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هاي ها در ميان جدايهبررسي تنوع باكتريوفاژهاي كدكننده انتروتوكسين

سيلين مقاوم به متي استافيلوكوكوس اورئوس

 

. به تصويب نهايي رسيد............................هيأت داوران زير بررسي و با درجهتوسط  14/4/91در تاريخ 
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سر بر آستان ربوبي . ، بي آغاز و در آخريت، بي انجام استتاولير كه د رواست سپاس و ستايش خداي را
.  نجام اين مطالعه ميسر نبودبي لطف و عنايت او ارا سپاس مي گويم كه  حضرت حق مي سايم و خدا

: با سپاس فراوان از

هاي ارزنده ايشان اين پايان نامه به جناب آقاي دكتر مجيد بوذري كه در سايه زحمات بي دريغ و راهنمايي
. ثمر نشست

ها و الطاف بي حد و پدرانه ايشان مجال جناب آقاي دكتر محمد رضا پورشفيع كه در سايه عنايت، راهنمايي
 . اين پايان نامه برايم محقق گشتانجام 

هاي ارزنده خود همواره گره گشاي بسياري از مشكلات موجود جناب آقاي دكتر محمد كتولي كه با راهنمايي
. در اين پايان نامه بودند

استادان ارجمند سركار خانم دكتر گيتي امتيازي، جناب آقاي دكتر رسول روغنيان و جناب آقاي دكتر سيد 
. كه زحمت داوري اين پايان نامه را بر عهده داشتند اصغر هوايي

هاي بي جناب آقاي دكتر سعيد افشارزاده مدير محترم گروه زيست شناسي دانشگاه اصفهان جهت همكاري
. دريغشان

جناب آقاي دكتر سيد مجيد قادريان مديريت سابق گروه زيست شناسي دانشگاه اصفهان كه همواره با 
. ه را مورد لطف و محبت خود قرار دادندهاي خود بندراهنمايي

-تمامي اساتيد بخش ميكروبيولوژي گروه زيست شناسي دانشگاه اصفهان كه افتخار شاگردي ايشان را داشته

. ام

ويژه جناب آقاي انتشاري و سركار خانم باقري جهت كاركنان گروه زيست شناسي دانشگاه اصفهان به
. هاي بي دريغشانهمكاري

ويژه سركار خانم لطفي و سركار خانم ز كاركنان بخش ميكروب شناسي انستيتو پاستور ايران بهتشكر ويژه ا
. هاي بي حدشانمحبتصداقت جهت 
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: تقديم با بوسه بر دستان

 عزيزانم كه با تمام وجود و قلبم دوستشان دارم

او كه . كه چگونه در عرصه زندگي ايستادگي را تجربه نمايم كه با غيرت خود به من آموخت پدر بزرگوارمبه 

او كه در طول تحصيل . ها را به جان خريد تا طعم خوش پيروزي و موفقيت را به من بچشاندعمري خستگي
 .متحمل زحماتم بود و همواره تكيه گاه من در مواجهه با مشكلات بوده است

بودنش . كه از اول آفرينش، هيچ واژه اي نتوانسته مهر او را معني كند ، اولين معلم زندگيم،مادر فداكارمبه 

ره نازم را كشيد و لبريزم كرد از او كه هموا. تاج افتخاري است بر سرم و سايه مهربانيش سايه سار زندگيم
 .اش رمز موفقيتم شدشوق و اكنون حاصل دستان خسته

او كه بهترين دوست و همراهم در . كه وجودش شادي بخش و مايه آرامشم است خواهر عزيز و نازنينمبه 

. زندگي بوده است

. بوده است هاي خود باعث دلگرمي و آرامشمكه همواره با محبت نامزد عزيز و مهربانمبه 

هاي علمي خود را ، كه تمامي داشتهجناب آقاي دكتر محمد رضا پورشفيعام به استاد دانشمند و فرزانه

. امبالم كه افتخار شاگرديشان را داشتهبر خود مي. دانممديون حضور ايشان در زندگي خود مي

 

عزيزانم طول عمر با عزت عنايت تمامي  خداوندا سايه پر مهر پدر و مادر را همواره بر سرمان نگاه دار و به«
جمعمان را تا هميشه با خورشيد وجود خوبانمان روشن كن و چشم ناپاكان و حسودان را از وجودشان  .فرما

خداي خوبم براي وجود ! خداوندا چگونه پاس گويم اين همه نعمت را كه به من ارزاني داشته اي .دور فرما
 ».خوبانم از تو سپاس گزارم
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چكيده 

بيمارستاني و همچنين  زايعنوان بيماريدامي است كه به زاي انساني وباكتري بيماري استافيلوكوكوس اورئوس
تمامي . باشدميحدت  عواملو همچنين  خوارهاباكتريواجد طيف وسيعي از  كهشناخته مي شود جامعه اكتسابي از 

تغيير . شوندبندي ميگروه طبقه 6در ليزوژنيك  خوارباكتري 27از روي حساسيت به  اورئوساستافيلوكوكوس هاي جدايه
اكسفولياتيو ليپاز،  ،βاستافيلوكيناز، همولايزين  ي مختلف،ها مانند انتروتوكسين عوامل حدتليزوژنيك مرتبط با 

هاي جدايهفاژهاي مختلف در پروناشي از وجود  و لكوسيدين پنتون ولنتاين ، سم سندرم شوك سميAتوكسين 
ناشي از حضور ژن  استافيلوكوكوس اورئوسهاي سيلين در جدايهمقاومت به متي .باشدمي ستافيلوكوكوس اورئوسا

mecA ژن  .استmecAهاي رمزكننده مقاومت به چند عامل ضد باكتريايي و هاي تنظيم كننده و همچنين ژن، ژن
تجزيه و تحليل ژنتيكي پروفاژ لعه با هدف اين مطا. اندقرار گرفته SCCmecبر روي كاست ژني  ccrلوكوس ژني 

و لوكوكوس  mecAو تايپينگ كاست ژني  بيوتيكيتعيين الگوي مقاومت آنتي، انتشار كلونالبررسي مختلف،  هايتايپ
-مقاوم به متي استافيلوكوكوس اورئوس هايجدايهدر ها و ميزان بيان آن بررسي عوامل حدتهمچنين و  ccrژني 

 .به انجام رسيد 1387-1391هاي در طي سالدر شهر تهران  و محيطي دامي هاي باليني،ده از نمونهداسازي شجسيلين 

مقاوم به متي سيلين جداسازي  استافيلوكوكوس اورئوس محيطي و ماكيانباليني،  جدايه 319در مجموع در اين مطالعه 
. ورد بررسي و مطالعه قرار گرفتندم تهران در شهرتصفيه خانه فاضلاب  يك و دامداريدو بيمارستان،  چهارشده از 
و الكتروفورز  Phene-Plate هايو به روش شدندها با استفاده از پرايمر اختصاصي تا حد گونه شناسايي جدايهتمامي 

بيوتيك به روش ديسك ديفيوژن و آنتي 17 ها نسبت بهجدايهحساسيت . گرديدند بنديژل در ميدان ضرباني دسته
با استفاده  Etestبه روش  و ونكومايسين اگزاسيلين هايبيوتيكآنتي نسبت به آنهال غلظت مهار كننده حداقهمچنين 

ژن  حضور. گرديدتعيين  Clinical Laboratory and Standard Institute (CLSI)توصيه هاي  از
mecA زمون آبا استفاده از سيلين مقاوم به متي استافيلوكوكوس اورئوسهاي در ميان جدايهPCR  قرار بررسي مورد

با استفاده  Multiplex-PCRسلين آزمون هاي مقاوم به متيجدايهفاژهاي مختلف در پروجهت تعيين وجود . گرفت
هاي ليزوژن بودن پروفاژها در جدايه اثباتجهت . مورد استفاده قرار گرفت فاژيپرودسته  6از پرايمرهاي اختصاصي 
ها و وجود پروفاژ تايپ. هاي سنجش پلاك و نقطه استفاده گرديدسيلين از آزمونه متيمقاوم ب استافيلوكوكوس اورئوس

 Multiplex-PCRها با استفاده از آزمون ترتيب در ميان نواحي غير آلوده و پلاكخوارهاي مختلف بهباكتري
 etbو  hlb ،pvl ،sak ،tst ،etaهاي و ژن) sea-seq(ژن انتروتوكسين  16شامل  عوامل حدت. مشخص گرديد

ها مورد بررسي جدايه در اين ccrو لوكوس ژني  mecAتايپ كاست ژني . قرار گرفتندشناسايي مورد  PCRروش به
مورد  Real-Time PCRها با استفاده از آزمون ها در ميان جدايههاي پروفاژي و انتروتوكسينبيان ژن. قرار گرفت

 .سنجش قرار گرفت

مقاوم به  استافيلوكوكوس اورئوسهاي جدايهجمع آوري شده به عنوان  جدايه 319تمامي  PCRاستفاده از آزمون  با
، )درصد 100(سيلين هاي پنيبيوتيكبيشترين ميزان مقاومت به ترتيب نسبت به آنتي .مورد تأييد قرار گرفتندسيلين متي
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، )درصد 92(، كانامايسين )درصد 93(توبرامايسين ، )درصد 93(اريترومايسين ، )درصد 96(سيپروفلوكساسين 
جدايه  319هيچكدام از . مشاهده گرديد) درصد 87(و آميكاسين ) درصد 87(، تتراسايكلين )درصد 87(كليندامايسين 
-ها تنها نسبت به پنيدرصد جدايهسه  .هاي ونكومايسين، لينزوليد و سينرسيد مقاومت نشان ندادندبيوتيكنسبت به آنتي

درصد  88و  3همچنين  .بيوتيك مقاومت نشان دادندآنتي 11ها نيز نسبت به درصد جدايه 34د و سيلين مقاوم بودن
نسبت به اگزاسيلين (MIC≥256 µg/ml)  بالا بسيار و (MIC≥4 µg/ml) پايينمقاومت  ازترتيب به هاجدايه

 تايپ فاژپرو 1ها واجد حداقل جدايهي تمامها شناسايي گرديد و پروفاژ تايپ مختلف در ميان جدايهپنج . بودندبرخوردار 
ها، پس از القاء پروفاژ در ميان جدايه .پروفاژ تايپ بودند 3درصد نيز واجد  12تايپ و  فاژپرو 4واجد  هاجدايه% 83. بودند
 در نواحي غير آلوده باكتريايي، .دهنده ليزوژن بودن اين پروفاژها بودكه نشان هاي با مركز كدر ظاهر شدندپلاك

ها تنها مشاهده گرديد اما در پلاك nucهاي مختلف و همچنين باند مربوط به ژن باندهاي مربوط به پروفاژ تايپ
. بودند hlbو  sea ،sek ،seqهاي ها واجد ژندرصد جدايه صد. خوارها مشاهده گرديدباندهاي متعلق به باكتري

، sak، eta، selهاي ترتيب واجد ژنها نيز بهدرصد جدايه 3/0و  1، 3/1، 3 ،4، 4، 7 ،14، 19، 32 ،93،83همچنين 
seg ،sem ،sei ،sen، pvl، seo ،tst ،sec  وsep شناسايي  هاجدايهدر ميان پالسوتايپ  20در مجموع . بودند

منبع  3طور غالب در هر به CT و چهار ندبود )CT( تيپ مشترك و دوازده (ST) تيپ منفرد شامل هشتند كه گرديد
. بودند IVcو  III ،IVa تايپ SCCmecواجد ترتيب بهها درصد جدايه 1و  3، نود و شش. ندحال گردش بوددر 

 هاي انتروتوكسيني و پروفاژها راها ژنتمامي جدايه .بودند 2و  3 هايتايپ ccrواجد ها جدايهدرصد  4و  96همچنين 
.  ها متفاوت بودآن بيان نمودند و ميزان بيان در ميان

 استافيلوكوكوس اورئوسهاي در جدايهاز تنوع بالايي  خوارهاكه باكتريعليرغم اينايج حاصل از اين مطالعه نشان داد نت
. بود و محيطي داميهاي جدايههاي باليني بسيار بيشتر از جدايهاما اين تنوع در  بودندبرخوردار سيلين مقاوم به متي

قابليت توليد طيف وسيعي از  دهندهكه نشان ها مشاهده گرديدجدايهتمامي  بود و در تايپشايعترين  SGFتايپ  فاژپرو
و  عوامل حدتطيف وسيعي از هاي مختلف، فاژهايي از دستهپرووجود . است هاجدايه توسط تمامي عوامل حدت

ميت نقش اهمي تواند نشان دهنده سيلين مقاوم به متي استافيلوكوكوس اورئوسهاي جدايهمقاومت بالاي همچنين 
هاي جدايهدر سيلين ن ناهمگوني كلاستر مقاومت به متيو همچني عوامل حدتدر گسترش و تكامل  خوارهاباكتري

 واجد مقاومت چندگانه نسبت به بسياري از داروهاي زابيماريهاي بسيار جدايهوجود اين . باشد استافيلوكوكوس اورئوس
 .جامعه باشدسلامت عمومي و بهداشت براي هديد بالقوه يك تتواند معمول خطوط اول و دوم درماني مي

، عوامل حدت، SGF، PFGE ،Phene-Plateوفاژ، پر، سيلينمقاوم به متي استافيلوكوكوس اورئوس :كلمات كليدي
SCCmec 
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 145 ......... هاي استافيلوكوكوس اورئوسدر ميان جدايه etaي ژن جهت شناساي PCRآزمون  -47-3شكل 

 146 ........... هاي استافيلوكوكوس اورئوسدر ميان جدايه IIIدسته  ccrو  3نوع  SCCmec -48-3شكل 

 146 .....................س اورئوسهاي استافيلوكوكوتايپينگ جدايه ccrتايپينگ و  SCCmec -49-3شكل 

 150 ............... هاي استافيلوكوكوس اورئوسبراي جدايه PhPlateدندروگرام حاصل از روش  -50-3شكل 

 151 ............... هاي استافيلوكوكوس اورئوسبراي جدايه PhPlateدندروگرام حاصل از روش  -51-3شكل 

 152 ............... هاي استافيلوكوكوس اورئوسبراي جدايه PhPlateدندروگرام حاصل از روش  -52-3شكل 

 153 ............... هاي استافيلوكوكوس اورئوسبراي جدايه PhPlateدندروگرام حاصل از روش  -53-3شكل 

 154 ....... جدايه استافيلوكوكوس اورئوس مقاوم به 64ورز ژل در ميدان ضرباني تصاوير الكتروف -54-3شكل 

 155 ........... سيلينهاي استافيلوكوكوس اورئوس مقاوم به متيدندروگرام تشابه ژنتيكي جدايه -55-3شكل 

 nuc ............................................................ 156اطلاعات كمي و چرخه آستانه ژن  -56-3شكل 

 SGA ............................ 158خوار اطلاعات كمي و چرخه آستانه ژن مربوط به باكتري -57-3شكل 

 158 ............. هاي استافيلوكوكوس اورئوس مقاومدر جدايه SGAخوار بيان كمي ژن باكتري -58-3شكل 

 SGB ............................ 159خوار اطلاعات كمي و چرخه آستانه ژن مربوط به باكتري -59-3شكل 

 159 ..............هاي استافيلوكوكوس اورئوس مقاومدر جدايه SGBخوار بيان كمي ژن باكتري -60-3شكل 

 SGF ............................ 160خوار ترياطلاعات كمي و چرخه آستانه ژن مربوط به باك -61-3شكل 


