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 مجلة دانشگاه علوم پزشكي بابل
 75-10 ، صفحه0931 مهر، 01، شماره نوزدهمدوره 

در سویه  اریترومایسینتعیین الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی و شناسایی ژن های مقاومت به 

 Multiplex-PCRهای استافیلوکوکوس اپیدرمیس با روش 
 

 2(PhD) ، کیومرث امیني*0(PhD) ، بهروز شجاعي سعدی0(MSc) مروارید تنها
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 خلاصه
مطرح  انسان در پزشكي ابزارهای با مرتبط عفونت ایجاد در مهمي نقش منفي کواگولاز های استافیلوکوک گونه ترین شایع عنوان به اپیدرمیدیس فیلوکوکوسستاا :سابقه و هدف

 .مي باشدوی حساسیت آنتي بیوتیكي و تعیین الگ Multiplex-PCRاستافیلوکوکوس اپیدرمیس با روش  اریترومایسینشناسایي ژن های مقاوم به  مطالعه این از هدف. مي باشد

زمون حساسیت آنتي بیوتیكي برر روی آشد.  جمع آوریاز مرکز آموزشي درماني امیرکبیر اراک نمونه استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس  11 ، تعداديعطمق مطالعه این در ها:مواد و روش

بره روش  ermCو  ermAسرسس تمرامي سرویه هرا از نجرر وجرود ژن هرای ( انجرام شرد. CLSI) محیط مولر هینتون آگار و بر اساس دستورالعمل موسسه آزمایشگاه و بالین

Multiplex-PCR ارزیابي شدند. 

ایزوله هرا تمامي ( مي باشد. %9/01سویه،  00( و کمترین تعداد مربوط به نمونه های زخم )%1/70سویه،  90مطالعه بیشترین تعداد مربوط به نمونه سوند های ادرار ) ایندر ها:یافته

 ( بود.%57سویه ) 47( و %1/1سویه ) 4به ترتیب برابر  ermAو  ermCژن های  فراوانيبه ونكومایسین حساس بودند. 

 ارتباط دارد.ermC ژن  واسطه به عمدتاً استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس ها در اریترومایسین به مقاومت دهد که مي نشان مطالعه این نتایج گیری:نتیجه

 .ایچندگانه erm ،PCRهای ژن  ،استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس کلیدی: هایواژه
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 مقدمه 

ترین میكروارگانیسمهای های کواگولاز منفي از جمله فراوان وساستافیلوکوک

. به دلیل (0) جدا شده از نمونه های کلینیكي در آزمایشگاه های پزشكي هستند

ست و غشاهای مخاطي انسان، حضور این ارگانیسم ها به عنوان فلور نرمال پو

 قبلاً جداسازی آنها از نمونه های بیماران به عنوان آلودگي کشت در نجر گرفته

مي شد، در حالي که در دو دهه اخیر، این باکتری ها به عنوان پاتوژن های 

تصادفي، خصوصاً در محیط بیمارستان ها اهمیت زیادی پیدا کرده اند. امروزه، 

. (2)ها ایجاد مي شود CoNS کتریمي بیمارستاني توسط موارد با %91بیش از 

این باکتری ها معمولاً باعث ایجاد عفونت در نوزادان و افراد دارای نقص سیستم 

ایمني مي شوند و عفونت های ایجاد شده توسط این ارگانیسم ها عمدتاً در ارتباط 

شانت های با وسایل خارجي درون بدن بیماران مانند کاتترهای داخل وریدی، 

. (9) نخاعي، دریچه های مصنوعي قلب و مفاصل مصنوعي مي باشد -مغزی

مي باشد که از یك حلقه ماکرولیدی اریترومایسین، آنتي بیوتیك شاخص گروه 

یكي از بازدارنده های  اریترومایسینلاکتون متصل به دو قند تشكیل شده است. 

ك داروی انتخابي در درمان ساخت پروتئین در باکتری ها مي باشد و به عنوان ی

  نزا،اولنفآاپیدرمیس، هموفیلوس  وسعفونت های مختلف از جمله استافیلوکوک

 

. (4) نجر گرفته مي شود کورینه باکتریوم دیفتریه و... در مایكوپلاسما پنومونیه،

مقاومت به این آنتي بیوتیك مي تواند ساختماني و یا القایي باشد، ماکرولیدهای 

اند و شامل دیسوسامین از اریترومایسین مشتق شده دیگر کلادینوز

کلاریترومایسین، رکسي ترومایسین آزیترومایسین، دی ریترومایسین هستند، دو 

مكانیسم مهم در مقاومت به ماکرولید ها وجود دارد که مهمترین آن تغییر جایگاه 

کد شده و مقاومت به ماکرولید ها و  ermهدف که به واسطه ژن های 

( را سبب مي شود و یك سیستم پمپ BMLS)Bزآمیدها، استرپتوگرامینلینكو

آن را کد مي  mef(A/E) ,msrافلاکس که در غشا واقع شده که ژن های 

. این (7و1) مسئول کد کردن متیل ترانسفرازها مي باشند ermکند، ژن های 

 V( از دومین 2173A/2171A) ن یك گروه آدنینوآنزیم ها سبب القاء دمتیلاسی

که در نهایت سبب  ریبوزومي مي گردد 29Sدر جایگاه پستیدیل ترانسفراز زیر واحد 

 و ایجاد مقاومت به ماکرولیدها، لینكوزآمین ها کاهش میل ترکیبي اتصال و

بسیاری از ترانسسوزون  در erm( مي گردد. ژن های BMLS) Bاسترپتوگرامین

بخش تشكیل شده اند که از . پمپ های یوني از دوازده (5اند )ها شناسایي شده 

عرض غشای سیتوپلاسمي عبور نموده و در ایجاد انرژی و نیروی محرکه پروتوني 
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 و همكارانمروارید تنها ؛ پیدرمیسشناسایي ژن های مقاومت به اریترومایسین در استافیلوکوکوس ا

 

سوبستراهای متعددی مانند اریترومایسین و  mefAدخالت دارند. پمپ یوني 

. در مطالعات اخیر که بر (1) مشتقات آن مانند آزیترومایسین را دارد

به  وسداده که مقاومت استافیلوکوک ها انجام شده، نشان وساستافیلوکوک

مي باشد. اکثر ایزوله های استافیلوکوکي  %51-11از  ( بالاترeryاریترومایسین )

، ermAریترومایسین که تاکنون مطالعه شده اند دارای ژن ها آجداشده مقاوم به 

ermC و msr  ژن  کهمي باشند وermC  و ( بوده%51)بالاتر از فراوانترین  

msrترکیب ژني با ژن های  کمترینerm راواني ژن های ف (.3) را داشته است

ermA  وermC امروزه (. 01) نیز وابسته به منطقه جغرافیایي متفاوت مي باشند

های با مقاومت  وسلوده به استافیلوکوکآنجر بر این است که درمان بیماران 

ساختماني  منجر به بروز مقاومت ،القایي ممكن است علاوه بر شكست درماني

 در اریترومایسینشناسایي ژن های مقاوم به مطالعه هدف از این لذا، (. 00) شود

و تعییین الگوی مقاومت  Multiplex-PCRبا روش  استافیلوکوک اپیدرمیس

 در این سویه ها مي باشد. يداروی

 

 

 هامواد و روش
نتهرای ماه )از ابتدای اردیبهشت لغایت ا 5در این مطالعه مقطعي که به مدت 

 و خرون، سروندهای ادراری، زخرمنمونه غیر تكراری شامل  11(، تعداد 0937آبان 

از مذکر آموزشي درماني امیرکبیرر اراک جمرع آوری گردیرد. پرس از انتقرال  خلط

با اسرتفاده  )مرک، آلمان(، شناسایي سویه ها نمونه ها بر روی محیط آگار خون دار

كروبیولوژیكي از قبیل؛ رنگ آمیرزی گررم، از روش های استاندارد بیوشیمیایي و می

کاتررالاز، کواگررولاز، تخمیررر مررانیتول بررا اسررتفاده از محرریط مررانیتول سررالت آگررار 

(MSA تست ،)DNase حساسیت به باسیتراسرین و مقاومرت بره نووبیوسرین ،

تست سنجش حساسیت آنتي بیروتیكي برا اسرتفاده از روش دیسرك  .انجام گردید

بر روی محیط مرولر هینترون آگرار  CLSIدستورالعمل دیفیوژن کربي بائر، طبق 

 . (02) انجام شد

برا  اپیدرمیردیسافیلوکوک تمقاومت آنتي بیوتیكي برای همه جدایه هرای اسر

، ونكومایسرین µg91، جنتامایسرین µg 91های سفوکسریتین  استفاده از دیسك

µg91 پنرري سرریلین ،IU 01 کلیندامایسررین ،µg2 سیسروفلوکساسررین ،µg 7 

انجام شد. به این منجور دیسرك هرا برا  µg 07و اریترومایسن  µg0 سیلین ،اگزا

پنس استریل با رعایت فاصله مناسب از یكدیگر روی محیط مولر هینتون آگار قرار 

درجره سرانتي گرراد گرمخانره  95سراعت در دمرای  24داده شد و سسس به مدت 

و برا جردول  انردازه گیرریگذاری گردید. سسس قطر ناحیره مهرار رشرد براکتری 

  .(02) استاندارد مقایسه شد

. ابتردا پرایمرهرا بره شررکت پیشرگام سرفارش داده شرد  PCRجهت انجام

DNA  سویه های کشت داده شده در محیط مایع از ژنوميBHI  برا اسرتفاده از

. جهررت گردیررداسررتخرا   CinnaPure-DNA (Gram positive) کیررت

ه اسرسكتروفتومتر نرانودرا  اسرتخرا  شرده از دسرتگا DNAتایید درجه خلرو  

(THERMO, USA و نسرربت میررزان جررذ ) 211A/211A  بررر حسررب

بر یك میلري لیترر اسرتفاده گردیرد. همچنرین جهرت ارزیرابي  DNAكروگرم یم

سلولي استخرا  شده از نمونه ها برر روی ژل آگرارز  DNAیكسارچگي و سلامت 

موجود در جدول  یرایمرهاتوالي الیگونوکلئوتیدی از پ .الكتروفورز انجام گردید 0%

انتخرا  شرده در سرایت  یپرایمرهرا BLASTپرس از  .(09) یك استفاده شرد

NCBI واکنش ،Multiplex-PCR  7/7میكرولیتر شامل  27به حجم نهایي 

 Taq DNA)سیناکلون، ایران( حراوی PCR master mix 5Xمیكرولیتر 

polymerase (17/1U/µl ،)MgCl2 (9mMو ) (14/1mM )dNTPs ،

میكرولیترر از  0میكرومرولار،  1/1میكرولیتر از هر یك از پرایمرهرا بره غلجرت  0

DNA ( و  01الگو )میكرولیتر آ  دوبار تقطیر استریل با اسرتفاده از  7/01نانوگرم

بره با انتخا  برنامه مرتبط سیكل  94)اپندورف، آلمان( برای  گرادیانت ترموسایكلر

ثانیره،  71درجره سرانتیگراد  34شت ثانویه گام اول واسر صورت زیر انجام گرفت:

درجره  52ثانیه، گرام سروم بسرط اولیره  91درجه برای  71گام دوم اتصال آغازگر 

 نجرر در دقیقره 01 بررای درجره 52 نهرایي بسط یك و دقیقه 2 برای گراد سانتي

حرراوی  %0در ژل آگرارز  M-PCRواکرنش  محصررولات پایران، در. شرد گرفتره

 ( الكتروفورز گردید. 7/1µg/mlاتیدیوم بروماید )

 

 پرایمرهای مورداستفاده در این مطالعه .0جدول 

 ژن bp Primer sequences (5ʹ→3ʹ) زهادنا

420 
F=5'-GTTCAAGAACAATCAATACA GAG-3' 

5' -GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC-3' R= 
ermA 

752 
F=5'-GCTAATATTGTTTAAATCGTCAATTCC-3' 

R=5'-GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC-3' 
ermC 

 

  هایافته
نمونه استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس  11نمونه های دریافت شده تعداد  از تعداد

سویه،  90شناسایي شد که بیشترین تعداد مربوط به نمونه سوندهای ادرار )

نمونه  01و (%9/01ایزوله،  00کمترین تعداد مربوط به نمونه های زخم ) ،(5/70%

سویه تحت مطالعه به  11تمامي  ( نیز مربوط به نمونه خو  مي باشد.91%)

ونكومایسین حساس بودند. بیشترین میزان مقاومت مربوط به پني سیلین بود. 

و  ermCبرای تعیین وجود یا عدم وجود ژن های  MPCRآزمون  (.2جدول )

ermA  ده از سویه جدا ش 11(، بر روی هر اریترومایسین)کد کننده مقاومت به

 4به ترتیب برابر  ermAو  ermCژن های  فراوانيموارد بالیني نشان داد که: 

( بود. این نتایج نشان داد که بیشترین و کمترین %57جدایه ) 47( و %1/1سویه )

 را حمل  ermAو  ermCتعداد سویه های حمل کننده به ترتیب مقاومت به 

 (.0شكلمي کنند )
 

 ساسیت آنتي بیوتیكي در جدایه های تحت بررسي. الگوی حاصل از تست ح2جدول 

 نتایج آنتي بیوگرام

 آنتي بیوتیك

 (R) مقاوم

 تعداد)درصد(

 (I) نیمه حساس

 تعداد)درصد(

 (S) حساس

 تعداد)درصد(

 1(1) 1(1) 11(011) پني سیلین

 05 (9/21) 7 (9/1) 91 (9/19) جنتامایسین 

 3 (07) 1(1/1) 70 (17) اریترومایسین

 09 (1/20) 0 (1/0) 41 (1/51) سیسروفلوکساسین  

 01 (91) 0 (5/0) 40 (9/11) کلیندامایسین

 97 (4/71) 2 (9/9) 29 (9/91) اگزاسیلین

 21 (5/41) 0 (5/0) 99 (1/70) سفوکسیتین

 011 (011) 1 (1/1) 1 (1/1) ونكومایسین
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جدایه  09-24چند گانه را در سویه های شماره  PCR. این تصویر نتیجه تست 0شكل 

 DNA marker 100؛ Mمنتخب نشان میدهد. به ترتیب از راست به چپ عبارتنداز، 

bp plus  کنترل 0)تهیه شده از شرکت فرمنتاز(، چاهك شماره ،

-02(، چاهك های Staphylococcus epidermidis ATCC 12228مثبت)

 سویه های بدست آمده از نمونه های کلینیكي مي باشند.  0

 
 حث و نتیجه گیریب

 پني بیوتیك آنتي به نسبت اپیدرمیدیس استافیلوکوکوس های سویه تمامي

 اریترومایسینمقاومت  میزان ترینبیش همچنین د.دادن نشان مقاومت سیلین

و جنتامایسین ( %9/11(، کلیندامایسین )%1/51(، سیسروفلوکساسین )17%)

مطابقت داشت. تمامي ( 04)و همكاران  Rahimi( بود که با مطالعه 9/19%)

( و 04و همكاران ) Rahimiسویه ها به ونكومایسین حساس بود که با مطالعه 

Tavakoli ( مطابقت 07و همكاران ) داشت. مطابق با مطالعهRahimi  و

یدرمیدیس بیشترین میزان همكاران در بررسي الگوی مقاومتي استافیلوکوکوس اپ

سویه  29. (04گزارش شد ) اریترومایسینسیلین و مقاومت به آنتي بیوتیك پني 

مقاوم به اگزاسیلین بودند و به عنوان استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس مقاوم به متي 

( در نجر Methicillin-resistant Staphylococcus =MRSEسیلین )

ایزوله در تست غربالگری دیسك  99 گرفته شدند و این در حالي است که

تست انتشار در دیسك در نجر گرفته شدند.  MRSEسفوکسیتین به عنوان 

 MRSE( فنوتیپ ODD=Oxacillin disk diffusion testاگزاسیلین )

کمتری را درمقایسه با دیسك سفوکسیتین نشان داد. این یافته ها با نتایج 

Anand ( همخواني دارد. 01و همكاران )Broekema ( نشان 05و همكاران )

که روش انتشار در دیسك با استفاده از دیسك سفوکسیتین به مراتب برتر از  دادند

، غربال اگزاسیلین در آگار ODDسایر تست های فنوتایسیك از قبیل؛ 

(Oxacillin Screen agar Testing =OST ) و هم اکنون روش تایید

متي سیلین در بسیاری از گروه های شده برای شناسایي سویه های مقاوم به 

( مي باشد. با استفاده CLSIزمایشگاه و بالین )آرفرنس از قبیل موسسه استاندارد 

قطر هاله عدم رشد  CLSIاز معیار انتشار در دیسك و بر اساس دستورالعمل 

 22≥و  ≤ 20برای سویه های مقاوم و حساس به سفوکسیتین به ترتیب برابر 

 ،بود %011میلي متر مي باشد و اختصاصیت و حساسیت آن در همه سویه ها 

به ترتیب  ermAو  ermCژن های  فراوانيمناسب نبود.  OSTدرحالیكه 

( 01و همكاران ) Abdollahi ( بود.%57جدایه ) 47( و %1/1سویه ) 4برابر 

نفي مقاوم ایزوله استافیلوکوکوس کوآگولاز م 41را در  erm Aمیزان شیوع ژن 

و  Tavakoli .گزارش کردند %0/2را  ermCو  %4/7 اریترومایسینبه 

 %31نمونه تحت مطالعه حدود  071( در مطالعه خود دریافتند که از 07همكاران )

 اریترومایسینداری مقاومت به متي سیلین بودند که همگي به کلیندامایسین و 

آنها به ترتیب داری ژن های  ( ازn=13) %9/40( و n=53) %1/72مقاوم بودند و 

ermA  وermC  ژن بودند. این محققین دریافتند که ermAعامل مهمترین 

 اریترومایسین در مقاومت

نیز  و همكاران Anand . این نتایج با مطالعه فعلي همخواني دارد.مي باشد 

ایزوله های استافیلوکوکوس کوآگولاز  در ermدرمطالعه خود میزان شیوع ژن 

 Syrogiannopoulos گزارش نمودند. ermC 7%و  ermA 40%ا برای منفي ر

از  اریترومایسینبه بررسي و تشخیص عوامل مقاوم در برابر ( 03)همكاران  و

پمپ  ،ermشامل  اریترومایسینبرابر  عوامل مقاوم در پرداختند. PCRطریق 

و  Tavakoliبا مطالعه هستند.  کنندهآنزیم های غیرفعال وافلاکس های 

در منطقه اراک بالا  ermC(، مي توان نتیجه گرفت که فراواني ژن 07همكاران )

 بررسيمي باشد. در این  اریترومایسینبوده و مهمترین عامل در بروز مقاومت به 

 و اریترومایسین به بررسي موردی هااستافیلوکوکوس از نیمي از بیش

  .بودند مقاوم کلیندامایسین

 یهرا هیسرو انیرم در هرا كیروتیب يآنتر از يعیوسر فیط به مقاومت وعیش

 در یهرا هیسرو نیا انتشار و يپراکندگ دهنده نشان س،یدیدرمیاپ لوکوکوسیاستاف

 در مري توانرد آنتري بیروتیكي مقاومرت دقیرق الگوی تعیین. است ها مارستانیب

 دهرد کره مري نشران مطالعه این نتایج .عفونت ها موثر باشد درمان و گیریشپی

 ژن  واسطه به عمدتاً استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس ها در یترومایسینار به مقاومت

ermC.ارتباط دارد 

 
 

 تقدیر و تشكر
از همكاران و پرسنل بخش میكروبیولروژی دانشرگاه آزاد اسرلامي بدینوسیله 

  تقدیر و تشكر مي گردد. ،اراکواحد 
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ABSTRACT  
BACKGROUND AND OBJECTIVE: Staphylococcus epidermidis is one of the most common coagulase negative 

Staphylococcal strains and has an important role in the infection related to medical device in human and is a crucial 

public in the antibiotic therapy. The aim of this study was to identify genes erythromycin resistant Staphylococcus 

epidermidis is isolated from children with Multiplex-PCR method. 

METHODS: In the cross-sectional study, a total of 60 Staphylococcus epidermidis were collected from the Amir-

Kabir Hospital in Arak. Antibiotic susceptibility test was performed on the Muller Hinton agar according to the clinical 

and laboratory standard institute (CLSI). Then all strains were evaluated for ermA and ermC genes by multiplex-PCR 

method. 

FINDINGS: In the present study, the highest and lowest samples were related to urinary catheter (31 strains, 51.6%) 

and wound samples (11 isolates, 18.3%). All isolates were susceptible to vancomycin. The prevalence of ermA and 

ermC genes were 4 (6.6%) and 45 (75%), respectively. the results showed that the highest and lowest strains carried 

these genes were ermC and ermA, respectively. 

CONCLUSION: Control of transmission of the microorganisms are important infection control and classification 

methods phenotypic and genotypic diagnosis of clonality of isolates and better control they will be very beneficial. 

KEY WORDS: Staphylococcus epidermidis, erm genes, Multiplex PCR. 
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