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 )مقالۀ پژوهشی(

، و ارتباط آن با مقاومت های ضدمیکروبی Aبررسی فراوانی نسبی ژن انتروتوکسین 

 بستری بیمارانبالینی  های نمونه از شده جدا اورئوس یلوکوکوساستاف های ایزوله در

 اهواز ستانشهر)ره(  خمینی امام و گلستان های بیمارستان در
 

 2آمنه عالمی، *2حسین مقدادی ، 2یوسف رنجبر ،1احمد فرج زاده شیخ
 

 چکیده
های س بیشترین فراوانی را در بین ایزولهواستافیلوکوکهای جنس باکتری :زمینه و هدف

اورئوس  یلوکوکوسهای استافگونه اند.های بالینی به خود اختصاص دادهنمونه جدا شده از
درت ماندگاری بیشتری ق توکسینهای فاقد این نسبت به گونه A تولید کننده انتروتوکسین

باشند. هدف از این مطالعه بررسی دارا میها بیوتیکو آنتیرا در برابر دفاع ایمنی میزبان 
های استافیلوکوکوس اورئوس جدا شده از در ایزوله Aفراوانی نسبی ژن انتروتوکسین 

                              .میکروبی می باشد ، و ارتباط آن با مقاومت های ضدبالینیهای نمونه
های بالینی، از نمونهشده های استافیلوکوکوس اورئوس جدا تمامی ایزوله روش بررسی:

های بیوشیمیایی، میزان مقاومت آنتی بیوتیکی آن توسط روش تایید توسط تستپس از 
ژن  برای اثبات وجود PCRو روش . دیسک دیفیوژن آگار مورد ارزیابی قرار گرفت

 .به کار گرفته شد  Aانتروتوکسین 
( ایزوله واجد ژن درصد 49/94)202 ،استافیلوکوکوس اورئوس ایزوله 222 از :هایافته

ی در مقابل آنتی بیوتیک ها دارای مقاومت بالایی هاایزولهاین و  بودند A انتروتوکسین
 . بودند سیپروفلوکسازین، متی سیلین، جنتامایسین، اریترومایسین و کلیندامایسین 

هستند در  Aواجد ژن انتروتوکسین های استافیلوکوکوس اورئوس که  ایزوله گیری:جهنتی
از مقاومت خمینی دارای فراوانی بالایی بودند و این ایزوله ها بیمارستان های گلستان و امام

 . ژن برخوردار بودنداین های فاقد سویهآنتی بیوتیکی بالاتری نسبت به 
 

  .، دیسک دیفیوژن A  ،PCRس اورئوس، انتروتوکسین استافیلوکوکو :گانواژکلید 
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 مقدمه

-ها بیشترین فراوانی را در بین ایزولهاستافیلوکوکس

 د.انهای بالینی به خود اختصاص دادهنمونه های جدا شده از

و  دشونها قادرند در یک موضع از بدن تکثیر این ارگانیسم

باعث آسیب ها و آنزیم های مختلف با تولید اگزوتوکسین

های استافیلوکوکی مسئول ایجاد توکسین .بافتها گردند

سندرم فلسی شدن پوست و سندرم  مسمومیت های غذایی،

باکتری استافیلوکوکوس  (.2باشند)شوک توکسیک می

آنتی به سرعت خود را با این توانایی را دارد که  اورئوس

ظهور و گسترش  .و به آنها مقاوم گردد تطبیق دادهها بیوتیک

اورئوس مقاوم به متی سیلین  یلوکوکوسسویه های استاف

 (.2از این قضیه می باشد ) بارزیک مثال 

 عه ای از فاکتورهای متعدداین باکتری در بردارنده مجمو

توکسین ها  ای ویرولانس، فاکتورهای تهاجم،فاکتوره مانند:

عوامل مسبب می باشد. و فاکتورهای مقاومت آنتی بیوتیکی 

ها و مواد سمی توسط یکسری بروز مقاومت به آنتی بیوتیک

ترانسپوزنها  پلاسمیدها و از عناصر متحرک ژنتیکی نظیر

 از این عناصر متحرک ژنتیکی می توان به .حمل می گردند

 س اورئوسکوتافیلوکوژنیسیتی اسجزیره پاتو

(staphylococcal pathogenicity islands (SaPIs)) 

 کاست کروموزومی مقاومت به متی سلینو 

(staphylococcal chromosome cassette 

methicillin-resistance islands (SCCmecs) ) 

مقاومت آنتی بیوتیکی در این باکتری در حال  اشاره نمود.

ن  یک نگرانی عمده در سراسر جهان مطرح حاضر به عنوا

 .(3)می باشد

های است که هزینه آن های آماری حاکی ازبررسی

های مقاوم به آنتی بالایی جهت مدیریت و کنترل عفونت

گردد، بعنوان نمونه در حدود بیوتیک در دنیا مصرف می

 یلوکوکوسمیلیون دلار سالانه جهت درمان استاف 200

های به آنتی بیوتیک ها در بیمارستان های مقاوماورئوس

این آمار در سایر کشورها از رقم  کانادا مصرف می گردد.

 (.9است)های بالاتری برخوردار 

با داشتن انتروتوکسین های استافیلوکوکوس اورئوس، 

به عنوان عامل اصلی مسمومیت های غذایی مطرح  متعدد

تی ژن قادرند ها به عنوان سوپر آناین انتروتوکسین می باشد.

 (.3)نیز گردند Tموجب تکثیر لنفوسیت های نوع 

های آمینو اسیدی ایی با توالیهینئپروتها انتروتوکسین

که قادرند  هستند نزدیک به هم و مقاوم به حرارت ،تشابهم

از میان  .استفراغ گردند باعث ایجاد حالت تهوع و

ن انتروتوکسی س اورئوس،وهای استافیلوکوکانتروتوکسین

های غذایی و هم رایج ترین انتروتوکسین از نمونه Aنوع  

ژن این انتروتوکسین توسط  .است گزارش شدهاز کلینیکی 

 ، در صورتی که ژن انتروتوکسینگرددباکتریوفاژها حمل می

B  وC امل که می تواند ع م واقع شده استوزروی کرومو

ایر مقایسه با س گسترش و شیوع بیشتر این انتروتوکسین در

اورئوس  یلوکوکوسهای استافها باشد.گونهانتروتوکسین

های فاقد این تولید کننده انتروتوکسین نسبت به گونه

دفاع ایمنی میزبان دارا بیشتری را در برابر  خاصیت مقاومت

بیوتیک که در های مقاوم به آنتی. بعلاوه ایزولهباشندمی

شده  وتاسیونها دچار منتیجه مواجهه مکرر با آنتی بیوتیک

آشکار  های جدید مجدداًتحت عنوان سوش تواننداند می

گردند و با دارا بودن خواص انترتوکسیژنیک بالا شرایط 

جاد پیچیده و غیر قابل کنترلی را به وجود آورند. مساله ای

بیوتیک که همزمان نتیباکتریایی مقاوم به آ جمعیت

 4باشد)میباشند یک مساله مهم می انتروتوکسیژنیک نیز

 (.6و

از جمله  هابا توجه به اینکه مقاومت باکتری

ها یکی از ها به آنتی بیوتیکاستافیلوکوکوس اورئوس

مشکلات عمده سلامت جهانی می باشد و با توجه به اینکه 

های انتروتوکسیژنیک استافیلوکوکوس اورئوس سویه
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کنند، ها ایجاد میبیوتیکمقاومت بسیار بالایی به آنتی

ها احساس می رورت وجود آمار دقیق در مورد این ایزولهض

شود. در این مطالعه سعی شده میزان فراوانی ایزوله های 

در  Aاستافیلوکوکوس اورئوس دارای ژن انتروتوکسین 

بیمارستان های آموزشی شهر اهواز بررسی گردد و همچنین 

های استافیلوکوکوس بیوتیکی ایزولهمیزان مقاومت آنتی

و فاقد آن مورد بررسی  Aوس دارای ژن انتروتوکسین اورئ

 قرار گیرد.

 

  روش بررسی 

ایزوله  استافیلوکوکوس اورئوس   222در این مطالعه 

از دو بیمارستان آموزشی گلستان و امام  ماه 22در طی 

جهت . گردیدآوری اهواز جمع ستانشهر )ره(خمینی

 که درمحاسبه تعداد نمونه ضمن بررسی مطالعات گذشته 

به طور میانگین  (،23و22)این خصوص صورت گرفته بودند

که با  بود درصد A ،4/22میزان شیوع ژن انتروتوکسین 

 گردید و تعدادبرآورد  04/0% ودقت 44محدوده اطمینان 

ه استاف اورئوس برای جمع آوری محاسبه نمون 222

 گردید.

 

 = =222 

p=17.5% 
d=0/05 

نمونه  222ا براساس محاسبه آماری تعداد لذ

های بالینی جمع آوری استافیلوکوکوس اورئوس از نمونه

 .گردید

 :از آنها جداسازی گردید، شامل هاهایی که ایزولهنمونه 

، تراشه 24%( 2/22)، خون 62(%4/22) زخم، %10( 36)

 2%( 24/3چشم، )20( 4/9)کاتتر، 23%(14/4)ادرار،  %20(4)

مایع پلور  2%(94/0) و مایع آسیت 9%( 1/2صل، )مایع مف

  بود.

اورئوس از یکسری  یلوکوکوسبرای تایید باکتری استاف

که مهم ترین آنها عبارتند  یی استفاده گردیدتستهای بیوشیمیا

برای  درصد 4کشت روی آگار خوندار گوسفندی از: 

تست کاتالاز، تست گرم،  ی، رنگامیزمشاهده همولیز

و  DNASE (2ررسی تخمیر مانیتول و تست گولاز، بکوا

نسبت به  هاایزوله آنتی بیوتیکیالگوی مقاومت   .(1

 4)اگزاسیلینمیکروگرم(،  2های کلیندامایسین)دیسک

میکروگرم(،  4میکروگرم(، سیپروفلوکساسین)

 20میکروگرم (، وانکومایسین) 20جنتامایسین)

فنیکل میکروگرم ( و کلرآم 24میکروگرم(،اریترومایسین)

میکروگرم (تهیه شده از شرکت مست انگلستان به  30)

 CLSIو براساس استانداردهای  Kirby-Bauerروش 

 .(4)مورد آزمون قرار گرفت

های استاف اورئوس چند ایزوله DNAجهت استخراج 

کلونی خالص از ایزوله استاف اورئوس وارد میکروتیوب 

به مدت و  دگردیمیکرولیتر لیزین بافر  200استریل محتوی 

با  و قرار داده شددرجه سانتیگراد  44دمای دقیقه در  20

 س ازپس. شددقیقه سانتریفیوژ  2به مدت  20000دور 

 PCRجهت تست الگو   DNAبعنوانمحلول شفاف رویی 

با استفاده از  Aتکثیر ژن انتروتوکسین  (.20)استفاده گردید

 'یک جفت پرایمربرای انجام این واکنش  PCRروش 

F:5'-GGTTATCAATGTGCGGGTGG-3  و

R: 5'-CGCCACTTTTTTCTCTTCGG-3'  به

استافیلوکوکوس  SEAژن  از 102bpمنظور تکثیر قطعه 

این واکنش در حجم (. 2اورئوس مورد استفاده قرار گرفت)

  ، PCR buffer 10xمیکرولیتر توسط 24نهایی 

1.5mM Mg Cl2 ،10mM dNTPs، 1µM  از هر

 –)سیناژن  Taq DNA polymeraseاز 1Uپرایمر،  

 باالگو انجام شد.  برنامه تکثیر  DNAاز  5µlایران( و 

و با  آغاز شد (⁰C 44دقیقه در دمای 4دناتوراسیون اولیه )

(، ⁰C 44دقیقه در دمای 2سیکل شامل دناتوراسیون ) 34
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دقیقه  2( و گسترش )⁰C 41دقیقه در دمای 2اتصال پرایمر )

دقیقه  4و با گسترش  نهایی )  ( ادامه یافت⁰C 22در دمای

ضمناً از سویه استاندارد ( پایان یافت.  ⁰C 22در دمای 

واجد ژن  ATCC25923 اورئوس یلوکوکوساستاف

به عنوان کنترل مثبت و از سویه استاندارد  Aانتروتوکسین 

به عنوان  ATCC12228اپیدرمیدیس  یلوکوکوساستاف

روی ژل  PCRمحصول و  کنترل منفی استفاده گردید.

اتیدیوم بروماید )سیناژن  mg/ml 1محتوی  درصد3آگاروز 

                                         ایران( مورد ارزیابی قرار گرفت.  –

  

 یافته ها

های از بیمارستانکوس اورئوس ایزوله استافیلوکو 222

ستان اهواز جمع آوری و شهر )ره( ستان و امام خمینیگل

که در  یوشیمیایی مورد تأیید قرار گرفت.توسط تست های ب

تمام سویه ها تست های کاتالاز، کوآگولاز، تخمیر مانیتول و 

DNASE  .ایزوله  222از مجموع مثبت بود

 Aاستافیلوکوکوس اورئوس وجود ژن انتروتوکسین 

(SEA( در )درصد 49/94 )ایزوله به وسیله  202PCR 

 .(2 شکلتایید شد)

ن فراوانی ایزوله های استافیلوکوکوس در این مطالعه بیشتری

بیمارستان گلستان با  ICUاورئوس مربوط به بخش 

و بخش اطفال بیمارستان امام خمینی با   30( درصد 36.41)

های واجد بودند. میزان فراوانی سویه 30( درصد 92/22)

 های گلستان و امام خمینیدر بیمارستان Aژن انتروتوکسین 

 گزارش گردید.  درصد 2/94و  درصد 3/96 )ره( به ترتیب

بر تست حساسیت آنتی بیوتیکی به روش دیسک دیفیوژن  

دارای ژن  ی استافیلوکوکوس اورئوسروی تمامی ایزوله ها

 انجام گرفت Aو هم فاقد ژن انتروتوکسین  Aانتروتوکسین 

بررسی آماری روی نتایج صورت گرفت و نتایج  (.2)جدول

 با هم مقایسه گردید.

 

 

 

 

 

کنترل منفی )سویه استافیلوکوکوس   7(، شماره  SEA)  Aنمونه های مثبت از نظر وجود ژن انتروتوکسین  6تا1: شماره 1شکل

 M: Ladder 50 bp( و  ATCC25923 کنترل مثبت) سویه استافیلوکوکوس اورئوس 8(، شماره ATCC12228اپیدرمیدیس 
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 Aبیوتیکی و سویه های واجد ژن و فاقد ژن انتروتوکسین  : ارتباط میان میزان مقاومت های آنتی1جدول 

 

 

 بر حسب  نمونه های مختلف بالینی A:  فراوانی سویه های واجد ژن انتروتوکسین 3جدول 

P.Value   سویه های واجد ژن Sea قد ژن سویه های فا Sea نمونه بالینی کل نمونه 

002/0  زخم 10 %34( 24/93) %94(24/46) 

0002/0  خون 62 %22 ( 91/34) %90( 42/69) 

093/0  تراشه 24 %21( 22) %2( 21) 

 ادرار 20 %29( 20) %6(30) 0/202

 کاتتر 23 %20( 43/26) %3( 02/23) 0/026

 چشم 20 %3( 30) %2(20) 0/201

 مایع مفصل 2 %9( 24/42) 3(14/92%) 0/414

 مایع آسیت 9 %3( 24) %2( 24) 0/462

 مایع پلور 2 2(% 200) %0 ( 0) 0/492

 

 

 بحث

های بیمارستانی در سراسر جهان به درمان عفونت

این مطالعه  در می باشد. وضوع بسیار با اهمیت عنوان یک م

-مقاومت در ایجاد  Aانتروتوکسین  به منظور بررسی نقش

 وله های استافیلوکوکوس اورئوس،آنتی بیوتیکی در ایز های

ایزوله از این باکتری از دو بیمارستان آموزشی  222

 شهرستان اهواز جمع آوری و مورد بررسی قرار گرفت.

ایزوله استافیلوکوکوس اورئوس که ما  222از مجموع 

( از درصد 3/36) 10در این مطالعه مورد بررسی قرار دادیم، 

( از کشت خون جداسازی درصد 42/22) 62 کشت زخم و

های بالینی از گردید و این موارد در مقایسه با سایر نمونه

بالاترین فراوانی در این مطالعه برخوردار بودند. بعلاوه 

واجد  های  جداسازی شده از خون،از ایزوله درصد 41/22

 (.2و  2بودند)جداول   Aژن انتروتوکسین  نوع 

P.Value SEA Pos Resistant SEA Neg Resistant دیسک آنتی بیوگرام 

024/0  (4/43)%44  (3/31)%96  سیپروفلوکساسین 

006/0   (4/43)%44  (33/33)%  متی سیلین 90 

223/0   (94)%40  (4/32)%94  جنتامایسین 

   022/0  (2/63)%64  (1/90)%94  اریترومایسین 

022/0   (94)%40  (4/32)%94  کلیندامایسین 

42/0      (0 )%0  (0 )%0  وانکومایسین 

122/0   (4/9)%4  (13/4)%2  کلر آمفنیکل 
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های واجد ژن در مطالعه ما میزان فراوانی سویه

بود اما در مطالعه  درصد 49/94معادل  Aانتروتوکسین 

، در تهرانتوسط ایمانی فولادی و همکاران  صورت گرفته 

گزارش  درصد A ،20های واجد ژن انتروتوکسین سویه

ضمناً در مطالعه ما هیچ سویه مقاوم به  (.22)شده بود

 درصد2ر هده نشد اما در مطالعه مذکووانکومایسینی مشا

که علت ن گزارش شده بود های مقاوم به ونکومایسیسویه

-جمعیت و نمونه تفاوت دربه خاطر  این اختلاف می تواند

در مطالعه دیگر در شهر  .های بالینی مورد مطالعه باشد

، فراوانی که توسط پورمند و همکاران انجام شده بود تهران

(. که 23گزارش شده بود) درصد A، 4/96ژن انتروتوکسین 

بسیار به مطالعه ما  Aاز نظر فراوانی ژن انتروتوکسین 

(. مطالعات دیگر که در سایر درصد 49/94نزدیک بود )

ت ارقام دیگری را نشان می دهند نقاط جهان انجام گرفته اس

(21-29.) 

، در Aمیزان فراوانی ژن انتروتوکسین  این مطالعهدر 

 بود که در درصد41/22جدا شده از خون معادل های ایزوله

میزان شیوع این ژن در  ،در روسیه مقایسه با مطالعه فلور

روش هماگلوتیناسیون غیر  به درصد 4/26خون های نمونه

به مطالعه ما بود، که رقم گزارش شده  شدهمستقیم گزارش 

 (. 24بسیار نزدیک می باشد)

ی واجد ژن هاسویههای ما نشان دادند که یافته

-بالایی را نسبت به آنتی بیوتیک، مقاومت A انتروتوکسین

سیلین، جنتامایسین، متی سیپروفلوکساسین، یها

اریترومایسین، کلیندامایسین، وانکومایسین و کلرآمفنیکل 

 .دارند

های بیوتیکبرای آنتی P.Valueمیزان 

سیپروفلوکساسین، متی سیلین، اریترومایسین و کلیندامایسین 

بود، که همه این  022/0، 022/0، 006/0، 024/0 ه ترتیبب

) یعنی مقدار فرض آزمون های آماری  04/0 مقادیر پایین از

این مطالعه ( بودند. این مساله بیانگر این مطلب می باشد که 

ها و بین مقاومت بالای مشاهده شده به این آنتی بیوتیک

معنی داری از نظر آماری ارتباط  Aوجود ژن انتروتوکسین 

های واجد ژن مذکور از مقاومت برقرار می باشد و سویه

های فاقد ژن برخوردار آنتی بیوتیکی بالاتری نسبت به سویه

های ایمانی فولادی و همکارانش نیز از این نظر هستند. یافته

در سایر نمونه های بالینی  .(22)های ما بودندمشابه یافته

ه و فراوانی ژن انتروتوکسین ارتباط معنی داری بین نوع نمون

A گزارش نگردید. 

 

  نتیجه گیری
با توجه به نتایجی که از این مطالعه به دست آمد به  

واجد ژن های استافیلوکوکوس اورئوس طور کلی سویه

از مقاومت آنتی بیوتیکی بالاتری نسبت به   Aانتروتوکسین 

که سویه های فاقد ژن برخوردار بودند. بعلاوه از آنجایی 

ها از طریق فاژها منتقل می در این سویه Aژن انتروتوکسین 

شود و با توجه به این مساله که فاژها از قدرت انتقال و 

گسترش  بالایی برخوردارند، لزوم پایش و کنترل سویه های 

رسد، که در این راستا توجه مذکور امری ضروری به نظر می

دست اندرکار در افراد  بر کارکنان درمان و و نظارت بیشتر

طبخ و توزیع مواد غذایی به عنوان منابع عمده این  امر تهیه،

 ایزوله ها امری اجتناب ناپذیر می باشد.  
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Abstract 

Background and Objectives: Staphylococcus species have higher 

abundance among isolated isolates from clinical samples. The 

spices of Staphylococcus aureus which produces enterotoxin A is 

more viable against host immune defence. The purpose of this 

study was to assess the relative abundance of entrotoxin A gene and 

its relation with antimicrobial resistance in isolates of 

Staphylococcus aureus isolated from clinical samples. 

Subjects and Methods: All of the isolates of Staphylococcus 

aureus from sample of patient sent to Golestan and Imam 

Khomeini hospital clinical labs, were tested biochemically in order 

to confirm the presence of Staphylococcus aureus strains.  

Antibiotic resistance of the isolates was assessed by disk diffusion 

method and PCR method for detection of entrotoxin A gene. 

Results: Among 222 isolates of Staphylococcus aureus from 

different clinical samples, 102 (45.94%) of these isolates had 

entrotoxin A gene.  This isolates has been highly resistant to the 

antibiotics such as Ciprofloxacin, methicillin, gentamicin, 

erythromycin and clindamycin.  

Conclusions: The frequency of the Staphylococcus aureus isolates 

which produces enterotoxin A Gene in Golestan and Imam 

Khomeini hospitals was high (46.3% and 45.7% Respectively). 

This samples also have more resistance against antibiotics than the 

other which has not gene. 

Keywords: Staphylococcus aureus, Entrotoxin A, PCR, Disk 

diffusion. 
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