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چکیده

امروزه .   یکی از عوامل مهم در ایجاد عفونت هاي بیمارستانی و جامعه به شمار می رود                  استافیلوکوکوس اورئوس   :سابقه و هدف  

مقاومت به آنتی بیوتیک ها به دلیل مصرف بیش از حد در حال افزایش می باشد و این مساله موجب نگرانی در سرتاسر جهان شده                          

 جدا شده از    استافیلوکوکوس اورئوس مطالعه حاضر با هدف ردیابی ژن هاي کدکننده مقاومت آنتی بیوتیکی در سویه هاي                 .  است

.عفونت هاي بالینی در انسان و تعیین الگوي حساسیت آنتی بیوتیکی این باکتري انجام شده است

 کوآگولاز مثبت از بیماران مبتلا به عفونت         استافیلوکوکوس اورئوس  سویه   100توصیفی    -در این مطالعه مقطعی   :  مواد و روش ها    

این سویه ها با استفاده از روش هاي         .   جمع آوري گردید   1391کرمانشاه در سال    )  ع(هاي ادراري و زخم در بیمارستان امام رضا          

به منظور ارزیابی الگوي حساسیت آنتی بیوتیکی سویه ها، از            .  استاندارد آزمایشگاهی و کشت در محیط اختصاصی انتخاب شدند         

، mecA،aacA-D  ،tet K   ،tetMهمچنین حضور پنج ژن کد کننده مقاومت آنتی بیوتیکی شامل            .  روش انتشار دیسک استفاده گردید    

msrA و ermA در سویه هاي مورد مطالعه با روش multiplex-PCRمورد بررسی قرار گرفتند .

 نشان داد که بیشترین مقاومت نسبت به        اورئوس  استافیلوکوکوسارزیابی فنوتیپی الگوي مقاومت آنتی بیوتیکی سویه هاي         :  یافته ها 

و کمترین مقاومت نسبت به آنتی      %)  55(و آمپی سیلین    %)  64(، متی سیلین    %)76(، تتراسایکلین   %)90(آنتی بیوتیک هاي پنی سیلین      

 در  tetM درصدي ژن    89بررسی مولکولی نشان دهنده حضور      .  وجود دارد %)  14(و ونکومایسین   %)  8(بیوتیک هاي نیتروفورانتوئین    

و %)  mecA  )58(%  ،ermA)  40(%  ،msrA  )36(%  ،aacA-D  )24به دنبال آن بیشترین فراوانی مربوط به حضور ژن هاي           .  سویه ها بود  

tetK )13 (%بودند.

 نشان  اورئوس  استافیلوکوکوسنتایج حاصل از این تحقیق مقاومت بالاي آنتی بیوتیکی را در سویه هاي بیمارستانی                  :  نتیجه گیري 

بنابراین به منظور جلوگیري از افزایش مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک هاي رایج باید از تجویز بدون نسخه و استفاده غیر                       .  می دهد 

.ضروري از آنتی بیوتیک هاي در دسترس اجتناب نمود

.، مقاومت آنتی بیوتیکیMRSA، استافیلوکوکوس اورئوس :واژگان کلیدي

92شهریور ماه : پذیرش براي چاپ 92خرداد ماه : دریافت مقاله

.   شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد شهرکرد، گروه میکروب شـنـاسـی   :  آدرس براي مکاتبه* ) 

     zeinab_ahmadi1362@yahoo.com: پست الکترونیک  09376982298: تلفن

مقدمه     

 Staphylococcus  (   استافیلوکوکوس اورئوس                               امروزه باکتري                    

aureus     (                                                                         به عنوان یک عامل مهم بیماري زا در بیمارستان

 سال گذشته این باکتري تغییرات                                           50در      .     ) 1( شناخته می شود                     

از آنجایی که این باکتري                                 .     ژنتیکی زیادي را متحمل شده است                                         

داراي ژنوم انعطاف پذیري می باشد، سویه هاي بیماري زا و                                                                               

در سال هاي اخیر                         .     مقاوم به داروي آن گسترش یافته است                                                 
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 در ایجاد عفونت هاي                                 استافیلوکوکوس اورئوس                      نقش مهم               

بیمارستانی و نیز جامعه منجر به افزایش تحقیقات بر روي این                                                                              

 موجب ایجاد                 استافیلوکوکوس اورئوس                      ).      2( باکتري شده است                      

طیف وسیعی از بیماري ها مانند اندوکاردیت، استئومیلیت،                                                                            

مسمومیت غذایی، سپتی سمی، عفونت هاي پوستی، کورك،                                                                   

کفگیرك، عفونت هاي بافت نرم و سندرم پوسته پوسته شدن                                                                        

مقاومت آنتی بیوتیکی در این                                    ).      3( پوست در انسان می گردد                                   

).    4( باکتري به واسطه کروموزوم و پلاسمید کنترل می شود                                                                        

مصرف بیش از حد و بدون نسخه آنتی بیوتیک ها با گذشت                                                                             

زمان افزایش مقاومت و کاهش میزان حساسیت باکتري به آنتی                                                               

.   ) 5( بیوتیک هاي مختلف را به دنبال دارد                                   

 پنی سیلین به عنوان داروي خط اول در                                                           1940قبل از سال                    

اما به          .      مطرح بود             استافیلوکوکوس اورئوس                      درمان عفونت هاي                       

دلیل مصرف بی رویه آن، سویه هاي مقاوم به پنی سیلین به                                                                                  

ژن مقاومت به آنتی                           ).      6( سرعت طی دو سال افزایش یافتند                                              

می باشد که آنزیمی خارج                                        blaZبیوتیک پنی سیلین، ژن                                  

سلولی به نام بتالاکتاماز را به منظور هیدرولیز حلقه بتالاکتام                                                                                    

).    7( کد می نماید             

 متی سیلین به عنوان یک آنتی بیوتیک مطرح                                                             1959در سال            

 مقاوم به                   استافیلوکوکوس              سال بعد اولین مورد                                         2.     شد  

ژن    ).      8( در بریتانیا گزارش گردید                                       )     MRSA( متی سیلین                 

mecA                                                                                 بر روي یک قطعه ژنتیکی سیار قرار دارد که به آن

)   SCCmec  (   استافیلوکوکی                mecمجموعه کروموزومی                              

مقاومت دارویی ایجاد شده در سویه هاي                                                       ).      9( می گویند                

MRSA                                                               ژن    .      ناشی از این عناصر متحرك ژنتیکی می باشد

mecA                                                                         داراي کدهایی براي تغییر در پروتئین متصل شونده به 

بوده که باعث ایجاد میل ترکیبی کمتر در                                                     )     PBP2a( پنی سیلین               

).    10 و    4( اتصال به حلقه بتالاکتام می شود                               

اولین مورد مقاومت به متی سیلین در بیمارستان مشاهده شد و                                                                             

بنابراین خطر                .     همچنان در جامعه در حال افزایش می باشد                                                         

جدي براي سلامت عمومی در سرتاسر جهان محسوب                                                                      

 عفونی شده                MRSAبیمارانی که با سویه هاي                                   ).      11( می گردد             

استافیلوکوکوس               اند بالاترین خطر براي گسترش عفونت هاي                                                      

زیرا این سویه ها داراي                                  .      در جامعه را دارا می باشند                                        اورئوس      

ماهیتی چند مقاومتی بوده و باعث ایجاد مقاومت همزمان به                                                                               

آنتی بیوتیک هاي گروه بتالاکتام، آمینوگلیکوزیدها و ماکرولیدها                                                                           

استقرار میکروارگانیسم ها نقش مهمی در                                                      ).      12( می شوند               

بیماران کلونیزه شده با                                    .     افزایش بیماري زایی آن ها دارد                                               

MRSA                                                                         به عنوان یک مخزن براي انتقال بیماري در بیمارستان 

محل اصلی استقرار این باکتري ناحیه قدامی                                                         .     عمل می نمایند                 

این باکتري شایع ترین عامل عفونت هاي پس از                                                           .     بینی می باشد                

).    13( عمل جراحی نیز محسوب می گردد                             

براي سال ها آنتی بیوتیک ونکومایسین داروي انتخاب شده                                                                             

اما در جولاي                 .      بود       MRSAبراي درمان عفونت هاي ناشی از                                        

در ایالات متحده آمریکا                             )     CDC(  مرکز کنترل بیماري ها                                   2002

اولین گزارش مقاومت نسبت به ونکومایسن را در سویه هاي                                                                           

MRSA                   کاهش حساسیت به ونکومایسین به                                      ).      14(  منتشر نمود

است         vanAدلیل ضخیم شدن دیواره سلولی در اثر وجود ژن                                                                 

که براي تغییر مکان هدف و عدم اتصال به ونکومایسین کد                                                                                 

آنتی بیوتیک هاي آمینوگلیکوزیدي به عنوان یک                                                        ).      15( می شود            

عامل مهار کننده رشد باکتریایی، با داشتن طیف اثر وسیع براي                                                                                 

.    استفاده می شوند                      استافیلوکوکوس اورئوس                      درمان عفونت هاي                       

سه مکانیسم براي ایجاد مقاومت نسبت به آمینوگلیکوزیدها                                                                            

)   2آنزیم هاي تغییردهنده آمینوگلیکوزید،                                             )     1:     مطرح شده است                

با توجه به                .     فعالیت افلوکس باکتري                        )     3موتاسیون ریبوزومی،                        

افزایش روز افزون مقاومت آنتی بیوتیکی در این باکتري سویه                                                                               

هاي مقاوم به آمینوگلیکوزید ارتباط نزدیکی با سویه هاي                                                                                  

MRSA        17 و    16(  دارند    .(

 ابتدا براي درمان عفونت هاي                                         1980فلوروکینولون ها در سال                                  

ناشی از باکتري هاي گرم منفی و سپس براي درمان عفونت                                                                                

.   هاي پنوموکوکی و استافیلوکوکوسی مورد استفاده قرار گرفتند                                                                       

 به       استافیلوکوکوس اورئوس                      اما مقاومت به آن ها در سویه هاي                                                 

این مقاومت              .      براي اولین بار ایجاد شد                                  MRSAویژه سویه هاي                     

به طور معمول در نتیجه موتاسیون خود به خودي کروموزومی                                                                          

 ایجاد          IV ژیراز و توپوایزومراز                                   DNAدر مکان هاي کلیدي                               

).    8( می شود        
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آنتی بیوگرام، از روش هاي معمول آزمایشگاهی و تشخیصی                                                                        

بوده که شامل سنجش میزان توانایی یک آنتی بیوتیک براي                                                                             

این توانایی               .     ممانعت از رشد باکتري ها در آزمایشگاه می باشد                                                            

را می توان با استفاده از روش هاي رقیق سازي در لوله و یا                                                                                       

تداخل هاله              .     کشت میکروارگانیسم در پلیت اندازه گیري نمود                                                      

هاي عدم رشد باکتري در اطراف دیسک هاي آنتی بیوتیکی،                                                                          

).    3( یکی از مشکلات روش هاي انتشار در آگار می باشد                                                                         

، به منظور                   multiplex-PCRامروزه از تعیین تایپ مولکولی                                        

ردیابی هم زمان ژن هاي کد کننده مقاومت آنتی بیوتیکی در                                                                               

.    استفاده می شود                     استافیلوکوکوس اورئوس                      باکتري ها به ویژه                           

این روش می تواند کاهش دهنده و جلوگیري کننده از حالت                                                                           

اپیدمیک عفونت هاي بیمارستانی بوده و در ردیابی منبع                                                                                

با توجه به                ).      10 و        3( عفونت و یا شیوع آن کمک مهمی نماید                                                   

این که در شهرستان کرمانشاه گزارش دقیقی از فراوانی                                                                                 

 در بیمارستان هاي منطقه                                   اورئوس          استافیلوکوکوس             آلودگی با               

وجود نداشت و میزان مقاومت آنتی بیوتیکی این باکتري نیز                                                                             

تعیین نشده است، لذا این مطالعه با هدف ردیابی ژن هاي                                                                                 

استافیلوکوکوس               کدکننده مقاومت آنتی بیوتیکی در سویه هاي                                                         

 جدا شده از عفونت هاي بالینی در انسان و تعیین                                                                           اورئوس      

. الگوي حساسیت آنتی بیوتیکی این باکتري انجام شده است                                                  

مواد و روش ها             

 این مطالعه به                          : جمع آوري نمونه و شناسایی اولیه                                                )     الف   

استافیلوکوکوس                سویه           100توصیفی بر روي                         -صورت مقطعی            

 جدا شده از بیماران مراجعه کننده به بیمارستان امام                                                                          اورئوس      

%   65.      انجام شد             1391شهرستان کرمانشاه در سال                                   )     ع ( رضا       

از زخم هاي پوستی                        %     35نمونه ها از عفونت هاي ادراري و                                                

در تمامی موارد اطلاعات مربوط به سن،                                                  .     جداسازي گردیدند                 

شناسایی سویه هاي                        .     جنس و محل عفونت افراد ثبت شد                                              

 با استفاده از روش هاي استاندارد                                                    استافیلوکوکوس اورئوس                      

میکروب شناسی مانند رنگ آمیزي گرم و تست هاي                                                                              

بیوشیمیایی کاتالاز، کواگولاز، اکسیداز، تخمیر قند مانیتول،                                                                             

).  1(  انجام گردید              DNaseحساسیت به نووبیوسین و                       

به منظور تعیین                        : سنجش فنوتیپی حساسیت آنتی بیوتیکی                                          )     ب 

  MICمقاومت سویه ها نسبت به متی سیلین از روش                                                                               

 )Minimum Inhibitory Concentration     (                    میکرو       با روش

 در این روش رقت هاي متوالی از                                               .دایلوشن براث استفاده شد                             

آنتی بیوتیک متی سیلین با غلظت ثابتی از سوسپانسیون باکتري                                                                              

که کدورتی معادل نیم مک فارلند دارد، در میکروپلیت مخلوط                                                                            

 ساعت گرماگذاري، چگالی نوري                                               24پس از                 .     گردید     

 )Optical Density = OD     (                                                چاهک ها با دستگاه الایزا ریدر

بررسی و پایین ترین غلظتی که مانع از رشد باکتري شده باشد                                                                                 

).  18( در نظرگرفته شد                 MIC به عنوان        

 استفاده از روش                          با     MICدر مورد آنتی بیوتیک ونکومایسین،                                               

به این ترتیب که                       .     تعیین گردید             )     Agar dilution( رقت در آگار                   

 مک فارلند،                   0/5با آماده سازي سوسپانسیون باکتري مطابق                                                           

باکتري به محیط مولر هینتون حاوي ونکومایسین با غلظت                                                                            

μg/ml    4-64             ساعت         24 تا         18نتایج پس از گذشت                          .      تلقیح شد 

تعیین حساسیت جدایه هاي                                ).      19( مورد بررسی قرار گرفتند                                  

نسبت به سایر آنتی بیوتیک ها با                                                    استافیلوکوکوس اورئوس                            

 مطابق با                   (Kirby-Bauer)استفاده از روش انتشار دیسک                                                

 NCCLS  )Committee for Clinical Laboratory دستورالعمل          

Standards     (              انجام شد )تمامی محیط هاي کشت استفاده                                      ).      20

.    آلمان تهیه شد              Merckشده از شرکت             

دیسک هاي مورد استفاده در این مطالعه شامل آنتی بیوتیک                                                                                

، سفتري           ) µg    30( ، تتراسایکلین                     ) µg    10( هاي پنی سیلین                         

، کلیندامایسین                ) µg    25( ، نالیدیکسیک اسید                           ) µg    10( آکسون         

 )µg    2 (                            نووفلوکسازین ، )µg    10 (                         تري متوپریم ،-  

،   ) µg    10( ، آمپی سیلین                                  ) µg    25( سولفامتاکسازول                      

، نئومایسین               ) µg    5( ، سیپروفلوکسازین                      ) µg    20( نیتروفورانتوئین                   

 )µg    30 (                    سفکسیم ، )µg    5 (                          آزیترومایسین ، )µg    15 (   ،

، ونکومایسین              ) µg    5( ، متی سیلین                       ) µg    15( اریترومایسین                

 )µg    30 (                  جنتامایسین ، )µg    10     (                و ریفامپین )µg    30    )  (      شرکت

براي انجام آنتی بیوگرام سوسپانسیون                                            .     بودند     )     پادتن طب، ایران                   

 مک فارلند تهیه و بر روي محیط مولر                                                          0/5باکتري با غلظت                        

 درجه سانتی                 37نمونه ها در دماي                          .     هینتون آگار کشت داده شد                               
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در نهایت بر                   .      ساعت گرما گذاري شدند                                 24گراد به مدت                     

اساس قطر هاله عدم رشد اطراف دیسک ها، نتایج به صورت                                                                          

در این مطالعه                   ).      3( حساس، نیمه حساس و مقاوم بیان گردید                                                    

 ATCC    استافیلوکوکوس اورئوس                      از سویه هاي استاندارد                                     

 به عنوان کنترل مثبت استفاده شد                                                ATCC 25923 و     33591

 )21  .(

 در ابتدا                 : سنجش ژنوتیپی الگوي مقاومت آنتی بیوتیکی                                                    )     ج 

DNA                       توسط کیت                   استافیلوکوکوس اورئوس                         سویه هاي 

مطابق با دستورالعمل شرکت                                )     سیناژن، ایران                 (   DNAاستخراج           

،   mecAبه منظور تکثیر ژن هاي                                       .     سازنده استخراج گردید                          

aacA-D       ،tetK       ،tetM       ،msrA     و    ermA                       از پرایمرهاي 

 استفاده            multiplex-PCRو روش                   )     1جدول        ( اختصاصی           

  استافیلوکوکوس اورئوس                        از سویه هاي استاندارد                                       .     گردید     

ATCC 33591                                     به عنوان کنترل مثبت و ATCC 25923        به 

 و در بقیه موارد از آب مقطر                             mecAعنوان کنترل منفی براي ژن                            

).  21( استفاده شد            

در سویه هاي                     16S rDNA     ژن         PCRدر ابتدا به کمک روش                                 

در این مرحله واکنش                          .     میکروبی جداسازي شده، ردیابی گردید                                         

PCR                         میکرولیتر بافر                        2/5 میکرولیتر شامل                         25 با حجم نهایی

x10       ،150                   میکرومول dNTP       ،1/5                       میلی مول MgCl2   ،

 Taq DNA واحد آنزیم             1 میکرومول از هر کدام از پرایمرها،                                   1

Polymerase   )                  میکرولیتر از                       5و     )     فرمنتاز، آلمان DNA          انجام 

:   برنامه حرارتی استفاده شده در این مرحله عبارت بود از                                                                       .     شد  

 سیکل         30 دقیقه،             4 درجه سانتی گراد به مدت                                       95یک سیکل             

 درجه         58 ثانیه،             45 درجه سانتی گراد به مدت                                         94تکراري          

 درجه سانتی گراد به مدت                                     72 ثانیه،             60سانتی گراد به مدت                             

  7 درجه سانتی گراد به مدت                                       72 ثانیه و یک سیکل نهایی                                      50

).  22( دقیقه       

 ,mecA, tetK براي تشخیص ژن هاي                    multiplex-PCRواکنش       

tetM                       واحد آنزیم                   1 میکرولیتر شامل                       25 در حجم نهایی Taq 

DNA Polymerase   )                 میکرولیتر بافر                            5/2،     ) فرمنتاز آلمانx10   ،

 و      dNTP میکرومول               150 میکرومول از هر کدام از پرایمرها،                                                 1

 درجه سانتی                 95 الگو و با برنامه حرارتی                                        DNA نانو گرم                 50

 درجه سانتی گراد                        95 سیکل تکراري                    30 دقیقه،             5گراد به مدت                   

 درجه سانتی گراد به مدت یک دقیقه،                                                   55به مدت یک دقیقه،                            

 درجه         72 ثانیه و سیکل نهایی                               90 درجه سانتی گراد به مدت                                 72

).    22(  دقیقه انجام شد                 8سانتی گراد به مدت                   

 ,msrA, ermAبراي تشخیص ژن هاي                     multiplex-PCRواکنش       

accA-D                واحد آنزیم             1 میکرولیتر شامل                 25در حجم نهایی Taq 

DNA Polymerase   )                  میکرولیتر بافر                            2/5،     ) فرمنتاز، آلمانx10   ،

و     dNTP میکرومول               150 میکرو مول از هر کدام از پرایمرها،                                                    1

 درجه سانتی                 94الگو و با برنامه حرارتی                                       DNA نانو گرم                   50

 درجه سانتی گراد                      94 سیکل تکراري              30 دقیقه،           5گراد به مدت               

 درجه         72 درجه سانتی گراد یک دقیقه،                                        57به مدت یک دقیقه،                          

 درجه سانتی                 72 ثانیه و سیکل نهایی                                 90سانتی گراد به مدت                             

).    22(  دقیقه انجام شد                 7گراد به مدت             

)   Eppendorf, Germany( در دستگاه ترموسایکلر                              PCRواکنش         

 درصد واجد                1/5به ژل آگاروز                      PCRمحصولات          .     انجام گرفت            

به      DNAقطعات         .     اتیدیوم برماید منتقل و الکتروفورز گردیدند                                                     

 . مشاهده و عکس برداري شدند                          Uvidocدستگاه        کمک     

تجزیه و تحلیل آماري داده ها با استفاده از                                                                   : آزمون آماري             )     د 

 آزمون آماري مربع کاي انجام                                       و     SPSSنرم افزار               نسخه هفدهم                

. قرار داده شد            )   >0/05p( مرز معنی داري روي                   .   گرفت    

پرایمر
توالی نوکلئوتیدي

(5΄- 3΄)

اندازه محصول 

)bp(

mecA
F : AAAATCGATGGTAAAGGTTGG

R : AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC
532

aacA-D
F: TAATCCAAGAGCAATAAGGGC

R: GCCACACTATCATAACCACTA
227

tetK
F : GTAGCGACAATAGGTAATAGT

R: GTAGTGACAATAAACCTCCTA
360

tetM
F : AGTGGAGCGATTACAGAA

R: CATATGTCCTGGCGTGTCTA
158

msrA
F : GGCACAATAAGAGTGTTTAAAGG

R: AAGTTATATCATGAATAGATTGTCCT
940

ermA
F:AAGCGGTAAACCCCTCTG

R:TTCGCAAATCCCTTCTCAAC
190

16S rDNA  

F: GTAGGTGGCAAGCGTTACC

R: CGCACATCAGCGTCAG
228

)22(توالی پرایمر هاي مورد استفاده در این مطالعه : 1جدول
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یافته ها        

در این مطالعه                       : نتایج فنوتیپی مقاومت به آنتی بیوتیک ها                                                  )     الف   

ارزیابی الگوي مقاومت آنتی بیوتیکی سویه هاي                                                                                    

 نشان داد که بیشترین مقاومت نسبت                                              اورئوس          استافیلوکوکوس             

،   %)  76( ، تتراسایکلین                   %)  90( به آنتی بیوتیک هاي پنی سیلین                                              

و کمترین مقاومت                     %)      55( و آمپی سیلین                      %)      64( متی سیلین               

و   %)      8( نسبت به آنتی بیوتیک هاي نیتروفورانتوئین                                                                       

. بوده است        %)    14( ونکومایسین            

در مجموع میزان مقاومت آنتی بیوتیکی در سویه هاي                                                                                

و   %     44/6جداسازي شده از نمونه هاي زخم و ادرار به ترتیب                                                                   

نتایج نشان داد که سویه هاي جدا                                              ).       <0/05p( بودند         %     42/7

شده از زخم هیچ گونه مقاومتی نسبت به آنتی بیوتیک هاي                                                                               

).  1نمودار        ( جنتامایسین و نیتروفورانتین ندارند                                   

با استفاده از آزمون مربع کاي مشخص گردید که بین میزان                                                                                

،   ) >0/045p( مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک هاي پنی سیلین                                                              

،   ) >0/001p( ، نالیدیکسیک اسید                           ) >0/003p( سفتري اکسون                   

، آمپی سیلین                        ) >0/049p( سولفامتاکسول                      -تري متوپریم               

 )0/01p< (                               نیتروفورانتین ، )0/001p< (                        سیپروفلوکسازین ،

 )0/001p< (                   نئومایسین ، )0/03p< (                      کلیندامایسین ، )0/001p< (   ،

، ریفامپین                ) >0/012p( ، سفکسیم                    ) >0/001p( جنتامایسین                

 )0/048p< (                                  اریترومایسین ، )0/023p< (                       تتراسایکلین ،

 )0/038p< (                    آزیترومایسین ، )0/001p<     (                    و منبع عفونت )          زخم یا

اما این ارتباط در                         .     ارتباط آماري معنی داري وجود دارد                                            )     ادرار     

. مورد سایر آنتی بیوتیک هاي مورد بررسی مشاهده نگردید                                                  

استافیلوکوکوس               بررسی مقاومت آنتی بیوتیکی در سویه هاي                                                           

 سال        80 تا         60 نشان داد، افرادي که داراي سن بالاي                                                        اورئوس      

بودند بیشترین مقاومت را نسبت به اکثر آنتی بیوتیک ها                                                                                   

. داشته اند         

 ارزیابی نتایج                    : نتایج ژنوتیپی مقاومت به آنتی بیوتیک ها                                                      )     ب 

الکتروفورز حاصل از تکثیر ژن هاي مقاومت آنتی بیوتیکی                                                                               

 جفت باز که به ترتیب نشان                                         158،     360،     532قطعاتی با طول                     

 در باکتري                    tetM    و  mecA       ،tetKدهنده حضور ژن هاي                                   
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 جدا شده از زخم و ادرار استافیلوکوکوس اورئوسمقایسه توزیع فراوانی مقاومت آنتی بیوتیکی در سویه هاي: 1نمودار
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).    1شکل       (  می باشد را نشان داد                                          اورئوس          استافیلوکوکوس             

، ) msrA   )  bp    940همچنین نتایج حاصل از تکثیر ژن هاي                                                         

 aacA-D )bp    227     (     وermA     )bp    190     ( نشان داده                2ر شکل           د 

ارزیابی توزیع ژن هاي کد کننده مقاومت آنتی                                                                 .     شده است         

 به ترتیب با                      mecA و          tetMبیوتیکی نشان داد که ژن هاي                                              

بیشترین حضور را در سویه هاي جدا                                                     %     58 و          89فراوانی           

 با   tetKاز طرفی ژن            .   شده از نمونه هاي زخم و ادرار داشته اند                                      

کمترین میزان حضور را به خود اختصاص داده                                                           %     13 فراوانی            

در    )     aacA-D( ژن مقاومت به آمینوگلیکوزیدها                                      ).      2جدول        ( بود       

هیچ     .      شناخته شد              استافیلوکوکوس اورئوس                      از جدایه هاي                    %     24

کدام از سویه هاي جداسازي شده از نمونه زخم داراي ژن                                                                                  

در روش انتشار دیسک نیز این سویه                                               .     نبودند        aacA-Dمقاومتی           

ها مقاومتی نسبت به آنتی بیوتیک آمینوگلیکوزیدي جنتامایسین                                                                          

با استفاده از آزمون مربع کاي مشخص                                                ).  >0/001p( نشان ندادند                 

گردید که بین حضور ژن هاي مقاومت به آمینوگلیکوزیدها،                                                                             

)   زخم و ادرار                 ( تتراسایکلین ها، کینولون ها و منبع عفونت                                                                 

در حالی که                ).      >0/001p( ارتباط معنی داري آماري وجود دارد                                                

)   mecA( این ارتباط در مورد حضور ژن مقاومت به متی سیلین                                                                      

).  >0/141p( مشاهده نگردید               

 استافیلوکوکوس اورئوسمقایسه مقاومت آنتی بیوتیکی سویه هاي : 3جدول

multiplex-PCRبا دو روش انتشار دیسک و 

مقاومت آنتی بیوتیکی

آنتی بیوتیک

multiplex-PCR روش روش انتشار دیسک

tetK = 13%

tetM = 89%

76% تتراسایکلین

aacA-D= 24%

%20=جنتامایسین

%20=نئومایسین

آمینوگلیکوزیدها

ermA= 40%

msrA= 36%

%52=اریترومایسین

%47=آزیترومایسین

ماکرولید

mecA= 58% 64% متی سیلین

 با  tetM  وmecA ،  tetKنتایج الکتروفورز حاصل از تکثیر ژن هاي         :  1شکل  

کنترل منفی،  )  1 جفت بازي، ستون     100مارکر  )  multiplex-PCR .Mروش  

bp  532(  ،tetK  (mecAنشان دهنده حضور ژن هاي       )  7 تا   2ستون هاي   

 bp)360 ( وtetM) bp 158 ( می باشداستافیلوکوکوس اورئوسدر باکتري .

 msrA و   aacA-D ، ermAنتایج الکتروفورز حاصل از تکثیر ژن هاي : 2شکل  

کنترل منفی،  )  1 جفت بازي، ستون     100مارکر  )  multiplex-PCR .Mبا روش   

 bp  940(  ،aacA-D  (msrAنشان دهنده حضور ژن هاي      )  7 تا   2ستون هاي   

)bp 227 ( وermA )bp 190 ( می باشداستافیلوکوکوس اورئوسدر باکتري .

ژن

زخم

35

ادرار

65

جمع

100

درصد 

فراونی
P-value

mecA 29 29 58 58% 0/141

aacA-D 0 24 24 24% <0/000

tetK 9 4 13 13% 0/004

tetM 35 54 89 89% 0/001

msrA 16 20 36 36% 0/038

ermA 15 25 40 40% 0/001

الگوي توزیع ژن هاي کد کننده مقاومت آنتی بیوتیکی در سویه : 2جدول 

 جدا شده از زخم و ادراراستافیلوکوکوس اورئوسهاي 
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در مطالعه حاضر نتایج حاصل از مقایسه میزان مقاومت آنتی                                                                             

بیوتیکی با دو روش انتشار دیسک و روش مولکولی                                                                               

multiplex- PCR                                                   نشان دهنده حساسیت و دقت بالاي روش 

 ).  3جدول      ( مولکولی نسبت به روش فنوتیپی است                                 

بحث   

در مطالعه حاضر الگوي مقاومت آنتی بیوتیکی سویه هاي                                                                             

 در نمونه هاي زخم و ادرار با دو                                                       استافیلوکوکوس اورئوس                      

روش انتشار دیسک و روش مولکولی مورد بررسی قرار                                                                           

نتایج حاصل از این تحقیق مقاومت بالاي آنتی بیوتیکی                                                              .     گرفت    

. در ایزوله هاي بیمارستانی شهرستان کرمانشاه را نشان می دهد                                                        

استافیلوکوکوس               سویه هاي                %)      28( یافته ها مقاومت بالاي                                  

این در حالی است که                            .      را نسبت به ریفامپین نشان داد                                         اورئوس      

و همکاران در سال                        )     Ahmadishoar( در مطالعه احمدي شعار                              

 در تبریز هیچ گونه مقاومتی نسبت به آنتی بیوتیک                                                                              1385

و همکاران             )     Zamani( زمانی         ).      23( ریفامپین مشاهده نگردید                              

در همین سال در همدان میزان مقاومت به این آنتی بیوتیک را                                                                                 

 مقاومتی            1390و همکاران در سال                          )     Moradi( و مرادي             %     8/2

).    24( درصد را گزارش نمودند                      19بالاتر از          

استافیلوکوکوس               میزان مقاومت به آمینوگلیکوزیدها در                                                              

 از کشوري به کشور دیگر و سالی به سال دیگر در                                                                          اورئوس      

کشورهاي ایتالیا، فرانسه، پرتغال، یونان و                                                        .     حال تغییر است                   

استافیلوکوکوس               اسپانیا سطح بالایی از مقاومت سویه هاي                                                            

).    25(  نسبت به آمینوگلیکوزیدها را گزارش داده اند                                                                اورئوس      

در مطالعه حاضر مقاومت نسبت به جنتامایسین با روش انتشار                                                                          

این یافته             .     بود   %     multiplex-PCR     ،24اما با روش                  %     20دیسک        

و   )     Schmitz( با نتایج به دست آمده در مطالعه شومیتز                                                                     

 و نیز پژوهش                          1999 و            1998همکاران در سال هاي                                    

 که میزان مقاومت به                               2008در سال            )     Hauschild( هاوسچیلد            

%   24و     %     23جنتامایسین را با روش انتشار دیسک به ترتیب                                                               

).    27 و    26( گزارش نمودند، مشابهت دارد                           

جنتامایسین نقش مهمی در درمان عفونت هاي شدید                                                                             

استافیلوکوکی دارد و در ترکیب با یک بتالاکتام و یا یک                                                                                     

گلیکوپپتید به ویژه در درمان اندوکاردیت استافیلوکوکی مورد                                                                            

اختلاف در میزان مقاومت به جنتامایسین                                               .     استفاده قرار می گیرد                          

 می تواند به دلیل                              multiplex-PCRدر روش انتشار دیسک و                              

حضور ژن هاي تغییر دهنده آمینوگلیکوزیدي یا مکانیسم هاي                                                                         

دیگر مانند کاهش نفوذ پذیري و یا تغییر اهداف ریبوزومی                                                                                  

).  28( باشد      

 ونکومایسین به عنوان یک آنتی بیوتیک براي                                                              1950از سال              

 معرفی          استافیلوکوکوس اورئوس                      درمان عفونت هاي ناشی از                                       

افزایش استفاده از این آنتی بیوتیک در درمان بیماري                                                                         .     گردید     

 موجب ایجاد سویه هاي                                  MRSAهاي ناشی از سویه هاي                                      

 هاي کوآگولاز مثبت و منفی،                                                 استافیلوکوکوس             مقاوم در                  

 ها       انتروکوك        و     )     Clostridium difficile  (   کلاستریدیوم دیفیسیل                    

 )Enterococcus     (         در ژاپن اولین                          1998در سال              .     شده است 

با وجود           ).      17( سویه مقاوم به ونکومایسین شناسایی شد                                                           

 نسبت به                    استافیلوکوکوس اورئوس                        مقاومت روز افزون                                

ونکومایسین این دارو هنوز به عنوان آنتی بیوتیک انتخابی براي                                                                                

.   درمان عفونت هاي این باکتري استفاده می شود                                         

در    .     بود   %     14در مطالعه ما میزان مقاومت به ونکومایسین                                                                 

و همکاران در سال                          )     Kianinia( تحقیقی مشابه از کیانی نیا                                           

استافیلوکوکوس                در شمال غرب ایران میزان مقاومت                                                       2013

در    ).      29( گزارش شد                %     12 نسبت به ونکومایسین                                 اورئوس      

و همکاران در سال                          )     Safdari( حالی که در مطالعه صفدري                                       

در بررسی انجام شده                          ).      30( بوده است              %     20 این مقاومت                   2012

در عربستان سعودي از مجموع                                         )     Alghaity( توسط الغایتی                    

 هاي جدا شده از افراد بیمارستان و خارج از                                                                 استافیلوکوکوس             

بیمارستان مقاومتی نسبت به ونکومایسین مشاهده نگردید                                                                            

در مطالعه آکانبی                      ).      31( 
    

 )Akanbi     (                                میزان مقاومت نسبت به

در    ).      32( گزارش شد              %     15ونکومایسین با روش انتشار دیسک                                         

مطالعه حاضر میزان مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک پنی سیلین                                                                            

این یافته با نتایج به دست آمده در سایر مطالعات                                                                          .     بود   %     90

).    33-35( انجام شده در ایران هم خوانی دارد                                  

استافیلوکوکوس               در          mecAدر این مطالعه میزان حضور ژن                                                 

این یافته با فراوانی هاي                                  .     بود   %     58 مقاوم به متی سیلین                               اورئوس      
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و ترکیه         )     37( ، هند             ) 36( گزارش شده در کشورهاي ایران                                          

مطالعات نشان می دهد که سویه هاي                                                 .     هماهنگی دارد              )     38( 

MRSA                               در سال          %     50 به         1974در سال            %     2 در بیمارستان ها از

با این وجود در تحقیق                                  ).      37(  افزایش یافته است                                 1997

از    %     13 تنها           2002و همکاران در سال                          )     Al-Ruaily( رویلی         -ال  

).    39(  بودند        mecAسویه ها داراي ژن                  

 مقاوم به متی سیلین گاهی                                      استافیلوکوکوس اورئوس                      شناسایی           

اوقات به دلیل بیان ناهمگن مقاومت پیچیده است و تاثیر پذیر                                                                              

در    ).      4(  ، دما و غلظت نمک می باشد                                           pHاز متغییر هایی مانند                              

میان سویه هایی که با روش فنوتیپی مقاوم به متی سیلین                                                                                     

این تفاوت             .      را حمل می کنند                         mecAهستند، درصد کمی ژن                              

ها ناشی از توزیع متفاوت این ژن در مکان هاي گوناگون،                                                                                 

روش بیان آن ها و متفاوت بودن مکان هاي نمونه گیري                                                                                  

).    40( است     

در سویه هاي جدا شده از زخم نگران                                                    mecAحضور بالاي ژن                    

استافیلوکوکوس               از سویه هاي                   %     89در این تحقیق                    .     کننده است           

در مطالعه             .     را دارا بودند                     mecA جدا شده از زخم ژن                                اورئوس      

  MRSAبیشترین موارد شناسایی سویه هاي                                          )     Akpaka( آکپاکا          

در    ).      41( از نمونه هاي زخم و مربوط به بخش جراحی بود                                                                   

  mecAبیشترین میزان حضور ژن                               )     Kianinia( مطالعه کیانی نیا                        

در نمونه هاي لوله تراشه و بینی گزارش گردید و نمونه زخم                                                                                

).    29( داشت        mecAکمترین فراوانی را از نظر حضور ژن                                  

در پژوهش حاضر مقاومت نسبت به اریترومایسن و                                                                              

گزارش       %     48و     %     52آزیترومایسین در روش فنوتیپی به ترتیب                                                  

 در       2010و همکاران در سال                          )     Adaleti( که با نتایج آدالتی                    .     شد  

 و      ermAهمچنین حضور ژن هاي                                ).      42( ترکیه مشابه بود                         

msrA                                                         36و     %     40 براي مقاومت به اریترومایسین به ترتیب   %

و همکاران در سال                          )     Duran( این یافته با نتایج دوران                                        .     بود   

از سویه ها واجد                       %     13 در بیمارستان هاي ترکیه که تنها                                               2012

).    43( را حمل می کردند، مغایرت دارد                                msrAژن    

 سال است که در پزشکی                                50آنتی بیوتیک تتراسایکلین بیش از                                          

مقاومت به این آنتی بیوتیک براي                                          .     مورد استفاده قرار می گیرد                                 

در مطالعه             ).      44(  مشخص شد                1950اولین بار در اواسط سال                                  

%   76ما میزان مقاومت به تتراسایکلین با روش انتشار دیسک                                                                           

از سویه ها ژن                       %     multiplex-PCR     ،89اما در روش                      .     بود   

tetM          ژن      %     13 وtetK                                                       را براي مقاومت به تتراسایکلین دارا 

این یافته نشان دهنده دقت و حساسیت بالاي روش                                                                  .     بودند     

multiplex-PCR                                 نسبت به روش آنتی بیوگرام می باشد  .

و همکاران میزان مقاومت به                                         )     Sadri( در مطالعه صدري                          

با    ).      34( گزارش شد              %     42تتراسایکلین با روش انتشار دیسک                                            

توجه به نتایج منفی کاذب در این تحقیق، روش انتشار دیسک                                                                             

اما به دلیل                 .     کارایی کمتري نسبت به روش هاي ژنوتایپی دارد                                                          

هزینه بالا، امکانات ویژه و نبود پرسنل مجرب امکان انجام                                                                                   

PCR                                                 به طور روزمره در آزمایشگاه هاي معمولی وجود ندارد  .

نتیجه گیري          

نتایج به دست آمده در این مطالعه نشان دهنده مقاومت بالاي                                                                                

 نسبت به آنتی بیوتیک هاي                                    استافیلوکوکوس اورئوس                      سویه هاي              

بنابراین          .     ریفامپین، ونکومایسین، متی سیلین و تتراسایکلین است                                                             

به منظور جلوگیري از افزایش مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک                                                                             

هاي یاد شده و نیز سایر آنتی بیوتیک هاي رایج باید از تجویز                                                                                     

بدون نسخه و استفاده غیر ضروري از آنتی بیوتیک هاي در                                                                                 

.   دسترس خودداري نمود                  

به منظور جلوگیري از مقاومت دارویی پیشنهاد می گردد که قبل                                                                

همچنین        .     از استفاده از آن ها از تست آنتی بیوگرام استفاده شود                                                                       

بر اساس یافته هاي ما در این مطالعه می توان روش                                                                                          

multiplex-PCR                                                           را به عنوان روشی سریع و دقیق جهت تعیین 

  استافیلوکوکوس اورئوس                      الگوي مقاومت آنتی بیوتیکی در                                                

. معرفی نمود          

تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از جناب آقاي مهندس منوچهر                                                                                   

مؤمنی کارشناس محترم آزمایشگاه صنایع غذایی دانشگاه آزاد                                                                          

دلیل همکاري صمیمانه در اجراي این                                                اسلامی واحد شهرکرد به                          

 . کمال امتنان را دارند                    پژوهش       
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Abstract

Background and Objectives: Staphylococcus aureus is one of important etiology of contagious 

infections in community and hospital (nosocomial infections). Nowadays, an intensive increases 

in the antibiotic resistance is recorded due to increase in the rate of antibiotic usages worldwide. 

This study was conducted to track the antibiotic resistant genes in the S. aureus strains isolated 

from clinical specimens obtained from humans and to determine the antibiotic sensitivity pattern 

or the strains. 

Materials and Methods: In this cross-sectional study, 100 coagulase-positive S. aureus collected 

from urinary tract infections and skin wounds of the patients hospitalised in the Imam Reza 

hospital, Kermanshah, through 2012. These strains were selected using laboratory standard 

methods and culture-specific. The antibiotic susceptibility testing was performed using disk 

diffusion on plate. Furthermore, the presence of 5 genes responsible for antibiotic resistance,

including mecA, aacA-D, tet K, tet M, msrA, ermA, were investigated using multiplex-PCR 

method. 

Results: Based on the phenotypic investigation on antibiotic resistance of S. aureus strains, the 

highest rates were seen in treatment with penicillin (90%), tetracycline (76%), methicillin (64%), 

ampicillin (55%) while the lowest sensitivity was observed in treatment with nitrofurantoin (8%) 

and vancomycin (14%). The most prevalent gene was tetM (89%), followed by mecA (58%), ermA 

(40%), msrA (36%), aacA-D (24%) and  tetK (13%).

Conclusion: Our result showed high rates of antibiotic resistance in the S. aureus isolated from 

this hospital. Therefore, it is recommended to limit the antibiotic uses without prescription or in 

unnecessary cases in order to decrease rate of microbial resistance to antibiotics.   
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