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 چکیده 
بقه و هدف: شیوع بیماریهای  و ردیابی درمان عفونتتشخیص صحیح بیماری،  جهت باکتریهای بیماری زا، قطعی دقیق و شناسایی سا

بخشی از فلور طبیعی بدن انسان است و همچنین به  استافیلوکوکوس اپیدرمایدیس .ضروری است عفونت های میکروبی مرتبط با

ط با ابزارهای مصنوعی عنوان یک بیماری زای فرصت طلب نیز شناخته می شود. این باکتری مهمترین عامل ایجاد عفونتهای مرتب
، فلور طبیعی روده انسان و حیوانات است و فراوانترین باکتری عامل ایجاد عفونتهای معمول دستگاه اشرشیا کلایمحسوب می شود. 

 ادراری است. هدف این مطالعه، ارائه میزان اشتباه در شناسایی دو باکتری معمول در یک بیمارستان دانشگاهی در اصفهان است.

از  استافیلوکوکوس اپیدرمایدیسجدایه  114و  اشرشیا کلایجدایه  784، تعداد 1194لغایت آذر ماه  1191در طی دی ماه  ار:روش ک
آزمایشگاه یک بیمارستان دانشگاهی در اصفهان جمع آوری گردیدند. تمامی جدایه ها در آزمایشگاه با استفاده از آزمونهای معمول 

 تفاده از پرایمرهای اختصاصی مجددا مورد شناسایی قرار گرفتند.با اس PCRبیوشیمیایی و آزمون 

افته ها: در مجموع نتایج حاصل از آزمونهای فنوتیپی و ژنتیکی در آزمایشگاه منطبق بر یکدیگر بودند، اما این نتایج با شناسایی سویه  ی

درصد( نیز  2/72جدایه ) 78و اشرشیا کلای رصد( د 4/19جدایه ) 44ها در بیمارستان مغایر بودند. بر این اساس، مشخص گردید که 
 نبودند. استافیلوکوکوس اپدرمایدیس

در آزمایشگاههای تشخیص  (SOP)تشخیص صحیح و مناسب باکتریهای بیماریزا، استفاده از روشهای اجرایی استاندارد نتیجه گیری: 

ان جهت حذف و ریشه کنی عفونتها از بیمارستانها و جامعه طبی و ارائه دستورالعملهای مفید درمانی می تواند بهترین کمک به پزشک
 باشد.

یدیس پیدرما اکتریها، اشرشیا کلای، استافیلوکوکوس ا ب یی   واژگان کلیدی: شناسا
 

 مقدمه

 

با توجه به گسترش و شیوع فراوان و رو به رشد بیماریهای 
عفونی در بیمارستانها و جوامع، تشخیص صحیح و سریع 

ن بیماریها از اهمیت بسیار بالایی برخوردار می عوامل ایجاد اب

باشد. از همین رو، در طی دهه های اخیر روشها و دستگاه 
های مختلفی برای این منظور ارائه شده اند تا بتوانند با 

حساسیت و اختصاصیت بالای خود محققان و متخصصان را 

یاری نمایند. در حال حاضر، شناسایی باکتریها در آزمایشگاه 

ای کشور بیشتر مبتنی بر روشهای فنوتیپی است که از ه
سرعت و دقت پایینی برخوردار است و شناسایی صحیح جدایه 

ها نیازمند استفاده از طیف وسیعی از آزمونهای بیوشیمیایی 

 .(7, 1)می باشد
، فلور طبیعی روده انسان و حیوانات است که به اشرشیا کلای

و یک باکتری لاکتوز  ریاسهانتروباکتعنوان عضوی از خانواده 

مثبت شناخته می شود. این باکتری فراوانترین باکتری عامل 
ایجاد عفونتهای معمول دستگاه ادراری است و به فراوانی از 

. تشکیل (1)بیماران واجد سوندهای ادراری جداسازی می شود

یکی از عوامل حدت در این  اشرشیا کلایبیوفیلم توسط 
جسام خارجی مانند سوندها، کاتترها و باکتری حتی در غیاب ا

. عفونتهای ادراری (4, 4)ابزارهای مصنوعی محسوب می شود

از جمله عفونتهای بیمارستانی محسوب می شود که ناشی از 

در مخاط  (UPEC)اوروپاتوژنیک  اشرشیا کلایکلنیزه شدن 
دستگا ادراری است. این عونتها معمولا در مثانه و کلیه ها نیز 

سیستیت و پیلونفریت مشاهده می شوند که به طور  به صورت

تقسیم  recurrentو  sporadicکلی به دوسته عفونتهای 
 .(6)می شوند
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بخشی از فلور طبیعی بدن  استافیلوکوکوس اپیدرمایدیس

انسان است که به عنوان مهمترین عضو استافیلوکوکهای 
استافیلوکوکوس . (8, 2)کواگولاز منفی شناخته می شود

همچنین یک بیماریزای فرصت طلب است و  اپیدرمایدیس

عفونتهای مرتبط با ابزارهای مصنوعی مهمترین عامل ایجاد 

مانند کاتترهای قلبی، مفاصل مصنوعی، پروتزها، شانتهای 
CSF9)، لنزهای چشم و سوندهای ادراری محسوب می شود ,

. معمولا عفونهای مرتبط با ابزارها که ناشی از (12

 اپیدرمایدیس استافیلوکوکوسو  استافیلوکوکوس اورئوس
کهای مختلف به خوبی پاسخ نمی هستند نسبت به آنتی بیوتی

دهند و فعالیت عوامل ضدمیکروبی بر علیه آنها بی اثر است. 

استافیلوکوکهای چسبنده و مولد بیوفیلم که بر روی ابزارهای 

مصنوعی مانند سوندهای ادراری تسشکیل می شوند، مقاومت 
بیشتری را نسبت به آنتی بیوتیکها، در مقایسه با باکتریهای 

 .(17, 11, 9)، نشان می دهندپلانکتونیک

با توجه به اهمیت دو باکتری مذکور در ایجاد عفونتهای 
مختلف، در زمان جمع آوری این سویه ها از آزمایشگاه یک 

 1191بیمارستان دانشگاهی در شهر اصفهان در طی دی ماه 

برای اهداف دیگر، و در زمان شناسایی  1194لغایت آذر ماه 

سایی این جدایه ها در مرکز مورد نظر آنها متوجه خطا در شنا
شدیم و به دلیل رخ دادن این اشتباه به دفعات، تصمیم بر 

نگارش این مقاله گرفته شد؛ شاید بتوان با رائه یک راهکار 

مناسب از بروز این خطا در سایر آزمایشگاههای کشور 
 جلوگیری نمود.

 

 روش کار
 1194ماه لغایت آذر  1191در این مطالعه در طی دی ماه 

 استافیلوکوکوس جدایه  114و  اشرشیا کلایجدایه  784تعداد 

 

از آزمایشگاه یک بیمارستان دانشگاهی در  اپیدرمایدیس
اصفهان جمع آوری گردید. تمامی جدایه ها در آزمایشگاه به 

عنوان سویه های مورد نظر شناسایی شده بودند. در آزمایشگاه 

امی جدایه ها بر اساس باکتری شناسی دانشگاه اصفهان، تم

آزمونهای استاندارد بیوشیمیایی مجدا مورد شناسایی قرار 
، این آزمونها مشتمل بر کشت اشرشیا کلایگرفتند. در مورد 

، رشد در محیط IMViC، حرکت،  EMBبر روی محیط 

TSI  استافیلوکوکوس اپیدرمایدیسو آزمون اوره و در مورد 
، Mannitol salt agarنیز مشتمل بر کشت بر روی محیط 

، DNaseکاتالاز، کواگولاز، مقاومت به باسیتراسین، کواگولاز، 

، اوره آز و تخمیر PYRحساسیت نسبت به نووبیوسین، 

 . (14, 11)قندهای مانیتول و ترهالوز، بودند
چهت تأیید سویه های شناسایی شده به روش فنوتیپی، آزمون 

PCR  با استفاده از پرایمرهای اختصاصیtufA  اشرشیا برای
استفاده  استافیلوکوکوس اپیدرمایدیسبرای  gseAو  کلای

(. تمامی محیطهای مورد استفاده در این مطالعه 1شد)جدول 

 تهیه شدند. Merck (Darmstadt, Germany)از شرکت 

. (14)، از روش جوشاندن استفاده گردیدDNAبرای استخراج 

و چند  ا کلایاشرشیبه طور خلاصه، یک کلنی تک از باکتری 
 722در  استافیلوکوکوس اپیدرمایدیسکلنی نیز از باکتری 

میکرولیتر آب مقطر سوسپانسیون و یکنواخت شدند. پس از 

 Thermoblockدقیقه انکوباسیون در دستگاه  14

(Whatman Biometra, Göttingen, Germany) به ،

سانتریفیوژ شدند و از  g × 13000دقیقه با دور  14مدت 

استفاده گردید. جهت  DNAناتانت به عنوان الگوی سوپر

و  Ikedaدستورالعملهای ارائه شده توسط  PCRانجام 
و  Varielleو  استافیلوکوکوس اپیدرمایدیسهمکاران برای 

 . (12, 16)استفاده شدگرفتند اشرشیا کلایهمکاران برای 

 

 

 

 

 

 
ستافیلوکوکوس  -1جدول  ا یی  سا شنا ستفاده جهت  ا یمرهای  را شرشیا کلایپ ا پیدرمایدیس و   ا

 
 پرایمر توالی منبع

Ikeda, 2004 5’-ATGAAAAAGAGATTTTTATCT-3’ gseA-F 

5’-GTTTGGTGACACTCTTAAG-3’ gseA-R 

Vareille, 2007 5’-TGGTTGATGACGAAGAGCTG-3’ tufA-F 

5’-GCTCTGGTTCCGGAATGTAA-3’ tufA-R 
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افته ها   ی

نتایج حاصل از آزمونهای بیوشیمیایی و فنوتیپی برای 
جدایه  درصد( 4/19) 44نشان داد که  اشرشیا کلایشناسایی 

، کلبسیلانبود و به عنوان سویه های جنسهای  اشرشیا کلای

شناسایی شدند. بدین صورت که بر روی  پروتئوسو  انتروباکتر

فاقد جلای فلزی بودند، لاکتوز منفی بودند،  EMBمحیط 

++ نبود و یا کلنیهای آنها در --به صورت  IMViCآزمونهای 

بودند. پس از کشت بر روی محیطهای مختلف به صورت لزج 

(، مجددا نتایج حاصل از 1)تصویر  PCRانجام آزمون 

 779آزمونهای فنوتیپی تأیید گردیدند و بدین ترتیب تنها 
تأیید  اشرشیا کلایدرصد( به عنوان سویه های  6/82جدایه )

 شدند. 

 

 

 

 
ر  یی  PCRآزمون  -1تصوی سا شنا شرشیا کلایجهت   ا

 

نیز نتایج  یدرمایدیساستافیلوکوکوس اپدر مورد باکتری 
 78حاصل از آزمونهای فنوتیپی و مولکولی نشان دادند که 

نبود و به  استافیلوکوکوس اپیدرمایدیسدرصد(  2/72جدایه )

شناسایی  استافیلوکوکوس اورئوسعنوان سویه های 

های کاتالاز و در نهایت سویه(. بدین ترتیب 7شدند)تصویر 
منفی که  DNaseو  PYRآز مثبت، ترهالوز، مانیتول، اوره

های عنوان سویهنسبت به نووبیوسین حساس بودند، به 

  شناسایی شدند.  استافیلوکوکوس اپیدرمایدیس

 

 

 

ر  یی  PCRآزمون  -1تصوی سا شنا پیدرمایدیسجهت  ا ستافیلوکوکوس   ا
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 بحث

شناسایی باکتریها در بالین و آزمایشگاههای تشخیص طبی از 

ت بالایی برخوردار است. با شناسایی صحیح باکتریهای اهمی
مختلف است که امکان ارائه راهکارهای درمانی میسر می 

گردد. در مطالعه حاضر، که نمونه های شناسایی شده از یکی 

از بیمارستانهای دانشگاهی جمع آوری شده است متأسفانه 

. آمارهای مطلوبی از شناسایی صحیح باکتریها به دست نیامد
به عبارت دیگر، در ابتدا هدفی مبنی بر نگارش این مقاله وجود 

نداشت و تنها جهت انجام پایان نامه دو دانشجوی کارشناسی 

ارشد، نمونه گیری از آزمایشگاه بیمارستان انجام گرفت و 
اشرشیا کلای و  استافیلوکوکوس اپیدرمایدیسباکتریهای 

یمارستان جمع جداسازی شده از عفونتها و بخشهای مختلف ب

آوری شدند. متأسفانه پس از بررسی اولیه سویه ها مشخص 

گردید که تعدادی از آنها باکتری مورد نظر نیستند و متأسفانه 
این روند در نمونه گیریهای بعدی نیز مشاهده گردید و بدین 

ترتیب بر آن شدیم که مقاله ای کوتاه در این زمینه نوشته 

ار مناسب بتوان از بروز این فاجعه در شود تا شاید با ارائه راهک
 مراکز دیگر جلوگیری نمود.

به طور کلی، روند شناسایی جدایه ها در اغلب آزمایشگاه ها در 

کشور به صورت فنوتیپی و مبتنی بر آزمونهای بیوشیمیایی و 

بیشتر به صورت تجربی است. استفاده از آزمونهای بیوشیمیایی 
ر و خسته کننده است و معمول بسیار زمان بر، وقت گی

تشخیص دقیق و قطعی جدایه ها نیازمند استفاده از تعداد 

زیادی آزمون بیوشیمیایی است که همین امر مستلزم یک 
باشد. فرآیند طولانی آماده سازی و کشت جدایه ها می

بنابراین، زمانی که تعداد مراجعه کنندگان به آزمایشگاه 

راهم نمودن و آماده سازی افزایش پیدا می کند، عملا امکان ف

و حتی انجام کامل این آزمونها وجود ندارد، و عملا باعث 
کاهش تعداد آزمونهای مورد نظر می شود و در ادامه منجر به 

پایین آمدن دقت شناسایی جدایه ها و ارائه پاسخهای ناصحیح 

 می گردد. 
عملا  اشرشیا کلایدر مورد باکتریهای گرم منفی و به خصوص 

تشخیص صحیح جدایه ها چندان مرسوم نیست و با مشکل 

توجه به اینکه معمولا این باکتریها از پیچیدگی تشخیصی 

کمتری برخوردار هستند، لذا به راحتی با استفاده از چند 
محیط کشت و انجام چند آزمون می توان این جدایه ها را 

معمولا  اشرشیا کلایشناسایی نمود. در مورد باکتری مانند 

و تشکیل کلنیهای بنفش  EMBباکتری بر روی محیط کشت 
تیره و با مرکز تیره همراه با جلای سبز فلزی در اکثریت قریب 

 اشرشیا کلایبه اتفاق موارد می تواند یک آزمون تأییدی برای 

باشد، و عملا مشکل شناسایی نباید حادث شود. با توجه به 

از طرف  کلایاشرشیا اینکه بسیاری از جدایه هایی که به نام 

آزمایشگاه ارائه شده اند از عفونتهای ادراری جداسازی شده 
اند، عملا تشخیص اشتباه منجر به ارائه راهکار درمانی ناصحیح 

را به  sporadicنیز شده است و بنابراین عملا عفونهای 

مبدل نموده است. همچنین، باید توجه  recurrentعفونتهای 

ری لاکتوز مثبت است و از یک باکت اشرشیا کلایداشت که 
می توان به تفاوت آن با  MacConkeyطریق کشت بر روی 

پی برد و حتی در  پروتئوس میرابیلیسو  پروتئوس ولگاریس

نیز عملا نباید اشکالی در تشخیص  TSIصورت حذف آزمون 
باکتریهای لاکتوز مثبت و لاکتوز منفی از یکدیگر حاصل شود. 

نیز پس از کشت بر  انتروباکترو  کلبسیلادر مورد باکتریهای 

، تشکیل کلنیهای بزرگ لزج صورتی رنگ EMBروی محیط 

با مرکز آبی می تواند احتمال تشخیص اشتباه به عنوان 
 .(14, 11)را رد نماید اشرشیا کلای

، به دلیل نقش استافیلوکوکوس اپیدرمایدیسدر مورد باکتری 

یلم در افراد مهم و شناخته شده این باکتری در تشکیل بیوف
واجد سوند، کاتتر و ابزارهای پلاستیکی، شناخت صحیح آن از 

اهمیت بسیار بالایی برخوردار است. به طور کلی، شناسایی 

دقیق باکتریهای گرم مثبت پیچیده تر از باکتریهای گرم منفی 

و تخمیر قندهای  PYRاست. برخی از این آزمونها مانند 
ر بسیاری از آزمایشگاه ها قابل مختلف با توجه به هزینه بالا د

انجام نیستند؛ اما معمولا یک ویژگی بارز جدایه های 

عدم استفاده از قند مانیتول در  استافیلوکوکوس اپیدرمایدیس
محیط مانیتول سالت آگار است. بنابراین با کشت باکتری در 

این محیط و عدم ظهور رنگ زرد در محیط می توان تا حد 

را حل کرد.  استافیلوکوکوس اورئوسبا زیادی بحث اشتباه 

نیز می  DNaseعلاوه بر این، واکنشهای منفی کواگولاز و 
توانند به این شناسایی کمک نمایند، هر چند که با توجه 

 DNaseمتغیرهای بیشتر آزمون کواگولاز، استفاده از محیط 

از ارجحیت بیشتری برخوردار است. بنابراین، تشخیص صحیح 
نیز فرآیند چندان  یلوکوکوس اپیدرمایدیساستافباکتری 

 .(14, 11)پیچیده ای ندارد

روشهای بیوشیمیایی فرآیندهای پیچیده، زمان بر و خسته 

کننده ای هستند که در نهایت نیز پاسخ قطعی و دقیقی ارائه 
نمی کنند. اما در مقابل، استفاده از روشهای مبتنی بر ژن 

با استفاده از  Multiplex-PCRو  PCRمانند آزمونهای 

پرایمرهای اختصاصی روشهایی سریع، دقیق، حساس و 
 4-4اختصاصی هستند که در مدت زمان بسیار کوتاهی )

 ساعت در مقایسه با چند روز در روشهای بیوشیمیایی( پاسخی 
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دقیق و اختصاصی ارائه می نمایند. در بحث هزینه نیز روشهای 
مولکولی در مجموع می توانند با هزینه کمتر و یا برابر، پاسخی 

 . (7, 1)بهتر و دقیقتر ارائه نمایند

 

 نتیجه گیری
در مجموع، تمامی روشهای مختلفی در دنیا با هدف بهبود و 

تسریع روند کار معرفی می شوند. با توجه به اهمیت سلامت 

افراد و تلاش جهت درمان عفونتهای مختلف، بنابراین اشتباه 
بیست درصدی در شناسایی سویه های معمول و شناخته شده 

 ه باشد. در قرن بیست و یکم نمی تواند توجیه منطقی داشت

 

تشخیص صحیح و مناسب باکتریهای بیماریزا، استفاده از 
در آزمایشگاههای  (SOP)روشهای اجرایی استاندارد 

تشخیص طبی و ارائه دستورالعملهای مفید درمانی می تواند 

بهترین کمک به پزشکان جهت حذف و ریشه کنی عفونتها از 

وشها و جامعه باشد که این امر خود نیازمند استفاده از ر
دستگاههای جدید و کارآمد و استفاده از متخصصین مجرب 

است. به نظر می رسد که آزمایشگاه مرجع سلامت وزارت 

بهداشت در این زمینه باید نقش مؤثرتر و پررنگتری ایفا نماید 
 و با آزمایشگاههای خاطی به شدت برخورد نماید. 
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