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  :چکیده
یکی از . شدباهاي بیمارستانی میهاي مهم درایجاد عفونتاستافیلوکوکوس اورئوس یکی از پاتوژن: زمینه و اهداف

نـوع   19ها یک نوع و برخـی بیشـتر از   بعضی از سویه. باشدریز تب آور میسموم این باکتري، انتروتوکسین برون
هــاي  هــاي رمـز کننــده انتروتوکســین در جدایــه هـدف از ایــن مطالعــه ارزیــابی ژن . .کننــدانتروتوکسـین تولیــد مــی 

  . باشدمیاستافیلوکوکوس اورئوس جدا شده از بیماران سوختگی 
نمونه جدا شـده از زخـم بیمـاران سـوختگی بسـتري در بیمارسـتان        100در این مطالعه مقطعی، در  :روش بررسی

مـورد   PCRها با تکنیـک  در ژنوم باکتري sed -sec- seb- seaهاي هاي رمز کننده انتروتوکسینمطهري، وجود ژن
  . بررسی قرار گرفت

، seaداراي ژن % 12اورئوس جدا شده،  جدایه بالینی استافیلوکوك 100د که از نشان دا PCRنتایج آزمایش  :هایافته
ها حـداقل دو ژن انتروتوکسـین را   از نمونه% 42 .بودند sedداراي ژن % 3و  secداراي ژن % seb ،35 داراي ژن % 1

% 6و  sea+sedدو ژن داراي هر% sea+sec ،2داراي هر دو ژن % sea+ seb ،32داراي هر دو ژن % 2: کردندحمل می
 .   بودند sec+sedداراي هردو ژن 

ژن و نقـش سـوپر   هاي استافیلوکوکوس اورئوس به عنوان سوپر آنتیبا توجه به اهمیت انتروتوکسین :گیرينتیجه
-هاي بالینی از اهمیت زیادي برخوردار مـی هاي مختلف، تولید این توکسین توسط سویهها در بروز بیماريژنآنتی
  . رسدهاي انتروتوکسین، درمان سریع عفونت ضروري به نظر میکه درصورت بیان ژن باشد

   PCRزخم سوختگی،  استافیلوکوکوس اورئوس، انتروتوکسین، :هاکلید واژه
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  :مقدمه
یکی از عوامل اصلی مرگ و میر و شدیدترین عوارض در 

). 1،2(باشـد   بیماران سـوختگی، عفونـت بیمارسـتانی مـی    
سـاعت   48-72مارستانی، عفونتی است کـه طـی  عفونت بی

ــی  ــار ایجــاد م ــتري شــدن در بیم ــس از بس ــردد  پ ). 3(گ
S.aureus      یک پاتوژن فرصت طلـب اسـت کـه پـس از

Pseudomonas aeruginosa ترین عامل عفونت شایع
باشـد   هـا مـی  در بیمارستان%) 27-30(هاي سوختگی  زخم

)4 .(S. aureusهـا را   ناي از اگـزو پـروتئی   طیف گسترده
ها در میزبان پسـتاندار   کند که علت اصلی بیماري تولید می

هــاي اي از توکســین هــا خــانواده اي از ســویهعــده. اســت
ها، توکسـین سـندرم شـوك     پیروژنیک شامل انتروتوکسین

کنند  و توکسین اکسفولیاتیو را ترشح می (TSST-1)سمی 
 هاي سویه% 15-80دهد که  تحقیقات مختلف نشان می). 5(

استافیلوکوکوس اورئوس جدا شده از منابع مختلف، قـادر  
مطالعات متعـددي در  ). 6(باشند  به تولید انتروتوکسین می

هـاي   هـاي تولیـد شـده توسـط سـویه     مورد انتروتوکسـین 
 SEs= Staphylococcal)اسـتافیلوکوکوس اورئـوس   

Enterotoxins)     5انجام شده است و امـروزه عـلاوه بـر 
 ,SEA, SEB, SEC)هـا   وکسـین نـوع کلاسـیک انتروت  

SED, SEE) ،14    نـوع جدیـد از آنهـا(SEG, SEH, 
SEI, SEIJ, SEIK, SEIL, SEIM, SEIN, 
SEIO, SEIP, SEIQ, SEIR, SEIU, SEIV) 

بـه  TSST-1 و  SEsهـر دوي  ). 7(معرفی شـده اسـت   
ســوپر . کننــد عمــل مــی  (SAgs)ژن عنــوان ســوپر آنتــی

در گیرنده  Vβیر زنجیره سازي ناحیه متغها با فعال ژن آنتی
ــلولهاي  ــاه  MHCIIو  T (TCR)سـ ــارج از جایگـ خـ

هاي  شوند در نهایت باعث ایجاد پاسخ اتصالشان متصل می
هـاي  ژن). 8(شـوند   شبه اتوایمیون تهدید کنندة حیات می

رمز کننده انتروتوکسین استافیلوکوکی توسط عناصر ژنتیکی 
یا پلاسمیدها  (sea, see, sep)متحرك مثل باکتریوفاژها 

(sed, sej, ser, ses, set)    هـاي  و یـا توسـط جزیـره
ــاریزایی  ــوزمی   (SaPIs)بیمـ ــات کرومـ ــر روي قطعـ بـ

 ,seb, sec, seh, sei, sek, sel, sem)اسـتافیلوکوك  

sen, seo, sep, seq) توان  بنابراین می). 9(شوند  رمز می
هاي انتروتوکسین به طور افقی نیز می توانند میان  گفت ژن

شـوند و ایـن احتمـال     هاي اسـتافیلوکوکوس منتقـل    سویه
وجود دارد که این عناصر ژنتیکی متحرك نقـش مهمـی را   
در تکامل استافیلوکوکوس اورئوس به عنوان یـک پـاتوژن   

  ).10(بازي کنند 
هـاي   بـا تکنیـک   SEsامروزه شناسـائی و تعیـین الگـوي    

ــس،    ــیون لاتکـ ــامل آگلوتیناسـ ــوتیپی شـ ، ELISAفنـ
هـاي ژنـوتیپی    نواسی و ایمونودیفیوژن یا تکنیـک رادیوایمو

 Real time PCRو  Mutiplex RCR ,PCRشـامل  
ــی  ــا ژن صــورت م ــروتئین ی ــرد  در ســطح شناســائی پ گی

هاي فنوتیپی نیاز  به  به علت اینکه در تکنیک). 11،12،13(
ــان ژن ــی بی ــاي  باشــد و ســروتیپ هــاي انتروتوکســین م ه

یـک هسـتند، احتمـال    ژنتانتروتوکسین داراي شباهت آنتـی 
هـاي   ایجاد واکنش متقاطع وجود دارد، لذا استفاده از روش
هـاي   ژنوتیپی بـراي شناسـایی ژن انتروتوکسـین در سـویه    

هاي بالینی تـرجیح داده   استافیلوکوکوس اورئوس در نمونه
شود، بـا اینکـه وجـود ژن بـه تنهـایی دلیـل بـر تولیـد         می

  ). 14(باشد  انتروتوکسین نمی
هــاي اسـتافیلوکوکوس اورئـوس در ایجــاد    هاهمیـت سـوی  

هاي آنهـا بـه   هاي بیمارستانی و نقش انتروتوکسین عفونت
اي هاي مختلف انگیزه ژن در ایجاد بیماري عنوان سوپر آنتی

تشـخیص   PCRبود که در این مطالعه با استفاده از روش 
هــاي رمــز کننــده انتروتوکســین در جدایــه هــاي      ژن

ا شـده از بیمـاران سـوختگی    استافیلوکوکوس اورئوس جد
  .انجام شود

  
  :هامواد و روش

هـاي آذر   در فاصـله مـاه   :باکتریایی هاي آوري جدایه جمع
به صورت تصادفی از  1388تا اردیبهشت سال  1387سال 

از زخم سـوختگی  . گیري انجام شد بیماران سوختگی نمونه
بیمار با استفاده از سواب مرطـوب نمونـه گیـري بـه      100

 Stuart)د و سواب در محیط انتقـالی اسـتوارت   عمل آم

transfer medium, Himedia, India)   به آزمایشگاه
ي محـیط   هـا بـر رو   نمونـه . مرکز قلب تهران منتقل گردید

 ,Columbia C.N.A agar base, Himedia)کلمبیا 
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India)   37ســاعت در  24کشـت داده شــده و بــه مــدت 
بـه منظـور تعیـین    . ندگذاري شد گراد گرمخانه درجه سانتی

هـاي اسـتاندارد    هـاي رشـد کـرده، از روش   هویت باکتري
شناسی شامل رنـگ آمیـزي گـرم، بررسـی تولیـد       میکروب

و  DNaseآز، رشـد در محـیط   کاتالاز و کوآگولاز و اوره
. استفاده شد (Mannitol salt agar)مانیتول سالت آگار 

دي ها پس از تعیین هویت، جهـت مراحـل بع ـ  تمام جدایه
گلیسـرول در  % 20تحقیق در میکروتیوب حـاوي پـرل و   

  . گراد نگهداري شدند درجه سانتی -70
ــتخراج  ــک DNAاس ــتخراج : ژنومی ــک  DNAاس ژنومی

استافیلوکوکوس اورئـوس در شـرایط اسـتریل و بـا روش     
اتـیلن دي آمـین تتـرا اسـتات      -شستشو با محلول تریس 
(Tris-EDTA, TE)  ــاندن ــام (Boiling)و جوش  انج

به طور خلاصه چند کلنی خالص از اسـتافیلوکوکوس  . شد
محـیط   ml2اورئوس از محیط کلمبیا آگار به لوله حـاوي  

(Trypticase Soy Broth) TSB  24تلقیح و به مدت 
 5/1. گـذاري شـد   گراد گرمخانه درجه سانتی 37ساعت در 

در میکروتیوب استریل ریخته شد  TSBلیتر از محیط میلی
مـایع  . دقیقه سانتریفیوژ شـد  3به مدت  g1000و در دور 

رویی میکروتیوب کاملاً تخلیه و طی دو مرحله رسوب بـه  
بـه خـوبی    TEاز محلـول   μl 500و  μl 1000ترتیب بـا  

 3بـه مـدت    g1000ورتکس گردید و در هـر مرحلـه در   
آب مقطـر بـه    μl200دقیقه سانتریفیوژ شـد و در نهایـت   

هـا   ن، میکروتیوبرسوب اضافه شد و پس از ورتکس کرد
سـپس  . دقیقه در بن ماري جوش قرار گرفت 15به مدت 

سانتریفیوژ  g1000دقیقه در دور  3ها به مدت  میکروتیوب
ژنـومی بـاکتري جهـت     DNAمحلول رویی حـاوي  . شد

در مـایع   DNAوجـود  . استفاده شـد  PCRانجام واکنش 
رویی با استفاده از اسپکتروفتومتر و بـا بررسـی جـذب در    

  . بررسی گردید nm260  موج طول

هـاي   براي شناسـایی وجـود ژن  : اي پلیمرازواکنش زنجیره
هاي استافیلوکوکوس اورئوس جـدا  انتروتوکسین در جدایه

. اسـتفاده شـد   PCRشده از بیماران سوختگی از تکنیـک  
 1پرایمرهاي مورد استفاده در این مطالعه در جـدول    توالی

ه از دســتگاه بــا اســتفاد  PCRواکــنش . آمــده اســت 
میکرولیتر بـافر   5/2ترموسایکلرو با مخلوط واکنش حاوي 

10X ،5/2  میکرولیتــرMgCl2 )4  ــولار ــی م  2/0، )میل
 20-30پلیمراز،  Taqواحد آنزیم  dNTPs ،1میکرومول 

الگـو   DNAمیکرولیتر  2پیکومول از هر پرایمر آغازگر و 
جراي برنامه ا). 15(میکرولیتر انجام شد  25در حجم نهایی 

واسرشـتگی  : واجـد مراحـل زیـر بـود     PCRهـاي   چرخه
(denatiration)  4گراد به مدت درجه سانتی 94اولیه در 

 94چرخه تکثیر شـامل واسرشـتگی در    35دقیقه و سپس 
ثانیه و اتصـال پرایمرهـا بـه     30گراد به مدت  درجه سانتی

DNA  الگو(annealing)  گـراد بـه    درجه سـانتی  50در
در  (extension)و طویل شدن رشته الگـو  ثانیه  30مدت 

طویل شـدن نهـایی   . ثانیه 30گراد به مدت  درجه سانتی 72
(final extension)  72دقیقــه در دمــاي  10بــه مــدت 

هاي استافیلوکوکوس  سویه). 15(درجه سانتیگراد انجام شد 
اورئوس تولید کننده انتروتوکسین کـه در ایـن تحقیـق بـه     

اسـتفاده قـرار گرفتنـد شـامل      عنوان کنتـرل مثبـت مـورد   
،  +D4508: SEA+  ،ATCC14458:SEBهاي سویه

AB80002: SEC+  وNCTC 9393: SED+ .  
بـا الکتروفـورز   % 2روي ژل آگارز  PCRردیابی محصول 

سـپس  . ساعت انجام گرفـت  2ولت به مدت  100با ولتاژ 
آمیزي و  رنگ (μg/ml 0.5)ژل به وسیله اتیدیوم بروماید 

 Transluminatorدر دسـتگاه   UVاشـعه   در زیر تابش
  ).17(مشاهده شد

جهت پـردازش اطلاعـات از نـرم    : تجزیه و تحلیل آماري
  . استفاده شد SPSS 13افزار 
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  PCRمشخصات پرایمرهاي مورد استفاده در : 1 -جدول

طول محصول   مرجع
(bp) PCR 

  نام پرایمر )5' – 3'(توالی الیگونوکلئوتید 

)15(    TGT ATG TAT GGA GGT GTA AC  SE-Universal 
forward  

)15(  270  R: ATT AAC CGA AGG TTC TGT  SEA  
)10(  477  F:TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG 

R: GCA GGT ACT CTA TAA GTG CC  SEB  

)25(  541  F: TTT TTG GCA CAT GAT TTA ATT T 
R:CAA CCG TTT TAT TGT CGT TG  SEC  

)15(  306  R:TTC GGG AAA ATC ACC CTA A SED  
 
  

  :ها  یافته
% 12جدایه بالینی اسـتافیلوکوکوس اورئـوس    100از میان 

و  secداراي ژن % seb ،35 داراي ژن % sea ،1داراي ژن 
ها حداقل از نمونه% 42 ).1شکل (بودند sedداراي ژن % 3

داراي هر دو ژن % 2: کردنددو ژن انتروتوکسین را حمل می

sea+ seb ،32 % ــر دو ژن داراي % sea+sec ،2داراي ه
ــردو ژن  ــردو ژن % 5و  sea+sedهـ  sec+sedداراي هـ

  )2 -جدول(بودند 
  

  
  هاي استافیلوکوکوس اورئوس جدا شده از بیماران سوختگی الگوي انتروتوکسین :2 -جدول

درصد وجود ژن انتروتوکسین در 
  هابین جدایه

  شماره الگو  ها انواع انتروتوکسین

12%  SEA 1 

1%  SEB  2 

35%  SEC  3 

3%  SED  4 

2%  SEA + SEB  5 

32%  SEA + SEC  6 

2%  SEA + SED  7 

1%  SEB + SED  8 

6%  SEC + SED  9 

1%  SEA + SEB + SED  10 
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  ژن هاي انتروتوکسین نمونه هاي زخم سوختگی   PCRژل الکتروفورز حاصل از: 1شکل 
  جفت بازي   seb 477 ژن:  6،3،4،5تون جفت بازي ، س sea 270 ژن: 1،2، ستون DNAجفت بازي  50مارکر :  Mستون 
  جفت بازي  sed 306 ژن: 11،12جفت بازي ، ستون sec 541 ژن:  8،9،10ستون

  
  :بحث

شیوع استافیلوکوکوس اورئوس به ویژه در بیماران مسـتعد  
هـاي   از قبیل بیماران سوختگی یا بیماران مبتلا به بیمـاري 

در مطالعـه  ). 18(پوستی یا مخاطی رو بـه افـزایش اسـت    
جدایه استافیلوکوکوس اورئوس حداقل  100از % 95حاضر 

-هاي رمز کننده انتروتوکسین را حمل مییکی از انواع ژن

% 45) 2007(در مطالعه ایمانی فولادي و همکـاران  . کردند
 200هاي اسـتافیلوکوکوس اورئـوس جـدا شـده از     جدایه

انوري و  ).20(بیمار پوستی تولید کننده انتروتوکسین بودند 
ــالینی  50نشــان دادنــد کــه از ) 2008(همکــاران  جدایــه ب

% 74استافیلوکوکوس اورئوس جدا شده از عفونتهاي زخم، 
در دو مطالعـه اخیـر   ). 15(تولید کننده انتروتوکسین بودند 

هاي استافیلوکوکوس اورئوس جدا شـده  نیز بر روي جدایه
ان هاي پوستی کار شده اسـت و تفـاوت در میـز   از عفونت
تواند مربوط به افزایش تولید توکسین با توجه به شیوع می

گیـري  گذشت زمان یا مربوط به تفـاوت در محـل نمونـه   
  .باشد

 Becker  ــاران ــد  ) 2003(و همکـ ــیوع تولیـ ــزان شـ میـ
هاي استافیلوکوکوس اورئوس جدا انترتوکسین را در جدایه

). 20(گـزارش کردنـد  %  73هاي بینی شده از خون و نمونه

نشـان دادنـد کـه    ) 2005(و همکاران  Ferryدر حالی که 
جدا شده از کشـت خـون   S. aureus هاي از جدایه% 86

نتایج مطالعه ). 21(بیماران تولید کننده انتروتوکسین بودند 
. باشـد  حاضر با نتایج دیگر مطالعات بیان شده، متفاوت می

هاي مورد بررسـی   در میزان نمونه تواند تفاوت علت آن می
باشد، زیرا مشخص شـده   S. aureus هاي  و منشاء نمونه

ــویه   ــی س ــه فراوان ــاي ک ــده   S. aureusه ــد کنن تولی
انتروتوکسین  بر اساس منشاء انسانی، حیوانی، مواد غذایی، 

  . و محیط اطراف متفاوت است  نوع عفونت
در  C (sec)در مطالعه حاضر ژن رمز کننده انتروتوکسین 

هاي کلاسیک رمز کننده انتروتوکسـین، فراوانتـرین   بین ژن
با  sebو  sea ،sedبود و به دنبال آن به ترتیب ) ٪73(ژن 

ایـن در حـالی اسـت کـه     . فراوانی کمتر شناسـایی شـدند  
هاي انتروتوکسین بطور قابل تـوجهی در دیگـر   فراوانی ژن

) 2007(و همکاران  Normannoa. مطالعات متنوع است
و به دنبال ) SED )6/33٪بیشترین میزان انتروتوکسین را 

و  Tomi). 22(را گزارش دادند  SEA>SEC>SEBآن 
را در بیمــاران مبــتلا بــه  SEB، 2005همکـاران در ســال  

را در بیماران مبتلا به  SECو  (psoriasis)پسوریازیس 
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تــرین انتروتوکســین  درماتیــت آتیپیــک بــه عنــوان فــراوان
با توجه به اینکه در دو مطالعـه فـوق   ). 8(ند شناسایی کرد

الذکر وجود خود انتروتوکسین مورد بررسی قرار گرفتـه و  
از آنجا که ممکن اسـت ژن رمـز کننـده انتروتوکسـین در     

تـوان یکـی از   باکتري وجود داشته باشد، اما بیان نشود، می
علل تفاوت نتایج این دو مطالعه را با مطالعه اخیر در عدم 

ژن عنوان کرد، البته عامل دیگـري کـه بایـد مـورد      ردیابی
هاي بـالینی در بـین   توجه قرار گیرد، تفاوت در نوع نمونه

و همکـاران در سـال   Nashev . باشـد این سه مطالعه مـی 
2007 ،sea ــراوان ــوان ف ــه عن ــرین ژن انتروتوکســین  را ب ت

در جدایه هاي استافیلوکوکوس اورئوس جدا شـده  ) 23٪(
تـوان گفـت    مـی ). 23(ینی گـزارش دادنـد   از نمونه هاي ب
هـاي  هاي تولید کننده انتروتوکسین در نمونـه  فراوانی سویه

باشد که البتـه   هاي مختلف متفاوت می جدا شده از عفونت
  .نیاز به بررسی دارد

هاي متفاوت رمز کننده ها، از ژن جدایه ٪32در این مطالعه 
. کردند مل میرا با هم ح secو  seaها دو ژن انتروتوکسین

و همکـاران در سـال    Akinedenاین نتایج مخالف نتایج 
-اي بطور هـم  باشد که گزارش کردند هیچ نمونه می 2008

علت آن . مثبت نبوده است sec/seaهاي زمان در مورد ژن
ها  ممکن است تفاوت در روش انجام تحقیق و منشاء سویه

ــد، زیــرا   ــت بررســی    Akinedenباش ــاران جه و همک
تولید کننده انتروتوکسین روي انواع  S. aureusهاي  سویه

، البته شیوع انـواع  )24(کارکردند RT-PCRپنیر به روش 
انتروتوکسین ممکن است تحت تاثیر منطقه جغرافیایی نیز 

  .قرار گیرد
هاي استافیلوکوکی دهد که انتروتوکسین تحقیقات نشان می

امـا  در خصوصیات ساختاري و بیولوژیکی مشابه هسـتند،  
هـاي بیـان ژن، متفـاوت     در مقادیر تولید شده و مکانیسـم 

هـا  نسبت به دیگر انتروتوکسین SEB  ،SEAباشند و  می
با این حال در مطالعه ). 25(شوند  به میزان بیشتري بیان می

فقـط وجـود    PCRحاضر، با استفاده از روش ژنـوتیپی و  

هاي انتروتوکسین مورد بررسی قـرار گرفـت و از نظـر    ژن
  .ارزیابی نشد هاي انتروتوکسیننوتیپی میزان بیان ژنف

، S. aureusهـاي ایجـاد شـده توسـط      در اکثـر بیمـاري  
تشخیص . فاکتورهاي متعددي در بیماریزایی دخیل هستند

امـا  . دقیق نقش هر فاکتور در ایجاد بیماري مشـکل اسـت  
هاي جـدا شـده از بیمـاران و بیـان      ایجاد ارتباط بین سویه

یزایی مشـخص، ممکـن اسـت مسـیري را در     عوامل بیمار
براي دستیابی به . هاي خاص پیشنهاد کند پاتولوژي بیماري

ــایی     ــولی در شناس ــوژي مولک ــاربرد بیول ــدف، ک ــن ه ای
هاي هایی در نتایج بیماري فاکتورهاي بیماریزایی، پیشرفت

تشـخیص  ). 26(ناشی از استافیلوکوك ایجاد خواهد کـرد  
وماً توانـایی میکروارگانیسـم   ژن اختصاصی انتروتوکسین لز

را در تولید توکسین با فعالیت بیولوژیکی بـالا و کـافی در   
  ). 25(بروز بیماري نشان نمی دهد 

  
  :نتایج

هاي اسـتافیلوکوکوس   و شناسایی تعداد سویه PCRآنالیز 
هـاي انتروتوکسـین   اورئوس همراه بـا بررسـی وجـود ژن   

براي آنالیز   حیحتر و صاستافیلوکوکی یک پایه و نماي کامل
هاي تولید کننده  اي که فراوانی جدایهباشد، به گونه خطر می

انتروتوکسین نشان دهنده میزان خطر بیماریزایی در بیماران 
کاملاً قادر به اکتساب عناصـر   S. aureus ).27(باشد  می

هـاي اختصاصـی    ژنتیک متحرك رمز کننـدة انتروتوکسـین  
ري و نیـز کاربردهـاي   باشـد و ایـن مسـئله در پیشـگی     مـی 

 ).16(تشخیصی اهمیت دارد 
   

  :تقدیر و تشکر
کـوش آزمایشـگاه تشـخیص    بدین وسیله از پرسنل سخت

پزشکی بیمارستان شهید مطهري تهـران و پرسـنل محتـرم    
آزمایشگاه پاتولوژي مولکولی مرکز قلب تهران کمال تشکر 

  .شودو قدردانی بجا آورده می
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