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Abstract 

Background and Aim: Coagulase enzyme is one of the most important virulence factors of Staphylococcus 

aureus (S. aureus), which could be used for differentiation of S. aureus from other Staphylococcal species. The 

relationship between the genotype of coagulase and the enterotoxigenic strain of S. aureus is unknown. The 

purpose of this study was to investigate coa gene typing in enterotoxigenic strain of S. aureus.  

Methods: A total of 21 enterotoxigenic S. aureus strains were assayed. A specific pair primer for coa gene 

amplification was selected. Gene extraction from the bacterial strain was carried out separately. Then, the coa 

gene amplification by PCR was performed. Using the bioinformatics methods in Silico and comparing PCR 

products with reference samples in silico, the search for AluI restriction enzyme digestion sites was determined. 

Results: The results of coa gene amplification showed that only 20 S. aureus strains have this genetic element 

and consist of eight classes of coa gene based on their size, ranging from 352 to 1200 bp amplicons. All amplified 

fragments have fragments restriction enzyme AluI site action except fragment 352 bp which prone to genotyped. 

The frequency of the coa genotype in this study was type I (42.85%), type IV (19%), type II (9.5%) and others 

(4.76%) respectively. The results of alignment coa gene types with enterotoxigenicity showed that the potent 

enterotoxin producer was related to coa gene type II and VI.  

Conclusion: The study results indicated that the coa gene by primer pairs could have an amplified different 

size fragment. The comparison finding with references is a simple and accurate method for genotyping of the S. 

aureus isolate and it would be able to determine the type of enterotoxins produced. 
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 دهکیچ

اکتری از مي باشد که برای افتراق این ب استافیلوکوکوس آرئوسآنزیم کواگولاز یکي از مهمترین فاکتورهای ویرولانس  ف:هدزمینه و 

ناشناخته  س آرئوساستافیلوکوکواستفاده شده است. اما رابطه تیپ کواگولازی و سویه انتروتوکسیژنیک در  استافیلوکوکوسهای سایر سویه

 بوده است.  استافیلوکوکوس آرئوسدر سویه های انتروتوکسیژنیک (coa gene) هدف از این مطالعه، تعیین تیپ ژن کواگولاز  است.

جفت پرایمر اختصاصي برای تقویت  مورد بررسي قرار گرفتند. استافیلوکوکوس آرئوس سویه انتروتوکسیژنیک 21در مجموع  ها:روش

انجام گردید. با استفاده  PCR توسط coa استخراج ژنوم از باکتری ها به صورت جداگانه انجام شد. سپس، تکثیر ژن انتخاب شد. coa ژن

جستجوی سایت های برش  in silicoبا نمونه های رفرانس موجود در  PCR و مقایسه محصولات in Silicoاز روش های بیوانفورماتیک 

 تعیین شد.  AluIمحدودالاثرآنزیم 

گروه  8دارای این عنصر ژنتیکي هستند که شامل  استافیلوکوکوس آرئوس سویه 20نشان داد که تنها  coa نتایج تکثیر ژنها: یافته

جفت باز را شامل گردید. همه قطعات  1200تا  952. اندازه باند تکثیر شده ژن کواگولاز در سویه های مختلف قطعاتي از بودندکواگولازی 

بودند. فراواني ژنوتیپ غالب کواگولازی حاصل از این تحقیق عبارت  AluIجفت بازی دارای سایت برش آنزیم  952ء قطعه تکثیر شده به جز

درصد(. نتیجه همسان  17/4درصد( و سایر تیپ ها هر یک ) 5/0) IIدرصد(، تیپ  10) IVدرصد(، تیپ  85/42) Iبودند از: به ترتیب، تیپ 

کواگولازی قوی ترین تولید کننده های انتروتوکسین  VIو  IIزایي سویه ها حاکي از آن بود که تیپ های سینسازی ژنوتیپ کواگولازی با توک

 هستند.

نتایج این مطالعه نشان داد، تکثیر ژن کواگولاز با یک جفت پرایمر قادر به تکثیر تیپ های مختلف این ژن با اوزان گیری: نتیجه

مولکولي متفاوت مي باشد. مقایسه آنها با رفرانس های موجود، روشي ساده و دقیق برای تیپ بندی انتروتوکسیژنیسیتي سویه های 

 کواگولاز مي باشد.بر اساس ژنوتیپ  استافیلوکوکوس آرئوس

 

 .تایپینگ ،PCR، ژن کواگولاز، انتروتوکسین، استافیلوکوکوس آرئوس :هاکلیدواژه
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 مقدمه
استافیلوکوکوس آرئوس با داشتن انواع فاکتور های ویرولانس 

زا یک تهدید مهم در جامعه و نیز در گروه های خاص از و بیماری
های . علاوه بر بروز اپیدمي(1)جمله نظامیان محسوب شده است 

، (7-2)های این باکتری مسمومیت غذایي ناشي از انتروتوکسین
, 9)ها در مراکز نظامي نیز زخم های نرم وهای مخرب بافتعفونت

های آنتي بیوتیکي در مراکز نظامي از جمله ، گسترش مقاومت(2
های التهابي مزمن ناشي از ، بیماری(5, 4)مقاومت به متي سیلین 

، (7)ژنیک این باکتری های با خاصیت سوپرآنتيانتروتوکسین
، (1)ی رهمچنین، تهدید های بیوتروریستي بالقوه ناشي از این باکت

از  های این باکتریزایي احتمالي سویهتشخیص انتروتوکسین
ای برای مدیریت تشخیص، پیشگیری و درمان اهمیت ویژه

 های مختلف ناشي از این باکتری برخوردار شده است. عفونت
نزیم ژنیک، آهای سوپرآنتياز آنجا که علاوه بر انتروتوکسین

ما، یک عامل مهم سلاکواگولاز به عنوان یک منعقد کننده پ
از  استافیلوکوکوس آرئوسویرولانس و بیماریزایي و افتراق دهنده 

-استافیلوکوکوسگذشته . در (8)باشد مي هااستافیلوکوکوسسایر 

کننده کواگولاز بیشتر مورد توجه بودند. ولي امروز تولید های
های کواگولاز منفي نیز مورد توجه جدی قرار استافیلوکوکوس

زایي  با آنکه برخي از تحقیقات اخیر بیماری (0)اند گرفته
. حتي (10)اند کواگولاز منفي را گزارش نموده هایاستافیلوکوکوس

 هایاستافیلوکوکوساز مایع نخاع بیماران مبتلا به مننژیت، 
. همچنین، (11)توکسین زا ولي کواگولاز منفي گزارش شده است 

واگولاز ک هایاستافیلوکوکوسهای پروتز مفصلي ناشي از عفونت
های . ولي معلوم نیست آیا نقص روش(12)منفي منتشر شده است 

بوده که نمي تواند پوشش دهنده مرسوم تشخیص آنزیم کواگولاز 
 یا عوامل ناشناخته دیگری دخیل است.همه سویه ها 

سیلین در برخي از ها، ظهور مقاومت به متيافزون بر این
س استافیلوکوکوو یا حتي  وکوس آرئوساستافیلوکهای سویه

. در (14, 12)معضلات زیادی را به وجود آورده است  اپیدرمیدیس
یجاد در ا استافیلوکوکوس آرئوسهرحال، توانایي منحصر به فرد 

عروقي، آندوکاردیت، سپتي سمي، بیماری های  -های قلبيعفونت
رده ایجاد ک التهابي و نیز انعقاد پلاسما مشکلات فراوان درماني را

. به دلیل اهمیت نقش کواگولاز در ویرولانس و (15)است. 
زایي این باکتری، مطالعات ژنتیکي کواگولاز و شناخت بیماری

سکانس ژني آن باعت آن شده است که محققین به طراحي واکسن 
های مولکولي . همچنین، روش(17)مبتني بر کواگولاز متمرکز شوند 

ش کواگولاز مثبت طراحي و گزار وساستافیلوکوکتشخیص سریع 
 . (11)شده است 

همچنین، نقش کواگولاز در تولید بیوفیلم توسط 
های درماني جدید واقع شده مبنای روش استافیلوکوکوس آرئوس

 ای. نکته حایز اهمیت آن است که گزارش منتشر شده(18)است 
 نیز کواگولاز منفي استافیلوکوکوسهای نشان داده است که سویه

. با توجه به مطالب (10)اند قادر به لخته نمودن پلاسمای خون بوده
از ها و ساختار ژن کواگولفوق، تحقیقات متعددی در خصوص ویژگي

هایي . علاوه براین، توانایي تولید انتروتوکسین(20)منتشر شده است 
ید ژن به ویژه در بیماران مبتلا به آرتریت روماتوئبا خاصیت سوپرآنتي

های . به دلیل طیف گسترده عفونت(24-21)ش شده است گزار
ي ایجاد بیوتیکهای آنتيو نیز مقاومت هااستافیلوکوکوسناشي از 

های اخیر، محققین بررسي رابطه بین کواگولاز شده در آنها در سال
. همچنین، به (25)اند بیوتیکي آنها را منتشر کردهو مقاومت آنتي

یکي ژنتیکي منجر به مقاومت آنتي بیوت منظور امکان پایش تغییرات
ولاز تنوع ژن کواگ بر اساس استافیلوکوکوس آرئوسدر سویه های 
تیپ ژنتیکي برای کواگولاز تعریف شده  10کنون تیپ بندی و تا

 . (27)است 
از بین ده تیپ ژنتیکي کواگولاز دو تیپ شایع یکي تیپ با 

ها و دیگری با سکانس جفت باز از عفونت پستان 505سکانس 
. (21)جفت باز از عفونت های پوستي گزارش شده است  514حاوی 

این در حالي است که ارتباط تیپ کواگولاز با نوع انتروتوکسین 
ای برخوردار است که از اهمیت نظامي ویژه استافیلوکوکوس

 اطلاعات چنداني در دست نیست. 
 آنيهای اخیر نقش سوپرعلاوه بر اهمیت کواگولاز، در سال

ه: های التهابي از جملدر ایجاد بیماری استافیلوکوس آرئوسهای ژن
. (28)آرتریت روماتوئید توجه زیادی را به خود جلب نموده است 

 Aوکسین تیپ چنانچه، توانایي ایجاد آرتریت انتروت
با توجه به این که  (20)گزارش شده است  استافیلوکوکوس آرئوس

رل تحت کنت استافیلوکوکوس آرئوستنظیم عوامل ویرولانس 
ها، بوده و تولید انتروتوکسین agrC/agrAسیستم تنظیمي 

همولیزین ها، ادهزین ها و کواگولاز را کنترل مي کند.؛ احتمالا بین 
ه روتوکسین ارتباط وجود داشته باشد ولي این کتولید کواگولاز و انت

ژن( کدام تیپ کواگولازی با کدام تیپ انتروتوکسین )سوپرآنتي
، قیقاین تحمرتبط است هنوز بي پاسخ باقي مانده است. لذا، هدف 

ژن کواگولاز  براساسآرئوس استافیلوکوکوس های تیپ بندی سویه
پ های شایع تیوکسیناز نظر تولید انتروت( 90)تحقیق قبل  درکه 
 باشد.بودند ميشده  یبند

 هاروش
و در خلال  ر شهر تهراندنظامي دانشگاه یک این تحقیق در 

به صورت پایان نامه در قالب طرح انجام  1907-1901سال های 
 شده است. 

مواد مورد استفاده در این تحقیق از شرکت ایراني سیناکلون 
های کشت مورد استفاده از خریداری گردید. همچنین، محیط

 محصولات مرک آلمان خریداری شد. وجد پخش کننده شرکت آریا 
سویه  21 (Experimental) در یک تحقیق تجربي

 هاستافیلوکوکوس آرئوس جدا شده از بیماران مراجعه کننده ب
یشگاه و نیز آزما ظامي در شهر تهراننآزمایشگاه بیمارستان دانشگاه 
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ها که از نظر تولید انتروتوکسیندر شهر تهران بیمارستان میلاد 
ها( تیپ بنده و به صورت لیوفیلزه نگهداری شده بودند ژن)سوپرآنتي

 مورد بررسي قرار گرفتند. 
 کشت و استخراج ژنوم  

پول لیوفیلزه در شرایط کشت باکتری و استخراج ژنوم: آم
-LBمیکرولیتر محیط کشت استریل شده  200آسپتیک باز و با 

broth  کشت میکرولیتر آن را به محیط  100سوسپانسیون گردید؛
LB- broth  50ساعت گرمخانه گذاری شد. سپس  24تلقیح و 

منتقل  LB- Agarساعته به محیط کشت  24میکرولیتر از کشت 
گراد در سانتي 91کشت داده و در دمای و به صورت ایزولاسیون 

ساعت گرمخانه گذاری و رشد کلني ها،  24قرار داده شد. پس از 
ها را برداشته و به با لوپ استریل سرد شده تعدادی از کلني

بطور وارد و   STEبافر میکرولیتر محلول 400میکروتیوب حاوی 
 SDSدرصد  2میکرولیتر محلول 125گردید. سپس  محلولکامل 

با سر و اضافه و مولار به محلول  9استات سدیم میکرولیتر  250و 
دقیقه  5بمدت پس از آن کاملاً مخلوط شد. بار(  10ته کردن )

در این حالت ژنوم وارد مایع رویي  .شد( g 9000)وژ یسانتریف
گردد. محلول رویي را به لوله استریل منتقل و بعد از اضافه مي

( %100پروپانول سرد )یا اتانول خالص میکرولیتر ایزو 150کردن 
به آرامي مخلوط و به مدت یک ساعت و گاهي تا یک شب در 

درجه سانتیگراد قرار داده شد. پس از آن محلول  20فریزر منهای 
درجه سانتیگراد(  4و  g  12000دقیقه در  5سانتریفیوژ )به مدت 

ک شد. محلول رویي دور ریخته شد. سپس ته مانده کاملاً خش
 %10میکرولیتر اتانول  150روی ته مانده خشک شده  گردید. 

درجه  20ساعت قرار دادن آن در فریزر مهنای  1افزوده و پس از 
درجه  4و  g  12000دقیقه در  5سانتیگراد سانتریفیوژ )به مدت 

سانتیگراد( گردید. مایع رویي را دور ریخته و رسوب بطور کامل 
یا آب مقطر  TEمیکرولیتر بافر  50خشک گردید. به رسوب حاصل 

درجه سانتیگراد قرار داده  91دقیقه در  45استریل اضافه کرده و 
اندازه  حاصلDNA شد. سپس با استفاده از دستگاه نانودراپ غلظت 

نانوگرم در  10به آن محلول حاوی  TEگیری شد و با افزودن بافر 
هر میکرولیتر تهیه و در میکروتیوپ های استریل توزیع و نگهداری 
شدند. یک میکرولیتر از محلول ژنومي حاصل را )به عنوان تمپلیت( 

درجه  20وارد و در فریزر منهای  PCRهای مخصوص به تیوپ
 حاوی هایسانتیگراد نگهداری شد. در موقع لزوم هر یک از تیوپ

میکرولیتر تمپلیت از فریزر خارج و با تهیه گرادیان از آن جهت  1
 استفاده گردید.  PCRانجام 

 انتخاب پرایمر

در این تحقیق از دو جفت پرایمر استفاده شد. یک زوج پرایمر 
با استفاده از ژن رفرانس کواگولاز موجود در بانک ژن به شماره 

GenBank: M28521.1  و نرم افزارGeneScript  طراحي
گردید. زوج پرایمر دوم با بررسي مقالات منتشر شده، پرایمری که 
بیشتر مورد استفاده محققان قرار گرفته بود انتخاب گردید )جدول 

( و توسط شرکت سیناژن سنتز گردید. ترادف این پرایمرها به قرار 1
 زیر بود. 

 های بیوانفورماتیک زوج پرایمرها، باهمچنین، ضمن بررسي
کارآیي زوج پرایمرها به طور  In Silicoاستفاده از نرم افزار آنلاین 

 جداگانه بررسي شدند. 
  PCRواکنش 

انجام شد.  1طبق پروتکل ارایه شده در جدول  PCRواکنش 
 59از گرادیان درجه حرارت ) PCR به منظور بهینه سازی شرایط 

 20با حجم  PCR mix درجه سانتیگراد(، همچنین،  79الي 
 Amplicon ،1میکرولیتر مستر میکس  10میکرولیتر شامل 

 5میکرولیتر پرایمر فوروارد  1میکرولیتر آب مقطر استریل، 
میکرولیتر  10میکرومول، 5میکرولیتر پرایمر ریورز  1میکرومول، 

 100الي  10استخراج شده با گرادیان غلظت ) DNAمحلول 
ه ها به طور جداگان پیکوگرم در میکرولیتر( برای هر یک از نمونه

 C1000, Thermalنمونه ها با دستگاه  PCRتهیه گردید. سپس 

Cycler  ساخت شرکتBio- RAD  و برنامه دناتوراسیون اولیه با
دقیقه، دناتوراسیون ثانویه با  5درجه سانتیگراد به مدت  05دمای 
دقیقه، دمای اتصال پرایمرها  1درجه سانتیگراد به مدت  05دمای 
دقیقه، دمای  1درجه سانتیگراد به مدت  58ت )آنیلینگ(  به تمپل

 40دقیقه،  5اکستنشن اولیه و نهایي به ترتیب به مدت یک و 
میکرولیتر  1میکرولیتر با  PCR (9سیکل انجام شد. محصول 

درصد الکتروفورز )ولتاز اولیه  5/1فلورادی( با استفاده از ژل آگارز 
دقیقه( شد.  70به مدت  15دقیقه و سپس با ولتاژ  10به مدت  100

سپس تحت تابش نور مارورای بنفش )دستگاه ژل داک( مورد 
 بررسي قرار گرفت. 

 PCRاکنش فوق، با نتایج با مقایسه اندازه باندهای حاصل از و
، سکانس قطعات حاصل استخراج و In silicoمجازی نرم افزار 

آنزیمي  های برشبررسي های بیوانفورماتیکي، تعیین تعداد جایگاه
تیپ کواگولاز هر یک از سویه ها تعیین و ارتباط آنها با نوع 

 ارایه شده است. 1انتروتوکسین تولید شده بررسي و در جدول 

 نتایج
تیجه کشت باکتریولوژیک سویه های لیوفیلیزه شده رشد ن

باکتری را در محیط های مایع و نیز جامد نشان داد. بررسي نتایج 
استخراج شده  DNAاستخراج ژنومي نشان داد حداقل و حداکثر 

نانوگرم در میکرولیتر بود که همه نمونه های  175الي  100معادل 
نانوگرم در میکرولیتر تهیه  10غلظت  TEاستخراجي با افزودن بافر 

 شد. 
مجازی  PCRبخشي از نتیجه بررسي پرایمر انتخابي و انجام 

ارایه شده است. نتایج  1-در شکل in Silicoآن با نرم افزار آنلاین 
سویه  70حاکي از آن بود که این پرایمر قادر است از 

 سویه ژن کواگولاز را تکثیر نماید. 47استافیلوکوکوس آرئوس در 
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مجازی در  PCRنکته حایز اهمیت آن بود که قطعه تکثیر شده در 
 سویه های محتلف اندازه یکساني نداشتند. 

از یافته های مهم این تحقیق ان است که استفاده از ست 
مجازی حاصل گردید  PCRالگوی تکثیر قطعات مشابه  1پرایمر 
 (.  2-)شکل

چاهک  جفت باز؛ 514باند حدود  5و  9؛ چاهک 2-در شکل
باند حدود  12جفت بازی؛ چاهک  100استاندارد وزن مولکولي  11

باند  15و  14 19، 0، 8، 7، 4، 2، 1جفت باز؛ چاهک های  505
 جفت باز؛ چاهک 151باند حدود  10جفت باز؛ چاهک  717حدود 

 جفت باز را نشان داده است.  120و  110به ترتیب باندهای  19و   1
با دو ست  In- Silicoمجازی با نرم افزار  PCRمقایسه نتیجه 

 70پرایمر بکار برده شده در این تحقیق، حاکي از آن بود که از 
سویه به عنوان کواگولاز منفي و  14سویه استافیلوکوکوس آرئوس، 

سویه کواگولاز مثبت  47سویه کواگولاز مثبت حاصل گردید. این  47

(. در حالي که با ست 1-تیپ ژنتیکي هستند )جدول 1در بر دارنده 
سویه استافیلوکوکوس آرئوس ژن  70سویه از  14تنها در  IIپرایمر 

در حالي (. 1-تیپ بود )جدول 8کواگولاز تکثیر شد که در بر دارنده 
و بررسي ژن  Iکه در این تحقیق نتیجه استفاده از ست پرایمر 

 جودانتروتوکسیژن و استافیلوکوکوس آرئوسسویه  21کواگولاز در
 .ارایه شده اند 1-تیپ کواگولازی را نشان داد که در جدول 10

نشان داده شده است. فراوان ترین تیپ  1-چنانچه در جدول
بوده  1کواگولازی در سویه های بررسي شده در این تحقیق تیپ 

جفت باز( و بعد از آن تیپ کواگولازی  717است )قطعه تکثیر شده 
 داده شده است. جفت بازی نشان  952که با قطعه  4

نتیجه همسان ساازی تیاپ هاای کواگولاازی بررساي شاده 
نشااان  2-در ایاان تحقیااق بااا انتروتوکسیساایتي آنهااا در جاادول

 داده شده است.

 
 in Silicoمجازی با نرم افزار آنلاین  PCRنتیجه  .2-شکل

 
 های مختلف استافیلوکوکوس آرئوس را نشان داده است.که تکثیر ژن کواگولاز در سویه PCRهای الکتروفورز تعدادی از محصول .1-شکل
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استافیلوکوکوس  111ه حایز اهمیت آن بود که سویه یک نتیج
که با تست کواگولاز لوله  Cتولید کننده انتروتوکسین تیپ  آرئوس

ای مثبت گزارش شده بود در این تحقیق وجود ژن کواگولاز را 
 نشان نداد. 

نتایج تعیین الگوی برش آنزیمي با تعیین و شمارش سایت 
نشان داده شده است. یک  9-در جدول AluIهای برش با آنزیم 

 ه با یک جفت پرایمر در ژنوم هریافته مهم این تحقیق آن است ک
سویه استافیلوکوکوس آرئوس یک قطعه با طول معین تکثیر شده 
است که با قطعات تکثیر شده در سویه های دیگر متفاوت است. 

جفت بازی فاقد  952نکته حایز اهمیت دیکر آن بود که قطعه 
قطعات بیش   VIIIو  IV ،VI درسایت برش آنزیمي بود. همچنین 

جفت بازی نیز وجود داشت. 500از 

 در این تحقیق ارایه شده است. 1مجازی دو ست پرایمر با نتیجه حاصل از ست پرایمر  PCRمقایسه  .2-جدول

Set primer 1 in- Silico Set primer 2 in- Silico 
Set primer 1 in- Silico 

In this Study 

5′-ATA GAG ATG CTG GTA 

CAG G-3′ 

5′-GCT TCC GAT TGT TCG 

ATG C- 3 

5'-

TCGCTAGGCGCATTAGCAGTTG-

3' 

5'-TTGTGTTGGGCGAGCGCCAT-3' 

5′-ATA GAG ATG CTG GTA CAG 

G-3′ 

5′-GCT TCC GAT TGT TCG ATG C- 

3 

Type Size No Type Size No Type Size No 

1 676 22 1 1671 1 1 676 9 

2 514 4 2 1728 5 2 514 2 

3 595 10 3 1662 1 3 595 1 

4 594 1 4 1914 1 4 - - 

5 352 1 5 1617 1 5 352 4 

6 656 1 6 1557 2 6 - - 

7 657 5 7 1833 1 7 657- 1 

8 - - 8 1647 2 8 757 1 

9 - - 9 - - 9 1100 1 

10 - - 10 - - 10 1200 1 

  همسان سازی تیپ کواگولاز حاصل از این تحقیق و تیپ انتروتوکسیني این سویه ها که در تحقیق قبل تیپ بنده شده بودند را نشان داده است. .1جدول 

 شماره کد ها نوع انتروتوکسین جفت باز /تیپ کواگولاز فراواني تیپ کواگولاز

19% 

352 bp/ Type IV B 85075 5 

352 bp/ Type IV B and C  500501 0 

352 bp/ Type IV C 123 18 

352 bp/ Type IV D 102 20 

9.5%  
514 bp/ Type II  A++ 811915 9 

514 bp/ Type II  A++ 190 14 

4.76% 595 bp/Type III A 128 19 

42.85% 

676 bp/ Type I A+ 891525 1 

676 bp/ Type I A+ 85075 2 

676 bp/ Type I C 500501 7 

676 bp/ Type I A+ 1117 1 

676 bp/ Type I C 1021  8 

676 bp/ Type I C 120400 11 

676 bp/ Type I C 190 15 

676 bp/ Type I C 177 21 

676 bp/ Type I E 990510 4 

4.76% 657 bp/ Type VII E 110289 10 

4.76% 757 bp/ Type VIII E 145 17 

4.76% 1100 bp/ Type IX A++ and C++ 159 11 

4.76% 1200 bp/Type X A and C 172 10 

4.76% - C 111 12 
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 مجازی ژنوتیپ های مختلف ژن کواگولاز حاصل در این تحقیق PCR- RFLPنتایج  .9جدول 

 
 

 بحث
تحقیقات منتشر شده حاکي از آن است که استافیلوکوکوس 

سال گذشته دچار  100آرئوس باکتری گرم مثبتي است که طي 
تغییرات ژنتیکي و در نتیجه ظهور سویه هایي با ویرولانس زیاد از 

شده است که ضمن داشتن قدرت بیماری  USA 300جمله: سویه 
ها در سطح تي بیوتیکزایي بالا و نیز مقاومت به طیف وسیعي از آن

. علاوه بر تهدیدات زیستي ناشي از (21)جهان گسترش یافته است 
، آنزیم کواگولاز (91)این باکتری  Bعفونت ها و نیز انتروتوکسین 

آن یکي از عوامل مهم ویرولانس بوده و وجود آن در باکتری باعث 
وان گردد، بنابراین به عنمي هااستافیلوکوکوسافتراق آن از سایر 

یک تست تشخیص بیماریزایي از اهمیت زیادی برخوردار شده است 
. به دلایل نامعلوم پراکندگي سویه های مقاوم به متي سیلین (92)

های و نیز ظهور سویه (99)و نیز ونکومایسین از یک طرف 
استافیلوکوکوس کواگولاز منفي مقاوم به درمان باعث نگراني های 

یادی شده است. زیرا، گزارش کواگولاز مثبت یا منفي مبتني بر ز
درصد  05ای و اسلایدی با واکنش آنزیماتیک )آزمایش کواگولاز لوله

حساسیت و اختصاصیت(، قادر نیست ضمن پوشش همه سویه ها، 
. (94)علت منفي بودن تست را در سویه های جدا شده بیان نماید 

ي به خاطر وجود واریته های مختلف احتمالاً گزارش کواگولاز منف
آنزیم و نیز عدم شرایط لازم برای فعالیت آن باشد. تحقیقات اخیر 
در خصوص پاسخ های ایمني بیماران مبتلا به استئومیلیت با یا 

ا در رنقش احتمالي کواگولاز  استافیلوکوکوس آرئوسبدون دخالت 
حال، دست  . با این(95)ح کرده است ایجاد ضایعات استخواني مطر

یابي به جزئیات دقیق نقش این آنزیم و نیز ژنوتیپ مربوطه در 
 .مي باشدایجاد نکروز استخواني نیازمند تحقیقات بیشتر 

و  استافیلوکوکوسبررسي ژن کواگوالاز در سویه های مختلف 
طبقه بندی آنها احتمالاً ارایه دهنده روش های نوین تفسیر بیماری 

ن گردد. در تحقیقي وجود ژن کواگولاز های کنترل آزایي و روش

. (97)های کواگولاز منفي گزارش شده است درصد سویه 1/28در 
های کواگولاز ممکن است شرایط تولید برخي از به دلیل تنوع آنزیم

 آنها متفاوت و نیازمند بررسي بیشتر باشد.  
های ناشي در هر حال، به دلیل اهمیت و طیف وسیع بیماری

ویژه در مراکز بهداشت و درمان نظامي به وکوکوس آرئوساستافیلاز 
های اخیر به طور وسیعي مورد توجه ، این آنزیم در سال(91)

 پژوهشگران قرار گرفته است. 
با توجه به اهمیت تهدیدهای بالقوه انتروتوکسین های این 
باکتری از یک طرف و تولید انتروتوکسین های مهلک توسط سویه 

در موارد زیادی  (98)های کواگولاز منفي در نمونه های بالیني 
شدت بیماری زایي، طیف مقاومت آنتي بیوتیکي و توکسین زایي 

 منفي گزارش شده استاستافیلوکوکوس های کواگولاز مثبت و 
و عدم  I. چنانکه در گزارشي فراوني انتروتوکسین تیپ (40, 90)

در بین  Eو  Aوجود ژن های رمز کننده انتروتوکسین های تیپ 
 . (41)های حامل ژن کواگوالاز گزارش شده است سویه

از طرفي توانایي تولید انتروتوکسین در سویه های 
استافیلوکوکوس کواگولاز منفي مستلزم اثبات عدم بیان یا عدم 

. به این (42)وجود ژن فعال کواگولاز در این سویه ها مي باشد 
 استافیلوکوکوس آرئوسسویه  200ترتیب، در تحقیقي از بررسي 

ز با سه ژنوتیپ درصد( سویه ها؛ حامل ژن کواگولا 5/80) 171
سویه  21. در حالي که در تحقیق حاضر (49)مختلف بودند 

، هفت Iژن استافیلوکوکوس آرئوس با ست پرایمر انتروتوکسي
 ژنوتیپ کواگولازی را نشان داد. 

کواگولازی  IVنتایج این تحقیق حاکي از آن بود که ژنوتیپ 
. در بودند D و B ،Cتولید کننده ضعیف انتروتوکسین های تیپ 

تولید کننده قوی انتروتوکسین تیپ  IIحالي که ژنوتیپ کواگولازی 
A  بودند. همچنین، ژنوتیپ کواگولازیI  تولید کننده متوسط
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و  VIIهای کواگولازی بودند و ژنوتیپ Eو  A ،Cانتروتوکسین 
VIII  نیز تولید کننده انتروتوکسین تیپE  .بودند 

تولید کننده  IXنکته حایز اهمیت آن بود که ژنوتیپ کواگولازی 
بود. هر چند این گزارش اولین  C، و Aقوی انتروتوکسین های 

مورد در این خصوص نیست ولي در نوع خود منحصر به فرد مي 
باشد. زیرا، تمام سویه های مورد بررسي از نمونه های بالیني بودند 

ن تحقیق مي توان وجود ژنهای ایج ایو بنابراین، با استناد به نت
کننده تیپ های مختلف کواگولازی را با تیپ های مختلف رمز

ح ژن های کلاسیک هستند را توضیانتروتوکسین که از سوپرآنتي
داد. این موضوع از اهمیت زیادی برخوردار است، زیرا، تعیین تیپ 

واند ت کواگولازی و ارتباط احتمالي آن با یک انتروتوکسین خاص مي
نقش اساسي در مدیریت عفونت های استافیلوکوکوسي ارایه نماید.  
به عبارت دیگر، بر اساس یافته های این تحقیق شاید بتوان با 

س استافیلوکوکوتععین تیپ کواگولازی در سویه های مختلف 
حتي در سویه های به ظاهر کواگولاز منفي، توکسیژنیسیتي  آرئوس

ن توکسین آتولید خطرات ناشي از  بیني و ازباکتری را پیش
 پیشگیری کرد. 

نکته حایز اهمیت دیگر آن است که با وجود تعداد کم باکتری، 
تغییرات گسترده ژنوتیپي در ژن های کواگولاز بررسي شده در این 
تحقیق حکایت از ظهور سویه های جدید استافیلوکوکوس آرئوس 

رش آنزیمي انجام در نمونه های بررسي شده دارد. زیرا، الگوی ب
الگوی ژنتیکي را نشان داد که تاکنون در تحقیقات  8شده مجازی 

 دیگر گزارش نشده است. 
برای مثال، در یک تحقیق منتشر شده، با بررسي و تکثیر ژن 

لین مقاوم به متي سی استافیلوکوکوس آرئوسسویه  85کواگولاز در 
با اندازه های  نوع باند( 4تیپ مختلف کواگولاز ) 4موفق به تکثیر 

در حالي که در این  (20)جفت باز بود  815و  770، 709، 541
 (2و  1-جفت باز )جدول 1200الي  952نوع باند از  8تحقیق 

حاصل گردید. احتمالاً، دلیل این تغییرات وقوع گسترده نوترکیبي 
. (90)های کروموزومي در ژن های کواگولاز ذکر شده باشد 

ژنوتیپ کواگولازی با اندازه های  4گر وجود همچنین، در تحقیقي دی
 (19)جفت بازی گزارش گردیده است  802و  151، 505، 514

مقایسه نتایج آن با تحقیق حاضر حکایت از تغییرات فراواني در 
، 514سویه های حیواني و انساني دارد. هر چند در ژنوتیپ های  

سعه این جفت بازی مشترک هستند. هر چند ادامه و تو 151، 505
تحقیق با محدودیت هایي از جمله نبود کیت های تشخیص 
انتروتوکسین های شایع استافیلوکوکوس همراه بوده ولي نظر به 

 VBNCاین که در سالهای اخیر دخالت سویه های 
مطرح شده و به پیچیدگي طبقه بندی  استافیلوکوکوس آرئوس

نجام لذا، ا .فاکتور های بیماری زایي این باکتری افزوده شده است
ای مختلف تیپ هرفته ای مبتني بر بررسي بیان ژنوتحقیقات پیش

. این امر مي تواند به تعیین هدف باشدميآنزیم کواگولاز ضروری 
 برای طراحي واکسن کمک نماید.  

 گیرینتیجه
نتایج این مطالعه نشان داد، تکثیر ژن کواگولاز و همسان سازی 

های موجود یک روش ساده و دقیق بیوانفورماتیکي آن با رفرانس 
برای تیپ بندی استافیلوکوکوس آرئوس بوده و احتمالاً بتوان از این 

پ یهای توکسینیژنیسیتي باکتری پي برد. زیرا، تطریق به شاخص
کننده های قوی انتروتوکسین بود. در مشخص کواگولازی از تولید

واگولاز و کهر حال، احتمال وجود ارتباط ژنتیکي بین انتروتوکسین 
و ارتباط آنها ( agrC/agrAدر لوکوس ژني تنظیم کننده )سیستم 

با بیماری های آرتریت روماتوئید و آسم ممکن است وجود داشته 
باشد. لذا، در مرحله اول شناسایي تیپ کواگولاز و انتروتوکسین 

ژن کلاسیک( جهت پیشگیری و کنترل بیماری های )سوپرآنتي
 . مذکور حایز اهمیت است

ایان پبا توجه به این که این مقاله حاصل  تشکر و قدرداني:
در قالب طرح کارشناسي ارشد میکروب شناسي بوده که در نامه 

توسط شورای پژوهش دانشگاه به  441به شماره  14/12/07مورخ 
ها و مشاوره های ارزشمند داوران تصویب رسیده است. از راهنمایي
ن توسعه تحقیقات بالیني بیمارستامحترم، کارشناسان و نیز واحد 

 ازگردد. الله)عج( در انجام این پروژه تشکر و قدرداني ميبقیه
همکاری و مساعدت جناب آقای دکتر محمد جواد سلطانپور رئیس 

 م.تشکر و قدرداني مي نماییالله)عج( بیمارستان بقیهآزمایشگاه 
شناسان رهمچنین، از رئیس مرکز تحقیقات علوم میکروبي و نیز کا

آزمایشگاه میکروب شناسي تشکر و سپاس گذاری مي نماییم. به 
همین ترتیب از رئیس دانشکده پزشکي استاد محترم جناب آقای 

اند دکتر محمد رئیس زاده که با هزینه شخصي یاور این پروژه بوده
  قدرداني مي گردد. 
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