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با  Bو ولیاتیسیمد کد کننده اگزوفژن های مقاوم به چندین آنتی بیوتیک روی پلاجداسازی همزمان 

 در نمونه های پوستی آلوده به باکتری استافیلوکوکوس اورئوس Multiplex-PCRروش 
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 تیر نود و هفتذیرش برای چاپ: پ                                                    اردیبهشت نود و هفتدریافت مقاله: 
 

 چکیده 
 .کندلید می د بیماری توکلونیزه شدن و ایجابرای استافیلوکوکوس اورئوس ی است که فاکتورهای مختلفاز : اگزفولیاتیو  سابقه و هدف

نمونه های پوستی  در Bمطالعه بررسی حضور ژن های مقاوم به چندین آنتی بیوتیک روی پلاسیمد کد کننده اگزوفولیاتیو  اینهدف 
 بود.آلوده به باکتری استافیلوکوکوس اورئوس 

یی و اندارد بیوشیمیابا استفاده از تست های استها  باکتری .جمع آوری گردید تهراناز بیمارستان های زخم نمونه  100روش کار: 
ی های باکتر  DNAس انجام گردید . سپ  انتی بیوگرامتست در نمونه های استافیلوکوکوس اورئوس . دشدن شناساییمیکروبیولوژیکی 

 گردید . ررسیبمقاوم به چندین  آنتی بیوتیک  etb ،aac  ،msrA حضور ژن های  -PCR Multiplex . با انجام استخراج شدمقاوم 
ن ، جنتامایسیرومایسین ، میزان مقاومت به اریت. نمونه استافیلوکوکوس اورئوس جمع آوری شد 60تعداد نمونه زخم  100: از  یافته ها

، msrA ای ژن ه فراوانی .( بود %0)0( و%2)1( ، %2)1( ، %2)1( ، %5) 3توبرامایسین ، سیپروفلوکساسین و لینزولید به ترتیب برابر 
aac  وetb   ژن های  ( بود . هم چنین، فراوانی به طور همزمان برای%7/61)37( و%75)45( ، %3/48)29به ترتیب برابر etb/aac ،

etb/msrA  ،msrA/aac  وmsrA/aac/etb  ( سویه بود٪30) 18( و ٪6/36) 22( ، ٪6/36) 22( ، %6/46) 28تعداد .  
لانس در ژن های ویروهمزمان جستجوی  همچنین. مشخص شدسویه ها تر بیشدر   etbژن حضور : در این مطالعه  نتیجه گیری

ال حویه ها در در بین س داد فراوانی ژن های بیماریزای مقاوم به داروزخم های پوستی نشان شده از  استافیلوکوکوس اورئوس های جدا
 . افزایش است

 Multiplex-PCR، زخم پوستی، ، استافیلوکوکوس اورئوسB، اگزوفولیاتیو پلاسمیدی ژن های مقاوم: لیدیواژگان ک
 

 

 مقدمه

، ها  شایع ترین  عامل عفونت چرکی موضعی استافیلوکوکوس

صورت پنومونی، سپتی سمی، ه و کشنده ب های شدیدعفونت

های عفونت، های مغز و سایر اعضاء داخلیآندوکاردیت  و آبسه

های به طور کلی اکثر عفونت .استخوانی )استئومیلیت( هستند

گیرند  و  ها  سرچشمه  میاستافیلوکوکی از  بیمارستانخطرناک 

 .( 2، 1د)هستن  نیبیمارستاهای از  عفونت   %20 عامل امروزه 

 اییعفونت های استافیلوکوکی پوست، شایع ترین عفونت های باکتری

یرک، دمل، کورک، کفکعفونت ها می توان به این . از استدر انسان 

زرده زخم، سندرم فلسی شدن اپیدرم ) سندرم پوست سوخته( که 

 ره،به  سه  صورت  مشاهده  می گردد )درماتیت اکسفولیاتیو منتش

  (.4، 3)استافیلوکوکی( اشاره نمود ، تب مخملکیزرد زخم تاولی

 8/2از یک کروموزوم  حلقوی به طول  استافیلوکوکوس اورئوسژنوم 

ترانسپوزون و عناصر الحاقی و پلاسمید  تعدادیمیلیون  جفت باز و 

که در مقاومت آنتی بیوتیکی و بیماری  تشکیل شدهو باکتریوفاژ 

بین سویه های مختلف منتقل  زایی باکتری نقش دارند و می توانند

توکسین های متنوعی تولید می  استافیلوکوکوس اورئوس . (5شوند)

کند که بر اساس عملکردشان به گروه های مختلفی تقسیم می 

شوند بعضی خاصیت سیتوتوکسیک دارند مثل همولیزین ها، گروهی 

اگزفولیاتیو توکسین از گروه  . تب زا و بعضی انتروتوکسین هستند

سین های تب زا می باشد که سندرم فلسی شدن پوست توک

 Staphylococcal Scalded Skin)استافیلوکوکی 

Syndrome-SSSS) موجب پوسته پوسته  و را ایجاد می نماید 
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 عامل اصلی این بیماری سم اگزوفولیاتیو  .شدن اپیدرم می شود

  BوA است . سم از دو جز  استافیلوکوکوس اورئوسحاصل از 

بر روی کروموزوم  A  (eta) تشکیل شده است . ژن مربوط به جز 

 ( . 6، 2( بر روی پلاسمید قرار دارد )(B etbو ژن مربوط به جز 

این باکتری با مکانیسم های متفاوت به انتی بیوتیک ها مقاوم شده 

مقاومت به آنتی بیوتیک های بتالاکتام که به دلیل است از جمله، 

مقاومت به ، کسب پلاسمید کد کننده آنزیم پنی سیلیناز می باشد

-Macrolide-Lincosamide( MLSانتی بیوتیک های)

Streptogramin B  ، در این صورت آنتی بیوتیک های که

MLS   با اتصال به زیر واحدs50  ریبوزوم از سنتز پروتئین

مقاومت در اثر تغییر در سایت هدف دارو ،  ،جلوگیری می کنند

تغییر خود دارو و کاهش تجمع داخل سلولی دارو می تواند روی 

اومت تغییر ریبوزومی و شایع ترین مکانیسم مق، همچنین دهد

.  برخی از سویه های (8، 7)به خارج سلول می باشد  ترشح دارو

می باشند که مقاومت به  msrAاستافیلوکوکوس حاوی ژن 

بر روی  msrAرا کد می کند.  ژن  Bماکرولیدها و استرپتوگرامین 

پلاسمید قرار داشته و اغلب در سویه های کواگولاز منفی 

دیده می شود و  MLSوم به آنتی بیوتیک های استافیلوکوکوس مقا

نیز منتقل  استافیلوکوکوس اورئوسمی تواند به سایر سویه های 

مقاومت به آمینوگلیکوزیدها،  آمینوکلیکوزیدها  با در صورت شود. 

ریبوزوم مانع سنتز  s30در زیر واحد  16srRNAاتصال به 

مکانیسم  3پروتئین در باکتری ها  می شود.  مقاومت از طریق 

نسبت به این انتی بیوتیک ها صورت می گیرد . جهش در ژن های 

تخریب  ،کروموزومی که منجر به تغییر سایت هدف دارو می شود

آنزیمی دارو ) توسط ژن های پلاسمیدی( و عدم نفوذ دارو به سلول 

 ( .10، 9) باکتری ، که ممکن است کروموزومی باشد و یا پلاسمیدی

ت به امینوگلیکوزید ها می باشد که با مکانیسم ژن مقاوم  aacژن 

انتقال آمینوگلیکوزیدها و فعالیت استیل ترانسفرازی سبب افزایش 

 استافیلوکوکوس اورئوسمقاومت به آنتی بیوتیک در سویه های 

 دارای این ژن می گردد. 

زمان ژن های مقاومت به  هدف اصلی این تحقیق بررسی حضور هم

ر د Bر روی پلاسمید کد کننده اگزفولیاتیو چندین آنتی بیوتیک ب

وش ربا  استافیلوکوکوس اورئوسنمونه های پوستی آلوده به باکتری 

Multiplex-PCR  ز  ا بود. در میکروب شناسی بالینی،  با استفاده

ه این روش امکان  شناسایی  چندین عامل بیماری در یک نمونه ب

یک  چند پرایمر دراز استفاده  ، زیرا باطور هم زمان وجود دارد

آمپلیکون هایی تهیه می شود که اندازه های   ، PCRمحلول 

 های مختلف هستند و با هدف قرار DNAمتفاوتی  دارند و مختص 

، می توان اطلاعات بیش  PCR دادن چندین ژن در یک محلول

 تری را بررسی نمود. 

 

 
 

 روش کار 
 

مراجعه ن بیماراهای زخم نمونه نمونه بالینی از   100در ابتدا تعداد 

در محیط   جمع آوری شد وشهر تهران کننده به بیمارستان های 

ی و نمونه ها بعداز جمع آور. نگهدارنده به آزمایشگاه منتقل شد

ر انتقال به آزمایشگاه  در محیط های جامد آگار خوندار ، آگا

ساعت در  24به مدت  شکلاتی و مک کانکی آگار کشت داده  و

اعت ، س 24و بعد از شد درجه سانتی گراد قرار داده  37ر انکوباتو

ده سه محیط ، باکتری رشد نمو هر در . اگر ندپلیت ها بررسی شد

رت بود دلیل برگرم منفی بودن باکتری در نظر گرفته شد . در صو

 عدم رشد باکتری در محیط های کشت ویژه گرم منفی ها ، مانند

 شد . از کلنی گزارشاکتری مثبت بودن بگرم مک کانکی آگار ، 

های  مجزا و مشخص رشد کرده در محیط بلاد آگار ، لام رنگ 

 آمیزی گرم تهیه نموده پس از مشاهده ویژگی های شکلی باکتری

جهت  کوکسی های گرم مثبت جدا شدند.ها در زیرمیکروسکوپ ، 

 ز، ا ی گرم مثبتها وکوسها از استرپتو ک وستمایز استافیلوکوک

ز تالاهای کا وستا استافیلوکوک شدز و اکسیداز استفاده تست کاتالا

یز های کاتالاز منفی جداگردند . جهت تما وسمثبت و استرپتوکوک

لاز از یک دیگر ، از تست های کوآگوها  وسگونه های استافیلوکوک

، رشد در محیط مانیتول سالت آگار DNase لوله ای، تست 

(MSAحساسیت به باسیتراسین و مقاو ، ) مت نسبت به دیسک

وز ، زیلگنووبیوسین و تست های تخمیری )مالتوز ، ترهالوز ، مانوز ، 

ز کوآگولا وسو جهت  تمایز  استافیلوکوک استفاده شدساکاروز ( 

تا همولیز ب از تستهای کوآگولاز منفی،  وسمثبت از استافیلوکوک

  استفاده شد.در محیط بلاد آگار، 

ی بیوتیهک هها تسهت انتهی     جهت سنجش حساسیت نسبت بهه انته  

قهرار   و دیسک های آنتی بیوتیکی مهورد اسهتفاده  بیوگرام انجام شد 

واکنش حساسیت آنتی بیوتیکی با استفاده ازروش کربی بائر گرفتند. 

سوسپانسیونی پس از تهیه ی  CLSIو طبق دستورالعمل استاندارد 

بهرروی   متهراکم غلظت نهیم مهک فارلنهد وکشهت     از باکتری معادل 

سهپس دیسهک ههای آنتهی     . انجهام شهد   هینتهون آگهار   مولرمحیط 

 10 میکروگههرم ، جنتامایسههین15 اریترومایسههین  شههاملبیههوتیکی 

 30میکروگههرم ، توبرامایسههین   5میکروگههرم ، سیپروفلوکساسههین  

میکروگرم ، بها  پهنس اسهتریل در سهطح       30 میکروگرم و لینزولید

در  سهاعت   24  -18محیط قرار گرفت و محهیط کشهت بهه مهدت     

داده شهد . بعهداز آن    درجه سانتی گراد در انکوباتور قهرار  37دمای 

هاله عدم رشد بهه وسهیله خهط کهش انهدازه گرفتهه شهد و بها          قطر

( مقایسه گردیهد و بهه صهورت مقهاوم     CLSIاستانداردهای جهانی )

(R )Resistant  ( نیمههههههه حسههههههاس ،I )Intermediate و ،

 . گزارش شد Sensitive( Sحساس)
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در شناسایی شده  های استافیلوکوکوس  اورئوسکلنی  خالص  

 با استفاده عت سا 24و پس از ند شدداده کشت  BHIمحیط مایع 

 باکتری های گرم مثبت، استخراج ژنوم از DNAاز کیت استخراج 

  این باکتری ها انجام گرفت.

استخراج  شده از دستگاه    DNAجهت  تایید  درجه  خلوص 

( و نسبت میزان  THERMO , USAاسپکتروفتومتر نانودراپ )

بر یک میلی   DNAبر حسب  ماکروگرم   A260/A280جذب 

 سلولی  DNAستفاده گردید . هم چنین جهت ارزیابی لیتر ا

 

 

 

 

انجام  الکتروفورز،  %1استخراج  شده از نمونه ها بر روی ژل آگارز 

 فت.گر

در  msrAو  etb  ،aacژن مقاوم شامل ؛  سه وجود برای شناسایی

 PCRمورد آزمایش ، از تکنیک  اورئوس استافیلوکوکوس هاییهسو

Multiplex- . واکنش  استفاده شدPCR 25نهایی  حجم در 

و توالی پرایمرهای اختصاصی مورد استفاده  ..میکرولیتر انجام گرفت

 1ولادر جدبه ترتیب ،  PCRمواد مورد نیاز و برنامه دستگاه حجم 

 آمده است .  3و  2و 

 

 

 -PCR Multiplexمشخصات پرایمرهای مورد استفاده در  -1جدول

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

طول قطعه مورد 

 (bp)نظر

 نام ژن (5→ʹ3ʹولیگونوکلئوتیدی)توالی ا

529 F- 5′ ATACACACATTACGGATAAT 3ʹ 

R- 5′ CAAAGTGTCTCCAAAAGT 3ʹ 

etb 

406 F- 5'  TACAGAGCCTTGGGAAGATG 3 ' 

R- 5' CATTTGTGGCATTATCATCATATC 3ʹ 

aac 

160 F- 5ʹ  TGCAAATGGCATACTATCGTC 3ʹ 

R- 5ʹ  CAAGAACGCTCAAGTGCTTC 3ʹ 

msrA 
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 PCR واکنشموادلازم برای انجام   -2جدول 

 

 etb/aac/msrAسیکل  زمانی و دمایی مربوط به دستگاه ترمو سایکلر برای ژن های  -3جدول 

 زمان دما)درجه سلسیوس( مرحله واکنش   ردیف

1 PrimaryDenaturation 94 4دقیقه 

2 Denaturation 94 50ثانیه 

3 Annealing 56 30ثانیه 

4 Extention 72 2دقیقه 

5 Final Extention 72 10دقیقه 

 .سیکل تکرار می شود 35این برنامه حدود *

 رحجم مورد نظ مواد مورد نیاز

dNTP  1 میکرولیتر  

PCR buffer 5/2 میکرولیتر  

Mgcl2 1 میکرولیتر  

PCR water 31 میکرولیتر  

Primer F ( 3  ژن 3مورد به ازای ) میکرولیتر1  

Primer R (3  ژن  3مورد به ازای )میکرولیتر 1  

TaqDNAPolymerase 5/0 میکرولیتر  

DNAtemplate 1 میکرولیتر  

لیترمیکرو 25 حجم نهایی  
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روی ژل  -PCR Multiplexپس از انجام واکنش پلیمراز محصول 

 جامان رنگ آمیزی ژل  با  اتیدیوم برومایداگاروز برده شد. سپس 

 دقیقه در محلول 20تا  15برای رنگ آمیزی ژل ، ژل را  گرفت.

باندهای  Gel Docحاوی ژل رد قرار داده و بعد توسط دستگاه 

DNA   وس از سویه استاندارد استافیلوکوکوس اورئ شدند. مشاهده

ATCC 33591  و ATCC 25923   به عنوان کنترل مثبت و از

به عنوان کنترل منفی  ATCC  51299انتروکوکوس فکالیس

 استفاده شد .

 SPSS   افزار نرم  ی وسیله داده ها به نتایج،  آوری جمع از پس

 . شد تحلیل و  تجزیه

 

 یافته ها 

نمونه استافیلوکوکوس اورئوس  60 نمونه زخم،  100از تعداد

شد گرم  مثبت  می با.باکتری استافیلوکوکوس اورئوس دش شناسایی

 ودهکه به  صورت  منفرد، جفت، چهارتایی، زنجیره های کوتاه و ت

 و به رنگ بنفش زیر میکروسکپهای نا منظم شبیه خوشه  انگور 

 سویه ها  روی  محیط  کشت  بلاد آگار  رشد  و .ندشدمشاهده 

وس استافیلوکوک. نمودند ایجاد  با همولیز بتاکلنی های  طلایی 

مانیتول  بودن باکتری های جداشده از طریق تست های اورئوس 

 و ، مثبت  DNAse، کواگولاز مثبت،کاتالاز  مثبت ، سالت آگار

 مقومت به باسیتراسین و حساسیت به لیزوستافین تایید شدند. 

 15)نتایج  تست آنتی بیوگرام  برای دیسک های اریترومایسین

 10)توبرامایسینمیکروگرم(،  10)، جنتامایسین میکرو گرم(

 30)لینزولیدمیکروگرم(، و  5)سیپروفلوکساسینمیکروگرم(، 

 آمده است .  4 در جدولمیکروگرم( 

 

 مورد مطالعهیه های نمونه استافیلوکوکوس اورئوس سوالگوی حاصل از تست حساسیت آنتی بیوتیکی در  -4جدول 

 

 

 دیسک آنتی بیوتیکی

 

 ست آمده از نتایج آنتی بیوگرامالگوی بد

 

تعداد و درصد سویه های 

 (Rمقاوم)

تعداد و درصد سویه های نیمه 

 (Iحساس)

 (Sتعداد و درصد سویه های حساس)

 (%3/78)48 (%5)3 (%5) 3 اریترومایسین

 (%97)58 (%2)1 (%2)1 جنتامایسین

 (%98)59 (%0)0 (%2)1 توبرامایسین 

 (%87)52 (%0)0 (%2)1 سیپروفلوکساسین

 (%100)60 (%0)0 (%0)0 لینزولید

 

 نسبت جذب نوری محلولهای اسپکتروفتومتر نانودراپدر دستگاه 

DNA  ( که 280/260نانومتر ) 280نانومتر به  260در طول موج

بدست آمد و  8/1، با عدد میباشد DNAشاخص میزان خلوص 

ه % مشاهد 1باندهای حاصل از استخراج ژنوم روی ژل الکتروفورز 

 شد.

برای تعیین وجود یا عدم وجود همزمان  Multiplex-PCRآزمون 

)  aac) کد کننده مقاومت به کلیندامایسین ( و  msrAژن های 

کد کننده  ) etbکد کننده مقاومت به آمینوگلیکوزیدها ( و 

سویه جدا شده از موارد  60بر روی هر  (B اگزفولیاتیوتوکسین 

به  etbو  msrA،  aac ژن های  راوانیفبالینی نشان داد که  

( بود . این نتایج %7/61)37( و%75)45(، %3/48)29ترتیب  برابر 

نشان داد که بیش ترین و کم ترین تعداد سویه ها به ترتیب دارای 

مقاومت به کلیندامایسین و آمینوگلیکوزید بودند. همچنین ، تعداد 

( سویه  به  ٪30) 18( و 6/36٪) 22( ، 6/36٪) 22( ، 6/46%) 28

، etb/aac ، etb/msrA طور هم زمان  به ترتیب دارای  ژن های 

msrA/aac  وmsrA/aac/etb  (.1بودند) شکل 
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 :1 چاهک به ترتیب از راست به چپ عبارت اند :  - etbو  msr A  ،aacبرای حضور همزمان ژن های  -PCR Multiplexباندهای محصول   -1شکل 

DNA marker 100 bp ، 2 چاهک( چاهک کنترل مثبت :Staphylococcus aureus ATCC  29213  )  چاهک کنترل منفی ) 3 ،  چاهک :

Enterococcus faecalis ATCC 19433  حضور  ژن 4 ( . چاهک :aac 406bp)  حضور ژن 5 ( ، چاهک :aac ( 406 bp) ، etb (  529bp)   ،

: 9 چاهک  aac ,  (529bp)etb (406bp) ,: حضور ژن 8، چاهک  msrA (160bp)و   etb (529bp) و aac (406bp) : حضور ژن های 6چاهک 

 (406bp) : حضور ژن 11 ، چاهک  msrA((160bp و  aac (406bp):  حضور ژن های10 ، چاهک etb ( (529bp وaac (406bp)  حضور ژن های 

aac   وmsrA((160bp ،  حضور ژن 12 چاهک : (406bp) aac  حضور ژن 13، چاهک : (406bp) aac حضور ژن14 ، چاهک : (406bp) aac  ،

 .aac (406bp): حضور ژن15 چاهک 

 

 آنتی بیوتیک های سیپروفلوکساسین وبرای  5با توجه به جدول 

تیک آنتی بیوبرای نمونه هاله عدم رشد و  53اریترومایسین تعداد 

اله هنمونه  60های جنتامایسین و لینزولید و توبرامایسین تعداد 

  هیچ ارتباط معنی داری بین مقاومت آنتی عدم رشد مشاهده شد.

 

وجود  etb ,aac ,msrAژن های  بیوتیک های مورد بررسی و

  ، آزمون کای دو(.  P < 05/0، 6شت)جدول ندا

 

 

 نتایج اماری برای حساسیت به انتی بیوتیک ها و حضور ژن ها -5جدول 

msrA aac Etb Line Eryth Tob Cipro Genta  

60 

0 

60 

0 

60 

0 

60 

0 

53 

7 

60 

0 

53 

7 

60 

0 

Valid 

Number   

 نشان داده شده است. 6در جدول ارتباط مقاومت  هرآنتی بیوتیک به صورت مجزا با هرژن 

1      2     3     4      5      6     7     8      9     10   11   12  13   14   15 
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 ارتباط مقاومت هرآنتی بیوتیک به صورت مجزا با هر ژن -6جدول 

Cases  

 

Total 

 

 

Missing 

 

Valid 

 

Percent N Percent N Percent   

100 

100 

100 

 

100 

100 

100 

 

100 

100 

100 

 

100 

100 

100 

 

100 

100 

100 

60 

60 

60 

 

60 

60 

60 

 

60 

60 

60 

 

60 

60 

60 

 

60 

60 

60 

0 

0 

0 

 

11.7 

11.7 

11.7 

 

0 

0 

0 
 

11.7 

11.7 

11.7 

 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

 

7 

7 

7 
 

0 

0 

0 
 

7 

7 

7 

 

0 

0 

0 

100 

100 

100 

 

88.3 

88.3 

88.3 

 

100 

100 

100 

 

88.3 

88.3 

88.3 

 

100 

100 

100 

 Genta * Etb 

Genta * aac 

Genta * msrA 

 

Cipro * Etb 

Cipro * aac 

Cipro * msrA 

 

Tob * Etb 

Tob * aac 

Tob * msrA 

 

Eryth * Etb 

Eryth * aac 

Eryth * msrA 

 

Line * Etb 

Line * aac 

Line * msrA 
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 بحث

گهرم مثبهت  بهوده کهه بهه عنهوان        باکتری اورئوساستافیلوکوکوس 

شهی  مطرح است . این ارگانیسم  بخ وژن شایع بیمارستانیدومین پات

باشهد و مهی توانهد طیهف     از فلور طبیعی پوست و مجاری بینی می 

 پوسهت و بافهت نهرم ،     ههای ها از جملهه  عفونهت  وسیعی از بیماری

 ایهه آبسه اندوکاردیت ،سمی ، غذایی ، پنومونی ، سپتیمسمومیت

را ایجهاد  کی ، سهندرم شهوک سهمی    انتروکولیت استافیلوکو مغزی ،

-یها  مقهاوم  مه  به  طیف  وسیعی از آنتی بیوتیک نماید.  همچنین

باشد . مقاومت به آنتهی بیوتیهک یکهی از مشهکلات  عمهده بهوده و       

ری استفاده گسترده از آنتی بیوتیک ها نقش عمده ای در ظهور باکت

  .(11)کند می ایفاهای مقاوم 

 به  بررسی حضور ژن های مقاوم به چندین آنتهی   حاضردر مطالعه 

در نمونهه ههای    Bبیوتیک روی پلاسیمد کهد کننهده اگزوفولیهاتیو    

. پرداختهه شهد  اسهتافیلوکوکوس اورئهوس   پوستی آلوده بهه بهاکتری   

نمونهه ی شناسهایی    60براساس نتایج حاصل از این مطالعهه تعهداد   

 زخم جمهع آوری  از نمونه های استافیلوکوک اورئوسشده به عنوان 

بها  و گردید . سپس تمامی نمونه هها بهه آزمایشهگاه منتقهل شهدند      

ییهد  استفاده از تست های استاندارد بیوشیمیایی و میکروبیولهوژی تا 

شدند . سپس تست حساسیت آنتی بیوتیکی بهر روی محهیط مهولر    

در  انجهام گردیهد .   CLSIهینتون آگار و با استفاده از دستورالعمل 

یه سولگوی حاصل از تست حساسیت آنتی بیوتیکی در این مطالعه ا

شهامل تعهداد و درصهد    استافیلوکوکوس اورئهوس  های تحت بررسی 

( بهه   (Rمقهاوم   ( و (Iو نیمهه حسهاس      (S)سویه ههای حسهاس  

( سویه نیمه %2)1( سویه حساس و %97) 58ترتیب به جنتامایسین 

سهویه   (%87) 52سیپروفلوکساسین  ( سویه مقاوم و%2) 1حساس و

سهویه  ههیچ الگهوی آنتهی      7( سویه مقاوم و تعداد %2)1حساس و  

 1( سهویه حسهاس و   %98)59بیوتیکی مشاهده نشد و توبرامایسین 

 3( سهویه حسهاس و   %78) 47( سهویه مقهاوم و اریترومایسهین    2%)

ه سوی 60( سویه مقاوم و لینزولید %5)3( سویه نیمه حساس و  5%)

ایهن مطالعهه میهزان مقاومهت بهه      ( حساس  مهی باشهد . در   100%)

 واریترومایسین ، جنتامایسهین ، توبرامایسهین ، سیپروفلوکساسهین    

(  %0)0( و %2)1( ، %2)1( ، %2)1( ، %5) 3لینزولید به ترتیب برابهر  

 توسهط کیهت انجهام شهد و واکهنش      DNA  بود . سپس استخراج 

PCR Multiplex-  بهرای  استافیلوکوکوس اورئوس نمونه  60روی

انجام گردید .  msrAو  etb ،aac ژن های همزمان رسی حضور بر

و  msrA، aac ژن ههای   فراوانینتایج آنالیز مولکولی نشان داد که 
etb   ( بهود  %7/61) 37( و %75) 45( ، %3/48) 29به ترتیب برابهر. 

و کهم تهرین    aacدر این مطالعه بیش ترین فراوانی مربهوط بهه ژن   

ا همی باشد و بیش  از نیمی از سویه  msrA  فراوانی مربوط به ژن 

انهی  بودند . نتایج آنالیز مولکهولی نشهان داد کهه فراو    etbدارای ژن 

( حاکی aacبالای ژن های کد کننده مقاومت به آمینوگلیکوزیدها )

رف از افزایش مصرف این آنتی بیوتیک ها و در نتیجه احتیاط در مص

 باشد  و نتیجه می  آنها مگر مطابق با تعیین حساسیت میکروبی

 

 

گیری آماری نشان داد هیچ ارتباط معنی داری بهین مقاومهت آنتهی    

وجهود    etb ,aac  ,msrAژن ههای   بیوتیک های مورد بررسهی و 

 در آن ها   SPSS بدست آمده از روش آماری   Pvalueندارد زیرا 

 بود. 05/0بزرگتر از 

وکوکوس اسهتافیل سهویه   293،  2014رحیمی و همکهاران در سهال   
را بها اسهتفاده از تسهت ههای بیوشهیمیایی از نمونهه ههای         اورئهوس 

بیمارستانی شناسایی نمودند و پس از بررسی با روش انتشار دیسک 

از نظر مقاومت به آنتی بیوتیک ها مشهخص نمودنهد کهه بیشهترین     

( و پس از %88میزان مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک اریترومایسین )

(، کلیندامایسهین  %85سیپروفلوکساسهین )  آن به ترتیب نسهبت بهه  

( و %75(، آمیکاسین )%79(، کانامایسین )%81، توبرامایسین )84%)

( نتهایج مطالعهه آنهها بهه دلیهل      12( بوده است )%71تتراسایکلین )

تفاوت در نوع  و تعداد نمونه های مورد بررسهی بها پهژوهش حاضهر     

 2016ان در سال متفاوت بوده است. در مطالعه ایی که مکه و همکار

اسهتافیلوکوکوس  سهویه   25در تعیین الگوی مقاومت آنتی بیتیکهی  
انجام دادند مشخص شد که بیشترین میزان مقاومت نسبت  اورئوس

( ، %37/84( و سپس نسبت به متی سیلین )%100به تتراسایکلین )

( بوده اسهت. همچنهین   %75( و امپی سیلین )%12/78سفوتاکسیم )

ین نوع نمونهه هها و میهزان شهیوع مقاومهت آنتهی       انان نشان دادند ب

(.  کیانی نیا و همکاران 13بیوتیکی اختلاف معنی داری وجود دارد )

جدا شهده از   استافیلوکوکوس اورئوسسویه  90روی  2013در سال 

نمونه های مختلف بالینی تست حساسیت انتی بیوتیکی انجام دادند 

یب نسبت به پنی سیلین و مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک ها به ترت

(، سفوکسهی  %1/71(، اریترومایسهین ) %2/72(، اگزاسیلین )8/97%)

(، %9/53(، جنتامایسههین )%4/64(، سیپروفلوکساسههین )%70تههین )

(، ونکومایسههین %4/18(، ریفههامپی سههین ) %2/42کلیندامایسههین )

( مشاهده شهد. انهها همچنهین بها روش     %8/7( و سفازولین )2/12%)

Multiplex PCR  حضور همزمان ژن های مقاوم به انتی بیوتیک

 aac(6)/aph(2'' )-Iaو  nuc, femB, mecAهای رایج شامل  

(. در مطالعهه  14را در نمونه های مورد مطالعهه شناسهایی نمودنهد )   

حاضر نیز بیشترین مقاومت نسبت به اریترومایسین و سپس نسهبت  

مقاوم بهه  که  aacبه جنتامایسین مشاهده شد. همچنین حضور ژن 

انتی بیوتیک های امینوگلیکوزیدی می باشد نیز شناسهایی گردیهد.   

به بررسی مقاومت آنتی بیهوتیکی و   2011شیتو و همکاران در سال 

در بیمارسهتان   اورئهوس  اسهتافیلوکوکوس  انالیز مولکولی سویه های

های نیجریا پرداختند. مطالعه آنها نشهان داده اسهت کهه بیشهترین     

( و پهس از ان  %2/88آنتی بیوتیک پنهی سهیلین )  مقاومت نسبت به 

(، 9/55(، تتراسهههایکلین )%1/72نسهههبت بهههه تهههری متهههوپریم )  

(، جنتامایسههین %2/16(، اگزاسههیلین )%4/29سیپروفلوکساسههین )

( %3/10( و موکسههی فلوکساسههین )8/11(، اریترومایسههین )7/14%)

بهوده اسههت و نسهبت بههه ونکومایسهین و لینزولیههد حسهاس بودنههد.     

   aacA-D, tetk, tetMین از نظر مولکولی حضور ژن هایهمچن
mecA,  وermA  را در سویه های مقاوم به چندین دارو شناسایی 
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(. مقایسه تحقیق حاضر با تحقیق شیتو نشانگر این نکته 15نمودند )

است که در هر دو پهژوهش بیشهترین مقاومهت بهه اریترومایسهین،      

جنتامایسین و سیپروفلوکساسین مشاهده می شهود ولهی در ههر دو    

نسهبت بهه لینزولیهد    اسهتافیلوکوکوس اورئهوس   مطالعه سویه ههای  

در هر دو پهژوهش   aacد و همچنین حضور ژن های حساس بوده ان

تاییدگر گسترش ژن های مقاومت به امینوگلیکوزیدها در بهین ایهن   

سویه باکتریایی می باشد. در مطالعه نوربخش و همکاران که در سال 

روی الگهههوی مقاومهههت انتهههی بیهههوتیکی ایزولهههه ههههای     2015

سههتان جداسههازی شههده از بیمههاران بیمار اسههتافیلوکوکوس اورئههوس

اصفهان انجام گرفته است مشخص شده که بیشترین مقاومهت انتهی   

(، اریترومایسهین  %2/90بیوتیکی به ترتیب نسبت به متهی سهیلین )  

(، %88(، پنههههی سههههیلین )%5/89(، سیپروفلوکساسههههین )7/89%)

( بوده است. همچنهین  %8/75( و جنتامایسین )%4/82تتراسایکلین )

در ایزولهه   Multiplex PCRدر بررسی های مولکولی که با روش 

هایی که مقاومت چند دارویی داشتند، انجام دادند حضهور ژن ههای   

mecA, tetk  وtetM ( دیباج و همکاران در 16را گزارش نمودند .)

به بررسی فراوانهی و میهزان کلونیزاسهیون سهویه ههای       2014سال 

هها  پرداختند. نتایج ان استافیلوکوکوس اورئوسمقاوم به انتی بیوتیک 

مقاوم به  %5/9، استافیلوکوکوس اورئوسنمونه  115نشان داد که از 

بودنهد. همچنهین همهه ایزولهه هها       mecAمتی سیلین و دارای ژن 

(. در 17نسبت به وانکومایسین، ریفامپین و لینزولید حساس بودند )

مورد مطالعهه   استافیلوکوکوس اورئوسمطالعه حاضر نیز سویه های 

یوتیک لینزولید حساس بودند. در مطالعه ایی همگی نسبت به انتی ب

در کشور چهین بهر روی الگهوی     2010که پنک و همکاران در سال 

مقاومت انتی بیوتیکی استافیلوکوکوس اورئوس های مقاوم بهه متهی   

نمونههه  115سههیلین انجههام گرفتههه اسههت، گههزارش شههده کههه از    

نسبت  %100جدا شده از نمونه های بالینی استافیلوکوکوس اورئوس 

بههه امپههی سههیلین، اکساسههیلین، جنتامایسههین، اریترومایسههین و    

سیپروفلوکساسین مقاوم و نسبت بهه وانکومایسهین، کلرامفنیکهل و    

مینوکسی سیلین حساس بودنهد. همچنهین بررسهی مولکهولی روی     

نشانگر حضهور همزمهان تیهپ ههای      SCCmecتیپ های مختلف 

ی در میهههان ایزولهههه هههها  mecمختلهههف کاسهههت کرومهههوزومی  

(. در ایهن  18مقاوم به متهی سهیلین بهود )    استافیلوکوکوس اورئوس

تحقیق نیز بیشترین میزان مقاومت نسبت به اریترومایسین مشاهده 

بهه تعیهین الگهوی مقاومهت      2014شد. احمدی و همکاران در سال 

انتی بیوتیکی در سهویه ههای جهدا شهده از نمونهه ههای کلینیکهی        

ننهد مطالعهه حاضهر بها روش انتشهار      پرداختند. در مطالعه انها که ما

دیسک انجام گرفت، بیشترین میزان مقاومت بهه ترتیهب نسهبت بهه     

(، متهی سهیلین   %76(، تتراسایکلین )%90انتی بیوتیک پنی سیلین )

( و کمتهرین مقاومهت نسهبت بهه انتهی      %55(، امپی سهیلین ) 64%)

( گهزارش شهده   %14( و ونکومایسین )%8بیوتیک نیتروفورانتوئین ) 

 Multiplexت. همچنین آنها با بررسی مولکهولی کهه بها روش    اس

PCR  انجههام دادنههد حضههور همزمههان ژن هههایtetM, mecA, 

msrA, aacA-D  وtetK      را در سویه ههای مقهاوم بهه دارو نشهان

(. در مطالعه حاضر نیز مشابه تحقیق احمدی و همکهاران،  19دادند )

ههای مقهاوم    در سویه  etb ,aac  ,msrAحضور همزمان ژن های 

به دارو گزارش شده است. در تحقیق لیاکوپولوس و همکاران کهه در  

نسبت  استافیلوکوکوس اورئوسروی مقاومت گونه های  2011سال 

به امینوگلیکوزیدها در کشور یونان صهورت گرفتهه اسهت، مشهخص     

مهورد مطالعهه    اسهتافیلوکوکوس اورئهوس  نمونهه   1228شده کهه از  

نوگلیکوزیدها حساس بودنهد. نتهایج انهها    موارد نسبت به امی 8/51%

سههویه ههها نسههبت بههه امیکاسههین و   %2/48نشههان داده اسههت کههه 

% نسههبت بههه  3/6نسههبت بههه توبرامایسههین و  %9/12کانامایسههین و 

جنتامایسین مقاوم بودند. همچنین انهان بها بررسهی مولکهولی روی     

مقهههاوم بهههه   اسهههتافیلوکوکوس اورئهههوس سهههویه ههههای   2/48%

ها، حضهور ژن ههای مقهاوم بهه آنتهی بیوتیهک ههای        امینوگلیکوزید

-aac(6' )-Ie  و aph(3)-IIIa, ant(4' )-Iaامینوگلیکوزیهدی  

aph(2'') (  در تحقیق حاضر نیز مقاومت نسبت 20را نشان دادند .)

به انتی بیوتیک ههای توبرامایسهین و جنتامایسهین مشهاهده شهد و      

ه  کههه کههد کننههده مقاومههت نسههبت بهه   aacهمچنههین حضههور ژن 

 امینوگلیکوزیدها است، در سویه های مقاوم به دارو شناسایی شد.  

 یگرد مطالعات و مطالعه این از حاصل نتایج بین موجود های تفاوت

 ینب در بیوتیکی آنتی شیوع مقاومت و فراوانی در تفاوت بر دلیلی

 های بخش و متفاوت بیمارستان های ، مختلف کشورهای

 کی افراد نمونه های مختلف حاصل ازنوع  حتی بین و بیمارستانی

 آنتی مصرف میزانتوجه به  با همچنین. باشد می تواند  جامعه

 ،مقاومت مختلف های مسبروز مکانی و مناطق این در بیوتیک

یک بیوت آنتی مصرف فشار تحت،  مقاوم های کلون انتشار و انتخاب

 ونهگ این انجام برای دلیلی بنابراین این موضوع می تواند  است.

 را و بیمارستان منطقه هر مقاومتی الگوی بتوان تا باشد مطالعات

 و عفونت کنترل های شیوه ،آن راستای در و نمود شناسایی

 از همه مهم تر و به چندین دارو  مقاومت انتشار از جلوگیری

 عفونت از بیماران رهایی برای درمانی مناسب های شیوه انتخاب

بیمارستانی  مقاوم بسیار و پاتوژن مهم این از ناشی های

غیر  ( و پرهیز از تجویز انتی بیوتیک هایاورئوس استافیلوکوکوس)

  ضروری در سویه های حساس را مهیا نمود.

 نتیجه گیری

نتایج آزمون مولکولی نشان داد که فراوانی  بالای ژن های کد کننده  

( حاکی از افزایش مصرف این aacمقاومت به آمینوگلیکوزیدها )

نتی بیوتیک ها و در نتیجه احتیاط در مصرف آنها مگر مطابق با آ

به طور کلی بهتر است  باید صورت گیرد.تعیین حساسیت میکروبی 

تا سایر ژن های ویرولانس نیز بررسی گردند تا بتوان اپیدمیولوژی 

درستی از فراوانی ژن ها را مشخص نمود . با  توجه به نتایج  آنتی 

 مون حساسیت آنتی بیوتیکی به منظور کاهش بیوگرام ، انجام آز
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رستانی و جلوگیری از شکست هزینه ها ، بروز عفونت های بیما

 این از حاصل نتایج به توجه باهمچنین  درمان توصیه می شود.

 هک می شود مشاهده مشابه مطالعات سایر با آن مقایسه و مطالعه

 فیاییجغرا مناطق به توجه با بیوتیکی آنتی مقاومت و شیوع فراوانی

 اصلح نتایج بین برای تفاوت دلیلی این شاید لذا باشد می متفاوت

 شیوع افزایش به توجه با .باشد فوق مطالعات و مطالعه این از

 موازات  به آمینوگلیکوزیدی های بیوتیک آنتی به نسبت مقاومت

  ریعس تشخیص  ،داروها این رویه بی و اندازه از بالینی بیش مصرف

 

 

 

 درمانی گزینه های انتخاب منظور به  ، مقاوم  های سویه موقع به و

 می نظر امری ضروری به مقاومت گسترش از وگیریجل و مناسب 

 رسد.

 تشکر و قدردانی

 

 از گروه میکروبیولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال و

که ما را در انجام مراحل این مدیریت و پرسنل آزمایشگاه پاسارگارد 

 .گردد تشکر و قدردانی میکمال پروژه یاری رساندند 
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