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   چکیده
های قادر به ایجاد عفونت یکی از معدود باکتری استافیلوکوکوس ارئوس :زمینه و هدف

مقایسه روش سفوکسیتین بررسی با هدف این مطالعه . در تمامی ارگان های بدن می باشد
 استافیلوکوکوسهای فنوتیپی و مولکولی در تعیین  دیسک دیفیوژن با سایر روش

 در بستری بیماران بالینی هاینمونهدر  (MRSA) سیلینهای مقاوم به متیارئوس
و تعیین الگوی حساسیت  و بررسی شیوع نسبی شهراهواز آموزشی های بیمارستان

     .طراحی و تنظیم گردید باکتری این بیوتیکیآنتی
 های اهواز از نمونه های بالینی بیمارستان استافیلوکوکایزوله  396تعداد  روش بررسی:

به  سویه 082استاندارد و مولکولی  های فنوتیپی آوری گردید. با استفاده از روشجمع
 هایسویههای شناسائی سازی شدند. مقایسه روشجدا استافیلوکوکوس ارئوسعنوان 

 Oxacillin disk diffusion  ،Oxacillinبا استفاده ازسیلین مقاوم به متی

screening agar ،Cefoxitin disk diffusion  وPCR  .همچنین انجام شد
سین ونکومایو  دیسک دیفیوژن های با روش استافیلوکوکوس اورِئوستست حساسیت 

    .نیز انجام شداسکرینینگ آگار 
 استافیلوکوکوس ارئوسنمونه به عنوان باکتری  082نمونه،  396از مجموع : هایافته

دیسک  با روش سویه 101(%0/36) ،سیلینمتیمقاوم به سویه های  . تعدادتایید گردیدند
و  با روش غربالگری آگار اگزاسیلین سویه 100(%5/36)، دیفیوژن اگزاسیلین

شدند. شناسائی   PCRو دیسک دیفیوژن سفوکسیتین  هایروشبا  سویه 106(9/36%)
سین اریترومای بیوتیکی، بیشترین مقاومت نسبت بهدر تعیین الگوی مقاومت آنتی

، (%0/92)، تتراسیکلین(%6/93) کلیندامایسین ،(%5/99)، سیپروفلوکساسین(6/98%)
-نسبت به آنتی MRSAکمترین مقاومت ( و %3/31)، ریفامپین(%9/86) جنتامایسین

  بدست آمد.( %2)، ونکومایسین(%2)، لینزولاید (%2)های تیکوپلانینبیوتیک

 هایسویه بیوتیکینتایج نشان دهنده مقاومت نسبتا بالای آنتیگیری: نتیجه
های مورد مطالعه می باشد. خوشبختانه جدا شده از بیمارستان استافیلوکوکوس ارئوس

ونکومایسین، تیکوپلانین و لینزولاید وجود های بیوتیکنسبت به آنتی %2مقاومت 
می  MRSAهای بهترین روش در تعیین سویه Cefoxitin disk diffusionداشت. 

 باشد.
 

مقاومت آنتی  ،سفوکسیتین، MRSA ،اورئوس استافیلوکوکوسکلیدی:  گانواژ
 .بیوتیکی
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 مقدمه

 استافیلوکوکوس اورئوسباکتری 

(Staphylococcus aureus) ترین گونه جنس مهم

ا هطیف وسیعی از بیماریدر انسان است و  استافیلوکوک

گردد که از یک عفونت ساده پوستی تا را سبب می

های سیستمیک تهدید کننده حیات را شامل عفونت

های شود. میزان شیوع بالایی از این باکتری در عفونتمی

باکتریمی  (.1)زخم بعد از عمل جراحی گزارش شده است

حاصل از این باکتری متعاقب عفونت در هر قسمت از بدن 

 ایجاد عفونت در هر کجای بدن نشد کلنیزهو در نتیجه 

ه، . مثلاً از آبسسمی گرددشده و می تواند منجر به سپتی

اولسر، زخم های سوختگی و پنومونی و یا در نتیجه ورود 

 ،اهمستقیم ارگانیسم به سیستم گردش خون توسط کاتتر

ا شوند و یهایی که در داخل بدن بکار گذاشته میدستگاه

هایی که جهت تزریق دارو به بیماران استفاده سرنگ

لا به عفونت خون ناشی بتبیمارانی که م (.0و 6)ردندگمی

گردند، علایم تب و لرز را از خود می استاف اورئوساز 

دهند. ضایعات هموراژیک نیز در سطح پوست نشان می

ممکن است ظاهر گردند و همچنین ممکن است این 

ضایعات گسترش پیدا کرده و تبدیل به اولسرهای 

سیلین جهت درمان قبل از معرفی پنی نکروتیک گردند.

 میزان مرگ و میر ، استافیلوکوکوس ارئوسهای  عفونت

بود. در اوایل  %82در حدود  سمی این باکتریناشی از سپتی

ها بکار  جهت درمان عفونت بیوتیکاین آنتی 1932 دهه

ابتدا  1930یرفت. اولین سویه مقاوم به پنی سیلین در سال م

، 1931در بیمارستان و بعد در جامعه ایجاد شد. اما در سال 

این ه بنسبت مقاومت  ،سیلینیک سال بعد از معرفی متی

 3)ایجاد شد mecAنیز در اثر اکتساب ژن  نتی بیوتیکآ

ا هبیوتیکرویه در مصرف آنتیامروزه افزایش بی(. 3و

بیوتیکی در سطح جهان شده موجب افزایش مقاومت آنتی

ا هبیوتیکعوامل مسبب بروز مقاومت به آنتی (.5)است

پلاسمید و شامل عناصر متحرک ژنتیکی نظیر 

باشند. از جمله این عناصر متحرک ها میترانسپوزون

 Staphylococcal cassette توان بهژنتیکی می

chromosome mec (SCCmec)  .ناحیهاشاره نمود 

SCCmec مل بیوتیکی را حفاکتورهای بروز مقاومت آنتی

باشد که جمله این فاکتورها میاز  mecA ژن .نمایدمی

 نوانسیلین را با تولید پروتئینی تحت عمتیبروز مقاومت به 

PBP2a  القا  را یلینسبیوتیک متیافینیتی پایین به آنتیبا

 (. 11و10و13)نمایدمی

ه ب مقاوم سویه های روزافزون گسترش به باتوجه

 و اورئوساستاف باکتری در مختلف هایبیوتیکآنتی

تورهای فاک درانتقال باکتری این فرد به منحصر هایتوانایی

-گونه یها و شناسای باکتری سایر به بیوتیکیآنتی مقاومت

 نیکو ریشه کنترل ،جدید های بیوتیکآنتی به مقاوم های

حائز اهمیت  جامعه به آنها ورود از ممانعت و هاسویه این

های ، تستmecA به دلیل بیان غیریکنواخت ژنباشد.  می

استافیلوکوکوس  تشخیصی برای نشان دادن سویه های

ا ر نتایج متفاوتیMRSA) )مقاوم به متی سیلین  اورئوس

بنابراین لازم است برای  (.9و03و05)دهندنشان می

ریع س ،های دقیقتشخیص دقیق و کنترل بیماری از روش

ز استفاده امواردی در ا اخیرتر استفاه گردد. و اختصاصی

ی جایگزین برا روشسیتین به عنوان یک کسفودیسک 

 در باکتریسیلین متی به مقاوم mecA ژن تشخیص

  (.19و18)گزارش شده است استافیلوکوکوس ارئوس

ن ژسفوکسیتین یک القا کننده قوی سیستم تنظیمی 

mec A که درباشد می Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI) guideline  این نیز

 هایجایگزین برای تعیین سویهروش بعنوان یک روش 

MRSA  هدف از این مطالعه  (.06)است شدهمعرفی

مقایسه روش سفوکسیتین دیسک دیفیوژن با سایر بررسی 

 هایسویه های فنوتیپی و مولکولی در تعیینروش

MRSA رد بستری بیماران بالینی هاینمونه در 

 بررسی شیوع و همچنین اهواز شهر آموزشی هایبیمارستان

 یتتعیین الگوی حساسو  استافیلوکوکوس ارئوس نسبی

  بود. بیوتیکیآنتی
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 بررسی روش

ماه )از پاییز تا  3در مدت  استافیلوکوکسیهای ایزوله

های زمایشگاهآمراجعه به ( با 1695زمستان سال 

 آوریجمع( اهواز) خوزستانآموزشی استان های بیمارستان

نتقل م دانشکده پزشکی اهوازو به آزمایشگاه میکروبشناسی 

 ،زنان ،مردان ،ICUهای بخشها مربوط به ایزولهشدند. 

 ،درماتولوژی ،عفونی ،ارتوپدی ،OPD ،جراحی عمومی

ترشحات لوله تراشه، خون، نفرولوژی و داخلی بودند و از 

آوری جمعنخاعی  -زخم، چشم، گوش، ادرار و مایع مغزی

تفاده با اس استافیلوکوکوس ارئوسهای سویهسپس  .شدند

 های فنوتیپی استاندارد آزمایشگاهی و مولکولیاز روش

 شناسائی وجداسازی گردیدند.

 :ارئوس استافیلوکوکوس باکتری فنوتیپیتشخیص 

 عنوان باکتریها بهآوری ایزولهپس از جمع

 میکروب آزمایشگاه در مجدداًها ایزوله ،یاستافیلوکوکوس

با  هویت صحت نظر از اهواز پزشکی دانشکده شناسی

-رنگ ،کشت های استاندارد میکروبیولوژیاستفاده از تست

 و ولازکوآگ تست کاتالاز، تخمیر قند مانیتول، آمیزی گرم،

DNase تایید  شناسایی و استافیلوکوکوس ارئوس باکتری

 ها پس از کشت بر روی محیطنمونه بدین ترتیب که شدند.

Blood Agar دمای در و ساعت 03 مدت به°C69 

 از مثبت کشت هاینمونهسپس . ندشد گذاری گرمخانه

-روش مطابق و آمیزیرنگ یاستافیلوکوکوس جنس نظر

 .ذکر شده شناسایی شدند شناسی میکروب استاندارد های

ه ب استافیلوکوکوس ارئوس باکتری گرم آمیزیدر رنگ

 (.00)کوکسی گرم مثبت تشخیص داده شد شکل

ساعته باکتری بر  18-03با کشت تازه  تست کاتالاز:

انجام شد. سپس  لوپروی محیط مولرهینتون آگار و با 

ی اقطره سرم فیزیولوژی استریل روی یک لام شیشه یک

ها اضافه شدند. در تمیز و خشک ریخته و به آن کلنی

به سوسپانسیون  %6مرحله بعد یک قطره پراکسید هیدروژن 

مذکور افزوده شد. وجود حباب اکسیژن در مخلوط واکنش 

-ت میکاتالاز مثب استافیلوکوکوس ارئوس باکترینشانه 

 باشد. 

ها پس از کشت مجدد روی نمونه تخمیر قند مانیتول:

 03به مدت Mannitol salt agar (MSA ) محیط

صورت تغییر رنگ  انکوبه شده و در C69°ساعت در 

 های جداسازی شده به عنوانایزولهمحیط به زرد 

 (.00)مطرح شدند استافیلوکوکوس ارئوس

به دو روش تولید کوآگولاز  :آزمایش کوآگولاز

ام خرگوش انج سیتراتهپلاسمای  توسطای اسلاید و لوله

به روش اسلاید آزمایش و در صورت  هاشد. ابتدا سویه 

ای استفاده شد. در این روش منفی بودن از روش لوله

 3سی سی پلاسمای خرگوش اضافه سپس  5/2باکتری به 

انکوبه شد. سپس در صورت عدم رشد  C 69°ساعت در 

ساعت دیگر نیز انکوبه شده و  03و لخته و منفی بودن 

 باکتری. درصورت عدم وجود لخته منفی تلقی گردید

 (.00)باشدکواگولاز مثبت می استافیلوکوکوس ارئوس

 DNase روی محیطرا  باکتری : DNaseتست 

و رشد  C69°ساعت انکوباسیون در  03 از بعد ،کشت داده

 ،نرمال را بر سطح محیط ریخته 1اسیدکلریدریک  ،باکتری

بعد از چند دقیقه با تشکیل هاله شفاف تست مثبت و 

درصورت عدم وجود هاله اطراف کلنی تست منفی درنظر 

 DNase، استافیلوکوکوس ارئوس باکتری .گرفته شد

 (.00)باشدمثبت می

: فیوژندیسک دی بیوگرام با روشتعیین الگوی آنتی

بیوتیکی توسط روش دیسک آزمون حساسیت آنتی

 Kirby Bauer Disk diffusion)بائر  -کربیدیفیوژن 

method)  در محیطMuller Hinton Agar 

(MHA،  شرکتMerck)  دیسک های کاغذی آغشته با

 Clinical) استانداردهایرعایت  با بیوتیک وبه آنتی

and Laboratory Standards Institute) CLSI 
 MASTها از شرکت کلیه دیسک (.06)انجام شد

 انگلستان تهیه گردید.
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 رئوسااستافیلوکوکهای فنوتیپی تشخیص روش

 سیلین:مقاوم به متی

Oxacillin disk diffusion: حصول از پس 

های  سویه ابتدایی تأیید و شناسایی از اطمینان

 نظر از ها تعیین سویه به نسبت ،اورئوس استافیلوکوکوس

روش  با) میکروگرم 1 (اگزاسیلین بیوتیک آنتی مقاومت به

 Clinical and استانداردهای اساس بر دیفیوژن دیسک

Laboratory Standards Institute (CLSI) اقدام 

 18-03کشت  سوسپانسیونی از بدین منظور (.06)شد

 تهیه فارلند مک نیم معادل کدورتی با باکتری ساعته

 (Merck)آگار  هینتون مولر محیط گردید، سپس روی

میکروگرمی  1 اگزاسیلین دیسک های شد. کشت داده

(Mast) در ساعت 03 و داده قرار محیط روی را°C69 

 اگزاسیلین، مورد در CLSIمعیار  اساس بر انکوبه گردید.

 بود، میلیمتر 12 از آنها کمتر رشد عدم هاله که هاییسویه

 در اگزاسیلین مقاوم به هایارئوس استافیلوکوک به عنوان

 شدند.  گرفته نظر

تفاده اس سیلین باهای مقاوم به متیسویه شناسایی

 Cefoxitin disk diffusion) از دیسک سفوکسیتین

test)  :های مقاوم به متیهمچنین برای شناسایی سویه-

 مانندروشه ،سیلین مبتنی بر حساسیت به سفوکسیتین

 )میکروگرمی 62 (دیسک دیفیوژن از دیسک سفوکسیتین

مک فارلند  5/2از کشت تازه باکتری معادل  .استفاده شد

 بصورت MHA مولرهینتون آگارتهیه سپس روی محیط 

ساعت انکوباسیون در 18بمدت کشت داده و  چمنی

°C69  .میلیمتر  21 کمتراز هاله عدم رشدانجام شد

(mm01≤) میلیمتر  22 بیشتر از مقاوم و سویه

(mm00≥) تمام جدایه ها  .سویه حساس درنظرگرفته شد

 ازسویه(. 06)قرار گرفتند سفوکسیتیندر معرض دیسک 

یلین سمقاوم به متی رئوسااستافیلوکوکوس  های استاندارد

ATCC 33591  بعنوان کنترل مثبت وATCC 25923 

ام استفاده بیوگرآنتی و کنترل تاییددر  بعنوان کنترل منفی

 .گردید

 Oxacillin agar screening:  جهت

استانداردهای  براساس MRSAهای جداسازی سویه

CLSI ابتدا سوسپانسیونی از کشت  (.00و 06) شد انجام

تهیه  TSBمک فارلند در محیط  5/2تازه باکتری معادل 

 %3 حاوی (MHA) آگار مولرهینتون سپس روی محیط

 ایقطهن اگزاسیلین بصورتبیوتیک آنتی µg/ml 3نمک و 

انجام  C65°ساعت انکوباسیون در  03بمدت داده و  کشت

-شد. در صورت رشد باکتری به عنوان سویه مقاوم به متی

 (. 68)سیلین در نظر گرفته شد

Vancomycin agar screening : جهت

 (VRSA)های مقاوم به ونکومایسین جداسازی سویه

محیط  از .انجام شد CLSI براساس استانداردهای

Brain Heart Infusion agar (BHI) ،3 حاوی% 

بیوتیک ونکومایسین پودر آنتی µg/ml 3نمک و 

(Sigma) مقدار شد. استفاده  µl12 کشت از سوسپانسیون 

 کشت اینقطهمک فارلند بصورت  5/2تازه باکتری معادل 

در صورت رشد باکتری به عنوان سویه مقاوم و داده شد. 

در صورت عدم رشد به عنوان سویه حساس به 

 (68)نظر گرفته شدونکومایسین در 

 Trypticاز محیط مایع  هانمونهبرای نگهداری 

soy broth (TSB ) گلیسرول بعنوان  %15حاوی

ها در فریزر با دمای نگهدارنده استفاده شد و سپس نمونه

°C02- .نگهداری شدند 

 روش های مولکولی : 

استافیلوکوکوس  باکتری DNA : DNA استخراج

استخراج شد. به این ترتیب  توسط روش جوشاندن ارئوس

 روی محیط مولر هینتون آگار کشتکه باکتری پس از 

MHA شرکت( MERCK به مدت )ساعت در  03

عدد  5تا  عدد 6گرم خانه گذاری شده سپس  C69°دمای 

میلی  5/1در ویال اپندورف  استافیلوکوکوس ارئوس کلنی

حل گردید  1XTE buffer میکرولیتر 522لیتری حاوی 

جوشانده  سلسیوسدرجه  95دقیقه در دمای  12و به مدت 

شد. به منظور وارد آمدن شوک به باکتری و لیز دیواره آن، 



 522   و همکاران  سهیلا حسنیان

 

 9311، 3ۀ ، شمار91ۀ شاپور، دورعلمي پزشكي جندی ۀمجل

 

داری شد، پس نگه 02دقیقه، داخل فریزر منفی  02به مدت 

دقیقه با  12به مدت منتقل واز آن به دستگاه سانتریوفوژ 

. سپس مایع رویی به سانتریفوژ گردید rpm10222دور 

برای سنجش (. 00)جمع آوری گردید DNAعنوان 

)شرکت  BioPhotometer از دستگاه DNAغلظت 

Eppendorf .کشور آلمان( استفاده شد 

 شتوسط رو استافیلوکوکوس ارئوستایید مجدد 

ه ک استافیلوکوکوس ارئوسایزوله های مولکولی:  های

با دند،  و تایید ش تعیینکشت و فنوتیپی  های توسط روش

مورد تایید  PCR روش ( باnuc geneنوکلئاز ) ژن تکثیر

 جفت از PCRانجام واکنش برای مجدد قرار گرفتند. 

طبق  nucبر مبنای تکثیر ژن  اختصاصی پرایمرهای

  استفاده شد.  1جدول

در  PCRواکنش  : nucبرای ژن  PCRواکنش 

انجام شد. ترکیب ریجنت ها در  20μlحجم نهایی 

 همانند، nucژن برای  حرارتی سیکلمسترمیکس و 

می  6و  0ول اطبق جد و mecAبرای ژن  PCRواکنش 

برای ژن  annealingبا این تفاوت که دمای  ،باشد

nuc، °C52 بکار رفت . 

برای انجام :  mecA برای ژن PCRواکنش 

های در نمونه mecAو تشخیص ژن  PCRآزمایش 

MRSA،  سفارش داده شد  پرایمرابتدا توالی سنتز

های مورد ژن BLASTو پس از )سیناژن، تهران، ایران( 

با استفاده از  20μlدر حجم نهایی  PCRواکنش  نظر،

 . انجام شد 1ها طبق جدول پرایمر

ل سیکمقادیر مناسب ترکیبات مورد استفاده و 

در  PCRواکنش آمده است. 6و  0در جداول  حرارتی

انجام  (Eppendorf, Germany)دستگاه ترموسایکلر 

 . شد

در ژل  PCRمحصولات  الکتروفورز محصولات :

 1X Tris-boric acid EDTAو با  %5/1 گارزآ

(TBE) buffer  درV122  دقیقه 122به مدت 

)سیناژن،  safe stainآمیزی ژل با رنگ .گردیدالکتروفورز 

به  DNAبرای مشاهده قطعات تکثیر شده تهران، ایران( 

و با لدر  UVتحت نور  mecAبرای ژن  bp612 طول 

(100 bp ladders, euro bio, UK) از  .انجام شد

 ستافیلوکوکوساATCC 33591  سویه های استاندارد 
به  استافیلوکوکوس ارئوس ATCC 25923 و ارئوس

 ،nucو  mecA های ژنعنوان کنترل مثبت به ترتیب برای 

 PCRبه عنوان کنترل منفی در واکنش و از آب مقطر 

 (65و63)شد استفاده

 UVتحت نور  PCRمحصول نتیجه الکتروفورز 

موج  طولدر  Gel doc (Germany) توسط دستگاه

nm 532 پس از تایید ژن  رنگ قرمز بنفش دیده شد.ه ب

mecA ها وارد مطالعه شدندجدایه. 

های تشخیصی روش ویژگیتعیین حساسیت و 

MRSA:  هایروش اختصاصیتحساسیت و 

Oxacillin disk diffusion ،Oxacillin 

screening agar، Cefoxitin disk diffusion  و 

PCR  .طبق فرمول زیر بدست آمد 

 

sensitivity =
number of true positives

number of true positives + number of false negatives
 

 

specificity =
number of true negatives

number of true negatives + number of false positives
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 توالی پرایمرها مورد استفاده :1جدول 

Gene name Primer sequence Size (bp) Reference 

Nuc F : 5'-GCGATTGATGGTGATACGGTT-3' 972 bp 01 
R : 5'-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3' 

mecA 

F : 5'-GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA-3' 013 bp 69 

R : 5'-CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA-3' 

 

 

 PCRمقادیر مناسب ترکیبات مورد استفاده برای واکنش :2جدول 

Material Stock concentration Total concentration Vol. 
PCR Buffer 12 X 1 X 0 μl 

MgCl2 52 mM 5/1  mM  3/2 l 

dNTP Mix 12 mM 3/2  mM 8/2 μl 

PrimerI-F 

Primer I-R 
12 M M 3/2 

 

8/2 l 

8/2 μl 

Taq polymerase 5 u/l - 0/2 l 

DNA Template - - 0μl 

D.W - - 10μl 

Total    02l 

 

 mecA ی جهت شناسایی ژن ها PCR چرخه دمایی واکنش  set upشرایط  :3جدول 

 Temperature Time(s) 
initial denaturation 49°C 033 

Cycle: 03  Denaturation 49°C 03 

Cycle: 03    Annealing 25°C 03 

Cycle: 03    Extension 25°C 023 

Final extension 25°C 033 

 
 

  هایافته

 استافیلوکوکایزوله  396در این مطالعه از مجموع 

براساس روش های فنوتیپی  ،منتقل شده از بیمارستان ها

استافیلوکوکوس ایزوله به عنوان  082 (%3/32)استاندارد 

  مشخص شدند.ارئوس 

ایزوله  396از مجموع نتایج ژنوتیپی نشان داد که 

به بودند و  nucدارای ژن ایزوله  082  ، استافیلوکوک

ایید ت شناسایی و استافیلوکوکوس ارئوسعنوان باکتری 

  .شد

ایزوله  082از تعداد آزمایشات فنوتیپی نشان داد که 

 .بودند (MRSAسویه مقاوم به متی سیلین )106 مذکور،

در بیمارستان طالقانی  MRSAبالاترین میزان شیوع 

های همچنین اکثر ایزوله مورد مشاهده شد. 51( 5/31%)

MRSA  متعلق به بخشICU  .های فراوانی ایزولهبودند
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MRSA ی های بالینمطابق بخش بیمارستان و نوع نمونه

 بیشترین است. شدهنشان داده  3و  5ل وابه ترتیب در جد

 حساسیت الگوی .بودند زخم نمونه به مربوط هاایزوله

بیشترین نشان داد که  MRSAهای بیوتیکی ایزولهآنتی

-متعلق به آنتی MRSAسویه های در  میزان مقاومت

کمترین مقاومت بود. بعلاوه  (%6/98)بیوتیک اریترومایسین

، (%2) لینزولاید ،(%2)تیکوپلانینهای بیوتیکبه آنتی

-آنتی حساسیت الگوی. وجودداشت( %2)ونکومایسین

 MRSAو  استافیلوکوکوس اورئوسهای بیوتیکی ایزوله

   آمده است. 9و  3 ولابه ترتیب در جد

 MRSAهای سویه شناسائی هایروشدر بررسی 

 ایزوله 082از میان نتایج این مطالعه نشان داد که 

 MRSA سویه 101(%0/36)، استافیلوکوکوس ارئوس

 100(5/36%) ،(µg 1) دیفیوژن دیسک اگزاسیلین توسط

 (%9/36) و (µg 6) غربالگری در آگار اگزاسیلین با سویه

و  (µg 30) سفوکسیتین دیسک دیفیوژنبا  سویه 106

PCR  شدند. ییشناسا  

که با  استافیلوکوکوس اورئوس نمونه 082همه 

های مولکولی های فنوتیپی مشخص شدند، با روشروش

 PCRبا روش  mecAو   nucنشان دادن ژن هایجهت 

های سویهاز همه  %122مورد آزمایش قرار گرفتند. در 

MRSA (9/36% )106 سفوکسیتین مورد که با روش

نیز همگی  PCRتعیین شدند، با روش  دیسک دیفیوژن

نتایج مربوط به (. 0و1)شکلبودند  mecAدارای ژن 

قایسه با محساسیت و اختصاصیت سه تست فنوتیپی در 

نتایج حساسیت  .آمده است 8آزمون ژنوتیپی در جدول 

غربالگری در و  اگزاسیلین دیسک دیفیوژنهای برای روش

سفوکسیتین و برای  %99و  %98آگار اگزاسیلین به ترتیب 

و نتایج اختصاصیت برای  PCR 122%دیسک دیفیوژن و 

 بود.  %122هر چهار روش 

 

 استافیلوكوكوس اورئوس ايزوله هاي آنتي بیوتیکي حساسیت الگوي :4جدول 

 آنتي بيوتيک ت تعداد )%(ممقاو

 (3/34 )231 Erythromycin 

 (0/32 )232 Ciprofloxacin 

 (3/31 )220 Clindamycin 

 (1/90 )223 Tetracycline 

 (1/91 )100 Gentamicin 

 (39 )34 Rifampicin 

 (9%)9 Ticoplanin 

 (9%)9 Linzolide 

 (9%)9 Vancomycin 

 

 

 بیمارستان مختلف هاي بخش در MRSA سويه هاي فراواني توزيع :2جدول 

 بخش/  تعداد )%( MRSAایزوله های 

 (3/33 )41  ICU 

 مردان 19( 1/3) 
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 زنان 4( 3/3) 

 جراحي عمومي 9( 9/5) 

 (0/3 )11 OPD 

 ارتوپدی 9( 9/5) 

 عفوني 29( 22) 

 درماتولوژی 1( 0/4) 

 نفرولوژی 9( 9/5) 

 داخلي 3( 4/2) 

 جمع کل 123( 199) 

 

 براساس نوع نمونه بالیني  MRSAفراواني سويه هاي توزيع: 6جدول 

 نمونه تعداد )%( MRSAایزوله های 

 زخم 94( 2/19) 

 خون 25( 3/29) 

 لوله تراشه 14( 4/11) 

 ادرار 3( 5/1) 

 نمونه هاسایر  2( 1/1) 

 جمع کل 123 (199) 

 

 

 

  MRSAالگوي حساسیت آنتي بیوتیکي ايزوله هاي  :2جدول 

 آنتي بيوتيک ت تعداد )%(ممقاو

 (3/03 )121 Erythromycin 

 (5/09 )129 Ciprofloxacin 

 (3/04 )111 Clindamycin 

 (2/09 )111 Tetracycline 

 (9/33 )193 Gentamicin 

 (4/41 )51 Rifampicin 

 (9%)9 Ticoplanin 

 (9%)9 Linzolide 

 (9%)9 Vancomycin 
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 mecA: نتایج الکتروفورز حاصل از آمپلیفیکاسیون ژن 2شکل 

(310 bp). Lane M: molecular size marker (100bp 

DNA ladder) lane 1 ،کنترل منفی :lane 2 ،کنترل مثبت :lanes 

3 to 9 :mecA gene  

 

 nucنتایج الکتروفورز حاصل از آمپلیفیکاسیون ژن  :1شکل 

(279bp). Lane M: molecular size marker (100bp 

DNA ladder) lanes 1 to 3 :nuc gene  ،lane 4 ،کنترل مثبت :

lane 5.کنترل منفی : 

 

 

 

 

 

 

 MRSAمقايسه سه روش فنوتیپي با ژنوتیپي براي شناسايي ايزوله هاي  :9جدول 

 (%)اختصاصيت  (%)حساسيت  )تعداد( MRSA روش

121 03% (µg 1) اگزاسيلين دیسک دیفيوژن  199 

122 00% (µg 6)غربالگری در آگار اگزاسيلين  199 

123 199% (µg 30)دیفيوژن دیسکتينسفوکسي  199 

PCR  شناسایي ژنmecA 123 199%  199 

    

  بحث
استاندارد طلایی تایید  بعنوان mecAجستجوی ژن 

MRSA مطالعات اخیر نشان (. 12)شوددر نظر گرفته می

ه سایر نسبت ب سفوکسیتین دیسک دیفیوژنداده که روش 

 و دیفیوژن دیسک اگزاسیلینهای فنوتیپی رایج نظیر روش

نوان شود و حالا بعتوصیه می غربالگری در آگار اگزاسیلین

توسط اکثر  MRSAیک روش قابل قبول برای تعیین 

 (.15)است پذیرفته شده CLSIشاملمرجع  های گروه

های ناشی از افزایش عفونت باتوجه به روند روبه

MRSA،  انتخاب  جهتتشخیص دقیق وسریع بیماری

ری گیبعلاوه کنترل همهبیوتیکی مناسب و درمان آنتی

های تعیین سریع سویه(. 16و13)ضروری است ،بیماری

-مقاوم به متی سیلین از اهمیت زیادی در تشخیص عفونت

برخوردار است.  استافیلوکوکوس اورئوس های حاصل از

های مختلف در تعیین ژن روش ارزیابیدر این مطالعه 

mecA  استافیلوکوکایزوله های  از میان تمام. شدبررسی 

 استافیلوکوکوس اورئوس آنها 082( %3/32) ،جدا شده

 بودند.

برخی مطالعات اپیدمیولوژی میزان شیوع عفونت  

 ، (8و63و69)اندنشان داده %52از  را بیش MRSAهای 

بود. میزان شیوع  106( %9/36)شیوع آن  حاضردر مطالعه 
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 گزارش %9/03و در آفریقای جنوبی  %91بیماری در مصر 

ر از کمت این تحقیقنتایج بنابراین  .(08و09) گردیده است

ان شیوع بالاترین میزمصر و بیشتر از آفریقای جنوبی است. 

MRSA ( 5/31در بیمارستان طالقانی% )مشاهده شد.  51

 ICU (6/66%)متعلق به بخش  MRSAهای اکثر ایزوله

در کشورهای  MRSAهای عفونتبودند. شیوع 

 شیبای کشورهای مدیترانه رو د %0اسکاندیناوی کمتر از 

-رویه آنتی. بستری شدن و مصرف بی(9)باشدمی %32از 

-تواند منجر به کلنیزه شدن و عفونت با سویهها میبیوتیک

خوشبختانه در این بررسی هیچگونه گردد.  MRSAهای 

 ایهبیوتیکنسبت به آنتی MRSAهای مقاومتی در سویه

وجود  (%2)، ونکومایسین(%2)، لینزولاید(%2)تیکوپلانین

به  %15میزان  Akanbi حالیکه در مطالعه ، درنداشت

 986تعداد  از Tiwari در مطالعه ،ونکومایسین

سویه به ونکومایسین و  0 ،اورئوس استافیلوکوکوس

بیمار به  10تعداد    Garcíaدر مطالعه و تیکوپلانین 

  .(61و 60و 66) لینزولید مقاوم بودند

های مختلف  بین روش تفاوت حاضردر مطالعه 

 غربالگری در آگار اگزاسیلین، ،دیفیوژن دیسک اگزاسیلین(

 ژنوتیپی واکنش و روش )دیسک دیفیوژن سفوکسیتین

 mecAبرای تشخیص ژن  PCRپلیمراز  ایزنجیره

-روش با MRSAهای سویه نشان دادن برای. شدبررسی 

سیلین دیسک ااگز مشخص شد که ،گانه انجام شده 3های 

به  ، (μg62) دیسک سفوکسیتین روش و (μg1) دیفیوژن

  MRSAهایسویه توانائی تشخیص  %122 و %98 ترتیب

سفوکسیتین دیسک  روش نتایج بعلاوه را دارا بودند.

 mecAژن  تعیینبرای  PCRبا نتایج حاصل از  دیفیوژن

  (.8 )جدولمطابقت داشت 

نیز روش دیسک دیفیوژن  اخیربرخی مطالعات 

سیار ب تر دانسته و استفاده این روش رادقیق راسفوکسیتین 

 دیسک اگزاسیلینهای فنوتیپی رایج مانند روش بیشتر از

در تشخیص  غربالگری در آگار اگزاسیلین و دیفیوژن

 (.19و62و 61)توصیه کرده اند MRSAهای سویه

 بر 0229 سال در همکاران و Anandدر مطالعه 

 نمونه به 60، اورئوس استافیلوکوکوس نمونه 52روی 

و همه  مقاوم بودند دیسک دیفیوژن، سفوکسیتین روش

 لیو ،mecAژن  نیز دارای PCRآنها در بررسی با روش 

 نمونه و با روش 61 غربالگری در آگار اگزاسیلین روش با

 مقاوم اگزاسیلین نمونه به 08 دیفیوژن دیسک اگزاسیلین

  .(19)بودند

pramodhini میان  از 0211درسال نیز  همکاران و

و  MRSAنمونه  02، اورئوس استافیلوکوکوسنمونه  55

های را با روش %122با میزان حساسیت و اختصاصیت 

PCR  و دیسک سفوکسیتین جداسازی کردند، درحالیکه

 %122اختصاصیت  دیفیوژن دارای دیسک اگزاسیلین روش

بنابراین نتایج دو مطالعه فوق  (.02بود)  92% حساسیت و

 و حساسیت مطابقت دارد. حاضربا نتایج حاصل از مطالعه 

زدیک ن نیزمطالعه  این در ینتسفوکسی روش اختصاصیت

ور مطالعه مذک ذکرشده دردو اختصاصیت به حسایت و

می درصد(  122 اختصاصیتدرصد،  122 )حساسیت

  باشد.

 1696سال  در همکاران و رادغزنوی مطالعه در

 دیفیوژن دیسک اگزاسیلین روشها نشان داد که یافته

 به نسبت اما باشد می ساده و فنوتیپی روشی هرچند

 برخوردار کمتری حساسیت دیسک از سفوکسیتین روش

 مقاوم اورئوس استافیلوکوکوس شناسایی جهت و است

 همچنینباشد. نمیروشی قابل اطمینان  سیلین متی به

 mecA ژن بدون سفوکسیتین به مقاوم هایسویه وجود

 در موتاسیون دیگری مقاومت و یا نوع بروز احتمالا بیانگر

 .(03)باشدمی های باکتریسویه

-روش 0210 سال در همکاران و Iraz در مطالعه

 اگزاسیلین دیسک، غربالگری فنوتیپی انتشار مختلف های

و  BDخودکار  سیستمو  آگلوتیناسیون لاتکس آگار،

PCR تشخیص  جهتMRSA  .مقایسه و بررسی شدند

روش  ،MRSAتشخیص  درنتایج نشان داد که 

 دیسک دیفیوژن نسبت به روش اگزاسیلین سفوکسیتین

خودکار  اما روش سیستم، دتر بودهدیفیوژن مفی دیسک
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BD از نظر  (.09)های فنوتیپی بودموفق تر از سایر روش

مثبت  mecA ژندارای  های مقاومایزوله بین بالینی افتراق

دارای مقاومت مرزی بعلت تاثیر آن های کمیاب از ایزوله

ی دارای ژن مقاومت هامهم است. سویه، بیماریدر درمان 

mecA هتروژنوس یا  ،، در بیان ژن مقاومتکلاسیک

های مقاوم هموژنوس هستند. این روش برای ایزوله

heteroresistant  ساس حاست که ممکن است بصورت

 هایایزوله وجود مقاومت در معمولا تظاهر کنند.

 oxacillin screen روشدر  استافیلوکوکوس اورئوس

agar های حاوی ژن به معنی وجود ایزولهmecA  مثبت

 heteroresistantهای اگرچه گاهی اوقات سویهاست. 

 های ژنبا بیان کم و پایین مثبت  mecAدارای ژن 

وقتی مطالعه مربوط به شوند. تشخیص داده نمی ،مقاومت

های مقاوم هتروژنوس باشد، آزمایش کیفیت پایینی سویه

 غربالگری در آگار اگزاسیلینمعمولا با روش داشته و 

شوند. بعلاوه روشهای های مقاوم مرزی تعیین نمیسویه

Agar dilution ممکن  دیفیوژن دیسک اگزاسیلین و

 ختلفم است تحت تاثیر مدت زمان انکوباسیون، ترکیبات

تواند این امر می .(62)دما قرار بگیرند و MHAمحیط 

با روش  هاباعث ایجاد تفاوت بین نتایج حاصل از این تست

استاندارد  مؤسسهدر چند سال اخیر  استاندارد طلایی شود.

CLSI و دقت افزایش را برای ایهای گستردهتلاش 

 تشخیص و جهت شناسایی استفادهمورد  هایروش بهبود

سرعت و دقت بالای  .است داده انجام MRSAهای سویه

ها می تواند منجر به تشخیص و درمان بموقع این روش

ه ب ، PCRبا روش  mecAژن تشخیص بیماری شود. 

محسوب می  MRSAعنوان استاندارد طلایی برای تعیین 

 در معمول بطور روش این که آنجاییاز . (06شود)

انجام نشده و از طرفی پرهزینه می باشد لذا  آزمایشگاه

سریع در تشخیص این  و هزینه کم ساده، جایگزینی روشی

 جهتاین مطالعه باشد. نتایج ها حائز اهمیت میسویه

نشان داد انجام شده،  روش 3حساسیت  و ویژگی تعیین

استفاده از روش دیسک دیفیوژن سفوکسیتین )طبق  که

های عنوان معیاری در تعیین سویهه ب (CLSIاستاندارد 

های مقاوم و برای سویه ≥ mm01قطرهاله مقاوم )با 

mm00≥ های حساس( است، متر برای سویهمیلی

 106حساسیت و اختصاصیت در همه  %122همچنین

دیسک  سفوکسیتینهای مورد مطالعه با روش سویه

 Hafiza Sultanaوجود داشت که با نتایج  دیفیوژن

غربالگری در درحالیکه نتایج حاصل از  .(69)مطابقت دارد

این مطالعه شواهدی را  دقیق نبود.خیلی  آگار اگزاسیلین

ه ب سفوکسیتین دیسک دیفیوژندال بر استفاده از روش 

آزمایش تعیین  عنوان یک روش دقیق جایگزین در

  کند.حساسیت روتین را فراهم می
 

 نتیجه گیری

دیسک دیفیوژن  سفوکسیتینروش  نتایج نشان داد که

 PCRمقایسه با در حساسیت و اختصاصیت  %122 دارای

. می باشد mecAهای مقاوم حاوی ژن تعیین سویهبرای 

ب مناس توان از آن به عنوان یک روش جایگزیناز اینرو، می

 سفوکسیتینروش  بنابرایناستفاده کرد.  PCR برای

 در MRSAهای سویه تعیینبرای  ،دیسک دیفیوژن

ه بآن  توان ازبسیار مناسب بوده و میهای بالینی آزمایشگاه

ها درتعیین این سویهعنوان یک روش ساده و کم هزینه 

بهترین روش مورد استفاده به  همچنین .کرداستفاده 

  می باشد. CLSIبرطبق معیار  و طورمعمول
 

 قدردانی
مربوطه دردانشگاه  محترممسئولین  از وسیله بدین

دریغشان های بی همکاری دلیلاسلامی تهران به  آزاد

 پرسنلاز  تشکر با .می شود و قدردانیسپاسگزاری 

 خمینی امام بیمارستان های میکروب شناسی آزمایشگاه

 خصوص در که اهواز گلستان شهر )ره(، رازی، طالقانی و

همچنین  .نمودند ما همکاری با نمونه ها جمع آوری
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Comparison of Cefoxitin Disk Disffusion Method with Other 

Phenotypic and Molecular Methods in Identification of Methicillin-

Resistant Staphylococcus aureus in Clinical Specimens Taken from 

Patients Admitted to Ahvaz Educational Hospitals 

 

Soheila Hasanian1, Nour AmirMozafari2, Ahmad Farajzadeh Sheikh3*, Iraj Mehregan4 
 

 

Abstract  
Background and Objective: Staphylococcus aureus is one of the few 

bacteria that can infect all body organs The aim of this study was to 

compare the reliability of the cefoxitin disk diffusion method with 

other phenotypic and molecular methods in detection of methicillin-

resistant S. aureus (MRSA).  Furthermore, this study was designed to 

determine the relative prevalence of MRSA and its antibiotic 

susceptibility in clinical specimens of admitted patients in Ahvaz 

educational hospitals. 

Materials and Methods: A total of 693 S. aureus isolates were 

collected from clinical specimens of Ahvaz hospitals. Detection of 

MRSA strains was performed using Oxacillin disk diffusion, Oxacillin 

screening agar, cefoxitin disk diffusion and PCR. The S. aureus 

susceptibility test was also performed by disk diffusion and 

vancomycin agar screening methods.  

Results: 0ut of a total of 693 specimens, 280 specimens were 

confirmed as S. aureus. A number of MRSA, 121 (43.2%) strains by 

Oxacillin disk diffusion, 122 (43.5%) strains by Oxacillin screening 

agar, 123 (43.9%) were identified by cefoxitin disk diffusion and PCR. 

The results of antibiotic susceptibility pattern showed the highest 

resistance toward the erythromycin (98.3%), followed by 

ciprofloxacin(97.5%), clindamycin (94.3%), tetracycline (90.2%), 

gentamicin (83.7%) and rifampin (41.4%) were noticed. On the other 

hand, the least resistance was observed against teicoplanin (0%), 

linzolide (0%), and vancomycin (0%). 

Conclusion: The prevalence of MRSA in our region was relatively 

high, but these strains were totally sensitive to vancomycin, teicoplanin 

and linzolide antibiotics. Cefoxitin disk test is a reliable method for 

detection of MRSA strains.  
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