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های بالینی استافیلوکوک اورئوس  شناسایی الگوهای جهش ژنی حاصل از مقاومت به موپیروسین در ظهور سویه

 سیلین با استفاده از روش ذوب با کیفیت بالا مقاوم به متی

 
 3محمدرضا عربستانی، 2باشی ، ساناز ده1حامد طهماسبی

 
 

‌چکیده

سیلین  های ژنی در استافیلوکوک اورئوس مقاوم به متی سازی مانند موپیروسین، ممکن است در دراز مدت سبب جهش های مؤثر بر پروتئین بیوتیک آنتی مقدمه:

(Methicillin-resistant Staphylococcus aureus یا MRSA )ها دارد. هدف  های دارای حساسیت بالا، نقش مهمی در شناسایی این باکتری شود. استفاده از روش
 .( بودHRMیا  High-resolution meltingبا کیفیت بالا ) DNAهای ژنی با استفاده از روش آنالیز منحنی دمای ذوب  ی حاضر، شناسایی جهش از انجام مطالعه

 mupA( و تکثیر ژن CLSI) Clinical and Laboratory Standards Instituteمقاومت به موپیروسین با روش میکرودایلوشن مطابق با دستورالعمل  ها: روش

و  StepOneافزارهای  ( مشخص گردید. سپس تجزیه و تحلیل با استفاده از نرمPCR) Polymerase chain reactionبا روش  MRSAهای بالینی  در ایزوله
HRM انجام شد. نتایج تعیین توالی به عنوان روش استاندارد مورد استفاده قرار گرفت. 

بالا را  ( مقاومت حددرصد 38/12) ایزوله 73سیلین مقاومت داشتند که از این میان،  درصد( به متی 32/11ایزوله ) 33ی استافیلوکوک اورئوس،  ایزوله 162از  ها: یافته

های مقاوم به  در سویهبه ترتیب فراوانی  ن و کمترینبودند. بیشتری mupAحامل ژن  ،های دارای مقاومت فنوتیپی نسبت به موپیروسین ایزوله ی نشان دادند. همه
دست ه های زخم ب ههای استافیلوکوک اورئوس دارای مقاومت به موپیروسین از نمون ( مشاهده شد. بیشترین ایزولهدرصد 13/6) ( و سفتازیدیمدرصد 62/39) سیلین پنی

بالینی و میزان جهش، مقاومت به  ی داری بین نوع نمونه بودند. ارتباط معنی Gو  Aهای گرفته شده از زخم و خون دارای بیشترین جهش در باز  آمد. در این بین، ایزوله
 .(P < 818/8)وجود داشت سیلین  موپیروسین و متی

 .شود سیلین در استافیلوکوک اورئوس می بیوتیک موپیروسین، سبب مقاومت چنددارویی و مقاومت به متی آنتیهای ژنی حاصل از  جهش گیری: نتیجه

 DNA ذوب سیلین، جهش ژنی، روش موپیروسین، استافیلوکوک اورئوس مقاوم به متی واژگان کلیدی:

 
های  ژنی حاصل از مقاومت به موپیروسین در ظهور سویهشناسایی الگوهای جهش  .باشی ساناز، عربستانی محمدرضا طهماسبی حامد، ده ارجاع:

 783-718(: 736) 36؛ 1393مجله دانشکده پزشکی اصفهان . سیلین با استفاده از روش ذوب با کیفیت بالا بالینی استافیلوکوک اورئوس مقاوم به متی

 

 مقدمه

همواره‌یکیی‌‌‌،ها‌زمان‌با‌گسترش‌بیمارستان‌های‌بیمارستانی‌هم‌عفونت

طیو ‌‌و‌با‌افیاای ‌‌‌بوده‌استبهداشتی‌و‌درمانی‌‌ی‌ه‌از‌مشکلات‌عمد

موجب‌افاای ‌ابتلا‌و‌میر ‌و‌مییر‌‌‌،‌در‌بیمارستان‌مدت‌بستری‌شدن

‌دهد‌های‌بیمارستانی‌را‌به‌شدت‌افاای ‌می‌هاینه‌،و‌در‌نتیجه‌شود‌می

ی‌‌ترین‌عوامی ‌ایجیاد‌کننیده‌‌‌‌استافیلوکوک‌اورئوس،‌از‌جمله‌مهم‌.(1)

باشد‌و‌به‌دلی ‌قیدرت‌‌‌های‌بیمارستانی‌و‌اکتسابی‌از‌جامعه‌می‌عفونت

زایی‌بالقوه‌و‌مقاومت‌روزافاون‌در‌برابر‌عوام ‌ضد‌باکتریایی،‌‌بیماری

‌.(2)به‌یکی‌از‌مشکلات‌بهداشتی‌مهم‌در‌جهان‌تبدی ‌شده‌است‌

بیوتیی ‌موییروسیین‌جهیت‌درمیان‌‌‌‌‌‌در‌بسیاری‌از‌موارد‌از‌آنتیی‌

‌‌سییییلین‌اسیییتافیلوکوک‌اورئیییوس‌مقیییاو ‌بیییه‌متیییی‌هیییای‌‌سیییویه

(Methicillin-resistant Staphylococcus aureusیا‌‌MRSA‌)که‌

و‌بیر‌روی‌کاسیت‌‌‌‌‌mecAبیه‌نیا ‌‌‌کرومیوزومی‌ی‌ژنیی‌‌‌قطعه‌توسط

Staphylococcal cassette chromosome mec‌(SCCmecقیرار‌‌‌)

از‌نظیر‌‌‌موییروسیین‌بیوتیی ‌‌‌آنتی.‌(3-4)شود‌‌گرفته‌است،‌استفاده‌می

در‌صیورت‌‌و‌‌داردایاولوسین‌‌ی‌اسیدآمینهساختاری‌شباهت‌زیادی‌به‌

‌توسییط‌ایاولوسییی ‌‌اسییتفاده،‌سییبب‌فعییا ‌شییدن‌اییین‌اسیییدآمینه‌‌‌‌

tRNA-سیازی‌بیاکتری‌‌‌‌مانع‌از‌ییروتیین‌‌در‌نهایت،‌شود‌و‌میسنتتاز‌‌
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گیروه‌‌‌سیه‌مقاومت‌به‌موییروسین‌از‌لحاظ‌فنوتیپی‌بییه‌‌‌.(5)گردد‌‌می

که‌شام ‌مقاومت‌سطح‌یایین‌با‌حداق ‌غلظت‌مهیاری‌‌‌شود‌تقسیم‌می

لیتر،‌مقاومت‌سطح‌بالا‌با‌حیداق ‌غلظیت‌‌‌‌میکروگر ‌بر‌میلی‌252تا‌‌8

و‌یا‌بیشتر‌از‌آن‌و‌مقاومت‌سیطح‌بسییار‌بیالا‌بیا‌حیداق ‌‌‌‌‌‌‌512مهاری‌

هیا‌بیه‌مشیم‌‌‌‌‌و‌یا‌بیشیتر‌اسیت‌کیه‌در‌آزمیای ‌‌‌‌‌1224غلظت‌مهاری‌

هیای‌وابسیته‌بیه‌موییروسیین‌در‌بیشیتر‌مواقیع‌‌‌‌‌‌‌‌.‌مقاومت(2)خورد‌‌می

توانیید‌‌گییردد.‌اییین‌ژن‌یلاسییمیدی‌مییی‌ایجییاد‌مییی‌mupAتوسییط‌ژن‌

ایجیاد‌نمایید‌و‌در‌‌‌‌MRSAهیای‌‌‌های‌ژنی‌مختلفی‌را‌در‌سویه‌جه 

های‌حسیاس‌گیردش‌کنید‌و‌حساسییت‌بیه‌موییروسیین‌را‌‌‌‌‌‌‌‌بین‌سویه

‌.(7-8)کاه ‌دهد‌

با‌توجه‌به‌نق ‌اصلی‌یلاسمید‌در‌بروز‌مقاومت‌بیه‌موییروسیین‌‌‌

هیای‌‌‌سییلین‌در‌سیویه‌‌‌با‌مقاومت‌بیه‌متیی‌‌‌mupAو‌ارتباط‌وجود‌ژن‌

تواند‌نق ‌‌استافیلوکوک‌اورئوس،‌شناسایی‌مقاومت‌به‌موییروسین‌می

.‌(9-12)های‌استافیلوکوکی‌داشته‌باشد‌‌مؤثری‌در‌مسیر‌درمان‌عفونت

صیورت‌‌‌(7)و‌یونیان‌‌‌(5)،‌ایرلنید‌‌(11)در‌مطالعاتی‌که‌در‌انگلسیتان‌‌

داری‌بیین‌مقاومیت‌بیه‌‌‌‌‌گرفته‌است،‌مشخص‌گردید‌که‌ارتبیاط‌معنیی‌‌

های‌بالینی‌اسیتافیلوکوک‌‌‌سیلین‌در‌سویه‌موییروسین‌و‌مقاومت‌به‌متی

،‌MRSAاورئوس‌وجود‌دارد.‌همچنین،‌یکی‌از‌عوامی ‌خطرسیاز‌در‌‌‌

ی‌مقاومیت‌‌‌تواند‌زمینه‌مطرح‌شده‌است‌که‌می‌مقاومت‌به‌موییروسین

‌.(5)بیوتی ‌را‌فراهم‌نماید‌‌به‌مند‌آنتی

‌بیییا‌کیفییییت‌بیییالا‌‌‌‌DNAآنیییالیا‌دمیییای‌صو ‌حاصییی ‌از‌‌‌

(High-resolution meltingییا‌‌‌HRM‌‌‌‌‌ بیرای‌اولیین‌بیار‌در‌سیا‌)

هیای‌تشخیییی‌دقیی ‌‌‌‌‌معرفی‌شد.‌ایین‌روش‌تلفیقیی‌از‌روش‌‌‌2223

یییا‌‌DNA‌(Melting curve analysisماننیید‌آنییالیا‌دمییای‌صو ‌‌

MCAو‌آزمیییون‌‌)Real-time polymerase chain reaction‌‌

(Real time-PCRمی‌)‌.باشد‌HRMهای‌اسید‌نوکلییی ‌را‌بیر‌‌‌‌نمونه‌

اساس‌کار‌این‌.‌(12)‌سازد‌متمایا‌می‌GCاساس‌توالی،‌طو ‌و‌حجیم‌

در‌‌DNAهیای‌‌‌ی‌استفاده‌از‌الگیو‌و‌رفتیار‌صو ‌رشیته‌‌‌‌تکنی ‌بر‌یایه

خص‌که‌وابستگی‌زیادی‌به‌یرایمر‌میورد‌اسیتفاده‌دارد،‌‌‌ی ‌دمای‌مش

‌در‌توالی‌ی ‌در‌‌A < Cتغییر‌اگر‌نمونه،‌به‌عنوان.‌(13)استوار‌است‌

‌،‌A/Cصیورت‌‌به‌موجود‌هایی‌ژنوتیپ‌کلی‌حالت‌در‌گرفته‌شود،‌نظر

A/Aو‌‌C/Cهیای‌‌حالیت‌‌بیرای‌‌منحنیی‌‌الگیوی‌.‌بود‌خواهد‌‌A/Aو‌‌

C/Cشییک ‌و‌اسییت‌یکسییان‌‌C/Cخواهیید‌‌بییالاتر‌ییی ‌درجییه‌‌‌

‌.(14)بود‌

های‌ژنیی‌‌‌ی‌حاضر،‌شناسایی‌و‌نق ‌جه ‌هدف‌از‌انجا ‌مطالعه

بود‌کیه‌‌‌MRSAهای‌‌حاص ‌از‌مقاومت‌به‌موییروسین‌در‌ظهور‌سویه

توان‌بیه‌یی ‌‌‌‌بیوتیکی‌می‌در‌خلا ‌آن‌با‌بررسی‌یروفای ‌مقاومت‌آنتی

بییوتیکی‌‌‌ها‌و‌الگوی‌مقاومت‌آنتیی‌‌الگوی‌مناسب‌از‌وجود‌این‌جه 

‌.دست‌یافت‌نیا

 ها روش

‌ی‌‌در‌یی ‌دوره‌ هعای اعالی:ی    آوری ایزولعه  طراحی مطالعه و جمع  

،‌1392تیا‌اسیفند‌سیا ‌‌‌‌‌1395ی‌زمیانی‌دی‌سیا ‌‌‌‌ماهه‌و‌طی‌بازه‌13

هیای‌‌‌گییری‌از‌بیمارسیتان‌‌‌های‌بالینی‌بیا‌رعاییت‌اصیو ‌نمونیه‌‌‌‌‌ایاوله

مختلف‌)وابسته‌به‌دانشگاه‌علو ‌یاشیکی‌همیدان(‌و‌در‌نظیر‌گیرفتن‌‌‌‌‌

های‌بیمارسیتانی‌بیه‌عنیوان‌معییار‌ورود‌و‌‌‌‌‌‌بیماران‌مشکوک‌به‌عفونت

در‌آوری‌شید.‌‌‌م‌به‌عنیوان‌معییار‌خیروج،‌جمیع‌‌‌‌بیماران‌فاقد‌این‌علای

ی‌بالینی‌استافیلوکوک‌اورئیوس‌از‌‌‌ایاوله‌122تجربی‌حاضر،‌‌ی‌مطالعه

های‌بالینی‌مختلف‌)خون،‌ادرار،‌زخیم‌یوسیتی،‌کیاتتر،‌آبسیه‌و‌‌‌‌‌‌نمونه

هییای‌بیوشیییمیایی‌ماننیید‌کاتییالاز،‌‌سییواب‌بینییی(‌بییا‌اسییتفاده‌از‌روش

جداسیازی‌‌‌DNAas(‌و‌Mannitolکواگولاز،‌کشت‌بر‌روی‌مانیتو ‌)

‌.(3)گردید‌

برای‌تعیین‌حیداق ‌‌ و موپیروسین  MRSAهای  تعیین ف:وتیپی سویه

،‌ایتالییا(‌از‌روش‌‌Liofilchem)شرکت‌‌MRSAهای‌‌غلظت‌مهاری‌سویه

E-testهای‌مقاو ‌به‌موییروسیین‌‌‌و‌برای‌تعیین‌حداق ‌غلظت‌مهاری‌سویه‌

بر‌اسیاس‌دسیتورالعم ‌‌‌از‌روش‌میکرودایلوشن‌‌ستان(انگل‌،Mast)شرکت‌

Clinical and Laboratory Standards Institute‌(CLSI‌)اسییتفاده‌

‌.(15)گردید‌

های استافیلوکوک  ایوتیکی در سویه تعیین الگوی مقاومت آنتی

‌،واحیدی‌‌‌12نیلیسی‌‌یینی‌بییوتیکی‌بیه‌‌‌‌الگوی‌مقاومت‌آنتیی‌ اورئوس 

‌،میکروگرمییی‌32جنتامایسییین‌‌،میکروگرمییی‌32سیپروفلوکساسییین‌

‌میدیسفتاز‌،میکروگرمی‌12کلرامفنیک ‌‌،میکروگرمی‌‌15نیسیترومایار

،‌Mastمیکروگرمییی‌)شییرکت‌‌‌32میکروگرمییی‌و‌تتراسییایکلین‌‌‌32

(‌مطییاب ‌بییا‌Kirby-Bauerانگلسییتان(‌بییه‌روش‌انتشییار‌از‌دیسیی ‌)

ی‌اسیتاندارد‌‌‌تنظیم‌گردید.‌در‌این‌آزمون‌از‌سیویه‌‌CLSIدستورالعم ‌

ATCC25923‌‌ (.15استفاده‌شد‌)برای‌کنتر ‌کیفی‌دیس‌

ژنیومی‌اسیتافیلوکوک‌‌‌‌DNAاسیتخراج‌‌ ژنومی  DNAاستخراج 

)شرکت‌سیناکلون،‌اییران(‌‌‌DNAاورئوس‌با‌استفاده‌از‌کیت‌استخراج‌

 انجا ‌شد.

هععای مقععاو  اععه  و ش:اسععایی سععویه mupAطراحععی پرایمععر 

ی‌اسیتافیلوکوک‌‌‌سیویه‌بیرای‌‌ موپیروسین در استافیلوکوک اورئوس 

‌سیایت‌هیدف‌‌بیه‌عنیوان‌‌‌‌mupAژن‌اورئوس‌مقاو ‌به‌موییرسیوین،‌‌

‌Gene Runnerافاارهیای‌‌‌سپس‌با‌کم ‌گیرفتن‌از‌نیر ‌‌.‌انتخا ‌شد

،‌طراحییی‌یرایمرهییا‌صییورت‌‌2ی‌‌نسییخه‌AlleleIDو‌‌5/2ی‌‌نسییخه

طراحی‌یرایمرهای‌و‌اتیا ‌‌DNAصو ‌دمای‌‌تعیین‌گرفت.‌به‌منظور

‌واکین ‌‌انجیا ‌‌استفاده‌گردید.‌جهت‌2ی‌‌نسخه‌Oligoار‌افا‌از‌نر ‌نیا‌شده

PCRمیکرولیتر‌‌12شام ‌رقت‌هر‌برای‌‌‌(از‌مستر‌مییکس‌Master Mix‌)

‌‌هیای‌رقیی ‌شیده‌و‌‌‌‌DNAاز‌میکرولیتیر‌‌‌1،‌آلمیان(،‌Ampliqon)شرکت‌

‌تییوالی‌یرایمرهییا‌‌ییکومییولار،‌‌12غلظییت‌بییه‌یرایمییر‌هییر‌از‌میکرولیتییر‌2
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‌و‌‌F: GCGACGGTTTAGTTAATGCAشییییییییییییام ‌

R: TGAACAATACCAGTTCCTTCTGA‌‌ بییییا‌دمییییای‌صو‌

گرفتیه‌‌‌جفت‌باز‌در‌نظیر‌‌297و‌طو ‌‌ی‌سلسیوس‌درجه‌5/2‌±‌2/81

ترموسیایکلر‌)شیرکت‌‌‌‌دسیتگاه‌‌.‌برای‌تکثیر‌ژن‌مورد‌نظیر‌نییا‌از‌‌شد

Eppendorf.آلمان(‌استفاده‌گردید‌، 

مقیدار‌آن‌‌کیه‌‌‌McFarland 0.5از‌محلو ‌  MCAانجا  آزمون 

ی‌کلونی‌باکتری‌بود،‌به‌عنوان‌استوک‌‌واحد‌تشکی ‌دهنده‌‌5/1×‌128

های‌مورد‌استفاده‌به‌ترتیب‌بیه‌صیورت‌‌‌‌اولیه‌استفاده‌شد.‌سپس‌رقت

127‌ ،122‌ ،125‌ ،124‌ ،123‌ ،122‌ ،121‌ ،122‌ ،1-12‌ ،2-12‌ ‌و‌‌3-12،
ها(‌تهییه‌‌‌ی‌کلونی‌برای‌تمامی‌رقت‌)با‌معیار‌واحد‌تشکی ‌دهنده‌4-12

ی‌یرایمر‌مورد‌اسیتفاده‌از‌نظیر‌‌‌‌گردید.‌این‌آزمون‌جهت‌ارزیابی‌اولیه

‌دمیای‌‌‌mupAحساسیت‌طراحی‌شد؛‌به‌ایین‌صیورت‌کیه‌بیرای‌ژن‌‌‌‌‌

‌.(12)ی‌سلسیوس‌به‌دست‌آمد‌‌درجه‌5/2‌±‌2/82

از‌‌ی‌حاضیر‌‌در‌مطالعیه‌  و تعیعین جشع    HRMانجا  آزمون 

آمریکیا(‌‌،‌ABI-StepOnePlusشیرکت‌‌)‌Real-time PCRدسیتگاه‌‌

تمامی‌مراح ‌کار‌در‌سه‌تکرار‌صورت‌گرفت.‌تنظیمیات‌‌‌استفاده‌شد.

(‌Meltingارایه‌شده‌است.‌به‌منظور‌تعیین‌دمیای‌صو ‌)‌‌1در‌جدو ‌

ی‌سلسیوس‌لحاظ‌گردید.‌‌درجه‌3/2دمایی‌‌Rampو‌خوان ‌متوالی،‌

میکرولیتیر‌‌‌22در‌حجیم‌‌‌HRM ‌آزمیون‌‌محلو ‌نهایی‌به‌منظور‌انجا

‌)شییرکت‌‌HRM highRoxمیکرولیتییر‌مسییتر‌میییکس‌‌‌‌4شییام ‌

Solis BioDyne‌،غلظییت‌میکرولیتییر‌از‌هییر‌یرایمییر‌‌‌2(،‌اسییتونی(‌

مانیده‌بیا‌‌‌‌بیود.‌حجیم‌بیاقی‌‌‌‌الگو‌DNAمیکرولیتر‌‌‌1و‌ییکومولار(‌22

(‌جبران‌شد.‌تما ‌مراح ‌DEPC)‌Diethyl pyrocarbonateمحلو ‌

ی‌‌نسیخه‌‌HRMو‌‌3/2ی‌‌نسیخه‌‌StepOneافاارهای‌‌با‌استفاده‌از‌نر 

‌مورد‌تجایه‌و‌تحلی ‌قرار‌گرفت.‌1/2/3

‌

 Real-time polymerase chain reaction. شرایط واک:  1جدول 

(Real time-PCR جشت انجا  آزمون )High resolution melting 

(HRM) 

 مراحل
 ی دما )درجه

 گراد( سانتی
 زمان

تعداد 

 سیکل

 1 دقیقه 15 94 شوک حرارتی اولیه

 40 ثانیه DNA 94 15جدا شدن قطعات 

 ثانیه 30 59 جفت شدن پرایمرها

 ثانیه 30 77 طویل شدن پرایمرها

 1 دقیقه DNA 95-60 90ذوب قطعات 

‌

تیوالی‌محییولات‌بیه‌دسیت‌آمیده‌از‌‌‌‌‌‌  تعیین توالی محصولات

و‌مقاومت‌مندگانه‌به‌منظور‌‌MRSAهای‌‌در‌سویه‌mupAتکثیر‌ژن‌

‌ها،‌تعیین‌گردید.‌داشتن‌استاندارد‌طلایی‌جهت‌شناسایی‌جه 

تعییین‌فراوانیی،‌‌‌)هیای‌آمیار‌توصییفی‌‌‌‌‌از‌روشها‌با‌اسیتفاده‌‌‌داده

2و‌‌tهای‌‌و‌تحلیلی‌)آزمون‌(درصد‌و‌میانگین
افیاار‌‌‌نیر ‌‌(‌درSPSS‌

(‌مورد‌تجایه‌version 16, SPSS Inc., Chicago, IL)‌12ی‌‌نسخه

و‌‌1/5ی‌‌نسیخه‌‌Chromasافاار‌‌از‌نر ‌،همچنین‌و‌تحلی ‌قرار‌گرفت.

BioEditجهت‌آنیالیا‌نتیایح‌حاصی ‌از‌تعییین‌تیوالی‌‌‌‌‌‌‌21/7ی‌‌نسخه‌

‌یرایمرهای‌طراحی‌شده‌استفاده‌گردید.

‌

 ها افتهی

‌از‌ هعای اعالی:ی مختلع      فراوانی استافیلوکوک اورئوس در نمونعه 

درصد(‌‌23/51ایاوله‌)‌83ی‌بالینی‌استافیلوکوک‌اورئوس،‌‌ایاوله‌122

لیتیر‌نسیبت‌‌‌‌میکروگر ‌بر‌میلی‌8دارای‌حداق ‌غلظت‌مهاری‌بیشتر‌از‌

‌سییلین‌بیود.‌از‌ایین‌مییان،‌‌‌‌‌‌بیوتی ‌سفوکسیتین‌و‌مقاو ‌به‌متیی‌‌به‌آنتی

‌تیا‌‌‌4درصید(‌دارای‌حیداق ‌غلظیت‌مهیاری‌بیین‌‌‌‌‌‌‌41/47ایاوله‌)‌52

ایاوله‌دارای‌حیداق ‌غلظیت‌مهیاری‌‌‌‌‌54لیتر،‌‌ ‌بر‌میلیمیکروگر‌252

ایاوله‌دارای‌حداق ‌غلظیت‌‌‌47لیتر‌و‌‌میکروگر ‌بر‌میلی‌512بیشتر‌از‌

بیوتیی ‌‌‌لیتر‌نسیبت‌بیه‌آنتیی‌‌‌‌میکروگر ‌بر‌میلی‌1224مهاری‌بیشتر‌از‌

های‌حد‌یایین،‌حد‌بالا‌و‌حید‌‌‌موییروسین‌بودند‌که‌به‌ترتیب‌مقاومت

و‌موییروسین،‌‌MRSAی‌‌ایاوله‌47نشان‌دادند.‌از‌بالاترین‌را‌از‌خود‌

درصد(‌از‌‌4/23ایاوله‌)‌11ی‌خون،‌‌درصد(‌از‌نمونه‌12/12ایاوله‌)‌9

ایاولیه‌‌‌1ی‌زخیم،‌‌‌درصد(‌از‌نمونیه‌‌17/32ایاوله‌)‌17ی‌ادرار،‌‌نمونه

ی‌‌درصید(‌از‌نمونیه‌‌‌89/14ایاوله‌)‌7ی‌کاتتر،‌‌درصد(‌از‌نمونه‌12/2)

‌ی‌سواب‌بینی‌جدا‌شد.‌درصد(‌نیا‌از‌نمونه‌25/4ایاوله‌)‌2آبسه‌و‌

‌از‌مجمیو ‌‌  mupAایعوتیکی و فراوانعی ژن    الگوی مقاومت آنتعی 

(‌درصید‌‌22/79ایاولیه‌)‌‌129ی‌بالینی‌اسیتافیلوکوک‌اورئیوس،‌‌‌‌ایاوله‌122

(‌مقاو ‌به‌سیپروفلوکساسیین،‌‌درصد‌27/45ایاوله‌)‌74سیلین،‌‌مقاو ‌به‌ینی

‌ایاولیییه‌‌122(‌مقیییاو ‌بیییه‌جنتامایسیییین،‌‌درصییید‌22/29ایاولیییه‌)‌48

(‌مقیاو ‌‌درصید‌‌32/54ایاولیه‌)‌‌88(‌مقاو ‌به‌اریترومایسین،‌درصد‌92/22)

ایاولیه‌‌‌59(‌مقاو ‌بیه‌سیفتازیدیم‌و‌‌‌درصد‌17/2ایاوله‌)‌12به‌کلرامفنیک ،‌

ایاولییه‌‌19(‌مقیاو ‌بییه‌تتراسیایکلین‌بودنید.‌از‌اییین‌مییان،‌‌‌‌‌درصید‌‌41/32)

هیای‌میورد‌‌‌‌بیوتیی ‌‌ن،‌موییروسین‌و‌سایر‌آنتیسیلی‌(‌به‌متیدرصد‌72/11)

بررسی‌مقاومت‌نشان‌دادند‌که‌به‌عنوان‌اسیتافیلوکوک‌اورئیوس‌مقیاو ‌بیه‌‌‌‌‌

ی‌بیالینی‌اسیتافیلوکوک‌‌‌‌ایاولیه‌‌52از‌بیوتی ‌در‌نظر‌گرفته‌شدند.‌‌مند‌آنتی

‌اورئوس‌دارای‌انوا ‌مقاومت‌فنوتیپی‌با‌سیطوح‌مختلیف‌بیه‌موییروسیین،‌‌‌‌‌

درصید(‌‌‌71/12ایاولیه‌)‌‌2داشتند‌و‌‌mupAصد(‌ژن‌در‌28/89ایاوله‌)‌52

ایاولیه‌‌‌47نییا‌‌‌mupAی‌دارای‌ژن‌‌ایاولیه‌‌52بودنید.‌از‌‌‌mupAفاقد‌ژن‌

بیوتیی ‌‌‌درصد(‌بیه‌منید‌آنتیی‌‌‌‌22ایاوله‌)‌11سیلین‌و‌‌درصد(‌به‌متی‌94)

‌مقاومت‌نشان‌دادند.

بییا‌اسییتفاده‌از‌تکنییی ‌‌‌mupAدر‌ابتییدا‌حرییور‌ژن‌  MCAروش 

Real-time PCRبررسی‌گردید‌که‌در‌منحنی‌تکثییر،‌از‌‌‌CT‌12بیه‌بعید‌‌‌‌
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ها‌مشاهده‌شد.‌همچنیین،‌حسیایت‌و‌اختیاصییت‌‌‌‌‌تکثیر‌ژن‌در‌تما ‌سویه

ی‌‌واحد‌تشکی ‌دهنیده‌‌12-1تا‌رقت‌‌mupAیرایمرهای‌مورد‌استفاده‌برای‌

کلونی،‌قدرت‌شناسایی‌بیاکتری‌را‌داشیت.‌همچنیین،‌بیا‌در‌نظیر‌گیرفتن‌‌‌‌‌‌‌

به‌منظور‌تجایه‌و‌تحلیی ،‌دمیای‌صو ‌بیرای‌ژن‌‌‌‌‌ی‌دمایی‌ترین‌بازه‌نادی 

mupA‌،5/2‌±‌2/82(.1ی‌سلسیوس‌به‌دست‌آمد‌)شک ‌‌درجه‌‌

‌

‌
 mupAهای تکثیر ژن  . م:ح:ی1شکل 

‌

ی‌استافیلوکوک‌اورئیوس‌دارای‌‌‌ایاولهها   و جش  HRMروش 

ی‌استاندارد‌مورد‌بررسی‌قرار‌گرفت.‌‌مقاومت‌مندگانه‌به‌همراه‌سویه

ی‌سلسیوس،‌مشخص‌‌درجه‌1/2ی‌خطای‌دمایی‌‌با‌در‌نظر‌گرفتن‌بازه

،‌McFarland 0.5های‌مورد‌بررسی‌در‌غلظت‌اسیتوک‌‌‌شد‌که‌ایاوله

بودنید‌کیه‌ایین‌‌‌‌‌Cو‌‌G‌،Aی‌هیا‌‌هیای‌مختلیف‌در‌بیازه‌‌‌‌دارای‌جه 

صو ‌و‌‌،‌منحنی‌مقادیر‌یی DNAهای‌صو ‌‌اختلاف‌بر‌اساس‌منحنی

‌(.2صو ‌و‌منحنی‌اختلاف‌فلوروسنت‌مشاهده‌شد‌)شک ‌‌یس
‌

 
 

( حاصل از HRM) High resolution meltingی :. م:ح2شکل 

های  عامل مقاومت اه موپیروسین در ایزوله mupAتکثیر ژن 

 استافیلوکوک اورئوس دارای مقاومت چ:دگانه
‌ATCC25923ی‌‌ی‌استاندارد‌استافیلوکوک‌اورئوس‌سویه‌منحنی‌سیاه:‌ایاوله

‌

هیای‌‌‌ایاولیه‌ تجزیه و تحلیل نتعای  حاصعل از تعیعین تعوالی     

ی‌‌استافیلوکوک‌اورئیوس‌دارای‌مقاومیت‌مندگانیه‌نسیبت‌بیه‌سیویه‌‌‌‌‌‌

هیای‌‌‌استاندارد‌که‌فاقد‌هرگونه‌جه ‌در‌تیوالی‌ژنیومی‌بیود،‌جهی ‌‌‌‌

ی‌میورد‌‌‌ایاولیه‌‌11متعددی‌را‌از‌خود‌نشان‌داد؛‌بدین‌صورت‌کیه‌از‌‌

ایاوله‌فاقد‌جه ‌و‌یی ‌‌‌2های‌متعدد،‌‌ایاوله‌دارای‌جه ‌8بررسی،‌

داری‌بیین‌دو‌‌‌ایاوله‌دارای‌ی ‌جه ‌بود.‌علاوه‌بر‌این،‌ارتباط‌معنیی‌

ی‌بالینی‌و‌تغییر‌در‌اسیدآمینه‌وجود‌داشت؛‌به‌طیوری‌‌‌متغیر‌نو ‌نمونه

هیا‌‌‌ی‌بالینی،‌میاان‌جهی ‌و‌تغییرات‌اسییدآمینه‌‌‌‌که‌با‌تغییر‌نو ‌ایاوله

‌(.1(‌)جدو ‌‌P<‌25/2بیشتر‌شد‌)

‌

های االی:ی  های مختل  در ایزوله . نتای  حاصل از جش 1جدول 

 استافیلوکوک اورئوس

MRSA 
ی مورد  ایزوله Pمقدار 

 بررسی
ی  نوع نمونه
 بالینی

تغییر اسیدآمینه در 
 mupAژن 

177-SA زخم A→X 
A→G 
A→C 

05/0 > 

173-SA زخم A→T 
A→G 
A→C 
G→T 
C→A 

05/0 > 

174-SA خون A→T 05/0 > 
19-SA زخم A→T 

A→X 
05/0 > 

31-SA زخم A→T 
A→X 

05/0 > 

9-SA حذف A→X 05/0 > 
151-SA 05/0 _ ادرار > 

94-SA زخم A→X 
A→T 

05/0 > 

51-SA زخم G→X 
A→X 

05/0 > 

11-SA زخم A→T 
A→T 

05/0 > 

111-SA خون A→T 
G→C 

05/0 > 

MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

‌

 بحث

سییودوموناس‌ی‌بییاکتری‌‌در‌انگلسییتان‌بییه‌واسییطه‌‌‌1985در‌سییا ‌

‌(.17تولیید‌شید‌)‌‌‌Aد‌سیودومونی ‌اسیی‌‌و‌یا‌‌موییروسین‌،فلورسانس

هیای‌‌‌بیوتیی ‌بیرای‌ییشیگیری‌ییا‌درمیان‌عفونیت‌‌‌‌‌‌‌امروزه‌از‌این‌آنتی

هیا‌‌‌‌سیوختگی‌‌هیا‌و‌‌زخیم‌‌‌زرد‌زخم‌و‌عفونت‌همچونسطحی‌یوست‌

هیای‌جیدا‌‌‌‌گردد.‌بنابراین،‌مقاومت‌بیه‌ایین‌دارو‌در‌ایاولیه‌‌‌‌استفاده‌می

شیود.‌نتیایح‌‌‌‌های‌یوستی‌و‌زخیم‌بیشیتر‌مشیاهده‌میی‌‌‌‌‌شده‌از‌عفونت

هیای‌بییالینی‌و‌‌‌ه‌مییاان‌فراوانیی‌ایاولیه‌‌‌ی‌حاضیر‌بیا‌توجیه‌بیی‌‌‌‌‌مطالعیه‌

های‌مورد‌بررسی،‌بیشترین‌میوارد‌مقاومیت‌بیه‌موییرسیوین‌را‌در‌‌‌‌‌‌سویه

های‌خون‌‌های‌جدا‌شده‌از‌زخم‌گاارش‌نمود.‌اگرمه‌در‌عفونت‌باکتری

‌‌‌و‌مقاو ‌به‌موییروسین‌مشاهده‌گردید.‌mupAهای‌حام ‌ژن‌‌نیا‌سویه

8/18 

1/3 

8/1 

1/2 

8/8 

Δ
 R

n
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 گراد( ی سانتی دما )درجه
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دار‌بییین‌مقاومییت‌بییه‌موییروسییین‌و‌‌‌وجییود‌ارتبییاط‌معنییی‌

های‌استافیلوکوک‌اورئوس‌در‌تحقی ‌حاضیر‌‌‌سیلین‌در‌ایاوله‌متی

هیای‌مقیاو ‌بیه‌موییروسیین،‌همگیی‌‌‌‌‌‌‌بدین‌صورت‌بود‌که‌ایاوله

های‌دارای‌مقاومت‌مندگانیه‌بیه‌‌‌‌سیلین‌بودند.‌ایاوله‌مقاو ‌به‌متی

ت‌سطح‌بالا‌نسبت‌بیه‌‌بیوتی ‌نیا‌همه‌مقاومت‌کام ‌به‌صور‌آنتی

که‌افاای ‌مقاومیت‌بیه‌‌‌‌و‌مشخص‌گردیدموییروسین‌نشان‌دادند‌

سیلین‌ارتباط‌مستقیمی‌دارد‌‌مقاومت‌به‌متی‌موییروسین‌با‌افاای 

‌(5)و‌ایرلنیید‌‌(7).‌نتییایح‌مطالعییات‌مشییابهی‌کییه‌در‌یونییان‌(18)

صورت‌گرفت‌نیا‌نشان‌داد‌که‌یکی‌از‌عوام ‌خطر‌بروز‌مقاومت‌

باشید.‌شیاید‌یکیی‌از‌‌‌‌‌سیلین،‌مقاومت‌بیه‌موییروسیین‌میی‌‌‌‌به‌متی

تواند‌سبب‌بروز‌مقاومیت‌‌‌بیوتی ‌می‌ترین‌دلایلی‌که‌این‌آنتی‌مهم

های‌دیگر‌شیود،‌وجیود‌ژن‌‌‌‌بیوتی ‌نسبت‌به‌طیف‌وسیعی‌از‌آنتی

mupAهمچنیین،‌‌(17)شیود‌‌‌ید‌حم ‌میباشد‌که‌بر‌روی‌یلاسم‌‌‌.

توانید‌یکیی‌دیگیر‌از‌‌‌‌‌های‌موضعی‌متعدد‌از‌این‌دارو‌میی‌‌استفاده

فعالییت‌ضید‌میکروبیی‌‌‌‌لای ‌این‌موضو ‌باشد؛‌بیه‌طیوری‌کیه‌‌‌‌د

هیای‌‌‌شکسته‌شدن‌ترکییب‌دارو‌در‌بافیت‌‌‌ی‌ن‌به‌واسطهیموییروس

از‌ایین‌دارو‌تنهیا‌بیه‌‌‌‌‌بنیابراین،‌‌.رود‌بدن،‌به‌سیرعت‌از‌بیین‌میی‌‌‌

در‌یژوه ‌.‌(19)گردد‌‌یدرصد‌استفاده‌م‌2صورت‌یماد‌موضعی‌

های‌دارای‌مقاومت‌مندگانیه‌کیه‌دارای‌‌‌‌حاضر‌نیا‌بیشترین‌ایاوله

‌از‌زخم‌جدا‌شده‌بودند.‌مقاومت‌به‌موییروسین‌هم‌بودند،‌همه

انجیا ‌گرفیت،‌‌‌‌(21)و‌آمریکیا‌‌‌(22)در‌تحقیقاتی‌کیه‌در‌کلمبییا‌‌‌

بیوتیکی‌‌های‌آنتی‌های‌ژنی‌بر‌روی‌مقاومت‌نق ‌مهم‌و‌اساسی‌جه 

هیای‌‌‌های‌مختلف‌مطرح‌گردید‌و‌حرور‌و‌دخالت‌جهی ‌‌در‌باکتری

هیای‌مقیاو ‌بیه‌‌‌‌‌ترین‌دلای ‌ظهور‌سیویه‌‌ی‌به‌عنوان‌یکی‌از‌مهمژنتیک

های‌مقاو ‌بیه‌موییروسیین‌و‌‌‌‌ی‌حاضر،‌ایاوله‌دارو‌بیان‌شد.‌در‌مطالعه

های‌ژنی‌را‌داشیتند‌کیه‌در‌‌‌‌های‌زخم،‌بیشترین‌جه ‌حاص ‌از‌نمونه

ی‌ظهیور‌‌‌سییلین،‌زمینیه‌‌‌همراهی‌با‌سایر‌عوامی ‌مقیاومتی‌ماننید‌متیی‌‌‌‌

‌ومت‌مندگانه‌را‌نیا‌فراهم‌کرده‌بودند.های‌دارای‌مقا‌سویه

هیییای‌‌ایاولیییه‌mupAهیییای‌موجیییود‌در‌ژن‌‌بررسیییی‌جهییی 

نشییان‌داد‌کییه‌‌HRMاسییتافیلوکوک‌اورئییوس‌بییا‌اسییتفاده‌از‌روش‌‌

بیشترین‌جه ‌از‌نو ‌متیلاسیون‌و‌تبدی ‌باز‌آدنین‌به‌سیایر‌بازهیا‌و‌‌‌

حتی‌حذف‌بود.‌نتایح‌تحقیقات‌انجا ‌شیده‌در‌آمریکیا‌نشیان‌داد‌کیه‌‌‌‌‌

هیای‌تبیدی ‌‌‌‌هیا‌از‌نیو ‌جهی ‌‌‌‌ها‌در‌بیشیتر‌بیاکتری‌‌‌ترین‌جه ‌یعشا

.‌در‌ایین‌راسیتا‌منیین‌‌‌‌(21)باشید‌‌‌به‌سایر‌بازهیا‌میی‌‌‌Gو‌‌Cبازهای‌

ی‌آغاز‌تکثیر‌یی ‌ژن،‌‌‌توان‌بیان‌کرد‌که‌وجود‌باز‌آدنین‌در‌زنجیره‌می

هیای‌مختلیف‌بالادسیت‌و‌‌‌‌‌نقشی‌کلیدی‌دارد؛‌بیه‌طیوری‌کیه‌تیوالی‌‌‌‌

هیایی‌کیه‌‌‌‌ی‌آغاز‌همانندسازی‌و‌حتی‌تیوالی‌ها‌دست‌ژنی،‌توالی‌یایین

کننید.‌‌‌تبعییت‌میی‌‌‌Aشیوند،‌بیه‌نیوعی‌از‌بیاز‌‌‌‌‌‌منجر‌به‌قطع‌تکثیر‌می

ی‌بیالینی‌‌‌‌ای‌در‌لیتوانی‌به‌این‌نتیجه‌دست‌یافت‌که‌نو ‌ایاولیه‌‌مطالعه

(.‌اگرمیه‌‌22های‌ژنی‌را‌دستخوش‌تغییر‌کنید‌)‌‌تواند‌مقادیر‌جه ‌می

های‌بیالینی‌و‌نیو ‌‌‌‌ین‌نو ‌ایاولهداری‌ب‌در‌یژوه ‌حاضر‌ارتباط‌معنی

های‌ژنی‌مشاهده‌شید،‌امیا‌ایین‌یافتیه‌در‌تحقیقیات‌دیگیر‌بیه‌‌‌‌‌‌‌‌‌جه 

روشنی‌مطرح‌نشده‌و‌این‌موضو ‌از‌دیدگاه‌علمی‌مورد‌بررسی‌قیرار‌‌

هیای‌‌‌تیوان‌بیه‌عنیوان‌یکیی‌از‌برتیری‌‌‌‌‌‌گرفته‌است.‌از‌این‌موضو ‌می

د‌کیه‌‌های‌داخلی‌و‌خارجی‌نیا ‌بیر‌‌‌ی‌حاضر‌نسبت‌به‌یژوه ‌مطالعه

ژنتیکی‌مورد‌بررسی‌قرار‌‌-هم‌از‌دیدگاه‌آماری‌و‌هم‌از‌دیدگاه‌علمی

ها‌این‌است‌کیه‌‌‌علمی‌بروز‌جه ‌دلای ‌جملهاز‌‌گرفته‌است؛‌مرا‌که

وجود‌اسیتافیلوکوک‌اورئیوس‌در‌زخیم،‌بیاکتری‌را‌در‌برابیر‌عوامی ‌‌‌‌‌‌‌

دهید‌کیه‌بیرای‌حفیا‌بقیای‌خیود‌تغیییرات‌‌‌‌‌‌‌‌‌محیطی‌مختلفی‌قرار‌می

کند.‌نتایح‌یژوهشیی‌‌‌را‌در‌ژنو ‌خودش‌ایجاد‌می‌ای‌ساختاری‌گسترده

داری‌بین‌مقاومت‌به‌موییروسین‌و‌‌در‌آمریکا‌نشان‌داد‌که‌ارتباط‌معنی

های‌استافیلوکوک‌اورئوس‌جدا‌شده‌از‌زخیم‌و‌‌‌کلرهگایدین‌در‌سویه

در‌‌C + Gمتغیر‌بودن‌‌رو،‌(.‌از‌این9بافت‌نر ‌با‌یکدیگر‌وجود‌دارد‌)

هیا‌امیر‌‌‌‌شرایط‌محیطی‌و‌غیر‌محیطی‌بر‌آنر‌ثیأمختلف‌و‌ت‌های‌ایاوله

‌(.22‌،9اجتنا ‌نایذیری‌است‌)

در‌کنار‌طراحیی‌اختیاصیی‌ژن‌‌‌‌HRMحساسیت‌و‌دقت‌روش‌

mupAی‌‌های‌مقاو ‌به‌موییروسین،‌بییان‌کننیده‌‌‌جهت‌شناسایی‌سویه‌

‌MRSAهیای‌ژنیی‌در‌‌‌‌صحت‌و‌دقت‌این‌روش‌در‌شناسایی‌جهی ‌

های‌مبتنی‌بر‌یرو ‌‌است؛‌به‌طوری‌که‌گاهی‌دقت‌این‌روش‌با‌روش

شود.‌همچنین،‌با‌قرار‌دادن‌نتایح‌حاص ‌از‌تعیین‌تیوالی‌در‌‌‌مقایسه‌می

توان‌با‌دقیت‌‌‌های‌به‌دست‌آمده‌را‌می‌،‌منحنیHRMکنار‌نتایح‌روش‌

و‌اطمینان‌بیشتری‌مورد‌ارزیابی‌قرار‌داد.‌بدین‌صیورت‌کیه‌تجاییه‌و‌‌‌‌

هیای‌مختلیف‌‌‌‌جهت‌شناسایی‌سویه‌HRMهای‌مختلف‌‌تحلی ‌منحنی

های‌مورد‌مطالعیه‌و‌‌‌ی‌استاندارد‌و‌سویه‌باکتریایی‌و‌تعیین‌توالی‌سویه

هیای‌‌‌تواند‌الگوی‌مناسبی‌را‌جهت‌شناسایی‌سیویه‌‌ها،‌می‌ی‌آن‌مقایسه

های‌بعدی‌ایجاد‌کند.‌عیلاوه‌‌‌مقاو ‌و‌دارای‌مشابهت‌جهشی‌در‌تست

توانید‌دسیتخوش‌‌‌‌میی‌‌HRMمیده‌از‌‌بر‌این،‌تفسیر‌نتایح‌بیه‌دسیت‌آ‌‌

(.‌بیا‌انجیا ‌تعییین‌‌‌‌23خطای‌انسانی‌و‌مراح ‌مختلف‌کار‌قرار‌گیرد‌)

توان‌در‌از‌بین‌این‌خطاهیا‌و‌دقیت‌‌‌‌های‌مورد‌بررسی،‌می‌توالی‌ایاوله

‌قد ‌برداشت.‌HRMهای‌‌بیشتر‌در‌آنالیا‌منحنی

وجود‌عام ‌خطر‌مقاومت‌به‌موییروسین‌در‌کنار‌فیراهم‌کیردن‌‌‌

توانید‌شیرایطی‌را‌ایجیاد‌کنید‌تیا‌‌‌‌‌‌‌سیلین،‌می‌اومت‌به‌متیمق‌ی‌زمینه

استافیلوکوک‌اورئوس‌دارای‌مقاومت‌مندگانه‌نیا‌شیک ‌بگییرد.‌از‌‌‌

بالینی،‌نیاز‌بیه‌اسیتفاده‌‌‌‌ی‌رو،‌دخالت‌متغیرهایی‌مانند‌نو ‌نمونه‌این

را‌در‌شناسییایی‌منییین‌‌HRMهییای‌دقییی ‌و‌سییریع‌ماننیید‌‌از‌روش

در‌دسیت‌داشیتن‌الگیوی‌ژنیی‌عامی ‌‌‌‌‌‌کند‌و‌با‌‌هایی‌بیشتر‌می‌سویه

تیوان‌در‌‌‌زای‌ی ‌بیمار،‌دقت‌و‌اختیاصیت‌بیشیتری‌را‌میی‌‌‌بیماری

‌امر‌درمان‌دنبا ‌کرد.
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Abstract 

Background: Effective antibiotics on the translation pathway, such as mupirocin, may cause gene mutations in 

methicillin-resistant Staphylococcus aureus in long-term. Using high-sensitivity methods plays an important role 

in identifying these bacteria. Our goal was to identify these mutations using high-resolution melting (HRM) 

curve of DNA analysis.  

Methods: Resistance to mupirocin was identified using disc microdilution plate method in according to the 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guideline. mupA gene amplification in the isolates of 

methicillin-resistant Staphylococcus aureus was done using polymerase chain reaction (PCR). Then, analysis 

was performed using StepOne Software and HRM software. Sequencing was used as gold-standard method for 

confirming of the results. 

Findings: Out of 162 Staphylococcus aureus isolates, 83 (51.32%) were methicillin resistant. Among methicillin-

resistant Staphylococcus aureus isolates, 47 (52.80 %) showed high level resistance to mupirocin carrying mupA. 

The most and lowest resistance was observed for penicillin (79.62%) and ceftazidime (6.17%), respectively. 

Moreover, all of multi-drug resistant (MDR) isolates were mupirucin resistant, too. Among mupirocin-resistant 

Staphylococcus aureus, wound samples were the most prevalent. Besides, isolates obtained from wound and blood 

demonstrated the highest mutation in A and G bases. Meaningful association was observed between the type of 

clinical sample and mutation rate, and resistance to mupirocin and methicillin (P < 0.05). 

Conclusion: Mupirocin-derived gene mutations provide multi-drug resistance in methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus. 
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