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 *( آدرس برای مکاتبه: تهران، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تهران شمال، گروه زیست شناناسنی 

 f_ashrafi@iau-tnb.ac.irپست الکترونیک:  34744222120تلفن:    

در سویه های  norAبررسی مقاومت میکروبی، ارزیابی فنوتیپی و ژنتیکی پمپ افلاکس 
 ( و سیپروفلوکساسینMRSAمقاوم به متی سیلین ) استافیلوکوکوس اورئوس

 4*، فاطمه اشرفی9، امیر میرزایی9فهیمه نعمتی منصور ،5سمانه سادات کاظمی
 استادیار، گروه  4کارشااس ارشد، گروه آموزشی بیوتکاولوژی، دانشکده علوم و فااوری های نوین، واحد علوم دارویی، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران،  7

  جوان پژوهشگران استادیار، باشگاه 0آموزشی بیوتکاولوژی، دانشکده علوم و فااوری های نوین، واحد علوم دارویی، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، 

 استادیار، گروه زیست شااسی، واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران  2تهران،  اسلامی، آزاد دانشگاه شرق، واحد تهران نخبگان، و

 چکیده

از مهمترین علل عفونت های فرصت طلب بیمارستانی در سرتاسر جهان می باشد   یکی استافیلوکوکوس اورئوس  سابقه و هدف:

دارد  این مطالعه با   نقش اساسی در بروز مقاومت به آنتی بیوتیک های مختلف در این باکتری  norAپمپ های افلاکس از جمله 

به صورت فاوتیپی و ژنوتیپی در سویه های  norAهدف ارزیابی الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی و بررسی وجود پمپ افلاکس 

MRSA   مقاوم به سیپروفلوکساسین انجام شد 

های  جدایهنمونه بالیای از بیمارستان های مختلف شهر تهران جمع آوری گردید   453در این مطالعه مقطعی تعداد مواد و روش ها: 

سیپروفلوکساسین  (MICحداقل غلظت بازدارنده )شااسایی و الگوی حساسیت دارویی آنها مشخص شد   استافیلوکوکوس اورئوس

از نظر فاوتیپی و ژنوتیپی به  norAمقاوم به سیپروفلوکساسین تعیین گردید  همچاین، وجود پمپ افلاکس  MRSAدر سویه های 

و واکاش زنجیره ای  (CCCP(سیپروفلوکساسین و اتیدیوم بروماید در حضور مهار کااده پمپ افلاکس  MIC  ترتیب با استفاده از

 ( انجام شد  PCRپلی مراز )

 سویه   02آزمون حساسیت میکروبی نشان داد که جداسازی شد   استافیلوکوکوس اورئوسجدایه  53در مطالعه حاضر یافته ها: 

  درصد( مقاوم به سیپروفلوکساسین بودند 42سویه ) 74( بودند  از این میان MRSAدرصد( از جدایه ها مقاوم به متی سیلین ) 86)

 و دارای پمپ افلاکس فعال بودند  norAهمچاین تمامی سویه های مقاوم دارای ژن پمپ افلاکس 

 استافیلوکوکوسو مقاومت به سیپروفلوکساسین در سویه های  norAبه نظر می رسد ارتباطی بین پمپ افلاکس نتیجه گیری: 

وجود دارد  به طوری که توسعه مهارکااده های پمپ افلاکس می تواند در کاترل سویه های مقاوم به سیپروفلوکساسین  اورئوس

 مفید باشد 

 ، مقاومت به سیپروفلوکساسین norA، پمپ افلاکس، ژن استافیلوکوکوس اورئوسواژگان کلیدی: 

 25خرداد ماه پذیرش برای چاپ:        25فروردین ماه دریافت مقاله: 

 مقدمه     

(      o o       r       ) استافیلوکوکوس اورئوس                      باکتری              

یکی از عوامل عفونت زای فرصت طلب بیمارستانی است کنه                                                   

بیماری های مختلفی ماناد آبسه، عفونت خون، عفونت پس از                                                      

جراحی و گاهی مر  و میر ایجاد می کاد  این باکنتنری گنرم                                                     

م بت، کاتا ز م بت، بی هوازی اختیاری و فاقد اسپور می باشد                                                          

درصد افراد وجود دارد و مه  تنرینن                                   43که در قسمت قدامی                  

راه انتقال این باکتری به بیماران بستری شده در بیمارسنتنان از                                                            

 (       7-0طری  دست های آلوده پرسال بهداشتی می باشد )                                          
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مقاومت به آنتی بیوتیک به خ و  متی سیلین در این باکتنری                                                       

شیو  بسیار زیادی پیدا کرده است و در سال های گذشنتنه بنا                                                      

توجه به ماطقه ج رافیایی دستخوش ت ییرات قابل توجهنی در                                                      

(  مطالعات نشنان                 2الگوی حساسیت آنتی بیوتیکی شده است )                                   

اسنتنافنینلنوکنوکنوس               درصد از           53تا      03داده است که حدود                  
 ها به متی سیلین مقاوم شده اند  به اینن سنوینه هنا،                                                  اورئوس      

گفته منی شنود و                 MRSAسویه های مقاوم به متی سیلین یا                                

 توس  این سویه ها است                          A   علت آن مربو  به حمل ژن                        

 را کد         P P aاین ژن پروت ین مت ل شونده به پای سیلین با نام                                               

 می کاد  این پروت ین میل پیوندی پایینانی بنرای ات نال بنه                                                     

آنتی بیوتیک های خانواده ی بتا  کتام ها دارد و تنوسن  اینن                                                        

پروت ین باکتری علی رغ  حضور این آنتی بیوتیک ها به ساخت                                                        

دیواره سلولی ادامه داده و در برابر آنتی بیوتیک های  کر شنده                                                            

 (       5مقاومت می کاد )               

یکی از مشکلات عمده در درمان و پیش گیری از عفونت هنای                                                    

، منقناومنت اینن              استافیلوکوکوس اورئنوس                    ایجاد شده توس                 

باکتری به آنتی بیوتیک می باشد  این امر منوجنب گسنتنرش                                                   

عفونت های ناشی از این باکتری و ه  چاین بروز مشکلاتی از                                                       

قبیل اف ایش می ان مر  و میر، اف ایش می ان جراحات وارده به                                                           

بیماران بستری شده، اف ایش ه یاه های درمان و اف ایش مندت                                                        

زمان بستری بیماران در بیمارستان ها می شنود  اینن مسنالنه                                                      

استافیلوکنوکنوس               پ شکان را جهت درمان عفونت های ناشی از                                       
 (     8با م دودیت بسیاری مواجه کرده است )                                    اورئوس      

 سه مکانیس  عمنده کنه در منقناومنت بناکنتنری هنا بنه                                           

 آنتی بیوتیک نقش دارند شامل ت ییر هدف، غنینرفنعنال کنردن                                                    

آنتی بیوتیک با استفاده از آن ی  ها و ممانعت از تنجنمنع دارو                                                          

 (     1درون سلول به وسیله سیست  های افلاکس می باشد )                                            

پمپ های افلاکس مواد سمی ماناد آنتی بیوتیک را به من نین                                                      

خار  پمپ می کااد و اف ایش بیان یک یا چاد پمپ افنلاکنس                                                    

باع  ممانعت از ایجاد تجمع داخل سلولی در حد آستانه منورد                                                        

(  به طور کلی پمپ هنای                       6نیاز برای فعالیت داروها می گردد )                                 

افلاکس باکتریایی بر اساس ترادف و شباهت اسیدهای آمیاه در                                                        

 پا  گروه اصلی قرار می گنینرنند  اینن گنروه هنا شنامنل                                               

 ، (Ma  r  aci itat r Su  r  a i    M Sخنننانننننواده         

A P  in in  Cass tt    ،R sistanc -   u ati n  i isi n 

)R  )   ،S a   Mu ti ru  R sistanc        (SMR    ،)Mu ti ru  

an     ic C    un    trusi n  MA  )         ( 2هستاد       ) 

پمپ های افلاکس از نظر بالیای به طور مو ری در ارتنبنا  بنا                                                       

می باشاد  به طوری که با آزادسنازی                                    M Sیا        Rگروه های          

انرژی نیرو م رکه پروتون، در خار  کردن آنتی بیوتیک ننقنش                                                       

 (     73دارند )       

یکی از سیست  های منهن  افنلاکنس در                                 M Sسیست  افلاکس             

یکنی       n rAمی باشد که پمپ افلاکس                        استافیلوکوکوس اورئوس                    

  066یک پروتن نینن              n rAاز پمپ های مه  این خانواده است                                  

ج   عبور کااده از غشا سلول و                                74اسیدآمیاه ای است که دارای                           

در بناکنتنری             (t  A  درصدی با پمپ افلاکنس                      42شباهت       

 می باشد             اشریشیا کلی           

می تواند تنرکنینبنات                    n rAمطالعات مختلفی نشان می دهد که                               

مختلفی ماناد فل وروکینانولنون هنای هنیندروفنوب شنامنل                                              

نورفلوکساسین، سیپروفلوکساسین، اتیدیوم بروماید و ترکنینبنات                                                         

 (       74و     77چهار ظرفیتی آمونیوم را به سمت بیرون پمپ نماید )                                               

دارای یک بیان پایه در                         norAهمچاین م ققان نشان دادند که ژن                                

 درون سلول می باشد و باع  ایجاد کمی مقاومت به ترکنینبنات                                                      

آنتی بیوتیکی منی شنود  افن اینش منقناومنت نسنبنت بنه                                            

ارتنبنا           n rAفل وروکوئیاولون ها با اف ایش بیان پمپ افلاکس                                             

می تواند باع  بنینان                      norAدارد  جهش های ایجاد شده در ژن                               

دایمی این ژن شود  به طوری که این جهش ها باع  ت یینر در                                                       

، اف ایش نیمه عمر آن و کاهش حساسنینت                                    R A ساختار دوم            

 (       70می شوند )           R as sبه آن ی           

از نظر درمانی، اولین داروی مااسب برای درمان باکنتنری هنای                                                        

MRSA                                              آنتی بیوتیک سیپروفلوکساسین منی بناشند  امنروزه ،

ب رگترین چالش و نگرانی در بیمارستان ها، ایجاد عفونت هنای                                                         

  استافینلنوکنوکنوس             بیمارستانی توس  باکتری های فرصت طلب                                     

می باشد که به هر دو آنتی بیوتیک متنی سنینلنینن و                                               اورئوس      

(  از آنجایی کنه تناکنانون                        72سیپروفلوکساسین مقاوم شده اند )                              

در منقناومنت               norAمطالعات کمی در مورد نقش پمپ افلاکس                                   
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استافنینلنوکنوکنوس               بخشی به سیپروفلوکساسین در سویه های                                    
در ایران انجام شده است، هدف از این مطالعه ارزیابی                                                     اورئوس      

در        norAالگوی مقاومت آنتی بیوتیکی و نقش پمپ افنلاکنس                                           

   MRSAایجاد مقاومت به سیپروفلوکساسین در جنداینه هنای                                             

 مقاوم به سیپروفلنوکسنناسنین بننود                                     استافیلوکوکوس اورئوس                    
 

 مواد و رو  ها             

الف( نمونه گیری، کشت و جداسنازی اسنتنافنینلنوکنوکنوس                                              

( تعنداد         7024-7020در این مطالعه در طی یک سال )                                  اورئوس      

نمونه بالیای مختلف )زخ ، پوست، خون و ادرار( از مراک                                                         453

تشخی ی درمانی مختلف تهران )بیمارستان میلاد، صارم و امنام                                                        

حسین( جمع آوری گردید  شااسایی فاوتینپنی جنداینه هنای                                                 

توس  آزمون های رن  آمی ی گنرم،                                 اورئوس          استافیلوکوکوس             

(، کشت روی             rib nuc  as     )      as  کاتا ز، کوآگو ز،                  

م ی  برد پارکر آگار و مانیتول سالت آگنار )منر ، آلنمنان(                                                      

صورت گرفت  نمونه های مورد تائید تا انجام آزمناینش هنای                                                     

)منر ، آلنمنان( حناوی                     I  بعدی در م ی  کشت اسلات                        

درجه سلیسینوس                -43درصد و در دمای                  76نوترین گلیسیرین                 

 (     75نگهداری شدند )              

ب( انجام تست حساسیت سویه ها نسبت به آنتی بیوتیک هنا:                                                     

 و دسنتنورالنعنمنل                irb   bau r برای این ماظور از روش                       

 (   CS Iانستیتو استانداردهای آزمنایشنگناهنی و بنالنینانی )                                          

   (C inica  an   ab rat r  stan ar s institut               استفناده شند ) 

نسبت به           استافیلوکوکوس اورئوس                    (  حساسیت جدایه های                     78)   

منینکنروگنرم(،              73دیسک های آنتی بیوتیکی سفوکسیتنینن )                                 

میکروگرم(،              5میکروگرم(، سیپروفلوکساسین )                             73ونکومایسین )            

 منینکنروگنرم(،              75واحد(، اریترومنایسنینن )                       73پای سیلین )           

 منینکنروگنرم(،              75میکروگرم(، آمیکاسین )                       45تری متوپری  )             

منینکنروگنرم(،              73میکروگرم(، جاتامایسین )                         73آمپی سیلین )              

میکنروگنرم(             03میکروگرم(، کلرامفایکول )                          73آموکسی سیلین )              

( در م ی  کشنت                    MASمیکروگرم( )             4و کلیادامایسین )                

مولر هیاتون آگار )مر ، آلمان( بررسی گردید   زم بنه  کنر                                                       

(،    MRSAاست که به ماظور تشخیص مقاومت به متی سیلینن )                                           

از دیسک آنتی بیوتیکی سفوکسیتین استفاده شد  در این مطالعنه                                                          

بنه            A CC  استافیلوکوکوس اورئوس                    از سویه استاندارد                   

(، از       A   عاوان کاترل م بت مقاوم به متی سیلین )حاوی ژن                                              

بنه            A CC    استافیلوکوکوس اورئنوس                    سویه استاندارد                

عاوان کاترل م بت مقاوم بنه سنینپنروفنلنوکسناسنینن و از                                               

به عاوان کنانتنرل                        A CC    استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس                        

 مافی استفاده شد                 

 بنرای اینن منانظنور از روش فنانل                           :     A   ( استخرا             

کلروفرم استفاده گردید  به طور خلاصه، به رسوب تهیه شده از                                                         

مقاوم به سیپروفلنوکسناسنینن، بنه                               MRSAکشت باکتری های                

 ris- C      .      A میکرولیتر تامپون لی  )                        833ترتیب       

53 M   ،70                                ( میکرولیتر سدی  دودسیل سولفاتS S        ،)0  

( اضافه گردید و بنه مندت                        43         )    میکرولیتر پروت یااز                     

 درجه سلینسنینوس قنرار داده شند                               83یک ساعت در دمای                 

ای وآمیل الکل               –کلروفرم       -میکرولیتر م لول فال                     833به دنبال آن             

( اضافه شد تنا ینک فناز شنینری رنن                                7:42:45)به نسبت          

  5به مندت          r      7033یکاواخت تشکیل گردد  سپس با دور                                

دقیقه سانتریفیوژ شد  روماند لوله های جدید ماتقل گردید  اینن                                                            

 بار تکرار شد                  4مرحله       

، ه  حج  فاز آبی اتانول سرد و خالص                                    A  به ماظور رسوب               

( اضافه گردید و بنه                    M میکرولیتر استات سدی  )                        7 3به همراه          

درجه سلیسیوس قرار داده شند                               -43ساعت در دمای                4مدت     

دور اننجنام             70333دقیقنه در            5سپس  سانتریفیوژ به مدت                        

گرفت  رسوب حاصل پس از خشک شدن و در بنافنر حنل                                            

 در ادامننه کننار اسننتننفنناده                        A  گنردینند و بننه عننانوان                  

 گردید  در ننهناینت بنرای تنائنیند صن نت اسنتنخنرا                                         

 (       75درصند استفناده شند )                      7ژنوم از الکتروفورز ژل آگناروز                               

 :      توس  روش            norAو     A   د( بررسی وجود ژن های                      
از پرایمرهای اخت اصی بنا تنوالنی                                     A   به ماظور تک یر ژن                   

   A-     - CCA A  ACAAC  CACCA  -       و

   A-R    -CCAC  CA A C    AAC -             استفناده

 منینکنرولنینتنر شنامنل                45در حج            PCRواکاش       (       71شد )    

 و     M c      ،   Ps )حناوی          Mast r Miمیکرولیتر از                5 74
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 a    A P     ras    )   ،3 5                          میکرولینتنر از هنر پنراینمنر 

 میکرولیتر آب مقطر دو بنار تنقنطنینر و                                    5 73پیکومول(،             73)   

در      PCRالگو انجام گنرفنت  واکنانش                          A  میکرولیتر از                7

دقیقه واسرشنت شندن                    5با شرای  دمایی                دستگاه ترموسایکلر                     

چنرخنه        04درجه سلیسیوس و در ادامنه                           22ابتدایی در دمای                 

 درجه سلیسیوس بنه مندت                       22شامل واسرشت شدن در دمای                         

 درجه سنلنینسنینوس بنه مندت                       83 انیه، ات ال در دمای                        53

 درجه سلینسنینوس بنه مندت                       14 انیه، گسترش در دمای                        53

درجنه        14 انیه و در نهایت گسترش ننهناینی در دمنای                                        53

  PCR(  م  نو ت           71دقیقه انجام شد )                  5سلیسیوس به مدت                

درصد با اسنتنفناده از                      7پس از الکتروفورز بر روی ژل آگارز                                  

هنمنچنانینن        دستگاه ترانس لومیااتور مورد بررسی قرار گرفتاد                                                 

 از پنراینمنرهنای اخنتن ناصنی بنا                           norAبرای تک یر ژن               

   -A C     A  AA ACCA  C   C-      n rA-  توالی     

    -n rA-R    - C A A AA CA    A A AAC Cو   

بنا    در دستگاه ترموسایکنلنر                        PCR(  واکاش          76استفاده گردید )               

 دقیقه واسرشنت شندن ابنتنداینی در دمنای                                    2شرای  دمایی             

چرخه شامل واسرشت شدن                        04درجه سلیسیوس و در ادامه                           22

 انیه، ات ال در دمای                        53درجه سلیسیوس به مدت                       25در دمای         

  انینه، گسنتنرش در دمنای                        03درجه سلیسیوس به مدت                       83

 انیه و در نهناینت گسنتنرش                          83درجه سلیسیوس به مدت                       14

دقیقه انجام شند                  2درجه سلیسیوس به مدت                       14نهایی در دمای               

برای مشاهده  طول م  و ت منورد ننظنر از روش                                           (     76)   

 درصند اسنتنفناده گنردیند                        7الکتروفنورز و ژل آگنارز                       

 ه( تعیین حساسیت آنتی بیوتیکی و حداقل غنلنظنت منهناری                                                 

پس از تنعنینینن             ( سیپروفلوکساسین و اتیدیوم بروماید:                                        )   

مقاوم به سیپروفلوکساسین، این جدایه هنا                                         MRSAجدایه های           

MIC       (Mini u  Inhibit r  C nc ntrati n   )بنرای تسنت          

بنه      C SIبر اسناس           MICمورد مطالعه قرار گرفتاد  آزمایش                                 

روش رقی  سازی در میکروپلیت برای سیپنروفنلنوکسناسنینن،                                                 

به صورت سه بار تنکنرار بنا                           MICاتیدیوم بروماید انجام شد                            

خانه ای انجام                 28استفاده از روش میکرودایلوشن در پلیت های                                         

( بنه داخنل           4-453         گرفت  م لول اتیدیوم برومایند )                             

 ریخته و با م ی  کشت منولنر هنینانتنون بنرا                                         Aچاهک      

 میکرولنینتنر رسناننده شند  بنه                           733)مر ، آلمان( به حج                      

میکرولیتر م ی  مولر هیاتون                              53مقدار          چاهک های بعدی تا                  

 میکرولیتنر بنه                53برا  اضافه گردید  از چاهک اول به ترتیب                                        

 اضافه شد تا رقت سازی متوالی انجنام گنینرد                                             چاهک ها تا            

میکرولیتر از کشت منینکنروبنی                            53به تمامی چاهک ها مقدار                        

سویه های مقاوم به سیپروفلوکساسین با غلظت نی  مک فارلاند                                                        

به عاوان کمترین غلظت مهنارکنانانده رشند                                      MICاضافه شد            

باکتری م سوب تعریف گردید   زم به  کر است کنه جنهنت                                                 

 تنا      5 3سیپروفلوکساسین، از غنلنظنت                           MICتعیین غلظت            

   M     746                                           استفاده شد   زم به  کر است کنه در ینکنی از

به همراه باکتری به ماظور تشخیص عندم                                      CCCPچاهک ها، از             

 (       72استفاده گردید )                 CCCPکشادگی        

این مرحله مانناند                 و( بررسی فاوتیپی وجود پمپ افلاکس فعال:                                       

انجام می گیرد  به طور خلاصه، ابتندا                                     MICروش تعیین غلظت                

منک      5 3اتیدیوم بروماید تعیین گردید  غلظنت                                     MICغلظت      

فارلاد از کشت باکتری به داخل چاهک های حاوی غلظت های                                                     

اتیدیوم بروماید اضافه شند  بنه دننبنال آن،                                          MICپایین تر از             

اضافه گنردیند  پنمنپ                    53         در غلظت           CCCPترکیب       

اتنیندینوم           MICافلاکس فعال زمانی تشخیص داده می شود که                                       

اتیدیوم بروماید به تنانهناینی                             MICاز      CCCPبروماید به همراه                  

 (   72کمتر باشد )           
: برای این ماظور از نسخه بینسنت و                                 ز( تج یه و ت لیل آماری                      

و آزمون مربع کای استفناده شند                                 SPSSیک  نرم اف ار آماری                       

 قرار گرفت                 .  Pمرز معااداری روی                  

 یافته ها        

در    الف( جداسازی و تشخیص سویه ها از نمونه های بالینانی:                                                   

 ننمنوننه از آزمنایشنگناه هنا و                           453این مطالعه در مجمو                      

جنمنع       7024-7020بیمارستان های شهر تهران در سال های                                    

آوری شد  نمونه ها از ادرار، خون، پوست و زخ  جنداسنازی                                                     

شدند  با استفاده از آزمون های بیوشیمیایی ماناد رشد بنر روی                                                           

م ی  مانیتول سالت آگار، م ی  بردپارکر و تست های کاتنا ز                                                        
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  استافیلوکوکنوس اورئنوس                    درصد(         43نمونه )         53و کواگو ز،            

 جداسازی شد            

نتای  آنتی بیوگنرام نشنان                         ب( نتای  تست حساسیت میکروبی:                              

درصد( نسبنت              86جدایه مورد بررسی )                    53جدایه از            02داد که        

به آنتی بیوتیک متی سیلین مقاوم بودند و به عاوان سویه هنای                                                          

MRSA                                                  در نظر گرفته شدند  در این مطالعه ارزینابنی النگنوی

  اورئنوس          استافینلنوکنوکنوس             مقاومت آنتی بیوتیکی سویه های                              

 نشان داد که بیشترین مقاومت نسبت به آنتی بنینوتنینک هنای                                                    

درصند(، آمنوکسنی                 23درصد(، آمپی سیلین )                     26پای سیلین )           

درصد( و           86درصد(، سفوکسیتین )                    68سیلین و تری متوپری  )                     

  12کمترین مقاومت مربو  به آنتی بیوتیک سیپروفلاکساسینن )                                                  

 درصد حساس( و کلیستینن                        733درصد حساس(، ونکومایسین )                        

درصد( بودند  در مجمو  می ان مقاومت آنتی بیوتیکی در                                                      733)   

 سویه های جداسازی شده از ننمنوننه هنای ادرار و زخن                                                

بیشتر از سایر سویه ها بود  همچاین منقناومنت نسنبنت بنه                                                  

 ونکومایسین در هی  یک از سویه ها مشاهنده نشند  ننتناین                                                    

جنداسنازی           استافیلوکوکوس اورئنوس                    آنتی بیوگرام سویه های                       

 خلاصنه شده اسننت                       7شده از نمنونه هنای بالیانی در جدول                                    

برای بررسی مولکولنی وجنود ژن                            :     A    ( نتای  تک یر ژن                   

استنفناده           A   مقاومت به متی سیلین از پرایمر اخت اصی ژن                                          

جنفنت بناز           784شد  با توجه به طراحی پرایمرها انتظار باند                                           

 درصد نمونه هنا                 86(  نتای  نشان داد که                      7وجود داشت )شکل                

بودند  همچاین می ان شنینو  ژن                                 A   نمونه(  واجد ژن                   02)   

   A                جداسازی شنده               استافیلوکوکوس اورئوس                    در نمونه های

از نمونه های زخ  بیشتر از سایر نمونه ها بود  به طورینکنه از                                                           

 نمونه متعل  به نمنوننه هنای زخن  بنود                                    75نمونه تعداد               03

 (P  .      ) 

به ماظور بررسی وجنود ژن پنمنپ                            :     norAد( نتای  تک یر ژن                   

  اسنتنافنینلنوکنوکنوس اورئنوس                    در سویه های                 n rAافلاکس       

جداسازی شده، از پرایمرهای اخت اصی این ژن استفاده شد و                                                       

داشتنین  کنه شنکنل آن در ژل                          b      774انتظار وجود باند                  

 در تنمنامنی              norA(  ژن       4الکتروفورز مشاهده شد )شکنل                           

 مقاوم به سیپروفلنوکسناسنینن دینده شند                                   MRSAسویه های          

 آنتی بیوتیک
سویه های 

 مقاوم
سویه های 

 متوسط
سویه های 

 حساس
 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد

 04 78 3 3 86 02 متی سیلین )سفوکسیتین(
 733 53 3 3 3 3 ونکومایسین

 12 01 4 7 42 74 سیپروفلوکساسین
 4 7 3 3 26 22 پنی سیلین

 48 70 76 2 58 46 اریترومایسین
 6 2 8 0 68 20 تری متوپریم
 6 2 8 0 24 47 آمیکاسین

 73 5 3 3 23 25 آمپی سیلین
 52 41 8 0 23 43 جنتامایسین

 72 1 3 3 68 20 آموکسی سیلین
 16 02 72 1 6 2 کلرامفنیکل

 24 47 74 8 28 40 کلیندامایسین
 733 733 3 3 3 3 کلیستین

به  استافیلوکوکوس اورئوسمی ان مقاومت و حساسیت سویه های :  7  جدول

 آنتی بیوتیک های مختلف 

 در سویه های مقاوم بنه منتنی سنینلنینن   A   نتای  تک یر ژن :  7شکل 

 784( نمونه های مقاوم به متی سیلین )تک یر قطعنه 5و  2، 4، 7ستون های 

( کاترل م بت، ستون 8جفت بازی، ستون  733( مارکر 0جفت بازی(، ستون 

 ( کاترل مافی 1

در سویه های مقاوم به سیپروفلنوکسناسنینن   norAنتای  تک یر ژن :  4شکل 

( نمونه های مقاوم به فلوکساسین )تک یر قطنعنه 74تا  1و  5تا  7ستون های 

( کاترل م بت، 70جفت بازی، ستون  733( مارکر 8جفت بازی(، ستون  774

 ( کاترل مافی 72ستون 
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نمونه(   زم به  کر است که ارتبا  معااداری بینن وجنود                                                      74)   

 در بین سنوینه هنا وجنود ننداشنت                               A   و ژن          norAژن    

 (P  .     ) 

نتای  حاصنل            و مطالعه فاوتیپی پمپ افلاکس :                                   ه( بررسی          

آمده است  همانطور کنه                        4در جدول           CCCPو فعالیت            MICاز    

سیپروفلوکساسین در سویه ها از م ندوده                                       MICمشخص است          

بود و در مجاورت مهارکااده پنمنپ افنلاکنس                                       453تا      84 75

CCCP         می انMIC                                    سیپروفلوکساسین و اتنیندینوم بنرومنایند 

 کاهش یافته است  این امر نشان دهاده فنعنال بنودن پنمنپ                                                  

 افلاکس در سویه های مقاوم به سیپروفلنوکسناسینن می باشند                                                         

 بح    

درصد نمونه هنای بنالنینانی آلنوده بنه                                  43در مطالعه حاضر                

بودند  ارزیابی حساسیت آنتی بیوتیک                                     استافیلوکوکوس اورئوس                    

 بنه اکن نر           استافیلوکوکوس اورئنوس                        جدایه های         نشان داد که             

آنتی بیوتیک های مورد بررسی مقاوم بودند  تمامی سویه ها بنه                                                          

آنتی بیوتیک ونکومایسین و کلیستین حساس بودند  با توجه بنه                                                         

نتای ، درمان و کاترل عفونت های ناشی از این ارگانیس  امنری                                                          

نگران کااده به نظر می رسد  همچاین، با توجه بنه تنا نینرات                                                       

جانبی نامطلوب آنتی بیوتیک کلیستین بر روی سیستن  ع نب                                                    

استنافنینلنوکنوکنوس               انسان، این دارو برای درمان عفونت های                                      

 مااسب نمی باشد                    اورئوس      

از طرف دیگر، با نگاهی به مکانیس  عمل این آنتی بیوتیک کنه                                                         

بر روی غشای ارگانیس  تا یر دارد، می توان دریافت که با بهبود                                                             

و بهیاه سازی داروهای با مکانیس  تا یر بر روی غشا این امکنان                                                            

وجود دارد که در آیاده بتوان این نو  عفونت ها را کاترل نمود                                                              

تاکاون مطالعات مختلفی بر روی الگوی مقاومت آنتی بیوتیکنی                                                        

های جداسازی شده از نمنوننه هنای                                استافیلوکوکوس اورئوس                    

بالیای انجام شده است  اما تاکاون مطالعه ای در زمیاه مقناومنت                                                            

به سیپروفلوکساسین در ایران انجنام نشنده                                         MRSAسویه های          

است  همانطور که در مطالعات نشان داده شده است سویه های                                                       

MRSA                                                  یکی از پاتوژن های مه  بیمارستانی می باشد کنه بنه

 سرعت در سرتاسر جهان شیو  پیدا کرده اند                                          

این ارگانیس  به اک ر آنتی بیوتیک های بتا کتام منقناوم شنده                                                         

(     43است و جایگ ین های کمی برای درمان آن وجود دارد )                                               

یکی از جایگ ین های درمانی آنتی بیوتیک سیپروفلوکساسین از                                                         

خانواده کوئیاولون ها می باشد  اما مطالعات جدید نشان دهانده                                                           

اف ایش مقاومت به این آنتی بیوتیک نی  بوده اسنت  در اینن                                                       

سنوینه منقناوم بنه                 MRSA   ،74سوینه        02مطالعه از میان                

  ( بودند            42سیپروفلوکساسین )                

این امر نشان دهاده شرو  مقاومت به سیپروفلوکساسین در میان                                                          

می باشد  در سنال هنای                       استافیلوکوکوس اورئوس                    سویه های          

  MRSAاخیر مقاومت با  به کوئیاولون ها در سنوینه هنای                                             

 گ ارش شده است  در ایا ت مت ده در ننینوینور ، شنینو                                                 

MIC بر حسب میکروگرم در میلی لیتر 

 +سیپروفلوکساسینCCCP +اتیدیوم برومایدCCCP CCCP اتیدیوم بروماید سیپروفلوکساسین
1 745 84 5 07 45 84 5 
2 75 84 1 67 0 2 1 67 
07 07 45 1 67 1 67 07 45 
04 84 5 75 8 0 2 07 45 
00 745 84 5 75 84 84 5 
02 453 745 07 45 84 5 
20 07 45 75 84 1 6 75 84 
25 07 45 1 67 7 25 75 84 
28 75 84 1 67 0 2 0 2 
21 84 5 75 84 1 67 75 8 
26 07 45 1 67 1 67 1 67 
53 453 745 745 45 

A CC       84 5 07 45 1 67 07 45 

 مقاوم به سیپروفلوکساسین  MRSAو ترکیب آنها در سویه های  CCCPسیپروفلوکساسین، اتیدیوم بروماید،  MICتعیین : 4جدول 
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مقاوم به سیپروفلوکساسین سه ماه پنس از                                        MRSAسویه های          

مکاننینسن           (     47استفاده از سیپروفلوکساسین ایجاد شده است )                                         

مقاومت به کوئیاولون ها در باکتری ها مقاومت متفاوت اسنت                                                         

، مکانیس  مقاومت ناشنی از تن نینینر                                اشریشیا کلی           در باکتری           

 (       44جیراز می باشد )                 A  ساختار آن یمی               

همانطور که قبلا  اشاره شد، یکی از مکانیس  های مقاومنت بنه                                                        

،   استافیلنوکنوکنوس اورئنوس                    سیپروفلوکساسین در سویه های                            

وچود پمپ های افلاکس می باشد  این پمپ ها باع  دفنع و                                                   

تراوش طیف گسترده ای از مواد شامل آنتنی بنینوتنینک هنا،                                                  

ترکیبات آنتی سپتیک، رن  ها و دترژنت ها می گردند  باابراین                                                           

 (     40در ایجاد مقاومت چاد دارویی نقش بس ایی دارند )                                             

طیف وسیع مقاومت ماجر به بی ا ر شدن بسنیناری از آننتنی                                                   

بیوتیک های رای  می شود  باابراین جستجوی اهنداف ننوینن                                                    

درمانی از اهمیت ویژه ای برخوردار است  تاکاون ننقنش اینن                                                      

پمپ ها در مقاومت دارویی این باکتری به طور کامل شااساینی                                                        

کنه از           norAنشده است  در این مطالعه نقش پمپ افنلاکنس                                       

می باشد،            استافیلوکوکوس اورئوس                    که در باکتری                M Sخانواده         

 به صورت فاوتیپی و ژنوتیپی مورد مطالعه قرار گرفت                                                   

نتای  نشان داد که تمام سویه های مقاوم به سیپروفلوکساسنینن،                                                          

در      norAبودند  باابراین درصد با ی وجود ژن                                     norAدارای ژن          

میان سویه های مقاوم به داروها را نباید نادیده گرفت  هر چاند                                                            

که باید توجه داشت که مقاومت  اتی نسبت به آنتی بیوتیک هنا                                                         

در برخی از جدایه ها می تواند کاملا  ناشنی از پنمنپ هنای                                                    

 افلاکس باشد              

، در اینن          norAبا مقایسه نتای  فاوتیپی و ژنوتیپی پمپ افلاکس                                             

مطالعه می توان نتیجه گرفت که درصد فعالیت پمپ افنلاکنس                                                    

norA                                                       به صورت فاوتیپی کمتر از ژنتیکی بوده است  دلیل اینن

امر را می توان به خاموش بودن ژن ها، درصد بیان این ژن هنا                                                         

در بین سویه ها و جهش های کروموزومی نسبت داد  مطالعات                                                      

 مختلفی در زمیاه بررسی پمپ های افلاکس در بناکنتنری هنا                                                  

 انجام شده است                 

پمپ های افلاکنس                 4336( و همکاران در سال                     Saifuسیفول )       

norA                    را در سویه هایMRSA                                  مورد مطالعه قرار دادند  در این

جداسازی شد و ژن هنای پنمنپ                           MRSAسویه        72مطالعه        

و فعالیت پمپ بنه کنمنک روش                           PCRافلاکس با استفاده از                     

اتیدیوم بروماید مورد مطالعه قرار گرفت  نتای  این مطالعه نشان                                                              

  norAسوینه دارای ژن                 78سویه مورد بررسی،                    72داد که از           

 بودند و تمامی سویه ها دارای پمنپ هنای افنلاکنس فنعنال                                                

  (   42بودند )       

، بیان ژن پمنپ               4372در سال            ( و همکاران            P ur anپورماد )        

را در سویه های مقاوم به سیپروفلوکساسین مورد                                                 norAافلاکس       

در      norAبررسی قرار دادند  یافته های آنها نشان داد کنه ژن                                                 

تمامی سویه های مقاوم به سیپروفلوکساسین وجود دارد و بینان                                                         

 ژن آن در مجاورت بیوساید هگ اهیدروکوئینانولنون افن اینش                                                   

 (       47می یابد )         

در مطالعه حاضر برای ا نبنات اینانکنه آینا منقناومنت بنه                                               

سیپروفلوکساسین ناشی از پمپ افلاکس می باشند ینا خنینر،                                                  

سیپروفلوکسناسنینن،                   MICفعالیت پمپ افلاکس توس  بررسی                             

   CCCPدر حضور و عدم حضور مهارکااده پنمنپ افنلاکنس                                        

را کاهش داد               MICمی ان         CCCPانجام شد  نتای  نشان داد که                             

 که نشان دهاده حضور پمپ افلاکنس وابسنتنه بنه پنروتنون                                               

می باشد  به ماظور ارزیابی بیشتر نقش پنمنپ افنلاکنس در                                                  

  CCCPمقاومت، از اتیدیوم بروماید در حضور و عندم حضنور                                             

استفاده گردید  همانطور که در نتای  اشاره شند، در حضنور                                                      

CCCP         می انMIC                                           اتیدیوم بروماید کاهش می یابد  این یافنتنه

ماطب  با سایر نتای  در مطالعات دیگر می باشد  این امر نشنان                                                           

دهاده این موضو  است که پمپ افلاکس مس ول مقاومنت بنه                                                  

آنتی بیوتیک است  اتیدیوم بروماید یکی از سوبسترای معنمنول                                                        

پمپ افلاکس می باشد که در بسیاری از مطالعات بنه عنانوان                                                    

 کاترل م بت برای بررسی فعالیت پمپ افلاکس قرار می گیرد                                                       

به عاوان اسنتنانندارد                      CCCP-همچاین، ترکیب اتیدیوم بروماید                             

استافینلنوکنوکنوس               کاترل م بت برای فعالیت پمپ افلاکس در                                     

، بنا      4373و همکاران در              (     Patبه کار می رود  پاتل )                       اورئوس      

 استفاده از اتیدیوم بروماید فعالنینت پنمنپ افنلاکنس را در                                                   

مورد مطالعه قنرار دادنند                            استافیلوکوکوس اورئوس                    سویه های          

  24نتای  آنها نشان داد که این روش دارای اخنتن ناصنینت                                               

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saiful%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18720500
http://aac.asm.org/search?author1=Diixa+Patel&sortspec=date&submit=Submit
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درصدی برای تشخیص فعالیت پمپ افلاکس بوده و فعالیت آن                                                    

 (     45می باشد )           norAمرتب  با بیان ژن                  

، پمپ های افلاکس را                    4370و همکاران در سال                    (   C staکاستا )       

سویه مقاوم به سیپروفلوکساسین با استفاده از اتنیندینوم                                                      54در    

بروماید مورد مطالعه قرار دادند یافته های آنها نشنان داد کنه                                                           

 پمپ های افلاکس نقش مهمی در کناهنش منقناومنت بنه                                          

 (     48آنتی بیوتیک ها و ه  چاین بیوسایدها ایفا می کااد )                                                 

پاس  ناشی از پنمنپ                    4336( و همکاران در سال                     C utکاتو )      

افلاکس را در مقابل اتنیندینوم بنرومنایند در سنوینه هنای                                               

مورد مطالعه قرار دادند  نتاین  آننهنا                                      استافیلوکوکوس اورئوس                    

 نشان داد که مقاومت به کوئیاولون هنا و بنینوسنایندهنا در                                                     

نناشنی از پنمنپ هنای                   استافیلوکوکوس اورئوس                    سویه های          

افلاکس می باشد و در هاگام مواجه با آنتی بیوتیک بنینان ژن                                                       

norA                            ،(       41برابر بیشتر است )                   05نسبت به نمونه های کاترل 

در نهایت پیشاهاد می شود که مطالعات جدیدی برای تولیند و                                                       

گسترش مولکول های مهار کااده افلاکس انجام شود  تنوسنعنه                                                    

مهارکااده های پمپ افلاکس به امکان کاترل خطر سویه هنای                                                     

مقاوم به حاوی پمپ های افلاکس ماجر خواهد شد  همچانینن                                                   

پیشاهاد می شود بیان ژن های پمپ افلاکس در سنوینه هنای                                                  

نی  منورد            R a   i   PCRمقاوم به سیپروفلوکساسین با روش                                

 مطالعه قرار گیرد                      

 نتیجه گیری            

یکنی         norAنتای  این مطالعه نشان داد که فعالیت پمپ افلاکس                                               

از اج ای مه  مقاومت به آنتی بیوتیک سیپروفلنوکسناسنینن از                                                      

خانواده فل وروکوئیاولون ها می باشد  اما نباید ننقنش سناینر                                                        

 عوامل و مکانینسن  هنای دخنینل در منقناومنت ننادینده                                           

  norAدرصدی ژن            733گرفته شود  همچاین، با توجه به وجود                                    

   اسنتنافنینلنوکنوکنوس اورئنوس                          MRSAدر سنوینه هنای             

مقاوم به سیپروفلوکساسین، بررسی حضنور اینن ژن هنا در                                                  

 پیشاهاد الگوی درمانی مااسب بیماران آلوده به اینن بناکنتنری                                                        

 حائ  اهمیت است                  

 ت کر و  دردانی              

نویسادگان این مقاله از همکاران دانشگاه آزاد اسنلامنی واحند                                                        

 علوم دارویی به خ و  جااب آقای مهادس سهیل صنالن نی                                                

 به دلیل همکاری صنمنینمناننه در اجنرای اینن پنژوهنش                                           

 کمال امتاان را دارند                      
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Abstract 

Background & Objectives: Staphylococcus aureus is one of the major causes of nosocomial  

infections throughout the world. Efflux pumps such as norA play a major role in the development of 

resistance to different antibiotics in this bacteria. The aim of this study was evaluation of the antibiotic 

resistance and detection of efflux pump (norA) in methicillin resistant (MRSA) and ciprofloxacin  

resistant S. aureus isolates using genotypic and phenotypic methods. 

Materials & Methods: During this sectional study, 250 clinical samples were collected from different 

hospitals in Tehran, Iran. S. aureus isolates were identified and the antimicrobial susceptibility  

patterns were determined. Ciprofloxacin minimum inhibitory concentration (MIC) was determined in 

both MRSA and ciprofloxacin resistant isolates. Furthermore, the presence of norA efflux pump gene 

in MRSA and ciprofloxacin resistant isolates was assessed phenotypically using ciprofloxacin and  

ethidium bromide MIC, with CCCP as efflux pump inhibitor, and genetically using PCR method.  

Results: Totally, 50 S. aureus isolates were recovered. The results of antibiotic susceptibility tests 

showed that 34 isolates (68%) were resistant to methicillin, of which 12 isolates (24%) were resistant 

to ciprofloxacin, as well. Moreover, all the MRSA- ciprofloxacin resistant strains harbored the norA 

gene and active efflux pump.  

Conclusion: The results showed the correlation between ciprofloxacin resistance and norA efflux 

pump gene in MRSA isolates. Development of efflux pump inhibitors can be useful in the control of 

MRSA ciprofloxacin resistant strains. 
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