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  چكيده
 هـاي بيمارسـتاني    معضلي در ايجـاد عفونـت     ) MRSA(هاي استافيلوكوكوس اورئوس مقاوم به متي سيلين         سويه: مقدمه

 ـ تعيين حساسيت آنتي بيوتيكي هاي روزمرة تست. اند شده ت نـاهمگني ايـن نـوع مقاومـت، بـراي تعيـين       علـت خاصـي  ه ب
هـاي   هدف از ايـن تحقيـق مقايـسه يـك روش فنـوتيپي بـا ژنـوتيپي در تعيـين سـويه                     . شوند هاي مزبور توصيه نمي    سويه

  . هاي بيني پرسنل درماني بيمارستان است استافيلوكوكوس اورئوس مقاومت به متي سيلين در نمونه
پرسنل 204 با روش سرشماري از بيني       جدا شده  استافيلوكوك كواگولاز مثبت     52اد  ، تعد تجربي در اين تحقيق     :روش كار 

 ـ هاي مختلف بيمارستان آموزشي هاجر وابسته به دانشگاه علوم پزشكي شـهركرد،  درماني بخش حـساسيت  . دسـت آمـد  ه ب
 عامل مقاومت بـه متـي   سپس در آنها وجود ژن.  ارزيابي شدagar screen ها نسبت به اگزاسيلين با روش فنوتيپي  سويه

 و حـساسيت ويژگـي روش،     بررسي و نتايج مورد مقايسه قرار گرفتندduplex PCRبا روش مولكولي ) mecA (سيلين 
  .تعيين گرديد

به لحاظ فنوتيپي نسبت به اگزاسـيلين مقـاوم بودنـد،    ) درصد44(جدا شده  استافيلوكوكوس اورئوس  52مورد از    23 : نتايج
 agar فنـوتيپي  روش  كـه اين مطالعه نـشان داد .   بودند mecAواجد ژن ) درصد 52( ايزوله مزبور 52 مورد از27 وليكن

screen       در مقايسه با روش ژنوتيپي PCR   به ترتيب  هاي استافيلوكوكوس اورئوس مقاوم به متي سيلين          براي تعيين سويه
  .باشد درصد مي 96و  5/81داراي حساسيت و ويژگي 

، روشـي فنـوتيپي سـاده، كـم هزينـه و      duplex PCR در مقايسه بـا  oxacillin agar screenروش : نتيجه گيري
هاي مشكوك مقاوم به متي سيلين مناسب  هاي مثبت كاذب نسبتاً پائين، براي تائيد سويه كاربردي است كه با داشتن جواب     

 از بينـي نـاقلين سـالم        MRSAهـاي    گري اوليه سويه    غربال جهتهاي منفي كاذب نسبتاً بالا،        جواب  داشتن  با  است ولي 
  .  مناسب نمي باشدها  شاغل در بيمارستان
  واكنش زنجيره اي پليمراز، ن، استافيلوكوكوس اورئوسهاي بيمارستاني، مقاومت به متي سيلي عفونت :واژگان كليدي
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  مقدمه
 در MRSAهــاي   ســال گذشــته عفونــت 40طــي 

هاي كشورهاي توسعه يافته نظيـر ايـالات متحـده و          بيمارستان
صورت آنـدميك در    ه  اروپا و نيز كشورهاي در حال توسعه ب       

 هر دو ميليون عفونت     در ايالات متحده ساليانه از    . )1(اند آمده
علـــت اســـتافيلوكوكوس ه  مـــورد بـــ260000بيمارســـتاني، 
هـاي مقـاوم    متاسفانه در بين آنها درصد سـويه      . اورئوس است 

هـاي   كـه سـويه    طـوري ه  متي سيلين رو به فزوني هستند، ب ـ       به
درصد 8/14 استافيلوكوكوس اورئوس از     مقاوم به متي سيلين   

 افـــزايش 1998درصـــد  در ســـال  7/39 بـــه 1987در ســـال 
ه گيـر كـشور مـا نيـز هـست، ب ـ           اين معضل گريبان  . )2(اند يافته

درصــد  6/38  كــهكــه طــي تحقيقــي نــشان داده شــد طــوري
ــتافيلوكوك ــستري در    اسـ ــاران بـ ــده از بيمـ ــدا شـ ــاي جـ هـ

هاي دكتر شريعتي و مركز طبي كودكان تهـران را            بيمارستان
  .)3(دهند  تشكيل ميMRSAهاي  سويه

ــ ــتافيلوكوكوس اورئــ ــم اســ ــل مهــ وس ازعوامــ
چنــين  هــاي نــرم و هــم هــاي جــدي پوســت و بافــت عفونــت
هاي تهاجمي است كه از بيمارستان يـا جامعـه كـسب          عفونت

هـاي   مقاومـت نـسبت بـه پنـي سـيلين در سـويه            . )4(شـوند  مي
ــوس، يــك  ســال پــس از كــشف آن   اســتافيلوكوكوس اورئ

ايـن مقاومـت در رابطـه    . )5(گزارش شـد  ريمل كمپ  توسط  
 بتالاكتاماز بود كـه ژن آن در پلاسـميد مربوطـه كـد              با آنزيم 

لذا گسترش آن بسيار سريع اتفـاق افتـاد و درمـان            . شده است 
هـاي مزبـور را بـا مـشكل مواجـه            هاي ناشـي از سـويه      عفونت
 سنتز پني سيلين مقاوم به پنـي سـيليناز          1960در سال   . ساخت

)PRP ( امـا .  نويـد درمـان موفقيـت آميـز را داد          ،نيمه صناعي 
هاي  سال پس از آن، در انگلستان گزارش سويه        كمتر از يك  

. )6(استافيلوكوكوس اورئوس مقاوم به  متـي سـيلين داده شـد       
هـا يافـت شـدند ولـي         هـائي كـه در ابتـدا در بيمارسـتان          سويه

  . )5(بزودي در سطح جامعه گسترش يافتند
ــيلين در ســويه   ــي س ــه مت ــاي  ماهيــت مقاومــت ب ه

يعنـي كمتـر از يـك       .   دارد  1گن ويژگي ناهم  ،استافيلوكوك

                                                 
1 - Heterogenous. 

 مقاومـت را در سـطح بـالائي بيـان           ، سـلول  100سلول در بين    
ه  ب ـ MRSAهاي   مكانيسم مقاومت ناهمگن سويه   . )2(كند مي

 گرچه وجود ژن كروموزومي     .طور كامل شناخته نشده است    
mecA      كه براي پـروتئين PBP2a         كـد شـده اسـت، الزامـي 
 آن دو گـروه از عوامـل         ولي در تنظيم ميزان بيـان      )6 ،2(است

هاي ديگري هـستند     دخالت دارند؛ گروه اول محصولات ژن     
باشـند و     كه در سـنتز پپتيـدوگليكان درگيـر مـي          femAنظير  

 شرايط محيطـي نظيـر اسـمولاريته محـيط كـشت            دوم،گروه  
ــان  )NaClمثـــل غلظـــت ( ــرارت و مـــدت زمـ ــه حـ ، درجـ

هـاي   عليـرغم توصـيه   . )7-9،  2(باشـند  انكوباسيون و غيـره مـي     
NCCLS هـاي   در تعيين حساسيت سـويهMRSA   ممكـن ، 

هائي كـه بـه  لحـاظ فنـوتيپي           است در بين جمعيتي از باكتري     
  mecAحساس به متي سيلين هستند، درصد كمي حامل ژن          

توانند مقاومت بـه شـدت نـاهمگني را          ها مي  اين ايزوله . باشند
 كه كمتر از يك سلول با مقاومـت بـالا          طوريه  نشان دهند، ب  

. )2( سلول حساس وجـود داشـته باشـد        108در بين جمعيتي از     
هـاي    بـا روش   MRSAهاي   لذا تعيين حساسيت درهمه سويه    

 ميكروبيولوژي و فراهم سـاختن شـرايطي بهينـه بـراي            معمول
  . )10(  غير ممكن است گاهيهمه آنها، مشكل و 

 -mecAهـاي   دهنـد كـه سـويه    شـواهد نـشان مـي   

positive MRSA  ــت ــا مقاوم ــي    ب ــاهمگن، ط ــوتيپي ن فن
هـاي مقـاوم همگـن     متي سيلين به سمت سـويه    انكوباسيون با 
انجام شده در شرايط    چنين تحقيقات    هم. )6(كنند پيشروي مي 
ــشان دادهآزمايــشگاه ــه   ن ــد كــه اگــر ايزول  -mecAهــاي  ان

positive MRSA  ــه متــي   باخاصــيت فنــوتيپي  حــساس ب
ام قرارگيرنـد،   هـاي بتـا لاكت ـ     سيلين، در معرض آنتي بيوتيك    

لـذا  . 2شود  آنها نسبت به اگزاسيلين مي     MICموجب افزايش   
هـاي  بتالاكتـام      اين خطر وجود دارد كه تجويز آنتي بيوتيك       

هاي به شدت مقاوم در بـين جمعيتـي          موجب انتخاب باكتري  
هاي حساس شود و نهايتاً درمان را دچـار شكـست            از باكتري 

هاي تغييـر يافتـه      تئين پرو ، موضوع حائز اهميت ديگر    .)2(كند
PBP2a  هــستند كــه گــرايش كمــي بــراي اتــصال بــه آنتــي 

                                                 
2 - Oxacillin MIC≥4µg/ml. 
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هاي بتالاكتام دارند و لذا نـه تنهـا سـبب مقاومـت بـه                بيوتيك
ها بتا لاكتـام از جملـه پنـي          اي از آنتي بيوتيك    طيف گسترده 

شـوند بلكـه حتـي       ها مي   كارباپنم  و ها ها، سفالوسپورين  سيلين
نيمه صناعي مقاوم بـه بتالاكتامـاز        يها در مقابل آنتي بيوتيك   

نظير متي سيلين، اگزاسيلين، نـف سـيلين نيـز مقـاوم خواهنـد              
ــود ــتافيلوكوك  .)5(ب ــب اس ــفانه اغل ــت     متاس ــا مقاوم ــاي ب ه

ــاهمگن ــا  1ن ــل ضــد باكتري ــه عوام ــسبت ب ــر يي  ن ــدد نظي  متع
ها، آمينوگليكوزيدها، ماكروليدها، كليندومايـسين و       بتالاكتام

  .   )11،12(باشند يتتراسيكلين مقاوم م
ــه ژن   ــائي كــ ــويهmecAاز آنجــ ــاي   در ســ هــ

، لـذا   )11(شـود  استافيلوكوك حساس به متي سيلين يافت نمي      
 mecA و هيبريديزاسيون كـه ژن        PCRهاي مولكولي    روش

هــاي اســتاندارد طلائــي محــسوب  كننــد، روش را تعيــين مــي
هـاي   جهت تائيد فـرآورده حاصـل از روش   . )11،  10(شوند مي

PCR،      اما در حـال    .   نياز بود   2 در اوايل به لكه گذاري ساترن
 multiplex PCR و يـا  duplex PCRهـاي   حاضر با روش

عنوان مثـال   ه  ب. ، منتفي شده  است    PCRتائيد بعدي محصول    
 A، پـروتئين    )coa(، كوآگـولاز  )nuc(هاي نوكلئـاز   براي ژن 

)spa( ،femA و femB ،Sa442 ،16S rRNA  و پـروتئين 
، MRSAهــاي   شــونده بــه فيبرينــوژن ســويهســطحي متــصل

پرايمرهــائي ســاخته شــده اســت كــه همزمــان بــا پرايمرهــاي 
ــه ژن   ــوط ب ــار duplex PCR  در روش mecAمرب ــه ك  ب

  .)10(روند مي
 ارزيابي ميـزان كـارآئي روش       هدف از اين تحقيق   

oxacillin agar screen هـاي    در شناسائي سـويهMRSA 
 شـاغل در بيمارسـتان و مقايـسه     جدا شده از بيني ناقلين سـالم      

. عنوان روش استاندارد طلائـي بـود  ه  بduplex PCRآن با  
ــقاز اهــداف ديگــر  ــن تحقي ــي ســويه ،اي ــين فراوان ــاي   تعي ه

MRSA   ــس ــاجر واب ــتان ه ــاني بيمارس ــنل درم ــه ت در پرس ه ب
ــع در    ــاري واق ــار محــال و بختي ــوم پزشــكي چه ــشگاه عل دان

ن زهـا يكـي از مخـا       پرسـنل درمـاني بيمارسـتان     . شهركرد بود 
لـذا ايـن    . )1(شوند هاي بيمارستاني محسوب مي    بالقوه عفونت 

                                                 
1 - Oxacillin-resistant. 
2 - Southern blotting. 

اي را در    تواند به لحاظ اپيدميولوژي اطلاعات پايـه       تحقيق مي 
  .  هاي بيمارستاني فراهم سازد رابطه با خطر بالقوه عفونت

  روش كار
 تعـداد  ،، به روش سرشـماري   تجربيدر اين تحقيق    

بيني پرسنل داوطلب شـركت در       نمونه از قسمت قدامي      204
هــاي مختلــف بيمارســتان آموزشــي هــاجر  تحقيــق، از بخــش

آوري وبـه    وابسته به دانشگاه علوم پزشـكي شـهر كـرد جمـع           
ــلولي و     ــات س ــز تحقيق ــي مرك ــروب شناس ــشگاه ميك آزماي
ــوم پزشــكي شــهركرد انتقــال يافــت   ــشگاه عل . مولكــولي دان

ــتافيلوكوك ــدا  اس ــاي ج ــتفاده از روش   ه ــا اس ــده ب ــ ش اي ه
استاندارد ميكروب شناسي شامل گرم، كاتـالاز، كوآگـولاز،      

براي .   تعيين هويت شدند    DNase و   MSA)(تخمير ماتيتول 
هـاي   تعيين حـساسيت نـسبت بـه متـي سـيلين، بنـا بـر توصـيه                

NCCLS     ــرايط ــه در شـ ــد كـ ــتفاده شـ ــيلين اسـ  از اگزاسـ
تــر از متــي ســيلين اســت و نيــز قــادر بــه  آزمايـشگاهي پايــدار 

 agarروش هـم چنـين    .باشـد  اومت تقاطعي ميتشخيص مق

screen هــاي ديــسك   كــه نــسبت بــه كاســتي اســتفاده شــد
 CFUبـا تلقـيح     تعيين حساسيت   . )12(تر است  ديفيوژن ارجح 

ــولر    104 ــر روي محــيط م ــر ب ــورد نظ ــاكتري م ــون -از ب هينت
 ميلي  6 درصد كلرور سديم و      4حاوي  )  آلمان -مرك  (آگار
رشـد  . انجـام گرفـت   )   آلمان - مرك( ليتر اگزاسيلين   بر گرم

درجـه   35 ساعت انكوباسـيون در دمـاي        24ها بعد از     باكتري
جهـت شناسـايي     در اين تحقيـق      .)12(بررسي شد سانتي گراد   

ازپرايمرهائي استفاده شد كه    ژن عامل مقاومت به متي سيلين       
ــوم     ــده در ژن ــسيار حفاظــت ش ــدي ب ــواحي نوكلئوتي ــراي ن ب

 توســط شــركت ســينا انــد و هــا طراحــي شــده اســتافيلوكوك
  . )1جدول (تهيه گرديد) تهران(ژن

از ژن  bp310اي بــه انــدازه    قطعــه،ايــن پرايمرهــا
mecAو bp 479 16 از ژنS rRNAدر . نماينـد   را تكثيرمي

 استافيلوكوك  بـراي تأييـد    16S rRNAاين مطالعه از ژن  
  . استفاده شدmecA  ژن PCRمحصول 

ــتخراج   ــراي اســ ــاكتري، اDNAبــ ــت  بــ ز كيــ
DIATOM DNA PREP 100 تمــام ( اســتفاده گرديــد

 ازشركت ژن فن آوران ايران تهيـه        PCRمعرف هاي آزمون    
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ــ). شــد ــه در حجــم   ه مقــادير ب ــراي هــر نمون ــه ب  25كــار رفت
 استخراج  DNAميكروليتر به قرار زير بود؛ يك ميكروليتر از       

ميكروليتــر بــافر 5/2 ،) نــانومتر10بــه غلظــت ( شــده بــاكتري 
1XPCR ،5/0ميكروليتـــر MixedNTP)  200بـــه غلظـــت 
 1،  )ميلي مول  4به غلظت    (MgCl2 ميكروليتر2،  )ميكرومول

،  ) ميكرومـول  4/0به غلظـت     ( mecA1(f)ميكروليتر پرايمر   
ــر پرايمـــر   1  4/0بـــه غلظـــت   ( mecA2 (R)ميكروليتـ

بـه   ( 16S rRNA X (F)يكروليتر پرايمرم 3/0، )ميكرومول
 16S rRNAميكروليتر پرايمر 3/0، ) ميكروگرم1/0غلظت 

Y(R) ) ميكروليتــر آنــزيم 2/0، ) ميكروگــرم 1/0بــه غلظــت 
Taq DNA ــراز ــه غلظــت يــك واحــد (  پلــي م  2/16و ) ب

سپس ايـن مخلـوط  در       . ميكروليتر آب مقطر ديونيزه استريل    
 سـيكل قـرار   30دستگاه ترموساكلير با برنامه زير و بـه تعـداد           

  :داده شد
 دقيقـه در  4  بـه مـدت  pre denaturationمرحله 

  به مدت  denaturationمرحله  ،   درجه سانتي گراد   94دماي  
 annealing، مرحلـه    درجه سانتي گـراد    94 ثانيه در دماي   45

، مرحلـه    درجـه سـانتي گـراد      59 ثانيـه در دمـاي     45 به مـدت  
extension  درجه سانتي گـراد    72 دقيقه در دماي   5  به مدت 

 72  دقيقـه در دمـاي  5  بـه مـدت  post extensionو مرحلـه  
  . درجه سانتي گراد

 محـصول آن  duplex PCRبعد از اتمام واكـنش  
درصد الكتروفورز شـد و پـس از         8روي ژل پلي اكريل اميد      

 bp310 به اندازه DNAرنگ آميزي با نيترات نقره، باندهاي    
 16S rRNA ژن  مربـوط بـه  bp479و  mecAژن مربوط به 

 ATCC 33591دارددر ســويه هــاي مقــاوم و ســويه اســتان 
 مقاوم به متـي  مرجع عنوان باكتري ه  باستافيكوكك اورئوس 

هـاي حـساس و سـويه        در سـويه  .  گرديـد  رويت قابل    سيلين،
ATCC 29213    عنـوان بـاكتري   ه ب ـاسـتافيلوكك اورئـوس

  مربـوط بـه  bp479 رفرانس حساس به متي سيلين، تنهـا بانـد   
يت،  در نهايـت  حـساس  ).1شكل (ديده شد 16S rRNAژن 

ويژگي، ارزش اخبـاري مثبـت و منفـي، و ميـزان كارآمـدي              
  .روش، محاسبه گرديد

  
  mecAتوالي پرايمرهاي مورد استفاده در شناسائي ژن . 1جدول 

 پرايمر  3 به 5َتوالي هاي َ  موقعيت
318-342 GAT GAA  ATG ACT GAA CGT CCG ATA A meca1(F) 

 
603-627 CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA A meca2(R) 

 
911-930 GGA ATT CAA ATG AAT TGA CGG GGG 16S rRNA (x) 

 
1371-1399 CGG GAT CCC AGG CCC GGG ACC GTA TTC 

AC 
16S rRNA(Y) 

  
  نتايج

ــتافيلوكوك 204از  ــده  اسـ ــدا شـ ــويه 52، جـ  سـ
 23كـه از بـين آنهـا        . بودنـد ) درصـد 5/25(كواگولاز مثبـت    

 نـسبت بـه   agar screenبـا روش فنـوتيپي   ) درصد44(سويه 
كـه بـا اسـتفاده از        در حـالي  . اگزاسيلين مقاومت نشان دادنـد    

واجـــد ژن ) درصــد  52( ســويه  duplex PCR ،27روش 
mecA سويه كواگولاز مثبت حاوي ژن      27بنابراين از .  بودند 
mecA  سـويه بـا روش فنـوتيپي   22 تنهـا  agar screen   بـه 

 5دين ترتيـب    ب ـ. عنوان مقاوم به متـي سـيلين ارزيـابي شـدند          
 agar screen  بـا روش فنوتيـپ   mecA  واجـد ژن  هسـوي 

  مقاوم بـه  mecAحساس به اگزاسيلين و يك سوية فاقد ژن    
  . اگزاسيلين تشخيص داده شد

در نهايــت حــساسيت، ويژگــي، ارزش اخبــاري    
مثبــت، ارزش اخبــاري منفــي و ميــزان كارآمــدي بــه ترتيــب 

  ســـبه گرديـــد  درصـــد محا5/88 و 7/82، 6/95، 96، 5/81
  ).2جدول  ( 
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 مقايسه دو روش فنوتيپي و ژنوتيپي در شناسايي         .2جدول  

متــي (اســتافيلوكوكوس اورئــوس مقــاوم بــه اگزاســيلين 
  )سيلين

  ژنوتيپ
  فنوتيپ

  جمع  منفي  مثبت

 23 1 22  مقاوم
  29  24  5  حساس
  52  25  27  جمع

  

 bp 479 و bp 310 حاوي باندهاي  ژل الكتروفورز شده . 1شكل 
، سويه )1(ماركر  بهمراه16S rRNA و mecAتكثير شده ژن 
، )2(استافيلوكك اورئوس ATCC 33591  رفرانس مقاوم

 استافيلوكك اورئوسATCC 29213   سويه رفرانس حساس
هاي   نمونه10 الي 5هاي  چاهك )4(و چاهك بدون نمونه) 3(

  ونه هاي حساس به اگزاسيلين نم12 و 11هاي  مقاوم و چاهك
  

  بحث
ــويهmecAفراوانـــــي ژن  ــين ســـ ــاي   در بـــ هـــ

استافيلوكوكوس اورئـوس در نقـاط مختلـف جهـان و ايـران             
تواننـد   ايـن اختلافـات مـي     . )1-3(متفاوت گزارش شده است     

هاي مختلـف    متفاوت ژن مزبور در مكان    اً  ناشي از توزيع واقع   
 موضـوع مـشترك     ولي. و يا  مربوط به روش تعيين آنها باشد        

ــاد ژن    ــات، گــستردگي زي ــن تحقيق ــين تمــام اي  mecAدر ب
اي از رخــداد   درجهــان اســت كــه نــشان از خطــر بــالقوه     

هاي استافيلوكوكوس اورئـوس مقـاوم بـه اگزاسـيلين           عفونت
هـا در دنيـا    و طيف وسيعي ازديگر آنتي بيوتيك     ) متي سيلين (

ر ايــن تحقيــق نيــز نــشان داد كــه بيمارســتان هــاج . باشــد مــي
شهركرد از اين واقعيت مستثني نبوده و وجـود ژن مزبـور در              

 در  جدا شـده  هاي استافيلوكوكوس اورئوس     درصد سويه  52
  .تواند هشدار دهنده باشد بين پرسنل درماني بيمارستان مي

NCCLS هاي استافيلوكوكوس اورئـوس بـا        سويه
MIC ≥ 2  را حـساس و   ميكروگرم در ميلي ليتـر≥ MIC 4 

را مقــاوم بــه متــي ســيلين ارزيــابي  ميلــي ليتــر ميكروگــرم در
نتـايج حاصـل از بررسـي فنـوتيپي مقاومـت بـه       . )12(كنـد  مـي 

 مـورد حـساس كـاذب و يـك          5اگزاسيلين در ايـن تحقيـق،       
  . مورد مقاوم كاذب را نشان دادند

 نـشان   2001سال  در   ساكولاس و همكاران     تحقيق
 با  mecA ايزوله استافيلوكوك، دو واجد ژن         203 داد كه از  

در . )2(شوند  حساس ارزيابي ميagar screenروش فنوتيپي 
و همكاران در تبريز با مطالعـه بـر روي       نيك بخت   1385سال  
ــوس،  206 ــتافيلوكوكوس اورئـــ ــويه اســـ ــويه77 ســـ   ســـ

مقاوم به متي سـيلين  agar screen را با روش ) درصد4/37(
با روش  ) درصد 8/38( سويه   80تشخيص دادند در حالي كه      

PCR         علـي قلـي و     . )13( مقاوم به متي سـيلين گـزارش شـدند
) درصـد  47( سويه استافيلوكوكوس اورئـوس      160همكاران  

جدا شده در بيمارستان امام خميني تهران را با روش فنـوتيپي            
مقاوم به اگزاسـيلين تـشخيص دادنـد در حـالي كـه بـه روش                

PCR  ،162   درصد 48( سويه (  ژن    دارايmecA  بودنـد )14(. 
يان و همكاران دربيمارستان دكتر شـريعتي و مركـز          ميرصالح

طبي كودكان تهران، يك سويه از استافيلوكوك كواگـولاز         
عنوان ه   را با روش ديسك ديفيوژن ب      mecAمثبت واجد ژن    

 شـايد مقاومـت نـاهمگن در بـين        . )3(حساس ارزيابي كردنـد   
هـاي فنـوتيپي      باعث شده است كـه روش      MRSAهاي   سويه

. ، نباشندmecAهاي با بيان ضعيف ژن      يهقادر به تشخيص سو   
هــاي  هــا، كــارآئي روش بنــابراين بــراي تــشخيص ايــن ســويه

هـاي مختلـف،     مختلف و يا يـك روش در شـرايط يـا مكـان            
  .  متفاوت است

 كه در اين oxacillin agar screenگرچه روش 
 بـود،   NCCLSكـار رفـت، توصـيه شـده توسـط           ه  تحقيق ب ـ 
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ايسه بـا  قدرصد داشت كه در م   5/81وليكن حساسيتي برابر با     
ايـن  . تحقيقات ديگـران از حـساسيت پـائيني برخـوردار بـود           

ها  ها و يا ماهيت نمونه     اختلاف شايد به خاطر تفاوت در سويه      
 و همكـاران در تحقيـق خـود بـه ايـن نتيجـه               ساكولاس. باشد

ــه   ــين ايزول ــاهمگن حتــي  در ب هــاي  رســيدند كــه مقاومــت ن
نابع پاتولوژيـك مختلـف، نظيـر       استافيلوكوكس اورئوس با م   

. )15،  2(خون، خلط، زخم، چشم و غيـره نيـز متفـاوت اسـت              
هـاي يـاد شـده  بـر روي           شـود تحقيـق    كه ملاحظـه مـي     چنان
كـه   اند، در صـورتي    هاي پاتولوژيك بيماران انجام شده     نمونه

. هاي بينـي نـاقلين سـالم انجـام شـد           اين تحقيق بر روي  نمونه     
 حساسيت agar screenتيجه گرفت كه بنابراين شايد بتوان ن

 از بيني نـاقلين     MRSAهاي   گري اوليه سويه   پائيني در غربال  
خاطر ه  سالم دارد و نتايج منفي كاذب نسبتاً زياد آن احتمالاً ب          

  باشـد كـه      MIC≤4µg/mlهـاي    ناتواني در تشخيص سـويه    
  .دشو بعنوان حساس به متي سيلين ارزيابي مي

اي فاقـد ژن     يـق ايزولـه   از طرف ديگر در ايـن تحق      
mecA    ديده شد كه به لحاظ فنوتيپي به اگزاسـيلين مقاومـت 

انـد،   ساير محققين نيز با موارد مشابه برخورد داشـته        . نشان داد 
ــثلاً  ــه2005در ســال  سكوســكا م ــر روي   در مطالع  210اي ب

ايزوله استافيلوكوكوس اورئوس، حساسيت به متـي سـيلين را       
 و سه سويه فاقـد ژن        تعيين كرد  PCRهاي فنوتيپي و     با روش 
mecA          را با روش فنوتيپي مقاوم به متي سيلين گزارش كرد  )

هـاي    توليد بيش از حـد بتـا لاكتامـاز، يـا توليـد پـروتئين               .)15
PBP  ــاتغيير توانــائي اتــصال و يــا عوامــل ناشــناخته  طبيعــي ب

توانند سطح پـائيني از مقاومـت بـه متـي سـيلين در               ديگر، مي 
وجود ه  را ب  mecA فاقد ژن    ستافيلوكك اورئوس اهاي     سويه
   .)11(آورند

 را PCR روش ديــسك ديفيــوژن و ،ميرصــالحيان
هاي استافيلوكوك مقاوم به متـي سـيلين بـا          در شناسايي سويه  

درصــد گــزارش 85/92يكــديگر مقايــسه كــرد و حــساسيت 
رسد كه روش فنـوتيپي ديـسك ديفيـوژن     به نظر مي .)3(نمود

ــه  ــالاتري اســتagar screenنــسبت ب .  داراي حــساسيت ب
 در دو   ن و همكـارا   والـت چنـين    و همكاران و هـم    ساكولاس  

ــه روش ــا  agar dilution MICهــاي  تحقيــق جداگان را ب
PCR    درصـد   99 مقايسه كردند و به ترتيب حساسيتي برابر با

با توجه بـه نتـايج منفـي        . )11،  2(دست آوردند ه  درصد ب  96و  
رسد روش   نظر مي ه  دست آمد، ب  ه  كاذب كه در اين تحقيق ب     

agar screen  هـائي    داراي كارآئي كمتري نـسبت بـه روش
هاي مولكـولي    گرچه تست . كنند  را تعيين مي   MICاست كه   

ــت     ــين ژن مقاومـ ــي  ،  mecAتعيـ ــتاندارد طلائـ روش اسـ
اما به دلايلي نظير نياز بـه امكانـات         ) 11،  10(شوند محسوب مي 

طـور  ه   امكـان انجـام آن ب ـ      ،ويژه، هزينه بالا و پرسنل مجـرب      
هاي معمولي وجود ندارد و لـذا بـراي          روزمره  در آزمايشگاه   

ــست ــين، روش  ت ــاي روت ــين   ه ــاي تعي ــريال  MICه ــر س  نظي
ــن و    ــار دايلوش ــن، آگ ــب  E testدايلوش ــايگزين مناس   ج

. توان آنها را توصـيه كـرد       باشند و مي   هاي مولكولي مي   روش
درصد  96قيق كه ويژگي به هر حال با عنايت به نتايج اين تح       

دسـت آمـد،   ه  ب ـPCR نـسبت بـه   agar screenبراي تـست  
 با توجه به سـادگي و هزينـه پـائين            كه شايد به توان ادعا كرد    

هـاي   هائي كه در محيط    گري كلني  روش مزبور،  براي غربال    
هـاي مقـاوم     چنين براي تائيد سـويه     اند و هم   روزمره جدا شده  

شـوند،   فيوژن ديده مـي   هاي ديسك دي   مشكوك كه در تست   
  .روش مناسبي باشد

  
  نتيجه گيري 

ــي  agar screen )6روش  ــرم در ميلـ  ميكروگـ
ــا  oxacillin)ليتــر ، روشــي duplex PCR در مقايــسه ب

فنوتيپي سـاده، كـم هزينـه و كـاربردي اسـت كـه بـا داشـتن                  
هـاي   هاي مثبت كاذب نسبتاً پـائين، بـراي تائيـد سـويه            جواب

ــه متــي ســيل  ــا  مــشكوك مقــاوم ب ين مناســب اســت ولــيكن ب
گـري اوليـه     هاي منفي كاذب نسبتاً بالا، مناسب غربـال        جواب
ها   از بيني ناقلين سالم شاغل در بيمارستان       MRSAهاي   سويه
 ميكـرو  6 هينتون آگار حـاوي   -گرچه محيط مولر . باشد نمي

كـار رفـت،    ه  گرم در ميلي ليتر اگزاسيلين كه در اين تحقيق ب         
رسـد مقـادير كمتـر       نظر مي ه   وليكن ب   بود، NCCLSپيشنهاد  
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تواند باعث افزايش حساسيت تست براي نمونه        اگزاسيلين مي 
  .  بيني از ناقلين سالم شود
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Abstract  
 

Introduction:  Methicillin resistant staphylococcus aureus strains are the most 
important agents of nosocomial infections. The conventional antibiotic susceptibility methods 
such as disk diffusion are not suitable for detection of these strains due to their 
heteroresistancy. Therefore, in this study, agar screen and duplex-PCR were compared in 
determination of methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains isolated from 
nose of personnel in Hajar hospital of Shahre-kord, 2007. 

Materials and Methods: In this experimental study a total of 204 nasal swabs from 
personnel of Hajar hospital over a period of 6 months were collected. The specimens were 
cultured on mannitol salt agar for primary isolation and identification of Staphylococcus 
aureus strains and their susceptibility pattern to oxacillin was assessed using agar screen 
method. Finally, using duplex PCR, the isolates were tested for the presence of mecA gene. 
Results were compared and sensitivity and specificity of the method was determined. 

Results: In this study, 23 of the 52 (44%) Staphylococcus aureus isolates were 
resistant to oxacillin using agar screen method. However, mecA gene was detected in 27 of 
the 52 strains (52%). Our results showed that the sensitivity and specificity of agar screen 
method in determination of MRSA strains were 81.5% and 96%, respectively comparing with 
PCR.  

Conclusion: Oxacillin agar screen, comparing PCR, is an inexpensive, applied and 
phenotypical method with low false positive and suitable for screening of MRSA. However, 
due to its relatively high false negative results is not appropriate for screening of MRSA 
strains isolated from hospital-employed nasal carriers. 

Key words: Nosocomial infection, methicillin resistance, gene, polymerase chain 
reaction, Staphylococcus aureus  
 
 
*Corresponding author;  
Email: mrnafisi@yahoo.com  
Address: Cellular & Molecular Research Center, Shahre-kord University of medical sciences, Shahre-kord, Iran. 

                                                 
1 - Assistant professor, PhD of microbiology, Cellular & Molecular Research Center, Shahre-kord University of 
medical sciences, Shahre-kord, Iran. 
2 - Lecturer, MSc of microbiology, Cellular & Molecular Research Center, Shahre-kord University of medical 
sciences, Shahre-kord, Iran. 
3 - Associate professor, microbiologist, Cellular & Molecular Research Center, Shahre-kord University of 
medical sciences, Shahre-kord, Iran. 
4 - Associate professor, PhD of virology, Cellular & Molecular Research Center, Shahre-kord University of 
medical sciences, Shahre-kord, Iran. 
5 - Lecturer, MSc of biochemistry, Cellular & Molecular Research Center, Shahre-kord University of medical 
sciences, Shahre-kord, Iran. 


