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 يهاژن يحاو اورئوس لوكوكوسياستاف يهاهيجدا يفراوان يملكول صيتشخ
  تهران يراز مارستانيدر ب يپوست يهاجدا شده از عفونت Bو  A نيانتروتوكس

 3انيوز دزفولمهر ،2يناصر هرزند ،1يابوالقاسم ونيكتا
  

  ، ايرانكرج ،يدانشگاه آزاد اسلام دانشكده علوم، واحد كرج، ،يولوژيكروبيمگروه ، ارشد يدانشجو كارشناس 1
  ، ايرانكرج ،يدانشگاه آزاد اسلام ، دانشكده علوم، واحد كرج،يولوژيكروبيمگروه  ،ارياستاد 2
  ، ايرانكرج ،يدانشگاه آزاد اسلام ، دانشكده علوم، واحد كرج،يولوژيكروبيمگروه  ،ارياستاد 3

  چكيده
عوامل حدت مختلف داشته و  يباكتر نيا از جامعه است. يو اكتساب يمارستانيب جيپاتوژن را، اورئوس لوكوكوسياستاف :سابقه و هدف

  نيانتروتوكس انيم ني. در اكنديرا فراهم م زبانيتهاجم به م طيشرا يژن يسوپر آنت يهانيبا ترشح سموم مختلف از جمله انتروتوكس
A  وB  )SEA وSEBنيانتروتوكس يهاژن يفراوان نييتع ،مطالعه نيهدف از ا دارند. ييزا يمارينقش را در ب نيشتري) ب A و B  در

 .تهران بود يراز مارستانيدر ب يپوست يهااورئوس از عفونت لوكوكوسياستاف يهاهيجدا
 مريبا استفاده از پرا يو ملكول يپيفنوت يهابا روش يپوست يهااورئوس از نمونه وسلوكوكياستاف هيجدا 65در مجموع  :يسروش برر
با استفاده از  PCR(Polymerase Chain Reaction (كيبا تكن sebو  sea شدند. سپس حضور ژن ييتا حد گونه شناسا ياختصاص

   .داده شد صيتشخ ياختصاص يمرهايپرا
 يهاهيدر جدا seb ژن يبودند و فراوان seaاورئوس حامل ژن  لوكوكوسياستاف يهاهياز جدا %20/86نشان داد كه  PCR جينتا :هايافته

 . بود %15/ 40 شيمورد آزما

 ،يلوكوكياستاف يهايماريب ديها در توسعه و تشداورئوس و نقش آن لوكوكوسياستاف يهانيانتروتوكس تيبا توجه به اهم :گيرينتيجه
 .در نظر گرفته شوند يماريب تيريدر مد ديبا ينيبال يهاهجدايه درمربوط يهاژن انيحضور و ب

  .يپوست يها، عفونتBو  A نيانتروتوكس اورئوس، لوكوكوسياستاف واژگان كليدي:
  

  1مقدمه
پاتوژن فرصت طلب است كه  كي اورئوس لوكوكوسياستاف

را افراد  % 60 نيمداوم و همچن به طور مكرر ورا افراد  % 20
 طيدر شرا يباكتر نيا ).1(كند مي درگيرگذرا به صورت 

و  يبافت يهابي، آسيروسيو يهايماريخاص چون استرس، ب
- ي، مشود يمنيا ستميكه سبب ضعف در س يهر عاملتاثير 

 ).2( را به وجود آورد يمختلف يهايماريتواند ب
پوست و  يهاعفونت جيعامل رااورئوس  لوكوكوسياستاف
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  )  email: Naser.harzandi@kiau.ac.ir( يهرزند

  13/10/95: تاريخ دريافت مقاله
  21/1/96 :تاريخ پذيرش مقاله

 نياست و همچن م، جوش و آبسه و ...)نرم (زرد زخ يهابافت
) تيو اندوكارد يمانند پنومون( كيستميس يهاموجب عفونت

خارج  يهانيپروتئ ديبا تول يباكتر نيا ).4 ،3( شوديم زين
ها، سم ژنيها ،سوپر آنتنيزيهمول اگولاز،مانند كو يسلول

آن  ديو تشد ييزايماريب ها سببنيديو  لكوس وياتياكسفول
  ).4،5( ودشيم

باعث فعال شدن  اورئوس لوكوكوسياستاف يهاژنيآنت سوپر
 يمنيها و پاسخ انيتوكيو سپس آزاد شدن سا T يهاسلول

 لوكوكوسياستاف يهاژنيسوپر آنت ،به طور عمده شوند.يم
عرضه  يهادر سطح سلول MHCII يهابه مولكولاورئوس 
 شوند.يصل ممت T تيلنفوس يهارندهيژن و به گ يكننده آنت
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 T فعال كننده سلول گناليباعث ارسال س ياتصال عرض نيا

 نياز ا ).4،6( شوديژن ميآنت يژگيبدون در نظر گرفتن و
سندروم  1 نيها و توكسنيتوان به انتروتوكسيخانواده م
 يژنينوع مختلف آنت 22تاكنون  اشاره كرد. يشوك سم
 يهاهيشده توسط سو ديتول يهانيانتروتوكس

دالتون  لويك 22- 28 يبا وزن ملكول اورئوس لوكوكوسياستاف
ها آن اتيخصوص نيتر) كه از مهم6،1( اندشده يمعرف
استفراغ در پستانداران، مقاومت به حرارت،  جاديا ييتوانا

 ن،ي(پپس دستگاه گوارش شامل يمقاومت به پروتئازها
 كي(تحر يژن يسوپرآنت تيو خاص )نيو پاپائ نيرن ن،يپسيتر

 نيرمز كننده  انتروتوكس يهاژن ).1،2( است) T تيلنفوس
متحرك مانند  يكيتوسط عناصر ژنت يلوكوكياستاف يها

 ري، جزاييزايماريب ريتوسط جزا ايها و وفاژيها، باكترديپلاسم
 يلوكوكياستاف يكروموزوم يهاكاست نيو همچن يژنوم

 نيمطلب نشان دهنده ا نيا قتيدر حق ).6،7( شونديحمل م
 نيب يبه صورت افق  يژن ياست كه ژن سموم سوپر آنت

 ).8( كنديم دايانتقال پ لوكوكياستاف يهاهيسو
 نيترو مهم نيتراز معمول B و A يهانيانتروتوكس
معتدل  وفاژيباكتر كيتوسط  sea كه ژناست ها نيانتروتوكس

  ).6،7( شوديكروموزوم حمل م يبر رو seb و ژن
مختلف  يهاسموم به روش نيا ييشناسا امروزه

 ديها باروش نياما در ا ،)9،10( رديگيصورت م يكيمونولوژيا
در  يول ،ژن مورد نظر فراهم گردديآنت يلازم برا طيشرا

به  يازين رهيو غ PCR كيبر تكن يمبتن يملكول يهاروش
كم  زانيم اي نيدر صورت نبود توكس يو حتنيست ژن يآنت

  ).2( هستند يابيها قابل ردن ژنيتوكس
در  seb و sea يهاژن يفراوان يبررس ،قيتحق نياز ا هدف

در  يپوست هيثانو يهاحاصل از عفونت يهانمونه انيم
     .تهران بود يراز مارستانيب

  

  مواد و روشها
  نمونه يجمع آور

 65در مجموع  يو مقطع يفتوصي –يامشاهدهمطالعه  نيدر ا
 يعفونت پوست  ينه هااز نمو اورئوس لوكوكوسياستاف هيجدا

ماه از بهمن  5يتهران ط يراز مارستانيدر ب يبستر مارانيب
و با استفاده از  ندشد يجمع آور 1395تا خرداد  1394
قرار و تائيد  ييناسامورد ش يشگاهياستاندارد آزما يهاروش

  .گرفتند
  اورئوس لوكوكوسياستاف ييشناسا

با  هيجدا 65 ي، تمامصيو تشخ تيهو نييبه منظور تع
، كشت يامانند كواگولاز لام و لوله ييايميوشيب  يهاآزمون

 DNase سالت آگار و توليمان يهاطيدر مح
 يتمام تيهو دييبعد از تأ انجام گرفت. )Pronadisaشركت(

 Brain( براث BHI رد اورئوس لوكوكوسياستاف يهاجدايه 

Heart Infusion Broth شركتPronadisa(  كشت داده شدند
انجام  يبرا لسيوسسدرجه  - 20در  سروليگل % 30 و در
  .شدند ينگهدار يبعد يهاشيآزما

  DNA استخراج
براث  BHI طيمحليتر ميلي 2ها در زولهيا يدر ابتدا تمام

درجه  37ساعت در  24و به مدت  ندكشت داده شد
شده به  يپس از زمان ط .شدند يگرمخانه گذار سلسيوس

شده و رسوب به  وژيانترفس xg  12000در قهيدق 10مدت 
شد و با استفاده از  DNA دست آمده وارد مرحله استخراج

كلون) طبق دستورالعمل  نايشركت س( DNPTM تيك
  .شركت سازنده استخراج شد

  مرهايپرا
شده طبق  يمعرف يهامرياز پرا PCR شيجهت انجام آزما

سنتز  ستيو تكاپوز شگاميپ يكه توسط شركت ها 1جدول 
  .اده شداستف ،ديگرد

  هاژن ييشناسا يبرا PCR روش انجام

  
 sebو  nuc ،seaهاي پرايمر ژن 1جدول 

  نام پرايمر توالي نكلئوتيدها  PCRسايز محصول  منبع
  11  bp  279   5' GCGATTGATGGTGATACGGTT 3'  

 5'AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 3'  
nuc F  
nuc R  

12    bp127    5' CCTTTGGAAACGGTTAAAACG 3'   
5' TCTGAACCTTCCCATCAAAAAC 3'   

sea F  
sea R  

12  bp 478   5' TCGCATCAAACTGACAAACG 3'   
5' GCAGGTACTCTATAAGTGCCTGC 3'   

seb F  
seb R  
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تر قيدق صيتشخ يبرا ييايميوشيب يهاشيعلاوه بر آزما

 داريژن نوكلئاز پا يابيرد اورئوس لوكوكوسياستاف يهاهيجدا
 ييدما يهاو چرخه PCR كيبا تكن (nuc) در برابر حرارت

انجام  )1992(ش و همكاران Brakstad ارائه شده توسط
ها با استفاده از ژن ييشناسا يراب PCR واكنش .)11( گرفت

در حجم   (Applied Biosystem USA)كلريدستگاه ترموسا
از هر دو  تريكروليم 1شامل  تريكروليم 25 يينها
 تريكروليم 1مول)،  كويپ Forward )10 و  Reverseمريپرا

DNA  ،5/12و  ليآب مقطر استر تريكروليم 5/9نمونه 
 ييبرنامه اجرا شد. امكلون) انج ناي(س كسيمسترم تريكروليم

ها در ژن يتمام يبرا هيشامل واسرشت اول PCR يهاچرخه
در  ونيدناتوراس ،قهيدق 5به مدت  سلسيوسدرجه  95 يدما
ها مري، اتصال پراهيثان 40به مدت  سلسيوسدرجه  95 يدما
 يدر دماها seb و sea يهاژن يبرا بيالگو به ترت DNA به

 شدن لي، طوهيثان 50به مدت  سلسيوسه درج 53و   55
 50به مدت گراد سانتيدرجه  72 يالگو در دما يهارشته

به  سلسيوسدرجه  72 يدر دما ييشدن نها ليو طو هيثان
  .بود قهيدق 5مدت 

درصد 5/1روش الكتروفورز با آگارز   PCR جينتا يبررس يبرا 
  .به كار گرفته شد  DNA Safe Stain و استفاده از

  يآماريل تحل
 16نسخه  SPSSها با استفاده از نرم افزار داده يآمار ليتحل

تست انجام گرفت و مرز  tو  دويكا يهاروش يريو به كارگ
   . در نظر گرفته شد 05/0كمتر از  دار بودن يمعن
  

  هايافته
زن،  29مرد و  36شامل  ماريب 65از  ،ماه مطالعه 5 يدر ط
 8 نيافراد ب يمحدوده سن جدا شد.اورئوس  لوكوكوسياستاف

با  يپوست يهاها از عفونتنمونه يو تمام سال بود 82تا 
 زولهيا 65 ،مطالعه نيجدا شدند. در ا يانهيزم يماريعامل ب

مثبت  nuc از نظر حضور ژن يپوست مارانيجدا شده از ب
 نيها حامل  ژن انتروتوكسهياز جدا  % 76/90بودند  در كل 

A اي B  ها حامل ژنزولهيا  % 2/86 .نها بودندآ يهر دو ايو 

sea  حامل ژن  % 2/15و seb 2(جدول  شدند ييشناسا.(   
  

  B و A نيانتروتوكس عيتوز يالگو .2 جدول
 هيچكدام Bو   A B A ژن

49)38/75( تعداد (درصد)  )61/4(3  )78/10(7  )23/9(6  

  

 چگونهيه نيجنس و نوع ژن انتروتوكس نيرابطه ب يدر بررس
 الكتروفورز محصولات جينتا .شدمشاهده ن يداريمعنارتباط 

PCR  آمده است 1در شكل.  
  

  
  يكنترل منف N فيرد . bp   100 لدر M فيرد .1 شكل

 A: الكتروفورز محصولات PCR ژن ژهيو يمرهايبا پرا nuc  با
 2 فيردATCC25923  كنترل مثبت 1 فيرد.  bp279  اندازه 

 يمرهايبا پرا PCR روفورز محصولاتالكت :B؛ مثبت ينمونه  8تا 
كنترل  1 فيرد. bp127  با اندازه sea ژن ژهيو

لكتروفورز ا: C؛ نمونه مثبت 7تا   2 فيرد ،ATCC25923مثبت
.  bp478  با اندازه seb ژن ژهيو يمرهايبا پرا PCRمحصولات 

   .ينمونه منف 7تا  3 فينمونه مثبت و رد 2و 1 يهافيرد
  

  بحث
 لوكوكوسياستافاز  ينرم ناش يهاو بافت پوست يهاعفونت

رخ  يبه فراوان هيو ثانو هيدر سراسر جهان به صورت اولاورئوس 
 يبا تروما مارانيتواند در بيم يپوست هيعفونت ثانودهند. مي

 اگزما رخ دهد. ايو  يزخم پوست ،يجراح يهاشكافت ،يپوست
تباط با سموم خاص در ار يبه طور كل هيثانو يهاعفونت نيا
(مثل  ژن ياز سموم سوپر آنت يالتهاب شي، اما اثرات پستندين
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) يلوكوكوسياستاف يهانيو انتروتوكس يشوك سم نيتوكس
 ژهيبه و هيثانو يهاعفونت ينيممكن است به شدت علائم بال

طور كه گفته  همان ).13( ديافزايمبتلا به اگزما ب مارانيدر ب
و  يساختار اتيصوصخ يلوكوكياستاف يهانيانتروتوكس ،شد

 ريمقاد نيو همچن انيب سمياما مكان ،دارند يمشابه يكيولوژيب
از  B و A يهاني) و انتروتوكس6(هستند ها متفاوت آن يديتول
 نيبنابرا ).14( اندشناخته شده يهانيانتروتوكس نيترعيشا

 يهامولد ژن يهاهيو كنترل به موقع سو يفراوان صيتشخ
  .ديآيبه حساب م يضرور يرحدت مذكور ام لعوام
ها حامل ژن ) نمونهدرصد 2/86( اكثرمطالعه ما،  در

ها حامل هر دو ژن هياز جدا درصد 76/10و  A نيانتروتوكس
 هيجدا 133، از 2012سال در   يمطالعه صابون در .بودند
 ژن وعيمختلف ش ينيبال ياز نمونه هااورئوس  لوكوكوسياستاف

sea كيبا تكن  PCR 21 %   ژن جداشده  نيتر. فراوانشدگزارش
و  آن هم در پوست و بافت نرم بود A نيانتروتوكس ،مطالعه نيدر ا

و اقدامات  قيبهداشت دق ،دست آمدهه ب جيبا توجه به نتا
شده است  هيتوص اريبس ييدر طول پردازش مواد غذا شگرانهيپ
 در بررسي 2013در سال نايدر مطالعه انجام شده توسط س ).15(

پوست و  از عفونت بافت نرم،اورئوس  لوكوكوسياستاف هيجدا 136
 sea و seb ي، فراواندر بنين ييو سرپا يبستر مارانياستخوان در ب

 در مطالعه حاضر ژن ).3( گرديد زارشگ %32و  %44  بيرا به ترت

sea در،يسلم يانياما در مطالعه ك ،را داشت يفراوان نيشتريب 
از عفونت  اورئوس لوكوكوسياستاف هيجدا 38 يبر رو 2013سال 
 seb ژن يفراوانصفر و  sea ژن يفراوان، PCR كيباتكن يپوست

   ).16شد (گزارش  42/18%
Djahmi  لوكوكوسياستاف هيجدا 85 يبر رو 2012در سال 
 و sea يهاژن وعيش PCR كياز عفونت زخم پا، با تكناورئوس 

sebدر مطالعه 17گزارش كرد ( % 5/3و  % 7/44 بيرا به ترت .(
 هيجدا 100 يبررس در 2008سال  ياريگاد كه توسط گريد

انجام گرفت،   يسوختگ مارانياز باورئوس  لوكوكوسياستاف
 1و  % 12 بيبه ترت PCR  كيبا تكن seb و sea يژن ها وعيش
 يهانيانتروتوكس تيبا توجه به اهمشد. گزارش   %

ن و نقش سوپر ژ يبه عنوان سوپرآنتاورئوس  لوكوكوسياستاف
 نيتوكس نيا ديمختلف تول يهايماريها در بروز بژن يآنت

 ).7(است برخوردار  ياديز تياز اهم ينيبال يهاهيتوسط سو
 يپوست ماريب 200بر  2007سال در  يفولاد يمانيدرمطالعه ا
و  ندبود اورئوس لوكوكوسياستافها  هياز جدا % 42در مجموع 

 % 20( بودند نيانتروتوكس يهاژنها حامل هيجدا نياز ا 45%
 يكه در بررس يدر صورت). seb) (18 يحاو % sea، 25  يحاو

 نيانتروتوكس يهاحامل ژن هيجدا 65از  %76/90 ،حاضر

 يبررو 2008سال در  يفولاد يمانيا گريدر مطالعه د .ندبود
 % seb 8 وعيش ،از زخماورئوس  لوكوكوسياستاف هيجدا 100

حاضر متفاوت  يها با بررسژن نيا يكه فراوان )19(شد گزارش 
 هيجدا 50 در بررسي، 2008 در سال يانور است.
 % 74، يشده از عفونت پوست داج اورئوس لوكوكوسياستاف
به  seb و sea يو فراوانيافتند  نيحامل انتروتوكسرا ها هيجدا

  ). 20شد (گزارش  % 8و  % 18ترتيب 
 ينيبال زولهيا 170 يبر رو 2013در سال  ييامطالعه كمره در
) اورئوس لوكوكوسياستاففرد سالم حامل  75و  ماريب 95(

و  %6/62و  %1/27به ترتيب PCR كيبا تكن sea  و seb يفراوان
ژن  گريد يزخم، خون و نمونه ها ادرار، ينينمونه بال بيبه ترت
seb  )31%  ،7/21% ،3/27%  و ژن %2/9و ( sea )6/58%، 

اكثر  نكهيبا ا ).21( گرديد) گزارش %9/42 و 72%، 2/52%
كننده  ديتول يها اورئوس لوكوكوسياستاف يمطالعات بر رو

اما با توجه به  ،انجام شده است ييها در منابع غذانيانتروتوكس
ها در نيتوكس نيا يابيرد مشابه قاتيحاضر و تحق قيتحق

توكسين ها ين ا تيبا  توجه به اهم ختلفم ينيبال يهانمونه
  .رسديبه نظر م يضرور يامر
مختلف  قاتيدر تحق يفراوان زانياختلاف م ياحتمال هيتوج

توان با عوامل ينقاط جهان را م ريو سا رانيانجام شده در ا
، ماراني، سن بينژاد ،ييايجغراف يفاكتورها لياز قب يمختلف

، هم يبهداشت نيمواز تيرعا زانيطور م نينمونه و هم تيماه
 يمرهايو پرا يسروش برر زيمختلف و ن يهابا دام يرجوا

مورد  يها دايه در ج يمولكول يها يمورد استفاده در بررس
  .مرتبط دانست ماران،ياز ب يبررس
 نهيحساس و كم هز ژه،يروش و كيكه  PCR كيتكن

شناسايي و رديابي سريع ژن هاي انتروتوكسين هاي ،است
ادير بسيار اندك استافيلوكوكي حتي در صورت وجود مق

با نوكسين ها در نمونه هاي مورد بررسي را ممكن مي سازد.
- يژن مشخص نم انيب زانيم PCR معمول حال با روش نيا

-يم نييها تعهيجدا توسط نيتوكس ديتول تيو صرفاً قابل شود
 يهانمونه يها بر روژن نيا انيب زانيم نييبه منظور تع شود.

 Real Time PCR كيتكن يستپو يريحاصل از افراد با درگ
 يهانيانتروتوكس تي. با توجه به اهمشوديم شنهاديپ

 ديها در توسعه و تشدو نقش آن اورئوس لوكوكوسياستاف
 يهاحضور ژن يبالا اريدر صد بس زيحاصل و ن يهايماريب

 قيدر تحق يمورد بررس يهاهيدر جدا sea ژهيمربوطه به و
 انيحضور و ب ،انجام شده تقايتحق ريبا سا سهيحاضر در مقا

 يماريب تيريدر مد ديبا ينيبال يهاهيمربوطه در سو يهاژن
  . ددر نظر گرفته شون هاي حاصل
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  قدرداني و تشكر
 ينيبـال  شـگاه يمحترم و سخت كـوش آزما كاركنان  ياز همكار

كارشناسـان   نيو همچن يپوست راز يفوق تخصص مارستانيب

 يولـوژ يكروبيگـروه م  يو مولكـول  يشناس ـ كروبيم شگاهيآزما
 ياري ـمطالعه  نيواحد كرج كه در انجام ا يدانشگاه آزاد اسلام

  .شوديتشكر م مانهيصم ،رساندند
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