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هاي متصل پروتئینو)PVL(کوسیدین ولوالنتینپنتونژنوانیافرنیتعی
ازشدهجدااورئوساستافیلوکوکوسهايسویهدرCnaشونده به کلاژن 

رش کوتاهیک گزا: بیوتیکیبالینی و بررسی مقاومت آنتیهاي نمونه
3، مهدي پرویز2کیومرث امینی،1زهره کرد

1/4/94: پذیرش مقاله17/3/94:دریافت اصلاحیه از نویسنده9/3/94:ارسال مقاله به نویسنده جهت اصلاح29/1/94:دریافت مقاله

چکیده
قدرتافزایشباعثکهتوکسین همولیتیک استیک اگزو)PVL(والنتین لوکوسیدینپنتونسم :زمینه و هدف

هاي متصل شونده به کلاژن پروتئین. دشومیبافتنکروزوهالکوسیتشدنسبب لیزنتیجهدروسلولیغشاءپذیرينفوذ
cna هاي آرتریت و ترین فاکتور حدت در عفونتاست که مسئول اتصال به کلاژن و عمدهاستافیلوکوکوس اورئوسادهزین

جدا اورئوسوس استافیلوکوکهاي در سویهPVL،cnaي هاژنبررسی حضور مطالعه،ز انجام هدف ا. شدبامیاستئومیلیت 
Multiplexهاي بالینی به روش شده از نمونه PCRشدبامی.
تعیین آزمون. جداسازي گردیداورئوسوس استافیلوکوکنمونه 67مقطعی، تعداد -در این مطالعه توصیفی:هامواد و روش

نیز چندگانهPCRآزمون . هاي مختلف انجام گردیدبا آنتی بیوتیکCLSIوتیکی بر اساس دستورالعمل بیحساسیت آنتی
.انجام شد

و بیشترین مقاومت به % 1/97ونکومایسین و لینزولیدهايبیوتیکبیشترین حساسیت به آنتینتایج نشان داد :هایافته
در صورتی که ژن ،گزارش گردید% 7/41هاي بالینی در نمونهcnaفراوانی ژن . است% 9/23بیوتیک کلیندامایسینآنتی
PVLها شناسایی نگردیددر هیچ یک از نمونه.

ایجاد عفونت در بین افراد جامعه به به عنوان مهمترین عامل استافیلوکوکوس اورئوسبه دلیل اهمیت :گیرينتیجه
بررسی میزان مقاومت به این ها،بیوتیکآنتیوزافزون مصرفبا توجه به افزایش روخصوص عفونتهاي مقاوم بیمارستانی 

اي یک روش ساده، حساس، کم هزینه، نسبتاً سریع و بسیار اختصاصی است چندگانهPCRوش ر. شدبامیعوامل ضروري 
. که علاوه بر این، توانایی شناسایی چندین ژن را نیز به طور همزمان دارد

پنتون والنتینکوسیدین ول،س اورئوساستافیلوکوکو: کلیديهايهواژ

دانشگاه آزاد اسلامی، ساوه، ایران،واحد ساوهارشد، گروه میکروبیولوژي، دانشکده علوم پایه،آموخته کارشناسیدانش-1
دانشگاه آزاد اسلامی، ساوه، ایران،وهواحد سااستادیار گروه میکروبیولوژي، دانشکده علوم پایه،-2

saveh.ac.ir-kamini@iau: ، پست الکترونیکی086-42241511: ، دورنگار086-42241511: تلفن

دانشگاه آزاد اسلامی، ساوه، ایران،واحد ساوهمربی گروه میکروبیولوژي، دانشکده علوم پایه،-3
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مقدمه
بر روي غشاهاي مخاطی و استافیلوکوکوس اورئوس

پوست پستانداران، مواد غذایی مختلف و محیط اطراف 
هاي عفونتالریه بعد از شود و عامل ایجاد ذاتمییافت

التهاب وریدها؛ مننژیت، عفونت دستگاه ادراري؛ ویروسی،
ها، اندوکاردیت، ضایعات سطحی نالتهاب موضعی استخوا

این باکتري داراي ].1[شدبامیپوست و غیره
هاي متعدد بوده که با عملکردهاي مختلف بر روي توکسین

والنتین لوکوسیدینپنتونسم . گذارندثیر میأاندام هدف ت
PVL)Panton-Valentine leukocidin(توکسین یک اگزو

در 1930سال که اولین بار درهمولیتیک است
موجباین سم . ]1[شناسایی شداستافیلوکوکوس اورئوس

سبب نتیجهدروسلولیغشايپذیرينفوذقدرتافزایش
این سم داراي . دشومیبافتنکروزوهاکوسیتولشدنلیز

نیک بوده و ژآنتیکوسیدین ودو جزء است که هر دو جزء ل
ا ایجاد این سم ب. شندبامیقابل تبدیل به توکسوئید 

مقاومت در مقابل فاگوسیتوز قدرت تهاجمی استافیلوکوك 
جذب گردش خون سماین ]. 1-5[دهدرا افزایش می

شده و با علائم بالینی موجب گرفتاري چندین عضو 
د، که شامل تب، کاهش فشار خون، اسهال، شومیمختلف 

هاي نکروزدهنده و بثورات شبه درد عضلانی، پنومونی
توسط کوسیدین پنتون والنتینول.مخملکی است

. ]5[شودتولید میاورئوساستافیلوکوكهاي سوشاکثر
ها و غضروف هاي غنی از کلاژن مانند استخوانبافت

و استافیلوکوکوس اورئوسجایگاه مناسبی براي حضور 
هاي پروتئین. شندبامیایجاد عفونتهاي استافیلوکوکی 

)cnadhesions gene)collagen aمتصل شونده به کلاژن

استافیلوکوکوس اورئوسترین ادهزین ترین و مهماصلی

ترین است که مسئول اتصال محکم به کلاژن بوده و عمده
سمی و هاي آرتریت همراه با سپتیفاکتور حدت در عفونت

هدف از انجام تحقیق بررسی ].3[شدبامیاستئومیلیت 
هاي در سویهPVL،cnaي حدت هاژنحضور 

هاي بالینی به جدا شده از نمونهاورئوسوس یلوکوکاستاف
Multiplexروش  PCR و تعیین الگوي مقاومت

هاي مهم در درمان بیوتیکی به عنوان یکی از راهآنتی
و اورئوسوس استافیلوکوکهاي ناشی از مناسب بیماري
هاي مقاوم به آنتی بیوتیک جهت تعیین شناسایی سویه

. شدابمیراهکار مناسب درمانی 
هامواد و روش

مطالعاتاساسبرتوصیفی،-مقطعیمطالعهایندر
فرمولازاستفادهبا%95اطمینانسطحوقبلی

n=z2P (1-P)/d2100تعداد ،05/0قبول قابلخطايو
ترشحات هاي ادراري، از بیماران مبتلا به عفونتمونهن

از مراکز درمانی مختلف شهر و مایع مغزي نخاعیچرکی
تهران که به صورت تصادفی انتخاب شده بودند در سال 

این تعداد نمونه بر اساس میزان . آوري گردیدجمع1392
در بین بیماران استافیلوکوکوس اورئوسشیوع باکتري 

هاي ها جهت کشت بر روي محیطاین نمونه. انتخاب شد
استافیلوکوکوس مانیتول سالت آگار، و کروم آگار بلاد آگار،

در گرمساعت 24انتقال داده شده و به مدت ساورئو
تعیین جهت . قرار داده شدگراد سانتیدرجه37خانه 

، هاي بیوشیمیاییآزمونازهاي باکتري هویت گونه
و تخمیر قند مانیتول استفاده شد DNaseکوآگولاز، تست 

اورئوساستافیلوکوکوسباکتري جدایه67که در نهایت
روش دیسک باگرام یوبآنتیآزمون.]1[گردیدشناسایی
CLSIدستورالعملطبقو بر(Disk diffusion)دیفیوژن

(Clinical and Laboratory Standards Institute)انجام
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انجامجهتتجاري بیوتیک هاي آنتیدیسک. ]8[دگردی
لینزولید،کلیندامایسین،آزیترومایسین،شاملمطالعهاین

سیلین،متینکومایسین،وتیکوپلانین،اوفلوکساسین،
HIMEDIAازشرکت) کوینوپریستین/دالفوپریستین(

Himedia Laboratories Pvt.Limited-INDIA)( تهیه
جهت بررسی کنترل کیفی آزمایشات از سویه . گردید

ATCCاستافیلوکوکوس اورئوساستاندارد به 25923
از DNAاج براي استخر. عنوان کنترل مثبت استفاده شد

Cinna Pure DNA(سیناژنمثبتکیت باکتریهاي گرم 

KIT-PR881614 (برنامه آزمون . استفاده گردید
Multiplex-PCR : درجه 94اولیه واسرشتمرحله

درجه 94واسرشتدقیقه، مرحله 4گراد به مدت سانتی
درجه 58، مرحله اتصال دقیقه2گراد به مدت سانتی
درجه 72دقیقه، مرحله بسط 1گراد به مدت سانتی
، مرحله )سیکل31تعداد (دقیقه 2گراد به مدت سانتی

دقیقه5گراد به مدت درجه سانتی72بسط نهایی 
در این آزمونتوالی پرایمرهاي مورد استفاده . شدبامی

:PVL-F: شامل ATGTCTGGACATGATCCAAو
:AACTATCTCTGCCATATGGT PVL-R با طول باند

970bpوالنتین لوکوسیدیناسایی ژن پنتونجهت شن ،
و :ACACCAGACGGTGCAACAATTACna-1پرایمرهاي 

AGCATTACCGTTTGCATCTGTTACna-2: با
هاي متصل پروتئینجهت شناسایی ژن bp815طول باند 

هاي استفاده شده مخلوط. ]7[شونده به کلاژن، بوده است 
Master Mix: شدبامیجهت انجام واکنش به این شرح 

میکرولیتر، آب مقطر 5/12به میزان )PR8251C(سیناژن 

5/0پرایمرهاي مورد استفاده هرکدام میکرولیتر،5/7
25میکرولیتر در حجم نهاییDNA3میکرولیتر، نمونه 

در Multiplex-PCRآزمون .]7[میکرولیترتهیه گردید 
جهت بررسی . انجام شد)BIORAD(ترموسایکلردستگاه

% 1ها بر روي ژل آگارز نمونهMultiplex-PCRمحصول 
داك آمیزي در دستگاه ژلانتقال داده شده و بعد از رنگ

BIORAD)(باآماريهايداده.مورد بررسی قرارگرفت
هاي آماري آزمونو با استفاده از13سخهنSPSSر افزانرم

قرار آماريمورد تجزیه و تحلیلاسکوئرکايتوصیفی
.گرفت

نتایج
اورئوساستافیلوکوکوسایزوله 67ق بر روياین تحقی

هاي میزان حساسیت سویه. انجام گرفتجداسازي شده
ذکر 1هاي مورد استفاده در جدول بیوتیکمختلف به آنتی

. شده است
بیوتیک ونکومایسین و بیشترین حساسیت به آنتی

بیوتیک و بیشترین مقاومت به آنتی% 1/97لینزولید
در صورتی که . گزارش شده است% 9/23کلیندامایسین

سیلین به میزان بیوتیک متیمیزان حساسیت به آنتی
فراوانی لکولی نشان داد که ونتایج م. مشاهده شد% 1/79

در PVLبوده و ژن % 7/41نمونه برابر با 28در Cnaژن
نمونه 67ها شناسایی نگردید و مجموع هیچ یک از نمونه

در ملکولی ایج آزمون نت،همچنین. فاقد این ژن بودند
هاي مورد نظر با طول باندبر اساس شناسایی ژن1شکل 
.ذکر شده استهر ژن
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دیفیوژندیسکروشبامختلفهايبیوتیکآنتیبهشدهجداسازيهايسویهحساسیتمیزان- 1جدول

مقاومهاآنتی بیوتیک
تعداد)درصد(

نیمه حساس
)درصد(

تعداد

حساس
تعداد)درصد(

16کلیندامایسین ( 9/23 )-51( 1/76 )

2ونکومایسین ( 9/2 )-65 ( 1/97 )

3تیکوپلانین ( 5/4 )-64 ( 5/95 )

2لینزولید ( 9/2 )-65 ( 1/97 )

53)1/79(14%)9/20(-افلوکساسین

14آزیترومایسین ( 9/20 )-53 ( 1/79 )

14سیلینمتی ( 9/20 )-53 ( 1/79 )

3تینکوینوپریس/دالفوپریستین ( 5/4 )-64 ( 5/95 )

بر روي ژل آگارزPCRالکتروفورز محصول -1شکل 
.باشندمیcnaحاوي ژن -6-5- 3-2هاي ، کنترل مثبت، کنترل منفی، نمونه100bpستون مارکر : از سمت چپ به ترتیبM-PCRنتایج 

بحث 
که به عنوان دومین پاتوژن اورئوساستافیلوکوکوس

وسیعی از به طیف ، دشومیوبمحسبیمارستانی

و همکارانNajar peerayeh. شدبامیها مقاوم بیوتیکآنتی
مقاوم اورئوساستافیلوکوکوستحقیقی با عنوان شناسایی 

و بررسی PCRسیلین از طریق انتشار دیسک و به متی
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کهبه این نتیجه رسیدندانجام داده والگوي مقاومتی آن 
جمله عوامل مهم ایجاد ازاستافیلوکوکوس اورئوس

سیلین هاي مقاوم به متیسویهبوده و هاي شدید عفونت
ها در بیمارستاناین باکتري بیشترین عامل مرگ و میر

هاي مقاوم به شند، لذا درمان و شناسایی سریع سویهبامی
یق مقایسه تحق.]6[شدبامیسیلین داراي اهمیت متی

میزان مقاومت دهد حاضر با سایر مطالعات نشان می
سیلین و کلیندامایسین به هاي متیبیوتیکها به آنتیسویه

. شدبامیمراتب کمتر از سایر مطالعات انجام شده 
سویه 2با توجه به الگوي به دست آمده تنها ،همچنین

کهنسبت به ونکومایسین از خود مقاومت نشان داد
به ونکومایسین نسبت ها سویه% 1/97توان گفت می

بیوتیک هنوز کارایی لازم شند و این آنتیبامیس حسا
هايهاي حاصل از سویهبراي درمان عفونت
MRSAسیلین مقاوم به متیاستافیلوکوکوس اورئوس

)Methicillin Resistance Staphylococcus aureus( را
بیوتیک نبودن کارایی این آنتی% 100ولی،شدبامیدارا 

هاي جدید و ن آنتی بیوتیکیک علامت هشدار، براي یافت
بیوتیکی باید جهت کاهش مقاومت آنتی.شدبامیکارآمدتر 

ها و یوتیکبعمده یعنی استفاده زیاد از آنتیفاکتوردو
.در نظر داشتنیز سهولت گسترش ژن مقاومت را 

Patti و همکاران با بررسی بیان ژنCnaدر
به نقش اصلی این ژن در ایجاد استافیلوکوکوس اورئوس

بیماریهاي استخوانی و مفاصل در بیماران حامل باکتري 
شند اشاره بامیکه داراي این ژن استافیلوکوکوس اورئوس

روش با استفاده ازو همکارانSapri.]3[کند می
Multiplex-PCR حدتي هاژنبه شناسایی

-TSST)سیلینمتیمقاوم بهاستافیلوکوکوس اورئوس

1,PVL,seh,cna)فراوانی ژن در این تحقیق . پرداختند

cna)59/51(%، ژنseh)82/21(% ،PVL)23/10(% و
TSST-1)82/6(% در نتایج پژوهش ما . ]7[گزارش گردید

بوده % 7/41ها از بین مجموع نمونهCnaنیز فراوانی ژن 
فاکتور یکPVLلنتین لوکوسیدیناژن پنتون و. است
کشف واست MRSAت که همراه با عفونت اسداريواگیر

بستگی به کهدهد آن زمان زیادي را به خود اختصاص می
با توجه به مطالعاتی که صورت . محیط کشت آن دارد

پنتون والنتین لوکوسیدینسمدرصد فراوانی ژنگرفته
PVL5[سیلین بیشتر استمتیهاي مقاوم بهدر سویه[.

PVLها حاوي ژن ز نمونهما هیچ یک ابنابراین تحقیق 

توجه به نتایج حاصل با. نبوده و این ژن شناسایی نگردید
از آزمایش دیسک دیفیوژن و مقایسه آن با الگوي 

نسبت ،هاي جدا شده مورد بررسیبیشتر ایزولهاستاندارد،
نشان دهنده عدم بروز ژن بوده وسیلین حساس به متی

PVLییدکننده أکه ت،شدبامیهاي مورد بررسی در سویه
، و ایجاد مقاومتpvlبراي بروز ژناین مطلب است که

Martinezهمچنین . ]5[استضروريmec Aحضور ژن 

و همکاران با بررسی بر روي کودکان عفونی آلوده به 
به این نتیجه دست یافتند که استافیلوکوکوس اورئوس

با روش ملکولی در کودکانی که بهpvlمیزان شناسایی ژن 
اند به مراتب از سایر کودکان که به سیلین مقاوم بودهمتی
اند بیشتر سیلین حساسیت نشان دادهبیوتیک متیآنتی

و همکاران در مصر Enanyطی تحقیقی . ]4[بوده است 
نیز مشخص گردید که، علیرغم انتشار جهانی حضور ژن 

pvlسیلینمقاوم به متیاستافیلوکوکوس اورئوسدر
، این ژن در کشور مصر شناسایی )تسابیمقاومت اک(

ها یک مارکر خوب براي شناسایی این سویهpvlو . نگردید
ید این ؤپژوهش اخیر ممقایسه این نتایج با . ]2[شدبامی

هاي در نمونهpvlشد که عدم جداسازي ژن بامیمطلب 
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میزان بالاي بیوگرام، بابالینی با توجه به نتایج آزمون آنتی
سیلین در عدم شناسایی بیوتیک متیآنتیحساسیت به

.این ژن ارتباط معناداري دارد

گیرينتیجه
به عنوان یک ادهزین در Cnaبا توجه به فراوانی ژن 

کهدر این تحقیقاستافیلوکوکوس اورئوسباکتري 
هاي مفصلی و تواند در ایجاد ضایعات و آسیبمی

قش مهمی استخوانی در بیمارانی آلوده به این باکتري ن
لکولی وهاي مایفا نماید، جداسازي مستمر و انجام آزمون

جهت شناسایی این ژن در ردیابی منابع آلوده کننده 
Multiplex PCRبا استفاده از روش. شدبامیضروري 

ترین مدت زمان با ویژگی و حساسیت بالا توان در کوتاهمی
هاي هسویشناساییبرد و با زا پیي بیماريهاژنبه حضور 
هاي انسانی در جمعیتهاژنانتقال این هاي راهمقاوم و 

اقدامات کنترل عفونت و .اقدامات پیشگیرانه را انجام داد
بین کارکنان بیمارستانی و رعایت نکات بهداشتی در 

حذف یا کاهش ضدعفونی لوازم و تجهیزات بیمارستانی در 
. ها باید بسیار جدي گرفته شوداین نوع سویه

قدردانیورتشک
از کارکنان آزمایشگاه پژوهشی میکروبیولوژي پاسارگاد 

که در انجام مراحل مهندس ابوالفضل مقدم، رامین خاکی جوان 
.گرددتشکر و سپاسگزاري میعملی این تحقیق یاري نمودند 
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Determining the Frequency of Panton-Valentine Leukocidin (PVL Genes), and Collagen-

Binding Protein (cna) in Staphylococcus Aureus Strains Isolated from Clinical

Specimens and Antibiotic Resistance: A Short Report

Z. Kord1, K. Amini2, M. Parviz3

Received: 18/04/2015 Sent for Revision: 30/05/2015 Received Revised Manuscript: 07/06/2015 Accepted: 22/06/2015

Background and Objective: Panton-Valentine leukocidin (PVL) toxin is a hemolytic exotoxin that increases the

permeability of the cell membrane, thus causing lysis of leukocytes and tissue necrosis. Collagen-binding protein (Cna)

adhesion Staphylococcus aureus is responsible for binding to collagen and the major virulence factor in arthritis and

osteomyelitis. The purpose of this study was to investigate the presence of antibiotic resistance and virulence genes for PVL,

Cna in Staphylococcus aureus strains isolated from clinical specimens by Multiplex PCR.

Materials and Methods: In this cross-sectional, descriptive study, 67 samples of Staphylococcus aureus were isolated.

Based on CLSI antimicrobial susceptibility guidline, different antibiotics were tested. Multiplex PCR assay was performed.

Results: Finndings showed that the susceptibility to vancomycin and linezolid antibiotics was 97.1% and maximum

resistance is to clindamycin was 23.9%. the frequency of Cna gene in clinical samples was 41.7% while PVL genes were not

detected in the samples.

Conclusion: Because of the importance of methicillin resistance Staphylococcus aureus as the cause of infection among

people, especially resistant hospital infections, due to increasing use of antibiotics, knowledge of the level of resistance to

these agents is essential. Multiplex PCR is a simple, sensitive, inexpensive, relatively quick and very specific in addition, it

has an ability to identify multiple genes simultaneously.

Key words: Staphylococcus aureus, Panton -Valentine leukocidin, Cna, Multiplex PCR
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