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مقایسه با مقاوم به متی سیلین  اورئوس استافیلوکوک هايسویهشناسایی 

 mecAژن  PCRهاي دیسک دیفیوژن اگزاسیلین، سفوکسیتین و  روش

 1، نیلوفر قربانپور کیاسری2، محمدرضا مهرابی1رضا یاری

 ، بروجرد، ایرانزاد اسلامیگروه زیست شناسی، دانشکده علوم، واحد بروجرد، دانشگاه آ .1

 .، بروجرد، ایرانگروه علوم آزمایشگاهی، واحد بروجرد، دانشگاه آزاد اسلامی .2

 (50/56/5930: ؛ تاریخ پذیرش50/54/5930: تاریخ دریافت) 

 چکیده

ر انی به شماستربیماي عفونتهاي در جد يتهدید( MRSA)به متیسیلین وم مقا استافیلوکوکوس اورئوسهاي سویه :سابقه و هدف

وشی ساده و ارزان بوده و داراي اختصاصیت بالایی می رروش انتشار دیسک،  ولیمی باشد  هزینه بر PCRروش آنها در تشخیص . یندآ می
 PCRهدف از این مطالعه ارزیابی روش دیسک دیفیوژن با استفاده از دیسک هاي سفوکسیتین و اگزاسیلین و مقایسه آن با روش . باشد

 .بوده است mecAسایی ژن براي شنا

شهر قم هاي ایزوله استافیلوکوکوس اورئوس از نمونه بالینی پوست بیماران و کارکنان بیمارستان 505دراین مطالعه  :مواد و روش ها

روش شد و با استفاده از  سفوکسیتین تشخیص داده و اگزاسیلین دیسک انتشار روش هاي با سیلین متی به مقاومتسپس . جمع آوري شد
PCR  ژنmecA مقایسه شدند دو روششناسایی گردید و داده هاي  اورئوس استافیلوکوکوس در جدایه هاي. 

ها مقاوم  درصد ایزوله mecA، 52حضور ژن  PCRو  درصد و در روش دیسک سفوکسیتین 99در روش دیسک دیفیوژن اگزاسیلین  :نتایج

مقاومت کاذب به )درصد داراي جواب کاذب  54با دیسک سفوکسیتین در  روش دیسک اگزاسیلین در مقایسه. سیلین بودند به متی
 .بوده است MRSAدر شناسایی سویه ( سیلین متی

استفاده نمی شود روش دیسک  MRSAدر آزمایشگاه هایی که روش ملکولی به عنوان روش معمول در تشخیص  :نتیجه گیری

 .انشینی مطلوب براي شناسایی ایزوله هاي مقاوم به متی سیلین باشدسفوکسیتین به عنوان روشی ساده و کم هزینه می تواند ج

 واژگانکلید

 .MRSA ،mecAسفوکسیتین، ، اگزاسیلین

                                                        

 نویسنده مسئول، رایانامه: rezayari@yahoo.com 
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 مقدمه 

مل اترین عو مهماز  سئوس اورستافیلوکوکوا 

که ست استانی رکتسابی بیماي اها عفونته کننددیجاا

ب محسوژن یک عامل پاتوان به عنول معمور طوبه

ي ها عفونتري از ند عامل بسیااتو می ماد اشو نمی

(. 1) هاي غذایی باشد و مسمومیتسینوسی ، پوستی

 رده پروکاریوت سلسله جز اورئوس استافیلوکوکوس

 جنس و میكروکوکاسه خانواده فیرمی باکتریا،

 کوکسیبصورت  آنها(. 2) باشد می استافیلوکوکوس

ه می دیدخوشه انگور ، چهارتایی و دوتاییتنها، های 

 و هوازي اسپور، فاقد حرکت، ها بی این باکتري .شوند

 غدد پوست، این جنس در اعضاء .اند اختیاري بیهوازي

 به و دارند جانوران وجود مخاطی غشاهاي پوستی،

 منابع و گوشت پنیر، شیر، مثل حیوانی هاي فرآورده

 هاي آب و هوا و غبار، گرد و شن و خاك مثل محیطی

 و انسان براي ها گونه از رخیب. شوند می منتقل طبیعی

 مواد فساد در دیگر برخی و زا هستند بیماري حیوان

 (. 4و 3) دارند نقش غذایی

 استافیلوکوکوس اورئوسي ها سویهوز برر با ستینخن

از  1691در سال  (MRSA) مقاوم به متی سیلین

نی اوافربه دنبال آن  و شدارش پا گزي اروها نستاربیما

ي هارکشوري از بسیاسیلین از  متیمقاوم به  يها سویه

ارش لیا گزاسترو اشمالی ي مریكادا، آنظیر کانان جها

 مقاومت از نوعی بیوتیكی آنتی مقاومت(. 9و 5) یددگر

 در بقا و زندگی به قادر داروئی است که میكروارگانیسم

 از استفاده گسترده. است بیوتیک آنتی یک مجاورت

 نقش پزشكی یطهح خارج و داخل در ها بیوتیک آنتی

 سطوحهرچند  مقاوم دارد هاي ظهور باکتري در اي ویژه

 از قبل بیوتیک نیز آنتی به مقاوم هاي باکتري از پائینی

  (.7) است بوده ها موجود بیوتیک آنتی از گسترده استفاده
هاي بتالاکتام توسط  بیوتیک مقاومت به آنتی

ي ها بیوتیک باکتري با روش هاي غیرفعال کردن آنتی

تولید  بتالاکتام با استفاده از آنزیم بتالاکتاماز،

هاي جدید اتصالی به پنی سیلین که میل  پروتئین

دهد، تغییر  ها را کاهش می بیوتیک ترکیبی آنتی

که موجب کاهش نفوذپذیري  یهاي پورین کانال

شود و  هاي درگیر می ها به درون سلول بیوتیک آنتی

که باعث  (Efflux) افلاکس هاي فعال کردن پمپ

شود، حاصل  ها از سلول میزبان می بیوتیک خروج آنتی

 (.8) می گردد

 استافیلوکوکوس اورئوسعلت اصلی مقاومت در 

هاي باندشونده به  سیلین در پروتئین مقاوم به متی

( Penicillin-Binding Proteins :PBPs)سیلین  پنی

ها مسئوول ساخت دیواره سلولی  این پروتئین. است

هاي  بیوتیک ي بوده و مورد هدف تمام آنتیباکتر

 زیرگروه MRSAهاي  سوش. باشند بتالاکتام می

PBP2a: Penicillin Binding Protein 2a  را نشان

 باشد کیلودالتون می 78داراي وزن  PBP2a. دهند می

 (.10و 6)

PBP2a سبب و دارد ها بتالاکتام با یکم ترکیبی میل 

 .گردد می ها بتالاکتام به استافیلوکوکوس اورئوس مقاومت

 در موجود mecهاي  نژ با جدید این پروتئین تولید

 به مقاوم هاي سویه بروز و مرتبط است باکتري کروموزوم

 معضلات از استافیلوکوکوس اورئوس MRSAسیلین  متی

 mecA ژن توسط PBP2a. است بیماران در درمانی

 SCCmec ژنی بزرگ کاست با شود و می رمزگذاري

(Staphylococcal Cassette Chromosome mec )ه ک

سه  از متشكلاین کاست . شود می حمل است، متحرك

 J.region، mec complex، ccr complexقسمت 

 تیپ پنج ژنی منطقه این خصوصیات براساس. باشد می

دارد؛  وجود I- VI) هاي تیپ( SCCmec از اصلی

 Kb3/24 to) و Kb 28( V) و VI (Kb 6/20) هاي تیپ

6/20IV ( و (Kb 3/34I ( ًبه مقاومت سبب عمدتا 

 که حالی در شوند می ها سایر بتالاکتام و سیلین متی

 باعث غالباً II (Kb 0/53) و III (Kb 6/99)هاي  تیپ

 هاي بیوتیک آنتی به نسبت چندگانه هاي ایجاد مقاومت

 (. 12و 11) گردند می و غیربتالاکتامی بتالاکتامی
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 استافیلوکوكبروز  به جرمن mecAژن  حضور

 ،آن حضور عدم و سیلین متی به مقاوم اورئوس

 را سیلین متی به حساس هاي اورئوس استافیلوکوك

ژن  این .باشد می mecA kb 1/2ژن طول  .کند می ایجاد

ها بیان  اغلب به صورت هتروژن در استافیلوکوکوس

و بیان هتروژن مقاومت به متی سیلین بین  شود می

تواند ارزیابی  می استافیلوکوکوس اورئوسهاي  سویه

هاي فنوتیپیک با  میزان مقاومت را با استفاده از روش

 در mecAژن  بیان میزان زیرا چالش جدي مواجه کند

 سیلین متی به مقاوم اورئوس استافیلوکوك هاي گونه

از طریق واکنش  mecAیافتن ژن (. 13) نیست یكسان

براي پی  "ییرد طلااستاندا"( PCR)زنجیره پلیمر از 

شامل ژن  mecاپرون .سیلین است بردن به مقاومت متی

 mecIهاي تنظیم رونویسی  و ژن mecAساختاري 

تحت  mecAتنظیم رونویسی ژن . باشد می mecR1و

کنترل عناصر تنظیمی دخیل در تولید بتالاکتاماز 

 (.17و19، 15، 14) باشد نیز می blaR1و  blaIیعنی 

یک مارکر ملكولی مفید براي  mecAجداسازي ژن 

استافیلوکوك بوده  شناسایی مقاومت به اگزاسیلین در

تواند مستقل از شرایط محیط کشت شناسایی  و می

   (.18) دشو

 ها مواد و روش

ایزوله  150 ،63در این مطالعه از اردیبهشت تا مهر 

نمونه بالینی پوست بیماران  از استافیلوکوکوس اورئوس

، )هدایتی(نكوئی هايستانو کارکنان بیمار

 صرفاً بعنوان فلور نرمالبهشتی، کامكار شهر قم  شهید

سپس با روشهاي رنگ آمیزي گرم، . جمع آوري شد

، کوآگولاز هاي کاتالاز، تست)بیوشیمیایی افتراقی

MSA، DNase)  وPCR  ناحیهsrRNA 19  اقدام به

پس از تشخیص هویت  .ها گردید شناسایی دقیق ایزوله

از این محیط . فریز شدند TSBها در محیط  ريباکت

ها در مدت زمان طولانی در  براي نگهداشتن باکتري

. گراد استفاده گردیددرجه سانتی -70و  -20دماهاي 

درصد  20و  TSBدرصد  80این محیط داراي 

  .گلیسرول است

 mecAو  s rRNA 62ژن  PCRملکولی روش

لازم باکتري  DNAاستخراج  PCRانجام  از قبل

گرم مثبت  DNAاز کیت استخراج است، به این منظور 

 ژنوم تخلیص از پس. شرکت سینا کلون استفاده شد

 mecAو  srRNA 19 هايژن شناسایی منظور به باکتري

(. 1جدول )استفاده گردید  هاي اختصاصیاز پرایمر

 Biorad USA)از دستگاه ترموسایكلر  PCRبراي انجام 

PCR T100) استفاده  2زمانی جدول -ییو برنامه دما

 25در حجم  PCRترکیبات مورد نیاز واکنش . شد

 .تهیه و آماده گردید 3میكرولیتر طبق جدول 
 

محصول  طولو  در این تحقیق به کار رفته هایتوالی پرایمر -1جدول 
PCR  

 منبع
طول 

 امپلیکون
 3ʹبه  5ʹتوالی از 

نام 

 پرایمر

14 476 
ggaattcaaatgaattgacggggg 16s 

rRNA 

cgggatcccaggcccgggaccgtattcac 16s 

rRNA 

20 1049 
ggtcccattaactctgaag mecA F 

agttctgcagtaccggatttgc mecA R 

 
 میکرولیتر 22در حجم  PCRواکنش  زمانی-برنامه دمایی -2جدول 

 مراحل (C°)دما  زمان چرخه

1 5 (min) 65 Initial 

Denaturation 

34 

30 (Sec) 63 Denaturation 

40 (Sec) 
 s 16 ژن براي 43

Annealing 
 mecAبراي ژن  45

(Sec) 40  16براي ژن s 
72 Extension (Sec) 70  براي ژن

mecA 

1 10 (min) 72 Final 

extension 
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 22در حجم  PCRمورد نیاز برای انجام واکنش  اجزاء -3جدول 

 میکرولیتر 

 ترکیبات غلظت

____ ddH2O(DW) 
1 x Buffer 10X 

5/1  mM MgCl2 

2/0  mM dNTP 
9/0  mM Primer 
0/1  U Taq polymerase 

20 ng DNA 

تعیین  :تعیین حساسیت آنتی بیوتیکی

د ها با روش استاندار وتیكی باکتريبی حساسیت آنتی

Kirby & Bauer براي همه ایزوله ها انجام گرفت .

خابی براي محیط مولر هینتون آگار بعنوان محیط انت

همچنین از دیسک . انجام آزمایش به کار رفت

و دیسک  انگلستان Mastاز شرکت  اگزاسیلین

سفوکسیتین پادتن طب براي تشخیص سویه هاي 

براي تهیه . استفاده گردید مقاوم به متی سیلین

سوسپانسیون میكروبی در این آزمایش به کمک سواب 

داشت کلنی باکتري کشت تازه خالص شده بر 4-3از 

شد و داخل یک لوله حاوي سرم فیزیولوژي بصورت 

سوسپانسیون درآورده تا کدورتی به اندازه کدورت لوله 

بعد از . به دست آید( مک فارلند 5/0محلول)استاندارد 

فرو بردن سواب استریل در سوسپانسیون باکتري، 

اضافه محلول را با فشار دادن سواب به کناره لوله 

درجه  90پلیت در حالت زاویه  گرفته و سپس در سطح

نسبت به هم پخش و در آخر سواب را دور قسمت 

سپس داخل ماده  داخلی پلیت چرخانده و

دیسک هاي . کننده قرار داده شد ضدعفونی

 در سطح محیط کشتبا پنس استریل بیوتیک را  آنتی

پلیت ها را . یمقرار دادو با فاصله از لبه پلیت با دقت 

ساعت  18-24درجه سانتیگراد به مدت  35در حرارت 

قرار داده و پس از آن با استفاده از خط کش دقیق و 

دستگاه ویژه محاسبه قطر هاله، هاله عدم رشد را بر 

حسب میلی متر اندازه گرفته شد، با استفاده از 

 جدول
CLSI،  میزان حساسیت باکتري را نسبت به

رت حساس، نیمه حساس و مقاوم ها بصو بیوتیک آنتی

 استافیلوکوکوس اورئوس. گزارش گردید
 
ATCC25923  به عنوان کنترل در این آزمایش

  .استفاده شد

  :یافته ها

رنگ آمیزي گرم، بیوشیمیایی  با آزمایش هاي

 ، کوآگولاز هاي کاتالاز، تست)افتراقی
MSA، DNase  )

ایزوله  150 هویت srRNA 19ناحیه  PCRو 

 (.الف-1شكل )تایید شد  یلوکوکوس اورئوساستاف

 
 srRNA 11ژن  bp 974امپلیکون  PCRژل الکتروفورز : الف -1 کلش

 ایزوله هاي حساسیت سنجش در آزمایش

به عنوان  ایزوله 50تعداد  استافیلوکوکوس اورئوس

ایزوله نیز به  43ایزوله هاي مقاوم به اگزاسیلین و 

 CLSIدستورالعمل  بقطعنوان مقاوم به سفوکسیتین 

ایزوله مقاوم به سفوکسیتین به  43. شدند شناسایی

ایزوله با این دو  50تعداد . اگزاسیلین نیز مقاوم بودند

در واکنش . شناسایی شدند MRSAروش به عنوان 

PCR 7  ایزوله مقاوم به اگزاسیلین فاقد ژنmecA 

ایزوله مقاوم به  43تعداد . بودند( مثبت کاذب)

تشخیص  MRSAبه عنوان  PCRن با روش سفوکسیتی

 (. 4ب و جدول-1 كلش) قطعی داده شدند 

                                                        
1. The Clinical and Laboratory Standards Institute 

2. American Type Culture Collection 

3. Mannitol salt agar 
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 mecAژن  bp 1491امپلیکون  PCRژل الکتروفورز : ب -1 کلش

 
 PCRمقایسه روش دیسک دیفیوژن و  -9 جدول

 اختصاصیت حساسیت MRSA)+( روش

 %89 %89 50 دیسک اگزاسیلین

 %100 %100 43 دیسک سفوکسیتین

PCR ناسایی ژنش 
mecA 

43 100% 100% 
 

 بحث

 بیوتیک به آنتی مقاوم هاي میكروارگانیسم افزایش

 مراقبت هاي در سیستم جدي مشكلات از یكی ها

 دومین عفونی هاي و بیماري هستند جهان در بهداشتی

(. 7)باشد  می دنیا سرتاسر در میر و مرگ جدي عامل

ه شیو PCRبا استفاده از روش  mecAشناسایی ژن 

به  استافیلوکوکوس اورئوساستاندارد طلایی براي تایید 

مطالعات اخیر نشان (. 21)متی سیلین مقاوم می باشد 

داده اند که روش دیسک سفوکسیتین نسبت به دیگر 

روش هاي فنوتیپی مانند اگزاسیلین ارجحیت دارد 

است  CLSIو امروزه روش توصیه شده توسط ( 22)

 136با بررسی  2006ل جان و همكاران در سا(. 23)

نشان دادند که  استافیلوکوکوس اورئوسایزوله 

حساسیت و اختصاصیت روش استفاده از دیسک 

 بود %100سفوکسیتین به ترتیب در هر دو مورد برابر 

تمامی  2006در مطالعه آناد و همكاران در سال (. 24)

ایزوله که در روش دیسک دیفیوژن نسبت به  32

 mecAنیز ژن  PCRدند در روش سفوکسیتین مقاوم بو

در  2010ماتوس و همكاران در سال (. 25)داشتند 

خود نشان  استافیلوکوکوس اورئوسمطالعه بر روي 

دادند که حساسیت و اختصاصیت روش استفاده از 

، به ترتیب MRSAدیسک سفوکسیتین براي شناسایی 

در  همچنین(. 29)بود% 100در هر دو مورد برابر 

 597از  1360ی پور و همكاران در سال مطالعه سبحان

استافیلوکوکوس  ،(درصد 8/36) ایزوله  229نمونه، 
استافیلوکوکوس ایزوله  25. جداسازي شد اورئوس
میكروگرمی  یکبه دیسک ( درصد 1/11) اورئوس

واکنش نیمه ( درصد 1/3) ایزوله  7اگزاسیلین مقاوم و 

بت با توجه به مقاومت غیر همگن نس. حساس داشتند

نیمه حساس  استافیلوکوکوس اورئوس ،به اگزاسیلین

 32در مجموع . نیز به عنوان مقاوم در نظر گرفته شد

نسبت به اگزاسیلین مقاوم گزارش ( درصد 2/14)ایزوله 

( درصد 49/16)ایزوله 44در روش سفوکسیتین . شد

تفاوت آماري معنی دار بین این دو شیوه . مقاوم بودند

 1/22)ایزوله  50تعداد (. =P 13/0)وجود نداشت 

شناسایی  MRSAبا این دو روش به عنوان ( درصد

ایزوله مقاوم به  4ایزوله مقاوم به اگزاسیلین و  3. شدند

. بودند( مثبت کاذب) mecAسفوکسیتین فاقد ژن 

به عنوان  PCRبه روش ( درصد 16)ایزوله  43تعداد 

MRSA همه ایزوله هاي . تشخیص قطعی داده شدند

MRSA (100 درصد ) حساس به ونكومایسین بودند

استافیلوکوکوس ایزوله  150مطالعه حاضر در  (.27)
ایزوله  50. ، مورد بررسی قرار گرفتنداورئوس

به ( درصد 33/33معادل ) استافیلوکوکوس اورئوس

در روش سفوکسیتین . دیسک اگزاسیلین مقاوم بودند

 50داد تع. مقاوم بودند( درصد 97/28معادل )ایزوله 43

 MRSAبا این دو روش به عنوان ( 33.33)ایزوله 

ایزوله مقاوم به اگزاسیلین فاقد ژن  7. شناسایی شدند

mecA (مثبت کاذب )ایزوله به روش  43تعداد . بودند

PCR  به عنوانMRSA تشخیص قطعی داده شدند .

حساسیت و اختصاصیت روش استفاده از دیسک 

ترتیب در هر  ، بهMRSAسفوکسیتین براي شناسایی 
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نتایج بیان می دارد که . درصد بود% 100دو مورد برابر 

روش دیسک سفوکسیتین نسبت به روش دیسک 

اگزاسیلین دقیق تر و حساس تر است و مانع بروز 

 PCRمثبت کاذب می شود که این مورد با انجام 

 .اختصاصی به تایید نهایی رسید

 نهایی نتیجه گیری

دو روش دیسكی  طبق نتایج به دست آمده از

مشخص گردید که روش دیسک اگزاسیلین در مقایسه 

با دیسک سفوکسیتین داراي مقاومت کاذب به متی 

سیلین در شناسایی سویه هاي استافیلوکوك مقاوم به 

بوده و دیسک سفوکسیتین می تواند به  متی سیلین

بدون نیاز به دستگاه عنوان روشی ساده، کم هزینه، 

جانشینی مطلوب براي لر، گران قیمت ترموسایك

در . شناسایی ایزوله هاي مقاوم به متی سیلین باشد

به  PCRنتیجه می توان در مراکز فاقد روش ملكولی 

منظور جلوگیري از گزارش مثبت کاذب از دیسک 

 .دیفیوژن سفوکسیتین استفاده کرد

  قدردانی و رتشک

بیولوژي از آقاي لدنی کارشناس محترم آزمایشگاه 

به دلیل لكولی دانشگاه آزاد واحد بروجرد سلولی م

همكاري صمیمانه در اجراي این پژوهش تقدیر و تشكر 

 . به عمل می آید
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