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نام نويسند گان مجله علمي پژوهشي د انشگاه علوم پزشكي ارتش جمهوري اسلامي ايران

سال هشتم    شماره 3    صفحات  193  تا  199    پاييز 1389

مقاله
تحقيقاتي

ويژگي هاي مولكولي استافيلوكوكوس اورئوس جدا شده از بيماران و پرسنل بيمارستاني ارتش: 
بررسي مقاومت به متي سيلين

*ناهيد دارابي1، هادي حبيب الهي2، كارن شهبابيان3

چكيد ه
سابقه وهدف: استافيلوكوكوس اورئوس يكي از مهمترين عوامل عفونت بيمارستاني مي باشد. افزايش بروز مقاومت هاي آنتي 
بيوتيكي تشخيص سريع را جهت كنترل عفونت مطرح مي كند. با استفاده از تكنيك هايي چون PCR كه در كنار دقت در افتراق 
وشناسايي سويه ها قابليت تكرار پذيري واجراي سريع وكم هزينه را دارد، مي توان تنوع مولكولي استافيلوكوك هاي مقاوم به درمان 
را تعيين كرد و از آن جهت شناسايي ناقلين وبرنامه ريزي درماني جهت تعيين آنتي بيوتيك مؤثر استفاده كرد، تحقيقات نشان داده 
است كه سوش هاي مقاوم ومختلف استافيلوكوك اورئوس در اثر موتاسيون هاي ژنومي ايجاد مي شوند.در اين تحقيق سعي شده 

كه با انجام روش سريع ودقيق مولكولي سوش هاي مختلف اين باكتري طبقه بندي گردد.
مواد وروش ها: در طي مدت شش ماه از نه بيمارستان مربوط به ارتش در تهران، از بيني بيماران و پرسنل ونيز زخم هاي چركين 
بيماران 632 نمونه جمع آوري شد كه پس از انجام تست هاي افتراقي 146 سويه از باكتري استافيلوكوك اورئوس جدا گرديد. 
حسا سيت اين سوش ها نسبت به شش آنتي بيوتيك مختلف مورد بررسي قرار گرفت وبراساس استانداردهاي NCCLS سوش هاي 
 PCR قرار گرفتند وبراي 8 ژن مورد نظر در شرايط بهينه DNA مقاوم، حد واسط و حساس مشخص شد. نمونه ها مورد استخراج

انجام شد.در مرحله آخر الگوهاي هضم شده توسط آنزيم هاي اختصاصي هر لوكوس مورد مقايسه وبررسي قرار گرفت.
يافته ها: از 632 نمونه جمع آوري شده 146 سويه استافيلوكوك اورئوس به دست آمد كه 48 سويه مشترك در 19 كلاستر جداگانه 

شناسايي شد. كه 90% اين سويه ها مقاوم به متي سيلين بودند.
بحث و نتيجه گيري: با استفاده ازروش MLRFT با هزينه كم قدرت افتراق وتكرار پذيري بالا (در مقايسه با ساير روش ها) قادر به 
شناسايي سويه هاي مختلف باكتري مي باشيم. 63% كلاسترها (24 سويه) در كلاسترها دوتايي قرار گرفته اند كه نشان دهنده انتقال 
عفونت به صورت محدود مي باشند.در بررسي مقاومت به متي سيلين در صد سويه هاي مقاوم 90% با كل سويه هاي مقاوم جدا شده 

(55%) مي توان نتيجه گيري كرد كه سويه هاي مقاوم به متي سيلين با سهولت بيشري منتقل مي شود.
PCR, MLRFT ،كلمات كليدي: استافيلوكوكوس اورئوس، عفونت بيمارستاني، متي سيلين، مقاومت آنتي بيوتيكي
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مقدمه
در دهه هاي اخيراستافيلوكوك اورئوس (طلايي) به عنوان مهمترين 
عامل عفونت بيمارستاني مطرح گرديده است.يكي از مشكلات 

مرتبط با آن مقاومت آنتي بيوتيكي موجود مي باشد. به طوري كه 
اكنون بيش از 90% از بيماران مبتلا به عفونت هاي يلوكوكي به پني 
سيلين ويا آمپي سيلين پاسخ نمي دهند (1، 2).پس از ظهور مقاومت 
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به پني سيلين آنتي بيوتيك هاي مقاوم به بتا لاكتاماز، از جمله: متي 
سيلين واگزاسيلين ونفيسيلين براي درمان عفونت هاي يلوكوكي 
معرفي شدند كه اولين سويه هاي مقاوم در سال 1960 شناسايي 
شد وتا سال 1980 به سرعت مقاومت در بين سويه هاي باكتري 
معرفي شدندواكنون در مراكز درماني مختلف جهان سويه هاي مقاوم 
اندميك وجود دارد، به طوري كه تا 70% از عفونت هاي بيمارستاني 
ناشي از يلوكوك مقاوم به متي سيلين گزارش شده اند (3، 4).تنوع 
موجود در گونه هاي استافيلوكوك مي تواند پاسخ به درمان را تحت 
الشعاع قرار دهد يعني شناسايي گونه ها مي تواند در نحوه انتخاب 
آنتي بيوتيك مؤثر باشد، لذا تعيين نوع باكتري (typing) استافيلوكوك 
حائز اهميت است (5، 6). از طرفي وضعيت بهداشتي بيمارستان 
سبب انتقال عفونت مي شود ودر اين ميان سابقه بيماري زمينه اي 

در افراد واستفاده از آنتي بيوتيك ها نقش مهمي دارد (4، 5، 7).
بيمارستاني  عفونت هاي  عامل  شايعترين  موجود  آمار  اساس  بر 
در سطح جهان استافيلوكوك اورئوس مي باشد (1). افزايش بروز 
مقاومت هاي آنتي بيوتيكي تشخيص سريع را جهت كنترل عفونت 
مطرح مي كند، در بيمارستان هاي ارتش آمار و ارقامي از اين مشكل 
در دسترس نمي باشد. ولي در نقاط مختلف جهان در حدود %70 
مختلف  صورت هاي  به  كه  شده  جدا  اورئوس   – استافيلوكوك 
(پنوموني وعفونت زخم) باعث آلودگي بيماران شده است (2، 3).
با استفاده از تكنيك هايي چون PCR كه در كنار دقت در افتراق 
وشناسايي سويه ها، قابليت تكرار پذيري واجراي سريع وكم هزينه 
رادارد، مي توان تنوع مولكولي وانواع استافيلوكوك هاي مقاوم به 
درمان را تعيين كرد ودر جهت شناسايي ناقلين وبرنامه ريزي درماني 

جهت تعيين آنتي بيوتيك هاي مؤثراستفاده كرد (8).

مواد و روش ها
مقطعي است كه ازبيماران  مطالعه از نوع مشاهده اي توصيفي- 
بستري در بخش هاي جراحي، بيماران بستري در بخش هاي جراحي، 
نوزادان، ICU وCCU وپرسنل مرتبط با اين بخش ها، طي مدت شش 
ماه (مرداد لغايت دي ماه) از 9 بيمارستان مربوط به ارتش (خانواده، 
506 ،505 ،504 ،503 ،502 ،501، گلستان، بعثت) در سال 1384، از 

بيني بيماران و پرسنل و نيز از زخم هاي چركين بيماران نمونه برداري 
و نمونه ها در محيط مانيتول سالت آگار به مركز 660 آزمايشگاهي 

نزاجا (محل انجام تحقيق) انتقال يافت. جمع كل اين نمونه ها 632 
عدد بود معيارانتخاب در اين نمونه برداري بستري بودن دراين 
بخش ها و پرسنل مرتبط با آنها بود وگزينش نمونه هاي مثبت بر 
اساس انجام تست هاي افتراقي بر روي محيط كشت هاي مختلف 
بود كه 146 عدد باكتري استافيلوكوك اورئوس جدا گرديد. اين 
جدايه ها بر روي محيط بلادآگار، كشت و پس از نام گذاري در 

يخچال ذخيره شدند.

محيط هاي كشت و شركت سازنده ي آنها:
 (Mueller Hinton Agar  و  Blood Agar (MERCK) ,EMB (MERCK)

MERCK، Manitol salt Agar (MERCK)) و آنتي بيوگرام ها: تشخيصي 

وافتراقي (پادتن طب).
حساسيت سوش هاي مختلف استافيلوكوك اورئوس نسبت به شش 
نوع آنتي بيوتيك با استفاده از ديسك هاي پني سيلين، كلرامفنيكل، 
وانكومايسين، كليندامايسين، اريترومايسين و متي سيلين بر روي 
محيط مولر هينتون آگار و بر اساس استانداردهاي NCCLS بررسي 

گرديد و سوش هاي مقاوم، حساس و حدواسط مشخص شد.

محلول ها
DNA loading buffer بافر TBE, بافر , DNA بافر استخراج

استخراج DNA ژنومي:
به منظور استخراج DNA، روش زير مورد استفاده قرار گرفت:

1ـ مقداري از كلوني هاي استافيلوكوك اورئوس را از سطح محيط 
كشت برداشته و درون تيوب ml 1/5قرار داده شد،

2ـ ml 1 بافر استخراج DNA به آن افزوده و به مدت 10 دقيقه به 
آرامي تكان داده شد،

3ـ μl 80-70 از SDS 10% اضافه و به مدت 30 دقيقه به آرامي 
تكان داده شد،

4ـ تيوب ها به مدت 30 دقيقه در حمام آب گرم انكوبه گرديد،
 500 μl 5ـ محلول ها را به دو تيوب تقسيم كرده و روي هر كدام

مخلوط كلروفرم/ فنل با نسبت 1: 1 اضافه شد،
 rpm 6ـ پس از دو دقيقه تكان دادن، نمونه ها به مدت 10 دقيقه و

14000سانتريفوژ گرديدند،
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7ـ فاز بالايي (Supernatant) نمونه ها را به تيوب هاي جديد منتقل 
كرده و μl 500 ايزوپروپانل نيز به آن افزوده شد،

8ـ  نيم تا يك ساعت نمونه ها را در دماي يخچال (°4C-0) نگهداري 
كرده و سپس به مدت 10 دقيقه و rpm 14000 سانتريفوژ انجام 

گرديد،
9ـ فاز بالايي را دور ريخته و DNA رسوب يافته به دست آمد.

كنترل كيفيت DNA: مطالعة كيفيت DNA از دو طريق ميسراست، 
يكي بررسي باندهاي DNA بر روي ژل هاي الكتروفورزي و ديگري 
بررسي نسبت جذب هايOD260/OD280 به وسيله اسپكتروفتومتري 
مي باشد. اگر اين جذب بين 2-1/8 باشد كيفيت آن مطلوب است.

الكتروفورز بر روي ژل آگارز
تكنيك الكتروفورز ژل  آگارز براساس روش Meyer  و همكاران در 
سال 1976 انجام گرفت. براي تهيه ژل آگارز، 2/5 گرم آگارزساخت 
شركت Merck در 100 ميلي  ليتر بافر TBE حل گرديده و براي حل  شدن 
كامل آن، محلول جوشانده شد. پس از كمي  سرد شدن، به ميزاني كه 
دماي آن باعث سوزش دست نشود، محلول درون ظرف مخصوص 
ريخته  شده و شانه در يك طـرف آن (در قسمت بالا) قرار گرفت. 
چند دقيقه پس از اينكه محلول سرد و ژل پليمريزه شد شانه از ژل 
خارج گرديده و دو چسپ انتهاي ظرف از آن جدا گرديد تا هنگام 
الكتروفورز جريان برق از داخل ژل عبور كند. سپس ظرف حاوي 
ژل درون دستگاه الكتروفورز افقي قرار گرفته و مخزن  هاي دستگاه 
الكتروفورز به آرامي   با بافر TBE پرگرديد, به  گونه  اي كه روي ژل 
نيز به اندازه يك ميلي متر به وسيله بافر پوشانده شد. مرحله بعدي 
وارد كردن نمونه  هاي حاوي DNA به درون چاهك هاي ژل مي  باشد. 
بدين منظور، مقدار 5μl از نمونه با حجم مساوي از محلول بـافر 
نمونه مخلوط شده و با استفاده از ميكروپيپت داخل چاهك هاي 
ژل پرمي  گردد. آن گاه دستگاه الكتروفورز به منبع تغذيه متصل شده 
وسيستم روي ولتاژ ثابت قرار گرفت. به ازاء هر سانتي متر طول ژل 
از 5 تا 10 ولت برق مي توان استفاده نمود. پس از اينكه ماده رنگي 
به انتهاي ژل   رسيد دستگاه خاموش شده، ژل به همراه ظرف آن از 
دستگاه خارج و براي رنگ  آميزي به مدت 45-30 دقيقه درون محلول 
0/5 نانوگرم بر ميلي ليتر اتيديم  برمايد قرار داده مي  شود (براي رنگ 
آميزي مي توان اتيديم برمايد را به ژل يا بافر الكتروفورز نيز اضافه 

كرد كه از اين روش به خاطر آلودگي وسايل و ابزار استفاده نشد). 
سپس ژل از محلول رنگ  كننده خارج و پس از شستشوي سطحي 
با آب مقطر به مدت 20 دقيقه در مـحلول تازه MgSo4 با غلظت 
mM 1 قرار مي گيرد تا رنگ  هاي اضافي روي سطح ژل و زمينه 

آن برطرف شود.در صورت رنگ بري صحيح، باندهاي محتوي 
كم تر از DNA 10 ng  قابل مشاهده هستند.براي مشاهده باند  هاي 
مربوط به DNA، از دستگاه UV Transilluminator استفاده گرديد كه 
با استفاده ازآن نواحي قرارگيري DNA به صورت باندهاي نارنجي 

پررنگي مشاهده مي  شوند.
طراحي آغازگرها: در اين تحقيق از هفت ژن استفاده شد كه توالي 
www.ncbi.nlm.nih. اين ژن ها در بانك ژني با سايت اينترنتي DNA

gov/blast/blast.cgi موجود است. به منظور تكثير اين هفت ژن، 

  500 bp آغازگرهايي براي ابتدا و انتهاي آن ها طراحي شده كه حدود
از ژن هاي مذكور را تكثير مي نمايند. نام ژن ها، جفت آغازگرهاي 
مربوطه و توالي اين آغازگرها در جدول 1 آمده است.راه اندازي 
واكنش گرهاي PCR: براي اين منظور ابتدا غلظت واكنش گرهاي 
PCR براي حجم μl 15 تنظيم گرديد. مقدار مواد از طريق بروشور 

آنزيم و همچنين آزمايش هاي متوالي به دست آمده است.
سپس برنامة PCR به منظورتكثير ژن هاي مورد نظر در جدايه هاي 
مختلف استافيلوكوك اورئوس با استفاده از دستگاه ترمو -سايكلر 

بهينه سازي شد.
طول  تخمين  منظور  به   :PCR از  حاصل  باندهاي  طول  تعيين 
باندهاي حاصل از الكتروفورز، از دو نوع Ladder با مشخصات 

زير استفاده گرديد:
 DNA: 100-400-850-2000-5000  Ladder, Middle 1ـ اندازه قطعات

Range, Ready-to-use 6x: 0/1ml

50-100-150-200-250-300-400-500-600-700- قطعات  اندازه  2ـ 
800-900-1031 gene Ruler 50bp DNA Ladder50μg

الگوي  آوردن  به دست  جهت  برش دهنده:  آنزيم هاي  كاربرد 
مختلف  سوش هاي  بين  در  نظر  مورد  ژن  هفت  پلي مورفيسم 
استافيلوكوك اورئوس، از آنزيم هاي برشي استفاده شد. با توجه 
به تفاوت توالي اين ژن ها در سوش هاي مختلف و متفاوت بودن 
جايگاه هاي برش آنزيم هاي برشي، قطعاتي از DNA با اندازه هاي 
غيرمشابه ايجاد مي شود كه ملاك طبقه بندي قرار گرفته است. نام 
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آنزيم هاي برشي مورد استفاده در اين تحقيق، لوكوس مورد اثر آن ها 
و اندازه قطعات حاصل از اثر اين آنزيم ها در جدول 2 آمده است.

يافته ها
در اين تكنيك DNA مربوط به 146 سويه از استافيلوكوك هاي 
جمع آوري شده از سطح بيمارستان هاي ارتش، استخراج گرديد. 
DNA استافيلوكوك اورئوس به صورت حلقوي است و طول آن 

Mbp 2/74253 مي باشد. ميزان G+C اين DNA، 32/8% است. اين 

DNA داراي 2665 ژن است كه 2515 پروتئين را به رمز درمي آورند 

(11، 14، 15). از ميان اين ژن ها، هفت ژن مورد بررسي قرار گرفت 
بدين صورت كه با استفاده از آغازگرهاي از قبل آماده شده، (طبق 
جدول 1) اين ژن ها توسط PCR تكثير داده شدند. با توجه به اين 
كه اختلاف سويه هاي مختلف باكتري هاي يك گونه، مربوط به 
متفاوت بودن جزئي توالي DNA آن ها مي باشد، اين اختلاف توالي 
معياري براي طبقه بندي سويه هاي مختلف شده است (15، 16). 
در اين تحقيق، اختلاف توالي DNA در هفت ژن ذكر شده در بالا 
 housekeeping مورد بررسي قرار گرفت. اين ژن ها جزء ژن هاي
به  است.  ضروري  باكتري ها  بقا  براي  آن ها  وجود  كه  مي باشند 
منظور پي بردن به اختلاف توالي اين ژن ها، از آنزيم هايي با اثر 
محدود استفاده شد كه ليست اين آنزيم ها در جدول2 وجود دارد. 
با توجه به اختصاصي بودن محل برش اين آنزيم ها، تغيير حتي يك 
نوكلئوتيد در DNA، برش آنزيمي را تحت تاثير قرار مي دهد (17، 
18). بنابراين با متفاوت بودن محل هاي برش، الگوهاي متفاوتي 
در مورد هر ژن در بين سويه هاي مختلف ايجاد مي شود كه از اين 
الگوها به منظور دسته بندي و متمايز كردن سويه هاي استافيلوكوك 

اورئوس استفاده گرديد (15، 19، 20).
پس از به كارگيري آنزيم هاي گوناگون بر روي هر يك از هفت ژن 

PCR جدول 1- توالي آغازگرهاي مورد استفاده در

Sequence ( 5  - 3  )  Primer Gene

TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 
AGGTATCTGCTTCAATCAGCG 

arcC-Up 
arcC-Dn 

Carbamate kinase (arcC) 

ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 
GGTGTTGTATTAATAACGATATC 

aroE-Up 
aroE-Dn 

Shikimate dehydrogenase (aroE) 

CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 
TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC 

glpF-Up 
glpF-Dn 

Glycerol kinase (glpF) 

ATCGTTTTATCGGGACCATC 
TCATTAACTACAACGTAATCGTA 

gmk-Up 
gmk-Dn 

Guanylate kinase (gmk)

GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 
GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA 

pta-Up 
pta-Dn  

Phosphate acetyltransferase (pta)

TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA 
TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC 

tpi-Up 
tpi-Dn 

Triosephosphate isomerase (tpi)

CAGCATACAGGACACCTATTGGC 
CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC 

yqiL-Up 
yqiL-Dn 

Acetyl coenzyme A -acetyltransferase (yqiL)

جدول 2- آنزيم هاي برشي مورد استفاده در ايجاد الگوي پلي مورفيسم

    )bp(    
Hinf I 570 arcC 

Alu I and Cfo I 536 aroE 

Tsp509 I 543 glpF 

 Cfo I 488 gmk 

Rsa I  575 pta 

Bbu I and Mbo I 475 tpi 

Vsp I and Dde I 598 yqiL 
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تمامي سويه هاي استافيلوكوك اورئوس و انجام الكتروفورز افقي، 
الگوي باندهاي حاصله در بين تمام سويه ها مقايسه گرديد. (شكل1)

با ترسيم نمودار حاصل از اين نتايج، نمودار شاخه اي زير به دست 
آمد. (شكل2)

با بررسي اين نمودار مشخص شد كه از مجموع 146 سويه مورد 
مطالعه، 48 سويه مشترك در 19 كلاستر جداگانه وجود دارد. اين 
سويه هاي يكسان بيشتر مربوط به يك بيمارستان بوده اند اما موارد 

شكل 1 - نمونه هايي از الگوي باندي حاصل از برش يك آنزيم بر روي 
(RFLP) شكل 2-چند سويه مختلف
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اندكي نيز وجود دارد كه سويه هاي يكسان از دو بيمارستان بوده اند. 
63 درصد كلاسترها (كه 24 سويه را در بر دارند) در كلاسترهاي 
دو تايي قرار گرفته اند كه تفاوت بسيار اندك آن ها را نشان مي دهد.

در اين نمودار، در هر كلاستر بزرگ، عمدتا سويه هاي به دست آمده 
از يك بيمارستان قرار گرفته اند. اين موضوع نشان دهنده عدم انتقال 
گسترده باكتري و سطح قابل قبول بهداشتي در اكثر بيمارستان ها 
است. انتقال باكتري مي تواند از طريق وسايل بيمارستاني، پرسنل 
بيمارستاني و اشخاص ديگري كه با بيماران در تماس بوده اند، 
باشد و با قطعيت نمي توان گفت كه دو بيمار با دو سويه مشترك 

از يكديگر آلوده شده اند.
در اين تحقيق، آزمايش هاي تعيين حساسيت سويه هاي كوآگولاز 
 NCCLS مثبت به روش انتشار ديسك در آگار بر اساس استانداردهاي
نيز انجام گرفت. شش نوع آنتي بيوتيك پني سيلين، كلرامفنيكل، 
وانكومايسين، كليندامايسين، اريترومايسين و متي سيلين به كار گرفته 
شد. بر طبق بررسي هاي صورت گرفته، حدود 90 درصد از سويه  هاي 
مختلف نسبت به متي سيلين مقاوم بودند. همچنين مقاومت اين 
سويه ها نسبت به پني سيلين حدود 89 درصد، اريترومايسين حدود 
38 درصد، كليندامايسين حدود 25 درصدو وانكومايسين حدود 
24 درصد بود و سويه هاي مختلف استافيلوكوك اورئوس بيشترين 
حساسيت را نسبت به كلرامفنيكل نشان دادند، به طوري كه فقط 8 

درصد از آن ها نسبت به كلرامفنيكل مقاوم بودند. (شكل3)

بحث و نتيجه گيري
استافيلوكوك اورئوس در طي چند دهه گذشته مبدل به شايع ترين 
عامل عفونت هاي بيمارستاني شده است (8، 9). يكي از عوامل 
موفقيت اين باكتري، كسب فاكتورهاي مقاومت مي باشد. بدين 
صورت كه با ورود هر آنتي بيوتيك جديد، سويه هاي مقاوم باكتري 
به سرعت ظهور يافته اند و درمان عفونت هاي حاصل از اين باكتري 
را با دشواري مواجه كرده اند. به عنوان مثال با ورود پني سيلين به 
بازار و استفاده از اين دارو در درمان بيماران بستري به سرعت 
سويه هاي مقاوم به پني سيلين ظاهر گشتند (9، 10). امروزه در 
درمان عفونت هاي بيمارستاني ناشي از استافيلوكوك اورئوس از 
متي سيلين استفاده مي شود كه متاسفانه با ظهور سريع سويه هاي 
مقاوم به متي سيلين، اين نوع آنتي بيوتيك نيز كارايي خود را از دست 
داده است. بنابراين براي مقابله با سويه هاي اين باكتري، مطالعات 
اپيدميولوژيك و درك نحوه انتشار و گسترش اين باكتري مهم به 
نظر مي رسد (4، 10، 11). قبل از ابداع روش هاي بيولوژي مولكولي، 
دانشمندان براي تحقيق در مورد گسترش بيماري، يافتن منابع عفونت 
و نيز نحوه انتشار عفونت، با مشكلات زيادي مواجه بودند. از اوايل 
دهه نود با ادغام روش هاي مولكولي و اپيدميولوژي كلاسيك، 
مطالعات سودمندي صورت گرفت. امروزه روش هاي گوناگوني 
براي دسته بندي مولكولي سويه هاي مختلف استافيلوكوك اورئوس 
معرفي شده كه هر كدام داراي معايب و مزايايي مي باشند كه در 
 ،(MLRFT: Multi locus restriction fragments typing) ميان آن  ها تكنيك

روشي به نسبت ارزان، ساده و دقيق مي باشد (12، 13).
از مقايسه مقاومت هاي دارويي و بررسي نمودار حاصل از الگوي 
پلي مورفيسمي، مي توان سهولت و سرعت انتقال سويه هاي مقاوم 
به متي سيلين را نتيجه گرفت، زيرا در تمامي بيمارستان ها، سويه هاي 

مقاوم به متي سيلين وجود دارند.

به طور خلاصه، مزيت هاي روش MLRFT را مي توان به صورت 
زير بيان نمود:

،(10) MLST 1ـ استفاده از قدرت تمايز بالاي روش
2ـ قابليت مقايسه نتايج حاصله با نتايج به دست آمده در ساير 

آزمايشگاه ها.  P=Penicillin, آنتي بيوتيك ها  به  نسبت  سويه ها  مقاومت  شكل3- 
 C=Chloramphenicol,  V=Vancomycin, CC=Clindamycin,

E= Erytromycin, ME=Meticillin
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Abstract 

Background: staphylococcus aureus has emerged over the past several decades as a leading cause of 

hospital- and community acquired infection. A significant component in the success has been its acquisition of 

antibiotic Resistant factors.We have developed a rapid and simplified approach for the strain characterization 

of staph.aureus on the basis of multilocussequence typing.

Method and material: MLRFT for s.aureus involes amplification of seven house keeping gene locus.

the amplicons are then digested directly with one or two restriction Enzyme and the restriction fragments 

are resolved by agarose gel electrophoresis. These isolates had been additionally characterized for their 

susceptibilities to antibiotics.

Results: MLRFT resolved 146 isolates into 19 RFT that 48 isolates have the same molecular patterns. 

Their susceptibilities to antibiotics were showed 90% resistance to methicillin.

Conclusion: MLRFT provides convenient procedures for molecular epidemiology it requires minimal 

laboratory facilities and is relatively simple and inexpensive to perform.63% of cluster (24 isolates) take 

placed two fold cluster that 90% of them was resistant to methicillin, 55% belong to twofold cluster, there fore 

methicillin resistant isolates can transmit easily.

Keywords: staphylococcus aureus,Nosocomial infection, Restriction Enzyme, methicillin -resistance, 

MLRFT
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