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  چكيده 
در محيط هاي بيمارستاني ، نياز به   (MRSA)انتشار گسترده استافيلوكوك اورئوس هاي مقاوم به متي سيلين : هدف سابقه و

اين مطالعه با هدف جداسازي سويه هاي استافيلوكوك اورئوس مقاوم به مقادير بالاي اگزاسيلين از . كنترل آنهارا مطرح ساخته است
  . در اين سويه ها انجام گرفت mecAبيمارستانهاي تهران و بررسي ژن 

ايزوله استافيلوكوك، جداسازي شده و تشخيص سويه هاي استافيلوكوكوس ارئوس با  350، 1388تا شهريور  1387از آبان :  روش كار
يـين  مقاومت سويه ها نسبت به اگزاسيلين با استفاده از دو روش ديسك ديفوزيـون وتع . استفاده از تست هاي بيوشيميايي انجام گرفت

MIC   و شناسايي حضور ژنmecA  با استفاده از روشPCR  الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي سـويه هـاي   . بررسي شدMRSA   نيـز
  .آنتي بيوتيك تعيين گرديد 19نسبت به 
ويه تمامي س ـ. بودند MRSAسويه   68%)45(ايزوله استافيلوكوك اورئوس جداسازي شد كه از اين تعداد ،  150درمجموع :  يافته ها

نسبت به پني سيلين و آميكاسين  مقاوم ونسبت به كانامايسين ، سيپرو فلوكساسـين ، توبرامايسـين ، اريترومايسـين ،     MRSAهاي 
مـورد از سـويه     25%)37(در  MICتسـت  . مقاومت داشتند% 80جنتامايسين ،تتراسيكلين ، كليندامايسين و كوتريماكسازول بيش از 

ازايـن سـويه    64%) 95(نشان داد كه PCRنتايج تست .بود  ≤µg/ml 256مورد ازآنها   40%)63(ودر  ≤MRSA  µg/ml512هاي 
  .بودند mecAها حامل ژن 
بالا نسبت به اگزاسيلين كه نسبت به چند آنتي بيوتيك ديگر نيز مقـاوم هسـتند درايـن     MICبا  MRSAسويه هاي  : نتيجه گيري

در مراكـز    MRSAجهت جلـوگيري از طغيـان هـاي ناشـي از ايـن گونـه سـويه هـاي         مطالعه شيوع بالايي داشتند كه به نظر ميرسد
ميباشـد ،   MRSAكه قادر به تشخيص سريع سويه هاي  PCRتكنيك . بيمارستاني مراقبت ها و تدابير ويژه اي بايد بكار گرفته شود

، از قابليـت بـالايي جهـت كنتـرل     MICروش در كنار انجام آزمايش هاي فنوتيپي از قبيل كشت و بررسي مقاومت آنتي بيـوتيكي بـه   
  . شيوع اين سويه ها ، برخوردار ميباشند

  mecAژن ، اگزاسيلين، استافيلوكوك اورئوس: واژگان كليدي
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  مقدمه 

  با مشاهده اولين سويه هاي استافيلوكوك اورئوس مقاوم بـه متـي سـيلين   
(Methicillin Resistant Staphylococcus aureus)  

(MRSA)  به تدريج ميزان شيوع عفونت هاي بيمارستاني 1961در سال ،
بـر اسـاس   . بشـدت رو بـه افـزايش نهـاد    و مرگ و مير ناشي از اين عوامل، 

تعريف، استافيلوكوك اورئوس مقـاوم بـه متـي سـيلين بـه سـويه هـايي از        
باشـند و يـا    mecAاستافيلوكوك اورئوس گفته ميشود كه يـا حامـل ژن   

و يـا بيشـتر را از خـود نشـان      µg/ml 4اينكه حداقل غلظت مهاركنندگي
  ) .1(دهند

بـالا نسـبت بـه     MICه هايي با و نوپديدي سوي MRSAاكثر سويه هاي 
اگزاسيلين، داراي مقاومت و يا كاهش حساسيت نسبت به ديگر عوامل آنتي 
بيوتيكي مي باشند كه اين مساله باعث محدود شـدن اختيـارات درمـاني و    

از طرف ديگـر شـيوع سـويه هـاي     . جلوگيري از انتشار اين پاتوژنها ميگردد
MRSA  باMIC روهاي ديگري نظير وانكومايسين بالا ولزوم استفاده از دا

كه سمي بوده و مصرف آن مقرون به صرفه نمي باشد، دليلي بـراي تـلاش   
طبـق گزارشـات اخيـر در ميـان     . در جلوگيري از گسترش آنها مـي باشـد  

بـالاي   MICميـزان   MRSAبيماران بيمارسـتاني مبـتلا بـه بـاكتريمي     
  ).2(وانكومايسين نيزگزارش شده است

هاي بهداشتي و كنترل عفونت در بيمارستانها بايد ضمن مسوولين مراقبت 
بررسي ميزان شيوع اين باكتري، برنامه هايي جهت جلوگيري از انتشار اين 
ارگانيسم ارائه نمايند كه در اين راستا دانستن الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي 
و نقش عوامل مرتبط با بروز مقاومت مي تواند در برنامه هاي كنترل عفونت 

  ). 3(مفيد باشد
مقاومت به متي سيلين و ديگر مشتقات خانواده آنتـي بيوتيكهـاي خـانواده    

با وجود ). 3(ميباشد  kb 1/2به طول  mecAبتالاكتام، ناشي از وجود ژن 
 MICممكـن اسـت داراي    MRSA، سـويه هـاي    mecAدارا بودن ژن 

  =g/mlµ 8-4 MICمتفاوتي از هم باشند و در مواردي سـويه هـايي بـا    
بعنـوان   PCRنيسـتند ، از ايـن رو     mecAمشاهده شـده كـه داراي ژن   

  ).4(در نظر گرفته مي شود  mecAروش استاندارد براي تشخيص ژن 
اين مطالعه با هدف جداسازي سويه هاي استافيلوكوك اورئوس مقاوم به 

در  mecAمقادير بالاي اگزاسيلين از بيمارستانهاي تهران و بررسي ژن 
  . ها انجام گرفت اين سويه

  
  روش كار

ايزوله استافيلوكوكوس از چند بيمارستان دولتي درتهـران جداسـازي    350
براي تعيـين جـنس و گونـه  از روشـهاي     . شده و مورد بررسي قرار گرفتند

، كواگولاز و تخميـر  DNaseاستاندارد آزمايشات رنگ آميزي گرم، كاتالاز، 
  ).5(مانيتول استفاده شد

ومت سويه هاي استافيلوكوكوس ارئـوس نسـبت بـه آنتـي     جهت تعيين مقا
بيوتيك متي سيلين، سويه ها بر روي محـيط كشـت مـولر هينتـون آگـار      

درصد نمك كشت داده شد و مقاومت بـه متـي سـيلين بـه روش      4حاوي 
،  Mastديسك ديفوزيون و با استفاده از ديسك حاوي اگزاسيلين ازشركت 

ي مقاومت آنتي بيـوتيكي سـويه هـاي    سپس الگو. مورد بررسي قرار گرفت
MRSA    بر اسـاس جـدولCLSI    آنتـي بيوتيـك شـامل     19نسـبت بـه

آميكاسين، كانامايسين ، پني سـيلين، كليندامايسـين ونيتروفورانتـوئين از    
، ريفــامپين ، سينرســيد، كلرامفنيكــل ، جنتامايســين و DIFCOشــركت 

وفلوكسـازين،  ، كوتريموكسـازول، سيپر  Bio Radتيكـوپلانين، از شـركت   
توبرامايسين، تتراسيكلين، اريترومايسين، فوزيديك اسيد ، وانكومايسـين و  

تعيـين   Sanofiو مينوسـيكلين از شـركت    Mast لينه زوليد از شـركت َ  
  ) .6(گرديد 

 Minimal Inhibitoryتعيــين حــداقل غلظــت مهــار كننــدگي     
Concentration (MIC)  دربين سويه هايMRSA     نسـبت بـه آنتـي

تا غلظت  Broth Microdilutionوتيك اگزاسيلين با استفاده از روش بي
  ). 6(انجام شد  µg/ml 1024 آنتي بيوتيكي

يـك كلنـي از كشـت  خـالص  بـاكتري  را       Total DNA براي استخراج 
تلقيح  كرده  و يـك شـب     BHI brothاز  محيط  كشت   ml 10درون 

ده دقيقـه   ( پس ازسانتيريفيوژ.  درجه  سانتيگراد قرار داديم 37در  دماي 
 ,:  ميكروليتراز بافر ليز شامل 300بر روي رسوب حاصل )  rpm4500در 

Lysozyme 20mg/ml, Sucrose 50%, EDTA 1mM  ، 
Lysostaphyn 5 mg/ml   Tris-Hcl 1mM  ,    2ريختـه و بـراي 

درجه سانتيگراد قرار داده سپس سوسپانسيون حاصـل   37ساعت در دماي 
دقيقــه در 15(ولــه اپنــدروف  منتقــل كــرده و پــس از ســانتريفيوژ را بــه ل
rpm13000 (     مايع رويي را به درون يك لولـه اپنـدروف  منتقـل كـرده و

DNA    باكتري بعد طي دو مرحله تخليص توسط مخلوط فنـل ، كلروفـرم
 24وايزوآميل الكل ويك مرحلـه كلروفـرم و بـاافزودن اتانـل سـرد بمـدت       

و  rpm 13000دقيقـه در دور  15يوژ به مـدت  وسانتريف -ºC20ساعت در
  RNaseحـاوي   TEميكروليتر بـافر   50حل كردن رسوب بدست آمده در

  ) .7(بدست آمد 
از پرايمرهـاي   (mecA)جهت بررسي وجود ژن مقاومت به متـي سـيلين   

 GTA GAA ATG ACT GAA CGT-'5اختصاصي  بـا سـكانس   
CCG ATA A-3'  :mecA1    5و'-CCA ATT CCA CAT 

TGT TTC GGT CTA A-3'  :mecA2   8(استفاده گرديد.(  
سيكل حرارتي مورد استفاده در دستگاه ترموسايكلر ابتدا يـك  

ســيكل  30و ســپس º94در 5´دناتوراســيون اوليــه بــه مــدت 
ثانيـه در  30و  ºC61ثانيـه در  ºC94  ،15ثانيـه در 15بصورت 
در دمـــاي   Final Extentionو ســپس   ºC72دمــاي  

ºC72 حجـم مخلـوط واكـنش     .دقيقـه انجـام گرفـت     5بمدت
PCR   ــويه ــر س ــراي ه ــه   µl 25ب ــود ك ــاملب  PCR: ش

buffer(2.5µl)، MgCL2(0.8 mM) ،dNTPs(0.16 
mM) ، Primers(16 pmol of each)،Taq 

Polymerase(1u/µL) وهمچنــينµl  2  از نمونــهDNA 
 ).9(تخليص شده باكتريايي بود

درصـــد  1ژل آگـــاروز از  ) PCR )bp310جهـــت مشـــاهده محصـــول 
دقيقه استفاده شد و در نهايـت رنـگ    40به مدت  70والكتروفورز در ولتاژ 

  . انجام گرديد   DNAاتيديوم برومايد براي رويت باندهاي  آميزي 
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  يافته ها 
سويه به عنوان  150ايزوله استافيلوكوك جمع آوري شده،  350از مجموع 

S.aureus  نسبت بـه  %) 45(سويه   68شناسايي شدند كه از مجموع آنها
مـورد   MRSAديسك اگزاسيلين مقاوم بودنـد و بـه عنـوان سـويه هـاي      

نشـان دهنـده درصـد مقاومـت      1نمودار. ي هاي تكميلي قرار گرفتند بررس
بر اين اساس مشـخص اسـت   . مي باشدMRSA آنتي بيوتيكي سويه هاي 

مورد بررسي نسـبت بـه آنتـي بيوتيكهـاي      MRSAكه تمامي سويه هاي 
ونكومايسين، تيكوپلانين، لينه زوليد، كلرامفنيكل و نيتروفورانتوئين حساس 

حالي است كه تمامي اين سويه ها نسبت به آنتي بيوتيكهاي اين در . بودند
ايـن سـويه هـا     MICنتايج . پني سيلين و آميكاسين مقاومت نشان دادند

نسبت به اگزاسيلين نشان دادكه حداقل غلظت مهاركننـدگي بـراي حـدود    
از سـويه هـا   % 59و براي  g/mlµ  512از ايزوله ها بيشتر يا مساوي % 37

  .بود  g/mlµ256بيشتر يا مساوي 
مشخص گرديد كه  mecAجهت تعيين ژن  PCRبه دنبال انجام آزمون 

از سويه ها علي % 5ولي ) 1تصوير(بودند  mecAسويه ها واجد ژن % 95
بالا، با  MICرغم دارا بودن مقاومت نسبت به ديسك اگزاسيلين و داشتن 

  .منفي بودند  mecAپرايمرهاي مورد استفاده جهت ژن 
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  MRSAدرصد مقاومت آنتي بيوتيكي سويه هاي : 1 نمودار

  
  

  
  

  MRSAدر سويه هاي  mecAمحصول ژن :  1تصوير شماره 
  mecA )(310bpژن   PCRمحصولات :  5و4و3و2و1

M   :ماركر وزن مولكولي  
 

  بحث 
يكي از شايعترين عوامل مطرح در بروز عفونتهاي    MRSAسويه هاي 

ايش حداقل غلظت مهاركنندگي در برابر اگزاسيلين و افز. بيمارستاني مي باشند
كاهش حساسيت نسبت به ديگر عوامل آنتي بيوتيكي، درمان و مهار انتقال 

را با چالش بسيار بزرگي روبرو  MRSAعفونت هاي بيمارستاني ناشي از 
در بيمارستانهاي مورد مطالعه  از گستردگي  MRSAسويه هاي .ساخته است

بر اساس نتايج حاصل از اين مطالعه ميزان شيوع . ي باشندبالايي برخوردار م
MRSA  ،است و اين در حاليست كه % 45در جامعه آماري مورد بررسي ما

در كشورهاي آسيايي از قبيل عربستان سعودي، هند و  MRSAنرخ فراواني 
  .    گزارش گرديده است ) 12% (60و بيش از ) 11%(44، )10%(8ژاپن به ترتيب

در سـال  % 2از  MRSAميـزان شـيوع   رهاي موجود درايالات متحده طبق آما
در كشورهاي اروپايي اين رقم ). 13(رسيده است 2004در سال % 60به  1980

در انگلسـتان و لهسـتان و   % 37در هلند و اسـكانديناوي  و بـه   % 1به كمتر از 
ال در مطالعه اي كـه درس ـ ).12(رسيده است و ايتاليا  در پرتغال % 50بيش از 

% 38مقاومـت   MRSAدر شيراز انجام گرفته است، ميزان سويه هـاي   1383
، ميـزان   1383طي مطالعه اي در بيمارستان لقمان در سال  .گزارش شد) 14(

در مطالعـه دكتـر امـين زاده     ).15(گزارش شـده اسـت   % MRSA ،90شيوع 
در ). 9(مقاوم به اگزاسيلين بودند % 95سويه ها مقاوم به متي سيلين و % 100

گزارش % 96ميزان مقاومت به اگزاسيلين  1381مطالعه اي در كاشان در سال 
متفاوت بودن ميزان مقاومت به متي سـيلين در گزارشـات مختلـف    ). 16(شد 

ميتواند ناشي از تفاوت در مدت زمان اسـتفاده از ايـن دارو، روشـهاي مختلـف     
العه و بررسـي بـر   انجام آزمايشات سنجش مقاومت، جمعيتهاي متنوع مورد مط

  .روي بيماران با سابقه متفاوت آنتي بيوتيك درماني باشد
مشـاهده  MRSA در مطالعه ما مقاومت به وانكومايسين در بين سـويه هـاي   

ــد ــويه  . نشـ ــتين سـ  VRSA (Vancomycin Resistantنخسـ
Staphylococcus aureus)  در  آمريكا گزارش  2002نخستين بار درسال

و نخستين سويه با مقاومت كاهش يافته به ونكومايسين نيز در سـال  ) 17(شد 
در ژاپن گزارش گرديد و پس از آن در كشـورهاي انگلسـتان، فرانسـه و     1997

در ). 18(مشاهده گرديد  VRSAايالات متحده گزارشاتي از شيوع سويه هاي 
يزكه تاكنون در ايران انجـام گرفتـه، گزارشـات متفـاوتي از     مطالعات مختلفي ن

در . شيوع سويه هاي استافيلوكك مقاوم به ونكومايسـين مشـاهده شـده اسـت    
ميـزان مقاومـت نسـبت بـه      1384و  1381طي مطالعاتي درايران درسـالهاي  

در ). 19و16(گـزارش شـده اسـت    % 3و % 4/18ونكومايسين بترتيب در حدود 
تمــامي ســويه هـا حســاس بــه   1384و  1380در سـالهاي  مطالعـات ديگــري  
بنابراين با توجه بـه اطلاعـات بدسـت آمـده از     ) 21و20و9(ونكومايسين بودند 

تمامي مطالعات انجام گرفته در ايران و مقايسه با ساير كشـورهاي جهـان مـي    
توان گفت كه با توجه به پايين بودن ميزان مقاومت به ونكومايسـين در ميـان   

در سراسر جهان، نتايج مطالعه حاضر همخواني كامـل   S. aureusي سويه ها
با بررسي الگـوي مقاومـت آنتـي بيـوتيكي بدسـت آمـده از سـويه هـاي         .دارد 

MRSA   حاصل از اين مطالعه و ديگر تحقيقات صورت گرفته مشابه مشـخص
ميگردد كه اين سويه ها در برابر آنتـي بيوتيـك هـايي از قبيـل پنـي سـيلين،       

ن، جنتامايســين، سيپروفلوكساســين، توبرامايســين، اريترومايســين و آميكاســي
با توجه بـه نتـايج حاصـل از ايـن      .تتراسيكلين مقاومت بالايي را نشان ميدهند

به كليندامايسـين از خـود مقاومـت نشـان      MRSAايزوله هاي % 84تحقيق، 
،  MRSAدادند كه با توجه به نقش اين دارو در درمان عفونت هاي حاصل از 

ميـزان   .مقاومت بالاي به آن مي توانـد نگرانـي هـايي را در پـي داشـته باشـد      
،  2004مقاومت به كليندامايسـين در طـي مطالعـه اي در عربسـتان در سـال      

نسـبت بـه كليندامايسـين    % 92، مقاومت  2005و در نيجريه در سال % 6/21
  ).22(گزارش گرديده است

1        2        3        4          5         M  
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كلرامفنيكل مي تواند يكي از آنتي بيوتيكهاي مؤثر در مواجه با سويه هـاي  

MRSA 100شايد بتوان گفت كه در مطالعـه حاضـر حساسـيت    . باشد٪ 
نسبت به اين دارو ناشي از پايين بودن ميزان استفاده MRSA يه هاي سو

از اين آنتي بيوتيك بواسطه اثرات و عوارض جـانبي متعـدد آن اسـت كـه     
. باعث شده تقريبا استفاده از اين آنتي بيوتيك بدست فراموشي سپرده شود
 اما با اين وجود اين آنتي بيوتيك همچنان جهت درمان عفونتهاي ناشي از

  ) . 15(مننژيت مورد توجه مي باشد 
دراين مطالعه ميزان مقاومـت نسـبت بـه آنتـي بيوتيكهـاي پنـي سـيلين،        
آميكاسين،كانامايسين، جنتامايسين، توبراماسين بالاست و مي توان گفـت  
كه در استفاده هاي درماني نمـي تواننـد اثـرات قابـل ملاحظـه اي داشـته       

سـتفاده بـالاي ايـن آنتـي بيوتيكهـا در      باشند كه اين امر ميتواند ناشي از ا
  . عفونتهاي ناشي از باكتريهاي مختلف در كشور باشد 

ــاي  ــويه هـ ــه در  MRSAدرسـ ــورد مطالعـ ــتراز  MIC ٪9/36مـ بيشـ
g/mlµ512  از سويه ها بيشـتر از          ٪59و درg/mlµ  256  در . بـود

 MIC،  2007تحقيقات ديگر انجام شده در كشـور سـري لانكـا در سـال     
). 22(گزارش شـد   g/mlµ 128ويه هاي مورد مطالعه بيشتر يا مساوي س

از % 29در ژاپن صورت گرفت   2008همچنين در مطالعه ايي كه در سال 
بودند  µg/ml 512بيشتر يا مساوي  MIC، داراي   MRSAايزوله هاي 

)24.(  
  

  نتيجه گيري

نـد  بـالا نيازم  MICبـا   MRSAدرمان  عفونت هاي ناشي از سويه هـاي  
تجويز دوز بالاي آنتي بيوتيك  در مبتلايان به اين عفونت ها ميباشـد كـه   
ميتواند علاوه بر گسترش ميزان مقاومت ، باعث ايجاد عوارض جـانبي نيـز   

  . گردد 
منفي داشتند  و  MRSA  ،PCRدرصد از سويه هاي  5درتحقيق حاضر 

MIC   موتاسـيون  اين مسئله مي تواند مربوط به پيدايش . بود 256≥آنها
در ژن مقاومت به متي سيلين در بـين ايـن سـويه هـا يـا وجودتفاوتهـاي       

با وجود مقاومت بالا ). 17(فيزيولوژيكي مانند تغيير در ديواره باكتري باشد 
نسبت به اگزاسيلين در بين اين سويه ها شـايد مشـكل درژنهـاي تنظـيم     

تحقيقات هم وجود داشته باشد كه در حال حاضر  mecAكننده بيان ژن 
  .در اين موارد ادامه دارد 

مقاومت بالاي آنتي بيوتيكي در سويه هاي استافيلوكوك اورئوس در 
بيماران بيمارستاني مي تواند در نتيجه مصرف نادرست آنتي بيوتيكها، 
رعايت نكردن اصول بهداشتي در محيطهاي بيمارستاني و در بين كاركنان 

  .و پرسنل بيمارستان باشد 
لزوم تشخيص به موقع و صحيح اين سويه ها بخصوص در محيط از اينرو 

هاي بيمارستاني احساس مي شود و از طرفي درمان با آنتي بيوتيكهايي 
نظير وانكومايسين و تيكوپلانين كه آخرين درمان محسوب مي شود، پر 

با در دست .هزينه وداراي عوارض جانبي بسياري براي بيماران ميباشد
مي توان قدمهاي موثري در  MRSAت سويه هاي  داشتن الگوي مقاوم

جهت كنترل روند مقاومت اين سويه ها و جلوگيري از شيوع 
  .بيشترعفونتهاي ناشي از آنها شد 
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