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Background and Aim: Recently, ciprofloxacin resistance in Staphylococcus aureus 

strains due to efflux pumps has become a significant challenge. This study was performed to 

evaluate the frequency of norA and norB efflux pump genes and their roles in resistance to 

ciprofloxacin in clinical isolates of S. aureus. 

Materials and Methods: A total of 250 clinical samples were collected from different 

hospitals Tehran-Iran during 2015-2016 and S. aureus isolates were identified by standard 

microbiological tests. Antimicrobial susceptibility patterns were determined by disk diffusion 

method using CLSI guideline. Subsequently, the presence of norA and norB efflux pump genes 

in ciprofloxacin isolates were detected using PCR method. Finally, active efflux pumps were 

evaluated using ciprofloxacin and ethidium bromide MICs. 

Results: Among 250 clinical samples, 50 S. aureus isolates were recovered and the results 

of antibiotic susceptibility tests showed the 34 out of 50 S. aureus isolates (68%) were resistant 

to methicillin (MRSA) and from the 34 MRSA, 12 isolates (24%) were resistant to 

ciprofloxacin. Moreover, the norA and norB genes were found in 100% and 83% of 

ciprofloxacin resistant isolates, respectively. 

Conclusions: The results of this study show the potential role played by norA and norB 

efflux pumps in the development of resistance to ciprofloxacin in clinical isolates of S. aureus 

and the detection of these genes could be important for the suggestion of an effective treatment 

model for the S. aureus infections. 
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استافیلوکوکوس های بالینی یهسودر  norBو  norAکس ی پمپ افلوهاژنبررسی فراوانی 

 و بررسی نقش آن در ایجاد مقاومت به سیپروفلوکساسین اورئوس
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عنوان یکی از به استافیلوکوکوس اورئوسهای یهسویراً مقاومت به سیپروفلوکساسین در اخ زمینه و اهداف:

های یهسودر  norBو  norAکس ی پمپ افلوهاژنباشد. هدف از این مطالعه بررسی فراوانی یمی مهم مطرح هاچالش

 به سیپروفلوکساسین بود.در مقاومت  هاآنو ارزیابی نقش  استافیلوکوکوس اورئوسبالینی 

های یمارستانباز  5931-5935نمونه بالینی درحدفاصل سال های  052در این مطالعه تعداد مواد و روش کار: 

ی میکروبیولوژیک شناسایی شدند. هاروشبا  استافیلوکوکوس اورئوسهای یزولهاآوری شد و مختلف شهر تهران جمع

ین، چنهمانجام گرفت.  CLSI ه از روش انتشار دیسک بر اساس دستورالعملبیوتیکی با استفادآنتیالگوی حساسیت 

مشخص گردید.  PCR های مقاوم به سیپروفلوکساسین با روشیهسودر  norBو  norA کسی پمپ افلوهاژنوجود 

ی قرار بررس سیپروفلوکساسین و اتیدیوم بروماید مورد MICکس ازنظر فعال بودن توسط تعیین ی افلوهاپمپدرنهایت 

 گرفت.

جداسازی شد و نتایج حساسیت  استافیلوکوکوس اورئوسایزوله  52نمونه بالینی، تعداد  052از میان : هایافته

نمونه(  50درصد ) 01ها نمونه( مقاوم به متی سیلین و از میان این 91) هانمونهدرصد از  86بیوتیکی نشان داد که آنتی

های مقاوم به سیپروفلوکساسین به ترتیب یهسودر  norBو  norAی هاژناوانی مقاوم به سیپروفلوکساسین بودند. فر

 های مقاوم ازنظر فنوتیپی فعال بودند.یهسوکس تمامی چنین، پمپ افلوبودند. هم %69و  522%

در ایجاد مقاومت به  norBو  norAکس ی افلوهاپمپنتایج این مطالعه نشان داد که  :گیرینتیجه

 .باشد اهمیت حائز درمانی الگوی پیشنهاد در تواندیم هاژن این حضور نقش اساسی دارند و بررسی سیپروفلوکساسین

 norA ،norBکس، پمپ افلواستافیلوکوکوس اورئوس،  کلیدی کلمات
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 مهمقد

ز خانواده یک باکتری پاتوژن ا استافیلوکوکوس اورئوس

زای شایع در یماریبعنوان یک باکتری میکروکوکاسه است که به

ی بیمارستانی در سرتاسر جهان است. قسمت قدامی هاتعفون

سال و در بین افراد بزرگ اورئوس استافیلوکوکوسبینی منبع اولیه 

درصد افراد سالم جامعه حامل این  02تا  02باشد و یمکودکان 

ی هاعفونتعنوان عامل اصلی هباشند که بیمباکتری 

این باکتری دامنه وسیعی از  (.1آید )یمحساب استافیلوکوکی به

ی پوستی، اندوکاردیت، هاعفونتها از قبیل پنومونی، یماریب

آورد یمهای دیگر را به وجود یماریباستئومیلیت و بسیاری از 

(0-2.) 

( MRSAمقاوم به متی سیلین ) استافیلوکوکوس اورئوس

باشد و یمزای بیمارستانی یماریبطلب کی از عوامل فرصتی

مقاومت به متی سیلین از طریق تولید یک پروتئین اختصاصی 

شود که توسط ژن یمایجاد  PBP2aسیلین به نام اتصالی به پنی

mecA  های یهسوشود. یمرمزگذاریMRSA  امروزه به بسیاری از

ن امر موجب و ای اندشدهعوامل ضد باکتریایی مقاوم 

های ناشی از این باکتری شده است. یماریبهای درمان یتمحدود

ینولون مانند سیپروفلوکساسین یکی از (. داروهای فلورک1-9)

های ناشی از یماریبداروهای مناسب و جایگزین برای درمان 

(. 2باشد )یم استافیلوکوکوس اورئوس MRSAهای یهسو
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ها، یباکتردارو جهت درمان این وجود، به دنبال تجویز این بااین

که در طوریداده است، به بیوتیک نیز رخمقاومت به این آنتی

 (.0درصد رسیده است ) 222برخی از موارد میزان مقاومت به 

بیوتیک در باکتری های مقاومت به آنتییسممکان

ها یسممکانمتفاوت است که یکی از  استافیلوکوکوس اورئوس

کس های افلویستمسوسیله رو درون سلول بهممانعت از تجمع دا

بیوتیک را به کس، مواد سمی مانند آنتیی افلوهاپمپ باشدیم

ی هاپمپطورکلی ( و به0-11کنند )یممحیط خارج پمپ 

کس باکتریایی بر اساس ترادف و شباهت اسیدهای آمینه در افلو

 یهاپمپکه طوری(. به12-10گیرند )یمپنج گروه اصلی قرار 

کس ی افلوهاگروهطور مؤثری در ارتباط با کس ازنظر بالینی بهافلو

Nodulation Division (RND)  یاMajor Facilitator Super 

Family (MFS) باشند که با آزادسازی انرژی نیرومحرکه یم

(. سیستم 19-11بیوتیک نقش دارند )پروتون در خارج کردن آنتی

کس در باکتری م افلوای مههیستمسیکی از  MFSکس افلو

یکی از  norAکس باشد که پمپ افلویم اورئوس استافیلوکوکوس

ی مهم این خانواده است و مطالعات مختلفی نشان هاپمپ

تواند ترکیبات مختلفی مانند یم norAدهد که یم

های هیدروفوب از قبیل نورفلوکساسین، ینولونکفلور

ت چهار ظرفیتی ترکیبا سیپروفلوکساسین، اتیدیوم بروماید و

چنین محققان (. هم12، 10م را به سمت بیرون پمپ کند )آمونی

دارای یک بیان پایه در درون سلول  norAنشان دادند که ژن 

بیوتیکی باشد که باعث ایجاد کمی مقاومت به ترکیبات آنتییم

ینولون ها با افزایش بیان پمپ شود. افزایش مقاومت به فلورکیم

نیز یکی  norB افلوکس(. پمپ 10اط دارد )ارتب norA افلوکس

باشد که یم استافیلوکوکوس اورئوسدر  MFSی هاپمپدیگر از 

اد مقاومت به باشد و باعث ایجیماسیدآمینه  064دارای 

شود و مطالعات یمینولون و بیوسایدها های فلورکبیوتیکآنتی

 زایی این باکتریدهد که این پمپ در افزایش بیمارییمنشان 

نظر درمانی، اولین داروی (. از نقطه 12اهمیت است ) حائزنیز 

بیوتیک ، آنتیMRSAهای یباکترمناسب برای درمان 

ترین چالش و نگرانی باشد و امروزه بزرگیمسیپروفلوکساسین 

های یباکتری بیمارستانی توسط هاعفونتها، ایجاد یمارستانبدر 

شد که به هر دو بایم استافیلوکوکوس اورئوسطلب فرصت

 (.23) اندشدهبیوتیک متی سیلین و سیپروفلوکساسین مقاوم آنتی

که تاکنون مطالعات کمی در مورد نقش پمپ ازآنجایی

های یهسودر مقاومت بخشی به سیپروفلوکساسین در  افلوکس

شده است، این مطالعه در ایران انجام استافیلوکوکوس اورئوس

بیوتیکی، تشخیص مولکولی تیباهدف تعیین الگوی مقاومت آن

های بالینی یهسودر  norBو  norA افلوکسی پمپ هاژنوجود 

و ارزیابی نقش آن در ایجاد مقاومت به  اورئوس استافیلوکوکوس

 سیپروفلوکساسین انجام گرفت.

 هاروشمواد و 

های یزولهاگیری، کشت و تشخیص نمونه

 استافیلوکوکوس اورئوس

نمونه بالینی  052درمجموع تعداد در این مطالعه توصیفی، 

های یمارستانباز  2430-2434ی هاسالماه در حدفاصل  6طی 

 هاییزولهاآوری گردید. مختلف شهر تهران جمع

های کاتالاز، یشآزمابا استفاده از  استافیلوکوکوس اورئوس 

تشخیص قطعی داده  DNaseآمیزی گرم، تخمیر مانیتول و رنگ

 شدند.

های جداسازی یزولهابیوتیکی آنتیبررسی حساسیت 

 شده

های یهسویید تأپس از حصول اطمینان از شناسایی و 

ها نسبت به یهسو، حساسیت استافیلوکوکوس اورئوس

های مختلف با روش دیسک دیفیوژن بر اساس بیوتیکآنتی

 CLSI (Clinical and Laboratory Standardsاستاندارد 

Institute, 2015 (. حساسیت 21قرار گرفت )( مورد بررسی

های یسکدنسبت به  استافیلوکوکوس اورئوسهای یزولها

 22نکومایسین )امیکروگرم(، و 22بیوتیکی سفوکسیتین )آنتی

 22سیلین )میکروگرم(، پنی 5میکروگرم(، سیپروفلوکساسین )

 05میکروگرم(، تری متوپریم ) 25واحد(، اریترومایسین )

 22)سیلین یکروگرم(، آمپیم 25میکروگرم(، آمیکاسین )

 22سیلین ) میکروگرم(، آموکسی 22میکروگرم(، جنتامایسین )

 0میکروگرم( و کلیندامایسین ) 42ل )میکروگرم(، کلرامفنیک

 Muller Hinton( در محیط کشت MAST, UKمیکروگرم( )

agar  مرک، آلمان( انجام گردید. لازم به ذکر است که جهت(

(، از دیسک MRSAلین )تشخیص مقاومت به متی سی

چنین برای تعیین بیوتیکی سفوکسیتین استفاده شد. همآنتی

از روش حداقل غلظت  وانکومایسینها به یهسومیزان حساسیت 

ابتدا  MICاستفاده شد. جهت تعیین  E-test( با MICمهاری )

 باکتری موردنظر با کدورت نیم  سوسپانسیونی از کشت تازه

واب استریل بر روی محیط کشت مک سفارلند تهیه و به کمک 
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هینتون آگار کشت داده شد. پس از گذاشتن نوار مولر 

درجه سلسیوس  45بر روی محیط کشت، در دمای  نکومایسیناو

ساعت انکوبه شد. سپس با بررسی پلیت ها، عددی  00به مدت 

قرار داشت،  E-testکه در مقابل محل تلاقی هاله عدم رشد با نوار 

در نظر گرفته شد. بر اساس  MICدار کمی عنوان مقبه

، استافیلوکوکوس اورئوسهای یزولها، برای CLSIاستانداردهای 

لیتر، به میکروگرم بر میلی 26 ≤و  0-8، 0 ≤برابر با  MICمیزان 

های حساس، حد واسط و مقاوم به یهسوترتیب بیانگر 

 باشند.یم نکومایسیناو

استافیلوکوکوس ستاندارد ها، سویه ایشآزمادر تمامی انجام 
 عنوان کنترل مثبت مقاوم به  به ATCC 33591 اورئوس

( و از سویه استاندارد mecAسیلین )حاوی ژن  متی

عنوان کنترل مثبت  به ATCC 25923 استافیلوکوکوس اورئوس

 یدیساستافیلوکوکوس اپیدرم و از مقاوم به سیپروفلوکساسین

ATCC 12228 استفاده شد.عنوان کنترل منفی  به 

و  mecA ،norAی هاژنو شناسایی  DNAاستخراج 

norB  توسط روشPCR 

به روش دستی )فنل کلروفرم( انجام شد.  DNAاستخراج 

 MRSAهای یباکترشده از کشت طور خلاصه، به رسوب تهیهبه

میکرولیتر بافر لیز  622مقاوم به سیپروفلوکساسین، به ترتیب 

(Tris-Hcl, pH7.4; EDTA 50mM ،24 لیتر سدیم میکرو

 لیتر از لیزوزیممیکرو 02( و SDS 25%دودسیل سولفات )

 (50 mg/mL اضافه نموده و به مدت نیم ساعت در دمای )43 

 Kمیکرولیتر پروتئیناز  4. در ادامه شونددرجه سلسیوس انکوبه 

(20 mg/mLا )سلسیوس به مدت یک درجه  62در دمای  ضافه و

 -لیتر محلول فنلمیکرو 622به دنبال آن  .داده شدندساعت قرار 

افزوده شده( تهیه  2200205ایزوآمیل الکل )به نسبت  –کلروفرم

 . سپس با دورگرددرنگ یکنواخت تشکیل  فاز شیریتا یک  شد

rpm 2422  یوژ کرده و فاز بالایی )فاز دقیقه سانتریف 5به مدت

دو بار تکرار . این مرحله شوندیمی جدید منتقل هالولهبه  آبی(

ل سرد و حجم فاز آبی اتانو، همDNAمنظور رسوب شده و به 

( اضافه 1Mلیتر استات سدیم )میکرو 2/2خالص به همراه 

درجه سلسیوس  -02ساعت در دمای  0و آن به مدت  شودیم

دقیقه  5)سانتریفیوژ  نظر. بعد از آن، لوله مورد گرفتندقرار 

کردن و حل از خشکه و رسوب حاصله پس شددور(  24222

و در نهایت  گرفتمورداستفاده قرار  DNAعنوان کردن در بافر به

 %2ز خراج ژنوم از الکتروفورز ژل آگاربرای تائید صحت است

 استفاده شد.

 2میکرولیتر شامل  05در حجم نهایی  PCRواکنش 

 شده،عنوان الگو، استخراجشده به استخراج  DNAلیتر از میکرو

برگشت  لیتر از پرایمرمیکرو 5/2رفت،  پرایمر از رلیتمیکرو 5/2

از مسترمیکس )سینا ژن، ایران(،  لیترمیکرو 5/20پیکومول(،  22)

تقطیر انجام گرفت. در ادامه  بار دو آب از مقطر میکرولیتر 5/22

با استفاده از پرایمرهای رفت  mecAبرای ژن  PCRواکنش 
/TCCAGATTACAACTTCACCAGG3/5  و برگشت

 /ACTTCATATCTTGTAACG3CC/5  با چرخه دمایی

درجه  30در دمای  (Initial denaturation)واسرشتگی اولیه 

( در Denaturationدقیقه و واسرشتگی ) 5سلسیوس به مدت 

ثانیه، اتصال پرایمرها به  52درجه سلسیوس به مدت  30دمای 

DNA  الگو(Annealing)  درجه سلسیوس به مدت  62در دمای

 30( در دمای Extensionالگو ) رشتهطویل شدن  ثانیه، 52

( Final extensionثانیه و طویل شدن نهایی ) 52درجه به مدت 

 (.22درجه سلسیوس انجام گرفت ) 30دقیقه در دمای  5به مدت 

 شامل توالی F-norAاز پرایمر  norAجهت تکثیر ژن 

/ATCGGTTTAGTAATACCAGTCTTGC3/5  و پرایمر

R-norA شامل توالی 

/GCGATATAATCATTTGAGATAACGC3/5  استفاده

 norAبرای ژن  PCRی هاچرخهاجرایی  برنامه(. 20گردید )
 0لسیوس به مدت درجه س 30در دمای  شامل واسرشتگی اولیه

 52درجه سلسیوس به مدت  35در دمای  دقیقه و واسرشتگی

درجه سلسیوس  62در دمای  الگو DNAثانیه، اتصال پرایمرها به 

ه درجه ب 30در دمای  الگو رشتهثانیه، طویل شدن  42 به مدت

دقیقه در دمای  0به مدت  ثانیه و طویل شدن نهایی 62مدت 

 درجه سلسیوس بود. 30

در حجم  PCR، واکنش norBچنین جهت تکثیر ژن هم

رمیکس )سینا لیتر مستمیکرو 5/20میکرولیتر شامل  05نهایی 

 5/2 عنوان الگو،شده بهاجاستخر DNAلیتر از میکرو 2ژن، ایران(، 

 22ر برگشت )لیتر از پرایممیکرو 5/2رفت،  پرایمر از لیترمیکرو

تقطیر انجام گرفت.  بار دو آب از مقطر لیترمیکرو 5/22پیکومول( 

با استفاده از پرایمرهای  norBبرای ژن  PCRدر ادامه واکنش 

و برگشت  AGCGCGTTGTCTATCTTTCC3/5/رفت 
/ATAA3GCAGGTGGTCTTGCTG/5  با برنامه دمایی

دقیقه  0لسیوس به مدت درجه س 30در دمای  واسرشتگی اولیه
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ثانیه،  52درجه سلسیوس به مدت  35در دمای  و واسرشتگی

درجه سلسیوس به  54در دمای  الگو DNAاتصال پرایمرها به 

درجه  30در دمای  ثانیه، طویل شدن رشته الگو 42دت م

دقیقه  3یل شدن نهایی به مدت ثانیه و طو 62سلسیوس به مدت 

سیکل انجام گردید.  42درجه سلسیوس در طی  30در دمای 

، از ژنوم باکتری PCRی هاواکنشلازم به ذکر است در کل 

ی هاژن)فاقد  ATCC 12228 استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس

norA  وnorBعنوان کنترل منفی و از ( بهDNA  باکتری

ی هاژن)حاوی  ATCC 25923 وساستافیلوکوکوس اورئاستاندارد 

norA  وnorBعنوان کنترل مثبت استفاده شد.( به 

بیوتیکی و حداقل غلظت تعیین حساسیت آنتی

 ( سیپروفلوکساسین و اتیدیوم برومایدMICمهاری )

 مقاوم به MRSAهای یهسویین تعبعد از 

  MICها جهت تست یهسوسیپروفلوکساسین، این 

(Minimum Inhibitory Concentration موردمطالعه قرار )

ر سازی دبه روش رقیق CLSIبر اساس  MICگرفتند. آزمایش 

اتیدیوم بروماید انجام شد.  میکروپلیت برای سیپروفلوکساسین و

MIC صورت سه بار تکرار با استفاده از روش میکرودایلوشن در به

 ی انجام شد. محلول اتیدیوم بروماید اخانه 36پلیت های 

(µg/mL 052-0 به داخل چاهک )A  ریخته و با محیط کشت

. رسانده شدلیتر میکرو 222( به حجم MHBمولر هینتون براث )

 MHBلیتر محیط میکرو 52مقدار  Hی بعدی تا هاچاهکبه 

تا  هاچاهکلیتر به میکرو 52و از چاهک اول به ترتیب  شداضافه 

H  با  هاچاهکتا رقت سازی متوالی انجام گیرد. همه  گردیداضافه

های مقاوم به یهسولیتر از کشت میکروبی میکرو 52مقدار 

. مقدار شدسیپروفلوکساسین با غلظت نیم مک فارلند اضافه 

MIC عنوان کمترین غلظت مهارکننده رشد باکتری محسوب به

 MICشود. لازم به ذکر است که جهت تعیین غلظت یم

از چاهک  و to 128 µg/mL 0.5سیپروفلوکساسین، از غلظت 

، ATCC 25923 استافیلوکوکوس اورئوساستاندارد  حاوی باکتری

عنوان کنترل منفی و فاقد سیپروفلوکساسین و اتیدیوم بروماید به

 استافیلوکوکوس اورئوساز چاهک حاوی باکتری استاندارد 

ATCC 25923، عنوان سیپروفلوکساسین و اتیدیوم بروماید به

 (.21کنترل مثبت استفاده شد )

 

 

 فعال افلوکسبررسی فنوتیپی وجود پمپ 

 انجام گرفت. به MICاین تست همانند روش تعیین غلظت 

اتیدیوم بروماید را تعیین کرده و  MICطور خلاصه، ابتدا غلظت 

ی هاچاهکمک فارلند از کشت باکتری را به داخل  5/2غلظت 

. به شداتیدیوم بروماید اضافه  MICتر از یینپای هاغلظتحاوی 

  CCCPدنبال آن، ترکیب 

(carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazoneبه ) عنوان

شود. یماضافه  µg/mL 20در غلظت  افلوکس مهارکننده پمپ

 MICشود که یمفعال زمانی تشخیص داده  افلوکسپمپ 

اتیدیوم بروماید  MICاز  CCCPم بروماید به همراه اتیدیو

، از هاچاهکتنهایی کمتر باشد. لازم به ذکر است در یکی از به

CCCP  استافیلوکوکوس اورئوسبه همراه باکتری استاندارد 

ATCC 25923 )منظور تشخیص  به )مقاوم به سیپروفلوکساسین

ی و از عنوان کنترل منفکشنده نیست، به CCCPاینکه خود 

 ATCC استافیلوکوکوس اورئوسچاهک حاوی باکتری استاندارد 

25923 ،CCCP عنوان کنترل مثبت استفاده هو اتیدیوم بروماید ب

 (.21) گردید

 وتحلیل آماریتجزیه

 افزار آماریبا استفاده از نرم هادادهو تحلیل آماری  تجزیه

SPSS  02نسخه (IBM, Armonk, NY, USA) و آزمون مربع 

قرار  P<0.05داری روی چنین، مرز معنیای انجام گرفت. همک

 گرفت.

 هایافته

 ی بالینیهانمونهها از یهسوجداسازی و تشخیص 

ی ادرار، هانمونهنمونه که از  052در این مطالعه در مجموع 

ی هاتستخون، پوست و زخم جداسازی شدند، با استفاده از 

آگار، محیط  سالت ولمانیت گرم، محیط آمیزیمیکروبی رنگ

استافیلوکوکوس نمونه  52کواگولاز،  کاتالاز، تست بردپارکر، تست
 جداسازی شد. اورئوس

 نتایج تست حساسیت میکروبی

 52ایزوله از  40بیوتیکی نشان داد که نتایج حساسیت آنتی

بیوتیک متی سیلین ( نسبت به آنتی%68ایزوله موردبررسی )

در نظر گرفته شدند. در  MRSAهای هیسوعنوان مقاوم بودند و به

های یهسوبیوتیکی این مطالعه ارزیابی الگوی مقاومت آنتی

نشان داد که بیشترین مقاومت نسبت به  اورئوس استافیلوکوکوس

http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs12275-015-4498-5
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 32سیلین )درصد(، آمپی 38سیلین )های پنیبیوتیکآنتی

درصد(،  86درصد(، آموکسی سیلین و تری متوپریم )

صد( و کمترین مقاومت مربوط به در 68سفوکسیتین )

 نکومایسیناودرصد حساس(،  30بیوتیک سیپروفلوکساسین )آنتی

در  نکومایسیناوچنین مقاومت به درصد حساس( بودند. هم 222)

ها حساس به یهسوها مشاهده نشده بود و تمامی یهسویک از هیچ

وس استافیلوکوکهای یهسوبودند. نتایج آنتی بیوگرام  نکومایسیناو
 2ی بالینی در جدول هانمونهجداسازی شده از  اورئوس

 شده است.خلاصه

 مختلف هایبیوتیکبه آنتی استافیلوکوکوس اورئوسهای یهسومیزان مقاومت و حساسیت  :1 جدول

 های حساسیهسو های متوسطیهسو های مقاومیهسو بیوتیکآنتی

 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد

 40 26 2 2 68 40 سفوکسیتین

 30 43 0 2 00 20 سیپروفلوکساسین

 0 2 2 2 38 03 سیلینپنی

 06 24 28 3 56 08 اریترومایسین

 8 0 6 4 86 04 تری متوپریم

 8 0 6 4 00 02 آمیکاسین

 22 5 2 2 32 05 سیلینآمپی

 50 03 6 4 02 02 جنتامایسین

 20 3 2 2 86 04 آموکسی سیلین

 38 43 20 3 8 0 کلرامفنیکل

 00 02 20 6 06 04 کلیندامایسین
 

 mecAنتایج تکثیر ژن 

برای بررسی مولکولی وجود ژن مقاومت به متی سیلین از 

استفاده شد و با توجه به طراحی پرایمرها انتظار  mecAتکثیر ژن 

 (.2جفت باز وجود داشت )شکل  260باند 

 
های مقاوم به متی سیلین. یهسودر  mecAر ژن نتایج تکثی :1شکل 

: 2: کنترل منفی، 0ی مقاوم به متی سیلین، هانمونه: 1، 9، 2تا  1شماره 

 + DNA 100bp: مارکر 0کنترل مثبت، 

 

ی هانمونهدر  mecAنتایج نشان داد که توزیع ژن 

نمونه( وجود داشت.  40) هانمونهدرصد  68استافیلوکوکی در 

ی هانمونهدر  mecAاست میزان شیوع ژن لازم به ذکر 

ی زخم بیشتر هانمونهجداسازی شده از  استافیلوکوکوس اورئوس

نمونه متعلق  25نمونه،  42که از طوری  بود، به هانمونهاز سایر 

 (.P<0.032ی زخم بود )هانمونهبه 

 norAنتایج تکثیر ژن 

در  norA افلوکسمنظور بررسی وجود ژن پمپ به 

جداسازی شده، از پرایمرهای  استافیلوکوکوس اورئوسای هیهسو

وجود داشت  bp 220اختصاصی این ژن استفاده شد و انتظار باند 

 norA(. ژن 0که نتیجه آن در ژل الکتروفورز مشاهده شد )شکل 

مقاوم به سیپروفلوکساسین دیده  MRSAهای یهسودر تمامی 

داری بین معنی. لازم به ذکر است که ارتباط نمونه( 20شد )

ها وجود نداشت یهسودر بین  mecAو ژن  norAوجود ژن 

(P>0.05.) 
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های مقاوم به یهسودر  norAنتایج تکثیر ژن  :2شکل 

ی مقاوم به هانمونه: 12تا  0و  1تا  1سیپروفلوکساسین. شماره 

 ارکر: م2: کنترل منفی، 19: کنترل مثبت، 10فلوکساسین، 
 DNA 100 bp+ 

 

 norBنتایج تکثیر ژن 

های یزولهادر  norB افلوکستکثیر ژن پمپ 

را در ژل الکتروفورز  bp 024، وجود باند استافیلوکوکوس اورئوس

ی مقاوم به هانمونهدرصد از  84در  norB(. ژن 4نشان داد )شکل 

نمونه( که بین وجود ژن  22سیپروفلوکساسین وجود داشت )

norA  وnorB ارتباط معنی( داری وجود داشتP<0.05.) 

 
: 2: کنترل منفی، چاهک 1. چاهک norBنتایج تکثیر ژن  :0شکل 

: 0ی مثبت، هانمونه: 11، 13، 2، 0، 2، 1، 9، 0ی هاچاهککنترل مثبت، 

 منفی یهانمونه: 11و  bp ،12 100+ماکر 
 

 افلوکسو مطالعه فنوتیپی پمپ  MICبررسی 

آمده  0در جدول  CCCPو فعالیت  MICنتایج حاصل از 

سیپروفلوکساسین در  MICطور که مشخص است است. همان

لیتر بود و در میکروگرم در میلی 60/25-052ها از محدوده یهسو

 MIC، میزان CCCP افلوکسمجاورت مهارکننده پمپ 

یافته است که اید کاهشسیپروفلوکساسین و اتیدیوم بروم

های مقاوم به یهسودر  افلوکسدهنده فعال بودن پمپ نشان

 باشد.یمسیپروفلوکساسین 

 مقاوم به سیپروفلوکساسین MRSAو ترکیب آنها در سویه های  CCCPسیپروفلوکساسین، اتیدیوم بروماید،  MICتعیین  :2جدول 
Isolates MIC (µg/mL) 

Ciprofloxacin EtBr EtBr + CCCP Ciprofloxacin +CCCP 

3 205 5/60 05/42 5/60 

3 60/25 82/3 3/4 82/3 

42 05/42 82/3 82/3 05/42 

40 5/60 6/25 3/4 05/42 

44 205 5/60 60/25 5/60 

40 052 205 05/42 5/60 

04 05/42 60/25 8/3 60/25 

05 05/42 82/3 35/2 60/25 

06 60/25 82/3 3/4 3/4 

03 5/60 60/25 82/3 6/25 

08 05/42 82/3 82/3 82/3 

52 052 205 205 205 

ATCC 25923 5/60 05/42 82/3 05/42 
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 بحث

ی بالینی هانمونهدرصد از  02در این مطالعه 

بودند و نتایج  استافیلوکوکوس اورئوسشده آلوده به آوریجمع

بیوتیکی نشان داد که بیشترین مقاومت حاصل از حساسیت آنتی

درصد( و کمترین مقاومت مربوط به  38سیلین )مربوط به پنی

 ها مقاوم به یهسودرصد  68چنین بود. هم وانکومایسین

ها مقاوم به سیپروفلوکساسین یهسودرصد  00متی سیلین و 

بودند. مطالعات مختلفی جهت بررسی میزان مقاومت 

شده مانجا استافیلوکوکوس اورئوسهای بالینی یهسوبیوتیکی آنتی

 است.

 32بر روی  2480سال  در شهمکاران و Zamani مطالعه

 یهادرصد نمونه 52نشان داد که  استافیلوکوکوس اورئوسنمونه 

 بررسی ( وMRSAبوده ) مقاوم سفوکسیتین به نسبت مذکور

 بالا بیوتیکیآنتی مقاومت که گردید مشخص بیوتیکیآنتی الگوی

 به نسبت ینسیل متی به مقاوم یهاهیمیان سو در

درصد(، تتراسایکلین  222) سیلینمانند پنی هاییبیوتیکآنتی

درصد(، اریترومایسین  5/68درصد(، کوتریموکسازول ) 0/30)

 (.22)درصد( مشاهده گردید  0/52درصد( و سفتازیدیم ) 5/68)

 نمونه 220روی  بر 2432 سال در همکاران و  Moradi مطالعه

 حساسیت بیشترین میزان که داد نشان اورئوس استافیلوکوکوس

 ، ریفامپین(%0/88) ، کلرامفنیکل(%0/36) وانکومایسین به نسبت

 (%0/02)به سفوکسیتین  هاهیبوده و میزان مقاومت سو (3/82%)

 %68میزان مقاومت به متی سیلین  حاضردر مطالعه  (.20)بودند 

صورت  هاگزارشگزارش شد و مقایسه دو مطالعه فوق و سایر 

ی مقاوم به متی سیلین با هاهیسوبررسی شیوع  نهیزم درته گرف

که  دهدیمافزایش مقاومت به متی سیلین را نشان این مطالعه 

ی اخیر هاسالیکی از دلایل افزایش مقاومت به متی سیلین در 

 ها باشد. بالابیوتیکآنتیرویه ممکن است به دلیل مصرف بی

بین  در متی سیلینبیوتیکی به آنتی مقاومت میزان بودن

ی بالینی هاعفونتایجادکننده  اورئوس استافیلوکوکوسی هاهیسو

 و مقاومت ایجاد در دخیل یهاسمیمکانبررسی  پیشنهاد کننده

 شرایط در جدید میکروبی داروهای ضد فعالیت بررسی

 کمک هااین عفونت مؤثر درمان روند به تواندیم آزمایشگاهی

 .نماید

 یکی از  MRSAهای یهسوشد،  طور که اشارههمان

سرعت در سرتاسر باشد که به یمهای مهم بیمارستانی  پاتوژن

های بیوتیکاند. این ارگانیسم به اکثر آنتیجهان شیوع پیداکرده

های کمی برای درمان آن یگزینجابتالاکتام مقاوم شده است و 

بیوتیک های درمانی، آنتییگزینجا(. یکی از 20وجود دارد )

باشد اما مطالعات یمها کینولونیپروفلوکساسین از خانواده س

بیوتیک نیز بوده دهنده افزایش مقاومت به این آنتیجدید نشان

سویه مقاوم  MRSA ،20سویه  40است. در این مطالعه از میان 

دهنده شروع مقاومت ( بودند که نشان%00به سیپروفلوکساسین )

 استافیلوکوکوس اورئوسهای یهسوبه سیپروفلوکساسین در میان 

های یهسوها در کینولونی اخیر مقاومت بالا به هاسالباشد. در 

MRSA متحده در نیویورک، شیوع شده است. در ایالاتگزارش

مقاوم به سیپروفلوکساسین سه ماه بعد از  MRSAهای یهسو

 (.22استفاده از سیپروفلوکساسین ایجادشده است )

ها متفاوت است. یباکترها در ولونکینمکانیسم مقاومت به 

ها ناشی از  ینولونم مقاومت به ک، مکانیساشرشیا کلیدر باکتری 

طور که (. همان03باشد )یمیراز ژ DNAتغییر ساختار آنزیمی 

های مقاومت به یسممکانتر اشاره شد، یکی از یشپ

 وجود، استافیلوکوکوس اورئوسهای یهسوسیپروفلوکساسین در 

 طیف تراوش و دفع باعث هاپمپباشد. این یم افلوکسی هاپمپ

 سپتیک،آنتی ترکیبات ها،بیوتیکشامل آنتی مواد از یاگسترده

 چند مقاومت ایجاد در بنابراین گردند؛یمها  نتدترج و هارنگ

 بسزایی دارند. نقش دارویی

ینه شناسایی فنوتیپی و ژنوتیپی زم درهای مختلفی یبررس

انجام  اورئوس استافیلوکوکوسهای یهسودر  افلوکسی هاپمپ

منظور بررسی مقاومت به شده است. در مطالعه حاضر، به

ها یهسوگری ، غربالافلوکسبا پمپ  اشرابطهسیپروفلوکساسین و 

و عملکرد آن به ترتیب توسط  norAمنظور وجود ژن به 

اتیدیوم بروماید در مجاورت ماده  MICو  PCRی هاروش

در تمام  norAانجام گرفت. ژن  CCCP افلوکسه پمپ مهارکنند

طورکلی، های مقاوم به سیپروفلوکساسین وجود داشت. بهیهسو

ها بسیار یهسوشده است و در میان در کروموزوم واقع norAژن 

در مطالعات دیگر  حاضرشده است. نتایج مشابه با نتایج  محافظت

، 0220در سال و همکارانش  Pourmandشده است. نیز گزارش

های مقاوم به یهسوو بیان آن در  norA افلوکسوجود ژن پمپ 

مورد بررسی  Real-time PCRبا روش  سیپروفلوکساسین

در تمامی  norAقراردادند. نتایج این مطالعه نشان داد که ژن 

های مقاوم به سیپروفلوکساسین وجود دارد و بیان ژن آن در یهسو

 (.01) یابدیمافزایش  ینولونکمجاورت بیوساید هگزاهیدرو
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 0228و همکارانش در سال  Saifulدر مطالعه دیگری، 

موردمطالعه  MRSAهای یهسورا در  norA افلوکسی هاپمپ

سویه  26جداسازی شده،  MRSAسویه  23قراردادند که از 

 افلوکسها دارای پمپ یهسوهستند و تمامی  norAدارای ژن 

 (.02فعال بودند )

که از  norBو  norA افلوکسما نقش پمپ در مطالعه 

 باشد، بهیم استافیلوکوکوس اورئوسکه در باکتری  MFSخانواده 

که طوری  صورت فنوتیپی و ژنوتیپی مورد مطالعه قرار گرفت. به

 84و  norAهای مقاوم به سیپروفلوکساسین دارای ژن یهسوتمام 

فنوتیپی تمامی  بودند و ازنظر norBها دارای ژن یزولهادرصد از 

یید تأدهنده فعال بودند که نشان  افلوکسها دارای پمپ یهسو

های مقاوم به یهسودر  افلوکسی پمپ هاژنوجود 

 باشد.یمسیپروفلوکساسین 

برای تعیین اینکه آیا مقاومت به سیپروفلوکساسین ناشی از 

توسط بررسی  افلوکساست یا خیر، فعالیت پمپ  افلوکسپمپ 

MIC لوکساسین، در حضور و عدم حضور مهارکننده پمپ سیپروف

منظور ارزیابی بیشتر نقش پمپ انجام شد. به CCCP افلوکس

در ایجاد مقاومت به سیپروفلوکساسین، از اتیدیوم  افلوکس

طور که استفاده شد. همان CCCPبروماید در حضور و عدم حضور 

وم اتیدی MICمیزان  CCCPدر بخش نتایج اشاره شد، در حضور 

باشد یمیابد که منطبق با نتایج سایر مطالعات یمبروماید کاهش 

مسئول ایجاد  افلوکسدهنده این موضوع است که پمپ که نشان

 بیوتیک سیپروفلوکساسین است.مقاومت به آنتی

Huet  سویه  3، تعداد 0228و همکارانش در سالMRSA 

ی اهپمپمقاوم به سیپروفلوکساسین را ازنظر وجود و بیان 

با  هاژنموردبررسی قراردادند. در این مطالعه ابتدا این  افلوکس

در  هاژنتشخیص داده شد و بیان این  PCRاستفاده از روش 

ی پایین بیوسایدها مورد بررسی قرار گرفت. هاغلظتمجاورت 

 norBو  norA افلوکسی هاپمپنتایج این مطالعه نشان داد که 

در مجاورت  هاآنبیان  ها وجود داشته ویهسودر تمامی 

(. مقایسه نتایج این مطالعه 00یابد )یمبیوسایدها افزایش 

در بیشتر  norBو  norAدهد که ژن یمنشان  حاضربامطالعه 

 احتمالاًهای مقاوم به سیپروفلوکساسین وجود دارد و یهسو

را به  استافیلوکوکوس اورئوسهای یهسومقاومت 

ولی  norBهای فاقد ژن یهسودر کند. یمسیپروفلوکساسین ایجاد 

های دیگری از قبلی یسممکان احتمالاًمقاوم به سیپروفلوکساسین، 

ی هاپمپغیرفعال سازی دارو، تغییر جایگاه هدف همراه با سایر 

 بر ایجاد مقاومت به سیپروفلوکساسین دخیل است. افلوکس

Patel  را در  افلوکس، فعالیت پمپ 0222و همکارانش در

با استفاده از اتیدیوم بروماید  استافیلوکوکوس اورئوسهای یهسو

فعالیت مورد مطالعه قراردادند. نتایج این مطالعه نشان داد که این 

برای تشخیص فعالیت پمپ  %30روش دارای اختصاصیت 

باشد یم norAباشد و فعالیت آن مرتبط با بیان ژن یم افلوکس

(09.) Costa  را  افلوکسی هاپمپ، 0224و همکارانش در سال

سویه مقاوم به سیپروفلوکساسین با استفاده از اتیدیوم  50در 

بروماید مورد مطالعه قراردادند. نتایج این مطالعه نشان داد که 

مقاومت به  نقش مهمی را در کاهش افلوکسی هاپمپ

چنین در (. هم01چنین بیوسایدها دارد )ها و همبیوتیکآنتی

مطالعه ما ارتباط بین تست فنوتیپی )اتیدیوم بروماید( و ژنوتیپی 

همانند دو مطالعه  افلوکس( پمپ افلوکسی پمپ هاژن)وجود 

هایی که از نظر یهسوکه تمامی  طوریفوق نشان داده شد به 

یز بودند از نظر فنوتیپی ن افلوکسی پمپ هاژنژنوتیپی حاوی 

 فعال بودند. افلوکسدارای پمپ 

 norBو  norA افلوکسنتایج این مطالعه نشان داد که پمپ 

های بیوتیکهم مقاومت به آنتیهای میسممکانیکی از 

اما نباید نقش  ،باشدیممانند سیپروفلوکساسین  کینولونورفل

مقاومت نادیده گرفته شود.  های دخیل دریسممکانسایر عوامل و 

شود که مطالعات بیشتر برای تولید و یمدر نهایت پیشنهاد 

انجام بگیرد. توسعه  افلوکسی مهارکننده هامولکولگسترش 

های مقاوم یهسو، امکان کنترل افلوکسی پمپ هامهارکننده

چنین پیشنهاد کند. همیمرا ایجاد  افلوکسی هاپمپحاوی 

های مقاوم به یهسودر  افلوکسی پمپ هاژنشود بیان یم

 Real-time PCRی مولکولی مانند هاروشسیپروفلوکساسین با 

 موردمطالعه قرار گیرد.

 تقدیر و تشکر

وسیله از تلاش همکاران دانشگاه علوم پزشکی شهید  بدین

بهشتی بخصوص جناب آقای حسن نور بازرگان و تمام کسانی که 

 نماییم.یم، تشکر و قدرانی اندمودهندر انجام این پروژه همکاری 

 تعارض منافع

شناسی پزشکی ایران بین نویسندگان و مجله میکروب

 تعارض منافعی وجود ندارد. گونهیچه

 

http://aac.asm.org/search?author1=Diixa+Patel&sortspec=date&submit=Submit
http://aac.asm.org/search?author1=Diixa+Patel&sortspec=date&submit=Submit
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