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  ده یچک
هدف . گردد يد مي توليواني و حي منابع انساني عفونيها ژن توسط نمونه يآنت ک سوپريلوکوکوس به عنوان ي استافDن ي انتروتوکس:دفنه و ه يزم

  . دوب  Dن ي انتروتوکسي د کنندهيلوکوکوس توليص استافي روش تشخيق استاندارد سازين تحقيا
  )ه جـدا شـده  ي سـو ۳۱۰ (ي انـسان يهـا   جدا شـده از نمونـه  يها رئوسلوکوکوس آي در استافent Dصي جهت تشخPCRروش : ي بررس روش

Set upمحصول . دي گردPCRسـکانس حاصـل   . دش ـن سکانس يي و تعي خالص سازBlastـ گرد   ـ. دي  ـ توليين، توانـا يهمچن   نيد انتروتوکـس ي
Dناقليها هي تمام سو  ent Dشدنديزا بررسيت اليز با کي ن  .  

 ـ مورد استفاده دو بانـد تکث يمرهايک مرحله پرايرا، در يز.  شده استSet up ي به خوبPCR يکولج نشان داد، روش مولينتا: ها افتهي  ،شـدند ر ي
 سکانس حاصل ي سهيمقا. ن سکانس شدنديي ژل جدا و تعيهر دو باند از رو.  بودbp ۷۰۰ ي ه  در محدود يگري و د  bp ۱۴۰۰ ي   در محدوده  يکي

 bp ۷۰۰ در محصول ent D از آن بود که يج حاکينتا. نشان دادرا  درصد ۹۹ود در بانک ژن انطباق  با سکانس ژن استاندارد موجbp ۷۰۰از باند 
 ent ناقـل  يها هي سوييزا نيتوکس. ديد گردييسه و تأي سکانس حاصل با سکانس ژن استاندارد مقاMultiple Alignmentکه  چنان. شتقرار دا

D  ديگردد ييتأزا يالبا آزمون.    
 مورد توجـه قـرار   يني باليها لوکوکوس آرئوس کواگولاز مثبت در نمونه ي استاف يها  هير اساس اطلاعات موجود، در حال حاضر سو       ب: يريگ جهينت
 ـتحق.  وجود نداردDن يها از جمله انتروتوکس نيد انتروتوکسي توليي جهت نشان دادن تواناياما روش . رنديگ  يم ع يو سـر  سـاده  يق حاضـر روش ـ ي

  .  نموده استي را استاندارد سازDن ي انتروتوکسي د کنندهي توليها هيص سويه و تشخي را اراي باکترييزا نيکس توييد تواناييجهت تأ
   PCR  وent Dلوکوس آرئوس، ياستاف: يدي کلگانواژ

  
  مقدمه

 يهـا  ين بـاکتر يتـر   از مهـم   يکيلوکوکوس آرئوس   ياستاف     
 ـ نييت غـذا يجـاد مـسموم  ي اسـت کـه باعـث ا    ييزا يماريب    زي

  
  
  
  
  

  
 ـ تول يي توانـا  ييت غـذا  يجـاد مـسموم   يعلت ا . )۱( باشد  يم  دي

  ،قـات گذشـته   يتحق.  مقاوم به حرارت اسـت     يها  نيانتروتوکس
  
  
  
  
  

 هاي ميکروبي مرکز تحقيقات كاربرد درماني توکسين، ...ا شناسي پزشکي، استاد دانشگاه علوم پزشكي بقيه  دکتراي تخصصي ميکروب-۱

 رکز تحقيقات بيولوژي مولکولي م،...ا  دکتراي تخصصي بيوتکنولوژي پزشکي، دانشيار دانشگاه علوم پزشكي بقيه-۲

 شناسي پزشکي، دانشيار دانشگاه علوم پزشکي زنجان   دکتراي تخصصي ميکروب-۳

  ...ا  دانشگاه علوم پزشكي بقيه،هاي ميکروبي  مرکز تحقيقات كاربرد درماني توکسيندكتراي تخصصي دانشجوي -۴
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لوکوکوس کـه فقـط ژن رمـز کننـده     ي اسـتاف  يها  هي سو يفراوان
   درصـد   ۷/۱۹نـد،   ينما  يرا حمـل م ـ   ) D )entDن  يانتروتوکس

کـه   هستند يدعمگر ي ديها  گزارش يبرخ. )۲(اند    ن زده يتخم
 ـب )  درصــد۸/۶۸(لوکوکوس آرئــوس ي اســتافيهــا هيشتر ســوي

ده بـر آن اسـت کـه    يعق. )۳(کنند  يد مي را تولDن  يانتروتوکس
لوکوکوس ياسـتاف ) D )entDن  ي انتروتوکـس  ي  ژن رمز کننـده   

 قرار  (pIB485)ناز  يليس  ي ژن پن  يد حاو ي پلاسم يآرئوس رو 
 ـو ف ل امکـان انتـشار      ي ـن دل يبه هم . )۴(دارد   دور از  آن   يراوان

ن يتـر  که در کشور سوئد به عنـوان فـراوان         چنان. ستيانتظار ن 
 ي معرف ـي گوشـت يها   از فراورده  ي ناش ييت غذا يعامل مسموم 
 ـ   هب. )۵(شده است     entA و entDن يعلاوه، با آن که ارتباط ب
ن ي انتروتوکـس  ي  د کننـده  ي تول يها  هي سو يست برخ يمشخص ن 

D نيزمان انتروتوکس  طور هم   به A  بـه  . نـد ينما  يد م يز تول ي را ن
 ـ ييت غـذا  ي مـسموم  يها  يدميب، بروز اپ  ين ترت يا  ژه در ي ـو ه، ب

 يهـا  نير خشک آلوده به آنتروتوکـس يل مصرف شياطفال به دل  
A   و Dدر . )۶(لوکوکوس آرئوس نشان داده شده است ي استاف

 يريلوکوکوس آرئوس قادر است در غـدد ش ـ       يهر حال، استاف  
د ي را تول  Dن  يها انتروتوکس   وده و مدت  جاد نم يگاوها عفونت ا  

ل ي به دلياز طرف. )۷(رها را به همراه داشته باشد    ي ش يو آلودگ 
 ـ در جر ييايميکوشيزين به عوامل ف   يمقاومت توکس   ـان تهي  ي هي

ک عامـل   ي ـن نرفته و به عنوان      ين از ب  ين توکس ير خشک، ا  يش
ن، با توجـه    يبنابرا. ديآ  ي مصرف کننده به حساب م     يخطر برا 

 ييعت و توانايها در طب لوکوکوسي استافي  گستردهي پراکندگبه
 انـواع  يشه خطـر آلـودگ  ين هميد انواع مختلف انتروتوکس  يتول

 ـ. هـا وجـود دارد   نيهـا بـه انتروتوکـس      يمختلف خـوراک    يحت
ــودگ ــ آبزيآل ــهي ــس يم: ان از جمل ــه انتروتوک ــا ب ــا نيگوه  يه

 قابـل  ي نکتـه . )۸(ز گـزارش شـده اسـت      ي ن يلوکوکوسياستاف
لوکوکوس يها تنها توسط اسـتاف  نيانتروتوکستوجه آن است که  

 يها  گردد، بلکه در سال     يد نم ي کواگولاز مثبت تول   يها  آرئوس
 کواگـولاز  يهـا  لوکوکوسير نشان داده شده است که استاف      ياخ
نقش . )۹و۱۰(باشند    يمها    نيد انتروتوکس يز قادر به تول   ي ن يمنف

 نامـشخص   ير گوارش ي غ يها  يماريجاد ب ي در ا  ها  نيانتروتوکس
 وجــود  ين حــال، در مــوارد متعــدد   يـ ـاســت امــا بــا ا  

ــس ــا نيانتروتوک ــي استافيه ــه  ي در بيلوکوکوس ــتلا ب ــاران مب م
ماها نشان داده شده است تيس و ار يازيک، پسور يت آتوپ يدرمات

هـا در     ني انتروتوکـس  يت از نقش احتمـال    ين امر حکا  يا. )۱۱(
 يلادي م ـ ۱۹۹۲سـال   چنانچـه در    . ها دارد   يماريب يبرخجاد  يا

 از تجمـع  ي اطفال را ناش ـي ناگهان يها  و همکاران، مرگ  مالام  
انـد    ها ذکـر نمـوده      هي در کل  يلوکوکوسي استاف يها  نيانتروتوکس

ــه  . )۱۲( ــه منطق ــسته ب ــه ب ــه آن اســت ک ــل توج ــه قاب  ي نکت
  هـا تنـوع     ني انتروتوکـس  ي   در ترادف ژن رمز کننده     ،ييايجغراف

 ـاما معلوم ن  . )۱۳(وجود دارد     ـ      ي  يست اخـتلاف در تـرادف ژن
 يهــا يبــاد يز آنتــيــ و نيا نــهيد آمير تــرادف اســييــباعــث تغ
 ـ ي ن ياختصاص  ـدر هـر حـال، ا     . گـردد   يز م ن امـر ضـرورت     ي

 ـ تول يهـا   هيسـو ص  يروش تـشخ   ياستاندارد ساز   ي  د کننـده  ي
 ـ اپ يهـا   يمنظـور بررس ـ   ژه به يو ن به يانتروتوکس ک را  يولوژيدمي

 ـ يراافزون ب . ر نموده است  ياجتناب ناپذ   ـ تول يين توانـا  ين، ب د ي
 وجود ين گزارشاتيليس يجاد مقاومت به متيها و ا  نيانتروتوکس

 ـ   يست ا ياما معلوم ن  . )۱۴و۱۵(دارد   ن يليس ـ يجاد مقاومت به مت
با توجه . ا برعکسيگردد  يها م   نيد انتروتوکس ي تول يباعث القا 

 ـبه مطالب فوق، هـدف ا      روش  ين مطالعـه، اسـتاندارد سـاز     ي
ــشخ ــولصيت ــس  ژني مولک ــتاف Dن يانتروتوک لوکوکوس ياس

   .باشد يآرئوس م
  

   بررسيروش
ــورد ن       ــواد م ــم ــول :ازي ــواد ملک ــتفاده در ي م ــورد اس    م

ــا ــن تحقي ــيق از شــرکت اي ــه اراي ســيران ــناژن ک ــده هي   ي دهن
ــت  ــاز اس ــصولات فرمنت ــ خر،مح ــ گرديداري ــ. دي ن، يهمچن

ــا طيمحــ ــرکت آر يه ــتفاده از ش ــورد اس ــشت م ــ ک ــد ي ا وج
 ـ محصولات مـرک آلمـان خر      ي  دهنده هيارا  ـک.  شـد  يداري   تي

ست کــه  يـ ـاز شــرکت تکاپوز  PCRمحــصول  اســتخراج 
ــارا ــده هي ــرکت  ي دهن ــصولات ش ــBioneer مح ــد ي م   باش
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(DNA Extraction; Cat. No. K- 3032, Lot No. 10032) يداريــخر 
 ـک. ديگرد هـا از شـرکت روکـت       نيص آنتروتوکـس  يت تـشخ  ي

 r-Biopharmرکت   محـصولات ش ـ   ي  دهنـده  هينترنشنال ارا يا
  . دي گرديداريخر

 ـ يک تحق يدر   :روش کار   روش  (Experimental) يق تجرب
لوکوکوس ي اسـتاف  يهـا  هي در سو  Dن  يص ژن انتروتوکس  يتشخ

 ـ گردSet up و يمـاران طراح ـ ي شـده از ب آرئـوس جـدا   . دي
 ـ    ژني حـاو يهـا  هي در سـو Dن يد آنتروتوکـس ي ـن، توليهمچن

ent Dشد ي بررس .  
 يهـا   هيار انتخـاب سـو    ي مع :يياي باکتر ي هيار انتخاب سو  يمع

 که توسـط متخـصص   يمارانيتمام ب. ن قرار بود ي از ا  ييايباکتر
ــون ــي نيعف ــد بررس ــولوژي باکتريازمن ــشت ي ــد و از ک ک بودن
 گـرم مثبـت، کاتـالاز مثبـت،      يها کوکوس   آن ي عفون يها  نمونه

ط ي رشـد در مح ـ يي مثبـت و توانـا    DNaseکواگولاز مثبـت،    
 ـ در ا، بودتول سالت آگار يمان  ـبـه ا . ن مطالعـه وارد شـدند  ي ن ي
لوکوکوس آرئـوس جـدا شـده از        ي اسـتاف  ي  هي سو ۳۱۰ب  يترت

ع ي، خون، مدفوع، کشت گلـو، ادرار و مـا         ي سطح يها  عفونت
 ـ درصـد گل ۲۰با افزودن .  شده بودند يجدا ساز نخاع   رول يسي

ــه کــشت  ــدر فرهــا   ســاعته آن۱۸ب ــاي  ي  درجــه۲۰ يزر منه
  . ند شديگراد نگهدار يسانت

استخراج ژنوم با اسـتفاده از       : و استخراج ژنوم   يکشت باکتر 
 هـر  ي کلن.)١٥(ر انجام شد يي تغي با کمSalting outروش 

ح و يتلق LBکشت ط يها به طور جداگانه به مح يک از باکتر  ي
 ـي م ١،  يگـذار   ساعت گرمخانـه   ۲۴پس از    در از آن را    تـر   يل يل

  قــهيدق ١٠ بــه مــدت، ختــهي ريتــريل يلــي م٢ ليوب اســتريــت
بـه   ،ختـه ي را دور رييروع ي ما.وژ شديفيسانتر ٥٠٠٠ g  در

وارد و   STE بـافر تـر محلـول  يکروليم ٤٠٠ يرسـوب سـلول  
 ـگرد محلولطور کامل  هب    تـر محلـول  يکروليم ١٢٥ سـپس . دي

 مـولار اسـتات   ٣ تـر محلـول  يکروليم ٢٥٠و  SDSدرصـد   ٢
ملاً کـا )  بـار  ١٠(با سـر و تـه کـردن          ،اضافهم به محلول    يسد

ــد ــوط ش ــس از آن . مخل ــپ ــدت  هب ــه يدق ٥م  g ٥٠٠٠ درق

. گـردد  ي مييع روين حالت ژنوم وارد ما   ي در ا  .وژ شد يفيسانتر
ل منتقل و بعـد از اضـافه کـردن    ي را به لوله استر  ييمحلول رو 

 ـ(زوپروپـانول سـرد     يتر ا يکرولي م ٧٥٠  ١٠٠ا اتـانول خـالص      ي
 تـا   يک سـاعت و گـاه     ي مخلوط و به مدت      يبه آرام ) درصد

قـرار داده   گـراد    ي سـانت  ي   درجه ٢٠ ي منها زريفرک شب در    ي
  قـه در ي دق٥بـه مـدت   (وژ يفيسـانتر محلـول  پـس از آن  . شـد 

g دور ييو محلول روشده ) گراد ي سانت ي   درجه ٤ و   ١٢٠٠٠ 
 تـه مانـده   يرو .ديمانده کاملاً خشک گرد سپس ته. خته شد ير

 ١ پس از ، افزوده درصد٧٠تر اتانول يکرولي م٧٥٠خشک شده   
گـراد   ي سـانت ي  درجه٢٠ يزر مهنا يقرار دادن آن در فر    ساعت  
 ي  درجــه٤ و g ١٢٠٠٠قــه در ي دق٥بــه مــدت ( وژيفيســانتر

 ـ  ،ختهي را دور ر   ييع رو يما. ديگرد) گراد يسانت طـور   ه رسوب ب
 TEتر بافر يکرولي م ٥٠به رسوب حاصل    . ديکامل خشک گرد  

 ي  درجـه ٣٧ در قـه ي دق ٤٥ ،ل اضـافه کـرده    يا آب مقطر استر   ي
سپس با استفاده از دستگاه نانودراپ      . گراد قرار داده شد    يسانت

 ـ.  شـد يري ـگ حاصل انـدازه DNA غلظت  تـر از  يکروليک مي
 ـبه عنـوان تمپل ( حاصل را يمحلول ژنوم   ـبـه ت ) تي  يهـا  وپي

 ي  درجـــه۲۰ يزر منهـــايـــ وارد و در فرPCRمخـــصوص 
 يهـا   وپيتک از   يدر موقع لزوم هر     .  شد يگراد نگهدار  يسانت
ان ي گرادي هيزر خارج و با تهياز فرت يتر تمپليکرولي م۱ يحاو

  . دي استفاده گردPCRجهت انجام  ،از آن
 ـent D ترادف ژن رفرانس :مريانتخاب پرا  بـه  ي از بانک ژن

 يد، بـا بررس ـ ي اخذ گردGenBank: M28521.1 ي شماره
ر شتر مورد استفاده محققـان قـرا     ي که ب  يمريمقالات متعدد، پرا  

. ديناژن سنتز گردي و توسط شرکت س   )۱۷ ( انتخاب ،گرفته بود 
  . ر بوديمرها به قرار زين پرايترادف ا

  

F: 5'- AGTAAAAGAGAAAGAATTGC - 3' 
 

R:  5'-TTTTCATATAAATAGATGTCAATATG - 3' 
 

 ـ طبـق پروتکـل ارا     PCRواکنش   :PCRواکنش    ه شـده در ي
از PCR ط ي شـرا ينـه سـاز  يبه منظور به.  انجام شد۱جدول 

 ـ ۵۳(درجه حـرارت    ان  يگراد ، )گـراد  ي سـانت  ي  درجـه  ۶۳ ي ال
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 ـغلظت کلرا ان  يگراد  ـيم ۵/۰تـا   ۳/۰(م  يزي ـد من ي ، و )مـولار  يل
 از تريکرولي در مگرمکويپ ۱۰۰ يال ۱۰(ت يغلظت تمپلان يگراد

 ـا. برده شد کار هب) ژنوم استخراج شده   ن واکـنش بـا دسـتگاه    ي
C1000, Thermal Cycler ساخت شرکت Bio- RAD 

 ۵/۱ تـا    ۱  آگـارز   با اسـتفاده از ژل     PCRمحصول  . انجام شد 

 و يزيرنگ آمد يوم برومايديسپس با ات. الکتروفورز شد درصد  
مـورد  ) دسـتگاه ژل داک   ( بـنفش    يتحت تـابش نـور مـارورا      

ت اسـتخراج محـصول    ي ـسـتفاده از ک   ابـا   .  قرار گرفت  يبررس
PCRکت ن ترادف به شرييص و جهت تعي باند مورد نظر تخل

  .ديد ارسال گردي نسل اميرانيا
  

  يني باليها  جدا شده از نمونهيها لوکوکوسي در استافent Dص ي جهت تشخPCRط انجام يشرا: ۱جدول
  

Master Mix PCR Condition reaction 

reagents reagents Condition reaction Time 

D.D. Water ۱۷ µl 

Template DNA ۱۰ ng/1µl 
۹۵C ۳  min 

Buffer 1X ۵/۲  µl ۹۵C ۳۰  sec 

MgCl2 ۲/۱  mM/1µl ۵۳C ۳۰ sec/ ۳۵ Cycles 

dNTP ۴/۰  mMeach/1µl 

F- Primer ۷/۰  µM/1µl 
۷۲C ۵   min 

R- Primer ۷/۰  µM/1µl 

Taq enzyme ۲۵/۱  unit/1µl 
۵/۲۵ مجموع  

۴C ۵   min 

  
ــام ســو :Dنيص انتروتوکــسيتــشخ     کــه بــا ييهــا هي تم

 D ني ناقـل ژن انتروتوکــس PCR يسـتفاده از روش مولکـول  ا
ــشخ ــدنديت ــه. ص داده ش ــب ــشت ي مح    BHI- brothط ک

ــ ــس ازيتلق ــه گــذار۲۴ ح و پ ــانتري ســاعت گرمخان   وژ يفي س
ــيرو عيو مــا ديــگرد   ني وجــود انتروتوکــسي جهــت بررســي
D ــا اســتفاده از ک ــب ــت الي ــورد بررســي ــديزا م ــرار گرفتن   . ق

 ـزا از ک  ي ـش ال يبه منظور انجام آزما       صيتـشخ  يت اختـصاص  ي
 لوکوکوس آرئــــوسيع اســــتافيشــــا ني انتروتوکــــس۵

(RIDASCREEN SET A,B,C,D,E: Art. No.: R4101)   سـاخت
 ي  طبـق دسـتورالعمل کارخانـه    r-Biopharmيشرکت آلمان

  . ديسازنده استفاه گرد

  
  ها يافته
ــا      ــونينت ــا ج آزم ــوتيه ــويپي فن ــام س ــا هي تم ــورد يه    م

ــتفاده در ا ــاس ــن تحقي ــتافي ــودن  يق، اس ــوس ب   لوکوکوس آرئ
لوکوکوس يه اسـتاف ي سـو ۳۱۰ب ين ترتيبه ا. د کردييها را تأ   آن
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ــورد بررسـ ـ    ــت م ــولاز مثب ــوس کواگ ــت يآرئ ــرار گرف   . ق
 Salting out ها بـا روش  هيتک سو ج استخراج ژنوم تکينتا
ــافتــه قابــل مقاير ييــتغ ــاي ــا نت    يهــا تيــج حاصــل از کيسه ب

   غلظـت ژنـوم اسـتخراج       يري ـگ زه انـدا  ۱شـکل   .  بـود  يتجار
ــتاف  ــده از اسـ ــوسيشـ ــورز آن را لوکوکوس آرئـ    و الکتروفـ

  . دهد يمنشان 

  
 به عنوان ۱۰- ۳ تا ۱۰- ۲ يها لوکوکوس آرئوس که با غلظتي استخراج شده از استافDNA يرير سمت چپ، اندازه گيتصو :۱شکل 
 Salting outها با روش  تر ژنوم استخراج شده از نمونهيکرولي م۳ تا ۲ر سمت راست، الکتروفورز يتصو. شد يت استفاده ميتمپل

  يها چاهک (BIONEER شرکت Genomic DNA Extractionت يز استخراج ژنوم توسط کيو ن) ۴ ي ال۱ يها چاهک(
  .نشان داده شده است) ۸ ي ال۵

  
 ـ تکثينه سازيج روند بهينتا  نـشان داده  ۲ در شـکل  ent Dر ي

ان ي با گرادPCRنه يط بهيجاد شرايا؛ Aر  يدر تصو . شده است 
ط يدر شرا.  نشان داده شده استMgCl2ان يز گرادي و ن ييدما

ــول ــ تکثيمعم ــدهاent Dر ي ــف اخ مي بان ــايتل ــوددج   نم
 ـ را نگاه کن   Aر  ي تصو ۱۱ و   ۱۰،  ۹،  ۸ شماره   يها  چاهک( . )دي

نـه، محـصول    يط به يجـاد شـرا   ي؛ بـا ا   دگرد  يچنانچه ملاحظه م  
PCR ــک ــ ۱۱ و ۱۰ در چاه ــي ــودک بان ــ در ناحي ق   ي هي

bp ۱۴۰۰   ي  هيف در ناح  يک باند ضع  ي و bp ۷۰۰    نـشان داده 
 الکتروفـورز بانـد     ۱۵ و   ۱۴،  ۵،  ۱ يهـا   در چاهک . شده است 

 يدر هر حال، بانـدها    .  را نشان داده است    bp ۷۰۰ ي  محدوده
 را از ژل جــدا و بــه عنــوان bp ۱۴۰۰ و bp ۷۰۰ ي محـدوده 

 محـصول  PCR ي جـه يت نتق ـيدر حق . ديردگت استفاده   يتمپل

 ـ۱ يها ه شده است؛ چاهکي اراBر  ي اول در تصو   ي  مرحله  يال
 را نــشان داده bp ۷۰۰ ي  بانــد محــدودهPCR ۱۲ و ۱۱ و ۸

ــت ــک. اس ــا چاه ــدودهPCR ۱۹ و ۱۸، ۱۰ يه ــد مح   ي  بان
bp ۱۴۰۰ ر ي در تصو۲۰چاهک . دهد يرا نشان مB محصول 

PCRتـصور   ۷ و ۶، ۳، ۲ يها چاهک. باشد ي اول مي  مرحله
C   ص  ي الکتروفورز محصول تخلPCR    ي   است که قطعـه bp 

 آمـاه  ،Dر يتـصو در  . طور خالص نـشان داده اسـت       ه را ب  ۷۰۰
 ي غلظت مناسب از قطعه خالص شده جهت ارسال برا          يساز

  . ن سکانس نشان داده شده استييتع
ن سکانس محـصول  ييج تعينتا :ent Dن سکانس ييج تعينتا

PCR ق،يــن تحقيــدر ا. ده شــده اســت نــشان دا۳ در شــکل  
 ـ استفاده شد که     ييمرهاياز پرا   را  bp ۷۰۰ک قطعـه حـدود      ي
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 ent Dش سـاز  ي پ ـيدر منابع موجود بـرا . ر نموده استيتکث
 ژن از   يسکانس اصـل  . د ذکر شده است   ي نوکلئوت ۱۰۶۸حدود  
 است که سکانس ين در حاليا. گردد ي شروع م۲۹۲د  ينوکلئوت

د ي شروع و تا نوکلئوت   ۲۲۴د  يوکلئوته شده در بانک ژن از ن      يارا
در هر حال، چنانچه در شکل . افته استي ادامه ۱۰۰۰ ي شماره

 سـکانس  Multiple Alignment  نشان داده شـده اسـت،  ۳

  بـاً يق با سکانس ژن اسـتاندارد انطبـاق تقر     ين تحق يحاصل از ا  
د ين نوکلئوتيچنانچه حد فاصل ب. دهد ي را نشان مي درصد ۹۹

 ـا افزون بـر . ت را نشان داده است ين وضع ي ا ۹۸۶ ي ال ۳۵۳ ن ي
Blast را با   ي درصد ۹۹ ن سکانس شده مشابهت   يي تع ي   قطعه 

 را نشان يا کروموزومي يدي اعم از پلاسمent D يها تمام ژن
  .داده است

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  

  .نشان داده شده استن سکانس يي تعجهتلوکوکوس آرئوس ي استافيه بومي در سوent D يص و خالص سازيروند تشخ: ۲ شکل
 PCR يساز نهي روند به۱۲ ي ال۸ يها چاهک Aر يدر تصو.  است1kb ي وزن مولکوليراهنما ۹ چاهک Bر يو در تصو ۷ چاهک Aر يدر تصو

 bp و bp۷۰۰  ي باندهايساز  جداBر يتصو. جاد شده استي اPCRنه يط بهي شرا۱۲گردد، در چاهک  يچنانچه ملاحظه م. دهد يرا نشان م
استاندارد  ۶ چاهک Dر ي و در تصو۱ چاهک Cدر تصور . نشان داده شده استرا ها  ن و الکتروفورز آنييذوب پا حرارت ي  از ژل با درجه۱۴۰۰

. دهد ي را نشان مbp ۱۴۰۰ و bp۷۰۰جاد قطعات يو ا PCRنه شده يط بهي شرا۵ و ۴ ي چاهک هاCر ي در تصو.باشند يمbp ۱۰۰ يوزن مولکول
  ن يي جهت تع bp۷۰۰ ي  مقدار لازم از قطعهي هي تهDر يتصو.  را نشان داده استbp۷۰۰ ي ص قطعهي تخل۷ و ۶، ۳، ۲ ياهک هاچ

  .باشد يسکانس م
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ن ي ژن استاندارد انتروتوکسForwardبا سکانس ) F2-690(ق ين تحقي حاصل از اForward ي  سکانس رشتهي سهيمقا: ۳شکل 
Dبا کد يلوکوکوس آرئوس موجود در بانک ژني استاف M28521.1نشان داده شده است .  

  

 ـج آزمـون ال   ينتا  ـزا جهـت تأ   ي  ـد تول يي   :D نيد انتروتوکـس  ي
 بودنـد در  ent D ي که داراييها هي سويزا رويج آزمون الينتا

د، ستون دگر يچنانچه ملاحظه م.  نشان داده شده است ۴شکل  
 Dن يدهد که فقط انتروتوکس     ي نشان م   را ي از باکتر  يا هي سو ۳

ــرا تول ــتيـ ــوده اسـ ــتون . د نمـ ــو۴ و ۳سـ ــا هي سـ  از ييهـ
ــياســتاف ــشان م ــه طــور ضــع  يلوکوکوس را ن ــه ب ــد ک ف يده

 ـ را تول  Cن  ي انتروتوکـس  يز مقدار کم ـ  ي و ن  Dن  يانتروتوکس د ي
ها   را در آنent D وجود PCRن حال واکنش يبا ا. اند نموده

 را نشان  ي از باکتر  ييها  هي سو ۱۱ و   ۵ يها  ستون. کرد  يد م ييتأ
ــر تول    ــلاوه بـ ــه عـ ــت کـ ــداده اسـ ــسيـ  Dن يد انتروتوکـ

 ۱۲سـتون   . د نموده است  يز تول ي را ن  E و   A يها  نيانتروتوکس
 ۵دهـــد کـــه  يلوکوکوس را نـــشان مـ ـي از اســـتافيا هيســو 
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 ۹، ۸، ۷،  ۱ يها ستون. د نموده است  يع را تول  ين شا يانتروتوکس
وکوکوس آرئوس کواگـولاز مثبـت را       لي از استاف  يا هي سو ۱۰و  

 ـهـا را تول   نيک از انتروتوکس  يچ  يدهد که ه   ينشان م  د نکـرده  ي
. را نشان نداد ent Dز ژن يها ن هين سوي اPCRواکنش . است

ــ مربــوط بــه گرادHف يــر ردين تــصويــدر ا  از غلظــت ياني
 ـي نـانوگرم در هـر م     ۱۰ تـا    ۲ (ني انتروتوکس استاندارد ) تـر يل يل

  .  ده استت بويموجود در ک

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ساخت  RIDASCREEN SET A,B,C,D,Eت يه شده موجود در کيت از قبل تهيزا توسط پلي واکنش الي جهينت: ۴شکل 
ت حاصل ير پلي سازنده انجام و تصوي زا طبق دستورالعمل کارخانهيآزمون ال. نشان داده شده است r-Biopharm يشرکت آلمان

  .باشد يت مين پليري سطح زي ر فوق نشان دهندهيصون تيبنابرا. اسکن شده است
  

 ي هي ســـو۳۱۰ ي مولکـــوليج بررســـيدر هـــر حـــال، نتـــا
ــود کــه يلوکوکوس آرئــوس حــاکياســتاف  درصــد ۲۴ از آن ب

زا نـشان  ي ـج آزمون الياما نتا. ندبود ent D ژن يها حاو هيسو
 دارا يي را بـه تنهـا  ent Dها فقـط ژن   هي درصد سو۱داد، تنها 

ر يسـا  D ني مانده به همراه انتروتوکس    ي درصد باق  ۲۳ ند و ودب 
  . دكردند يز توليها را ن نيانتروتوکس

  
  بحث
 PCR يروش مولکول با استفاده از     يتجربق  ين تحق يدر ا      
  ها   آنيي شد و تواناييها شناسا هي درصد سو۲۳ در ent Dژن 

ــدر تول  تيـــت کي در ســـطح حـــساسDن يد انتروتوکـــسيـ
RIDASCREEN SET A,B,C,D,E )۲/۰  نـانوگرم در 

  تنهـا . )دينگاه کن  ۴ شکل   به (د قرار گرفت  ييمورد تأ ) تريل يليم
ن ي بودنـد انتروتوکـس  ent D که ناقل ييها هي درصد کل سو۱
ها به    هير سو يکه سا  يدر حال . د کردند ي تول يي را به تنها   Dپ  يت

 ـهـا را ن     نير انتروتوکـس  ي، سـا  Dن  يهمراه انتروتوکس   ـز تول ي د ي
ست و ي ـق مـشخص ن ي ـن امـر بـه طـور دق   ي ـعلت ا . دکردن  يم

 ـ  ييايه باکتريک سويتوان نشان داد چرا   ينم ش ي قـادر اسـت ب
ر ين موضـوع توسـط سـا   يا. ديد نماين را توليک انتروتوکس ياز

 يلادي م۲۰۰۹که در سال  چنان. ز گزارش شده استين نيمحقق
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Ifesanــار ــد ان و همک ــشان دادن ــ، ن ــوي برخ ــا هي از س  يه
د يــن توليک انتروتوکــسيــش از يس آرئــوس بــلوکوکوياسـتاف 

 ـامـروزه بـه منظـور شـناخت دق        . )۱۸(ند  ينما  يم تـر نقـش     قي
قـات  ي آن تحق  ي اختصاص يها  رندهين گ يي و تع  Dن  يانتروتوکس

 يکيد  يشا. )۲و۱۹(ا در حال انجام است      ي انجام شده    يفراوان
ن يـي ص و تع يقات گـسترده در خـصوص تـشخ       يل تحق ياز دلا 

د يک تول يلوکوکوس آرئوس تحر  ي استاف ياه  نينقش انتروتوکس 
IL-1β و TNF-α )۲۰( که از آن است ين امر حاکيا. باشد، 

لـذا،  .  مختلف دخالـت دارنـد     يها  يماريجاد ب ين سموم در ا   يا
 يهــا هي ســوعيص ســري اســتاندارد تــشخيهــا  روشيطراحــ

.  برخوردار اسـت  ييسزا هت ب ياز اهم    انتروتوکسن ي  کننده ديتول
 Matsumoto, Yو  He, X يلادي م۱۹۹۳ که در سال چنان

لوکوکوس آرئـوس را    ي استاف Dن  يو همکاران نقش انتروتوکس   
 ـد فاکتور آرتر  يش تول يدر افزا  جـاد  يز در ا  ي ـد و ن  ي ـت روماتوئ ي

در هـر حـال،   . )۲۱و ۲۲( نشان دادنـد  يمني خود ا يها  يماريب
ها ضرورت پرداختن به  ني از انتروتوکسي ناش يها  يماريتنوع ب 
ر نمـوده   ين را اجتناب ناپـذ    ي نو يصي تشخ يها   روش ي  توسعه
 يهـا   هيک از سـو   ي هر ي از کشورها برا   يبرخ. )۲۳و۲۴(است  

 و  يطراح ـاسـتاندارد    ي روش هـا   ني انتروتوکس ي  د کننده يتول
 ـ تول يهـا   هيص سو ي تشخ ي لازم برا  يارهايمعو  نموده  ه  يارا د ي

 ـ يي مختلف مواد غـذا يها ن را در نمونه   ي انتروتوکس ي  کننده ا ي
هـا در   ي بـاکتر كنتـرل مثلاً مرکز . اند ه دادهي ارايني باليها  نمونه

ــ باکتريهــا  تمــام گــروهيبــرا) ATCC(کــا يامر روش  يياي
 ـ نکـه دسـت   يبا توجه به ا   . ن نموده است  يياستاندار تع   بـه   يابي

 يها نهي و ممکن است با صرف هزير عملياستاندارد موجود غ
ــه عــلاوه ممکــن اســت، ت. فــت همــراه باشــدگهن ــغب رات يي

 ـ تعر يها  يژگي و يداري بر پا  ييايجغراف  ي  ف شـده در نمونـه     ي
  لـذا،  .  سـازگار نباشـد  يا  ط منطقـه  ي بـا شـرا    ياستاندارد خارج 

 ي بـوم يهـا  هيص سـو ي تـشخ ي لازم بـرا  ين اسـتانداردها  ييتع
ها از جمله     ني انتروتوکس ي  دکنندهيلوکوکوس آرئوس تول  ياستاف

رات ييرا، بروز تغي ز ؛ر شده است  ي اجتناب ناپذ  Dن  يانتروتوکس
لوکوکوس آرئـوس نـشان     ي مختلف استاف  يها  هي در سو  يکيژنت

ق، بـا انتخـاب   ي ـن تحقي ـن رو، در اياز ا. )۲۵(داده شده است    
 يهــا هيص ســوي جهــت تــشخ يمــر مناســب روشـ ـ يپرا

 ي طراح Dن  ي انتروتوکس ي  دکنندهيلوکوکوس آرئوس تول  ياستاف
 مثبـت بـودن   را، تنها اتکـا بـه کواگـولاز       يز. ه شده است  يو ارا 
ارشات گز. ستي ن ي کاف يني بال يها  ها در نمونه    لوکوکوسياستاف
 کواگـولاز   يها  هيدهد، سو   ي در دست است که نشان م      يفراوان

 از ي بــر عکــس برخــ؛کننـد  يد نمــيــن توليمثبـت انتروتوکــس 
 ـ يني بـال يها   در نمونه  ي کواگولاز منف  يها  هيسو  يهـا  ا نمونـه ي
با آنکه  . اند د نموده ي را تول  ها  ني انواع مختلف انتروتوکس   ييغذا

 ـ     لوکوکوس ي اسـتاف  يهـا   هي سـو  يدر گزارشات مختلـف فراوان
)  درصد۷۰ تا  ۵/۳(ن متفاوت   ي انتروتوکس ي  کننده ديآرئوس تول 

 ـ  )۲۶-۲۹(گزارش شده است      ـدل ه، اما در کـشور مـا ب ل نبـود  ي
 از  ي ناش ـ يهـا    از بـروز عفونـت     يقيمار دق آ استاندارد   ي  هيسو

 در Dن  ي انتروتوکـس  ي  کننده ديارئوس تول  يها  لوکوکوسياستاف
ــدســت ن ــدر ا. ستي ــن تحقي ــا اســتاندارد ســازي  روش يق ب

ــشخ ــويت ــ تولي هيص س ــسي ــده انتروتوک ــهي زمDن يد کنن  ي ن
 ـ اپيهــا يبررس ـ ز در يــ و نيني بــاليهـا  ک در نمونــهيولوژيدمي
 ـبه ا.  فراهم شده است يي غذا يها  يآلودگ  ي هيب سـو ي ـن ترتي

  . باشد ين مير محققيل به سايه تحواستاندارد شده حاضر آماد
  

  ر و تشکریتقد
 ـ بقي پژوهـشگاه علـوم پزشـک   ي  ن طرح با بودجه   يا      ... ه اي

 و ي طراحيکروبي ميها ني توکسيقات کاربرد درمانيمرکز تحق
ت و يــسندگان از حمايــن لحــاظ نويبــد. انجــام شــده اســت

 تـشکر و  ي قـانع ي اسـتاد محتـرم دکتـر مـصطف     يهـا   يبانيپشت
ن از دکتر محمد جـواد سـلطانپور و   ي همچن.ندينما ي م يقدردان

لوکوکوس ي اسـتاف يهـا  هي سويدکتر محمد رهبر جهت واگذار  
   .گردد يم يمار تشکر و قدرداني بيها جدا شده از نمونه
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Background and Objectives: Staphylococcal enterotoxin D as a supper antigen is produced by infected 

samples of human and animal sources.  The aim of this study was to standardize the detection methods for 

the Staphylococcus strain producing enterotoxin D.  

Materials and Methods: A PCR method was set up for detection of enterotoxin D gene (ent D) in 

Staphylococcus aureus samplesisolated from the human subjects (310 strains isolated from clinical samples).  

The specific PCR-product (a band about 700 bp) was purified and sent off for DNA sequencing.  Blast 

analysis showed a 99% identity with the standard gene sequence from Genebank.  The ability to produce 

enterotoxin D by all strains carrying ent D was analyzed by using an ELISA kit.  

Results: The results of this study show that the PCR method has been well set up.  There were two PCR 

products obtained by the primer pair, one at 700 bp and another at 1400 bp.  Both bands were gel purified 

and sent for DNA sequencing.  The results, based on the alignment with the standard ent D sequences from 

GenBank, suggest that ent D is contained within the 700-bp product.  Production of the entrotoxin D in the 

positive strains was confirmed by ELISA. 

Conclusion: Based on the available information, coagulase positive Staphylococcus aureus strains are 

recorded in clinical samples.  However, there is no routine method available to analyze the ability of the 

bacterial strains for producingtoxins including enterotoxin D.  This study represents a simple, fast, and 

standard method for verification of the bacteria enterotoxin D and the strains producing it.   
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