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چکیده

استافیلوکوکوس اورئوس از عوامل بیماریزای متداول در انسان و دام است که طیف وسیعی از بیماریها را ایجاد میکند و آنزیم کوآگولاز از عوامل مهم بیماریزای این باکتری می باشد. همچنین بررسی تنوع ژنتیکی ژن کد کننده این آنزیم (coa)  یکی از روش های مولکولی تعیین تیپ جدایه های استافیلوکوکوس اورئوس می باشد. در این مطالعه 30 جدایه بالینی استافیلوکوس اورئوس جدا شده از نمونه های مختلف مثل ادرار، پوست و خون در رشت مورد استفاده قرار گرفت. برای تعیین تیپ کوآگولاز منطقه بسیار متغیر ژن این آنزیم در واکنش PCR تکثیر وسپس مورد هضم آنزیمی با استفاده از آنزیم اندونوکلئاز محدودگر AluI قرار گرفت و تنوع طول قطعات هضم آنزیمی مورد بررسی قرار گرفت. در مجموع در واکنش PCR دو نوع محصول ( به طول های 680 و 750 جفت باز) و شش الگوی مختلف RFLP (280+400, 280+470،340+340  و عدم هضم قطعه 750 جفت بازی) بدست آمد. نتایج بیانگر تنوع ژن کوآگولاز در جدایه های استافیلوکوکوس اورئوس در منطقه می باشد و الگوی PCR-RFLP 280+400 جفت بازی الگوی غالب بوده است
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1-1- مقدمه
استافیلوکوک تنها جنس در خانواده میکروکوکاسیه می باشد که اهمیت پزشکی دارد. استافیلوکوک ها، کوکسی های گرم مثبت و بی هوازی اختیاری هستند که با آرایش خوشه انگوری رشد می کنند. نام استافیلوکوک از ریشه یونانی استافیل(به معنای یک خوشه انگور) و کوکوس(به معنای یک دانه یا حبه) گرفته شده است. برای اولین بار این واژه در توصیف ارگانیسم هایی استفاده شده که در ترشحات چرکی زخم های جراحی وجود داشته اند.  
[bookmark: _GoBack]استافیلوکوک ها در همه جا یافت می شوند. آنها رایج ترین ارگانیسم ها در پزشکی هستند. علی رغم عرضه عوامل ضد میکروبی و بهبودی بهداشت( که نقش موثری در کاهش شیوع و مرگ و میر بیماری های استافیلوکوکی در قرن بیستم داشته است) هنوز استافیلوکوک ها به عنوان بیماری زاهای مهم بیمارستانی باقی مانده اند. آنها مسئول بیش از 80% از بیماری های چرکی می باشند که در بالین بیمار یافت می شوند و بعد از اشرشیا کلی، دومین علت عفونت های بیماران بستری در بیمارستان را به خود اختصاص می دهند. جایگاه طبیعی اولیه استافیلوکوک ها، سطح بدن پستانداران می باشد که در آن ارگانیسم ها به تعداد زیادی یافت می شوند.  در تطابق با زندگی انگل ، استافیلوکوک ها با استعداد ترین و موفق ترین باکتری های بیماری زا هستند. اگر سد دفاعی بدن میزبان به علت جراحت و یا جراحی، آسیب ببیند و ارگانیسم ها در بافت زمینه ای نفوذ کنند قدرت تهاجمی نهفته آنها آشکار خواهد شد. از هنگامی که جریان خون مورد تهاجم قرار می گیرد استافیلوکوک ها می توانند اندوکاردیت حاد و ضایعات متاستیک منتشر را ایجاد کنند. فاکتور عمده ای که موجب شده است تا اینکه علی رغم عرضه بسیاری از آنتی بیوتیک های ضد استافیلوکوکی (در مدت 40 سال گذشته) باز هم ارگانیسم ها بقای خود را حفظ کنند این ویژگی مربوط به توانایی آنها در مقاوم شدن در برابر عوامل ضد میکروبی است. سوش های مقاوم در برابر پنی سیلین(و مشتقات آن) و همراهی این سوش ها با درگیری های اپیدمیک عفونت های شدید بیمارستانی، بیشترین توجه را به خود جلب کرده است از میان 20 گونه استافیلوکوک، فقط 3 گونه از آنها : استافیلوکوک اورئوس، استافیلوکوک اپیدرمیس و استافیلوکوک ساپروفیتیکوس اهمیت بالینی دارند. سوش های جوان برخی از استافیلوکوک ها پیگمان زرد را تولید می کنند. این ارگانیسم ها تحت عنوان استافیلوکوک اورئوس نامیده شدند تا از سوش های با قدرت بیماری زایی کمتر(استافیلوکوک های تولید کننده کلونی سفید) متمایز شوند. تولید پیگمان ویژگی متغیری در استافیلوکوک ها است و ارتباط آن با بیماری زایی قطعی نیست. امروزه توانایی تولید کواگولاز جایگزین نوع پیگمان در کلونی ها شده است. توانایی تولید کواگولاز مفید ترین معیار تشخیص برای استافیلوکوک اورئوس می باشد.اگر چه که استافیلوکوک اورئوس مهمترین بیماری زا برای انسان می باشد، استافیلوکوک های کواگولاز- منفی نیز از عوامل بیماری زا در عفونت های بیمارستانی هستند (10 , 8 )    استافیلوکوکوس اورئوس یکی از پاتوژن های مهم و دومین عامل شایع در عفونت های بیمارستانی می باشد که مسئول عفونت های سطحی پوست تا بسیاری از عفونت های جدی نظیر سپتی سمی ، اندوکاردیت و استئومیلیت در افراد بستری در بیمارستان ها و از عوامل شایع مرگ و میر در بیماران تحت همودیالیز می باشد(7 , 8 , 10 ).
[image: ][image: ]
تصویر1-1-  تصاویر سمت راست وچپ به ترتیب توسط میکروسکوپ های نوری و الکترونی از باکتری استافیلوکوک اورئوس گرفته شده است
 
1-2- بیان مساله
 از آنجا که مقاومت نسبت به داروهای ضد میکروبی در حال گسترش است و استافیلوکوکوس اورئوس بیش از اکثر باکتریهای دیگر مقاومت دارویی نشان می دهد مکانیسم های دفاعی سیستم ایمنی به عنوان استراتژی ضد میکروبی این باکتری بسیار مورد توجه می باشد. از طرفی استافیلوکوکوس اورئوس به روش های مختلفی در برابر مکانیسم های دفاعی بدن مقاومت کرده یا از آن می گریزد. تولید آنزیم کوآگولاز توسط استافیلوکوکوس اورئوس بسیار مورد توجه میکروب شناسان بالینی بوده به عنوان یک شاخص مهم در شناسایی این باکتری به حساب می آید. آنزیم کوآگولاز در استافیلوکوک اورئوس یک آنزیم خارج سلولی می باشد که عملکرد ی همانند عمل تبدیل فیبرینوژن به فیبرین دارد که توسط ترومبین کاتالیز می گردد. کواگولاز-ترومبین نه تنها موجب انعقاد فیبرینوژن می گردد بلکه موجب فعالیت پروتئولیتیک و استرئولیتیک نیز می گردد. کواگولاز با ایجاد سدی از فیبرین در دور محل ضایعه، استافیلوکوک را در مقابل فاگوسیتوز به وسیله گلبول های سفید محافظت می کند(8).  ژن coa که پروتئین کوآگولاز را کد می کند به علت داشتن توالی های متغیر در ناحیه کدکننده ´3 بسیار پلی مورف است و می تواند در متمایز کردن جدایه های این باکتری مورد استفاده قرار گیرد. ناحیه متغیر ژن coa از توالی های تکراری 81 جفت بازی تشکیل شده است که تعداد تکرار این توالی ها در سویه های مختلف استافیلوکوکوس اورئوس متغیر است(44,101 ).در بسیاری از کشور ها تعیین ژنوتیپ استافیلوکوکوس اورئوس بخشی از برنامه های سیستم های نظارتی بوده ابزار مهمی در مطالعه منشاء سویه ها ،تعیین ارتباط کلون ها و اپیدمیولوژی موارد شیوع است. مولکولار تایپینگ نقش اساسی در مطالعات اپیدمیولوژیک عفونت های فرصت طلب ناشی از استافیلوکوکوس اورئوس دارد. کاراترین روش تایپینگ مولکولی Pulsed Field gel Electrophoresis می باشد که تکنیک پیچیده، گران و وقت گیری است. به همین دلیل تلاش هایی در جهت دست یابی به تکنیک های ساده ، سریع و ارزان انجام پذیرفت. مطالعات مختلف نشان داد تکثیر مناطق ژنی بسیار متغیر و آنالیز هضم آنزیمی محصول (PCR-RFLP) یکی از روش های کارا در تایپینگ مولکولی استافیلوکوکوس اورئوس می باشد. در پژوهش حاضر 30 جدایه استافیلوکوکوس اورئوس از نظر پلی مورفیسم در ژن coa بررسی ، وجود و عدم وجود ارتباط معنی دار بین ژنوتیپ coa و نوع عفونت بالینی ( موضعی یا سیستمیک بودن آن ) بررسی می گردد.
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تصویر 1-2- مکانیسم تبدیل فیبرینوژن به فیبرین
1-3- اهمیت و ضرورت
 شیوع گسترده و اهمیت بهداشتی عفونت های ناشی از استافیلوکوکوس اورئوس سبب شد در سراسر دنیا، تحقیقات گسترده در مورد ژن های موثر در پاتوژنز و شناسایی بیوتیپ ها و ژنوتیپ های مختلف این باکتری انجام گیرد. کوآگولاز به عنوان مهم ترین عامل پاتوژنز در استافیلوکوکوس شناخته شده است( 8 ). با توجه به اهمیت استافیلوکوکوس اورئوس در عفونت های بیمارستانی ، آگاهی از میزان تنوع ژنتیکی این باکتریها در منطقه در برنامه های کنترل ، پیشگیری ، درمان و پیش آگهی از پیامد عفونت حایز اهمیت می باشد(8 , 7).
1-4- اهداف پژوهش
هدف از این تحقیق  بررسی الگوهای ژنتیکی آنزیم کواگولاز استافیلوکوک اورئوس جدا شده از نمونه های بالینی و همچنین بررسی رابطه بین الگوی ژنتیکی آنزیم کواگولاز و نوع عفونت بالینی ناشی از این باکتری می باشد.
1-5- استافیلوکوک اورئوس
 استافیلوکوک اورئوس یک کوکسی فاقد تحرک با قطر تقریبی 8/0 تا 1/0 میکرون می باشدکه در سه محور تقسیم شده و تجمعات نا منظم از سلول هایی شبیه به خوشه انگور را به وجود می آورد. در اسمیرهای برداشت شده از کشت که در محیط های جامد رشد کرده باشند باکتری ها در شکل تجمعات خوشه انگوری و نا منظم هستند اما در کشت های آبگوشت ترجیحاً زنجیره های کوتاه و فرم های دیپلوکوک، رایج تر می باشند. تعداد معدودی از سوش ها کپسول و یا لابه لعابی تولید می کنندکه قدرت بیماری زایی ارگانیسم را فزایش می دهد. استافیلوکوک اورئوس یک ارگانیسم گرم مثبت میباشد اما سلول های کهنه و ارگانیسم های فاگوسیتوز شده به صورت گرم منفی دیده می شوند(7 , 8 , 10).
1-6- جزئیات ساختمانی وتشکیلات سلول
 ساختار زیربنایی استافیلوکوک مشابه با بقیه ارگانیسم های گرم مثبت می باشد. در مقاطع نازکی که از سلول های مرحله لگاریتمی برداشته شده باشد نوکلئوئید، مزوزوم و یک غشای سیتوپلاسمی سه ردیفی آشکار می شود که به وسیله ناحیه پری پلاسمی از دیواره سلول متمایز می گردد. در سوش های کپسول دار، یک لایه فیمبریه شکل و یا یک لایه کپسولی نیز ممکن است دیده شود. دیواره سلولی استافیلوکوک اورئوس مشتمل بر سه جزء اصلی: پپتیدوگلیکان، اسیدتیکوئیک و پروتئین A می باشد. محتوای اصلی این اجزاء دیواره سلولی در متمایز کردن استافیلوکوک از میکروکوک و استافیلوکوک اورئوس از استافیلوکوک اپیدرمیس مفید است. پپتیدوگلیکان در حدود 40 تا 60 درصد از وزن دیواره سلولی را به خود اختصاص می دهد.مقادیر بقیه اجزای دیواره سلولی متغییر است (7 , 8  ).
1-6-1- پپتیدوگلیکان
در استافیلوکوک ساختمان اولیه پپتیدوگلیکان از ابزارهای متمایز کننده گونه ها می باشد. مانند آنچه در اغلب باکتری ها دیده می شود بخش گلیکان حاوی واحد های تکراری ان-استیل گلوکز آمین و ان-استیل مورامیک اسید است که به وسیله پیوند های β-1و4- گلیکوزیدی   به یکدیگر اتصال یافته اند . در استافیلوکوک ها، تمامی واحد های ان – استیل مورامیک اسید زنجیره های تتراپپتیدی را حمل می کنند که به توسط پل های پنتاگلایسین به زنجیره تتراپپتیدی از رشته پپتیدوگلیکان مجاور، اتصال می یابند. این پل های عرضی موجب استحکام دیواره سلولی استافیلوکوک شده و به بقای ارگانیسم در بافت های میزبان کمک می کند (20, 51, 71 ).
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تصویر1-3- ساختار پپتیدوگلیکان در استافیلوکوکوس اورئوس  
1-6-2- اسید تیکوئیک
در استافیلوکوک اورئوس، اسید تیکوئیک دیواره باکتری از نوع ریبیتول فسفات می باشد. اسید تیکوئیک ، یک جزء اصلی گیرنده فاژ در استافیلوکوک اورئوس می باشد. علاوه بر این، اسید تیکوئیک نقش مهمی را در نگهداری عملکرد طبیعی فیزیولوژیک بر عهده دارد(118).  اسید تیکوئیک به توسط تنظیم محیط کاتیونی سلول باکتری، فعالیت آنزیم های اتولیتیک(که در رشد دیواره سلولی و جدا شدن سلول های دختری شرکت دارند) را کنترل می کند. موتانت هایی وجود دارند که به طور کامل فاقد اسید تیکوئیک می باشند. در مطالعاتی که بر روی این موتانت ها انجام گرفته نشان داده شده است که پلیمر اسید تیکوئیک برای بقاء ارگانیسم، ضروری نیست اما این موتانت هایی که در برابر فاژ مقاوم هستند نسبت به ارگانیسم های نوع وحشی، رشد آهسته تری دارند و سلول های بزرگ، جدا نشده و دیواره عرضی غیر طبیعی را ایجاد می کنند(10, 101).
1-6-3- پروتئین A 
پروتئین A، جزء پروتئینی عمده در دیواره سلولی استافیلوکوک اورئوس می باشد. در حدود 30 درصد از این پروتئین در جریان رشد سلول در درون محیط آزاد می شود (7). این پروتئین یک آنتی ژن میباشد که برای اغلب سوش های استافیلوکوک اورئوس اختصاصی است و در بقیه استافیلوکوک ها و یا میکروکوک ها وجود ندارد. این پروتئین در سلول باکتری با پیوند کووالانسی به ساختمان پپتیدوگلیکان متصل می شود  به طور یکنواخت در تمامی دیواره سلولی توزیع می گردد. خصوصیت منحصر بفرد این پروتئین، توانایی بروز واکنش های غیر اختصاصی با ایمونوگلوبولین هاست(31, 121 , 122).
1-7- فیزیولوژی
1-7-1- صفات کشت
استافیلوکوک، بی هوازی اختیاری است اما در شرایط هوازی رشد بیشتری دارد. بعضی سوش ها به افزایش فشار دی اکسید کربن نیز نیاز دارند. رشد در محدوده درجه حرارت وسیعی از 6.5 درجه سانتی گراد تا 37 درجه می باشد. PH اپتیمم رشد در محدوده 7 تا 7.5 می باشد اما در محدوده 4.2 تا 9.8 نیز رشد می کند. استافیلو کوک ها، نیاز های غذایی پیچیده ای دارند اما به خوبی بر روی اغلب محیط های رایج آزمایشگاهی( از قبیل آگار غذایی و آگار تریپتی کیز سوی) رشد می کنند. برای جدا سازی اولیه آنها( از نمونه های بالینی)، آگار خون گوسفند توصیه می شود. خون انسان حاوی مهار کننده غیر اختصاصی و آنتی بادی است لذا در تهیه آگار خون دار نبایستی مورد استفاده قرار گیرد (7).
در سطح پلیت آگار، کلونی ها اندازهایی در حدود قطر 1 تا 4 میلی متر داشته، صاف، مات، کروی و کمی محدب هستند. در جدا سازی اولیه، اغلب استافیلوکوک اورئوس ها کلونی های زرد طلایی تولید می کنند. رنگ کلونی ها می تواند مربوط به پیگمان های کاروتنوئید باشد که به شدت متغیر بوده و از پرتقالی تیره تا زرد کم رنگ متفاوت است. این تنوع در رنگ کلونی ها معیار با ارزشی برای جدا سازی استافیلوکوک اورئوس از استافیلوکوک اپیدرمیس است. بهترین شرایط برای تولید پیگمان در هنگامی است که ارگانیسم ها برای 24 ساعت در دمای 37 درجه سانتی گراد نگهداری شده و سپس برای 24 تا 28 ساعت دیگر در دمای اتاق باقی بمانند. در شرایط بی هوازی و یا در محیط های مایع، هیچ پیگمانی تولید نمی شود.ارگانیسم هایی که همولیزین محلول را تولید می کنند( در سطح محیط کشت آگار خون دار) منطقه ای از همولیز بتا رادر اطراف کلونی های خود به وجود می آورند(7 , 8 , 129).
1-7-2- متابولیسم
انرژی در مسیر های تنفسی و تخمیری هر دو به دست می آید. در شرایط مناسب رشد، هر یک از مسیر های گلیکولیز، ار قبیل مسیر پنتوز فسفات و چرخه اسید سیتریک فعال هستند. استافیلوکوک در شرایط پتانسیل اکسیداسیون – احیاء بالا و پایین هر دو، توانایی رشد دارد که مزیت مناسبی برای ارگانیسم می باشد تا اینکه بتواند در مسکن های طبیعی در سطوح مخاطی و در رقابت با بقیه گونه های باکتریال فلور مخلوط میکروبی( در محل عفونت) به رقابت بپردازد ( 34 , 112, 133).
سلول هایی که در شرایط هوازی رشد می کنند آنزیم کاتالاز را تولید می نمایند. در کشت آگار خون دار که در آنها تست کاتالاز انجام می شود بایستی از انتقال گلبول های قرمز(در همراهی با ارگانیسم)اجتناب شود، کاتالاز در سلول های گلبول های قرمز وجود دارد بنابراین، حضور آن در مخلوط باکتری ممکن است عامل بروز واکنش مثبت کاذب شود ( 7 , 8 ).
1-7-3- شناسایی
توانایی تولید آنزیم کواگولاز( آنزیم لخته کننده پلاسما) مناسب ترین و قابل قبول ترین ویژگی در مقاصد تشخیصی است. تقریباً 97 درصد از استافیلوکوک هایی که از نمونه های پاتولوژیک به دست می آیند این آنزیم را آزاد می کنند. در آزمون بررسی تولید کواگولاز، بایستی از تست لوله ای استفاده شود. تست اسلایدی در مقاصد غربالی مفید است و ممولاً نتایج آن به خوبی با تست لوله ای مطابقت دارد. در تست اسلایدی، حضور یک فاکتور توده ای کننده در سطح باکتری ارزیابی می شود که از آنزیم کواگولاز آزاد متمایز می باشد. ارزشمندی تست اسلایدی نسبت به روش لوله ای کمتر است (7).
1-8- طبقه بندی
 1-8-1- تعیین تیپ باکتریوفاژ
اغلب سوش های استافیلوکوک اورئوس لیزوژن هستند. آنها فاژهایی را حمل می کنند که خودشان در برابر این فاژها مصون هستند اما می توانند اعضای بقیه گونه ها را لیز کنند. حساس بودن سوش های استافیلوکوک اورئوس در برابر انواعی از فاژهای معتدل می باشد که در مطالعات اپیدمیولوژیک مفید است( 24).
الگوی فاژی سوش های مختلف، اساساً مربوط به سه گروه وسیع از فاژها است و به گروه هایی از فاژها که این سوش ها را به عنوان میزبان انتخاب می کنند اشاره می کند. فاژهای درون هر گروه، با یکدیگر بی ارتباط هستند و خصوصیات مرفولوژیک و سرولوژیک متفاوتی دارند. تعیین گروه سوش ها چندان تصادفی نیست. مثلاً سوش های گروه 2 غالباً همراه عفونت های پوستی(از قبیل زرد زخم و پمفیگوس نوزادی) هستند و تولید انتروتوکسین ترجیحاً منحصر به گروه فاژی 3 می باشد. تیپ های فاژی گروه 3 در حملات عفونت نوزادی و دریافت کننده های جراحی به ویژه از گروه سالمندان و کارکنان بیمارستانی شرکت دارند. سوش هایی که موجب بیماری پوسته ریزی می شوند معمولاً به فاژ گروه 2 تعلق دارند و اغلب آنها فقط توسط فاژ 71 لیز می گردند(17, 53, 70). 
فقط استافیلوکوک های کواگولاز مثبت ممکن است با این فاژها تعیین تیپ شوند. برای تعیین تیپ فاژ، هر فاژ اختصاصی که در سوش استافیلوکوک مربوط به خود رشد کرده است از سلول های باکتری(توسط روش سانتریفیوژ و فیلتراسیون)جدا می شود.سپس بعد از رقیق سازی مناسب، یک قطره از سوسپانسیون فاژ را در سطح محیط کشت آگار( که در آن کشت جوانی از ارگانیسم وجود دارد) منتقل می کنند. پلیت محیط کشت در مجاورت هوا خشک شده و به مدت یک شب در دمای 30 درجه سانتی گراد نگهداری می شود. نتایج تعیین تیپ فاژ بر اساس فاژهایی است که موجب لیز شدید شده اند (  7 , 19).
1-8-2- ژنتیک
انعطاف پذیری شدید استافیلوکوک همواره موجب اشکال در شناسایی یک استافیلوکوک اورئوس شاخص می باشد. اهمیت این انعطاف پذیری(در علم پزشکی) مشخص نشده بود تا اینکه به طور ناگهانی سوش های مقاوم در برابر پنی سیلین و سایر آنتی بیوتیک های دیگر، پا به عرصه وجود گذاشتند. مشکلات عدیده درمانی و اپیدمیولوژی که به توسط این سوش های مقاوم در برابر دارو به وجود آمد لزوم انجام مطالعات ژنتیکی را بر روی استافیلوکوک آشکار نمود(7). این نکته مشخص شده که در استافیلوکوک اورئوس، بیشترین موارد مقاومت در برابر آنتی بیوتیک، وابسته به پلاسمید بوده و ژنتیک استافیلوکوک مشابهت زیر بنایی با ژنتیک اشرشیاکلی دارد (73).
در ارگانیسم های طبیعی در حدود 10 درصد کل DNA طبیعی سلول مربوط به DNA پلاسمید می باشد. از آنجایی که این شاخص های ژنتیکی می توانند به سرعت گسترش یابند لذا سلول هایی که این پلاسمید ها را داشته باشند( نسبت به سلول هایی که فاقد این پلاسمید می باشند) در هنگام تغییر در شرایط محیط،  قدرت بقای بیشتری دارند. دو کلاس متمایز از پلاسمید در استافیلوکوک، نشان داده شده است.یک کلاس از این پلاسمیدها، پلاسمید های نسبتاً بزرگی هستند که در اغلب موارد انواعی از شاخص های مقاومت قابل تشخیص را حمل می کنند و به تعداد محدود در سلول وجود دارند. این پلاسمید های بزرگ به خودی خود قابل انتقال نیستند و یا اینکه می توانند فرایند شبه کونژوگاسیون را واسطه گری کنند. کلاس دوم، متشکل از پلاسمید های کوچکی است که هر یک از این پلاسمید ها فقط یک شاخص مقاومت را حمل می کنند و در کپی های متعدد وجود دارند. بهترین مثال در ارتباط با مقاومت با واسطه گری پلاسمید، تولید پنی سیلیناز در استافیلوکوک اورئوس می باشد. بسیاری از سوش ها این توانایی را در پلاسمید های 18 تا 21 مگادالتون حمل می کنند. در اغلب موارد، این پلاسمید ها شاخص های مقاومت در برابر بعضی از فلزات سنگین، مقاومت در برابر اریترومایسین، اسید فوزیدیک و یا امینوگلیکوزید ها را نیز حمل می کنند (65، 43).  بعضی از این شاخص ها در استافیلوکوک اورئوس، بخشی از توالی های  DNA  هستند که در شکل  ترانسپوزون در جایگاه های متعدد کروموزومی و یا پلاسمیدی، مکان خود را تغییر می دهند. پلاسمید ها نیز می توانند به طور کامل و پایدار در درون کروموزوم وارد شوند. در استافیلوکوک اورئوس، تعدادی از شاخص های ترانسپوزون توصیف شده اند: ترانسپوزون Tn 551 مشابه با بسیاری از ترانسپوزون های اشرشیاکلی می باشد. این پلاسمید توانایی الحاق در انواعی از جایگاه های کروموزومی و پلاسمیدی را دارد. ترانسپوزون هایی که مقاومت در برابر جنتامایسین را کد می کنند مقاوت در برابر توبرامایسین و کانامایسین را نیز کد می نمایید (7 , 73, 64).
در استافیلوکوک ها ، باکتریوفاژها ارتباط نزدیکی با بیان شدن  وانتشار شاخص های مقاومت در برابر آنتی بیوتیک دارند. باکتریوفاژها به توسط ترانسداکشن و یا کونژوگاسیون وابسته به فاژ، انتقال مقاومت در برابر آنتی بیوتیک را واسطه گری می کنند. اغلب نمونه های بالینی استافیلوکوک اورئوس، یک یا چند پروفاژ را حمل می کنند که احتمالاً در داخل کرومزوم باکتری وارد می شوند. از میان تعداد زیادی از فاژهای استافیلوکوک فقط فاژهای مربوط به سرگروه B، قدرت انجام ترانس داکسیون را دارند و می توانند پلاسمید ها را منتقل کنند ( 139 ). در طبیعت، ترانس داکشن به طور فراگیر انجام می شود.تقریباً هر خصوصیتی از باکتری می تواند با فرکانسی در حدود 4-10 تا 10-10 بر حسب واحد تشکیل دهنده پلاک از فاژ منتقل شود. 
در میان استافیلوکوک ها، یک مکانیسم کونژوگاسیون نیز(غیر وابسته به باکتریوفاژ) برای انتقال پلاسمید های مقاوم در برابرآمینوگلیکوزید به اثبات رسیده است. این پلاسمیدهای کونژوگاسیونی مقاومت در برابر جنتامایسین به عنوان بخشی از فرایند کونژوگاسیون، توانایی به حرکت در آوردن پلاسمید هایی با مقاومت مشابه غیرکونژوگاسیونی را دارند. این مکانیسم کونژوگاسیونی که در انتقال ژن ها شرکت دارد مکانیسمی برای انباشتگی شاخص های متعدد مقاومت در درون استافیلوکوک ها است که در جریان یک فرایند واحد انتقال به وقوع می پیوندد (7).
بعضی از سوش های استافیلوکوک اورئوس، ژن هایی از پلاسمید را برای تولید باکتریوسین حمل می کنند.از بسیاری از جهات این ژن ها مشابه با فاکتورهای کولیسین زا در باکتری های روده ای هستند. تولید باکتریوسین محدود به سوش های فاژ گروه 2 از استافیلوکوک اورئوس می باشد. استافیلوکوکسین، یک پروتئین مقاوم در برابر حرارت و متمایز از بقیه محصولات خارج سلولی استافیلوکوک اورئوس است که یک محصول اختصاصی فاژ می باشد. استافیلوکوسین طیف اثر وسیعی بر روی باکتری ها دارد و استرپتوکوک های بتاهمولیتیک، پنوموکوک ها، بقیه استافیلوکوک ها، کورینه باکتریوم ها و گونه های جنس باسیلوس را شامل می شود. باکتری های گرم منفی و سوش هایی از استافیلوکوک که استافیلوکوکسین را تولید می کنند در برابر آن مقاوم هستند (14).
اگر چه پلاسمید ها در سنتز تعدادی از فاکتور های بیماری زایی استافیلوکوک شرکت دارند اما نقش واقعی آنها به عنوان ژن های ساختمانی یا تنظیم کننده شناخته نشده است. در ارتباط با توکسین آلفا ژن های مربوط به تولید توکسین بر روی ترانسپوزون هستند. برای سنتز توکسین اکسفولیاتیو ژن های کروموزوم و پلاسمید هر دو شرکت دارند، به ترتیبی که هر یک از آن ها گونه های متمایزی از توکسین را تولید می کنند(7, 132,116). 
1-8-3- مقاومت
استافیلوکوک ها نسبت به بسیاری از باکتری های فاقد اسپور در برابر شرایط نامساعد محیط، مقاوم تر هستند. آنها در چرک و یا خلط خشک شده برای چندین هفته و در سطح شیب دار آگار برای چندین ماه زنده باقی می مانند. اغلب سوش ها در برابر حرارت نسبتاً مقاوم می باشند و برای کشته شدن آنها دمایی به میزان 60 درجه سانتی گراد برای 1 ساعت مورد نیاز خواهد بود. علاوه بر این، استافیلوکوک ها نسبت به بسیاری از باکتری های دیگر، مقاومت بیشتری در برابر ضدعفونی کننده های شیمیایی رایج( از قبیل فنل ها و کلرید جیوه ) دارند اما مشابه با بقیه ارگانیسم های گرم مثبت در برابر غلظت هایی از اسید های چرب و رنگ های قلیایی(که اغلب ارگانیسم های گرم منفی را مهار نمی کنند) حساس می باشند (7 , 8 ).
1-9- ساختمان آنتی ژن
 پاسخ فاگوسیتی میزبان، یک فاکتور سرنوشت ساز در شروع و پیشرفت عفونت های استافیلوکوکی است. در این فرایند، قدرت تشخیصی و ایمنی میزبان به آنتی ژن های سلولی استافیلوکوک( به ویژه آنتی ژن های سطحی آن) بستگی دارد که شاخص های بزرگی را تشکیل می دهند. ساختمان آنتی ژن استافیلوکوک اورئوس، پیچیده می باشد و از میان 30 آنتی ژن فقط خصوصیات بیولوژیک و شیمیایی تعداد معدودی از آنها به خوبی شناخته شده است (7).
 1-9-1- اسید تیکوئیک
اسید تیکوئیک، شاخص آنتی ژنی بزرگ در تمام سوش های استافیلوکوک اورئوس می باشد که یک ریبیتول اسید اختصاصی در دیواره سلولی است. مولکول ان – استیل گلوکز آمین، شاخص سرولوژیک در این پلی ساکارید می باشد. در دیواره سلولی باکتری، اسیدتیکوئیک در شرایط غیر محلول و در همراه با پپتیدوگلیکان است که برای آزاد شدن آن آنزیم های لیتیک مورد نیاز هستند. در استافیلوکوک اپیدرمیس، اسید ریبیتول تیکوئیک یافت نمی شود بلکه به جای ان اسید اسید تیکوئیک گلیسرول وجود دارد (118, 134).  
اغلب بالغین، یک واکنش ازدیاد حساسیت جلدی از تیپ فوری را بر ضد اسید تیکوئیک دارند و مقادیر کمی از آنتی بادی های پرسی پی تان در سرم آنها یافت می شود. در مبتلایان به عفونت های اخیر استافیلوکوکی از قبیل آندوکاردیت یا باکتریمی، مقادیر بالایی از آنتی بادی های اسید تیکوئیک تولید می شود اما در باکتریمی موقت استافیلوکوکی،  افزایش در آنتی بادی های اسید تیکوئیک، غیر شایع می باشد. 
اسید تیکوئیک خارج سلولی، مسئول مصرف شدن سریع اجزای اولیه کمپلمان از C1 تا C2 (در سرم انسان) می باشد.فعال شدن کمپلمان در نتیجه تشکیل شدن کمپلکس ایمنی در میان آنتی ژن و آنتی بادی های IgG اختصاصی انسان است. به این ترتیب، اسید تیکوئیک موجب فعال شدن واکنش های بی نتیجه و عقیم مصرف کننده کمپلمان می شود و استافیلو کوک ها را در برابر اوپسونیزاسیون وابسته به کمپلمان محافظت می کند(7 , 92, 137). 
1-9-2- پروتئین A
پروتئین A ، یک آنتی ژن اختصاصی گروه و منحصر به سوش های استافیلوکوک اورئوس می باشد. 90 درصد از این پروتئین در اتصال کووالانسی با پپتیدوگلیکان دیواره سلولی است. در جریان رشد سلول، پروتئین A در محیط کشت نیز آزاد می گردد. این مقدار از پروتئین A که در محیط کشت آزاد می شود در حدود 30 درصد تمام پروتئین A را تشکیل می دهد که توسط ارگانیسم تولید شده است (7). پروتئین A یک زنجیره واحد پلی پپتیدی (به وزن مولکولی 42 کیلو دالتون) می باشد. 4 واحد تیروزین که به طور کامل در سطح سلول باکتری نمایان شده اند مسئول فعالیت بیولوژیک می باشند. 
منحصر به فرد بودن پروتئین A  مربوط به توانایی آن در واکنش با IgG طبیعی در اغلب گونه های حیوانی است. در درون گونه ها، این واکنش ممکن است محدود به بعضی از زیر گروه های IgG  باشد. بر خلاف واکنش اختصاصی آنتی ژن – آنتی بادی، در این واکنش، قطعه Fab ایمونوگلوبولین شرکت نمی کند بلکه قطعه Fc شرکت دارد. در پروتئین A ، 5 ناحیه متفاوت وجود دارد. 4 دومن با همگونی زیاد که به قطعه Fc آنتی بادی متصل می شوند( آنتی بادی های IgG1، IgG2، IgG4 وهمچنین IgM وIgA)  دومن پنجم که به دیواره سلولی باکتری اتصال می یابد اما به قطعه Fc آنتی بادی متصل نمی شود (25).
پروتئین A انواعی از اثرات بیولوژیک را موجب می شود. این پروتئین اثرات شیمیو تاکسی ضد کمپلمان و ضد فاگوسیتوزی دارد که واکنش های ازدیاد حساسیتی و آسیب پلاکتی را ایجاد می کند. اثرات میتوژنی دارد و فعالیت کشندگی طبیعی، لنفوسیت های انسان را تقویت می کند. اگر چه ارتباط خوبی در میان تولید پروتئین A و فعالیت کواگولاز وجود دارد اما هیچ ارتباطی در زمینه حضور یا فقدان پروتئین A و خصوصیت بیماری زایی دیده نمی شود ( 46, 96, 131).
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تصویر1-4- وجود پروتئین A در سطح دیواره سلولی استافیلوکوک اورئوس و اتصال آنتی بادی IgG از ناحیه FC به این پروتئین
 1-9-3- پپتیدوگلیکان
پپتیدوگلیکان استافیلوکوکی، هر دو پاسخ های ایمنی هومورال و سلولار را تحریک می کند. به این ترتیب که تقریباً تمامی اشخاص طبیعی، آنتی بادی هایی را در سرم خود بر ضد پپتیدوگلیکان دارند. این آنتی بادی ها ترجیحاً از کلاس IgG هستند که می توانند از جفت عبور کنند. در عفونت های استافیلوکوک اورئوس( به ویژه در مرحله باکتریمی)، آنتی بادی IgG بر ضد پپتیدوگلیکان افزایش می یابد. 
این آنتی بادی ها به لحاظ داشتن قدرت اوپسونیزه کنندگی فواید بالقوه ای دارند. افزایش این آنتی بادی ها ممکن است زمینه ساز ابتلاء به اختلالات کمپلکس ایمنی در بعضی از بیماران باشد.]20, 71, 135[
1-9-4- فاکتورهای توده ای کننده
جزئی از دیواره سلولی استافیلوکوک اورئوس  که موجب توده ای شدن استافیلوکوک ها( در حضور پلاسما) می شود تحت عنوان فاکتور تودهای کننده شناخته می شود. این جزء از دیواره سلولی به فیبرینوژن انسان اتصال می یابد و از نظر مکانیسم عملکرد و خصوصیات آنتی ژنی از کواگولاز آزاد متفاوت است.
جزء متصل شونده به فیبرینوژن تقریباً همواره در سوش هایی یافت می شود که کواگولاز خارج سلولی را تولید می کنند.سوش های کپسول دار، یک واکنش توده ای کنندگی منفی را نشان می دهند که احتمالاً به علت پوشیده شدن فاکتور توده ای کننده به توسط پلی ساکارید خارج سلولی می باشد(7).
1-9-5- پلی ساکارید کپسولی
داشتن کپسول ویژگی متغییری در استافیلوکوک اورئوس می باشد. اگر چه فقط تعداد معدودی از سوش ها کپسول مشخص را نشان می دهند اما احتمالاً در بدن موجود زنده، داشتن کپسول، پدیده نادری نیست. بسیاری از سوش هایی که از نمونه های بالینی به دست می آیند( در تست کردن با آنتی سرم اختصاصی) آنتی ژن های پلی ساکاریدی را در سطح سلول نشان می دهند. این آنتی ژن ها قدرت ضد فاگوسیتوز دارند. آنها در واکنش های متقابل در میان کمپلکس اسید تیکوئیک – پپتیدوگلیکان و کمپلمان ( که ترجیحاً در مسیر آلترناتیو فعال شده) مداخله می کنند( 6, 7 , 8).
1-10- عوامل موثر در بیماری زایی
 یکی از ویژگی های اساسی انگل موفق توانایی بقاء در یک میزبان حیوانی است. در این ارتباط، استافیلوکوک استثنائاً توانایی تطابقی بالقوه ای دارد. از میان مهمترین آنها توانایی اتصال یافتن به انواعی از پروتئین های حیوانی در ماده پیوندی خارج سلولی و در هم شکستن سد های طبیعی در بافت های میزبان است. استافیلوکوک برای انواعی از پروتئین های ذاتی حیوانی، آنزیم های ئیدرولیتیک دارد. این آنزیم ها که در محیط آزاد می شوند در موفقیت و توانمندی ارگانیسم شرکت می کنند. پروتئازها، لیپازها، استرازها و لیازها از میان آنزیم های مهمتری هستند که استقرار ارگانیسم ها در پوست و غشای مخاطی میزبان را تسهیل می کنند. برای بقاء در بدن انسان یک انگل موفق باید بتواند بر سیستم های دفاعی میزبان غلبه کند. برای مدت زمان بیش از نیم قرن، انواع وسیعی از آنزیم های خارج سلولی، توکسین ها و اجزاء سلولی سوش های بیماری زای استافیلوکوک مورد بررسی قرار گرفته اند اما در حال حاضر، هیچ فاکتور واحدی به عنوان تنها عامل ایجاد کننده بیماری شناخته نشده است. قدرت بیماری زایی استافیلوکوک ها به چندین فاکتور بستگی دارد. هر یک از این فاکتور ها در یک زنجیره کمپلکس از واکنش ها شرکت دارند که عفونت استافیلوکوکی آشکاری را موجب می شوند(7).
1-11- آنتی ژن های سطحی
1-11-1- پلی ساکارید ها
اجزای سطحی استافیلوکوک که قدرت ضد فاگوسیتوز دارند اهمیت زیادی را در استقرار اولیه ارگانیسم ها در میزبان بر عهده دارند. استافیلوکوک های کپسول دار به واسطه داشتن کپسول در برابر تهاجم وابسته به کمپلمان میزبان، محافظت می شوند و به سرعت در بافت های میزبان انتشار می یابند. برای لانه گزینی باکتری ها بایستی فرایند عفونی ادامه یابد. برای این منظور چسبندگی ارگانیسم ها به سطح مخاط یا پوست بدن میزبان، واقعه شروع کننده اصلی است. تولید اگزوپلی ساکارید ممکن است یک فاکتور سرنوشت ساز در موفقیت ارگانیسم برای لانه گزینی در اعضای مصنوعی از قبیل دریچه های قلب و یا کاتتر های داخل وریدی باشد. در محیط طبیعی که سرشار از ارگانیسم های رقیب می باشد تولید گلیکوکالیس موجب تشکیل میکروکلونی های چسبنده ای می شود که به توسط یک لایه بیولوژیک در بر گرفته شده اند نه تنها چسبندگی ارگانیسم ها به سطح اندام های مصنوعی را امکان پذیر می کند بلکه آنها را در برابر آنتی بیوتیک ها و دفاع طبیعی میزبان محافظت می کنند (6, 7, 8, 16).
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تصویر1-5- ناحیه a نشان دهنده کپسول پلی ساکاریدی می باشد که باکتری را در بر گرفته است
1-11-2- گیرنده های پروتئینی
در سطح سلول استافیلوکوک، تعدادی از جایگاه های اتصالی اختصاصی برای اتصال به پروتئین های پستانداران وجود دارد. این گیرنده ها، مکانیسم چسبنده ای را برای ارگانیسم فراهم می کنند که به توسط آن، ارگانیسم ها در کانون های عفونی استقرار می یابند. از میان پروتئین های پلاسما که به طور اختصاصی به استافیلوکوک اورئوس متصل می شوند: پروتئین های فیبرونکتین، فیبرینوژن و ایمونوگلوبولین G هستند. علاوه بر این، استافیلوکوک ها به اجزای ماده اتصالی خارج سلولی از قبیل لامینین، کلاژن و فیبرونکتین اتصال می یابند(6 ,7 ,8 ). از میان این ترکیب ها، فیبرونکتین( گلیکوپروتئین انحصاری در زخم ها) مورد مطالعه بیشتری قرار گرفته است. فیبرونکتین، چسبندگی سلول های حیاتی از قبیل فیبروبلاست ها، سلول های اپیتلیال و مونوسیت ها به جایگاه آسیب دیده را واسطه گری می کند. استافیلوکوک اورئوس به طور اختصاصی به بافت میزبان متصل می شود. در این اتصال، فیبرونکتین به عنوان پلی در میان ارگانیسم و بافت آسیب دیده میزبان عمل می کند(95, 105). لامینین پروتئین دیگری در پستانداران است که استافیلوکوک اورئوس برای آن گیرنده دارد. این پروتئین، عمده ترین گلیکو پروتئین در غشای پایه در انسان است (76, 140 ) توانایی بالقوه شبه متاستازی استافیلوکوک( که در جهت شکستن سد های دفاعی طبیعی است) احتمالاً در ارتباط با توانایی آن در برقراری پیوند اختصاصی با غشاهای پایه می باشد. پروتئین های متعددی در پستانداران وجود دارند که می توانند به طور اختصاصی به استافیلوکوک اورئوس اتصال یابند. این مسئله، پیشنهاد کننده این مطلب می باشد که بیش از یک ژن چسبنده وجود دارد. حداقل یکی از این ژن ها، بر روی پلاسمید قرار گرفته است. اگر ژن های چسبنده بر روی پلاسمید قرار داشته باشند می توانند به سادگی در میان سوش های مختلف حرکت کنند و شاخص های بیماری زایی را در میان سوش های استافیلوکوک پخش نمایند، این ویژگی چگونگی تنوع وسیع در توانایی بالقوه بیماری زایی را توصیف می کند (7).  
1-12- آنزیم های خارج سلولی
1-12-1- کواگولازها
اگر چه ارتباط بین تولید کواگولاز و آسیب زایی ارگانیسم، شاخص بیماری زایی مناسبی را فراهم می کند اما هیچ دلیل قاطعی وجود ندارد که کواگولاز شرکت مستقیمی در بیماری زایی داشته باشد. عملکرد کواگولاز در منعقد کردن پلاسما مشابه با عملکرد تبدیلی فیبرینوژن به فیبرین است که به توسط ترومبین کاتالیز می شود. کواگولاز برای فعالیت کامل آنزیمی خود به یک جزء پلاسما از قبیل پروترومبین و یا مشتقی از پروترومبین تحت عنوان فاکتور واکنش دهنده کواگولاز نیاز دارد. محصول کواگولاز- ترومبین، نه تنها موجب انعقاد فیبرینوژن بلکه موجب فعالیت پروتئولیتیک و استرئولیتیک نیز می شود. فیبرینو پپتیدهایی که آزاد می شوند از فیبرینوپپتیدهای القاء شده توسط ترومبین، متفاوت است. بعضی از این فیبرینوپپتیدها فعالیت فارماکولوژیک قابل مقایسه ای با برادی کینین دارند (7, 91 , 124).
ژن coa که پروتئین کوآگولاز را کد می کند به علت داشتن توالی های متغیر در ناحیه کدکننده ´3 بسیار پلی مورف است و می تواند در متمایز کردن جدایه های این باکتری مورد استفاده قرار گیرد. ناحیه متغیر ژن coa از توالی های تکراری 81 جفت بازی تشکیل شده است که تعداد تکرار این توالی ها در سویه های مختلف استافیلوکوکوس متغیر است (101,44).
1-12-2- لیپاز ها
استافیلوکوک ها چندین آنزیم ئیدرولیز کننده پروتئین ها را تولید می کنند که مجموعاً تحت عنوان لیپازها شناخته می شوند. لیپازها بر روی سوبستراهای متعددی( پلاسما، چربی ها و روغن هایی که بر روی سطح بدن انباشته شده اند) فعال هستند. مصرف این ترکیبات در بقاء ارگانیسم ارزشمند می باشند و لانه گزینی استافیلوکوک ها را در غده چربی توجیه می کند. ظاهراً تولید لیپاز نقشی اساسی در تهاجم ارگانیسم ها در بافت های جلدی و زیر جلدی دارد. در نمونه های اولیه ای که از انسان به دست آمده است نشان داده شده که ارتباط نزدیکی در میان تولید لیپاز و توانایی ایجاد کورک وجود دارد. کاهش قدرت بیماری زایی استافیلوکوک های بیمارستانی که در جریان 20 تا 30 سال گذشته مشاهده شده به موازات کاهش در مقادیر این آنزیم بوده است. احتمالاً این کاهش به علت حضور پروفاژی بوده که به توسط الحاق در ژنوم میزبان، تولید لیپاز را متوقف نموده است (57 ،66، 83).  
1-12-3- هیالورونیداز
بیش از 90 درصد از سوش های استافیلوکوک اورئوس، آنزیم هیالورونیداز را تولید می کنند. این آنزیم، اسید هیالورونیک موجود در ماده زمینه ای بین سلولی بافت همبند را تخریب نموده و انتشار عفونت را تسهیل می کند. از آنجایی که پدیده آماس بر خلاف عملکرد انتشاری هیالورونیداز می باشد اهمیت این آنزیم در استافیلوکوک اورئوس مربوط به مراحل بسیار ابتدایی عفونت می باشد(72, 77, 141).
1-12-4- استافیلوکیناز(فیبرینولیزین) 
استافیلوکیناز یکی از آنزیم های پروتئولیتیک در استافیلوکوک است که فعالیت فیبرینولیتیک دارد اما از نظر آنتی ژنی و آنزیمی از استرپتوکیناز استرپتوکوک ها متفاوت است. عامل تعیین کننده در تولید استافیلوکیناز، ژنوم فاژ می باشد که در هنگام لیزوژنی، بیان می شود (109 ) استافیلوکیناز برای باز کردن لخته ها، پیش آنزیم پلاسمینوژن را به آنزیم فیبرینولیتیک پلاسمین تبدیل می کند. اگر چه این آنزیم به توسط اغلب سوش های استافیلوکوک اورئوس تولید می شود اما در ارتباط با این که فاکتور مهمی در بیماری زایی باشد شواهد کمی وجود دارد (35, 113).
1-12-5- نوکلئاز
آزاد شدن آنزیم نوکلئاز که یک آنزیم مقاوم در برابر حرارت می باشد منحصراً در استافیلوکوک اورئوس دیده می شود. این آنزیم که در سطح سلول و یا در مجاورت نزدیک با آن وجود دارد یک پروتئین متراکم گلوبولار می باشد که از یک زنجیره واحد پلی پپتیدی تشکیل شده است. حرارت 65 درجه سانتی گراد موجب از هم پاشیدگی ساختمان آنزیم می شود اما این تغییرات به سرعت و به طور کامل، برگشت پذیر می باشد. آنزیم نوکلئاز یک فسفودی استراز با خصوصیات اندونوکلئولیتیک و اگزونوکلئولیتیک است که مولکول های DNA و یاRNA هر دو را می شکند (7).
1-13- توکسین ها
1-13-1- توکسین سیتولیتیک
 تعدادی از باکتری ها توکسین هایی را تولید می کنند که موجب از هم پاشیدگی سلول های پستانداران و یا بقیه سلول ها( در شرایط آزمایشگاه) می شود. اغلب این پروتئین ها خارج سلولی هستند که تولید آنتی بادی های خنثی کننده را القا می کنند. از نظر چگونگی واکنش توکسین های سیتولیتیک مختلف( با سطح سلول) تنوع زیادی وجود دارد. همولیزین ها و لکوسیدین هایی که به توسط استافیلوکوک اورئوس آزاد می شوند از میان، شناخته شده ترین توکسین های سیتولیتیک می باشند. چهار توکسین همولیتیک متفاوت( همولیزین های آلفا، بتا، دلتا و گاما) به توسط استافیلوکوک اورئوس تولید می شوند (7 ,62).
1-13-2- توکسین آلفا(همولیزین-آلفا)
توکسین آلفا فعالیت های بیولوژیک وسیعی ( از قبیل همولیتیک، کشنده و درمونکروتیک) را نشان می دهد. توکسین آلفا لیزوزوم ها را از هم می پاشد و برای انواعی از سلول های کشت بافت، سیتوتوکسیک است. ماکروفاژها و پلاکت های انسان، آسیب می بینند اما مونوسیت ها مقاوم هستند. آسیب در دستگاه گردش خون، بافت کورتکس کلیه ها، و بافت عضلانی به وجود می آید. توکسین آلفا، فاکتور بیماری زای اصلی در استافیلو کوک ها نیست اما به توسط بروز آسیب بافتی، شرکت موثری در بیماری زایی دارد.
ژن مربوط به تولید توکسین آلفا، ظاهراً همراه با یک ترانسپوزون می باشد. توکسین خالص، وزن مولکولی در حدود 34 کیلو دالتون دارد که در شکل یک مونومر محلول در آب به توسط اغلب سوش ها ترشح می شود. این توکسین در چهار شکل مورفولوژیک ساختمانی وجود دارد که به توسط الکتروفورز قابل جداسازی هستند. در هنگام ذخیره سازی، تبدیلات سریع آنها به یکدیگر اتفاق می افتد ( 63).
مکانیسم واقعی آسیب غشا شناخته نشده است اما به طور معمول مجموعه ای از وقایع زیر را شامل می شود:
1. اتصال مونومر های توکسین به سطح سلول
2. تشکیل هگزامر و شکل گیری کانال های ورای غشایی با قطر 2 تا 3 میلی متر
3. تراوش یون های کوچک از ورای کانال ها
4. لیز اسمزی کلوئیدی سلول(7)
1-13-3- توکسین بتا(اسفنگومیلیناز استافیلوکوکی)
جالب ترین فعالیت توکسین بتا توانایی آن در تولید لیز سرد – گرم می باشد( لیز سرد-گرم به این معنا است که اگر بعد از نگهداری در دمای 37 درجه سانتی گراد توکسین را در دمای 4 درجه سانتی گراد و یا دمای اتاق نگهداری کنیم، فعالیت همولیتیک آن افزایش می یابد). این توکسین، آنزیمی است که سوبسترای آن اسفنگومیلین و لیزوفسفاتید ها می باشد. وقتی که سلول سرد می شود از هم پاشیدگی اسفنگومیلین موجب آسیب غشا و همولیز سلول ها می شود. 
از نظر حساسیت در برابر توکسین بتا، گلبول های قرمز گونه های مختلف حیوانی، تفاوت فاحشی را نشان می دهند. ارتباطی در میان میزان حساسیت در برابر توکسین و محتوای اسفنگومیلین غشا وجود دارد. بیشترین مقادیر اسفنگو میلین در ردیف خارجی دو لایه غشای سیتوپلاسمی گلبول قرمز قرار گرفته است که در دسترس توکسین خارجی می باشد (6 ,7, 55 ,63).
 1-13-4-  توکسین دلتا
توکسین دلتا یک توکسین فعال سطحی و مقاوم در برابر حرارت می باشد که خصوصیات شبه پاک کنندگی آن مسئول اثرات تخریب کنندگی بر روی غشاء می باشد. تمایل زیادی برای تشکیل تجمعاتی از توکسین دارد و از نظر الکتروفورزی ناهمگون می باشد. هر مولکول توکسین، محتوی بالایی از اسیدهای آمینه را دارد که در یک ناحیه جای گرفته اند و مولکول توکسین را به شکل دو قطبی و با قدرت فعالیت سطحی بسیار بالا در آورده اند. به نظر می رسد که جایگاه گیرنده غشاء، زنجیره مستقیمی از اسید چرب با 13 تا 19 کربن باشد، توکسین دلتا فعالیت بیولوژیک وسیعی را نشان می دهد و اختصاصیت بارزی را برای یک گونه معیین از باکتری ها ندارد. این توکسین، گلبول قرمز، ماکروفاژ، لنفوسیت، نوتروفیل و پلاکت ها را آسیب می رساند.
علاوه بر اثرات سیتولیتیک پاسخ های ظریف تری در جواب به توکسین القاء می شوند.  توکسین دلتا، جذب آب در روده کوچک را مهار می کند، تجمع آدنوزین مونوفسفات را تحریک می نمایید و نفوذپذیری یون ها را در روده خوکچه هندی تغییر می دهد. توکسین دلتا اثرات دیگری از قبیل تاثیر بر روی گلبول های سفید پلی مورفونوکلوئر انسان و متابولیسم فاکتور فعال کننده پلاکتی را بر عهده دارد. این اثرات پیش آماسی ممکن است ما حصل توانایی توکسین در افزایش تراوش Ca+2  و تولید رادیکال های اکسیژن و همچنین فعال شدن استیل ترانسفراز باشد که تولید یک واسطه لیپیدی قوی(فاکتور فعال کننده پلاکتی) را به پیش می برد ( 7).
1-13-5-  توکسین گاما
توکسین گاما فعالیت همولیتیک بارزی دارد اما چگونگی عملکرد آن به درستی شناخته نشده است. این توکسین، دو جزء پروتئینی دارد که به طریقه هم افزایی همکاری می کنند و هر دو برای فعالیت همولیز و سمیت زایی ضروری هستند. حضور مقادیر بالایی از آنتی بادی های اختصاصی خنثی کننده( در بیماری استافیلوکوکی استخوان) پیشنهاد کننده نقش احتمالی این توکسین در ابتلاء به بیماری است (7 ,54).
1-13-6-  لکوسیدین
لکوسیدین پنتون – والنتین به توسط اکثریت سوش های استافیلوکوک اورئوس تولید می شود. این توکسین بر علیه گلبول های سفید پلی مورفونوکلوئر و ماکروفازها هجوم می برد اما بر روی بقیه انواع سلول ها تاثیری ندارد. حاوی دو جزء پروتئینی F و S است که ترجیحاً به گانگلیوزید و فسفاتیدیل کولین متصل می  شوند. بعد از اتصال یافتن جزء S ، فعال شدن متیل ترانسفراز ها اولین مرحله در لیز گلبول های سفید می باشد.فعال شدن متیل ترانسفرازها موجب فعالیت فسفولیپاز و افزایش جایگاه های اتصالی جزء F در غشاء می شود. لکوسیدین موجب تغییر نفوذپذیری غشای گلبول های سفید در برابر کاتیون ها می شود (90,49).
1-13-7-  انتروتوکسین ها
 تقریباً 30 درصد از تمامی نمونه های استافیلوکوک اورئوس، اگزوتوکسین ها را تولید می کنند. این اگزوتوکسین ها، اعضایی از گروه بزرگ توکسین های پروتئینی تب زا هستند که طیف وسیعی از بیماری ها با تظاهرات بالینی و گرفتاری اندام ها را نشان می دهند. در این خانواده از توکسین ها، علاوه بر انتروتوکسین های استافیلوکوک، توکسین سندرم شوک سمی و اگزو توکسین های تب زای A تا C استرپتو کوکی می باشند( 93.21). تمامی این توکسین ها، تب زا و سرکوب کننده سیستم ایمنی هستند. این اثرات توکسین ها مربوط به توانایی آنها در القاء میتوژنی غیر اختصاصی در لنفوسیت های T و افزایش استعداد ابتلا به شوک کشنده اندو توکسینی است. خصوصیت منحصر به فرد انتروتوکسین های استافیلوکوک، توانایی ایجاد تهوع و استفراغ در انسان می باشد(39،48 ). انتروتوکسین های استافیلو کوکی در 6 گروه سرولوژیک(E، D، C2، C، B A) طبقه بندی می شوند(21،93). در حال حاضر در ایالات متحده انتروتوکسین A با بیشترین شیوع با مسمومیت غذایی استافیلوکوکی همراه می باشد. این گروه های توکسین از نظر آنتی ژنی متمایز هستند اما در روش های نوترالیزاسیون و بقیه سنجش های حساس ایمونولوژی، شاخص های آنتی ژنی مشترکی را نشان می دهند. کنترل ژنتیکی انتروتوکسین های استافیلوکوکی به روشنی شناخته نشده است. در سوش های تولید کننده انتروتوکسین، ژن انتروتوکسین B بخشی از یک شاخص مجزا می باشد. احتمالاً این ژن بخشی از یک باکتریوفاژ و یا یک پلاسمید بزرگ الحاقی می باشد (41, 94, 97).
مکانیسم عملکرد انتروتوکسین های استافیلوکوکی به خوبی مشخص نشده است. فقدان یک سیستم سنجش حساس و کاربردی، عامل بازدارنده بزرگی در برابر شناخت بیماری زایی و چگونگی عملکرد آنها است. به غیر از انسان، میمون تنها حیوان تجربی برای ارزیابی فعالیت انترو توکسین می باشد. برای انتروتوکسین های استافیلوکوک، جایگاه گیرنده استفراغ، احشاء شکمی است که از آنجا محرک های حسی از طریق اعصاب واگ و سمپاتیک به مرکز کنترل استفراغ می رسند. اسهال ناشی از انتروتوکسین مربوط به مهار جذب آب از مجرای روده و افزایش تراوش ورای مخاطی مایع به داخل مجرا می باشد. مطالعاتی که اخیراً بر روی انتروتوکسین ها انجام گرفته است ترجیحاً بر روی مطالعه عملکرد آنها به عنوان تعدیل کننده های پاسخ بیولوژیک متمرکز شده است. بر همین اساس انتروتوکسین ها تحت عنوان ابر آنتی ژن ها شناخته می شوند. ابر آنتی ژن ها میتوژن های قدرتمند لنفوسیت های T هستند که موجب فعال شدن لنفوسیت های T می شوند(7).
1-13-8- توکسین اکسفولیاتیو
نشانگان شبه سوختگی جلد به توسط توکسین هایی ایجاد می شوند که ترجیحاً مربوط به سوش های باکتریو فاژ گروه 2 هستند. دو شکل متفاوت از توکسین های اکسفولیاتیو ETA و ETB شناسایی شده اند. ژن مربوط به ETA کروموزومی است اما ژن مربوط به تولید ETB، بر روی خانواده ای از پلاسمید ها قرار دارد. برای جداسازی و شناسایی توکسین اکسفولیاتیو، از موش به عنوان حیوان تجربی آزمایشگاهی استفاده می شود. توکسین اکسفولیاتیو، بیماری شدیدی را در موش ایجاد می کند که از نظر بافت شناسی و علائم بالینی مشابه با فرم انسانی است. توکسین های خالص، پروتئین هایی با وزن مولکولی تقریبی 30 و 29.5 کیلو دالتون هستند. این توکسین ها موجب لیز اتصالات بین سلولی در سلول های لایه گرانولار اپیدرم می شوند اما پاسخ آماسی را تحریک نمی کنند و موجب مرگ سلول نمی شوند. شواهدی وجود دارد که توکسین فوق، یک اسفنگومیلیناز است اما از توکسین بتا استافیلوکوکی، متفاوت می باشد. توکسین اکسفولیاتیو، یک میتوژن قدرتمند است(28, 84, 102, 143).
1-13-9-  توکسین-1 نشانگان شوک سمی
استافیلوکوک اورئوس با نشانگان شوک سمی همراهی دارد. این بیماری به توسط اختلال در چندین عضو بدن تظاهر می کند و در اغلب موارد کشنده می باشد. بیشترین موارد ابتلا به نشانگان شوک سمی در زمان خون ریزی قاعدگی است و تقریباً 50 درصد از بقیه موارد ابتلاء در زمان هایی غیر از خون ریزی قاعدگی می باشد. سوش های تولید کننده توکسین شوک سمی استافیلوکوک اورئوس، مسئول بروز این بیماری هستند(62, 98).
1-14- عفونت 
1-14-1- اپیدمیولوژی
استافیلوکوک، یکی از اعضای میکروفلور درون زا است که به طور بدون علامت در تعدادی از نقاط بدن حمل می شود. انتقال آن از این جایگاه ها، موجب بروز بیماری اندمیک و اپیدمیک می شود. کسب و انتقال استافیلوکوک اورئوس، مشکل پیچیدهای است که به درستی شناخته نشده است. استافیلوکوک ها در مدت چند روز از بدو تولد در بدن نوزاد لانه گزینی می کنند اما از آنجایی که آنتی بادی ها به طور غیر فعال از طریق جفت از مادر دریافت شده اند میزان ناقلین ارگانیسم ها در مدت 2 روز ابتدایی زندگی به میزان قابل توجهی افت می کند اما در سن 6 روزگی میزان ناقلین به حدود تقریبی 30 درصد( مشابه بالغین) افزایش می یابد. بعضی از اشخاص، ناقلین مزمن و یا پایدار ارگانیسم ها هستند اما اغلب اشخاض، ناقلین موقتی می باشند که ارگانیسم ها را فقط برای مدت چند هفته حمل می کنند. استافیلوکوک اورئوس در تعدادی از نقاط بدن در ناقلین بدون علامت یافت می شود اما بخش قدامی سوراخ های بینی، مخزن بزرگ عفونت و منشاء بیماری است. ناحیه پرینه نیز نقطه مهمی برای ناقلین ارگانیسم می باشد(79,7).
در بخش های نگهداری نوزادان. حضور ناقلین، مشکل جدی و مهمی است. ناف و کشاله ران معمولاً جایگاه های لانه گزینی و تکثیر اولیه ارگانیسم ها هستند.اگر استریل بودن بند ناف رعایت شود میزان ناقلین بینی به طور قابل توجهی کاهش می یابد. میزان ناقلین به توسط حضور و یا فقدان یک سوش اپیدمیک در بخش نگهداری نوزادان شناسایی می شود. اگر چنین سوشی وجود داشته باشد اغلب نوزادان، آلوده خواهند شد اما اگر تعداد دیگری از سوش ها وجود داشته باشند کمتر از 20 درصد از آنها آلوده می شوند. بسیاری از ضایعات استافیلوکوکی که در اوایل دوره نوزادی بروز می کند به علت سوش های کسب شده در بخش های نگهداری نوزادان هستند. استافیلوکوک ها از ضایعات نوزادان و یا شیر خواران مبتلاء به بقیه شیر خواران، کارکنان پرستاری و به خانواده آنها منتقل می شوند. از آنجایی که این ضایعات ممکن است تا زمان ترخیص بیمار آشکار نشوند لذا نوزادان شیرخوار و بیمارانی که مبتلا به عفونت های زخمی  بعد از جراحی هستند ممکن است سوش های بیمارستانی استافیلوکوک را به جامعه منتقل کنند(48).
منشاء عفونت استافیلوکوکی،  یک بیمار و یا عضوی از کارکنان بیمارستان با یک ضایعه استافیلو کوکی است. بیمارانی که مبتلاء به ضایعاتی باشند که در آنها تراوشات چرکی وجود داشته باشد، خطرناک هستند. تماس مستقیم دست ها مهمترین راه انتقال می باشد. موارد اثبات شده ای از کارکنان بیمارستان به عنوان منشاء اپیدمی شناخته شده اند که ضایعات خفیف استافیلو کوکی  از قبیل کورک، عفونت اطراف ناخن ها و یا گل مژه را داشته اند. یک جراح آلوده به عفونت، رایج ترین منشاء عفونت در بیماران جراحی می باشد. ناقل شدن، یک مشکل جدی در مصرف کنندگان مزمن دارو های مزمن داخل وریدی است. در این بیماران، شیوع بالایی از ناقلین استافیلوکوک اورئوس دیده می شود. احتمالاً شیوع بالای اندوکاردیت استافیلوکوکی(در معتادین به مواد مخدر) مربوط به افزایش شانس تلقیح استافیلو کوک ها به جریان خون است که به دلیل در هم شکستن سد دفاع فیزیکی پوست در هنگام تزریق مواد مخدر می باشد(7).
1-14-2- مقاومت در برابر آنتی بیوتیک ها
پس از کشف پنی سیلین، در ابتدا از این دارو برای درمان عفونت‌های استافیلوکوکی استفاده می‌شد اما روز به روز به مقاومت آنتی بیوتیکی علیه پنی سیلین افزوده شد بطوریکه در سال ۱۹۵۰، ۴۰ درصد سویه‌های بیمارستانی به پ‍‍نی سیلین مقاوم شدند و این میزان در سال ۱۹۶۰ به ۸۰ درصد رسید. علت این پدیده تولید پنی سیلیناز توسط باکتری بود که پنی سیلین را تجزیه می‌کند. بنابراین از آنتی بیوتیک‌های جدیدتر یعنی پنی سیلین‌های مقاوم به پنی سیلیناز (مانند اکساسیلین و متی سیلین) استفاده شد. متأسفانه این باکتری به مرور به این آنتی بیوتیک‌ها نیز مقاوم شده است. از این آنتی بیوتک‌ها به همراه جنتامایسین برای درمان عفونت‌های جلدی مانند اندوکاردیت استفاده می‌شود (27,2, 60).
مقاومت به متی سیلین و سایر پنی سیلین‌های مقاوم به پنی سیلیناز به دلیل اپرون mec است. این اپرون، بخشی از کاست کروموزومی استافیلوکوکی (SCCmec) است. ژن mecA، پروتئین متصل شونده به پنی سیلین با نام PBP2a را کد می‌کند که میل پیوندی پایینی برای آنتی بیوتیک‌های بتالاکتام دارد. پروتئین‌های PBP در ساخت و ساز دیواره سلولی باکتریایی نقش دارند. از این رو، وجود چنین پروتئین جدیدی تحت تاثیر آنتی بیوتیک نخواهد بود و باکتری به راحتی به زندگی خود ادامه می دهد. این سویه‌ها را در اصطلاح استافیلوکوک‌های مقاوم به متی سیلین (MRSA) می‌گویند. برای درمان MRSA، از آنتی بیوتیک دیگری به نام وانکومایسین استفاده می‌شود. همچنین از آنتی بیوتیک جدیدی به نام لینزولید نیز برای درمان MRSA استفاده شده است (33, 36).
آنتی بیوتیک‌های آمینوگلوکوزیدی مانند جنتامایسین، استرپتومایسین و کانامایسین زمانی به خوبی علیه استافیلوکوک‌ها جواب می دادند اما استافیلوکوک به مرور زمان به این آنتی بیوتیک‌ها نیز مقاوم شدند. این آنتی بیوتیک‌ها با اتصال به زیر واحد S 30 ریبوزومی منجر به مرگ باکتری می شوند. مقاومت به آمینوگلوکوزیدها در استافیلوکوک‌ها به سه شکل دیده شده است : آنزیم‌های تغییر دهنده آمینوگلوکوزیدها (موجب تغییر ساختار آنتی بیوتیک و غیر فعال سازی آن می‌شود)، جهش‌ها یا موتاسیون‌های ریبوزومی (موجب تغییر در جایگاه هدف اتصال آنتی بیوتیک خواهند شد بنابراین، آنتی بیوتیک دیگر نمی‌تواند به هدف خود متصل شود)، پمپ‌های افلاکس در غشای باکتری که بطور فعالانه آنتی بیوتیک را از داخل باکتری به خارج از آن، پمپ می‌کنند. مقاومت به وانکومایسین (و سایر آنتی بیوتیک‌های گلیکوپپتیدی) بر اثر ژن vanA ایجاد می شود. این ژن از انتروکوک به استافیلوکوک انتقال یافته است. این ژن طوری پپتیدوگلیکان را تغییر می‌دهد که وانکومایسین دیگر نتواند به آن متصل شود. به این سویه‌ها، استافیلوکوک‌های مقاوم به وانکومایسین (VRSA) می‌گویند. سویه‌های دیگری نیز گزارش شده اند که بطور میانه به وانکومایسین مقاوم (VISA)هستند. سویه‌های اخیر اولین بار در سال ۱۹۹۶ از ژاپن گزارش شدند( 29, 120, 128). 
استافیلوکوک اورئوس مقاوم به متی سیلین(MRSA)، نخستین بار در اروپا(1959) و سپس در آمریکا(1968) جدا و از آن تاریخ، انتشار آن بطور مداوم از سراسرجهان گزارش گردید. در اواسط 1970، استافیلوکوک اورئوس مقاوم به جنتامایسین و نیز مقاومت MRSA به بیش از 20 مواد ضد میکروبی گزارش گردید.در سال 1978، کمتر از 22% گونه های استافیلوکوک اورئوس به جنتامایسین، کلرامفنیکل و متی سیلین مقاوم وتا سال 1979 به30% افزایش نشان داد.بین سال های 1967-1940 استافیلوکوک اورئوس، مقاوم به تتراسایکلین،اریترومایسین، استرپتومایسین، آرسنات، کادمیوم و جیوه از استرالیا گزارش گردید. تری متوپریم در سال 1976، کشف و مقاومت استافیلوکوک اورئوس به این دارو 4 سال بعد (1980) گزارش و علی رغم مصرف  آن به بیش از 20 سال، میزان مقاومت باکتری به آن تقریبا ثابت باقی مانده است. برای نخستین بار در سال 1986، موپیروسین(پماد20%) بوسیله پزشکان برای بیماران تجویز و متعاقب مصرف بالینی آن، سوش های مقاوم سریعا گزارش گردید. گونه های استافیلوکوک اورئوس به وانکومایسین، تئیکوپلانین، موپیروسین و ریفامپیسین تاکنون حساس باقی مانده اند، اما وانکومایسین تنها آنتی بیوتیک انتخابی برای درمان عفونت های استافیلوکوک اورئوس در مراحل بحرانی است(7).
 1-14-3- استافیلوکوک های مقاوم به جنتامایسین
درسال 1965برای اولین بار گونه های استافیلوکوک اورئوس مقاوم به جنتامایسین (GRSA) گزارش اما تا سال 1975 از نظر بالینی نادر و مقاومت به دیگر آمینوگلیکوزیدها نیز بعد از سال  1975 گزارش گردید (29, 115, 128).
1-14-4- مکانیسم مقاومت استافیلوکوک اورئوس به جنتامایسین
مقاومت به آمینوگلیکوزید ها به سه طریق آنزیمی (آنزیم های AMEs) تغییر آنتی بیوتیکی و عدم نفوذپذیری و اصلاح نقاط اهداف ریبوزومی می باشد که اهمیّت بالایی دارد. سه نوع آنزیم AMEs آمینوگلیکوزیداز- فسفوریل ترانسفراز(APH) آمینوگلیکوزیداو- آدنیل ترانسفراز(AAD) و آمینوگلیکوزید نوکلئوتیدیل ترانسفراز (ANT) وجود دارند ، که به وسیله پلاسمید، ترانسپوزون و کروموزوم کد می شوند. این آنزیم ها، مکانیسم ثانویه انتقال آمینوگلیکوزیدها از طریق غشاء سیتوپلاسمی را کاهش داده، در نتیجه آنتی بیوتیک ها قادر به رسیدن به نقاط ویژه اتصال در  ریبوزوم نخواهند بود. در استافیلوکوک اورئوس، دو نوع مقاومت به جنتامایسین، دوز کم و دوز بالا وجود دارد . مقاومت با دوز کم، کروموزومی بوده، درحالیکه مقاومت با دوز بالا بواسطه پلاسمید (اغلب به وسیله پلا سمیدهای کنژوگاتیو)  می باشد که مقاومت به آمیکاسین، کانامایسین، توبرومایسین، اتیدیوم بروماید و ترکیبات چهار آمونیومی را نیز کد می کند. نوع سوم مکانیسم مربوط به  موتاسیون است که پروتئین های ریبوزومی را کد کرده و منجر به عدم تو انایی اتصال دارو به هدف می شود. مقاومت تحمّلی  در اثر مجاورت باکتری به غلظت کم آمینوگلیکوزیدها (جنتامایسین) حاصل می شود. این مقاومت، کروموزومی و غیر قابل انتقال و غیر ثابت می باشد، زیرا وقتی دارو بر داشته شود ، باکتری دوباره حساس می گردد.  زمانی که باکتری در مجاورت با غلظت های متوسط یا بالا ی نئومایسین و کانامایسین قرار گیرد موتانت های کروموزومی ظاهر می شود (120).
1-14-5- استافیلوکوک های مقاوم به متی سیلین (MRSA)
شیوع استافیلوکوک های چند مقاومتی، بعد از مصرف بالینی متی سیلین ( 1959 ) از 91 % به 20 % در سال 1967 کاهش و همچنین بعد از کاربرد بالینی آمینوگلیکوزیدها، شیوع استافیلوکوک های مقاوم به متی سیلین نیز ، کاهش نشان داد . سوش های جدید MRSA بعد از کاربرد بالینی پنی سیلین جدید و مشتقات سفالوسپورین در اوایل 1980 گزارش گردید . این سوش ها که بوسیله خصوصیات مقاومت، فاژ تایپینگ و محل ایزولاسیون قابل تشخیص بوده EMRS  نامیده شدند.    
در اواخر دهه گذشته، ظهور مجدد MRSA مقاوم به خیلی از آنتی بیوتیک ها نیز گزارش شد و تا اوایل 1980 از سراسر جهان انتشارهای مهم  آن گزارش و در بسیاری از کشورها ، عفونت های سخت و مرگ زا ا یجاد کرد ، که درمان آن اغلب بسیار مشکل بود سوش های EMRS پلاسمیدی بوده که به آمینوگلیکوزیدها، تری متوپریم، آنتی بیوتیک های بتالاکتام، پروپامیدین ایزوتیونات، اتیدیوم بروماید، ستریماید، کلروهگزیدین، کریستال ویوله، آکریدین زرد، سافرانین و پایرونین مقاومت نشان می دهند(33, 36).
1-14-6- مکانیسم های مقاومت استافیلوکوک اورئوس به متی سیلین
شایع ترین مکانیسم های مقاومت استافیلوکوک اورئوس به متی سیلین، مربوط به اتصال پروتئینی پنی سیلین بنام 2- PBP يا PBP2a می باشد. چهار نوع PBP به اسامی 1 و 2 و 3 و 4وجود دارند که تمام آنها، به استثناء 3 - PBP در MSSA و MRSA  مشابه هستند . مکانیسم دیگر مقاومت باکتری به متی سیلین تولید متی سیلیناز است که مقاومت به غلظت کم را کد می کند. ژن های متعدد کروموزومی از قبیل fem A و fem B می توانند در سنتز دیواره سلولی یا در میزان اتولیز باکتری مؤثر باشند . انتشار سریع عوامل کدکننده مقاومت به متی سیلین بین گونه های MRSA این نظریه را پیشنهاد می کند، که مقاومت به متی سیلین ممکن است به وسیله پلاسمید کد شود (40, 107).
1-14-7- استافیلوکوک اورئوس های مقاوم به متی سیلین و جنتامایسین
برای اولین بار در سال 1975، گونه های استافیلوکوک اورئوس مقاوم به جنتامایسین و متی سیلین گزارش شد Coleman و همکاران ( 1985 ) دو نوع MGRSA  (تایپ های II و I) گزارش کردند. فنو تایپ I کروموزومی و مقاومت با دوز بالا به جنتامایسین و تایپ II بواسطه پلاسمید و مقاومت به جنتامایسین و دیگر آمینوگلیکوزیدها را کد می کند. MGRSA جدید و نادر، که در سال 1985 از بیمارستان دوبلین جدا شده بود EMGSRA نامیده شد (استافیلوکک اورئوس اپیدمیک مقاوم به جنتامایسین  متی سیلین) و به آن ایزوله فنوتایپ III دوبلین نیز گویند . این فنوتایپ، تعداد ی پلاسمید (در اندازه های 30 – 2/2  کیلو با ز ) مقاومت به جنتامایسین و متی سیلین را کد می کند. بعضی گونه ها با منشاء کروموزومی،  به اتیدیوم بروماید با دوز بالا مقاومت نشان می دهند و بعضی گونه های دیگر، به توبرمایسین، نتیلمیسین، آمیکاسین و دیگر آنتی بیوتیک ها و همچنین به آنتی سپتیک ها (مانند ستریماید ) و د زانفکتانت ها افزایش  مقاومت نشان داد ه اند و بنظر می رسد که MRSA مقاومت به جنتامایسین را از طریق انتقال ژن و ترانسپوزون کسب کرده باشد. بعضی گزارشات نشان داد که سوش های جدا شده از بریتانیا دوپلاسمید: غیرکنژوگاتیو ( 5/36 كيلوبار ) و پلاسمید کریپتیک  (25 كيلو باز) را دارا بودند. بعضی گزارشات نشانگر مقاومت MGSRA به تتراسیکلین، پنی سیلین، کادمیوم و یون های جیوه با منشاء کروموزومی بوده و مقاومت سوش های جدا شده از آمریکا با این مواد ضد میکروبی بواسطه پلاسمید بود (38, 99, 104).
1-14-8- بیماری زایی
در یک عفونت شاخص پوستی استافیلوکوک، ارگانیسم ها در غده چربی و یا ساقه مو نفوذ می کنند و در آنجا محیط مناسبی را برای رشد به دست می آورند. مکانیسم های دفاعی میزبان و اندازه قدرت بیماری زایی دوز عفونت زا، تعیین کننده احتمالی بروز یک عفونت استافیلوکوکی است. عفونت های خوش خیم پوستی استافیلوکوک، شایع هستند اما عفونت های شدید استافیلوکوکی کمتر دیده می شوند. این مساله نمایشگر سد های محافظت کننده بسیار خوبی است که به وسیله پوست و غشاهای مخاطی به وجود می آیند. هر شرایطی که یکپارچگی این سطوح دفاعی را تخریب کند استعداد بروز عفونت را فراهم می کند. سوختگی های درجه 3، زخم های ترومایی، برش های جراحی، زخم های بستر و یا زخم های آتروفی و بعضی از عفونت های ویروسی از میان بسیاری از عوامل زمینه ساز برای بیماری های استافیلو کوکی هستند(7).
1-14-9- بیماری زایی استافیلوکوک ها
گرانولوسیت ها ترجیحاً مسئول بروز مقاومت در برابر عفونت های استافیلوکوکی هستند. از هنگامی که ارگانیسم ها در پوست یا غشای مخاطی نفوذ می کنند، بیگانه خوارها به ناحیه تهاجم ارگانیسم ها مهاجرت می کنند. فعالیت شیمیوتاکسی به توسط تعدادی از مکانیسم های مختلف بروز می کند که در هر یک از مراحل متفاوت عفونت تولید می شوند. در اوایل عفونت، پروتئاز های استافیلوکوکی، قطعات فعال شیمیوتاکتیک اجزاء کمپلمان را تولید می کنند. در ادامه بروز عفونت و یا در تماس های مکرر با آنتی ژن، تولید آنتی بادی ممکن است بروز فعالیت شیمیوتاکسی را به دنبال داشته باشد(85). به لحاظ توانایی فعال کردن کمپلمان، تمامی اجزاء بزرگ دیواره سلولی استافیلوکوک اورئوس در تولید فاکتور های شیمیو تاکسی شرکت می کنند. بعد از اینکه سلول های بیگانه خوار در جایگاه باکتری های مهاجم تجمع می یابند واکنش آماسی القاء می شود و تماس در بین ارگانیسم ها و سلول های بیگانه خوار، تسهیل می گردد. واکنش میان استافیلوکوک ها و سلول های بیگانه خوار، یک نقش محوری در مراحل بحرانی و اولیه بروز عفونت دارد. در فاگوسیتوز موثر سوش های کپسول دار مقاوم، شرکت آنتی بادی و کمپلمان هر دو مورد نیاز می باشند. در اغلب اشخاص سالم( و در بسیاری از مبتلایان به عفونت های استافیلوکوکی)، کمپلمان منبع اولیه فاکتور های اوپسونین می باشد. در نتیجه عفونت تحت بالینی استافیلوکوک ها، آنتی بادی IgG در سرم اغلب اشخاص وجود دارد اما تیتر این آنتی بادی ها نسبتاً پایین است.در فقدان آنتی بادی و یا در فقدان حضور کار آمد مسیر کلاسیک کمپلمان، مسیر آلترناتیو با واسطه پپتیدوگلیکان فعال شده و موجب جای گزینی جزء اوپسونین C3b در سطح باکتری و بلعیده شدن ارگانیسم با واسطه گیرنده C3b در سطح گلبول های سفید می شود(42).
از هنگامی که استافیلوکوک ها فاگوسیتوز می شوند اغلب آنها کشته شده و در درون واکوئل های فاگوسیتیک تجزیه می گردند. کشتار داخل سلولی ترجیحاً با واسطه مکانیسم های باکتریسیدال وابسته به آنتی بادی است. در مبتلایان به بیماری گرانولوماتوز مزمن، سلول های بیگانه خوار از نظر فعالیت باکتریسیدی بر علیه استافیلوکوک ها ناتوان هستند.در این بیماران، گلبول های سفید پاسخ متابولیک طبیعی را در برابر فاگوسیتوز نشان نمی دهند و موجب تجمع پراکسید ئیدروژن می شوند، در نتیجه استافیلوکوک هایی که فاگوسیته شده اند در درون واکوئل های فاگوسیتیک، زنده باقی می مانند اما ارگانیسم های کاتالاز منفی از قبیل استرپتوکوک ها نمی توانند پراکسید ئیدروژن تولید شده به توسط متابولیسم خود را بشکنند لذا موجب تجمع آن می شوند و به سادگی توسط گلبول های سفید(در بیماری گرانولوماتوز مزمن) کشته خواهند شد. سیستم های کشنده استافیلوکوکی غیر وابسته به اکسیژن که در سلول های بیگانه خوار وجود دارند مربوط به PH پایین در درون واکوئل، لیزوزیم، لاکتوفرین و پروتئین های گرانولار کاتیونی هستند (7, 45, 125 ).
1-14-10- ایمنی
انسان مقاومت بالایی در برابر عفونت های استافیلوکوکی دارد. برای بروز یک پاسخ قابل مشاهده بایستی بیلیون ها ارگانیسم در بدن میزبان وارد شوند، هنوز به درستی مشخص نشده است که چه مقدار از این مقاومت مربوط به پاسخی است که در جریان تماس های مکرر طبیعی با ارگانیسم های موجود در فلور طبیعی کسب می شود. اغلب بالغین آنتی بادی هایی را بر ضد آنتی ژن ها و توکسین های باکتری را در سرم خود دارند اما هیچ کدام از این آنتی بادی ها حفاظت کاملی را در برابر عفونت استافیلوکوک اورئوس تولید نمی کنند. در عفونت های شدیدتر استافیلوکوکی که در بافت های عمقی هستند معمولاً سطح آنتی بادی های IgM و IgG  افزایش می یابند(7 ,142).
1-14-11- ازدیاد حساسیت تاخیری
تعداد کمی از ارگانیسم ها ممکن است برای دوره طولانی در درون سلول بیگانه خوار باقی بمانند. ارگانیسم هایی که به این ترتیب در درون سلول بیگانه خوار زنده می مانند چگونگی بروز عفونت های مزمن، نهفته و یا خاموش را توصیف می کنند. یکی از جنبه های مهم در ارتباط نزدیک میزبان – انگل، تکامل پاسخ ازدیاد حساسیت تاخیری بر ضد آنتی ژن های استافیلوکوکی است که به طور تجربی و در مبتلایان به انواع عفونت های راجعه استافیلوکوک اورئوس مشاهده می شود. پاسخ شدید ازیاد حساسیتی ممکن است در بهبودی مقاومت موضعی و افزایش تخریب بافتی شرکت داشته باشد. احتمالاً پپتیدوگلیکان دیواره سلولی و پروتئین های غشایی، حاوی شاخص های اصلی ازدیاد حساسیت تاخیری هستند(23).
1-14-12- علائم بالینی
تشکیل آبسه، ویژگی بارز در عفوونت های استافیلوکوکی است. تشکیل آبسه می تواند در هر نقطه ای از بدن اتفاق بیافتد اما ضایعه پایه شامل بروز آماس، گرد هم آیی گلبول های سفید و نکروز بافتی است. در یک ضایعه کامل بافتی، یک نکروز مرکزی به وجود می آید که به توسط گلبول های سفید مرده و باکتری ها پر شده و به توسط یک دیواره فیبروبلاستی نسبتاً بدون عروق احاطه می شود (7).
1-15- عفونت های جلدی 
 1-15-1- کورک و کفگیرک
 عفونت استافیلوکوکی پوست شایع ترین عفونت باکتریال در انسان می باشد. از میان عفونت های پوست، فولیکولیت که عفونت فولیکول مو می باشد نسبت به بقیه سطحی تر است. گسترش یافتن عفونت در بافت های زیر جلدی، موجب تشکیل ضایعه چرکی موضعی کورک و یا جوش چرکی می شود. کفگیرک مشابه با کورک می باشد اما کانون های متعددی دارد و در لایه های عمقی تر بافت فیبری نفوذ می کند. بیماری کفگیرک محدود به نقاطی از بدن مانند گردن و پشت می باشد که در آنجا پوست ضخیم تر بوده و قدرت ارتجاعی کمتری دارد. در بچه ها نسبت به بالغین، ضایعات جلدی منتشرتر می باشد. در مورد فولیکولیت، درد ناچیزی وجود دارد و یا اینکه دردناک نیست اما در هنگامی که عفونت در بافت های زیر جلدی نفوذ می کند و آماس بافتی پیشرفت می نمایید حساسیت واضحی بروز می کند. اغلب موارد ضایعات کورک در مدت 3 تا 5 روز بهبود می یابند و به طور خود به خودی تخلیه می شوند. درد بیمار بهبود می یابد و ترمیم ضایعه شروع می شود. در نتیجه خود تلقیحی، ضایعه ستاره ای و ضایعات ثانویه ای در نقاط جدید اتفاق می افتند و تعدادی از بیماران به فورونکولوز راجعه مزمن( برای چند ماه و یا چندین سال) مبتلا می شوند. به توسط انتشار مجاورتی و یا انتشار از طریق جریان خون، ارگانیسم ها از ضایعات جلدی به نقاط دیگر انتشار می یابند(7 , 8 , 10 ).
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تصویر1-6-  شکل سمت راست نشان دهنده ضایعه کفگیرک در پشت گردن و شکل سمت چپ نمایانگر ضایعه کورک بر روی پوست
1-15-2- زرد زخم
در نوزاد شیرخوار، پوستول ها و ضایعاتی شبیه زرد زخم، شایع ترین تظاهرات پوستی استافیلوکوک هستند. زرد زخم استافیلوکوکی به طور شایع در کودکان نیز دیده می شود که ترجیحاً در اطراف بینی می باشد. زرد زخم به توسط تشکیل پوستول های پاره شده در لایه های سطحی پوست آشکار می شود. در هنگامی که این پوستول های پاره شده برداشت شوند تراوشات قرمز رنگ نمایان می گردند. این بیماری، قدرت سرایت کنندگی بالایی دارد. به ترتیبی که اگر یک مورد ابتلای به آن در مهدکودک یا مدرسه وجود داشته باشد در شکل اپیدمی بروز خواهد کرد. در آمریکا، در اغلب ضایعات زرد زخم، استافیلوکوک ها در همراهی با استرپتوکوک ها یافت شده اند (32, 110 , 130 ).
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تصویر1-7- شکل بالا نشان دهنده بیماری عفونی زرد زخم
1-15-3- نشانگان شبه سوختگی جلد
نشانگان شبه سوختگی جلد شامل طیف وسیعی از علائم پوستی با یک عامل سبب زای مشترک می باشد که به توسط توکسین اکسفولیاتیو استافیلوکوکی ایجاد می شود. در این نشانگان تمامی خصوصیات بالینی( قابل تشخیص) مربوط به توکسین مذکور است که اثرات آن از اثرات عفونت استافیلوکوکی متفاوت است (74, 81, 89).
الف.  درماتیت پوسته ریزی منتشر( بیماری رایتر، نکروز سمی اپیدرمی استافیلوکوکی): این فرم بالینی، شایع ترین شکل بیماری فوق است که به توسط قرمزی دردناک منتشر و پوسته ریزی تاولی شدید مشخص می شود. کانون عفونت ممکن است در یک نقطه دور دست باشد(61).
ب. زرد زخم تاولی: یک شکل موضعی از این نشانگان می باشد که عفونت در همان نقطه ضایعه جلدی اتفاق می افتد(126).
ج. مخملک استافیلوکوکی: یک شکل منتشر و خفیف از نشانگان شبه سوختگی جلد می باشد که از نظر بالینی شبیه به مخملک استرپتوکوکی است. یک عفونت موضعی می باشد که استافیلوکوک ها ممکن است از کانون معمول ضایعه، جداسازی شوند(119).
نشانگان سوختگی ترجیحاً در نوزادان کمتر از 4 سالگی دیده می شود. این بیماری در بالغین( به استثناء موارد نقص سیستم ایمنی) نسبتاً به ندرت بروز می کند. بر همین اساس، پیشنهاد شده است که آنتی بادی های خنثی کننده در اکثریت جمعیت وجود دارند(7).
 
1-15-4- پنومونی
پنومونی استافیلوکوکی به لحاظ داشتن مرگ و میر بالا( تا حدود 50 درصد) بیماری مهمی است. ممکن است در شکل برق آسا در تمامی گروه های سنی دیده شود اما( به استثناء همراهی آن در اپیدمی های آنفولانزا) بیماری نادری است. شیرخواران کمتر از 1 سالگی، بیشترین استعداد ابتلاء را نشان نشان می دهند و در حدود 75 درصد از موارد ابتلاء را به خود اختصاص می دهند. پنومونی اولیه استافیلوکوکی ترجیحاً در بیمارانی دیده می شود که اختلالاتی در سیستم دفاعی خود دارند: کودکان مبتلاء به بیماری فیبروز کیستیک و یا بیماری سرخک، مبتلایان به آنفولانزا و یا بیماران ضعیف، بیماران بستری در بیمارستان ها که با داروهای ضد میکروبی، استروئید ها و یا شیمی درمانی سرطان و یا سرکوب کننده های سیستم ایمنی تحت درمان قرار گرفته اند. در پنومونی استافیلوکوکی، نکروز به همراه تشکیل آبسه های متعدد، مشخص کننده عفونت هستند. معمولاً پنومونی در شکل وصله ای و موضعی است. باکتریمی استافیلوکوکی که از یک کانون عفونی منشاء گرفته باشد ممکن است انتشار باکتری ها در گردش خون و پنومونی ثانویه را به دنبال داشته باشد. 
در سال های اخیر، پنومونی استافیلوکوکی ترجیحاً در میان معتادین به مواد مخدر که مبتلاء به آندوکاردیت هستند و در گروه سنی بالغین جوان دیده می شود (106, 114).
1-15-5- اوستئومیلیت
استافیلوکوک اورئوس عامل اکثریت موارد ابتلا به اوستئومیلیت اولیه است. این بیماری ترجیحاً در پسربچه های سنین کمتر از 12 سال اتفاق می افتد و در اغلب موارد به دنبال انتشار خونی از یک کانون اولیه(زخم یا کورک) می باشد. ارگانیسم در دیافیز استخوان های دراز، لانه گزینی می کند. این ویژگی احتمالاً به این علت می باشد که جریان خون شریانی در این ناحیه از نوع حلقه های مویرگی انتهایی است. همراه با پیشرفت عفونت، چرک تجمع یافته و به سطح استخوان تراوش می کند، پوسته استخوانی را بلند کرده و آبسه زیر پوسته را به وجود می آورد. شکایات بالینی اوستئومیلیت حاد، شامل تب، لرز، درد در سطح استخوان و اسپاسم عضلانی در اطراف ناحیه ابتلا می باشد. در هنگامی که عفونت در نزدیکی مفصل اتفاق می افتد آرتریت چرکی استافیلوکوکی، یک عارضه شایع می باشد.
اوستئومیلیت ثانویه استافیلوکوکی در همراهی با یک جراحت نافذ و یا جراحی در مبتلایان به بیماری دیابت قندی و یا بیماری عروق محیطی دیده می شود. دو شکل شایع در حال افزایش از عفونت اوستئومیلیت شامل اوستئومیلیت مهره ای( که در بالغین به ویژه معتادین به مواد مخدر داخل وریدی دیده می شود) و اوستئومیلیت ترقوه ای ( عارضه ای ثانویه به کاربرد کاتتر زیر ترقوه ای) است( 30, 87).
[image: ][image: ]
تصویر1-8- نشان دهنده بیماری عفونی اوستئومیلیت
1-15-6- آرتریت چرکی
تقریباً 50 درصد از موارد آرتریت باکتریال مربوط به استافیلوکوک اورئوس می باشد عفونت چرکی مفاصل ممکن است بعد از جراحی ارتوپدی، در همراهی با اوستئومیلیت یا عفونت های موضعی پوست و در نتیجه تلقیح مستقیم استافیلوکوک ها در مفاصل ( در هنگام تزریقات داخل مفصلی به ویژه در مبتلایان به آرتریت روماتوئید که کورتیکواستروئید ها را دریافت می کنند) بروز می کند. عفونت مفصلی استافیلوکوک، غضروف مفصلی را تخریب می کند که ممکن است تغییر شکل دائمی مفصل را به دنبال داشته باشد( 111,69).
1-15-7- باکتریمی و اندوکاردیت
باکتریمی ممکن است به دنبال هر یک از عفونت های موضعی استافیلوکوکی اتفاق بیافتد اما در اغلب این ضایعات، عفونت های پوست، دستگاه تنفسی یا ادراری – تناسلی به عنوان کانون اولیه عفونت عمل می کنند. تقریباً 50 درصد از سپتی سمی های استافیلوکوکی در بیمارستان کسب می شوند. در کسانی که یک بیماری مستعدکننده را برای ابتلاء به عفونت نداشته باشند باکتریمی استافیلوکوکی دیده نمی شود. باکتریمی استافیلوکوکی با بیشترین شیوع خود در مبتلایان به دیابت قندی، بیماری قلبی عروقی، اختلالات گرانولوسیتی و نقص ایمنی دیده می شود.علاوه بر این، اجسام خارجی از قبیل پروتز های داخل عروقی، کاتتر های پلاستیکی داخل وریدی، محیط مناسبی را برای عفونت عروقی و باکتریمی فراهم می نمایید (22).تعداد روز افزونی از موارد خارج بیمارستانی ابتلاء به باکتریمی استافیلوکوک اورئوس، در میان معتادین به مواد مخدر دیده می شود.
معمولاً تب، لرز تکان دهنده و سمیت عمومی در باکتریمی استافیلوکوکی بروز می کنند. اندوکاردیت عارضه شایعی است که معمولاً حاد و بد خیم بوده و در مدت چند روز موجب تخریب دریچه های قلب می شود. علی رغم درمان با آنتی بیوتیک مناسب، اندوکاردیت استافیلوکوک اورئوس، مرگ و میر بالایی دارد که وابسته به مشکلات پزشکی زمینه ای، سن بیمار و مقاومت عامل عفونت زا در برابر پنی سیلین از 40 درصد تا 80 درصد تغییر می کند (68 ,100).
1-15-8- عفونت های متاستاتیک استافیلوکوکی
یکی از ویژگی های شاخص در باکتریمی استافیلوکوک اورئوس، تولید آبسه های متاسایک است. شایع ترین نقاط آبسه های متاستیک، پوست، بافت های زیر جلدی و ریه ها هستند. آبسه های داخلی کلیه ها، مغز و طناب نخاعی، غیر شایع نیستند(7).
1-15-9- مسمومیت غذایی
   در ایالات متحده آمریکا، مسمومیت غذایی استافیلوکوکی شایع ترین شکل مسمومیت غذایی باکتریال است (7). این بیماری به توسط خوردن غذای آلوده ای اتفاق می افتد که در آن به توسط سوش های تولید کننده انتروتوکسین، سم استافیلوکوکی آزاد شده است. غذا معمولاً به توسط دست های آلوده کارکنان  آشپزخانه که ارگانیسم ها را در دست های خود دارند آلوده می شود. شایع ترین غذاهایی که آلوده می شوند شیرینی های تازه و یا شیرینی های دارای خامه هستند، گوشت، بستنی، پنیر خانگی، سس مایونز و سالاد مرغ می باشد. غذاهایی که در آنها آنتروتوکسین وجود دارد از نظر بو، ظاهر و مزه طبیعی هستند. در دمای 86 درجه فارنهایت و در مدت زمان 4 تا 6 ساعت به مقدار کافی توکسین تولید می شود که علائم مسمومیت غذایی را ایجاد کند. اما در دمای یخچال این مقدار از توکسین تولید نمی شود.
شکایت های بیمار بلافاصله در مدت 2 تا 6 ساعت بعد از خوردن غذا شروع می شود. این شکایت ها شامل درد شکم، کرامپ شدید، تهوع، استفراغ و اسهال می باشد. عرق ریزش و سردرد دیده می شود اما تب، علامت شایعی نیست. بهبودی از بیماری معمولاً سریع می باشد که در مدت زمان 6 تا 8 ساعت اتفاق می افتد (3, 4, 13).
1-15-10- نشانگان شوک سمی
سوش های تولید کننده توکسین(استافیلوکوک اورئوس) در اغلب موارد ابتلاً به نشانگان شوک سمی را به خود اختصاص می دهند. در این نشانگان، چندین عضو بدن گرفتار می شود و ترجیحاً موارد ابتلاً در خانم های جوان می باشد. بیشترین موارد مبتلایان، زنانی هستند که در هنگام خون ریزی قاعدگی از تامپون های قابل جذب استفاده می کنند (127). گاهی زنانی که در زمان خون ریزی قاعدگی نیستند، کودکان و مردانی که کورک و یا عفونت های استافیلوکوکی در زخم های خود دارند نیز به نشانگان شوک سمی مبتلاء می شوند. علائم بالینی شامل تب، کاهش شدید فشار خون، اسهال، التهاب ملتهمه چشم، درد عضلانی و لکه های پوستی شبه مخملکی می باشد که در ادامه آن پوسته ریزی اتفاق می افتد(75). هیچ ارتباط محسوسی در میان عواقب یک بیماری حاد و نوع درمان ضد میکروبی وجود ندارد. استفاده از داروهای مقاوم به بتالاکتاماز، موجب کاهش میزان برگشت بیماری می شود. ابن خصوصیت به لحاظ کاهش و یا قطع لانه گزینی  به توسط سوش های استافیلوکوک اورئوس تولید کننده توکسین می باشد. در خانم هایی که مبتلاء به نشانگان شوک سمی شده اند و یا سابقه ای از ابتلاء به آن را ذکر می کنند نسبت به کسانی که به این بیماری مبتلاء نشده اند سطح سرمی پائین تری از آنتی بادی بر ضد توکسین شوک سمی را نشان می دهند. بر همین اساس پیشنهاد شده است که فقدان آنتی بادی بر ضد توکسین شوک سمی ممکن است یک فاکتور مستعدکننده برای بروز بیماری بالینی باشد( 117, 58, 78).
1-16- درمان
 در نگهداری و درمان عفونت های موضعی استافیلوکوکی، تخلیه مناسب ترشحات، اساس درمان را تشکیل می دهد. در جایگاه عفونت، اجسام خارجی بایستی برداشته شوند. اگر چه عوامل ضد باکتریال ممکن است انتشار ارگانیسم ها از آبسه ها را کنترل نمایند اما آنتی بیوتیک ها بر روی باکتری های درون آبسه، کمترین تاثیر را دارند و بهبودی آن را تسهیل نمی کنند.
تست سنجش حساسیت در برابر آنتی بیوتیک در انتخاب آنتی بیوتیک مناسب و ارزیابی تاثیر آن در جریان عفونت اهمیت دارد. آنتی بیوتیک های متعددی برای درمان عفونت های استافیلوکوکی در دسترس هستند. حساسیت غیر قابل پیش بینی( در یک نمونه معیین)، موجب کاهش تعداد آنتی بیوتیک های انتخابی می شود. به استثناء مواردی که آلرژی نسبت به پنی سیلین وجود داشته باشد آنتی بیوتیک های باکتریسیدال خانواده پنی سیلین ترجیح دارند. انتخاب آنتی بیوتیک باید از میان داروهای مقاوم به پنی سیلیناز باشد( بسیاری از نمونه های مربوط به عفونت های بیمارستانی و غیر بیمارستانی در برابر پنی سیلین G و پنی سیلین V و آمپی سیلین مقاوم هستند). در هر حال، تست سنجش حساسیت در برابر آنتی بیوتیک نشان داده است که بسیاری از نمونه های استافیلوکوک در برابر پنی سیلین حساس هستند و از آنجایی که پنی سیلین، آنتی بیوتیک فعال تر و ارزان تری است لذا آنتی بیوتیک انتخابی برای درمان می باشد.
در عفونت های جلدی، درمان خوراکی با یک پنی سیلین نیمه صناعی( از قبیل کلوگزاسیلین و دی کلوگزاسیلین) معمولاً موثر است. اگزاسیلین و نافسیلین در درمان خوراکی توصیه نمی شوند
(چون جذب گوارشی آنها غیر قابل پیش بینی است). در مواردی که بیمار نسبت به پنی سیلین آلرژی داشته باشد از اریترومایسین می توان استفاده کرد. 
در موارد بیماری های شدید منتشر استافیلوکوکی، تجویز وریدی نافسیلین و یا اگزاسیلین توصیه می شود. در بیماران آلرژیک، ونکومایسین و یا سفالوسپورین، جایگزین های تزریقی مناسبی هستند. در اغلب موارد، عفونت های استافیلوکوکی پاسخ آهسته ای در جواب به درمان دارند و اگر درمان خیلی سریع خاتمه یابد برگشت بیماری اتفاق خواهد افتاد. در طول درمان با پنی سیلین، بروز مقاومت نسبت به آن غیر معمول است اما در طول درمان با اریترومایسین غیر معمول نمی باشد. برای پیشگیری از بروز آبسه های متاستاتیک، درمان اغلب عفونت های استافیلوکوکی باید برای مدت زمان 4 تا 6 هفته ادامه یابد.
استافیلوکوک هایی که در مقابل آنتی بیوتیک های بتا لاکتام مقاوم باشند را معمولاً به استافیلوکوک های مقاوم به متی سیلین می شناسند. متی سیلین، ساده ترین دارویی است که برای ارزیابی مقاومت این ارگانیسم ها در شرایط آزمایشگاه استفاده می شود. در هنگامی که یک نمونه استافیلوکوک به عنوان ارگانیسم مقاوم در برابر متی سیلین معرفی می شود به این مفهوم است که در برابر نافی سیلین و بقیه آنتی بیوتیک های بتالاکتام از قبیل سفالوسپورین نیز مقاوم می باشد. در ایالات متحده آمریکا، سوش های مقاوم در برابر متی سیلین، مشکل شایعی نبوده اند اما اکنون آنها با شیوع روز افزونی دیده می شوند و بیشترین حملات با اهمیت خود را در بیمارستانها نشان می دهند. در عفونت های غیر بیمارستانی نیز شیوع روز افزونی از عفونت های استافیلوکوکی بروز کرده و انتشار یافته است. معتادین به مواد مخدر داخل وریدی و بیماران ضعیف، منابع بزرگ استافیلوکوک اورئوس مقاوم به متی سیلین هستند.این ارگانیسم ها ممکن است در برابر جنتامایسین، توبرامایسین و کلیندامایسین نیز مقاوم باشند ونکومایسین به تنهایی و یا در ترکیب با ریفامپین برای درمان عفونت های مربوط به سوش های مقاوم در برابر متی سیلین توصیه شده است . ریفامپین بایستی فقط در ترکیب با آنتی بیوتیک های دیگری تجویز شود تا این که از بروز مقاومت در برابر ریفامپین ممانعت گردد(7 ,19). 
1-17- پیشگیری
 استافیلوکوک ها در شکل ناقل در انسان حضور دارند بنابرین کنترل کامل عفونت استافیلوکوکی هرگز امکان پذیر نخواهد شد. فقط در شرایط انجام مراقبت های بهداشتی مناسب و دفع کردن مواد آلوده، محدود کردن انتشار بیماری امکان پذیر خواهد شد. در محیط بیمارستان انتظار مشاهده ارگانیسمی با بیماری زایی بیشتر و یک جمعیتی از بیماران حساس تر وجود دارد. کسانی که ضایعات استافیلوکوکی دارند باید از نوزادان شیرخوار و بالغین بسیار حساس جدا شوند. از کاربرد نامناسب آنتی بیوتیک ها بایستی اجتناب شود تا از استقرار و انتشار سوش های مقاوم( در بیمارستان) اجتناب شود. تمامی اقدامات جراحی و استفاده از تجهیزات پزشکی باید با توجه به بیشترین دقت در زمینه روش های استریل انجام شود. در نوزادان شیرخوار مراقبت ویژه ای از نظر کلامپ بند ناف مبذول گردد و کارکنان پرستاری به لحاظ ناقل بودن از نظر استافیلوکوک بررسی شوند. کمیته های عفونت که در بیمارستان ها برای کنترل عفونت های بیمارستانی تشگیل می گردند باید پیشگیری از بیماری های عفونی را به شدت مورد نظر داشته باشند(7 , 8 , 10 ).
1-18- تشخیص آزمایشگاهی
 به لحاظ اینکه استافیلوکوک ها به طور وسیعی در طبیعت توزیع شده اند. در هنگام جمع آوری نمونه ها بایستی مراقبت های شدید مبذول گردد. اگر برای کشت نمونه ها نیاز به انجام آسپیراسیون باشد پوست محل مورد نظر را باید به خوبی استریل نمود. در امتحان مستقیم میکروبی از ترشحات چرکی، حضورکوکسی های گرم مثبت که آرایش نامنظم خوشه انگوری داشته باشند نمایشگر حضور احتمالی استافیلوکوک ها است اما تشخیص قطعی آن بر اساس جداسازی استافیلوکوک ها در محیط آزمایشگاه می باشد.
نمونه های چرک، مایعات چرکی، خلط و ادرار را بایستی مستقیماً در سطح محیط کشت آگار خون دار و لوله آبگوشت تایوگلیکولات تلقیح کرد. در مورد کشت از نمونه خون باید در حدود 10 میلی لیتر از خون وریدی را به داخل 50 میلی لیتر از آبگوشت تریپتوز فسفات تلقیح کنیم. شناسایی استافیلوکوک ها و متمایز کردن استافیلوکوک اورئوس از استافیلوکوک اپیدرمیس بر اساس مرفولوژی کلونی و نمای میکروسپی، تولید کاتالاز و کواگولاز و تولید اسید از بعضی از کربوئیدرات ها است. استرپتوکوک ها و پنوموکوک ها، کاتالاز منفی هستند اما استافیلوکوک ها و میکروکوک ها کاتالاز مثبت می باشند. طبق تعریف، تمامی سوش های استافیلوکوک اورئوس، کواگولاز مثبت هستند(7 , 26).
 
1-19- کشت بر روی محیط مانیتول سالت آگار 
غلظت بالای نمک(5/7%) رشد اکثر سوش های گرم منفی و گرم مثبت به جز استافیلوکوکوس اورئوس را مهار می کند. استافیلوکوک اورئوس توانایی تخمیر قند مانیتول را دارد( مانیتول تنها کربوهیدرات موجود در محیط است). تخمیر قند مانیتول منجر به تولید اسید می گردد. این مساله منجر به افت pH و تغییر رنگ فنل رد به زرد می گردد. در این آزمایش کلنی های استافیلوکوک به طور مشخص زرد رنگ شده و توسط هاله زردی احاطه می شوند اما سایر استافیلوکوک ها و میکروکوک ها که قدرت تخمیر مانیتول را ندارند با شکستن پپتون موجود در محیط کلنی هایی قرمز رنگ با هاله ای ارغوانی- قرمز ایجاد می کنند(2). 
1-2- تست کواگولاز
در سطح برخی باکتری ها نظیر استافیلوکوک اورئوس ماده ای به نام کواگولاز متصل شده است که کواگولاز متصل به دیواره سلولی یا فاکتور توده کننده نام دارد . همچنین کواگولاز ممکن است ترشحی باشد و به بیرون ترشح شود . کواگولاز به فیبرینوژن محلول متصل شده و به کمک مواد و عواملی که در سرم وجود دارند و در حضور پلاسما ، موجب لخته شدن ، انعقاد پلاسما و تجمع پلاکت ها می شود . در واقع این آنزیم باعث می شود فیبرینوژن محلول به فیبرین نامحلول تبدیل شود و لخته را بوجود آورد . کواگولاز در تشکیل دیواری از فیبرین در اطراف ضایعات استافیلوکوکی دخالت می کند که موجب مقاومت و پایداری این باکتری ها در بافت می گردد زیرا عوامل دفاعی قادر نیستند به انجا راه یابند و از طرف دیگر با ایجاد رسوبی از فیبرین در سطح استافیلوکوک ها از فاگوسیتوز شدن و تخریب باکتری ها جلوگیری می کنند . کواگولاز فاکتور نشاندهنده ویرولانس می باشد و استاف اورئوس ( کواگولاز مثبت ) را از سایر گونه های استافیلوکوکی ( کواگولاز منفی ) مجزا می نماید(7). 2 نوع تست کواگولاز وجود دارد(تست اسلایدی و تست لوله ای) در تست اسلایدی 1 قطره از پلاسمای سیتراته خرگوش را بر روی لام شیشه ای ریخته سپس باکتری مورد نظر را در آن حل می کنیم پس از آن وجود یا عدم وجود لخته را بر روی لام بررسی می کنیم. در تست لوله ای حدود cc5 از پلاسمای سیتراته خرگوش را درون لوله آزمایش ریخته سپس باکتری را در آن حل می کنیم. پس از آن لوله آزمایش را درون انکوباتور 37 درجه قرار می دهیم و در نهایت پس از 1 الی 4 ساعت لوله مورد نظر را از لحاظ وجود یا عدم وجود لخته بررسی می کنیم  (2, 5).
1-21- تست کاتالاز
آنزیم کاتالاز، پراکسید هیدروژن را به آب و اکسیژن می‌شکند. اگر مقدار کمی از  ارگانیسم‌های تولید کننده این آنزیم را با آب اکسیژنه مجاور نمائید، بلافاصله حباب‌های اکسیژن آزاد می‌شود( 2, 5).
1-22- تست DNase
اگر استافيلوكوك آنزيم DNase  داشته باشد اين آنزيم، اسيدنوكلئيك را هيدروليز مي نمايد كه با استفاده از معرف و ايجاد هاله شفاف در اطراف محل رشد باكتري مي توان به اين موضوع پي برد ( 2).
1-23- رنگ آمیزی گرم
معروفترین نوع رنگ آمیزی مرکب نوع گرم می باشد . این روش مفیدترین روش تشخیص باکتریها می باشد. میکروبشناسی بنام کریتستیان گرم در سال 1884 بطور تصادفی واکنشی را کشف کرد که بعدها واکنش رنگ آمیزی گرم نامیده شد.
بر این اساس باکتریها با توجه با ساختمان دیواره یاخته ای (سلولی) به دو بخش بزرگ و کلی تقسیم می شوند: باکتریهای گرم مثبت و گرم منفی . تفاوت عمده بین این دو گروه تفاوتهای ساختاری(ساختمانی) بین این دو گونه می باشد به این ترتیب که در گونه گرم مثبت ها در دیواره سلولی نوعی پلی ساکارید بکار رفته و دیواره سلولی آن کمی ضخیمتر می باشد در صورتیکه در دیواره سلولی نوع گرم منفی مقدار چربی بیشتری بکار رفته و دیواره سلولی آن کمی نازکتر از نوع گرم منفی می باشد.
بر همین اساس در رنگ آمیزی گرم با توجه به این تفاوت مهم در دیواره سلولی ، از دو نوع رنگ استفاده می شود ، رنگ اولیه کریستال ویوله می باشد . هنگامیکه محلول کریستال ویوله به گسترش باکتریایی اضافه می شود این رنگ با ریبونوکلئات موجود در دیواره سلولی ترکیب شده و کمپلکس کریستال ویوله – ریبونوکلئات را بوجود می آورد و بعد از شستشوی رنگ اضافی ، محلول ید را بکار می برند . این محلول ید که ترکیبی فلزی می باشد به رنگ متصل شده و یک ترکیب رنگی غیر محلول ایجاد می کند بنام کمپلکس کریستال ویوله –ید که در سر دیگر آن متصل شده به ریبونوکلئات موجود در دیواره سلولی و تشکیل کریستال ویوله – ید – ریبونوکلئات داده است در حالیکه در باکتریهای گرم منفی چنین کمپلکسی ایجاد نمی شود. این پیوند در باکتریهای گرم مثبت بسیار پایدار است و در مرحله بعدی توسط ماده رنگ بر شکسته نمی شود و رنگ بنفش کریستال ویوله را در خود حفظ کرده بنابراین باکتریهای گرم مثبت زیر میکروسکوپ بنفش رنگ دیده می شوند.
از طرفی در دیواره سلولی باکتریهای گرم منفی مقدار چربی بیشتری بکار رفته است بنابراین چربیها در الکل استن که در مرحله بعدی بعنوان رنگ بر بکار می روند ، محلول هستند و در اثر این واکنش چربیها از دیواره سلولی خارج شده و در اثر شستشو با حلال رنگ بر ، رنگ کریستال ویوله هم از سطح باکتری خارج می شود . با خروج چربی توسط ماده رنگ بر ، بر اندازه منافذ دیواره سلولی افزوده شده که این امر باعث بی رنگ شدن سریع باکتریهای گرم منفی می شود .در این مرحله باکتریهای گرم منفی از کریستال ویوله پاک می شوند . بنابراین بعد از شستشو توسط آب و افزوده شدن رنگ دوم یعنی سافرانین (فوشین) ، این رنگ به دیواره سلولی باکتریهای گرم منفی جذب شده و باکتریها به رنگ قرمز در می آیند و در بررسی میکروسکوپی ، باکتریهای گرم منفی برنگ قرمز دیده می شوند (2, 5).
1-24- الکتروفورز ژل آگارز
يكي از پركاربردترين تكنيك ها در بيولوژي مولكولي الكتروفورز نام دارد كه اساس آن بسيار ساده است. لغت فورز به معناي حركت و تحرك است و الكتروفورز در واقع حركت ذرات تحت تأثير ميدان الكتريكي را گويند.( در اين تكنيك مولكول هاي DNA براساس بار و وزن مولكولي آنها جدا مي شوند)
دستگاه الكتروفورز شامل يك محيط خلاء، يك الكترود منفي و يك الكترود مثبت در دو طرف ذره باردار مي باشد. اسيدهاي نوكلئيك داراي بار الكتريكي هستند. گروه هاي فسفات روي اسيدهاي نوكلئيك داراي بار منفي هستند. بنابراين رشته DNA داراي بار الكتريكي منفي مي باشد.
وقتي كليد باز است يا به عبارتي جريان الكتريكي قطع مي باشد ذره موردنظر در ميدان الكتريكي ثابت است و زماني كه كليد بسته است يا به عبارتي جريان الكتريكي وصل باشد ذره موردنظر به تنهايي و با سرعت شتابدار تا رسيدن به الكترود مثبت حركت كرده و برقراري جريان الكتريكي در تانك الكتروفورز همواره از الكترود منفي به سمت الكترود مثبت است. البته اين مطلب در مورد رشته DNA كه داراي بارالكتريكي منفي است صادق است(12).
1-25- واکنش PCR
در بیولوژی مولکولی، واکنش زنجیره ای پلی مراز یا PCR، بمنظور تکثیر یک قطعه DNA مورد استفاده قرار میگیرد. تکنیک PCR در سال 1983 توسط کری مولیس (Kary Mullis) ارائه شده است. در این تکنیک، یک مولکول DNA میلیونها بار تکثیر میشود. در روش PCR سیکل های دمایی (Cycle) ایجاد میشود. در ابتدا با ایجاد حرارت و رساندن  دمای محلول  به نقطه ذوب DNA، دو رشته DNA از هم جدا میشوند. در مرحله بعد با کاهش دما یک آنزیم DNA پلیمراز فعال شده، عمل همانند سازی (Replication) را انجام میدهد. DNA پلیمراز آنزیمی است که با استفاده از نوکلئوتیدها (مصالح ساختمانیDNA)،  رشته الگو(DNAی مورد مطالعه) و یک قطعه پرایمر قادر به همانند سازی است. صحت نتایج PCR بستگی به انتخاب پرایمر مناسب دارد. پرایمرها قطعات کوچک پلی نوکلئوتیدی هستند و در آزمایشگاه به گونه ای طراحی و سنتز شده اند که دارای سکانس نوکلئوتیدی مکمل با ناحیه َ3 در  مولکول DNAی مورد نظر هستند. بنابر این بطور اختصاصی فقط به این مولکولها متصل شوند. چون آنزیم DNA پلیمراز به قطعات پرایمر متصل میشود، در نتیجه فقط مولکول DNAی هدف همانند سازی و تکثیر میگردد. با اعمال تغییرات دمایی بطور متوالی و برنامه ریزی شده، روند PCR تکرار گردیده و در هر مرحله DNA دو برابر میشود. بنابر این تعداد مولکولهای DNA بصورت تصاعدی و به نسبت n2 افزایش می یابد که n  تعداد سیکل های دمایی است. مثلا یک مولکول DNA، پس از 20 سیکل به 1.047.586 مولکول تکثیر میشود. در مرحله همانند سازی، برای جدا نگهداشتن دو رشته DNA، باید دمای محلول بالا باشد. بنابر این از یک نوع آنزیم DNA پلیمراز مقاوم به حرارت استفاده میشود. اولین آنزیمی که بدین منظور مورد استفاده قرار گرفت Taq polymerase بود که از باکتری ترموس آکواتیکوس(Thermus aquaticus) بدست می آید(12).
1-25-1- مراحل PCR
1. مرحله شروع (Initialization step): به مدت 1 تا 9 دقیقه دمای محلول را به 94 تا 96 درجه (یا 98 درجه اگر پلیمرازها کاملا به حرارت مقاوم باشند) رسانیده میشود. این مرحله فقط برای DNA پلیمرازهایی ضروری است که نیازمند فعال شدن توسط حرارت در روشhot-start PCR هستند.
2. مرحله واسرشت (Denaturation step): این مرحله اولین قسمت از سیکل های حرارتی منظم است و شامل حرارت دادن محلول به مدت 20 تا 60 ثانیه در دمای 93 تا 94 درجه است. در این مرحله بعلت گسستن پیوندهای هیدروژنی (بین نوکلئوتیدها)، DNAی الگو و پرایمرها از هم جدا میشوند و تک رشته های DNA حاصل میگردد.
3. مرحله اتصال (Annealing step): دمای محلول به مدت 20 تا 60 ثانیه به 36 تا 65 درجه کاهش می یابد. در این مرحله پرایمرها به تک رشتهای DNAی الگو متصل میشوند. بطور طبیعی، دمای اتصال (Annealing temperature) در حدود 3 الی 5 درجه پائین تر از نقطه ذوب پرایمرها است. پیوندهای هیدروژنی پایدار فقط زمانی شکل میگیرد که سکانس پرایمر و رشته الگو مکمل یکدیگر باشند. آنزیم پلیمراز پس از اتصال به هیبرید پرایمر-الگو، همانند سازی DNA را آغاز میکند.
4. مرحله طویل شدن (Extension/elongation step): دمای محلول در این مرحله باید متناسب با نوع DNA پلیمراز مورد استفاده باشد. دمای اپتیمم برای آنزیم Taq polymerase حدود 75 الی 80 درجه است که معمولا دمای 72 درجه انتخاب میشود. در این مرحله آنزیمDNA پلیمراز با استفاده از dNTP های موجود در محلول، یک رشته DNAی جدید را در جهت َ5 به َ3 و در مقابل رشته های الگو میسازد.مدت زمان این مرحله نیز باید متناسب با نوع DNA پلیمراز و طول رشته DNA باشد. در دمای بهینه، DNA پلیمراز در هر دقیقه، یک هزار باز را پلیمریزه مینماید. در مرحله طویل شدن در صورت وجود سوبسترای کافی و تامین شرایط بهینه، مقدار DNA در محلول PCR دو برابر میشود. بنابر این در هر سیکل PCR، غلظت DNA بصورت تصاعدی افزایش می یابد.
5. مرحله طویل شدن نهایی (Final elongation): این مرحله، پس از آخرین سیکل PCR، به مدت 5 الی 15 دقیقه در دمای 70 الی 74 درجه انجام میشود، تا اطمینان حاصل شود که همه تک رشته های DNA همانند سازی شده اند.
6. نگهداری نهایی (Final hold): در این مرحله، محلول نهایی به مدت کوتاهی در دمای 4 الی 15 درجه قابل نگهداری است.
الکتروفورز در ژل آگارز: نهایتا میتوان محصولات PCR را بر روی ژل آگارز و همراه با مارکر وزن مولکولی(DNA lader که حاوی قطعات DNA با اندازه های مشجص است) الکتروفورز نمود، تا صحت انجام PCR بررسی شود.]12[
1-26- واکنش PCR-RFLP
 مشخص‌ شده‌ است‌ که‌ ژنوم‌ موجودات‌ به‌ طور طبیعی‌ دارای‌ تفاوت هائی‌ در ردیف‌ بازهای‌ خطی می‌باشند این‌ تغییرات‌ طبیعی‌ که‌ سبب‌ گوناگونی‌ در افراد یک‌ جمعیت‌ می‌شود چند شکلی‌ ژنتیکی‌نام‌ دارد. اگر این‌ چند شکلی ها‌ در ردیف‌ بازهایDNA ‌ در جایگاه‌ شناسائی‌ آنزیم‌ محدودکننده‌ ایجاد شده‌ باشند به‌ راحتی‌ قابل‌ ردیابی‌ است. RFLP، وجود الگوهای‌ غیریکسان‌ است‌ که‌ بر اثر هضم‌آنزیمی‌ یک‌ ناحیهِ خاص‌ ازDNA بوسیلهِ آنزیمهای‌ محدود کننده‌ مشخص‌ می‌شود. این‌ الگوهای‌غیریکسان‌ به‌ علت‌ تفاوتDNA ‌ بسته‌ به‌ حضور یا عدم‌ حضور جایگاه‌ آنزیمهای‌ محدود کننده‌بوجود می‌آید (12).
 
1-27- تست آنتی بیوگرام
این تست جهت تعیین حساسیت باکتری ها به آنتی بیوتیک های مختلف به کار می رود. از محیط کشت (MUELLR HINTON AGAR) برای این تست استفاده می شود. از دیسک های حاوی مقادیر مشخص آنتی بیوتیک های مختلف بر روی کشتی از باکتری ها استفاده می شود که باعث نفوذ آنتی بیوتیک در آگار می شود و ناحیه ی موثر توسط باکتری ها به وسیله ی عدم رشد باکتری مشخص می شود. هر چه تاثیر آنتی بیوتیک بر روی باکتری بیشتر باشد قطر هاله ی عدم رشد نیز بیشتر می شود(103).
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Hookey و همکاران (1998) 85 نمونه از استافیلوکوک ها را از لحاظ ارتباط بین الگوهای بدست آمده از PCR-RFLP ژن کواگولاز و مقاومت به متی سیلین در سویه های مورد نظر، مورد بررسی قرار دادند. در ابتدا واکنش PCR بر روی سویه های مورد نظر انجام گرفت که منجر به ایجاد 4 الگوی مختلف گردید(الگوهای 875، 660، 603 و 547 جفت بازی) سپس عمل هضم انزیمی(PCR-RFLP) با استفاده از آنزیم های محدود کننده AluI , CFOL بر روی الگو های مورد نظر انجام گرفت که منجر به ایجاد 10 الگوی مختلف گردید که در این میان 4 الگو خاص گونه های استافیلوکوک اورئوس مقاوم به متی سیلین، 2 الگو در مجموعه ای ناهمگون از گونه ها مشاهده شد، 1 الگو در ایزوله نوعی سگ خرمایی مشاهده گردید، 1 الگو در ایزوله هایی از این باکتری که از کشور آلمان به دست آمده بود مشاهده گردید و در نهایت 2 الگو در ایزوله های حساس به متی سیلین مشاهده گردید.
Motta و همکاران(2001) 128 ایزوله از استافیلوکوک اورئوس های جدا شده از 555 نمونه شیر از گاو های مبتلا به ورم پستان را از مورد بررسی قرار دادند. سپس عمل PCR ژن کواگولاز بر روی ایزوله های مورد نظر انجام گرفت که 42% از ایزوله ها باند 946 جفت بازی را نشان دادند، 7/29% ایزوله ها باند740 جفت بازی را نشان دادند، 5/19% از ایزوله ها باند 870 جفت بازی و 6/8% از نمونه ها باند 612 جفت بازی را نشان دادند
UDO و همکاران(2004) 88 ایزوله استافیلوکوک را در طی 4 سال جمع آوری کردند که این عمل به جهت بررسی مقاومت این سویه ها نسبت به متی سیلین و همچنین الگوهای به دست آمده از واکنش های PCR و PCR-RFLP ژن کواگولاز و مشخص شدن ارتباط این الگوهای به دست آمده با مقاومت این سویه ها نسبت به متی سیلین بود. در ابتدا مقاومت این سویه ها نسبت به آنتی بیوتیک مورد بررسی قرار گرفت که تقریباً به تمامی آنتی بیوتیک های استفاده شده مقاومت بالایی نشان دادند به غیر از 4 آنتی بیوتیک کلرامفنیکل، تری متو پریم، موپیروسین و ریفامپسین( کمترین مقاومت نسبت به این آنتی بیوتیک بود). لازم به ذکر است که در بین سالهای 1996، 1997، 1998 و 2001 بیشترین مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک ها در سال 97 و کمترین مقاومت در سال 98 مشاهده شد. پس از انجام تست های آنتی بیوگرام، واکنش های PCR و PCR-RFLP بر روی ایزوله های مورد نظر انجام گرفت که منجر به ایجاد 4 الگوی مختلف گردید. الگوی A که غالب ترین این الگو ها بود(92%) طی عمل PCR باند 701 جفت بازی را نشان داد و طی عمل PCR-RFLP که با استفاده از آنزیم محدود کننده AluI انجام گرفت باند های 200 و 501 جفت بازی را نشان داد. الگوی B طی عمل PCR باند 721 جفت بازی و در PCR-RFLP باندهای 290 و 431 جفت بازی را نشان داد. الگوی C طی عمل PCR باند 631 جفت بازی و در PCR-RFLP باند های 200 + 431 جفت بازی و در نهایت الگوی D طی واکنش PCR باند 768 جفت بازی و در واکنش PCR-RFLP باند های 200 + 337 جفت بازی را نشان داد. و از لحاظ بررسی ارتباط بین الگوهای ایجاد شده و مقاومت نسبت به متی سیلین نیز بیشترین مقاومت در الگوی A مشاهده شد(94%) و الگوهای C، B و D نیز که مقادیر ناچیزی از نمونه ها را در بر می گرفتند، مقاومت مشابه 91% را نسبت به متی سیلین از خود نشان دادند.
Mitani و همکاران (2005) با استفاده از تکنیک PCR-RFLP ژن های Spa و coa در تایپینگ 35 ایزوله استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین و مقایسه آن با تکنیک Spa typing برمبنای تعیین توالی نوکلئوتیدی بیان کردند روش های وابسته به هضم آنزیمی آسانتر و کارایی آنها در شناسایی تیپ های مختلف این باکتری بیشتر است.
Guler و همکاران (2005) 265 ایزوله از نمونه های شیر آلوده به استافیلوکوک اورئوس را جمع آوری کردند که این نمونه ها را هم از لحاظ مقاومت آنتی بیوتیکی و هم از لحاظ چند شکلی های ژن کواگولاز مورد بررسی قرار دادند.  این نمونه ها از سال 1995 تا 2004 جمع آوری شده بودند از لحاظ مقاومت آنتی بیوتیکی، بیشترین مقاومت (3/63%) نسبت به پنی سیلین و آمپی سیلین بود ولی نسبت به آنتی بیوتیک های کانامایسین، آموکسی سیلین و اگزاسیلین هیچ گونه مقاومتی مشاهده نگردید. از باکتری های مقاوم نسبت به پنی سیلین در بین سال های 1995 تا 2004 کمترین مقاومت در سال 1995(5/43%) وبیشترین مقاومت در سال 2004(9/76%) مشاهده گردید که نشان دهنده افزایش روز افزون مقاومت نسبت به این آنتی بیوتیک می باشد. آزمایش PCR بر روی 125 گونه از استافیلوکوک اورئوس ها انجام گرفت که منجر به ایجاد 4 الگوی مختلف گردید. که از این میان 76  نمونه(8/60%) الگوی 1000 جفت بازی را نشان دادند، 21 نمونه(8/16%) الگوی 900 جفت بازی را نشان دادند، 16 نمونه (8/12%) الگوی 800 جفت بازی و 12 نمونه(6/9%) الگوی 700 جفت بازی را نشان دادند. سپس تست PCR-RFLP فقط بر روی نمونه های با الگوی 1000 جفت بازی انجام گرفت که فقط 20 نمونه از 76 نمونه تحت تاثیر آنزیم محدود کننده AluI قرار گرفتند که 14 نمونه الگوی 180+320+500 را نشان دادند و 6 نمونه الگوی 80+260+400 جفت بازی را نشان دادند.
Janwithayanuchit و همکاران ( 2006) در مطالعه اپیدمیولوژیک 129 جدایه استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین ، پلیمرفیسم ژن کوآگولاز را مورد بررسی قراردادند. در این مطالعه از هضم آنزیمی محصول PCR ژن coa ، 4 ژنوتیپ مختلف بدست آمد (ژنوتیپ های A  ، 492 جفت باز با محصول هضم 220+220، ژنوتیپ B، 654 جفت باز با محصول هضم آنزیمی 400+220، ژنوتیپ C ، 735جفت بازی با محصول هضم آنزیمی 420+220 و ژنوتیپ D، 816  جفت باز با محصول هضم 510+220). تنها یک ژنوتیپ بصورت اپیدمیک و سایر ژنوتیپ ها بروز اسپورادیک داشته است. همچنین در این مطالعه 2 بیوتیپ مقاوم و یک ژنوتیپ مقاوم غالبیت نشان دادند. لازم به ذکر است که فراوانی ژنوتیپ های A،B،Cو D به ترتیب 5/1%، 3/2%، 2/82% و14% بود.
Aslantas وهمکاران(2006) پلی مورفیسم ژنی آنزیمcoa را در استافیلو کوک اورئوس جدا شده از عفونت های تحت بالینی ورم پستان در گاو را در3 ناحیه مختلف در کشور ترکیه مورد بررسی قرار دادند.در طی این بررسی 5 محصول متفاوت PCR و 9 ژنوتیپ متفاوت با استفاده از RFLP(با استفاده از آنزیم محدود کننده AluI) به دست آمد که فقط 2 ژنوتیپ(ژنوتیپ 970 جفت بازی با محصول هضم آنزیمی 490+320+160 و ژنوتیپ730 جفت بازی با محصول هضم آنزیمی 490+240) در این 3 منطقه غالب بودند.
Moon و همکاران(2006) در پژوهشی ارتباط بین سویه های استافیلوکوک های تولیدکننده انتروتوکسین با سویه های مقاوم نسبت به آنتی بیوتیک ها و همچنین ژنوتیپ های غالب ژن کوآگولاز را در 164 سویه از استافیلوکوک ها مورد بررسی قرار دادند. طی این پژوهش از بین 696 سویه استافیلوکوک جدا شده از شیر خام در 140 مزرعه لبنیات در بین سال های 1997 تا 2004 تعداد 164 نمونه(6/23%) تولید یک یا چند انتروتوکسین را نمودند(A تاD) از لحاظ میزان غالبیت در سویه های تولید کننده انتروتوکسین از 164 نمونه، 100 نمونه دارای انتروتوکسین A ، 17 نمونه انتروتوکسین B، 8 نمونه انتروتوکسین D، 13 نمونه انتروتوکسین AC و 27 نمونه دارای انتروتوکسین ABCD بودند. مقاومت در استاف های دارای انتروتوکسین نسبت به استاف های بدون انتروتوکسین بسیار بالاتر بود به طوری که مقاومت نسبت به اگزاسیلین(9/7 در مقابل 1/1%) مقاومت نسبت به کانامایسین(9/43 در مقابل 7/22%) و در مقابل نئومایسین(5/30 در مقابل 8/12%). پس از تعین ارتباط بین تولید انتروتوکسین و مقاومت باکتری نسبت به آنتی بیوتیک ها، عمل PCR ژن کواگولاز نیز انجام گرفت که منجر به ایجاد باند های 620 تا 809 جفت بازی گردید. سپس هضم انزیمی(PCR-RFLP) توسط آنزیم محدود کننده AluI انجام گرفت که منجر به ایجاد 10 الگوی مختلف از 126 تا 670 جفت بازی گردید که از این میان 4 الگو غالبیت بالایی داشتند که 3/70% از الگو ها را به خود اختصاص می دادند. ولی پس از بررسی های انجام شده این نتیجه به دست آمد که هیچ گونه ارتباط خاصی بین تولید انتروتوکسین با الگوهای ژنی کواگولازهای غالب در بین سویه های مورد نظر وجود ندارد.
Karahan و همکاران(2006)با استفاده از تکنیک PCR-RFLP به بررسی ناحیه متغیر ژن کواگولاز(توالی های تغییر پذیر 81 جفت بازی) در استافیلوکوک اورئوس های جدا شده از بیماری ورم پستان گاو پرداختند. که از میان 700 نمونه شیر، 200 نمونه استافیلوکوک اورئوس جدا سازی گردید که از این میان 161 نمونه کواگولاز مثبت بودند. عمل PCR-RFLP با استفاده از 2 آنزیم محدود کننده AluI و Hin61 انجام گرفت که الگوهای بدست آمده با استفاده از آنزیم محدود کننده AluI ، 23 الگو و با استفاده از آنزیم محدود کننده Hin61، 22 الگو بود. در میان الگو های ایجاد شده با استفاده از 2 آنزیم محدود کننده مختلف 26% نمونه ها الگوی 2 بانده ایجاد کردند. در بین الگو های ایجاد شده 3 الگوی غالب مشاهده گردید( الگو های 700، 950، 1400 ) که به ترتیب 9/68% و 1/62% الگوهای ایجاد شده توسط آنزیم های AluI و Hin61 را در بر می گرفت. در بین این الگو های غالب بیشترین اشتراک مربوط به الگوی 950 جفت بازی(فراوان ترین الگو) بود که در 55 ایزوله از استافیلوکوک اورئوس های تحت تاثیر آنزیم های محدود کننده مورد استفاده مشاهده گردید. لازم به ذکر است که در بین 23 الگوی ایجاد شده توسط انزیم AluI ، 16 الگو در کمتر از 5 ایزوله، و در بین 22 الگوی به دست آمده با استفاده از انزیم Hin61، 12 الگو در کمتر از 5 ایزوله مشاهده گردید.
Sanjiv و همکاران(2008) بر روی 20 نمونه استافیلوکوک جدا شده از شیر گاوهای مبتلا به ورم پستان که از 4 ناحیه مختلف در هندوستان جمع آوری شده بودند عمل PCR را انجام دادند که که منجر به ایجاد 3 الگوی مختلف گردید(الگو های 600، 680 و 850 جفت بازی) سپس آزمایش PCR-RFLP را با استفاده از آنزیم محدود کننده AluI بر روی الگو های بدست آمده انجام دادند. الگوی 600 جفت بازی تنها یک رشته 300 (300+300) جفت بازی ایجاد کرد و الگوی 680 جفت بازی دو رشته 260 و 210 ( 260+210+210 ) جفت بازی ایجاد کرد و همچنین الگوی 850 جفت بازی 3 رشته 170+290+390 جفت بازی ایجاد کرد. که از این 4 ناحیه ای که از آنها نمونه های آلوده شیر گرفته شده بود  در ناحیه اول فقط الگوی 850 جفت بازی مشاهده شد. در ناحیه دوم الگو های 680 و 850 جفت بازی مشاهده شد . در ناحیه سوم الگو های 600، 680 و 850 جفت بازی مشاهده شد و در ناحیه چهارم الگوی 600 جفت بازی مشاهده شد(که بیشترین فراوانی مربوط به الگوی 850 جفت بازی بود).
Tiwari و همکاران(2008) به منظور تایپینگ مولکولی با استفاده از PCR ژن کواگولاز 84 ایزوله از استافیلوکوک اورئوس را از نمونه های مختلف چرک، ادرار، خون، خلط و غیره جمع آوری کردند سپس DNA  این باکتری ها با استفاده از روش فنل-کلروفرم استخراج گردید سپس عمل PCR ژن کواگولاز بر روی این ایزوله ها انجام گرفت که منجر به ایجاد 3 الگوی مختلف گردید(الگو های 1456، 1150 و 720 جفت بازی) سپس عمل PCR-RFLP بر روی باکتری ها با استفاده از آنزیم AluI انجام گرفت که منجر به ایجاد 33 الگوی متفاوت گردید. پس از انجام این پژوهش این نتیجه حاصل شد که که استفاده از تجزیه و تحلیل ژن کواگولاز با استفاده از روش PCR-RFLP روشی مفید و مناسب جهت تایپینگ مولکولی سویه های مختلف استافیلوکوک اورئوس می باشد.
Kyun kim و همکاران(2008) بر روی 120 ایزوله استافیلوکوک اورئوس جدا شده از خون، آزمایشاتی را انجام دادند . این آزمایشها جهت بررسی ناحیه متغیر ژن کواگولاز با استفاده از تکنیک PCR-RFLP، و همچنین استفاده از روش Multiplex PCR برای تشخیص ژن های کد کننده انتروتوکسین( SEB، SEC وSED)، سندرم شوک سمی(tst)، سندرم اکسفولیاتیو(eta و etb) و همچنین ژن های femA و mecA و بررسی ارتباط آنها با یکدیگر است . پس از انجام عملPCR-RFLP ، 16 الگوی مختلف بدست آمد که از این میان الگوهای L1  800 جفت باز  و L5 720 جفت باز  بیشترین فراوانی (42%) را دارا بودند. از میان 120 سویه جدا شده از این باکتری ها 6/50% نسبت به آنتی بیوتیک متی سیلین مقاوم بودند. سویه های MRSA متعلق به الگوی L5 RFLP  دارای 93% ژن tst و 4/81% ژن sec بودند. و گونه های متعلق به الگوی 9/88%L1  ژن sea را حمل می کردند. لازم به ذکر است که فروانی   الگوی L5 در طول چند سال گذشته در بخش مراقبت های ویژه افزایش بسزایی داشته است.
Esan و همکاران (2009) بر روی 50 ایزوله جدا شده از استافیلوکوک اورئوس(37 نمونه بالینی و 13 نمونه بینی) عمل تایپینگ به روش های حساسیت به آنتی بیوتیک، PCR-RFLP و PFGE را انجام دادند. در بین ایزوله های جدا شده تمامی این ایزوله ها(100%) نسبت به پنی سیلین مقاوم بودند، 70% نسبت به تتراسایکلین، 22% نسبت به اریترومایسین، 6% نسبت به جنتامایسین، 4% نسبت به سیپروفلوکساسین و تنها یک جدایه نسبت به متی سیلین مقاوم بود. پس از تست های آنتی بیوگرام عمل PCR و PCR-RFLP بر روی ایزوله های مورد نظر انجام گرفت که طی عمل PCR  باند های 470 تا 980 جفت بازی به دست آمد. سپس عمل PCR-RFLP بر روی ایزوله های استافیلوکوک اورئوس انجام پذیرفت که 12 الگوی مختلف به دست آمد که از این میان 3 الگو فراوانی بالایی را نشان دادند. 1. الگوی 81+243+486 جفت بازی با محصول PCR 800 جفت باز که فراوان ترین الگو بود  و در 21 ایزوله از استافیلو کوک ها مشاهده شد که از این 21 ایزوله 2 ایزوله فقط نسبت به پنی سیلین مقاوم بودند، 9 ایزوله نسبت به پنی سیلین، کلرامفنیکل و تتراسایکلین و 10 ایزوله نسبت به پنی سیلین، کلرامفنیکل، تتراسایکلین و اریترومایسین مقاوم بودند. 2. الگوی 810+405 جفت بازی که 9 ایزوله این الگو را دارا بودند که تمامی این 9 ایزوله فقط نسبت به پنی سیلین مقاوم بودند. 3. الگوی 486+ 405+ 324+ 162 جفت بازی که 7 ایزوله از استافیلوکوک اورئوس ها این الگو را دارا بودند که از این میان 2 ایزوله فقط نسبت به پنی سیلین و 5 ایزوله نسبت به پنی سیلین و تتراسایکلین مقاوم بودند.
Dastmalchi و همکاران (2009) پلی مورفیسم ژن کواگولاز را در 58 نمونه از استافیلوکوک اورئوس های جدا شده از نمونه های شیر آلوده در گاوهای مبتلا به ورم پستان مورد بررسی قرار دادند. پس از انجام عمل PCR بر روی نمونه های مورد نظر 5 الگوی PCR مختلف به دست آمد (الگو های 850،780،680،570 و 490 جفت بازی) سپس با استفاده از آنزیم هضم کننده HaeIII بر روی نمونه های مورد نظر عمل هضم آنزیمی صورت گرفت که در این میان 2 الگو غالبیت بالایی داشت. عمل هضم آنزیمی بر روی الگوی PCR 850 جفت بازی(23 نمونه) منجر به ایجاد الگوی هضم 130+170+210+340 و عمل هضم آنزیمی بر روی الگوی PCR 680 جفت بازی(14 نمونه) منجر به ایجاد الگوی هضم 80+180+200+220 جفت بازی گردید.
Taeksoo و همکاران (2011) ارتباط بین تیپ Spa و حضور ژن های حدت را در 94 جدایه از استافیلوکوکوس اورئوس های مقاوم به متی سیلین بررسی نمودند. نتایج این بررسی نشان داد بین پروفایل سوپر آنتی ژن های این باکتری و تیپ Spa ارتباط نزدیک برقرار است.
Momtaz و همکاران(2011) پلی مورفیسم ژن کواگولاز را در 42 نمونه از استافیلوکوک اورئوس های جدا شده از نمونه های شیر درگاو های دارای ورم پستان در شهر اصفهان مورد بررسی قرار دادند. که از 42 نمونه، 32 نمونه دارای الگوی PCR 970 جفت بازی و 11 نمونه دارای الگوی PCR730 جفت بازی بودند. سپس بر روی این الگوهای PCR، هضم آنزیمی صورت گرفت(با استفاده ار آنزیم AluI ) که الگوی 970 جفت بازی دارای الگوی RFLP 160+320+490 جفت باز و الگوی 730 جفت بازی دارای الگوی RFLP 240+490 جفت بازی بودند.
Talebi و همکاران (2012) واریته های مختلف ژن کوآگولاز را با تکثیر منطقه بسیار متغیر این ژن و هضم محصول حاصل با آنزیمHaeIII در 26 استافیلوکوکوس اورئوس جدا شده از عفونت پوست و ادرار بررسی نمودند. طول محصولات PCR جدایه های مختلف بین 790-490 جفت باز متغیر بوده و 6 الگوی مختلف هضم آنزیمی بدست آمد. ژنوتیپ C1 الگوی غالب در جدایه های پوست و ادرار بوده همچنین ژنوتیپ های 2و 4 در جدایه های پوست و ژنوتیپ های 3 ،5 و 6 در جدایه های ادراری متداول بوده است.
Osman Yasar و همکاران(2012) 264 نمونه شیر از گوسفندان مبتلا به ورم پستان را جمع آوری کردند که 155 نمونه متعلق به استافیلوکوک اورئوس بود. سپس بر روی این نمونه ها تست کواگولاز به روش سنتی(اسلاید و لوله) انجام گرفت که با انجام این تست ها 109 استافیلوکوک اورئوس کواگولازمثبت  و 46 نمونه کواگولاز منفی بدست آمد. ولی در تشخیص به روش مولکولی از 46 نمونه استافیلوکوک اورئوس کواگولاز منفی 32 نمونه مثبت به دست آمد( که کارا بودن روش های مولکولی در تشخیص نسبت به روش های سنتی را نشان می دهد) پس از انجام PCR سه الگوی مختلف به دست آمد. الگو های A، B و C . الگوی A در یکی از نمونه ها مشاهده شد که طول باند در این الگو 420 جفت باز بود. الگوی B در 92 نمونه مشاهده شد که طول باند در این الگو 580 جفت باز بود و الگوی C در 48 نمونه مشاهده شد که طول باند در این الگو 780 جفت باز بود. پس از انجام عمل PCR و مشخص شدن اندازه باند ها، عمل PCR-RFLP بر روی این الگوای به دست آمده انجام گرفت(با استفاده از آنزیم محدود کننده AluI) که در الگو های A و B هیچ برشی ایجاد نشد ولی در الگوی C مربوط به نمونه های 780 جفت بازی برش ایجاد شد که حاصل این برش ایجاد باند های 300+250+220 جفت بازی بود.
Ahlam A و همکاران(2013) پلی مورفیسم ژن coa را در 15 نمونه انسانی( 3 نمونه ادرار، 5 نمونه چرک، 3 نمونه خلط، 2 نمونه از مایع مغزی نخاعی و 1 نمونه خون) و 18 نمونه از گوشت و شیر، با استفاده از تکنیک PCR مورد بررسی قرار دادند. که از نمونه های انسانی 12 نمونه الگوی  PCR648 تا 913 را  به صورت تک باند نشان دادند والگوهای 812+723 و 913+812 به صورت 2 باند) حاصل شد و از نمونه های مربوط به شیر و گوشت 4 الگوی مختلف شامل( 648، 812، 723 و 913 به صورت تک باند و یک نمونه شیر به صورت 3 باند شامل 913+812+723 ) حاصل آمدند.
N.G. Ramesh babu و همکاران(2014) 12 نمونه بالینی از خون، ادرار و خلط آلوده به باکتری استافیلوکوک اورئوس را جدا سازی کرده( با استفاده از محیط کشت مانیتول سالت آگار). پس از آن واکنش PCR بر روی نمونه های مورد نظر انجام گردید که 2 الگوی مختلف 600 و 700 جفت بازی مشاهده گردید. سپس با استفاده از AluI تحت تاثیر هضم آنزیمی  قرار دادند. که منجر به ایجاد 5 الگوی مختلف گردید که این الگو ها شامل  C1  تا  C5می باشد که C1 شامل باند های 250+ 270 + 290 جفت باز. C2 شامل باند های 150+ 300 + 280 جفت بازی. C3 شامل باند های 300+ 200 + 110 جفت بازی.    C4 شامل باند های 200 + 400 جفت بازی و C5 شامل باند های 290+210 + 300 جفت بازی بودند.







فصل سوم
مواد و روش ها



3-1- نمونه گیری و جداسازی باکتری
جدایه های بالینی استافیلوکوکوس ارئوس از نمونه های خون، ادرار، مایع مفصلی، خلط، زخم و آبسه بیماران مراجعه کننده به آزمایشگاه های تشخیص پزشکی رشت جمع آوری گشته و به آزمایشگاه منتقل گردید.
3-2- کشت و خالص سازی باکتری ها
جهت تایید تشخیص و خالص سازی باکتریها تست های زیر انجام شد.
3-2-1- کشت بر روی محیط مانیتول سالت آگار
یک کلنی از باکتری مورد مطالعه بر محیط به صورت خطی کشت داده شد. پس 24 تا 48 ساعت امکوباسیون در حرارت 37 درجه سانتی گراد انکوبه گردید.در این محیط در نتیجه تخمیر مانیتول در اطراف کلنی های استافیلوکوک اورئوس هاله زرد رنگ مشاهده می گردد.
3-3- تست کواگولاز
3-3-1- تست کواگولاز اسلایدی
روی یک گوشه از لام شیشه ای یک قطره سرم فیزیولوژی را به عنوان کنترل و در گوشه دیگر یک قطره پلاسما قرار داده شد. با لوپ استریل مقداری از کلنی باکتری در هر یک از دو قطره مخلوط گردید تا سوسپانسیون یکنواختی تهیه گردد . سپس از نظر تشکیل لخته هر دو قطره بررسی گردید . استافیلوکوک اورئوس موجب تجمع سریع وتشکیل لخته در لام می گردد . در صورتی که سوسپانسیون در شکل یک محلول شیری رنگ صاف و یکنواخت باقی بماند نشان از منفی بودن تست دارد(2).
3-3-2 - تست کواگولاز لوله ای
4-3 میلی لیتر پلاسمای حاوی ضد انعقاد انسان در یک لوله آزمایش استریل ریخته شد باکتری مورد مطالعه در آن کشت داده شد و به مدت 1-4 ساعت در دمای 37 درجه نگهداری و مرتب از نظر تشکیل لخته بررسی می گردد. اگر پس از این مدت زمان تشکیل لخته در لوله آزمایش مشاهده نشد برای یک شب در حرارت اتاق باقی می گذاریم . ارگانیسم هایی که نتوانند پلاسما را در مدت 24 ساعت لخته کنند به عنوان کواگولاز منفی در نظر گرفته می شوند (2).
3-4- تست کاتالاز
بااستفاده از اپلیکاتور چوبی، مقدار کمی از کشت خالص ارگانیسم از محیط آگار مغذی به سطح یک لام خشک و تمیز منتقل می گردد. بلافاصله یک قطره از پراکسید هیدروژن ۳ % (H2O2) بر روی کلنی‌های موجود بر روی سطح لام ریختیه از نظر آزاد شدن حباب‌های گاز اکسیژن مورد بررسی قرار می گیرد. حباب های مشاهده شده نشان دهندة وجود آنزیم کاتالاز در میکروارگانیسم است که موجب شکسته شدن پراکسید هیدروژن به آب و اکسیژن می‌گردد(2).
3-5- تست DNase
باکتری مورد مطالعه در محیط DNase Test Agar  به صورت لوپ پر کشت داده شده سپس پليت ها به مدت 24-18 ساعت در دماي37 درجه سانتي گراد انكوبه می گردند. پس از انكوباسيون، روي پليت هاي DNase Test Agar  ساده، معرف تولوئيدين بلو 1/0% ریخته سطح پليت كاملاً با این ماده پوشانده می شود. در نمونه های مثبت هاله هاي شفاف كاملاً مشخصي اطراف كلني يا محل تلقيح در محيط كشت مشاهده میگردد(5,2).
3-6- رنگ آمیزی گرم
  تهیه گسترش روی لام : ابتدا از نمونه باکتری  یک گسترش روی لام تهیه می شود و سپس رنگ آمیزی گرم طی مراحل زیر انجام می شود:
1.  رنگ آمیزی با کریستال ویوله : در این مرحله مقداری از رنگ کریستال ویوله را با قطره چکان به مدت ا دقیقه روی سطح گسترش میکروبی ریخته می شود.
2.  مرحله شستشو: پس از سپری شدن مدت زمان 1 دقیقه ، رنگ اضافی روی لام خالی شده و با استفاده از آب مقطر سطح روی گسترش شستشو داده می شود.
3. مرحله اضافه کردن محلول ید : چند قطره از محلول ید روی گسترش پخش شده  و پس از 1 دقیقه محلول اضافی خالی و با آب مقطر لام شستشو داده می شود.
4.  مرحله رنگ بری با استفاده از استن – الکل : لام با زاویه 45 درجه نگه داشته   محلول رنگ بر الکل – استن بر روی گستره ریخته و سپس شستشو داده می شود.
5. رنگ آمیزی با سافرانین : سطح گسترش با رنگ ثانویه سافرانین به مدت 30 تا 60 ثانیه پوشانده و سپس رنگ اضافی خالی و با آب مقطر لام شستشو داده می شود(2).
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تصویر 3-1- نشان دهنده مراحل رنگ آمیزی گرم
3-7- استخراج DNA
جهت استخراج از کیتDNA  استخراج DNA باکتری های گرم مثبت شرکت سیناژن ( Cat. No. PR881614 ) استفاده گردید.مطابق دستورالعمل کیت ابتدا 10 الی 20 میلی گرم از کشت 24 ساعته باکتری در محیط نوترینت آگار در میکروتیوب حاوی 200 میکرولیتر آب مقطر استریل حل و سپس میکروتیوب ها به مدت 10 دقیقه در دور rpm4500 سانتریفیوژ گردیدند. رسوب حاصله جمع آوری گردید و مراحل استخراج DNA ژنومی به صورت زیر انجام پذیرفت:
1. به میکروتیوب حاوی رسوب باکتری مورد نظر 100 میکرولیتر G prelysis buffer و20 میکرولیتر Lyzosyme اضافه گردید و پس از میکس کردن میکروتیوب به مدت 45 دقیقه در دمای 37 درجه سانتی گراد انکوبه گردید.
2. به میکروتیوب 10 میکرولیتر Ributinase اضافه گردید و پس از میکس کردن 45 دقیقه در دمای 55 درجه سانتی گراد قرار گرفت.
3. 400 میکرولیتر Lysis Buffer اضافه و به مدت 20 ثانیه با حداکثر سرعت ورتکس گردید.
4. 300 میکرولیتر Precipitation solution اضافه و به مدت 5 ثانیه با حداکثر سرعت ورتکس گردید.
5. محلول به Spin column  به Collection tube انتقال داده شد.
6. تیوب درrpm 13000 به مدت 1 دقیقه سانتریفیوژ گردید و مایع عبوری دور ریخته شد. 
7. 400 میکرولیتر Wash buffer 1 به Spin column اضافه و در rpm13000 به مدت 1 دقیقه سانتریفیوژ شد سپس مایع عبوری دور ریخته شد. 
8. 400 میکرولیتر Wash buffer 2 به spin column اضافه و درrpm 13000  به مدت 1 دقیقه سانتریفیوژ گردید سپس مایع عبوری دور ریخته شد. 
9.  تکرار مرحله 8
10. spin column در یک میکروتیوب جدید وارد شد و در rpm13000 به مدت 1 دقیقه سانتریفیوژ گردید.
11. spin column به یک میکروتیوب 1.5 جدید انتقال و 30 میکرولیتر   elution buffer به مرکز  spin column اضافه گردید و سپس به مدت 5 دقیقه در 65 درجه سانتی گراد انکوبه شد.
12. میکروتیوب درrpm  13000 به مدت 1 دقیقه سانتریفیوژ شد. محلول حاصل از سانتریفیوژ حاوی DNA استخراج شده باکتری می باشد .
3-7-1. نکات قابل توجه
1. Pre lysis buffer قبل از استفاده به مدت 15 دقیقه در 37 درجه سانتی گراد انکوبه گردد.
2. Elution Buffer بایستی از قبل به دمای 65 درجه سانتی گراد رسیده باشد.

3-8- الکتروفورز ژل آگارز
3-8-1- مواد و ابزار مورد نیاز
جدول3-1- مواد و ابزار مورد نیاز جهت الکتروفورز ژل آگارز
	ابزار مورد نیاز
	مواد مورد نیاز

	كست (cast) و كمب (comb)
	پودر آگارز

	سمپلر
	TBE 1x

	ماكروفر
	Loading Buffer

	تانك الكتروفورز
	Marker

	Power supply (جهت برقراري جريان الكتريكي در تانك الكتروفورز)
	Gel red

	دستگاه عكسبرداري Gel Doc
	آب مقطر



3-8-2- روش انجام کار
1. پودر آگارز را وزن گردید و درون بشر ریخته شد.
2.  TBE 10x توسط آب مقطر به نسبت 10:1 رقيق و TBE 1x ساخته شد .
3. كمب (Comb) را بر روي كست (Cast) موردنظر قرار داده شد و فاصله بين Comb , Cast،   1mm درنظر گرفته شد وبراساس اين فاصله جايگاه comb بر روي cast تنظيم گردید.
4. TBE 1x  براساس حجم موردنظر توسط استوانه مدرج داخل  بشر ريخته شد و به آهستگي تكان داده شد.
5. محلول داخل بشر جوشانده شد بطوري كه ذرات، آگار داخل آن كاملاً حل گردید      و محلول يكنواخت به دست آمد و سپس محلول موردنظر را سرد گردید.
6. به محلول درون بشر در حدود 5/0 میکرولیتر  از gel red توسط سمپلر اضافه گردید.
7. محلول تكان داده شد تا gel red كاملاً در آن حل شده و محلول يكنواخت گردد.
8. محلول درون بشر به آرامي درون cast ريخته شد و تا ژل آگارز بسته شود.
9. ژل به همراه cast داخل تانك الكتروفورز قرار داده شد و جاي آن ثابت گردید و سپس تانك كمي بالاتر از ژل توسط TBE 1x پرگردید.
10. به تيوبهاي حاوي نمونه به ازاء هر 5 میلی لیتر از نمونه موردنظر در حدود 1 میلی لیتر از Loading Buffer  اضافه گردید.
11. بوسيله سمپلر محتويات درون هر tube داخل چاهك از سمت چپ به راست از ژل run گردید و در آخرين چاهك نيز ماركر قرار داده شد.
12. جريان الكتريكي در حدود (120 ولت) به تانك وصل گردید. تا محلول run شده از چاهكها خارج شود و سپس ولتاژ پائين آورده شد و در ولتاژ حدوداً بين 80  تا 90 ولت قرار گرفت.
13. پس از حدوداً 45 دقيقه ژل را از تانك خارج کرده و سپس از كست (cast) نیزخارج كرده و در  داخل دستگاه Gel Doc قرار داده شد( 5,2).
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تصویر 3-2- نمایی از دستگاه الکتروفورز در حال جداسازی نمونه های PCR
3-9- پرایمر ها
در این آزمایش از 1 جفت پرایمراختصاصی برای تکثیر اختصاصی ژن coa و همچنین 1 جفت پرایمر srRNA23 استافیلوکوک اورئوس جهت شناسایی مولکولی استفاده  گردید (52, 88 )

	5′  ATA GAG ATG CTG GTA CAG G 3′
	Coa Forward primer

	5′ GCT TCC GAT TGT TCG ATG C 3’
	Coa reverse primer

	5′ ACGGAGTTACAAAGGACGAC 3’
	23Sr RNA Forward primer

	5′ AGCTCAGCCTTAACGAGTAC 3′
	23S r RNA Reverse primer



3-10- واکنش PCR  
3-10-1. مواد و ابزار مورد نیاز
جدول 3-2- مواد و ابزار مورد نیاز جهت واکنش PCR
	مواد مورد نیاز
	ابزار مورد نیاز

	DNA الگو (Template   DNA)
	ترموسایکلر

	دزوكسي نوكلئوتيد تري فسفات (dNTPs)
	میکرو پیپت

	پرایمرهای Forward و Reverse
	ظرف یخ

	Taq DNA polymerase
	سمپلر و سرسمپل

	بافر
	ویال(200و500 میکرولیتر)

	کاتیون های دو ظرفیتی(یون های منیزیم یا منگنز) و کاتیون های یک ظرفیتی(یون پتاسیم)
	

	  آب مقطر
	





 
3-10-1-1- مقادیر مورد نیاز
حجم نهایی محصولPCR ، 25 میکرولیتر در نظر گرفته شد که مقادیر زیر را شامل می شود.
جدول 3-3- مقادیر مواد مورد نیاز جهت واکنش PCR
	مقدار بر حسب غلظت
	مواد

	12.5 μl
	Master mix

	μl 1
	Forward primer

	1 μl
	reverse primer

	1 μl
	Mgcl2

	2 μl
	DNA template

	7.5 μl
	D.D.W
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تصویر 3-3- میکروتیوب های PCR قرار داده شده در دستگاه ترموسایکلر
3-10-2- روش انجام کار
دمای اتصال برای تکثیر هر دو ژن °C57 در نظر گرفته شد
جدول 3-4- برنامه دستگاه ترموسایکلر جهت تکثیر ژن coa/23S rRNA
	تعداد تکرار چرخه
	زمان
	دما
	نام مرحله

	1 بار
	min4
	°C94
	Initial Denaturation

	30 بار
	min1
	°C94
	Denaturation

	
	min1
	°C57
	Annealing

	
	min1
	°C72
	Extention

	1 بار
	min10
	°C72
	Final Extention
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تصویر 3-4. مراحل برنامه ریزی شده فرایند PCR بر روی دستگاه ترموسایکلر
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تصویر 3-5. گرادیان دمایی در دستگاه ترموسایکلر

3-11- واکنش PCR-RFLP
3-11-1- مواد و ابزار مورد نیاز
جدول 3-5- مواد و ابزار مورد نیاز جهت واکنش PCR-RFLP
	مواد مورد نیاز
	ابزار مورد نیاز

	PCR reaction mixture
	سمپلر  μl10

	Nuclease-free water
	انکوباتور °C 37

	10X Buffer Tango
	بن ماری °C 65

	AluI
	


 
3-11-1-1- مقادیر مورد نیاز
جدول 3-6- مقادیر مواد مورد نیاز جهت واکنش PCR-RFLP
	مقدار بر حسب غلظت
	مواد

	μl10
	PCR reaction mixture

	μl18
	Nuclease-free water

	μl 2
	X Buffer Tango10

	μl2
	AluI



3-11-2- روش انجام کار
در این آزمایش از آنزیم AluI ساخت شرکت Thermo Scientific استفاده گردید. AluI در نواحی از ژن که دارای توالی AGCT باشد بین باز های G و C برش ایجاد می کند.  مقدار10 میکرولیتر از محصول PCR  درون میکروتیوب های 200 میکرولیتری ریخته شد سپس 18 میکرولیتر آب Nuclease-free  ، آنزیم AluI و Buffer Tango 10X هر کدام 2 میکرولیتر به آن اضافه گردید. پس از  مخلوط کردن اجزای واکنش میکروتیوپ به مدت 16 ساعت در دمای C ° 37 انکوبه گردید. پس از 16 ساعت ویال به مدت 20 دقیقه در بن ماری C ° 65 قرار گرفت تا فعالیت آنزیم AluI مهار گردد. در نهایت محصول با انجام عمل الکتروفورز بر روی ژل آگارز مشاهده گردید.
 

3-12- تست آنتی بیوگرام
در ابتدا حدود cc5 از محیط کشت مولر هینتون براث درون لوله آزمایش ریخته و استریل شد سپس به منظور ایجاد کدورت 5/0 مک فارلند مقداری از کشت 24 ساعته باکتری با استفاده از لوپ استریل در این محیط تلقیح شد در مرحله بعدی سواپ استریل را به محیط کشت نوترینت براث حاوی باکتری مورد نظر وارد کرده سپس به صورت چمنی بر روی محیط مولر هینتون آگار کشت انجام گردید. سپس بلافاصله با استفاده از پنس استریل دیسک های آنتی بیوتیک (شرکت پادتن طب ) شامل :  کلیندامایسین، سفازولین، جنتامایسین، کلوگزاسیلین، آمپی سیلین، نیتروفرونتوئین، ونکومایسین، کو- تریموکسازول، سیپروفلوکساسین، اریترومایسین، سفالکسین، متی سیلین، آموکسی سیلین، آموکسی کلاو، سفالتین و تتراسایکلین بر روی محیط مولر هینتون آگار قرار داده شدند. این دیسک ها به فاصله 2 سانتیمتر از دیسک مجاور و 2 سانتیمتر از لبه پلیت بر روی محیط کشت قرارداده شدند. سپس محیط کشت مورد نظر به مدت 24 ساعت در انکوباتور °C37 قرار گرفت. پس از 24 ساعت میزان مقاوت یا حساسیت باکتری ها با اندازه گیری قطر حاله عدم رشد مشخص گردید (2).
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تصویر3-6- نشان دهنده انجام تست آنتی بیوگرام


فصل چهارم
نتایج



4-1- جداسازی باکتری ها
در این بررسی 30 جدایه از باکتریهای کوکسی گرم مثبت تخمیر کننده مانیتول در محیط مانیتول سالت آگار با قابلیت تولید آنزیم های کاتالاز، کوآگولاز ، همولیزین و DNase به عنوان استافیلوکوکوس اورئوس شناسایی و مورد مطالعه قرار گرفت.درصد فراوانی باکتری های جدا شده از نمونه های بالینی مختلف در نمودار 4-1 آمده است.

4-1-درصد باکتری های جدا شده از نمونه های بالینی
4-2- نتایج کشت بر روی محیط مانیتول سالت آگار
تمامی نمونه ها بر روی محیط مانیتول سالت آگار کشت داده شدند که به دلیل تخمیر قند مانیتول توسط استافیلوکوک اورئوس (تصویر 4-1) رنگ قرمز محیط به صورت زرد رنگ در آمد.
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تصویر4-1- نشان دهنده تخمیر قند مانیتول توسط استافیلوکوکوس اورئوس
 

4-3- نتایج تست کواگولاز
تمامی نمونه ها از لحاظ تست کواگولاز اسلایدی و لوله ای مورد آزمایش قرار گرفتند که تشکیل لخته در هر دو تست مشاهده گردید نتایج این تست در تصویر 4-2 آمده است.
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تصویر 4-2- تصویر سمت راست نمونه مثبت تست کواگولاز اسلایدی و تصویر سمت چپ نمونه مثبت تست کواگولاز لوله ای

4-4- نتایج تست کاتالاز
نتیجه حاصل از تست کاتالاز جدایه های بالینی استافیلوکوکوس ارئوس در تصویر 4-3 آمده است.
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تصویر4-3- نشان دهنده نتایج مثبت تست کاتالاز
4-5- نتایج تست DNase
تست DNase در تمامی جدایه ها مثبت بوده است.نتایج آن در تصویر 4-4 آمده است.
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تصویر4-4- ایجاد هاله روشن در اطراف باکتری که نشان دهنده dnase مثبت بودن باکتری می باشد
4-6- نتایج رنگ آمیزی گرم
به منظور تشخیص بر روی تمامی نمونه ها رنگ آمیزی گرم انجام گردید که جدایه های استافیلوکوک اورئوس با آرایش خوشه انگوری و بنفش (تصویر 4-5) زیر میکروسکوپ مشاهده گردیدند.
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تصویر 4-5- نشان دهنده استافیلوکوک اورئوس های رنگ آمیزی شده توسط روش رنگ آمیزی گرم در زیرمیکروسکوپ نوری


4-7- نتایج استخراجDNA   
تصویر 4-6 نشان دهنده الکتروفورز  DNA ژنومی استخراج شده از جدایه های بالینی استافیلوکوکوس اورئوس می باشد.
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تصویر4-6- الکترفورز محصول استخراج DNA ژنومی بر روی ژل آگارز. ستون 1 و 2 : باند های استخراج شده DNA. ستون5: مارکر
4-8- نتایج شناسایی مولکولی
تمامی نمونه های استافیلوکوک اورئوس با استفاده از پرایمر 23SrRna  مورد شناسایی مولکولی قرار گرفتند که پس از الکتروفورز ژل آگارز باندهایی با وزن مولکولی تقریباً 1250 جفت باز حاصل شد(تصویر 4-7)
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تصویر4-7- الکترفورز محصول PCR ژن S rRNA 23 باکتری استافیلوکوکوس اورئوس. ستون 1: مارکر، ستون های 5-2: محصول PCR جدایه های بالینی استافیلوکوکوس اورئوس
4-9- نتایج PCR ژن coa
از تکثیر منطقه متغیر ژن کوآگولاز 30 جدایه بالینی استافیلوکوکوس ارئوس در واکنش PCR دو دسته محصول با وزن های تقریبی bp680در 19 جدایه(63%)  وbp750 در 11 جدایه(37%)(تصویر8-9 و 9-4) مشاهده گردید. که فراوانی هر یک از محصولات PCR در نمودار 4-2 نشان داده شده است.
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تصویر4-8- الکترفورز محصول PCR منطقه متغیر ژن coa. ستون 1 : مارکر، ستون 2-5: محصول bp 680
[image: ]
تصویر4-9- الکترفورز محصول PCR منطقه متغیر ژن coa. ستون 1و2 : مارکر، ستون 3: باند bp750. ستون 4 باند bp 680




نمودار4-2- نشان دهنده درصد فراوانی هر یک از انواع محصولات  PCR
4-10- نتایج واکنش PCR-RFLP
 از هضم محصولات PCR منطقه متغییر ژن coa30 جدایه استافیلوکوکوس اورئوس با استفاده از آنزیم Alu I در نهایت 4 الگوی مختلف مشاهده گردید
1- الگوی   280 +  400 در 13 ایزوله(45%)،  2- الگوی 280 + 470 در4 ایزوله(12%) 
 3- الگوی 340 + 340 در 6 ایزوله(19%)، 4- الگوی بدون هضم 750 در7 ایزوله(24%)
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تصویر4-10- تصویر الکتروفورز الگوی RFLP 280 + 470  و 340 + 340 . ستون 1: مارکر 100bp، ستون 2:  باند bp 340. ستون 4: باند bp 280+470
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تصویر 4-11- الگویRFLP  280 + 400  و 340 + 340 . ستون 1: مارکر. ستون 2،4و5 باند bp 280+400  . ستون3: باند  bp340
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تصویر 4-12-الگوی RFLP   280 + 400  حاصل از هضم انزیمی محصول PCR 680 جفت بازی. ستون 1: مارکر، ستون 2و3 :باند های bp680 محصول PCR. ستون 4و5: باند های 280+400 محصول هضم آنزیمی









نمودار 4-3- درصد فراوانی هر یک از الگوهای PCR-RFLP در جدایه های مورد مطالعه
4-11- نتایج حاصل از ارتباط الگوهای PCR و RFLP با محل ضایعه به ترتیب در نمودارهای 4-4 و4-5 آمده است. که الگوی bp PCR 680 (19 ایزوله) به ترتیب فراوانی در10 نمونه ادراری(34%)، 3 نمونه زخم(13%)، 2 نمونه خون(7%)، 2 نمونه مایع مفصلی(7%) و 1 نمونه آبسه(3%) مشاهده گردید. و الگوی bp PCR 750 (11 ایزوله) در 7 نمونه ادراری(24%) و نمونه های زخم، خون، مایع توده شکمی و ترشح نای هر کدام 1 عدد( 3%) و در مورد الگوهای RFLP، الگوی 280+400 در 7 نمونه ادراری(24%)، 3 نمونه زخم(10%)، 2 نمونه مایع مفصلی(8%) و 1 نمونه خون(3%). الگوی RFLP bp 280 +470 در1 نمونه از هر یک از ضایعه های خون، مایع توده شکمی، ادرار و ترشح نای، الگوی RFLP 750bp در 6 نمونه ادرار(21%) و 1 نمونه زخم(3%) و الگوی bp RFLP 340+340 در3 نمونه ادرار(10%)، و ا نمونه از ضایعه های آبسه، زخم و خون (3%) مشاهده گردید. لازم به ذکر است که درصد های فوق بر اساس کلیه نمونه های مورد بررسی(30 نمونه) محاسبه گردیده است.

نمودار4-4- نشان دهنده درصد هر یک از الگوهای PCR در ضایعه های مختلف
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نمودار4-5- نشان دهنده درصد هر یک از الگوهای RFLP در ضایعه های مختلف
4-12- نتایج تست آنتی بیوگرام
تست آنتی بیوگرام بر روی تمامی ایزوله های مورد نظر از استافیلوکوک اورئوس ها انجام پذیرفت که  نتایج درصد مقاومت هر یک از ایزوله های مختلف نسبت به آنتی بیوتیک های مورد استفاده به صورت زیر می باشد:
کلیندامایسین 23%، سفازولین 23%، جنتامایسین 10%، کلوگزاسیلین 53%، آمپی سیلین73%، نیتروفورنتائین 27%، ونکومایسین 7%، کو- تریموکسازول 13%، سیپروفلوکساسین 17%، اریترومایسین 47%، سفالکسین 13%، متی سیلین 75%، آموکسی سیلین 60%، آموکسی کلاو27%، سفالتین 47%، تتراسایکلین 20%. درصد مقاومت ایزوله های مختلف نسبت به هر یک از آنتی بیوتیک ها در نمودار 4-6 نشان داده شده است. همچنین در نمودار های 4-7 و 4-8 درصد مقاومت هر یک از الگوهای PCR و RFLP نسبت به متی سیلین نشان داده شده است. که در بین الگوهای PCR: الگوی bp 680 که در 19ایزوله مشاهده شده بود، 12 نمونه(63%) مقاوم به متی سیلین بودند و الگوی bp 750 که در 11 ایزوله مشاهده شده بود 9 ایزوله(82%) مقاوم به متی سیلین بودند. و در بین الگوهای RFLP: الگوی bp 280+400 که در 13 ایزوله مشاهده شده بود 7 ایزوله(54%) مقاوم به متی سیلین بودند، الگوی bp 280+470که در 4 ایزوله مشاهده گردیده بود هر 4 ایزوله (100%)نسبت به متی سیلین مقاوم بودند، الگوی bp 750 که در 7 ایزوله(71%) مشاهده گردیده بود 5 ایزوله نسبت به متی سیلین مقاوم بودند و در نهایت الگوی bp 340 که در 6 ایزوله مشاهده شده بود 5 ایزوله(83%) نسبت به متی سیلین مقاوم بودند.

نمودار4-6- نشان دهنده درصد مقاومت هر یک از ایزوله های استافیلوکوکوس اورئوس نسبت به انتی بیوتیک های مختلف.
Clindamycin .a  Cefazolin .b  Gentamicin .c  Cloxacillin .d Ampicillin .e  Nitrofurantoin .f  Vancomycin .g  Co-trimoxazole .h  Ciprofloxacin .i  Erythromycin .j  Cefalexin .k  Methicillin .l  Amoxicillin .m  Amoxi-clav .n  Cephaletin . o  Tetracyclin .p

نمودار 4-7 - نشان دهنده درصد مقاومت هر یک از الگوهای PCR نسبت به متی سیلین





نمودار 4-8- نشان دهنده درصد مقاومت هر یک از الگوهای RFLP نسبت به متی سیلین




















فصل پنجم
بحث




استافیلوکوک اورئوس بعد از اشرشیاکلی به عنوان دومین عامل ایجاد کننده عفونت های بیمارستانی مطرح می باشد.
از آنجا که مقاومت نسبت به داروهای ضد میکروبی در حال گسترش است و استافیلوکوکوس اورئوس بیش از اکثر باکتریهای دیگر مقاومت دارویی نشان می دهد مکانیسم های دفاعی سیستم ایمنی به عنوان استراتژی ضد میکروبی این باکتری بسیار مورد توجه می باشد. از طرفی استافیلوکوکوس اورئوس به روش های مختلفی در برابر مکانیسم های دفاعی بدن مقاومت کرده یا از آن می گریزد. استافیلوکوک اورئوس یکی از مهمترین باکتری های بیماریزا محسوب می شود که بیماری های مختلفی را در انسان موجب می شود بنابراین تجزیه و تحلیل فاکتور های حدت این باکتری بسیار حائز اهمیت است. تولید آنزیم کوآگولاز توسط استافیلوکوکوس اورئوس بسیار مورد توجه میکروب شناسان بالینی بوده به عنوان یک شاخص مهم در شناسایی این باکتری به حساب می آید. آنزیم کوآگولاز در استافیلوکوک اورئوس یک آنزیم خارج سلولی می باشد که عملکرد ی همانند عمل تبدیل فیبرینوژن به فیبرین دارد که توسط ترومبین کاتالیز می گردد. کواگولاز-ترومبین نه تنها موجب انعقاد فیبرینوژن می گردد بلکه موجب فعالیت پروتئولیتیک و استرئولیتیک نیز می گردد.کواگولاز با ایجاد سدی از فیبرین در دور محل ضایعه، استافیلوکوک را در مقابل فاگوسیتوز به وسیله گلبول های سفید محافظت می کند (8).
ژن coa که پروتئین کوآگولاز را کد می کند به علت داشتن توالی های متغیر در ناحیه کدکننده ´3 بسیار پلی مرف است و می تواند در متمایز کردن جدایه های این باکتری مورد استفاده قرار گیرد ناحیه متغیر ژن coa از توالی های تکراری 81 جفت بازی تشکیل شده است که تعداد تکرار این توالی ها در سویه های مختلف استافیلوکوکوس متغیر است. در بسیاری از کشور ها تعیین ژنوتیپ استافیلوکوکوس اورئوس بخشی از برنامه های سیستم های نظارتی بوده ابزار مهمی در مطالعه منشاء سویه ها ،تعیین ارتباط کلون ها و اپیدمیولوژی موارد شیوع است (44,101).
به دلیل وجود چند شکلی در ژن کواگولاز که با تکنیک PCR-RFLP قابل ردیابی است می توان نتیجه گرفت که تکنیک PCR-RFLP می تواند در مطالعه ژنوتیپ باکتری استافیلوکوکوس اورئوس به منظور ردیابی منبع و منشاء این چند شکلی ها برای اهداف اپیدمیولوژیک، مورد استفاده قرار گیرد. تفاوت های ناشی از این چند شکلی ها می تواند به دلیل تفاوت در میزبان پاتوژن و یا تفاوت در مخازن این باکتری باشد (117).
استفاده از تکنیک PCR-RFLP و هضم آنزیمی ژن کواگولاز به دلیل سهولت و سرعت بالا به طور گسترده ای جهت تعیین ژنوتیپ جدایه های بالینی در آزمایشگاه های مختلف مورد استفاده قرار می گیرد (18). روش PCR-RFLP یک روش مناسب جهت طبقه بندی ایزوله های مختلف استافیلوکوک اورئوس می باشد. این روش علاوه بر ارائه نتایج آسان، ارزان و مناسب جهت مطالعات اپیدمیولوژیک، قادر به تمایز بین گونه های اپیدمیک و اسپورادیک در جنس خاصی از باکتری ها می باشد (47,59).
همانطور که اشاره شد تولید کواگولاز مهمترین ویژگی فنوتیپی جهت شناخت استافیلوکوکوس اورئوس می باشد. ژنوتیپ های مختلفی از ژن کواگولاز در مطالعات مختلف مشاهده شده است. وجود این ژنوتیپ ها ی غالب ممکن است به دلیل مقاومت آنها در برابر شرایط محیطی و همچنین مقاومت در برابر پاسخ ایمنی میزبان باشد. 
PCR-RFLP یک روش کارآمد جهت کنترل عفونت های بیمارستانی ایجاد شده توسط استافیلوکوکوس اورئوس می باشد. این روش به ما توانایی ایجاد یک مجموعه متمایز ژنتیکی جهت انجام مطالعات اپیدمیولوژیک را می دهد.
نوع شیوع الگوهای مختلف  PCR و RFLP در ضایعه های مختلف، بیانگر این موضوع می باشد که وجود این زیرمجموعه های ژنتیکی می تواند در میزان تطابق الگوهای مشاهده شده و محل ضایعه و عفونت در نقاط مختلف بدن مورد استفاده قرار گیرد. البته وجود چندین ژن حدت در این باکتری لزوم مطالعات بیشتر و وسیع تر را در مورد ایجاد سازگاری بین پاتوژنیسیته این باکتری در قسمت های مختلف بدن و الگوهای ژنتیکی مشاهده شده فراهم می سازد (136). 
ناهمگونی در تعداد واحد های تکرار شونده در ژن CoA به عنوان یک پتانسیل هدف جهت تایپینگ مولکولی در سویه های مختلف MRSA(استافیلوکوک اورئوس های مقاوم به متی سیلین) شناخته می شود (138).
روش آنتی بیوگرام و ارتباط این تست با الگوهای PCR و RFLP ژن CoA یک روش مناسب جهت تایپینگ مولکولی می باشد. ولی مشکلی که این روش دارد این است که ژن های مربوط به مقاومت ممکن است خارج کرومزومی باشد. بنابراین جهت تایپینگ با این روش فقط ژن های مقاومت داخل کرومزومی ( ژن mec A در MRSA) این پتانسیل را از خود نشان می دهند (59). 
سویه های مقاوم به متی سیلین استافیلوکوک اورئوس(MRSA) تهدید جدی در عفونت های بیمارستانی به شمار می آیند و روند درمان عفونت های این باکتری را با مشکل مواجه می سازند. به دلیل شدت بیماریزایی این باکتری و هزینه های بالای درمان، کنترل و پیشگیری از آن ضروری به نظر می رسد. بروز سویه های MRSA بلافاصله یک سال پس از معرفی متی سیلین در 1961 از بیمارستان های اروپایی گزارش شد. اکنون این سویه ها در تمام دنیا پخش شده اند. فراوانی سویه های MRSA در کشور های آسیایی نظیر چین، کره و تایوان بیش از 70درصد، در آمریکای شمالی بیش از 50درصد در اروپا 20درصد و در ایران حدود 50 درصد است.
متی سیلین، پنی سیلین نیمه مصنوعی است و نسبت به آنزیم های پنی سلیناز مقاوم است. مقاومت نسبت به متی سیلین در سویه های MRSA از طریق تولید یک پروتئین اختصاصی اتصال به پنی سیلین به نام PBP2a ( Penicillin Binding Protein 2a) است که تمایل اتصالی به آنتی بیوتیک بتا لاکتامی دارد.  PBP2aبا ژن mecA رمزگذاری می شود و با کاست بزرگ ژنی متحرک Sccmec منتقل و در کرومزوم های سویه های مقاوم قرار دارد.
طبق گزارش ها، بیمارانی که با MRSA عفونت پیدا می کنند نسبت به آنهایی که باMSSA  (Methicillin Sensitive Staphylococcus aureus)  عفونی می شوند، مدت طولانی تری در بیمارستان بستری می شوند، بنابراین علاوه بر هزینه درمان بیشتر، پیشرفت عفونت به باکتریمی یا آندوکاردیت بیشتر اتفاق می افتد. عوارض عفونت نظیر نارسایی کلیوی نیز در بین بیماران عفونی با MRSA بیش از بیماران عفونی با MSSA است. و حتی میزان مرگ ومیر در بیماران MRSA به طور معنی داری بیش از بیماران MSSA است. تشخیص به موقع و جداسازی این بیماران می تواند از پخش سویه های MRSA در محیط بیمارستان و کادر پزشکی جلوگیری به عمل آورد (11 ).
در پژوهش حاضر 30 جدایه استافیلوکوکوس اورئوس از نظر پلی مورفیسم در ژن coa بررسی، وجود و عدم وجود ارتباط معنی دار بین ژنوتیپ coa و نوع عفونت بالینی و همچنین ارتباط بین الگوهای ژنتیکی مشاهده شده از ژن coa با مقاومت و حساسیت سویه ها به متی سیلین مورد بررسی قرار گرفت.
در این مطالعه پس از جمع آوری نمونه های مورد بررسی، تست های تشخیصی نظیر تست کواگولاز، کاتالاز، Dnase و رنگ آمیزی گرم جهت تشخیص نمونه ها، بر روی تک تک نمونه ها انجام پذیرفت و به منظور تشخیص تکمیلی، شناسایی مولکولی ایزوله های مورد نظر با استفاده از پرایمر 23SrRNA استافیلوکوک اورئوس انجام گرفت که تمامی ایزوله ها باند های تقریباً 1250 جفت بازی را بر روی ژل آگارز از خود نشان دادند. در واکنش PCR با استفاده از پرایمر اختصاصی منطقه متغیر ژن coa، 2 دسته محصول PCR به طول های 680 و 750 جفت بازی مشاهده گردید که نشان دهنده وجود پلی مورفیسم در ایزوله های مورد بررسی بود. که از این میان فراوانی الگوی 680 جفت بازی 63% و همچنین فراوانی الگوی 750 جفت بازی 37% بود که این یافته ها شیوع بالای ژنوتیپ 680 جفت بازی را در ایزوله های استافیلوکوک اورئوس جدا شده از شهرستان رشت نشان می دهد.
لازم به ذکر است که هر دو این الگوهای ژنتیکی جزء الگوهای غالب در مطالعات مختلف  چه در ایران و چه در سایر نقاط جهان می باشند(البته با تفاوت 20 ±جفت باز) از الگوهای مشاهده شده در پژوهش های انجام گرفته در کشور ایران می توان به یافته های دستمالچی و همکاران (2009) اشاره کرد که الگوهای PCR 680 و 780 را گزارش داده اند (37) همچنین ممتاز و همکاران (2012) الگوی 730 جفت بازی را گزارش داده اند(81). و در سایر نقاط جهان Hookey و همکاران(1998) الگوی 660 جفت بازی، Janwithayanuchit و همکاران(2006) الگوهای 654 و 735 جفت بازی، Aslantas و همکاران(2006) الگوی 730 جفت بازی، Moon و همکاران(2006) الگوی 670 جفت بازی و Sanjiv و همکاران(2008) الگوی 680 جفت بازی را مشاهده کرده اند(18, 52, 59, 82, 117).
البته در مطالعاتی که در نقاط مختلف جهان در مورد پلی مورفیسم ژن coa انجام پذیرفته معمولاً 4 و یا بیش از 4 الگوی ژنتیکی حاصل از واکنش PCR مشاهده گردیده است که این تعدد در چند شکلی ها ممکن است به دلیل تعداد نمونه های بالا در مطالعات ذکر شده باشد. پس از انجام PCR، عمل هضم آنزیمی(RFLP) با استفاده از آنزیم محدود کننده Alu1 بر روی محصول PCR ژن coa ایزوله های مورد مطالعه انجام پذیرفت که در نتیجه واکنش هضم آنزیمی، 4 الگوی ژنتیکی مختلف مشاهده گردید که این الگوها شامل: 1. الگوی 280 + 400 جفت بازی با فراوانی 45%،  2. الگوی 340 جفت بازی با فراوانی 19%، 3. الگوی 280 + 470 با فراوانی 12% و الگوی بدون هضم 750 جفت بازی با فراوانی 24% بوده است.
در بین 4 الگوی مشاهده شده حاصل از واکنش RFLP بیشترین شیوع، مربوط به الگوی 280 + 400 و کمترین شیوع، مربوط به الگوی 280 + 470 می باشد. که الگوهای تقریباً مشابه با این دو ژنوتایپ در مطالعات ممتاز و همکاران(2012) که الگوی 240 +490  و Aslantas و همکاران(2006) که الگوی 240+490 را مشاهده کرده اند به چشم خورده است(18, 81).
الگوی تک بانده 340 جفت بازی (حاصل هضم آنزیمی محصول PCR 680 جفت بازی) که نشان دهنده 2 باند روی هم افتاده340 جفت بازی می باشد که نمونه این نوع الگو در مطالعات Sanjiv  و همکاران(2008) با الگوی تک باند 300 جفت بازی که حاصل هضم آنزیمی الگوی PCR 600 جفت بازی می باشد مشاهده گردیده است(117). 
و در نهایت الگوی بدون هضم 750 جفت بازی که این عدم هضم احتمالاً به دلیل وجود جهش در ناحیه برش ژن COA توسط آنزیم محدود کننده Alu1 می باشد که نمونه این نوع الگوهای بدون هضم در مطالعات Yaser و همکاران(2012) و همچنین Guler و همکاران(2005) مشاهده گردیده است(47 ,144).
از لحاظ وجود ارتباط بین الگوهای PCR و RFLP با محل ضایعه، پراکندگی الگوهای یاد شده در محل های ضایعه مختلف مشاهده گردید و این امر نشان دهنده عدم ارتباط معنی دار بین محل ضایعه و الگوهای مورد نظر می باشد که این یافته ها با پژوهش های طالبی و همکاران(2012) مطابقت نداشت. در مطالعات طالبی و همکاران حدود 70% از عفونت های پوست و دستگاه ادراری به یک الگوی ژنتیکی خاص مربوط می شد  که غالبیت بالای یک الگوی ژنتیکی در محل های ضایعه خاص را نشان می دهد. همچنین Tiwari و همکاران(2008) ارتباط بین الگوهای ژنتیکی بدست آمده را با نوع باکتری(مقاوم یا حساس به متی سیلین)، محل ضایعه و بخش های مختلف بیمارستان که ایزوله های مورد نظر از آن بخش بدست آمده بودند را مورد مطالعه قرار دادند و با توجه به نوع پراکندگی الگوهای بدست آمده در بخش های مختلف، روش PCR-RFLP را یک روش مناسب جهت تایپینگ مولکولی مطرح کردند(136, 138).
با توجه به یافته های طالبی و همکاران و همچنین Tiwari و همکاران می توان به این نتیجه رسید که یک زیر مجموعه ژنتیکی در ایزوله های استافیلوکوک اورئوس به طور ویژه برای ایجاد عفونت در نقاط مختلف بدن به خوبی سازگار شده است. این در حالی است که نوع سازگاری های ژنتیکی بین گونه های مختلف از باکتری ها به طور قابل ملاحظه ای می تواند متفاوت باشد و عوامل مختلفی ممکن است در این نوع سازگاری نقش داشته باشند.
از این عوامل می توان به وجود ژن های ادهزین اشاره کرد که ممکن است در اتصال باکتری به یک ناحیه خاص نقش داشته باشد. ساختارهایی نظیر اسید تیکوئیک و پروتئین A که با ایجاد واکنش های عقیم و ناقص با ایمونوگلوبولین ها در یک ناحیه خاص، افزایش مقاومت و چسبندگی این میکروارگانیسم ها را در یک ناحیه خاص موجب می گردند.وجود سیالوپروتئین ها در مجاورت استخوان، ظرفیت قوی برای استقرار MRSA را ایجاد کرده که بازتاب شیوع همه گیر آن از طریق تماس پوست به پوست را موجب می شود.در مورد غالبیت در عفونت های ادراری ممکن است ژن چسبندگی داخل سلولی و همچنین گسترش هماتوژنی از مناطق دیگر به دستگاه ادراری موجب این عمل گردد.ممکن است وجود اسید آمینه آرژنین در برخی از سویه ها(که می تواند سبب زنده ماندن باکتری در PH پایین پوست گردد) موجب افزایش تمایل و همچنین مقاومت باکتری در ناحیه پوستی گردد (136).
علی رغم اینکه در برخی مطالعات تخصص یافتگی بافتی به صورت نسبی مشاهده شده است برای بدست آوردن یک بینش اپیدمیولوژیکی از تخصص یافتگی بافتی در میان ایزوله های مختلف استافیلوکوکوس اورئوس، انجام مطالعات بیشتر بر روی حجم وسیع تری از نمونه های بالینی و تجزیه و تحلیل ژنتیکی گسترده ای نیاز است.
در مورد ارتباط الگوهای PCR و RFLP و حساسیت ومقاومت ایزوله ها نسبت به متی سیلین، 82% ازایزوله های دارای الگوی PCR750 جفت بازی و %63 از ایزوله های دارای الگوی PCR 680 جفت بازی نسبت به متی سیلین مقاومت نشان دادند. 
و در بین الگوهای RFLP، ایزوله های دارای  الگوی 280+ 470 حاصل هضم آنزیمی الگوی PCR 750 جفت بازی نسبت به متی سیلین مقاومت 100% را از خود نشان دادند و در الگوی RFLP، ایزوله های دارای الگوی 280+ 400 حاصل هضم آنزیمی الگوی PCR 680 جفت بازی مقاومت 54% را نسبت به متی سیلین از خود نشان دادند.
در مطالعات مشابه انجام گرفته توسط Hookey و همکاران(1998)، پس از انجام عمل هضم آنزیمی ژن Coa بر روی باکتری های مختلف، 10 الگوی متفاوت ایجاد گردید که از میان این 10 الگو، 4 الگو فقط در ایزوله های MRSA مشاهده گردید. و همچنین در مطالعات Udo و همکاران(2004)، Janwithayanuchit و همکاران(2006) و Tiwari و همکاران(2008) غالبیت نسبی الگوهای PCR-RFLP خاص در ایزوله های MRSA مشاهده گردید. 
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abstract
Staphylococcus aureus is a common pathogen potentially able to cause a wide range of infectious diseases in human and animals and Coagulase enzyme is one of the most  important virulence factors of this bacterium. Polymorphism of the coagulase  encoding gene (coa) is one of the molecular base typing methods of S.aureus isolates. 30 clinical isolates of S.aureus from different sources, including urine, skin and blood in Rasht were used for this study. To perform coagulase gene typing, the repeated units encoding hyper variable regions of coagulase gene of  Staphylococcus aureus were amplified by PCR. This was followed by AluI restriction enzyme digestion and analysis of restriction fragment length polymorphism (RFLP) patterns. In total two amplicons ( 680 bp and 750 bp from 490-790 bp) and 6 distinct RFLP banding patterns (280+400, 280+470, 340+340 and no digestion of amplicon 750 bp)  were observed. The results indicated that many coagulase gene genotypes are presented  in the studied regions and genotypes with PCR-RFLP patterns of  280+400 bp were  predominated.
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