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 هــايماریاز ب ايگســترده فیان است که طمتداول در انس يزايماریاز عوامل ب اورئوس لوکوکوسیاستاف :زمینه و هدف

ژن  یکــینتتنــوع ژ یبررســ نیباشــد. همچنــیم يبــاکتر نیــا يزايماریکوآگولاز از عوامل مهم ب می. آنزکندیم جادیرا ا

 باشد.یم اورئوس لوکوکوسیاستاف يهازولهیا پیت نییتع یمولکول يهااز روش یکی (Coa) میآنز نیکننده اکد

ده از شــجــدا  اورئــوس لوکوسیاســتافنمونــه  150، 1397تا مهر  1396از اسفند  ،یمطالعه مقطع نیدر ا :روش بررسی

لعــه مــورد مطا اصفهان ی(ع) دانشگاه علوم پزشک نیالزهرا و امام حس یآموزش يهامارستانیادرار و خون از ب يهانمونه

 نیــژن ا ریــمتغ اریســکوآگولاز منطقه ب پیت نییعت ي، براCoa ینمونه با قطعه ژنوم ينوع باکتر دییاز تا پسقرار گرفتند. 

نوکلئاز انــدو میبا استفاده از آنــز یمیو سپس مورد هضم آنز ریتکث Polymerase chain reaction (PCR)در واکنش  میآنز

  قرار گرفت. یمورد بررس یمیقرار گرفت و تنوع طول قطعات هضم آنز AluIمحدودگر 

) %80( 36د تعــدا نیــو از ا دییــتا ییایمیوشــیب يهابــا تســت اورئوس لوکوکوسیستافانمونه  45نمونه  150از  ها:یافته

نمونــه  16در  bp750 ينمونــه و الگــو 20در  bp680 يالگــو ،PCR يالگوها نیها حامل ژن کوآگولاز بودند. در بنمونه

، چهــار الگــو Restriction fragment length polymorphism (RFLP)آزمــون  يبــرا یمیاز هضم آنز پسدست آمدند. هب

 340+340 ي)، الگــو%4/19نمونــه ( 7 در 470+280 ي)، الگو%4/44( نمونه 16در  400+280 يآمدند که الگو دستهب

  باشند.ی) م%6/19( نمونه 7 در 750بدون هضم  ي)، الگو%6/16( نمونه 6در 

 يجفــت بــاز PCR-RFLP ،280+400 يکــه الگــو دیــصورت گرفته مشــخص گرد شاتیبا استفاده از آزماگیري: نتیجه

 باشد.یجدا شده در اصفهان م اورئوس لوکوکوسیاستاف يهاغالب در نمونه يالگو

  .ئوساور لوکوکوسیاستاف ،مرازیپل يارهیواکنش زنج، پیتژنو ی،مقطع يهاپژوهش ،کواگولاز :لیديک لماتک

 

  
باشد که یکروکوکاسیه میاستافیلوکوك تنها جنس در خانواده م

 1.ها در پزشکی هستندها رایجترین ارگانیسماهمیت پزشکی دارد. آن

(که نقش  عرضه عوامل ضدمیکروبی و بهبودي بهداشت باوجود

هاي استافیلوکوکی در قرن ومیر بیماريموثري در کاهش شیوع و مرگ

  اي مهم زاهاريـعنوان بیمها بهم داشته است) هنوز استافیلوکوكـبیست

  

هاي از بیماري %80ها مسئول بیش از آن 1.اندبیمارستانی باقی مانده

از  پسشوند و باشند که در بالین بیمار یافت میچرکی می

هاي بیماران بستري در بیمارستان را اشرشیاکلی، دومین علت عفونت

 3گونه استافیلوکوك، فقط  20دهند. از میان به خود اختصاص می

و  اپیدرمیس استافیلوکوك، استافیلوکوك اورئوسها: گونه از آن

هاي امروزه عفونت اهمیت بالینی دارند. ساپروفیتیکوس استافیلوکوك

سیلین مقاوم به متی هايرئوسوا استافیلوکوكوسیله هایجاد شده ب

  مقدمه

 
  

 

  215تا  208هاي ، صفحه4شماره  ،77دوره ، 1398تیر ی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مقاله اصیل

 

  31/04/1398آنلاین:      24/04/1398پذیرش:      23/12/1397: ویرایش     14/12/1397دریافت:          چکیده
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چالش بزرگی براي سیستم بهداشت و درمان بوده و میزان بسیار 

  1- 3.را به خود اختصاص داده است ومیر بیمارستانیبالایی از مرگ

تواند نقش بسزایی را در مطالعات تایپینگ مولکولی می

هاي بیمارستانی بازي کند. با آگاهی از این اپیدمیولوژیک عفونت

یافته ژنوتیپینگ بخش مطلب در بسیاري از کشورهاي توسعه

از مطالعات سیستم بهداشت و درمان را به خود اختصاص  چشمگیري

   4.ها بهره ببرندها در کنترل عفونتا از آنداده ت

ی در مطالعات اپیدمیولوژیک مولکولار تایپینگ نقش اساس

در . دارد استافیلوکوکوس اورئوسطلب ناشی از هاي فرصتعفونت

هاي مولکولی براي هاي متنوعی از تکنیکهال اخیر روشسال

، الکتروفورز لدیفالکتروفورز پالساند همانند ژنوتیپینگ ارایه شده

بندي توالی با لوکوس متعدد ، تیپ(MLEE)آنزیمی با لوکوس متعدد 

)MLST(بندي با ژن ، تیپSpa روش  5و4بندي کوآگولاز.و ژنوتیپ

فیلد هرچند کاراترین روش تایپینگ مولکولی الکتروفورز پالس

است. به همین دلیل  برزمانباشد ولی تکنیک پیچیده، گران و می

هاي ساده، سریع و ارزان یابی به تکنیکدر جهت دستهایی تلاش

انجام پذیرفت. مطالعات مختلف نشان داد تکثیر مناطق ژنی بسیار 

-Polymerase chain reaction)متغیر و آنالیز هضم آنزیمی محصول 

restriction fragment length polymorphism, PCR-RFLP)  یکی از

 استافیلوکوکوس اورئوس هاي کارا در تایپینگ مولکولیروش

   4- 6.باشدمی

علت داشتن کند بهین کوآگولاز را کد مییکه پروت Coaژن 

تواند مرف است و میبسیار پلی 3´هاي متغیر در ناحیه کدکننده توالی

ناحیه  .هاي این باکتري مورد استفاده قرار گیرددر متمایز کردن جدایه

فت بازي تشکیل شده ج 81هاي تکراري از توالی Coaمتغیر ژن 

هاي مختلف ها در سویهاست که تعداد تکرار این توالی

استافیلوکوکوس متغیر است. در بسیاري از کشورها تعیین ژنوتیپ 

هاي نظارتی هاي سیستمبخشی از برنامه استافیلوکوکوس اورئوس

ها تعیین ارتباط کلون ها،سویهخواستگاه ابزار مهمی در مطالعه  و بوده

 7.میولوژي موارد شیوع استو اپید

-PCRدلیل وجود چند شکلی در ژن کواگولاز که با تکنیک به

RFLP تواند می این روشتوان نتیجه گرفت که قابل ردیابی است می

به منظور ردیابی  استافیلوکوکوس اورئوسدر مطالعه ژنوتیپ باکتري 

مورد ها براي اهداف اپیدمیولوژیک، این چند شکلی خواستگاهمنبع و 

تواند ها میهاي ناشی از این چند شکلیاستفاده قرار گیرد. تفاوت

دلیل تفاوت در میزبان پاتوژن و یا تفاوت در مخازن این باکتري به

 7و4.باشد

و هضم آنزیمی ژن کواگولاز به  PCR-RFLPاستفاده از تکنیک 

اي جهت تعیین ژنوتیپ طور گستردهدلیل سهولت و سرعت بالا به

هاي مختلف مورد استفاده قرار اي بالینی در آزمایشگاههجدایه

بندي یک روش مناسب جهت طبقه PCR-RFLPگیرد. روش می

بر افزونباشد. این روش می استافیلوکوك اورئوسهاي مختلف نمونه

ه نتایج آسان، ارزان و مناسب جهت مطالعات اپیدمیولوژیک، قادر یارا

اسپورادیک در جنس خاصی از هاي اپیدمیک و به تمایز بین گونه

 6و5.باشدها میباکتري

 RFLPو  PCRبیوگرام و ارتباط این تست با الگوهاي روش آنتی

ولی  ،باشدیک روش مناسب جهت تایپینگ مولکولی می Coaژن 

هاي مربوط به مقاومت مشکلی که این روش دارد این است که ژن

ایپینگ با این زومی باشد. بنابراین جهت توممکن است خارج کروم

در  mec Aهاي مقاومت داخل کرومزومی (ژن روش فقط ژن

MRSA4- 7.دهند) این پتانسیل را از خود نشان می  

از نظر  استافیلوکوکوس اورئوسنمونه  150در پژوهش حاضر 

دار ابررسی، وجود و عدم وجود ارتباط معن Coaمورفیسم در ژن پلی

وضعی یا سیستمیک بودن و نوع عفونت بالینی (م Coaبین ژنوتیپ 

  آن) بررسی گردید.

  

  
هاي خون، از نمونه رئوسواستافیلوکوکوس اهاي بالینی نمونه

هاي مراکز درمانی الزهرا و کننده به آزمایشگاهادرار بیماران مراجعه

آوري ، جمع1397مهر  تا 1396امام حسین (ع) شهر اصفهان از اسفند 

و به آزمایشگاه منتقل گردید. یک کلنی از باکتري مورد مطالعه گشته 

ساعت  48تا  24صورت خطی کشت داده شد. پس بر محیط به

C در حرارت ،انکوباسیون
در این محیط در نتیجه  انکوبه گردید. 37 °

هاله زرد  استافیلوکوك اورئوسهاي تخمیر مانیتول در اطراف کلنی

  گردد.رنگ مشاهده می

اي یک قطره سرم فیزیولوژي را به گوشه از لام شیشه روي یک

عنوان کنترل و در گوشه دیگر یک قطره پلاسما قرار داده شد. با لوپ 

  بررسیروش 

 
  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
6-

23
 ]

 

                               2 / 8

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-9763-fa.html


  

              و همکار مهرداد محمدي                      210

 
  215تا  208 ،4، شماره 77، دوره 1398 تیری تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش

 

استریل مقداري از کلنی باکتري در هر یک از دو قطره مخلوط گردید 

تا سوسپانسیون یکنواختی تهیه گردد. سپس از نظر تشکیل لخته هر 

موجب تجمع سریع و  افیلوکوك اورئوساستدو قطره بررسی گردید. 

گردد. در صورتی که سوسپانسیون در شکل تشکیل لخته در لام می

یک محلول شیري رنگ صاف و یکنواخت باقی بماند نشان از منفی 

  بودن تست دارد.

ml 4-3  پلاسماي حاوي ضد انعقاد انسان در یک لوله آزمایش

ه بکشت داده شد و  باکتري مورد مطالعه در آن .استریل ریخته شد

C ساعت در دماي 4 تا 1 مدت
ل نگهداري و مرتب از نظر تشکی 37 °

وله د. اگر پس از این مدت زمان تشکیل لخته در لیگردلخته بررسی 

گذاریم. براي یک شب در حرارت اتاق باقی می .آزمایش مشاهده نشد

 ندساعت لخته کن 24هایی که نتوانند پلاسما را در مدت ارگانیسم

  شوند.عنوان کواگولاز منفی در نظر گرفته میبه

استفاده از اپلیکاتور چوبی، مقدار کمی از کشت خالص  با

ارگانیسم از محیط آگار مغذي به سطح یک لام خشک و تمیز منتقل 

بر روي  )2O2H( %3گردد. بلافاصله یک قطره از پراکسید هیدروژن می

نظر آزاد شدن  هاي موجود بر روي سطح لام ریخته ازکلنی

هاي مشاهده گیرد. حبابهاي گاز اکسیژن مورد بررسی قرار میحباب

دهندة وجود آنزیم کاتالاز در میکروارگانیسم است که شده نشان

  گردد.موجب شکسته شدن پراکسید هیدروژن به آب و اکسیژن می

به صورت لوپ  DNase test agarباکتري مورد مطالعه در محیط 

 ساعت در دماي 24تا  18 ها به مدتسپس پلیت ،دهپر کشت داده ش

C
 DNaseهاي گردند. پس از انکوباسیون، روي پلیتانکوبه می 37 °

test agar  سطح پلیت و ریخته  %1/0ساده، معرف تولوئیدین بلو

هاي هاي مثبت هالهشود. در نمونهبا این ماده پوشانده می کاملطور به

یا محل تلقیح در محیط کشت ی شفاف کاملاً مشخصی اطراف کلن

  گردد.مشاهده می

هاي گرم مثبت باکتري DNAجهت استخراج از کیت استخراج 

)Genomic DNA extraction kit, CinnaGen, Tehran, Iran, Cat. # 

PR881614(  24از کشت  ،کیتدستورکار  براساسگردید. استفاده 

در این آزمایش  د.ساعته باکتري در محیط نوترینت آگار استفاده گردی

استافیلوکوك ی نهایی باکتري اختصاصی جهت شناسایهاي از پرایمر

با استفاده از ژن کواگولاز و تایید آن با استفاده قطعه ژنومی  اورئوس

S rRNA23  با تکنیکPCR، 8.)1 (جدول استفاده گردید  

  
   استافیلوکوك اورئوسدر  23S rRNAو  Coaهاي هاي پرایمرهاي مورد استفاده جهت تکثیر ژن: سکانس1جدول 

 جفت پرایمرهاي مورد استفاده (′3-′5)  هاي پرایمرهاتوالی (bp)اندازه محصول واکنش  منبع

ookeyH 13و همکاران   
673  

ATA GAG ATG CTG GTA CAG G  Coa forward  
GCT TCC GAT TGT TCG ATG C  Coa reverse  

Hookey 13و همکاران   
1250  

ACGGAGTTACAAAGGACGAC  23Sr RNA forward primer  
AGCTCAGCCTTAACGAGTAC  23S r RNA reverse primer  

  در نظر گرفته شد. C° 57 دماي اتصال براي تکثیر هر دو ژن 

  
 Coa /23S rRNAبرنامه دستگاه ترموسایکلر جهت تکثیر ژن  :2جدول 

  نام مرحله )°C( دما  (دقیقه) زمان  تعداد تکرار چرخه

  Initial Denaturation  94  4  بار یک

  Denaturation  94 1  بار 30

1 57  Annealing  

1 72  Extention  

  Final extention  72  10  بار یک
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 ,.AluI (Thermo Fisher Scientific, Incدر این آزمایش از آنزیم 

Waltham, MA, USA)  .استفاده گردیدAluI  در نواحی از ژن که

کند. برش ایجاد می Cو  Gد بین بازهاي باش AGCTداراي توالی 

 200هاي درون میکروتیوب PCRاز محصول  µl 10 مقدار

 AluI، آنزیم Nuclease-freeآب  µl 18 سپس ،میکرولیتري ریخته شد

به آن اضافه گردید. پس از  µl 2 هر کدام Buffer Tango 10Xو 

در  ،ساعت 16مخلوط کردن اجزاي واکنش میکروتیوپ به مدت 

دقیقه  20ساعت ویال به مدت  16انکوبه گردید. پس از  C° 37اي دم

مهار گردد. در  AluIقرار گرفت تا فعالیت آنزیم  C° 65در بن ماري 

نهایت محصول با انجام عمل الکتروفورز بر روي ژل آگارز مشاهده 

   9.گردید

از محیط کشت مولر هینتون براث درون لوله  cc5 در ابتدا حدود 

مک  5/0سپس به منظور ایجاد کدورت  .ته و استریل شدآزمایش ریخ

ساعته باکتري با استفاده از لوپ استریل  24فارلند مقداري از کشت 

در مرحله بعدي سواپ استریل را به محیط  .در این محیط تلقیح شد

کشت نوترینت براث حاوي باکتري مورد نظر وارد کرده سپس به 

ن آگار کشت انجام گردید. صورت چمنی بر روي محیط مولر هینتو

بیوتیک هاي آنتیسپس بلافاصله با استفاده از پنس استریل دیسک

(شرکت پادتن طب) شامل: کلیندامایسین، سفازولین، جنتامایسین، 

سیلین، نیتروفرونتوئین، ونکومایسین، کلوگزاسیلین، آمپی

کوتریموکسازول، سیپروفلوکساسین، اریترومایسین، سفالکسین، 

کلاو، سفالتین و تتراسایکلین بر سیلین، آموکسیین، آموکسیسیلمتی

ها به فاصله روي محیط مولر هینتون آگار قرار داده شدند. این دیسک

cm 2 از دیسک مجاور و cm 2 از لبه پلیت بر روي محیط کشت قرار 

ساعت در  24داده شدند. سپس محیط کشت مورد نظر به مدت 

ساعت میزان مقاوت یا  24پس از قرار گرفت.  C° 37انکوباتور 

گیري قطر حاله عدم رشد مشخص ها با اندازهحساسیت باکتري

  گردید.

  

  
هاي کوکسی گرم مثبت تخمیر نمونه از باکتري 45در این بررسی 

هاي کننده مانیتول در محیط مانیتول سالت آگار با قابلیت تولید آنزیم

 استافیلوکوکوسعنوان به DNaseولاز، همولیزین و کاتالاز، کوآگ

فراوانی  شناسایی و مورد مطالعه قرار گرفت. درصد اورئوس

هاي و از نمونه %6/26ادرار هاي بالینی هاي جدا شده از نمونهباکتري

  .باشدمی %21خون برابر با 

 ژن PCRبا استفاده از  استافیلوکوك اورئوسنمونه  45 تمامی

23S rRNA ورد شناسایی مولکولی قرار گرفتند که پس از م

جفت  1250 کمابیشالکتروفورز ژل آگارز باندهایی با وزن مولکولی 

  .باز حاصل شد

استافیلوکوکوس بالینی  36از تکثیر منطقه متغیر ژن کوآگولاز 

 bp680دو دسته محصول با طول باند  PCRدر واکنش  رئوسوا

 15نمونه از کشت خون و  5 دست آمدههب نمونه 20)، که از 56%(

 دست آمده،هبنمونه  16که از  )bp750 )44%و  باشدمی نمونه از ادرار

باشد، به دست می نمونه از کشت ادرار 5نمونه از کشت خون و  11

  ).  2 شکل( آمدند

جدایه  Coa 36 منطقه متغییر ژن PCRاز هضم محصولات 

الگوي  4در نهایت  Alu Iبا استفاده از آنزیم  استافیلوکوکوس اورئوس

دست هفراوانی این الگوهاي ب ).4و  3 شکل( مختلف مشاهده گردید

 16در  400+280الگوي  - 1 باشد کهها بدین صورت میآمده از نمونه

 -3)، %4/19نمونه ( 7 در 470+280 الگوي -2، )%4/44( نمونه

 750 الگوي بدون هضم -4)، %6/16( نمونه 6در  340+340 الگوي

  ).%6/19( نمونه 7 در

هاي موردنظر از بیوگرام بر روي تمامی نمونهتست آنتی

انجام پذیرفت که نتایج درصد مقاومت هر  هااستافیلوکوك اورئوس

هاي مورد استفاده به بیوتیکهاي مختلف نسبت به آنتییک از نمونه

  باشد:صورت زیر می

، %10، جنتامایسین %23، سفازولین %23کلیندامایسین 

، ونکومایسین %27، نیتروفورنتائین %73سیلین، آمپی%53لوگزاسیلین ک

، اریترومایسین %17، سیپروفلوکساسین %13، کوتریموکسازول 7%

، %60سیلین ، آموکسی%75سیلین ، متی%13، سفالکسین 47%

  . %20، تتراسایکلین %47، سفالتین %27 کلاوآموکسی

نمونه مشاهده  20که در  bp680: الگوي PCRدر بین الگوهاي 

         سیلین بودند و الگوي) مقاوم به متی%60( نمونه 12شده بود، 

bp750  مقاوم %50( نمونه هشت ،نمونه مشاهده شده بود 16که در (

که  400+280: الگوي RFLPسیلین بودند و در بین الگوهاي به متی

  یلینس) مقاوم به متی%50( نمونه هشتنمونه مشاهده شده بود  16در 

  هایافته
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 لوکوکوسیاستاف يباکتر 23S rRNAژن  PCRالکترفورز محصول  :1شکل 

 لوکوکوسیاستاف ینیبال يهانمونه PCR: محصول 5تا  2 يها: مارکر، ستون1ستون . اورئوس

  اورئوس

  
  

  

  

  

  

  

  

: 3: مارکر، ستون 2 و 1ستون . Coaژن  ریمنطقه متغ PCRالکترفورز محصول  :2 شکل

  bp680 باند 4. ستون bp750باند 

  
  

  

  

  

  

  

، bp100: مارکر 1ستون . 340+340و  RFLP 280+470 يالکتروفورز الگو :3 شکل

  bp280+470: باند 4. ستون bp340: باند 2ستون 

  

  

  

  

  

  

  

 باند 5 و 4، 2: مارکر. ستون 1ستون . 340+340و  RFLP 400+280 الگوي :4 شکل

bp400+280باند 3 . ستون :bp340  

  
نمونه مشاهده گردیده بود هر  هفتکه در  bp470+280الگوي  بودند،

 bp750سیلین مقاوم بودند، الگوي نسبت به متی )%100نمونه ( هفت

) نسبت به %85نمونه ( ششنمونه مشاهده گردیده بود  هفتکه در 

نمونه  ششکه در  bp340سیلین مقاوم بودند و در نهایت الگوي متی

سیلین مقاوم ) نسبت به متی%100( هنمون ششهر مشاهده شده بود 

  بودند.

  

  
الگوهاي  ودست آمده در این مطالعه جزههاي ژنتیکی بالگوي

غالب در مطالعات مختلف چه در ایران و چه در سایر نقاط جهان 

 جفت باز).± 20(البته با تفاوت  باشندمی

انجام گرفته در کشور هاي از الگوهاي مشاهده شده در پژوهش

و همکاران اشاره کرد که الگوهاي  Saeiهاي توان به یافتهایران می

PCR 680  همچنین  10.اندرا گزارش داده 780وMomtaz  و همکاران

آخرین مطالعه در ایران  11.اندجفت بازي را گزارش داده 730الگوي 

یمی باشد که از دو هضم آنزهمکاران میو  Motamedifarگزارش 

هاي مجزا ها را با هم مقایسه کرده و در بخشاند و آناستفاده کرده

 Hookeyدر سایر نقاط جهان  12.اندتحلیل و گزارش خود را ارایه داده

و همکاران  Janwithayanuchitجفت بازي،  660و همکاران الگوي 

 730و همکاران الگوي  Aslantasجفت بازي،  735و  654الگوهاي 

و  Sanjivجفت بازي و  670و همکاران الگوي  Moonجفت بازي، 

  بحث
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البته در  13- 17.اندجفت بازي را مشاهده کرده 680همکاران الگوي 

 Coaمورفیسم ژن مطالعاتی که در نقاط مختلف جهان در مورد پلی

الگوي ژنتیکی حاصل از  4و یا بیش از  4 کمابیشانجام پذیرفته 

ها تعدد در چند شکلی مشاهده گردیده است که این PCRواکنش 

  ممکن است به دلیل تعداد نمونه هاي بالا در مطالعات ذکر شده باشد. 

ش الگوي مشاهده شده حاصل از واکن 4در مطالعه حاضر در بین 

RFLP،  و کمترین شیوع،  400+280بیشترین شیوع مربوط به الگوي

 مشابه با کمابیشباشد. که الگوهاي می 470+280مربوط به الگوي 

و همکاران که الگوي  Momtazاین دو ژنوتایپ در مطالعات 

را مشاهده  490+240و همکاران که الگوي  Aslantasو  240+490

   11و5.اند به چشم خورده استکرده

جفت بازي (حاصل هضم آنزیمی محصول  340الگوي تک بانده 

PCR 680 340 باند روي هم افتاده 2دهنده جفت بازي) که نشان 

و  Sanjivباشد که نمونه این نوع الگو در مطالعات می جفت بازي

 جفت بازي که حاصل هضم آنزیمی 300همکاران با الگوي تک باند 

در  17.باشد مشاهده گردیده استجفت بازي می PCR 600الگوي 

 جفت بازي که این عدم هضم احتمالاً  750نهایت الگوي بدون هضم 

توسط آنزیم محدود  Coaدلیل وجود جهش در ناحیه برش ژن به

باشد که نمونه این نوع الگوهاي بدون هضم در می Alu1کننده 

مشاهده گردیده  و همکارانشان Yaşar Tel ،Gülerمطالعات 

با محل  RFLPو  PCRاز لحاظ وجود ارتباط بین الگوهاي  19و18.است

هاي ضایعه مختلف ضایعه، پراکندگی الگوهاي یاد شده در محل

 حلمدار بین ااین امر نشان دهنده عدم ارتباط معن مشاهده گردید و

هاي ها با پژوهشباشد که این یافتهضایعه و الگوهاي موردنظر می

Talebi-Satlou  هاآن در مطالعات .نداشت یهمخوانو همکاران 

هاي پوست و دستگاه ادراري به یک الگوي از عفونت %70حدود 

 ي یک الگوي ژنتیکی درشد که غالبیت بالاژنتیکی خاص مربوط می

   20دهد.هاي ضایعه خاص را نشان میمحل

دست هو همکاران ارتباط بین الگوهاي ژنتیکی ب Tiwariهمچنین 

سیلین)، محل ضایعه و (مقاوم یا حساس به متی آمده را با نوع باکتري

هاي موردنظر از آن بخش هاي مختلف بیمارستان که نمونهبخش

ورد مطالعه قرار دادند و با توجه به نوع دست آمده بودند را مهب

-PCRهاي مختلف، روش دست آمده در بخشهپراکندگی الگوهاي ب

RFLP 21.را یک روش مناسب جهت تایپینگ مولکولی مطرح کردند 

توان به می شانو همکاران Talebi-Satlou ،Tiwariهاي باتوجه به یافته

هاي نمونه این نتیجه رسید که یک زیر مجموعه ژنتیکی در

طور ویژه براي ایجاد عفونت در نقاط به استافیلوکوك اورئوس

مختلف بدن به خوبی سازگار شده است. این در حالی است که نوع 

طور ها بههاي مختلف از باکتريسازگاري هاي ژنتیکی بین گونه

تواند متفاوت باشد و عوامل مختلفی ممکن است در می چشمگیري

  ش داشته باشند.این نوع سازگاري نق

و حساسیت ومقاومت  RFLPو  PCRدر مورد ارتباط الگوهاي 

 PCRهاي داراي الگوي نمونه از %50سیلین، ها نسبت به متینمونه

جفت  PCR 680هاي داراي الگوي از نمونه %60جفت بازي و  750

  سیلین مقاومت نشان دادند. بازي نسبت به متی

 470+280داراي الگوي  هاي، نمونهRFLPدر بین الگوهاي 

جفت بازي نسبت به  PCR 750حاصل هضم آنزیمی الگوي 

، RFLPرا از خود نشان دادند و در الگوي  %100سیلین مقاومت متی

 PCRحاصل هضم آنزیمی الگوي  400+280هاي داراي الگوي نمونه

سیلین از خود نشان را نسبت به متی %50جفت بازي مقاومت  680

   دادند.

 و همکاران، پس Hookeyعات مشابه انجام گرفته توسط در مطال

 10هاي مختلف، بر روي باکتري Coaاز انجام عمل هضم آنزیمی ژن 

قط در فالگو  4الگو،  10الگوي متفاوت ایجاد گردید که از میان این 

   13.مشاهده گردید MRSAهاي نمونه

 و Tiwariو  Boswihi ،Janwithayanuchitهمچنین در مطالعات 

هاي خاص در نمونه RFLP-PCRغالبیت نسبی الگوهاي  شانهمکاران

MRSA گیري توان نتیجهاز مطالعه حاضر می 22و21و14.مشاهده گردید

هاي روشی آسان جهن تعیین تیپ PCR-RFLPکرد که تکنیک 

 نگرسیلین بوده و نتایج بیامقاوم به متی هايرئوسواستافیلوکوك ا

ه در منطق استافیلوکوکوس اورئوسهاي تنوع ژن کوآگولاز در نمونه

جفت بازي الگوي  PCR-RFLP 280+400باشد و الگوي اصفهان می

  غالب بوده است.

عنوان ین مقاله حاصل بخشی از طرح تحقیقاتی بها :سپاسگزاري

هاي هاي کوآگولاز در بیماريبررسی الگوي توزیع ژنتیکی ژن"

لوم پزشکی و خدمات مصوب دانشگاه ع "عفونی منطقه مرکزي ایران

می باشد که با  399420به کد  1397بهداشتی درمانی اصفهان در سال 

  حمایت دانشگاه علوم پزشکی اصفهان اجرا شده است.
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Background: Staphylococcus aureus is a common pathogen in human that can be the 

cause of a wide range of infectious diseases including bacteremia, pneumonia, cellulitis, 

and osteomyelitis and skin and soft tissue infections. The coagulase enzyme is one of 

the most important virulence factors of this bacterium. The polymerase chain reaction-

restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) Coa pattern is one of the 

molecular base typing methods. Molecular typing plays an important role in 

epidemiological studies of nosocomial infection, such as methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) infection. The PCR-RFLP Coa gene technique 

provides a useful preliminary method to monitor variations in MRSA populations. We 

were done Coa-RFLP typing according to the method of Hookey et al., with some 

modifications. 

Methods: In this cross-sectional study, one-hundred fifty isolates of S. aureus from 

urine and blood samples of patients that collected from educational hospitals of Imam 

Hossein and Al Zahra Isfahan University of Medical Sciences, Iran, from February 

2018 to October 2018 were analyzed. After bacterial confirmation of isolates by Coa 

gene in polymerase chain reaction (PCR) technique, to perform coagulase gene typing, 

the repeated units encoding hypervariable regions of the coagulase gene of S. aureus 

were amplified by PCR. This was followed by AluI restriction enzyme digestion and 

analysis of restriction fragment length polymorphism (RFLP) patterns. 

Results: Of 150 samples, 45 isolated of S. aureus were confirmed by biochemical 

methods. Of previous positive samples, 36 (80%) isolates carried Coa gene. Two 

different genotypes of Coa gene were obtained that include bp680 fragment in 20 

specimens and bp750 fragment in 16 specimens. After enzymatic digestion by AluI 

restriction enzyme for RFLP, four different restriction patterns were obtained that 

including, the 280+400 pattern in 16 specimens (44.4%), 280+470 pattern in 7 

specimens (19.4%), 340+340 pattern in 6 specimens (16.6%) and 750 patterns without 

digestion were in 7 specimens (19.6%). 

Conclusion: Using the present experiments, it was determined that the PCR-RFLP 

pattern, 280+400, was the dominant pattern in the Staphylococcus aureus samples 

isolated in Isfahan. 
 

Keywords: coagulase, cross-sectional studies, genotype, polymerase chain reaction, 

staphylococcus aureus. 
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