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 ABSTRACT 
 

Background and Aim: Staphylococcus aureus is one of the most important human pathogens and common causes of 
nosocomial and acquired infections in the world. The aim of this study was to investigate antibiotic resistance in methicillin-
resistant S. aureus (MRSA) strains and the molecular properties of S. aureus strains.  

Materials and Methods: For this purpose, a descriptive study was performed in 2017 on 56 strains of S. aureus isolated from 
clinical specimens. MecA subclasses were also determined by Multiplex RCR reaction. The pvl and spa genes in these strains 
were determined by PCR reaction.  

Results:  The highest resistance of the strains was observed to be to the antibiotics oxacillin, cefoxytime and erythromycin, 
and vancomycin (12.5%). 100% of methicillin-resistant S. aureus strains contained mecA gene, and more than 50% of 
isolated strains were associated with nosocomial infections. In addition, 3SCCmec type and 1 SCCmec type were identified 
as the dominant subtypes in this study and (17.8%). Also, 10 isolated strains could not be typed. 

Conclusion:  The results showed that the spa gene distribution was present in 82% of the samples. Out of 46 samples, 40 
samples belonged to wound samples. Also, pvl gene was observed in 12% (7 samples) of samples. There is an association 
between mecA gene and resistance to the antibiotics oxacillin, cefoxitin, and erythromycin in methicillin-resistant S. aureus 
strains. 
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1. Introduction

Staphylococcus aureus is one of the most important 
known causes of serious and deadly infections in 
hospitals (1). Nowadays, S. aureus is recognized as an 
important pathogen (2). S. aureus causes a wide range 
of diseases. Due to genome mutation potential, it has 

undergone many genetic changes. Because it has a 
flexible genome, pathogenic and resistant strains have 
expanded. Colonization of S. aureus, especially meth-
icillin-resistant strains, is the cause of S. aureus 
prevalence and mortality (3-5). 
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Bacterial resistance to antibiotics is one of the 
challenges threatening human health. In recent deca-
des, the use of antibiotics and medicine in agriculture 
has increased significantly and has also affected the 
environment (6,7). Drug resistance to antibiotics can 
be considered a major global threat posed by bacterial 
resistance following the development of resistance 
plasmid genes in bacteria. (8,9).  

After the discovery of penicillin, it was initially used 
to treat staphylococcal infections. Still, the resistance 
of bacterial strains is increased so that in 1950, only 
40% of hospital strains became resistant to penicillin, 
and this rate per the year 1960 reached 80% (10, 11). 
The cause of this phenomenon was the production of 
penicillinase by a bacterium that breaks down peni-
cillin; Therefore, current antibiotics, such as penicillin-
nase-resistant penicillin (such as oxacillin and methi-
cillin), are used. Unfortunately, bacteria have become 
resistant to these antibiotics (12, 13). 

Resistance to methicillin and other penicillinase-
resistant penicillin is due to the presence of the mec 
operon. This operon is part of the staphylococcal 
chromosome cassette (SCCmec). The mecA gene 
encodes a penicillin-binding protein called PBP2a, 
which has a low affinity for beta-lactam antibiotics 
(7).PBP proteins are involved in the construction of 
bacterial cell walls (12). Therefore, the presence of 
such a new protein will not be affected by antibiotics, 
and the bacteria will easily survive. These strains are 
called methicillin-resistant S. aureus (MRSA). Another 
antibiotic called vancomycin and a new antibiotic 
called linezolid has been used for treatment (14). 

The spa is one of the surface proteins of S. aureus. 
In addition to being a virulence factor of the bact-
erium, it is used to determine the specific identity of 
S. aureus. With the molecular typing of this protein, it 
is possible to prevent epidemics, reduce the number 
of infections, and reduce the cost of nosocomial 
infections (15). 

The presence of similar patterns in the spa gene 
indicates a common source of infection in hospital 
cases. Analysis of these patterns can help break the 
infection transmission chain in the hospital (16). 
Variation in S. aureus strains can improve the respo-
nse to treatment. Identifying strains can be effective 
in how antibiotics are selected, so molecular typing is 
important to determine their characteristics and 
differentiate (17). 

In this study, after extracting the genome of S. 
aureus from burn patients, (Staphylococcal protein A) 
spa and Panton-Valentine Leukocidin (pvl) genes were 
identified by PCR. The method of sensitivity and resis-
tance to antibiotics in these strains was determined 
using the Disk-diffusion test. Then, the possibility of a 
relationship between pathogenic genes and antibi-
otics was investigated. 

2. Material and Methods 

Collection and Storage of Staphylococcus aureus  
In this study, 56 samples of S. aureus positive from 

burn patients were collected from Shahid Motahari 
Hospital in Tehran, Panje- Azar Hospital in Gorgan, and 
Shahid Zare Hospital in Sari in 2018. These samples 
were transferred to blood agar and Mannitol salt agar 
medium and incubated at 37°C for 24 hours. Bioche-
mical tests including gram staining, coagulase, 
catalase, Danse, and Mannitol fermentation were 
used to identify bacterial species. 

Antibiogram Test 
Antibiogram test was performed by Disk Diffusion 

test according to CLSI instructions. For this purpose, 
several bacterial colonies were removed and dissolved 
in physiological saline to equal the standard turbidity 
of half McFarland. Then agar was cultured on Müller 
Hinton medium, and antibiotic disks were placed on 
the culture medium at a standard distance and 
incubated at 37°C, and after 24 hours, the results were 
read. 

Antibiotic discs of 30 μg vancomycin, 10 μg 
gentamicin, 5 μg methicillin, 1 μg oxacillin, 30 μg 
cefoxytin, and 15 μg erythromycin were prepared 
from Padtan Teb. S. aureus standard ATCC25923 was 
used as a positive control of the experiments. 

DNA Extraction and PCR  
Cinna Pure DNA bacteria kit (Cinna Pure DNA KIT-

PR881614) was used for DNA extraction. SCCmec 
typing was performed for 56 MRSA strains using 
Multiplex PCR. For this purpose, the primers shown in 
Table 1 were used. Each PCR was performed in a final 
volume of 15 μL consisting of 2 μL primer, 1.5 μL of 
PCR buffer (10X), 75 μL of MgCl2, 0.6 μL of dNTPs, and 
0.3 μM of NF Water. For each of the nine primers, 0.25 
μL of DNA Ex-Taq polymerase and 7.3 μL of distilled 
water were used. For PCR, denaturation was perfor-
med at 94°C in 15 minutes, followed by ten 
denaturation cycles, and for reconnection for 45 
seconds at 94°C.  
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Table 1. Primer sequences used for Multiplex PCR testing for typing and determination of MSRA SCCmec subunit 

Primers Oligonucleotide sequences (50–30) Concentration (mM) Amplicon size (bp) Specifity 

Type I-F 
Type I-R 

5´-GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG-3´ 
3´-GTTCTCTCATAGTATGACGTCC-5´ 

0.2 613 sccmec I 

Type II-F 
Type II-R 

5´-CGTTGAAGATGATGAAGCG-3´ 
3´-CGAAATCAATGGTTAATGGACC-5´ 

0.2 398 SCCmec 

Type III-F 
Type III-R 

5´-CCATATTGTGTACGATGCG-3´ 
3´-CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG-5 

0.2 280 SCCmec 

Type IVa-F 
Type IVa-d 

5´-GCCTTATTCGAAGAAACCG-3´ 
3´-CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG-5´ 

0.2 776 SCCmec I 

Type IVb-F 
Type IVb-R 

5´-TCTGGAATTACTTCAGCTGC-3´ 
3´- AAACAATATTGCTCTCCCTC-5´ 

0.2 493 SCCmec 

Type IVc-F 
Type IVc-R 

5´-ACAATATTTGTATTATCGGAGAGC-3´ 
3´-TTGGTATGAGGTATTGCTGG-5´ 

0.2 200 sccmec 

Type IVd-F 
Type IVd-R 

5´-CTCAAAATACGGACCCCAATACA-3´ 
3´-TGCTCCAGTAATTGCTAAAG-5´ 

0.2 881 SCCmec 

Type V-F 
Type V-R 

5´-GAACATTGTTACTTAAATGAGCG-3´ 
3´-TGAAAGTTGTACCCTTGACACC-5´ 

0.2 335 SCCme 

MecA147-F 
MecA147-R 

5´-GTGAAGATATACCAAGTGATT-3´ 
3´-ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT-5´ 

0.2 147 mecA 

 

3. Results 

Isolation and detection of strains from clinical 
specimens 

In this study, a total of 56 samples of sputum, blood, 
wounds, urine were collected from burn patients in 

Tehran, Gorgan, and Sari. The frequency of samples by 
type of sample is listed in Table 2. Using Grams 
staining, mannitol medium, Salt agar, catalase, and 
coagulase enzyme, 56 collected samples were found 
to be infected with S. aureus. 

 

Table 2. Frequency of clinical samples based on sample type 

Urinary Ulcer Blood Phlegm Origin of sampling 

15 31 4 6 N=56 

26.7 55.3 7.1 10 Percent 

 

Assessment of Microbial Susceptibility 
Antibiogram results showed that 37 of the 56 strains 

studied were resistant to the antibiotic cefoxitin. In 
this study, evaluation of the pattern of antibiotic 
resistance of S. aureus strains showed that there was 
the highest resistance to methicillin antibiotics (100%) 
followed by cefoxitin (60%) and the lowest resistance 

to vancomycin (15%). Also, 47% of strains were 
resistant to oxacillin (Table 3). 

Spa Gene Amplification Results 
Figure 1 demonstrates the PCR results for the spa 

gene in S. aureus samples isolated from the patient. 
The results showed that the spa distribution was 
present in 82% (46 samples). Out of 46 samples, 40 
samples belonged to wound samples. 

 

Table 3. Results of microbial susceptibility assessment 

Oxacillin Methicillin Vancomycin Gentamicin Erythromycin Cefoxitin Antibiotics 

24 0 49 34 27 19 
Number of 
sensitives 

32 56 7 22 29 37 
Number of 
Resistances 
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Figure 1. Electrophoresis results of PCR product for spa gene 
of lane M; marker bp100, lane1; standard strain, 
ATCC25923.  Lanes 2 to 7 show clinical S. aureus strains with 
315bp fragment length. 

 

Results for pvl Gene Amplification 
In order to investigate the presence of the PVL gene 

in S. aureus strains, specific primers of this gene were 
used, and the results were evaluated by a 180 bp band 
(Figure 2). The results showed that the pvl gene is 
observed in 12% of samples (7 samples). 

In this study, no significant relationship was found 
between the presence of the pvl gene and sample type 
and pathogenic spa gene. 

 

 

Figure 2. Results of PCR product electrophoresis on gel 
electrophoresis for pvl gene: 100 bp marker was used in lane 
M. Lane1 was a standard strain, 29213 ATCC. Lanes 2 to 6 
strains of S. aureus clinically containing pvl gene (fragment 
length 180). 

 

SCC mec Typing Results 
Of the 56 strains analyzed by PCR, 100% were 

positive for the mecA gene. Type SCCmec in S. aureus 
were examined to determine the type of SCCmec 
MRSA isolates. As the findings showed, 16 (28.5%), 10 
(17.8%), 5 (8.9%), 7 (12.5%) and 2 (3.5%), 3 (5.3%), 0 
(0%), 3 (5.3%) MRSA isolates contained SCCmec type 
III, type I, type II, type Iva, type IVb, type IVc, type IVd 
and type V. In addition, 10 isolates (17.8%) could not 
be typed. Our study also showed that the number of 
HA-MRSA-related strains was higher than CA-MRSA in 
the isolates under study (Figure 3). 

 

 

Figure 3. Multiplex PCR agarose electrophoresis. Lane 1, type SCC mecI (613 bp), Lane 2, SCC mec type II (398 bp), lane3, SCC 
mec Type III (280 bp), lane 4, SCCmec type Iva (776bp), lane 5, c Type IVb (493bp) SCC me, lane 6, type IVc (200bp) SCCmec. 

 

4. Discussion 

S. aureus is one of the most important human 
pathogens. It has been a major cause of hospital 
infections over the past decades (18, 19). Prompt 
detection and treatment of MRSA infections are the 

most important measures to prevent the spread of 
infection and reduce the risk of mortality in patients 
(12). MRSA infections are divided into two groups: HA-
MRSA and CA-MRSA. These classifications can be 
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identified by the source of mobile genetic elements, 
SCCmec. (20,21). 

SCCmec is the most important determinant of the 
source of MRSA infection. If HA-MRSAS or CA-MRSA is 
detected, we will manage MRSA infections and choose 
the best treatment protocol (22). Each type of SCCmec 
has unique genetic elements, and the determination 
of the mecA gene by PCR is more sensitive and 
accurate than the oxacillin disk test (23). Therefore, 
the mecA gene was identified by PCR. According to the 
results, the presence of the mecA gene in 56 studied 
strains was 100%. At the same time, oxacillin resis-
tance was more than 50% (24), which is comparable to 
the results of the study of Ionescu  et al. Ionescu  
research showed in 57 strains of S. aureus, 
phenotypically 22 strains were resistant to oxacillin, 
and 28 strains contained mecA gene (25). In another 
study by Hammad et al., All MRSA strains isolated 
from clinical specimens contained the mecA gene (26). 

Also, antibiotic susceptibility testing showed that 
12.5% of the samples were sensitive to vancomycin. 
Resistance to oxacillin was less than 60%, and 
gentamicin, amikacin, cephalexin, cefoxitin, clindamy-
cin, and erythromycin was between 30% and 70%. 
However, some antibiotics, such as vancomycin, are 
still effective for treatment. 

In this study, the highest resistance was to oxacillin, 
methicillin and erythromycin. Also, five types of 
SCCmec were identified, and among them, type III was 
the most common in isolates, and multi-drug 
resistance was higher in type I and III strains than in 
other types. A similar study in 2016 in northern Iran 
showed that only SCCmec type III had the highest drug 
resistance (13). In this study, the other type was 
SCCmec I (17.8%) and type IVa (12.5%) (27). 

A 2009 study by Vazquez on a variety of samples in 
Spain found that the highest percentage of isolates 
belonged to SCCmec type IV, while in a similar study in 
2019 by Zhanget al, performed clinical trials and the 
dominant type and SCCmec type III were reported 
(28). Some researchers examined SCCmec typing 
patterns in different samples, except for the 2011 
study by Goss  and Muhlebach  in which patients with 
cystic fibrosis were selected as the study population, 
most had SCCmec type I. According to other studies, 
SCCmec types I, II, III are known as HA-MRSA, while CA 
MRSA strains are associated with SCCmec types IV and 
V (16). The prevalence of HA-MRSA in this study was 
57.7 (55 patients), higher than CA-MRSA. In this regard 
Rainard et al, and Abdi et al. (17, 18) have reported 
similar cases. 

5. Conclusion 

This study aimed to obtain the epidemiology and 
SCCmec typing of MRSA in patients in three different 

hospitals in Tehran, Gorgan, and Sari. Of the 56 MRSA 
isolates studied during 2019 using Multiplex PCR, 
SCCmec type III (28.5%) and SCCmec type I (17.8%) 
were studied. The present study results indicated that 
MRSA isolates may have originated from HA-MRSA or 
clonal aberration of MRSA. 

The results of this study showed high resistance to 
methicillin among S. aureus isolates. Therefore, to 
select an appropriate antibiotic to treat S. aureus 
infections and prevent antibiotic resistance, doctors 
should prescribe appropriate antibiotics based on 
their effectiveness and availability. 

The pvl gene causes permeability and antibiotic 
resistance in this bacterium. The spa gene also causes 
adhesion and increases bacterial resistance, and has a 
high polymorphism whose unique number and 
sequence of replication varies among strains. Mole-
cular typing of this protein can investigate the possi-
bility of a common source of infection that circulates 
or is transmitted from person to person in hospitals. 
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 ها بیوتیک همبستگی آنها با طیفی از آنتی و  mecA و   pvl،spa  یهاژن  لکولی حضور وبررسی م 

 ی سوختگ  بیماران از   شدهآوری جمع  استافیلوکوکوس اورئوس  باکتری در 
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های انسانی و یکی از عوامل شایع  ترین پاتوژن یکی از مهم  استافیلوکوکوس اورئوسباکتری    :اهداف  و  زمینه

های  بیوتیکی در سویههدف از این مطالعه، بررسی مقاومت آنتی.  های بیمارستانی اکتسابی در جهان استعفونت

اورئوس متی  استافیلوکوکوس  به  )مقاوم  ویژگیMRSAسیلین  و  سویه(  مولکولی  باکتری های  های 

 .است ئوس استافیلوکوکوس اور

روی    این  :کار  روش   و  مواد بر  توصیفی  اورئوس سویه    56مطالعه  از    استافیلوکوکوس  شده  سازی  جدا 

ها نسبت به آنتی بیوتیک با روش  تعیین الگوی مقاومت سویه ، انجام پذیرفت.1397در سال    های بالینینمونه

ژن  تعیین گردید. Multiplex RCR توسط واکنش mecA هایزیر رده دیسک دیفیوژن انجام شد. همچنین 

pvl  وspa ها با واکنش در این سویهPCR تعیین گردیدند.   

مقاومت سویه  ها:یافته آنتیبیشترین  به  اگزاسیلین،  بیوتیکها نسبت  اریترومایسین و    و  سفوکسیتیمهای 

سیلین، حاوی  مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوسهای  درصد از سویه100%( مشاهده شد. 12/ 5ونکومایسین )

علاوه براین،  .های بیمارستانی بودندهای ایزوله شده مرتبط با عفونتدرصد سویه  50بودند و بیش از  mecA ژن

3SCCmec type  1وSCCmec type  تیپبه ساب  و    هایعنوان  شدند  شناسایی  تحقیق  این  در  غالب 

 .شده غیر قابل تایپ بودندجداسازی  هایسویه از سویه 10(17%/ 8)

نمونه    46ها وجود داشت. از مجموع  نمونهاز    درصد  82در    spaد که توزیع ژن  دننتایج نشان دا  :گیرینتیجه

ارتباط   ها مشاهده شد.نمونه( نمونه  7)  درصد  12در    pvlژن  همچنین،    های زخم بودند.نمونه متعلق به نمونه  40

ژن   آنتی  mecAمیان  به  مقاومت  سویهبیوتیکبا  در  اریترومایسین  سفوکسیتین،  اگزاسیلین،  های  های 

 سیلین وجود دارد مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوس 

 بیوتیکی ، مقاومت آنتیpvl  ،spa ،mecA، استافیلوکوکوس اورئوس :هاواژه  کلید

  ذکر   با   غیرتجاری   استفاده   برای   نشر   و   توزیع   برداری،   کپی   آزاد؛   دسترسی   : ایران   پزشکی   شناسی   میکروب   مجله   ©  رایت کپی 
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 مقدمه  

اورئوس مهم  استافیلوکوکوس  از  شناخته یکی  عوامل  ترین 

عفونتای  شده باعث  آوری در جامعه  مرگهای جدی و  است که 

بیمارستان ویژه  به  باکتری  .  (1)شود  میها  انسانی  امروزه 

ارئوس در به   استافیلوکوکوس  زا  بیماری  مهم  عامل  عنوان 

است بیمارستان  شده  شناخته  باکتری(2)  ها  این  ایجاد    .  موجب 

برای داشتن ژنوم با استعداد   شود وها میطیف وسیعی از بیماری 

را متحمل در چند دهه اخیر، تغییرات ژنتیکی زیادی    ، جهش بالا

ی زا  بیمارهای سویه و چون دارای ژنوم انعطاف پذیری است،شده  

است یافته  گسترش  آن  داروی  به  مقاوم  کلونیزاسیون    .و 

اورئوس متیه  ب  استافیلوکوکوس  به  مقاوم  انواع  آن،  ویژه  سیلین 

راهی برای گسترش این باکتری در سطح جامعه و ایجاد بیماری  

 . (5-3) در افراد است

یکی از بزرگترین   ها،بیوتیک ها نسبت به آنتیمقاومت باکتری

کند.  است که سلامت انسان عصر مدرن را تهدید میهایی  چالش

 ایران پزشکی یشناسکروبیم مجله
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دهه آنتیدر  مصرف  اخیر،  در    بیوتیک،های  پزشکی  بر  علاوه 

هم   را  زیست  محیط  و  داشته  چشمگیری  افزایش  هم  کشاورزی 

در برابر آنتی   ییاز مقاومت دارو  . (7و    6)  تحت تاثیر قرار داده است

میبیوتیک  بهها  جهان   دیتهد  کیعنوان  توان  که    یبزرگ  برد  نام 

باکتر مقاومت  ا  ییایتوسط  دنبال  به  در    یهاژن  جادیو  مقاومت 

 .(8و9)  ددرگمی جاد یها اباکتری دیپلاسم

پنی از کشف  برای درمان  پس  دارو  این  از  ابتدا  در  سیلین، 

شد اما روز به روز مقاومت  های استافیلوکوکی استفاده میعفونت

آنسویه  به  نسبت  باکتری  ب  های  شد  سال  طوری هافزوده  در  که 

سیلین مقاوم  نیهای بیمارستانی به پ درصد سویه  40، تنها1950

. علت  (10و11)  درصد رسید   80به    1960شدند و این میزان درسال  

ا  سیلین رسیلیناز توسط باکتری بود که پنیپلی  دیده تولیداین پ 

می آنتیتجزیه  از  بنابراین  یعنی  بیوتیککند؛  جدیدتر  های 

پنیسیلینپنی به  مقاوم  و های  اگزاسیلین  )مانند  سیلیناز 

باکتری به این    زمانمتأسفانه به مرور    شود. می  سیلین( استفادهمتی

 .  (12و 13) ها نیز مقاوم شده استبیوتیک آنتی

متی به  سایر  مقاومت  و  به  سیلینپنیسیلین  مقاوم  های 

است. این اپرون، بخشی از   mec  اپرون  وجود  سیلیناز به دلیلپنی

استافیلوکوکی  کروموزومی  ، mecA  ژناست.   (SCCmec) کاست 

کند  را کد می PBP2a سیلین با نامپروتئین متصل شونده به پنی

  .(7)  های بتالاکتام دارد بیوتیک که میل پیوندی پایینی برای آنتی

باکتریایی نقش    دیواره سلولی  ساخت و ساز  در PBP هایوتئینپر

تأثیر(12)   دارند از این رو، وجود چنین پروتئین جدیدی تحت   .  

نخواهد بود و باکتری به راحتی به زندگی خود ادامه    بیوتیکآنتی

سویهمی این  به  استافیلوکوکدهد.  اصطلاح  در  به ها  مقاوم  های 

درما  گویند. می (MRSA) سیلینمتی آنتینبرای  از  بیوتیک  ، 

بیوتیک جدیدی به نام لینزولید دیگری به نام ونکومایسین و از آنتی

 . (14)  ستفاده شده استا

spa    استافیلوکوکوس اورئوس های سطحی  جمله پروتئین از  

محسوب  باکتری  ویرولانس  فاکتور  که  این  بر  علاوه  که  است 

اختصاصیمی تعیین هویت  اورئوساستافیلوکو  شود، جهت    کوس 

گردد که تعداد و توالی منحصر به فرد تکراری آن نیز استفاده می

در میان سویه ها متفاوت است. با تایپینگ مولکولی این پروتئین،  

ها و کاهش تعداد عفونت  توان موجب جلوگیری از بروز اپیدمیمی

  بیمارستانی شدهای  ها و همین طور کاهش هزینه ناشی از عفونت

(15) . 

بیانگر منبع مشترک عفونت در   spaوجود الگوهای مشابه ژن

تواند  های بیمارستانی می باشد. تجزیه و تحلیل این الگوها میبخش

.  (16)  به شکستن زنجیره انتقال عفونت در بیمارستان کمک کند

تواند پاسخ  می  استافیلوکوکوس اورئوسهای  تنوع موجود در سویه

تواند  می ها هد. یعنی شناسایی سویهبه درمان را تحت شعاع قرار د

نحو آنتی  ۀدر  لذاانتخاب  باشد  موثر  مولکولی   بیوتیک  تایپینگ 

ها برای تعیین خصوصیت و افتراق آنها حائز اهمیت  استافیلوکوک

 .  (17) است

مطالعبه این  در  آماری  جامعه  بررسی  از  همنظور  پس   ،

از بیماران سوختاستخراج ژنوم   ژنوم    ،گیاستافیلکوکوس اورئوس 

spa  و  pvl    توسط واکنشPCR    الگوی حساسیت و  شناسایی و

روش دیسک دیفیوژن   باها  بیوتیک در این سویه مقاومت به آنتی

زایی و مقاومت به  ژن بیماری  احتمال ارتباط میان  سپس  ،تعیین

 .شد بیوتیک بررسیآنتی

 

 هامواد و روش  
 استافیلوکوکوس اورئوسآوری و نگهداری باکتری  جمع 

استافیلوکوکوس   نمونه  56  تعداد  ی شگاهیآزما  مطالعه  نیا  در
شهید  بیمارستان  از  یسوختگ  مارانیب  از  مثبت  اورئوس های 

تهران، گرگان  5  مطهری  زارع    و  آذر    درسال  یسارشهید 

  طیمح  روی  بر   کشت  جهت  هانمونه  نیا.  دیگرد  آوریجمع 1397

  در دمای  و   شده  داده  انتقال  آگار  سالت  تولیمان  و  آگار  بلاد  های

نگهداری شد.   انکوباتور  در ساعت 24  مدت   به  سلسیوس  درجه  37

  ییایمیوشیب  ی هاتست  از  یی باکتریا  های  گونه  تیهو  نییتع  برای

 تول یمان ریتخم و Danse کاتالاز،  کواگولاز، گرم، آمیزیرنگ شامل

 . شد استفاده

 آنتی بیوگرام تست  

طبق   و  وژنیفید  سکید  روش  از  وگرامیب  یآنت  آزمون

  ی کلون  از  تعدادی  منظور  نیا  انجام شد. بدین  CLSIدستورالعمل  

 حل   لیاستر  ولوژییزیف  سرم  در  و  برداشته  آنس   لهیوسه  ب  را  باکتری

  بر   سپس .  گردد  فارلند مک  م ین  استاندارد  کدورت  با   برابر  تا   نموده

  هایسکید  و   شد   داده   کشت  آگار  نتونیه  مولر  طیمح  روی

  در  و   داده  قرار  کشت  طیمح  روی  استاندارد  فاصله  با  بیوتیکآنتی

  جینتا  ساعت  24  از  بعد   و   دیگرد  انکوبه  سلسیوس  درجه  37  دمای

 . شد قرائت

 μg 30  یبیوتیکآنتی  هایسک ید  مطالعه  نیا  انجام  برای

 μg  ،سیلینیمت  μg 5  ن،یس یجنتاما  μg 10  ن،یسیونکوما
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 از  ن ، یسیترومایار  μg 15  و   نیت یسفوکس  μg 30  ،1  سنی لیاگزاس

  ی فیک  کنترل  یبررس  جهت.  د یگرد  هیته  طب   پادتن  شرکت

اورئوس   استاندارد  هیازسو  شاتیآزما  استافیلوکوکوس 

ATCC25923 شد استفاده مثبت کنترل عنوانبه . 

 PCRو تست    DNA   استخراج

  مثبت  گرم  هایباکتری  ت یک  از  DNA  استخراج  جهت
  .د یگرد  استفاده(  Cinna Pure DNA KIT-PR881614)    ناژنیس

روش    MRSAسویه    56یبرا  SCCmec  پیتا از  استفاده  با 

Multiplex PCR  نشان    یمنظور از آغازگرها  نیا  یانجام شد. برا

  یی در حجم نها  PCRاستفاده شد. هر دور    1داده شده در جدول  

از    که  انجام شد  تریکرولیم  15   5/1،  پرایمر  تریکرولیم  2متشکل 

بافر  تریکرولیم   MgCl2    ،6/0  تریکرولیم  PCR (10X) ،75از 

 9هر  برای  بود.  NF Waterاز  کرومولاریم3/0  و  dNTPs  تریکرولیم

  تر یکرولیم  3/7و    DNA Ex-Taq  مرازیپل  تریکرول یم  25/0،  پرایمر

استفاده شده است انجام    .آب مقطر  در    ونیناتوراسد  PCRجهت 

 و به دنبال آن  هانجام شد  قهیدق 15در    لسیوسدرجه س  94  یدما
  94  یدر دما  هیثان45اتصال مجدد    یو برا  ونیچرخه دناتوراس   10

 .انجام گرفت لسیوسدرجه س

 

  MSRA SCCmecجهت تایپینگ و تعیین ساب یونیت    Multiplex PCRهای پرایمر استفاده شده برای تست  توالی  . 1جدول

Primers Oligonucleotide sequences (50–30) Concentration (mM) Amplicon size (bp) Specifity 

Type I-F 

Type I-R 

5´-GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG-3´ 

3´-GTTCTCTCATAGTATGACGTCC-5´ 
0.2 613 sccmec I 

Type II-F 

Type II-R 

5´-CGTTGAAGATGATGAAGCG-3´ 
3´-CGAAATCAATGGTTAATGGACC-5´ 

0.2 398 SCCmec 

Type III-F 

Type III-R 

5´-CCATATTGTGTACGATGCG-3´ 

3´-CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG-5 
0.2 280 SCCmec 

Type IVa-F 

Type IVa-d 

5´-GCCTTATTCGAAGAAACCG-3´ 

3´-CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG-5´ 
0.2 776 SCCmec I 

Type IVb-F 

Type IVb-R 

5´-TCTGGAATTACTTCAGCTGC-3´ 
3´- AAACAATATTGCTCTCCCTC-5´ 

0.2 493 SCCmec 

Type IVc-F 

Type IVc-R 

5´-ACAATATTTGTATTATCGGAGAGC-3´ 

3´-TTGGTATGAGGTATTGCTGG-5´ 
0.2 200 sccmec 

Type IVd-F 

Type IVd-R 

5´-CTCAAAATACGGACCCCAATACA-3´ 

3´-TGCTCCAGTAATTGCTAAAG-5´ 
0.2 881 SCCmec 

Type V-F 

Type V-R 

5´-GAACATTGTTACTTAAATGAGCG-3´ 
3´-TGAAAGTTGTACCCTTGACACC-5´ 

0.2 335 SCCme 

MecA147-F 

MecA147-R 

5´-GTGAAGATATACCAAGTGATT-3´ 

3´-ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT-5´ 
0.2 147 mecA 

 

 ها یافته 

 های بالینیها از نمونهجداسازی و تشخیص سویه

نمونه خلط، خون، زخم، ادرار   56دراین مطالعه در مجموع  

آوری شد. از بیماران سوختگی در شهر تهران وگرگان و ساری جمع

ذکر شده است. با   1ها بر حسب نوع نمونه در جدول فراوانی نمونه

آزمون  از  رنگاستفاده  میکروبی  مانیتول های  محیط  گرم،  آمیزی 

آگار، تعداد    سالت  کوآگولاز  و  کاتالاز  به   56آنزیم  آلوده  نمونه 

. .بودند استافیلوکوکوس اورئوس
 

 حسب نوع نمونه بالینی بر    هایفراوانی نمونه . 2جدول 

 ادرار  زخم خون  خلط  برداری منشا نمونه 

 6 4 31 15  ( =n  56)  تعداد

 26/ 7 55/ 3 7/ 1 10  درصد

سویه مورد   56سویه از  37نتایج آنتی بیوگرام نشان داد که  ارزیابی حساسیت میکروبی 

آنتی  به  نسبت  این  بررسی  در  بودند.  مقاوم  سفوکسیتین  بیوتیک 
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آنتی مقاومت  الگوی  ارزیابی  سویهمطالعه  های  بیوتیکی 
نشان داد که بیشترین مقاومت نسبت به   استافیلوکوکوس ارئوس

درصد( و سپس به سفوکسیتین   100سیلین )متی  های بیوتیک آنتی

  15)    بیوتیک ونکومایسیندرصد( وکمترین مقاومت به آنتی  60)

سویه ها به اگزاسیلین مقاوم   %47. همچنین  وجود دارد  درصد (

   (.2)جدول  بودند

 

 نتایج ارزیابی حساسیت میکروبی   . 2جدول 

 اگزاسیلین  سیلین متی ونکومایسین  جنتامایسین اریترومایسین  سفوکسیتین بیوتیکآنتی 

 19 27 34 49 0 24 (nحساس) تعداد

 37 29 22 7 56 32 ( nمقاوم) تعداد
 

 spaنتایج تکثیر ژن  
ژن    PCRنتایج    8شکل   برای  نمونه  spaرا  های  در 

اورئوس نمونه  استافیلوکوکوس  از  شده  بیمارانجدا  نشان    های 

درصد   82در    spaنتایج نشان داد که توزیع ژن    (.1)شکل  دهد.  می

نمونه ها وجود    46) از مجموع  داردنمونه(  نمونه   40نمونه    46. 

 زخم بودند.  هایمتعلق به نمونه

 

 
چاهک  spaبرای ژن  PCRنتایج الکتروفورز محصول    . 1شکل 

M    مارکرbp100    ستاندارد  اسویه    1.چاهکATCC25923  .  چاهک

را    bp315بالینی با طول قطعه  استافیلوکوکوس اورئوسهای  سویه  7تا2

 هند.نشان می 

 

 pvlنتایج تکثیر ژن  

( pvlمنظور بررسی وجود ژن پنتون ولنتین لوکوسیدین )به

، از پرایمرهای اختصاصی این  های استافیلوکوکوس ارئوسدر سویه 

جفت باز بررسی شد    bp180ژن استفاده شد و نتایج با ارزیابی باند  

نمونه(   7)  درصد  12در    pvlژن  . نتایج نشان دادند که  (2)شکل  

 شود.مشاهده می

ژن   وجود  بین  معناداری  ارتباط  مطالعه  این  نوع   pvlدر  و 

 حاصل نشد.  spaی زابیماری  نمونه و ژن

 

 
بروی ژل    PCRنتایج الکتروفورز محصول    . 2شکل 

استفاده گردید.  bp100از مارکر    Mدر چاهک  :  pvlالکتروفورزبرای ژن  

  هایسویه  6تا  2چاهک    .29213ATCC  سویه استاندارد  1چاهک  
 . (bp 180)طول قطعه    pvlبالینی حاوی ژن    استافیلوکوکوس ارئوس

 

  SCC mec typingنتایج  

از نظر    PCR ،%100شده با روش    ش یآزما  هیسو  56نیاز ب

ی  هازولهیا  SCCmecنوع    نییتع  یبرا  کهمثبت بودند.    mecAژن  

MRSA  پی، تاSCCmec  ی  هازولهیدر اS. aureus  شدند   یبررس  .

  5( ،  17/%8)  10( ،  ٪5/28)  16،  ندها نشان دادافتهی همانطور که  

(9/%8  ، و  %12/5)  7(   )2  (5/3 %  ،  )3  (3/5%  ، ،  %0)  صفر(   )3  

، نوع   I، نوع  IIIنوع    SCCmecحاوی    MRSAهای  از جدایه  (3/5%)

II    نوع ،Iva  نوع ،IVb    نوع ،IVc  نوع ،IVd  و نوع  V .علاوه بر    بودند

)  10این،   قابل  ٪8/17جدایه  ما  همچنین    نبودند.تایپ  (  مطالعه 

-CAسبت به  ن  HA-MRSAمرتبط با    هایهینشان داد که تعداد سو

MRSA بود. شتریب های تحت بررسیدر جدایه 
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 ،3چاهک    ،SCC mec type II (398 bp)  ،2چاهک    ،SCC mecI (613 bp)نوع    ،1چاهک  Multiplex PCRز کتروفورز آگارل ا  . 3شکل

SCC mec Type III (280 bp)،  4چاهک،  SCCmec    نوعIva (776bp)،    5چاهک،  c    نوعIVb (493bp)SCC me  ،  نوع  6چاهک ،IVc 

(200bp)  SCCmec . 
 

 بحث 

زای  ترین عوامل بیماریاستافیلوکوکوس اورئوس یکی از مهم

ا است.  اصل  نیانسان  بعفونت  ی عامل  و  در جامعه  ها  مارستانیها 

است  یهادهه  یط شناسا(18و  19)  گذشته  درمان    عیسر  یی . 

 وع یاز ش  یریجلوگبرای  اقدامات    ن یتراز مهم  MRSAی  هاعفونت

م و  مرگ  خطر  کاهش  و  ب  ریعفونت  . (12)  است  مارانیدر 

گروه    MRSAی  اهعفونت دو    CA-MRSAو    HA-MRSAبه 

امی  میتقس مییبندطبقه   نیشوند.  را  عناصر ها  منبع  با  توان 

 .(20و21) ناختش SCCmec متحرک، یکیژنت

در جامعه   MRSAمنبع عفونت    ۀکنندنییعامل تع  نیترمهم

SCCmec  اگر.  است  HA-MRSASا یCA-MRSA  شود،    ییشناسا

 نیو بهتر  میکن  تیریرا مد  MRSAی  هابود عفونت  میما قادر خواه

درمان  کن  یپروتکل  انتخاب  نوع  (22)  میرا  هر   .SCCmec  یدارا 

توسط   mecA  نژ  نییتع  و  است  ی منحصر به فردیکیعناصر ژنت

و دقت    تیحساس  نیلیسگزاا  سکیتست دنسبت به    PCRتست  

مشخص شد.    PCRبا روش    mecA، ژن  نی. بنابرا(23)  دارد  یبالاتر

مورد مطالعه    هیسو  56در    mecAآمده حضور ژن  دستهب  جیطبق نتا

بود   درصد  50بیشتر از   نیلیکه مقاومت به اگزاسیبود، درحال  100%

 سهیو همکاران قابل مقا  نسکویامطالعه    ج ینتاجه با  ینت  ن یاکه    (24)

استافیلوکوکوس سویه    57نشان داد که از بین    فوق   قیتحق.  است
اسیلین مقاوم بوده  گزسویه در برابر ا  22روش فنوتیپی،  به    اورئوس

  گریمطالعه د  کی. در  (25)  هست  mecAسویه نیز حاوی ژن    28و  

سویه   حمدتوسط   تمام  همکاران،  از جدا    MRSAیهاو  شده 

 . (26)بودند   mecAژن  یحاو ینیبال  هایونه نم

که   حساسقبلا  همانطور  تست  شد،    یبیوتیکآنتی  تیذکر 

حساس هستند.    نیسیها به ونکومادرصد نمونه  5/12نشان داد که  

، نیکاسی، آمنیسیو به جنتاما  %60کمتر از    نیلیمقاومت به اگزاس

 % 30نیب  نیسیترومایو ار  نیسینداما ی، کلنیت ی، سفوکسنیسفالکس

  نیسیها مانند وانکومابیوتیک از آنتی  ی، برخالح  نیبود. با ا  %70و

 شوند. ی برای درمان محسوب میمؤثربیوتیک آنتی هنوز

مطالعه،   این  اگزاس  نیبالاتردر  برابر  در  ،  نیلیمقاومت 

ار  سیلینیمت تحقیق  اس  نیسیترومایو  این  در  نوع ت.  پنج 

SCCmec  تیپ آنها،  نی و از بشناسایی شده راIII  تیپ   نیترعیشا

و مقاومت چند دارویی    بود  جدا شده در این مطالعه  هایزوله یدر ا

نسبت به سایر انواع آن بیشتر بود. در یک   IIIو     I  های نوعدر سویه 

در شمال ایران نشان داده که فقط    2016مطالعۀ مشابه در سال  

SCCmec    نوعIII  ن مقاومت در در برابر دارو دارد  ری تداراس بیش

تیپ  و    SCCmec I  (8/%17)ی  غالب بعد. در این مطالعه تیپ  (13)

IVa )5/12%( (27)ند بود . 

مطالعه سال    یادر  در    ی رو  Vazquezتوسط    2009که 

اسپان  های نمونه  ا  نیشتریب،  انجام شد  ای مختلف در  ها  زولهیدرصد 

مشابه    ۀمطالع  کیکه در  ی، درحالبود  IVنوع    SCCmecمتعلق به  

ی  نیبال  هاینمونه   یرو  انو همکار  Zhangتوسط    2019در سال  
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غالب  تیپ  گرفت  گردید    IIIنوع    SCCmec  انجام  گزارش 

 . (28و29)

ن  ی برا  یمحققان علم  شتری اشاره شد، ب  زیهمانطور که قبلاً 

نمونهکه    SCCmec  پ یتا  یالگوها  یبررس انجام    یهادر  مختلف 

، که 2011  در سال  Muhlebachو    Gossجز مطالعه  ه  شده اند، ب

ب آن  ف  مارانیدر  به  مورد  به   کیستیک  بروزیمبتلا  جامعه  عنوان 

  . (30)  ندترا داش  Iنوع    SCCmec  نیشتریبکه  مطالعه انتخاب شدند  

د مطالعات  -HAعنوان  به  I ، II ، IIIانواع    SCCmec،  گریطبق 

MRSA  های  سویهکه    یدر حال   دونشیشناخته مCA MRSA    با

  HA-MRSAوعی ش  .(29)  همراه هستند  Vو    SCCmec IVانواع  

است.    CA-MRSAاز    شترینفر( بود که ب  55)  7/57مطالعه    نیدر ا

  ، (18،  17)و همکاران    یعبد  نیز  و همکاران ورینارد  رابطه،    نیدر ا
 . اندرا گزارش کرده یموارد مشابه

 گیری  نتیجه
دست حاضر  پژوهش  از  اپ   یابیهدف  و   یولوژیدمیبه 

  درمختلف    مارستانیب  سهدر    مارانیدر ب  MRSAاز    SCCmecپیتا
  MRSA  56بود. از  گرگان و ساری  تهران،    های شهرهایبیمارستان 

در طول مطالعه  مورد  روش   2019سال    جدا شده  از  استفاده  با 

Multiplex PCR  ،SCCmec    نوعIII  (5/28  )%    وSCCmec  نوعI  
مطالعه حاضر نشان داد    جیقرار گرفتند. نتا  لعهمورد مطا  (8/17%)

ا از  MRSAیهازولهیکه  است  انحراف    ای   HA-MRSA  ممکن 

 سرچشمه گرفته باشند. MRSAکلونال 

  ن یسیلین در بیدر برابر مت ییمطالعه مقاومت بالا ن یا جیتان

شده اورئوسهای  جدا  بنابرانش  استافیلوکوکوس  داد.  به نیان   ،

انتخاب   براآنتی  کیمنظور  مناسب  عفونت  یبیوتیک  های  درمان 
اورئوس جلوگ  استافیلوکوکوس  برابر    یریو  در  مقاومت  از 

و در دسترس  ییکارآ زانیبر اساس م دیبا  انها، پزشکبیوتیک آنتی

 .کنند زیمناسب را تجو  هایبیوتیک بودن آن، آنتی

بیوتیکی در  باعث خاصیت نفوذپذیری و مقاومت آنتی  pvlژن  

می باکتری  ژن  این  افزایش    spaشود.  و  چسبندگی  باعث  نیز 

مورفیسم بالایی است  شود و دارای پلیمقاومت پذیری باکتری می

آن تکراری  فرد  به  منحصر  توالی  و  تعداد  سویه   که  میان  ها  در 

توان ین پروتئین، میمتفاوت است. با استفاده از تایپینگ مولکولی ا

احتمال یک منبع عفونت مشترک که در چرخش یا انتقال از فرد  

 . ها وجود دارد را بررسی کردبه فرد در بیمارستان

 سپاسگزاری 
 .وجود ندارد

   منافع در تعارض

 .بین نویسندگان تعارضی در منافع وجود ندارد

 مالی  منابع

 . وجود ندارد 
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