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 مقاله تحقیقی
 

 های اهوازافیلوکوکوس اورئوس جدا شده از بیمارستانتهای اسهای مقاومت به تتراسایکلین در سویهژن فراوانیتعیین 
 

 *سحرناز ربیعی، سحر هنرمند جهرمی، شهره زارع کاریزی

 
 گروه زیست شناسی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد پیشوا، ورامین، ایران

 

آدرس گروه زیست شناسی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد پیشوا، ورامین، ایران،  *نویسنده مسئول:
 shohrehzare@yahoo.com:الکترونیکی

 
 آزمایشگاه تحقیقاتی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد پیشوا، ورامین، ایران محل انجام تحقیق:

 
 28/6/95 تاریخ پذیرش:       14/3/95 تاریخ دریافت:

 
 چکیده

رود. امروزه مقاومت به های بیمارستانی و جامعه به شمار میاستافیلوکوکوس اورئوس یکی از عوامل مهم در ایجاد عفونت
باشد و این مسئله موجب نگرانی بیوتیک تتراسایکلین به دلیل مصرف بیش از حد رو به افزایش میها از جمله آنتیبیوتیکآنتی

های مقاوم به تتراسایکلین جدا در سرتاسر جهان شده است. این مطالعه به منظور تعییین میزان فراوانی استافیلوکوکوس اورئوس
های شهر در بیمارستان Tet(M,O,K,L,S)های مقاومت به تتراسایکلین چنین تعیین میزان ژنهای بالینی و همشده از نمونه

های آوری شد. آزمایشسویه استافیلوکوکوس اورئوس از چهار بیمارستان شهر اهواز جمع 231اهواز انجام پذیرفت.در این پژوهش 
ها مقاومت انجام گردید. برای هر یک از نمونه DNaseآمیزی گرم، کواگولاز، کاتالاز، مانیتول سالت آگار و تشخیصی شامل رنگ

های استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم، درصد از سویه4/48بیوتیک تتراسایکلین توسط روش دیسک دیفیوژن سنجیده شد. تیبه آن
های ، وجود ژنDNAبیوتیک تتراسایکلین بودند. پس از استخراج درصد حساس به آنتی 4/34درصد حدواسط و  09/17

Tet(K,M,L,O,S) پلکس به روش مالتیPCR 16گرفت. در این پژوهش از  مورد بررسی قرارSrRNA  به عنوان کنترل داخلی
درصد( دارای ژن 12سویه ) Tet-K ،21درصد( دارای ژن34سویه ) Tet-M ،41درصد( دارای ژن 38سویه) 46استفاده گردید. 

Tet-L  درصد( دارای ژن 10سویه ) 12وTet-O  بودند. ژنTet-S ها یافت نشد.در هیچ یک از سویه 
 

 (Tet-Sو  Tet-K, Tet-M, Tet-O, Tet-Lهای )بیوتیکی، ژناستافیلوکوکوس اورئوس، مقاومت آنتی یدی:واژه های کل
 

 مقدمه 
های بیماریزای ها از نخستین باکتریاستافیلوکوک
ها انتشار وسیعی در باشند.این باکتریشناخته شده می

انسان این ارگانیسم بخشی از فلور نرمال . طبیعت دارند
ترین های گذشته به یکی از مهمولی در طول دهه ،است

های های انسانی تبدیل شده و سردسته عامل عفونتپاتوژن

این (. 1)شوداکتسابی از جامعه و بیمارستان محسوب می
ی وسیعی از علائم و تواند موجب بروز بازهپاتوژن می

های سمی، پنومونی، عفونتمشکلات بالینی شامل سپتی
خم، آرتریت عفونی، استئومیلیت و سندروم شوک ز

شود که معمولاً این علائم به دنبال اعمال جراحی اتفاق سمی
افتد و باعث آمار متفاوتی از عوارض دیگر مانند باکتریمی می
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. یکی از علل مهم (2،3) شودو در نهایت مرگ ومیر می
 موفقیت این ارگانیسم در ایجاد بیماری، تنوع بروز آن در

باشد. با وجود اینکه های زمانی مختلف میها و دورهمکان
تواند همه جمعیت های ناشی از این پاتوژن انسانی میعفونت

ها در افراد مسن، را تحت تأثیر قرار دهد ولی این عفونت
تواند بسیار شدید و کودکان و بیماران دچار نقص ایمنی می

 .(4،5) خطرناک باشد
به دلیل قدرت بیماریزایی  استافیلوکوکوس اورئوس

بالقوه و مقاومت روزافزون در برابر داروهای ضد باکتریایی به 
یکی از مشکلات بهداشتی مهم در جهان تبدیل شده 

 (.1است)
بیوتیک در های مقاوم به آنتیپیدایش سویه

های در دسترس بیوتیکاستافیلوکوکوساورئوس، تعداد آنتی
ه توسط این باکتری را های ایجاد شدبرای درمان عفونت

طوری که در حال حاضر اغلب کاهش داده است. به
ها ها و سفالوسپورینسیلینهای این باکتری به پنیسویه

هایی مانند بیوتیکچنین مقاومت به آنتیاند. هممقاوم شده
اریترومایسین، ونکومایسین و تتراسایکلین نیز گزارش شده 

یر مختلف وارد سلول ها از دو مستتراسایکلین(.2است)
 شوند:می

پلاسمی مانند عبور از طریق فضای پری -1
 های لیپیدی پورین

عبور از طریق غشای سیتوپلاسمی با انتقال فعال.  -2
ها پس از ورود به سلول تمایل به تتراسایکلین

ریبوزوم دارند و از انتقال آمینواسیل  30Sزیرواحد 
tRNA  به محل کمپلکس آغازگر ریبوزوم و

mRNA در نتیجه سنتز  ،کنندجلوگیری می
 (.6گیرد)پروتئین انجام نمی

های استافیلوکوکوس ارئوس از طریق دو مکانیسم سویه
های افلاکس شوند: پروتئیندر برابر تتراسایکلین مقاوم می

کننده های حفاظت ریبوزومی. ژن های کدنو پروتئی
کنند میهای غشایی را کد های افلاکس، پروتئینپروتئین

که خروج تتراسایکلین از سلول را برعهده دارند. خروج 
تتراسایکلین از سلول، غلظت درون سلولی دارو را کاهش 

بیوتیک ریبوزوم داخل سلولی از اثر آنتی ،دهد، بنابراینمی
 (. 16شود)محافظت می

های برای کد کردن پروتئین Tetحدود یازده ژن 
اسایکلین با اتصال به حفاظت ریبوزومی وجود دارد. تتر

ریبوزوم باعث تغییر شکل فضایی ریبوزوم شده در نتیجه 
های حفاظت شود. پروتئینسنتز پروتئین متوقف می
در ریبوزوم، باعث اختلال  h34ریبوزمی در تعامل با پروتئین 

های در سایت اتصال اولیه تتراسایکلین شده و ملکول
. سپس ریبوزوم به گردندتتراسایکلین از ریبوزوم آزاد می

گردد و سنتز پروتئین از شکل فضایی استاندارد خود بر می
های حفاظت ریبوزومی مانند شود. پروتئینسر گرفته می

Tet-M  وTet-O  با این مکانیسم در مقاومت به تتراسایکلین
 (.17نقش دارند)

ها به علت مقاومت به تتراسایکلین در بسیاری از باکتری
های مقاومت به افتد. این ژناق میکسب ژن جدید اتف

تتراسایکلین به وسیله عناصر متحرک هم چون 
ها و یا پلاسمیدها از یک باکتری به باکتری دیگر ترانسپوزون
 (.7شوند)منتقل می

بیوتیکی و فراوانی تحقیقات فراوانی روی مقاومت آنتی
بیوتیک تتراسایکلین در باکتری های مقاومت به آنتیژن

وکوکوس اورئوس در دنیا انجام شده است. لذا در این استافیل
مطالعه به بررسی میزان مقاومت به تتراسایکلین در 

چنین های استافیلوکوکوس اورئوس شهر اهواز و همجدایه
 ,Tet(K, M, L, Oهای مقاومت به تتراسایکلین فراوانی ژن

S) .پرداخته شده است 
 

 هامواد و روش
استافیلوکوکوس  نمونه بالینی 231در این مطالعه تعداد 

چهار بیماران  های پوستیخون، ادرار، خلط و تراشهاورئوساز 
آوری گردید. جمعآریا و  بیمارستان سینا،ابوذر،گلستان

های استاندارد ها در ابتدا با استفاده از آزمونتمامی جدایه
آمیزی گرم، کاتالاز، کواگولاز، تست بیوشیمیایی رنگ

DNase .و تخمیر قند مانیتول شناسایی و تایید شدند 
های سپس با استفاده از روش دیسک دیفیوژن، سویه

مقاوم به تتراسایکلین شناسایی گردید. حساسیت 
های استافیلوکوکوس ارئوس جداسازی بیوتیکی سویهآنتی

بیوتیک نسبت به آنتی CLSIشده براساس استانداردهای 
محیط کشت مولر هینتون آگار تتراسایکلین با استفاده از 
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های آنتی بیوتیکی از شرکت پادتن بررسی شد. دیسک
 .میکروگرم بود 30طب تهیه شد و شامل تتراسایکلین 

های مقاومت در این مطالعه به منظور بررسی فراوانی ژن
های استافیلوکوکوس اورئوس سویه  DNAبه تتراسایکلین،

استخراج  وفرمروش فنل کلر با مقاوم به تتراسایکلین
 (. 14شد)

 Tet-Sو Tet-M ،Tet-K ،Tet-O ،Tet-Lهای تکثیر ژن
( و روش 1با استفاده از پرایمرهای اختصاصی )جدول

Multiplex PCR  انجام شد. برای انجام این آزمایش از دو
Mix  ،استفاده گردیدmix های اول جهت تکثیر ژنTet-M ،

Tet-L وTet-o  وMultiplex PCR های دوم جهت تکثیر ژن
Tet-S  وTet-k  طراحی گردید. لازم به ذکر است که در هر

به عنوان کنترل  16SrRNAاز پرایمر  Multiplex PCRدو 

با  PCRهای داخلی استفاده گردید. در این مرحله واکنش
 1X PCR buffer ،4/0میکرولیتر شامل 15حجم نهایی 

میکرومول از  MgCL2 ،3مولارمیلی dNTP ،4/0میلی مولار
انجام  DNAاز  ng100واحد آنزیم و  1هر کدام از پرایمرها، 

درجه  95شد. برنامه حرارتی شامل: یک سیکل دمای 
درجه  95سیکل دمای  32دقیقه،  5سانتیگراد به مدت 

 50درجه سانتیگراد به مدت  62ثانیه، دمای  50سانتیگراد 
ه و در نهایت ثانی 50درجه سانتیگراد به مدت  72ثانیه و 

 دقیقه. 5درجه سانتیگراد به مدت  72یک سیکل دمای 
درصد  12روی ژل اکریل آمید  PCRمحصولات 

الکتروفورز گردید.پس از رنگ آمیزی ژل با نیترات نقره نتایج 
 بررسی گردید.

 
 .تتراسایکلینهای مقاومت به توالی پرایمرهای مورد استفاده جهت تکثیر ژن - 1جدول

 طول محصول
PCR(bp)  توالی پرایمر( 5- 3)  پرایمرنام  

 
169 

TCG ATAGGA ACA GCA GTA Tet-K (F) 
 CAG CAG ATC CTA CTC CTT Tet-K (R) 

 
267 

TCG TTA GCG TGC TGT CAT TC Tet-L (F) 
GTATCCCACCAATGTAGCCG Tet-L (R) 

 
406 

 GTGGACAAAGGT ACAACG AG Tet-M (F) 
CGGTAA AGT TCG TCA CAC AC Tet-M (R) 

 
667 

CAT AGA CAA GCC GTT GAC C Tet-S(F) 

  ATG TTT TTG GAA CGC CAG AG Tet-S(R) 
 

515 
   AAC TTA GGC ATT CTG GCT CAC Tet-O(F) 

  TCC CAC TGT TCC ATA TCG TCA Tet-O(R) 

 
228 

GTAGGTGGCAAGCGTTATCC 16SrRNA(F) 
CGCACATCAGCGTCAG 16SrRNA  (R) 

 
 نتایج

های در این مطالعه بیشترین میزان سویه
 های بالینی ادراراستافیلوکوکوس اورئوس از نمونه

 درصد(،3/14) های خوندرصد(، پس از آن نمونه3/72)

درصد( جداسازی 5/6) های پوستیو تراشه درصد(7خلط)
 ها از بیماران زن و نمونهدرصد 77شد. از این میان، 

درصد از مردان جداسازی شد. بیشترین فراوانی 23
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 60تا  40های استافیلوکوکوس اورئوس از گروه سنی سویه
 آوری شد.سال جمع

ی، نیبال نمونه 231 از کی هری برامطالعه  نیدرا
 سکید روش توسط نیکلیتتراسا کیوتیبیآنت به مقاومت

 نمونه 231 از شده انجامی بررس در. شد دهیسنج وژنیفید
ی هاهیسو ازدرصد( 48/48)سویه  112 ،ینیبال

 ازدرصد( 57/28)سویه  32 مقاوم، اورئوس لوکوکوسیاستاف
سویه  68 و( هحساس مین)ی نینابیب حالت هانمونه

 بودند نیکلیتتراسا کیوتیبیآنت به حساسدرصد( 71/60)
، Tet-M ،Tet-L  ،Tet-Kهای (. سپس فراوانی ژن1)شکل
Tet-O وTet-L  به روشMultiplex PCR بررسی 

 .(2شد)شکل

های کدکننده مقاومت به فراوانی هر یک از ژن
های استافیلوکوکوس اورئوس در تتراسایکلین در سویه

های مقاومت چنین فراوانی ژنارائه شده است. هم 2جدول
به تفکیک منبع جداسازی در هر یک از  به تتراسایکلین

 نمایش داده شده است. 1های بالینی در نمودارنمونه
های مقاومت به زمانی حضور ژنهم ،همچنین

سویه حاوی دو یا سه ژن  30تتراسایکلین بررسی گردید. 
های درصد دارای ژن5/12 مقاومت به تتراسایکلین بودند.

Tet(K,M)  ،35/5های ها دارای ژندرصد از سویه
Tet(K,L) ،46/4ی هادرصد دارای ژنTet(L,M) ،35/5 

-سویه 4و  Tet(M,O)های ها نیز حاوی ژندرصد از جدایه
درصد( درای سه ژن مقاومت به تتراسایکلین 57/3)

Tet(M,O,K) .بودند 

 
 .آگار نتونیه مولر طیدرمحی کیوتیبیآنتی هاسکید اطراف در هایباکتر رشد عدم و ررشدیتصو-1شکل

 

 
-Tetژن: 3،4،5،8،9،13،15،16،17،18 ،1 های¬چاهک: درصد12 دیلآمیاکر ژلی رو نیکلیتتراسا به مقاومتی هاژن شینما– 2شکل

Oژن: 6،11 یها،چاهکTet-Mژن: 13و 8یها،چاهک Tet-L ژن 17 و 13ی هاچاهک وTet-K چاهک نیهمچن. دهندیم شینما را 
 .باشدیمجفت باز  100مارکر زیسا 10 شماره
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 .های استافیلوکوکوس اورئوسهای کد کننده مقاومت به تتراسایکلین در سویهبررسی فراوانی هر یک از ژن - 2جدول
 های مقاومت)درصد(هر یک از ژن ژن مقاومت به تتراسایکلین

Tet-M 38درصد 
Tet-K 34درصد 

Tet-L 18درصد 

Tet-O 10درصد 

Tet-S 0 

 

 
 

 .های بالینیمقاومت به تتراسایکلین در هر یک از نمونههای فراوانی هر یک از ژن - 1نمودار
 

 بحث
استافیلوکوکوس اورئوس به دلیل قدرت بیماریزایی 

باکتریایی به بالقوه و مقاومت روز افزون در برابر داروهای ضد
 یکی از مشکلات بهداشتی مهم در جهان تبدیل شده است.

باکتری و به  در این بیوتیکیافزایش روز افزون مقاومت آنتی
ها های ناشی از آن ها در بیمارستانتبع آن گسترش عفونت

و جامعه توجه مجامع علمی را به خود معطوف کرده 
 .(8)است

بیوتیک در مطالعه حاضر الگوی مقاومت به آنتی
تتراسایکلین توسط هر دو روش انتشار دیسک و روش 

مولکولی مورد بررسی قرار گرفت. ایجاد مقاومت به 
های گرم مثبت و گرم منفی به علت تتراسایکلین در باکتری

های باشد. ژنبیوتیک میهای مقاومت به این آنتیحضور ژن
Tet(M,O,L,K,S,W) های مقاومت در ترین ژنشایع

های گرم مثبت از جمله استافیلوکوکوس اورئوس باکتری
 ,Tet-K, Tet-Mهای این مطالعه فراوانی ژنهستند. در 

Tet-O, Tet-L, Tet-S  مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل
های بیوتیکی در ایزولهاز این تحقیق مقاومت بالای آنتی

 دهد. بیمارستانی شهر اهواز را نشان می
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ها مقاوم به درصد سویه 48/48در این مطالعه 
های استافیلوکوکوس هفراوانی سوی تتراسایکلین بودند.

 اورئوس مقاوم به تتراسایکلین در مطالعات مختلف متفاوت
در پاکستان  2012( درسال 11) و همکاران Ullahاست. 

های استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به شیوع سویه
در  (12)و همکاران  Trzcinskiدرصد و 57تتراسایکلین را 

 . درسالدرصد گزارش کردند66این میزان را  2000سال 
-درکرمانشاه، احمدی و همکاران میزان شیوع سویه 1391

ش های استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به تتراسایکلین را بی
درصد گزارش کردند. در 76از مطالعه حاضر و در حدود 

 36( مقاومت را 1386که اکبرزاده و همکاران در تبریز)حالی
کردند. درصد اعلام 64(، 1388درصد و رحیمی در اصفهان)

علت تفاوت در نتایج مطالعات مختلف، تفاوت در نوع 
به نظر  .باشدها و شرایط جغرافیایی میها، تعداد نمونهنمونه

های استافیلوکوکوس اورئوس رسد دلیل افزایش سویهمی
-یمقاوم به تتراسایکلین تجویز و مصرف بیش از حد این آنت

 (.13باشد)بیوتیک می
باشد. زیرا این ژن مقاومت میترین فراوان Tet Mژن 

ژن هم روی کروموزوم و هم روی پلاسمید قرار دارد و از 
های حفاظت ریبوزومی نسبت به طریق مکانیسم پروتئین

 Tet-Kکند. پس از آن ژن تتراسایکلین مقاومت ایجاد می
باشد که روی پلاسمیدهای بیشترین فراوانی را دارا می

 Effluxهای سم پروتئینکوچک واقع شده است و با مکانی
باعث خروج تتراسایکلین از سلول می شوند و بنابراین با 

 شود.کاهش غلظت درون سلولی دارو باکتری مقاوم می
های مقاومت به زمانی ژندر این مطالعه به بررسی هم
ها هم درصد از سویه5/12تتراسایکلین نیز پرداخته شد. 

بودند. در تحقیق  Tet-Mو هم دارای ژن  Tet-Kدارای ژن 
درصد و در مطالعات 9/13(، 8()1392امانینی )
Trzcinski(2000()15 به ترتیب )درصد از  21 درصد و 42

با توجه به  .بودند Tet-M و Tet-Kواجد هر دو ژن  هاسویه
-روی پلاسمید واقع شده Tet-M و Tet-kاینکه هر دو ژن 

م زمانی این یکی از دلایل بالا بودن فراوانی ه .(17،16اند)
 باشد.دو ژن، پیوستگی ژنی می

های مقاومت به تتراسایکلین چنین فراوانی نوع ژنهم
( و Resistantهای استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم)در سویه
( به تتراسایکلین سنجیده شد. intermediateبینابینی)

های مقاوم به در سویه Tet-Kو  Tet-Mهای فراوانی ژن
که فراوانی در حالی .ها استاز سایر ژنتتراسایکلین بیش 

های استافیلوکوکوس اورئوس دارای در جدایه Tet-Kژن 
از فراوانی کمی  Tet-Mمقاومت بینابینی صفر و ژن 

برخوردار است، این مسئله نیز تایید کننده اهمیت ژن های 
Tet-M و Tet-K های مقاوم به تتراسایکلین در ایجاد سویه

 (.2باشد)نمودارمی
 

 
 های استافیلوکوکوس اورئوس.سویه Iو  Rهای های مقاومت به تتراسایکلین در نمونهمقایسه فراوانی ژن - 2نمودار
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، جهت تعیین CDCبر اساس استانداردهای ارائه شده از 
های استافیلوکوکوس مقاومت به تتراسایکلین در سویه

ت های تعیین الگوی مقاوماستفاده از روشاورئوس علاوه بر 
بیوتیکی به روش دیسک دیفیوژن و محیط مولر آنتی

هایی مانند تعیین شود از روشهینتون آگار پیشنهاد می
 E-testحداقل غلظت مهارکننده، روش آگار دایلوشن و یا 

 (.18استفاده نمود)
 بیوتیکهای این مطالعه به آنتیکاهش حساسیت سویه

ایکلین شاید به این دلیل باشد که در اهواز از این تتراس
ها و های ناشی از این سویهدر درمان عفونت بیوتیکآنتی

های دیگر زیاد های ایجاد شده توسط باکتریسایر عفونت
رسد که انجام تحقیق مشابه در به نظر میشود. استفاده می

رای مناسبی ب معیارهای جدا شده از سایر نقاط کشور سویه
 ها باشد.بررسی پراکندگی این سویه

گیری کرد که میزان مقاومت توان نتیجهدر نهایت می
ایجاد شده در سویه های استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به 
تتراسایکلین توسط ژن های مختلف ایجاد کننده مقاومت 

 بهاین آنتی بیوتیک با هم متفاوت است.
 

 تقدیر و تشکر
تشکر خویش را از کلیه عزیزانی که بدین وسیله مراتب 

 .داریمما را در انجام این پژوهش یاری کردند، ابراز می
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