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 چكيده
 هاي بيمارستاني و اكتـسابي از سيلين يكي از عوامل اصلي عفونت استافيلوكوكوس اورئوس مقاوم به متي : هدف

 راه بـا صـورت تركيبـي همـ آمينوگليكوزيدها عوامل باكتريسيدال قدرتمندي هـستند كـه اغلـب بـه . جامعه است
 سـازي غيرفعـال . شـوند خصوص در درمان اندوكارديت استافيلوكوكي مصرف مـي به ها ها يا گليكوپپتيد بتالاكتام

 اين داروها در ترين مكانيسم مقاومت به اصلي ، هاي سلولي تغييردهنده آمينوگليكوزيدها آنزيمي دارو توسط آنزيم
 . است ها استافيلوكوك

 هـاي تغييردهنـده تـرين آنـزيم كدكننـده يكـي از مهـم ant(4′)­Ia ن راواني ژ هدف اصلي تحقيق حاضر تعيين ف
 طـور همزمـان بـه روش شـود، بـه سـيلين مـي مقاومت به متـي موجب كه mecA آمينوگليكوزيدها به همراه ژن

Multiplex­PCR است هاي باليني استافيلوكوكوس اورئوس در ايزوله . 
 هـاي شـريعتي و زوله باليني اسـتافيلوكوكوس اورئـوس از بيمارسـتان اي ۱۰۰ آوري پس از جمع : ها مواد و روش

 بيـوتيكي هاي آنتـي ها به روش انتشار از ديسك توسط ديسك بيوتيكي سويه االله تهران، الگوي حساسيت آنتي بقيه
 مايسين يل سيلين، اگزاسيلين، ونكومايسين، تتراسايكلين، اريترومايسين، جنتاميسين، توبرامايسين، آميكاسين، نت پني

 سـازي در آگـار، حـداقل غلظـت همچنين توسـط روش رقيـق . د ش تعيين CLSI و كانامايسين با رعايت اصول
 براي . توبرامايسين و آميكاسين تعيين شد هاي اگزاسيلين، جنتاميسين، بيوتيك آنتي كنندگي با استفاده از پودر مهار

 ازگر اختصاصي استفاده شد و با استفاده از روش از دو جفت آغ mecA و ant(4′)­Ia هاي مقاومت تشخيص ژن
Multiplex­PCR د ش ها تعيين فراواني آن . 

 ترتيب در و پس از آن بيشترين ميزان مقاومت به ) درصد ۱۰۰ ( سيلين مقاوم بودند ها نسبت به پني تمامي سويه : نتايج
 ، ) درصـد ۵۳ ( ، توبرامايسين ) درصد ۵۶ ( ، اريترومايسين ) درصد ۶۱ ( ، تتراسايكلين ) درصد ۶۸ ( مقابل كانامايسين

 همچنين تمامي . د ش مشاهده ) درصد ۲۲ ( مايسين و نتيل ) درصد ۴۸ ( ، آميكاسين و اگزاسيلين ) درصد ۵۲ ( جنتاميسين
 ها نسبت به سويه درصد ۵۰ سازي در آگار رقيق در روش ). درصد ۱۰۰ ( ها نسبت به ونكومايسين حساس بودند سويه

 ترتيب نسبت به جنتاميسين، آميكاسين و ها نيز به سويه درصد ۵۱ و درصد ۴۵ ، درصد ۴۹ بودند و اگزاسيلين مقاوم
 حـداقل ها مقاومت سطح بالا نسبت به جنتاميسين بـا درصد سويه ۳۷ همچنين . توبرامايسين مقاومت نشان دادند

 ها داراي ژن ويه درصد س Multiplex­PCR ۵۳ در روش . ليتر نشان دادند ميكروگرم در ميلي ۱۲۸ غلظت مهاري
mecA ها نيز از نظر حضور ژن درصد سويه ۵۸ بودند و ant(4′)­Ia مثبت بودند .
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 و همكاران گار عباس ياد اورئوس مقاوم در استافيلوكوكوس ant(4′)­Ia ژن
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۶۰ 

 دهند بيوتيكي نشان مي هاي فنوتيپي و ژنوتيپي تعيين حساسيت آنتي دست آمده توسط آزمون نتايج به : گيري نتيجه
 هـاي گليكوزيـدي در سـويه سـيلين و مقاومـت آمينو كه ارتباط معناداري از نظر آمـاري بـين مقاومـت بـه متـي

 ). P > ۰ / ۰۵ ( سيلين وجود دارد استافيلوكوكوس اورئوس مقاوم به متي

 Multiplex­PCR ، مقاومت آمينوگليكوزيدي، روش mecA استافيلوكوكوس اورئوس، : كليدواژگان

 مقدمه - ۱
 Staphylococcus) استافيلوكوكوس اورئوس aureus) به 

ــه ــني ب ــاري روش ــل بيم ــك عام ــوان ي ــه زاي عن ــد ك  قدرتمن
 . كنـد شـناخته شـده اسـت هاي متعـددي را ايجـاد مـي عفونت

ــي ــه متـ ــاوم بـ ــوس مقـ ــتافيلوكوكوس اورئـ ــيلين اسـ  سـ
(Methicillin­resistant Staphylococcus aureus: MRSA) . 

 هــاي بيمارســتاني و همچنـين يكــي از عوامــل اصـلي عفونــت
 نسبت اي را اكتسابي از جامعه است كه امروزه مقاومت چندگانه

 هــا هــا از جملــه بتالاكتــام بيوتيــك بــه طيــف وســيعي از آنتــي
(Beta  lactam) ــد ــايكلين ، آمينوگليكوزيـ ــا، تتراسـ ــا هـ  هـ
(Tetracycline) ها ، فلوروكوئينولون (Fluoroquinolones) و 

 امـروزه بنـابراين . كسب كـرده اسـت (Macrolides) ها ماكروليد
ــك تعــداد محــدودي از آنتــي ــه بيوتي ــوان هــا ب  داروهــاي ضــد عن

ــسين ــون ونكومايــ ــتافيلوكوكي همچــ  و (Vancomycin) اســ
 مقاومــت بــه . ند هــست در دســترس (Teicoplanine) تيكــوپلانين

 PBP2a ها به دليل توليـد بـيش از حـد سيلين در استافيلوكوك متي
 ســيلين كــه يــك پــروتئين متــصل شــونده بــه پنــي اســت

(Penicillin­Binding Protein: PBP) تمايل و ست تغيير يافته ا 
 هـاي خـانواده بتالاكتـام نـشان بيوتيك كمي براي اتصال به آنتي

 ]. ۴ - ۱ [ دهد مي
 هـا و صورت تركيب بـا بتالاكتـام آمينوگليكوزيدها اغلب به

ــايي كــه توســط ــدوكارديت باكتري  گليكوپپتيــدها در درمــان ان
 شود ها ايجاد مي و استافيلوكوك (Enterococcus) ها انتروكوك

 ها با اتصال به زيرواحد ريبوزومي بيوتيك اين آنتي . كاربرد دارند
S ۳۰ شوند هاي سلول باكتري مي باعث تداخل در سنتز پروتئين 
 هاي گرم منفي مقاومت به آمينوگليكوزيدها هم در باكتري ]. ۵ [

 سه مكانيسم مقاومت . ها گزارش شده است و هم در گرم مثبت

 كــاهش در شــامل تغييــر در جايگــاه ريبــوزومي اتــصال دارو،
 سازي آنزيمي دارو، مسئول مقاومت نفوذپذيري دارو و غيرفعال

 سازي آنزيمـي غيرفعال در اين ميان . د هستن به آمينوگليكوزيدها
ــزيم ــط آن ــدها توس ــده آمينوگليكوزي ــاي تغييردهن ــو ه  - آمين

ــدها  Aminoglycoside­modifying) گليكوزي enzymes:  AMEs) ، 
 هــاي ن داروهــا در گونــه تــرين مكانيــسم مقاومــت بــه ايــ اصــلي

 مختلف براساس فعاليت ها به سه رده اين آنزيم . است استافيلوكوكي
 شوند كه شامل آمينوگليكوزيد استيل بندي مي شان طبقه تغييردهندگي
 AACs (Aminoglycoside­acetyltransferases) ترانسفرازها

 ­APHs (Aminoglycoside فـسفريل ترانـسفرازها آمينوگليكوزيد

phosphotransferases) و آمينوگليكوزيــــــد نوكلئوتيــــــديل 
 ANTs (Aminoglycoside­nucleotidyltransferases) ترانسفرازها

 ]. ۹ - ۶ [ ند هست
 هـا، هاي گـرم مثبتـي چـون اسـتافيلوكوك در ميان كوكسي

 پـنج نـوع از (Streptococcus) ها ها و استرپتوكوك انتروكوك
 از اين ميان . ها وجود دارد آمينوگليكوزيد هاي تغييردهنده آنزيم

 APH(3′)­III و AAC(6′)/APH(2″) ، ANT(4′)­I سه آنزيم
 aac(6′)­Ie/aph(2″) ، ant(4′)­Ia هاي ترتيب توسط ژن كه به

 اي برخوردارند زيرا از اهميت ويژه شوند، كد مي aph(3′)­IIIa و
 هـاي مختلـف هاي تغييردهنده در گونـه ترين آنزيم ها جزء شايع آن

 سـازي ند و عـلاوه بـر ايـن باعـث غيرفعـال هـست ها لوكوك استافي
 اهميت درمـاني و از شوند كه هاي آمينوگليكوزيدي مي بيوتيك آنتي

 ]. ۱۳ - ۱۰ [ برخوردارند باليني
 ant(4′)­Ia ن هدف اصـلي تحقيـق حاضـر تعيـين فراوانـي ژ

 هاي تغييردهنده آمينوگليكوزيدها به ترين آنزيم كدكننده يكي از مهم
 طـور شود، به سيلين مي مقاومت به متي موجب كه mecA ژن همراه

 هاي استافيلوكوكوس در سويه Multiplex­PCR همزمان به روش
همچنـين . اسـت هـاي بـاليني آوري شـده از نمونـه اورئوس جمـع
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 ۱۳۸۸ بهار ، ۱ شماره ۱۲ ، دوره مدرس علوم پزشكي مجله
 ـ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــ

۶۱ 

 هـا و دسـت آمـده نـسبت بـه آمينوگليكوزيـد الگوهاي مقاومتي بـه
 ت ضـد هـاي اسـتاندارد تعيـين حـساسي سـيلين توسـط روش متي

 ميكروبي نظير انتشار از ديـسك و روش رقـت در آگـار بـا نتـايج
 . شد مقايسه و بررسي PCR حاصل از روش مولكولي

 ها مواد و روش - ۲
 ها آوري و تشخيص باكتري جمع - ۱ - ۲

 هاي بـاليني سويه باليني استافيلوكوكوس اورئوس از نمونه صد
 ع و مـايع مختلف نظير زخم، آبسه، خلط، خـون، ادرار، مـايع نخـا

 هـاي االله در تهران طي سـال شريعتي و بقيه مفصل از دو بيمارستان
 هـا تمـامي سـويه . د ش آوري به روش تصادفي جمع ۱۳۸۷ تا ۱۳۸۶

 Manitol) ر مانيتول نمك آگـا ابتدا روي محيط Salt  agar) ه تهيـ 
 آلمان، كـشت داده شـدند و سـپس بـراي Merck شده از شركت

 هـاي بيوشـيميايي آميزي گرم و آزمون ها از رنگ تعيين هويت سويه
 DNase و (Coagulase) ز، كوآگـولاز معمول نظير آزمايش كاتالا

 در تمام ]. ۱۴ [ تشخيص استافيلوكوكوس اورئوس استفاده شد براي
 شناسي از دو سويه اسـتاندارد اسـتافيلوكوكوس باكتري هاي آزمايش

ــوس  ATCC اورئـ ــديس 25923 ــتافيلوكوكوس اپيدرميـ  و اسـ
(Staphylococcus  epidermis) ATCC   جــود در مو 12228

 هـاي عنـوان سـويه شناسي دانشگاه تربيت مـدرس بـه آزمايشگاه باكتري
 سوي در محيط تريپتيك ها در نهايت از تمامي سويه . د ش كنترل استفاده

:Tryptic Soy Broth) بـراث TSB) تهيـه شـده از شـركت Merck 
تـوك ۱۵ حاوي آلمان،  كـشت (Glycerol stock) درصد گليسرول اس
 . د ش گراد نگهداري درجه سانتي - ۸۰ و در دماي تهيه ذخيره

 ها بيوتيكي سويه تعيين حساسيت آنتي - ۲ - ۲
 ها نسبت حساسيت آن ، ها تعيين الگوي مقاومتي سويه براي

 ، ) ميكروگـرم ۱ ( (Oxacillin) هـاي اگزاسـيلين بيوتيك به آنتي
ــي ــيلين پن ــد G ) ۱۰ س ــسين ، ) واح ــرم ۳۰ ( ونكوماي  ، ) ميكروگ

 ، تتراسايكلين ) ميكروگرم ۱۵ ( (Erythromycin) اريترومايسين
ــرم ۳۰ ( ــسين ) ميكروگـ ــامل جنتاميـ ــدها شـ  و آمينوگليكوزيـ

(Gentamicin) ) ۱۰ ــرم ــين ) ميكرگـ  (Amikacin) ، آميكاسـ
 ، ) ميكروگـرم ۳۰ ( (Netilmicin) مايسين ، نتيل ) ميكروگرم ۳۰ (

 كانامايــسين و ) ميكروگــرم ۱۰ ( (Tobramycin) توبرامايــسين
(Kanamycin) ) ۳۰ روش انتشار از ديـسك مطابق ) ميكروگرم 

 با استفاده (Kirby­Bauer Disk diffusion method) بائر - كربي
 و با رعايت استانداردهاي (Mast, UK) بيوتيك هاي آنتي ديسك از

CLSI (Clinical  and  Laboratory  Standards  Institute) . 
ــد ــي شـ ــد ]. ۱۵ [ بررسـ ــين حـ ــاري همچنـ  اقل غلظـــت مهـ

(Minimal Inhibitory Concentration: MIC) هـاي بيوتيك آنتي 
ــه روش  اگزاســيلين، جنتاميــسين، آميكاســين و توبرامايــسين ب

 بـا اسـتفاده از (Agar dilution method) سازي در آگار رقيق
 (Sigma, St Louis, USA) هاي مذكور بيوتيك پودرهاي آنتي

 محـيط مـولر هينتـون آگـار بـه ايـن صـورت كـه . د شـ تعيـين
(Muller  Hinton  agar) (Merck,  Germany) حــاوي 

 ميكروگــرم در ۱۰۲۴ هــاي متــوالي از صــفر تــا بــيش از رقــت
 سـپس . د هاي فوق تهيـه شـ بيوتيك از آنتي ليتر از هر كدام ميلي

 باكتريـايي بـا غلظـت (Inoculum) يك ميكروليتر از اينوكلوم
 بـه هـر cfu/spot ۱۰ ۴ (Colony­forming unit/spot) نهايي

 بـراي همچنـين . اي تلقـيح شـد ها به روش نقطـه كدام از رقت
 ۲ / ۵ براي اگزاسيلين محـيط مـولر هينتـون حـاوي MIC تعيين

 ]. ۱۵ [ تهيه شد (NaCl) سديم ر و درصد كلر
 بيوتيـك از هـا و پودرهـاي آنتـي كنترل كيفي ديـسك براي

 ، ATCC 25923 هاي استاندارد استافيلوكوكوس اورئوس سويه
 ATCC استافيلوكوكوس اپيدرميديس  و انتروكوكـوس 12228

 Entrococcus) فكاليس faecalis) ATCC 29212 ) موجود 
 ) شناسي دانـشگاه تربيـت مـدرس تهـران در آزمايشگاه باكتري

ــوس . اســتفاده شــد ــين از ســويه اســتافيلوكوكوس اورئ  همچن
MRSA   تهيه شده از بانك ميكروبي بيمارسـتان بـوعلي ( 400

 كنترل مقاومت به اگزاسيلين و براي مقاوم به اگزاسيلين ) تهران
 ي از طرف جناب اهداي ( JH2­2 از سويه انتروكوكوس فكاليس

 شناسـي آقاي دكتر محمد فـيض آبـادي، آزمايـشگاه ميكـروب
كه علاوه بر مقاومـت نـسبت ) دانشكده پزشكي دانشگاه تهران
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 و همكاران گار عباس ياد اورئوس مقاوم در استافيلوكوكوس ant(4′)­Ia ژن
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۶۲ 

 (Fusidic acid) و فوزيديك اسـيد (Rifampicin) به ريفامپيسين
 كنترل مقاومت براي نسبت به آمينوگليكوزيدها نيز مقاوم است،

 . شد به آمينوگليكوزيدها استفاده

 استخراج ژنوم - ۳ - ۲
ــراي ــتخراج ب ــويه DNA اس ــتافيلوكوكوس از س ــاي اس  ه

 DNA (DNPTM هاي اسـتخراج اورئوس از كيت Kit) تهيـه 
 تخليص همچنين براي . استفاده شد CinnaGen شده از شركت
 (Lysostaphin) از آنــزيم ليزواســتافين DNA بهتــر و بيــشتر

(Sigma, St Louis, USA) د ش نيز استفاده . 

 Multiplex­PCR واكنش - ۴ - ۲
 از دو جفت آغـازگر mecA و ant(4′)­Ia هاي تكثير ژن براي
(Primer) توسـط چـوي ۲۰۰۳ در سال اختصاصي كه (Choi) و 

 توالي آغازگرها و اندازه ]. ۱۳ [ د طراحي شد، استفاده گردي همكاران
 مخلوط واكنش در حجم . آمده است ۱ قطعات محصول در جدول

 ۲ / ۵ ميكرومـول از هـر آغــازگر، ۰ / ۱ ميكروليتـر شــامل ۲۵ نهـايي
 مـول ميلـي MgCl2 ، ۲ / ۰ مـول ميلي x ۱ PCR ، ۵ / ۱ ميكروليتر بافر

dNTPs ، ۲ ميكروليتــــر DNA واحــــد آنــــزيم ۱ / ۵ الگــــو و 
Taq DNA polymerase (CinnaGen) حجم نهـايي بـا بود كه 

 برنامـه دسـتگاه . ميكروليتر رسـانده شـد ۲۵ آب ديونيزه استريل به
,Mastercycler gradient) ترموسايكلر Eppendrof, Germany) 

ــد ــيم شـ ــورت تنظـ ــن صـ ــه ايـ ــز بـ ــه : نيـ ــتگي اوليـ  واسرشـ
(Initial  Denaturation) دقيقه و ۵ گراد براي درجه سانتي ۹۵ در 

 گـراد درجـه سـانتي ۹۵ چرخه شامل واسرشتگي در ۳۵ آن بعد از
 دقيقه، تكثيـر ۱ گراد براي درجه سانتي ۵۸ دقيقه، اتصال در ۲ براي

 درجـه ۷۲ دقيقه و تكثير نهايي در ۱ گراد براي درجه سانتي ۷۲ در
 . دقيقه ۱۰ گراد براي سانتي

 الگــو ســويه اســـتاندارد DNA از PCR هــاي در واكــنش
 عنوان كنتـرل منفـي و به ATCC 25923 رئوس استافيلوكوكوس او

 هـاي ژن داراي ( MRSA 400 هاي استافيلوكوكوس اورئوس سويه

mecA و ant(4′)­Ia ( و انتروكوكوس فكاليس JH2­2 ) داراي 
 . د ش عنوان كنترل مثبت استفاده به ) ant(4′)­Ia ژن

 PCR توالي آغازگرهاي مورد استفاده به همراه اندازه قطعات محصول ۱ جدول

 مرجع ** * توالي ژن
 جلويي

5́­CCTAGTAAAGCTCCGGAA­3́ 
۱۷ 

mecA برگشتي 
5́­CTAGTCCATTCGGTCCA­3́ 

۱۸ 
۳۱۴ ۱۳ 

 جلويي
5́­AATCGGTAGAAGCCCAA­3́ 

۱۷ 
ant(4′)­Ia برگشتي 

5́­GCACCTGCCATTGCTA­3́ 
۱۶ 

۱۳۵ ۱۳ 

 تعداد نوكلئوتيد *
 ) باز جفت ( طول قطعه محصول **

 توســط الكتروفــورز بــا اســتفاده از ژل PCR محــصولات
ــارز ۱ / ۵ ــه حجمــي ( درصــد آگ ــي ب  ۰ / ۵ حــاوي ) W/V : وزن

 (Ethidium bromide) ليتر اتيديوم برومايد ميكروليتر در ميلي
 بــنفش ي جــدا شــدند و ســپس در زيــر نــور مــاورا از يكــديگر

(Ultra violet: UV) نانومتر توسط دسـتگاه ۲۶۰ در طول موج 
 بـراي . دند ش مشاهده (Transilluminator) ر ترانس ايلوميناتو

 مولكـولي (Marker) تعيين اندازه محصولات از يـك نـشانگر
 , GeneRuler TM) بازي جفت ۱۰۰ Fermentas) استفاده شـد . 

 در نهايــــت از ژل حاصــــل توســــط دســــتگاه ژل داك
(BioDocAnalyse, Biometra) برداري شد عكس . 

 آناليز آماري - ۵ - ۲
 افزار آماري ها و نتايج با استفاده از نرم ه تجزيه و تحليل داد

SPSS ) افـزار و نرم ) برنامه ويندوز ۱۱ / ۵ نسخه Excel  2007 

(Microsoft  Office) ــا ــت و نجــام گر ا χ 2 ري و آزمــون آم  ف
۰۵ / ۰ < P­value دار در نظـر از نظر آماري با اهميـت و معنـي 

 . گرفته شد

 نتايج - ۳
 سيلين مقاومـت بت به پني ها نس نتايج نشان داد كه تمامي سويه

ترتيـب دارند و پس از آن بيشترين ميزان مقاومت بـه ) درصد ۱۰۰ (
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 ۱۳۸۸ بهار ، ۱ شماره ۱۲ ، دوره مدرس علوم پزشكي مجله
 ـ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــ

۶۳ 

ــسين ــل كاناماي ــايكلين ) درصــد ۶۸ ( در مقاب  ، ) درصــد ۶۱ ( ، تتراس
 ، جنتاميـسين ) درصـد ۵۳ ( ، توبرامايـسين ) درصد ۵۶ ( اريترومايسين

 مايـسين و نتيـل ) درصـد ۴۸ ( ، آميكاسين و اگزاسـيلين ) درصد ۵۲ (
 هـا نـسبت بـه همچنـين تمـامي سـويه . د شـ مشاهده ) د درص ۲۲ (

 در خـصوص . نـشان دادنـد ) درصد ۱۰۰ ( ونكومايسين حساسيت
 هـاي هاي آمينوگليكوزيدي از ميان كل سويه بيوتيك مقاومت به آنتي

 حداقل نسبت به يكـي ) ها درصد سويه ۷۱ ( سويه ۷۱ بررسي شده،
 ديـسك از آمينوگليكوزيدهاي مـورد آزمـايش در روش انتـشار از

 بيشترين ميزان مقاومت نسبت بـه كانامايـسين . مقاومت نشان دادند
 مايـسين و كمترين ميزان مقاومت نيز نـسبت بـه نتيـل ) درصد ۶۸ (
 . مشاهده شد ) درصد ۲۲ (

 سويه باليني اسـتافيلوكوكوس اورئـوس مـورد ۱۰۰ از ميان
 سيلين سويه نسبت به متي ۴۸ بررسي در روش انتشار از ديسك

 طور كلي ميزان مقاومت به . سويه نيز حساس بودند ۵۲ مقاوم و
 هاي نسبت به سويه MRSA هاي بيوتيكي بيشتري در سويه آنتي

ــي ــه متـ ــساس بـ ــوس حـ ــتافيلوكوكوس اورئـ ــيلين اسـ  سـ
. (Methicillin­Sensitive Staphylococcus aureus:MSSA) 

 ). ۲ جدول ( شد مشاهده
 ان داد سازي در آگـار نـش به روش رقيق MIC نتايج تعيين

 و (MRSA) ها نسبت به اگزاسيلين مقـاوم سويه درصد ۵۰ كه
 و درصد ۴۵ ، درصد ۴۹ بودند و (MSSA) درصد حساس ۵۰
 ترتيــب نــسبت بــه جنتاميــسين، هــا نيــز بــه ســويه درصــد ۵۱

 ۳۷ همچنـين . آميكاسين و توبرامايسين مقاومـت نـشان دادنـد
 يـسين فنوتيپ مقاومت سطح بالا نسبت به جنتام ها درصد سويه

(High­Level Gentamicin Resistance: HLGR) با MIC 
 ليتر نشان دادند كـه از ميكروگرم در ميلي ۱۲۸ مساوي يا بيشتر

 ليتـر، ميكروگرم در ميلي ۱۲۸ برابر MIC ها درصد سويه ۵ بين
 ليتـر، ميكرگـرم در ميلـي ۲۵۶ برابـر MIC هـا درصد سويه ۱۶
 ليتـر، م در ميلـي ميكروگـر ۵۱۲ برابـر MIC هـا درصد سويه ۸
 ليتـر و ميكروگرم در ميلـي ۱۰۲۴ برابر MIC ها درصد سويه ۷
 ميكروگــرم در ۱۰۲۴ بيــشتر از MIC هــا نيــز درصــد ســويه ۱

 هـاي بيوتيـك ليتـر داشـتند كـه ايـن سـويه بـه تمـام آنتـي ميلي
 هاي مـورد آزمـايش بيوتيك علاوه ساير آنتي آمينوگليكوزيدي به

 هاي بـا همچنين تمامي سويه . م بود به غير از ونكومايسين مقاو
 . نسبت به اگزاسيلين مقاومت نشان دادند HLGR فنوتيپ

 سيلين به بيوتيكي با مقاومت به متي هاي آنتي ارتباط درصد فراواني مقاومت ۲ جدول
 روش انتشار از ديسك

 نوع نمونه برحسب تعداد
 بيوتيك آنتي ) درصد (

MSSA : ۵۲ 
 ) درصد (

MRSA : ۴۸ 
 ) درصد (

 جمع كل
 ) درصد (

۱ PG ) ۱۰ ۱۰۰ ( ۱۰۰ ) ۱۰۰ ( ۴۸ ) ۱۰۰ ( ۵۲ ) واحد ( 
۲ OX ) ۱ ۴۸ ( ۴۸ ) ۱۰۰ ( ۴۸ ) ۰ ( ۰ ) ميكروگرم ( 
۳ VA ) ۳۰ ۰ ( ۰ ) ۰ ( ۰ ) ۰ ( ۰ ) ميكروگرم ( 

۴ E ) ۱۵ ۵۶ ( ۵۶ ) ۷۷ / ۰۸ ( ۳۷ ) ۳۶ / ۵۳ ( ۱۹ ) ميكروگرم ( 
۵ T ) ۳۰ ۶۱ ( ۶۱ ) ۸۱ / ۲۵ ( ۳۹ ) ۴۲ / ۳۰ ( ۲۲ ) ميكروگرم ( 

۶ GM ) ۱۰ ۵۲ ( ۵۲ ) ۹۳ / ۷۵ ( ۴۵ ) ۱۳ / ۴۶ ( ۷ ) ميكروگرم ( 
۷ AK ) ۳۰ ۴۸ ( ۴۸ ) ۹۵ / ۸۳ ( ۴۶ ) ۳ / ۸۴ ( ۲ ) ميكروگرم ( 
۸ NT ) ۳۰ ۲۲ ( ۲۲ ) ۳۹ / ۵۸ ( ۱۹ ) ۵ / ۷۶ ( ۳ ) ميكروگرم ( 
۹ TN ) ۱۰ ۵۳ ( ۵۳ ) ۷۷ / ۰۸ ( ۳۷ ) ۳۰ / ۷۶ ( ۱۶ ) ميكروگرم ( 

۱۰ K ) ۳۰ ۶۸ ( ۶۸ ) ۹۵ / ۸۳ ( ۴۶ ) ۴۲ / ۳۰ ( ۲۲ ) ميكروگرم ( 
 ، تتراسايكلين : ۵ اريترومايسين، : ۴ ونكومايسين، : ۳ اگزاسيلين، : ۲ سيلين، پني : ۱
 كانامايسين : ۱۰ توبرامايسين، : ۹ مايسين، نتيل : ۸ آميكاسين، : ۷ جنتاميسين، : ۶

 هـاي اي تمـام سـويه بر ant(4′)­Ia و mecA هاي ي ژن فراوان
 تعيـين Multiplex­PCR باليني استافيلوكوكوس اورئوس به روش

 بوده mecA راي ژن ها دا درصد سويه ۵۳ بر طبق نتايج حاصل . د ش
 ژن . نفـي بودنـد ها نيز از نظر حـضور ايـن ژن م درصد سويه ۴۷ و

ant(4′)­Ia طـول قطعـات . ها شناسايي شد درصد سويه ۵۸ نيز در 
 و ant(4′)­Ia ، ۳۱۴ و mecA هـاي ترتيـب بـراي ژن تكثيريافته بـه

 . شوند مشاهده مي ۱ كه در شكل باز است جفت ۱۳۵

100 نشانگر سايز : M ستون ۱ كل ش bp Plus ، سويه : ۲ ستون كنترل منفي، : ۱ ستون 
 MRSA استافيلوكوكوس اورئوس  سـويه : ۳ سـتون عنوان كنتـرل مثبـت، به 400

 هاي باليني سويه : ۹ - ۴ هاي ستون عنوان كنترل مثبت، به JH2­2 انتروكوكوس فكاليس

۱۰۰ 
۲۰۰ 
۳۰۰ 
۴۰۰ 
۵۰۰ 

M ۹ ۸ ۷ ۶ ۵ ۴ ۳ ۲ ۱ 

ant(4′)­Ia ۱۳۵ باز جفت  mecA ۳۱۴ باز جفت
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 و همكاران گار عباس ياد اورئوس مقاوم در استافيلوكوكوس ant(4′)­Ia ژن
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۶۴ 

 هـاي بـا فنوتيـپ mecA و ant(4′)­Ia هـاي ارتباط بين حضور ژن ۳ جدول
 ختلف مقاومت آمينوگليكوزيدي م

 a ant(4′)­Ia mecA فنوتيپ مقاومت
GM ، AK ، N ، TN ، K + + 

GM ، AK ، TN ، K + + 
GM ، N ، TN ، K + + 

GM ، TN ، K + + 
AK ، TN ، K + + 

TN ، K + – 
K – + 

TN – – 

K – – 

 حضور ژن (+):
 عدم حضور ژن ): – (

 ­ant(4′) و mecA هاي ارتباط بين حضور ژن ۳ در جدول

Ia ــپ ــدي در و فنوتي ــت آمينوگليكوزي ــف مقاوم ــاي مختل  ه
 در . شـود هاي باليني استافيلوكوكوس اورئوس مشاهده مي سويه

 ن تعيي mecA و ژن ant(4′)­Ia درصد فراواني ژن نيز ۴ جدول
 سـيلين بـه با مقاومت به متـي Multiplex­PCR شده به روش

 طـور كـه ان همـ . سازي در آگار مقايسه شده اسـت روش رقيق
 هــاي درصــد ســويه ۸۸ در ant(4′)­Ia شــود ژن ي مــشاهده مــ
MRSA هاي درصد سويه ۲۸ وجود دارد در حالي كه MSSA 

 . از نظر حضور اين ژن مثبت بودند
ــسه ۴ جــدول ــي ژن مقاي ــه mecA و ژن ant(4′)­Ia فراوان ــا مقاومــت ب  ب

 سازي در آگار سيلين به روش رقيق متي
 نوع ژن ) درصد ( نه برحسب تعداد نوع نمو

 MSSA : ۵۰ مقاومت
 ) درصد (

MRSA : ۵۰ 
 ) درصد (

 جمع كل
 ) درصد (

ant(4′)­Ia ۱۴ ) ۲۸ ( ۴۴ ) ۸۸ ( ۵۸ ) ۵۸ ( 
mecA ۴ ) ۸ ( ۴۹ ) ۹۸ ( ۵۳ ) ۵۳ ( 

 بحث - ۴
 سـيلين در اسـتافيلوكوكوس مكانيسم اصلي مقاومت به متي

 (PBP) پپتيـداز اورئوس اكتساب ژن كدكننده يك آنزيم ترانس
ــاهش ــل ك ــه تماي ــد اســت ك ــه جدي ــراي اي يافت ــه ب ــصال ب  ات

ــي ــك آنت ــام دارد بيوتي ــاي بتالاكت ــه . ه ــت ب ــده مقاوم  ژن كدكنن

 اي هـ است كه اين ژن روي كروموزوم سويه mecA سيلين متي
MRSA ايـن ژن يـك . شـود حمل مـي PBP تغييريافتـه و بـا 

 PBP2́ يـا PBP2a ها به نـام اتصال به بتالاكتام براي تمايل كم
 بخشي از يك عنصر ژنتيكي متحـرك mecA ژن . كند را كد مي

ــتافيلوكوكي ــوزومي اســ ــت كرومــ ــام كاســ ــه نــ  mec بــ

(Staphylococcal Cassette Chromosomemec: SCCmec) . 
 هومولـوژي سـطح mecA جا كـه ژن از آن ]. ۲۰ - ۱۶ [ است

 هــاي و اسـتافيلوكوك MRSA هـاي ه بـالايي در ميـان سـوي
ــه ــاوم بـــ ــي مقـــ ــولاز منفـــ ــي كوآگـــ ــيلين متـــ  ســـ

(Methicillin­resistant  Coagulase  Negative  Staphylococci:  MRCNS) . 
 عنوان يك شـاخص مولكـولي مناسـب اين ژن به بنابراين ؛ دارد

ــراي ــه متــي ب ــت ب ــين مقاوم ــه تعي ــاي ســيلين در تمــام گون  ه
 ]. ۲۲ ، ۲۱ [ استافيلوكوكي توصيف شده است

 و سـميت داشتن سميت كليـوي با وجود آمينوگليكوزيدها
ــت ــزايش مقاوم ــا اف ــاط ب ــه در ارتب ــشكلاتي ك ــنوايي و م  ش

 ها نسبت به اين داروها وجود دارد، همچنان در ميكروارگانيسم
 هاي جدي استافيلوكوكي با ارزش هستند و نقش درمان عفونت

ــي را در درمــان و پيــشگيري عفونــت  هــاي ناشــي از مهم
 هـاي از ويژگي ها بيوتيك اين آنتي . كنند ها بازي مي استافيلوكوك

 عنـوان عوامـل ها بـه همين دليل از آن ند و به متعددي برخوردار
 ها از ميان اين ويژگي . كنند ضدميكروبي مفيد و با ارزش ياد مي

 توان به فعاليت باكتريسيدالي وابسته به غلظـت، اثـر پـس از مي
 Post­antibiotic) بيوتيك مصرف آنتي effect:  PAE) آثـار و 

 هـا و هـا همچـون بتالاكتـام بيوتيك با ديگر آنتي ها افزايي آن هم
 تــرين مكانيــسم معمــول ]. ۲۶ - ۲۳ [ گليكوپپتيــدها اشــاره كــرد

 ها تغيير و اصلاح مقاومت به آمينوگليكوزيدها در استافيلوكوك
 ييردهنـده آمينوگليكوزيـدها اسـت هـاي تغ ها توسـط آنـزيم آن
 به ريبوزوم ها ديگر قادر به اتصال بيوتيك صورتي كه اين آنتي به

 هـا يـا روي پلاسـميدها هـاي كدكننـده ايـن آنـزيم ژن . نيستند
 (Neomycin) پلاسميدهاي مقاومت به جنتاميسين، نئومايسين (

 ]. ۳۰ - ۲۷ [ يا روي كروموزوم قرار دارند ) و كانامايسين
 MIC ميزان مقاومت در برابر اگزاسيلين در آزمايش تعيـين

انتشار بيشتر از آزمايش سازي در آگار دو درصد به روش رقيق
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 ۱۳۸۸ بهار ، ۱ شماره ۱۲ ، دوره مدرس علوم پزشكي مجله
 ـ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــ

۶۵ 

 در خصوص . است ) درصد ۴۸ درصد در مقابل ۵۰ ( از ديسك
 هاي آمينوگليكوزيدي ميـزان مقاومـت در آزمـايش بيوتيك آنتي

 طور كلـي كمتـر از سازي در آگار به به روش رقيق MIC تعيين
 هـاي بـا تمـامي سـويه . انتشار از ديـسك اسـت نتايج آزمايش

 نسبت ) ليتر روگرم در ميلي ميك HLGR ) MIC ≤ ۱۲۸ فنوتيپ
 هـاي سـويه در طور كلي به اگزاسيلين مقاومت نشان دادند و به

MRSA هـاي در مقايسه بـا سـويه MSSA مقاومـت بـالاتري 
 از نظر آمـاري نيـز . ود ش نسبت به آمينوگليكوزيدها مشاهده مي

 سـيلين و مقاومـت بـه داري بين مقاومت بـه متـي ارتباط معني
 ). P­value > ۰ / ۰۵ ( شود هده مي آمينوگليكوزيدها مشا
 هـا از نظـر حـضور ژن درصد سـويه ۵۳ در مطالعه حاضر

mecA هاي فنوتيپي انتشار از در روش كه مثبت بودند در حالي 
 درصـد ۵۰ درصد و ۴۸ ترتيب سازي در آگار به ديسك و رقيق

 ۵۳ از بـين . نـشان دادنـد ت ها نسبت به اگزاسيلين مقاوم سويه
 سازي در آگار نسبت ه در روش رقيق چهار سوي + mecA سويه

 در چنين مواردي كه سويه . به اگزاسيلين حساسيت نشان دادند
mecA + ت نسبت هاي فنوتيپي تعيين حساسي بوده ولي در روش 

 mecA علـت ايـن اسـت كـه ژن به اگزاسيلين حساس اسـت
 اي همچـون ژن هاي جانبي ويژه شود و ژن طور دائم بيان نمي به

femA و mecR يـا است در بيان آن نقش داشته باشـند ن ممك 
 ثيـر شـود تك PCR روش بـه mecA شـده اين كه ژن سركوب

 يـك سـويه در روش ­ mecA سـويه ۴۷ همچنين از بين ]. ۱۶ [
 در چنـين مـواردي . سازي در آگار به اگزاسيلين مقاوم بود رقيق

 PBP يـا وجـود مقاومت به توليد بيش از حد آنزيم بتالاكتاماز
 ژن ي غيـر از توسط ژن كه PBP2́ يا PBP2a از ديگري به غير

mecA با وجود چنـين ]. ۱۶ [ شود نسبت داده مي ، شوند كد مي 
 عنـوان اســتاندارد بـه PCR زئـي امـروزه از روش اختلافـات ج

 ]. ۲۱ [ شود برده مي نام MRSA هاي طلايي در تشخيص سويه
 ant(4′)­Ia هـا نيـز از نظـر حـضور ژن درصـد سـويه ۵۸

 در ant(4′)­Ia ي از دلايل بالا بودن شـيوع ژن يك . مثبت بودند
 قـرار mecA اين مطالعه اين است كه ايـن ژن در نزديكـي ژن

 mecA ژن هـا داراي درصد سويه ۵۳ دارد و در اين مطالعه نيز

 مقاومت به نئومايـسين، توبرامايـسين، آميكاسـين، ]. ۱۲ [ بودند
 م هــا توســط آنــزي جنتاميــسين و كانامايــسين در اســتافيلوكوك

ANT(4′)­I ــه ــه ب ــيله ژن ك ــي ant(4′)­Ia وس ــد م ــود ك  ش
 روي پلاسميدهاي كوچـك اين ژن اغلب . شود گري مي واسطه

 شود كه اين پلاسميدها سپس بـه درون پلاسـميدهاي حمل مي
ــا ــد (Conjugative) تيوي كانژوگ ــت و pSK41 مانن  در نهاي

 هـاي اسـتافيلوكوكوس از كرومـوزوم سـويه mec ون منطقه در
 گـري شـده ه ه احتمالاً نتيجه حوادث نوتركيبي واسط اورئوس ك

 IS257 (IS257­mediated recombination events) توسط
ــي ، اســت ــه pUB110 پلاســميد ]. ۳۱ [ شــوند الحــاق م  ژن ك

ant(4′)­Ia كنـد درون را حمل مي SCCmec II الحـاق شـده 
 ترانـسپوزون كننـده است، همچنين پلاسميدهاي الحاقي حمـل

(Transposone) Tn4001 ــه ــ كـــ  ­aac(6′) ده ژن كدكننـــ

Ie/aph(2″) در هستند SCCmec  IVc ۳۲ [ اند گزارش شده .[ 
 مطالعات متعددي ارتباط بين مقاومـت بـه آمينوگليكوزيـدها و

 در ]. ۳۳ ، ۲۱ ، ۱۳ ، ۱۲ [ انـد سيلين را نـشان داده مقاومت به متي
 سـيلين و اين مطالعه نيز ارتباط آشكاري بين مقاومـت بـه متـي

 . د آمينوگليكوزيدها مشاهده ش ت به مقاوم
 مـشاهده MRSA هاي درصد سويه ۸۸ در ant(4′)­Ia ژن

 نظـر حـضور از MSSA هـاي ه درصد سوي ۲۸ كه شد در حالي
 از نظر آمـاري ارتبـاط معنـاداري همچنين . اين ژن مثبت بودند

 د و مقاومت به آميكاسين مشاهده ش ant(4′)­Ia بين حضور ژن
) ۰۵ / ۰ < P­value .( هـاي هـا در روش دودي از سويه داد مع تع 

 بيوتيكي نسبت به توبرامايـسين و فنوتيپي تعيين حساسيت آنتي
ــد ــشان دادن ــت ن ــسين مقاوم ــالي ؛ كاناماي ــد ژن در ح ــه فاق  ك

ant(4′)­Ia در چنين مواردي احتمالاً مقاومت بـه دليـل . بودند 
ــر ژن ــضور ديگ ــدي ح ــده آمينوگليكوزي  يــا هــاي تغييردهن

 پذيري دارو يا تغييـر چون كاهش نفوذ گري هم هاي دي مكانيسم
 . اهداف ريبوزومي است

 نتايج مطالعات انجام شده در ساير كـشورها نـشان داد كـه ژن
aac(6′)­Ie/aph(2″) هـاي آنـزيم ترين ژن كدكننده فراوان AME
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 و همكاران گار عباس ياد اورئوس مقاوم در استافيلوكوكوس ant(4′)­Ia ژن
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۶۶ 

 ]. ۲۱ ، ۱۲ [ است در كشورهاي اروپايي MRSA باليني هاي ه در سوي
 و همكـاران توسط چوي ۲۰۰۳ اي كه در سال همچنين طي مطالعه

 به اين صورت كـه ژن دست آمد در كره انجام شد نتايج مشابهي به
aac(6′)­Ie/aph(2″) ترين ژن در ميـان درصد شايع ۶۵ با فراواني 

 و ant(4′)­Ia هـاي هاي مورد مطالعـه بـوده و بعـد از آن ژن ايزوله
aph(3′)­IIIa درصد شناسـايي ۹ درصد و ۴۱ ترتيب با فراواني به 

 همكاران طي تحقيقـي و (Ida) ايدا ۲۰۰۱ در سال ]. ۱۳ [ دند ش
 چـه كـه در كه در ژاپـن انجـام دادنـد نتـايجي متفـاوت بـا آن

 در اين بررسي ژن . گرفتند ، دست آمده بود كشورهاي اروپايي به
ant(4′)­Ia درصد بيشترين شيوع را داشـت و ۸۴ / ۵ با فراواني 

 هـــر كـــدام aph(3′)­IIIa و aac(6′)­Ie/aph(2″) هـــاي ژن
 هـا درصد در كل ايزوله ۸ / ۹ درصد و ۶۱ / ۷ ترتيب با فراواني به

 ]. ۱۲ [ شناسايي شدند
 و همكـاران در سـال زاده الـه وسط فـتح اي كه ت طي مطالعه

 ايزولـه ۱۰۹ در داخل كشور انجام شد، ميـزان مقاومـت ۲۰۰۹
MRSA بـه روش هاي آمينوگليكوزيـدي بيوتيك نسبت به آنتي 

 ها درصد سويه ۹۷ در اين مطالعه . د بررسي ش انتشار از ديسك
 ۸۷ درصـد مقـاوم بـه توبرامايـسين، ۹۶ مقاوم به كانامايـسين،

 درصد مقـاوم بـه آميكاسـين و ۹۳ درصد مقاوم به جنتاميسين،
 همچنين در اين . مايسين گزارش شدند درصد مقاوم به نتيل ۸۰

 عيين و ت AME هاي فراواني ژن PCR بررسي با استفاده از روش
 بـا aac(6′)­Ie/aph(2″) به اين صورت گـزارش شـد كـه ژن

 هـاي درصد داراي بيشترين شيوع و پـس از آن ژن ۸۳ فراواني
aph(3′)­IIIa و ant(4′)­Ia و ۷۱ ترتيب با فراواني هر كدام به 

 يكي از دلايل ]. ۳۴ [ ها شناسايي شدند درصد در كل ايزوله ۲۶
 نسبت به مطالعـه اصلي بالا بودن سطح مقاومت در اين بررسي

 قاومت آمينوگليكوزيدي را تنها حاضر اين است كه اين محققان م

 كه در حالي اند؛ بررسي و گزارش كرده MRSA هاي سويه روي
 سـويه ۱۰۰ در ميـان بيـوتيكي حاضر مقاومـت آنتـي در مطالعه

 بررسـي MSSA و MRSA استافيلوكوكوس اورئـوس اعـم از
 . د ش

 هـاي بيوتيـك نسبت به آنتـي اومت با توجه به افزايش شيوع مق
 رويـه آمينوگليكوزيدي به موازات مصرف باليني بيش از اندازه و بي

 هاي استافيلوكوكوس اورئوس مقاوم بـه اين داروها و افزايش سويه
 منظـور هـاي مقـاوم بـه موقع سويه سيلين، تشخيص سريع و به متي

 ومت قا هاي درماني مناسب و جلوگيري از گسترش م انتخاب گزينه
 طور كـه اشـاره شـد مطالعـات همان . رسد نظر مي به امري ضروري

ــه متــي ــين مقاومــت ب ــاط ب ــه مختلفــي ارتب  ســيلين و مقاومــت ب
 در مطالعه . كنند تأييد مي MRSA هاي آمينوگليكوزيدها را در سويه

 بنـابراين . شـود تباطي بـه وضـوح مـشاهده مـي حاضر نيز چنين ار
 ه بـ AME هـاي دكننده آنـزيم هاي ك شناسايي سريع و همزمان ژن

ــراه ژن ــتفاده از رو mecA همـ ــا اسـ  از Multiplex­PCR ش بـ
 زيرا با استفاده از اين روش كـه ، اي برخوردار است هاي ويژه مزيت

 توان چندين ژن مقاومـت را تكنيكي سريع و قابل اعتماد است، مي
 . ساعت شناسايي كرد ۶ همزمان طي يك واكنش و در كمتر از طور به

 شكر و قدرداني ت - ۵
 اين پژوهش با حمايت مالي معاونـت پژوهـشي دانـشكده

 نامه عنوان بخشي از پايان علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس به
 شناسـي پزشـكي انجـام دوره كارشناسي ارشد در رشته باكتري

 همچنين بدين وسيله از استاد گرامي جنـاب آقـاي . شده است
 داي سـويه اسـتاندارد آبادي به دليل اهـ دكتر محمدمهدي فيض
 . د شــو تــشكر و قــدرداني مــي JH2­2 انتروكوكــوس فكــاليس
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