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Backgroundm: Staphylococcus is a bacterium responsible for a wide range of diseases, from mild skin infections 
to lethal necrosis pneumonia. The aim of the present study was to determine the virulence factors among methicillin 
resistant and sensitive strains isolated from clinical specimens of children referred to the pediatric medical center 
and also to find out about their antibiotic resistance.
Materials and Methods: In the present study, 100 strains of Staphylococcus aureus, susceptible and resistant 
to methicillin, were collected during one year. First, biochemical tests were performed to detect Staphylococcus 
aureus bacteria. Then, antibiotic susceptibility test was performed using antibiotic disks (MAST; England) 
according to CLSI guidelines. The presence of hlg, mecA, nuc, and pvl genes was investigated using PCR method 
and then sequenced.
Results: A total of 30 samples (30%) were methicillin-resistant (MRSA) using the cefoxitin disk. Vancomycin 
was determined to be the most susceptible to antibiotics with 100% and penicillin had the highest resistance to 
antibiotics with 98%. The prevalence values for hlg, mecA, and pvl genes were 30%, 95%, and 6%, respectively.
Conclusion: The present study showed that vancomycin and cotrimoxazole were the best effective antibiotics  
against MRSA strains.
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Virulence factors in methicillin-sensitive and 
methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolated from 

children referred to Tehran Children’s Medical Center Hospital
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بررسی ویرولانس فاکتورها در سویه های حساس و مقاوم به 
متی سیلین استافیلوکوک اورئوس جدا شده از کودکان مراجعه کننده به 
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مقاله پژوهشی

سابقه و هدف: جنس استافیلوکوک از جمله باکتری هایی است که مسئول طیف گسترده ای از بیماری ها، از عفونت های پوستی خفیف تا پنومونی نکروزدهنده، 
کشنده است. هدف از این مطالعه بررسی ویرولانس فاکتورها در بین سویه های حساس و مقاوم به متی سیلین جدا شده از نمونه های بالینی کودکان مراجعه کننده 

گاهی از میزان مقاومت آنتی بیوتیکی آن ها.  به مرکز طبی کودکان و همچنین آ
مواد و روش ها: در مطالعه حاضر، تعداد 100 سویه استافیلوکوک اورئوس حساس و مقاوم به متیسیلین  طی یک سال جمع آوری شد. ابتدا با استفاده از تست های 
بیوشیمیایی، باکتری استافیلوکوک اورئوس  تشخیص داده شد. سپس تست حساسیت آنتی بیوتیکی با استفاده از دیسک های آنتی بیوتیکی )MAST، انگلستان(  

طبق دستورالعمل های CLSIانجام  شد. حضور ژن های hlg ,mecA ,nucو pvl با روش PCR،  بررسی و تعیین توالی شد.
یافته ها: با استفاده از دیسک سفوکسی تین، تعداد 30 نمونه )30درصد( مقاوم به متی سیلین)MRSA( بود. بیشترین حساسیت به ونکومایسین با 100درصد و 

بیشترین مقاومت به پنی سیلین با98درصد مشاهده  شد. توزیع فراوانی ژن هاي hlg , mecA , pvl به ترتیب 30،95 و 6درصد  بود.
نتیجه گیری: این مطالعه نشان داد که آنتی بیوتیک های ونکومایسین و کوتریموکسازول بهترین فعالیت را علیه سویه  های MRSA دارند.

واژگان کلیدی: استافیلوکوک اورئوس، لوکوسیدین پنتون والنتین، همولیزین گاما.
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مقدمه:
مراقبت های  مرتبط با  شایع  پاتوژن  یک  عنوان  به  اورئوس  استافیلوکوکوس 
بیمارستانی در سراسر دنیا شناخته می شود. استافیلوکوکوس اورئوس باکتری گرم 
قدامی  در بخش  اسپوری می باشد که  بدون  و  اختیاری  بیهوازی  مثبت، هوازی- 
حفره بینی )که شایع ترین محل کلونیزاسیون میباشد(، پوست به ویژه پوست آسیب 
دیده، ناحیه پرینه، واژن، زیر بغل، ناف نوزادان و اوروفارنکس کلونیزه می شود)1و2(.

این باکتری می تواند طیف وسیعی از بیماری ها شامل آبسه، پنومونی، مسمومیت 
زخم،  عفونت های  جراحی،  از  پس  عفونت های  پوستی،  عفونت های  غذایی، 
عفونت های بافت نرم، استئومیلیت، سندرم شوک سمی، سپتی سمی، باکتریمی و 
اندوکاردیت را ایجاد کند)3و4(. با افزایش روزافزون مقاومت به انواع آنتی بیوتیک ها 
باوجوداستفاده از آنتی بیوت ک های قوی و بهبود شرایط بهداشت عمومی و کنترل 
عفونت های بیمارستانی، هنوز هم استافیلوکوکوس اورئوس به عنوان یک پاتوژن 

مهم در انسان محسوب می شود)5(.
استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین )MRSA( یک سویه اختصاصی از 
می کند.  ایجاد  لاکتام ها  بتا  به  را  بیوتیکی  آنتی  مقاومت  که  است  استافیلوکوک 

پروتئین متصل  یک  کننده  کد  که  ژن mecA است  از حضور  ناشی  مقاومت  این 
متی  به  اتصال  در  آن  ترکیبی  میل  پنیسیلین (PBP2a) است که  به  شونده 
سیلین کمتر از سایر پروتئین های متصل شونده به پنی سیلین در دیواره باکتری 
 ،)hlg( گاما  همولیزین  )PVL( و  لکوسیدین  والنتین  پنتون  است)6و7(. توکسین 
غشاء  نفوذپذیري  قدرت  افزایش  باعث  هستند که  همولیتیک  اگزوتوکسین های 

سلولی و در نتیجه سبب لیز شدن لکوسیت ها و نکروز بافت می شود)8(.
هدف از این مطالعه بررسی ویرولانس فاکتورها در سویه های حساس و مقاوم به 
متی سیلین استافیلوکوک اورئوس جدا شده از کودکان مراجعه کننده به بیمارستان 
مقاومت  الگوی  تعیین  همچنین  95-94 و  سال های  کودکان در  طبی  مرکز 

آنتی بیوتیکی آن ها ست.
مواد و روش ها:

نمونه   100 تعداد  مطالعه توصیفی، از دی 1394 تا اردیبهشت ماه 1395،  این  در 
از کودکان زیر 15 سال مراجعه کننده به مرکز طبی کودکان تهران از بخش های 
بیماران سرپایی، نوزادان، هماتولوژی،  بیمارستان شامل)عفونی، گوارشی،  مختلف 
مراقبت  قلب و بخش های  اورژانس،  تنفسی،  نفرولوژی،  جراحی،  نورولوژی، 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 p

ej
ou

he
sh

.s
bm

u.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

4-
20

 ]
 

                               2 / 6

http://pejouhesh.sbmu.ac.ir/article-1-1832-en.html


ویژه( جدا شد.
و  اسلایدی  کواگولاز  کاتالاز،  شامل  هویت  تعیین  تست های  از  استفاده  با  ابتدا 
تشخیص  اورئوس  استافیلوکوک  باکتری   ،Dnase و  آگار  سالت  مانیتول  لوله ای، 
داده شد. سپس تستحساسیت آنتی بیوتیکی طبق دستورالعمل موسسه استانداردهاي 
انگلستان(   ،MAST( آنتی بیوتیکی  دیسک های  و   )CLSI(بالیني و  آزمایشگاهي 
نیم  استاندارد  معادل  کدورتي  با  باکتري  روش، سوسپانسیونیاز  این  در  شد.  انجام 
مک فارلند در سرم فیزیولوژی تهیه، سپس با استفاده از سوآپ استریل روي سطح 
محیط مولر هینتون آگار تلقیح و دیسک ها با فاصله مناسب روي سطح محیط قرار 
به مدت  از گرم خانه گذاري  بعد  از دیسک ها  هاله عدم رشد هر یک  داده شدند. 
18تا24 ساعت در دماي 37 درجه سانتي گراد اندازه+ گیري شد)9(. برای انجام این 
کوتریموکسازول،  اریترومایسین،  آنتی بیوتیک کلیندامایسین،  دیسک هاي  مطالعه، 
پنی سیلین و سفوکسیتین از شرکت MAST انگلستان تهیه شد. برای آنتی بیوتیک 
E-TEST تعیین  ایتالیا(   ،Liofelchem) روش  از  استفاده  ونکومایسین، MIC با 
مک فارلند از باکتري   0/5 مطابق  این صورت که ابتدا سوسپانسیون  به  شد. 
ونکومایسین در شرایط  نوار حاوي  سپس  شد.  هینتونتلقیح  مولر  محیط  به 
ساعت   24 تا   18 گذشت  از  پس  نتایج  شد.  داده  قرار  محیط  روی  آسپتیک 
با  سیلین  متی  به  مقاومت  فنوتیپی  گرفت)10و11(. بررسی  قرار  بررسی  مورد 
وجود  بررسی  با  متی سیلین  به  مقاومت  تایید  سفوکسیتین و  دیسک  از  استفاده 
اورئوس  استافیلوکوک  گونه  شد. همچنین تایید  روش PCR انجام  ژن mecA به 
شد. سویه استافیلوکوک  تکنیک PCR انجام  ژن nuc با  شناسایی  از  استفاده  با 

اورئوس )25923ATCC ( برای کنترل کیفی استفاده شد.
 Roche از جدایه اي استافیلوکوکوس اورئوس، از کیت شرکت DNA براي استخراج
آلمان استفاده شد. غلظت DNA  با استفاده از دستگاه نانو دراپ Denovix کشور 

ایتالیا سنجیده شد.
 Master از لاندا   12/5 میکروتیوب  هر  در  ابتدا   ،PCR کار مراحل  انجام  برای 
هر  از  لاندا   1  ،)Biosciene Sinaclon شرکت  ، Mix از  ( Master  Mix
 2 و  دیونیزه  مقطر  آب  لاندا   8/5  ،Forward پرایمر های Reverse و  از  کدام 
خوب  را  آن  سمپلر  از  استفاده  با  و  کرده  وارد  را  نظر  مورد  از DNA نمونه  لاندا 
سمپلینگ کردیم )مواد Master Mix باید در فریزر 20ـ درجه نگه داری شوند، زیرا 
آنزیم  Taq پلیمراز نسبت به دماهای بالا بسیار حساس بوده و به سرعت غیر فعال 
به  تست PCR باید DNA مربوط  از  سری  هر  در  که  داشت  توجه  باید  می شود(. 
همراه  به  تست(  در  آلودگی  نبود  از  اطمینان  )برای  منفی  کنترل  و  مثبت  کنترل 
حاوی DNA های  میکس های PCR که  سپس  مجهول PCR شود.  نمونه های 
لازم  داده شدند.  قرار  ترموسایکلر  دستگاه  در  کنترل است،  و DNAهای  مجهول 
واکنش PCR به  در یک  نیاز  مورد  مواد  تمام  از  منفی  کنترل  برای  است  ذکر  به 
جز DNA الگو استفاده شد. توالی پرایمرهای ژن های hlg ,mecA ,nuc و pvl در 

جدول زیر ارائه می شود.

شد.  استفاده  نظر  مورد  های  محصولات PCR ژن   جداسازی  برای  الکتروفورز  از 
در این مطالعه با توجه به محصول  DNA و نیز محصول ژن تکثیر شده مورد نظر 
از ژل آگاروز با غلظت 1/5 درصد برای جداسازی محصولات تکثیر یافته استفاده 
شرکت  توسط  نمونه ها   ،PCR محصولات بودن  باند  تک  از  اطمینان  از  بعد  شد. 
همولوژی  میزان  و  توالی  تعیین  فرستاده،  شرکت Bioneer کره  به  تکاپوزیست 

توالی ها با توالی های بانک ژنی مقایسه شد.
تست حساسیت  نتایج  و  بیماران  دموگرافیک  مورد نظر، اطلاعات  فراوانی ژن های 
SPSS نسخه  نرم افزار  استفاده از  نمونه های MRSA و MSSA با  آنتی بیوتیکی در 
گرفته شد.  ارتباط  نظر  در  معنادار  عنوان  21 آنالیز شد.مقادیرP value ≤ 0,05 به 
بین سویه های حساس و مقاوم به متی سیلین با حضور ژن های ویرولانس با استفاده 

از آزمون کای2 بررسی شد.
نتایج:

اورئوس جداسازي شده از کودکان  استافیلوکوکوس  ایزوله  این تحقیق روی 100 
زیر 15 سال مرکز طبی کودکان تهران انجام شد. از تعداد 100 بیمار مورد بررسی، 
نمونه جدا شده  نوع  برحسب  ایزوله ها  بودند. تعداد  نفر مذکر  نفر مونث و 49   51
ایزوله های  دارویی  مقاومت  است. همچنین الگوی  شده  ذکر   2 جدول شماره  در 

61 /   گیتا اسلامی و همکاران

پرایمر )bp(اندازه قطعه توالی پرایمر )۵ˈ به 3ˈ ( منبع

mecA 310
F-GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA
R-CCAATTCCACATTGTTTCGCTCTAA

McClure J-A 2006
(12)

nuc 270
F-GCGATTGATGGTGATACGGTT

R-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC
Chakraborty SP 2011

(13)

pvl 433
F-ATCATTAGGTAAAATGTCTGGA CATGATCCA

R-GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC
Shahnaz Armin 2015 (14)

hlg 937
F-GCCAATCCGTTATTAGAAAATGC

R-CCATAGACGTAGCAACGGAT
Ani-Ioana Cotar 2010 (15)

نمونه تعداد و درصد نمونه ها 

48 گلو

12 خلط

11 مایعات بدن

6 زخم

6 خون

4 چشم

4 لاواژ برونکو آلوئولار

4 آبسه

4 گوش

1 بینی

100 جمع توالی پرایمر ژن های بررسی شده در این مطالعه:

جدول شماره 1 ( تعداد ایزوله های استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم و حساس به متی سیلین 
جدا شده از کودکان مراجعه کننده به مرکز طبی تهران برحسب نوع نمونه جدا شده
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استافیلوکوکوس اورئوس جدا شده در جدول شماره 3نشان داده شده است. بیشترین 
آنتی  به  مقاومت  بیشترین  و  نکومایسین 100 درصد  و  آنتی بیوتیک  به  حساسیت 

بیوتیک پنی سیلین 98 درصدمشاهده شد.
استفاده  با  شده،  جدا  نمونه  میان  از  آزمایشگاهي  تشخیصي  تست هاي  انجام  با 
از دیسک سفوکسیتین، تعداد 30 نمونه )30درصد( مقاوم به متی سیلین)MRSA( و 

تعداد 70 نمونه )70 درصد( به متی سیلین  pshs (MSSA)   بودند.
استافیلوکوکوس  سویه های  فراوانی  با  جنس  و  سن  بین  معناداری  ارتباط  هیچ 

اورئوس مقاوم به متی سیلین و سویه های حساس به متی سیلین مشاهده نشد
روش PCR، نشان  از  استفاده  شده با  بررسی  ژن هاي  از  یک  هر  فراوانی  توزیع 
داد که تعداد 30 ایزوله دارای ژن mec-A، 6 ایزوله دارای ژن PVL و 95 نمونه 
دارای ژن hlg . همچنین همه ایزوله های استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم و حساس 

به متی سیلین دارای ژن nuc بشاد.
در مطالعه حاضر،4 سویه  MSSA و 2 سویه ی MRSA دارای ژن PVL بودند. 
بین وجود ژن PVL با سویه های MRSA و MSSA به دست  داری  معنا  ارتباط 

.(p-value =0.58) نیامد
سویه MRSA دارای   27 سویه MSSA و   68 مطالعه،  این  براساس  همچنین 
نشد  حاصل  معناداری  ژن hlg ارتباط  ژن mec-A و  وجود  بین  ژن hlg بودند. 

.(p-value = 0.158)
بحث:

میکرو  جزو  بنابراین  نرمال هستند،  فلور  از  بخش  انسان یک  در  استافیلوکوک ها 
ارگانیسم های کومنسال همزیست محسوب اما همچنین می توانند در مواردی به عنوان 
یک پاتوژن فرصت طلب و عامل طیف وسیعی از بیماری ها عمل نمایند زیرا آن ها 
سازگاری سریع تری به فشارهای انتخابی ایجاد شده توسط میزبان انسانی نشان 
دهند)16(. از مهم ترین راه کارهای پیش گیری از توسعه عفونت های استافیلوکوک 
که  آنجا  از  باشد.  عفونت های MRSA می  موقع  به  درمان  و  شناسایی  اورئوس، 
می باشد،  های MRSA بالا  سویه  با  بیمارستانی  های  میر عفونت  و  مرگ  میزان 
درمان صحیح عفونت ها و تعیین و آگاهی از الگوی منطقه ای مقاومت در انتخاب 

داروی مناسب کمک کننده خواهد بود )17(.
شده نشان  جداسازی  در 100 ایزوله  آنتیبیوتیکی  مقاومت  الگوی  ما  درمطالعه 
بودند  حساس  ونکومایسین  به  اورئوس  استافیاوکوک  سویه های  که تمامی  داد 
در  انتخابی  داروی  عنوان  به  تواند  ونکومایسین می  بیوتیک  آنتی  بنابراین 
کوتریموکسازول  به  ایزوله ها  از  درصد   14 شود.  گرفته  نظر  در  مقاوم  سویه های 
مقاوم بودند. پنیسیلین با بیشترین میزان مقاومت %98 و بعد از آن اریترومایسین 
که  مطالعه ای  اساس  بر  دادند.  مقاومت نشان  با %48 و کلیندامایسین 42% 
مقاومت  میزان  شد  انجام  همکاران  توسط Zahra Shokravi و   2015 سال  در 
به  مقاوم  اورئوس های  سویه های استافیلوکوکوس  بین  در  ونکومایسین  به 
متیسیلین ,%0 کلیندامایسین %55 و پنیسیلین %96 گزارش شده است که مشابه 

با مطالعه ما بوده است)18(.
در مطالعه شکوهی و همکاران در سال 2016 بر روی 2000 نمونه استافیلوکوکوس 
اورئوس، میزان مقاومت به اریترومایسین، کوتریموکسازول و کلیندامایسین به ترتیب 
%56, %32 و %56 بوده است )19(، همچنین در مطالعهی Geoffrey Omuse که 
میزان  شد  انجام  متیسیلین  به  مقاوم  سویه های  روی  بر  درکنیا   2014 سال  در 
مقاومت آنتیبیوتیکی کوتریموکسازول %42 و مقاومت به ونکومایسین %0 گزارش 
شد. در این بررسی ها میزان مقاومت به کوتریموکسازول بیشتر از مطالعه ما بوده 
بیوتیک در این مناطق باشدو این  آنتی  این  افزایش مصرف  که می تواند بیانگر 
مسئله به عنوان مشکل جدی در درمان بیماران در این مناطق به حساب می آید 
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آنتی بیوتیک   )%تعداد(
مقاوم    

)%تعداد( 
 حد واسط

)%تعداد(
حساس

پنی سیلین  ) 98( ) 0 (  ) 2 ( 

اریترومایسین   ) 48 ( ) 9 (     ) 43 ( 

کلیندامایسین   ) 42 (      ) 8 (       ) 50 ( 

سفوکسیتین ) 30 (  ) 0 ( ) 70 ( 

کوتریموکسازول  ) 14(                                           ) 2 (                              ) 84 (    

ونکومایسین  ) 0 (  ) 0 (  ) 100 (   

جدول شماره 2 ( الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی ایزوله درصد های استافیلوکوکوس اورئوس 
حساس و مقاوم به متی سیلین جدا شده از کودکان مراجعه کننده به مرکز طبی تهران

شکل 1- الکتروفورز محصول PCR بر روي ژل آگارز برای ژن های  nuc و  
– C : -سویه استاندارد کنترل مثبت :+ C - bp–100 Ladder :M :mecA

کنترل منفی – نمونه 1و2: ژن nuc )طول قطعه bp  270 ( –  نمونه 3و4: ژن 
) 310 bp  طول قطعه( mecA

 :+ C–Ladder 100-bp :M ژن های  برای  آگارز  ژل  محصول PCR روي  الکتروفورز  شکل 3- 
قطعه  ژن pvl )طول  منفی – نمونه 1تا3:  مثبت  -: C – کنترل  کنترل  استاندارد  pvl: سویه 

)433  bp

 :C + - Ladder 100  bp  : M :hlgروي ژل آگارز برای ژن  PCR شکل 2- الکتروفورز محصول
) 937 bp طول قطعه( hlg کنترل منفی – نمونه 1تا9: ژن :C--  سویه استاندارد کنترل مثبت

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 p

ej
ou

he
sh

.s
bm

u.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

4-
20

 ]
 

                               4 / 6

http://pejouhesh.sbmu.ac.ir/article-1-1832-en.html


.)20(
ژن pvl می باشند اما هیچ  واجد  ها  ایزوله  درصد  که 6  داد  نشان  ما  مطالعه 
دست  ژن pvl به  حضور  و  سیلین  متی  به  مقاومت  بین  داری  معنا  ارتباط 
نیامد. مطالعه  Meiji Soe Aung و همکاران در سال 2016 شیوع ژن pvl را 12,5 
درصد گزارش نمودند که تا حدودی با نتایج ما هم خوانی داشت)21(. همچنین مطالعه 
ما با مطالعه Seyed Asghar Havaei که شیوع ژن pvl 23 درصد بود زیاد همخوانی 
نداشته که علت آن می تواند مخازن جداسازي عفونت و محل جغرافیایی باشد)22(.

بین سویه های حساس و مقاوم  این مطالعه شیوع ژن hlg در  بر اساس  همچنین 
به متی سیلین استافیلوکوک اورئوس 95 درصد بود و هیچ ارتباط معنا داری بین 

 Mayra Alejandra .نیامد دست  ژن hlg به  حضور  و  سیلین  متی  به  مقاومت 
Machuca و همکاران در سال 2013 شیوع ژن hlg را 100 درصد گزارش کرده 

بودند که تا حدود زیادی با نتایج ما هم خوانی داشت)23(.
این مطالعه، تقریبا همه سویه ها به پنی سیلین مقاوم بودند  یافته های  بر اساس 
در نتیجه جهت درمان عفونت های حاصل از استافیلوکوک اورئوس پنی سیلین ها 
ویرولانسی  ژن های  وجود  شوند.  گرفته  نظر  در  انتخابی  داروی  عنوان  به  نباید 
مانند pvl و hlg با مقاومت و یا حساسیت به متی سیلین ارتباط معنا داری نشان 
نداد. بنابراین پیشنهاد می گردد که حضور سایر فاکتورهای ویرولانس را در بین 

سویه های حساس و مقاوم به متی سیلین بررسی نمود.
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