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مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

427-1394،434مرداد، 14دوره

بهو مقاومت)PVL(والنتین لوکوسیدینپنتوني حدتهاژنشناسایی 
هاي جدا شده از نمونهاستافیلوکوکوس اورئوسدر ) mecA(سیلینمتی

یک گزارش کوتاه: بالینی
2کیومرث امینی، 1سجاد علیزاده

6/3/94: پذیرش مقاله20/12/93:دریافت اصلاحیه از نویسنده25/11/93:ارسال مقاله به نویسنده جهت اصلاح29/10/93:دریافت مقاله

کیدهچ
استافیلوکوکوس.باشدجهان میمهمترین عوامل بیماریزاي انسان درازیکیاورئوساستافیلوکوکوس:زمینه و هدف

ي استافیلوکوکی مرتبط با هاعفونتاخیراً ابتلا به . باشدي بیمارستانی مرتبط میهاعفونتبا سیلینمتیه مقاوم باورئوس
پنتون و شناسایی ژن حدت استافیلوکوکوس اورئوسهدف مطالعه حاضر، جداسازي باکتري . اندجامعه شناخته شده

.بوده استPCRینی با استفاده از تکنیک هاي بالدر نمونهسیلینمتیلوکوسیدین و ژن مقاومت به والنتین
هاي مختلف بیوشیمیایی و میکروبی انجام و آزمونها،آوري نمونهپس از جمعدر این مطالعه آزمایشگاهی : هامواد و روش

هایی از بیوتیکبا آنتیCLSIتیکی به روش دیسک دیفیوژن بر اساس دستورالعمل بیوآنتیسپس آزمون حساسیت
.استفاده شدايچندگانهPCRي حدت و مقاومت از آزمون هاژنجهت شناسایی . ختلف انجام گردیدهاي مگروه

در . بود% PVL5/2و ژن % 50هاي بالینی در نمونه) mecA(سیلین متیمقاوم به نتایج نشان داد فراوانی ژن:هایافته
و%5/27، %35، %5/32سلین به ترتیب و متیکساسین اوفلو، لینزولیدمقاومت به آزیترومایسین، ،هابیوتیکآنتیمیان 

. هاي مورد آزمایش بودکتیبیوآنتیبیش از سایر % 5/27
در کشورهاي در حال توسعه و با بیماریزابه عنوان مهمترین عامل استافیلوکوکوس اورئوسبه دلیل اهمیت :گیرينتیجه

. کندمیسلامت جامعه را تهدید خطر جديیالباکترآنتیامل توجه به افزایش روزافزون مصرف و مقاومت نسبت به عو
توانایی شناسایی کهسریع و بسیار اختصاصی استاًهزینه، نسبتساس، کماي یک روش ساده، حچندگانهPCRروش 

. به طور همزمان داردنیز ژن را ینچند
واکش ، پنتون والنتینکوسیدینول، تی سیلینژن مقاوم به مبیوگرام، ، آنتیاستافیلوکوکوس اورئوس:کلیديهايهواژ

ايچندگانهاي پلی مراززنجیره

دانشگاه آزاد اسلامی، واحد سیرجان، سیرجان، ایرانگروه میکروبیولوژي ارشدآموخته کارشناسیدانش-1
کروبیولوژي، دانشکده علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلامی واحد ساوه، ساوه، ایراناستادیار گروه می) نویسنده مسئول(-2

saveh.ac.ir-kamini@iau: ، پست الکترونیکی086-42241511: ، دورنگار086-42241511: تلفن
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...در ) mecA(سیلین متیبهو مقاومت)PVL(والنتین لوکوسیدینپنتونهاي حدتشناسایی ژن428

1394، سال 5، شماره 14دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

مقدمه
عوامل رین متیکی از مهاستافیلوکوکوس اورئوس

مبتلااین باکتري بهتعدادي است که هر ساله زابیماري
بر روي غشاهاي استافیلوکوکوس اورئوس. ]1[شوند می

یی مختلف و محیط مخاطی و پوست پستانداران، مواد غذا
الریه بعد از شود و عامل ایجاد ذاتمیاطراف یافت

مننژیت، عفونت ،التهاب وریدهاهاي ویروسی،عفونت
ها، اندوکاردیت، دستگاه ادراري؛ التهاب موضعی استخوان

مقاومت .]1[باشدمیضایعات سطحی پوست و غیره
، ناشی از سیلینمتینسبت به استافیلوکوکوس اورئوس

پروتئین کننده یککه رمزاستmecAضور ژن ح
پنتونتوکسین.]2[باشدمیسیلینپنیشونده بهمتصل

یک اگزوتوکسین همولیتیک (PVL)والنتین لوکوسیدین
دروسلولیغشاءپذیرينفوذقدرتافزایشباعثکهاست

شود میبافتنکروزوهالکوسیتشدنسبب لیزنتیجه
در لوکوسیدینی زايعوامل بیماري.]3[

بسیار پایدارندن یسیلمتیبهمقاوماورئوساستافیلوکوکوس
هاي آنزیمازو به حرارت پاستوریزاسیون و بسیاري

هاي غذایی نند در نمونهاتوو میبودهپروتئولیتیک مقاوم
این تحقیق هدف از. براي مدت طولانی فعال بمانند

وي مقاومت ي حدت و تعیین الگهاژنشناسایی سریع
سیلینمتیبه مقاوماستافیلوکوکوس اورئوسبیوتیکی آنتی

در جهت PCRجدا شده از نمونه هاي بالینی با روش 
و جلوگیري از به گیرشناسیهمهدرمان مناسب و ارزیابی 

.بودهاي مقاوموجود آمدن سویه

هاروشمواد و 
از بیماران نمونه120تعداد در این مطالعه آزمایشگاهی 

ترشحات چرکی، آسپیراسیون ي ادراري، هاعفونتمبتلا به 
از مراکز درمانی شهر تهران در تراشه و مایع مغزي نخاعی

ها جهت کشت بر این نمونه. آوري گردیدجمع92سال 
مانیتول سالت آگار و کروم آگار روي محیطهاي بلاد آگار،
درجه37انتقال داده شده و در استافیلوکوکوس اورئوس

. در گرمخانه قرار داده شدساعت 24گراد به مدت انتیس
هاي آزمونازهاي باکتري تعیین هویت گونهجهت 

جدایه باکتري 40استفاده شد که در نهایت بیوشیمیایی
آوري هاي جمعاز مجموع نمونهاورئوساستافیلوکوکوس
هاي این مطالعه بر اساس آزمون.گردیدشده شناسایی

.این تعداد نمونه انتخاب گردیدتوصیفی انجام و 
بیوگرام از روش دیسک آنتیجهت انجام آزمون

طبقبه روش کربی بائر و بر(Disk diffusion)دیفیوژن
CLSI(Clinical and Laboratoryدستورالعمل

Standards Institute)تعدادي از کلونی . داستفاده گردی
یولوژي باکتري را بوسیله آنس برداشته و در سرم فیز

استریل حل نموده تا برابر با کدورت استاندارد نیم مک 
سپس بر روي محیط مولر هینتون آگار کشت . فارلند گردد

با فاصله استاندارد بر روي بیوتیکآنتیهاي دیسکداده و
گراد سانتیدرجه 37محیط کشت قرار داده و در دماي 

. ]4[یدساعت نتایج قرائت گرد24انکوبه گردیده و بعد از 
بیوتیکآنتیجهت انجام این مطالعه دیسکهاي 

آزیترومایسین، کلیندامایسین، لینزولید، اوفلوکساسین، 
) کوینوپریستین/دالفوپریستین(، سیلینمتیونکومایسین، 
HIMEDIA)Himedia Laboratoriesاز شرکت 
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Pvt.Limited-INDIA (جهت بررسی کنترل . تهیه گردید
استافیلوکوکوساستانداردیهجداکیفی آزمایشات از 

استفاده به عنوان کنترل مثبتATCC25923اورئوس
.شد

مثبتاز کیت باکتریهاي گرم DNAبراي استخراج 
استفاده ) Cinna Pure DNA KIT-PR881614(سیناژن
واسرشتمرحله : Multiplex-PCRبرنامه آزمون . گردید
حله دقیقه، مر5گراد به مدت درجه سانتی95اولیه 

ثانیه، مرحله 40گراد به مدت درجه سانتی95واسرشت
دقیقه، مرحله بسط 1گراد به مدت درجه سانتی58اتصال 

، )سیکل40تعداد (دقیقه 2گراد به مدت درجه سانتی72
دقیقه7درجه سانتیگراد به مدت 72مرحله بسط نهایی 

پرایمرهاي مورد استفاده در این تحقیق شامل، . باشدمی
با طولاستافیلوکوکوس اورئوسرایمر شناسایی باکتري پ

-bp756باند

(AACTCTGTTATTAGGGAAGAACA)Staph756F

(CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC )Staph750R

bpبا طول باندPVL، پرایمر شناسایی ژن 

433
ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCC

A)(Luk-PV-1،Luk-PV-2

(GCATCAAGTGTATTGGATAGCAAAAGC) ،
با سیلینمتیپرایمر شناسایی ژن مقاومت به همچنین، 

- bp310طول باند

GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA)(mecA1

،mecA2(CCAATTCCACATTGT

TTCGGTCTAA)هاي استفاده مخلوط. ]5[باشد می
آب مقطر : باشدشده جهت انجام واکنش به این شرح می

.1Xمیکرولیتر، 7/16 PCR buffer 25/1به میزان
dNTP(میکرولیتر،25/1به میزان MgCl2میکرولیتر،

mix (5Mm میکرولیتر، پرایمرهاي مورد 2/0به میزان
Tag polymeraseمیکرولیتر، آنزیم5/1استفاده هرکدام 

میکرولیتر در DNA5/2میکرولیتر، نمونه 1/0به میزان 
آزمون . میکرولیتر تهیه گردید25حجم نهایی 

Multiplex-PCR در دستگاهBIORADجهت . انجام شد
ها بر روي ژل نمونهMultiplex-PCRبررسی محصول 

آمیزي در دستگاه انتقال داده شده و بعد از رنگ% 1آگارز 
هايداده.مورد بررسی قرارگرفتBIORADداك ژل

و با استفاده از 13سخهنSPSSافزارنرمباآماري
یه و تحلیل قرار هاي آماري توصیفی مورد تجزآزمون
.گرفت

نتایج
اورئوساستافیلوکوکوسایزوله40بر روياین تحقیق
هاي میزان حساسیت سویه. انجام گرفتجداسازي شده

ذکر 1هاي مورد استفاده در جدول بیوتیکآنتیمختلف به 
. شده است

و % 95ونکومایسین بیوتیکآنتیبیشترین حساسیت به 
گزارش % 35لینزولید تیکبیوآنتیبیشترین مقاومت به 

و میانگین سال 55/38میانگین سنی مردان . شده است
که در هر دو جنس میانگین بودسال38/39سنی زنان 

توزیع فراوانی . سن نزدیک به هم گزارش شده است
در جداسازي شدهاورئوسکوس استافیلوکوباکتري 

و در % 67در مردان هاي بیماران بر حسب جنس نمونه
، که بیشترین فراوانی باکتري در استبوده% 33زنان 

جهت 16S rRNAمیزان توزیع ژن . مردان مشاهده شد
40در اورئوسکوس استافیلوکوباکتري ییديأتشناسایی

%) 100(هاي بیوشیمیایی به طور نمونه تایید شده با آزمون
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.یید قطعی گردیدندأت%5/2و % 50به ترتیبLuks/F-PVوmec Aشامل ژن هاژنفراوانی سایر . شناسایی شد
هاي مختلف با روش دیسک دیفیوژنبیوتیکآنتیهاي جداسازي شده به میزان حساسیت سویه- 1جدول

بیوتیکآنتینوع (%)میزان حساسیت (%)حساسیت متوسط(%)میزان مقاومت 

آزیترومایسین5/32255/42
کلیندامایسین5/17355/47

لینزولید35-65
اوفلوکساسین5/275/765

تیکوپلانین1090-
ونکومایسین595-

سیلینمتی5/275/270
)کوینوپریستین/دالفوپریستین(105/275/62

ي مورد استفاده هاژنتوزیع فراوانی هر یک از ،همچنین
در 16S rRNAبر حسب جنس نیز تعیین گردید که ژن 

و % 35در مردان mec Aو ژن % 50ا هر دو جنس برابر ب
فقط در Luks/F-PVگزارش شده و ژن % 15در زنان 

ي هاژنفراوانی .گردیدشناسایی% 5/2به میزان مردان
mecAوLuk-PV در مردان بیشتر از زنان گزارش شده

و محصول هاژننتایج حاصل از شناسایی مولکولی.است
PCRذکر شده است1در شکل.

بر روي ژل آگارزPCRالکتروفورز محصول -1شکل 
Ladderاز سمت چپ  به ترتیب :Multiplex PCRنتایج  100

bp - 7تا 1نمونه -کنترل منفی - سویه استاندارد کنترل مثبت
.باشدمی) 16S rRNA gene)bp756همگی داراي ژن

.باشدمی)LukS/F-PV gene)bp433داراي ژن6نمونه 
.باشدمی) bp310(mecA geneداراي ژن) 1-2-5( يهانمونه

بحث 
یکی از مشکلات عمده بوده و بیوتیکآنتیمقاومت به 

اي در ظهور ها نقش عمدهبیوتیکآنتیاستفاده گسترده از 
اورئوساستافیلوکوکوس.کندمیهاي مقاوم بازيباکتري

، شودمیمحسوبکه به عنوان دومین پاتوژن بیمارستانی
این . باشدمیی از فلورطبیعی پوست و مجاري بینیبخش

. باشدها مقاوم میبیوتیکآنتیارگانیسم به طیف وسیعی از 
و همکاران با عنوان Darabiاي که توسطدر مطالعه

جدا شده از استافیلوکوکوس اورئوسهاي مولکولی ویژگی
گزارش انجام شد، بیمارستانی ارتش کارکنانبیماران و

ها سویه%25سیلین و ها مقاوم به متیسویه%90کردند 
این نتایج با . ]6[نسبت به کلیندامایسین مقاوم هستند

نتایج بدست آمده در این تحقیق مطابقت کمتري داشت، 
بیوتیکآنتیزیرا در مطالعه کنونی، افراد مقاوم به 

و مقاومت به کلیندامایسین حدود %5/27سلین حدود متی
ر مطالعه حاضر بیشترین مقاومت د.مشاهده شد5/17%

به لینزولیدبیوتیکآنتیها نسبت به ی سویهبیوتیکآنتی
ها به ی سویهبیوتیکآنتیو کمترین مقاومت %35میزان 
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بیشترین (ونکومایسین و تیکوپلانین بیوتیکآنتی
و Najar Peerayeh. گزارش شد) یبیوتیکآنتیحساسیت 

استافیلوکوکوسایی تحقیقی با عنوان شناسهمکاران
از طریق انتشار دیسک و سیلینمتیمقاوم به اورئوس

PCR بر این انجام دادند و و بررسی الگوي مقاومتی آن
از جمله عوامل مهم استافیلوکوکوس اورئوسباورند که

هاي مقاوم به سویهبوده و ي شدید هاعفونتایجاد 
ر داین باکتري بیشترین عامل مرگ و میرسیلینمتی

سریع و درمان باشند، لذا شناساییها میبیمارستان
.]7[باشدداراي اهمیت میسیلینمتیهاي مقاوم بهسویه

ها بیشترین نیز از مجموع نمونهحاضربنابراین طی تحقیق
تشخیص استافیلوکوکوس اورئوسباکتري جداسازي شده 

و همکاران Najar Peerayehداده شد که مطابق با تحقیق 
سیلینمتیمقاومت به بیوگرام ه و با انجام آزمون آنتیبود

تعیین گردید، PCRبا روش انتشار دیسک وها این جدایه
هاي بیوتیکآنتیها نسبت بهدرصد مقاومت این باکتري

نتایج به دست آمده از این . رایج مورد بررسی قرار گرفت
یکتحقیق نشان داد با توجه به الگوي به دست آمده تنها 

سویه نسبت به ونکومایسین از خود مقاومت نشان داد می 
ها به ونکومایسین حساس می سویه% 95توان گفت که 
هنوز کارایی لازم براي درمان بیوتیکآنتیباشند و این 

باشد را دارا میMRSAهايي حاصل از سویههاعفونت
یک علامت بیوتیکآنتینبودن کارایی این % 100ولی

اي جدید و کارآمدتر هبیوتیکآنتیهشدار براي یافتن 
وساستافیلوکوکمیزان بالاي جداسازي باکتري .باشدمی

در بین مردان موید این مطلب است که مردان با اورئوس
توجه به شرایط شغلی و تماس بیشتر با منابع عفونت، 

نیا در اسپادر. کنندنقش بسزایی در انتقال عفونت ایفا می
و% MRSA5/24ي ناشی از هاعفونتمیزان 2002سال 

و % 1/40، %4/41ترتیب بهفرانسهوایتالیاایرلند،در
و همکاران با Razinدر مطالعه . ]8[بوده است% 1/33

وساستافیلوکوکمورد 143از روش دیسک دیفیوژن
%) 79(نمونه 113هاي بیماران جداشده از نمونهاورئوس

سیلین متیبهمقاوماورئوسوساستافیلوکوکبه عنوان
در صورتی که در مطالعه ما تعداد . ]9[گزارش شد

با روش دیسک دیفیوژن سیلین متیهاي مقاوم به جدایه
40در هر دو جنس از بین تعداد PCRو با روش % 5/27

و همکاران Gunawardena.گزارش شده است% 50نمونه 
ملکولی مقاومت اي با عنوان تشخیصدر مطالعه

بر ئوسوراستافیلوکوکوس اآن در يو واگیرسیلینمتی
مقاوم به ئوسوراستافیلوکوکوس ااین باورند که 

عوامل بیماریزايرین متیکی از مه) MRSA(سیلینمتی
بنابر موارد . شودلانکا محسوب میبیمارستانی در سري

نیاز به تشخیص در وهله اول MRSAهايکشت جدایه
ژن پنتون . هاي ضدمیکروبی مناسب داردو درمانسریع 

است داريیک فاکتور واگیر) PVL(لنتین لوکوسیدیناو
است که کشف آن زمان MRSAکه همراه با عفونت 

دهد و بستگی به محیط زیادي را به خود اختصاص می
حضور نتایج پژوهش حاکی از این بود که . کشت آن دارد

، MRSAگروههر دوسویه شامل 11در PVLژن هاي 
MSSAنمونه16. شناسایی گردیدMecA 14مثبت و

هدف پژوهش ما نیز .]2[مثبت بودندPVLها تاي آن ژن
بوده است که از بین PVLو MecAشناسایی این دو ژن 

% 5/2بوده و MecAحاوي ژن % 50ها مجموع نمونه
بوده و در زنان این ژن PVLها در مردان واجد ژن نمونه

و همکاران Gunawardenaناسایی نگردید و با مطالعه ش
تواند مخازن جداسازي همخوانی نداشته که علت آن می

با توجه به مطالعاتی که . عفونت و محل جغرافیایی باشد
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توکسین پنتون والنتین درصد فراوانی ژنصورت گرفته
سیلینمتیهاي مقاوم بهدر سویه(PVL)لوکوسیدین
در این تحقیق با توجه به نتایج ،بنابراین.]2[بیشتر است

حاصل از آزمایش دیسک دیفیوژن و مقایسه آن با الگوي 
هاي جدا شده و مورد بررسی نسبت بیشتر ایزولهاستاندارد،

نشان دهنده عدم بروز ژن وحساس هستندسیلینمتیبه 
(PVL)ییدکننده أکه تباشدهاي مورد بررسی میدر سویه

، و ایجاد مقاومتPVLبراي بروز ژنکهاین مطلب است
mecحضور ژن  Aبه نظر ،بنابراین.]10[استضروري

هاي جداشده سویهحاضر در مقایسه با رسدکه تحقیق می
امکان بررسی وجود و عدم وجود ژن با از سایر نقاط کشور،

PVL،فاکتور مناسبی براي بررسی پراکندگی تواند می
در مطالعه ما همچنین .باشدها جغرافیایی این سویه

بر حسب سیلین متیي مقاومت به هاژنبیشترین فراوانی 
جنس در مردان بیشتر از زنان شناسایی گردید که 

تواند به دلایل شغلی و تماس بیشتر با منبع عفونت می
تحقیقات،اینتمامبینمشترك درموضوعولیباشد 

درجهانسیلینمتیهاي مقاوم به زیاد سویهگستردگی
يهاعفونتگیري همهبالقوهخطردهندهنشانکهاست

دنیا درسیلین متیبه مقاوماورئوساستافیلوکوکوس
هاي جدایه، تشخیص سریع و به موقعبنابراین.باشدمی

هاي درمانی مناسب و مقاوم به منظور انتخاب گزینه
امري ضروري به نظر ، جلوگیري از گسترش مقاومت

توان در میMultiplex PCRاستفاده از روشبا .رسدمی
کوتاه ترین مدت زمان با ویژگی و حساسیت بالا به حضور 

برد و با درمان مناسب و به موقع از پیي بیماریزا هاژن
هاي در جمعیتهاژنهاي مقاوم و انتقال این ایجاد سویه

جهت کاهش مقاومت . انسانی جلوگیري به عمل آورد
فاکتور عمده یعنی استفاده زیاد از دوید تیکی بابیوآنتی
ها و سهولت گسترش ژن مقاومت را در نظر تیکبیوآنتی

اقدامات کنترل عفونت و رعایت نکات بهداشتی در . داشت
ها باید ها بویژه در بیمارستانحذف یا کاهش این نوع سویه

ضمن استاندارد شدن ،همچنین. بسیار جدي گرفته شود
باید به نتایج تست حساسیت بیوگرامروش آنتی

بیوتیک جهت کاربرد صحیح آنتیهاعفونتمیکروبی آنتی
.صورت گیردايتوجه ویژه،ثرؤم

و قدردانیتشکر 
آزمایشگاه پژوهشی میکروبیولوژي پاسارگاد کارکناناز 

مهندس ابوالفضل مقدم، مهندس رامین خاکی جوان و آقاي 
ل عملی این تحقیق دکتر علیرضا مختاري که در انجام مراح

.گرددهمکاري نمودند تشکر و قدردانی می
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Identification of Virulence Gene Panton-Valentine Leukocidin (PVL) and

Resistance to Methicillin (mecA) in Staphylococcus Aureus Isolated from

Clinical Specimens: A Short Report

S. Alizadeh1, K. Amini2
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Background and Objective: Staphylococcus aureus is a major pathogen of human in the world. Methicillin-

resistant Staphylococcus aureus is associated with nosocomial infections. Recently, staphylococcal infections

have been associated with the community. 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.

Materials and Methods:In this experimental study after collecting samples, it was performed biochemical and

microbial tests and then antibiotic susceptibility testing by disk diffusion method according to CLSI guidelines

with antibiotics of different groups. To identify the virulence and resistance genes multiplex PCR test was used.

Results: The findings showed that the prevalence of methicillin-resistant gene (mecA) in clinical samples are

50% and PVL 2.5%, respectively. Among the antibiotics, resistance to azithromycin, linezolid, ofloxacin and

methicillin  were 32.5%, 35%, 27.5% and 27.5%, respectively.

Conclusion :There is a serious threat for public health because of the importance of Staphylococcus aureus as a

major pathogen in developing countries and due to the increasing use of antibacterial agents. Multiplex PCR is a

simple, sensitive, inexpensive, relatively quick, and very unique test to identify multiple of genes,

simultaneously.
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