكولي، مورفولوژي آنها را نيز به وضوح قابل رؤيت          

 سـريعتر   PCRاين تكنيـك نسـبت بـه         ). 11-15(سازد  مي

ــت  ــروب ). 3( اس ــن روش پ ــدي در اي ــاي اليگونوكلئوتي ه

اده قـرار   نشاندار شده بـا رنگهـاي فلوئورسـنت مـورد اسـتف           

RNAهــــاي خاصــــي از گيرنــــد كــــه تــــرادفمــــي

ــوزومي ــل   (rRNA)ريب ــه آنهامتص ــرده وب ــايي ك  را شناس

). 11-12 و 3،10(شوند مي

، عدم نياز آن بـه      PCR در مقايسه با     FISHيكي از مزاياي    

نوكلئيـك از بـاكتري و عـدم نيـاز بـه تكثيـر              استخراج اسـيد  

DNAــي ــد  م ــر، ر  ). 17و16( باش ــق حاض وش در تحقي

FISH        هـا در  اسـتافيلوكوك  براي تشـخيص سـريع و دقيـق

5 Probe
6 Fluorescent In Situ Hybridization
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هاي خلط مورد ارزيابي قـرار      هاي كشت خون و نمونه    نمونه

. گرفته است

:هامواد و روش

1هاي مرجعفيكساسيون سويه) الف 

هايي كه بـه عنـوان كنتـرل در ايـن مطالعـه مـورد                    سويه

وكوكوس اســتافيل: اســتفاده قــرار گرفــت، عبــارت بودنــد از 

ــوس ، ATCC 25923)و(ATCC 29213اورئ

ــديس   ــتافيلوكوكوس اپيدرمي  و ( ATCC 12228 )اس

 بــه منظــور .2( DSM 2071 )اســترپتوكوكوس پيــوژن 

ــويه ــيون، ســ ــايع  فيكساســ ــذكوردرمحيط مــ ــاي مــ هــ

بــه صــورت هــوازي C°37 در دمـــاي3(LB)لوريابرتــاني

مي، سـپس در مرحلـه رشـد لگـاريت      ). 4 و 3(پرورش يافتنـد  

C°4 و دمــاي     rpm8000سوسپانسيون ميكروبـي در دور      

PBSرسوب سـلولي بـا   .  دقيقه سانتريفوژ گرديد 5به مدت   

PBSشستشـــو شـــده و بـــه دنبـــال آن مجـــدداً توســـط 

از آن سوسپاســيون تهيــه شــد و بعــد بــا حجــم مســاوي از 

ــق   ــل مطل ــورت    ) 12(  اتان ــدين ص ــد و ب ــوط گردي مخل

هاي ميكروبي فيكس شده در    يهسو. فيكساسيون انجام گرفت  

C°20- 18( نگهداري شدند .( 

هاي خلطكشت وفيكساسيون نمونه) ب 

     در اين پروژه نمونة خلـط بيمـاران پنومونيـك و نمونـة             

 نمونة خلـط    76.  مورد مطالعه قرار گرفتند    CFخلط بيماران   

از اين بيماران گرفته شد و در ظروف استريل و شرايط سرما            

از آنجائيكـه   . يشگاه ميكروب شناسـي منتقـل گرديـد       به آزما 

 بسيار غلـيظ و موكوئيـد بودنـد، در ابتـدا بـه              CFهاي  خلط

منظور هضم آنها، يك حجم از نمونه با يك حجم از محلول            

DTT4    با غلظت mg/ml1     10مخلوط گرديده و به مـدت

ــا  ــه در15تـ ــدC°37  دقيقـ ــه.  اينكوبـــه شـ ــپس بـ سـ

ــبه  ــور محاس ــه، از نCFU5 منظ ــاي مون ــط رقته ــاي خل ه

1 reference strains
2 Deutsche Sammlung Von Mikroorganismen und     
Zellkulturen ( DSM )
3 Luria-Bertani
4 dithiothreitol
5 colony forming unit

6آگـار  متوالي تهيه گرديد و بر روي محـيط تريپتـون سـوي           

(TSA)     يا محيط آگار BHI7  8آگـار سـالت  ومحيط مانيتول

)MSA ) (7 (     ــوازي ــورت ه ــه ص ــده و ب ــت داده ش كش

هاي مشكوك بـه اسـتافيلوكوك بـا     كلني ). 4( اينكوبه شدند   

و ســاير ز، آزمايشــهاي كاتــالاز، كواگــولاآميــزي گــرمرنــگ

 مورد شناسـايي قـرار      APIآزمايشهاي بيوشيميايي و سيستم     

.  آنها نيز تعيين گرديدCFUگرفته و ميزان 

، يك حجـم از نمونـة       FISH     در ضمن، به منظور انجام      

در . خلط با يك حجم از اتانل مطلق مخلوط و فـيكس شـد            

 توسـط  DTT، نمونة تيمار شـده بـا   CFمورد خلط بيماران  

. ه روش فوق فيكس گرديداتانل ب

هاي خون و فيكساسيونكشت نمونه) ج 

 نمونـة كشـت     41,     در اين بخش از پروژه، به ترتيب زير       

هـاي گـرم مثبـت از كشـتهاي خـون           خون حـاوي كوكسـي    

هاي در ابتدا نمونه  . انتخاب شده و مورد آزمايش قرار گرفتند      

سـمي پـس از تلقـيح بـه         خون بيمـاران مشـكوك بـه سـپتي        

 قـرار   BACTEC9240هاي كشت خون در سيستم      ريبط

اين سيستم يك اينكوباتور مخصـوص كشـت خـون      . گرفتند

هـا را   مس ـ حاصـل از رشـد ميكروارگاني      CO2باشـد كـه     مي

مانيتور كـرده و فـرد آزمايشـگر را از مثبـت بـودن رشـد در              

هاي كشت خون كه    بطري ). 3( سازد  بطري مربوطه آگاه مي   

ميكروارگانيسم را نشـان دادنـد، از    بدين صورت علائم رشد     

BACTEC       اسـتريل از    خارج شده و توسط سرنگ و نيدل

آميزي گرم بـر روي  سپس رنگ . گيري به عمل آمد   آنها نمونه 

هـاي كشـت خـون انجـام گرفـت و در صـورت              اين نمونـه  

، ضـمن اينكـه روي       )10و3( مشاهده كوكسي گرم مثبـت      

اده شـدند، جهـت      پاساژ د  9 يا آگار خوني   BHIمحيط جامد   

اتانــل مطلــق µl400 بــا از آنهــاµl400 نيــزFISHانجــام 

هـاي پـرورش يافتـه بـر روي         كلني. مخلوط و فيكس گرديد   

ند با توجـه بـه      دمحيط جامد كه مشكوك به استافيلوكوك بو      

6 Tryptone Soy Agar
7 Brain Heart Infusion Agar
8 Mannitol Salt Agar
9 Blood Agar = BA

Archive of SID

www.SID.ir



FISH  / 107 با تشخيص سريع استافيلوكوكوسدكتر سعيد تاج بخش و همكاران

آميزي گـرم، آزمايشـهاي كاتـالاز، كواگـولاز و سيسـتم            رنگ

APIمورد شناسايي قرار گرفتند .

FISH) د 

  در مطالعه حاضر از سه پروب اليگونوكلئوتيدي اسـتفاده         

.  منعكس گرديـده اسـت     1شد كه مشخصات آنها در جدول       

Metabionهــــــا از كمپــــــاني  ايــــــن پــــــروب 

ــان    (  ــونيخ ـ آلم ــاني  ) م ــا كمپ TIB-MOLBIOLو ي

 كـه مخصـوص   Sauپـروب  . تهيه شدند) برلين ـ آلمان   ( 

 سكانس خاص   گونة استافيلوكوكوس اورئوس است، به يك     

 اين گونه متصل شده و در واقـع بـه طـور    16S rRNAدر 

5انــتهاي   ) 4و3( نمايـد  اختصاصي آن را شناسايي مي  

 كـه   Cy3.  نشاندار شده بود   Cy3اين پروب با فلورو كروم      

، سـيگنال    )12و4،  3( باشد   مي 1هاي سيانيني از گروه رنگ  

 مخصـوص   Staپروب. كندقرمز توليد مي  ) فلوئورسانس  ( 

اي را در   باشد كـه سـكانس ويـژه      جنس استافيلوكوكوس مي  

16S rRNA3(نمايـد  هاي اين جنس شناسايي مـي  گونه .(

 كه سكانس آن مكمل يك ناحيـه ويـژه از           Eub338پروب  

16S rRNA16توانـد بـه   باشد، تقريبـاً مـي   باكتريها ميS 

rRNA  19-21و12،  4،  3( ها متصـل شـود       كليه باكتري .( 

5نتهايا  هاي پروبSta و Eub با مشتقاتي از فلوئورسين 

 نشاندار شده بـود كـه سـيگنال         FLU3 با   FLOUS2نظير  

 بـراي   FISH ). 22-24و14،  12( نماينـد   سبز توليـد مـي    

هاي و نمونه ) به عنوان كنترل    ( هاي مرجع فيكس شده     سويه

3خلط و كشت خــون فيــكس شــده بــر روي لامــهاي               

(Marienfeld-Bad-Germany)اي   حفـره  6اي يـا   حـفـره

براي هر نمونه دو حفره از يك لام در نظر گرفتـه           . انجام شد 

 از نمونة فيكس شده مربوطـه در هـر كـدام از             µl10شد كه   

اين دو حفره قرار داده و پـس از خشـك كـردن درهـوا، بـه               

هر كدام  ( و اتانل مطلق    % 80،  %50گيري در اتانل    منظور آب 

سپس به  ). 22 و4، 3( قرار گرفتند )  دقيقه 3ت به مد

هـا،  منظور نفوذپذير نمودن ديواره سلولي نسـبت بـه پـروب          

به مـدت  mg/ml1هضم آنزيمي توسط ليزوزيم با غلظت       

1 Cyanine dyes
2 5(6)-Carboxy fluorescein-N-hydroxysuccinimide -
ester
3 5(6)-Carboxy fluorescein

 بـا  ( Sigma ) و ليزواسـتافين  C°37 دقيقـه در دمـاي   15

  انجام C°37  دقيقه در دمـاي5به مدت µg/ml 10غلظت 

فرآيند هيبريديزاسيون با پوشـاندن هـر حفـره         . )4(پذيرفت  

از بـــــــافر هيـبريـديــــــــزاسيون µl10توســـــــط 

[ ]
SDS/%,formamide%(

)NaClM/,pH8HCl-mMTris

01020

9020

 بــه   C°46 در دمـاي     ng/µl 5حـاوي پـروب بـا غلــظت       

در يك محفظه مـرطــوب      ) 23،  16،  4،  3(  دقيقه   90مدت  

-Sauصــورت گــرفت بطــوري كــه دو پـــروب      ) 25( 

Cy3   و Eub-Flous ه صورت مخلوط در يـك حفـره و          ب

ــرSta-Fluosپـــــــــروب  ــره ديگـــــــ  در حفـــــــ

بــــدين ترتيــــب در واقــــع هــــر نمونــــه .  وارد شــــد

ـــرفت     ــرار گ ــروب ق ــه پ ــر س ــأثير ه ــت ت ـــس از. تح پ

 دقيقـــــه، لامــــــها توســــــط بافــــــر شستشـــــو 90

mMTris,SDS/%,mMNaCl( 20010225
[ ])pHHCl 8−
رحله در م .  شستشو شدند  C°48 دقيقه در دماي     10به مدت   

5 بـه مـدت   µg/ml1باغلظـت  DAPI 4بعد لامها توسـط 

آميـزي شـدند كـه ايـن مـاده بـه صـورت غيـر                دقيقه رنـگ  

آبـي بـروز     را رنـگ كـرده و فلئورسـانس        DNAاختصاصي  

 و  PBS نهايتـاً پـس از شستشـوي لامهـا بـا             . )3( دهـد   مي

(DAKO)خشك نمودن آنها در هوا، توسط ماده مانتينـگ          

ــ ــدند و توسـ ــانده شـ ــنتپوشـ ــكوپ فلئورسـ ط ميكروسـ

 داراي يــــــك ســــــري از فيلترهــــــاي اســــــتاندارد

Leica Microsystem) يا (Nikon E400 مورد مطالعه 

 سـاعت   3 حداكثر به    FISHكل مراحل تكنيك    . قرار گرفتند 

. زمان نياز داشت

FISHتفسير لامهاي 

Sau و Eub338 ،Sta     در ايـن مطالعـه از سـه پـروب     

 يـا  FLUOS بـا  Sta و Eub338اي  ه ـپروب. استفاده شد 

FLU   ــان ــبز را نماي ــه ســيگنال س ــد ك ــده بودن  نشــاندار ش

دار شده بود كه  نشانCy3 با Sauساختند و پروب مي

4 6,4 ′′ -diamidino –2- phenyl indole
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لامهـا توسـط    ). 1شـكل  ( نمـود   سيگنال قرمز را ساطع مـي     

ميكروسكوپ فلئورسنت مجهز به فيلترهـاي مختلـف مـورد          

ر ســه پــروب مــذكور بــه   هــ. بررســي قــرار گـــرفتند  

16S rRNAاورئوس متصل شـده و آن را   استافيلوكوكوس

هـاي  بنابراين در فيلتر سبز، سيگنال پـروب      . كردندهيبريد مي 

Eub   و Sta           به صورت سبز فلوئورسانس و در فيلتـر قرمـز 

 بـه صـورت قرمـز فلوئورسـانس قابـل           Sauسيگنال پروب   

 بـه   Eub338 و Sauاز آنجائيكـه دو پـروب       . مشاهده بـود  

بـه كـار رفتـه بودنـد،     ) در يك حفـره لام  ( صورت مخلوط  

 ميكروسكوپ كه   1استافيلوكوكوس اورئوس در فيلتر مخلوط    

قادر بود رنگ سبز و قرمز اين دو پـروب را بـا هـم تركيـب           

بـا تفسـيري    . شـد كند، به رنگ زرد يا نارنجي مشـاهده مـي         

سـط   تو 2هاي غيـر اورئـوس    مشابه، از آنجائيكه استافيلوكوك   

Sau- Cy3      شدند، فاقد سيگنال در     شناسايي و هيبريد   نمي

Eub و   Staفيلتر قرمز بودنـد ولـي توسـط هـر دو پـروب              

هـاي سـبزرنگ ديـده    هيبريد شده و با فيلتر سبز بـا سـيگنال         

اورئـوس  ها، از اسـتافيلوكوكوس   در كنار تمامي  نمونه    . شدند

ATCC 29213) ــا ،ATCC 25923) يـــــ

ــتافيلوكوكوس ــديس اپيدراس  و ( ATCC 12228 )مي

 نيـز بـه عنـوان    ( DSM 2071 )اسـترپتوكوكوس پيـوژن   

) كنتـرل منفـي   ( اسـترپتوكوكوس پيـوژن     . كنترل استفاده شد  

 هيبريد شده و تنها سيگنال اين Eubفقط توسط پروب 

1 mix filter
2 non – Staphylococcus aureus

هـا  در فيلتـر آبـي، كليـه ارگانيسـم        . نمودپروب را آشكار مي   

نـد زيـرا    دنمو را ساطع مي   DAPIسيگنال آبي فلوئورسانس    

DAPI      به طور غير اختصاصي DNA   كند و در    را رنگ مي

در صـورت  (واقع حضـور هـر نـوع ارگانيسـم را در نمونـه             

.دهدنشان مي) وجود

:نتايج

هاي خلطـ آزمايش نمونه1

 نمونـه از نظـر      46 نمونة خلط، نتيجـه كشـت        76     از بين   

 نيـز   FISHكـه روش    استافيلوكوكوس اورئوس منفـي بـود       

بـا روش   .  نمونه تشخيص نـداد    46باكتري مذكور را در اين      

 نمونـه جداشـد كـه       30كشت، استافيلوكوكوس اورئـوس از      

FISH        30 مـورد از ايـن       26 توانست باكتري مـذكور را در

 پاسـخ  FISH و در مورد چهـار نمونـه     نمونه تشخيص دهد  

يسـه بـا    در مقا هـاي فـوق،   مطابق داده . منفي كاذب نشان داد   

 بـراي   FISHحساسـيت   ) اسـتاندارد طلايـي   (روش كشت، 

% 7/86تشخيص استافيلوكوكوس اورئـوس در نمونـة خلـط          

 پاسخ مثبت كاذب نشان نـداد و    FISHخوشبختانه  . باشدمي

. ارزيابي نمود% 100هاي ما ويژگي آن را برابر با داده

هاي كشت خونـ آزمايش نمونه2

 كشت خـون، اسـتافيلوكوكوس       نمونة 41 نمونه از    15     در

اورئوس تـوسط كشـت و روشـهاي معمـول ميكروبيوژيـك           

15 نيــز در هــر       FISHجداسازي  و شـناسـايي شـد كـه       

2جـدول (استافيلوكوكوس اورئوس را شناسايي نمـود     ه  نـمون

 نمـونة باقيمانده، استافيلوكوكوس اورئـوس توسـط        26در  ). 

��د� در ا�� ������ه�ي ا�����ـ 	�وب��١ول �آ"!� �ي ��رد ا�

%�وار$��	�وب�
)35(�%��) 	�وب �' ه�ف ′−′

������
ه�ف

( target site )

*�ر� او�( 
,�ز ��رد ه�ف 

	�وب روي
(16S rRNA)

Eub338,�آ-ي�ه��
(Eubacteria)GCT GCC TCC CGT AGG AGT16S rRNA338

Sta (.�
0"�آ�ك��TCC TCC ATA TCT CTG CGC16S rRNA697ا�

Sauآ�آ�"0��ا�
GAA GCA AGC TTC TCG TCC G16S rRNA69وس اور2�س
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FISH @��? آ:9 <�ن  ��> روش آ:9 و ٤١ ����7  6ز���5 )��٢ول 
0"�آ�آ�س اور2�س و AB اور2�س��C ا�D:  اي�,

7����
$�و
�

FISHآ:9

 ��ا
د 
?��@

0"�آ�آ�س اور2�س١��0"�آ�آ�س اور2�سا���١٤ا�

0"�آ�ك AB اور2�س٢��0"�آ�ك AB اور2�سا���٢٢ا�

٣
 9���F ط�"H:

0"�آ�آ�س اور2�س و ��ا�
0"�آ�ك AB اور2�س��ا�

0"�آ�آ�س اور2�س��١ا�

 ��> ( ��ر0���ژي ا�-	��آ�آL ا�-و آ�ك/ ا�- J�آ�ك ٤
٤ )Eub	�وب 

با توجه به   . شدهيچكدام از دو روش مذكور تشخيص داده ن       

ــن داده ــا، ايـ ــي  FISHهـ ــيت و ويژگـ ــا حساسـ % 100 بـ

هــاي كشــت خــوناســتافيلوكوكوس اورئــوس را در نمونــه

. شناسايي كرد

 نمونة كشت خون 22هاي غير اورئوس در      استافيلوكوك

توسط كشت و روشهاي ميكروبيولوژيك شناسايي شدند كه 

 نيز FISH نمونه توسط تكنيك 22اين باكتريها در هر 

 نمونه، پاسخ 18 در حاليكه در .تشخيص داده شدند

. هر دو روش از نظر استافيلوكوكهاي غير اورئوس منفي بود

در روش ) 3ـ گروه 2جدول ( در مورد يك نمونه 

 كشت استافيلوكوكوس اپيدرميديس همراه با

FISHدر حاليكه  استافيلوكوكوس اورئوس شناسايي شد

FISHبنابراين .  اورئوس را نشان نداداين استافيلوكوك غير

فيلوكوكهاي غير ااست% 100و ويژگي % 7/95با حساسيت 

.اورئوس را تشخيص داد

FISH           هيچگونه پاسخ مثبت كاذب در رابطه بـا تشـخيص 

.استافيلوكوكوس اورئوس و ساير استافيلوكوكها نشـان نـداد        

اسـتافيلوكوك   مـورد 22نكتة قابل ذكر ديگر اين است كه از 

، كشـت و آزمايشـهاي       )2ــ گـروه     2جدول  ( غير اورئوس   

 نشان  1بيوشيميايي يك مورد را استافيلوكوكوس اينترمديوس     

هاي كوآگـولاز مثبـت غيـر اورئـوس         داد كه از استافيلوكوك   

هاي ك مورد باقيمانده از اين گروه، استافيلوكو21باشد ؛ مي

1 S.intermedius

. كواگولاز منفي بودند

در آزمـايش    ) 4ـ گـروه    2جدول  (  نمونه   4به طور كلي در     

FISH              استافيلوكوك يافت نشـد بـه عبـارت ديگـر، نتيجـة 

 منفـي بـود و تنهـا    Sau و   Staهاي  هيبريديزاسيون با پروب  

 مثبت بـود بـه طوريكـه    Eubنتيجة هيبريديزاسيون با پروب   

ترتپوكوكي مشـاهده شـدند و      باكتريهايي بـا مورفولـوژي اس ـ     

 نمونـه اسـترپتوكوك يـا انتروكـوك جـدا          4كشت نيز از اين     

. نمود
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 O%Pپ ١�%�و�%� R"�H ه�ي-"0"�آ�آ�س اور2�س را در 0��ـ  �Tو�� 0�ق ا�
L� .9 �:�ن�ر�2�ده�0".

�ان �%�و�%�	L� L   ط ,�   ا��  �Tو�� ��,�  � V��.P�,. )   Rا� (   L,6 -"در 0
  W�ر ���ي ,�   ,� واX�6DAPI،     L� �ا��  Tـ���   ) ب   ( ،P�د ,� ر�L,6 W �:�ه�

در ) ج   ( ،,�Pـ�  در 0ـ"- �ـXZ �ـEub-FLUOS       Lده.�ة ��.�ل �XZ 	�وب     �:�ن
0"- ^��X ,� وا��? ه[���Xا�ـ�ن ,ـ� 	ـ�وب           Sau-Cy3،  (�ـ��ر�2�0"    Xـ��^ 

 L� �O  �آ_ ر�ـW �ـXZ        ،در 0"- H"�ط  ) د   ( ،$�دد�:�ه���, Eub-FLUOS  و 
 X��^Sau-Cy3،9 ا�� ,�آ-ي�ا �. ,� ر�W زرد �� ��ر`O,�^ L �:�ه�
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:بحث 

ها از شايعترين باكتريهاي بيماريزا به شـمار             استافيلوكوك

ــي ــدآيم ــاك   . ن ــيار خطرن ــاي بس ــي از بيماريه ــوني يك پنوم

باشـــد، همچنـــين ايـــن اســـتافيلوكوكوس اورئـــوس مـــي

ز عوامل مهم عفونت ريوي در بيماران       ميكروارگانيسم يكي ا  

CF       تشخيص سريع و . باشد به ويژه در اوايل زندگي آنها مي

دقيق باكتري عامل عفونت در چنين مواردي باعـث انتخـاب           

بيوتيك يا روش درماني مناسب براي درمـان ايـن افـراد            آنتي

ها وسـاير   تواند از تخريب سريع ريه    شده كه به نوبة خود مي     

بـراي تشـخيص    . گاه تـنفس جلـوگيري كنـد      قسمتهاي دسـت  

باكتري از طريق كشت و روشهاي معمول ميكروبيولوژيـك،         

بنـابراين در مـوارد      ) 4(  ساعت زمان نياز است      72 تا   24به  

شديد عفونت معمولاً بدون اينكـه عامـل آن شناسـايي شـده      

و چـه    ) 4و1( گردد  ها آغاز مي  بيوتيكباشد، درمان با آنتي   

هـاي غيـر مفيـدي كـه بدينگونـه مصـرف         وتيـك بيبسا آنتـي  

ــوند مــي ــادي   ) 3( ش ــر اقتص ــا از نظ ــه تنه ــد ن ــن رون و اي

ساز است، بلكه سودي به حال بيمار نداشته و ممكـن           مشكل

لذا  ). 17( هاي مقاوم ميكروبي را نيز پديد آورد        است سويه 

اندازي روشهايي بود كه در عين اينكه سـريعاً         بايد به فكر راه   

كننـد، از ويژگـي وحساسـيت قابـل         ا را شناسايي مـي    باكتريه

. قبولي نيز برخوردار باشند

 بـــراي تشـــخيص FISH تكنيـــك ,     در ايـــن تحقيـــق

 نمونـة   76اختصاصي و سريع استافيلوكوكوس اورئـوس در        

خلط به كار رفت و در مقايسه با كشت به عنـوان اسـتاندارد              

 ـ 4در  . برآورد شد % 7/86طلايي، حساسيت آن     ة خلـط    نمون

FISHكه استافيلوكوكوس اورئوس از آنها جدا شـده بـود،           

كـم  ). منفي كـاذب  ( نتوانست اين باكتري را شناسايي نمايد       

تواند يك علـت بـراي ايـن        بودن تعداد باكتري در نمونه مي     

نشان دادند كه بـراي      ) 4(  و همكاران    1هوگارد. مسئله باشد 

 در نمونـــة خلـــط، حـــداقل بايـــدFISHمثبـــت شـــدن 

CFU/ml105×4    از باكتري در اين نمونـه موجـود باشـد  .

 با اين نكته مواجه هستيم و براي مثبت شدن ايـن      FISHدر  

بنـابراين  . باشـد آزمايش، به يك حداقل تعداد باكتري نياز مي    

 نمونة داراي پاسخ منفي كـاذب    4 نمونه از    3قاعدتاً در مورد    

1 Hogardt

ميزان بـاكتري در  در مطالعه ما، اين قضيه تأثيرگذار بوده زيرا  

  بــود بطوريكــه شــمارش CFU/ml105×4آنهــا كمتــر از 

  و در نمونـة سـوم        CFU/ml102×1باكتري در دو نمونـه      

CFU/ml103×1  4اما در يك نمونة باقيمانده از اين        .   بود

توانست بدين علت باشـد زيـرا      مورد، پاسخ منفي كاذب نمي    

ــاكتري در آن  الاً احتمــ.   بــودCFU/ml107×4شــمارش ب

كه در لام ايـن نمونـه        ) 17و12،  4 ( 2اتوفلئورسانس زمينه 

كننـده  تواند يك توضـيح قـانع     به وضوح مشاهده گرديد، مي    

نمونة خلط، مخصوصـاً خلـط بيمـاران        . براي اين مورد باشد   

CF        باشـد و   ، حاوي مقدار زيادي از موادي مانند موسين مي

 پديد آورنـد    اي از فلئورسانس را   اين مواد ممكن است زمينه    

تواند مانع مشـاهده سـيگنال فلئورسـانس    كه به نوبة خود مي    

البته اين پديده در بعضـي      . اختصاصي باكتري مورد نظر شود    

 بطوريكه بافتهاي حاوي    ,هاي ديگر نيز مشاهده شده    از نمونه 

هـاي خـوني همچـون ارتيروسـيت        الاستين، كلاژن و سـلول    

كـه   ) 12( كننـد  مـي وائوزنيوفيل نيز پرتو فلئورسانس ساطع    

هـا مزاحمـت    ممكن است در مشاهده ميكروسكوپي بـاكتري      

.ايجاد نمايد

بيوتيـك مصـرف   گيـري بيمـار آنتـي        گاهي قبل از نمونـه    

كننـده بـراي    نموده است كـه ايـن امـر يـك عامـل محـدود             

. آيـد جداسازي باكتري از طريق كشت خلـط بـه شـمار مـي            

 تأثير قابـل    FISHسخ  نشان داده شده است كه اين امر در پا        

 ريبـوزومي   RNAتوجهي نداشته و اين تكنيك قادر اسـت         

رغـم غيـر قابـل كشـت بـودن آن، هيبريـد و              باكتري را علي  

FISHشناسايي نمايد و ايـن يكـي ديگـر از مزايـاي روش             

 ). 16و4( است 

نشان داد كه   % 100 را   FISHويژگي  ,      نتيجه مطالعات ما  

 هوگارد و همكـاران نيـز ويژگـي         در طي يك مطالعه مشابه،    

FISH       هـا در نمونـة خلـط        را در رابطه با تشخيص بـاكتري

بنابراين هـر چنـد حساسـيت        ). 4( اند  گزارش نموده % 100

FISH               از كشت كمتر است ولي نظـر بـه اينكـه ويژگـي آن 

هـاي جـدي كـه    است، در موارد اضطراري و عفونـت      % 100

تــوان روي درنـگ و معطلـي جـايز نيســت، بـه راحتـي مـي      

. پاسخهاي مثبت آن تكيه كرده و درمان انتخابي را آغاز نمود

2 background autofluorescense
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ص ــوط به تشخيــقيق مربـــگر اين تحــــ     قسمت دي

بـدون شـك    . هاي كشت خون بـود    ها در نمونه  استافيلوكوك

هـاي ميكروبـي   سمي يكي از خطرناكترين انواع عفونت    سپتي

مناسـبتر را   بوده كه تشـخيص و درمـان هـر چـه سـريعتر و               

 جـنس، يعنـي اسـتافيلوكوكوس       نحادترين گونة اي  . طلبدمي

سـمي بـوده و شناسـايي آن در    اورئوس، از عوامل مهم سپتي    

 روز زمان نيـاز     3 تا   2هاي خون با روشهاي مرسوم به       كشت

دارد كه با توجه به ماهيت وخـيم  عفونـت، زمـاني طـولاني           

وس اورئوس  منظور تشخيص استافيلوكوك  ه  ب. شودقلمداد مي 

 نمونة كشت خون مـورد  41و استافيلوكوكهاي غير اورئوس،  

FISHدر مقايسـه بـا كشـت، روش         . آزمايش قـرار گرفـت    

توانست استافيلوكوكوس اورئوس را با ويژگي و حساسـيت         

ها شناسايي كند ؛ همچنين ايـن روش بـا   در اين نمونه % 100

هـاي غيـر    اسـتافيلوكوك % 100و ويژگـي    % 7/95حساسيت  

رئوس را تشخيص داد كه اين نتايج با نتايج ساير محققـين        او

. همخواني داشت ) 3( 

 مورد استافيلوكوك غير اروئوس     22     در مطالعة ما، از بين      

 مـورد  21,، كشت و آزمايشهاي روتين )2ـ گروه  2جدول  ( 

ــتافيلوكوك ــورد را    را اس ــك م ــي و ي ــولاز منف ــاي كوآگ ه

ص داد كــــه از اســــتافيلوكوكوس اينترمــــديوس تشــــخي

باشـد كـه    هاي غير اورئوس كوآگولاز مثبت مي     استافليوكوك

اولاً يـك بـار ديگـر      : شـود   در اينجا دو نتيجة مهم گرفته مي      

,  مـورد تأييـد قـرار گرفـت         Sauويژگي بسيار بالاي پروب     

زيــرا بــا وجــود اينكــه بــاكتري مــذكور يــك اســتافيلوكوك  

و شناسايي   هيبريد   Sauكوآگولاز مثبت است، توسط پروب      

 پروبـي بسـيار اختصاصـي بـراي         Sauنشد، به عبارت ديگر     

البته اين پروب در    . تشخيص استافيلوكوكوس اروئوس است   

هـاي  روي انواع سـويه    ) 3(  و همكاران    1طي مطالعة كمپف  

مرجع اسـتافيلوكوكوس اورئـوس و غيـر اورئـوس آزمـايش       

 امـا   .شده و اختصاصي بودن آن مورد ارزيابي قرار گرفته بود         

 روي اســـتافليوكوكوس اينترمـــديوس Sauدر آن مطالعـــه 

خود اين مورد در مطالعه ما به طور خودبه   . آزمايش نشده بود  

 روي ايـن گونـه نيـز مـورد        Sauفرصتي را فراهم آورد كـه       

؛محل سكونت طبيعي اين گونه باكتريائي     . آزمايش قرار گيرد  

1 Kempf

ز باشـد و بـه نـدرت ا       خواران مـي  دهان سگ و ساير گوشت    

 مـورد باقيمانـده از   21ثانياً از آنجائيكـه    . انسان جدا مي شود   

هاي كوآگولاز منفي بودند و با توجـه        اين گروه استافيلوكوك  

اي ديگر تمامي   به اينكه كمپف و همكاران نيز در طي مطالعه        

 را در  FISH مورد استافيلوكوك غير اورئوس حاصـل از         41

تـوان  في يافتند، مي  كشت به عنوان استافيلوكوك كوآگولاز من     

نتيجه گرفت كه صرف نظر از موارد استثناء، تقريبـاً هميشـه             

غيــر اورئــوس كــه در انســان شناســايي هــاي كاســتافيلوكو

هـاي كوآگـولاز منفـي هسـتند        شوند، همان استافيلوكوك  مي

 ). 7و3، 1(

هـاي      بنابراين بـا مقايسـه نتيجـة هيبريديزاسـيون پـروب          

Sau   و Sta هاي كوآگولاز منفي را از     ان استافيلوكوك تو مي

گيري اين امر در تصميم   . استافيلوكوكوس اورئوس افتراق داد   

يكه اگر  رجهت نحوة اقدامات درماني نقش بسزايي دارد بطو       

نتيجة آزمايش استافيلوكوكوس اورئـوس باشـد، بايـد بسـيار        

جدي گرفته شود و سريعاً درمان انتخابي آغاز گردد ؛ اما اگر            

هاي كوآگولاز منفي باشد، بايد بـه شـكل         يجه استافيلوكوك نت

% 90ثابت شده است كـه بـيش از     . ديگري به قضيه نگاه كرد    

هـاي  هاي كوآگولاز منفي در كشـت     مواردي كه استافيلوكوك  

شوند به علت آلوده شدن آنها به فلور طبيعـي          خون يافت مي  

ر مگ ـ( پس نيازي بـه درمـان ندارنـد          ) 3( باشد    پوست مي 

هاي متعدد، عفونت واقعـي ناشـي از آنهـا بـه            اينكه با كشت  

از اينـرو بـا تشـخيص سـريع          ). 26و7،  3 (  )اثبات برسـد  

تـوان از  هاي كوآگولاز منفي، در بيشتر موارد مياستافيلوكوك

ها و عواقـب آن اجتنـاب ورزيـد         بيوتيكمصرف بيهودة آنتي  

هــاي در روشــهاي روتــين تنهــا بــا ديــدن كوكســي  ). 17( 

آميزي گرم كشت خون معمـولاً      اي گرم مثبت در رنگ    خوشه

الطيف ماننـد وانكومايسـين را تجـويز        هاي وسيع بيوتيكآنتي

اي هـاي گـرم مثبـت خوشـه    كنند كه بر عليه كلية كوكسي     مي

هـاي  كارآمد است كه اين خود باعث تقويت ظهـور بـاكتري          

ده كه بـه    هاي مقاوم به وانكومايسين ش    مقاوم مانند انتروكوك  

هاي بيمارسـتاني توسـط آنهـا       نوبه خود باعث شيوع عفونت    

24تـوان حـداقل      مـي  FISHبـا روش     ). 10( خواهد شـد    

سـاعت زودتــر عامــل دقيــق را شناســايي نمــود و اگــر چــه  

ها مستقيماً حساسـيت آنهـا را   شناسايي جنس يا گونه باكتري    
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ي تـوان از داروهـا    دهد، اما حـداقل مـي     به داروها نشان نمي   

در ضـمن،  . تر با طيف عملكرد محدودتر استفاده كرد   انتخابي

ــي ــافه م ــه اض ــات دامن ــه تحقيق ــيم ك ــا كن ــه ب داري در رابط

1بيوتيـك در موضـع    هاي عامل مقاومت به آنتـي     ژنتشخيص

تواند اين محدوديت را برطرف  گيرد كه مي  انجام گرفته و مي   

). 27-29و23، 16( سازد 

 تكنيكـي   FISHوان چنين گفت كه     تمي     به طور خلاصه    

 بـراي ، حسـاس و اختصاصـي  ) سـاعت  3حداكثر ( سريع 

. باشـد مي) ها و البته ساير باكتري   ( ها  تشخيص استافيلوكوك 

شناسي نوين و كلاسـيك     اين تكنيك تركيبي زيبا از ميكروب     

1 In situ detection of antibiotic resistance gene

باشـد چـرا كـه نـه تنهـا بـاكتري را در سـطح مولكـولي                  مي

سازد ي آن را نيز نمايان مي      بلكه مورفولوژ  ,دهدتشخيص مي 

ــين و   ــوژي معمــولاً اول ــد فرامــوش كــرد كــه مورفول و نباي

شناســي تشخيصــي تــرين گــام در حيطــه ميكــروباساســي

اين تكنيك نسبت به مزايايي كه دارد ارزان بـوده و           . باشدمي

انـدازي  نياز به تجهيزات پيچيده ندارد و به اعتقاد ما قابل راه          

.باشدطبي ميدر آزمايشگاههاي تشخيص 

:تشكر و قدرداني

نويسندگان مقاله ازمعاونت پژوهشي دانشگاه علـوم پزشـكي          

اهواز كه در تصويب و تأمين بودجه اين طـرح نقـش بسـزا               
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