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 يها نمونههاي کواگولاز منفی جدا شده از  ژنوتیپینگ استافیلوکوك
  PCR-Sequencingبا تکنیک  tufبا استفاده از ژن  کلینیکی

 5مریم انصاري  ،4مریم طلا  ،3رحیمی ، امیراقبال خواجه2صدیقه جوادپور، *1جهرمی سعید تمدنی  ،1افشین اژدري

  

  چکیده
هاي  منفی به عنوان پاتوژن هاي کواگولاز کپیدایش استافیلوک دهه از دو بیش از

داراي ایمپلنت  نی و بیمارانمسیستم ای فرصت طلب بخصوص در افراد داراي نقص
ها شناسائی آنها را در  هاي بیمارستانی ناشی ازاین باکتري بروز فزاینده عفونت. گذرد می

استافیلوکک اي ه سویه ناسائیانجام این مطالعه ش هدف از. سازد حد گونه مطرح می
ي فنوتیپی و ها روشنمونه کلینیکی به  50 منفی جداسازي شده از کواگولاز

  .بود tuf  ژنسکانسینگ 
تان یمارسب بالینی هاي مختلف ازنمونه هاي کواگولازمنفی كواستافیلوک نمونه 50تعداد 
 هاي آزموني فنوتیپی شامل ها روش .محمدي بندرعباس جداسازي شد شهید

سپس بلاست و  .به کار گرفته شد tufژنوتیپی سکونسینگ ژن  يها وشربیوشیمیائی و 
  .رسم درخت فیلوژنیک انجام شد

استافیلوکک ) %50(25جداسازي شدند شامل بالینیي ها نمونه ازئی که ها سویه
ك واستافیلوک) %6(3ساپروفیتیکوس و  كواستافیلوک %)44(22اپیدرمیدیس،

ك واستافیلوک وك اپیدرمیدیس وافیلوکاستي ها سویهاغلب  .همولیتیکوس بودند
وانکومایسین به عنوان  .ي خون و ادرارجداسازي شدندها نمونهاز پروفیتیکوسسا

ي موثر ها بیوتیک آنتیموثرترین آنتی بیوتیک وسپس  سفالکسین و افلوکساسیلین 
نمونه سکانس  8با  آنهانمودن  ي رفرانس  و ردیفها سویهلاستینگ بعد از ب. بودند
 %100سویه داراي  5. رسم شد Neighbor joiningروش  درخت فیلوژنیک با  شده،

قرابت  %99سویه داراي  3و  epidermidis strain SeMCV45 .S قرابت نوکلئوتیدي با
  .بودند haemolyticus strain ShlMCV14.Sبا 

ی ي بیمارستانی را ایجاد مها عفونت منفی طیف وسیعی از کواگولاز هاي استافیلوکوك
ي ها سویهمطمئنی براي شناسائی  مناسب و روش tuf ژن PCR-Sequencing .کنند

  .منفی در مطالعات اپیدمیولوژیک است ك کواگولازواستافیلوک
  بالینیي ها نمونه، منفی کواگولاز هاي استافیلوکوك، tuf ژن :کلیدي واژگان

  
  20/1/92: تاریخ پذیرش    9/9/91: تاریخ دریافت

  

  مقدمه 
هاي کواگولاز منفی در تمامی اعضاء باز بدن ساکن  لوکوكاستافی
  زاي وامل غیر پاتوژن یا بیماريـعوان ـه عنـبه ـدرگذشت .دـهستن

 
 .، پژوهشکده اکولوژي خلیج فارس و دریاي عمان، هرمزگان، ایرانشورکشیلات علوم مؤسسه تحقیقات  - *1

stamadoni@yahoo.com 
  .مرکز تحقیقات پزشکی مولکولی دانشگاه علوم پزشکی، هرمزگان، ایران - 2
  . دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات، تهران، ایران - 3
  .گروه شیلات، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد قشم، قشم، ایران - 4
  .بیمارستان شهید محمدي بندرعباس، هرمزگان، ایران -5

ترین  شایع .اند شده وده کننده ثانویه قلمداد میعوامل آل ضعیف و
ها پیوندی هستند که باعث عفونت کاتترهاي وریدي، یها پاتوژن

هاي همودیالیز، کاتترهاي دیالیز صفاقی، مفاصل  شنت و
 .شوند هاي مصنوعی می دریچه هاي عروقی وپیوندمصنوعی، 
 ها داراي گستردگی وسیعی در طبیعت بوده و جزء این باکتري

حدود  .ندگرد میقلمداد  فرصت طلببیماري زاي ي ها باکتري
  .دگرد میایجاد  آنهاي بیمارستانی توسط ها عفونت 75-55٪

زا،  و وجود عوامل بیماري ها سویهبا توجه به تنوع و گستردگی  
 آنهای جهت جداسازي، تشخیص و درمان یهاي بالا  هزینه
ازجمله  تولید بیوفیلم در سطوح پلیمري. دشو می صرف

کواگولاز منفی   هاي استافیلوکوكمشکلات عدیده ناشی از 
هاي ناشی  ها از استرس است با وجود این ماده ترشحی باکتري

. گردند میمحافظت  ها بیوتیک آنتیبیولوژیک و  از مواد شیمیائی،
اسلایم (ي تولید کننده بیوفیلم ها سویهبالاترین میزان عود در 

) فیاسلایم من(ي ها سویهود مربوط به و کمترین میزان ع )مثبت
ی مانند های سیستم کوئورم سنسینگ داراي یکسري ژن .باشد می
که این سیستم عفونت ناشی از  بوده AtLE ,AI2 ,Luxs ,Agr ژن

 )(Seen vasanطی مطالعه . ها را تحت کنترل دارد كواستافیلوک
ك لوگدنسیس باعث ایجاد واستافیلوک 2003سال  در

  .گردد کنندگان کوکائین می ت در مصرفآندوکاردی
ند شو می را شامل ها بیماريي عفونی طیف وسیعی از ها بیماري

ن جمله آانگلی و قارچی از ، ویروسی، ي باکتریاییها بیماريکه 
  ایدز و اهمیت تشخیصمهم از جمله ي ها بیماريبروز . دـهستن
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 ي نوین مولکولیها روشو پایش بیماران ضرورت بکارگیري 
فرار از دسترس سیستم ایمنی و  ،را به دلیل مقاومت به دارو

ي رایج صد چندان ها روشغیر قابل تشخیص بودن با 
تغییرات مختلف در  ملکولی و هاي جهش با توجه به .نماید می

ها  بیوتیک ومت به انواع آنتیامقایجاد و  ها باکترينوتیپ اکثر ژ
ي ها سویهتولید  نال این تغییرات ژنتیکی و به تبع آانتقو 
اند که لزوم  از جمله دلایلی ها بیوتیک آنتیومتر به امق
لی را به عنوان ابزار مفید پزشک ي مولکوها روشکارگیري ب
ش هزینه درمان کاه و منظور دسترسی به تشخیص صحیحه ب

به منظور ارتقاي سطح (براي سیستم بهداشتی و درمانی 
 توان میهمچنین . سازند خاطر نشان می را )و بهداشت سلامت

زمون تشخیصی و روش پیگیري آي فوق به عنوان ها روشاز 
نومی زیر ژو با تجزیه و تحلیل تفاوت  درمان استفاده کرد

گونه یا سویه میکروارگانیسم درك بهتري از فعالیت 
  .وردآنها بدست آزایی  وشیمیاي و بیماريبی

ردیابی  راقی بهترین روش شناسایی وقبلا محیط کشت افت
یک نقش ژزمون بیوشیمیایی وسرولوآها بودند سپس  باکتري
اولین بار پس از کشف بخش ثابت  .هار شدد اي عهده عمده

ولکولی یا نشانگرهاي م ریبوزومی استفاده از RNA اوپران در
یت ژمنن شخیصمثلا ت .غاز شدآپروب در میکروب شناسی 

در نمونه  srRNA 16 ده از توالی یابی ژن با استفاباکتریایی 
همچنین . حائز اهمیت است PCR با روش ینخاع مغزي مایع

یابی برخی کشت در تشخیص و رد انندي معمول مها روش
بسیار  هاي کواگولاز منفی کوكاز جمله استافیلوها  باکتري

در  هاي کواگولاز منفی استافیلوکوكامروزه  .گیر هستند وقت
بالینی وجود داشته که امکان بروز ي ها هنموناکثریت 

سازد که استفاده از  بیوتیکی را دو چندان می هاي آنتی مقاومت
موقع ه درمان بي ملکولی در تشخیص زود هنگام و ها روش

  .اي دارد کاربرد ویژه
 STRبه صورت یک مجموعه بر روي اپرون  tuf ژن

داراي  ها کروموزوم باکتري واقع است و هر سویه از باکتري

 ،کوچکی اندازه .باشد مخصوص و منحصر به فرد می چیدمان
اهمیت این  بر ها در ژنوم باکترياین ژن محافظت شده بودن 

 EF-TU (elongingfactor-Tu))علاوه بر این ،افزاید میژن 

Elonging-factor TU  که مسئول  شود ط این ژن کد میسوت
  .هاست سازي پروتئین افزایش طویل

شایع در بیمارستان  هاي استافیلوکوكبا میزان فراوانی رتباط ادر
ك اپیدرمیدیس و وبیشترین میزان فراوانی مربوط به استافیلوک

و  Delgadoدر مطالعه . وك ساپروفیتیکوس استاستافیلوک
 300از بین که در کشوراسپانیا انجام گردید،  )2007(همکاران 

تیدیس در اثر بیماران مبتلا به ماس %)90(نمونه  270نمونه 
  ).3(یس بوده است دك اپیدرمیواستافیلوک

در بیماران مبتلا برزیل  در کشور )Pasqual)2009 در مطالعه 
ك وهاي مختلف استافیلوک مبتلایان سویه  %51 به پریتونیت از

ك وکواگولاز منفی جداسازي گردید که به ترتیب استافیلوک
و سایر  %11ك همولیتیکوس واستافیلوک %24اپیدرمیدیس 

  ). 7(اند اهمیت کمتر در مرتبه بعدي قرار داشته ها با سویه
ي دریچه قلب ها عفونتبخصوص ها  بیماريبیشترین میزان 

ك ولوازم و سوندها، توسط استافیلوک اجزا،مصنوعی، 
ی و به یزا به دلیل بیماري کند اپیدرمیدیس بروز پیدا می

و  گردد یجاد میا ها خصوص مشکلاتی که در کاتترها و ایمپلنت

ی بیوتیکی بروز مشکلات ناشی از مقاومت آنت با توجه به
ي ها نمونهها در  ی و بررسی فراوانی این دسته از باکتريیشناسا
ن شهرستابیماران بستري در بیمارستان شهید محمدي  بالینی

 .بندر عباس مورد توجه قرار گرفت

ي ها تريباکنجا که در چند سال اخیر اهمیت بیماریزایی از آ
لذا گردیده است،  افیلوکوك کواگولاز منفی مشخصتگروه اس

بررسی بیماریزایی و جداسازي ، هدف، در این تحقیق
لذا اقدام به جداسازي باشد،  هاي کواگولاز منفی می استافیلوکوك

   .ي فنوتاپینگ و ملکولی گردیدها روشبه  ها باکترياین دسته از 
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 مواد و روش کار

 مختلف در بخش هاي 89- 90هاي  ی سالدر طاین مطالعه 
افراد مورد . انجام شدبیمارستان شهید محمدي بندرعباس 

حجم . بودند ختلفهاي م ن بستري در بخشبیمارا پژوهش
تمامی محیط . )8( نمونه توسط فرمول کوکران محاسبه شد

فنیل  کشت مورداستفاده که شامل محیط کشت فسفاتاز،
 تریپتوز سوي براث، یتول،مان اوره، ،فتالئین دي فسفات

تعداد  .از شرکت سیناژن فراهم شد که، گار بودندنوترینت آ
ي بالینی بیماران ها نمونهاز نمونه به صورت تصادفی  50

 ،)نمونه21( کشت خوني ها نمونهبستري در بیمارستان شامل 
 ،)نمونه3( ، تراشه)نمونه1( چشمترشحات  ،)نمونه6( ادرار

 الپلور مایع ،)نمونه2( پریتونئال ،)نمونه7( زخمعفونت 
مایع مغزي ( CSF ،)نمونه2( آسیت ،)نمونه1( خلط ،)نمونه5(

 ،)نمونه1() نمونه بیماران دیالیزي( DPL ،)نمونه1() نخاعی
در  و محیط تریپتوز سوي براث منتقلبه توسط سواپ اخذ و 

روي  برو آزمایشگاه ارسال به بلا فاصله  شرایط مناسب
کشت داده گار  آگار و نوترینت آ بلاد ،ن ازهاي دي ا محیط

هاي  آزمون با استفاده از کشت و ها  این باکتري  ).1جدول (شد
هاي افتراقی و  انجام آزمون جهتسپس و ی یبیوشیمیا

 هاي استافیلوکوكکواگولاز منفی از  هاي استافیلوکوكجداسازي 
د تخمیر قنهاي اوره آز،  ثبت با استفاده از تستکواگولاز م

حساسیت به  ،)گارمحیط فسفاتاز آ(تول، تست فسفاتاز مانی
که براي این تست غلظت نیم  Bنووبیوسین و پلی میکسین 

و به محیط مولر د از سوسپانسیون باکتري تهیه شد مک فارلن
بررسی تلقیح و نتایج  ها بیوتیک آنتیهینتون حاوي هر کدام از 

رمیدیس ي استافیلوکوك اپیدها سویه وخصوصیات کلنی،
 هاي استافیلوکوك سایر واستافیلوکوك ساپروفیتیکوس، از

   .کواگولاز منفی جداسازي شدند
ي استافیلوکوکوس ها سویهروند آزمایشات و جداسازي 

ابتدا  در یدیس و استافیلوکوك ساپروفیتیکوساپیدرم

از کواگولاز منفی جداسازي  کواگولاز مثبت هاي استافیلوکوك
ر کشت ببرداري و  ابتدا اقدام به نمونهکه بدین منظور  .شدند

و سایر گار آگار  و نوترینت هاي دي ان از  و بلاد آ روي محیط
. ها گردید هاي اختصاصی براي جداسازي استافیلوکوك محیط

اي تست کواگولاز  ها با استفاده از روش لوله بعد از رشد باکتري
 کواگولاز مثبت از هاي استافیلوکوك اقدام به جداسازي

کلنی باکتري را وارد بدین منظور . گردید کواگولاز منفی
که قبلا ) رینسرم حاوي هپا(هاي حاوي پلاسماي انسانی  لوله

که  ساعت انکوبه گردید، 6ه و به مدت نمودآماده شده بود، 
ند کواگولاز مثبت که حاوي لخته بود ها نمونههر کدام از 

و سایر  حذف گردید ها نمونهتشخیص داده شد و از بین 
کواگولاز منفی تلقی و جهت آزمایشات تکمیلی مورد  ها نمونه

  .بررسی قرار گرفتند
هاي ذیل جهت جداسازي دو سویه ذکر شده  سپس آزمون

استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس و استافیلوکوك ساپروفیتیکوس 
همه  ها انجام گردید به طوري که از از سایر کواگولاز منفی

گار کشت داده آگار و مانیتول آاوره بر روي محیط  ها نمونه
تست ، مانیتول، هاي اوره جهت تشخیص تفریقی از تست .شد

 .و آزمون فسفاتاز استفاده گردید حساسیت به نووبیوسین

جهت شناسائی سویه استافیلوکوك ساپروفیتیکوس علاوه بر 
ها از تست حساسیت  سایر تست تستهاي اوره از و مانیتول و

تفاده گردیدکه بدلیل حساسیت به پلی به پلی میکسین اس
این سویه همانند استافیلوکوك اپیدرمیدیس  Bمیکسین 

   .ی شدیجداسازي و شناسا
و ) کیاژن(ي استفاده از کیت ها روشبه  DNAاستخراج 

 باکتري در تازه هاي کلنی دادن قرار مانند دیگر يها روش

و زین لی بافر در دقیقه 15 مدته ب سانتیگراد درجه 95 حرارت
  .انجام شدهیدروکسید سدیم 
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  Tufبا استفاده از پرایمر هاي ژن  PCRمحصول ـ 1نگاره 

  
PCR  و تعیین توالیDNA  

 set primer فاده از یک جفتتبا اسواکنش زنجیره پلیمراز 
. انجام شدبرگرفته از بانک جهانی ژن  tuf   اختصاصی ژن

ندارد انجام ماکرولیتر محلول واکنش استا  50در  PCR واکنش
 1pmolژنومی  DNA  کرولیتر یم 2 .شد که شامل موارد زیر بود

 ،F: 5′-GCCAGTTGAGGACGTATTCT-3( از هر پرایمر
 R: CATTTCAGTACCTTCTGGATT3′ ]4 [ ، 2.5 mmو

MgCL2 ) 2 ،)چک شد 3تا  5/1ازmm dNTP آنزیم  احدو 5و 

Taq DNA  پلیمراز)UN 100 (ر در  که تکثیر ژن مورد نظ
حرارتی مورد یکل س .انجام شد PTC-200دستگاه ترموسایکر 
یک پیش چرخه واسرشته کننده شامل  PCRاستفاده در دستگاه 

دقیقه براي واسرشته  5درجه سانتیگراد به مدت  95با دماي 
دقیقه در  1چرخه  30، بدنبال آن نظر مورد  DNA کردن اولیه

درجه  55دقیقه در  1، (Denaturation) درجه سانتی گراد 95
الگو  DNAجهت اتصال پرایمرها به  سانتی گراد

)Annealing( جهت بسط  درجه سانتی گراد 72، یک دقیقه در
سط و تکثیر به اي دقیق 10و یک دوره  (Extention)و تکثیر 

با   PCRمحصول )1نگاره (درجه سانتی گراد  72در نهایی 
براي  ها نمونه وخالص سازي )  ROCH(استفاده از کیت 

  . ردیدگارسال تعیین توالی 
  

  رسم درخت فیلوژنیک

با استفاده از  ها توالیالکتروفروگرام هاي تکی تصحیح شده و 
. با تنظیم دستی هم عرض شدند  clausal 1.5cافزار نرم

با  ها توالیهاي بدست آمده نتایجی که از مقایسه بین این  توالی
حاصل  زا ريبیما ي مهمها گونهموجود از  tuf  ژنهاي  توالی

دیگر  DNAي ها توالیاز  در این تحقیق شده بود را تائید کرد
تراز  براي مقایسه و)  NCBI(ژن جهانی از بانک گرفته شده 

 MEGA 4افزار  از نرم). 3نگاره (استفاده شد  ها توالیکردن 
براي محاسبه فاصله ژنتیکی و رسم درخت فایلوژنی که میزان 

-Kimura 2بر اساس مدل ي مورد نظر را ها گونهقرابت 

parameter  5( ، استفاده گردیدنماید میترسیم( .   
هاي آمار  شاخصاز آوري شده با استفاده  اطلاعات جمع
جهت بررسی  .و تحلیل قرار گرفت بررسیتوصیفی مورد 

رایج مورد  يها بیوتیک آنتیها به  حساسیت باکتريالگوي 
پس از . استفاده در بیمارستان تست آنتی بیوگرام انجام شد

آوري اطلاعات در ارتباط با مصرف آنتی بیوتیک و  جمع
ي مختلف ها بیوتیک آنتیها نسبت به  حساسیت و مقاومت سویه

میزان حساسیت هر سویه نسبت به هر آنتی بیوتیک خاص 
مورد تجزیه و تحلیل دقیق قرار  SPSS16نرم افزار توسط 
  .گرفت

  
 نتایج

وتیپینگ و هاي فن ی که به روشهای باکترينمونه،  50 از 
وك استافیلوک) %50(نمونه  25 ،بیوشیمیائی شناسائی شدند

ك ساپروفیتیکوس واستافیلوک) %44(نمونه  22 ،اپیدرمیدیس
واگولاز منفی ك کوها استافیلوک سایر سویه) %6(نمونه  3و 

از انجا که  .شرح داده شده است 1که در جدول  بودند
ول متفاوت هاي مختلف و در فص از افراد با بیماري ها نمونه

، هیچ تفاوت معنی داري نسبت به مورد آزمایش قرار گرفت
هاي  در بروز بیماريبیماران سن و جنس  فصول متفاوت و

  .مشاهده نگردیدکواگولاز منفی  هاي استافیلوکوكناشی از 
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  هاي کواگولاز منفی بر حسب نوع نمونه كوفراوانی استافیلوک ـ1 جدول

 

 نمونه
تعداد 
 نمونه

درصد فراوانی 
 نسبی

فراوانی استافیلوکک 
 همولیتیکوس

درصد فراوانی 
 نسبی

فراوانی استافیلوکک 
 ساپروفیتیکوس

درصد فراوانی 
 نسبی

فراوانی استافیلوکک 
 اپیدرمیدیس

 14 6/66 6 5/28 1 5/5 21 ت خونکش

 2 33 4 66 0 0 6 کشت ادرار

 1 20 3 60 1 20 5 مایع پلور

 3 72 4 28 0 0 7 کشت زخم

 1 50 1 50 0 0 2 آسیت

DPL 1 0 0 0 0 100 1 

CSF 1 100 1 0 0 0 0 

 1 100 0 0 0 0 1 خلط

 0 0 2 100 0 0 2 پریتونئال

 1 33 2 66 0 0 3 تراشه

 1 100 0 0 0 0 1 ترشحات چشم

 25 50 22 44 3 6 50 جمع کل

  
  

 وکک اپیدرمیدیس که به صورت تصادفینمونه استافیل 5از 
تائید  آنهاتشخیص میکروبی آزمایشات مولکولی انجام گردید، 

 آنهاسویه  1نمونه با سویه نامشخص طبق جدول  3شد و 
سویه  ،ي مورد آزمایشها نمونهبین تمامی در  .مشخص گردید

نمونه از ( DPLترشحات چشم و  اي جداسازي شده از خلط،
. ك اپیدرمیدیس جداسازي شدواستافیلوک تماما) بیماران دیالیزي

 برحسب نوع نمونه، کواگولاز منفی هاي استافیلوکوكشیوع  در
در . دارد وجود تفاوت فاحشایجاد شده،  نوع بخش و بیماري

یه هاي سو %72و کشت زخم  %6/66ي کشت خون ها نمونه
د ئی ماننها نمونه .ك اپیدرمیدیس بودوجداسازي شده استافیلوک

درصد باکتري  60- 66 ،مایع پلور و نمونه ادرار تراشه،

سویه هاي  .ك ساپروفیتیکوس بودوجداسازي شده استافیلوک
epidermidis , SeMCV45 . Sو haemolyticus 

,ShlMCV14.S  2بخش اورژانس داخلی و دربخش هاي 
سویه در این  وداین و  اراي شیوع گسترده بودجراحی د

که اقدامات لازم در خصوص   کالیزه شده بودندلو ها بخش
  .لازم با استفاد از آنتی بیوگرام انجام گرفت یوتیکبتعیین آنتی 

ك اپیدرمیدیس  ارسالی جهت ونمونه استافیلوک 5  از تعداد 
نمونه  3 هک آزمایشات مولکولی تشخیص میکروبی تائید گردید

و  مولکولی تعیین توالی با سویه نامشخص پس از انجام آزمون
- یمسویه استافیلوکک همولیتیکوس  رسم درخت فیلوژنیک

  .)2نگاره () 1، 7، 10ي ها نمونهبه ترتیب ( باشند
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 tuf 1

 Tuf 7

 Tuf 10

 ACE74274.1 hemo

 EU571078 hominis

 HM352926lugdunensis

 warneri AF298806

 Tuf 4

 Tuf 6

 Tuf 9

 Tuf 13

 Tuf 16

 HM352932 saccharolyticus

 HM352957 muscae

 EU571072 chromogenes

 HM352941 felis

 EU571038 lentus

 EU571090 simulans

 HM352956 auricularis

 HM352939cohni

 EU571073cohnii

 HM352951 kloosii

 HM352965 equorum

 EU571076 gallinarum

 EU571092 xylosus

68

97

76

92

90

71

65

62

52

38

31

31

47

56

71

76

61
70

0.01.  
جدا شده در   يها سویهرار گرفته از هم عرض ق Tufژن بر اساس آنالیز فیلوژنتیک  Neighbor-joiningیلوژنی مبتنی بر اندیس درخت فـ 2 نگاره

  ي ثبت شده در بانک جهانی ژنها سویهمقایسه با دیگر 
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ي جدا شده در مقایسه با ها سویه ي مورد استفاده در ارزیابی ژنتیکیها توالیجفت باز از  365اي از  ي هم عرض قرار گرفته در زمینهها توالی ـ3 نگاره

  ي گزارش شدهها سویه
  :ادامه شکل
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925- 936، 1392، 2، شماره تابستاناي، علمی ـ پژوهشی، سال دهم،  پاتوبیولوژي مقایسه  
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ي ها بیوتیک آنتیپس از بررسی الگوي حساسیت هر باکتري به 
مختلف با استفاده از روش دیسک دیفوژیون در مورد 

سازي  ي مورد استفاده در پژوهش با آمادهها بیوتیک آنتی
سوسپانسیون باکتري مطابق غلظت نیم مک فارلند باکتري  به 

قیح و نتی بیوتیک مورد نظر تلآمحیط مولر هینتون حاوي 
  .)2جدول (ساعت مورد بررسی قرار گرفت  24نتایج بعد از 

  
  ي مختلفها بیوتیک آنتیبررسی الگوي حساسیت هر باکتري به  ـ2جدول 

  

  آنتی بیوتیک
 كواستافیلوک

  اپیدرمیدیس
ك واستافیلوک

  ساپروفیتیکوس
 كواستافیلوک

  همولیتیکوس
n (%) N  n (%)  N  n N 

  2  2%)100(  16  14)%87(  21  19%) 90(  وانکومایسین
  1  1%)100(  12  10%)83(  17  14%)82(  سفالکسین

  0  0  13  10%)77(  17  12%) 70(  سیپروفلوکساسین
  0  0  8  8%)100(  8  1%)5/12(  سفتی زوکسیم

  3    13  1%)6/7(  11  1%)9(  اکساسیلین
  0  0  13  9%)69(  17  12%)70(  جنتامایسین

  1  0  18  8%)44(  21  13%)61(  کلیندامایسین
  0  0  2  0  5  4%)80(  ساسیلینافلوک

  2  0  7  0  9  )0(%0  کلوکساسیلین
  0  0  14  10%)77(  14  9%)2/64(  کوتریموکسازول
  2  0  11  2%)18(  20  5%)25(  اموکسی سیلین

  0  0  2  0  3  1%)33(  سفازولین
  0  0  3  0  7  2%)28(  ازیترومایسین

                            
=N   تعداد نمونه مورد آزمایش= n بیوتیک د نمونه حساس به آنتیتعدا  

 
بر اساس آنالیز  genetic Distance  Pairwiseفاصله ژنتیک ـ3جدول 

 هاي کواگولاز منفی فیلوکوكستاا Tuf  ژني هم عرض شده ها توالی
 هاي استافیلوکوكي بالینی در مقایسه با دیگر ها نمونهجداسازي شده از 

  کواگولاز منفی

هاي  مورد بررسی،  بیوتیک یدر پژوهش حاضر در بین  آنت
وانکومایسین بهترین دارو براي درمان بیماري هاي ناشی از 

هاي استافیلوکوك اپیدرمیدیس و استافیلوکوك  سویه
هاي استافیلوکوك  میزان مقاومت سویه. ساپروفیتیکوس بود
درصد رسید که با توجه به مقاومت  25-30کواگولاز منفی به 

یسین بایستی دقت لازم در استفاده روز افزون نسبت به جنتاما
در بیماري هاي ناشی از استافیلوکوك . از آن به عمل آید

ها بترتیب  بیوتیک اپیدرمیدیس بعد از وانکومایسین بهترین آنتی
 هاي ناشی از در بیماري. سفالکسین و افلوکساسیلین  بود

استافیلوکوك ساپروفیتیکوس بعد از وانکومایسین بهترین 
ها بترتیب سفتی زوکسم، سفالکسین و  کبیوتی آنتی

  ).2جدول (سیپروفلوکساسین بود 
  

  بحث
ها به دلیل استفاده روزافزون از ایمپلنت ها و  ناامروزه، بیمارست

هاي ناشی از  هاي مصنوعی در معرض عفونت اندام
هاي کواگولاز منفی قرار دارند و با توجه به  استافیلوکوك

نتی بیوتیکی بایستی مطالعات مختلف برروي مقاومت آ
هاي پیش رو اندیشیده شود  تمهیدات لازم در خصوص چالش
هاي بیمارستانی و مقاومت  تا از بروز بیش از پیش عفونت

  .آنتی بیوتیکی قابل انتقال جلوگیري شود
نمونه  60 در برزیل بر روي و همکاران   Lourdesدر مطالعه

 ها مربوط به استافیلوکوك عفونت% 8/77کشت خون 
مربوط به استافیلوکوك ساپروفیتیکوس % 7/18اپیدرمیدیس و 

نتیجه اینکه استافیلوکوك اپیدرمیدیس در سپتی سمی و . بودند
درمطالعه اکرامی وهمکاران  .آلودگی خون نقش اساسی دارد

سویه  188دراهواز از بین  2006-2007درطی سال هاي
اي ه هاي کواگولاز منفی جدا شده از نمونه استافیلوکوك

  ).6(استافیلوکوك اپیدرمیدیس بودند% 49مختلف بالینی، 
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همانگونه که مشخص شد مطالعات متعددي در ایران برروي 
هاي ناشی از استافیلوکوك کواگولاز منفی انجام شده  عفونت

است، اما در اکثر موارد تعیین گونه فقط به روش فنوتایپی نیز 
هاي  ز روشدر این طرح، با استفاده ا. صورت گرفته است

هاي  ، سویهPCRفنوتیپی، مولکولی و تعیین توالی محصولات  
ومیزان ایزوله شده به طور دقیق در حد گونه شناسائی شدند 

البته لازم است تعداد . ها تعیین شد ر یک از سویهفراوانی ه
نمونه بیشتري مورد آزمایش قرار گیرد تا با اطمینان بالاتر بتوان 

  .هاي مختلف  بحث کرد ها در عفونت در رابطه با نقش گونه
و   Arroyoتوسط 2010اي که در سال  بر اساس مطالعه

هاي شیر بانوان مبتلابه ورم پستان  همکاران بر روي نمونه
انجام شد، میزان شیوع ورم پستان دربین بانوان هنگام 

هاي کواگولاز منفی  بود و استافیلوکوك% 3- 33شیرواري 
نقش بسزاائی درعفونت  درمیدیسك اپیواستافیلوکخصوصاً 

  ).2(پستان داشتند 
به ) جنتامایسین(در مطالعه حاضر میزان مقاومت به آنتی بیوتیک 

درصد رسید که با توجه به مقاومت روز افزون نسبت  30-25
به این دارو  بایستی دقت لازم در استفاده از آن به عمل آیدکه 

 بر روي ) 1385(این یافته ها با نتایج رضوي و همکاران 

هاي متفاوت  هاي ناشی از سویه مبتلایان به بیماري
هاي کواگولاز منفی دربیمارستان امام خمینی تهران  استافیلوکوك

حساسیت به وانکومایسین را نشان دادند قابل مقایسه  ٪90که 
آنتی بیوتیک مورد بررسی،  13پژوهش حاضر دربین  کهاست، 

هاي ناشی از  مان بیماريوانکومایسین بهترین دارو براي در
هاي استافیلوکوك اپیدرمیدیس و استافیلوکوك  سویه

  .ساپروفیتیکوس بود
هاي استافیلوکوك  هاي ناشی از سویه در درمان بیماري

اپیدرمیدیس و استافیلوکوك ساپروفیتیکوس، بعد از 
بترتیب سفالکسین و  ها بیوتیک وانکومایسین بهترین آنتی

هاي ناشی از استافیلوکوك  بیماريدر . بود افلوکساسیلین

ها  بیوتیک ساپروفیتیکوس بعد از وانکومایسین، بهترین آنتی
   .بترتیب سفتی زوکسم، سفالکسین و سیپروفلوکساسین بود

س و استافیلوکوکو ساستافیلوکوکوس اپیدرمیاز انجا که 
هاي فنوتایپی قابل شناسایی بودند و  با روشساپروفیتیکوس 

شدند، لذا فقط تعداد  ها را شامل می از کل نمونهنمونه  42تعداد 
نمونه بطور دقیق شناسایی نگردید که براي بررسی دقیق و  8

هاي احتمالی جدید از طریق ژنتیکی اقدام  شناسایی سویه
  .گردید

یک گام مهم در حل برخی ابهامات  PCRهاي  توسعه تکنیک
دقت  هاي میکروبی بوده و باعث سهولت و در رده بندي سویه
در ژنوم تمام باکتري ها موجود بوده  Tufژن . بالا در این امر شد

اطلاعات . هاست تر از سایر ژن و طراحی پرایمر براي آن راحت
بندي و رسم درخت فیلوژنی در  ابزاري مهم براي رده Tufژن 

میکروبی از جمله هاي  شناسایی گونه. سطح جنس و گونه است
س استفاده از خصوصیات ظاهري اصولا بر اسا ها استافیلوکوك

با این حال استفاده از این روش در مواقعی در . استوار شده بود
در . دهد پاسخ به تغییر شرایط محیطی نتایج متفاوتی را نشان می

جفت باز بود در  365که حاصل آن  Tufاین مطالعه تکثیر ژن 
هاي هم عرض قرار گرفته در  توالی. ها آنالیز شد تمام نمونه

هاي مورد استفاده در ارزیابی  جفت باز از توالی 365اي از  مینهز
هاي گزارش شده در  هاي مورد نظر از جمله سویه ژنتیکی گونه

  .نشان داده شده است 3نگاره 
 10 و 7و 1سویه جدا شده  3نتایج بدست آمده نشان داد که 

 با و هم به نزدیک بسیار سویه سه این . دارند قرار خوشه دریک

با استافیلوکوك  )فاصله ژنتیکی(اختلاف ژنتیکی  5/0٪
به  10و  7 هاي سویه. به این سویه تعلق دارند همولیتیکوس

 پلور نمونه از 1 سویه و خون و کشت CSF نمونه  از ترتیب

  .بود شده ایزوله
 8میزان اختلاف در تعداد بازهاي شناسایی شده در بین  3نگاره 

هم عرض قرار گرفته در  هاي نمونه مورد بررسی در توالی
هاي مورد استفاده را در  جفت باز از توالی 365اي از  زمینه
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با توجه به .  هاي گزارش شده نشان می دهد مقایسه با سویه
هاي بدست  اختلاف در تنوع نوکلئوتیدي بین سویه 3جدول 

درصد می باشد که این اختلاف  052/0تا   005/0آمده بین 
نمونه مورد بررسی و احتمال وقوع  8ن موید میزان تنوع در بی

. باشد هاي مورد بررسی می هاي احتمالی در بین نمونه موتاسیون
بیشترین میزان اختلاف در فاصله  3همچنین طبق جدول 

 .Stو ) tuf  1( 1هاي بدست آمده را بین نمونه  ژنتیکی بین نمونه

Equinum )203/0٪ (شود که با توجه به درخت  مشاهده می
ژنی رسم شده این سویه در دسته هاي پایین تري نسبت به فیلو

میزان اختلاف در  همچنین کمترین . دیگر خوشه ها قرار دارد
  tuf( 1هاي بدست آمده را بین نمونه  فاصله ژنتیکی بین نمونه

شود که این دو  مشاهده می) درصد 005/0( St. homonو ) 1
د که نشان دهنده خود را نشان دادن) دسته(سویه در یک کلاید 

هاي بدست آمده در این مطالعه  قرابت نزدیک این گونه با سویه
  . می باشد

، توپولوژي Neighbor-Joining هاي فیلوژنی رسم درخت
هاي مطالعه  کنند که به وضوح استافیلوکوك ه میمشابهی را ارای

هاپلوتیپ ناشناخته  2. دهد شده را در دو دسته جداگانه قرار می
 16، 6،9،13هاي  نشان دهنده هاپلوتیپ اول و نمونه 4نمونه (

در یک دسته جداگانه هم  )اند تشکیل هاپلوتیپ دوم را داده
هاي وارنیی، همولیتیکوس  قرابت و داراي نیاي مشترك با سویه

 ،7و 1 هايگیرد، در صورتیکه هاپلوتیپو هومونیس  قرار می
همولیتیکوس در  یک گروه خواهري همراه با استافیلوکوك  10

اند  بندي شده هاي لاگدوننسیس و هومونیس خوشه با سویه
  ). 2نگاره (

 Heikens)2005 ( و فیلوژنیک درخت ترسیم از استفاده با 

 هاي استافیلوکوك هاي هاي بدست آمده سویه پهاپلوتی مقایسه

 درصد از یکدیگر را در 1نوکلئوتیدي  اختلاف منفی با کواگولاز

 درصد مطالعه در آن .قه بندي کردگروه خواهري طب یک

اپیدرمیدیس در  استافیلوکوك هاي سویه دربین هومولوژي
 استافیلوکوكهاي  هسویدرصد و در بین  100را   Tufژن

 استافیلوکوكهاي  هسوی در درصد و 99 همولیتیکوس

  ).4(درصد را گزارش نمود  95ساپروفیتیکوس به میزان 
پ ناشناخته که در یک دسته هاپلوتی 2این مطالعه نشان داد که 

هاي وارنیی،  جداگانه قرار می گیرند، اختلاف فاحشی با سویه
تواند  دهند که این امر می همولیتیکوس و هومونیس نشان می

هاي جدید جهت  هاي مشاهده شده را به عنوان سویه سویه
 .مطالعات بعدي مورد توجه قرار دهد

عنوان  بهtuf ین توالی ژن این مطالعه ثابت کرد که استفاده از تعی 
ها،  هاي مختلف باکتري یک ابزار مناسب جهت تشخیص سویه

تواند جهت  هاي کواگولاز منفی می بخصوص استافیلوکوك
هاي عامل  ی ژنیشناسا زا و هاي بیماري تشخیص باکتري

  . مقاومت آنتی بیوتیکی مورد توجه قرار گیرد
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