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  ۲۶/۱۲/۸۷:تاريخ پذيرش مقاله        ۸/۸۷/ ۸:تاريخ دريافت مقاله      

  :چكيده
 به عنوان مهم ترين عضو گروه استافيلوكوك هـا كوآگـولاز منفـي، در دهـه اخيـر               استافيلوكوكوس اپيدرميديس :  مقدمه و اهداف  

بـرا درمـان اغلـب عفونـت هـا      . سومين عامل عفونت بيمارستاني و يكي از متداول ترين عوامل عفونت خون مطرح گرديده است          

داروهـا  بـه   ترشح آنزيم  بتالاكتاماز نـه تنهـا باعـث ايجـاد مقاومـت               . اشي از اين باكتر از داروها بتالاكتام استفاده مي شود         ن

   موجب مقاومت كـاذب بـه متـي سـيلين          ،بتالاكتام مي شود بلكه ترشح زياد آن در برخي سويه ها فاقد ژن مقاومت به متي سيلين                

  .مي شود

يين الگو حساسيت آنتي بيوتيكي نسبت به داروها بتالاكتام، بررسي فنوتيپي حضور آنزيم بتالاكتاماز و   هدف از اين پژوهش، تع    

  .بود استافيلوكوكوس اپيدرميديسدر نمونه ها باليني ) blaZ(در نهايت حضور ژن بتالاكتاماز 

 ۵۵ بيمارستان در شهر تهران جمع آور شدند که از ميـان آنهـا               ۳ سويه استافيلوكوك کوآگولاز منفي از       ۶۹تعداد  : روش بررسی 

 Disc آنتـي بيوتيـک بتالاكتـام بـا روش     ۸حـساسيت آنهـا نـسبت بـه     .  شناسايي شدنداستافيلوکوکوس اپيدرميديسايزوله باليني 

diffusion  با تست يدومتر انجام شد و در نهايت حضور ژن            توليد آنزيم بتالاكتاماز توسط كلني    .  تعيين شد blaZ    بـا اسـتفاده از 

  . مطالعه شدPCRيک جفت پرايمر اختصاصي و روش 

 ايزولـه   ۵۰ بـه پنـي سـيلين،     %) ۱/۹۸(  ايزوله ۵۴نتي بيوتيكي حاصل ازآزمايش آنتي بيوگرام نشان داد كه           نتايج مقاومت آ  : يافته ها  

بـه  %) ۳/۳۶(  ايزولـه    ۲۰ بـه سـفتي زوكـسيم،     %) ۱/۴۹( ايزولـه    ۲۷ بـه سفترياكـسون،   %) ۷/۵۲( ايزولـه    ۲۹ به متـي سـيلين،    %)۹/۹۰(

سفالكـسين مقـاوم    بـه  %)۶/۲۳( ايزوله ۱۳به سفازولين و %) ۹/۳۰ (ايزوله  ۱۷ به آموكسي سيلين،%) ۵/۳۴(  ايزوله ۱۹ سفوتاكسيم،

  . را در كليه ايزوله ها تاييد كردblaZ نيز حضور ژن PCRتست ها يدومتر كلني حضور بتالاكتاماز و نتايج حاصل از . بودند

حال آنكـه   . از ايزوله ها به انواع بتالاكتام ها نسل سوم مقاوم هستند           % ۵۳تا  % ۲۴روش آنتي بيوگرام نشان داد كه       : نتيجه گيری 

       را در همـه ايزولـه هـا نـشان        blaZ حـضورژن    PCR روش   و  هـا  روش يدومتر كلني، توليد آنزيم بتالاكتاماز را در كليـه ايزولـه           

نتيجه گير مي شود كه روش آنتي بيوگرام به تنهـايي بـرا تعيـين اسـتراتژ درمـاني                   .  اما ميزان بيان آن متفاوت است      ،مي دهد 

  . عفونت ها ناشي از اين ارگانيسم مناسب نيست

  blaZ ،ژناستافيلوكوكوس اپيدرميديسبتالاكتاماز، :  كليد واژه ها
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  : مقدمه
 مهم ترين عضو گروه استافيلوكوک استافيلوكوكوس اپيدرميديس

از عفونت ها اين % ٧٥و عامل ) CoNS(ها كوآگولاز منفي

 اين ميکروارگانيسم بخشي از ميكرو فلور طبيعي . مي باشد گروه

ان بوده و در مخاط بيني و بخش فوقاني مجار تنفسي پوست انس

 تا مدت ها به اپيدرميديس استافيلوكوكوس ).١(مستقر مي باشد 

خاطر طبيعت همه جايي و بيماريزايي نسبتاَ ضعيف به عنوان 

 ولي در طي دهه ها اخير با گسترش .ساپروفيت معرفي مي شد

 indwelling(استفاده از وسايل پزشكي تعبيه شونده در بدن 

medical devices(، نظير انواع سوندها و پروتزها، به عنوان يک 

در دهه گذشته، ). ٢(پاتوژن مهم بيمارستاني ظهور كرده است

 سومين عامل عفونت بيمارستاني و استافيلوكوكوس اپيدرميديس

يكي از شايع ترين عوامل عفونت خون مطرح و شناخته شده است 

،   ، مجار ادرار  خون فونت ها زخم،همچنين به دفعات از ع. 

 عفونت ها پوستي و بافت نرم   باكتريمي، پنوموني، اندوكارديت،

   ). ٣(جدا شده است 

استافيلوكوكوس برا درمان اغلب عفونت ها ناشي از 

از داروها بتالاكتام به خصوص نسل ها جديد  اپيدرميديس

يش سريع مقاومت به اين اما، افزا. سفالوسپورين ها استفاده مي شود

داروها موجب ناموفق بودن درمان عفونت ها وابسته به اين 

اصلي ترين مكانيسم مقاومت به داروها . ارگانيسم شده است

ک ها توليد آنزيم ها بتالاكتاماز و يا تغيير استافيلوكوبتالاكتام در 

 ,Penicillin Binding Proteins(پروتئين ها ديواره 

PBPs (  منجر وباشد كه تمايل كاهش يافته ا به دارو دارند مي 

 ، به مقاومت وسيعي نسبت به پني سيلين ها نيمه سنتز

بتالاکتامازها به طور  .سفالوسپورين ها و كرباپنم ها مي شود

 ساختار به نحوب کهانتخابي، حلقه بتالاکتام را باز مي کنند 

 . ها برقرار نمايدPBPتغييريافته دارو نمي تواند اتصال موثر با 

  ). ۴(بنابراين سنتز ديواره سلولي ادامه مي يابد 

 بالينيهمبستگي بين مقاومت به پني سيلين در ايزوله ها 

لاكتاماز اولين بار در سال -β و توليد استافيلوكوكوس اورئوس

% ۵طبق آمار سويه ها مقاوم باكتر از ميزان .  گزارش شد۱۹۴۴

در حال % ۹۰ و به بيش از ۱۹۵۰ سال در% ۵۰، به ۱۹۴۶در سال 

   ).۵ (حاضر رسيده است

 نوع بتالاکتاماز استافيلوکوکي ۴از آنجايي که نواحي رمز کننده 

همپوشاني دارند، تنها با روش ها سرولوژيکي و تفاوت در 

  هيدروليز سوبسترا مي توان نوع بتالاکتاماز را در باکتر تشخيص 

  

  

 نظير روش ها ، روش ها فنوتيپي توليد آنزيم بتالاکتاماز.داد 

، اسيدومتر و سفالوسپورين ها رنگ زا ) نيتروسفين( يدومتر

  ). ۴(فقط حضور اين آنزيم را گزارش مي کنند 

ترشح آنزيم ها بتالاکتاماز نه تنها باعث ايجاد مقاومت باكتر در 

ح زياد آن در برخي شود، بلكه ترش برابر داروها بتالاكتام مي

 موجب مقاومت كاذب ،سويه ها فاقد ژن مقاومت به متي سيلين

 ).۶(به متي سيلين مي شود 

هدف از انجام اين پژوهش، تعيين الگو حساسيت آنتي بيوتيكي 

 نسبت به داروها استافيلوكوكوس اپيدرميديسنمونه ها باليني 

ماز و در نهايت تعيين بتالاكتام، تعيين فنوتيپي حضور آنزيم بتالاكتا

  .بود) blaZ(وجود ژن بتالاكتاماز 

  

  : مواد و روش ها
  :  جمع آور و شناسايي نمونه ها

 امام   از بيمارستان ها طالقاني،CoNS نمونه باليني ۶۹ تعداد 

 نمونه ها شامل .حسين و بوعلي در شهر تهران جمع آور شدند

 سر   لوله سينه،  تراشه،  لوله    خلط،  ترشحات زخم،  خون، ادرار،

 در آزمايشگاه .بودند) رگ تغذيه کننده قلب ( GV lineسوند و 

 با استفاده از رنگ آميز استافيلوكوكوس اپيدرميديسايزوله ها 

،   كوآگولاز گرم و تست ها بيوشيميايي استاندارد نظير كاتالاز،

ه ، مقاومت به باسيتراسين و حساسيت بDNase  تخمير مانيتول،

برا كليه تست ها از سويه . نووبيوسين شناسايي شدند

 به عنوان كنترل  ATCC 25923 استافيلوكوكوس اورئوس

  .استفاده شد

  : تست آنتي بيوگرام

شامل   آنتي بيوتيک بتالاكتام٨ ايزوله ها باليني به حساسيت تعيين

 سفتي   سفترياكسون،  آموكسي سيلين،  متي سيلين، پني سيلين،

شركت پادتن طب ( و سفالكسين  ، سفازولين  سفوتاكسيم ،زوكسيم

در اين . ، انجام شدKirby-Bauerبا استفاده از روش ) ايران

مک فارلند در ۵/۰روش، سوسپانسيوني از باكتر با كدورتي معادل 

هينتون تهيه و به وسيله سواب استريل رو سطح -محيط مايع مولر

پس ديسک ها با فواصل س. هينتون تلقيح مي گرديد-آگارمولر

 ساعت ٢٤ بعد از .شدمي مناسب رو سطح پليت قرار داده 

، قطر هاله ها عدم رشد اندازه گير C° ۳۵گرماگذار در دما 

  ) . ۷(مي گرديد 



   37 / و همكارانفرشته راعي                                        )                            1387 تابستان 2ماره ش 2سال ( مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران

  

  :   تست يدومتر كلني

توليد آنزيم بتالاكتاماز با تست يدومتر كلني برا تمام ايزوله ها  

 سانتي متر بريده ٢۵ها حاو نشاسته به ابعاد  كاغذ.انجام شد

 G گرم پني سيلين ۱/۰ دقيقه در محلول حاو ١٠شده و به مدت 

. شدندمي  خيسانده M  ۱/۰ ميلي ليتر بافر فسفات پتاسيم١٠در 

وسيله لوپ استريل، كلني ها ايزوله از كشت ها يک ه سپس ب

يقه گرماگذار در  دق٣٠ به سطح كاغذ منتقل و پس از  شبه باكتر

ايجاد هاله .  محلول يد گرم به كاغذها اضافه گرديد  ،٣٧ C° دما

اين هاله ها . سفيد در اطراف كلني نشانه توليد آنزيم بتالاكتاماز بود

در نتيجه تخريب حلقه بتالاكتام به وسيله آنزيم و ايجاد پني 

 -سيلانيک اسيد به وجود مي آيند كه كمپلكس بنفش رنگ نشاسته

  ).۸(يد در اطراف كلني را بي رنگ مي كند 

  : PCR  و آزمايش  DNAاستخراج  

از . انجام شد) Boiling( با روش جوشاندن DNAاستخراج  

 استفاده  ٣٧ C°  ساعته  باكتر در محيط آگارمغذ در۲۴کشت 

  سپس يک لوپ كامل از كشت باكتر به يک لوله اپندورف . شد

  

 دقيقه ٢٠ريل انتقال و پس از  آب مقطر استµl٢۵٠ محتو 

 x  دقيقه و با سرعت ۵ به مدت  گرماگذار در حمام آب جوش،

gاز مايع رويي حاو . سانتريفيوژ شد١٢٠٠٠ DNA به عنوان 

  ). ۱۰و ۹( استفاده شد  PCRالگو در واكنش 

برا تشخيص حضورژن مقاومت به بتالاكتاماز  PCR تست 

)blaZ (کار گرفته شده در دستگاه ه مه ب برنا٢و١جداول . انجام شد

  پرايمرها .دهند ترموسايکلر و مخلوط واکنش ها را نشان مي

ForwardوReverse  كه برا آمپليفيکاسيون ژن بتالاكتاماز 

 ACT TCA ACA CCTاستفاده شدند به ترتيب ترادف ها 

GCT GCT TTC  وTGA CCA CTT TTA TCA 

GCA ACC  برا مشاهده محصول . بودند PCR از ژل آگارز ،

 bp 100 تعيين سايز محصول با استفاده از ماركر .استفاده شد% ۱

ladder ) Fermentas ( صورت گرفت)طول محصول ). ١۱

  . بود١٧٠ bpتكثير شده با اين جفت پرايمر، 

  

  

  

 PCR برنامه دمايي و زماني :۱جدول 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  دما مراحل

)°C(   

 زمان

 )دقيقه(

Initial-Denaturation ٢  ٩٤ 

Denaturation ١ ٩٤ 

Annealing ١ ٥٥ 

Extension ٢ ٧٢ 

Final-Extension ٥ ٧٢ 

Cycle Count ٣٠ 
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 PCR غلظت ها مخلوط :٢جدول

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  

  
  
  
  
  

  :نتايج
  بيمارستانازاستافيلوكوكوس اپيدرميديس به دست آمده سويه ها 

      و %۱۰۰ ،  %۵/۹۲به ترتيب   ها طالقاني ، بوعلي و امام حسين

 ۵۵   در مجموع.  بودند دريافتيCoNS نمونه ها از ۵/۶۲%

آنها اغلب  جمع آور شد که استافيلوکوکوس اپيدرميديس ايزوله

نتايج حاصل از .ه بودند خون و ادرار به دست آمدها از عفونت

    به%)  ۱/۹۸(   ايزوله ۵۴تست ها آنتي بيوگرام نشان داد که 

به %) ۷/۵۲(ايزوله  ۲۹به متي سيلين، %)۹/۹۰( ايزوله  ۵۰پني سيلين،

           ايزوله  ۲۰ زوكسيم،سفتي به %)۱/۴۹(ايزوله ۲۷سفترياكسون،

 ۱۷به آموكسي سيلين،%) ۵/۳۴(ايزوله  ۱۹به سفوتاكسيم،%) ۳/۳۶( 

به سفالكسين %)۶/۲۳( ايزوله  ۱۳به سفازولين و %) ۹/۳۰ (ايزوله 

از ايزوله ها  % ۵۳تا % ۲۴به طور کلي، حدود . مقاومت نشان دادند

  ).١نمودار(به انواع بتالاكتام ها نسل سوم مقاوم بودند 

  

ر بتالاكتاماز را در كليه سويه ها نشان تست يدومتر كلني، حضو

هر چند، اندازه هاله ها سفيد اطراف كلني ها متفاوت بود که . داد

 متفاوت  نشان مي دهد ميزان توليد آنزيم در سويه ها مختلف

نتايج نشان داد که ايزوله ها حساس به پني سيلين و متي . است

  .  کردندسيلين نيز آنزيم را هرچند به طور ضعيف توليد

، حضور ژن را در blaZ برا بررسي حضور ژن PCRواکنش 

اين نتايج با نتايج تست توليد بتالاکتاماز به .كليه ايزوله ها تاييد كرد

اندازه قطعه حاصل از تکثير  ١ شكل .وسيله کلني همخواني داشت

  . را نشان مي دهدPCRدر روش   blaZژن

  

  
  

  

 غلظت  مواد

MgCl2 ٥/١ mM 

Taq polymerase 
  
 

١ unit 

Primer (mix R+F) 
 

٢٠ pM 

Reaction Buffer ١ X 

dNTP (mix) ٢٠٠ µM 

DNA- template ١٠  
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  گروه بتالاکتام بيوتيک ها ي آنتبه  S. epidermidis هاايزوله مقاومت الگو :١نمودار

  

  

 
 

  

  

  

  

  

  

  

 
 
 
 

 
   .استافيلوكوكوس اپيدرميديسباليني ه نمون ٧در   )blaZ) bp١٧٠محصول آمپليفيكاسيون ژن .  الكتروفورز ژل آگارز:١شكل

M :ماركر. 
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  :بحث
  

شيوع استافيلوكوک ها در عفونت ها بيمارستاني در سراسر جهان   

بررسي ها آمار در اغلب كشور . گسترش زياد پيدا كرده است

ن  غالب ترياستافيلوكوكوس اپيدرميديسها جهان نشان داده اند كه 

 دستگاه از عوامل شايع عفونت هاعامل شايع عفونت ها خون و 

هر چند در تعداد نيز اين پژوهش نتايج ). ١۲(مي باشد ادرار

  .  داردي با اين آمار همخوانمحدود انجام گرفته است،

درصد مقاومت به پني سيلين ها حساس به بتالاكتاماز 

 تافيلوكوكوس اپيدرميديساساستافيلوكوكي در ميان ايزوله ها باليني 

پژوهش حاضر  ). ١۳(گزارش شده است % ١٠٠و گاهي تا  % ٨٠-٩٠

  .مقاومت به پني سيلين را نشان داد % ۱/۹۸نيز در 

 بيان شد که ممکن است سطح پايين ولي معنادار توليد ۲۰۰۷در سال

بتالاکتاماز در استافيلوکوک ها با روش ديسک ها سفيناز شناسايي 

  ). ۱۳(ين موارد بهتر است از تست يدومتر استفاده شود نشود و در ا

، توليد آنزيم بتالاكتاماز را در ايزوله ها ۱۳۸۲دانش منفرد در سال 

استافيلوكوک کوآگولاز منفي با روش يدومتر و ديسک  باليني

% ١٠٠در مطالعه حاضر، ). ۱۴(گزارش کرد% ٩٠نيتروسفين بيش از 

هر چند، تست .  بودندblaZو حامل ژن ايزوله ها مولد بتالاكتاماز 

اين . کلني ميزان بيان متفاوت ژن را در سويه ها مختلف نشان داد

اين اختلاف . دهد يافته با نتيجه آنتي بيوگرام همخواني نشان نمي

اغلب به علت حساسيت كاذب و غير واقعي در سويه ها مقاوم به 

آنتي بيوگرام برا در بسيار از موارد روش .  متي سيلين مي باشد

تعيين استراتژ درماني اين عفونت ها مناسب نيست وبنابر توصيه 

CLSI  تنها استفاده از پني سيلين و اگساسيلين برا بررسي ،

  ).۷(حساسيت استافيلوكوک ها به داروها بتالاكتام کافي است 

پژوهش ها انجام شده در ايران بر رو مقاومت استافيلوكوک ها 

ا بتالاكتام، اكثراَ بر پايه روش ها فنوتيپي مانند آنتي به داروه

 و توليد بتالاكتاماز مي باشد و مطالعاتي که به طور MICبيوگرام، 

اختصاصي بر رو استافيلوکوکوس اپيدرميديس باشد، محدود 

  .است

 ، با استفاده از پرايمرها ٢٠٠٣صادقيان و همكاران در سال 

TEM-1٢٦ ها كوآگولاز منفي و مثبت،  در ميان استافيلوكوک  %

پايين بودن اين مقاومت احتمالاً به علت . مقاومت را گزارش كردند

استفاده از پرايمرهايي بوده که برا استافيلوکوک ها کمتر 

  ).١۵(اختصاصي است 

  :نتيجه گيري 
توليد بتالاكتاماز يک خطر جد برا درمان عفونت هـايي اسـت              

انتخاب .  ها توليد كننده بتالاكتاماز هستند     كه مشكوک به ارگانيسم   

اسـتراتژ درمـاني ايـن عفونـت         آنتي بيوتيک مناسب برا تعيـين       

اغلب بر پايه انجام آزمايش ها آنتـي بيـوگرام عملـي نيـست و               ها

اسـتفاده از تـست يـدومتر    . تدابير ديگر لازم به نظر مـي رسـند      

ماز با توجه بـه      برا تشخيص توليد بتالاكتا    PCRبجا آزمايشات   

ساده وارزان بودن روش و اينكـه بـه زمـان زيـاد احتيـاج نـدارد،            

ممكن است در تشخيص توليد كننده ها بتالاكتاماز در ايزوله ها           

  .باليني مفيد واقع شود
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