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كــه  هســتند اســتافيلوكوكوس اورئــوسزايي مهــم از جمله فاكتورهاي بيماري Bو  Aي هاانتروتوكسين :زمينه و هدف
هــاي انــي ژنمنظور شــيوع فراواين مطالعه به هاي گوارشي هستند.ژن بوده و از جمله عوامل ناراحتيآنتي همگي سوپر

ر جــدا شــده از بيمــاران بســتري د (SEA, SEB) اســتافيلوكوكوس اورئــوساليني هاي بــمولد انتروتوكســين در ســويه
  رد انجام گرفت.كهاي آموزشي شهربيمارستان

از بيمــاران بســتري طــي  استافيلوكوكوس اورئــوسايزوله  ١١٠مقطعي، تعداد  -در اين مطالعه توصيفي :روش بررسي
هــاي اســتاندارد ابتــدا بــا اســتفاده از روش ها درونــهآوري و نمجمــع ١٣٩٣تا دي ١٣٩٣ ارديبهشت ماه از هشتمدت 

روش بيوتيك اگزاسيلين بــهها نسبت به آنتيننده آنكبيوشيميايي و آزمايشگاهي تعيين هويت شده و حداقل غلظت مهار
Broth micro dilution ك نيــكت توسط بيوشيميايي هايآزمون تأييد و كشت از پس هاتعيين گرديد. نمونهPolymerase 
chain reaction (PCR) شدند ارزيابي.  

 بــه آلــوده) %٨/١مــورد (دو  تعــداد ايــن از هكــ شــد جــدا استافيلوكوكوس اورئوس به آلوده نمونه ١١٠ تعداد ها:يافته
هاي آلــوده نمونــه از )%٨/١( مورد دو همچنين، بودند، B و A انتروتوكسين ژن دو هر حاوي استافيلوكوكوس اورئوس

  .گرديد شناسايي )%٦/٢٣( Aانتروتوكسين  ژن حاوي باليني نمونه از مورد ٢٦ و B ينداراي انتروتوكس
 طريق از وس اورئوساستافيلوكوك انتروتوكسين هايژنشناسايي  كه شودمي پيشنهاد ما هاييافته اساس برگيري: نتيجه
PCR ددگر سنتي هايروش جايگزين باشدمي ارزان و سريع حساس، اختصاصي، روش يك كه.  

  .SEB ژن ،SEA سيلين، ژنمتي به مقاوم استافيلوكوكوس اورئوس :ليديك لماتك

 
ترين عوامل هاي جنس استافيلوكوكوس يكي از شايعگونه  

ها، در ميان استافيلوكوكوس ٢و١.هاي بيمارستاني در دنيا هستندعفونت
عنوان مسبب ه بوده و بهترين گونمهاجم استافيلوكوكوس اورئوس

 بيشتر ٢و١.هاي مختلفي در انسان و حيوانات شناخته شده استبيماري
جداشده از بيماراني با علايم  استافيلوكوكوس اورئوسهاي سويه

توكسيني  (Toxic Shock Syndrome Toxin, TSS)سندرم شوك سمي 
  ك ـيكنند كه توليد مي (TSST-1) ١-ن سندرم شوك سميـنام توكسيبه

  
هاي استافيلوكوكوسي متعلق به انتروتوكسين ٤و٣.باشدژن ميسوپرآنتي

هاي استافيلوكوكوسي و استرپتوكوكوس با بيش اي از اگزوتوكسينخانواده
ديگر مرتبط و داراي كردي با يكاز بيست عضو هستند كه از نظر عمل

 هايينيهمساني و شباهت توالي هستند. نشان داده شده كه اين پروت
 مانندهاي انساني شاخصي زا بوده و عامل ايجاد بيماريباكتريايي، تب

روند. اين سموم شمار ميي و سندرم شوك سمي بهيهاي غذامسموميت
كه شود، در حاليتوليد مي استافيلوكوكوس اورئوستر توسط گونه بيش

توانند در هاي استافيلوكوكوس نيز ميمشخص شده است كه ساير گونه
استافيلوكوكوس هاي توانايي ايزوله ٥.ها نقش داشته باشندآنتوليد 

  مقدمه
   

 

  ٧٨٣تا  ٧٧٨هاي ، صفحه١١شماره  ،٧٣دوره ، ١٣٩٤بهمن ي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش  مقاله اصيل
 

  ٢٨/١١/١٣٩٤آنلاين:        ٢٢/٠٩/١٣٩٤پذيرش:        ٠١/٠٤/١٣٩٤دريافت:                      چكيده
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 ٧٧٩     Bو  Aسيلين مولد انتروتوكسين هاي استاف اورئوس مقاوم به متيشيوع سويه              

 

 
http://tumj.tums.ac.ir 
Tehran Univ Med J (TUMJ) 2016 February;73(11):778-83 

در ايجاد بيماري به توليد چندين نوع مختلف توكسين خارج  اورئوس
ها ژنهاي استافيلوكوكوسي سوپرآنتيسلولي بستگي دارد. انتروتوكسين

 Tهاي هاي بزرگي از لنفوسيتجمعيت كبوده و داراي قابليت تحري
م بيست كدست ٦- ٩.گردندها ميتوليد سايتوكينو منجر به  هستند

ه كاند، ي و تشريح شدهينون شناساكتا ،ژن استافيلوكوكوسسوپرآنتي
هاي ينيهستند. پروت TSST-1 و A-Vهاي مشتمل بر انتروتوكسين

توجهي در برابر حرارت و اسيد ها داراي مقاومت قابلانتروتوكسين
ي و با حرارت دادن ملايم غذاهاي هستند. بنابراين، اين سموم به آسان

 Aننده انتروتوكسين كژن رمز ٩.روندامل از بين نميكطور آلوده به
 ١١و١٠.شودتري فاژ معتدل حمل ميكبا كتوسط ي )SEA(استافيلوكوكوس 

ساز ننده پيشكجفت باز بوده و رمز ٧٧١ل از كمتش SEAژن 
 هاييپژوهش بيشترن تاكنو ١١.اسيدآمينه است ٢٥٧ل از كانتروتوكسين متش

 هاي مسئول سندرم شوك سمي استافيلوكوكي دركه بر روي توكسين
 ١١روي منابع غذايي و حيواني صورت گرفته شهركرد انجام شده است، بر

اين زمينه احساس  هاي انساني درو نياز به اطلاعات باليني در نمونه
با  ئوساستافيلوكوكوس اورزاي هاي توكسينشود. شناسايي سويهمي

هاي ايمونولوژي مانند ايمونوديفيوژن، آگلوتيناسيون، استفاده از روش
اين  ١٣و١٢.بر، دشوار و فاقد ويژگي لازم استراديوايمونواسي و الايزا زمان

 SEAو  SEB هايهاي انتروتوكسينمطالعه با هدف بررسي فراواني ژن
ستري در در بيماران ب استافيلوكوكوس اورئوسمولد سندرم شوك سمي 

  هاي آموزشي درماني شهركرد انجام گرديد.بيمارستان
  

 استافيلوكوكوس اورئوسايزوله  ١١٠توصيفي، تعداد  پژوهشدر اين   
كاشاني شهركرد طي مدت  هاي هاجر وبيمارستان از بيماران بستري در

استفاده از  آوري و باجمع ١٣٩٣تا دي  ١٣٩٣ ارديبهشت ماه از هشت
  هاي استاندارد بيوشيميايي و آزمايشگاهي تعيين هويت شدند.روش

ايزوله از بيماران بستري  ١١٠جداسازي و تعيين هويت: در مجموع 
آوري و در ابتدا با استفاده از هاي آموزشي شهركرد جمعدر بيمارستان

 هايها توسط آزمونهاي استاندارد آزمايشگاهي، كليه ايزولهآزمون
تعيين هويت  ١٤آزمون تخمير مانيتولو  DNase اي،كواگولاز لام و لوله

 روشبه اگزاسيلين بيوتيكآنتي مهاركننده غلظت حداقل شدند. سپس
Broth micro dilution موجود در  استانداردهاي وكار دستور اساس بر

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) مشخص 
انجام شد. تمامي  زيرشرح ژنومي به DNAاستخراج  سپس ١٥.گرديد
 C روز درمدت يك شبانهبه Luria broth محيط ٥/٠ ml ها درايزوله

 ٢٠مدت ها بهانكوباتور كشت داده شد. سپس تمامي نمونهدر شيكر  ٣٧
 ١٨٥ l آمدهدستسانتريفيوژ شد و به رسوب به ٣٠٠٠دقيقه در دور 

 ١٥ l و TE (20 mM Tris chloride, 2 mM EDTA pH 8.0) بافر
 اضافه (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ليزواستافين نوتركيب

 قرار داده شدند. ٣٧ C دقيقه در انكوباتور ٣٠مدت شد. در ادامه به
 Bioneerيتكها با استفاده از ژنومي تمامي نمونه DNAپس از آن 

(Bioneer genomic DNA kit extraction) آن استخراج اركدستورراساس ب 
  گرديد.

ها استخراجي، تمامي نمونه DNA يد غلظت مناسبيجهت تا
 NanoDrop 8000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermoتوسط

Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) در نسبت 
٢٦٠/٢٨٠ A ژن وجود بررسي جهت ١٦.گيري شداندازه SEA رمزكننده 

 به مقاوم استافيلوكوكوس اورئوس هايسويه ميان در A تروتوكسينان
 از با استفاده Polymerase Chain Reaction (PCR) آزمون از سيلينمتي

 ارانكهم و Zouharova توسط هك SEA ژن اختصاصي پرايمر جفت
 ,SPSS softwareها با دادهنهايت در  ١٧.شد استفاده گرديده، طراحي

version 20 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) بادازش و پر Chi-square 
test  ٠٥/٠ تحليل شد.و تجزيهP< .معنادار در نظر گرفته شد  
  

زن  نفر ٤٠ ) و%٦/٦٣نفر مرد ( ٧٠ ،نمونه بررسي شده ١١٠ از  
 ٣٠) بودند. بيشترين افراد مورد مطالعه مربوط به گروه سني %٦/٣٣(

معناداري در ميزان آماري تفاوت  شده. در بررسي انجامندودسال ب
هاي هاي داراي ژنوتيپ مقاومت به ونكومايسين در نمونهشيوع سويه

وجود هاي بيماران بستري بخش فراواني آن در باليني مورد بررسي و
مختلف  هايبخش فراواني بيماران مبتلا در). توزيع =P ٤/٠( نداشت

ها ترتيب بيشترين نمونهشهركرد به درماني شيهاي آموزبيمارستان
 )١٥%/٤( ) عفوني%٧/٢٢( ICUهاي ويژه ترتيب از بخش مراقبتبه

 )٩%/٢( زنان )٩%/٢( جراحي )١٣%/٦( نوزادان اطفال و )١٤%/٥( قلب
  استافيلوكوكوسهاي سويه بيوگرام براي تماميتست آنتي د.ـمجزا گردي

  هايافته
  بررسيروش    
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              و همكاران صفيه عباسي                    ٧٨٠
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 اســتافيلوكوكوسهاي سويه ميان در SEA ژن شناسايي جهت PCR : آزمون١شكل 
 هايســويه بــه مربوط هاينمونه: ٣ و ٢. مثبت كنترل: ١. سيلينمتي به مقاوم اورئوس

  SEA سيلين واجد ژنبه متي مقاوم استافيلوكوكوس اورئوس
    .گرديد مشاهده SEA ژن به مربوط ١٨١ bp انتظار مورد باند، bp١٠٠٠ ماركر وزني
هاي آموزشي شهركرد هاي باليني بيمارستانجدا شده از نمونه اورئوس

نوع ديسك  هفتهاي مجزا شده به انجام گرفت و الگوي مقاومتي سويه
، بيوتيكي شامل آميكاسين، سفوكسيتين، تري متوپريم سولفومتوكسازولآنتي

ونكومايسين، اگزاسيلين، سيپروفلوكساسين، اريترومايسين، كليندامايسين 
ها ش ديسك ديفيوژن مورد بررسي قرار گرفت. ميزان مقاومت آنروبه

شود. پس از مشاهده مي ١هاي مورد بررسي در نمودار بيوتيكبه آنتي
روش سيلين بهمقاوم به متي استافيلوكوكوس اورئوسسويه  ٢٦انتخاب 

ها سويه (Minimum inhibitory concentration, MIC)ديسك ديفيوژن، 
  بيوتيك اگزاسيلين مشخص گرديد.نسبت به آنتي

) برابر %٥/٤سويه ( پنجدر  MICاساس مشخص گرديد كه  اينبر 
 ٢٥٦ g/ml ) برابر يا بيش از%١٠سويه ( ١٢، در ٥١٢ g/ml يا بيش از

همچنين نتايج  بود. ٦٩ g/ml ) برابر يا بيش از%١/٨سويه ( ٩و در 
استافيلوكوكوس اي هبيوتيكي سويهحاصل از آزمون تعيين مقاومت آنتي

ديسك ديفيوژن نسبت به روش سويه به ٢٦نشان داد كه  اورئوس
شكل  موجود در PCRآزمون  اگزاسيلين مقاوم هستند. نتايج حاصل از

) %٦/٢٣سويه ( ٢٦نشان داد كه تمامي  SEAبراي جستجوي ژن  ١
بوده  SEAز واجد ژن ـسيلين نيمقاوم به متي استافيلوكوكوس اورئوس

 دو تنها اورئوس استافيلوكوكوس هاين از ميان تمامي نمونهـيچنـو هم
  بود. SEB) واجد ژن %٨/١سويه (

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  شدههاي استفادهبيوتيكآنتي                                 
  

 به نسبت شده جدا استافيلوكوكوس اورئوس هايسويه مقاومت درصد: ١نمودار 
  مورد بررسي هايبيوتيكآنتي
  

آمده از دستهي باليني بنمونه ١١٠از ميان پژوهش كنوني  در    
) مقاوم به %٦/٢٣سويه ( ٢٦هاي آموزشي درماني شهركرد بيمارستان

هاي مقاوم به اگزاسيلين كه تمامي سويه اگزاسيلين گزارش گرديد،
 هاييررسيب بيشتربود.  SEBتنها دو سويه واجد ژن  و SEAواجد ژن 

و  SEAهاي ننده توكسينكتوليد استافيلوكوكوس اورئوسه بر روي ك
SEB هاي حيواني و بر روي ايزوله بيشتررد انجام گرفته است كشهر در

  منابع غذايي بوده است.
هاي به بررسي حضور توكسين در اين مطالعه براي اولين بار

SEA  وSEB وكوكوس هاي استافيلدر بيماران آلوده به عفونت
رد پرداخته كهاي آموزشي درماني شهرننده به بيمارستانكمراجعه

 هايسويه تمامي ،پژوهش اين در آمدهدستبه نتايج اساس است. بر
كلرامفنيكل،  به نسبت سيلينمتي به مقاوم استافيلوكوكوس اورئوس

ه اين يافته مشابه با ك داشتند املك حساسيت ونكومايسين و لينزوليد
 در ١٨انجام گرفت بود. ٢٠١١سال  شيراز در ه دركاي است مطالعه

 لينزوليد سينرسيد، به نسبت مقاومتي گونههيچهاي باليني ميان سويه
به اين  ها نسبتسويه تمامي مشاهده نشد و ونكومايسين و

از  %٦/٢٣در مجموع  بررسيدر اين  .بودند حساسها بيوتيكآنتي
نسبت به اگزاسيلين برخوردار بودند.  ها از مقاومت بسيار بالاييسويه

 استافيلوكوكوس اورئوسهاي اگزاسيلين سويه MICدر مورد ميزان 
هاي پژوهشدر  سيلين گزارشات مختلفي در دست است.مقاوم به متي

  ثبح
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ها از ه در شهر تهران انجام گرفت مشخص شد، بيشتر سويهكمختلفي 
  ند.مقاومت بالايي نسبت به اگزاسيلين برخوردار بود

Ekrami هاي از سويه %٩٣كه  و همكاران نشان دادند
بيش  برابر يا MIC سيلين دارايمقاوم به متي استافيلوكوكوس اورئوس

 %٥/٩٥ ،و همكاران Javanپژوهش  در ١٩.بودند ٥١٢ g/ml از
هاي وجود سويه ٢٠.داشتند ٥١٢ g/ml برابر يا بيش از MICها سويه

) %٦/٢٣( سيلين در اين مطالعهبه متي مقاوم استافيلوكوكوس اورئوس
رويه و مصرف ناشي از تجويز بي پيشينهمچنين در مطالعات  و

هاي مناسب در كه در صورت عدم اجراي برنامه خودسرانه دارو است
ي تر بر تجويز و مصرف دارو، عواقب بسيار ناگوارجهت نظارت بيش

يك بيوتديدتر آنتيهاي جهاي درمان، نياز به نسلافزايش هزينه مانند
همراه خواهد داشت. تر را بهعوارض بيش هاي بالاتر وبا قيمت

ها ينيقادر به توليد طيف وسيعي از پروت استافيلوكوكوس اورئوس
 هاي گوارشي وتواند باعث ناراحتيانتروتوكسين است كه مي ازجمله

ين ي در افراد شود. شيوع مسموميت با انتروتوكسيهاي غذامسموميت
A ٢١.ها استتر از ساير انتروتوكسيناستافيلوكوكوسي بيش   

هاي هاي مختلفي كه براي شناسايي انتروتوكسينانواع روش
شود عبارتند از: استفاده مي استافيلوكوكوس اورئوسباكتري 

ه در ي كآگلاتيناسيون لاتكس، الايزا، ايمونوديفوژن و راديو ايمنواس
شدن شرايطي براي بيان شدن ژن ها نياز به فراهم همه اين روش

 تريكن است باكه ممكانتروتوكسين استافيلوكوكوسي است. در حالي
 يد آنقادر به تول ،ننده سمكداشتن ژن توليد با وجوددر شرايط خاص 

 ي ازك. يندكرا منفي  شدهبيانهاي آمده در روشدستنباشد و نتايج به
ان بر صرف زم افزون هااين روشاين است كه  بالاهاي معايب روش

جهت ايجاد شرايط مناسب براي توليد سم توسط باكتري و وجود 
اما در  ٢٢.هاي كاذب وجود داردان ايجاد پاسخكهاي متقاطع، امواكنش

شود، ولي كه با شناسايي ژن رمزكننده سم انجام ميكروش مول
هاي رمزكننده توان پيش از توليد سم توسط باكتري، ژنمي

ين بندي نمود. اهاي استافيلوكوكوسي را شناسايي و دستهنانتروتوكسي
ها علاوه بر داشتن سرعت بالا، از حساسيت و اختصاصيت روش

   ٢٣.بالايي نيز برخوردار هستند
 استافيلوكوكوس اورئوسهاي سويه %٦/٧ تنها در پژوهشدر اين 

 SEAها واجد ژن و تمامي ايزوله SEBسيلين واجد ژن مقاوم به متي
نمونه مربوط به بيماران،  ٩٨، و همكاران Barati ودند. در مطالعهب

از  %٧ تنها هاي محيطي، مشخص گرديد كهناقلين سالم و نمونه
در  ٢٤.بودند SEAواجد ژن  استافيلوكوكوس اورئوسهاي سويه

آمده از ناقلين دستسويه به ١٥٠بر روي  و همكاران Saadati مطالعه
 seqو  SEA ،secهاي ها از نظر ژنسويه انجام گرفت، %١/٤٣بيني 

واجد  %٨/٤، secواجد ژن  %٥/٩، SEAواجد ژن  %٣/٢٥مثبت بوده و 
سويه  ١٢٨يك مطالعه در بررسي  همچنين در ٢٥.بودند seq ژن

 SEAجداسازي شده از بيماران فراواني ژن  استافيلوكوكوس اورئوس
سويه  ٩٣از  ،و همكاران Klotz مطالعه همچنين در ٢٦.بود %٩/٤٦

واجد ژن  %١٣جدا شده از مدفوع بيماران،  استافيلوكوكوس اورئوس
SEA ٢٧.بودند  

ز انشان داد كه تفاوت بسيار زيادي  پژوهشنتايج حاصل از اين 
هاي در ميان سويه Aنظر شيوع ژن مربوط به انتروتوكسين 

سيلين نسبت به ساير مقاوم به متي استافيلوكوكوس اورئوس
تنها در  سويه مورد مطالعه ٢٦مشابه وجود دارد. از ميان  هايپژوهش

ز ابودند.  SEAها داراي ژن هلو تمامي ايزو SEB) ژن %٦/٧( سويه دو
ي و يهاي غذاترين عامل ايجاد مسموميتشايع Aآنجا كه انتروتوكسين 

رود، شمار ميبه استافيلوكوكوس اورئوسهاي گوارشي ناشي از ناراحتي
ها نستاهاي مورد مطالعه در بيماربيان اين ژن در سويه بنابراين شيوع

  تواند يك هشدار و خطر جدي براي بهداشت جامعه باشد.مي
مل ن عاتوان به شناسايي ژاز فوايد غيرقابل انكار اين مطالعه مي

ره ايجاد مسموميت غذايي استافيلوكوكي حتي پيش از توليد سم اشا
هاي خطر را به توان كانونمي PCRش كرد. بنابراين، با استفاده از رو

عمل سرعت شناسايي و از بروز مسموميت احتمالي جلوگيري به
 هايمارگانيس اين بالاي پتانسيل و باليني اهميت به توجه با آورد.
 هايراهكار ارگيريكبه با هاآن به بيشتر توجه لزوم و توكسين مولد

  .است ضروري عفونت كنترل مناسب ابزارهاي و درماني مناسب
 دانشجويي تحقيقاتي طرح از بخشي مطالعه اين :سپاسگزاري

 etA, etBهاي ويرولانس ررسي فراواني ژنب" عنوان با ارشد ارشناسيك
 شده ازسيلين كسبهاي مقاوم به متياستافيلوكوكوس اورئوس در

موزشي درماني هاي آننده به بيمارستانكجامعه در بيماران مراجعه
 از كه باشدمي ١٣٩٤- ٠١-٧٧- ٢٥٥٠ با شماره "PCRوش رشهركرد به

 دانشگاه شناسيروبكمي بخش در ١٣٩٣ بهمن تا ١٣٩٣ فروردين
 اين معنوي و مالي هايحمايت از. گرديد رد انجامكي شهركعلوم پزش

  .گرددمي قدرداني مركز
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              و همكاران صفيه عباسي                    ٧٨٢
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 Background: Staphylococcus aureus is a gram positive coccus which is able to cause 
different kinds of infection in certain condition. The function of this bacteria is to pro-
vide the conditions for the invasion of it to the host with the secretion of different sorts 
of toxins such as Staphylococcus aureus enterotoxin, including important virulence fac-
tors that super antigens are all factors digestive inconvenience. Staphylococcus aureus 
enterotoxin-secreting toxins such conditions provides invasion of host genes. There are 
different types of SE, but type A enterotoxin (SEA) and type B enterotoxin (SEB) are 
the most important types. Therefore, in this study, the prevalence of Staphylococcus au-
reus toxin-producing enterotoxin genes (SEB, SEA) in clinical strains isolated from pa-
tients in teaching hospitals of Shahrekord city, Iran, were studied. 
Methods: This cross-sectional and descriptive study, which was conducted from May 
2014 to December 2014. A hundred and ten isolates of Staphylococcus aureus from pa-
tients collected over a period of 8 months and were first identified using standard bio-
chemical methods and laboratory. Using standard methods and laboratory tests were 
identified and compared with the antibiotic oxacillin minimum inhibitory concentration 
were determined by broth micro dilution, and then they were assessed by polymerase 
chain reaction (PCR) technique. 
Results: The results indicated that, 110 samples of dairy products infected by Staphylo-
coccus aureus were detected. Two cases (1.8%) of these infected samples were carrying 
both enterotoxin A and enterotoxin B genes. The frequencies of enterotoxin A genes 
were twenty-six cases (23/6%) and The frequencies of enterotoxin B genes were two 
cases (1/8%), respectively. 
Conclusion: The detection of enterotoxin A and enterotoxin B genes, shows the most 
important role they have in bringing about superinfection. The detection of enterotoxin 
A and B genes, shows the most important role they have in bringing about superinfec-
tion. Enterotoxins SEA and SEB are heat stable; therefore heating has no effect on 
dairy products contaminated by enterotoxins and gastritis may occur in a short period of 
time. As PCR is a rapid, sensitive, specific and inexpensive method, we suggest that it 
can be replaced to traditionally assays for detecting Staphylococcus aureus enterotoxin. 
 
Keywords: methicillin-resistant staphylococcus aureus, staphylococcal enterotoxin A, 
staphylococcal enterotoxin B. 
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