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   چکیده
و عامل ك هاي مقاوم به بتا لاکتامازو اگزاسیلین در درمان عفونت هاي بالینی ناشی از استافیلوک معمولاً :مقدمه      

بوده مد آارناکmecA  شناسایی ژن و  آزمایش معمولی تعیین حساسیت به اگزاسیلین،. تجویز می شودعفونت هاي مختلف
 استافیلوکوکوس هاياین مطالعه الگوي مقاومت دارویی  در .در نتیجه درمان عفونت بیماران با شکست مواجه می شود

  . مورد بررسی قرار گرفت اگزاسیلینفاکتورهاي ملکولی کدکننده مقاومت بهو جمع آوري شده از لارنگوسکوپ 
پ الگوي حساسیت آنتی بیوتیکی ووري شده از لارنگوسکآع  نمونه استافیلوکوکوس جم28 تعداد :مواد و روش ها      

. انجام شد )Disk agar diffusion=DAD(هاي پیش بینی شده با روش آگار دیسک دیفیوژن نسبت به آنتی بیوتیک
 براي شناسائی ژن PCRمقاومت به آگزیسیلین با روش رقیق سازي آگار صفحه هاي مشخص گردید و سپس روش 

mecAکار رفته  ب.   
هاي کواگولاز منفی، مقاوم به اگزاسیلین استافیلوکوکوس  از )درصد86/17(ایزوله 5 اًجمع :ي پژوهشیافته ها     

  .  شدمشخص ، mecAژن ) درصد14/7(هایزول 2در . بودند
ترین یافته  مهم . نشان داد راپ با ارگانیسم هاي مقاومو آلودگی دسته لارنگوسکاین مطالعه :نتیجه گیري  وبحث      
از قبل  .پ می باشدوکننده مقاومت به اگزاسیلین، در نمونه هاي گرفته شده از لارنگوسکطالعه حضور ژن هاي کدن مدر ای

  .شودتوجه کافی ن آ به رفع آلودگی و ضد عفونی استفاده لازم است
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  مقدمه

به لحاظ قابلیت ماندگاري در  استافیلوکوکوس ها       
سطوح خشک و انتقال به افراد حساس از طریق تماس 

ل آلوده حائز اهمیت می ئمستقیم فرد به فرد یا تماس با وسا
هاي  این باکتري ها از عوامل مهم عفونت .باشند

رستانی به حساب می آیند که در ایجاد عفونت هاي بیما
هاي مختلف  مختلف در بیماران بستري شده در بخش

درمان این بیماران به سبب پیچیدگی . بیمارستان نقش دارند
و بروز الگوهاي مختلف مقاومت داروئی امروزه با چالش 

ك هاي واستافیلوک ).1-3(،هاي زیادي مواجه شده است
 1960ر سال ین سویه هاي بیمارستانی دمقاوم به متی سیل

و این امر توجه بیشتر محققین بین  شناسائی و گزارش شدند
المللی را به خود جلب کرد، و هشداري بود از بروز سویه 

در نتیجه نگرانی و که نتی بیوتیک آ هاي مقاوم به چند
  )4(.هاي عفونی مطرح شد مسائل جدي در درمان بیماري

اوم به متی سیلین در بیمارستان  ابتدا سویه هاي مق     
که اکنون در هر دو بخش جامعه و  شناسایی شدند، در حالی

  شدن پیدا.زوله ها مشاهده می شوندیابیمارستان این قبیل 
نتی بیوتیک ها، سبب شده است که باکتري هاي مقاوم به آ

شمندان تلاش گسترده اي در خصوص کنترل و حل این ندا
البته مقاومت . ورندآمل جدي به عو مشکل پزشکی 

باکتریایی یک مساله جهانی بوده و هر روز گزارش هاي 
ك هاي وتعداد زیادي از استافیلوک . اعلام می شوديجدید

 نرمال محسوب می فلورء کواگولاز منفی هر چند که جز
شوند، ولی استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس در بیمارانی که 

کاتتر  زم ارتوپدي ولوا از کهبیمارانی  می شوند و دیالیز
 هاي مهمی از جمله استفاده می کنند موجب بیماريوریدي 

. استئومیلیت، باکتریمی و عفونت ادراري می شود پریتونیت،
توان مقاومتی این گروه از باکتري ها در برخی موارد از 

کواگولاز مثبت نیز بیشتر شده ك هاي واستافیلوک
  )5،6.(است
معاینه پزشکان، امروزه در  پ به عنوان ابزارولارنگوسک      

از  این ابزار بیمارستان ها و مراکز درمانی کاربرد وسیعی دارد
پ ولارنگوسک. دو بخش تیغه و دسته ساخته شده است

مخصوص کودکان و بزرگسالان تفاوت مختصري با هم 
دارند، تیغه میلري براي کودکان و مکینتاش براي افراد 

ینه دستگاه تنفسی بیهوشی و معا در. بزرگسال می باشد
فوقانی، امکان انتقال متقاطع عوامل عفونت در بیمارانی که 

، خطر استفاده از می یابدآسیب مخاطی نیز دارند افزایش 
 لودگیآدر مطالعات متعدد گزارش شده است، لوده آل ئوسا

 و ترشحات مخاطی تیغه و دسته باکتریایی، خون
  )7،8.(پ بسیار اتفاق می افتدولارنگوسک

گانیسم هاي مقاوم به متی سیلین به واسطه حضور ار     
 با تغییر و کاهش در قابلیت اتصال پروتئین mecAژن 

در فضاي پري پلاسمی ) PBP(هاي اتصالی به پنی سیلین
تیک هم می وارگانیسم باعث مقاومت به این آنتی بی

در حال حاضر مقاومت هاي القایی نیز در درمان  ،)9(،شوند
 اگزاسیلین نیز مزید بر علت شده و سویه هاي مقاوم به

را با  سویه هادرمان عفونت هاي ناشی از این قبیل 
براي مقابله با این  .ه کرده استاي مواج مشکلات عمده

استافیلوکوك هاي . پدیده عزم ملی و جهانی لازم است
مقاوم به متی سیلین به همه پنی سیلین ها، سفالوسپورین 

 )10،11.(قاوم هستندها، پنم ها و کارپاپنم ها م
با روش هاي جدید و مولکولی مشخص کردن ژن       

. تر شده است سانا آبیوتیک هنتی آهاي مقاومت بر علیه 
می PCR را با روش ) mecA(ژن مقاومت به اگزاسیلین

، و اثبات نمود که مکانیسم ژنتیکی عامل کردتوان شناسایی 
کوس  استافیلوکو دراین مطالعه .مقاومت باکتري می باشد

  بررسی فاکتوربه ،هاي جمع آوري شده از لارنگوسکوپ
  .انجام شد  mecA با شناسایی ژنمقاومت به اگزاسیلین

  مواد و روش ها
درست قبل از ) تیغه و دسته(لارنگوسکوپ از هر      

نمونه ها در شرایط آسپتیک . لارنگوسکوپی نمونه گیري شد
  به آزمایشگاه Trypticase soy brothدر محیط

 ایزوله هاي جمع آوري شده . شناسی منتقل شدند بمیکرو
 از ،ون هاي میکروب شناسی و بیوشیمیاییبا انجام آزمابتدا 

کاتالاز، کواگولاز و آزمون هاي گرم، میزي آقبیل رنگ 
  و کشت بر روي محیط مانیتول سالت آگاردزاکسی نوکلئاز

 الگوي حساسیت آنتی بیوتیکیسپس .  شدندتعیین هویت
اریترومایسین،  :هاي  به آنتی بیوتیکنسبتزوله ها تمامی ای

سفازولین،  اگزاسیلین، کلیندامایسین، وانکومایسین،
تریمتوپریم وسولفامتوکسازول، موپیروسین، لینزولید، پنی 

 با روش آگار دیسک سیلین، جنتامایسین و سیپروفلوکساسین
آنتی بیوتیک هاي مورد استفاده از  .دیفیوژن انجام شد

بر اساس  .تهیه شدندانگلستان  MASTشرکت 
 براي کنترل کیفی انجام آزمون از CLSIدستورالعمل 

 ATCC 29212سوش استاندارد انتروکوکوس فکالیس 
 gµ1در واقع ایزوله هایی که نسبت به دیسک . استفاده شد
 میلی متر بودند، مقاوم ≥10 داراي هاله عدم رشد اگزاسیلین

  گار آم آزمون اگزاسیلین در نظر گرفته شدند و با انجا
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ایزوله هاي  .مورد بررسی بیشتر قرار گرفتنددایلوشن 
  که به روشاگزاسیلین مقاوم به کی واستافیلوک
DAD،به روش مشخص شدندAgar   

dilutionScreen  4داراي مولر هینتون آگار در محیط نیز 
م در میلی لیتر  میکروگر6نمک طعام و درصد 

 33-35 ساعت در 24به مدت ) فولوکا آلمان(اگزاسیلین
 بر اساس .گراد نگهداري و بررسی شدند درجه سانتی

کلنی در سطح محیط  یک یا بیشتر اگر CLSIعمل الدستور
، گزارش می اگزاسیلینکشت ظاهر شود سویه مقاوم به 

از نظر حضور  - اگزاسیلینایزوله هاي مقاوم به  .)12(،شود
با انجام آزمون  ، کدکننده مقاومت به اگزاسیلینmecA ژن

PCR ابتدا استخراج  .بررسی شدندDNA تمامی نمونه 
 گرم  مقاوم به اگزاسیلین توسط کیت استخراجیيها

 کیاژن کیت روش به. انجام گرفت )کیاژن(مثبت
 در باکتري تازه کلنی 4 الی 3 قراردادنبا   DNAاستخراج

 بافر در دقیقه 15 مدت به گراد سانتی درجه 95 حرارت
  .شد انجام هیدروکسیدسدیم و لیزین
-´F 5: شاملمورد استفاده پرایمر       

AACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAG-3 
R 5´-ATTGCTGTTAATATTTTTTGAGTTGAA-3 

 بر روي  PCRسپس واکنش .)10(،می باشد mecA براي
در نهایت براي . تمامی نمونه هاي اخیر انجام گرفت

بر  فورزالکتروپس از انجام  PCRمشاهده باند محصولات 
 تعدادي از .ندشدبررسی نتایج  تصویربرداري و، روي ژل

  براي تایید از نظر حضور ژنPCRمحصولات مثبت 
mecA به شرکت ژن فن آورانتوسط  جهت تعیین توالی  

  . ارسال شدند  ماکروژن شرکت کره اي
  ي پژوهشیافته ها

وري شده از آجمع استافیلوکوکوس ایزوله  28از مجموع      
کواگولاز  هاي استافیلوکوکوسایزوله  11 ،پولارنگوسک

 هاي  استافیلوکوکوسایزوله 17 ،)درصد 3/39(مثبت
فراوانی  1جدول شماره  . بودند)درصد 7/60(کواگولاز منفی

و دسته  ایزوله هاي باکتریایی جمع آوري شده بر حسب تیغه
 43/71(نشان می دهد، اکثریت ایزوله ها  راپولارنگوسک

 ایزوله از  هفت. می باشندپونگوسکلار  از دسته)درصد
در روش ) درصد 2/41(کواگولاز منفی هاي استافیلوکوکوس

DAD درصد 4/71( ایزولهپنج. بودند اگزاسیلین مقاوم به( 
 آگار دایلویشن شدندبه روش   مقاوم به اگزاسیلینها آن از

 .بودند mecA مقاومت ژن داراي )درصد 40( ایزوله2 که
 مثبت از mecA که هر دو مورد وري استآلازم به یاد

از  . بودندپولارنگوسکنمونه هاي گرفته شده از دسته 
استافیلوکوکوس هاي کواگولاز مثبت موردي مقاوم به 

بقیه ایزوله ها اعم از استافیلوکوکوس هاي  .اگزاسیلین نبود
 اطلاعات . بودندmecAمنفی فاقد ژن  کواگولاز مثبت و

  .شده استه وردآ 2 در جدول شماره تکمیلی
را  1  شمارهدر شکلmecA   ژنPCRنتایج الکتروفورز       

فراوانی ایزوله هاي باکتریایی جمع  .یدئلاحظه می نمام
نتی بیوتیکی به آآوري شده بر حسب حساسیت و مقاومت 

  با  .آورده شده است 4 و3 ول شمارها در جدDADروش 
  پس از انجام mec Aانجام تعیین توالی صحت حضور ژن 

blastدر سایت خوانی توالی   و همNCBIمشخص شد  .
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
   

  
 از نظر حضور ژن مثبتلارنگوسکوپ نمونه   3تا  1 ، ستون100bpمارکر : Mستون :  mecA ژنPCR نتایج الکتروفورز .1 شماره شکل

mecA نمونه منفی از نظر حضور ژن  5و  4، ستونmecA کنترل منفی وکنترل آزمون  :6و ستونPCR.)نش بدون واکDNAالگو (  
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  پولارنگوسک از جدا شده ي استا فیلوکوکوسیایزوله ها  توزیع.1جدول شماره 
Organisms Type 

 D T 

Total 

13 4 17 Staph .coa Neg 

5/76% 5/23% 100% 

7 4 11 Staph coa Pos 

6/63% 4/36% 100% 

20 8 28 Tota 

43/71% 57/28% 100% 

D=پ ودسته لارنگوسک 
T=پوتیغه لارنگوسک   
  

 شده از لارنگوسکوپ هاي جدا استافیلوکوکوس ژن هاي مقاومت به اگزاسیلین در فراوانی. 2 جدول شماره
MecA RESIS /sOrganism

factor 
Total%    

N p 

 

17 15 2 
100%  24/88%  76/11%  

Staph .coa Neg 

11 11 0 
100%  100%  0%  

Staph coa Pos 

28 26 2 

100%  9/92%  1/7%  

Total % 

  
  

  DAD نتی بیوتیکی به روش آفراوانی ایزوله هاي باکتریایی جمع آوري شده بر حسب حساسیت و مقاومت  .3جدول شماره 

Ox=Oxasillin,V=Vancomycin, P= Penicillin, CD= Clidamycin, E= Erythromicin, S;sensitive, R:resistance, 
I:intermediate 

 
 
 

OX V P E CD total 

R s R S R s R s R I S 

Organism 
  

17 
100.0

% 

7 
41.2% 

10 
58.8% 

1 
5.9% 

16 
94.1% 

16 
  

94.12
% 
 

1 
 

5.88% 

5 
 

29.41
% 

12 
 

70.59% 

4 
 

23.52
% 

1 
 

5.89% 

12 
 

70.59% 

  
Staph. coaNeg  

  

11 
 

100.0
%  
  

0  
0%  
  

11  
100.0%  

0  
0%  
  
  

11 
 

100.0%  
 

10  
  

90.9% 
 

1  
  

9.1% 

0 
 
- 

11 
 

100.0%  
  
 

-  
  
-  

-  
  
-  

11  
  

100.0%  
  

  
  

Staph coaPos  
  

28 
  

100.0
%  

7  
25% 
  
  
 

21  
75% 
  
 

1 
 

3.57% 
 

27 
 

96.43 

26 
 

92.86
% 

2 
 

7.14% 

5 
 

17.86
% 

23 
 

82.14% 

4 
 

14.29
% 
 
  

1 
 

3.57% 

23 
 

82.14% 

No= 
  

Total  
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  DAD تی بیوتیکی به روش  آنفراوانی ایزوله هاي باکتریایی جمع آوري شده بر حسب حساسیت و مقاومت .4  شمارهجدول

  

Gm=Gentomicin, Aug=Augmentin, Mup=Mupirocin, Cip=Ciprofluxacin , S;sensitive, R:resistance, 
I:intermediate 
Cz=Cefazolin, LZD=Linezolid 

  
   نتیجه گیريبحث
منفی  ك هاي کواگولازودر این مطالعه استافیلوک      

مثبت مقاوم تر بودند،  ك هاي کواگولازونسبت به استافیلوک
 علت ،جایی  عوامل ژنتیکی مقاومته ب  به دلیل جااحتمالاً

ترین یافته در این مطالعه حضور ژن  مهم. این پدیده باشد
نمونه هاي گرفته  در ي کدکننده مقاومت به اگزاسیلین،ها

بر خلاف تیغه، دسته  .بودپ و لارنگوسک دستهشده از
 ضد عفونی نمی شود، به همین خاطر پ معمولاًولارنگوسک

دسته این ابزار پزشکی بالقوه عامل انتقال محسوب می 
ایزوله پ به ویژه واکثر نمونه ها از دسته لارنگوسک .شود

هاي مقاوم بودند، که این نتیجه با مطالعه اي که در 
سیدنی استرالیا انجام شده است  بیمارستان وست مید

 وبت نمونه برداري از دسته و تیغهمطابقت دارد، در سه ن
 50: لودگی به ترتیب دستهآپ در استرالیا فراوانی ولارنگوسک

 :که در تیغه به ترتیب در حالی درصد 38و  درصد 40، درصد
 در .)7(،رده اند گزارش کدرصد 2 و درصد 5/10، درصد 20
  8 از دسته و) درصد 43/71( مورد 20،  مطالعهاین

  .ند از تیغه جدا شد)درصد 57/28(نمونه
 در مطالعه خود اعلام کرده )2012(و همکاران لاومن     

پ در واست که در نمونه هاي گرفته شده از تیغه لارنگوسک
گونه تفاوت  هیچعمل هاي مختلف از اتاق  فواصل زمانی، و

پ مشاهده ولودگی تیغه لارنگوسکآمعنی داري در میزان 
) درصد 3/57(ایزوله 63نمونه اخذ شده  110نکرده است، از 

هی در مطالعه اي که لعبدال .)13(،لودگی مشاهده کرده اندآ

انجام داده اند  1390در دانشگاه علوم پزشکی فسا در سال 
 210 از درصد 3/2ایل بیهوشی را میزان آلودگی در وس
 استفاده نان احتمالاًآبنا به اظهار نظر . نمونه، اعلام کرده اند

به موقع و مناسب ضد عفونی کننده موثره نقش چشمگیري 
ل بیهوشی داشته ئدر کاهش میزان آلودگی در وسا

  )14(.است
 بر روي تیغه و )2010(در بررسی که راوي در هند      

ام داده است نسبت بالایی از آلودگی پ انجودسته لارنگوسک
پژوهشگران . )15(،در هر دو قسمت را گزارش کرده است

 نکرده کدام در سطح مولکولی نتایجی را اعلام فوق هیچ
  .اند

 در خصوص تشکیل )2013( کابره را و همکارانروبرتو      
بیوفیلم استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس در بیمارستان 

 در این .علام کرده اندمکزیکوسیتی گزارش مفصلی را ا
ایزوله استافیلوکوکوس )  درصد66(161بررسی از 

)  درصد64( ایزوله103اپیدرمیدیس بدون تشکیل بیوفیلم، 
 نآ در mecA ژن PCRمقاوم به متی سیلین و به روش 

ایزوله با تشکیل )  درصد34(84از . ها شناسایی شده است
مقاوم )  درصد91(76بیوفیلم استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس 

 mecA داراي ژن  PCRبه متی سیلین و به روش
اخیر موردي از مقاومت در مطالعه  .)9(،شناسایی شده است

به سفازولین، لینزولید و آگمنتین در بین ایزوله هاي 
 استافیلوکوکوس هاي کواگولاز منفی مشاهده نشد، در حالی

مقاومت متفاوتی که به بقیه آنتی بیوتیک هاي مورد آزمایش 

Gm Aug Mup Cip CZ LZD total  

R s R S R s R I s s S 

  
Organism 
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100.0%  

  
  

3 
17.6% 

14 
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100.0%  
  

  
Staph. CoaNeg  

  

11 
 

100.0% 
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0%  

11 
 

100.0%  
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- 

11 
 

100.0%  
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0% 

11 
 

100.0% 
  

-  
  
-  

-  
  
-  

11 
 

100.0
%  
  

11 
 

100.0%  
  

11 
 

100.0%  
  

  
  

Staph coaPos  
  

28 
 

100.0%  

3 
11%  

25  
89% 

0 
0%  

28 
100.0% 

  

2 
7.15% 

26 
92.85% 

2 
7.14% 

  

1 
3.86

% 

25 
89% 

28 
100.0%  

  

28 
100.0%  

  

No= 
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 در بررسی که مطالعات زیادي به جهت این .را نشان دادند
می  .متون ملاحظه نگردید امکان تطبیق نتایج مقدور نبود

توان چنین نتیجه گرفت که بررسی این وسیله پزشکی براي 
چنین چون نمونه ها م ه .اولین بار در ایران گزارش می شود

است به در بیماران گرفته شده پ ولارنگوسکقبل از استفاده 
آماده  نظر می رسد دو قسمت این وسیله ضد عفونی و

که با دستان کادر درمانی  سازي اولیه نشده است و یا این
ك هاي کواگولاز و استافیلوک اکثر.آلودگی پیدا کرده است

نتایج  .مثبت به تعداد زیادي از آنتی بیوتیک ها حساس بودند
وت تفا. قابل بررسی هستند 3 و 4در جداول شماره 

 و آگار  DADمشخصی از مقاومت به اگزاسیلین در روش
با توجه به  . به چشم می خوردPCRدایلویشن با روش 

نتایج به دست آمده تامل بیشتر در گزارشات آنتی بیوگرام 
 ،هم بودن امکاناتادر صورت فر. روتین را طلب می نماید

ها  بررسی دقیق تر در خصوص مقاومت دارویی باکتري
   .خواهد بودمعقول تر 

نتایج این مطالعه، حضور توجه به  و بادر مجموع      
 هاي مقاوم به اگزاسیلین در نمونه هاي جدا وسکواستافیلوک

حضور  و  نظر به اهمیت این ابزار وپوشده از لارنگوسک
 ،ها به سایر بیماران ایزوله هاي مقاوم و احتمال انتقال آن

 مناسب کنترل لزوم توجه بیشتر از طریق اعمال راهکارهاي
  .، ضروري استعفونت

  گزاريسسپا
مساعدت  باتحقیقاتی است که  طرح  مقاله حاصلاین       
  و همم پزشکی قزوینو عل پژوهشی دانشگاهالی شورايم

چنین مرکز تحقیقات سلولی مولکولی علوم پایه و کارکنان 
را   نهایت تشکرنویسندگان مقالههر دو حوزه انجام پذیرفت، 

   .دنگرامی اعلام می داراز همه سروران 
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Phenotypic and Genotypic Evaluations of Meticillin Resistant and 
Coagulse Negative Staphylococci Isolated from laryngoscope in 
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Abstract  
Introduction: Oxacillin is commonly used 
in the treatment of beta-lactamase resistant 
Staphylococci infections which cause vari-
ous clinical infections. In vitro routine tests 
for determining oxacillin sensitivity and id-
entifying mec (A) gene are not efficient 
resulting in treatment failure. In this study, 
drug resistant patterns of Staphylococci 
isolated from laryngoscope as well as mol-
ecular factors of oxacillin resistance were 
studied. 
 
Materials & Methods: Twenty eight Staph-
ylococci isolates were collected and subje-
cted to routine antibiotic susceptibility testi-
ng by disk agar diffusion method. The oxa-
cillin resistance was detected by screen agar 
dilution and then PCR method was used to 
identify mecA gene. 

Findings:  In total, 5 isolates (17.86%) were 
resistant to oxacillin and two coagulase ne-
gative Staphylococci isolates (7.14%) carr-
ied the mecA gene. 
 
Discussion & Conclusion: This study sho-
wed that that the handle of laryngoscope ca-
n be contaminated with resistant isolates. 
The important result of this study was the 
presence of oxacillin resistant genes in lar-
yngoscope samples. Considering the prese-
nce of oxacillin resistant bacteria among 
these isolates, cleaning with appropriate 
disinfectant would be necessary to decrease 
the spreading of them by laryngoscopes in 
hospitals. 
 
Keywords: Laryngoscope, coagulase neg-
ativee Staphylococci, oxacillin 
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