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Abstract 
Aims: The aim of this study was to standardize the molecular detection Staphylococcus aureus enterotoxin C gene 
method. 
Methods: Based on gene bank data, the PCR molecular method was set up for detection of entC gene in Staphylococ-
cus aureus isolated from human subjects (300 isolated strains were assayed). The PCR Product was sequenced and were 
compared with the standard gene. By using the ELISA test, ability to produce enterotoxin C of all strains which hair born 
entC gene were evaluated and analyzed by ELISA kit. 
Results: The results showed that the molecular technique of PCR is well set up. Because, the first primer pair ampli-
fied  a 102bp fragment  and the second primer pair were amplified a 1223bp fragment  with ease. Multiple Alignment 
the sequence of 1223bp fragment with the reference gene showed 99 percent compliance. They translated  form shows 
only difference in position 218 which the alanine was replace the valine. Using ELISA test the toxigenicity of all strain 
containing entC gene was shown that the 37% of strains contained the entC gene.  
Conclusion: In addition to coagulase positive Staphylococcus aureus strains coagulase negative strains also have abil-
ity to produce supperantigenic enterotoxins. This research provides a simple and quick confirmation and identification 
method of which capable detect enterotoxin C-producing strains and it has been standardized. Because of the diagnosis 
the supperantigens could represent valuable guide for proper treatment and prevention of complications of them. 
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چکیده
اهداف: هدف این تحقیق استاندارد سازی روش تشخیص مولكولي ژن انتروتوکسین C استافیلوکوکوس آرئوس می‌باشد. 

روش‌ها: با استفاده از ژن استاندارد موجود در بانك ژن پرايمر طراحي گرديد، سپس روش مولکولی PCR جهت تشخیصentC در استافیلوکوکوس آرئوس‌های جدا 
 C تعیین سکانس و با ژن استاندارد مقایسه شد. همچنین، توانایی تولید انتروتوکسین PCR گردید. محصول set up )شده از نمونه‌های انسانی )300 سویه جدا شده

در تمام سویه‌های ناقل ژن entC نیز با کیت الیزا بررسی گردید. 
یافته‌ها: نتایج نشان داد، روش مولکولی PCR با پرایمرهای مختلف به خوبی set up شده است. زیرا، با جفت پرایمر اول قطعه  bp102 و با جفت پرایمر دوم قطعه  
bp1223 تکثیر شد. نتایج مقایسه سکانس حاصل از باند  bp1223 با ژن استاندارد انطباق 99 درصدی را نشان داد. ترجمه آنها وجود تنها اختلاف در جایگاه 218 یعنی 
آلانین به جای والین بود. همچنین، نتایج توکسین‌زایی سویه‌های ناقل ژن entC با آزمون الیزا حاکی از آن بود که 37 درصد سویه‌هاي جدا شده از نمونه هاي باليني 

حاوی entC می‌باشند.
نتیجه گیری: علاوه بر سویه‌های استافیلوکوکوس آرئوس کواگولاز مثبت سویه‌های کواگولاز منفی نیز انتروتوکسین‌های سوپر آنتی‌ژن را تولید می‌نمایند. تحقیق حاضر 
روشی ساده و سریع جهت تأیید توانایی توکسین‌زایی باکتری ارایه و تشخیص سویه‌های تولید کننده انتروتوکسین C را استاندارد سازی نموده است. زیرا، تشخیص 

انتروتوکسین‌های سوپرآنتی‌ژن می‌تواند راهنمای با ارزشی جهت درمان مناسب و پیشگیری از عوارض بعدی آنها باشد.
 PCR و entC ،کلیدواژه ها: استاندارد سازی، استافیلوکوس آرئوس
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مقدمه
طلب  فرصت  بیماریزای  ارگانیسم  شایعترین  آرئوس  استافیلوکوکوس 
می‌باشد که در بینی 30 درصد افراد به صورت ناقل سالم گزارش شده 
توکسین  انسانی  نمونه‌های  از  از 50 درصد سویه‌های جدا شده  بیش  و 
تولید می‌نمایند ]2،1[. در سال‌های اخیر به دلایل متعدد، توکسین زایی 
گرفته  قرار  دانشمندان  توجه  مورد  آرئوس  استافیلوکوکوس  سویه‌های 
است. این دلایل عبارتند از: الف( برخی از سویه‌های کواگولاز منفی نیز 
قادرند انتروتوکسین‌های عامل مسمومیت غذایی را تولید نمایند ]3[، این 
امر اعتبار آزمون کواگولاز را در نشان دادن بیماریزایی این باکتری‌ها کم 
رنگ نموده است. ب( همه توکسین‌های تولید شده توسط این باکتری‌ها 
دارای فعالیت سوپرآنتی‌ژنی می‌باشند که قادرند اثرات متعددی در میزبان 
برجای گذارند ]4[. ج(، ارتباط آنها با برخی از بیماری‌هاي غير گوارشي 
گزارش شده است ]5,6[. د(، نشان داده شده است، استافیلوکوکوس‌های 
تیپ  انتروتوکسین  همیشه  سمی  شوک  سندرم  توکسین  کننده  تولید 
انتروتوکسین‌های  از  برخی  کاربرد  ذ(،   .]7,8[ می‌نمایند  تولید  را   C
نیز به عنوان  استافیلوکوکوسی به عنوان داروی ضد سرطان ]8-10[ و 
است  شده  گزارش  حیوانی  مدل  در  شکستگی‌ها  درمان  دهنده  تسریع 
]11[. با آن که فراوانی سویه‌های توکسیژن استافیلوکوکوس آرئوس در 
عفونت‌های انسانی به طور دقیق تعیین نشده است اما گزارشات فراوانی 
وجود دارد که نشان داده است این باکتری‌ها از فراورده‌های لبنی]12[ و 
عفونت‌های مختلف جدا شده‌اند ]13[. تاکنون 20 نوع مختلف ‌آنتی‌ژنیک 
آنتروتوکسین‌های استافیلوکوکوس آرئوس نام گذاری و معرفی شده است 
که  می‌باشد  شایع  انتروتوکسین   5 از  یکی   C تیپ  انتروتوکسین   .]14[
نشان  دارد.  دخالت  سمی  شوک  سندروم  و  غذایی  مسمومیت  ایجاد  در 
 SEC(Staphylococcal Enterotoxin که  است  شده  داده 
C( در افزایش شدت بیماری در عفونت زایی تجربی مدل حیوانی نقش 
داشته است . این توکسین دارای 3 بیوتیپ می‌باشد) SEC1 ، SEC2 و 
SEC3(. در هر حال، شهرت انتروتوکسین‌های استافیلوکوکوس دخالت 
آنها در ایجاد مسمومیت غذایی است. البته شواهد موجود حاکی از آن است 
 In vitro که مسمومیت غذایی ناشی از تولید انتروتوکسین‌ها در شرایط
می‌باشد. لذا، خوردن غذای آلوده می‌تواند با ایجاد مسمومیت غذایی همراه 
استافیلوکوکوسی  انتروتوکسین‌های  امر نشان دهنده مقاومت  این  گردد. 
و  سوپرآنتی‌ژنی  مکانیسم  چند  هر  است.   گوارشی  آنزیم‌های  به  نسبت 
نیز عملکرد آنها در دستگاه گوارش به طور دقیق مشخص شده است اما 
مکانیسم اثر آنها در ارگان‌‌های غیر از دستگاه گوارش نامعلوم است. عقیده 
بر آن است که ژن رمز کننده انتروتوکسین entC) C( استافیلوکوکوس 
دارد  قرار  آنتی‌بیوتی‌کها   به  مقاومت  ژن  حاوی  پلاسمید  روی  آرئوس 
نیست.  انتظار  از  دور  آن  فراوانی  و  انتشار  امکان  دلیل  همین  به   .]15(
لذا، بعد از انتروتوکسین تیپ A انتروتوکسین تیپ C به عنوان فراوان 
ترین عامل مسمومیت غذایی ناشی از مصرف لبنیات معرفی شده است. 
نیست،  مشخص   entA و   entC بین  ارتباط  که  آن  با  حال،  هر  در 
سایر  زمان،  هم  طور  به   C انتروتوکسین  کننده  تولید  سویه‌های  برخی 
تولید  نیز  را  سمی  شوک  سندروم  عامل  توکسین  نیز  و  انتروتوکسین‌ها 
می‌نمایند. به این ترتیب، بروز اپیدمی‌های مسمومیت غذایی شایع است 
در  استافیلوکوکوس‌ها  پراکندگی گسترده  به  توجه  با  در هر حال،   .]16[
انتروتوکسین همیشه خطر آلودگی  انواع مختلف  طبیعت و توانایی تولید 
آلودگی  حتی  دارد.  وجود  انتروتوکسین‌ها  به  خوراکی‌ها  مختلف  انواع 
نیز  استافیلوکوکوسی  انتروتوکسین‌های  به  میگوها  جمله:  از  آبزیان 
انتروتوکسین‌ها  که  است  آن  توجه  قابل  نکته   .]17[ است  شده  گزارش 

تنها توسط استافیلوکوکوس آرئوس‌های کواگولاز مثبت تولید نمی‌گردد، 
استافیلوکوکوس‌های  که  است  شده  داده  نشان  اخیر  سال‌های  در  بلکه 
کواگولاز منفی نیز قادر به تولید انتروتوکسین‌ها می‌باشند ]19، 18[. نقش 
انتروتوکسین‌ها در ایجاد بیماری‌های غیر گوارشی نامشخص است اما با 
این حال، در موارد متعددی حضور ژن انتروتوکسین‌های استافیلوکوکوسی 
مشاهده  اریتماها  و  پسوریازیس  آتوپیک،  درماتیت  به  مبتلا  بیماران  در 
در  انتروتوکسین‌ها  احتمالی  نقش  از  حکایت  امر  این   .]20[ است  شده 
ایجاد برخی بیماری‌ها دارد. چنانچه در سال 1992 میلادی Malam و 
همکاران، مرگ‌های ناگهانی اطفال را ناشی از تجمع انتروتوکسین‌های 
استافیلوکوکوسی در کلیه‌ها ذکر نموده‌اند ]21[. نکته قابل توجه آن است 
انتروتوکسین‌ها  کننده  رمز  ترادف ژن  در  منطقه جغرافیایی  به  بسته  که 
تنوع وجود دارد ]22[. اما معلوم نیست اختلاف در ترادف ژنی باعث تغییر 
ترادف اسید آمینه‌ای و نیز در آنتی بادی‌های اختصاصی نیز می‌گردد یانه. 
تست  بر  مبتنی  بیماریزا  آرئوس  استافیلوکوکوس  تشخیص  حال،  هر  در 
کواگولاز می‌باشند، از طرفی استافیلوکوکوس‌های کواگولاز منفی نیز قادر 
به تولید انتروتوکسین‌های سوپرآنتی‌ژن می‌باشند، لذا، تشخیص توکسین 
زایی این باکتریها در کنار تست کواگولاز می‌تواند راهنمای مفیدی جهت 
ضرورت  امر  این  باشد.  بعدی  عوارض  از  گیری  پیش  و  درمان صحیح 
به  انتروتوکسین  تولید کننده  استاندارد سازی روش تشخیص سویه‌های 
نموده است.  ناپذیر  اجتناب  را  اپیدمیولوژیک  بررسی‌های  به منظور  ویژه 
به  مقاومت  ایجاد  و  انتروتوکسین‌ها  تولید  توانایی  بین  براین،  افزون 
متی‌سیلین گزارشاتی وجود دارد ]23,24[. اما معلوم نیست ایجاد مقاومت 
به متی سیلین باعث القای تولید انتروتوکسین‌ها می‌گردد یا برعکس. با 
توجه به مطالب فوق، هدف این مطالعه، استاندارد سازی روش تشخیص 
مولکولی ژن انتروتوکسین C استافیلوکوکوس آرئوس جدا شده از نمونه 

هاي باليني می‌باشد. 
روش ها 

مواد مورد نیاز: مواد ملکولی مورد استفاده در این تحقیق از شرکت ایرانی 
سیناژن که ارایه دهنده محصولات فرمنتاز است خریداری گردید. همچنین، 
محیط‌های کشت مورد استفاده از شرکت آریا وجد ارایه دهنده محصولات 
 PCR (DNA محصول  استخراج  کیت‌  شد.  خریداری  آلمان  مرک 
Extraction; Cat. No. K- 3032, Lot No. 10032( از شرکت 
تکاپوزیست، ارایه دهنده محصولات شرکت Bioneer خریداری گردید. 
ارایه دهنده  اینترنشنال  کیت تشخیص آنتروتوکسین‌ها از شرکت روکت 

محصولات شرکت r-Biopharm خریداری گردید. 
روش   )Experimental( تجربی  تحقیق  این  در  کار:  روش 
استافیلوکوکوس  سویه‌های  در   )entC) C انتروتوکسین  ژن  تشخیص 
آرئوس جدا شده از بیماران طراحی و set up گردید. سپس 300 سویه 
شدند.  بررسی  بالینی  نمونه‌های  از  شده  جدا  آرئوس  استافیلوکوکوس 
با   entC ژن  حاوی  سویه‌های  در   C انتروتوکسین  تولید  همچنین، 
 )RIDASCREEN SET A,B,C,D,E: Art. No.: R4101(
بررسی گرديد. همچنين، با روش ايمونوبلات و استفاده از آنتی‌بادی پلی 
 C (Rb PAb تيپ  انتروتوکسین  اختصاصی  منواسپسیفیک  کلونال 
 Staphylococcus Enterotoxin C 500 Ug (1mg/ml),

Ab 15897, Abcam(  مورد تأیید قرار گرفت.   
باکتریایی  سویه‌های  انتخاب  معیار  باکتریایی:  سویه‌های  انتخاب  معیار 
با  عفونی  نمونه‌های  کشت  از  شده  جدا  باکتری‌های  بود.  قرار  این  از 
مثبت،  کاتالاز  انگوری،  آرایش خوشه  با  مثبت  گرم  مشخصات کوکسی 
کواگولاز مثبت، DNase مثبت و توانایی رشد در محیط مانیتول سالت 
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تشخیص مولکولی entC استافیلوکوکوس آرئوس 

آگار، در این مطالعه وارد شدند. به این ترتیب 300 سویه استافیلوکوکوس 
آرئوس جدا شده از عفونت‌های سطحی، خون، مدفوع، کشت گلو، ادرار و 
مایع نخاع جدا سازی و مورد بررسی قرار گرفتند. به منظور نگهداری آنها 
20 درصد گلیسیرول به کشت 18 ساعته آنها افزوده شد و در فریزر منهای 

20 درجه سانتیگراد نگهداری شدند. 
Sal t  کشت باکتری و استخراج ژنوم: استخراج ژنوم با استفاده از روش 

ing out با کمی تغییر انجام شد ]25[. کلنی هر یک از باکتری‌ها به 
از 24 ساعت گرمخانه  طور جداگانه به محیط کشت LB تلقیح و پس 
گذاری، 1 میلی لیتر از آن را در تیوب استریل 2 میلی لیتری ریخته و به 
مدت 10دقیقه درg x 5000 سانتریفیوژ شد. مایع رویی را دور ریخته و 
به رسوب سلولی 400 میکرولیتر محلول بافرSTE  وارد و بطور کامل 
 250 و   SDS درصد  محلول2  میکرولیتر   125 سپس  گردید.  مخلوط 
میکرولیتر محلول 3 مولار استات سدیم به محلول اضافه و با سر و ته 
کردن )10 بار( کاملًا مخلوط شد. پس از آن بمدت 5 دقیقه در 5000 
x g سانتریفیوژ شد. در این حالت ژنوم وارد مایع رویی می‌گردد. محلول 
میکرولیتر   750 کردن  اضافه  از  بعد  و  منتقل  استریل  لوله  به  را  رویی 
ایزوپروپانول سرد )یا اتانول خالص %100( به آرامی مخلوط و به مدت 
یک ساعت و گاهی تا یک شب در فریزر منهای 20 درجه سانتیگراد قرار 
 g x 12000 داده شد. پس از آن محلول سانتریفیوژ )به مدت 5 دقیقه در
و دمای 4 درجه سانتیگراد( شده و محلول رویی دور ریخته شد. سپس 
رسوب کاملًا خشک گردید.  به رسوب خشک شده؛ 750 میکرولیتر اتانول 
سرد %70 افزوده و پس از 1 ساعت قرار دادن آن در فریزر منهای 20 
درجه سانتیگراد سانتریفیوژ )g x 12000 به مدت 5 دقیقه و دمای 4 درجه 
سانتیگراد( گردید. مایع رویی را دور ریخته و رسوب بطور کامل خشک 
استریل  مقطر  آب  یا   TE بافر  میکرولیتر   50 حاصل  رسوب  به  گردید. 
اضافه کرده و 45 دقیقه در 37 درجه سانتیگراد قرار داده شد. سپس با 
استفاده از دستگاه نانودراپ غلظت  DNAحاصل اندازه گیری شد. یک 
تیوپ‌های  به  تمپلت(  عنوان  )به  را  حاصل  ژنومی  محلول  از  میکرولیتر 
مخصوص PCR وارد و در فریزر منهای 20 درجه سانتیگراد نگهداری 
شد. در موقع لزوم هر یک از تیوپ‌های حاوی 1 میکرولیتر تمپلت از فریزر 

خارج و با تهیه گرادیان از آن جهت انجام PCR استفاده گردید. 
پرایمر: در این تحقیق دو جفت پرایمر استفاده شد. یک جفت از آنها با 
قرار  محققان  استفاده  مورد  بیشتر  که  پرایمری  متعدد،  مقالات  بررسی 

گرفته شده بود و با ترادف

F1: 5َ-TGTATGTATGGAGGTGTAAC-3َ و 
R1:5َ-AATTGTGTTTCTTTTATTTTCATAA-3َ 

از ترادف ژن رفرانس  استفاده  با  پرایمر دیگر  انتخاب گردید]17[. جفت 
entC که از بانک ژنی به شماره GenBank: AB084256.1 اخذ 
گردید و با استفاده از نرم افزار Alel ID به عنوان پرایمر اختصاصی با 

ترادف
 F2: 5َ-GGAATGTTGGATGAAGGAG-3َ 
R2: 5َ-TATGGACACAATGATACTGG-3َ 

طراحی گردید. سپس توسط شرکت سیناژن سنتز شدند. طبق آنالیزهای 
بیوانفورماتیکی جفت پرایمر F1 و R1 یک قطعه bp102 و جفت پرایمر 

F2 و R2 یک قطعه bp1223 را تکثیر می‌کردند. 
 PCR واکنش

واکنش PCR به منظور تکثیر قطعه bp102 طبق پروتکل ارایه شده 
گرادیان   ،PCR بهینه سازی شرایط  منظور  به  انجام شد.   1 در جدول 

منیزیم                 کلراید  غلظت  گرادیان  سانتیگراد(،  درجه   56 الی   46( دمایی 
)5/1 – 8/0 میلی مولار(، و گرادیان غلظت تمپلت )10 الی 100 نانوگرم 
در میکرولیتر از ژنوم استخراج شده ( بکاربرده شد. این واکنش با دستگاه 
انجام   Bio- RAD Thermal Cycler, C1000 ساخت شرکت 
شد. محصول PCR با استفاده از ژل آگارز 1 تا 5/1 درصد الکتروفورز 
شد. سپس با اتیدیوم بروماید رنگ آمیزی و تحت تابش نور ماورای بنفش 
)دستگاه ژل داک( مورد بررسی قرار گرفت. با استفاده از کیت استخراج 
محصول PCR باند مورد نظر تخلیص و جهت تعیین ترادف به شرکت 

ایرانی نسل امید ارسال گردید.
با   bp102  اینکه ممکن است، بخش تشکیل دهنده قطعه به  با توجه 
سایر انتروتوکسین‌ها مشترک باشد. لذا، پرایمرهای F2 و R2 که تکثیر 
کننده ژن entC به طور کامل بود و قطعه bp1223 را تکثیر می‌کرد 
طراحی و بکار برده شد. در حقیقت واکنش PCR به منظور تکثیر قطعه 
bp1223 طبق پروتکل ارایه شده در جدول 2 انجام شد. به منظور بهینه 
درجه   9/62 الی   53( حرارت  درجه  گرادیان  از   PCR شرایط  سازی 
سانتیگراد(، گرادیان غلظت کلراید منیزیم )2 –1 میلی مولار(، و گرادیان 
غلظت تمپلت )10 الی 100 نانوگرم در میکرولیتر از ژنوم استخراج شده 

( بکاربرده شد. 
روش  از  استفاده  با  که  سویه‌هایی  تمام  انتروتوکسین‌زایی:  تشخیص 
به  شدند،  داده  تشخیص   C انتروتوکسین  ژن  ناقل   PCR مولکولی 
محیط کشت BHI- broth تلقیح و پس از 24 ساعت گرمخانه گذاری 
انتروتوکسین  وجود  بررسی  جهت  رویی  مایع  سپس  گردید.  سانتریفیوژ 
C با استفاده از کیت الیزا مورد بررسی قرار گرفتند. همچنین، به عنوان 
کنترل کیفی، توکسین‌زایی سویه‌های فاقد ژن entC نیز مورد آزمایش 

الیزا قرار گرفتند. 
به منظور انجام آزمایش الیزا از کیت اختصاصی تشخیص 5 انتروتوکسین 
 RIDASCREEN SET( آرئوس  استافیلوکوکوس  شایع 
r-Bi oآلمانی A,B,C,D,E: Art. No.: R41011( ساخت شرکت 

pharm  طبق دستورالعمل کارخانه سازنده استفاه گردید. 

نتایج
بودن  آرئوس  استافیلوکوکوس  سویه‌ها،  تمام  فنوتیپی  آزمون‌های  نتایج 
آنها را تأیید کرد. به این ترتیب 300 سویه استافیلوکوکوس آرئوس مورد 
Sal t  بررسی قرار گرفت. نتایج استخراج ژنوم تک تک سویه‌ها با روش 

ing out تغییر یافته قابل مقایسه با نتایج حاصل از کیت‌های تجاری 
بود. شکل 1 اندازه گیری غلظت ژنوم استخراج شده از استافیلوکوکوس 

آرئوس و الکتروفورز آن را نشان می‌دهد. 
نشان   2 در شکل   entC ژن  از  بخشی  تکثیر  بهینه سازی  روند  نتایج 
داده شده است. در تصویر A؛ PCR با گرادیان دمایی )46 الی 56 درجه 
سانتیگراد( و نیز گرادیان MgCl2ن)5/1 – 8/0( میلی مولار نشان داده 
 bp102 باندی در ناحیه entC شده است. در شرایط غیر اپتیمم تکثیر
ایجاد نمود در تصویر B؛ با ایجاد شرایط حرارتی بهینه )گرادیان حرارتی 
47 الی 57 درجه سانتیگراد(، محصول PCR در چاهک 5 و 6 یک باند 
قوی در ناحیه bp 102 ایجاد گردید. در تصویر C؛ با استفاده از شرایط 
بهینه حرارتی )51/9 درجه سانتیگراد( و غلظت بهینه MgCl2ن)2 میلی 
مولار( و نیز غلظت پرایمرها باندهای مورد نظر تقویت و باندهای اضافی 
حذف گردید. در تصویر D؛ خالص سازی محصول PCR و آماده سازی 

و ارسال آن جهت تعیین سکانس نشان داده شده است. 
نظر به این که تحقیقات گذشته طول ژن انتروتوکسین‌های C را 613 
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PCR Condition reaction Master Mix 
reagents reagents Time Condition 

reaction
Step

16.9µl D.D. Water Denaturation primal 95  C 4 min
15 ng/1µl Template DNA

2.5 µl Buffer 1X Denaturation 94  C 40 sec/ 35 Cycles

1 mM/1.5µl MgCl2 Annealing 60 C 40 sec/ 35 Cycles

0.5 mM 
each/0.7 µl

dNTP Elongation 72  C 6sec/ 35 Cycles
10 min/1Cycles

0.3 mM/1 µl F2- Primer Final Extension
0.3 mM/1µl R2- Primer Incubation

4  C 5 min2 unit/0.4µl Taq enzyme
25 Total

جدول2: شرایط انجام PCR جهت تشخیص ژن کامل entC با bp1223 در استافیلوکوکوس‌های جدا شده از نمونه‌های بالینی

شکل 1:تصویر سمت چپ، اندازه گیری غلظت DNA استخراج شده از استافیلوکوکوس آرئوس را نشان داده است. غلظت‌های 2-10 تا 10-3 
 Salting out الکتروفورز 2 تا 3 میکرولیتر ژنوم استخراج شده از نمونه‌ها با روش )A ،به عنوان تمپلت استفاده می‌شد. تصویر سمت راست
)چاهک‌های 1 الی 5 و B( استخراج ژنوم توسط کیت Genomic DNA Extraction شرکت BIONEER )چاهک‌های 1 الی 4( نشان 

داده شده است.

شکل2: روند تشخیص و خالص سازی بخشی از ژن entC در سویه‌های بومی استافیلوکوکوس آرئوس جهت تعیین سکانس نشان داده شده است. 
در تصویر A؛ چاهک‌های 15، 14، 13، 11، 9، 3، 2 و 1 را نگاه کنید. چاهک 8 استاندارد وزن مولکولیbp 50 است. در تصویر B؛ چاهک‌های 
5 و 6 قطعه 102bp را و چاهک 8 راهنمای وزن مولکولی bp 100است. در تصویر C؛ چاهک‌های 1 الی 6 بهینه شده شرایط PCR را نشان 
می‌دهد و چاهک 8 راهنمای وزن مولکولی bp 100است. تصویر D؛ چاهک‌های 1 الی 5 و نیز تکرار 5، تخلیص قطعه 102bp را نشان داده 

است. چاهک 7 استاندارد وزن مولکولی 50bp است. 
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bp الی bp 1095 جفت باز گزارش کرده‌اند، ممکن است رد یابی قطعه   
خوبی  نماینده  نتواند  استافیلوکوکوس  مختلف  سویه‌های  در   bp 102
برای انتروتوکسین C باشد. لذا، با توجه به سکانس موجود در بانک ژن 
دارای  که  را   1223bp قطعه  بتواند یک  که  پرایمرهایی طراحی گردید 
  .) A3 128 باز بیش از سکانس معرفی شده بود را تکثیر نماید )شكل
 1223bp طبق جدول 2 قطعه PCR در هر حال، با ایجاد شرایط بهینه
شد. تصویر B شکل 3 محصول خالص شده PCR آماده و جهت تعیین 

سکانس به شركت مربوطه ارسال گرديد. 
نتایج تعیین سکانس entC: نتیجه مقایسه ترادف ژنی حاصل از 
این تحقیق با ژن entC (GenBank: X05815.1( در شکل 4 نشان 
داده شده است. چنانچه ملاحظه می‌گردد در باز شماره 104 اسيد امينه 
A به جای T، در جایگاه باز شماره 492 اسيد امينه G به جای A، در 
جایگاه باز شماره 636 اسيد امينه G به جای A، در باز شماره  659 اسيد 
باز شماره  امينه T و در  باز شماره 980، اسيد  امينه  Cبه جای T، در 
1049 اسيد امينه G جایگرین شده است.  در این تحقیق، از پرایمرهایی 
استفاده شد که یک قطعه حدود 1223bp را تکثیر نموده است. مقایسه 
تعیین ترادف محصول PCR نشان دهنده آن است از باز شماره 91 الی 
باز 1056 انطباق وجود دارد و تنها در 6 باز اختلاف دیده شده است. این 
در حالی است که ترجمه ترادف‌های فوق تنها در یک اسید آمینه اختلاف 

نشان دادند )به شکل 4 نگاه کنید(. 
نتایج   :C انتروتوکسین  تولید  تأیید  جهت  الیزا  آزمون  نتایج 
 ent C و يا فاقد ent C آزمون الیزا روی تعدادي از سویه‌هایی که دارای
بودند در شکل 6 نشان داده شده است. چنانچه ملاحظه می‌گردد، ستونهاي 
9 و 10 سویه ای از باکتری را نشان می‌دهد که فقط انتروتوکسین C را 
تولید نموده است. ستونهاي 1، 2 ، 4 و 6 سویه‌هایی از استافیلوکوکوس را 
نشان می‌دهد که تنها انتروتوکسین A را توليد نموده است. ستون هاي 
3 و 7 سويه هايي را نشان مي دهد كه هيچ انتروتوكسيني توليد نكرده 
B و  انتروتوكسين  را نشان داده كه مقدار كمي  اند. ستون 8 سويه اي 
C و مقدار زيادي انتروتوکسین E را تولید نموده‌است. ستون 11 سويه 
اي را نشان داده است كه مقدار زيادي آنتروتوكسين A ولي مقدار كمي 
آنتروتوكسين ‌Dو E را توليد نموده است. ستون 12 سويه هاي را نشان 
 PCR را توليد نموده است. واکنش E و C داده است كه آنتروتوكسين
با سويه هاي بررسي شده در ستون هاي 8، 9، 10 و 12 وجود ent C را 
در آنها تأیید ‌کرد. در این تصویر ردیفهاي F و G كنترل منفي هستند و 
رديف H کنترل مثبت مربوط به استاندارد انتروتوکسین )2 تا 10 نانوگرم 

در هر میلی لیتر( موجود در کیت مي باشد. 	
روش  با  آرئوس  استافیلوکوکوس  سویه   300 بررسی  نتایج  حال،  هر  در 
 entC حاکی از آن بود که 37 درصد سویه‌ها حاوی ژن PCR مولکولی
هستند. اما نتایج آزمون الیزا نشان داد، تنها 11 درصد سویه‌ها فقط ژن 
همراه  به  مانده  باقی  درصد   26 و  می‌باشند  دارا  تنهایی  به  را   entC
انتروتوکسین C سایر انتروتوکسین‌ها را نیز تولید می‌نمایند. در شکل 6 
؛ ستون‌های 3 و 7 سویه‌ای از استافیلوکوکوس را نشان می‌دهد که هیچ 
یک از 5 انتروتوکسین شایع را تولید نکرده اند. در حالی که ستون‌های 
1، 2، 4 و 6 سویه‌ای از باکتری را نشان داده شده است که بدون اینکه 
ناقل ژن entC باشد فقط انتروتوکسین A تولید نموده است. ستون 11 
سویه‌ای را نشان داده که علاوه بر انتروتوکسین A سایر انتروتوکسین‌ها 
 entC را نیز تولید کرده است.  در هر حال، سويه هايي كه حاوي ژن
تأييد  نيز  ايمونوبلات  با  الايزا  يكت  بر  علاوه  انتروتوكسين  توليد  بودند 

شدند. 

 
بحث

 entC PCR ژن  از روش مولکولی  استفاده  با  این تحقیق تجربی  در 
در  آنها  توانایی  و  شناسایی  استافیلوکوکوس  سویه‌های  از  درصد   37 در 
 RICASCREEN  در سطح حساسیت کیت C انتروتوکسین تولید 
SET A, B, C, D, E (2/0 نانوگرم در میلی لیتر( و نيز ايمونوبلات 
 11 تنها  کنید(.  نگاه   6 شکل  )به  گرفت  قرار  تأييد  و  ارزیابی  مورد 
را   C تیپ  انتروتوکسین  بودند   entC ناقل  که  سویه‌هایی  کل  درصد 
انتروتوکسین  به همراه  تولید کردند. در حالیکه سایر سویه‌ها  تنهایی  به 
طور  به  امر  این  علت  می‌کردند.  تولید  نیز  را  انتروتوکسین‌ها  سایر   ،C
دقیق مشخص نیست و نمی‌توان نشان داد چرا یک سویه باکتریایی قادر 
است بیش ازیک انتروتوکسین را تولید نماید. در هر حال، توانايي توليد 
چند انتروتوكسين توسط سایر محققین نیز گزارش شده است. چنانکه در 
سال 2009 میلادی Ifesan و همکاران نشان دادند، برخی از سویه‌های 
استافیلوکوکوس آرئوس بیش از یک انتروتوکسین تولید می‌نمایند ]26[. 
امروزه به منظور شناخت دقیق مکانیسم و نقش انتروتوکسینها و تعیین 
گیرنده‌های اختصاصی آن تحقیقات فراوانی انجام شده یا در حال انجام 
و  تشخیص  خصوص  در  گسترده  تحقیقات  دلایل  از  یکی  شاید  است. 
تحریک   ]27[ آرئوس  استافیلوکوکوس  انتروتوکسین‌های  نقش  تعیین 
تولید انواع مختلف سایتوکاین‌ها از جمله: IL-1 و TNF-α باشد ]28[. 
با توجه به اين که؛ این سموم در ایجاد بیماری‌های مختلف دخالت دارند. 
از طرفي تشخيص آنها نياز مند وجود سويه استاندارد بوده ولي خريد سويه 
با ويژگي هاي اكولوژيك  استاندارد ميسر نيست. به علاوه ممكن است 

اين منطقه سازگاري نداشته باشد. 
تولید  استاندارد جهت تشخیص سریع سویه‌های  لذا، طراحی روش‌های 
تشخيص  زیرا،  است.  برخوردار  بسزایی  اهمیت  از  انتروتوکسین‌  کننده 
انتروتوكسين  اين  بعدی  عوارض  از  می‌تواند  مناسب  درمان  و  دقيق 
با  اخیر  در سال‌های  این‌،  بر  افزون  نماید.  پیشگیری  هاي سوپرآنتی‌ژن‌ 
افزایش  با  آن  ارتباط  و  به متی‌سیلین  مقاوم  استافیلوکوکوس‌های  ظهور 
ایجاد کرده است ]30 و 29[. زيرا،  پتانسیل توکسینزایی نگرانی‌هایی را 
توسعه  به  پرداختن  ضرورت  انتروتوکسین‌ها  از  ناشی  بیماری‌های  تنوع 
روش‌های تشخیصی نوین و درمان مبتنی بر آن را اجتناب ناپذیر نموده 
است ]32 و 31[. برخی از کشورها برای هریک از سویه‌های تولید کننده 
انتروتوکسین روش‌های استاندارد طراحی و معیارهای لازم برای تشخیص 
سویه‌های تولید کننده انتروتوکسین را در نمونه‌های مختلف مواد غذایی 
یا نمونه‌های بالینی ارایه داده اند. مثلًا مرکز نگهداری باکتری‌ها در امریکا 
نموده  تعیین  استاندار  روش  باکتریایی  گروه‌های  تمام  برای   )ATCC(
است. به همين ترتيب، در سال 1993 ميلادي Marr و همكاران ويژگي 
هاي تيپ هاي محتلف انتروتوكسين ‌C را بررسي و براي هر يك از آنها 
تعداد 240 اسيد آمينه گزارش نمود. آنها نشان دادند ترادف 10 اسيد آمينه 
انتروتوكسين هاي آنها ESQPDPTPDE و 10 اسيد امينه  ابتدايي 
ژن  سكانس  حقيقت  در   .]33[ مي‌باشد   IEVHLTTKNG انتهايي 
برخي محققين ديگر قطعه  را شامل مي شد.  باز  آنها حدود 720 جفت 
820 جفت بازي را گزارش كرده اند. تحقيقات ديگري نيز وجود دارد كه 
بخش هايي از توكسين را جهت تشخيص انتخاب كرده اند. مثلًا برخي 
پرايمري را طراحي نمونه كه يك قطعه 102 جفت بازي را تكثير مي نمايد 
و يا پرايمري كه قطعه 283 جفت باز را تكثير مي كند. در تحقيقي ديگر 
پرايمري طراحي شده است كه قطعه 490 جفت بازي را تكثير مي نمايد. 
تواند  نمي  از قطعات گزارش شده  چنانچه ملاحظه مي گردد هيچ يك 
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شکل 3: شرایط بهینه سازی شده تشخیص ژن کامل entC در سویه‌های بومی استافیلوکوکوس آرئوس نشان داده شده است. در تصویر A؛ 
چاهک‌های 1 الی 12 قطعه تکثیر شده bp1223 را نشان داده است. چاهک 14 راهنمای وزن مولکولی 1kb است. تصویر B؛ چاهک‌های 1 الی 

6 تسویه محصول PCR و آماده سازی آن جهت تعیین سکانس را نشان داده است. چاهک 7 راهنمای وزن مولکولی 1kb است.

شکل 4: مقایسه سکانس حاصل از این تحقیق با سکانس ژن استاندارد استافیلوکوکوس آرئوس موجود در بانک ژنی با کد X05815.1 نشان داده شده است.
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شکل5: چنانچه مقایسه ترادف آمینواسیدی سکانس حاصل از این تحقیق با ترجمه سکانس ژن استاندارد entC1 حاکی از آن است که ترادف اسید آمینه‌ای سکانس 
حاصل از این تحقیق از اسید آمینه 46 الی 321 تنها یک اختلاف در جایگاه اسید آمینه 218 وجود دارد. در حقیقت در ژن تکثیر شده در این تحقیق اسید آمینه والین 

جایگزین اسید آمینه آلانین شده است. 

 

 r-Biopharmساخت شرکت آلمانی RICASCREEN SET A,B,C,C,E شکل 6( نتیجه واکنش الیزا توسط پلیت از قبل تهیه شده موجود در کیت
نشان داده شده است. آزمون الیزا طبق دستورالعمل کارخانه سازنده انجام و تصویر پلیت حاصل اسکن شده است. تصویر فوق نشان دهنده سطح زیرین 

پلیت می‌باشد.  

در خصوص تشخيص تيپ هاي مختلف انتروتوكسين C تحقيقات متعددي انجام شده است. برخي از تحقيقات توليد و خالص 
سازي انتروتوكسين را مد نظر قرار داده و بسته به روش تخليص اوزان مولكولي مختلفي براي آن گزارش كرده اند.   
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نماينده قابل اعتمادي براي نشان دادن يكي از تيپ هاي انتروتوكسين 
C باشد

در اين تحقيق با طراحي پرايمر تكثير كننده يك قطعه 1223 جفت باز 
اقدام به رديابي و استاندارد سازي تشخيص ژن انتروتوكسين C گرديد. 
نظر  مد  بعداز ژن  باز  و 250 جفت  پپتيد  ابتداي سيگنال  از  در حقيقت، 
قرار گرفت. به اين ترتيب قطعه 1223 جفت بازي تكثير گرديد. چنانچه 
در شكل 4 نشان داده شده است از باز شماره 92 الي 1057 در دستگاه 
سكانسينگ قابل خوانش بوده است. با آنكه مقايسه آن با ژن فرانس تنها 
در 4 باز اختلاف را نشان مي دهد اما ترجمه آن نشان داد كه 10 اسيد 
آمينه اول آن از شماره 65 شروع و تا 304 ادامه يافته و تنها در يك اسيد 
آمينه اختلاف وجود دارد. يعني چنانچه در شكل 5 نشان داده شده است 
در جايگاه 208 اسيد آمينه آلانين به جاي والين قرار گرفته است. اين امر 

حكايت از يك سكانس جديد و بومي اين منطقه مي باشد.  
در هر حال به دليل اهميت بيماريزايي انتروتوكسين هاي استافيلوكوكوس 
تشخيصي  نوين  هاي  روش  سازي  استاندارد  زمينه  در  تحقيق  آرئوس 
همچنان ادامه دارد. چنانكه، در سال 2007 ميلادي Fischer و همكاران 
به منظور تشخيص انتروتوكسين هاي A و B با استفاده از سويه هاي 
 real-time immuno-PCR كمي  روش   ATCC استاندارد 
طراحي و نشان دادند با اين روش مي توان به وجود اين انتروتوكسين ها 
پي برد ]34[. موفقيت روش آنها در دسترس بودن سويه هاي استاندارد 
 Veras بوده است. به همين ترتيب در سال 2008 ميلادي ATCC
و همكارانش نيز با طراحي پرايمر تكثير كننده قطعه bp 283  اقدام به 

شناسايي انتروتوكسين C نمودند ]3[. 
با  جهانی  موجود  استاندارد  هاي  سويه  به  یابی  دست  اینکه  به  توجه  با 
جغرافیایی  تغییرات  است  ممكن  طرفي  از  است.  همراه  هايي  محدويت 
بر پایداری ویژگی‌های تعریف شده در نمونه استاندارد خارجی با شرایط 
تشخیص  برای  لازم  استانداردهای  تعیین  لذا،  نباشد.  سازگار  منطقه‌ای 
از  انتروتوکسین‌ها  کننده  تولید  آرئوس  استافیلوکوکوس  بومی  سویه‌های 
ژنتیکی  تغییرات  بروز  زیرا،  است؛  ناپذیر  اجتناب   C انتروتوکسین  جمله: 
آرئوس گزارش شده است ]35[.  استافیلوکوکوس  در سویه‌های مختلف 
طراحي  و  رفرانس  ژن  الگوي  از  استفاده  با  تحقیق،  این  در  رو،  این  از 
پرایمر مناسب روشی جهت تشخیص سویه‌های استافیلوکوکوس آرئوس 
تولید کننده انتروتوکسین C1 طراحی و ارایه شده است. زیرا، تنها اتکا به 
کواگولاز مثبت بودن استافیلوکوکوس‌ها در نمونه‌های بالینی کافی نیست. 
 entC ژن  وجود  رغم  علي  است  شده  داده  نشان   6 در شکل  چنانکه 
توانایی سویه‌ها در تولید انتروتوکسین متفاوت است. لذا، اين سوال مطرح 
مي گردد كه آيا باكتري كه بيش از يك انتروتوكسين توليد نموده قدرت 
بيماري زايي و شدت آن يكسان است و آيا با درمان ثابت پاسخ يكسان 
از  شده  جدا  منفی  کواگولاز  سویه‌های  از  برخی  همچنین،  دارد؟.  وجود 
نمونه‌های بالینی یا نمونه‌های غذایی انواع مختلف انتروتوکسین‌ها را تولید 
نموده اند. با آنکه در گزارشات مختلف فراوانی سویه‌های استافیلوکوکوس 
آرئوس تولید کننده انتروتوکسین متفاوت )5/3 تا 88 درصد( گزارش شده 
دقیقی  آمار  استاندارد  نبود سویه  بدلیل  ما  در کشور  اما   ،]39-36[ است 
کننده  تولید  آرئوس  استافیلوکوکوس‌های  از  ناشی  عفونت‌های  بروز  از 
انتروتوکسین C در دست نیست. در این تحقیق با استاندارد سازی روش 
دقيق  بررسی‌های  زمینه   C1 انتروتوکسین کننده  تولید  سویه  تشخیص 
اپیدمیولوژیک در نمونه‌های بالینی و نیز در آلودگی‌های غذایی فراهم شده 
است. به این ترتیب به منظور انجام تحقیقات بیشتر سویه استاندارد شده 

در این تحقیق، آماده تحویل به سایر محققین می‌باشد.  

   
تقدیر و تشکر: این طرح با بودجه پژوهشگاه علوم پزشکی بقیه ا... )عج( ، 
مرکز تحقیقات کاربرد درمانی توکسین‌های میکروبی طراحی و انجام شده 
است. بدین لحاظ نویسندگان از حمایت و پشتیبانی‌های استاد محترم دکتر 
مصطفی قانعی تشکر و قدردانی می‌نمایند. همچنین از دکتر محمد جواد 
سلطانپور و دکتر محمد رهبر جهت واگذاری سویه‌های استافیلوکوکوس 

جدا شده از نمونه‌های بیمار تشکر و قدردانی می‌گردد. 
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