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 صه خلا

مي:مقدمه و فاكتورهاي بيماريزايي خارج سلولي مختلفي توليد از. كند استافيلوكوكوس اورئوس سموم پروتئيني يكي
مي مهمترين پروتئين غ هاي خارج سلولي، انتروتوكسين از ذايي به وسيلهباشد كه عامل ايجاد مسموميت ي اين گونه

از دستگاه گوارش به دستگاه گردش خون وارد اين توكسين. باكتري است شده، سپس مركز عصبي غيرارادي ها
مي استفراغ را تحريك كرده، باعث ايجاد حالت تهوع، استفراغ، دل و اسهال مي پيچه تواند باعث كم آب شدن شود كه

تيناسيون هاي ايمني اگلو الايزا، روش(دارد ها وجود دي براي شناسايي انتروتوكسينهاي مستقيم متعدروش. بدن گردد
و  روش...)لاتكس هاي توان حضور سويهمي] PCR)(اي پليمراز هاي زنجيره واكنش[DNAهاي تكثير، اما با

بر اساس توالي اخ و .تصاصي ژن نشان داداستافيلوكوكوس اورئوس انتروتوكسوژنيك را قبل از بيان انتروتوكسين

و روش از نمونهدر اين مطالعه سويه: كار مواد هاي بيماران، ناقلين هاي استافيلوكوكوس اورئوس جداسازي شده
و محيطي با آزمايش در. هاي بيوشيميايي شناسايي شدند سالم و سپس نسبت به طراحي پرايمرهاي مورد نظر اقدام

قطعات. تكثير گرديد) nuc(و ژن نوكلئاز استافيلوكوكي ) A)seaكوكي تايپ انتروتوكسين استافيلو، ژنPCRواكنش 
و براي ژن انتروتوكسين استافيلوكوكي تايپ279 براي ژن نوكلئاز استافيلوكوكي، DNAتكثير يافته   A،552جفت باز

كه جفت ديس به عنوان كنترل باكتري استافيلوكوكوس اپيدرمي. توسط هضم آنزيمي مورد تأييد قرار گرفت باز بود
در اين واكنش مورد استفاده قرار گرفت كه فاقد هرگونه محصول در واكنش  . بودPCRمنفي

كه98در اين تحقيق:نتايج از واكنش89 سويه مورد بررسي قرار گرفتند  سويه جداسازي شده با استفاده
Multiplex PCR به عنوان استافيلوكوكوس اورئوس مورد تأييد قرار گرفته، وجود ژن انتروتوكسين مورد ارزيابي قرار 

ي نه سويه. بودندAاز استافيلوكوكوس اورئوس جدا شده، واجد ژن انتروتوكسين تايپ)74/6(%شش سويه. گرفت
يلوكوكوس اورئوس شناسايي شده بودند در هاي بيوشيميايي به عنوان استاف كه در آزمايش)18/9(%جداسازي شده

.بررسي مولكولي مورد تأييد واقع نشدند

و متفاوت نسبت به سنجش:بحث و سرولوژيكي اين روش سريع، حساس، اختصاصي، ارزان هاي مرسوم بيوشيميايي
ي انتروتوكسين استافيلوكوكي تايپ  . را شناسايي نمايدA بوده، قادر است عامل توليد كننده

 A،.Multiplex PCRشناسايي، استافيلوكوكوس اورئوس، انتروتوكسين تايپ: كليديواژگان
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و همكارانبابك براتي�120

2، سال هشتم، شماره85 تابستانطب نظامي،

 مقدمه

درواستافيلوكوك س اورئوس يك پاتوژن فرصت طلب است كه
بهشرايط مساعد و حيوان مي باشد ايجاد عفونت قادر .در انسان

در حالي است كه اين باكتري مي مواددر آلودگي تواند با ايجاد اين
استافيلوكوكوس.شوددر افراد مسموميت غذايي سببغذايي 

مي اورئوس پروتئين و هاي فراواني ترشح كند كه در استقرار
.]1[ هاي پستاندار دخيل هستند بيماريزايي اين باكتري در ميزبان

يك يا چند پروتئين ترشحي اضافي نيز قادرندها سويه اينبرخي از
)TSST-1([توكسيني ين سندرم شوكترشح كنند كه شامل توكس

[Toxic shock syndrome toxin 1 هاي نتروتوكسينا 
 SEQ ,SEP ,SEO ,SEN ,SEM ,SEL ,SEK(استافيلوكوكي

,SEJ ,SEI, SEH, SEG, SEE, SED, SECn , SEB ,SEA(،
در اين. هستندهاو لكوسيدين) ETB, ETA(توكسين اگزفولياتيو

آنوجود داردفراواني باكتري عوامل بيماريزاي در اما چه كه
 توليد شده توسط اين مسموميت غذايي مهم است انتروتوكسين

در مورد.]2-4[باشد باكتري مي تحقيقات فراواني
هاي توليد شده توسط استافيلوكوكوس اورئوس انجام انتروتوكسين

و تا كنون بيش از   نوع انتروتوكسين مختلف كه ساختمان14شده
.]5-7[نسبتاً يكساني دارند، گزارش گرديده استو توالي
 با وزن مولكولييهاي پروتئين،هاي استافيلوكوكي نتروتوكسينا

 استافيلوكوك كواگولازي كيلودالتون هستند كه به وسيله29-26
 مهم ترين خصوصيات انتروتوكيسن.]3،5[ شوند مثبت توليد مي

بههار پريماتد استافيلوكوكي، توانايي ايجاد استفراغ ، مقاومت
و خاصيت سوپرآنتي، حرارت .]8[ ژنيسيته است هضم پپسين

در انسان باعث مسموميت با انتروتوكسين هاي استافيلوكوكي
و سپس  و اسهال پيچهدلافزايش بزاق دهان، تهوع، استفراغ

 انتروتوكسين.]2[ باشدهمراه نيز با خونكه ممكن است شود مي
انتروتوكسين توليد شده توسط، مهمترينAپتاياستافيلوكوكي

سم.استافيلوكوك كواگولاز مثبت است عامل اصلي اين
و بيشترين مسموميت در دنيا بوده هاي غذايي استافيلوكوكي

در مورد آن انجام شده است؛ هر چند انتروتوكسين  مطالعات نيز
و كاربردهايBتايپ  از طريق استنشاق  نيز به علت قابليت جذب

.]5،9[بيوتروريستي مورد توجه محققين بوده است
برخي. ها متفاوت است هاي انتروتوكسين محل قرار گرفتن ژن

 واقع [Plasmid (pIB485)] درون پلاسميدsec1و sejهمچون 
كه شده و به seoو ,sen sei, sem اند، در حالي  در كروموزوم

ژن. اند گرفته قرار (Enterotoxin gene cluster) صورت گروهي
sea ژن و ودر فاژهاي ناقص واقع شده استseeدر پروفاژ

 Pathogenicity)در جزاير پاتوژنيسيت selو sekهاي ژن

island)از ژنهاي انتروتوكسين. اند جاي گرفته برخي
در چند محل قابل مشاهده هستند، به طور مثال ژن  استافيلوكوكي

sebو ترا ،5[نسپوزون واقع شده است در كروموزوم، پلاسميد
774 برابر باAطول ژن انتروتوكسين استافيلوكوكي تايپ.]10

257جفت باز است كه باعث توليد انتروتوكسين اوليه به طول
233ي بالغ دارايAانتروتوكسين تايپ. شودمي اسيدآمينه

 ايزوالكتريك pH دالتون وزن داشته، 27100اسيدآمينه است كه
.]11- 13[تاس3/7آن

هاي مختلفي از جمله لاتكس آگلاتيناسيون، الايزا، روش
و راديوايمونواسي براي شناسايي سم اين باكتري  ايمونوديفيوژن

ي اين روش در همه ها نياز به فراهم شدن شرايطي وجود دارد كه
،6،9[براي بيان شدن ژن انتروتوكسين استافيلوكوكي وجود دارد 

هايژن مولكولي هم براي شناسايي هاي تشخيصروش.]14
مي انتروتوكسين د كه نه تنها نيازينشو هاي استافيلوكوكي استفاده

 بلكه قادر به شناسايي،به فراهم شدن اين شرايط ندارند
 اند نيز هايي كه سم را به ميزان كم ترشح نموده استافيلوكوك

در روش مي ش هاي ايمنولوژيكي نمي باشند كه ناسايي توان آنها را
از لذا نسبت به استفاده از روش. نمود هاي ايمونولوژيكي، استفاده

 براي Multiplex PCRو PCRهاي مولكولي از جمله تكنيك
،9،15[تر استي سم مناسب يافتن باكتري داراي ژن كدكننده

از اين تحقيق، جداسازي باكتري استافيلوكوكوس.]16  هدف
وو شناسايي سويه اورئوس ي انتروتوكسين هاي اجد ژن كدكننده

. بودPCR به وسيلهAتايپ 

و  كار روش مواد
و ماركر، آنزيم Taq DNA Polymeraseآنزيم هاي با اثر محدود

100 bp DNA ladder از شركتFermentase ،Tris-

base،EDTA ،dNTP،MgCl2  ،RNAse،و اتيديوم برومايد
هاي استافيلوكوكوسريباكت تهيه شد؛ ليزوزيم از شركت سيناژن

، استافيلوكوكوس اپيدرميديس(ATCC=25923)اورئوس 
[(SLIR) standard laboratory of Iran] و استرپتوكوكوس

. نيز از آزمايشگاه استاندارد ايران تهيه شدند (SLIR) پيوژنز
 ميگسا پلي، باسيلوس (ATCC=9341)ميكروكوكوس لوتئوس

8094] [ATCC= 10401, NCIB (National collection of 

industrial bacteria) = باسيلوس سرئوس ،(ATCC= 11778 

NCTC=10320)سالمونلا پاراتيفي ،A(NCTC=5702) ،
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و شناسايي استافيلوكوكوس اورئوس  A... �121توكسوژنيك تايپوهاي انتر جداسازي

2، سال هشتم، شماره85 تابستانطب نظامي،

ولگاريسو پروتئوس (PCTC=1070) يرسينيا سودوتوبركلوزيس
هاي، نيز از سازمان پژوهشox19 (ATCC=6380)ي سويه

و صنعتي ايران تهيه گرديدند .علمي

 مورد استفادهيها اكتريب
از باكتري هاي اسقرار يافته در مخاط با استفاده از سوآپ استريل،

 ميزكار، نظيرهاي محل( محيط پيرامون،) سالمناقلين(بيني افراد 
و اشياي صندلي، نوشت افزارها، درهاي ورودي ساختمان، ديوارها

شد) پيرامون ري شده سوآپ نمونه بردا.و بيماران نمونه برداري
به كشت مانيتول سالت آگار كشت داده شده، سپسدرون محيط

و سرولوژي باكتريها تعييني آزمايش وسيله هاي بيوشيميايي
.هويت گرديدند

 پرايمرهاي مورد استفاده
از توالي ژن ، نسبتهاي ژني در بانكseaو nuc هاي با استفاده

دو جفت پرايمر براي ژن دز هاي به طراحي  ريبونوكلئاز كسيوآنزيم
(nuc)،كه شاخصي براي شناسايي استافيلوكوكوس اورئوس نيز

. اقدام گرديد) A)seaو انتروتوكسين استافيلوكوكي تايپ باشد مي
و پرايمرهاي مورد نظر، پس از انتخاب وجود لوپ، دماي ذوب

افزارهاي مولكولينرمي وسيلههبهاآنساير خصوصيات 
)DNASIS, BLAST, Oligo(از.مورد بررسي قرار گرفت پس

و قبل از در واكنش ساخته شدن پرايمرها  كيفيت،PCRاستفاده
روي آنها  مورد نيز پلي اكريل آميددرصد15ژل با الكتروفورز بر

شدبررسي اعبارت پرايمرها. واقع :ز بودند

NucF: 5'-GCGATTGATGGTGATACGGTT-3' 
NucR: 5'-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3' 

SeaF: 5' TTGCGTAAAAAGTCTGAATT-3' 
SeaR: 5' ATTAACCGAAGGTTCTGTAGA-3' 

 تخليص ژنوم
از كشت باكتري، نسبت به تخليص ژنوم آن اقدام گرديد . پس

بر اساس روش شد Sambrook تخليص وو همكاران انجام
نگهداري گراد درجه سانتي4در دماي شده هاي تخليص ژنوم
يDNA، شدهمحصول تخليص كيفيت بررسيجهت. شدند
براي اندازه گيري.شد الكتروفورز درصديك ژل آگارزرويژنومي

و UV spectrophotometer از دستگاه نيز DNAغلظت 

.گرديداستفاده nm 280و nm260 هايجذب

 Multiplex PCRواكنش
در اين واكنش،. ميكروليتر انجام گرديد25واكنش در حجم نهايي

از ميكر1  Taq DNA ميكروليتر از آنزيم5/0ي الگو،DNA وليتر

Polymerase)5ميكروليتر از هر پرايمر5/0،) واحد در ميكروليتر 
در ميكروليتر20( از مخلوط دزوكسي2،) پيكومول ميكروليتر

ميكروليتر بافر5/2،)مولار ميلي5/2( فسفات نوكلئوتيدهاي تري
x) PCR 10(از5/1و ) مولار ميليMgCl2)50 نمك ميكروليتر

25با يكديگر مخلوط شده، حجم نهايي با آب دوبار تقطير به
در. ميكروليتر رسانده شد  انجام1 سيكل مطابق جدول32واكنش

از آن جهت5جهت بررسي محصول واكنش،. گرديد  ميكروليتر
شد1الكتروفورز روي ژل آگارز سپس با اتيديوم. درصد انتقال داده

و مورد ارزيابي قرار گرفتبرو .مايد رنگ آميزي شد

 ييد محصولات واكنشأت
با آنزيمجهت تأييد محصولات به دست آمده در واكنش فوق، از

جفت 552ي قطعه.و تعيين توالي استفاده شدTaqI محدوداثر
حاصل هضم برش داده، TaqIبا آنزيم راPCRباز محصول 

مورد بررسي قرار شده، الكتروفورزددرص2 ژل آگارزدرونآنزيمي 
از50به منظور تعيين توالي، ابتدا.گرفت  تكثيرهقطع ميكروليتر

 Fermentas,محصول شركت، PCRشده توسط كيت تخليص
و فرآيند تعيين توالي توسط  Macro Genشركت تخليص شد

.انجام گرفت

 PCR واكنشو حساسيت ويژگيتعيين ميزان
10ي با ژنوم تخليص شدهPCR، واكنشيتعيين ويژگبراي

 استرپتوكوكوس، لوتئوس ميكروكوكوس هاييهسوشامل باكتري
 ميگسا، سالمونلا پاراتيفي پيوژنز، باسيلوس سرئوس، باسيلوس پلي

A،و ولگاريس پروتئوس، اشرشياكلي،سودوتوبركلوزيس يرسينيا
شدهاي ديگر استافيلوكوكوس اورئوس سويه .انجام

بر اساس ميزان ژنوم ميزان  حساسيت واكنش طراحي شده هم
و براي اين منظور. تعداد باكتري محاسبه گرديدنيزتخليص شده

 در TE (pH=8) توسط بافر استافيلوكوكوس اورئوسژنوم باكتري 
 پيكوگرم تهيه25/0و25000،2500،250،25،5/2هاي رقت
و PCRها واكنش تمامي رقتدروگرديد  محصول انجام شد

 پس از شمارش.گرديد الكتروفورز1%واكنش توسط ژل آگارز
و سپس براي هاي باكتري، نسبت به تهيه رقت مورد نظر اقدام

. انجام شدPCRها واكنش تمامي رقت
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2، سال هشتم، شماره85 تابستانطب نظامي،

.Multiplex PCR نحوه اجراي واكنش:1جدول

 نتايج
 نفر مورد43،در بررسي ناقلين سالم استافيلوكوكوس اورئوس

 استافيلوكوكوسقلنا آنهااز درصد14/58كهآزمايش واقع شدند
استافيلوكوكوس اورئوس شناخته ناقلين سالم درصد،28/16و

ها ژنوم اين باكترياز Multiplex PCR نتايج واكنش.ندشد
. نبودندA ژن انتروتوكسين تايپداراييكنشان داد كه هيچ

 محل مورد56در آزمايش جداسازي باكتري از محيط،
درووس استافيلوكوكصد موارد،در5/62درآزمايش واقع شد كه

از محيطي سويه درصد نيز21/23  استافيلوكوكوس اورئوس
در بررسي مولكولي ژنوم اين. شناسايي شدندو پيرامون جداسازي

 استافيلوكوكوس اورئوسي مشخص گرديد كه تنها سويهها سويه
Im12 )ي ژن كد كنندهداراي) جداسازي شده از ايستگاه مترو

در ميA سين تايپانتروتوك  درصد از موارد79/1 باشد، يعني
A برداري، استافيلوكوكوس اورئوس انتروتوكسوژنيك تايپ نمونه

. جداسازي گرديد
، سويه باكتري تحت عنوان استافيلوكوكوس اورئوس70تعداد

و15هاي جداسازي شده از بيماران بيمارستان  خرداد، فيروزآبادي
و همچنين آزمايشگاهكلينيك شهيد سليمان پلي هاي مختلفي

از انجام آزمايش.شدتشخيص طبي تهيه  هاي بيوشيميايي پس
هاي جداسازي شده به عنواناز باكتري) سويه61( درصد14/87

و مورد تأييد قرار گرفتند،استافيلوكوكوس اورئوس نتايج. شناسايي
زا) سويه5( درصد19/8كه نشان داد Multiplex PCR آزمايش

انتروتوكسيني ژن كد كنندهداراي استافيلوكوكوس اورئوس آنها،
و ها، پلي هاي جدا شده از بيمارستان باكتري. بودندA تايپ كلينيك

من آزمايشگاه منشأ.ندداشت عفوني متفاوتيشأها هر يك
 هاي به همراه تعداد سويههاي جدا شده از بيماران باكتري

و همچنين تعداداستافيلوكوكوس اورئوس جداساز از آنها ي شده
 درA هاي استافيلوكوكوس اورئوس انتروتوكسوژنيك تايپ سويه
. نشان داده شده است2 جدول

از مراكز مختلف8تعداد  سويه استافيلوكوكوس اورئوس نيز
و تحقيقاتي همچون دانشكده دامپزشكي دانشگاه دانشگاهي

تهيه انس ايران آزمايشگاه رفروتهران، دانشگاه تربيت مدرس
به نتايج. بودندA ژن كد كننده انتروتوكسين تايپ فاقدگرديد كه 

در جدول . گزارش شده است3 دست آمده
براي جستجوي استافيلوكوكوس اورئوس انتروتوكسوژنيك

دو جفت پرايمر ويژهMultiplex PCRواكنش،A تايپ ي با
 جفت باز279ي وجود قطعه انجام شد كه seaو nucهاي ژن

ژني دهنده نشان،nucاز ژن بخشيمربوط به تكثير  وجود اين
بهوبدر باكتري استافيلوكوكوس اورئوس د كه از اين طريق نسبت

،1،2،3،4،7،8،9 ستونهاي1شكل(آن اقدام گرديدشناسايي
 بخشيبه تكثير نيز مربوطجفت باز 552ي وجود قطعه).11و10

 راA انتروتوكسين تايپيوجود ژن كد كننده بود كه seaاز ژن
.)7 ستون1 شكل(نمود تأييد مي

 با محصول ژنومي PCR Multiplexواكنش پس از اتمام
در، مورد نظرهاي باكتري  درصد،1ژل آگارز محصول واكنش

در شكل.شدالكتروفورز  نيز نشان داده شده1همان گونه كه
ا است، تمامي باكتري ستفاده، به استثناي باكتري هاي مورد

در ستون شماره اپيدرميديساستافيلوكوكوس  قرار داده شده5كه
اين. جفت باز ايجاد كردند279ي يك قطعهدر اين واكنش،بود

يي گونه است كه ويژهnucقطعه نشان دهنده وجود ژن 
در ساير باكتري . ها وجود ندارد استافيلوكوكوس اورئوس بوده،

در ستونهاي نمونه  قرار11و1،2،3،4،7،8،9،10هايي كه
 استافيلوكوكوسي گونهدر تشخيص مولكولي به عنوانداشتند

در اين تحقيق، باكتري. اورئوس تعيين هويت شدند
استافيلوكوكوس اپيدرميديس به عنوان كنترل منفي مورد استفاده

).5 ستون،1 شكل( بود جفت باز 279ي قرار گرفت كه فاقد قطعه
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و شناسايي استافيلوكوكوس اورئوس  A... �123توكسوژنيك تايپوهاي انتر جداسازي

2، سال هشتم، شماره85 تابستانطب نظامي،

.A انتروتوكسين تايپي توليد كنندههايو سويهاز بيماران جداسازي شده S. aureusهاي سويهمنشأ:2جدول

.A انتروتوكسين تايپي هاي توليد كننده سويهو S. aureus هاي جداسازي باكتري محل:3جدول

552bp

279bp

 

 ازA انتروتوكسوژنيك تايپ استافيلوكوكوس اورئوس جهت شناسايي seaو nucهايژنيژه با دو جفت پرايمر ويMultiplex PCRواكنش نتيجه الكتروفورز:1شكل
.ها در ژل آگارز يك درصد ژنوم باكتري
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@��;L1���E ��7���=�; �
����=� ����=�; IC7J? @�K 

$%C9 %��=�C� D�'4 M�:�CA �//���=� ����=�; IC7J? @�K 

-��NO&�?1L %PG Q�JO� @�K �-����=� ����=�; IC7J? @�K 

��
�)7? ,/IC7J? RA��? 1� �D4 ��'� 

<�=>? ,ST

���=4�:B190 S. aureus)��7���=�; ��=�; ��. (OA1��$����. (

�=4���:C23 S. aureus )��7���=�; ��=�; ����� (OA1��$����. (

���=4 +:B1S. aureus )��7���=�; ��=�; ����� (OA1��$����. (

���=4 
:D67 S. aureus )D�'4 M�:�CA ��=�; ��789 2�34��1�

%��=�C�(

���=4$:Staphylococcus epidermidis   

���=4-:%��X��? �1� �N��O� bp�// 

���=4�:Px2 S. aureus )��=�;����� (OA1� @��;L1���E ��7���=�;(

���=4,:E1S. aureus )%:�; 1� �D4 @1���D����E�0��� (

���=4�:M12 S. aureus )1� �D4 @1���D� ��7? ��N78&�(

���=4�/:Staphylococcus aureus   ( ATCC=25923) 
.Z95 S:11شماره aureus )هرانت دامپزشكي دانشگاهي تهيه شده از دانشكده(
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و همكارانبابك براتي�124

2، سال هشتم، شماره85 تابستانطب نظامي،

ي ايجادTaqI تحت تأثير آنزيم PCRمحصول واكنش:2شكل . جفت بازي نمود234و 318 دو قطعه
���=4 �: �!3? PCR sea 

���=4 �:�N��O�bp ��� 

�=4��+:����. 5�;  �!3? �YZ
 �� �; [bp��\ �bp #�] 

در واكنش نتايج بهينه سازي ميزان غلظت مواد مورد استفاده
PCRميلي2/0 پيكومول براي پرايمرها،4/0 نشان داد كه غلظت 

 بهترين ميزانMgCl2 ميلي مولار براي2و dNTPمولار براي
در واكنش براي ايجاد قطعه . طراحي شده بودPCRي مناسب

ژن هاي رايانه هاي انجام شده با برنامه بررسي بر روي توالي  اي

sea از بانك ژني نشان داد كه آنزيمTaqI دو قطعه ي مابين
در محل باز مي318پرايمر طراحي شده را دو قطعه برش و ي دهد

مي234و 318  نيز PCRمحصول واكنش. شود جفت باز ايجاد
با قرار داده شد، سپس اقدام به TaqIآنزيم تحت تأثير الكتروفورز

دو قطعه. آگارز يك درصد گرديد  جفت باز،234و 318ي وجود
2همان گونه كه در شكل.ي محصول واكنش بود تأييدكننده

در ستون ي ايجاد قطعهPCR، محصول1 نشان داده شده است
ازجفت باز نمود 552 و پس دو3ر ستوندTaqI برش با آنزيمه
برش. جفت باز قابل مشاهده است234و318ي قطعه علاوه بر

جفت باز تكثير يافته 552ي آنزيمي، نسبت به تعيين توالي قطعه
كه توسط تكثير شدهيه تعيين توالي قطعنتايج. نيز اقدام گرديد

 به طور sea نيز با توالي ژن انجام گرفت Macro Genشركت 
ه ژنو خواني داشتمكامل هايدر سويهseaصحت وجود

.شناسايي شده به طور قطعي تأييد گرديد

 واكنشو حساسيت ويژگي

 براي ژنوم باكتري استافيلوكوكوس هاي ساخته شده رقتبا
واكنش،A انتروتوكسين تايپي ژن كد كنندهداراياورئوس

PCR درصد1و محصول واكنش درون ژل آگارز انجام گرفت 
 ژنومييDNA براي حد تشخيص واكنش.ز گرديدالكتروفور
. پيكوگرم تعيين گرديد250،باكتري

و شمارش،به منظور شناسايي باكتري مورد نظر  پس از كشت
از باكتري اقدام گرديد هاي تهيه رقتاز. آن نسبت به تهيه رقت

در سلول30و125،60، 500،250، 2000،1000(شده 
 ژن كد دارايلوكوكوس اورئوس كه باكتري استافي)ميكروليتر

 صورت گرفت PCR واكنش، بودA انتروتوكسين تايپي كننده
در شكل . استنشان داده شده3كه نتايج آن

در شكل همان  برايPCR واكنش،شخص استم3گونه كه
از آن به خوبي قابل تشخيص بود 250هاي رقت و بيشتر و سلول

در ژل آگاPCRمحصول واكنش ي درصد ايجاد قطعه1رز آنها
كه).9و6،7،8هاي ستون(جفت باز نمود 552 در حالي بود اين

 هيچ گونه PCRدر واكنش،سلول باكتري250براي رقت كمتر از
 حد تشخيص اين لذا).5و3،4هاي ستون(اي مشاهده نشد قطعه

تعيين سلول250هاي مستقيم حدود روش با استفاده از نمونه
.)3 شكل( گرديد
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و شناسايي استافيلوكوكوس اورئوس  A... �125توكسوژنيك تايپوهاي انتر جداسازي

2، سال هشتم، شماره85 تابستانطب نظامي،

.هاي مستقيم تعداد متفاوت سلول در نمونهبا PCR نتايج:3شكل

ي گونه10ژنوميي DNA ميزان ويژگي،براي نشان دادن
روشباكتري و ها مشخص شده است براي ايي كه در قسمت مواد

درA با جفت پرايمر اختصاصي انتروتوكسين تايپ PCRواكنش 
 كه گرفتانجام شرايط بهينه شده واكنشدر. نظر گرفته شد

. نشان داده شده است4نتيجه آن در شكل
 استافيلوكوكوس اورئوسهاييهدر اين بررسي از سو

(ATCC=25923)ميكروكوكوس لوتئوس1در ستون ،
(ATCC=9341)استرپتوكوكوس پيوژنز2در ستون ،(SLIR) در

 (ATCC=11778, NCTC=10320)، باسيلوس سرئوس3 ستون
 (ATCC=10401,NCIB=8094)ميگسا، باسيلوس پلي4درستون

،7در ستونA(NCTC=5702)، سالمونلا پاراتيفي5در ستون
اشريشيا،8 در ستون (PCTC=1070)يرسينيا سودوتوبركلوزيس

 ox19، پروتئوس ولگاريس سويه9در ستون)O111)SLIRكلي 
(ATCC=6380)اورئوس استافيلوكوكوسو10 درستونPx2 

11 ستوندر) جداسازي شده ازكشت ادرار بيمارستان فيروزآبادي(
ي ويژه با جفت پرايمرPCRاستفاده گرديد كه مورد آزمايش
ي تنها سويه. قرار گرفته بودA انتروتوكسين استافيلوكوكي تايپ

Px2 را ايجاد جفت باز 552ي استافيلوكوكوس اورئوس قطعه
در bp100از نشانگر وزن مولكولي.)11 ستون،4 شكل(نمود  نيز
. استفاده گرديد6ستون

از:4شكل . گونه باكتري10 در SeaF / SeaR با پرايمرهاي PCRتصوير ژل الكتروفورز

���=4#:%��X��? �1� �N��O� bp�// 

���=4+:1� ���)7�� +/ �C�^:A�� �� �N�� ���:* �; @�7A�; PCR 

���=4
:1� ���)7�� -/ �C� ;^:A�� �� �N�� ���:* �; @�7A�PCR 

���=4$:1� ���)7�� ��$ �C� ^:A�� �� �N�� ���:* �; @�7A�; PCR 

���=4-:1� ���)7�� �$/ �C� ^:A�� �� �N�� ���:* �; @�7A�; PCR 

���=4�:1� ���)7�� $// �C� ^:A�� �� �N�� ���:* �; @�7A�;PCR 

���=4,:1� ���)7���///  �C��;^:A�� �� �N�� ���:* �; @�7APCR 

���=4�:1� ���)7���/// ^:A�� �� �N�� ���:* �; @�7A�;  �C� PCR 

���=4�:_�`��� _�A�A�C�E�7�� ATCC=25923 

���=4�:_�a��� _�A�A��X�? ATCC=9341 

���=4+:R�b��9 _�A�A�79�7�� )c���E� ��NO&�?1L(

���=4
:_�`�� _�C���; ATCC= 11778dNCTC=10320 

���=4$:�8X�? %C9 _�C���; ATCC= 10401dNCIB = 8094  

���=4-:%��X��? �1� �N��O� bp�// 

���=4�:%)�����9 e��=��� NCTC=5702   A 

���=4,:c&1�CA�;������ ��:���& PCTC=1070 dRI=273 

���=4�:%CA ��O&�4�O111 )c���E� ��NO&�?1L(

���=4�/:_�a���9c&��N�� �&�� [ox19 ATCC=6380 

���=4��:_�`��� _�A�A�C�E�7�� Px2)(OfA1� �Df4 @1�f��D�

@��;L1���E ��7���=�; ����=�; �����(

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

و همكارانبابك براتي�126

2، سال هشتم، شماره85 تابستانطب نظامي،

بحث
هاي باكتري استافيلوكوكوس اورئوس قادر به توليد پروتئين 

از اين پروتئين. مختلفي است ميها انتروتوكسي يكي كهن باشد
در افراد نمايد مي و بيشترين.تواند ايجاد مسموميت غذايي  مطالعه

چرا. بوده استBوAهاي تايپ به انتروتوكسينتوجه محققين
در بين سروتايپ  بيشترين گاستروانتريت،هاي استافيلوكوكي كه

دو تايپ ايجاد شده است با. توسط اين شيوع مسموميت
هاي انتروتوكسين يشتر از ساير سروتايپبAانتروتوكسين تايپ 

هاي استافيلوكوكي است، لذا اهميت آن نيز بيشتر از ديگر سروتايپ
هر چند انتروتوكسين.]18، 17[انتروتوكسين استافيلوكوكي است 

بر( نيز به دليل احتمال انتقال آن از طريق تنفسBتايپ علاوه
از طريق گوارش از در درجه) انتقال ،2[ اهميت قرار داردي بالايي

19[.
روش هاي استاندارد سنجش روش هاي هاي ايمونولوژيكي از

و شناسايي انتروتوكسين در تشخيص هاي استافيلوكوكوس مهم
از اشكال هاي غذايي است اما اين تست اورئوس در نمونه ها خالي

در تمامي اين تست نيست؛ نكته بر صرف زماني مهم ها، علاوه
و جهت ايجاد  شرايط مناسب براي توليد توكسين توسط باكتري

، 14[ هاي كاذب است وجود واكنشهاي متقاطع، امكان ايجاد پاسخ
روش.]20 بر اساس شناسايي ژن توليد PCRدر تشخيص به  كه

مي كننده بهي سم استوار است، از توليد سم نسبت توان قبل
و تايپ نمودن آن اقدام نمود   اين روش.]21[شناسايي باكتري

و ويژگي بالايي در تشخيص، داراي حساسيت علاوه بر سرعت
از روش. است  Multiplex PCRو PCRهاي لذا اخيراً محققين

.]22- 25[ اند جهت شناسايي اقدام نموده
Klotz در سال  2003و همكاران در ماربورگ آلمان

ط هاي جداسازي شده از مدفوع بيماران بيمارستان سويه در ول ها را
و با كمك تكنيك5  Multiplex ماه مورد آزمايش قرار دادند

PCRاز44كه مشخص نمودند ي سويه93 سويه
 داراي) درصد31/47( استافيلوكوكوس اورئوس جداسازي شده

 سويه12؛ندهاي مختلف بود انتروتوكسيني هاي كد كننده ژن
ژ) درصد68/9(سويهsea ،9 ژن داراي) درصد9/12( ن داراي

seb ،20درصد51/21(سويه (ژن داراي sec سويه13و )98/13
و Bystron،در كشور تركيه.]26[ بودند sedژن داراي)درصد

در سال از65 تعداد2005همكاران  نمونه از غذاهاي تهيه شده
 جهت Multiplex PCRهاي نيم پخت را به وسيله تكنيك مرغ

 انتروتوكسيني توليد كنندههاي شناسايي استافيلوكوكوس اورئوس
و  سويه از باكتري استافيلوكوكوس11مورد آزمايش قرار دادند

و جداسازي نمودند در.]17[ اورئوس انتروتوكسوژنيك را شناسايي
و همكاران در سال Beata Holeckova،جمهوري اسلواكي

و انواع(هاي غذايي مختلف در بررسي نمونه2002 سوسيس
راي سويه43 تعداد)يا هاي رشته سوپ  استافيلوكوكوس اورئوس

و جداسازي نمودند كه از) درصد88/34( سويه15شناسايي
 Multiplex PCRها پس از آزمايش استافيلوكوكوس اورئوس

 سويه7، باكتري15از اين.انتروتوكسوژنيك شناخته شدند
در. بودندA انتروتوكسين تايپي ژن كد كنندهداراي)%28/16(

ازپاز سوآ،اين تحقيق و گلوتهيه شده توليد كنندگاني بيني
 استافيلوكوكوس اورئوس جداسازيي سويه19،پنير گوسفندي

 بودsea ژن داراي) درصد26/5(ها شد كه يكي از اين سويه
]18[.Beata Holeckova در بررسي2004و همكاران در سال 

از شيرهاي(هاي شير نمونه در يك 1000ي كه بيش  باكتري
را46تعداد) ليتر داشتند ميلي ي استافيلوكوكوس اورئوس  سويه

6جداسازي نمودند كه در بررسي مولكولي ژنومي مشخص شد كه
ي انتروتوكسيناز آنها داراي ژن توليد كننده) درصد04/13(سويه
كه اين محققين با ارزيابي نمونه. بودندAتايپ  هاي شيري

ژن باكتري سين داشتند، توانستند وجود توك seaهاي داراي
در اين.]27[ را نيز نشان دهندAاستافيلوكوكوس اورئوس تايپ 

مختلفي منابعاز استافيلوكوكوس اورئوسي سويه89تعداد تحقيق
و محيط پيرامون  جداسازي شدند كه همچون بيماران، ناقلين سالم

از. ايي مورد شناسايي قرار گرفتندهاي بيوشيمي با انجام آزمايش
 سويه از جنس25 نفر مورد آزمايش، تعداد43 سوآپ بيني

 سويه به عنوان7استافيلوكوكوس جداسازي گرديد كه
كه. استافيلوكوكوس اورئوس شناسايي شدند 14/58بدين معني

و از افراد، حامل استافيلوكوكوس بودند  درصد آنها28/16درصد
و هيچ ناقلين سالم استافيلوكوكوس اورئوس تشخيص داده شدند

از. نبودندseaيك داراي ژن  ي جداسازي سويه89به طور كل،
A سويه داراي ژن انتروتوكسين استافيلوكوكي تايپ6شده تنها

از استافيلوكوكوس اورئوس74/6بودند، يعني هاي جداسازي درصد
اواني به دست آمدهو شناسايي شده، كه اين مقدار تقريباً نصف فر

در سال Beata Holeckovaدر تحقيق   است2002و همكاران
در فراواني سويه علت عمده.]27[ هاي انتروتوكسوژنيكي تفاوت

و در اين تحقيق با سايرAتايپ  همچنين تفاوت اين مطالعات
. ها در گزارشهاي مختلف، منشأ جداسازي باكتري است فراواني

هاي استافيلوكوكوس اورئوس انتروتوكسوژنيك ميزان فراواني سويه
ها،بر حسب اين كه منشأ باكتري، حيوان، انسان، عفونتAتايپ 
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و يا محيط باشد متفاوت است هر يك از]16، 15[غذا در  كه البته
موارد نيز تفاوتهاي وجود دارد؛ به طوري كه اين ميزان در انواع

و عفونتهاي گوناگون، متفاوت است در گزارشهاي.غذاها  اين امر
.]29، 28[ محققان قابل مشاهده است

از تحقيقات انجام شده، از روش  PCRهاي مختلف در بسياري
كد جهت شناسايي ژن  استافيلوكوكي هايي انتروتوكسين كننده هاي

در مواد غذايي مختلف استفاده شده، واكنش بهينه گرديده است تا
در نمونه يي مختلف به بالاترين سطح هاي غذا حساسيت واكنش

ژن. ممكن برسد ي هاي كد كننده به طور مثال براي شناسايي
در شير خشك، ميزان حساسيت را  انتروتوكسين استافيلوكوكي

در حالي.]30، 27[ باكتري تعيين كردند1000  است كه اين
در اين تحقيق برابر . باكتري است250حساسيت به دست آمده

از باكتري علت حساسيت نسبتاً در استفاده كردن  خوب اين تحقيق
در مواد غذايي مورد؛در محيط بافري است  اما چنانچه باكتري

به علت وجود مواد) به طور مثال شير خشك(آزمايش قرار گيرد
در ماده غذايي ميزان حساسيت ممكن است كمتر  ممانعت كننده

.]31[ باشد
از سويه در هاي جداسازي شده از بيم تعدادي اران

به ويژه(هاي بيوشيميايي هاي بيمارستاني با آزمايش آزمايشگاه
DNase ( به عنوان استافيلوكوكوس اورئوس شناسايي شده بود كه

در بررسي مولكولي فاقد ژن  و ي ژن كدكننده(nucدر اين تحقيق
شد)دزوكسي ريبونوكلئاز مقاوم به حرارت در. تشخيص داده

آنزيم دزوكسي ريبونوكلئاز كه حضورDNaseآزمايش بيوشيميايي
 قدرت مقاومت به حرارت آنزيم مورد،شود در باكتري بررسي مي

وجود نوكلئازهاي ديگر در باكتري، لذا؛گيرد قرار نمي ارزيابي
در آزمايش شود تواند باعث نتيجه مي براي.ي مثبت كاذب

هاي جلوگيري از چنين اشتباهي، استفاده از ساير آزمايش
در  و گلوكز و تخمير مانيتول بيوشيميايي به ويژه كوآگولاز، فسفاتاز

و مطمئن ترين راه؛هوازي لازم است شرايط بي  البته بهترين
از تكنيك شناسايي، و استفاده  PCRتشخيص مولكولي باكتري

در اين تحقيق مورد استفاده قرار گرفت]32[ است . كه
 شناسايي عاملين،قاز مزاياي غير قابل انكار اين تحقي

از،A مسموميت غذايي استافيلوكوكي تايپي بالقوه حتي قبل
و كانون. ايجاد توكسين است هاي آلودگي با شناسايي ناقلين سالم

در مراكز تهيه مواد غذايي، مي بروز به ويژه توان مانع
شد مسموميت از اين روش. هاي غذايي استافيلوكوكي با استفاده

از بروز مسموميت توان كانون مي و  هاي خطر را شناسايي نمود
در اين  احتمالي جلوگيري به عمل آورد؛ ارزش انجام اين آزمايش

روش. شود موارد بهتر نمايان مي هاي شناسايي توكسين، تنهادر
از توليد توكسين مي در اكثر پس توان آن را شناسايي نمود كه

و براي جستجوي غذ از بروز مسموميت اي آلوده كاربرد موارد پس
و تعيين تايپ آن ضمنPCRدارد؛ اما با انجام  و شناسايي عامل

توان شرايطي را فراهم نمود كه احتمالمي،توانايي فوقداشتن
.ترين سطح ممكن برسد آلودگي به پايين
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