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دانشگاه اصفهان

بیولوژی، دانشکده علوم و فناوری های زیس تی، گروه زیست ش ناسی سلولی و مولکولی و میکرو

آ زمایشگاه میکروبیولوژی



زمینه ی نظری

روي و ميشوند زسنت ها ميكروارگانيسم بوسيله اكثرا كه هستند تركيباتي ها بيوتيك آنتي 
 مي تيكبيو آنتي مولد هاي ميكروارگانيسم از .دارند كشي ميكروب اثر ها ميكروارگانيسم

.برد نام را ها باسيلوس و استرپتومايسس سيليوم، پني توان

 كشي وبميكر اثر خودشان روي ها ميكروارگانيسم اين توسط توليدي هاي بيوتيك آنتي 
 بيماري رماند براي را ها بيوتيك آنتي .است ها ميكروارگانيسم ساير روي اثرشان بلكه ندارند
 بدن تمام هب ميتواند خون جريان در انتشار با كه ميبرند بكار قارچي و باكتريال عفوني هاي

.ببرد بين از را عفونت عامل و كرده پيدا دسترسي
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بررسی جهش و مقاومت به آنتی بیوتیک

را  جهش به معناي تغيير در ژن است كه تغيير در عملكرد پروتئين ها
.حاصل ميشود

دو نوع جهش وجود دارد:

 جهش اولmorphological ي كه باعث تغيير در ساختار مورفولوژي كلن
.باكتري ميشود

 جهش دومlethal mutasion كه باعث مرگ سلول ميشود.
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سیلین پنی به اورئوس استافیلوکوکوس جهش و مقاومت بررسی

باکتري استافیلو کوکوس اورئوس:

ه صتور  اين باكتري ممكن استت بت.اين باكتري كوكسي گرم مثبت و بيهوازي اختياري است
ي مثل گتل اين باكتري ميتواند بيماري هاي عفون.فلور عادي پوست يا بيني وجود داشته باشد

.ايجاد كند... مژه آبسه و يا بيماره هاي تهديد كننده اي مثل مننژيت، اندوكارديت و
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باكتري.مي كندغذاييمسموميتايجادانتروتوكسين،توليدبااورئوساستافيلوكوک
ازومسيكبينيازوباشدداشتهوجودپوسترويبرهمزيستشكلبهاستممكن
.دباشداشتهوجودنيزگلودراستممكنكمترميزانبهباكترياين.شودجدامردم
درمانهبهمنيازيونيستعفونتمعنايبهشرايطايندراورئوساستافيلوكوکوجود
.نمي باشدموارداينگونهدر

وباشدداشتهوجوداسب هاوسگ هاگربه ها،،اهليحيوانا دراستممكنباكتري
رويبراستممكناورئوساستافيلوكوک.شودمرغ هادرپاعفونتوالتهابموجب
بماندزندهماه هاتاهفته هابرايخشكسطوح

يناازوكنندآلودهرااورئوساستافيلوكوکمي توانند(باكتريوفاژها)فاژهاازبرخي
رو،ناياز.شوندآنبهوالنتين-پنتونتوكسينكنندهتوليدژنانتقالموجبطريق

.دادخواهندافزايشراسويه هابيماريزايي

http://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D8%B3%D9%85%D9%88%D9%85%DB%8C%D8%AA_%D8%BA%D8%B0%D8%A7%DB%8C%DB%8C
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AD%DB%8C%D9%88%D8%A7%D9%86%D8%A7%D8%AA_%D8%A7%D9%87%D9%84%DB%8C
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%81%D8%A7%DA%98
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D9%86%D8%AA%D9%82%D8%A7%D9%84_%DA%98%D9%86
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ومي كندحملهبافتبهباكتريبرود،بينازپوستيسدكههنگامي
درورئوسااستافيلوكوک.مي كندايجادراكفگيرکوكورکمانندبيماري هايي
راوكوكياستافيلشوندهفلسيپوستيسندرمنامبهشديدعفونتكودكان،
.مي كندايجاد

تپوسباپوستيازخمچرکباتماسطريقازاستافيلوكوكيعفونت هاي
وسلباملحفه،حوله،مانندشخصيوسايلباتماس.مي كنندپيداانتقال
.دارندنقشديگرفردبهفرديازعفونتانتقالدرنيزورزشيوسايل

وكارديتاندسپتيك،آرتريت،مانندباشندشديداستممكنعميقعفونت هاي
.پنومونيو

http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D9%86%D8%AA%D9%82%D8%A7%D9%84_%D8%B9%D9%81%D9%88%D9%86%D8%AA
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7 آنتي بيوتيك پني سيلين:

صتو  بتراي پني سيلين ها اولين گروه از دسته آنتي بيوتيك هاي بتالاكتام هستند و بته خ
مهتار تترانس .  2هتا  PBPاتصال بته . 1:مكانيسم اثر. باكتري هاي گرم مثبت به كار ميروند

.فعال شدن آنزيم هاي اتوليزين. 3پپتيداز و جلوگيري از ساخت پپتيد وگليكان 

مقاومت به پني سيلين در استافيلوكوكوس اورئوس:

1 .سنتز بتالاكتاماز نوسط باكتري

2. فقدانPBPs و يا نفوذناپذيري ديواره

3.اتوليتيك هاي آنزيم عملكرد در نقص
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عفونت هايدرمانبرايدارواينازابتدادرسيلين،پنيكشفازپس
پنيعليهبيوتيكيآنتيمقاومتبهروزبهروزامامي شداستفادهاستافيلوكوكي

بهبيمارستانيسويه هايدرصد1۹۵۰،۴۰سالدربطوريكهشدافزودهسيلين
.رسيددرصد۸۰به1۹۶۰سالدرميزاناينوشدندمقاومسيلينپ  ني
تجزيهرالينسيپنيكهبودباكتريتوسطسيلينازپنيتوليدپ ديدهاينعلت

پنيبهقاوممسيلين هايپنييعنيجديدتربيوتيك هايآنتيازبنابراين.مي كند
بهباكترياينمتأسفانهشد،استفاده(سيلينمتيواكساسيلينمانند)سيليناز
همراههببيوتك هاآنتيايناز.استشدهمقاومنيزبيوتيك هاآنتياينبهمرور

.ودمي شاستفادهاندوكارديتمانندجديعفونت هايدرمانبرايجنتامايسين

http://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D9%86%DB%8C_%D8%B3%DB%8C%D9%84%DB%8C%D9%86
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D9%86%DB%8C_%D8%B3%DB%8C%D9%84%DB%8C%D9%86
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استافيلوكوكيكروموزوميكاستازبخشياپرون،اين.استmecاپرون

(SCCmec)ژن.ستاmecA،نامباسيلينپنيبهشوندهمتصلپروتئينPBP2a

.داردكتامبتالابيوتيك هايآنتيبرايپايينيپيونديميلكهمي كندكدرا
پروتئين هايكهبدانيداستلازمPBPديوارهسازوساختدر

تتحجديديپروتئينچنينوجودرو،ايناز.دارندنقشباكترياييسلولي
.مي دهدادامهخودزندگيبهراحتيبهباكتريوبودهدانخوبيوتيكآنتيتاثير
سيلينمتيبهمقاوماستافيلوكوک هاياصطلاحدرسويه هااين(MRSA)

وانكومايسيننامبهديگريبيوتيكآنتيزا  MRSAدرمانبراي.مي گويند
براييزنلينزوليدنامبهجديديبيوتيكآنتيازهمچنين.مي شوداستفاده
.استشدهاستفادهMRSAدرمان

http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B3%D8%A7%D8%AE%D8%AA_%D9%88_%D8%B3%D8%A7%D8%B2
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%DB%8C%D9%88%D8%A7%D8%B1%D9%87_%D8%B3%D9%84%D9%88%D9%84%DB%8C
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%DB%8C%D9%88%D8%A7%D8%B1%D9%87_%D8%B3%D9%84%D9%88%D9%84%DB%8C
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D9%86%D8%AA%DB%8C_%D8%A8%DB%8C%D9%88%D8%AA%DB%8C%DA%A9
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 1.آن به هك نيست رشد به قادر حداقل كشت محيط در ديگر سويه كه ميشود اين سبب جهش  
Auxotrophميشود گفته.

2. جهش نوع اين به كه ميشود مقاو  ايجاد سبب جهش موارد بعضي در resistance

mutation حساس يلينس پني مثل بيوتيك آنتي نوع يك به باكتري مثال براي.ميشود گفته 
.است شده مقاوم حالا و بوده

 براي بررسيresistance mutation دو روش وجود دارد:

1- :REPLICA  PLATING

2-روش آگار شیب دار:
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 :REPLICA  PLATING 1-

يهايافتهجهشخصو بههايافتهجهشازنوعچندينشناساييوسازيجدادرارزشيبابسيارروش
رالسلويكايتغذيههاينيازژنتيكيتغييريككهدهندميرخوقتيغذاييهايجهشاست،غذايي
ماننددكننپيدااضافيرشدهايفاكتوربهاستممكن(هااگزوتروف)غذاييهاييافتهجهش.كندميعوض
.اندنداشتهنيازهاآنبه(پروتوتروف)هاآنوالدينكههاويتامينياخا هايآمينهاسيد

تكنيكدرReplica Platingرالاصهايپليتتاگيرندميقرارپليتدرهايافتهجهشباسلوليجمعيت
.شودميگذاشتهاستريلمخملييپارچهيكرويبراصليپليتاينازآمدهبدستهايكلني.دهندنشان
يحتلقمتفاو هايموقعيتبامحيطيكرويبرتوانميراشدهضربهايكلنيمخملييپارچهروياز
اصليليتپرويبرهاكلنيمشابهبايدكنندميپيداظهورانكوباسيونازپسكههاكلنيموقعيت.نمود
.باشند

كندينمرشدحداقلمحيطرويبرولييابدميرشدكاملمحيطرويبركهكلنييكبهكهروشاينبا(
هوقفجايگاهتوانمي،(اگزوتروف)دهدميرشدياجازه(استاختصاصيرشدفاكتوريكدرنقصداراي

.نمودمشخصراجهشازحاصلاختصاصيمتابوليكي
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2-دارشیبآگارروش:

قرارينسيلپنيآنرويوداردقراردارشيببصور آندرآگاركهپليتيكازاستفادهبا
بيشترارآگهرجاوداردبيشتريغلظتسيلينپنياستكمترآگارهرجاكهبصورتيدارد
.داردكمتريغلظتسيلينپنياست

ازميزانهچبهباكتريغلظتشيبايندركهشويمميمتوجهباكترينمونهدادنكشتبا
.كندميرشدبهترناحيهكدامدرواستمقاومسيلينپني
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روش ندچ به سيلين پني بهاورئوس استافيلوكوكوس جهش و مقاومت بررسي  

   ، بيوگرام تست در رشد عدم ي هاله در موجود هاي كلني ي مشاهده
Replicaplating و Plate از آزمايش اين در كه است مشاهده قابل شيبدار 

  .ميكنيم استفاده سوم روش



مواد و وسایل

1-اورئوس استافيلوكوكوسباكتريكشت

 2- آزمايشيلوله

3-محيطNA

۴-استريل پليت 

۵- مايع سيلين پني

۶– ماري بن

 7– سمپلر
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شرح آزمایش

پشتوتهبرداشاستريلوتميزپليتيكابتدادارشيبآگاركشتمحيطتهيهمنظوربه
درجه1۰حدودشيبباراآگارعلامتطبقشعلهكناردروكنيمميگذاريعلامتراآن

دباشآگارميزانكمترينحاويقسمتشدهگذاريعلامتمحلكهصورتيبهميريزيم
آلودهمحيطتابنديمميراپليتدروشودسفتتاميگذاريم(سيلينپنيميزانبيشترين)

.نشود

آگارنوترينتمحيطمقداريهمزمان(NA)سفتتاگذاشتهشعلهرويوكردهتهيهرا
داخلوتهبرداشراآگارنوترينتازمقداريشدسفتكافياندازهبهآگاروقتيسپسنشود
 به شده قرقي سيلينپنيبعدوشودسردكميتاميگذاريموريزيمميآزمايشلولهيك
.نشودآناثررفتنبينازباعثحرار تاكنيم مياضافهراmg/ml 2۰ ميزان
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لینغلظت بالاي پنی سیینغلظت کم از پنی سیل
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تااريموميگذكنيممياضافهآنبهرالولهداخلموادوگذاشتهصافراپليتحالتايندر
كهآنجااتاستسيلينپنيغلظتبيشترينكهآنجاازراپليتوسطسپسشودسفت
بهراريباكتوميكشيمخطيكاستريللوپتوسطاستسيلينپنيغلظتكمترين
.دهيمميكشتخطرويزيگزاگيصور 

 37دمايوانكوباتورداخلوكردهيادداشتپليتپشتراگروهاعضايونمونهمشخصا
گذاريمميساعت2۴مد برايدرجه

نغلظت بالاي پنی سیلینغلظت کم از پنی سیلی
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خصوصیات باکتري هاي موتان یافته

ياد خصوصيا  باكتري هاي موتان يافته در يك محيط با غلظت ز
.تغيير مي كند

د مثلاً اگر همچنين تست هاي بيوشيميايي نيز ممكن است تغيير كن
MR آن مثبت بود الان ممكن است منفي باشد.
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