
Research in Medicine 2021; Vol.45; No.2;55 -61

Research on Medicine

The Quarterly journal of School of Medicine, Shahid Beheshti University of Medical Sciences                                                                               2021 ;Vol.45; No.2

Original Article

1.Department of Microbiology, Islamic Azad University, North Tehran Branch, Tehran, Iran
2.Department of Microbiology, School of Medicine, Shahid Beheshti Universityof Medical Science, Tehran, Iran

Backgrond: Staphylococcus aureus is a major cause of nosocomial infections in the world. Efflux pumps are 
well known as a key role to fluoroquinolone resistance in methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). 
The present study was performed to determine resistance to antimicrobial agents related to efflux pumps 
isolates recovered from blood cultures of patients referred to several hospitals affiliated with Shahid Beheshti 
University of Medical Sciences between 1396-1397.
Materials and Methods: In the present descriptive cross-sectional study, a total of 100 clinical samples 
were collected from blood cultures over a 12-month period. S. aureus isolates were identified using standard 
microbiological tests. Antimicrobial susceptibility patterns were determined using disk diffusion method and 
micro-dilution method. Subsequently, the presence of norA efflux pump gene was detected using PCR method. 
Finally, active efflux pumps were evaluated using ciprofloxacin and ethidium bromide MICs. Polymerase 
Chain Reaction (PCR) and sequencing were used to investigate the norA efflux pump gene. Chi-square test 
was used for statistical analyses.
Results: Among 100 clinical samples, 38 out of 45 MRSA isolates (84.4%) showed resistance to ciprofloxacin. 
Moreover, the norA gene was found in 100% of ciprofloxacin resistant isolates. Among 38 ciprofloxacin-
resistant isolates, 8 isolates showed active efflux activity by reducing EtBr and ciprofloxacin MIC values by 2 
to 4 folds in the presence of CCCP (carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone).
Conclusion:It seems that a rising trend of antimicrobial resistance among S.aureus isolates to different 
antibiotics has  become a widespread concern in infection control. 
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بررسی الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی وابسته به پمپ ترشحی در سویه های 
بالینی استافیلوکوکوس اورئوس جدا شده از کشت خون بیماران مراجعه کننده به 

بیمارستان های دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی طی سال 96-97
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چكيد‌ه:
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سابقه و هد‌‌ف: شیوع استافیلوکوکوس اورئوس به عنوان یکی از شایع ترین پاتوژن های بیمارستانی سالانه در حال افزایش بوده و در حال تبدیل شدن به یک نگرانی 
عمده سلامت عمومی در جهان است. پمپ های ترشحی نقش مهمی در مقاومت به فلوروکینولون ها در باکتری استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین دارند. 

هدف از این مطالعه تعیین مقاومت دارویی از طریق پمپ ترشحی در استافیلوکوکوس اورئوس جدا شده از کشت خون بیماران مراجعه کننده به بیمارستان های دانشگاه 

علوم پزشکی شهید بهشتی طی سال های 97- 96 بود.

مواد‌ و روش ها: در این مطالعه توصیفی- مقطعی ، تعداد  100 ایزوله استافیلوکوکوس اورئوس از کشت خون بیماران در طول یک سال جمع آوری شد. مقاومت 
آنتی بیوتیکی ایزوله ها با استفاده از روش دیسک دیفیوژن و میکروبراث دایلوشن بررسی شد.  فعال بودن پمپ ترشحی توسط تعیین MIC سیپروفلوکساسین و اتیدیوم 

بروماید مورد بررسی قرار گرفت. فراوانی ژن norA  با استفاده از تکنیک واکنش زنجیره ای پلیمراز PCR و تعیین توالی محصولات PCR مشخص گردید. . داده های 

مربوطه با استفاده از آزمون کای اسکوئر تحلیل شدند. 

یافته‌ها: از مجموع 100 نمونه استافیلوکوکوس اورئوس جدا شده 45 جدایه مقاوم به متی سیلین بودندکه از این میان 38 سویه82/2% به سیپروفلوکساسین مقاوم بودند. 
میزان شیوع ژن norA100% بود. از میان 38 ایزوله مقاوم به سیپروفلوکساسین، در 8 ایزوله با استفاده از CCCP کاهش MIC سیپروفلوکساسین مشاهده شد. که در 6 

ایزوله کاهش 4 برابری و در 2 ایزوله کاهش 8 برابری مشاهده گردید. 

نتیجه‌گیری: به نظر می رسد افزایش قابل توجه مقاومت استافیلوکوکوس اورئوس نسبت به آنتی‌بیوتیک‌هاي مختلف باید هشداری جدي در کنترل عفونت محسوب 
شود.

 norA واژگانك‌لید‌‌ی: استافیلوکوکوس اورئوس، کشت خون، پمپ ترشحی، ژن

دریافت: 1399/3/11                                     پذیرش: 1399/6/18

مقد‌مه
های  عفونت  پیدایش  باعث  توانند  می  ها  باکتری  مانند  متعددی  میکروبی  عوامل 
بیمارستانی شوند که از جمله  آنها می توان به استافیلوکوکوس اورئوس بخصوص 
سویه های مقاوم به متی سیلین که باعث مقاومت این باکتری به آنتی بیوتیکهای 

اورئوس بویژه  استافیلوکوکوس  مقاوم به بتا-لاکتاماز می شوند اشاره نمود. باکتری 
سویه های استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین (MRSA) چالش مهمی 
در کنترل عفونت در بیمارستان ها محسوب می شود که علت آن احتمالا نبود درمان 

سریع و مناسب برای MRSA می باشد(1). 
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می  ها  عفونت  تمام  میان  در  باکتری  ایزوله  بیشترین  اورئوس  استافیلوکوکوس 
را در بر می  از بیماری های عفونی  گستره وسیعی  اورئوس  استافیلوکوکوس  باشد. 
جراحت  آبسه،  تشکیل  مثل  شدید  های  عفونت  تا  پوستی  های  عفونت  از  گیرد، 
 .(3 باکتریمی(2,  و  نوزادی  سمی  سپتی  مننژیت،  پنومونی،  اندوکاردیت،  چرکی، 
استافیلوکوکوس ارگانیسمی با قابلیت قابل توجه برای تطابق با محیط و کسب عوامل 
مقاوم  های  باکتری  بروز  اخیر  های  سال  طی  در  باشد.  می  بیوتیکی  آنتی  مقاومت 
افزایش یافته و همچنان به عنوان یک مشکل بیمارستانی باقی مانده است(2, 4) .  
مقاومت آنتی بیوتیکی موضوع مهمی در درمان عفونت های ناشی از استافیلوکوکوس 
هدف  تغییر  دارو،  شدن  غیرفعال  وسیله  به  تواند  می  مقاومت  باشد.  می  اورئوس 
گیرد.  صورت  ها  پمپ  افلاکس  توسط  دارو  شدن  رانده  بیرون  یا  بیوتیکی  آنتی 

استافیلوکوکوس اورئوس پمپ های ترشحی مختلفی را می سازد(5).
تا کنون بیشتر از ده نوع پمپ ترشحی مختلف برای استافیولوکوکوس اورئوس تعریف 
های  پمپ  شامل  که  خانواده MFSاست  سوپر  به  متعلق  آنها  بیشتر  که  است  شده 
norA , norB, norC, MdeA,SdrM , QacA/Bمی باشندnorA.(6)  مسئول 
انتقال انواع مختلفی از داروها مثل اتیدیوم بروماید، فلوروکوئینولون ها، بنزآلکونیوم 
جمله  از  باشد(5).  می  بروماید  فسفونیوم  تترافنیل  و  آکریفلاوین  ستریمید،  کلراید، 
میشود  استفاده  فیبروزیس  سیستیک  درمان  برای  که  رایج  میکروبی  ضد  داروهای 
شامل سیپروفلوکساسین و لوفلوکساسین هستند. این عوامل به خاطر پذیرش خوب 
مورد  مطلوبشان  فارماکینتیک  و  موردنظر  های  پاتوژن  علیه  فعالیتی  طیف  بیمار، 
استفاده قرار می گیرند. این دارو داري اثرات متوسط بر علیه باکتري هاي گرم مثبت 
می باشد. سیپروفلوکساسین از مشتقات فلوروکینولون ها، یک ترکیب باکتریسید است 
که از طریق مهار آنزیم DNA ژیراز ، دوباره سازي ترجمه و ترمیم DNA باکتري 
به  مقاومت  های  ژن  انتقال  دلیل  به  اورئوس  استافیلوکوکوس  کند(7).  می  مهار  را 
  ،MRSA  شکل افقی  بسرعت در برابر آنتی بیوتیک ها مقاوم می شود. سویه های
پاتوژن مهم انسانی می باشد که سبب افزایش تعداد آلودگی های بیمارستانی و غیر 
بیمارستانی می شود. بسیاری از سویه های آن ها دارای مقاومت چند دارویی می 

باشند. وجود باکتری ها با این ویژگی نیازمند داروهای جدید می باشند(8). 
حضور  مولکولی  بررسی  بیوتیکی،  آنتی  مقاومت  الگوی  تعیین  هدف  با  مطالعه  این 
پمپ ترشحی در جدایه های استافیلوکوکوس اورئوس و ارزیابی نقش این پمپ ها 
در مقاومت به سیپروفلوکساسین انجام گرفت. بررسی حضور ژن norA  می تواند در 

پیشنهاد الگوی درمانی حائز اهمیت باشد.

مواد‌ و روش ها
 نمونه گیری

در این مطالعه مقطعی – توصیفی که طی سال های 96 تا 97 انجام شد با توجه به 
مطالعات قبلی و شیوع مقاومت تعداد 100  سویه استافیلوکوکوس اورئوس از کشت 
(ع)،  حسین  امام  مدرس،  شهید   ، لقمان  های  بیمارستان  در  بستری  بیماران  خون 
طالقانی جمع آوری و نمونه ها با تیوپ های استریل حاوی محیط کشت مولر هینتون 

آگار به آزمایشگاه منتقل گردید(9).

جدا سازی و تشخیص ایزوله ها 
تست  و  گرم  آمیزي  رنگ  از  شده  آوری  جمع  های  سویه  اولیه  شناسایی  منظور  به 
شناسایی  جهت  شد.  استفاده  مانیتول  تخمیر  و   DNase کواگولاز،  کاتالاز،  های 
دیسک  از   (MRSA) سیلین متی  به  مقاوم  اورئوس  استافیلوکوکوس  های  باکتری 
تعداد  شده،  جدا  نمونه   100 میان  از  شد..  استفاده  گرم)  میلی   30) سفوکسیتین 

45(45%) با استفاده از دیسک سفوکسیتین مقاوم به متی سیلین (MRSA) بودند.

بررسی حساسیت آنتی بیوتیکی ایزوله های جداسازی شده 
 (Kirby-Bauer Method تست تعیین حساسیت نسبت به آنتی بیوتیک ها به روش 
های  بیوتیک  آنتی  به  نسبت  ها  ایزوله  حساسیت  شد.  انجام  دیسک   از  انتشار   (
سیپروفلوکساسین(5  گرم)،  میلی  کلیندامایسین(2  گرم)،  میلی   15) اریترومایسین 

میلی گرم)، آمپی سیلین(10 میلی گرم)، کلرامفنیکل (30 میلی گرم)، تری متوپریم- 
در   (Mast UK) گرم)  میلی  لینزولاید(30  و  گرم)  میلی  سولفامتوکسازول(25 
Muller Hinton Agar (مرك آلمان) تعیین گردید. نتایج آنتی بیوگرام با استفاده 
 (CLSI(Clinical and laboratory standards institute استاندارد  جدول  از 
تفسیر شد.لازم به ذکر است برای تعیین میزان حساسیت سویه ها به وانکومایسین 
 ،  Liofilchem) E-test نوار  از  استفاده  با   (MIC) مهاری غلظت  حداقل  روش  از 
ایتالیا) استفاده گردید. جهت تعیین MIC ابتدا سوسپانسیونی از کشت تازه باکتری 
مورد نظر با کدورت نیم  مک فارلند تهیه و به کمک سواب استریل بر روی محیط 
کشت مولر هینتون آگار کشت انجام شد. پس از قرار دادن نوار E-test ونکومایسین 
بر روی محیط کشت به مدت یک شبانه روز  در دمای 37 درجه سانتی گراد انکوبه 
نوار  با  رشد  عدم  هاله  تلاقی  محل  در  که  عددی  ها  پلیت  بررسی  با  سپس  گردید. 
E-test قرار داشت به عنوان مقدار کمی   MICدر نظر گرفته شد. بر اساس استاندارد 
و    4-8  ،2  ≤  ،  MIC میزان  اورئوس،  استافیلوکوکوس  های  ایزوله  برای   CLSI
≥16میکروگرم بر میلی لیتر به ترتیب بیانگر سویه های حساس، حد واسط و مقاوم 
به ونکومایسین می باشند. در تمامی مراحل انجام آزمایش از سویه استافیلوکوکوس 

اورئوس ATCC49775به عنوان کنترل مثبت استفاده شد(9, 10).

 )MIC( مهاری  غلظت  حداقل  و  بیوتیکی  آنتی  حساسیت  تعیین 
هیدرازون  کلروفنیل   -3 سیانید  کربونیل  و  سیپروفلوکساسین 

)CCCP(
 در این مطالعه میزان MIC سیپروفلوکساسین و CCCP (Sigma, USA) برای 
ایزوله های استافیلوکوکوس اورئوس بر طبق استانداردهای CLSI تعیین شد. بر طبق 
 100 µl ،ابتدا در تمامی چاهک های پلیت های 96 خانه ای ،CLSI استانداردهای
محیط مولر هینتون براث ریخته شد و سپس در ردیف اول چاهک ها، µl 100 از 
آنتی بیوتیک یا CCCP را ریخته و در هر ردیف ستونی، شروع به رقت سازی شد. 
لازم به ذکر است از ردیف آخر هر ستون به میزان µl 100  دور ریخته شد. سپس 
µl 100 از سوسپانسیون باکتری با رقت نهایی CFU/ml 5 10×5 نیز به چاهک ها 
به   ترتیب  به  به تنهایی  باکتری  سوسپانسیون  و  براث  هینتون  مولر  از  گردید.  تلقیح 
عنوان کنترل منفی و کنترل مثبت استفاده شد. پلیت ها به مدت 18 ساعت در دمای 
37 درجه سانتی گراد نگهداری شدند. آخرین رقت از آنتی بیوتیک که در آن هیچ  گونه 
رشدی مشاهده نگردید، به عنوان حداقل غلظت مهاری رشد (MIC) در نظر گرفته 
شد. قابل به ذکر است که از سویه  S. aureus ATCC 29213 به عنوان سویه کنترل 

استفاده گردید(11).

سیانید  کربونیل  از  استفاده  با  ترشحی  پمپ  وجود  فنوتیپی  بررسی 
3- کلروفنیل هیدرازون )CCCP( و اتیدیوم بروماید

 بعد از تعیین سویه های MRSA مقاوم به سیپروفلوکساسین، این سویه ها جهت 
اساس  بر   MIC آزمایش  گرفتند.  قرار  مطالعه  مورد  مهاری  غلظت  حداقل  تعیین 
استاندارد CLSI به روش رقیق سازی در میکروپلیت برایCCCP و اتیدیوم بروماید 
انجام شد. این مرحله مانند روش تعیین غلظت MIC انجام گرفت.  این تست به 
صورت سه بار تکرار با استفاده از روش میکرودایلوشن در پلیت 96 خانه ای انجام 
 16 ابتدا   ،5120 غلظت  با  سیپروفلوکساسین  از  ذخیره  محلول  تهیه  برای  گرفت. 
میکرو/ گرم  از پودر این آنتی بیوتیک را در 3 میلی لیتر آب مقطر حل کرده و در 
حین کار این غلظت به وسیله آب مقطر به میزان 1:10 رقیق شد. روش آماده سازی 
CCCP به این شکل بود که  ابتدا DMSO با نسبت 1:10 رقیق شد. سپس 200 
لاندا از آن با 200 لاندا DMSO مطلق مخلوط شد و به آن 2/5 میلی گرم از پودر 
منفی  کنترل  برای  گردید.  ورتکس  مطلوب،  شدن  حل  برای  و  شد  اضافه   CCCP
عدم  تشخیص  و  کنترل  برای  شد.  استفاده  بیوتیک  آنتی  و  کشت  محیط  ترکیب  از 
کشندگی CCCP از ترکیب محیط کشت به علاوه CCCP و به اضافه باکتری بدون 
کشت  محیط  ترکیب  از  نیز  مثبت  کنترل  برای  شد،  استفاده  بیوتیک  آنتی  افزودن 
همراه با باکتری بهره گرفته شد. برای اتیدیوم بروماید هم مانند روش فوق الذکر 

مراحل انجام شد(12). 
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DNA استخراج
 در این مطالعه از کیت (Roche, Germany, and Lot. No.10362400) بر طبق 
  DNA استفاده شد. ابتدا غلظت DNA دستورالعمل شرکت سازنده جهت استخراج
به وسیله الکتروفورز بررسی شد. این روش، روشی است که میزان DNA  را بصورت 
کیفی و یا نیمه کمی مورد ارزیابی قرار می دهد. برای تأیید صحت استخراج ژنوم 

میزان 5 میکرولیتر از DNA بر روی ژل آگارز 1 درصد، الکتروفورز و مشاهده شد.

 PCR انجام
 norA-F پرایمرهای  از   norA ژن  تکثیر  منظور  به 
norA-R TGCCATA- و     GACATTTCACCAAGCCATCAA
gmk،ا  ژن  و  بـاز  جـفت   102 محصـول  طـول  بـا   AATCCACCAATCC
 gmk-F و   gmk-F TCAGGACCATCTGGAGTAGGTAAAG
TTCACGCATTTGACGTGTTG  با طول 108 جفت باز استفاده شد(13). 
پلیمراز   Taq آنزیم شدند، (زیرا  نگهداری  درجه   -20 فریزر  در   Master Mix مواد 
انجام  برای  می شود).  فعال  غیر  سریعاً  و  بوده  حساس  بسیار  بالا  دماهای  به  نسبت 
از  کدام  هر  از   1  Master Mix ،  µlاز  12,5  µlمیکروتیوب هر  در  کار  مراحل 

 Forward، و  Reverse پرایمرهای
 2  µl و  دیونیزه  مقطر  آب   5,8  µl
وارد  نظر  مورد  نمونۀ  ی   DNA از 
کرده و با استفاده از سمپلر آنرا خوب 
هر  در  همچنین  نمودیم.  سمپلینگ 
 DNA باید   PCR تست  از  سری 
کنترل  و  مثبت  کنترل  به  مربوط  ی 
منفی (جهت اطمینان از نبود آلودگی 
درتست) به همراه نمونه های مجهول 
  PCRشود. سپس میکس های PCR
و  مجهول  DNAهای  حاوی   که 
دستگاه  در  بود،  کنترل  های   DNA
لازم  شدند.  داده  قرار  ترموسایکلر 
 S.aureus از  که  است  ذکر  به 
کنترل  عنوان  به    ATCC49775
تمام  از  منفی  کنترل  برای  و  مثبت 
 PCR مواد مورد نیاز در یک واکنش
بجز DNA الگو ( به جای آن از آب 
استفاده  تقطیر)  دوبار  استریل  مقطر 

شد.
واکنش PCR در دستگاه ترموسایکلر با شرایط دمایی 5 دقیقه واسرشت شدن ابتدایی 
در دمای 95 درجه سلیسیوس و در ادامه 30 چرخه شامل واسرشت شدن در دمای 
95 درجه سلیسیوس به مدت 30 ثانیه، اتصال در دمای 57 درجه سلیسیوس برای 
ژن norA به مدت 30 ثانیه و 60 درجه سلیسیوس برای ژن gmk به مدت 45 ثانیه 
گسترش در دمای 72 درجه سلیسیوس به مدت 45 ثانیه و در نهایت گسترش نهایی 
در دمای 72 درجه سلیسیوس به مدت 7 دقیقه انجام شد. محصول PCR بر روی 
ژل آگاروز1درصد الکتروفورز گردید. محصولات PCR نمونه ها برای تعیین توالی به 
Bionner کشور کره جنوبی فرستاده شد و نتایج با نرم افزار Chromas1,45 مورد 

بررسی قرار گرفت و با استفاده از Blast در NCBI تأیید شدند.

آنالیز آماری
در مورد تجزیه و تحلیل داده ها، از نسخه 12 نرم افزار  SSPSو آزمون کای اسکوئر 
اطلاعات  شد.  گرفته  نظر  در  دار  معنی  عنوان  به   50,0>P مقادیر و  شد  استفاده 
به دست آمده از آزمایش های تعیین حساسیت ضد میکروبی بر اساس آخرین نسخه 

منتشرشده  ISLC(8102) مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت(01).

یافته ها
اورئوس از نمونه خون بیماران مختلف  استافیلوکوکوس  در این مطالعه 100 ایزوله 
مراجعه کننده به بیمارستان های دولتی تحت پوشش دانشگاه علوم پزشکی شهید 
بهشتی جمع آوری گردید. که از این تعداد نمونه 47 نفر(47%) مرد و 53 نفر(%53) 
از 70  سال و بالاتر  سال، 40 تا 70  از 40  بیماران با سن کمتر  فراوانی  زن بودند. 
سال به ترتیب 16 بیمار (16%)، 55 بیمار (55%) و 9 بیمار (9%) بود. میانگین سن 
و   ICUبخش به  مربوط  نمونه  بیشترین  بود.   18,8 معیار  انحراف  و   46,6 بیماران  
تعداد 39 نمونه بود.. همچنین الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی مربوط به سویه های 
با  لینزولاید  به  مربوط  حساسیت  بیشترین  دهد  می  نشان  اورئوس  استافیلوکوکوس 
سیلین (%96)  آمپی  بیوتیک  آنتی  به  متعلق  مقاومت  بالاترین  و  حساسیت (%100) 

بوده است.

نتایج تست حساسیت میکروبی
در نمونه های MRSA و MSSA بیشترین میزان مقاومت به آمپی سیلین دیده شد. 
 MRSA در جدول شماره 3-1 میزان مقاومت نشان داده شده است که در نمونه های

میزان مقاومت به آنتی بیوتیک ها بیشتر می باشد.

تأیید مولکولی استافیلوکوکوس اورئوس 
با استفاده از روش PCR، از میان 100 نمونه استافیلوکوکوس اورئوس که به روش 

فنوتیپی تأیید شده بودند، 100% ایزوله ها دارای ژن gmk و ژن norA  بودند.
gmk نتایج تکثیر ژن

جدول1: استرسور های مورد استفاده در طی یک هفته اعمال استرس

نمونه MRSA آنتی بیوتیک
تعداد:45

MSSA نمونه
تعداد:55  

حساسنیمه حساسمقاومحساسنیمه حساسمقاوم
 (85/4)47(1/8)1(12/7)7(20)09(80)36کلیندامایسین

(100)0055(100)0045لینزولاید
(96/3)053(3/6)2(91/1)041(8/8)4کلرامفنیکل
(96/3)053(3/6)2(17/7)08(82/2)37سفازولین

(76/3)42(10/8)6(12/7)7(2/2)1(6/6)3(91/1)41اریترومایسین
(7/27)04(92/7)0051(100)45آمپی سیلین

(90/9)50(3/6)2(5/54)3(15/7)07(84/4)38سیپروفلوکساین
(90/9)050(9)5(80)036(20)9تری متوپریم- سولفامتوکسازول

جدول2: بررسی نتایج E_Test  در ونکومایسین

آنتی بیوتیکغلظت های مورد استفاده شده بر حسب میکروگرم بر میلی لیتر(تعداد)
321/510/750/50/380/250/19

ونکومایسین
2829182313322

شکل1: محصول PCR حاصل از تکثیر ژنgmk ،  :Mمارکر P ،bp100:کنترل 
مثبت،N: کنترل منفی

 14-1: نمونه های مجهول 
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norA نتایج تکثیر ژن

بررسی MIC  و مطالعه فنوتیپی پمپ ترشحی
نتایج حاصل از MIC و فعالیت CCCP در جدول 3 آمده است. همانطور که مشخص 
بروماید  که  MICاتیدیوم  شود  می  داده  تشخیص  زمانی  فعال  ترشحی  پمپ  است 
کمتر  تنهایی  به  بروماید  اتیدیوم   MICاز سیپروفلوکساسین  بیوتیک  آنتی  همراه  به 
 CCCP باشد. از میان 38 ایزوله مقاوم به سیپروفلوکساسین، در 8 ایزوله با استفاده از
کاهش MIC سیپروفلوکساسین مشاهده شد. که در 6 ایزوله کاهش 4 برابری و در 

2 ایزوله کاهش 8 برابری مشاهده گردید.

بحث
میزان  بیشترین   MSSA و   MRSA های  نمونه  در  حاضر  مطالعه  در 
آنتی بیوتیکی  حساسیت  بیشترین  شد،  دیده  سیلین  آمپی  به  نسبت  مقاومت 
متوپریم-سولفامتوکسازول  ،تری  ونکومایسین   ، لینزولید  به  نسبت  ترتیب  به 
به   MRSA های  سویه  مقاومت  این  بر  علاوه  آمد.  بدست  کلرامفنیکل  و 
در  آنتی بیوتیکی  مقاومت  شد.  گزارش   %84,4 ایزوله)   38) سیپروفلوکساسین 

بود. بیشتر  قابل توجهی  به طور   MSSA به  نسبت   MRSA سویه های 
در  باکتریایی  های  عفونت  اصلی  عوامل  از  یکی  اورئوس  استافیلوکوکوس 
ها،  بیماری  از  ای  گسترده  طیف  مسئول  که  است  یافته  توسعه  کشورهای 
باشد.  می  کشنده  دهنده  نکروز  پنومونی  تا  پوست  جزئی  های  عفونت  از 
مرتبط  مزمن  های  عفونت  ایجادکننده  عوامل  ترین  مهم  از  ها  استافیلوکوکوس 
با ابزار پزشکی قرار داده شده در بدن مانند کاتترهای دستگاه ادراری ، دریچه 
این  جمله  از  باشند.  می  غیره  و  پروستاتیک  مفاصل   ، مصنوعی  قلبی  های 
و  ادراری  سیستم  های  عفونت   ، استئومیلیت   ، اندوکاردیت  توان  می  ها  عفونت 

برد(14).  نام  را  زخم  های  عفونت 
مقاومت  رسید،  انجام  به  همکاران  و  رنجبر  توسط  که  مطالعه ای  در 
نیتروفورانتوئین،  کلرامفنیکل،  اریترومایسین،  سیپروفلوکساسین،  به 
استافیلوکوکوس  در  سولفامتوکسازول  متوپریم  تری  جنتامیسین،  کلیندامایسین، 
 61  ،57  ،24  ،12  ،45  ،63  ،67 ترتیب  به  ادراری  عفونت  از  جداشده  اورئوس 
به  نسبت  بالاتری  مقاومت  حاضر  مطالعه  نتایج  که  شد(15).  گزارش  درصد 
متوپریم-  تری  به  نسبت  تری  پایین  مقاومت  و   (%84/4) سیپروفلوکساسین 
مشخص  همکاران  و  عزیزی  مطالعه  در  داد.  نشان   (%20) سولفامتوکسازول 
لینزولید  ونکومایسین،  به  نسبت   MSSA و   MRSA سویه های  همه  که  شد 
نتایج،  این  بر  علاوه   . بودند(16)  حساس  دالفوپریستین  کوئینوپریستین-  و 
اورئوس  استافیلوکوکوس  ایزوله های  تمام  که  داد  نشان  نیز  دیگری  مطالعه 
هستند(17). دالفوپریستین  کوئینوپریستین-  و  لینزولید  به  حساس  مطالعه  مورد 
حاضر  مطالعه  همانند  لینزولید  به  حساسیت  به  نسبت  اخیر  مطالعه  دو  نتیجه  که 

است.  بوده 
بهترین  عنوان  به  را   norA  ،2019 سال  در  همکارانش  و   Costaمطالعه در 
است  نموده  بیان  اورئوس  استافیلوکوکوس  در  شده  مطالعه  ترشحی  پمپ 
ترشحی  پمپ  به  وابسته  های  مقاومت  بررسی  مدل  برترین  عنوان  به  همچنین 
استافیلوکوکوس  در  میکروبی  ضد  مواد  به  پاسخ   اولین  و  باکتری  این  در 

است(18).  نموده  ذکر  اورئوس 
مقاوم  های  سویه  تمام   ،2015 سال  در  همکارانش  و  زحمتکش  مطالعه  در 
ژن  هادارای  ایزوله  از  درصد   83 و   norA ژن  دارای  سیپروفلوکساسین  به 
فعال  ترشحی  پمپ  دارای  ها  سویه  تمامی  فنوتیپی  نظر  از  و  بودند   norB
های  سویه  در  ترشحی  پمپ  های  ژن  وجود  تأیید  دهنده  نشان  که  بودند 
می  سیپروفلوکساسین  به  مقاوم 
مشابه  آمده  بدست  نتایج  باشد(12). 
مطالعه  در  بود.  حاضر  مطالعه  نتایج 
در  همکارانش  و   Saiful دیگری 
ترشحی  های  پمپ   2008 سال 
 MRSA های  سویه  در  را   norA
 19 از  که  دادند  قرار  مطالعه  مورد 
شده،  جداسازی   MRSA سویه 
بودند   norA ژن  دارای  سویه   16
پمپ  دارای  ها  سویه  تمامی  و 
بین  در   . بودند(19)  فعال  ترشحی 
Kosmidو  کلینیکی،   های  ایزوله 
همکاران در سال 2011  نشان دادند 
ترشحی  پمپ  ژن  بیان  افزایش  که 
موقتاً  بالینی  های  نمونه  در   MDR

    bp100 مارکر : norA، Mحاصل از تکثیر ژنPCR شکل2: محصول
P:کنترل مثبت،N:  کنترل منفی

1-9: نمونه های مجهول 

شکل 3: توالی و کروماتوگرام ژن های مورد بررسی

جدول3: تاثیر CCCP روی MIC سیپروفلوکساسین در ایزوله های استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به سیپروفلوکساسین

MIC
سیپروفلوکساسین به 
همراه اتیدیوم بروماید

MIC اتیدیوم 
بروماید

MIC
سیپروفلوکساسین به همراه

CCCP 

MIC
سیپروفلوکساسین

شماره
ایزوله

83216641
8323212839
48416100
41643287
86486438
142862
832166415
32643212831
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 against intact and disrupted biofilms of staphylococci. Annals of
clinical microbiology and antimicrobials. 2005;4(1):2.

آن  مؤید  نتایج  این  کند(20).  می  تغییر  جغرافیایی  نظر  از  و  گذرا)  شکل  (به 
کننده  کمک  فاکتوری   ، ترشحی  های  پمپ  های  ژن  بیان  افزایش  که  است 
اورئوس  استافیلوکوکوس  بالینی  های  نمونه  در  سیپروفلوکساسین  مقاومت  به 
های  سویه  در  سیپروفلوکساسین  به  مقاومت  بیشتر  شیوع  سبب  احتمالاً  و  است 
جدا  جغرافیایی  منطقه  یک  از  ها  نمونه  حاضر  مطالعه  در  باشد.  می   MRSA

داشت. مغایرت  همکاران  و   Kosmid   ، نتایج  با  حاضر  نتیجه  و  شده 
از  استفاده  با  ایزوله   8 در  سیپروفلوکساسین،  به  مقاوم  ایزوله   38 میان  از 
کاهش  ایزوله،   6 در  که  شد.  مشاهده  سیپروفلوکساسین   MIC کاهش  CCCP
دهنده  نشان  این  گردید.  مشاهده  برابری   8 کاهش  ایزوله،   2 در  و  برابری   4
باشد. می  سیپروفلوکساسین  به  مقاوم  های  سویه  در  ترشحی  پمپ  بودن  فعال 
دادند  انجام  تهران  شهر  در   1395 سال  در  همکاران  و  میرزایی  که  بررسی  در 
 MIC میزان   ،CCCP ترشحی  پمپ  مهارکننده  مجاورت  در  که  دادند  نشان 
فعال  دهنده  نشان  که  است  یافته  کاهش  بروماید  اتیدیوم  و  سیپروفلوکساسین 
در  باشد.  می  سیپروفلوکساسین  به  مقاوم  های  سویه  در  ترشحی  پمپ  بودن 
اورئوس  استافیلوکوکوس  سویه   50 بالینی  نمونه   250 میان  از  ایشان،  مطالعه 
جدا شده 34 سویه (68%) مقاوم به متی سیلین(MRSA) و 12  سویه ( %24) 
سویه  در   norB و   norA ژنهای  فراوانی  بودند.  سیپروفلوکساسین  به  مقاوم 
همچنین،  بودند.   %  83 و   %  100 ترتیب  به  سیپروفلوکساسین  به  مقاوم  های 
.نتایج  بودند(21)  فعال  فنوتیپی،  نظر  از  مقاوم  های  سویه  تمامی  ترشحی  پمپ 
جابری  توسط  شده  انجام  مطالعه  در  بود.  حاضر  نتایج  با  مشابه  آنها  مطالعه 
 31 مطالعه،  مورد  اورئوس  استافیلوکوکوس  نمونه   100 میان  در  همکاران  و 
در  سیپروفلوکساسین   MIC بودند  مقاوم  سیپروفلوکساسین  به  نسبت  نمونه 
های  سویه  میان  از  که  بود.  لیتر  میلی  در  میکروگرم   16-128 از   ها  سویه 

 CCCP با  همراه  سیپروفلوکساسین  که  زمانی  سیپروفلوکساسین  به  مقاوم 
13 سویه پمپ ترشحی فعال را نشان دادند(22) . در  مورد آزمایش قرار گرفت 
سیپروفلوکساسین   MIC تهران،  در   2014 سال  در  همکاران  و  اردبیلی  مطالعه 
از   %86 در   CCCP حضور  در  که  بود  لیتر  میلی  در  میکروگرم   128-4 بین 
نشانگر  فوق  مطالعات  تمامی  یافت(23).  کاهش  مرتبه   2-64 به  نمونه ها 
مطالعه  با  که  می باشد   CCCP حضور  در  باکتریایی  ایزوله های   MIC کاهش 
های  نمونه  مجموع  از  همکاران  و  توکلی  مطالعه  در  دارد.  همخوانی  حاضر 
جدایه   12 شده  جداسازی  اورئوس  استافیلوکوکوس  سویه   50 بررسی  مورد 
و   norA های  ژن  شیوع  میزان  بودند.  سیپروفلوکساسین  به  مقاوم   (%24)
بود   %83 و   %100 ترتیب  به  سیپروفلوکساسین  به  مقاوم  های  سویه  در   norB
ترشحی  پمپ  دارای  سیپروفلوکساسین  به  مقاوم  های  سویه  تمام  همچنین  و 
از  داشت.  همخوانی  حاضر  مطالعه  نتایج  با  آنها  مطالعه  نتایج  بودند(24).  فعال 
های  سویه  در  ترشحی  ژن   norAپمپ  حضور  ارزیابی  مطالعه  این  قوت  نقاط 
می  دارویی  مقاومت  بروز  در  مهم  عامل  عنوان  به  اورئوس  استافیلوکوکوس 
باشد. با بررسی فعالیت مهارکننده های پمپ های ترشحی بر رشد باکتری می 

کرد.  ارائه  مناسب  درمانی  الگوی  توان 
گیری: نتیجه 

به نظر می رسد که میزان مقاومت ژن norA  نشان  دهنده میزان مقاومت این 
ترکیب  از  بالین  در  بتوان  شاید  بنابراین  باشد  می  سیپروفلوکساسین  به  باکتری 
میزان  کاهش  و  بیوتیک  آنتی  اثر  میزان  افزایش  برای   CCCP با  بیوتیک  آنتی 
مقاومت  های  مکانیسم  دیگر  بررسی  کرد.  استفاده  بیوتیکی  آنتی  مقاومت 
را  ها  پمپ  این  کننده  مهار  عوامل  و  ترشحی  های  پمپ  سایر  جمله  از  دارویی 

گرفت. نادیده  نباید 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 p

ej
ou

he
sh

.s
bm

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

2-
25

 ]
 

                               6 / 7

https://pejouhesh.sbmu.ac.ir/article-1-2897-fa.html


بررسی الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی وابسته به پمپ ترشحی در سویه های بالینی استافیلوکوکوس اورئوس جدا شده  / 61

   د‌ور 45، شماره 2، 1400، صفحات 55 تا 61

 17.Baysallar M, Kilic A, Aydogan H, Cilli F, Doganci L. Linezolid
 and quinupristin/dalfopristin resistance in vancomycin-resistant
 enterococci and methicillin-resistant Staphylococcus aureus prior to
 clinical use in Turkey. International journal of antimicrobial agents.
2004;23(5):510-2.
 18.Costa SS, Sobkowiak B, Parreira R, Edgeworth JD, Viveiros M,
 Clark TG, et al. Genetic diversity of norA, coding for a main efflux
pump of Staphylococcus aureus. Frontiers in genetics. 2019;9:710.
 19.Saiful AJ, Mastura M, Zarizal S, Mazurah MI, Shuhaimi M, Ali
 AM. Efflux genes and active efflux activity detection in Malaysian
 clinical isolates of methicillin‐resistant Staphylococcus aureus
(MRSA). Journal of basic microbiology. 2008;48(4):245-51.
 20.Kosmidis C, Schindler BD, Jacinto PL, Patel D, Bains K, Seo
 SM, et al. Expression of multidrug resistance efflux pump genes in
clinical and environmental isolates of Staphylococcus aureus. Inter-
national journal of antimicrobial agents. 2012;40(3):204-9.
 21.Mirzaei A NH, RahmatiH, Zandi M. . A study of gene expression
and activity of norA efflux pump in clinical isolates of ciprofloxa-

 cin resistant Staphylococcus aureus. Babol university of Medical
Sciences. 2016(18(11):63-70).
22.Jaberi S, Fallah F, Hashemi A, Karimi AM, Azimi L. Inhib-
 itory Effects of Curcumin on the Expression of NorA Efflux
Pump and Reduce Antibiotic Resistance in Staphylococcus au-
reus. Journal of Pure and Applied Microbiology. 2018;12(1):95-
103.
 23.Ardebili A, Talebi M, Azimi L, Lari AR. Effect of efflux
 pump inhibitor carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone
 on the minimum inhibitory concentration of ciprofloxacin in
 Acinetobacter baumannii clinical isolates. Jundishapur journal
of microbiology. 2014;7(1).
 24.Tavakoli Z SH, Pishkar L, Alimadadi Z, Nourbazargan H,
Mirazei A. Detection of efflux pump activity and gene expres-
 sion among ciprofloxacin-resistant Staphylococcus aureus
strains. Journal of Microbial World. 2019;12(Number 3):294-
304.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 p

ej
ou

he
sh

.s
bm

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

2-
25

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               7 / 7

https://pejouhesh.sbmu.ac.ir/article-1-2897-fa.html
http://www.tcpdf.org

