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ن يعامل پنتون والنت كد كننده ژن ينسب يفراوان

اورئوس مقاوم به  لوكوكيدر استاف نيديلكوس

 شهر زاهداندر  ن جدا شده از خون و زخميليس يمت

  انيبكائ ، محمد*حامد طهماسبي    

  رانيا زاهدان، زاهدان، يپزشك علوم دانشگاه ،يشناس كروبيم گروه

  1395/6/8 :خ پذرشيارت            1395/2/11:    تاريخ وصول

 مقدمه

ممكـن  . شـود  يم ـوب سمح لوكوك اورئوسياستافن در ين از خانواده گاما توكسيك توكسين يدين لكوسيوالنت ـ پنتون  :نه و هدفيزم

 ن مهم خصوصاًيتوتوكسيك سين، كه يدين لكوسيوالنتـ   ن و پنتونيليس يمقاوم به مت لوكوكوس اورئوسياستافن يك ارتباط بياست 

ن از يوالنت ـ ـ ن پنتـون يديژن عامـل لكوس ـ  ييو شناسـا  ين مطالعه، جداسـاز يهدف از ا. شته باشدد است، وجود دايشد يها عفونت در

  .دبوخون  يها از نمونه PCRك ين با استفاده از تكنيليس يلوكوكوس اورئوس مقاوم به متياستاف يزوله هايا
  

مارستان ياز بماه   6 يخون و زخم ط يها از نمونه لوكوك اورئوسياستافزوله يا 89 ،يمقطع  ـ يفين مطالعه توصيدر ا: يبررسروش 

قـرار   يمـورد بررس ـ  ييايميوشيمختلف ب يها تست به وسيلهمورد مطالعه  يها نمونه در ابتدا. شد يآور طالب زاهدان جمع ياب ابن يعل

دست آمـده  ه ب يها زولهيد اييأجهت ت. شدند يداسازج اورئوس لوكوكياستاف يها زولهيا يصيتشخ يگرفتند و بر اساس استانداردها

 يها بـر اسـاس دسـتورالعمل موسسـه اسـتاندارد آزمايشـگاه       بيوتيك يها نسبت به آنت حساسيت ايزوله. استفاده شد 16srRNAاز ژن 

 يغربـالگر يلين س ـ يبه مت ـمقاوم  يها وژن نمونهيفيسك ديد) كروگرميم30(نيتيروش سفوكس سپس با استفاده از. شد يبررس يبالين

زمـون  شده بـا اسـتفاده از آ   يآور جمع يها داده .قرار گرفت ييمورد شناسا PCRش يآزما به وسيله mecAو  PVLيها و سپس ژن شد

  .شدندل يه و تحليتجز يكامجذور يامار

  

ه ب ـ يهـا  ن نمونـه يشـتر يب .شـد  يزوله از خون جداسازيا 63زوله از زخم و يا 26اورئوس لوكوكياستاف زولهيا 89 مجموع از: ها افتهي

 مقـاوم  و mecA ژن يدارا) درصـد   82/52(زولهيا 47،يمولكول يها شيج آزمايبا توجه به نتا .دست آمده ماران زن بيدست آمده از ب

 ني ـا از كـه  شـد  ييشناسـا  PVL ژن حامل عنوان  هب زولهيا 16 ن،يچن مه. بودند نيليس يمت به حساس) 2/47(زولهيا 42 و نيليس يمت به

هـا   زولـه يك از اي ـچ ين در ه ـيس ـيمقاومـت بـه ونكوما   .بودنـد  نيليس ـ يمت به حساس زولهيا 3 و نيليس يمت به مقاوم زولهيا 13 انيم

مقاومت چندگانـه   يدارا يها هيسو. مشاهده شدها  زولهين اين در بيليس ين و پنيسيترومايارن مقاومت نسبت به يشتريب. مشاهده نشد

ن مشـاهده  ين مقاومـت و حضـور ژن پنتـون والنت ـ   يب ـ يدار ين ارتبـاط معن ـ يچن ـ هـم . بودنـد  PVLنظر ژن  از ين فراوانيشتريب يدارا

  .)p=  0043/0(شد

  

ژن  يبـالا پـراكنش  لوكوك اورئـوس و  يمقـاوم و حسـاس اسـتاف    يها هيدر سو PVL و mecA يها ژن يبا توجه به فراوان: يريگ جهينت

 يارتبـاط  ژنن دو ي ـن ايجه گرفت كه ممكـن اسـت ب ـ  يتوان نت يم ،يآمار يزهايساس آنال، بر امقاوم يها هين در سويعامل پنتون والنت

  .وجود داشته باشد

  

   يكيوتيب يلوكوك اورئوس، مقاومت آنتين، استافيدين لكوسيوالنتـ  پنتون :يديكل يها واژه

  شناسي ميكروب روهپزشكي، گ زاهدان، دانشكده پزشكي علوم دانشگاهزاهدان، ، يحامد طهماسب :نويسنده مسئول*

Email: h.tahmasebi87@yahoo.com   
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  مقدمه

ــ  ــيديلكوس ــون والنت ــي )PVL()1(نين پنت از  يك

ــا ــاريب يفاكتورهـ ــاكتر يمـ ــتاف يزا در بـ لوكوك ياسـ

ن پنتـون  يتوكس نيوالنتو  پانتون. )1(باشد يماورئوس 

لوكوك ياسـتاف  يه هايدر سو 1932ن را در سال يوالنت

مار يك بين از ين توكسيا. كردند ييشناسا V8اورئوس 

پنتــون  . )2و 3(س جـدا شـده بـود   يمبتلا به فورونكوز

ــا در   او ــين گامـ ــيدين و توكسـ ـــك  لكوسـ ـــين يـ لنتـ

                باشــد كــه شــامل    يمــاســتافيلوكوكوس اورئــوس  

و  S (38KDa)از جمله دو جزء پروتئينـي   يلفمخت ياجزا

(32KDa) F  ــه وســيلهاســـت كـــه و  Luks.PVهــاي  ژن ب

Lukf.PV  4(شـود  يمان يكنترل و ب(. PLV   عليــه غشــاي

هـا و   هـاي مورفونوكلئـور، مونوسـيت   خـارجي سـلول

ماكروفاژهاي انسـاني وارد عمـل شـده و متناسـب بـا      

هـــاي   غلظـت توكسـين، باعــث بــاز شـــدن كانـــال    

ــم   ـــروز و هـ ـــيم، نكــ ــ كلســ ـــوزيس يچنـ ن آپوپتــ

ــيت ــاني   لكوس ــاي انس ــه ــردد يم ــويه. )5(گ ــاي  س ه

 PVLكـه از نظـر  حضـور    ياستافيلوكوكوس اورئــوس 

در امــر  يشـتر يمثبــت هسـتند، بـه مراتــب از شـدت ب    

ن يــكـه ا  يطـور ه ب ـ هســتند، برخـوردار  يـي زا يمـار يب

توز قـدرت  يجاد مقاومت در مقابل فاگوسين با ايتوكس

ــاج ــتاف  يمتهـ ــزاياسـ ــش يلوكوك را افـ ــد يمـ                . )6(دهـ

عات يموارد با ضـا  ين در برخيدين لكوسيوالنتـ  پنتون

هـاي نكروتيـك    پوستي و عفونت هـاي و آبسـه يپوست

ـــراه   ــديد هم ــش ـــند يم ــا. )7(باش ــي ــن علين توكس ه ي

مورفونـوكلئر و ماكروفاژهـا عمـل    يد پليهاي سف گلبول

 يري غشاء سـلول يش قدرت نفوذپذيكند و باعث افزايم

ها و نكـروز بافـت    تيز شدن لكوسيجه سبب ليو در نت

ن ي ـشـود كـه ا   يم ـوارد باعـث  ن م ـي ـهمه ا. )8(شود يم

ب ي ـب و تخرين مقـدار آس ـ يشـتر ين در خـون ب يتوكس

بــا منشــا  ييهــا يميبــاكتردر  جــاد كنــديرا ا يتيلكوســ

ن، شـاهد  ين توكس ـياورئوس حامل ا يها لوكوكياستاف

ت شدن يعدم فاگوس. )9(م بوديخواه يشتريعات بيضا

شانس زنده ماندن آنهـا   PVL يدارا ياه لوكوكياستاف

ــر س ــتم ايدر براب ــيس ــزا يمن ــرايرا اف ط يش داده و ش

ه در مقابـل درمـان ب ـ   يمقاومت باكتر يرا برا يمناسب

 اورئوس لوكوكياستاف يها هيسو . .)10(آورد يموجود 

)MRSA(نيليس ـ يمقـاوم بــه مت ــ
ن ييكـــي از مهــم تــر )2(

ــق يهــا هيســو ــه ا متعل ــب ــه ي ــه  باشــد كــه يمــن گون ب

و   يمبتالاكتـا  يهـا  از كـلاس  يمتعـدد  يها كيوتيب يآنت

موارد،  يبرخدر  .اند دا كردهيمقاومت پ ينيسفالوسپور

كه مقاومـت   mecAعامل مقاومت، مانند  يها حضور ژن

عامل  يها با ژن ممكن استكند،  يمن را كد يليس يبه مت

در دهه . )11(ندشوهمراه  مقاوم يها هيدر سو نيتوكس

سرعت رو   سيلين شايع شد و به مقاومت به متي 1980

 MRSAهـا   كـه در ايـن سـال    طـوري  هبه افزايش نهاد، ب ـ

عنوان يكي از مشكلات مهم بـاليني و اپيـدميولوژيك    به

سـازمان   طبق آماري كـه . )12(ها درآمد در بيمارستان

)CDC( يعفون يها يماريو كنترل ب يريشگيپ
در سال  )3(

درصــد از مراكــز بهداشــتي  5/59منتشــر نمــود  2004

 MRSAبار، مـوردي از   درماني ايالات متحده حداقل يك

منجـر بـه    mecAحضـور ژن   . )13(اند را گزارش كرده

                                                           

1- Valentine(PLV) Leucocidin Panton 

2- methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

3- Centers for Disease Control and Prevention 
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ن يليس ـ يمقاوم به مت ـ يها اورئوس لوكوكياستافبروز 

 يكــيك المنـت ژنت يــ يبـر رو  mecAژن . )14(شــود يم ـ

 mec يمار قــرار دارد كــه بـه آن كاســت كرومــوزو يس ـ

ان شدن يباعث ب mecAژن . )15(نديگو يم يلوكوكياستاف

شـــده و مـــانع اتصـــال  يدر بـــاكتر PBP2aن يپــروتئ 

جـه اثـر آن را   يشـده و در نت  يك بـه بـاكتر  ي ـوتيب يآنت

 يخاص كاسـت ژن ـ  يژگين ويا. )16و 17(كند يم يخنث

هـا همـراه بـا ژن     ژن ينـه انتقـال برخ ـ  يممكن است زم

mecA عامـل   يهـا  ژن يحضور برخ. )18(.جاد كنديا ار

 mecAعامل مقاومت ماننـد   يها ها در كنار ژن نيتوكس

ده شـده  ي ـن ديليس ـ يمقاوم به مت يها هيسو يدر برخ

ه ب. )19و 20(دهد يمش ين امر را افزاياست كه احتمال ا

 اورئــوس لوكوكياســتاف يل حضــور فعــال بــاكتريــدل

 خطرنـاك  يهـا  يميباكتر يدر برخ نيسل يمقاوم به مت

،  PVLن ژن بـا ژن  ي ـن احتمال وجود ارتبـاط ا يچن و هم

 در PVLو  mecA يها ژن ييشناسان مطالعه يهدف از ا

كشت  يها نمونه لوكوكوس ارئوس جدا شده از ياستاف

  .بود خون

  

  يش بررسرو

ك دوره ي ي، طيمقطع ـ يفين مطالعه توصيدر ا

و خـون  زخم   از  نمونه 93نمونه خون و  189ماهه  6

 يياي ـباكتر يها و عفونت  يميمشكوك به باكتر مارانيب

ماران مراجعه كننـده  يمختلف و ب يها در بخش يبستر

شـهر زاهـدان    يدانشگاه علوم پزشك يبه مراكز درمان

بـر   يري ـروش نمونـه گ  .شد يآور جمع1394در سال 

 يرتصــادفياســاس روش آســان و دردســترس و غ  

 يهـا  ار ورود و خروج هم عفونتيصورت گرفت و مع

ن يـي ها تع يباكتر به وسيلهجاد شده در زخم و خون يا

 يهـا  يشده خون داخل بطر يآور جمع يها نمونه .شد

ختــه و بعــد از  ير) فرانســه biomerieux(كشــت خــون 

گـراد،   يدرجه سانت37 يه در دماساعت24 يگذار انكوبه

كشـت داده  ) آلمان Merck(ط شكلات آگاريمح يبر رو

. شـد  يگـذار  خانـه  ط فـوق گـرم  يبـا شـرا   شد و مجدداً

ط يمحــ يزخــم هــم بعــد از كشــت بــر رو يهــا نمونــه

 يمـورد بررس ـ  يدرصد خـون گوسـفند   5 بلادآگار با

دســت آمــده داخــل ه بــ يهــا يكلنــ. قــرار گرفــت يكلنــ

ط يمح ـ يدرب دار كه حـاو  يكيپلاست يها وبيكروتيم

سـرول  يدرصد گل 10با  )آلمان BHI)Merck ترانسپورت

ــ ــود، تلق ــرايب ــا يح و ب ــيتكم يهــا شيانجــام آزم و  يل

 يشناس ـ كـروب يشـگاه م يتـر بـه آزما   قي ـدق يصيتشخ

زاهـدان منتقـل    يدانشگاه علوم پزشك يدانشكده پزشك

 -20 يها در دما ، نمونهها شيتا زمان انجام آزما و شد

  .شد يگراد نگهدار يدرجه سانت

ــه ــا نمونـ ــ يهـ ــر رو ه بـ ــده بـ ــت آمـ                 يدسـ

درصـد   5 بـا  ه كـه ي ـپا)آلمـان  Blood Agar )Merckط يمح

 يصـورت خط ـ ه شده بود، ب يغن يخون تازه گوسفند

درجه  37 يساعت در دما24مدت ه كشت داده شد و ب

گـرم   يزي ـآم هـا، رنـگ   يپس از مشاهده كلن. انكوبه شد

بـا  . شـدند  يگرم مثبـت جداسـاز   يها يجام و كوكسان

بيو شيميايي استاندارد، شناسايي  يها استفاده از تست

ت ي ـدر نها. هاي استافيكوكوس ارئوس انجام شد ايزوله

ــتاف يا 170 ــه اس ــام   يزول ــد از انج ــوس بع لوكوك اورئ
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 يآور نمونه جمـع  470از مجموع  يافتراق يها شيآزما

  .دست آمده شده ب

كوكس ارئوس مقاوم به لوياستاف يبررسجهت 

م مك فارلنـد و كشـت   يه محلول نيبعد از تهسيلين،  متي

بــا )آلمــان Mueller Hinton agar )Merck طيمحــ يبــر رو

كروگرم يم 30ن يتيسك سفوكسيد متر يليم 5 ضخامت

را   )انگلسـتان  MASTهر دو (كروگرميم 1نيليو اوگزاس

و به مدت ط قرار داده يمح يل بر رويك پنس استريبا 

 CLSIار ي ـن معيدتريبر اساس جد. ساعت انكوبه شد24

سـك  يجاد شده نسـبت بـه د  يكه قطر هاله ا يدر صورت

متـر باشـد بـه عنـوان      يل ـيم 21شتر از ين بيتيسفوكس

ن  در يتيلوكوك اورئـوس حسـاس بـه سفوكس ـ   ياستاف

كه قطر هاله نسـبت بـه    ينظر گرفته شدند و در صورت

زولـه  يمتر باشد، ا يليم 21ن كمتر از يتيسك سفوكسيد

ن و قطـر  يتيلوكوك اورئوس مقاوم بـه سفوكس ـ ياستاف

شـتر از  ين بيليسك اوگزاسيجاد شده نسبت به ديهاله ا

لوكوك اورئـوس  يمتر باشـد بـه عنـوان اسـتاف     يليم 21

در  .)27(ن در نظـر گرفتـه شـدند   يليحساس به اوگزاس

ــا ــو يـ ــه از سـ ــتافين مطالعـ ــوس يه اسـ لوكوك اورئـ

ATCC33591  ه استاندارد كنتـرل مثبـت و   يعنوان سوبه

 ATCC25923لوكوك اورئوس يه استاندارد استافياز سو

 .)28(استفاده شد يكنترل منف به عنوان

ــوي  ــيت الگـ ــين حساسـ ــيتعيـ ــوتيكي  آنتـ بيـ

بيوتيـك بتالاكتـام شـامل     آنتـي  8باليني بـه   يها ايزوله

كروگـرم،  يم30ن يكروگرم، سـفازول يم30ن يسيونكوما

واحــد،  10ن يليســ يكروگــرم، پنــيم15ن يســيترومايار

ــا ــيكروگـــرم، سيم30ن يكليتتراسـ  5 ن يپروفلوكساسـ

ــرم، كليم ــيندامايكروگ ــرم، ريم2ن يس ــامپيكروگ  5ن يف

 با اسـتفاده از روش ) انگلستان Mast يهمگ(كروگرم يم

Kirby-Bauer Disk Diffusionدر ايــن روش، . ، انجــام شــد

فواصـل  هـا بـا    ، ديسكيبه حداقل رساندن آلودگ يبرا

) انگلستان Disc Dispenser )Mastدستگاه به وسيلهمناسب 

ســاعت  24بعــد از . ســطح پليــت قــرار داده شــد يرو

عـدم   يهـا  ، قطـر هالـه  C 35°يدر دمـا  يگرمخانه گذار

 يمـورد بررس ـ CLSI ن نسـخه يرشد با استفاده از آخر

  .قرار گرفتند

 يهــا زولــهياابتــدا ،  DNAاســتخراج بــه منظــور 

ه و رشد ياول ييايميوشيب يها تستسيله به وكه  ينيبال

د شـده  را  يي ـأت ياختصاص ـ يها طيو عدم رشد در مح

درصـد خـون    5با ) آلمان Blood agar)Merckط يمح يرو

درجـه   37 يداده شد و در دمـا  كشت مجدد گوسفند، 

ك ي ـسـپس  . ساعت انكوبه شـد  24گراد به مدت  يسانت

ط يتر محيل يليم 5زوله كشت داده شده به ياز هر ا يكلن

درون  كـه قـبلاً  ) آلمان Loria Bertani Broth )Merckكشت 

زولـه هـا   يبـه تعـداد ا   يـي شـه ا يدرب دار ش  يلوله ها

ح شـد و در  يشـده بودنـد، تلق ـ   يگـذار  هم و شماريتقس

سـاعت انكوبـه    20گراد به مـدت  يدرجه سانت 37 يدما

را،  يباكتر يط كشت حاوياز مح يس يس 5/1. ديگرد

 يســ يســ5/1ســپس  دار درب يهــا بويــكروتيدرون م

ن پـژوهش از  ي ـدر ا. خته شـد ير) كره Biofill(يكيپلاست

ران اسـتفاده  ينا ژن ايشركت س DNA استخراج يتهايك

شـركت   بـه وسـيله  ه شـده  ي ـشد و طبـق پروتوكـل ارا  

ه محصـولات ب ـ . ر مراحـل انجـام گرفـت   يسازنده، سـا 

ــده   ــت آم ــرل ك  DNAدس ــد از كنت ــيبع ــيله  يف ــه وس  ب
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 يراــــ ـب ـ20 يدرصد، در دما1ل آگارزالكتروفورز ژ

  .شد يره سازيذخ يمولكول يانجام كارها

ــاوران يپرا ــركت ژن فنـ ــا از شـ ــا(مرهـ                       ) رانيـ

ــه  ــه وســيلهك ــاركشــركت  ب                       TAG Copenhagenيدانم

ــاخته شــد، ته  ــده يــس                 ن پــژوهش از ـــــيدر ا .گردي

ــايپرا ــو يمرهـــــ ــا الگـــــ ــنوكلئوت يبـــــ                                               يديـــــ

Luk-PV-1 (5′-ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA-3′) 

ه ب ـ Luk-PV-2 (5′-GCATCAAGTGTATTGGATAGCAAAAGC-3′) و

ــول  ــرا  433طـ ــاز بـ ــت بـ ــ PVLژن  يجفـ ن يديلكوسـ

ــون ــد  نيوالنتـ پنتـ ــتفاده شـ ــم .اسـ ــ هـ ــرايچنـ                       ين بـ

                              يديـــــــــنوكلئوت يتـــــــــوال mecAر ژن يـــــــــتكث

3′)-GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA-MecA1(5′  و

3′)-CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA-MecA2 (5′  ــه ب

 يبـرا . جفت باز مورد اسـتفاده قـرار گرفـت    310طول 

ــأت ــهيد اييـ ــا زولـ ــ يهـ ــر   ه بـ ــده از نظـ ــت آمـ                              دسـ

ــنس و   ــودن جـ ــت بـ ــوعمثبـ ــم از پرا نـ ــايهـ                    يمرهـ

3′)-AACTCTGTTATTAGGGAAGAACA-Staph756F (5′  و

3′)-CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC-Staph750R (5′ ــ ه ب

بهـره   16S rRNAر ژن ي ـتكث يجفـت بـاز بـرا    756طـول  

  . گرفته شد

ــرا ــنش   يبــ ــام واكــ  MultiplexPCR  ،50انجــ

 DNAتر از يكروليم2 ؛شامل يينهاتر از محلول يكروليم

كومولار و يپ10مر با غلظتيتر از هر پرايكروليم1الگو، 

ــتر مـ ـ يكروليم 25 ــر از مس ــاركAmpliqon(كسيت ) دانم

از آب مقطـر   ييرساندن به حجم نها يبرا. استفاده شد

 يبـرا  PCRسـپس آزمـون   ). 14(زه اسـتفاده شـد  يونيد

ــا اســت mecA و 16S rRNA ، lukS/F-PV يهــا ژن فاده از ب

ــا  ــتگاه ترموس ــايآمر BioRad(كلريدس ــد )ك ــام ش  .، انج

 ين آزمـون بـرا  ي ـمورد استفاده در ا ييدما يها كليس

 10 درجـه  94هي ـاول يواسرشتگ بيفوق به ترت يها ژن

اتصـال  ه، ي ـثان 30درجـه  94ه ي ـثانو يواسرشتگقه، يدق

 يسـاز  لي ـطوه و ي ـثان 45گراد  يدرجه سانت 57 مريپرا

 25 ه دري ـثان 75مـدت  ه گراد ب يدرجه سانت 72ه درياول

 Multiplex PCR روش از مطالعه نيا در .كل انجام شديس

 در .شـد  اسـتفاده  كـار،  دقـت  و سرعت بردن بالا يبرا

 لوكوكياســتاف اســتاندارد يهــا  هيســو از زمــونآ نيــا

-lukS/F يهـا  ژن يمنف كنترل يبرا ATCC25923 اورئوس

PV و mecA شد استفاده.  

و مشـاهد   Multiplexك ي ـز تكنل اسـتفاده ا يدله ب

ر از يك شـده و بـدون اسـم   يصورت تفكه بهتر باندها ب

 5ن كــار يــا يبــرا .درصــد اســتفاده شــد3ژل آگــارز 

 3در ژل اگــارز PCR ييتــر از محصــول نهــا  يكروليم

قـه الكتروفـورز   يدق 45مـدت  ه ب ـ X5/0درصد در بـافر 

ت فلورسـانت بـه ژل هنگـام    يدادن خاص ـ يبرا. ديگرد

 Gel Red )Biotiumتـر محلـول   يكروليم 5ن ه ژل بـه آ ي ـته

             دسـتگاه  بـه وسـيله   ييجـه نهـا  ينت. اضافه شد) كايآمر

Gel Documentation system CCD )و  يبررس ـ) رانياژن ايك

ــورد تجز ــمـ ــه و تحليـ ــتيـ ــرار گرفـ ــاركر. ل قـ                         از مـ

bp 100 ــاز ــرا) كــايآمر Thermofisher( فرمنت تخمــين  يب

  . مورد نظر استفاده شد هايبانداندازه 

بــا اســتفاده از  آوري شــده  هــاي جمــع  داده

تجزيـه   هاي آماري  مربع كاي و آزمون SPSS افزار نرم

  . شدندو تحليل 
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  افته هاي

مــاران ينمونــه خــون گرفتــه شــده از ب 189از 

نمونـه زخـم مشـكوك بـه      93و  يميمشكوك به بـاكتر 

لوكوك يزولـه اسـتاف  يا 89، يلوكوكياسـتاف  يهـا  عفونت

م خ ـز يهـا  ن نمونـه يشـتر يب. شـد  ياورئوس جداسـاز 

ن نمونـه خـون گرفتـه    يشـتر ياز مردان و بشده گرفته 

زولـه  يا  89ن ي ـاز مجمـوع ا . دست آمده شده از زنان ب

زوله يا 26زوله از خون و يا 63لوكوك اورئوس، ياستاف

ه ي ـاول يدر غربـالگر . 1جدول شدند ياز زخم جداساز

 نيتيوژن سفوكســـيـــفيســـك ديش درو بـــه وســـيله

ن يليس ـ يمقاومـت بـه مت ـ   يها برا نمونه) كروگرميم30(

د كـردن همـه   يي ـأت يبـرا . قـرار گرفتنـد   يمورد بررس

دست آمده از نظر جـنس و گونـه از ژن   ه ب يها زولهيا

16S rRNA شـده   ييزوله شناسايا 89كه از . استفاده شد

 يهـا  ط كشـت يو مح ـ ييايميوش ـيب يها تست به وسيله

ــا ــتافيختصاصــــــ ــوس ي، اســــــ                              لوكوك اورئــــــ

ن بعـــد از انجـــام يچنـــ هـــم. )2 و 1نمـــودار( .بودنـــد

 Multiplex PCR كـه بـه صـورت    يمولكول يها شيآزما

زولـه  يا 42و  mecAژن  يزولـه دارا يا 47انجام گرفـت،  

 16هـم،   PVLاز نظـر حضـور ژن   . ن ژن بودنـد يفاقد ا

و  mecAزوله هر دور ژن يا 13كه ن ژن يا يزوله دارايا

PVL  ــتند ــم داش ــا ه ــكل، را ب ــتريب. 1ش ــت يش ن مقاوم

ش از يب ـ ين كه مقاومتيليس يمربوط به پن يكيوتيب يآنت

ن مقاومت مربـوط بـه   يتر درصد مشاهده شد و كم 95

 ينيزولـه بـال  يچ اين بود كـه ه ـ يسيك ونكومايوتيب ينتآ

ن يشـتر يب. 3نمـودار ، ك نبودنـد يوتيب ين انتيمقاوم به ا

گرفته شـده   يها مربوط به نمونه يكيوتيب يمقاومت آنت

كـه از نظـر ژن    ييهـا  زولـه يا. خون و سپس زخم بـود 

mecA  وPVL   يهـا  كي ـوتيب ينت ـآ  يممثبت بودند بـه تمـا 

ه ب ـ يكيوتي ـب يت آنتين حساسييتع يمورد استفاده برا

ــر ونكوما ــيجـ ــد يسـ ــاوم بودنـ ــودار، ن مقـ در . 3نمـ

 لوكوكياسـتاف   زولـه يا 3 نهـا ت انجام شده يها يبررس

. بودنـد  PVLژن  يدارا ن يليس يحساس به مت اورئوس

 19بودند،  PVLكه فاقد ژن  ييها زولهين، از ايعلاوه بر ا

ــه دارايا ــد ژن  يا 44و  mecAژن  يزول ــه فاق  mecAزول

مشخص شـد   يآمار يبا بررس. )1و  2 نمودار( بودند

مقاومـت  كـه   ييهـا  زولـه ين ايب ـ يدار يكه ارتباط معن ـ

ــوت ــوت يپيفنــ ــد و ژن  يپيو ژنــ ــود  PVLدارنــ وجــ

  ).2جدول(دارد

  

  

  

  

  

  

  جدا شده از زخم اورئوس لوكوكياستاف يزوله هايدر ا PVLو  16SrRNA  ،mecA يژن ها يع فراوانيتوز :1نمودار
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  جدا شده از خون ورئوسا لوكوكياستاف يزوله هايدر ا PVLو  16SrRNA ، mecA يژن ها يع فراوانيتوز :2نمودار

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  جدا شده از زخم و خون اورئوس لوكوكياستاف يزوله هايمختلف در ا يك هايوتيب يت آنتيحساس يع فراوانيتوز:3نمودار

  

  ت و نمونه جدا شدهيبر اساس جنس اورئوس لوكوكياستاف يزوله هايا يفراون يالگو :1جدول

  

  

  ئوسلوكوك اورياستاف ينيزوله باليا  ماريجنس ب

  89= تعداد 

  63=تعداد خون  26=تعداد  زخم 

  )5/36(23  )38/65(17 )درصد(تعداد مرد

  ) 49/63(40  )61/34(9  )درصد(تعداد زن
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  اورئوس لوكوكياستاف ينيبال يزوله هايدر ا LPVو  mecA يژنها يكيو پراكنش ژنت يكيوتيب يمقاومت آنتنسبي  يفراوان يالگو. :2جدول

  

* MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
* MRSS: methicillin-susceptible Staphylococcus aureus 

* lukS/F-PV: Panton-Valentine Leukocidin gen 

*mecA: methicillin-resistant Staphylococcus aureus gen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
جفت باز نمونه هاي زخم و  310و  433، 756با اندازه هاي  mecAو  16SrRNA ،LPVژن هاي  PCRتصوير الكتروفورز محصولات : 1شكل

  .خون استافيلوكوك اورئوس

 .كنترل مثبت 10. جفت بازي50ماركر : M. نمونه هاي مثبت و منفي و از نظر حضور ژن هاي مورد بررسي: 9تا2.كنترل منفي: 1 

  

  بحث

باشـد   يم ييها ياز باكتر اوئوس لوكوكياستاف

ــه توانــا  ــتول ييك ــا نيد توكســي را دارا  يمتنــوع يه

ها بر  نيتوكس يكه برخ يبين آسيشتريب. )21(باشد يم

د كننـده  ي ـتول يهـا  هياست كه سو يگذارند زمان يمبدن 

جـاد  يا يو عمق ـ يسـطح  يها ا زخمين در خون يتوكس

ــت  ــعفون ــد يم ــدر ا. كنن ــر د ي ــلاوه ب ــان ع ــن زم دن ي

ع آن در بدن، شـاهد  يسرع يگسترده و توز يها عفونت

  

  

  

  آنتي بيوتيك

  MRSA*(mecA+)  
 )42=n(  

MRSS*(mecA-) 

)47=n(  
سطح 

  داري معني

  (+) lukS/F-PV كد آنتي بيوتيك
   )تعداد =13(

lukS/F-PV (-)  
   )تعداد =29(

lukS/F-PV (+)  
   )تعداد=3(

lukS/F-PV (-)  
   )تعداد=44(

  حساس

  )درصد(

  مقاوم

  )درصد(

  حساس

  )درصد(

  مقاوم

  )درصد(

  حساس

  )درصد(

  مقاوم

  )ددرص(

  حساس

  )درصد(

  مقاوم

  )درصد(

  VA30C  13)100 (  0  29)100 (  0  3)100 (  0  37)100 (  0  029/0  ونكومايسين

  CZ30C  4)76/30 (  9)23/69 (  21)42/71 (  9)03/31 (  3)100 (  0  33)18/89 (  10)02/27 (  0034/0  سفازولين

  E15C  1)6/7 (  12)3/92 (  1)4/3 (  28)55/96 (  0  3)100 (  4)09/9 (  40)9/90 (  001/0  اريترومايسين

  PG10C  0  13)100 (  0  29)100 (  0  3)100 (  1)2/2 (  43)72/97 (  0045/0  جي- پني سيلين

  T30C  4)76/30 (  9)23/69 (  0  29)100 (  0  3)100 (  13)57/29 (  31)45/70 (  0051/0  تتراسايكلين

سيپروفلوكساسي

  ن

CIP5C  1)6/7 (  12)3/92 (  7)13/24 (  22)86/75 (  1)33/33 (  2)66/66 (  3)8/6 (  41)81/93 (  0039/0  

  CD2C 8)53/61 (  7)84/53 (  16)17/55 (  13)82/44 (  3)100 (  0  38)36/86 (  6)63/13 (  0029/0  كليندامايسين

  RP5C 12)3/92(  1)6/7  (  29)100 (  0  3)100 (  0  44)100 (  0  0019/0  ريفامپين
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ع از جانــب يســر يهــا ك و واكــنشيســپت يهــا شــوك

هـا   نين توكس ـي ـا. )22(م بـود يز خـواه ين يمنيستم ايس

 يزا بـودن بـاكتر   يمـار يكه شدت ب نيعلاوه بر ا يگاه

 يدهنــد، از قــدرت عملكــرد يمــش ين برابــر افــزايچنــد

برخـوردار  هـا   كي ـوتيب يدر برابر  آنت يبه باكتر ييبالا

 .)21(شود يمد يجد يها هير سونه ساز ظهويزم بوده و

 لوكوك اورئـوس، خصوصـاً  ياسـتاف  يهـا  هيشتر سويب

ــو ــي، MRSAه يسـ ــ يكـ ــا نياز توكسـ ــ يهـ ن يتوكسـ

ــاگزفول ــياتيـ ــا نيو، انتروتوكسـ ــتاف يهـ ، يلوكوكياسـ

ن يك و توكســيســندروم شــوك توكسـ ـ  1نيتوكســ

 هاي همطالع .كنند يمد ين را تولين پنتون والنتيديلوكوس

لوكوك ياسـتاف  يها هيمتعدد نشان داده است كه در سو

تـوان   يم ـ، هـم  )MSSA(نيليس ـ ياورئوس حساس به مت ـ

ــا شــاهد وجــود ژن ــد توكســ يه ــا در يمول ــود، ام ن ب

ن هسـتند بـه   يليس يمقاومت به مت يكه دارا ييها هيسو

بالا  ييزا يماريشدت ب يحساس دارا يها هينسبت سو

تـوان در   يمن امر را يا هستند، يشتريهاجم بو قدرت ت

ن يجملـــه توكســـ خـــاص از يهـــا نيتوكســـ يبرخـــ

  .)24(ن مشاهده كردين پنتون والنتيديلوكوس

 يهــا هيســو ين مطالعــه كــه بــر رو  يــدر ا

 )MRSA(نيليس ـ يلوكوك اورئوس مقاوم بـه مت ـ ياستاف

د ي ـكـه قـادر بـه تول    ييها يها زولهيا يابيردانجام شد، 

ت به ين بودند، با موفقيوالنتـ  ن پنتونيدين لكوسيتوكس

ن پـژوهش و  يآمده در ا دسته ج بياز نتا. ديجه رسينت

صـورت گرفتـه، وجـود     يآمـار  يزهايبا توجه به آنال

عامل مقاومـت   يها ها و ژن نيتوكس ين برخيارتباط ب

 يها يدر برررس. اهده شدها مش كيوتيب يآنت يبه برخ

جدا شده از زنان و از  يها زولهيزان اين ميشتريه بياول

مشـاهده   ين بررسين در ايچن هم. خون بود يها نمونه

دسـت آمـده از نظـر    ه ب ـ يهـا  ن نمونـه يشـتر يشد كه ب

ن متعلـق  يوالنت ــ  ن پنتـون يديحضور ژن عامـل لكوس ـ 

بـا  ن نظـر  ياز ا. باشد يمگرفته شده از زخم  يها نمونه

زاده و همكـاران   ملاعباس به وسيلهج گزارش شده ينتا

ــدر تبر ــواي ــفهان  و  ييز و ه ــاران در اص ــاملاً همك  ك

 يژگ ـيل وي ـن امر ممكن است بـه دل يا. داشت يخوان هم

كـه حضـور    ييهـا  ن باشد كه در بخشين توكسيا يذات

دا ي ـش پيافـزا  ها ليد مانند نوتروفيسف يها گلبول يبرخ

ز يداشته باشد و با ل يتر ر فعالتواند حضو يمكند،  يم

 يريجلـوگ  يبدن از مرگ بـاكتر  يتدافع يها ن سلوليا

ــد ــال نوتروف . كن ــا حضــور فع ــب ــد ي ل در زخــم و رون

 هـاي  هج مطالعيتوان نتا يمها  ن سلوليالتهاب ا يآبشار

ژن  يدارا يهـا  زولـه ين ايشـتر يب.  ه كـرد ير را توجياخ

زخـم   يهـا  ن هـم از نمونـه  يليس ـ يعامل مقاومت به مت ـ

ن نظر با مطالعات ملاعباس زاده يشد كه از ا يجداساز

همكـاران در اصـفهان    و ييز و هوايو همكاران در تبر

تـوان بـه    يم ـن موضوع را يا. )27و 28(ندارد يخوان هم

ر يي ـشـده بـر اسـاس تغ    يجداسـاز  يهـا  هيتفاوت سو

مواقـع بـا    يچون در برخ. نسبت داد ييايجغراف يالگو

 يمناطق مختلف و ظهور برخ ـ ييايط جغرافير شراييتغ

، يبـاكتر  يحفـظ بقـا   يد بـرا ي ـمخرب و مف يها جهش

. دهـد  يم ـر قـرار  ييرا دستخوش تغ يباكتر يها يژگيو

از  يف مختلف ـي ـبـه ط  يكيوتيب يت آنتين حساسييدر تع

در برابــر  يچ گونــه مقــاومت يهــا، هـ ـ كيــوتيب ينتــآ

ن نظـر بـا مطالعـه    ي ـن مشاهده نشد كه از ايسيونكوما
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ــعل ــاران و امزادي ــيه و همك ــر دو ين ــاران ه در  و همك

از لحـاظ مقاومـت   . )29و 30(رفسنجان مطابقت نداشت

زولـه مـورد مطالعـه    يا 89هـا از   كي ـوتيب ير آنت ـيسابه 

زولـه بـه   يا 83ن، يزوله به سفازوليا) درصد 46/31(28

ن يليس يزوله به پنيا 87، )درصد 01/91(نيسيترومايار

 89/80(نيس ـيترومايارزولـه بـه   يا 72، )درصد 75/97(

 82/43(نيپروفلوكساســيزولــه بــه س يا 39، )درصــد

و ) درصـد  21/29(نيس ـيندامايزوله به كليا 26، )درصد

ــهيك ايــ ــامپيهــم بــه ر) درصــد 1/1(زول ن مقاومــت يف

 يكيوتيــب ين مقاومــت آنتــيشــترين بيچنــ هــم .داشــتند

درصـد از   90ش از ين بـود كـه ب ـ  يليس ـ يمربوط به پن ـ

ك مقاومـت  ي ـوتيب ين آنت ـي ـبـه ا جـدا شـده    يهـا  زولهيا

 ييها كيوتيب ين آنتيكلين و تتراسايسيترومايار. داشتند

ن مقاومت را نسبت يشترين بيليس يبودند كه بعد از پن

ــد    ــان دادن ــود نش ــان از خ ــه درم ــا. ب ــا  ي ــوارد ب ن م

 يعربستان سعود و همكاران كه در يباز هاي همشاهد

ــه . )31(دارد يخــوان انجــام شــده اســت، هــم  در مطالع

 ييدسـت آمـده و شناسـا   ه زوله ب ـيا 89ن يحاضر از ب

 47لوكوك اورئـــوس،  يعنـــوان اســـتاف  ه شـــده بــ ـ 

ــهيا ــهياز ا) درصــد 52//8(زول ــا دارا زول  mecAژن  يه

ــد ــ هــم. بودن در   LukSF/PVن از نظــر حضــور ژن يچن

 مثبت گزارش شـدند ) درصد 97/17(زولهيا 16مجموع 

زولـه  يا 3و  mecAژن  يزولـه دارا يا 13ن ين ب ـيكه از ا

دسـت آمـده   ه ج بيسه نتايدر مقا. بودند mecAفاقد ژن 

انجـام شـده در داخـل و     هـاي  عهن مطالعه با مطاليدر ا

 يخـوان  خـوان و نـاهم   ج هميتوان با نتا يمخارج كشور 

و  كوپـان  به وسـيله انجام شده  يدر بررس. مواجه شد

هـــاي  از ايزولـــه  يمــيش از نيا بــيــوهمكــــاران در لات

ـــد ژن    ـــوس ، واجــــ ـــتافيلوكوكوس اورئـ  PVLاسـ

بودنـد كه  MSSAدرصد از آنها 10ش از يبودنــــد  و ب

 حاضـر دسـت آمـده در مطالعـه    ه ج بين نظر با نتاياز ا

كــا يو همكــاران در آمر بــراوون. )32(دارد يخــوان هــم

ســويه   يدرصد از نمونه ها 7ش از ينشان دادند كه ب

   يدارا ياســتافيلوكوكوس اورئــــوس مــورد بررسـ ــ 

LukSF/PV ن نظــر بــا پــژوهش حاضــر يــاســت كــه از ا

   .)33(مطابقت دارد

انجـام شـده و    يهـا  ين مطالعه بـا بررس ـ يدر ا

ن يب ـ يدار يارتبـاط معن ـ ، يآمـار  يهـا  ليه و تحليتجز

د ي ـو حضـور ژن عامـل تول   يكيوتي ـب يآنت يها مقاومت

كـه بـا اسـتناد بـه      يطـور ه ب ـ ،ده شدين ديپنتون والنت

كـه از نظـر    ييهـا  هي، در سـو يآمار يها آزمون يبرخ

ــو ــد  يپيفنــوت يالگ  ك مقــاوميــوتيب ين آنتــيبــه چن

 يفراوانــ يدارا PVL، از نظــر حضــور ژن )MDR(بودنــد

كـه از نظـر    ييهـا  هين امـر در سـو  ي ـا. بودنـد  يشتريب

 ني ـا. ز مشـاهد شـد  ي ـمثبـت بودنـد ن   mecA حضور ژن

 كـه  لوكوكياسـتاف  MDR يها هيسو كه رود يم احتمال

ــلاوه ــر ع ــ ب ــ و نيليســ يپن ــ يمت ــه نيليس  يبرخــ ب

 را يژن ـ يهـا  المنت اند، شده مقاوم هم ها نيسفالوسپور

 بـر  علاوه كه كنند منتقل MCCmec يژن كاست به وسيله

 زي ـن را نيتوكس ـ عامل يها ژن تواند يم مقاومت، جاديا

 يوقت ـ بي ـترت نيا به. كند منتقل حساس يها هيسو نيب

 كنند، يم افتيدر را مقاومت يها ژن حساس يها هيسو

 آمـاده  هـم  نيتوكس ـ ديتول يها ژن افتيدر يبرا نهيزم

 سـاز  نـه يزم ،يكيوتي ـب يآنت مقاومت كنار در و شود يم
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ــروز ــاريب بــ ــا يمــ ــتپ يهــ ــد يوســ ــم يديشــ  هــ

در مطالعــه خســروي و همكــاران    .)24ـــ26(شــوند يمــ

برابـــر بـــا    MRSA هــاي در ايزولــه PVL شـيوع ژن

 33/3برابـر بـا    MSSA هـاي  ايزولـه  درصـــد و در  7/2

ن ي ـدست آمده در اه ج بيكه با نتا درصد گـزارش شـد

بــه طـور كلـــي تفــاوت   . )34(مطالعه مطابقت نداشت

توانــد بــه    يم ـ ين بررس ـي ـدست آمـده در ا ه نتـايج ب

ر يين تغيچن دليـل وجود اختلاف منطقه جغرافيايي و هم

  . ها در مناطق مختلف، باشد هير سويز يها و حت هيسو

  

 يريگ جهينت

 يهـا  هين مطالعه كه با هـدف قـرار دادن سـو   يا

MRSA يهـا  زمـان ژن  هم يابيو رد mecA  وPVL   انجـام

ن يدين لكوس ـيژن عامـل توكس ـ  فراوانـي شد، نشان از 

 يهـا  جدا شـده از نمونـه   يها زولهين در ايوالنت ـ پنتون

ن مطالعـه  يبودن ا يل مقطعيدله البته ب. را داشت ينيبال

گســترده و  ياربــه جامعــه آمـ ـ  يو عــدم دسترسـ ـ

تـوان   يم ـ، نيري ـگ رخ داده در امر نمونه يها تيمحدود

را قـانع كننـده دانسـت و     ين بررس ـيج حاصل از اينتا

، مدتبلند يزمان يها شتر در بازهيب هاي هاز به مطالعين

هـا عـلاوه    تين محدودين بردن ايبا از ب. شود يمحس 

با مقاوم  يها هين ارتباط را در سويتوان ا يمكه  نيا بر

هـا   هين سـو ي ـا يياثبات كرد، با شناسـا  يت بالاتريقطع

را در برابـر   يتـر  عيبهتـر و سـر   يدرمـان  يراه كارهـا 

  .توان اتخاذ كرد يممقاوم  يها يباكتر

 

  ر و تشكريتقد

 يقـات ياز طـرح تحق  ين مقالـه حاصـل قسـمت   يا

بـوده و از   يقات و فناوريمصوب معاونت محترم تحق

ن يمأن معاونـت ت ـ ي ـا يقـات يقحت يهـا  محل بودجه طرح

ن ين مقالـه از مسـئول  ي ـسـندگان ا ينو. اعتبار شده است

 يدانشـكده پزشـك   يشناس ـ كروبيشگاه ميمحترم آزما

ن از يچنـــ زاهـــدان و هـــم يدانشـــگاه علـــوم پزشـــك

مارســتان يب يشناســ كــروبيكارشناســان بخــش م 

، كمـال  آنـان  يل همكـار ي ـدله طالب زاهدان ب ياب ابن يعل

 .تشكر را دارند
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Abstract  
 
Background & aim: Panton-Valentine leukocidin (PVL) is a Staphylococcus aureus gamma toxin. 
There may be a link between Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus and Panton-Valentine 
leukocidin (PVL), as an important cytotoxin found particularly in severe infections. The purpose of 
this study was to isolate and identify Staphylococcus aureus virulence Panton-Valentine leukocidin 
(PVL) and methicillin resistance genes in clinical samples using PCR techniques. 
 
Methods: In the present cross-sectional study, 89 isolates were collected from blood samples and 
detected as Staphylococcus aureus during the period of 6 months at Ali Ebne AbiTaleb Hospital, 
Zahedan, Iran. Initially, the case study examples were examined by biochemical tests. Then, based 
on recognized standards, Staphylococcus aureus isolates were isolated. Afterwards, isolates 
obtained were confirm by using 16srRNA gene. Subsequently, the antibiotic susceptibility of all 
isolates to methicillin was determined using Cefoxitin(30µg) disk diffusion and agar screening 
methods. Finally, the PCR method was used to determine PVL and mecA genes. All results were 
analyzed by the Chi-square test. 
 
Results: Out of the total 89 isolates of Staphylococcus aureus blood isolates, 26 isolates from 
wounds and 63 were isolated. Most samples were obtained from female patients. According to the 
molecular analysis, 47 isolates (82/52%) were mecA gene and resistant to methicillin and 42 
strains (47/2%) was methicillin-sensitive. Resistance to vancomycin wasn’t observed in isolates. 
Erythromycin and Penicillin had the highest prevalence of antibiotic resistance among isolates, 
respectively. Multi-resistant strains were the most PLV genes frequent. A significant relationship 
was observed between the resistance and the presence of Pantone Valentin (P≥0 / 05). 
 
Conclusions: Due to the frequency of mecA and PLV genes in resistant and susceptible strains of 
Staphylococcus aureus, and also the distribution of Pantone Valentin gene in resistant strains; 
therefore, based on the statistical analysis, we can conclude that there may be a connection 
between these two factors (P≥0 / 05). 
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