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 هايدر جدايه) mecA(سيلين بررسي حضور ژن مقاومت به متي

   با منشأ مواد غذايياستافيلوكوكوس اورئوس
  

4، سميه نوروزي بلداجي3، مسعود قربانپور2، داريوش غريبي∗1علي فضل آرا 
 

  

  استاد گروه بهداشت مواد غذايي، دانشكده دامپزشكي دانشگاه شهيد چمران اهواز -1

   پاتوبيولوژي، دانشكده دامپزشكي دانشگاه شهيد چمران اهوازاستاديار گروه -2

  استاد گروه پاتوبيولوژي، دانشكده دامپزشكي دانشگاه شهيد چمران اهواز -3

  دانش آموخته دكتراي دامپزشكي دانشگاه شهيد چمران اهواز -4

)22/02/95: رشيپذ خيتار  09/11/94: افتيدر خيتار(  

  

  چكيده
هدف از اين  .تبديل شده استي از نگراني هاي عمده ميكروبي به يكداروهاي ضدنايي كسب مقاومت نسبت به واسطه تواب ئوساستافيلوكوكوس اور   

 به  .بيوتيكي در آنها بوديو تعيين الگوي مقاومت آنت با منشأ مواد غذايي استافيلوكوكوس اورئوسهاي سيلين در جدايهتحقيق بررسي ژن مقاومت به متي

استافيلوكوكوس  جدايه 34تعداد از   و همچنينبررسي استافيلوكوكوس اورئوس  نمونه غذايي از نظر آلودگي به 146 اي اين تحقيق تعدادمنظور اجر

 استافيلوكوكوس ياييهاي مورفولوژي و خصوصيات بيوشيمويژگينظر ها از  تمامي جدايه.دستفاده گرديادانشكده  آرشيو  جدا شده از مواد غذايياورئوس

- ژن مقاومت به متينيز و ) nuc(بررسي حضور ژن ترمونوكلئازبراي PCR سپس طي دو مرحله آزمون . گرفتند قراربررسي مورد اورئوس

  نشان داد كه همهPCRنتايج  .انجام شد) كربي بائر(  از ديسكسنجش حساسيت آنتي بيوتيكي با استفاده از روش انتشار .انجام گرديد)mecA(سيلين

 كواگولاز استافيلوكوكوس اورئوس جدايه 66از مجموع همچنين .  مثبت بودند،استافيلوكوكوس اورئوس اختصاصي باكتري ،ز نظر ژن ترمونوكلئازها اجدايه

و بعد از آن به ترتيب آزيترومايسين و ) %84/34(بيشترين ميزان مقاومت نسبت به  پني سيلين . بودmecA ژن واجد) %51/1( جدايه1مثبت، تنها 

و سيپروفلوكساسين، مروپنم و فلورفنيكل هر ) %54/4(، كلوگزاسيلين)%06/6(، تري متوپريم و سولفامتوكسازول)%57/7(، اگزاسيلين )%6/10(يترومايسينار

 تلفيق نتايج .نشدهده مشانيز  نوبيوسين و جنتامايسين نيتروفورانتوئين، كلرآمفنيكل، زوكسيم،سفتي ريفامپين، به گونه مقاومتي نسبتهيچ .بود) %51/1(كدام

سيلين و اگزاسيلين سيلين بود، نسبت به پنياي كه واجد ژن مقاومت به متيسويهبيوگرام نشان داد سي نتايج آنتي و بررmecAمربوط به بررسي حضور ژن 

 .ه بقيه آنتي بيوتيك ها حساس بودسيلين حساسيت نسبي و نسبت ب متي مقاوم و نسبت به كلوگزاسيلين، تري متوپريم سولفامتوكسازول، مروپنم و

 

 بيوگرام آنتي، )mecA(سيلينمتي به مقاومتمواد غذايي،  ،استافيلوكوكوس اورئوس :كليد واژگان
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  مقدمه - 1
هاي مقاوم و با پراكندگي ها از جمله باكترياستافيلوكوك

هاي  از جمله نخستين پاتوژنهااين باكتري. وگسترش بالا هستند

وغشاهاي ت  شده انساني هستند كه ميتوانند بر روي پوسشناخته

هاي مقاوم ظهور وگسترش ميكروب .]1[ نيزه شوندومخاطي كل

اي تبديل گشته ه نگراني عمدهي گذشته ببيوتيك در دههبه آنتي

 1961در سال . همچنان ادامه داردمقاومت  و اين افزايش است

سيلين در ه متي ب مقاومئوساور استافيلوكوكوسي اولين سويه

ي  و از آن زمان تا كنون و به ويژه طي دو دههاروپا شناسايي شد

هاي جهان افزايش گذشته شيوع اين سويه در بسياري از قسمت

سيلين  مقاوم به متي اورئوساستافيلوكوكوس. يافته است

)MRSA(1هاي انساني در سراسر از دلايل مهم عفونت  يكي

 كه تحقيقات در هلند نشان داده كه عامل  آنجايياز. باشدميدنيا 

سيلين هاي استافيلوكوكي مقاوم به متي درصد عفونت20بيش از 

 ،باشند، لذا به دليل اهميت موضوعغذاهاي با منشأ دامي مي

، آئين كاري را به عنوان 2004سازمان بهداشت جهاني در سال 

وتيكي در بيبيوتيكي و مقامت آنتيروش استاندارد ارزيابي آنتي

 بنابراين تحقيقات .]2[ ها و مواد غذايي در نظر گرفتدام

هاي مقاوم به اي در سطح جهان در مورد استافيلوكوكوسگسترده

سيلين متي. سيلين در غذاهاي با منشأ دامي انجام شده استمتي

.   و مقاوم نسبت به آنزيم پنيسيليناز استيسنتزبيوتيك نيمهآنتي

) mecA(سيليناراي ژن مقاومت به متي د،MRSAهاي سويه

- پروتئين باند شونده به پني( 2aPBPهستند كه پروتئيني به نام 

سيلين كند كه ميل تركيبي آن در اتصال به متيرا كد مي) 2سيلين

سيلين در ديواره شونده به پنيهاي متصلكمتر از ساير پروتئين

سيلين  متي)mecAفاقد ژن( در باكتري حساس .باشدباكتري مي

 در ديواره سلول متصل PBPبا ميل تركيبي بيشتري به پروتئين 

ي سلول باكتري و سرانجام شود كه سبب ليز شدن ديوارهمي

هايي كه داراي اين ژن هستند، به بسياري سويه. شودمرگ آن مي

دهند و اين امر هاي ديگر هم مقاومت نشان ميبيوتيكاز آنتي

 از اين ميكرواورگانيسم را مشكل ساخته هاي ناشيدرمان بيماري

 در .]4 و3[ شودر هرچه بيشتر آن در جامعه ميمنجر به انتشا و

                                                           

1. Methicillin resistant staphylococcus aureus 
2. Penicillin binding protein 

هاي متعددي از نظر فراواني آلودگي به ايران نيز بررسي

در مواد غذايي در مناطق مختلف و از  اورئوساستافيلوكوكوس

ي  هدف از مطالعه.جمله در خوزستان صورت پذيرفته است

هاي سيلين در جدايهبررسي حضور ژن مقاومت به متيحاضر 

 كواگولاز مثبت با منشأ مواد غذايي استافيلوكوكوس آرئوس

آوري شده از سطح شهر اهواز وتعيين الگوي حساسيت جمع

  .ها بودبيوتيكي در آنآنتي

  

  مواد و روش كار - 2

  هاجمع آوري نمونه - 2-1
 جدا اورئوس كوكوساستافيلو  جدايه35 روي بر حاضر بررسي

 اهواز شهر مختلف مناطق از شده آوري جمع غذايي مواد از شده

موجود در آرشيو بخش ميكروب شناسي دانشكده  مربوط 

 جدايه 31 همچنينو دامپزشكي دانشگاه شهيد چمران 

 نمونه 146 تعداداز در اين تحقيق  كه اورئوس استافيلوكوكوس

 فلافل، سمبوسه، شامل اهواز شهر سطح از خطر پر غذايي مواد

   .همبرگر جدا گرديد، انجام پذيرفت گوشت، سرشير، محلي، شير

 و استخراج هاكشت نمونه،ماده سازيآ - 2-2

DNA 

 جدا شده از مواد  اورئوساستافيلوكوكوسي  جدايه35ابتدا 

 گراد درجه سانتي- 20شده در فريزرذخيره كه به صورت غذايي 

د، به محيط آزمايشگاه منتقل  بودنآزمايشگاه ميكروب شناسي

 هر كدام به صورت جداگانه در يك پليت ،شدند و پس از ذوب

خطي كشت حاوي محيط كشت بلاد آگار به صورت 

درجه  37پس از انكوباسيون در كشت داده شدند و )منطقه4(

رشد باكتري  نظر ازساعت 24گراد به مدت سانتي

ولوژي  بر اساس خصوصيات مورفاستافيلوكوكوس اورئوس

و  )هموليز وجودو  درخشان و صاف، گردهاي پرگنه(ها پرگنه

 مرحله در. گرفتند قرار بررسي موردها همچنين خلوص پرگنه

از طرف . شدند استفاده DNAاستخراج جهت هانمونهاين  بعد

 خامه محلي، سمبوسه، فلافل، ،شير ديگر مواد غذايي مانند

- شهر اهواز جمع از مناطق مختلف سرشيرگوشت و همبرگر،

شدند آوري و در شرايط سرما به آزمايشگاه مواد غذايي منتقل مي

هاي سلفون  داخل كيسهي غذايي،  گرم از هر ماده5در آزمايشگاه 
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شده  استريل VUها از قبل تحت اشعهاين كيسه(شدميريخته 

سرم ليتر يميل  45 و در نهايت به هر كيسه به ميزان) بودند

،  ،سپس جهت همگن شدن،گرديدريل اضافه  استفيزيولوژي

با دور متوسط ثانيه  30 در دستگاه استومكر به مدت كيسه مذكور 

از ليتر   ميلي1 و در مرحله بعد به ميزان  شدقرار داده

 انتقال داده شد گوشت پخته در محيط ، ماده غذاييسوسپانسيون

-خانهگرم  ساعت24 مدت به گرادسانتي  درجه37 انكوباتورو در 

 گوشت پخته شده هايمحيطاز  ،مدت اين از بعد.  .شدگذاري 

 در  و برداشته لوپ سه تا يكو به طور استريل  هود زير در

- محيط .شد داده كشت ايچهارمنطقه صورت به پاركر برد محيط

 مدت بهگراد سانتي  درجه37انكوباتور در شده داده كشت هاي

نظر  ازشد كرده در محيط هاي ر پرگنه وشدند انكوبه  ساعت48

 شفاف هاله وجود و) براقو  مشكيگرد، (ها پرگنه ظاهر و شكل

 بردپاركر، محيط از ادامهدر  .شدند ها بررسيپرگنه اطراف در

 درشد و  برداشته لوپهاي مشكوك انتخاب و بوسيله پرگنه

 24مدت بهها پليت داده شد و كشت آگار سالت مانيتول محيط

 24 از بعد .انكوبه شدند گراد درجه سانتي37تورانكوبا در ساعت

آگار،  سالت مانيتول محيطهاي رشد كرده در سطح پرگنه ساعت،

 و كرده تخمير را مانيتول محيط، اين در كه هاييبررسي و باكتري

-به محيط كشت آگار خون آورده بودند، در زرد رنگ بهرا  محيط

ضمن بررسي  ساعت انكوباسيون، 24دار منتقل و پس از 

ها، از اين هاي استافيلوكوكوس و هموليز پرگنهمورفولوژي پرگنه

 هااي آنكواگولاز داخل لولهها برداشته شده و آزمايش پرگنه

بدين منظور يك يا دو پرگنه رشد كرده بر روي آگار  .شد بررسي

داخل لوله آزمايش،  سيتراته پلاسماي داخلدار انتخاب و در خون

منتقل شدند و بعد از   درجه37انكوباتور بهها لوله .شد داده كشت

در صورت عدم . بررسي شدند لخته وجود از نظر ساعت 3-4

 ساعت ديگر ادامه 24 تا انكوباسيونايجاد لخته در اين مدت، 

ها، اين مثبت شدن آزمايش كوآگولاز جدايه صورت در . يافت

 و شدند ادهد كشتنيز  قندمالتوز و اورههاي ها در محيطجدايه

 موردها نتايج كشت آن  ساعت،24 مدت به شدن انكوبه از پس

 قند وآز اوره نظر از اورئوس استافيلوكوكوس(گرفت  قرار بررسي

هايي ديگري نظير از آنجايي كه باكتري .)باشدمي مثبت مالتوز

 نيز كوآگولاز مثبت بوده و استافيلوكوكوس سوداينترمديوس

- باشد جدايهگونه استافيلوكوكي سخت ميتفريق شيميايي اين دو 

- پس شير از استفاده باهاي مشكوك بدست آمده تا اين مرحله 

تا  شدند منتقل -20 فريزر به و شدند استوك استريل چرخ

 بودن استافيلوكوكوس اورئوسمتعاقباً با روش مولكولي از لحاظ 

 هآزمايشگا محيط به فريزر از شدهاستوك هايجدايه .تاييد شوند

 كشت خطي صورت به دارآگار خون محيط در مجدداً  و منتقل

  استخراج.شدند آماده DNA استخراج جهتو  شدند داده

DNA ستخراجا با استفاده از كيت ها جدايهاز DNA 

مطابق  ،)بيوساينس ژن شركت(مثبت  گرم هايباكتري مخصوص

  .گرديد استفادهبا دستورالعمل كيت 

2-3 - PCR  ر ژن بررسي حضوجهت

  )nuc(ترمونوكلئاز
 به منظور بررسي  PCRبر روي جدايه هاي استافيلوكوكوس،  

 استافيلوكوكوساختصاصي ()nuc(وجود ژن ترمونوكلئاز 

ترمونوكلئاز شامل  ژن آغازگرهاي هاي توالي .انجام شد )اورئوس

F:5́آغازگر پيشرو  -

CGATTGATGGTGATACGGTT-3́ و آغازگر 

R:5́معكوس  - 

AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC -3́  
به عنوان .  را تكثير مي نمايندbp280بودند كه قطعه اي به طول 

 ATCC(اورئوس استافيلوكوكوس مثبت از سويه استاندارد كنترل

 در PCR واكنش .گرديد استفاده PCR آزمايش در )33591 –

اجزاي واكنش شامل   .گرديد استفاده ميكروليتر 25 حجم

، آغازگرهاي پيشرو و )نشركت سيناژ(X 2 مسترميكس

برنامه سيكل .  الگو و آب بودندmM 4/0( ،DNA(معكوس

) آلمان - Eppenndorf (سايكلر ترمالهاي حرارتي در دستگاه 

 94 در دناتوره شدن اوليه اول سيكل ، سيكل سهتنظيم و شامل 

: مرحله 3  شاملدوم سيكل  ،  دقيقه5 مدت به گراددرجه سانتي

 30 مدت به گراددرجه سانتي 94 دردن دناتوره ش اول مرحله

به  گرادسانتي درجه 55 دوم اتصال پرايمرها دماي مرحله ثانيه،

 گراددرجه سانتي 72 دماي در سنتز سوم مرحله ، ثانيه 30مدت 

 PCR، 35حرارتي  برنامه دوم سيكل .شد گرفته نظر در  ثانيه45

درجه  72در كه بود سنتز نهايي سوم سيكل .شد تكرار مرتبه

در صورت فراهم بودن  . شد انجام دقيقه 5به مدت  گرادسانتي
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 bp280  طول به ايقطعه هاشرايط مناسب و تكثير موفق، آغازگر

  . ]11[كردند مي تكثيررا  nuc ژن به مربوط

2-4 - PCR  به مقاومت ژنجستجوي جهت 

  )mecA (سيلينمتي
 مرحله رد اورئوس استافيلوكوكوس جدايه هاي كه اين از پس  

  جداگانه اي از PCRواكنش  در شدند،  تأييدPCR توسط اول

 . مورد بررسي قرار گرفتند سيلينمتي به مقاومت ژننظر حضور 

 .شد استفاده 2xمسترميكس  از  PCRهمانند مرحله قبلي 

 مقاوم اورئوس استافيلوكوكوس شده استخراج DNA از همچنين

 كنترل عنوان به زني mecA ژن واجد) MRSA (سيلينمتي به

سازي، اجزاي مراحل آماده .شد استفاده PCR آزمايش در مثبت

 مرحله اين در شده استفاده هاي حرارتي و سيكلPCRواكنش 

 آغازگرهاي به  كهتفاوت با اين بود قبل مرحله شبيه، PCRاز 

.  بودندmecAكار برده شده در اين مرحله مربوط به تكثير ژن 

F:5́شامل آغازگر پيشرو ن آغازگرها توالي نوكلئوتيدي اي -

GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA-3ʹ و 

معكوس آغازگر 

R:5́AATTCCACATTGTTTCGGTCTAA-3́  
در صورت فراهم بودن شرايط مناسب و تكثير موفق، . بود

 تكثيررا  mecA ژن به مربوط bp307  طول به ايقطعه هاآغازگر

 با mecA و nucمربوط به  ژن هاي  PCR محصولات .ميكردند

 درصد در كنار ماركر كولكولي 1ژل آگارز  در الكتروفورز

bp10011[ مورد بررسي قرار گرفتند[ ..  

   جدايه هابيوتيكيآزمايش حساسيت آنتي -2-5
براي سنجش حساسيت آنتي بيوتيكي جدايه هاي 

مطابق با ) كربي بائر(روش انتشار از ديسك ازاستافيلوكوكوس 

 18 -24 خالص كشت از ابتدا .تفاده گرديد اسCLSIاستاندارد 

استافيلوكوكوس  شده استوك هايجدايه از يك هر ساعته

 تهيه فارلندمك استاندارد 5/0 لوله  معادليسوسپانسون ،اورئوس

 روي بر و شد آغشته سوسپانسيون اين به استريل سواب. شد

 كشت چمني كشت صورت به مولرهينتون كشت محيط سطح

-باكتري كشت از پس دقيقه 15 حداكثر زماني اصلهف در. شد داده

 شعله كنار در و استريل پنس وسيله به بيوتيكآنتي هايديسك ها،

 جدار از متر ميلي 16 و يكديگر از مترميلي 22تقريبي فاصله به

 از بعد دقيقه 15 حداكثر زماني فاصله در. شدند داده قرار پليت

 37 انكوباتور داخل به هاپليت بيوتيكي،آنتي هايديسك گذاشتن

 ساعت 24 مدت به هاپليت اين و شدند منتقل گرادسانتي درجه

 عدم هاله قطر مدت، اين طي از پس. گرفتند قرار انكوباتور در

 و شد ثبت و گيرياندازه ها،ديسك اين از يك هر اطراف در رشد

 هايديسك كننده فراهم شركت از شده تهيه استاندارد جداول با

 هانمونه مقاومت يا حساسيت ميزان و شد مقايسه بيوتيك تيآن

 ذكر به لازم. شد تعيين هابيوتيكآنتي اين از يك هر به نسبت

-متي به مقاوم اورئوس استافيلوكوكوساز  مطالعه اين در است

 در مثبت كنترل عنوان به) MRSA) (ATCC-3391 (سيلين

  .ديدگر استفاده بيوتيك آنتي حساسيت سنجش آزمايش

ليست ديسك هاي آنتي بيوتيكي مورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق         

  شـــامل سفتيزوكـــسيم )ايـــران-آزمـــا فـــن تـــدبير شـــركت(

ــرم30( ــسين ،)ميكروگ ــرم15( اريتروماي ــي ،)ميكروگ ــيلينمت  س

 ، كلوگزاســـيلين)ميكروگـــرم1( اگزاســـيلين ،)ميكروگـــرم5(

ــسين)ميكروگـــرم1( ــرم30( ، ونكومايـ ــسين)ميكروگـ  ، جنتامايـ

 ، سيپروفلوكساسين )ميكروگرم15( ، آزيترومايسين )يكروگرمم10(

، )ميكروگـرم 5( ، ريفـامپين  )300 (، نيتروفورانتـوئين  )ميكروگرم5(

 ، مــــروپنم)ميكروگــــرم25( تريمتــــوپريم سولفامتوكــــسازول

ــيلين، پنـــي)ميكروگـــرم10(  ، فلورفنيكـــل)ميكروگـــرم10( سـ

  و كلرآمفنيكـــل)ميكروگـــرم30( ، نووبيوســـين)ميكروگــرم 30(

  .    بود )ميكروگرم30(

  

  و بحثنتايج  - 3

نتايج كشت وبررسي حضور ژن  - 3-1

   ترمونوكلئاز
 31  ماده غذايي تهيه شده از سطح شهر اهواز تعداد146از تعداد  

در خصوصيات  اورئوس استافيلوكوكوس نظر از نمونه

 .گرفتند قرار تأييد موردمورفولوژي و برخي خواص بيوشيميايي 

 58/22 (جدايه مربوط به سمبوسه 7 تعداد، بتمث جدايه 31 از

يك جدايه  ،)درصد 45/6(فلافل  مربوط به جدايه 2، )درصد

 محلي شير مربوط به جدايه 27 و) درصد 22/3(مربوط به خامه 

 به مربوط  PCR  آزمون نتايج .بود) 09/87 (گاوميش و گاو
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 هايجدايه 31 در) nuc(ترمونوكلئاز ژن حضور بررسي

جدايه  35و از مواد غذايي  مثبت كواگولاز كوكوساستافيلو

 مجموع از كه داد نشان ميكروبيولوژي آزمايشگاه در شده استوك

 كواگولاز اورئوس استافيلوكوكوسمشكوك به  جدايه 66 تعداد

 و بودند ترمونوكلئاز ژن واجد هاجدايه) درصد 100(همه مثبت،

 به مربوط bp 280 باند ،PCR محصولات الكتروفورز متعاقب

  )1شكل(گرديد مشاهدهدر آنها  nuc ژنتكثير 

  
Fig 1Gel electrophoresis of nuc gene fragments of  S. 

aureus, wells (1-5 and 7-9): positive S. aureus isolates. 
Well 6: DNA marker, Well C+: positive control (S. 

aureus ATCC – 33591). 
 

ترين عوامل  يكي از مهمس اورئوساستافيلوكوكو        

آلودگي مواد . باشدهاي منتقله از راه غذا ميايجادكننده بيماري

غذايي به صورت مستقيم از طريق حيوانات آلوده به اين باكتري 

و يا در نتيجه عدم رعايت بهداشت در مراحل توليد و توزيع، از 

 باكتري جانب افراد شاغل در اين زمينه كه ممكن است ناقل اين

مطالعه سلطان دلال و همكاران در تهران . افتدمي باشند، اتفاق 

 5/9 (100 نمونه غذايي بررسي شده تعداد 1047نشان داد كه از 

 مثبت استافيلوكوكوس اورئوسنمونه از نظر آلودگي به ) درصد

اي را در  مطالعه1391ميرزايي و همكاران در سال . ]7[بودند 

 استافيلوكوكوس اورئوس و كوس اورئوساستافيلوكومورد شيوع 

سيلين در پنير و كره محلي در تبريز انجام دادند در مقاوم به متي

و )  درصد19( نمونه19 نمونه پنير 100اين مطالعه ديده شد كه از 

استافيلوكوكوس آلوده به )  درصد33/7 (11 نمونه كره 150از 

اران طي همكنورمان و .  ]8[كواگولاز مثبت بودند  اورئوس

 مقاوم استافيلوكوكوس اورئوسي خود كه بر روي شيوع مطالعه

سيلين در مواد غذايي با منشأ دامي بود، اعلام كردند كه از به متي

 درصد فراورده به 8/12 فراورده گوشتي و لبني، 1634

 آلوده بودند )mecAبدون بررسي ژن (استافيلوكوكوس اورئوس

.  ]9[ درصد بالاتر گزارش شد 17ي و در اين ميان آلودگي مواد لبن

استافيلوكوكوس همچنين كارگو و همكاران ميزان شيوع باكتري 

 نمونه ماده غذايي 693 را در )mec Aبدون بررسي ژن (اورئوس

آمارو و همكاران . ]10[نمونه اعلام كردند )  درصد5/10( 73

 مقاوم به استافيلوكوكوس اورئوساي را در مورد شيوع مطالعه

سيلين در شيرهاي تازه و شيرهاي تخميري در كانادا و نيجريه متي

 نمونه شير نمونه گيري به عمل 372در اين مطالعه از . انجام دادند

آمد و بعد از انجام آزمايشات مختلف مشخص شد كه از اين 

 بودند استافيلوكوكوس اورئوس نمونه آلوده به 195تعداد نمونه 

 كواگولاز فيلوكوكوس اورئوساستانمونه )  درصد6/12(47كه 

  هئو. ]11 [كواگولاز منفي بودند) درصد5/21( نمونه80مثبت و 

 را در استافيلوكوكوس اورئوس شيوع 2008و همكاران در سال 

نمونه )  درصد11(218 نمونه گوشت در كشور كره را 1984

هاي  نمونه مربوط به گوشت23گزارش كردند و از اين تعداد 

هاي وارداتي  نمونه مربوط به گوشت195كره و توليدي در كشور 

  .]12 [بود

 مقاومت ژن حضور بررسي به مربوط نتايج - 3-2

 هايجدايه در) mecA( سيلينمتي به

                    اورئوس استافيلوكوكوس
 در mecA ژن حضور بررسي به مربوط  PCR آزمون نتايج

 كه داد نشان تمثب كواگولاز اورئوس استافيلوكوكوس هايجدايه

 از استفاده با اورئوس استافيلوكوكوس جدايه 66 تعداد از

 1فقط  سيلينمتي به مقاومت ژن به مربوط اختصاصي آغازگرهاي

 هم جدايه و اين باشندمي mecA ژن واجد) درصد 51/1 (جدايه

 محصولات الكتروفورز متعاقب. بود شده جدا گاو محلي شير از

PCR، باند bp 307 ژن تكثير به مربوط mecA   در اين جدايه

 واجد اورئوس استافيلوكوكوس استاندارد سوش(و كنترل مثبت 

 مشاهده )ATCC – 33591(سيلينمتي به مقاومت ژن

  .)2شكل (گرديد
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Fig 2 PCR amplification of mecA and nuc gene in S. 
aureus isolates. Well 1 and 5: positive controls for 

mecA and nuc gene in S. aureus (S. aureus ATCC – 
33591), Well 2 and 6: positive S. aureus isolates for 

mecA and nuc, well 3 and 7 negative controls and 
well 4 DNA marker. 

 
 در ارتباط با حضور ژن مقاومت به متي سيلين نيز تحقيقاتي در

در تحقيقي كه توسط  مواد غذايي انجام شده است از جمله 

 بر روي جداسازي 1393رحيمي و عربستاني در سال 

اي سيلين از شيريني خامه مقاوم به متياستافيلوكوكوس اورئوس

 جدايه 679در اصفهان انجام شد مشخص شد كه از 

 65/2( جدايه 18 كواگولاز مثبت استافيلوكوكوس اورئوس

ميرزايي و . ]13[ سيلين بودندواجد ژن مقاومت به متي) درصد

 جدايه مثبت از نظر 30همكاران نشان دادند كه از مجموع 

 جدايه به عنوان 11 كواگولاز مثبت استافيلوكوكوس اورئوس

MRSAنورمانو و همكاران در سال . ]8 [ مورد تأييد قرار گرفتند

 استافيلوكوكوس اورئوس جدايه 66 نشان داد كه از تعداد 2007

 mecAواجد ژن )  درصد03/3(ايه جد2كواگولاز مثبت تعداد 

اي را در مورد  مطالعه2014نانچي و همكاران در سال . ]9 [بودند

 در گوشت خام و گوشت عمل آوري شده در MRSAشيوع 

 جدايه 33در اين مطالعه مشخص شد كه از . نيجريه انجام دادند

 كواگولاز مثبت جدا شده از گوشت گاو استافيلوكوكوس اورئوس

سيلين جدايه حاوي ژن مقاومت به متي)  درصد69/69 (23و بز 

 جدايه مربوط به 12 جدايه مربوط به گوشت گاو و 11بودند كه 

 2011همچنين فبلر و و همكاران در سال . ]14 [گوشت بز بود

 كواگولاز استافيلوكوكوس اورئوسي  جدايه86نشان دادند كه از 

كه از اين  بودند MRSA ) درصد2/37( جدايه 32مثبت تعداد 

 جدايه مربوط به 4 جدايه مربوط به گوشت مرغ تازه و 6تعداد 

 جدايه مربوط به گوشت 11محصولات توليدي از گوشت مرغ و

 در 2013جكسون و همكاران در سال. .]15 [باشدبوقلمون مي

 استافيلوكوكوس اورئوس جدايه 63اي نشان دادند كه از مطالعه

 34/6( جدايه 4 گاو، تعداد كواگولاز مثبت جدا شده از گوشت

  همچنين پكسارا و.  ]16[ بودند mecAواجد ژن ) درصد

اي در ارتباط با ميزان  با انجام مطالعه2013همكاران در سال 

 در شير و لبنيات، بيشترين ميزان شيوع را در MRSAشيوع 

 درصد و در كشورهاي آسيايي بالاترين 3/60اتيوپي آفريقا با 

 درصد از ايران و كمترين ميزان را از كره و ژاپن 3/28مقدار را با 

همچنين اين محققين در اكثر كشورهاي اروپايي . گزارش نمودند

بررسي . ]17 [ را صفر تا كم گزارش نمودند MRSAميزان شيوع

 به عنوان ابزاري براي ارزيابي شرايط بهداشتي MRSAشيوع  

ر موارد هاي دام شيري و مخاطرات بهداشت عمومي ددر گله

  .كندبيوتيك عمل ميهاي مقاوم به آنتيآلودگي با سويه

بيوگرام و تعيين بيشترين نتايج آنتي - 3-3

هاي جدايهاومت و حساسيت نسبي مق حساسيت،

   كواگولاز مثبتاستافيلوكوكوس آرئوس
 هايافيلوكوكوساست بيوتيكيآنتي حساسيت سنجش نتايج

 ريفامپين، به هاجدايه صددرصد  كه داد نشان مثبت كواگولاز

 و جنتامايسين نيتروفورانتوئين، كلرآمفنيكل، زوكسيم،سفتي

 ميزان بيشترين ترتيب به آن از بعد و هستند حساس نوبيوسين

فلورفنيكل، سيپروفلوكساسين و  به نسبت هاجدايه حساسيت

تري متوپريم  ،)درصد 45/95(مروپنم  ،)درصد 48/98(سيلين متي

 ،)درصد 39/89(ونكومايسين  ،)درصد 42/92(سولفامتوكسازول 

كلوگزاسيلين  ،)درصد 87/87(آزيترومايسين و اريترومايسين 

 63/63(سيلين پني  و)درصد 3/80(اگزاسيلين  ،)درصد 36/86(

- پني بيوتيكآنتي به نسبت مقاومت ميزان بيشترين. بود) درصد

 بيشترين ترتيب به آن از بعد بود و) درصد 84/34(سيلين 

 ،)درصد6/10(آزيترومايسين و اريترومايسين  به نسبت مقاومت

 ،)درصد 06/6(سولفامتوكسازول ، )درصد57/7 (اگزاسيلين

 و مروپنم سيپروفلوكساسين، ،)درصد 54/4(كلوگزاسيلين

 نسبي حساسيت نظر از. بود) درصد 51/1(كدام  هر فلورفنيكل

 بود) صددر 12/12(اگزاسيلين  به مربوطحساسيت نسبي  بيشترين

كلوگزاسيلين  ،)درصد 6/10(ونكومايسين  ترتيب به سپس و
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و تري  آزيترومايسين ،)درصد 03/3(مروپنم  ،)درصد 09/9(

 51/1(اريترومايسين  سيلين،پني سولفامتوكسازول، متوپريم

   .بود) درصد

هاي جدايه) بيوگرامآنتي(نتايج سنجش حساسيت آنتي بيوتيكي

اين تحقيق نشان داد كه بيشترين  در استافيلوكوكوس اورئوس

در . بود)  درصد3/34(سيلينبيوتيك پنيمقاومت نسبت به آنتي

 نشان دادند كه از 2013زاده و رزميار در سال اي محسنمطالعه

 جداشده از پنيرهاي ايراني، استافيلوكوكوس اورئوس جدايه 25

به )  درصد73( جدايه 17سيلين و به پني)  درصد92( جدايه 23

ميرزايي و همكاران اعلام كردند كه . ]18[سيلين مقاوم بودند آمپي

سيلين و سفتازيديم مقاوم ها نسبت به پني درصد جدايه100

ي خود بر  طي مطالعه2011 و همكاران در سال  سينا. ]8[بودند 

 جدا شده از غذاهاي استافيلوكوكوس اورئوسروي خصوصيات 

ها بيوتيكي اين باكتري آنتيخياباني و مسموميت زايي و مقاومت

 درصد 65سيلين و ها به پني درصد جدايه100مشاهده كردند كه 

همكاران در سال  ادقبونم و.  ]19[به اريترومايسين مقاوم بودند 

هاي با استافيلوكوكوس اورئوساي كه بر روي  طي مطالعه2014

 جدايه 31منشأ مواد غذايي داستند اعلام كردند كه از 

سيلين و ها به پني همه جدايهيلوكوكوس اورئوساستاف

. ]20[ جدايه به اريترومايسين مقاوم بودند 25كلوگزاسيلين و 

ها و ها به خصوص گروه بتالاكتامبيوتيكمقاومت بالا به اين آنتي

تواند به علت مقاومت القايي ناشي از سيلين ميبه ويژه پني

مداوم اين آنتي بيوتيك انتخاب سويه هاي موتان به علت استفاده 

هاي عفوني در گذشته يا حال و يا دوز ها  در درمان بيماري

 كه PBP2a1علاوه بر آن حضور . نامناسب آنها در درمان باشد

تمايل كمي براي داروهاي بتالاكتام دارد نيز باعث بروز مقاومت 

سيلين در به غير از پني متقاطع نسبت به ساير داروهاي بتالاكتام 

همچنين توليد آنزيم بتالاكتاماز كه تخريب . شودها مي جدايهاين

شود دليل سيلين را باعث ميي بتالاكتام و غير فعال شدن پنيحلقه

. تواند باشدها ميبيوتيكها به اين آنتيديگر مقاومت اين جدايه

-بيوتيكاختلاف در درصد و ميزان مقاومت يا حساسيت به آنتي

گيري ناشي از اختلاف در منابع نمونهتواند هاي مختلف مي

و ميزان انتخاب ...) سمبوسه، فلافل، شير، سرشير و گوشت و(

                                                           

1. Penicillin binding protein 

هاي مختلف در نواحي بيوتيكمتفاوت ناشي از استفاده از آنتي

   .مختلف باشد

تعيين ميزان حساسيت يا مقاومت نسبت به  - 3-4

هاي مختلف در جدايه واجد ژن بيوتيكآنتي

  يلين اومت به متي سمق
 نتايج بررسي و mecA ژن حضور بررسي به مربوط نتايج تلفيق

 به مقاومت ژن واجد استاندارد سويه كه داد نشان بيوگرامآنتي

، نووبيوسين ،جنتامايسين به نسبت) MRSA (سيلينمتي

 تري متوپريم و نيتروفورانتوئين ،ريفامپين، ونكومايسين

ها مقاوم بيوتيكيو نسبت به بقيه آنت حساسسولفامتوكسازول 

 به نسبتبود  سيلينمتي به مقاومت ژن واجد كه ايجدايه .بود

 كلرآمفنيكل، زوكسيم،سفتي اريترومايسين، ريفامپين،

 آزيترومايسين، جنتامايسين، سيپروفلوكساسين، نيتروفورانتوئين،

 به نسبتولي  بود حساس نوبيوسين و فلورفنيكل ونكومايسين،

تري  كلوگزاسيلين، به نسبت و مقاوم ينسيلين و اگزاسيلپني

 نسبي حساسيت سيلينمتي و مروپنم ،سولفامتوكسازولمتوپريم 

   .داشت

 به تري متوپريم mecAهاي فاقد در اين تحقيق برخي از جدايه

هاي مقاوم از طريق افزايش باكتري. سولفومتوكسازول مقاوم بودند

 سلول باكتري، پذيري دارو به داخل ، كاهش نفوذPABA2توليد 

كاهش تمايل سولفوناميد به آنزيم دي هيدروپتروات سنتتاز و 

همچنين . كنندافزايش توليد آنزيم با اثرات سولفوناميدها مقابله مي

، مقاومت به mecAهاي فاقد ژن در اين تحقيق در جدايه

 درصد و 1/6 درصد و اگزاسيلين 54/4كلوگزاسيلين 

 و همكاران در  Pesavento . درصد بود03/3اريترومايسين 

بيوتيكي اي كه بر روي مقاومت آنتي طي مطالعه2005سال 

 جدا شده از گوشت خام اعلام كردند استافيلوكوكوس اورئوس

 مقاومت نسبت به اگزاسيلين mecA جدايه فاقد ژن 42كه از 

 درصد، 04/19 درصد، اريترومايسين 71/35

 درصد بوده 66/6سيلين  درصد و پني76/4سولفامتوكسازول

 جدايه داراي 11همچنين در اين تحقيق مشاهده شد كه از . است

 درصد به 52/9 درصد مقاوم به اگزاسيلين و mecA ،28/14ژن 

                                                           

2.  Para amino banzonic acide 
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. ]21[سيلين مقاوم بودند درصد به آمپي14/7سيلين وپني

Unakal و Kaliwal اي بر روي  طي مطالعه2010 در سال

 جدا فيلوكوكوس اورئوساستابيوتيكي باكتري حساسيت آنتي

استافيلوكوكوس  جدايه 80شده از شير خام مشاهده كردند كه از 

درصد به 94/27سيلين، ها به پنيجدايه درصد از 76/86 اورئوس

درصد به سيپروفلوكساسين مقاوم بودند 47/26اريترومايسين و 

]22[ . Thacker 70 اعلام كردند كه 2012 و همكاران در سال 

 درصد به سيپروفلوكساسين 80ها به اگزاسيلين ودرصد جدايه

  . ]23[مقاوم بودند 

 بود، بطور همزمان mecAاي كه واجد ژن در اين مطالعه جدايه

مشابه همين نتيجه . سيلين و اگزاسيلين نيز مقاومت داشتبه پني

همچنين ). 11( اعلام كردند2013را آمارو و همكاران در سال 

-جدايه نشان دادند كه همه 2012ل كرياسكون و همكاران در سا

 نسبت به mecA واجد ژن استافيلوكوكوس اورئوسهاي 

در جدايه هاي واجد ژن مقاومت به متي ). 2(اگزاسيلين مقاوم اند

سيلين، علاوه بر مقاومت نسبت به داروهاي بتالاكتام،  مقاومت 

 نيز مي تواند بيوتيكيمتقاطع نسبت به ساير گروه هاي آنتي

 گردد كه در اين مطالعه اين مورد يافت نگرديد و جدايه مشاهده

مقاوم به متي سيلين، تنها به پني سيلين و اگزاسيلين مقاوم بود در 

، داراي مقاومت متقاطع نسبت MRSAهاي حالي كه اغلب سويه

سيلين به اريترومايسين، كلرآمفنيكل، جنتامايسين، نئومايسين، پني

ي واجد ي حاضر جدايهمطالعهدر . باشندو تريمتوپريم مي

سيلين  در روش ديسك ديفيوژن نسبت به متي mecAژن

توان به هتروژن بودن علت اين امر را مي. حساسيت نسبي داشت

جدايه ها نسبت داد يعني با وجود اين كه باكتري ممكن است از 

-لحاظ ژنوتيپي اطلاعات ژنتيكي لازم براي مقاومت نسبت به متي

ها ه باشد ولي از لحاظ فنوتيپي تعدادي از باكتريسيلين را داشت

توانند به طور واقعي ژن در شرايط محيطي يا آزمايشگاهي مي

 جدايه فاقد 8در اين مطالعه . سيلين را بيان كنندمقاومت به متي

 بودند در حالي كه به صورت فنوتيپي در روش mecAژن 

مقاوم بودند، ديسك ديفيوژن نسبت به اگزاسيلين و كلوگزاسيلين 

دليل اين امر نيز احتمالاً به خاطر توليد مقادير فراوان آنزيم 

 و همكاران در Pesavento. ها باشدبتالاكتاماز توسط اين سويه

- موارد مشابهي را مشاهده نمودند كه استافيلوكوكوس2005سال 

). 21( به اگزاسيلين مقاوم بودند mecAها عليرغم نداشتن ژن 

هاي فنوتيپي به هاي تشخيصي از روشتر آزمايشگاهامروزه در بيش

- خصوص روش ديسك ديفيوژن براي شناسايي استافيلوكوكوس

سيلين استفاده مي شود كه عوامل مختلفي نظير هاي مقاوم به متي

، درجه حرارت pHعوامل محيطي موثر در رشد باكتري از جمله 

ك در انكوباسيون، اسمولاريتي محيط وغلظت املاح بويژه نم

با وجود اينكه . گذار باشدتواند در نتايج حاصله تاثيرمحيط مي

CLSIها و كاهش اثرات جانبي اين  براي استاندارد كردن روش

هايي تهيه و ارائه كرده است ولي با اين حال عوامل دستورالعمل

-ها شناسايي نميها هتروژن بوده و با اين روشدرصدي از سويه

كه گردند در صورتيساس گزارش ميشوند و به طور كاذب ح

هاي سيلين دارند كه در درمانبالقوه مقاومت بالايي نسبت به متي

سيلين هاي هتروژن مقاوم به متيهاي ناشي از سويهناموفق عفونت

  .]24[هاي ديگر به اثبات رسيده است بيوتيكيا اگزاسيلين يا آنتي

  

  نتيجه گيري - 4
هاي استافيلوكوكوس اورئوسلاي با توجه به شيوع نسبتاً با  

كواگولاز مثبت در مواد غذايي، بايد با رعايت اصول بهداشتي طي 

فراوري و نگهداري مواد غذايي از ميزان شيوع اين باكتري در 

اگرچه خوشبختانه نتايج اين تحقيق نشان . مواد غذايي كاسته شود

هاي  استافيلوكوكوس اورئوسداد كه علي رغم شيوع نسبتا بالاي 

كوآگولاز مثبت، فراواني مقاومت به متي سيلين در اين جدايه ها 

پايين بود ولي بايد به خاطر داشت كه مصرف خودسرانه  و 

ها و  اعمال دوز نامناسب در درمان عفونت بيوتيكفراوان آنتي

هاي ناشي از اين باكتري به خصوص در دام هاي تامين كننده 

هاي انتقال ژن بين انيسممنابع غذايي انسان و همچنين مك

خاك، گياهان، (هاي متعدد باكتري ها از منابع مختلفجمعيت

احتمال ظهور سويه هاي مقاوم در اين جدايه ) حيوانات و انسان

. مي بردو مهم از نظر بيماريزايي را بالا هاي كوآگولاز مثبت 

- هاي مقاوم به متيبنابراين بررسي اپيدميولوژي استافيلوكوكوس 

ها و توسعه ن به منظور درك ظهور آشكار اين سويهسيلي

ها و تعيين الگوي هاي كنترل مناسب اين باكترياستراتژي

بيوتيكي آنها براي درمان موفقيت آميز و جلوگيري حساسيت آنتي

بيوتيك و انتقال آنها به زنجيره هاي مقاوم به آنتياز گسترش سويه

  .باشدغذايي انسان ضروري مي

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
5-

13
 ]

 

                             8 / 11

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-11734-fa.html


  1396 شتبهيارد ،14 دوره ،63 شماره                                                                 يي                     غذا عيصنا و علوم

 

 311

 اريسپاسگز - 5

 94اين پژوهش در قالب پايان نامه از محل اعتبار پژوهانه سال 

دانشگاه شهيد چمران اهواز انجام شده است كه بدين وسيله از 

  .گرددحوضه معاونت پژوهشي دانشگاه صميمانه سپاسگزاري مي
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Staphylococcus aureus has become a major concern because of the ability to acquire resistance to 
antimicrobial agents. The aim of this study was to survey methicillin-resistant gene (mecA) in 
Staphylococcus aureus isolates from food origin and determine their antimicrobial susceptibilities pattern.  
For this purpose, 146 food samples were evaluated. Also 34 isolates of Staphylococcus aureus with food 
origin were used available in the archives of the faculty. All isolates were cultured and evaluate by 
morphology and biochemical characteristics of Staphylococcus aureus. All isolates were subjected for 
two PCR. The first one was done to confirm Staphylococcus aureus species according to amplify the nuc 
gene specific for Staphylococcus aureus. The second PCR was done for evaluate the presence of 
methicillin resistant gene (mecA) in isolates. Antimicrobial susceptibility of staphylococcus aureus 
isolates was determined using the Kirby–Bauer disc diffusion method. The result of the first PCR 
confirmed that all of the isolates were positive for the nuc gene.  Second PCR for the presence of mecA 
gene showed that out of 66 coagulase positive Staphylococcus aureus, only 1 isolate (1.51%) had the 
mecA gene. Antibiotic susceptibility results showed that the highest resistance was to penicillin (34.84 %) 
followed by resistance to Azitromycin and Erytromycin (10.6%), Oxacillin (7.57%), Trimethoprim and 
Sulfametoxazol (6.06%), Cloxacillin (4.54%) and Cyprofloxazin, Meropenem and Florfenicole(1.51%). 
No resistance was found to Rifampin, Ceftizoxime, chloramphenicol, nitrofurantoin, gentamicin  and   
novobiocin. The isolate with mecA gene was resistant to Penicillin and Oxacillin and had relative 
sensitivity to Cloxacillin, Trimethoprim, Sulfametoxazol, Meropenem and Methicillin. 
 
Keywords: Staphylococcus aureus, food product, Methicillin-resistant (mecA), antibiogram   
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