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  چكيده
هستند كه استافيلوكوكوس اورئوس ها از جمله فاكتورهاي بيماريزايي مهم و انتروتوكسين 1 - توكسين سندرم شوك سمي :سابقه و هدف

هاي مولد سندرم شوك سمي ترين ژنفراواني شايع ،اين مطالعهدر . نمايندسوپرآنتي ژن بوده و در ايجاد سندرم شوك سمي مشاركت مي همگي
)tst ، entBو  (entCبررسي شدهاي آموزشي شهر قزوين استافيلوكوكوس اورئوس جدا شده از بيماران بستري در بيمارستان باليني هايدر ايزوله . 

ابتدا  .آوري شدماه جمع 9ايزوله استافيلوكوكوس اورئوس از بيماران بستري طي مدت  65تعداد   ،در اين تحقيق توصيفي :ررسيب روش
، ژن femAو آزمايشگاهي تعيين هويت شدند و سپس از نظر حضور ژن  هاي استاندارد بيوشيمياييها با استفاده از روشتمامي ايزوله

 tst، entBبا استفاده از پرايمرهاي اختصاصي جهت شناسايي ژن هاي   PCRدر ادامه آزمون . رئوس، تائيد شدنداختصاصي استافيلوكوكوس او
  .انجام شد و با آمار توصيفي ارائه گرديدentC  و 

مثبت entC  و tst،  entBهاي از نظر حضور  ژن) درصد  4/33(ايزوله  22ايزوله  استافيلوكوكوس اورئوس،  65از مجموع  :هايافته
داراي  ژن ) درصد 3(ايزوله  entB ،2داراي  ژن ) درصد 3(ايزوله  tst ،2داراي  ژن ) درصد 6/27(ايزوله  18 ،آن ميان كه از شدند

entC از نظر حضور هر دو ژن  ) درصد 3(ايزوله  2هم چنين . بودند tst  و entC مثبت بودند.  
هاي استافيلوكوكوس هاي مولد سندرم شوك سمي در ايزولهكننده توكسينهاي كد رسد كه حضور ژنبه نظر مي :گيرينتيجه

ها و نقش تهديد كننده آنها در سلامت و با توجه به اهميت باليني اين ايزوله .هاي  مورد مطالعه قابل توجه استاورئوس در بيمارستان
  . بهداشت عمومي، لزوم توجه بيشتر به آنها ضروري است

   .شوك سمي ، سندرمtst،entB ،entCاورئوس، افيلوكوكوس است :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
تـرين عوامـل   هـاي جـنس اسـتافيلوكوكوس يكـي از شـايع     گونه

هاي بروز عفونت). 1، 2(باشند هاي بيمارستاني در دنيا ميعفونت
هاي مقـاوم،  هاي اخير به دليل انتشار سويهاستافيلوكوكي درسال
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استفاده بيش از حـد از وسـايل    ني وافزايش بيماران با ضعف ايم
هـاي  در ميـان گونـه  ). 1(پزشكي مانند كاتتر رو به افزايش است 
داراي بيشـترين توانـايي    استافيلوكوك، استافيلوكوكوس اورئـوس 

هـايي  استافيلوكوكوس اورئوس مسئول بيماري. زايي استبيماري
 ازجملــه ســندرم فلســي شــدن پوســت،  ســندرم شــوك ســمي، 

  دسـتگاه ادراري، بـاكتريمي و سـندرم شـوك سـمي      هاي عفونت
 ).3(باشد مي
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هاي استافيلوكوكوس اورئوس در ايجـاد بيمـاري بـه    توانايي ايزوله
. توليد چندين نوع مختلف توكسين خـارج سـلولي بسـتگي دارد   

هاي استافيلوكوكوس اورئوس جداشـده از بيمـاراني بـا    اكثر سويه
 ـ ) TSS(علايم سندرم شوك سـمي   ه نـام توكسـين   توكسـيني ب

كننـد كـه يــك   توليـد مـي   (TSST-1) 1- سـندرم شـوك سـمي   
اگرچه به طور كلاسيك علـت ايـن    ).3، 4(باشد ژن ميسوپرآنتي

امـا در بسـياري از    ،بيماري به جهت استفاده از تامپون بوده است
تواند باعث ايجاد بيمـاري  موارد ديگر مانند نيش گزيدگي نيز مي

ي مختلفي از استافيلوكوكوس اورئـوس  هاانتروتوكسين). 5(گردد 
 SEE ،SEC ،SEB ،SEA ،SEH(ژن هستند كه همگي سوپرآنتي

اند كه علاوه بر مسموميت گوارشي تاكنون شناسايي شده) SEI و
 هگزارش گرديـد ). 6(د نباشدر سندرم شوك سمي نيز دخيل مي

ســتافيلوكوكوس اورئــوس توليــد كننــده    هــاي اكــه ســويه 
به نام سندرم  توانند باعث ايجاد بيماريمي  TSST-1اگزوتوكسين

اين بيماري با رهاسازي توكسـين بـه جريـان    . شوك سمي شوند
اول  بيماري علايمي مانند تب بالا،   شود و در مرحلهخون آغاز مي

راش ماكولار گسترده، تهوع، استفراغ، اسهال، ميالژي ، گلـودرد و  
 در مرحلـه  .دشـو سردد، پرخوني حلق وافت فشار خون ديده مـي 

دوم علايم شديدتر شده و باعـث ميوكارديـت، ايجـاد اخـتلال در     
ها، ادم، اختلال تنفسي، ورقه ورقـه شـدن پوسـت و    عملكرد كليه

توانـد در  گردد ودر صورت عـدم درمـان مـي   اختلالات عصبي مي
در بسـياري از مطالعـات گـزارش    ). 7(نهايت منجر به مرگ شود 

 ,SEA, SEB,SEC هايتوكسين TSST-1 شده است كه علاوه بر

SEH, SEI و SEJتوانند باعث ايجـاد علايـم بيمـاري سـندرم     مي
  ). 9،8(شوك سمي شوند 

هاي مسـئول سـندرم   تاكنون اغلب مطالعاتي كه بر روي توكسين
شوك سمي استافيلوكوكي انجام شده است، برروي منابع غذايي و 

بـه اطلاعـات   بنابراين نيـاز  ). 10- 13(حيواني صورت گرفته است 
هاي انساني در ايران و كشورهاي همسـايه وجـود   باليني در نمونه

  .دارد
زاي اسـتافيلوكوكوس اورئـوس بـا    هـاي توكسـين  شناسايي سويه

ــتفاده از روش ماننـــد ايمونوديفيـــوژن،  هـــاي ايمونولـــوژياسـ
بـر، دشـوار و فاقـد    آگلوتيناسيون، راديوايمونواسـي و الايـزا زمـان   

بر اساس مطالعات انجام شـده،  روش  ). 14،12(ويژگي لازم است 
PCR  كه اساس آن تكثير قطعات اختصاصيDNA   است، ابـزاري

هـاي  مناسب جهت تشـخيص سـريع، حسـاس و اختصاصـي ژن    
  ).15، 16( باشدزاي استافيلوكوكوس اورئوس ميتوكسين

ــه  ــن مطالع ــام اي ــدف از انج ــي ژن ،ه ــين فراوان ــاي تعي و tst ه
مولـد سـندرم شـوك سـمي      entB و  entC هـاي  انتروتوكسـين 

هـاي  استافيلوكوكوس اورئوس در بيماران بسـتري در بيمارسـتان  
   . بودآموزشي قزوين 

  
  مواد و روشها

 .اين تحقيق به روش توصيفي انجام گرفت

ايزولـه از بيمـاران    65 ،در مجمـوع  :جداسازي و تعيين هويت
. دندهاي آموزشي شهر قزوين جمع آوري شبستري در بيمارستان

ها هاي استاندارد آزمايشگاهي، كليه ايزولهابتدا با استفاده از آزمون
، ايـي آزمون كواگـولاز لام و لولـه  : به شرح زير تعيين هويت شدند

  .و آزمون تخمير مانيتول  DNaseآزمون 
هاي پس از انجام آزمون: PCRها با روش تاييد ملكولي ايزوله

تاييـد هويـت    femAاسازي ژن ها با جدآزمايشگاهي، تمامي نمونه
تمامي . ژنومي به شرح ذيل انجام شد DNAابتدا استخراج . شدند
به مدت يك  Luria broth (LB(ليتر محيط ميلي 5/0 ها درايزوله

گراد در شيكر انكوباتور كشـت داده  درجه سانتي 37شبانه روز در 
 5000دقيقـه در دور   20ها به مـدت  سپس تمامي نمونه. شدند

ميكروليتر بـافر   185تريفيوژ شده و به رسوب به دست آمده  سان
]TE 20 mM Tris chloride, 2 mM EDTA pH 8.0( [  و
در ادامه . اضافه شد (Sigma)ميكروليتر ليزواستافين نوتركيب 15

گـراد قـرار داده   درجه سـانتي  37دقيقه در انكوباتور  30به مدت 
ها با استفاده از كيت ژنومي  تمامي نمونه DNAپس از آن . شدند

 Bioneer    )genomic DNA kit extraction Bioneerاستخراج 

Inc., South Korea)   اسـتخراج گرديـد   طبـق دسـتورالعمل آن .
هـا  اسـتخراجي، تمـامي نمونـه    DNAجهت تائيد غلظت مناسب 

گيـري  انـدازه  A280بـه   A260توسط دستگاه نانودراپ در نسبت 
از نظر حضور  PCRها با انجام آزمون نهدر ادامه تمامي نمو. شدند
بررسي   1با استفاده ازپرايمرهاي اختصاصي جدول  femAهاي ژن

 هاي استافيلوكوكوس اورئوس استشدند كه ژن اختصاصي ايزوله
)17 ،16.(  

   tstو  entC ،entBهاي جداسازي ژن
 هايهاي استافيلوكوكوس اورئوس در ادامه از نظر حضور ژنايزوله
entC ،entB  وtst     1با استفاده از پرايمرهـاي اختصاصـي جـدول 

هر . ميكروليتر انجام شد 25در حجم  PCRواكنش . بررسي شدند
پيكومول از هـر   dNTP ،10ميكرومول  200شامل  PCRواكنش 
و  Taqواحد آنزيم  MgCL2  ،5/0ميلي مول در ليتر  5/1پرايمر، 

ي مـذكور تحـت   هـا تكثيـر ژن . باشـد الگو مي DNAنانوگرم  50
 Applied( شـرايط زيـر بـا اسـتفاده از دسـتگاه ترمـال سـيكلر        

biosystem,USA (دماي دناتوراسيون اوليه . انجام شد)درجه  96
سيكل حرارتـي شـامل دمـاي     35، )دقيقه 5گراد به مدت سانتي
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 ، دمـاي )دقيقـه  1گـراد بـه مـدت    درجه سانتي 94(دناتوراسيون 
دقيقـه بـراي ژن    1گراد به مـدت  درجه سانتي 58(اتصال پرايمر 

femA( ،)55 دقيقه براي ژن 1گراد به مدت درجه سانتي entC  و
tst ( و)دقيقه بـراي ژن   1گراد به مدت درجه سانتي 56entB ( و

و در پايـان  ) دقيقه 1گراد به مدت درجه سانتي 72(دماي تكثير 
نجام ا) دقيقه 7گراد به مدت درجه سانتي 72(ي يدماي تكثير نها

هاي مـورد نظـر بـا    از نظر حضور ژن PCRمحصولات  ). 16( شد
و پس از رنگ آميـزي بـا   %  1انجام  الكتروفورز بر روي ژل آگارز 

  . سايبر گرين بررسي شدند
  

 femAو  sec ،seb ،tst هـاي ژن پرايمرها مربـوط بـه   توالي -1جدول 
   .استافيلوكوكوس اورئوس هايدر ايزوله

اندازه محصول
(bp) 

 ژن پرايمر )'5-'3(سكانس اليگونوكلوئيدي 

132 AAAAAAGCACATAACAAGCG 
GATAAAGAAGAAACCAGCAG 

  femA-F
femA-R 

femA

326 
 

ACCCCTGTTCCCTTATCATC 
TTTTCAGTATTTGTAACGCC 

TST-F
TST-R 

tst 

164 
 

GTATGGTGGTGTAACTGAGC  
CCAAATAGTGACGAGTTAGG  

Seb1
Seb2 

entB

451 
 

AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG
CACACTTTTAGAATCAACCG 

Sec1
Sec2 

entC

  
  هايافته
هاي ايزوله. مثبت بودند   femAايزوله از نظر حضور ژن  65تمامي 

 8/53(هـاي داخلـي   استافيلوكوكوس اورئوس به ترتيب از بخـش 
و ) درصـد  4/18(هاي ويـژه  ، مراقبت)درصد 20(نوزادان  ،)درصد

، آبسـه و  )درصـد  46(اي خـون  هنمونه و از) درصد 6/7(جراحي 
 15(، ترشـحات دسـتگاه تنفسـي    )درصـد  24(هاي پوستي زخم

 . جداسازي شدند) درصد 5(و ادرار ) درصد 10(، كاتتر )درصد

از ) درصـد  2/46(نمونـه   30 ،هاي جمع آوري شدهدر ميان نمونه
) درصـد  20( نمونه 13از زنان و ) درصد 8/33(نمونه  22مردان، 

آمده اسـت، از   2طور كه در جدول  همان. ن بودندمتعق به نوزادا
داراي ) درصـد  tst )6/27ژن  ،ايزوله استافيلوكوكوس اورئـوس  65

 5/55(هـاي كشـت خـون    بالاترين شيوع بود كه اغلـب از نمونـه  
هـاي مـذكور بيشـتر از بيمـاران     هم چنين ژن. جدا شدند) درصد

. )3 جـدول ( جـدا شـدند  ) درصد 2/72(بستري در بخش داخلي 
 3(نيز از شـيوع يكسـاني برخـوردار بودنـد      entCو  entBهاي ژن

و   tstداراي هـر دو ژن  ) درصـد  3(هم چنـين دو ايزولـه   ). درصد
entC نتـايج   1شـكل  . بودند كه از كشت خون و آبسه جدا شدند

  .دهدرا بعد از انجام الكتروفورز نشان مي PCRمحصولات 
  

  رحسب منبع نمونههاي سندرم شوك سمي بتوزيع ژن -2جدول 
 و بافتكشت خون مجموع ژن

 پوست

 ترشحات كاتتر
 تنفسي

ادرار

tst *)6/27(18)5/55(10)7/27(5 )1/11(2)5/5(1 0 

entB)3(2 0 )50(1 0 )50(1 0 

entC)3(2 )50(1 0 0 0 )50(1
  )درصد(تعداد * 
  

هـاي  هاي سندرم شوك سمي برحسـب بخـش  توزيع ژن -3 جدول
  بيمارستاني

  اخليد 
 

  نوزادان
 

هاي مراقبت
 ويژه

  جراحي
 

tst *)2/72(13  )5/5(1  )6/16(3  )5/5(1  
entB )50(1  0  )50(1  0  
entC )50(1 0 0 )50(1 

  )درصد(تعداد * 
    

هاي  توكسين مثبت و ايزولههاي جمع آوري شده توزيع فراواني كل ايزوله
  .ه استآورده شد 4در جدول هاي شهر قزوين بيمارستانهر يك از 

  

بـر   اسـتافيلوكوكوس اورئـوس  هـاي  توزيع فراواني ايزولـه  -4 جدول
  هاي مولد سندرم شك سميها و ژنحسب بيمارستان

tst entB entC  تعداد كل  بيمارستان

1)6/6( 0 5)3/33( 15)23(* )داخلي(بوعلي 
1)5/4( 100)4/45( 22)2/49( )كودكان(قدس 

  0  2)5/9(  2)5/9(  21)3/32(  )جراحي و سوانح(شهيد رجايي 
 0 0 1)2/14( 7)7/10( )زنان( كوثر

2) 3( 2) 3(18)6/27( 65)100( مجموع
  )درصد(تعداد * 

  
نمونه  :1، رديف 100bpماركر : Mلاين . PCRنتايج الكتروفورز  - 1 شكل

نمونـه بـاليني مثبـت از    : 2، رديف femAباليني مثبت از نظر حضور ژن 
و  entBنمونه باليني مثبت از نظر حضور ژن : 3 ، رديفtstحضور ژن  نظر

  .entCنمونه باليني مثبت از نظر حضور ژن : 4رديف 
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  بحث
قابليت توليد هر ) درصد 4/33(ايزوله  22تحقيق نشان داد كه 

را داشتند كـه از   SECو  TSST-1 ،SEBهاي  يك از توكسين
 ـ tst، 2داراي  ژن ) درصد 6/27(ايزوله  18 ،آن ميان  3(ه ايزول
ــد ــه  2و  entBداراي  ) درص ــد 3(ايزول  entCداراي ژن ) درص

هــا در و انتروتوكسـين  TSST-1هـاي  توكســين. مثبـت شـدند  
زايـي در  ، توانايي بالايي براي بيمـاري استافيلوكوكوس اورئوس
سندرم شوك سمي اسـتافيلوكوكي بـه   . انسان و حيوانات دارند

ــين    ــد توكس ــال تولي ــي TSST-1دنب ــدرخ م ــ. ده ي از بعض
تواننـد در ايجـاد ايـن بيمـاري دخيـل      ها نيز مـي انتروتوكسين

اهميـت   SECو  SEBهاي باشند كه از ميان آنها انتروتوكسين
ــژه ــدوي ــر روي  . اي دارن ــا ب ــه در كشــور م ــاتي ك ــر مطالع  اكث

، TSST-1هـاي  توليد كننده توكسين اورئوس استافيلوكوكوس
SEB  وSEC هـاي حيـواني و   بر روي ايزولـه  "انجام شده غالبا

لذا ايـن مطالعـه بـراي اولـين بـار بـه       . منابع غذايي بوده است
هـاي مولـد سـندرم شـوك سـمي در      بررسي حضور توكسـين 
هاي استافيلوكوكوس اورئـوس بسـتري   بيماران آلوده به عفونت

 .پردازدهاي آموزشي شهر قزوين ميدر بيمارستان

 هــايهــاي متعــددي بــراي شناســايي توكســينكنون روشتــا
هـايي كـه   روش. استفاده شـده اسـت   استافيلوكوكوس اورئوس

انـد،   هاي ايمونولوژي مانند الايزا طراحي شـده براساس واكنش
اختصاصي بوده و اغلب بـا واكـنش متقـاطع  نيـز     بر و غيرزمان

 كـه اسـاس آن شناسـايي     PCR امـا در روش . باشندهمراه مي
يت و ، حساس ـتوكسـين اسـت، از سـرعت    هاي توليد كنندهژن

لـذا  . ها برخوردار استويژگي قابل توجهي نسبت به ساير روش
هاي كد كننده محققين از اين روش جهت شناسايي ژن "اخيرا

   ).  15، 16(كنند هاي استافيلوكوكي استفاده ميتوكسين
در هلند، فراواني  2005در مطالعه درنبرگ و همكاران در سال 

ــتافيلوكوكوس   51در tstژن  ــه  اس ــاوم ايزول ــوس مق ــه  اورئ     ب
و ) درصـد   24(ايزوله  20جدا شده از افراد جامعه،  سيلينمتي
گـزارش شـد   ) درصـد  14(ايزوله  5ايزوله بيمارستاني،   36در 

در آلمــان بــا انجــام  2003كــولتز و همكــاران در ســال ). 18(
ايزوله استافيلوكوكوس اورئوس جـدا   93بر روي   PCRآزمون 

ايزولــه  44مشـخص نمودنـد كـه    هـاي بـاليني   شـده از نمونـه  
هاي كد كننده انتروتوكسـين  از نظر حضور ژن) درصد 13/47(

 68/9( ايزولـه   9مثبت  بودند، بـدين ترتيـب كـه      A-D هاي

داراي ژن ) درصد 51/21(ايزوله  20و  entBداراي ژن ) درصد
entC  بكر و همكاران در آلمـان   ،اما در همان سال ).19(بودند

ــه ا 219در  ــوس، ايزول ــتافيلوكوكوس اورئ ــه  13 س  9/5(ايزول
ــد  و entCداراي ژن ) درصــد 6/8( entB ،19 داراي ژن) درص

ــه 40 ــد tstداراي ژن ) درصــد 2/18( ايزول ــايي كردن  را شناس
خـواني  نتايج اين مطالعه با نتايج مطالعـه حاضـر از هـم   ). 20(

ــادا. مناســبي برخــوردار اســت ــرا و  ،هــم چنــين در كان مهروت
هـاي  مطالعه مشـابهي توانسـتند در ميـان نمونـه    همكاران در 

ژن ) درصـد 15(ايزوله  11، در باليني استافيلوكوكوس اورئوس
tstژن ) درصــــد4/1(ايزولــــه  1 ، در entB ايزولــــه  3و در

شناسـايي   PCRرا با اسـتفاده از آزمـون   entC ژن ) درصد3/4(
  ).16(كنند 

و  tstداراي هــر دو ژن ) درصــد 3(ايزولــه  2 ،در ايــن مطالعــه
entC هـاي  زمـان توكسـين  البته توليـد هـم  . بودندTSST-1  و
SEC  در مطالعه بكر و . شده استدر ساير مطالعات نيز گزارش

 50مشاهده كردند كه يـك ايزولـه از    1998همكاران در سال 
 و tstبه طور مشترك  داراي هر دو ژن )  درصد2(ايزوله باليني 

entC  14(بود.(  
ــايج حاصـــل  ــه، ايزولـــهبراســـاس نتـ هـــاي از ايـــن مطالعـ

اســتافيلوكوكوس اورئــوس جــدا شــده از بيمــاران بســتري در 
هاي مورد مطالعه به ميزان قابـل  هاي مختلف بيمارستانبخش

-TSSTهـاي  هاي كد كننده توكسينتوجهي از نظر حضور ژن

1 ،SEB  وSEC بـا توجـه بـه اهميـت بـاليني و      . مثبت بودند
از نظـر ايجـاد    هاي مولد توكسـين پتانسيل بالاي اين ارگانيسم

شناسـايي و  هاي مهمي از جمله سندرم شـوك سـمي،   بيماري
ها با بـه كـارگيري راهكارهـاي مناسـب     لزوم توجه بيشتر به آن

  .درماني و  ابزارهاي مناسب كنترل عفونت ضروري است
  

  تشكر و قدرداني
از شورا و رياست مركز تحقيقات سـلولي و مولكـولي دانشـگاه    

زشكي قزوين جهت تامين بودجـه  و معاونـت پژوهشـي    علوم پ
ــان   ــاتي و همكــاري كاركن جهــت تصــويب ايــن طــرح تحقيق

هاي قـدس، شـهيد رجـايي، كـوثر و     هاي بيمارستانآزمايشگاه
بوعلي و گروه ميكروب شناسي دانشگاه علـوم پزشـكي قـزوين     

   .شودتقدير مي
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