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 چکیده 

 نیهمتراز م یکی لمیوفیب لیتشک حسوب می شوند ومدر انسان  ییایباکتر یعفونتها نیعتریاز شا یدستگاه ادرار یعفونتها سابقه و هدف:
 یوم به متورئوس مقاا لوکوکوسیاستاف .به شمار می رود یادرار یمرتبط با عفونتها یکروبیو مقاومت ضد معفونت عود  ینرخ بالا سازوکارهای

 با مارستانیبجامعه و  زا یاکتساب یادرار یتهاعفونباعث ایجاد تواند  یشود که م یمهم شناخته م بیماریزای بسیار باکتری کیبه عنوان  نیلیس
قاوم به اورئوس م وسلوکوکیتافاسی ها هیو انتشار کلونال سو یکیوتیب یآنت مقاومت یالگوها ،فراوانی ،. در مطالعه حاضرشودبالا  ریمرگ و م زانیم

  .شدند نییهران تعدر ت یرمبتلا به عفونت ادرا مارانیدر ب مقاوم به چند دارو لمیوفیمولد ب نیلیس یمت

بتلا جداسازی شده از نمونه های ادراری بیماران م کوکوس اورئوساستافیلو ایزوله مشکوک به 291 مجموعدر  1400-1401در سالهای  روش کار:
( توسط PCRمراز ) لیه ای پبه عفونت ادراری از یک آزمایشگاه پاتوبیولوژی در شهر تهران جمع آوری گردید و با استفاده از آزمون واکنش زنجیر

وز های کیفی ژلاده از آزمونبا استف مورد تأیید قرار گرفتند. توانایی تولید بیوفیلم در میان سویه های تأیید شده nucAپرایمرهای اختصاصی ژن 
ساس ابر  ینقرمز کنگو و کمی میکروتیتر پلیت مورد ارزیابی قرار گرفت. مقاومت سویه های مولد بیوفیلم نسبت به دیسک سفوکسی ت

ی سیلین مولد بیوفیلم ( تعیین گردید و سپس مقاومت سویه های مقاوم به متCLSIدستورالعملهای موسسه استانداردهای آزمایشگاهی و بالینی )
کهای نتی بیوتیآآنتی بیوتیک به روش انتشار دیسک مورد ارزیابی قرار گرفت. همچنین، حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد  16نسبت به 

 SCCmecروفاژ تایپینگ، پتایپینگ،  PhPمشخص گردید. جهت تایپینگ سویه ها از روشهای  E-testگزاسیلین و ونکومایسین نیز به روش ا
 تایپینگ استفاده شد. ccrتایپینگ و 

درصد( نیز به عنوان سویه  36سویه ) 105در این مطالعه تمام سویه ها به عنوان استافیلوکوکوس اورئوس مورد شناسایی قرار گرفتند و  ها: یافته
می سویه ها نسبت به تمابودند.  mecAسویه( مقاوم به متی سیلین و واجد ژن  57درصد ) 66های مولد بیوفیلم انتخاب شدند که در این میان 

ترومایسین، ، اریGسیلین  آنتی بیوتیکهای پنیآنتی بیوتیک مقاومت نشان دادند و واجد مقاومت دارویی چندگانه بودند. مقاومت نسبت به  13-8
ومایسین، لینزولاید، بود و هیچکدام از سویه ها نیز نسبت به ونک درصد 100سیپروفلوکساسین، توبرامایسین، کلیندامایسین و کانامایسین، 

ر میان سویه دنیز  STو چهارده  CTتایپ متشکل از هفت  PhPالفوپریستین مقاوم نبودند. در مجموع بیست و یک د-کلرامفنیکل و کینوپریستین
، SGB ،SGFپروفاژ تایپ ) ccr ،4 1-3، تایپهای I-IIIتایپهای  SCCmecفراوانترین تایپها بودند. همچنین،  CT1و  CT2ها شناسایی شد که 

SGFa  وSGFb الگوی پروفاژی نیز در میان سویه ها شناسایی گردید که مؤید منشاء بیمارستانی این سویه ها بود. 2( و 

واجد  د بیوفیلم ویلین مولسنتایج حاصل از این مطالعه نشان دهنده فراوانی بالای سویه های استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی  یری:گ نتیجه
 وهه طور بالقان بوده و بیمارستمقاومت دارویی چندگانه در میان بیماران مبتلا به عفونت ادراری در شهر تهران است. این سویه ها که اکتسابی از ب

 یاجرا تاهمی مؤید و طیف گسترده ای از عوامل حدت می باشند یک نگرانی عمده بهداشتی در شهر تهران محسوب می شوند قادر به تولید
جامعه  ارستانها درا از بیماین سویه هانتشار کلونال به منظور کاهش میزان  عفونت و پیشگیری از کنترل نهیدر زم اقدامات مؤثرها و استیس حیصح
 باشد. می

اومت یت، مقلمیکروتیتر پ ، تایپینگ، ژلوز قرمز کنگو،، بیوفیلم،  مقاوم به متی سیلین استافیلوکوکوس اورئوسعفونت ادراری،  کلیدی: واژگان
 دارویی چندگانه
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 مقدمه

به  ،یدستگاه تنفسعفونتهای از  پس ،یدستگاه ادرار هایعفونت

ی در انسان جوامعدر  ییایباکتر عیعفونت شا نیدومعنوان 

تمامی سنین )کودکان، بزرگسالان و افراد مسن( و به ویژه در 

در نفر  ونیلیم 250 باًیانه تقریسال که ه شمار می روندب خانمها

معضل  کبه عنوان یو جهان به این عفونت مبتلا می شوند 

از اهمیت فراوانی برخوردار می در سراسر جهان  بهداشتی مهم

 ونیلیحدود شش مدر سال که  شودیزده م نی. تخمباشد

ها به صورت سرپایی با عفونت ادراری به آزمایشگاه  ماریب

مراجعه می کنند که از این تعداد سیصد هزار نفر نیازمند 

. خانمها به دلیل (1)بستری و درمان در بیمارستانها هستند 

ساختار آناتومیکی و فیزیولوژیکی خاص معمولا بیشتر در 

معرض ابتلا به عفونتهای ادراری قرار دارند و تخمین زده می 

ندگی خود درصد از خانمها در طول ز 40شود که حدود 

. (2)حداقل سابقه یک مرتبه ابتلا به عفونت ادراری را دارند 

)عفونت  2، سیستیت1مشتمل بر عفونت مجرا یادرار یعفونتها

)التهاب  4و پروستاتیت( ها هی)عفونت کل 3، پیلونفریتمثانه(

طیف وسیعی از باکتریهای گرم  (.3)می باشند پروستات( 

عفونت ادراری شناخته می از عوامل ایجاد مثبت و گرم منفی 

عنوان  به 5استافیلوکوکوس اورئوسشوند، که در این میان 

در انسان به دلیل  استافیلوکوکوسبیماریزاترین گونه جنس 

مختلف امکان حضور در  6داشتن طیف وسیعی از عوامل حدت

نقاط مختلف بدن از جمله دستگاه ادراری و تناسلی را داشته و 

ده ای در جامعه و بیمارستانها در باعث ایجاد مشکلات عدی

. در مقایسه با سایر باکتریها، (4)سراسر جهان می شود 

از شیوع  استافیلوکوکوس اورئوسعفونتهای ادراری ناشی از 

درصد( برخوردار می باشد، اما با این وجود  5/0-6پایینتری )

این باکتری در گروه های جمعیتی خاصی مانند افراد مسن و 

ر مجاری ادراری از شیوع بالاتری برخوردار می واجد سوند د

با توجه به مقاومت آنتی بیوتیکی بالا، وجود مجموعه  .باشد

گسترده ای از عوامل حدت و همچنین توانایی تشکیل بیوفیلم، 

عدم درمان مناسب عفونتهای ادراری ناشی از این سویه ها می 

 . (5)تواند منجر به مرگ و میر بیماران شود 

                                                           
1 Urethritis  

2 Cystitis  

3 Pyelonephritis  

4 Prostatitis  
5Staphylococcus aureus  

6Virulence factors  

معمولا به صورت منفرد و  ستافیلوکوکوس اورئوسای اسویه ه

و ایجاد  7در طی کلونیزاسیونجداگانه رشد نمی کنند بلکه 

قادر به تشکیل اجتماعات میکروبی پیچیده و منحصر به عفونت 

فردی با عنوان بیوفیلم می باشند که به باکتریها توانایی بقاء در 

قاومت در برابر شرایط نامناسب دستگاه ادراری و تناسلی، م

عوامل ضدمیکروبی و همچنین فرار از سیستم ایمنی میزبان را 

می دهد و به گسترش عفونت کمک شایانی می نماید . 

دارند و  یادرار یدر عفونتها ینقش مهم ییایباکتر یلمهایوفیب

. شناخته می شوند داریحاد و پا یعفونتها به عنوان عامل ایجاد

 ی نظام سلامت در ارتباط باهایگراننچالشها و  نیاز مهمتر یکی

، زیرا ساختارها است نیا ی بالایکروبیمقاومت ضد م لم،یوفیب

تشکیل شده با داشتن عوامل  8سویه های حاضر در کنسرسیوم

مقاومتی مختلف نسبت به آنتی بیوتیکها و بسیاری از عوامل 

ضدمیکروبی، به عنوان یک مخزن بسیار مهم عناصر ژنتیکی 

وب می شوند که از طریق انتشار و انتقال مقاومت مقاومت محس

و بیماریزا منجر به گسترش  9به سایر سویه های کامنسال

 یهاسازوکار لی(. به دل6)مقاومت آنتی بیوتیکی می شوند 

 حالتاز  شتریبرابر ب 1000تواند تا  یم لمیوفی، بمختلف

ی مختلف از جمله متی هاکیوتیب یدر برابر آنت 10یکپلانکتون

 (.7) ت نشان دهدمقاوم لینسی

جهت درمان عفونتهای  1960متی سیلین نخستین بار در سال 

مقاوم به پنی  استافیلوکوکوس اورئوسناشی از سویه های 

سیلین مورد استفاده قرار گرفت و مدت کوتاهی پس از آن 

. مقاومت (8)اولین سویه مقاوم به متی سیلین شناسایی گردید 

 mecCو  mecAی از حضور ژنهای نسبت به متی سیلین ناش

است که به عنوان بخشی از یک کاست ژنتیکی بزرگ و 

( 11استافیلوکوکی mecمتحرک )کاست کروموزومی ژن 

به طور کلی متشکل از دو  SCCmec. (9)شناخته می شوند 

-A)کلاس  mecتایپ( و مجموعه ژنی  9) ccrمجموعه ژنی 

E ز تایپ مختلف ا 15( می باشد. تا این لحظهSCCmec  بر

گزارش شده  ccrو  mecاساس آرایش مجموعه های ژنی 

است که می تواند به عنوان یک ابزار مناسب و سریع جهت 

 مقاوم به متی  استافیلوکوکوس اورئوسدسته بندی سویه های 

                                                           
7 Colonization  

8Consortium  

9Commensal  

1 0 Planktonic  

1 1)mec(SCC mecal cassette chromosome Staphylococc  
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سیلین مورد استفاده قرار گیرد. با توجه به شیوع و گسترش 

مقاوم به متی  استافیلوکوکوس اورئوسروزافزون سویه های 

سیلین در بیمارستانها و در جامعه در شهرها و کشورهای 

گاهی از انتشار کلونال این سویه مختلف، تایپینگ سویه ها و آ

ها می تواند به کنترل، کاهش و حذف آنها کمک شایانی نماید. 

تایپینگ یکی از  PhPیا  Phene Plate (PhP)سیستم 

روشهای استاندارد فنوتایپی جهت تایپینگ و دسته بندی سویه 

های بیماریزا بر اساس واکنشهای بیوشیمیایی مختلف است که 

می سویه های متعلق به یک گروه کلونال واجد در این روش تما

خصوصیتهای متابولیکی مشابهی هستند. برای این منظور، 

واکنشهای بیوشیمیایی مختلف )انگشت نگاری  12کینتیک

خانه واجد سوبستراهای  96بیوشیمایی( با استفاده از پلیتهای 

مشخص و از پیش آماده شده که در انتهای هر چاهک اندود 

ساعت مورد بررسی و  64و  40، 16بازه های زمانی  شده اند در

مربوطه با  13تجزیه و تحلیل قرار می گیرد و در انتها دندروگرام

 . (10) رسم خواهد شد PhP Winاستفاده از نرم افزار 

اهمیت مطالعات اپیدمیولوژیک در به کارگیری  علیرغم

 رویکردهای مناسب جهت پیشگیری، کنترل و درمان عفونتهای

 از جداسازی شده اورئوس لوکوکوسیاستاف یها هیسوشی از نا

 با ارتباطدر  یکاف یداده ها ی، اما همچنانادرار نمونه های

آنتی  مقاومت یالگوتوسط آنها،  لمیوفیب لیتشک ییتوانا

 درنی تایپهای غالب و در گردش در مراکز درما بیوتیکی و کلون

ایپینگ عه با هدف تبنابراین، این مطال (.11) داردنوجود  رانیا

 عیینبا روشهای مولکولی و مقایسه آن با روش بیوشیمیایی و ت

استافیلوکوکوس الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی سویه های 
ز امقاوم به متی سیلین مولد بیوفیلم جداسازی شده  اورئوس

بیماران مبتلا به عفونت ادراری مراجعه کننده به یک 

شهر تهران در سالهای  آزمایشگاه پاتوبیولوژی خصوصی در

 به انجام رسیده است.  1401-1400

 

 هامواد و روش

استافیلوکوکوس های  ایزولهشناسایی جمع آوری و 
  اورئوس

 رماهه از تی 20جهت انجام این مطالعه در یک بازه زمانی 

ده نمونه ادرار )آلو 9572از مجموع  1401لغایت بهمن  1400

ان ریایی( متعلق به بیماربه جنسها و گونه های مختلف باکت

 مبتلا به عفونت ادراری مراجعه کننده به یک آزمایشگاه 

                                                           
1 2 Kinetic  

1 3Dendrogram  

 

 291پاتوبیولوژی خصوصی در مرکز شهر تهران، در نهایت

درصد( جداسازی و جمع  3) استافیلوکوکوس اورئوسایزوله 

آوری گردید و پلیتهای کشت باکتریایی به صورت هفتگی به 

گاه اصفهان ارسال شدند. تمامی آزمایشگاه باکتری شناسی دانش

ایزوله ها در آزمایشگاه مربوطه با استفاده از آزمونهای معمول 

بیوشیمیایی از قبیل رنگ آمیزی گرم، آزمونهای کاتالاز و 

اکسیداز، کشت بر روی محیطهای مانیتول سالت آگار و 

DNase به روش لوله( مورد شناسایی و  و آزمون کواگولاز(

ه بودند. بیماران مراجعه کننده به آزمایشگاه نیز تأیید قرار گرفت

همگی بیماران سرپایی و فاقد سوند در مجرای ادراری بودند 

که با علائم اولیه عفونت ادراری شامل کدورت یا تغییر رنگ 

ادرار، تب، بعضا لرز، سوزش به هنگام دفع و تکرر ادرار توسط 

مورد نظر  متخصص اورولوژیست یا متخصص زنان به آزمایشگاه

درصد( از نمونه  53ایزوله ) 154ارجاع داده شدند. همچنین، 

درصد( از نمونه های  47ایزوله ) 137های ادراری خانمها و 

آقایان جداسازی شده بودند. در آزمایشگاه باکتری شناسی 

دانشگاه اصفهان، در ابتدا تمامی ایزوله ها بر روی محیط کلمبیا 

داده شدند و پس از  کشت (Merck, Germany)آگار 

اطمینان از خالص بودن کلنیها، به منظور شناسایی و تأیید آنها 

استفاده  nucAو پرایمرهای اختصاصی ژن  PCRاز آزمون 

و سویه های تأیید شده جهت بررسی بیشتر در  (12)گردید 

، 15واجد محیط مغذی )نوترینت براث 14لوله های کرایو

Merck, Germany درجه  -20فریزر ( و گلیسرول و در

 سانتیگراد ذخیره شدند. 

 

 بررسی تشکیل بیوفیلم

در این مطالعه جهت بررسی توانایی تشکیل بیوفیلم در سویه 

جداسازی شده از نمونه های  استافیلوکوکوس اورئوسهای 

ادراری که مورد تأیید قرار گرفته بودند، از دو آزمون کیفی ژلوز 

ر اساس پروتکل پیشین قرمز کنگو و کمی میکروتیتر پلیت ب

. بر این اساس در آزمون (12)رحیمی و همکاران استفاده شد 

به سه دسته اسلایم  استافیلوکوکوس اورئوسکیفی سویه های 

مثبت )کلنیهای مشکی(، اسلایم مشکوک )کلنیهای قرمز تیره( 

و اسلایم منفی )کلنیهای قرمز روشن( و با استفاده از آزمون 

، متوسط (1≤570)دسته بیوفیلم قوی  4کمی نیز سویه ها به 

(0.2≤OD570<1.0) و منفی  (0.2>570)، ضعیف

(570≤ODc).تقسیم بندی شدند ، 

                                                           
1 4Cryo vials  

1 5 Nutrient broth  
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 تعیین الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی

پس از بررسی توانایی تشکیل بیوفیلم سویه های 

، مقاومت سویه های مولد بیوفیلم استافیلوکوکوس اورئوس

 میکروگرم( به روش 30نسبت به آنتی بیوتیک سفوکسی تین )

تعیین  CLSIانتشار دیسک و بر اساس دستورالعملهای 

سپس، سویه های مقاوم به متی سیلین جهت بررسی  گردید.

ومت بیشتر انتخاب شدند. همچنین، به منظور تعیین الگوی مقا

مقاوم به  استافیلوکوکوس اورئوسآنتی بیوتیکی سویه های 

 آنتی بیوتیک توصیه 16متی سیلین مولد بیوفیلم نسبت به 

از آزمون انتشار دیسک استفاده گردید.  CLSIشده توسط 

 اسینی بیوتیکهای مورد استفاده در این مطالعه شامل آمیکآنت

ن میکروگرم(، پنی سیلی 15میکروگرم(، اریترومایسین ) 30)

-میکروگرم(، تری متوپریم 30واحد(، تتراسایکلین ) 10)

 10رم(، توبرامایسین )میکروگ 75/23-25/1سولفامتوکسازول )

 5)میکروگرم(، ریفامپین  10میکروگرم(، جنتامایسین )

 30)میکروگرم(، کانامایسین  5میکروگرم(، سیپروفلوکساسین )

 2میکروگرم(، کلیندامایسین ) 30میکروگرم(، کلرامفنیکل )

میکروگرم(،  15) دالفوپریستین-میکروگرم(، کینوپریستین

 ومیکروگرم(  30میکروگرم(، مینوسایکلین ) 30لینزولاید )

 (Liofilchem, Italy)میکروگرم(  300نیتروفورانتوئین )

د بودند. به منظور تعیین حداقل غلظت ممانعت کننده از رش

و بر  E-testآنتی بیوتیکهای اگزاسیلین و ونکومایسین از 

استفاده شد و حداقل غلظت  CLSIاساس استانداردهای 

 ممانعت ار رشد ونکومایسین برای سویه های مقاوم و واجد

گرم و برای میکرو 4-8و  ≥ 16مقاومت بینابینی به ترتیب 

 .(13)میکروگرم تعیین گردید  ≥ 4اگزاسیلین 

 

  DNAاستخراج 

ایزوله  291از  DNAدر مطالعه حاضر به منظور استخراج 

ی جمع آوری شده جهت انجام آزمونها استافیلوکوکوس اورئوس

PCR  مختلف، از روش جوشاندن بر اساس پروتکل پیشین

 . (14)رحیمی و همکاران استفاده گردید 

 

 PCRمونهای آز

 

 

 

 استافیلوکوکوس اورئوسشناسایی سویه های 

ر د نظجهت تأیید سویه هایی که در آزمایشگاه پاتوبیولوژی مور

 مورد شناسایی استافیلوکوکوس اورئوسبه عنوان سویه های 

ن ژو پرایمرهای اختصاصی  PCRقرار گرفته بودند، از آزمون 

nucA  همکاران ( بر اساس دستورالعمل رحیمی و 1)جدول

 400ظر،. وزن باند مورد انتظار برای ژن مورد ن(4)استفاده شد 

 جفت باز بود.

 

 ccrتایپینگ و  mecA ،SCCmecتعیین وجود ژن 

 تایپینگ سویه های مقاوم به متی سیلین

پس از تعیین مقاومت آنتی بیوتیکی سویه های 

ن، مولد بیوفیلم نسبت به سفوکسی تی استافیلوکوکوس اورئوس

در میان این سویه ها با آزمون  mecAی حضور ژن بررس

PCR  و با استفاده از جفت پرایمرهای اختصاصی این ژن

( بر اساس دستورالعمل رحیمی و همکاران، انجام 1)جدول 

، Iتایپهای مختلف ) SCCmecگرفت. به منظور تعیین حضور 

II ،III ،IVa-IVd  وV و همچنین )ccr 1های مختلف )تایپ ،

جد ( در میان سویه های مقاوم به سفوکسی تین و وا5و  3، 2

داگانه و ج multiplex-PCRاز دو آزمون  mecAژن 

ی ( بر اساس پروتکلها1پرایمرهای اختصاصی هر تایپ )جدول 

 .(12)پیشین استفاده گردید 

 

 تعیین حضور پروفاژ تایپهای مختلف در میان سویه ها

 روفاژپو بررسی حضور در این مطالعه به منظور پروفاژ تایپینگ 

و  SGA ،SGB ،SGF ،SGFa ،SGFb ،SGLتایپهای 

SGD  مقاوم به  استافیلوکوکوس اورئوسدر میان سویه های

و  multiplex-PCRمتی سیلین مولد بیوفیلم از آزمون 

( استفاده 1جفت پرایمرهای اختصاصی ژن هر تایپ )جدول 

 .(15)گردید 

 

 pvlبررسی وجود ژن 

در میان سویه های  pvlژن جهت تعیین حضور 

مولد بیوفیلم مقاوم به متی سیلین  استافیلوکوکوس اورئوس

و پرایمرهای اختصاصی  PCRاکتسابی از جامعه از آزمون 

 .(16)( بر اساس دستورالعمل پیشین استفاده گردید 1)جدول 

.
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 .PCRوالی پرایمرها و برنامه حرارتی مورد استفاده در آزمونهای ت -1جدول 
طول قطعه  توالی پرایمر نام پرایمر

 )جفت باز(
 برنامه حرارتی

nucA 

F: 5′-AGTTCAGCAAATGCATCACA-3´ 
400 

94°°: 5 °°°. 30 °°°°°° 
(94°°: 45 °. 62°°: 45 °. 

72°°: 30 °(. 72°°: 7 °°° 
R: 5′-TAGCCAAGCCTTGACGAACT-3´ 

mecA 

F:5′-GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA-3´ 

310 
94°°: 10 °°°. 25 °°°°°° 

(94°°: 45 °. 55°°: 45 °. 
72°°: 105 °(. 72°°: 8 °°° 

R: 5′-CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA-3´ 

SGA F: 5′-TATCAGGCGAGAATTAAGGG-3´ 744 

94°°: 10 °°°. 30 °°°°°° 
(94°°: 1 °°°. 55°°: 90 °. 
70°°: 90 °(. 70°°: 10 °°° 

R: 5′-CTTTGACATGACATCCGCTTGAC-3´ 

SGB F: 5′-ACTTATCCAGGTGGYGTTATTG-3´ 405 
R: 5′-TGTATTTAATTTCGCCGTTAGTG-3´ 

SGF F: 5′-CGATGGACGGCTACACAGA-3´ 155 
R: 5′-TTGTTCAGAAACTTCCCAACCTG-3´ 

SGFa F: 5′-TACGGGAAAATATTCGGAAG-3´ 548 
R: 5′-ATAATCCGCACCTCATTCCT-3´ 

SGFb F: 5′-AGACACATTAAGTCGCACGATAG-3´ 147 
R: 5′-TCTTCTCTGGCACGGTCTCTT-3´ 

SGD F: 5′-TGGGCTTCATTCTACGGTGA-3´ 331 
R: 5′-GTAATTTAATGAATCCACGAGAT-3´ 

SGL F: 5′-GCTTAAAACAGTAACGGTGACAGTG-3´ 748 
R: 5′-TGCTACATCATCAAGAACACCTGG-3´ 

SCCmec Type I 
F: 5°-GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG-3´ 

613 

94°°: 5 °°°. 10 °°°°°° 
(94°°: 45 °. 65°°: 45 °. 
72°°: 90 °(. 25 °°°°°° 
(94°°: 45 °. 55°°: 45 °. 

72°°: 90 °(. 72°°: 10 
min 

R: 5°-GTCTCTCATAGTATGACGTCC-3´ 

SCCmec Type II 
F: 5°-CGTTGAAGATGATGAAGCG-3´ 

398 
R: 5°-CGAAATCAATGGTTAATGGACC-3´ 

SCCmec Type III 
F: 5°-CCATATTGTGTACGATGCG-3´ 

280 
R: 5°-CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG-3´ 

SCCmec Type IVa 
F: 5°-GCCTTATTCGAAGAAACCG-3´ 

776 
R: 5°-CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG-3´ 

SCCmec Type IVb 
F: 5°-TCTGGAATTACTTCAGCTGC-3´ 

493 
R: 5°-AAACAATATTGCTCTCCCTC-3´ 

SCCmec Type IVc 
F: 5°-ACATATTTGTATTATCGGAGAGC-3´ 

200 
R: 5°-TTGGTATGAGGTATTGCTGG-3´ 

SCCmec Type IVd 
F: 5°-CTCAAAATACGGACCCCAATACA-3´ 

881 
R: 5°-TGCTCCAGTAATTGCTAAAG-3´ 

SCCmec Type V 
F: 5°-GAACATTGTTACTTAAATGAGCG-3´ 

325 
R: 5°-TGAAAGTTGTACCCTTGACACC-3´ 

Type 1 ccr-βc 
Type 1 ccr-α1 

F: 5′-ATTGCCTTGATAATAGCCITCT-3´ 695 94°°: 5 °°°. 10 °°°°°° 
(94°°: 45 °. 65°°: 45 °. 
72°°: 90 °(. 25 °°°°°° 
(94°°: 45 °. 55°°: 45 °. 

72°°: 90 °(. 72°°: 10 
min 

R: 5′-AACCTATATCATCAATCAGTACGT-3´ 

Type 2 ccr- βc 
Type 2 ccr-α2 

F: 5′-ATTGCCTTGATAATAGCCITCT-3´ 
R: 5′-TAAAGGCATCAATGCACAAACACT-3´ 

937 

Type 3 ccr- βc 
Type 3 ccr-α3 

F: 5′-ATTGCCTTGATAATAGCCITCT-3´ 1791 
R: 5′-AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT-3´ 

Type 5 ccr- βc 
Type 5 ccr-α 

F: 5´-ATGAATTCAAAGAGCATGGC-3´ 336 
R: 5′-GATTTAGAATTGTCGTGATTGC-3´ 

pvl 

F:5′-
ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA-3´ 

433 94°°: 10 °°°. 10 °°°°°° 
(94°°: 45 °. 55°°: 45 °. 
72°°: 75 °(. 25 °°°°°° 
(94°°: 45 °. 50°°: 45 °. 

72°°: 75 °(. 72°°: 10 
min 

R: 5′-GCATCAAGTGTATTGGATAGCAAAAGC-3´ 
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PhP تایپینگ و انگشت نگاری بیوشیمیایی 

م به مولد بیوفیلم مقاو اورئوس لوکوکوسیاستاف یها سویهتمام 

 با ییایمیوشیب یبا استفاده از روش انگشت نگار متی سیلین

 یه به طور خاص براک (PhP-CS, Sweden) وضوح بالا

شده  طراحی وس اورئوسلوکوکیاستاف سویه های کردن پیتا

 مجموعه از 4شامل  خانه 96پلیت هر  .(9) شدند پیاست، تا

 یها هیافتراق سو یبرا زیمتما اریبس سوبسترای 24

ز امیکرولیتر  150. پس از تلقیح است وس اورئوسلوکوکیاستاف

یایی و محیط اختصاصی سوسپانسیون واجد کلنیهای باکتر

ر دبروموتیمول بلو در داخل هر چاهک، پلیتها در انکوباتور 

 درجه سانتیگراد انکوبه شدند و سپس در بازه های 37دمای 

 ساعت تصاویر هر پلیت با استفاده از 64و  40، 16زمانی، 

ثبت شده و  (HP Scanjet 4890, USA)اسکنر اختصاصی 

تمام  PhPWinفزار اختصاصی در نهایت با استفاده از نرم ا

 سه نیانگیو م هشد لیتبد یعدد ریاسکن شده به مقاد ریتصاو

 ییایمیوشیب نگاری انگشتو  دندروگرام کی رسم یقرائت برا

 سویه مورد استفاده قرار گرفت.هر  یبرا

 

 تجزیه و تحلیل داده های آماری

 و همچنین انجامها رسم تمامی نموداردر این مطالعه جهت 

و آزمون  GraphPad Prism 8یز آماری از نرم افزار آنال

Chi-squared .استفاده گردید 

 

 نتایج

 استافیلوکوکوس اورئوسشناسایی سویه های 

با استفاده از پرایمرهای  PCRبر اساس نتایج حاصل از آزمون 

ایزوله جمع آوری شده از  291، تمامی nucAاختصاصی ژن 

استافیلوکوکوس که به عنوان آزمایشگاه پاتوبیولوژی مورد نظر 

جفت بازی بودند  400شناسایی شده بودند، واجد باند  اورئوس

مورد تأیید قرار  استافیلوکوکوس اورئوسو به عنوان سویه های 

گرفتند. بنابراین نتایج حاصل از آزمونهای مولکولی )انجام 

گرفته در این مطالعه( و بیوشیمیایی )انجام گرفته در آزمایشگاه 

 وبیولوژی( کاملا بر هم منطبق بودند.پات

 

 بررسی تشکیل بیوفیلم و مقاومت به سفوکسی تین

ز انتایج حاصل از آزمون کیفی ژلوز قرمز کنگو نشان داد که 

 تأیید شده در این استافیلوکوکوس اورئوسسویه  291مجموع 

سویه  62درصد(، شامل  36سویه ) 105مطالعه، در مجموع 

 43های سیاه رنگ )اسلایم مثبت( و درصد( مولد کلنی 59)

، درصد( مولد کلنیهای قرمز تیره )اسلایم مشکوک( 41سویه )

 ثبتمبر روی محیط ژلوز قرمز کنگو بودندکه به عنوان بیوفیلم 

 درصد( که کلنیهای قرمز 64انتخاب شدند و سایر سویه ها )

 روشن داشتند به عنوان سویه های بیوفیلم منفی از مطالعه

د. بر اساس نتایج حاصل از آزمون بررسی مقاومت حذف شدن

سویه های بیوفیلم مثبت نسبت به متی سیلین، مشخص گردید 

درصد( نسبت به سفوکسی تین مقاوم و  54سویه ) 57که 

بودند که به عنوان سویه های  mecAهمچنین واجد ژن 

بیوفیلم مثبت مقاوم به متی سیلین، جهت بررسی بیشتر در 

 19) 33(. بر این اساس، 2تخاب شدند )جدول این مطالعه ان

سویه( درصد سویه های بیوفیلم مثبت به  38) 67سویه( و 

 (P < 0.0001)ترتیب از نمونه های ادراری آقایان و خانمها 

درصد( با تشکیل  70سویه ) 40جداسازی شدند. همچنین، 

کلنیهای سیاه رنگ به عنوان سویه های اسلایم مثبت مورد 

و  درصد سویه ها نیز اسلایم مشکوک 30ر گرفتند و تأیید قرا

 واجد کلنیهای قرمز تیره بودند. 
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مقاوم به متی  استافیلوکوکوس اورئوسراوانی سویه های بیوفیلم مثبت به روش ژلوز قرمز کنگو در میان سویه های ف -2جدول 

 سیلین جداسازی شده از بیماران بر اساس جنس.

 اسلایم
 جنس

 P value تعداد )درصد(
 خانمها )درصد( آقایان )درصد(

 7589/0 (30) 17 (29) 11 (32) 6 مشکوک

 7589/0 (70) 40 (71) 27 (68) 13 ثبتم

 <0001/0 57 (67) 38 (33) 19 تعداد )درصد(

 

 

 

سویه به  57علاوه بر این، در آزمون میکروتیتر پلیت نیز تمامی 

( که به 3عنوان سویه های بیوفیلم مثبت انتخاب شدند )جدول 

سویه( درصد  11) 19سویه( و  16) 28سویه(،  30) 53ترتیب 

مولد بیوفیلم قوی، متوسط و ضعیف بودند. همچنین سویه ها 

فراوانی سویه های بیوفیلم قوی در میان سویه های جداسازی 

شده از نمونه های آقایان و فراوانی سویه های بیوفیلم ضعیف 

در میان سویه های جداسازی شده از نمونه های خانمها از 

نی دار فراوانی بالاتری برخوردار بودند که این اختلافات مع

 بودند.

 

 

مقاوم به متی سیلین  استافیلوکوکوس اورئوسراوانی سویه های بیوفیلم قوی، متوسط و ضعیف در میان سویه های ف -3جدول 

 جداسازی شده از بیماران بر اساس جنس.

 بیوفیلم
 جنس

 P value تعداد )درصد(
 خانمها )درصد( آقایان )درصد(

 0246/0 (19) 11 (24) 9 (11) 2 ضعیف

 1086/0 (28) 16 (32) 12 (21) 4 متوسط

 0010/0 (53) 30 (44) 17 (68) 13 قوی

 <0001/0 57 (67) 38 (33) 19 تعداد )درصد(

 

 

 

 57نشان داده شده است، از مجموع  4همانگونه که در جدول 

مقاوم به متی سیلین مولد  استافیلوکوکوس اورئوسسویه 

ا از بیماران به ترتیب در بازه بیوفیلم، بیشترین تعداد سویه ه

درصد(  16سال ) 41-50درصد(،  32سال ) 51-60های سنی 

درصد( جداسازی شدند. در ارتباط با آقایان  14سال ) 61-70و 

 32) 51-60بیشترین فراوانی سویه ها متعلق به بازه های سنی 

درصد(  16سال ) 41-50درصد( و  26سال ) 80-71درصد(، 

خانمها این فراوانی بیشتر متعلق به بیماران در  بود. اما در مورد

 61-70درصد( و همچنین  31سال ) 51-60بازه های سنی 

 درصد( بود. 16سال )همگی  31-40سال و  41-50سال، 
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 ه های بیوفیلم مثبت در نمونه های ادراری جداسازی شدن از نمونه های آقایان و خانمها بر اساس سن.فراوانی سوی -4جدول 

 سن
 جنس

 P value تعداد )درصد(
 خانمها )درصد( آقایان )درصد(

11-20 1 (5) 2 (5) 3 (5) 0000/1 

21-30 1 (5) 4 (11) 5 (9) 1913/0 

31-40 1 (5) 6 (16) 7 (12) 0192/0 

41-50 3 (16) 6 (16) 9 (16) 0000/1 

51-60 6 (32) 12 (31) 18 (32) 0000/1 

61-70 2 (11) 6 (16) 8 (14) 4083/0 

71-80 5 (26) 2 (5) 7 (12) 0001/0> 

 <0001/0  57 (67) 38 (33) 19 تعداد )درصد(

 

 

 

 تعیین مقاومت آنتی بیوتیکی سویه ها

های نتایج حاصل از تعیین مقاومت آنتی بیوتیکی سویه های 

مقاوم به متی سیلین مولد بیوفیلم  استافیلوکوکوس اورئوس

درصد سویه ها نسبت به آنتی بیوتیکهای  100نشان داد که 

کانامایسین، ، سیپروفلوکساسین، اریترومایسین، Gپنی سیلین 

همچنین،  (.1توبرامایسین و کلیندامایسین مقاوم بودند )شکل 

درصد سویه ها نیز به ترتیب نسبت به  56و  74، 79، 91، 93

-آمیکاسین، تتراسایکلین، ریفامپین، تری متوپریم

سولفامتوکسازول و جنتامایسین مقاومت نشان دادند. از طرف 

ویه های مورد مطالعه دیگر، هیچگونه مقاومتی نیز در میان س

-نسبت به ونکومایسین، کلرامفنیکل، لینزولاید و کینوپریستین

دالفوپریستین مشاهده نشد. علاوه بر این، بر اساس نتایج حاصل 

از آزمون تعیین حداقل غلظت مهارکننده از رشد اگزاسیلین 

 256سویه( نسبت به غلظت  55درصد ) 96مشخص شد که 

 2و  2سیلین مقاوم بودند و همچنین میکروگرم/میلی لیتر اگزا

 96و  128درصد سویه ها نیز نسبت به غلظتهای 

میکروگرم/میلی لیتر اگزاسیلین مقاومت نشان دادند. بر این 

اساس، تمامی سویه های واجد قدرت تشکیل بیوفیلم متوسط 

میکروگرم/میلی لیتر اگزاسیلین  256تنها نسبت به غلظت 

درصد سویه های واجد توانایی  3و  97مقاوم بودند در حالیکه 

 128و  256بیوفیلم قوی به ترتیب نسبت به غلظتهای 

 میکروگرم/میلی لیتر اگزاسیلین مقاومت نشان دادند. 
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د از: مولد بیوفیلم. اختصارات عبارتن مقاوم به متی سیلین استافیلوکوکوس اورئوسکی سویه های درصد مقاومت آنتی بیوتی -1شکل 

AN آمیکاسین؛ :CIP سیپروفلوکساسین؛ :C کلرامفنیکل؛ :CDین، : کلیندامایسE اریترومایسین؛ :GM جنتامایسین؛ :K :

: تری SXT: ریفامپین؛ RP؛ G: پنی سیلین PG: نیتروفورانتوئین؛ NI: مینوسایکلین؛ MN: لینزولاید؛ LZDکانامایسین؛ 

 : ونکومایسین.VAN: توبرامایسین و TN: تتراسایکلین؛ Tالفوپریستین؛ د-: کینوپریستینSYNسولفامتوکسازول؛ -متوپریم

 

 

 

 

در بحث بررسی حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد 

 ونکومایسین نیز مشخص گردید که هیچکدام از سویه ها نسبت

ز ابه ونکومایسین مقاوم نبودند )حداقل غلظت ممانعت کننده 

(. بر این اساس 2م/میلی لیتر( )شکل میکروگر 25/0-2رشد = 

و  75/0درصد سویه ها به ترتیب نسبت به غلظتهای  20و  21

د درص 14میکروگرم/میلی لیتر ونکومایسین مقاوم بودند و  1

 میکروگرم/میلی لیتر  38/0و  25/0نیز نسبت به غلظتهای 

 

 
 

ونکومایسین مقاومت نشان دادند. همانگونه که در تصویر نیز 

مشخص است، بیشتر سویه های با قدرت تشکیل بیوفیلم قوی 

 2و  25/0و ضعیف به ترتیب نسبت به غلظتهای 

میکروگرم/میلی لیتر ونکومایسین مقاومت نشان دادند در 

حالیکه بیشتر سویه های با توانایی تشکیل بیوفیلم متوسط 

میکروگرم/میلی لیتر ونکومایسین  75/0و  1نسبت به غلظتهای 

 مقاوم بودند.
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 مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوسهای یان سویه محداقل غلظت ممانعت کننده از رشد ونکومایسین در درصد فراوانی  -2شکل 

 قوی، متوسط و ضعیف. مولد بیوفیلم سیلین

 

  

 

 

 75/1آنتی بیوتیک ) 8بودند و سویه ها حداقل نسبت به  16در این مطالعه تمامی سویه ها واجد مقاومت دارویی چندگانه 

 11ه (. علاوه بر این، بیشتر سویه ها نسبت ب5درصد( مقاومت نشان دادند )جدول  8/8آنتی بیوتیک ) 13درصد( و حداکثر نسبت به 

الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی نیز در میان  24درصد( مقاومت نشان دادند. همچنین، در مجموع  55/17آنتی بیوتیک ) 10( و 35/47)

درصد  5/10آنتی بیوتیک( غالبترین الگوها بودند و در میان  11)متشکل از  13و  12سویه ها شناسایی گردید که الگوهای شماره 

 بودند. 24و  5درصد سویه ها نیز واجد الگوهای مقاومتی شماره  8/8علاوه بر این،  سویه ها شناسایی شدند.
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1 6(MDR) Multidrug resistance  
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 مولد بیوفیلم مقاوم به متی سیلین. استافیلوکوکوس اورئوسیوتیکی سویه های بالگوی مقاومت آنتی  -5جدول 

 

  

 تعداد )درصد( الگوی مقاومت تعداد آنتی بیوتیک
 (75/1) 1 آنتی بیوتیک 8
P ،E ،CIP ،TN ،CD ،K ،AN ،RP 1 1 (75/1) 
 (05/14) 8 آنتی بیوتیک  9
P ،E ،CIP ،TN ،CD ،K ،AN ،RP ،GM 2 1 (75/1) 
P ،E ،CIP ،TN ،CD ،T ،K ،TS ،MN 3 1 (75/1) 
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،RP 4 5 (8/8) 
P ،E ،CIP ،TN ،CD ،K ،AN ،TS ،RP 5 1 (75/1) 

 (55/17) 10 آنتی بیوتیک 10
P ،E ،CIP ،TN ،CD ،K ،AN ،TS ،GM ،RP 6 2 (5/3) 
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،TS ،MN ،RP 7 3 (3/5) 
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،MN ،RP 8 2 (5/3) 
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،TS ،RP 9 1 (75/1) 
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،TS ،MN 10 1 (75/1) 
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،TS ،GM 11 1 (75/1) 

 (35/47) 27 آنتی بیوتیک 11
P ،E، CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،TS ،RP ،GM 12 6 (5/10) 
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،TS ،GM ،MN 13 6 (5/10) 
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،RP ،GM ،MN 14 3 (3/5) 
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،RP ،NI ،MN 15 1 (75/1) 
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،RP ،NI ،GM 16 1 (75/1) 
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،TS ،NI ،MN 17 1 (75/1) 
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،NI ،TS ،GM 18 2 (5/3) 
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،NI ،TS ،RP 19 4 (7) 
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،TS ،RP ،MN 20 3 (3/5) 

 (5/10) 6 آنتی بیوتیک 12
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD، K ،AN ،TS ،RP ،GM ،MN 21 4 (7) 
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،NI ،RP ،GM ،MN 22 1 (75/1) 
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،NI ،RP ،TS ،MN 23 1 (75/1) 

 (8/8) 5 آنتی بیوتیک 13
P ،E ،CIP ،TN ،T ،CD ،K ،AN ،NI ،RP ،TS ،GM ،MN 24 5 (8/8) 
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: NI: مینوسایکلین؛ MNن؛ : کانامایسیKمایسین؛ : جنتاGM: اریترومایسین؛ E: کلیندامایسین، CD: سیپروفلوکساسین؛ CIP: آمیکاسین؛ AN* اختصارات عبارتند از: 

 : توبرامایسین.TN: تتراسایکلین و Tازول؛ سولفامتوکس-: تری متوپریمSXT: ریفامپین؛ RP؛ G: پنی سیلین PGنیتروفورانتوئین؛ 

 

 نتایج تایپینگ سویه ها

مقاوم به متی سیلین مولد بیوفیلم استفاده  استافیلوکوکوس اورئوسروش تایپینگ مختلف جهت دسته بندی سویه های  3در این مطالعه از 

( مشخص گردید که تمامی سویه های مورد مطالعه حداقل واجد پروفاژ تایپ 6گردید. بر اساس نتایج حاصل از آزمون پروفاژ تایپینگ )جدول 

SGF 17و دو ساب تایپ ( آنSGFa  وSGFb بودند و پروفاژ تایپهای )SGA ،SGL  وDSG  .نیز در هیچکدام از سویه ها شناسایی نشدند

، SGBواجد پروفاژ تایپهای  1بر این اساس، در مجموع دو الگوی پروفاژی نیز در میان سویه ها شناسایی گردید که الگوی پروفاژی شماره 

SGF ،SGFa  وSGFb  نیز )واجد پروفاژ تایپهای  2شماره  درصد سویه ها واجد این الگو بودند و الگوی پروفاژی 89فراوانترین الگو بود و

SGF ،SGFa  وSGFb درصد سویه ها بود. از طرف دیگر، سه  11( تنها محدود بهSCCmec ( تایپ مختلفI ،II  وIII و )تایپ مختلف  3

ccr (1 ،2  نیز در میان سویه ها شناسایی گردید، که در این میان 3و )SCCmec  تایپIII  وccr  ایپها در میان سویه ها فراوانترین ت 3تایپ

درصد( در مرتبه بعدی قرار داشت. همچنین، تمامی سویه ها از نظر  19) 1تایپ  ccrو  Iتایپ  SCCmecدرصد( و پس از آن  72بودند )

اکتسابی  مقاوم به متی سیلین استافیلوکوکوس اورئوسمنفی بودند، بنابراین تمامی سویه های مورد بررسی به عنوان سویه های  pvlوجود ژن 

 از بیمارستان طبقه شدند.

                                                           
1 7 Subtype  

 

 

 مقاوم به متی سیلین مولد بیوفیلم. استافیلوکوکوس اورئوسراوانی پروفاژ تایپها و الگوهای پروفاژی در سویه های ف -6جدول 

الگوی 

 پروفاژی

 پروفاژ تایپ
pvl درصد تعداد 

SGA SGB SGF SGFa SGFb SGL 

1 - + + + + - - 51 89 

2 - - + + + - - 6 11 
 

 

در میان سویه  STو چهارده  CTتایپ متشکل از هفت  21سویه مورد مطالعه، در مجموع  57تایپینگ  PhPبر اساس نتایج حاصل از آزمون 

درصد سویه ها  28و  30به عنوان فراوانترین تایپها شناسایی شدند و به ترتیب  CT1و  CT2( که در این میان 7ها شناسایی گردید )جدول 

درصد سویه ها بود. از طرف دیگر، در  5/3نیز تنها محدود به  CT3-CT7های CTمتعلق به این دو تایپ بودند. همچنین، فراوانی هر یک از 

اجد متنوعترین نیز و CT1و  CT2تایپهای مختلفی شناسایی گردید.  SCCmec( الگوهای مقاومتی و پروفاژی و CT7)به استثناء  CTهر 

 الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی(. 9و  11ی بیوتیکی بودند )به ترتیب شامل الگوی مقاومت آنت
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 ولد بیوفیلم.مقاوم به متی سیلین م استافیلوکوکوس اورئوسی حاصل از تایپینگ سویه های الگوها -7جدول 

PhP الگوی پروفاژی الگوی مقاومت تایپ SCCmec تعداد )درصد( تایپ 
CT1 7 ،9 ،10 ،11 ،12 ،13 ،18 ،20  2و  1 21و I ،II  وIII 16 (28)  

CT2 1 ،3 ،4 ،5 ،6 ،7 ،8 ،14 ،15 ،19  1 20و I  وIII 17 (30)  

CT3 2  2 12و III 2 (5/3)  

CT4 4  1 21و I  وIII 2 (5/3)  

CT5 12  1 14و III 2 (5/3)  

CT6 8  2 20و III 2 (5/3)  

CT7 13 1 III 2 (5/3)  

ST1 24 1 I 1 (75/1)  

ST2 18 1 III 1 (75/1)  

ST3 16 1 I 1 (75/1)  

ST4 24 1 II 1 (75/1)  

ST5 23 1 I 1 (75/1)  

ST6 24 1 II 1 (75/1)  

ST7 19 1 III 1 (75/1)  

ST8 19 1 III 1 (75/1)  

ST9 24 1 II 1 (75/1)  

ST10 17 1 I 1 (75/1)  

ST11 12 2 III 1 (75/1)  

ST12 22 1 II 1 (75/1)  

ST13 19 1 I 1 (75/1)  

ST14 24 1 I 1 (75/1)  
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 بحث

 حمله به یبرابالا  لیپتانس لیبه دل اورئوس لوکوکوسیاستاف

 یبرا یخطر بزرگ لم،یوفیب لیتشک جهیدر نتو  یویکل یبافتها

جا ز آنا شود. یدر نظر گرفته معفونتهای ادراری  مبتلا به ارانمیب

 استافیلوکوکوس اورئوستوسط سویه های  لمیوفیب لیتشککه 

یط باعث مقاومت در برابر آنتی بیوتیکها و شرایط نامساعد مح

 دستگاه ادراری و همچنین محافظت در برابر واکنشهای ایمنی

ژنز در پاتو ینقش مهملم میزبان می شود، بنابراین تشکیل بیوفی

ه دو لی ب. عفونتهای ادراری به طور ککند یم فایا یادرار یعفونتها

ی دسته عفونتهای تک گیر و عفونتهای عودشونده تقسیم بندی م

 شوند، که عفونتهای عودشونده ناشی از تشکیل بیوفیلم توسط

ور ایزوله هایی است که یا به درستی شناسایی نشده و یا به ط

 تگاهورد درمان قرار نگرفته اند و به مدت طولانی در دسصحیح م

ز توانایی شونده ناشی ا. عفونتهای عود(17)ادراری باقی مانده اند 

 تشکیل بیوفیلم توسط سویه های باکتریایی بوده که در آنها

ش بیوفیلم به عنوان یک کنسرسیوم میکروبی، مخزنی برای گستر

 ریزایه های کامنسال و بیماعفونت و انتقال مقاومت به سایر سو

ت، عمل کرده که در نهایت باعث ایجاد آسیبهای غیرقابل بازگش

ه شکست پروتکلهای درمانی و تحمیل هزینه های درمانی بالا ب

در  قابل اعتماد، راحت، یرو روشها نیاز ابیماران خواهد شد. 

 لیتشک یاه هیسوصحیح و سریع  ییشناسا یدسترس و ارزان برا

ز ااصل در مطالعه حاضر، نتایج ح است . ازیمورد ن لمیوفیدهنده ب

 PCRبا آزمون  استافیلوکوکوس اورئوسشناسایی سویه های 

کاملا منطبق بر نتایج حاصل از شناسایی سویه ها به روش 

 عدودفنوتایپی در آزمایشگاه مورد بررسی بود. این مطالعه از م

مایشگاه مطالعاتی است که نشان دهنده این است که در آز

بیمارستان یا آزمایشگاه های پاتوبیولوژی و تشخیص طبی 

شناسایی درستی برای جنسها و گونه های مختلف باکتریایی 

که خود ناشی از انتخاب صحیح  (19. 18)صورت گرفته است 

ر دولا آزمونها بر اساس منابع معتبر در این آزمایشگاه است. معم

از کشت  وکوس اورئوساستافیلوکآزمایشگاه ها جهت شناسایی 

با  مولاباکتری در محیط مانیتول سالت آگار و آزمون کواگولاز )مع

اده استفاده از پلاسمای انسانی( به روش لام )روش سریع( استف

  می شود. بنابراین برخی از گونه های کواگولاز منفی مانند

 

نیز  19استافیلوکوکوس شلیفریو  18استافیلوکوکوس لوگدوننسیس

شناسایی می شوند.  استافیلوکوکوس اورئوسبه عنوان  به اشتباه

استافیلوکوکوس همچنین با توجه به اینکه جهش یافته های 

( مانیتول منفی هستند و بر 20)واریانتهای کلنی کوچک اورئوس

روی محیط مانیتول سالت آگار به اشتباه شناسایی می شوند، 

ر روی استفاده همزمان از آزمونهای رنگ آمیزی گرم، کشت ب

و کواگولاز )به  DNaseمحیط مانیتول سالت آگار و آزمونهای 

روش لوله( باعث تشخیص دقیق و صحیح سویه ها شده است و 

می تواند الگوی مناسبی برای سایر آزمایشگاه ها نیز باشد. اما در 

هر صورت، آزمونهای فنوتایپی زمانبر هستند و نیازمند استفاده از 

تشخیص نسبتا دقیق و طبیعتا صرف  چندین آزمون مختلف جهت

با  PCRهزینه بیشتر می باشند. بنابراین استفاده از آزمون 

استفاده از پرایمرهای اختصاصی روشی دقیق، اختصاصی، حساس، 

سریع و مقرون به صرفه جهت شناسایی سویه های باکتریایی بوده 

که می تواند در آزمایشگاه جایگزین روشهای معمول مبتنی بر 

 صیتهای بیوشیمیایی و فنوتایپی باشد.خصو

ترکیبی از دو آزمون کیفی ژلوز قرمز کنگو و کمی مطالعه،  نیدر ا

میکروتیتر پلیت جهت بررسی توانایی تولید بیوفیلم توسط سویه 

استفاده شد. بر اساس نتایج حاصل  استافیلوکوکوس اورئوسهای 

 36 از آزمون کیفی ژلوز قرمز کنگو مشخص شد که در مجموع

اسلایم  21اوروپاتوژنیک استافیلوکوکوس اورئوسدرصد سویه های 

سویه  57مثبت و اسلایم مشکوک بودند. همچنین از این تعداد، 

درصد( به عنوان سویه های بیوفیلم مثبت مقاوم به متی  54)

 28، 53سیلین انتخاب شدند که در این میان در نهایت به ترتیب 

ادر به تشکیل بیوفیلم قوی، درصد سویه ها به ترتیب ق 19و 

متوسط و ضعیف بودند. نکته حائز اهمیت در این مطالعه این بود 

که تمامی سویه های اسلایم مثبت و اسلایم مشکوک قادر به 

تشکیل بیوفیلم )قوی، متوسط و ضعیف( بودند. در مطالعات 

مختلف تاکنون فراوانی های مختلفی از سویه های مولد بیوفیلم 

 حساس به متی سیلین( گزارش شده است. در مطالعه )مقاوم یا 

                                                           
1 8Staphylococcus lugdunensis  

1 9Staphylococcus schleiferi  

2 0 Small colony variants (SCV)  

2 1 Uropathogenic  
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های  درصد از سویه 44مصطفوی و همکاران در تهران، 

 ودندبمولد بیوفیلم مقاوم به متی سیلین  استافیلوکوکوس اورئوس

اوم مق استافیلوکوکوس اورئوس. همچنین، فراوانی سویه های (17)

 (20)وده بدرصد  32به متی سیلین مولد بیوفیلم در آبادان برابر با 

ه سوی که این مقدار اختلاف فاحشی با فراوانی گزارش شده از این

راوانی . به طور کلی تفاوت در ف(21)درصد( داشت  96ها در بابل )

 مقاوم به متی سیلین مولد استافیلوکوکوس اورئوسسویه های 

 نوع بیوفیلم در مطالعات مختلف می تواند ناشی از از تفاوت در

نمونه ها، وضعیت اقتصادی، فرهنگی و اجتماعی افراد مورد 

 ورد مطالعه،بررسی، شرایط جغرافیایی و آب و هوایی مناطق م

 سیاسیتهای کنترل عفونت در بیمارستانها و مراکز درمانی و

ی ر کلهمچنین بستری و یا سرپایی بودن بیماران باشد. اما به طو

یج می توان اعلام کرد که بر اساس یافته های این مطالعه نتا

م حاصل از آزمونهای ژلوز قرمز کنگو و میکروتیتر پلیت بر ه

ل سویه های اسلایم مثبت قادر به تشکیمنطبق بودند و تمامی 

هار بیوفیلم قوی، متوسط یا ضعیف بودند. در مجموع می توان اظ

داشت که معمولا روش کیفی ژلوز قرمز کنگو از حساسیت و 

 اختصاصیت پایینتری در مقایسه با روش کمی میکروتیتر پلیت

 یهی سوبرخوردار است و به همین دلیل بهتر است در ابتدا غربالگر

ت ها با آزمون ژلوز قرمز کنگو جهت تعیین تولید اسلایم صور

ز لم اگیرد و در نهایت به منظور تأیید قطعی بررسی تشکیل بیوفی

 .(17)روش میکروتیتر پلیت استفاده شود 

در این مطالعه مقاومت بالایی نسبت به بسیاری از آنتی بیوتیکهای 

بیوفیلم مقاوم  مورد مطالعه مشاهده شد و تمامی سویه های مولد

به متی سیلین، واجد مقاومت دارویی چندگانه بودند. تمامی سویه 

، اریترومایسین، Gها نسبت به آنتی بیوتیکهای پنی سیلین 

سیپروفلوکساسین، کلیندامایسین، کانامایسین و توبرامایسین 

درصد سویه ها نیز نسبت به  90مقاوم بودند و بیش از 

اومت نشان دادند. در سایر مطالعات تتراسایکلین و آمیکاسین مق

انجام گرفته در کشور نیز مقاومت بالایی نسبت به این آنتی 

اما مقاومت در این مطالعه  ،(19-17)بیوتیکها گزارش شده است 

و  Almutairi در مورد اکثر آنتی بیوتیکها بالاتر بود. در مطالعه 

ین، همکاران در عربستان سعوی فراوانی مقاومت به پنی سیل

 ، 100اریترومایسین، سیپروفلوکساسین و کلیندامایسین به ترتیب 

 

. در چین نیز مقاومت (22)درصد گزارش شد  6/78و  8/85، 1/82

درصدی نسبت به پنی سیلین گزارش شد اما مقاومت نسبت  100

درصد(  97/54درصد( و کلیندامایسین ) 8/76به اریترومایسین )

ی گوناگونی در ایجاد مقاومت آنتی . سازوکارها(23)پایینتر بود 

وجود دارد که از میان آنها  استافیلوکوکوس اورئوسبیوتیکی در 

ی پروتئینهای متصل شونده به پنی جهش در ژنهامی توان به 

مقاومت جهت  بتالاکتامازها و  a2PBP دیتول، 22(PBPسیلین )

 یمحل اتصال آنت و یا تغییر بتالاکتامآنتی بیوتیکهای در برابر 

 جهت مقاومت در برابر vanAپرون از طریق ا کیوتیب

 rRNA ها اشاره کرد. به علاوه، تغییر در زیرواحددیکوپپتیگل

 ا شده ودهیمقاومت به ماکرولیی سبب ایباکتر بوزومیر 23°

 در ایجاد مقاومت به ermاز طریق ژنهای  بوزومیر ونیلاسیمت

ها توسط کیوتیب یشدن آنت رفعالیغمؤثر است.  نیسیترومایار

محل  و تغییر در دهایکوزینوگلیآمبه  مقاومتایجاد  درانسفرازها رت

 gyrBو  gyrA یجهش در ژن هااز طریق  کیوتیب یاتصال آنت

رمزکننده ) parEو  parC( و II زومرازایتوپورمزکننده )

نقش دارند.  ها فلوروکینولونهامقاومت به  نیز در (IV زومرازیتوپو

سلول بیوفیلم و خروج آنتی بیوتیک از علاوه بر این، تشکیل 

های افلاکس در مقاومت نسبت به طیف وسیعی توسط پمپ یباکتر

در میان این سازوکارها می توان به اهمیت  .از داروها مؤثر هستند

در ایجاد مقاومت به متی سیلین اشاره نمود.  mecA ویژه 

 کی انیبطریق از  نیلیس یمقاوم به مت اورئوس لوکوکوسیاستاف

 می شود جادی( اPBP2a) نیلیس یخاص متصل به پن نیپروتئ

 به واسطهشده و  یگذاررمز mecAتوسط ژن این پروتئین که 

 می شود.( منتقل SCCmec) یلوکوکیاستاف یکاست کروموزوم

PBP2a ،پایین یبیترک لیبا م دازیترانس پپت کانیدوگلیپپت کی 

 یها PBPعملکرد بوده که  بتالاکتامآنتی بیوتیکهای اکثر  یابر

 یها هیسو موجب می شود تاکند و  یرا مهار م طبیعی

 وسنتزیتوانند بب نیلیس یمقاوم به مت اورئوس لوکوکوسیاستاف

 بتالاکتام ادامه دهند یهاکیوتیب یرا در حضور آنت یسلول وارهید

به طور کلی، مقاومت بالا نسبت به این آنتی بیوتیکها می  .(24)

 فراوان آنها برای درمان عفونتهای مختلف در  تواند مرتبط با مصرف

                                                           
2 2einprot binding-Penicillin  
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رای ها بده از این آنتی بیوتیکایران باشد. بنابراین، عملا استفا

 استافیلوکوکوس اورئوسدرمان عفونتهای ناشی از سویه های 

 ومتیمقاوم به متی سیلین بی مورد است. در مقابل، هیچگونه مقا

-ینریستنیز نسبت به ونکومایسین، کلرامفنیکل، لینزولاید و کینوپ

 دالفوپریستین مشاهده نشد. یافته های حاصل از مطالعات در

ز نی (27) یو عربستان سعود (26)، مصر (25)پاکستان ورهای کش

ی نسبت به آنت بالا تیدهنده حساس نشانو  ما جیمطابق با نتا

 نیز بیوتیکهای مذکور بود. سایر مطالعات انجام گرفته در کشور

مقاومتی نسبت به این عوامل مشاهده نشده است که ناشی از 

 نیاگرچه اشور است. مصرف پایین این عوامل ضدمیکروبی در ک

 یها زولهیا هیعل یمؤثر اریبس یکهایوتیبیداروها آنت

 طیدر شرامقاوم به متی سیلین  استافیلوکوکوس اورئوس

متعدد،  یبالا و عوارض جانب نهیهستند، اما هز یشگاهیآزما

ع ر واقو د کند،ی محدود م یاهداف درمان یاستفاده از آنها را برا

 نسبت نییمقاومت پا تواندی که م تاین موضوع همان عاملی اس

ه های این بنابراین بر اساس یافت .(4) دهد حیرا توض به این داروها

ی مطالعه می توان اذعان داشت که این آنتی بیوتیکها داروها

 مناسبی جهت درمان  عفونتهای مرتبط با سویه های مقاوم به

 ایمتی سیلین هستند. به طور کلی، با توجه به اینکه عفونته

ن ادراری معمولا به صورت تجربی و بدون توجه به نتایج آزمو

د، گیر تعیین مقاومت آنتی بیوتیکی سویه های باکتریایی انجام می

مت لذا با توجه به تغییر الگوی مقاومت دارویی و گسترش مقاو

ه آنتی بیوتیکی در میان باکتریهای گرم مثبت و گرم منفی، ک

ها فونتعوتیکهای تجویز شده و تبدیل منجر به بی اثر بودن آنتی بی

که به عفونتهای عودشونده می گردد،  اکیدا توصیه می شود 

نتایج بر اساس توسط پزشکان  کیوتیب یآنتو تجویز انتخاب 

ر حاصل از آزمونهای تعیین مقاومت آنتی بیوتیکی باکتریها د

امی آزمایشگاه ها صورت گیرد. از طرف دیگر، در این مطالعه تم

آنتی  8ها واجد مقاومت دارویی چندگانه بودند و حداقل به  سویه

وتیک آنتی بی 17آنتی بیوتیک از مجموع  13بیوتیک و حداکثر به 

ی مورد استفاده مقاومت نشان دادند، که حاکی از مقاومت آنت

دن ر بوبیوتیکی بسیار بالای این سویه های مولد بیوفیلم و بی اث

 ل و دوم درمانی می باشد. طیف وسیعی از داروهای خطوط او

 

 

ر بپیشتر نیز چنین مقاومتی در برخی از مطالعات صورت گرفته 

 .(29. 28)روی نمونه های بالینی، دامی و محیطی ارائه شده است 

 استافیلوکوکوس اورئوسدر این مطالعه جهت تایپینگ سویه های 

مقاوم به متی سیلین مولد بیوفیلم از سه روش مختلف استفاده 

 SCCmec. بر این اساس، در مجموع دو الگوی پروفاژی و سه شد

( در میان سویه ها شناسایی شد که از IIIو  I ،IIتایپ مختلف )

تنوع پایینی برخوردار بودند که مؤید منشاء بیمارستانی این سویه 

مقاوم به متی سیلین در  استافیلوکوکوس اورئوسها است. بقای 

ای کنترل عفونتهای ناشی از محیط به عنوان یک مشکل جدی بر

عوامل  23آن در نظر گرفته می شود. در اماکن عمومی، فومیتها

انتقال این سویه ها در محیط و همچنین بین انسانها شناخته شده 

و می توانند باکتری را به طور مستقیم از فردی به فرد دیگر یا به 

ای طور غیرمستقیم به انسان منتقل نمایند. از آنجا که سویه ه

مقاوم به متی سیلین توانایی بقاء طولانی  استافیلوکوکوس اورئوس

مدت در فومیتها را دارند، افراد مستعد در جامعه می توانند در اثر 

تماس با این فومیتها آلوده شوند و عفونت را به افراد دیگر منتقل 

کرده و به این ترتیب سبب انتشار باکتری از بیمارستان به جامعه 

در مطالعات انجام شده در سایر نقاط جهان نیز  .(30)شوند 

SCCmec  تایپII  و چین  (31)به عنوان تایپ غالب در ترکیه

و  Bhowmik این در حالی است که .شناسایی شده است (32)

را شایعترین تایپ شناسایی شده در  Vتایپ  SCCmecهمکاران 

تنوع . در سایر مطالعات انجام گرفته (33)هند گزارش نمودند 

بالایی از پروفاژ تایپها و الگوهای پروفاژی در میان سویه ها گزارش 

شده است و همچنین در بسیاری از مطالعات نیز پروفاژ تایپ 

SGA ژن ،pvl  وSCCmec  تایپهایIV  وV  به عنوان شاخص

سویه های اکتسابی از جامعه گزارش شده است که نشان دهنده 

پهای متنوع در آن مطالعات است تنوع بالای سویه ها و کلون تای

تایپینگ نشان  PhP. همچنین، نتایج حاصل از آزمون (34. 29)

 STو چهارده  CTتایپ مشتمل بر هفت  21داد که در مجموع 

سویه مورد بررسی شناسایی شد که نشان دهنده  57در میان 

ها در میان بیماران مبتلا به عفونت ادراری در CTتنوع محدود 

 به عنوان فراوانترین  CT1و  CT2ست. در این میان، شهر تهران ا

                                                           
2 3Fomites  
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الب یپ غها به عنوان تاتایپها تعیین شدند که پیشتر نیز این تایپ

 .5. 4)در میان سویه های مختلف در ایران گزارش شده بودند 

یی . نکته حائز اهمیت حضور سویه ها(35. 33. 32. 17. 12. 11

ین با الگوهای مختلف مقاومت آنتی بیوتیکی و پروفاژی و همچن

SCCmec  تایپها وccr  تایپهای متفاوت در اکثرCT ها در این

 نیب یارتباطه مؤید این نکته است که هیچگونه مطالعه بود ک

در  لوناانتشار کل ، پروفایل مقاومت آنتی بیوتیکی ولمیوفیب دیتول

 مقاوم به متی سیلین مورد استافیلوکوکوس اورئوسسویه های 

ومت سویه واجد الگوی مقا 5بررسی وجود ندارد. همچنین، تمامی 

ویه س 2بیوتیک( و آنتی  13)مقاوم به  24آنتی بیوتیکی شماره 

ه بآنتی بیوتیک(  12)مقاوم به  23و  22واجد الگوهای شماره 

شناسایی شدند که حداقل علظت ممانعت کننده از  STعنوان 

همگی  میکروگرم/میلی لیتر بود و ≥ 256رشد اگزاسیلین آنها نیز 

ف منشاء بیمارستانی داشتند.  یافته های مطالعه حاضر بر خلا

ان که در آنها تمامی سویه هایی که به عنو سایر مطالعات است

ST  دسته بندی شده بودند همگی منشاء اکتسابی از جامعه

 Gلین داشته و نسبت به تمامی آنتی بیوتیکها به استثناء پنی سی

حساس بودند، که می تواند نشان دهنده ظهور و گسترش کلون 

ن ماراتایپهای جدید در شهر تهران باشد. لازم به ذکر است که بی

وان مراجعه کننده به آزمایشگاه مورد نظر علیرغم اینکه به عن

شد  سرپایی در نظر گرفته شدند، اما با بررسی های بیشتر مشخص

 اکثریت قریب به اتفاق آنها در مدت یک سال گذشته به دلیل

مان زای وبیماریهای مختلف از جمله ابتلا به کووید و انجام جراحی 

تلف ده بودند و یا به دلیل عفونتهای مخدر بیمارستان بستری ش

بررسی آنتی بیوتیک دریافت کرده  ماه پیش از 3-6در بازه زمانی 

نی بودند که می تواند تا حدودی توجیه کننده منشاء بیمارستا

 سویه های عامل ایجاد عفونت ادراری باشد.

 

 نتیجه گیری

ای نتایج حاصل از این مطالعه نشان دهنده شیوع بالای سویه ه

 ومقاوم به متی سیلین مولد بیوفیلم  استافیلوکوکوس اورئوس

ی ان مواجد مقاومت دارویی چندگانه در میان بیماران در شهر تهر

 یف طباشد. انتشار سویه های با منشاء بیمارستانی و مقاوم به 

 

ل و وسیعی از آنتی بیوتیکهای مورد استفاده به عنوان خطوط او

ل ان دهنده ناکارآمدی تدابیر کنتردوم درمانی، می تواند نش

 ها دره تنعفونت در بیمارستانهای تهران باشد که این کلون تایپها ن

 امعهمحیط بیمارستان منتشر شده اند بلکه به طرق مختلف وارد ج

رش گست نیز شده اند و در میان بیماران و طبیعتا افراد سالم نیز

های STه پراکندگی پیدا کرده اند. نکته حائز اهمیت در این مطالع

یک( در میان آنتی بیوت 11-13واجد مقاومت دارویی چندگانه )

بیماران است که اگر تدابیر درستی جهت کنترل و درمان 

 عفونتهای ناشی از این سویه ها اندیشیده نشود به سرعت در

 خواهند شد که با توجه به CTجامعه منتشر شده و تبدیل به 

عدم امکان درمان با آنتی  مقاومت سطح بالای سویه ها و

مت بیوتیکهای معمول، به یک معضل بهداشتی و تهدید کننده سلا

ن ماراافراد در آینده ای نزدیک مبدل خواهند شد. درمان صحیح بی

ا هبر اساس نتایج حاصل از تعیین مقاومت آنتی بیوتیکی سویه 

 وؤثر توسط آزمایشگاه ها، استفاده از ترکیبات ضدعفونی کننده م

ور دید و پایش و غربالگری مداوم محیط بیمارستان از نظر حضج

تی سویه های مقاوم به آنتی بیوتیک و همچنین آموزشهای بهداش

 به پرسنل و همراهان بیماران می تواند به کاهش گسترش این

 سویه ها در جامعه کمک شایانی نماید. 

عیت در رابطه با وض مطالعه نیارائه شده توسط ا یهانشیرغم بیعل

جداسازی شده  استافیلوکوکوس اورئوساپیدمیولوژیک سویه های 

این  ریممکن است تفسیی هاتیمحدودوجود ، از عفونت ادراری

فواصل وجود ، نخستین محدودیت. قرار دهند ریتأث را تحت جینتا

داده  لیو تحل هینمونه، تجز یجمع آور نیب ینسبتاً طولان یزمان

 دیگر عوامل نیز می توان به تمرکز از. می باشد جیها و گزارش نتا

 مارانیانتخاب ب یخاص برا ییایمنطقه جغراف کی یمطالعه بر رو

 رایشوند، ز ریتفس اطیبا احت دیباحاصل  جینتا ن،ی. بنابرااشاره نمود

تنوع،  وع،یممکن است در حال حاضر به طور کامل نشان دهنده ش

 لوکوکوسیاستاف یها هیسو یکروبیضد م تیحساس یهالیو پروفا

کشور  نیدر ا عفونت ادراریمبتلا به  مارانیب نیدر ب اورئوس

برنامه های نظارت  ی اتخاذبرا همچنین توصیه می گردد نباشند.

در برابر  مناسب یاقدامات درمانبر کنترل عفونت و همچنین 

 قاتیتحق، در اورئوس لوکوکوسیاستاف ی ادراری ناشی ازعفونتها

  ی بیماریزایی گوناگون و تعیینفاکتورها به بررسی پراکندگی ندهیآ
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، ییروو مقاومت دا ییزایرمایب لیبا پتانس هر یک از آنهاارتباط 

 .پرداخته شود

 

 ییدیه اخلاقیأت

شگاه زمایآبا توجه به اینکه در این مطالعه سویه های باکتریایی از 

پاتوبیولوژی خصوصی جمع آوری شدند و هیچگونه دسترسی به 

 ی بهبیماران و اطلاعات شخصی آنان وجود نداشته است، لذا نیاز

 اخذ تأییدیه اخلاقی وجود نداشت.

 

 منابع مالی

نویسندگان مقاله هیچگونه کمک مالی و گرنت پژوهشی جهت 

 انجام این تحقیق دریافت نکرده اند.

 

 تعارض منافع

 وجود ندارد.این مقاله هیچگونه تعارض منافعی بین نویسندگان 
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