
بررسي تأثير روش هاي مختلف ايجاد جهش بر روي الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي و 
 وجود پلاسميد در اشريشيا كلي و استافيلوكوك اورئوس

 
 

 ٣، هما يوسفي٢، دكتر غلامرضا والي١دكتر جميله نوروزي
 
 
 
 چكيده  

ريشيا كلي و استافيلوكوك اورئوس،  با توجه به افزايش مقاومت آنتي بيوتيكي باكتري ها به ويژه اش    :سابقه و هدف  
و متفاوت بودن الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي در كشورهاي مختلف، اين بررسي به منظور تعيين اثر روش هاي                   
مختلف ايجاد جهش بر روي الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي و مشاهده وجود پلاسميد در اشريشيا كلي و                        

 . آزاد اسلامي انجام گرفتاستافيلوكوك در آزمايشگاه محموديه دانشگاه 

 سوش باكتري استافيلوكوك اورئوس و اشريشيا كلي به دست آمده از            ٦ در اين تحقيق تجربي      : مواد و روش ها  
زخم پوستي، عفونت ادراري و مدفوع بيماران و باكتري هاي استاندارد جمع آوري شد و مقاومت آنتي بيوتيكي هر                

سپس با ايجاد جهش توسط نور ماوراي بنفش، افزايش مقدار              . يك از آنها به روش ديسك انجام گرفت          
در . آنتي بيوتيك و رقيق كردن محيط كشت، تأثير هر يك از آنها بر روي الگوي مقاومت آنتي بيوتيك تعيين شد                   

پايان،  پلاسميد هر يك از آنها جداگانه بر روي ژل آگاروز، الكتروفورز گرديد و وجود يا عدم وجود پلاسميدها                    
 . هده شدمشا

 نور ماوراء بنفش و افزودن آنتي بيوتيك به محيط كشت موجب شد كه باكتري هاي مورد بررسي به                    : يافته ها
با افزايش رقت محيط    . آنتي بيوتيك ها مقاوم شوند و باندهاي پلاسميدي موجود در اشريشيا كلي نيز حذف گرديد            

امد به خوبي پخش شدند، اما تغييري در مقاومت           كشت نيز كلني باكتري ها بزرگتر شدند و در محيط نيمه ج            
 . آنتي بيوتيكي و باندهاي پلاسميدي اين باكتري ها مشاهده نگرديد

نور ماوراء بنفش و وجود آنتي بيوتيك در محيط بر روي مقاومت آنتي بيوتيكي و تعداد               : نتيجه گيري و توصيه ها  
يشتري در مقايسه با استافيلوكوك اورئوس دارد كه ممكن       باندهاي پلاسميدي بر روي باكتري اشريشيا كلي تأثير ب        

به علت افزايش سريع مقاومت باكتري ها به داروها،        . است به علت تفاوت در ديواره سلولي اين دو باكتري باشد          
توصيه مي شود كه برخي از آنتي بيوتيك ها را در بيمارستان ها به موارد شديد بيماري ها محدودكنند يا به صورت                  

 . ره اي مصرف نمايند تا اين داروها براي مدت زمان طولاني تري مفيد و با ارزش باقي بماننددو

 . جهش،  نور ماوراء  بنفش،  پلاسميد، مقاومت آنتي بيوتيك:واژگان كليدي
 
 
 
  گروه ميكروبيولوژي، دانشگاه علوم پزشكي ايران-١

  گرو بيوشيمي و تغذيه، دانشگاه علوم پزشكي كاشان -٢

  دانشگاه آزاد اسلامي، واحد تهران ـ شمال-٣
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 مقدمه
در سال هاي اخير،  به دليل مصرف گسترده          
آنتي بيوتيك ها، عفونت هاي باكتريايي مقاوم به          
. آنتي بيوتيك به طور نگران كننده اي افزايش يافته اند       

زماني كه اولين بار آنتي بيوتيك ها شناخته شدند،          
آنها به ريشه كني و     گمان مي رفت كه استفاده از        

نابودي انواع عفونت ها منجر مي شود ولي به زودي         
مشخص شد كه برخي از باكتري ها به طور ذاتي            
نسبت به گروهي از آنتي بيوتيك ها مقاومند و يا به           
علت مصرف بي رويه آنتي بيوتيك ها، به آن  مقاوم          

 ). ١(مي شوند 

دو مكانيزم عمده،  مسئول پيدايش و گسترش        
: ه هاي باكتري هاي مقاوم به آنتي بيوتيك ها هستند     سوي

 . يكي جهش و ديگري  انتقال ژن هاي مقاومت

در ميان باكتري ها انتقال ژن هاي مقاومت          
مقاومت ذاتي  . اغلب از طريق پلاسميد انجام مي گيرد     

به ساختار باكتري مربوط بوده و در اكثر موارد به            
 . وجود ژن هاي كروموزومي بستگي دارد

مقاومت در اثر جهش كه اغلب به وسيله            
عوامل جهش زاي شيميايي يا فـيزيكي مانند نـور          

صورت مي گيرد، در ژنوم      ) UV(ماوراء بنفش    
باكتري رخ داده و باكتري از واكنش با ماده                

 ). ٢ (ضدميكروبي ناتوان مي شود 
 

 در جوامع مختلف       UVاستفاده از نور       
جهت مشاهده  ميكروبي و سپس انجام الكتروفورز        

توسط پژوهشگران  ) ايجاد جهش (بروز تغييرات    
به عنوان مثال از نور      . مختلف گزارش شده است    

ماوراء بنفش براي ايجاد جهش و يافتن موتانت هايي        
از باكتري لاكتوباسيل گاسري مقاوم به كلرور سديم        
و نيترات سديم به عنوان آغازگر تخمير گوشت            

ماوراء  بنفش به عنوان     يا نور   ) ٣(استفاده كرده اند   
عامل ايجادكننده جهش براي يافتن موتانتي از            

استرپتومايسس جهت توليد بيشتر آنتي بيوتيك به كار       
 ). ٤(رفته است 

موتانت هاي مقاوم اشريشيا كلي و              
استافيلوكوك نسبت به آنتي بيوتيك هاي مختلف         
توسط پژوهشگران زيادي گزارش شده است كه به         

و همكاران در    Saenzوان به گزارش    عنوان مثال مي ت  
مقاومت كروموزومي  ). ٥( اشاره كرد     ٢٠٠١سال  

اشريشيا كلي به چندين آنتي بيوتيك مختلف             
) تتراسايكلين، كلرامفنيكل، بتالاكتام ها،  كينولون ها     (

و همكاران در    Macias). ٦(نيز مشاهده شده است     
 با روش استاندارد ديسك آنتي بيوتيكي،        ٢٠٠٢سال  

 مدفوع كودكان سالم مكزيكي     E.coliيزان مقاومت   م
 از  E.coli سويه   ٤٥٦. را مورد بررسي قرار دادند     

بالاترين ميزان  .  مؤسسه ايزوله گرديد    ١٠كودكان  
مقاومت در برابر تتراسايكلين، آمپي سلين و              

نتايج اين پژوهشگران   . كوتريموكسازول يافت شد   
 مقاومت  نشان داد كه باكتري هاي ساپروفيت قادرند      

را هم از طريق مصرف بي رويه آنتي بيوتيك و هم از           
با توجه به اينكه    ). ٧(محيط اطراف به دست آورند       

استافيلوكوك اورئوس و اشريشيا كلي، دو پاتوژن         
مهم انساني هستند و بيماري هاي مختلفي را ايجاد          
مي كنند، به منظور تعيين تأثير روش هاي مختلف          

اوراء بنفش،  افزايش تدريجي استفاده از نور م(جهش 
بر ) مقدار آنتي بيوتيك و افزيش رقت محيط كشت        

روي الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي،  اين بررسي در         
 در آزمايشگاه محموديه دانشگاه آزاد         ١٣٨٠سال  

 . اسلامي واحد تهران شمال انجام گرفت
 

 مواد و روش ها
سويه هاي مورد استفاده در اين بررسي            

 ـوكـوك اورئـوس اسـتاندارد            تجـربي،  است   افيل
)PTCC1337(    اشريشياكلي استاندارد  ،)PTCC1338 (

خريداري شده از سازمان پژوهش هاي علمي و           

 … هاى مختلف ايجاد جهش بر روى الگوى مقاومت،روش تأثير بررسى                       فيضپژوهشى ، فصلنامه علمى/ 2 
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صنعتي ايران،  اشريشيا كلي ادراري و استافيلوكوك        
اورئوس از زخم بيماران بستري در بيمارستان شهيد         

تان مطهري، استافيلوكوك اورئوس ادراري از بيمارس     
لبافي نژاد و اشريشيا كلي ادراري و مدفوعي از             

 .آزمايشگاه تشخيص طبي بودند
 

ابتدا مقاومت و حساسيت هر يك از باكتري ها        
نسبت به آنتي بيوتيكهاي تتراسايكلين،  استرپتومايسين     
و آمپي سيلين به وسيله تست آنتي بيوگرام تعيين           

 استفاده از نور  (سپس به روش هاي مختلف      . گرديد
ماوراء  بنفش، افزايش تدريجي مقدار آنتي بيوتيك و        

در باكتري هاي فوق    ) افزايش رقت محيط  كشت      
در تمام روش هاي فوق از       . جهش ايجاد گرديد   

 .  استفاده شدBHIمحيط كشت 
 

براي ايجاد جهش توسط نور ماوراء بنفش،         
آگار  BHIابتدا يك كلني از هر باكتري روي محيط          

سپس پليت به   .  داده شد  به صورت متراكم كشت    
 دقيقه در مقابل نور ماوراء      ٥صورت در باز به مدت      

بنفش قرار داده شد و پس از گذاشتن در پليت،  در            
.  ساعت نگهداري گرديد   ٢٤ به مدت    ٣٧° Cحرارت  

 ساعت،  از كلني هاي باقي مانده      ٢٤پس از گذشت     
 دقيقه در   ١٢٠ الي   ٣٠،  ٢٠برداشته شد و به مدت       

سپس،  . اوراء بنفش قرار گرفت       برابر نور م     
آنتي بيوگرام جهت بررسي جهش ايجاد شده در           

 . كلني هاي باقي مانده انجام شد تك
 

در روش افزايش تدريجي مقدار آنتي بيوتيك،      
ابتدا باكتري ها در محيط آگار حاوي غلظت بسيار          
اندك آنتي بيوتيك هاي فوق كشت داده شدند و در          

 روز،  ٣پس از   . دند نگهداري گردي  ٣٧° Cحرارت  
باكتري هاي رشد كرده در محيط كشت حاوي            

اين . غلظت هاي زيادتر آنتي بيوتيك كشت داده شدند     

عمل آنقدر تكرار شد تا باكتري هاي مقاوم به غلظت         
 . بيشتر آنتي بيوتيك به دست آمد

، ابتدا يك كلني از      UVدر روش تابش نور      
اكم  آگار به صورت متر    BHIهر باكتري روي محيط     

سپس پليت به صورت درباز به        . كشت داده شد   
 دقيقه مقابل نور ماوراء بنفش قرار داده شد و      ٥مدت  

پس از گذاشتن در پليت، در حرارت پس از گذشت          
 ساعت از كلني هاي باقيمانده برداشته شد و به           ٢٤
 دقيقه در برابر نور ماوراء بنفش       ١٢٠الي  ... ،  ٣٠،  ٢٠

م جهت بررسي جهش    قرار گرفت سپس آنتي بيوگرا    
 . ايجاد شده در تك كلني هاي باقيمانده انجام شد

 
در روش افزايش رقت محيط كشت، ابتدا          

 BHI گرم پودر    ٢٦(محيط آگار نيمه جامد تهيه شد       

پس از خنك شدن، محيط در      ) در يك ليتر آب مقطر    
. پليت ريخته شد تا به حالت جامد تبديل گردد            

يل برداشته شد و به     سپس،  كلني باكتري با لوپ استر     
 ميلي متر روي محيط    ٥ تا   ٣صورت نقطه اي به قطر     

بعد از آن،  پلـيت ها به مدت        . كشت قـرار داده شد   
 به دليل رشد در محيط رقيق كاملاً        ٣٧° C روز در    ٣

در اين بررسي، پليت ها به صورت افقي       . تغيير يافت 
نگهداري شدند، در ضمن براي اطمينان      ) نه واژگون (

دم آلودگي پليت ها، هر بار كلني ها را قبل و بعد          از ع 
از آزمايش  به روش گرام رنگ آميزي كرده و از             
تست هاي بيوشيميايي اختصاصي براي شناسايي آنها      

سپس،  آنتي بيوگرام جهت بررسي جهش     . استفاده شد 
. ايجاد شده در تك كلني هاي باقي مانده انجام شد          

كردن تمام  سپس استخراج پلاسميد با متلاشي          
 . باكتري هاي فوق به روش قليايي انجام گرفت

 

در نهايت وجود يا فقدان پلاسميد در تمام          
نمونه هاي اوليه و جهش يافته در روي ژل آگاروز           

 . به وسيله الكتروفورز جستجو گرديد
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 يافته ها
نتايج الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي در جدول       

ابش نور  پس از ت  . شماره يك نشان داده شده است      
UV    دقيقه بر روي باكتري هاي حساس،      ١٢٠ بعد از 

قطر هاله عدم رشد در برابر آنتي بيوتيك هاي              
استافيلوكوك زخم و اشريشيا كلي        (تتراسايكلين  

اشريشيا كلي استاندارد   (و استرپتومايسين   ) استاندارد
كاهش يافت و ساير      ) و اشريشيا كلي ادراري     

 هاي مورد بررسي    باكتري ها در برابر آنتي بيوتيك     
 . مقاوم شدند

در روش افزايش تدريجي مقدار آنتي بيوتيك،      
باكتري هاي حساس تحت القاي آنتي بيوتيك در          

 10cg/l تتراسايكلين و غلظت         30cg/lغلظت   

آمپي سيلين هنوز حساس بودند اما قطر هاله عدم           
 ميلي متر كاهش   ١٠ ميلي متر به    ٣٠رشد باكتري ها از    

 . يافت

 حساسيت استافيلوكوك   ١ شماره   در تصوير 
اورئوس استاندارد در برابر آنتي بيوتيك هاي            
تتراسايكلين، استرپتومايسين و آمپي سيلين قبل از         

 . ايجاد جهش نشان داده شده است
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

،  استرپتومايسين و   حساسيت استافيلوكوك اورئوس استاندارد در برابر آنتي بيوتيك هاي تتراسايكلين-١تصوير  
 آمپي سيلين قبل از ايجادجهش

 
 
 
 

 مـقاومت استافـيلوكوك    ٢تصـوير شماره    
اورئـوس استانـدارد را در بـرابر آنتي بيـوتيك          

 نشان داده    UVتتـراسايكلين بعد از تابش نـور         
 .است

 … هاى مختلف ايجاد جهش بر روى الگوى مقاومت،روش تأثير بررسى                       فيضپژوهشى ، فصلنامه علمى/ 4 
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 .UVابر آنتي بيوتيك تتـراسايكلين بعد از تابش نـور  مقاومت استافيلوكوك اورئوس استاندارد را در بر- ٢تصوير 
 

در محيط رقيق شده كشت،  باكتري ها دچار         
به نحوي كه پس از انتقال اين باكتري ها        . تغيير شدند 

به محيط كشت معمولي،  كلني ها به صورت پخش و         
 . گسترده اي در روي محيط كشت رشد كردند

ماوراء  به طور كلي،  نتايج نشان داد كه نور           
بنفش و افزودن آنتي بيوتيك به محيط كشت موجب         

 . مي شود كه باكتري ها به آنتي بيوتيك مقاوم شوند

پس از جدا كردن سويه هاي باكتري مقاوم به         
آنتي بيوتيك با روش افزايش تدريجي غلظت            
آنتي بيوتيك، اين باكتري ها به همراه نمونه هاي           

حت تابش نور   حساس به آنتي بيوتيك و نمونه هاي ت      
UV            كه دچار جهش شده بودند تحت استخراج 

 . پلاسميد و الكتروفورز قرار گرفتند

نتايج الكتروفورز حاكي از وجود دو باند           
مجزاي پلاسميد در تمام نمونه هاي اوليه حساس به         
آنتي بيوتيك اشريشيا كلي و عدم وجود باند              
پلاسميدي در كليه نمونه هاي حساس به آنتي بيوتيك       

نمونه هاي تحت تابش    . ستافيلوكوك اورئوس بود   ا
UV            دچار جهش شده بودند و پلاسميد خود را از 

به طور كلي،  نتايج الكتروفورز      . دست داده بودند  
نشان داد كه احتمالاً ژن عامل مقاومت آنتي بيوتيكي         
در اين باكتر ي ها بر روي كروموزوم قرار دارد نه بر           

كه باكتري ها در    زيرا پس از اين     . روي پلاسميد 
معرض تابش نور ماوراء  بنفش قرار گرفتند،              
پلاسميدهاي خود را از دست دادند، در حالي كه در          
الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي آنها، تغيير چنداني          

با افزايش رقت محيط كشت،  كلني        . حاصل نشد 
باكتري ها بزرگتر شد و در محيط نيمه جامد به خوبي          

 در مقاومت آنتي بيوتيكي و     پخش شدند،  اما تغييري   
باندهاي پلاسميد در دو باكتري فوق مشاهده             

 . نگرديد

 
 بحث 

نتايج اين بررسي نشان داد كه مقاومت            
آنتي بيوتيكي با در معرض قرار دادن باكتري ها در           

 و افزايش تدريجي غلظت        UVبرابر تابش نور      
آنتي بيوتيكي در محيط كشت،  افزايش مي يابد و           

 . سميدي در اشريشيا كلي حذف شدندباندهاي پلا
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 7 / همکاران جميله نوروزى و دکتر                                                                 فيض           ، ٨٣بهار ، ٢٩ شماره

در واقع با اين روش ها،  سويه هاي حساس به         
آنتي بيوتيك به مرور از بين رفتند و سويه هاي مقاوم          
به آنتي بيوتيك ها باقي ماندند كه اين امر نشان دهنده         

 ها در بدن نيز    زنگ خطر مصرف بي رويه آنتي بيوتيك    
 . مي باشد

در مطالعه اي تغيير حساسيت آنتي بيوتيك         
كلبسيلا، اشريشيا  (اعضاي خانواده انتروباكترياسه      

و استافيلوكوك اورئوس   ) كلي،  انتروباكتر، سراشيا  
ايزوله شده از مكان هاي مختلف ايتاليا در                

 ١٩٩٩ تا    ١٩٩٧بررسي هاي اپيدميولوژي از سال       
نتايج آنها نشان داد كه      . رفتمورد بررسي قرار گ    

حساسيت و مقاومت اين باكتري ها نسبت به              
آنتي بيوتيك هاي مختلف با گذشت زمان تغيير مي يابد       
و مقاومت با مصرف گسترده آنتي بيوتيك افزايش و         

بنابراين،  به  ). ٨(با مصرف دوره اي كاهش مي يابد       
علت افزايش سريع مقاومت باكتري ها به داروها،          

ه مي شود كه برخي از آنتي بيوتيك ها را در            توصي
بيمارستان ها به موارد شديد بيماري ها محدودكنند يا       
به صورت دوره اي مصرف نمايند تا اين داروها براي         
 . مدت زمان طولاني تري مفيد و با ارزش باقي بمانند

در اين پژوهش پس از انجام الكتروفورز،           
س به آنتي بيوتيك تمام باكتري هاي اشريشيا كلي حسا 

داراي باندهاي پلاسميدي بودند ولي استافيلوكوك ها      
اين حالت در مورد     . فاقد باندهاي پلاسميد بودند    

اشريشيا كلي و استافيلوكوك هاي مقاوم شده به           
آنتي بيوتيك نيز صدق مي كرد و اين امر،  نشان دهنده         
احتمالي وجود عامل مقاومت آنتي بيوتيكي در           

 . افيلوكوك ها بوده استكروموزوم است

UVنتايج الكتروفورز باكتري هاي تحت تابش      

حاكي از ايجاد جهش و از بين رفتن پلاسميد              

به علاوه نتايج حاصل    . موجود در تمام باكتري ها بود    
از تست آنتي بيوگرام تمام باكتري هاي تحت تابش         

UV          نشان داد كه در اكثر باكتري ها، ميزان مقاومت 
پس با توجه به    . بدون تغيير بوده است   آنتي بيوتيكي  

عدم مشاهده باندهاي پلاسميدي در باكتري هاي          
، در هنگام الكتروفورز    UVاشريشيا كلي تحت تابش     

و با در نظر گرفتن نتايج آزمايش آنتي بيوگرام،  دو           
 : فرضيه زير مطرح مي شود

 عامل مقاومت آنتي بيوتيكي در اين            -١
استافيلوكوكها، كروموزومي  باكتري ها احتمالاً همانند    

 UV عامل مقاومت پلاسميد است و نور         -٢. است
فقط موجب كاهش شديد تعداد كپي هاي پلاسميد         
شده است، به حدي كه در هنگام استخراج پلاسميد،         

 .  به اندازه كافي به دست نيامد

با توجه به مطالب فوق،  پيشنهاد مي شود براي        
هاي باكتري  جلوگيري از ايجاد و گسترش سويه         

مقاوم،  از مصرف نامناسب و نابجاي آنتي بيوتيك ها         
براي مقابله با باكتري هايي كه در        . خودداري شود 

ژنوم خود داراي عامل مقاومت هستند،                
آنتي بيوتيك هاي جديد و نيمه سنتزي تهيه شود يا          
براي مقابله با عفونت هاي ناشي از باكتري هاي مقاوم        

 عوامل درماني ديگري مانند       به آنتي بيوتيك ها، از   
 . باكتريوفاژ استفاده شود

در پايان،  اين بررسي نشان داد كه نور ماوراء         
بنفش،  وجود آنتي بيوتيك در محيط و افزايش رقت         
محيط كشت بر روي مقاومت آنتي بيوتيك و تعداد          
باندهاي پلاسميدي بر روي باكتري اشريشيا كلي          

فيلوكوك اورئوس  تأثير بيشتري در مقايسه با استا       
دارد كه ممكن است به علت تفاوت در ديواره             

 . سلولي آنها باشد
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