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Background and Aim: Vancomycin is one of the last drugs used by human for 
treatment of infections caused by Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
isolates. Since s.` aureus with heterogeneous, intermediate and complete resistance to 
vancomycin are in relation to high mortality rate and are increasing in the world, so 
investigating the incidence of these isolates is necessary.

Materials and Methods: By using several phenotypic tests such as Gram stain, 
catalase, coagulase, DNase and mannitol fermentations and by screening resistance 
to methicillin, 100 MRSA isolates were identified. For identifying resistance to 
vancomycin, phenotypic tests with the disc diffusion method, determining MIC by 
E-test method and screening test in BHIA (Brain Heart Infusion Agar) containing 
vancomycin and molecular PCR test were carried out in order to identify femB, mecA 
and vanA genes.

Results: Resistance to methicillin was 59%. Ranges of vancomycin MICs were 
between 0.75 µg/ml to 4 µg/ml. By E-test method 92% of isolates were sensitive 
and 8% showed heterogeneous resistance to vancomycin. However, screening tests 
in BHIA, containing 3 μg/ml and 4 μg/ml vancomycin, detected 18% heterogeneous 
resistance and 4% intermediate resistance to vancomycin, respectively. In screening 
tests using BHIA, with 6 μg/ml vancomycin no isolate was able to grow. Although all 
of the isolates contained femB and mecA genes, but none of them contained vanA gene.

Conclusions: E-test alone was not able to identify all S.aureus isolates of 
heterogeneous resistance and intermediate resistance to vancomycin. As a result, the 
screening tests also should be used along with MIC tests.
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بررسی حساسیت ایزوله های استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین جدا شده از نمونه های 
 ،E-test بالینی در مراکز آموزشی و درمانی امام رضا )ع( و سینای تبریز در برابر وانکومایسین با روش
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بیوتیک وانکومایسین یکی از مهمترین داروهای موجود در درمان عفونتهای ناشی از سویه  آنتی  زمینه و هدف: 
های استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین )MRSA( می باشد. از آنجایی که استافیلوکوکوس اورئوس های با کاهش 
حساسیت به وانکومایسین در ارتباط با مورتالیتی بالایی بوده و در حال افزایش در جهان هستند، لذا بررسی شیوع این سویه ها 

ضروری به نظر می رسد.

مواد و روش ها: تعداد 100 ایزوله MRSA با استفاده از تستهای فنوتیپی نظیر رنگ آمیزی گرم، کاتالاز، کواگولاز، 
DNase، تخمیر مانیتول و آزمون مقاومت به متی سیلین مورد شناسایی قرار گرفتند. جهت تشخیص مقاومت به وانکومایسین 
گار دیفیوژن، تعیین MIC با روش E-test و آزمونهای غربالی در محیط کشت برین هارت  تستهای فنوتیپی با روش دیسک آ
 vanA و mecA ،femB برای شناسائی ژنهای PCR حاوی وانکومایسین انجام و آزمون مولکولی )BHIA( گار اینفیوژن آ

مورد استفاده قرار گرفت.

قرار   4  μg/ml تا   0/75  μg/ml بین  وانکومایسین   MIC دامنه  بود.  متی سیلین %59  به  مقاومت  میزان  یافته ها: 
داشت. با روش E-test، 92% ایزوله ها حساس و 8% دارای مقاومت هتروژن به وانکومایسین بودند، ولی آزمونهای غربالی 
در محیط کشت BHIA حاوی μg/ml 3 و μg/ml 4 وانکومایسین بترتیب 18% مقاومت هتروژن و 4% مقاومت بینابینی به 
وانکومایسین را شناسایی نمود. در آزمون غربالی در BHIA محتوی μg/ml 6 وانکومایسین هیچ ایزوله ای قادر به رشد نبود. 

100% ایزوله ها دارای ژنهای femB و mecA بودند، ولی هیچ ایزوله ای حاوی ژن vanA نبود.

نتیجه گیری: آزمون E-test به تنهایی قادر به شناسایی تمامی ایزوله های استافیلوکوکوس اورئوس با مقاومت هتروژن 
و بینابینی به وانکومایسین نبود، لذا استفاده از آزمونهای غربالی در کنار آزمونهای MIC الزامی است.

PCR ،آزمون غربالی ،E-test ،کلمات کلیدی: استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین، وانکومایسین
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مقاله 
پژوهشی

مقدمه
ــدی در  ــای ج ــم عفونته ــل مه ــوس از عوام ــتافیلوکوکوس اورئ اس
ــیلین  ــی س ــن پن ــوان اولی ــیلین بعن ــی س ــت. مت ــه اس ــتان و جامع بیمارس
صناعی در ســال 1961 بــرای درمان عفونتهای اســتافیلوکوکوس اورئوس 
 اســتفاده گردیــد. اولیــن اســتافیلوکوکوس اورئــوس مقــاوم به متی ســیلین

 Methicillin Rsistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

ــس از  ــت پ ــرار گرف ــایی ق ــورد شناس ــال م ــان س ــتان در هم در انگلس
آن ســویه هــای MRSA بــه ســرعت در جهــان گســترش یافتنــد )1(. 
از آنجایــی کــه عفونتهــای ناشــی از ســویه هــای MRSA منجــر 
ــای  ــی بیوتیکه ــتفاده از آنت ــوند، اس ــی ش ــی م ــر بالای ــرگ و می ــه م ب
ایزولــه اولیــن   .)2( گردیــد  آغــاز   1960 دهــه  در   گلیکوپپتیــدی 

 Heterogenous Vancomycin Intermediate S.aureus(hVISA) 
کــه بــه نــام Mu3 خوانــده مــی شــود در ســال 1996 از خلــط بیمــار 64 
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ســاله کــه بــه پنومونــی MRSA مبتــلا بــود و به درمــان با وانکومایســین 
جــواب نمــی داد جــدا شــد )3(. اولیــن ســویه اســتافیلوکوکوس 
ــا ــسین یـــــ ــه وانکومایــــ ــی ب ــت بینابــینــ ــا مقـــــاومــ ــوس ب  اورئ
(Vancomycin intermediate S.aureus( VISA 

 بـــــا MIC=8 μg/ml در ســال 1997 از ژاپــن گــزارش گردیــد 
ــا ــه وانکومایســین ی ــل ب ــا مقاومــت کام ــن ســویه ب  )4( و بالاخــره اولی

 (Vancomycin Resistance Staphylococcus aureus(

از میشــگان آمریــکا گــزارش شــد )5(. VRSA  در ســال 2002 

ــر رشــد  ــر و نــوک کاتت ــه خروجــی کاتت کشــت از اگــزودای ناحی
ــس  ــوس فکالی ــا  MIC ≤ 32µg/ml و انتروکوک ــان VRSA ب همزم
مقــاوم بــه وانکومایســین بــا  MIC ≤ 32µg/ml  را نشــان داده بــود. 
قبــل از شناســایی VRSA بیمــار بــه مــدت 6/5 هفتــه از آنتــی بیوتیــک 
ــار  ــک بیم ــتان نزدی ــی از دوس ــود. یک ــی نم ــتفاده م ــین اس وانکومایس
 PFGE حســاس بــه وانکومایســین بــود کــه در MRSA حامــل
ــن  ــا VRSA شناســایی شــده نشــان مــی داد. ای الگــوی مشــابهی را ب
ــار  ــردن انتش ــم ک ــگیری و ک ــرای پیش ــلاش ب ــت ت ــه اهمی ــوع ب موض
MRSA و VRSA در مجــاورت وســایل بیمــاران تحــت درمــان 
تاکیــد مــی کنــد )5(. در شــرایط آزمایشــگاهی انتقــال از طریــق 
کونژوگاســیون ژن vanA از انتروکوک هــا بــه اســتافیلوکوکوس اورئــوس 
ثابــت شــده اســت. ســاطع شــدن فرومــون جنســی از اســتافیلوکوکوس 
ــوس  ــاورت انتروکوک ــه در مج ــین ک ــه وانکومایس ــاس ب ــوس حس اورئ
فکالیــس مقــاوم بــه وانکومایســین حــاوی پلاســمید کــد کننــده 
vanA اســت، نقــش اصلــی را در انتقــال ژن مقاومــت )vanA( از 
ــه اســتافیلوکوکوس اورئــوس ایفــا مــی کنــد )3(. افــراد  انتروکوک هــا ب
ــه  ناقــل اســتافیلوکوکوس ارئــوس حســاس بــه وانکومایســین و مقــاوم ب
ــت از  ــت ژن مقاوم ــی را در دریاف ــش اصل ــد نق ــیلین می توانن ــی س مت
ــي  ــه باکتریم ــلاء ب ــر ابت ــل در خط ــراد ناق ــد. اف ــاء کنن ــوک ایف انتروک

ــتند )6(. ــتانی هس بیمارس

ــا  ایزولــه هــای hVISA، ایزولــه هــای اســتافیلوکوکوس اورئــوس ب
ــن در آن  ــند لیک ــی باش ــاس م ــف حس ــین درون طی MIC وانکومایس
ــی  ــت بینابین ــا مقاوم ــدودۀ ب ــلولها در مح ــت س ــبت از جمعی ــک نس ی
ــت  ــول جمعی ــور معم ــه ط ــد )MIC=3 μg/ml(. ب ــی گیرن ــرار م ق
دارنــد  6-10 حضــور  تــا   10-5 از  فرکانــس  یــک  در  مقــاوم  هــای 
)7(. ســویه های MRSA بــا حساســیت کاهــش یافتــه نســبت بــه 
وانکومایســین )VISA ،hVISA و VRSA( بــه نارســایی درمــان 
ــا  ــاط ب ــا در ارتب ــن ســویه ه ــاط داده شــده اند. ای ــا وانکومایســین ارتب ب
ــرای  ــد جــدی ب ــوده و ظهــور ایــن ســویه هــا تهدی ــی ب مورتالیتــی بالای
ــای  ــرای عفونته ــکان ب ــترس پزش ــی در دس ــای درمان ــه ه ــتر گزین بیش

ــد )3(. ــی باش ــی از MRSA م ناش

و  آزمایشــگاهی بالینــی  اســتاندارد  موسســه   
 (Clinical and Laboratory Standards Institute( CLSI
ــاز  ــل ب ــرح ذی ــه ش ــین را ب ــال Break point 2006 وانکومایس در س
تعریــف نمــود. ســویه هــای حســاس دارایMIC ≤2 μg/ml، ســویه 
ــا مقاومــت بینابینــی دارایMIC=4-8 μg/ml و ســویه هــای  هــای ب
مقــاوم دارای  MIC ≤ 16µg/ml )8(. در حــال حاضــر روشــهای 
گاردایلوشــن و E-test بعنــوان بهتریــن روش بــرای  بــراث دایلوشــن، آ
ــند.  ــی باش ــین م ــه وانکومایس ــبت ب ــیت نس ــش حساس ــایی کاه شناس
 4 μg/ml ــاوی ــی در BHIA ح ــای غربال ــتفاده از آزمونه CDC اس
ــا کاهــش  ــرای شناســایی ســویه هــای ب و μg/ml 6 وانکومایســین را ب

ــه نمــوده اســت )9(. ــه وانکومایســین توصی حساســیت ب

گار دیفیــوژن ناشــی از انتشــار  مشــکل موجــود در روش دیســک آ
ضعیــف آنتــی بیوتیــک در بســتر محیــط کشــت مــی باشــد. ایــن روش 
ــا  ــه آنه ــدازه هال ــه ان ــی VRSA ک ــویه های ــایی س ــرای شناس ــا ب تنه
ــب روش  ــم معای ــرد دارد. علیرغ ــد کارب ــی باش ــر م ــی مت ــر 6 میل براب
ــان اســتفاده مــی شــود )7(.  ــن روش همچن ــوژن ای گار دیفی دیســک آ
ــت اســتافیلوکوکوس  ــن هوی ــرای تعیی ــز کــه ب ــی نی از روش هــای ژنوتیپ
وانکومایســین  و  ســیلین  متــی  بــه  مقاومــت  شناســایی  اورئــوس، 
 mecA ،femB بــرای ژنهــای PCR اســتفاده مــی شــود بــه روش
و vanA مــی تــوان اشــاره نمــود. ژن femB فاکتــور اختصاصــی 
بــرای اســتافیلوکوکوس اورئــوس می باشــد و در ســایر گونــه هــای 

ــت )11، 10(. ــده اس ــده نش ــتافیلوکوکی دی اس

علیرغــم ایــن حقیقــت کــه مقاومــت میکروبی بــه وانکومایســین در 
اســتافیلوکوکوس اورئــوس بســیار نــادر باقــی مانــده اســت در ســال های 
 MIC( وانکومایســین MIC اخیــر شــاهد نوعی تغییــر رو به افزایــش در
creep( در طیــف حساســیتی می باشــیم کــه دارای تاثیــرات مهمــی بــر 
ــد  ــي MRSA می باش ــی و باکتریم ــین در پنومون ــی وانکومایس کارای
)12(. بــا توجــه بــه گــزارش ســویه هــای اســتافیلوکوکوس اورئــوس بــا 
حساســیت کاهــش یافتــه و مقــاوم بــه وانکومایســین از نقــاط مختلــف 
کشــور و جهــان، بــر آن شــدیم تــا حساســیت ســویه های MRSA در 
برابــر آنتــی بیوتیــک وانکومایســین را بــا روش هــای فنوتیپــی و مولکولــی 
ــه  ــن مطالع ــده از ای ــم. اطلاعــات بدســت آم ــرار دهی ــورد بررســی ق م
می توانــد در کاربــرد صحیــح از آنتــی بیوتیــک وانکومایســین در 

درمــان عفونت هــای ناشــی از MRSA نقــش مهمــی ایفــاء نمایــد.

مجله میکروب شناسی پزشکی ایران ▐سال 10 شماره 1 ▐فروردین و اردیبهشت 1395
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مواد و روش ها
 ایــن مطالعــه تجربــی بــه صــورت توصیفــی– مقطعــی در محــدوده 
آزمایشــگاه  در   1392 مــاه  فروردیــن  تــا   1391 فروردیــن  زمانــی 
باکتریولــوژی مرکــز تحقیقــات بیماریهــای عفونــی و گرمســیری تبریــز 
ــز  ــوم پزشــکی تبری ــل ارس دانشــگاه عل ــن المل ــر نظــر پردیــس بی و زی
ــده  ــه کنن ــه شــامل بیمــاران مراجع ــورد مطالع ــت م انجــام شــد. جمعی
بــه بخشــهای مختلــف بیمارســتان هــای امــام رضــا ) ع( )امــام خمینــی 
ــه بالینــی اخــذ  ــز بــود. از 608 بیمــار 1475 نمون ســابق( و ســینای تبری
ــرای هــر  ــه هــای تکــراری از مطالعــه حــذف شــدند(. ب ــد )ایزول گردی
گاهانــه تهیــه و اصــول اخلاقــی رعایــت گردیــد. بیمــار فــرم رضایــت آ

نمونــه هــا بــه محیــط کشــت نوترینــت بــراث )Merck( تلقیــح و 
 37°C ــا 24 ســاعت در ــه مــدت 18 ت ــه آزمایشــگاه ب ــال ب ــس از انتق پ
انکوبــه و کلنــی هــا از نظر گــرم مثبت بــودن، تولید کاتــالاز، کواگولاز، 
 )0/04 U( حساســیت یــا مقاومــت بــه باستیراســین ،DNase ،همولیزیــن
 Mast diagnostic, UK ــرکت ــاخت ش ــیتین )30µg( س و سفوکس
 مــورد بررســی قــرار گرفــت )13(. نهایتــاً MRSA 100 ایزولــه گردیــد. 
 ATCC 25923 از ســویه هــای اســتاندارد اســتافیلوکوکوس اورئــوس
 ATCC بــه متــی ســیلین( و اســتافیلوکوکوس اورئــوس  )حســاس 
ــرل  ــای کنت ــویه ه ــوان س ــه عن ــیلین( ب ــی س ــه مت ــاوم ب 33591 )مق

کیفــی اســتفاده شــد )8(.

و  دیفیــوژن  گار  آ دیســک  آزمایــش  انجــام  بــرای   
از  اســتفاده  بــا  و  فارلنــد  تهیــه  مــک  نیــم  غلظــت   ،E-test
محیــط  روی  بــر  اســتاندارد  روش  بــه  کشــت  ای  پنبــه  ســواب 
انجــام   (Merck, Germany( گار  آ هینتــون  مولــر  کشــت 
وانکومایســین دیســک  دادن  قــرار  از  پــس  نهایــت  در  و   شــد 

 E-test نــوار  و   Mast diagnostic, UK ســاخت   )30  µg(
وانکومایســین )Liofilchem( بــه مــدت 24 ســاعت در C°35 انکوبــه 
 CLSI )2011( ــل ــتور العم ــق دس ــده مطاب ــت آم ــج بدس ــد. نتای گردی

ــد. ــی ش ــت و ارزیاب قرائ

ــت  ــط کش ــی در محی ــای غربال ــی در آزمونه ــای آزمایش ــویه ه س
 6  µg/ml و   4  µg/ml  ،3  µg/ml غلظتهــای  محتــوی   BHIA
ــورد  ــین م ــه وانکومایس ــیت ب ــش حساس ــاظ کاه ــین از لح وانکومایس
ــی از  ــون غربال ــام آزم ــرای انج ــد )15، 14، 8(. ب ــرار گرفتن ــی ق بررس
ــتفاده  ــین )Mast diagnostic, UK( اس ــزه وانکومایس ــودر لیوفیلی پ
ــه عنــوان محلــول ذخیــره تهیــه  گردیــد کــه ابتــدا رقــت µg/ml 100 ب
ــچ دار  ــه در پی ــک لول ــدن در ی ــتریل ش ــت اس ــآ جه ــده و متعاقب گردی
ــر شــد. ایــن  ــر Nagene( 0/2 µm(، فیلت ــا اســتفاده از فیلت اســتریل ب

ــه  ــد. در مرحل ــی ش ــداری م ــای C°20- نگه ــره در دم ــول ذخی محل
ــتورالعمل  ــاز و دس ــورد نی ــم م ــا حج ــب ب ــط BHIA متناس ــد محی بع
کارخانــه ســازنده تهیــه و اتــوکلاو گردیــد. پــس از اینکــه دمــای 
ــه شــد.  ــک اضاف ــی بیوتی ــول آنت ــه C°45 رســید محل ــط کشــت ب محی
،4 µg/ml ،3 µg/ml حــاوی غلظتهــای BHIA بــرای تهیــه محیــط 

µg/ml 6 وانکومایســین بــا اســتفاده از فرمــول N2V2 =N1V1 مقدار 
ــط  ــه محی ــن )µg/ml 100( ب ــره وانکومایس ــول ذخی ــخص از محل مش
ــا  ــه باکتریایــی سوسپانســیون ب ــرای هــر ایزول BHIA اضافــه گردیــد. ب
ــه  ــوژی تهی ــرم فیزیول ــد( در س ــک فارلن ــم م ــدورت MF 0/5 )نی ک
گردیــد و مقــدار µl 10 از ایــن سوسپانیســون بصــورت نقاطــی )مطابــق 
ــای  ــاوی غلظت ه ــط BHIA ح ــطح محی ــتورالعمل CDC( در س دس
3، 4 و6 میکروگــرم در میلــی لیتــر وانکومایســین پخــش شــد )9(. 
بــا اینــکار CFU( 1/5×106( از باکتــری در ســطح BHIA حــاوی 
ــاعت در  ــدت 24 س ــه م ــد و ب ــح ش ــین تلقی ــک وانکومایس آنتی بیوتی
C°35 انکوبــه گردیــد، نتایــج در مقابــل چــراغ مطالعــه بررســی گردیــد 
)8(، رشــد 2 کلنــی یــا بیشــتر بعنــوان نتیجــه مثبــت در نظــر گرفتــه شــد 

.)9(

بــرای تاییــد هویت ایزوله هــای MRSA و مقاومــت افزایش یافته به 
 وانکومایســین با اســتفاده از متد مولکولی )18، 17، 16(، تکثیر ژن های
(factor essential for methicillin resistance( femB 

)ژن تعییــن هویــت اســتافیلوکوکوس اورئــوس(، mecA )ژن مقاومــت 
ــک  ــه وانکومایســین( در ی ــی ســیلین( و vanA )ژن مقاومــت ب ــه مت ب
 DNA ــتخراج ــرای اس ــد. ب ــام ش ــس PCR انج ــی پلک ــش مولت واکن

ــد )19(. ــتفاده ش ــا از روش CTAB اس ــه ه ایزول

  Qiagen کیــت  از   PCR پلکــس  مولتــی  انجــام  بــرای 
 mecA ژنهــای  بــه  مربــوط  واکنــش  پرایمرهــای  شــد.  اســتفاده 
واکنــش  ترکیــب  بودنــد.   )18(  femB و   )17(  vanA  ،)16(
 MgCL2 مــراز،  پلــی   Taq )حــاوی  مســترمیکس   25  µl شــامل 
 و lµ ،)dNTP 5 پرایمــر میکــس بــا غلظــت µM 2 از پرایمرهــای
 mecA-F(3΄-GTGAAGATATACCAAGTGATT-5΄)،
 mecA-R(5΄-ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT-3΄)،
        vanA-F(3΄-CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA-5΄)،
 vanA-R(5΄-CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA-3΄)،
 femB-F(5΄-CGTGAGAATGATGGCTTTGA-3΄)،
  ،femB-R(5΄-TTAATACGCCCATCCATCGT-3΄) 
از   2  µl و   Q-solution 10 محلــول   µl  ،RNase-free آب   8  µl
ــرای ژنهــای  ــر شــده ب ــدازه قطعــات تکثی ــود. ان Template DNA ب
vanA ،mecA و femB بــه ترتیــب 147، 1030 و 388 جفــت بــاز 

بهلولی و همکاران ▐بررسی حساسیت ایزوله های استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین ...
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بــود.

برنامــه PCR شــامل واسرشــت ســازی اولیــه در °95C بــه مــدت 15 
دقیقــه و ســپس 35 ســیکل شــامل واسرشــت ســازی در C°94 بمــدت 
بــه مــدت 30 ثانیــه، اتصــال در C°55 بمــدت 45 ثانیــه، طویــل شــدن 
زنجیــره در C°72 بــه مــدت 1 دقیقــه و بالاخــره طویــل شــدن نهایــی در 
 )Eppendorf( 72 بــه مــدت 10 دقیقــه در دســتگاه ترمــال ســایکلر°C
گاروز بــه  بــود. الکتروفــورز محصــول PCR در ژل 1/8 درصــد آ
ــا  ــزی ژل ی ــگ آمی ــس از رن ــت انجــام و پ ــه در 90 ول مــدت 75 دقیق
اتیدیــم برومایــد، بــا دســتگاه Transluminator مــورد بررســی قــرار 

گرفــت )20(.

 ATCC 29212 از ســویه هــای اســتاندارد انتروکوکــوس فکالیــس
بعنــوان کنتــرل منفــی )حســاس بــه وانکومایســین(، انتروکوکــوس 
بــه  )مقــاوم  مثبــت  کنتــرل  بعنــوان   ATCC 51299 فکالیــس 

وانکومایســین(، اســتافیلوکوکوس اورئــوس ATCC 29213 بعنــوان 
ــه متــی ســیلین ( و اســتافیلوکوکوس اورئــوس کنتــرل منفــی حســاس ب

ATCC 33591 بعنــوان کنتــرل مثبــت )مقــاوم بــه متــی ســیلین( 
ــن  ــرای تعیی ــر bp( DNA 100 و kb 1( ب ــد )8(. از مارک ــتفاده ش اس
ــده  ــت آم ــای بدس ــد. داده ه ــتفاده ش ــه اس ــی در مطالع وزن مولکول
و  – درصــد  )فراوانــی  توصیفــی  آمــاری  از روشــهای  اســتفاده  بــا 
ــزار  ــرم اف ــون Chi-square در ن ــتفاده از آزم ــا اس Mean±SD( و ب

SPSS-18 مــورد بررســی قــرار گرفتنــد.

نتایج
از بیــن 608 بیمــار مــورد مطالعــه 67% مــرد و 33% زن بودنــد. از 
ــر 88 ســال ســن  ــل 2 ســال و حداکث نظــر ســنی بیمــاران دارای حداق
ــل و  ــود. حداق ــال ب ــاران 22/3±56/9 س ــن بیم ــن س ــتند. میانگی داش
حداکثــر زمــان بســتری شــدن بــه ترتیــب 1 روز و 81 روز بــود. میانگیــن 

شکل 1 : نتـایـــج E-test، شـکـــل a ایــزولــــه شـــماره 77 با MIC=0.75 µg/ml که زیـــر جـمعیت هـــایی از ارگـانـــیسم )hVISA( در آزمـــون غربالـــی ) BHIA حـــاوی 
µg/ml 3 وانکومایســین( قــادر بــه رشــد بودنــد. شــکلهای b و c بــه ترتیــب ایزولــه هــای بالینــی 63 و 54 بــا MIC= 3 μg/ml و MIC= 4 μg/ml را نشــان مــی دهنــد.

  )hVISA( MIC= 3 μg/ml ــا ــی )30-22، 65-58 و 77( ب ــه بالین ــه 18 ایزول ــوط ب ــب مرب ــه ترتی ــا 18 ب ــماره 1 ت ــکل a ش ــی، در ش ــای غربال ــج آزمونه ــکل 1 : نتای ش
ــا ــی )6، 15 و 54( ب ــه بالین ــه 3 ایزول ــوط ب ــب مرب ــه ترتی ــماره 5-3 ب ــکل b ش ــد. در ش ــن بودن ــاوی μg/ml 3 وانکومایس ــد در BHIA ح ــه رش ــادر ب ــه ق ــد ک  می باش

 MIC= 4 μg/ml مــی باشــد )VISA( کــه قــادر بــه رشــد در BHIA حــاوی μg/ml 4 وانکومایســین بودنــد )یکــی از ایزولــه هــای VISA نشــان داده نشــده اســت(. 
در BHIA حــاوی μg/ml 6 وانکومایســین )شــکل c( هیــچ ایزولــه ای قــادر بــه رشــد نبــود. در هــر 3 شــکل شــماره هــای 21 و 22 بــه ترتیــب مربــوط بــه ســویه هــای 

اســتاندارد ATCC 51299 )مقــاوم بــه وانکومایســین( و ATCC 29212 )حســاس بــه وانکومایســین( مــی باشــد.
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بســتری )میانــه( ایــن بیمــاران 6 روز بــود.

ــوس جمــع آوری شــده، 100  ــه اســتافیلوکوکوس اورئ  از 169 ایزول
ایزولــه MRSA جداســازی شــد. میــزان مقاومــت بــه متــی ســیلین بــا 
دیســک سفوکســیتین 59% بــود. بــا روش PCR نیــز 100% ایزوله هــای 
MRSA ژن mecA را نشــان دادنــد. بیشــترین میــزان جداســازی 
ــای  ــن بخش ه ــود. در بی ــی )24%( ب ــه بین ــه نمون ــوط ب MRSA مرب
ــن )صفــر  بیمارســتانی، بخــش ICU بیشــترین )30%( و ENT کمتری
درصــد( میــزان فراوانــی MRSA را بــه خــود اختصــاص دادنــد. %88 
ــاوی  ــه ح ــه تراش ــوط ب ــای مرب ــه ه ــو و 85% از نمون ــای گل ــه ه نمون

پلکس  مولتی  یک  در   vanA و   mecA  ،femB ژنهای  فیکاسیون  آمپلی  نتایج 
 10  Lane و   1  Lane استاندارد.  های  سویه  و  بالینی  های  ایزوله  برای   PCR
ترتیب  به   5  Lane تا   3  Lane  kp مارکر;1  سایز   2  Lane  bp مارکر;100  سایز 
ایزوله های بالینی MRSA )ایزوله های 5، 34 و Lane ;)81 6 سویه استاندارد 
برای  مثبت  کنترل  عنوان  )به   33591  CCTA اورئوس  استافیلوکوکوس 
اورئوس  استافیلوکوکوس  استاندارد  سویه   7  Lane  ;)mecA و   femB ژنهای 
برای  برای ژن femB و کنترل منفی  )به عنوان کنترل مثبت   29213 ATCC
 51299  ATCC فکالیس  انتروکوکوس  استاندارد  سویه   8  Lane  ;)mecA ژن 
 ;)mecA و   Bmef ژنهای  برای  منفی  کنترل  و   vanA ژن  برای  مثبت  )کنترل 
Lane 9 سویه استاندارد انتروکوکوس فکالیس ATCC 29212 )کنترل منفی 

.)mecA و femB ،vanA برای ژنهای

ــای  ــین در MRSA ه ــه وانکومایس ــاوم ب ــای مق ــی فنوتیپه ــودار 1 : فراوان نم
ــز. ــا )ع( تبری ــام رض ــینا وام ــتانهای س ــده در بیمارس ــدا ش ج

MRSA بودنــد کــه نشــان مــی دهــد حضــور MRSA در ترشــحات 
.)p>0/05( ــوده اســت ــی دار ب تنفســی بیمــاران معن

بــود: ذیــل  ترتیــب  بــه  وانکومایســین   MIC  فراوانــی 
،)%24(  MIC=1/5  µg/ml  ،)%14(  MIC=0/µg/ml 75 
و  )%18(  MIC=3  µg/ml  ،)%40(  MIC=2  µg/ml 

ــه 49 بیمــار  ــورد مطالع ــن 608 بیمــار م MIC=4 µg/ml )4%(. از بی
آنتــی بیوتیــک وانکومایســین دریافــت مــی نمودنــد. از 13 ایزولــه 
ــده وانکومایســین( جــدا  ــن بیمــاران )دریافــت کنن MRSA کــه از ای
ــون فیشــر  ــد. آزم ــود، همگــی دارای  MIC ≤ 2µg/ml بودن شــده ب
تفــاوت معنــی داری را در بیمارانــی کــه علیرغــم دریافت آنتــی بیوتیک 
وانکومایســین کــه ســویه هــای MRSA از آنهــا جــدا شــده بــود 
گار دیفیــوژن بــا دیســک  نشــان نــداد )p=0/054(. بــا روش دیســک آ
ــا 0/4 ± 16/5  ــر ب ــدم رشــد براب ــه ع ــن قطــر هال وانکومایســین میانگی
میلــی متــر بدســت آمــد. دامنــه مقادیــر بدســت آمــده در محــدوده 10 
 VRSA تــا 19 میلــی متــر قــرار داشــت. بــا ایــن روش هیــچ مــوردی از
 hVISA تنهــا 10 ایزوله E-test مــورد شناســایی قــرار نگرفت. بــا روش 
از  مــوردی  هیــچ  امــا  شــد،  شناســایی   )  MIC=  3  μg/ml )بــا 
VISA و VRSA مـــورد شـــــناسایی قــرار نـگرفتـــــــند )شــکــــل 
بــا  hVISA ایزولــه   18  ،BHIAV-3 μg/ml محــــــیط  در   .)1 

 ،BHIAV-4 μg/ml ــط ــد. در محی ــایی ش MIC= 3 μg/ml شناس
ــط  ــد. در محی ــایی ش ــا MIC=4 μg/ml ( شناس ــه VISA )ب 4 ایزول
BHIAV-6 μg/ml هیــچ ایزولــه ای قــادر بــه رشــد نبــود )شــکل 2(.

آزمونهــای  و   E-test روش  بــا  مجموعــاً  حاضــر  مطالعــه  در 
 1/9  ±0/7  μg/ml وانکومایســن   MIC میانگیــن  غربالــی، 
 4  μg/ml تــا   0/75  μg/ml بیــن   MIC دامنــه  آمــد.  بدســت 
و  3  μg/ml و   2  μg/ml ترتیــب  بــه   MIC90و  MIC50  بــود. 

ــل  ــر )µg/ml 2( و تفاض ــم براب ــا ه ــز ب ــا نی ــه و نم ــر میان ــود. مقادی ب
 )2-1/5(  0/5  μg/ml برابــر   )Quartiles difference( چارکــی 
محاســبه شــد. در ایــن مطالعــه 14 )78%( ایزولــه hVISA از مجــاری 
ــه 2 )%50(  ــدند. در حالیک ــدا ش ــه ج ــی( و تراش ــو و بین ــی )گل تنفس
ایزولــه VISA از نمونــه هــای زخــم جداســازی شــدند. بــا روش 
 mecA و femB دارای ژن هــای MRSA 100% ایزولــه هــای ،PCR
 )vanA حــاوی ژن( VRSA بودنــد و در مقابــل هیــچ مــوردی از

ــت. ــرار نگرف ــائی ق ــورد شناس م

 بحث
ــه  ــت ب ــیوع مقاوم ــش ش ــت افزای ــه عل ــته ب ــال گذش ــت س در بیس
ــک  ــی بیوتی ــوس اســتفاده از آنت ــی ســیلین در اســتافیلوکوکوس اورئ مت

بهلولی و همکاران ▐بررسی حساسیت ایزوله های استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین ...
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وانکوماســین بطــور چشــمگیری افزایــش یافتــه اســت. ســویه های 
بــه وانکومایســین  یافتــه نســبت  بــا حساســیت کاهــش   MRSA
وانکومایســین  بــا  درمــان  نارســایی  بــه   )VISA و   hVISA( 

ارتباط داده شده اند.

محدودیــت هــا در روش شناســایی آزمایشــگاهی بــرای ســویه هــای 
بــا کاهــش حساســیت بــه وانکومایســین بــه طــور گســترده مــورد بحــث 
ــوژن  گار دیفی ــک آ ــا روش دیس ــکل ب ــت )21(. مش ــه اس ــرار گرفت ق
ناشــی از انتشــار ضعیــف آنتــی بیوتیکهــای گلیکوپپتیــدی مــی باشــد، 
ــی  ــن MIC و آزمــون غربال ــه شــده اســت از روشــهای تعیی ــذا توصی ل
در BHIA حــاوی وانکومایســین اســتفاده شــود. متدهــای جایگزیــن 
 VISA  ،hVISA بــه طــور موثــر در تشــخیص   E-test قبیــل  از 
و VRSA اســتفاده مــی گــردد؛ امــا روش آنالیــز جمعیتــی )روش 
 MIC کــه جهــت مرتفــع کــردن نتایــج )hVISA اســتاندارد شناســی

ــی مــی باشــد. ــر زحمت وانکومایســین اســتفاده مــی شــود روش پ

سیســتمهای اتوماتیــک تجــاری بــا دقــت غیــر قابــل قبولــی 
ــرار  ــایی VISA ،hVISA و VRSA مــورد اســتفاده ق ــرای شناس ب
گار دیفیــوژن علیرغــم عــدم توانایــی  می گیرنــد )22(. تســت دیســک آ
اســتفاده  همچنــان   MRSA از   VISA و   hVISA تشــخیص  در 
 E-test و MIC ــر روشــهای می شــود. ســویه هــای VRSA عــلاوه ب
گار دیفیــوژن نیــز قابــل تشــخیص مــی باشــند )8(.  بــا روش دیســک آ
ــین  ــاوی µg/ml 6 وانکومایس ــی در BHIA ح ــون غربال CLSI آزم
ــرای شناســایی VRSA توصیــه نمــوده اســت. در مطالعــه حاضــر  را ب
میانگیــن MIC بــا روش E-test بــرای ســویه هایــی کــه بــا روش 
گار دیفیــوژن قطــر هالــه عــدم رشــد آنهــا بیــن10 تــا 12 میلــی  دیســک آ
ــه  ــا قطــر هال ــرای ســویه هــای ب ــر µg/ml 0/07± 2 و ب ــود، براب ــر ب مت
عــدم رشــد 13 تــا 15 میلــی متــر برابــر µg/ml 0/11±1/68 بــود. 
ــوژن  گار دیفی ــک آ ــردد در روش دیس ــی گ ــاهده م ــه مش ــور ک همانط
ــی انجــام نشــده و  ــه خوب ــی بیوتیــک وانکومایســین ب ــوذ آنت ــزان نف می
ــش  ــا کاه ــای ب ــویه ه ــورت س ــه ص ــج ب ــه نتای ــت ک ــده اس ــبب ش س

ــود. ــان داده ش ــن نش ــه وانکومایس ــیت ب حساس

ــرای شناســایی  ــن ب ــی، روشــهای جایگزی ــز جمعیت ــر آنالی عــلاوه ب
hVISA شــامل آزمــون غربالــی در  حــاوی µg/ml 3 وانکومایســین 
و Macromethod E-test مــی باشــد )3(. در ایــن مطالعــه آزمــون 
ــود. در  ــای hVISA نب ــه ه ــی ایزول ــایی تمام ــه شناس ــادر ب E-test ق
مطالعــه انجــام شــده در تبریــز در ســال 1385 نیــز تعــداد ســویه هــای 
ــود  ــده ب ــایی ش ــورد )15%( شناس ــا  hVISA( MIC= 3 µg/ml( م ب
ــورد hVISA و  ــون در م ــیر مت ــکار در تفس ــکل آش ــک مش )23(. ی
VISA اســتفاده از روش هــای متفــاوت بــرای شناســایی VISA و نبــود 

روش اســتاندار بــرای شناســایی hVISA مــی باشــد کــه ســبب شــده 
ــال  ــوان مث ــه عن ــاوت گــزارش شــود. ب ــان متف اســت hVISA در جه
در مطالعــه انجــام شــده توســط Hiramatsu در ســال 1997 در ژاپــن، 
ــد )3( در حالیکــه  ــه شــده hVISA بودن 20% از MRSA هــای ایزول
ــن 6625  ــا انجــام شــد، در بی ــن کــه متعاقب در مطالعــات دیگــر در ژاپ
ایزولــه هیــچ مــوردی از hVISA پیــدا نشــد )24(. درک صحیــح 
اپیدمیولــوژی hVISA نیازمنــد معیارهــای اســتاندارد مــی باشــند )25(.

در ایــن مطالعــه هیــچ مــوردی از VISA بــا اســتفاده از متــد 
E-test )در مرحلــه اول( مــورد شناســایی قــرار نگرفــت؛ امــا در آزمــون 
ــادر  ــه MRSA ق ــار ایزول ــاوی µg/ml 4 چه ــی در BHIA ح غربال
،E-test ــون ــا آزم ــه بعــد ب ــه هــا در مرحل ــن ایزول ــد. ای ــه رشــد بودن  ب

MIC = 4 µg/ml را نشــان داده و پــس از تعییــن هویــت مجــدد 
ــه انجــام شــده در ســال  ــوان VISA قلمــداد شــدند. در مطالع ــه عن ب
 MIC=4 µg/ml ــا ــا VISA ب ــه ه ــورد از ایزول ــز، 2 م 1385 در تبری
گــزارش گردیــد )23(. در مطالعــات انجــام شــده در بنــدر عبــاس در 

ــد )26(. ــایی ش ــویه VISA شناس ــداد 4 س ــال 1390 تع س

 ،VSSA( ــپ ــر 3 فنوتی ــی ه ــترین فراوان ــر بیش ــه حاض در مطالع
hVISA و VISA( مربــوط بــه بخــش ICU بــود. فراوانــی ایــن 
فنوتیپهــا در هــر دو بیمارســتان تحــت مطالعــه بــه تفکیــک در نمــودار 
ــه Tiwari و همــکاران در ســال  1 نشــان داده شــده اســت. در مطالع
 VISA 2009 در نپــال بــر روی 783 ســویه اســتافیلوکوکوس 6 ســویه
 VISA شناســایی شــد )27(. پیدایــش ســویه هــای VRSA و 2 ســویه
ــه طــور  و VRSA همــواره از ســویه هــای MRSA مــی باشــد کــه ب
ــد و  ــوده ان ــه ب ــین مواج ــا وانکومایس ــتان ب ــط بیمارس ــداوم در محی م
مهمتریــن علــت ایجــاد آن مصــرف بــی رویــه وانکومایســین مــی باشــد. 
اهمیــت ارگانیســمهای VISA و VRSA از آنجاســت کــه در صــورت 
ایجــاد عفونــت ناشــی از آنهــا درمــان بــا وانکومایســین موفقیــت آمیــز 

ــود )22(. نخواهــد ب

در مطالعــه حاضــر از بیــن بیمارانی کــه ایزوله های اســتافیلوکوکوس 
اورئــوس از نمونــه هــای بالینــی آنهــا جــدا شــده اســت، 47% داروهــای 
گــروه سفالوســپورین، 17% سیپروفلوکساســین، 14% مروپنــم، %13 
وانکومایســین، 10% کلیندامایســین، 6% مترونیدازول، 4% جنتامیســین و 
درصــد کمــی از بیمــاران نیــز از ســایر آنتــی بیوتیــک هــا اســتفاده نموده 
بودنــد. بــه علــت پاییــن بــودن تعــداد MRSA هــای ایزولــه شــده )13 
ــه( از بیمــاران دریافــت کننــده آنتــی بیوتیــک وانکومایســین )49  ایزول
بیمــار( آزمــون فیشــر تفــاوت معنــی داری را در بیمارانــی کــه علیرغــم 
ــای MRSA از  ــویه ه ــه س ــین ک ــک وانکومایس ــی بیوتی ــت آنت دریاف
آنهــا جــدا شــده بــود نشــان نــداد )p=0/054(. در مقابــل در تعــدادی 
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ــک  ــی بیوتی ــت آنت ــن دریاف ــی دار بی ــاط معن ــک ارتب ــات ی از مطالع
وانکومایســین و شــیوع p> 0/05( MRSA( نشــان داده شــده اســت 

.)28 ،29(

روش ویژگــی  و  حساســیت  مطالعــات  از  تعــدادی   در 
ــه  ــا MIC= 3 µg/ml ب BHIAV-3µg/ml در شناســایی hVISA ب
ــی  ــوده و حســــاسیـــــت و ویــــژگــــ ترتیــب 100% و 94/6% بـــــ
 VISA در شـــناســایی ســویه هــــای  BHIAV- 4 µg/ml  روش
ــت )15،  ــوده اس ــب 100% و 92/2% ب ــه ترتی ــا  MIC= 4 µg/ml ب ب
14(. لــذا روش مــا درشناســایی ســویه هــای hVISA و VISA از 
حساســیت و ویژگــی کافــی برخــوردار بــوده اســت. در ضمــن انجــام 
ــد  ــای رش ــه ه ــر روی ایزول ــا روش E-test ب ــدد MIC ب ــون مج آزم
کــرده در محیطهــای کشــت غربالــی صحــت ایزولــه هــای hVISA و 

ــود. ــد نم VISA را تایی

 MIC ــر ــال 1385 مقادی ــز در س ــده در تبری ــام ش ــه انج در مطالع
 .)23( شــد  گــزارش   1/5-4  µg/ml محــدوده  در  وانکومایســین 
 MIC در مطالعــه انجــام شــده در ســال 1388 در کاشــان مقادیــر
وانکومایســین در محــدوده µg/ml 4-0/5 قــرار داشــت )30(. نتایــج 
 Sancak ــی دارد. در مطالعــه ــج مطالعــه حاضــر همخوان ــا نتای فــوق ب
 در ســال 2005 در ترکیــه مقادیــر MIC وانکومایســین در محــدوده

µg/ml 4-0/12 بــود )25(. نتایــج ایــن مطالعــه در مقایســه بــا مطالعــه 
انجــام شــده در ســال 1385 در تبریــز )23( حاکــی از تغییــرات انــدک 
در میــزان فراوانــی hVISA و VISA مــی باشــد )hVISA، 18% در 
 hVISA 4% در مقابــل 2% بــود(؛ امــا فراوانــی ،VISA مقابــل 15% و
در هــر دو مطالعــه نســبت بــه ســایر مطالعات بالا بــوده اســت )26،31(.

ــاوی ژن  ــویه VRSA )ح ــر س ــه حاض ــه در مطالع ــم اینک علیرغ
vanA( مــورد شناســایی قــرار نگرفــت، ولــی ژن vanA از ســویه 
اســتاندارد انتروکوکــوس فکالیــس )ATCC 51299( بــه خوبــی در 
ــکل  ــت )ش ــرار گرف ــایی ق ــورد شناس ــس PCR م ــی پلک ــک مولت ی
3(. اســتفاده از ایــن متــد مــی توانــد عــلاوه بــر تعییــن هویــت 
مقاومــت  تــوام  بررســی  در   )femB( اورئــوس  اســتافیلوکوکوس 
ــین )vanA( در  ــیلین )mecA( و وانکومایس ــی س ــه مت ــالا ب ــطح ب س

اســتافیلوکوکوس اورئــوس نیــز نقــش مهمــی داشــته باشــد.

بــا توجــه بــه گزارشــهای متعــدد از شــیوع VISA در نقــاط 
ــهر  ــویه VRSA از ش ــورد س ــزارش 1 م ــراً گ ــور و اخی ــف کش مختل
ــک  ــی بیوتی ــن آنت ــی را در اســتفاده از ای ــی های ــران نگران مشــهد در ای
ــتافیلوکوکوس  ــی از اس ــای ناش ــان عفونت ه ــم در درم ــا ارزش و مه ب
اورئــوس را مطــرح مــی ســازد )31، 26، 2(. بالاخــره بــا توجــه بــه اینکــه 

ســویه هــای اســتافیلوکوکوس اورئــوس بــا MIC≤2µg/ml در ارتبــاط 
ــا میــزان مــرگ بالایــی هســتند )6(، پیشــنهاد مــی شــود ســویه هایــی  ب
ــوژن(  ــند )هم ــی باش ــا MIC= 3 µg/ml م ــه ب ــون اولی ــه در آزم ک

ــد. ــداد گردن ــوان VISA قلم بعن

نتایــج ایــن مطالعــه مٶیــد حضــور مقاومــت بــالا نســبت بــه 
ــه هــای اســتافیلوکوکوس اورئــوس مــی باشــد  متی ســیلین در بیــن ایزول
ــه %59  ــال 1385 )23( ب ــت از 38% در س ــن مقاوم ــه ای ــوی ک ــه نح ب
ــن مطالعــه همچنیــن  در ســال 1393 )21% افزایــش( رســیده اســت. ای
نشــان داد کــه آزمــون MIC وانکومایســین بــا روش E-test بــه تنهایــی 
قــادر بــه شناســایی تمامــی ایزولــه هــای بــا مقاومــت هتــروژن و بینابینــی 
ــی در  ــای غربال ــتفاده از آزمونه ــذا اس ــد ل ــی باش ــین نم ــه وانکومایس ب

ــی اســت. ــای MIC الزام ــار آزمونه کن

ــه ای  ــا روشــهای فنوتیپــی و مولکولــی هیــچ ایزول در ایــن مطالعــه ب
بــا مقاومــت کامــل بــه وانکومایســین )VRSA( مــورد شناســایی 
ــه  ــبت ب ــیت نس ــش حساس ــا کاه ــای ب ــه ه ــا ایزول ــت؛ ام ــرار نگرف ق
مــورد  فنوتیپــی  روشــهای  بــا   )VISA و   hVISA( وانکومایســین 
 VRSA و VISA،hVISA شناســایی قــرار گرفتنــد. ســویه هــای
ــه ســرعت در حــال گســترش هســتند )26( و بنحــوی کــه مشــاهده  ب
ــا  ــور م ــین در کش ــه وانکومایس ــبت ب ــت نس ــب مقاوم ــود کس ــی ش م
ــر  ــی و اســتفاده غی ــش مداخــلات درمان ــز مطــرح مــی باشــد. افزای نی
مدبرانــه از وانکومایســین شــرایطی را فراهــم کــرده اســت کــه تحقیــق 
ــش از پیــش  ــورد ســویه هــای VISA،hVISA و VRSA را بی در م

ــد. ــی نمای ــزد م گوش

تشکر و قدردانی
ایــن تحقیــق طــرح مصــوب مرکــز تحقیقــات عفونــی و گرمســیری 
ــی  ــان بهلول ــای پیم ــه آق ــان نام ــج از پای ــد 02-91 و منت ــا ک ــز ب تبری
ــل  ــن المل دانشــجوی کارشناســی ارشــد میکــروب شناســی پردیــس بی
ــی  ــی باشــد. از حمایتهــای مال ــز م ــوم پزشــکی تبری ارس دانشــگاه عل
مرکــز تحقیقــات عفونــی و گرمســیری دانشــگاه علــوم پزشــکی تبریــز 
ــر و  ــز تقدی ــکی تبری ــوم پزش ــگاه عل ــل ارس دانش ــن المل ــس بی و پردی

ــد. ــه عمــل مــی آی تشــکر ب

تعارض منافع
بین نویسندگان هیچ گونه تعارض منافعی وجود ندارد.
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