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 Background and Aim: Gene mutation in Staphylococcus aureus is one of 

the most important causes of antibiotic-resistant strains. The High Resolution 

Melting Curve (HRM) analysis of DNA method can detect these mutations 

very high quality. The purpose of this study was to evaluate the role of clinical 

sample type in the occurrence of nucleotide mutations in the mecA gene of S. 

aureus by HRM method. 

Materials and Methods: In this experimental study, 43 clinical isolates of S. 

aureus were used. To detect possible mutations, isolates with mecA gene 

were replicated and sequenced. Then, analysis was performed using 

StepOne Software v2.3 and HRM v3.0.1 software. Sequencing results were 

used as gold-standard. 

Ethical Considerations: This study with research ethics code 

IR.UMSHA.REC.1396.637 has been approved by research ethics committee 

at Hamadan University of Medical Sciences. 

Findings: Of 43 clinical isolates of S. aureus, 11 isolates (25.58%) had mecA 

gene and 32 isolates (47.41%) lacked the mecA gene. According to different 

clinical samples, 3 isolates (27.27%) were resistant to methicillin from blood 

samples, 2 isolates (18.18%) from urine specimens, 2 isolates (18.18%) from 

wound samples, 2 isolates (18.18%) of the catheter samples, 1 isolate 

(9.09%) of the abscess and 1 isolate (9.09%) were separated from the nose 

swab. In the meanwhile, isolates from the wound and urine had the highest 

mutation in the adenine amino acid as A → T, A → G, A → C, and 

A → X. Isolates taken from blood have mutations in Guanine amino acid as 

G → A. 

Conclusion: There was a significant relationship between type of mutation 

and type of clinical specimen in methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

isolates. 
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ع نمونه با نو HRMبر مبنای  mecAهای ژنی رویکردی جدید جهت شناسایی و تعیین ارتباط جهش

 استافیلوکوك اورئوس هایبالینی در ایزوله
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مقاوم به  یهاهیسو جادیا لیدلا نیتراورئوس از مهم لوکوکیدر استاف یجهش ژن: زمینه و هدف 

 نیا تواندیم (HRM)بالا کیقدرت تفکبا  DNA ذوب یمنحن زی. روش آنالاست کیوتیبیآنت

 ینینقش نوع نمونه بال یابیارز ،مطالعه نیکند. هدف از ا ییشناسا ییبالا اریبس تیفیها را با کجهش

 .دبو HRM اورئوس به روش لوکوکیاستاف mecA در ژن یدینوکلئوت یهادر بروز جهش

اورئوس استفاده شد. جهت  لوکوکیاستاف ینیبال زولهیا 43از  ،یمطالعه تجرب نیا در ها:و روش مواد

شد.  یتوال نییو ژن مربوطه تع ییشناسا mecA ژن یدارا یهازولهیا ،یاحتمال هایجهش ییشناسا

انجام  HRM v3.0.1و StepOne v2.3 یافزارهابا استفاده از نرم هاداده لیو تحل هیتجز سپس،

 .مورد استفاده قرار گرفت ییبه عنوان استاندارد طلا یتوال نییتع جی. نتاشد
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و  mecA ژن ی( دارادرصد 58/25) زولهیا 11اورئوس،  لوکوکیاستاف ینیبال زولهیا 43از  :هاافتهی

 زولهیا 3مختلف،  ینیبال یهابودند. با توجه به نمونه mecA ( فاقد ژندرصد 41/47) زولهیا 32

 زولهیا 2( از نمونه ادرار، درصد 18/18) زولهیا 2از نمونه خون،  نیلیسی( مقاوم به متدرصد 27/27)

( از درصد 09/9) زولهیا 1مونه کاتاتر، ( از ندرصد 18/18) زولهیا 2( از نمونه زخم، درصد 18/18)

گرفته شده از زخم  یهازولهیا ن،یب نیجدا شد. در ا ینی( هم از سواپ بدرصد 09/9) زولهیا 1آبسه و 

 A→X و  A→T ،A→G ،A→C صورتهب نیآدن نهیآمدیجهش در اس نیشتریب یو ادرار دارا

 G→A صورتهب نیگوان نهیآم دیجهش در اس یجدا شده از خون دار یهازولهیمشاهده شد. ا
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 . مقدمه1

باشد های گرم مثبت میاستافیلوکوک اورئوس، یکی از باکتری

 ها مقاومت پیدا کرده استبیوتیکآنتیای از طیف گستردهکه به 

توسط این باکتری سبب مقاومت به  بتالاکتامازتولید . (1)

 جدید هایو ظهور سویه های سفالوسپورینی و بتالاکتامیگروه

 سیلین. استافیلوکوک اورئوس مقاوم به متی(2) شده است

(MRSA )نامهب کروموزومیژنی  قطعه که توسط mecA  که

ظهور  1960قرار گرفته است، از سال  SCCmec برروی کاست

تولید  PBP2aپروتئینی تحت عنوان  mecA. ژن (3) پیدا کرد

و  کند که تمایل کمی برای اتصال به داروهای بتالاکتام داردمی

. پس، با استفاده از این ژن و شودمیوها مهار نتوسط این دار

مختلف استافیلوکوک اورئوس،  هایشناسایی آن در ایزوله

. (4) مشخص کرد هاآنتوان مقاومت به متی سیلین را در می

های آنتی بیوتیکی و کاهش حساسیت نسبت در بروز مقاومت

های بتالاکتامی در استافیلوکوک اورئوس، عوامل یکبه آنتی بیوت

دو مکانیزم عمده، مسئول پیدایش و مختلفی دخالت دارند. اما 

د ها هستنبیوتیکهای مقاوم به آنتیهای باکتریگسترش سویه

در  .باشدمی های مقاومتیکی جهش و دیگری انتقال ژن که

ریق پلاسمید های مقاومت اغلب از طها انتقال ژنمیان باکتری

گیرد. مقاومت ذاتی به ساختار باکتری مربوط بوده و انجام می

استفاده  .های کروموزومی بستگی دارددر اکثر موارد به وجود ژن

های ها و سویههای سریع و دقیق در شناسایی این جهشاز روش

 تواند نقش مهمی در مسیر درمان داشته باشد. مقاوم می

ناسایی مقاومت به متی سیلین در ش هایبا این حال، روش

استافیلوکوک به طور کل به دو دسته فنوتیپی و ژنوتیپی 

آگلوتیناسیون لاتکس، انتشار  هایشوند. روشمیبندی تقسیم

میکروگرم، تعیین حداقل غلظت  30از دیسک سفوکسیتین 

. از (5) روندمیمهاری سفوکسیتین جز فنوتیپی به شمار 

وابسته به آن  هایو تکنیک PCR ،ژنوتیپی هایترین روشمهم

باشد که امروز به دلیل سرعت، دقت و حساسیت بالای آن می

مورد استقبال زیادی قرار گرفته است. تکنیک سنجش حضور 

این قابلیت را  Real-Time PCRژن در زمان واقعی و یا 

مختلف را در لحظه مورد  هاینداراست که حضور و فعالیت ژ

نیز دارای  Real-Time PCR. (7 ،6) بررسی قرار دهد

مختلفی است که بنا به شرایط کاری و نوع مطالعه  هایویژگی

توان آن را تعریف کرد که واحد شناسایی بر اساس دمای می

 . (8) دباشمییکی از این موارد  DNAذوب 

دانشگاه ایداهو ایالات متحده یک روش حساس  2003در سال 

 بالا کیقدرت تفکبا  DNAنالیز منحنی ذوب آنام هو دقیق ب

(HRMرا معرفی کرد که روشی )  و همگـن بعد از تکثیرجدیـد 

PCR یـن در ا .(6) شوداست که در یک لوله دربسته انجام می

هـا و ، موتاسـیونSNPs) روش آنـالیز تغییـرات ژنتیکـی

 HRM گردد.شده فراهم می PCR ها( در محصولاتمتیلاسیون

 GC های اسید نوکلئیک را بر اساس توالی، طول و حجـمنمونه

شـامل تکثیـر ژن  HRM . آنـالیز(9) سازندمتمایز می

در واکنشی است جفت بازی  260تا 180 مـوردنظر در قطعات

ای فلورسنت  دو رشته  DNA شونده بهکه محتوی رنگ متصل

اساس کار این تکنیک بر پایه استفاده از الگو و  .(10) باشـدمی

که  استدر یک دمای مشخص  DNA هایرفتار ذوب رشته

وابستگی زیادی به پرایمر مورد استفاده دارد. در تعریف دمای 

 DNA های، به دمایی که در آن نیمی از رشتهDNAذوب 

صورت تک رشته و نیمی دیگه به صورت دورشته باشند، دمای هب

شود. الگوی تک رشته شدن برای میگفته  Meltingیا ذوب 

DNA  و جایگاه و توالی ژن مورد مطالعه،  استکاملا اختصاصی

 .(12 ،11 ،7) کندمیاین اختصاصیت و حساسیت را مشخص 

را  PCRمحصولات  ها، نمونه ژنوتیپ تعیین برای HRM روش

ها را دست آمده ایزولههکرده و با توجه به نتایج ب تعیین توالی

 برای نیست. پروب به نیازی بنابراین و دهندمیمورد ارزیابی قرار 

 حالت در بگیریم، نظر در توالی یک در را A<C تغییر اگر نمونه،

 A/C، A/A صورت به هستیم مواجه آن با که هاییژنوتیپ کلی

 C/C و A/A هایحالت ایبر منحنی الگوی. بود خواهد C/C و

  .(7) خواهد بود یک درجه بالاتر C/C شکل و بوده یکسان

، ایزوله HRMد در روش اردست آوردن نمودار استاندهبرای ب

و  گرفتهمجهول مورد آزمون قرار  هایاستاندارد در کنار ایزوله

الگوی درمانی بسیاری از  .شوندمیدر کنار هم تجزیه و تحلیل 

با توجه به نوع نمونه بالینی متفاوت است. این تفاوت  هاباکتری

به دلیل وجود متغیرهایی است که در اعضای درگیرشده توسط 

مقاومتی را  هایتوانند برخی ژنمیها حضور دارند و یباکتر
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تواند می شانهایها و جهشژن دچار تغییر کنند. شناسایی این

مقاوم به دارو داشته  هایکمک موثری به پزشک در تعیین سویه

تر کند. هدف مطالعه حاضر، یافتن باشد و مسیر درمان را کوتاه

استافیلوکوک اورئوس  هایدر سویه mecAهای ژنی جهش

تا بتوان  استبالینی مختلف  هایمقاوم به متی سیلین در ایزوله

 لی مقایسه کرد.اسرعت آن را به روش تعیین تودقت و 

 

 ها. مواد و روش2

های استافیلوکوک کشت، جداسازی و تعیین سویه

 سیلیناورئوس مقاوم به متی

استافیلوکوک اورئوس از  ایزوله 43تجربی، در این مطالعه 

بالینی مختلف که شامل خون، ادرار، زخم پوستی،  هاینمونه

و با استفاده از  ندبینی بودند جداسازی شدکاتاتر، آبسه و سواپ 

بیوشیمیایی مانند کاتالاز، کواگولاز، کشت بر روی  هایروش

سلین مقاوم به متی هایتایید شدند. سویه DNAasمانیتول و 

سفوکسیتین )لیوفلیچم، ایتالیا(  E-testدر ابتدا توسط نوارهای 

ت با حداقل غلظ هایمشخص شدند. بدین صورت که ایزوله

سیلین لیتر به عنوان مقاوم به متیمیکروگرم بر میلی 4 ≤مهاری 

مقاوم از نظر مولکولی  هایدر نظر گرفته شدند. سپس این نمونه

 .(3) ارزیابی شدند

 ژنومی  DNAاستخراج 

 DNAژنومی از کیت استخراج  DNAبه منظور استخراج 

(Sinaclon استفاده گردید. به طور خلاصه، بعد از کشت )ایران ،

لوریا محیط کشت  لیترمیلی 5 داخلچند کلنی ها، یه ایزولهاول

و به مدت  حل گردید آمریکا( ،sigma-aldrich) برتانی براث

در انکوباتور گراد درجه سانتی 35±2 ساعت در دمای 24

با  د.ش اریذگ، آلمان(، گرمخانهN-Bioteckشیکردار )

تری در حاوی باک براثسی سی از محیط  5/1 سانتریفیوژ کردن

دور در دقیقه، مراحل بعدی توسط پروتکل کیت مورد  4500

 شد. گیریاستفاده پی

 انتخاب سایت هدف و طراحی پرایمر

سویه استافیلوکوک اورئوس انتخاب شده برای  هدف هایسایت

 . (8) شد تعیین mecA ژنمقاوم به متی سیلین 

 در استافیلوکوک اورئوس mecAشناسایی ژن 

 مستر از میکرولیتر 12 رقت هر به ازای PCR نشواک انجام برای

رقیق  هایDNA  از میکرولیتر 1 آلمان(،Ampliqon میکس )

پیکومولار مخلوط 20 غلظت به پرایمر هر از میکرولیتر 2 و شده

 ترموسایکلر دستگاه های موردنظر ازگردید. برای تکثیر ژن

Eppendorf ک صورت شوه)آلمان( با تنظیمات سیکل دمایی ب

سیکل  25دقیقه و تعداد  5 به مدت درجه سلسیوس 94 حرارتی

درجه  72ثانیه و  30 به مدت درجه سلسیوس 94صورت هب

ثانیه اعمال شد. دمای انلینگ برای هر  30 به مدت سلسیوس

ثانیه تعیین شد. طویل  60درجه سلسیوس به مدت  59دو ژن 

یقه دق 5 درجه سلسیوس به مدت 72 دمای شدن نهایی هم در

از سویه  صورت گرفته هایدر نظر گرفته شد. در تمامی تست

عنوان سویه استاندارد  به ATCC33591 استافیلوکوک اورئوس

 کنترل مثبت و از سویه استاندارد استافیلوکوک اورئوس

ATCC25923 برای کنترل منفی استفاده شد. 

 DNA (MCA)انجام آزمون آنالیز منحنی ذوب 

، با در نظر گرفتن DNAلیز منحنی ذوب جهت انجام آزمون آنا

 رقت اولیه محلول نیم مک فارلند که مقدار

CFU 8 10 x 5/1  مورد استفاده به  هایباشد، رقتمیباکتری

 1،  10 2،  10 3،  10 4،  10 5،  10 6،  10 7ترتیب به صورت 

 CFU)با معیار  10 -4و   10 -3،  10 -2،  10 -1،  10 0،  10

ها( تهیه گردید. این آزمون جهت ارزیابی اولیه قتبرای تمامی ر

پرایمر مورداستفاده از نظر حساسیت و اختصاصیت طراحی شد، 

حساسیت آنالیتیکی و  10 -4و  10 7 هایکه در غلظتصورتیهب

و پرایمرها، اختصاصیت  DNAبا تعیین دمای ذوب و اتصال 

 .تعیین شد

 

 کیقدرت تفکبا  DNAانجام آزمون آنالیز منحنی ذوب 

 ( و تعیین جهش HRM) بالا

-Real-Time PCR (ABIدر این مطالعه از دستگاه 

StepOne Plus ،تمامی مراحل کار در سه  شد. آمریکا( استفاده

ه صورت سه مرحلهتکرار صورت گرفت. تنظیمات مورداستفاده ب

 15ه سلسیوس به مدت درج 95چرخه دمایی با مقادیر بود: 
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 15درجه سلسیوس به مدت  95 در دمایچرخه  40 و دقیقه

درجه  72ثانیه و  30درجه سلسیوس به مدت  59ثانیه، 

درجه  95تا  60ثانیه. بازه دمایی  30سلسیوس به مدت 

سلسیوس به منظور تعیین دمای ذوب و خوانش متوالی با 

Ramp  درجه سلسیوس لحاظ گردید. 3/0دمایی 

 20در حجم  HRMول نهایی به منظور انجام آزمون محل

 HRMمیکرولیتر مستر میکس  4میکرولیتر، شامل 

HighRox (Solid-Biodyns ،)میکرولیتر از هر پرایمر  2، کره

 هایاز غلظت الگو DNA میکرولیتر 1 و پیکومولار(20)غلظت 

 DEPCبود. حجم باقی مانده با محلول  10 -4و  10 7مختلف 

 StepOne افزارهای. تمامی مراحل با استفاده از نرمجبران شد

Software  و 2.3نسخهHRM Software   3.0.1نسخه 

 صورت گرفت. 

 تعیین توالی محصولات 

به منظور داشتن  mecAدست آمده از تکثیر ژن همحصولات ب

، Bioneerها، )شرکت استاندارد طلایی جهت شناسایی جهش

 .یین توالی شدندتع کره، توسط شرکت پیشگام(

 هاتجزیه و تحیل داده

 16نسخه  SPSSبا استفاده از نرم افزار  دست آمدههبهای داده

تجزیه و تحلیل قرار گرفت. برای این منظور از  و بررسی مورد

 (تعیین فراوانی، درصد و میانگین)روش های آماری توصیفی 

و  5.1نسخه  Chromasاز نرم افزار چنین استفاده شد. هم

BioEdit  برای آنالیز نتایج حاصل از تعیین توالی  7.01نسخه

 شده استفاده شد.پرایمرهای طراحی

 

 . ملاحظات اخلاقی3

 IR.UMSHA.REC.1396.637کد اخلاق این مطالعه با 

همدان به  یدانشگاه علوم پزشک یپژوهش کمیته اخلاق توسط

 است. دهیرس بیتصو

 

 هایافته. 4

استافیلوکوک اورئوس در نتایج حاصل از فراوانی 

 های بالینی مختلفنمونه

 58/25) ایزوله 11ایزوله بالینی استافیلوکوک اورئوس،  43از 

میکروگرم بر  8( دارای حداقل غلظت مهاری بیشتر از درصد

 ایزوله 32بودند که به عنوان مقاوم به متی سیلین و  لیترمیلی

 4ز ( دارای حداقل غلظت مهاری کمتر ادرصد 41/47)

لیتر بودند که به عنوان استافیلوکوک اورئوس میکروگرم بر میلی

حساس به متی سیلین در نظر گرفته شدند. با توجه به 

( مقاوم به درصد 27/27) ایزوله 3های بالینی مختلف، نمونه

( از نمونه درصد 18/18) ایزوله 2سیلین از نمونه خون، متی

 18/18) ایزوله 2نه زخم، ( از نمودرصد 18/18) ایزوله 2ادرار، 

 ایزوله 1( از آبسه و درصد 09/9) ایزوله 1( از نمونه کاتاتر، درصد

 .( هم از سواپ بینی جدا شددرصد 09/9)

 58/25ایزوله ) 11ایزوله بالینی استافیلوکوک اورئوس،  43از 

( فاقد ژن درصد 41/47ایزوله ) 32و  mecA( دارای ژن درصد

mecA ا نتایج حاصل از تعیین حداقل غلظت بودند. این نتایج ب

 E-testمهاری با استفاده از آنتی بیوتیک سفوکسیتین به روش 

ای که از نظر ایزوله 11همه  چنینهمکاملا همخوانی داشت. 

مقاومت به متی سیلین به روش فنوتیپی مثبت شده بودند، 

 (.1بودند )شکل mecAحامل ژن 

 
)سمت  mecAد مربوط به تکثیر ژن درص5/1تصویر ژل الکتروفورز  .1شکل

مثبت از نظر حضور ژن  هایایزوله 5تا1جفت باز. چاهک  297راست( با طول 
mecA کنترل منفی. 7: کنترل مثبت، چاهک 6. چاهک :M 100: مارکر با طول 
 جفت باز.

 

 MCAنتایج حاصل از روش 

دست آمده در آزمون هنتایج حاصل از تکثیر و آنالیز نمودارهای ب

MCA یت و اختصاصیت پرایمرهای سبدین صورت بود که حسا

قدرت شناسایی  CFU 5- 10تا رقت  mecAمورداستفاده برای 
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ترین بازه با در نظر گرفتن نزدیک چنینهمباکتری را داشت. 

 mecAدمایی به منظور تجزیه و تحلیل، دمای ذوب برای ژن 

 دست آمد. هدرجه سلسیوس ب 81 ±5/0مقدار 

طراحی شده  و تعیین توالی اختصاصیت بالای پرایمر نتایج دما

 را نشان داد.  MCAدر روش 

مختلف  هاینیز در رقت mecAحاصل از تکثیر ژن  هایمنحنی

CTمختلفی را نشان دادند. بدین صورت که در غلظت  های

نشان داده شد. اما  CTاستوک نیم مک فارلند کمترین مقدار 

ها افزایش ه تناسب رقتب CTبعدی مقادیر  هایدر رقت

 11با مقدار  CTآغاز تکثیر از  mecAبیشتری داشت. برای ژن 

 810شروع شد. این عدد مربوط به غلظت استوک که دارای 

DNA دست آمد. در ادامه هبود بCT20دست آمده که هب های 

مربوط به سایر  ،ادامه داشت 35با مقدار  CTبود و تا  22 و

 (.2بود )شکل 10 -4تا  710ر از مقدا DNA هایغلظت

 

 

 
 

 
جهت  mecA)شکل پایین( ژن  )شکل بالا( و ذوب تکثیر هایمنحنی .2شکل

مختلف  هایمشخص کردن حساسیت و اختصاصیت پرایمر موردنظر در رقت
DNA. منحنیA منحنی استاندارد(، منحنی  810: غلظت(B منحنی 710: غلظت ،

C منحنی 610: غلظت ،D نحنی ، م510: غلظتE منحنی 410: غلظت ،F غلظت :
، 10 -1و  I :0100، منحنی 110: غلظت H، منحنی 210: غلظت G، منحنی 310

 .10 -4و  M :3- 10، منحنی J :2- 10منحنی 

 

 و جهش ها HRMنتایج حاصل از روش 

های جدا شده از نمونه هایحاصل از ایزوله HRM هایمنحنی

 تا رقت mecAزخم بدین صورت بود که پرایمر ژن 

 CFU 5- 10 قدرت شناسایی باکتری را داشت. در سه پلات
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با کمترین  DNAدست آمده منحنی ذوب ههای بمربوط به داده

یک سویه از باکتری جدا شده از  هایمقدار اختلاف همه رقت

نمودارهای آنالیز  چنینهمهای بالینی را شناسایی کرد. نمونه

ز مشخص کرد که همه نی DNAدمایی پیش ذوب و پس ذوب 

مربوط به یک ایزوله به خوبی تشخیص داده شدند.  هایرقت

های منفی و مثبت از صورت بازههمنحنی شاخص اختلاف نیز ب

دست آمد. به این صورت که هر چه غلظت همقادیر فلورسانت ب

مورد مطالعه کمتر بود، مقدار فلورسنت محیط نیز با مصرف 

ه نشان از حساسیت این روش بافرهای محیطی کمتر شدند ک

 (.4و  3 ها حتی در غلظت کم را داشت )شکلدر تعیین اختلاف

 

 
سیلین عامل مقاومت به متی mecAحاصل از تکثیر ژن  HRMمنحنی  .3شکل

 استافیلوکوک اورئوس) : نمونه استانداردAی نهای زخم. منحدر نمونه

ATCC33591نمودار .)Bه متی سیلینمجهول مقاوم ب های: ایزوله. 

 

 
عامل مقاومت به متی سیلین در  mecAنتایج تعیین توالی حاصل از ژن  .4 شکل

 های زخمنمونه

 

مختلف  هایبالینی جدا شده از زخم نیز در رقت هایایزوله

مورد بررسی بودند.  هایدارای کمترین خطا در تشخیص جهش

 ، منحنیHRM هایمختلف منحنی هایدر پلاتکه به نحوی 

ذوب، منحنی پیش ذوب و پس ذوب دارای کمتری میزان 

مختلف  هایاختلاف بودند. نمودار اختلاف سنجی نیز در رقت

 مقادیر متفاوتی از فلوروسنت را نشان داد.

درجه سلسیوس  1/0با در نظر گرفتن بازه خطای دمایی 

مورد بررسی در غلظت استوک نیم  هایمشخص شد که ایزوله

بودند  Cو  G ،Aمختلف در بازهای  هایجهشمک فارلند دارای 

، منحنی مقادیر پیش ذوب DNAذوب  هایکه بر اساس منحنی

و پس ذوب و منحنی اختلاف فلوروسنت این اختلاف مشاهده 

و  DNAشد. بدین صورت که بر اساس دمای حاصل از ذوب 

اتصال مقادیر فلوراسنت محیطی به ژنوم، میزان مصرف 

موردمطالعه رابطه مستقیم داشت.  هایفلورسانت با رقت
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های دارای میزان بیشتر جهش، مقدار که در ایزولهصورتبدین

مصرف فلورسنت به حداکثر خود رسیده بود قله حاصل از 

 صورت کاملا کشیده نمایش داده شد. هنمودارهای ب

 نتایج حاصل از تعیین توالی 

بودند،  mecAهای تعیین توالی شده که حامل ژن همه ایزوله

های گرفته در پایگاه داده شناسایی شدند. در این بین، ایزوله

آمینه آدنین شده از زخم و ادرار دارای بیشترین جهش در اسید

مشاهده شد  A→Xو  A→T ،A→G ،A→Cصورت هب

از خون داری جهش در اسید  ههای گرفته شد(. ایزوله1)جدول 

لی بود که بودند. این در حا G→Aصورت هآمینه گوانین ب

های ابسه و سواپ بینی فاقد هر مورد مطالعه از نمونه هایایزوله

 گونه جهش بودند. 

 

بالینی استافیلوکوک  هایمختلف در ایزوله هاینتایج حاصل از جهش .1جدول

 اورئوس

 استافیلوکوک اورئوس مقاوم به متی سیلین

p 
 ردیف

ایزوله مورد 
 مطالعه

جهش مورد 
 مطالعه

تغییر 
اسید 
 آمینه

نوع 
 نمونه

1 SA-19 
جابجایی، 

 حذف،

A→T 

A→X 

A→G 

A→C 

 > 05/0 زخم

2 SA-32 جابجایی 

A→T 

A→X 

A→G 

A→C 
C→A 

G→T 

C→A 

G→X 

 > 05/0 زخم

3 SA-105 حذف A→T 05/0 خون < 

4 SA-106 حذف 
A→T 

A→T 
 > 05/0 خون

5 SA-31 جابجایی 

A→T 

A→T 

A→T 

 > 05/0 ادرار

6 SA-9 حذف 
A→X 

 
 > 05/0 خون

7 SA-151 حذف A→X 05/0 کاتاتر < 

8 SA-94 حذف A→X 05/0 ابسه < 

9 SA-51 حذف A→X 
سواپ 
 بینی

05/0 < 

10 SA-81 حذف A→X 05/0 کاتاتر < 

11 SA-181 حذف A→X 05/0 کاتاتر < 

 بحث. 5

موجود  هایجهش HRMدر مطالعه حاضر با استفاده از روش 

اورئوس مورد بررسی قرار استافیلوکوک  هایایزوله mecAدر ژن 

زخم و  هایمختلف در ایزوله هایگرفت که نشان از بروز جهش

ادرار بود. این در حالی بود که بیشترین جهش از نوع متیلاسیون 

و تبدیل باز آدنین به سایر بازها و حتی حذف گزارش شد. در 

در کشور  2010و همکاران در سال  هرشبرگمطالعاتی که 

ترین جهش ها در دند مشخص شد که شایعآمریکا انجام دا

به سایر بازها  Gو  Cتبدیل بازهای  هایها از نوع جهشباکتری

 2016در سال  مونیتا و آریاس . در مطالعاتی که(13) باشدمی

های آنتی بیوتیکی بر روی در کلمبیا بر روی مقاومت

های مختلف انجام دادند، مطرح کردند که حضور، دخالت باکتری

ترین ژنتیکی به عنوان یکی از مهم هایو نقش پررنگ جهش

ود باشد. این در حالی بمیمقاوم به دارو  هایدلایل ظهور سویه

که تغییرات حاصله در برخی نوکلئوتیدها و به دنبال آن برخی 

هدف دارو، شرط اصلی  هایها و ایجاد تغییر در سایتاسیدآمینه

 های وابسته به تغییرات سایت هدف دارو اعلام شددر مقاومت

 هایاورئوس مورد بررسی از ایزوله های. استافیلوکوک(14)

بالینی مختلف بودند و محتمل بودن ارتباط جهش ژنی و نوع 

و  براتچیکوفایزوله بالینی تا حدی به چالش کشیده شد. زیرا 

در لیتوانی مطرح کردند که نوع جهش  2011همکاران در سال 

های نولکئوتیدی ژنی و ارتباط آن با ایزوله بالینی و تفاوت باز

یکی از موضوعات مهمی است که در زمینه تشخیص مطرح 

باشد، به نحوی که تفاوت و اختلاف در قرارگیری بازهای می

را  HRMحساسی مانند  هایتواند نتایج تستمینولکئوتیدی 

توان به میترین دلایل آن از مهم تحت تاثیر خود قرار دهد که

شرایط محیطی مختلف و تاثیر  هایایزولهدر  C+Gمتغیر بودن 

ها باشد. از این جهت، ممکن است گاهی و غیر محیطی بر آن

با برخی  HRMمقاوم با استفاده از روش  هایدر شناسایی سویه

جدید مواجه شد که این به نوبه خود یکی از  هایزیرسویه

رود. البته در مطالعه ما به دلیل میاین روش به شمار  هایبرتری

پذیر استاندارد اثبات چنین موضوعی امکان هایاز سویهاستفاده 

  .(15) نبود
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ژنی  هایشناسایی جهش 2015و همکاران در سال  کاربونل

موجود را با چند روش مختلف مورد بررسی قرار دادند و 

ی مانند تعیین هایدر کنار روش HRMحساسیت و دقت روش 

حساس تایید شد. در مطالعه حاضر نیز  هایتوالی و سایر روش

خص شد مورد بررسی، مش هایبا استفاده از تعیین توالی ایزوله

حساسیت و دقتی مشابه روش استاندارد تعیین  HRMکه روش 

 هایو شناسایی سویه HRM. با انجام تست (16) توالی دارد

های جهش در کنار مقاوم به متی سیلین، با بررسی جایگاه

 ار دادتوان علت مقاومت را نیز مورد بررسی قرمیتعیین توالی، 

در  2014و همکاران در سال  ژیائو. در مطالعاتی که (18 ،17)

چین انجام دادند، چندین باکتری مختلف را مورد آزمایش قرار 

استافیلوکوک اورئوس را  HRMداده و با استفاده از روش 

شده در آن  شناسایی کردند که حداکثر توان پرایمرهای طراحی

 قادر به شناسایی

CFU  1 10  باکتری بود. در مطالعه ما پرایمرهای طراحی قدرت

 -4شناسایی استافیلوکوک اورئوس مقاوم به متی سیلین مقدار 

 . (19) ثبت شد 10

های خون دارای در مطالعه حاضر مشاهده شد که ایزوله

تر های قابل کنترلمربوط به نمونه هایهای حذف و ایزولهجهش

با مواد ضدعفونی کننده و محیط،  شده و یا کمتر مواجه

هایی از نوع حذف داشتند. این موضوع را شاید چنین جهش

استافیلوکوک اورئوس دخیل در  هایبتوان شرح داد که ایزوله

ای پوست و ادراری، به دلیل قرابت به طیف گسترده هایعفونت

هایی که تواند ژنمیباشد و این موضوع میها کتریاز سایر با

روی قطعات متحرک قرار گرفته اند را دستخوش تغییر قرار 

صورت هکه ب SCCmecروی کاست ژنی  mecAدهد. ژن 

تواند دخالت میاین ویژگی ژنی  بنابراینباشد، میمتحرک است، 

را  تر شدن آنو یا مقاوم شدنترمهاجممورد ها در سایرباکتری

در کشور  2015و همکاران در سال  پیکاوار. (19-22) رقم بزند

نشان دادند که  2016و همکاران در سال  هاریونواسترالیا و 

نولکئوتیدی یکی از  هایدر تعیین جهش HRMروش 

مورد استفاده است. رویکردی جدید در  هایترین روشحساس

تواند مسیر مینو با حساسیت و دقت بالا  هایاده از روشاستف

شناسی را در جهت رسیدن به باکتری هایمطالعات و پژوهش

. (24 ،23) یک جایگاه بسیار موثر در زمینه درمان ایجاد کند

استافیلوکوک  هایسویه مشاهده شد که در پژوهش حاضر

س دارای فنوتیپ مقاوم به متی سیلین با حداقل غلظت اورئو

بودند. در برخی مطالعات  mecAمهاری بالا همگی حاوی ژن 

ژنی  هایمطرح شده است که حضور و فعالیت برخی جهش

تواند با الگوی فنوتیپی در ارتباط باشد. در برخی مطالعات می

با یکدیگر مقایسه شده است  HRMحساسیت روش کشت و 

نسبت به کشت به  HRMنهایت کم خطا بودن روش  که در

 کرائوزیکوسط ت صورت گرفته هایبررسیدر  .(25) اثبات رسید

در روسیه با کنار هم قرار دادن  2016و همکاران در سال 

و استفاده از تعیین توالی به عنوان  HRMکشت و  هایروش

های استافیلوکوک استاندارد طلایی، در شناسایی یکی از گونه

های مبتنی بر د که روششمقاوم به آنتی بیوتیک مشخص 

طای بالایی را به کشت ممکن است در برخی موارد تشخیص خ

 هایهمراه داشته باشند و در نهایت سبب بروز مثبت و منفی

و تجزیه و تحلیل  HRMکاذب شوند. از این رو، استفاده از روش 

تواند این خلا موجود در میآن بر مبنای فوتیپ مقاومتی 

های دارای به نحوی که با مشاهده سویه ،تشخیص را از بین ببرد

لیتر میکروگرم بر میلی 32تا  16مهاری  حداقل غلظت یگستره

ها را تا حدی پیش فرض برخی جهشصورت پیشهبتوان می

 .(26-28) بینی کرد

 

 گیری. نتیجه6

ی دارمعنیدر مطالعه ما مشخص کرد که ارتباط  HRMتکنیک 

 چنینهمک اورئوس و بین نوع نمونه بالینی آلوده به استافیلوکو

ژنی وجود دارد. علاوه بر این، چنین  هایمقادیر و نوع جهش

توان استنباط کرد که استافیلوکوک اورئوس مقاوم به متی می

ژنی بسیار متنوع و با  هایسیلین به دلیل دارا بودن کاست

تواند با سهولت بیشتری دچار تغییرات میالگوپذیری بالا، 

خود شود. این امر،  هاینی جهشی در ژنمعدار و یا بیمعنی

شوند که میمقاوم به متی سیلینی  هایساز ظهور سویهزمینه

های دیگر نیز مقاومت حتی در برابر برخی آنتی بیوتیک

کنند. گرچه باید به این نکته اشاره کرد که مطالعه بر روی می

ترین مواردی ها از مهمSNPژنی و شناسایی  هایپلی مورفیسم
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آن اشاره کرد. از به  HRMتوان با روش میت که اس

های ژنی بود SNPاین مطالعه، عدم شناسایی  هایمحدودیت

ژنی با  SNPگردد در مطالعات آینده شناسایی میکه توصیه 

 های بالینی صورت گیرد.توجه به متغیرهای مختلف در ایزوله
 

 شکرقدیر و تت. 7

با شماره  ییدانشجو یقاتیمقاله حاصل طرح تحق نیا

خود  یمراتب تشکر و قدردان سندگانینواست.  9609286081

 یدانشگاه علوم پزشک یمعاونت پژوهش یمال هایتیرا از حما

 دارند.یهمدان ابراز م

 

 . سهم نویسندگان8

تمامی نویسندگان معیارهای استاندارد نویسندگی بر اساس 

دارا پیشنهادات کمیته بین المللی ناشران مجلات پزشکی را 

 بودند.

 

 . تضاد منافع9

 .نشده است انیب گانسندیتوسط نو یتعارض منافع چگونهیه
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