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 مجلة دانشگاه علوم پزشكی بابل
 64-15 ، صفحه0931، مهر 01، شماره هجدهمدوره 

 
 مقاومت کروموزومی به موپیروسین در سویه های استافیلوکوک اورئوس و تهیه 

 AluIنقشه برش آنزیمی 

 

 9(PhD) ، محمدرضا مهرابی5 (MSc)چیمارال خامه ،*PhD(0(رضا یاری

 

 

 واحد بروجرد دانشكده علوم، دانشگاه آزاد اسلامیگروه زیست شناسی، -0

 دانشگاه آزاد اسلامی واحد بروجرد-5

 واحد بروجرد گروه علوم آزمایشگاهی، دانشگاه آزاد اسلامی-9

 

 4/1/31 ، پذیرش:05/9/31 ، اصلاح:8/5/31دریافت: 

 
 خلاصه

به طور  علیه زرد زخم بكار می رود. موپیروسین سنتتاز باکتریایی است که tRNA -کننده از عمل آنزیم ایزولوسینانعتو مم بیوتیک ترشحیموپیروسین آنتی: سابقه و هدف

رای نقشه هدف از این مطالعه تهیه سویه های استاندارد از باکتری استافیلوکوک اورئوس دا کند.سنتتاز متصل و سنتز پروتئین را مهار می tRNA -اختصاصی با آنزیم ایزولوسین

 می باشد. AluIبا کمک آنزیم   iles-1ملكولی از ژن  برش معین و تایید شده

( BHIاز محیط انتقالی )بیمارستان شهرستان قم  9بیماران و کارکنان از نمونه های بالینی پوست استافیلوکوک اورئوس سویه  011در این مطالعه مقطعی، تعداد  ها:مواد و روش

استفاده از گراد انكوبه گردید. درجه سانتی 93ساعت در دمای  68تا  56به روش استریک پلیت کشت داده و به مدت  آلمان(-)مرکحیط غنی بلاد آگار بر روی م آلمان(-)مرک

انجام شد. همچنین  AluIبررسی و نقشه برش آنزیمی  PCRبا استفاده از روش  iles-1تایید هویت شدند. حضور ژن  srRNA 04ناحیه  PCRو روش های بیوشیمیایی 

 موپیروسین استفاده گردید.  μg1 برای نشان دادن مقاومت از دیسک 

 %011. می باشد %06/13و در مردان  %18/65میزان آلودگی به سویه های مقاوم در زنان  همچنین .سویه مقاوم به موپیروسین هستند 3نمونه  011نتایج نشان داد از  یافته ها:

 بودند. iles-1مثبت ژن مقاومت به موپیروسین کروموزومی PCRپیروسین دارای های مقاوم به موایزوله

 براساس نتایج این مطالعه مقاومت سویه های استافیلوکوک به موپیروسین پائین است. نتیجه گیری:

 .واکنش زنجیره ای پلیمراز موپیروسین،استافیلوکوک اورئوس،  :های کلیدیواژه

 

                                                 
 کارشناسی ارشد زیست شناسی سلولی ملكولی دانشگاه آزاد اسلامی واحد بروجرد می باشد. دانشجوی مارال خامه چی  پایان نامه این مقاله حاصل 

 یرضا یاردکتر : مقاله مسئول*

 E-mail: rezayari@yahoo.com                                                  144-65108111تلفن: .گروه زیست شناسی واحد بروجرد، دانشكده علوم، دانشگاه آزاد اسلامیبروجرد،  :آدرس

 مقدمه 
هوازی اختیاری است که کوکسی گرم مثبت و بی ،رئوسستافیلوکوکوس اوا

از (. 0شود )استافیلوکوک از نظر پزشكی محسوب میمهمترین گونه در جنس 

های بیماریزا و باشد، سویهآنجایی که این باکتری دارای ژنوم انعطاف پذیری می

 افزایش اخیر های سال در. (5و9م به داروی آن گسترش یافته است )مقاو

 استافیلوکوکوس اورئوس که از ناشی بیمارستانی هایعفونت در بروز ریچشمگی

زایی موضعی چرک(. 6و1) شده است باشند مشاهدهمی نیز مقاومتی چند غالبا  

استافیلوکوک اورئوس با تغییرات چرک کننده عفونت استافیلوکوکی است. مشخص

پنومونی، اندوکاردیت، له ها باعث ایجاد یكسری بیماری از جمزایی در هریک از اندام

 Zeinalinia مطالعه در .(8-4)شود گاستروانتریت، استئومیلیت، سپتمی سمی می

 باکتری 8تعداد  این ،اورئوس استافیلوکوکوس باکتری حامل نفر 31و همكاران از 

 Schmitz 0338 سال (. در3بودند ) موپیروسین بیوتیک آنتی به مقاوم شده جدا

 و دریافتند کردند مطالعه اروپا بیمارستان 03 در را ها کوکوساستافیلو همكاران و

 و در  %4/0اورئوس  استافیلوکوک در موپیروسین بالای سطح مقاومت شیوع که

 

CONS 4/1% ( 01بود.) از نفر 011 روی بر 36 سال در که ای مطالعه در 

 وکوکاستافیل ناقل درصد پرسنل، 96 شد انجام اراک شهر های بیمارستان پرسنل

 ایزوله روی اپیدمیولوژیكی تحقیق (. یک00شدند ) شناخته بینی داخل اورئوس

 بالای مقاومت سطح میزان که داد نشان موپیروسین به مقاوم MRSA ایه

 %3به  0333تا  0331های در سال %4/0کانادا، از  های بیمارستان در موپیروسین

 موقعبه  درمان صحیح، (.05افزایش یافته است ) 5116تا  5111های در سال

(. 09است ) عفونی هایبیماری در بهبود مهمی گام مناسب بیوتیکآنتی با وکافی

 هاعفونت موثر و سریع درمان در هابیوتیکآنتی که از است سال پنجاه از بیش

 عفونی، مقاومت بیماریهای درمان در مهم از مسائل یكی گردد امامی استفاده

بار ایجاد مواد اولین (. 06و01باشد )می هابیوتیکآنتی به تنسب های پاتوژنباکتری

 و همكاران گزارش Fullerضدمیكروبی توسط سودوموناس فلوئورسانس توسط 

 گردید که با مطالعات بعدی آنتی بیوتیک جدا شده به نام موپیروسین خوانده شد

فیلوکوک استا موپیروسین علیه زرد زخم حاصل از استرپتوکوکوس پیوژن و(. 04)
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 در بار نخستین برای (.08و03اورئوس در درمان عفونتهای پوستی بكار می رود )

 مصرف و متعاقب تجویز بیماران برای پزشكان ، موپیروسین بوسیله0384سال 

 (. 03گردید ) گزارش سریعا   مقاوم هایسوش آن، بالینی

 رد وموپیروسین به دو صورت کروموزومی و پلاسمیدی وجود دا به مقاومت

 MICمقاومت دارای  شود: سطح پایین می گروه تقسیم 9به  فنوتیپی لحاظ از

514-8 μg/ml یکروموزوم در ژن ایجهش نقطه با است و iles-1 =

Isoleucine-tRNA ligase1 مقاومت دارای  بالای شود، سطحایجاد می

MIC= Minimum Inhibitory Concentration 105، مساوی و بالاتراز 

μg/ml کمک ژن  است و بهiles-2 (mupA) شود و پلاسمیدی ایجاد می

 کمک است و به μg/ml 0156بالای  MICمقاومت دارای  بالای بسیار سطح

 (. 51-55شود)می پلاسمیدی ایجاد mupBژن 

 سروتایپینگ، بیوتایپینگ، مانند فنوتیپی مختلفی ویژگی های از گذشته در

 جهت بیوتیک آنتی به حساسیت پروفایل و تایپینگ باکتریوسین باکتریوفاژ یا

تكنیک  استفاده شده. برخی از تایپینگ میكروب ها و دسته بندی عوامل عفونی

 :از عبارتند روندمی بكار میكروارگانیسم ها برای تایپینگ که ملكولی های

PFGE= Pulse Field Gel Electrophoresis ،RFLP، آنالیز 

 RAPD-PCR= Randomوتایپینگ، اسپولیگ ی، ریبوتایپینگ،پلاسمید

Amplified Polymorphic DNA PD:) ،Rep-PCR= Repeated 

sequences-PCR  وERIC-PCR =Enterobacterial Repetitive 

Intragenic Consensus Sequence PCR . اخیرا  برخی از محققین گزارش

 PFGE ، روشهای تایپ بندی مولكولی،DNAهای مبتنی بر که تكنیک دنمودن

روشهای کارآمدی در  MLST= Multi Locus Sequence Typingو  

. (59-58) استافیلوکوکوس اورئوس های مقاوم به متی سیلین هستندتایپ بندی 

در سویه های استافیلوکوک اورئوس جدا شده از  iles-1در این بررسی حضور ژن 

به  تا وجود سویه های مقاوم فترگمورد مطالعه قرار  PCRپوست با روش 

 موپیروسین مشخص شود. 

هدف از این مطالعه تهیه سویه های استاندارد از باکتری استافیلوکوک 

با کمک   iles-1ملكولی از ژن  اورئوس دارای نقشه برش معین و تایید شده

به   (PTCC)برای ثبت در مرکز کلكسیون میكروارگانیسم ایران AluIآنزیم 

 .می باشد ران داخلی و خارجیمنظور استفاده سایر محققین و پژوهشگ

 

 

 هامواد و روش

استافیلوکوک اورئوس  ایزوله 011توصیفی، –در این مطالعه مقطعیجدایه ها: 

بیمارستان  9های بالینی پوست بیماران و کارکنان جداسازی شده از نمونه

روی محیط غنی بلاد  بر آلمان(-)مرک( BHIاز محیط انتقالی )شهرستان قم 

ساعت  68تا  56به روش استریک پلیت کشت داده و به مدت  لمان(آ-)مرکآگار 

 گراد انكوبه گردید. درجه سانتی 93در دمای 

های مشكوک به استافیلوکوک اورئوس با رنگ آمیزی گرم و تست کلنی

کاتالاز، تشخیص اولیه داده شد. سپس به کمک تست کوآگولاز، بیوشیمیایی 

 (Urea Brothو  DNA Agar، Mannitol Salt Agar) افتراقی

اقدام به شناسایی دقیق  srRNA04 ناحیه  PCRو ( 53مادرید( )-)کندا

 ها شد. ایزوله

استافیلوکوک های  سویه مقاومت الگوی تعیین برای روش دیسک دیفیوژن:

 استفاده از ( با91انتشار ) روش مطابق به موپیروسین نسبت حساسیتاورئوس، 

 رعایت با و هند( -)شرکت هایمدیایروسین موپ μg 1 بیوتیكی آنتی دیسک

 CLSI=Clinical and Laboratory Standards Institute استانداردهای

 در ساعت 6 براث کشت داده و هینتون مولر محیط در را نمونه ها صورت گرفت.

باکتری در محیط سوسپانسیونی با غلظت  رشد از گرفت. پس قرار C◦ 93دمای

 به استریل سوسپانسیون با استفاده از سواپ این از .شد تهیه فارلند مک 1/1

 بیوتیک آنتی دیسک و داده کشت مولر هینتون آگار محیط ای رویسفره صورت

 در آنها کردن انكوبه ساعت 56 از پس .قرارگرفت محیط موپیروسین روی

 .گردید گیریاندازه دیسک اطراف رشد عدم هاله گراد، قطرسانتی درجه 93دمای

ای اطراف هیچ هاله زیر بود: اگر صورت به معیارها موپیروسین یسکد برای

وجود نداشت سویه به عنوان سویه مقاوم به موپیروسین در نظر دیسک موپیروسین 

گرفته شد و در صورت وجود هاله اطراف دیسک موپیروسین به عنوان سویه 

 (.90حساس به موپیروسین در نظر گرفته شد )

 DNAاز کیت استتخراج باکتری  DNAاستخراج  برای :PCRملكولی  روش

 منظتور به باکتری ژنوم تخلیص از پسگرم مثبت شرکت سینا کلون استفاده شد. 

(. بترای انجتام 0استفاده گردید )جدول  iles-1Aاز پرایمر  iles-1 ژن شناسایی

PCR  از دستگاه ترموسایكلر(Biorad USA PCR T100)  استتفاده شتد

 (.5و  9ول ا)جد

 

های هدف و پرایمرهای به کار رفته در این تحقیق و وزن توالی، ژن .0ل جدو

  حاصل از این پرایمرها PCRملكولی محصول 

 منبع
قطعه حاصل از 

PCR 
 پرایمر 9'به  1'توالی از سمت 

50 160 bp  
F:gtaaatctttaggtaatgtgattgtac 

iles1-A 
R:tcttctttaacatgtggtgtatgaga 

 

 iles1-Aزمانی امپلیكون ژن -ایی. چرخه دم5جدول 

Cycle Time Temperature(°C) Step 

0 1(min) 31 Initial Denaturation 

96 

11(Sec) 31 Denaturation 

11(Sec) 15 Annealing 

051(Sec) 35 Extension 

0 01(min) 35 Final extension 

 

 میكرولیتر 51حجم در  PCRمقدار مواد مورد نیاز برای انجام واکنش . 9جدول 
 ترکیبات غلظت
____ O(DW)2ddH 
0x Buffer 10X 

1/0 mM 2MgCl 
5/1 mM dNTP 
4/1 mM Primer 
6/1 U Taq polymerase 

01-61ng DNA 
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 و همكاران رضا یاری ؛...مقاومت کروموزومی به موپیروسین 

 

 1/0 آگارز ژل روی PCRمخلوط  از میكرولیتر 6واکنش،  اتمام از بعد

 به x 1/1 TBEبافر از با استفاده  DNA Safe Stainدرصد حاوی رنگ 

 وسیله به ایجاد شده گرفت و باند قرار الكتروفورز مورد 31با ولتاژ  دقیقه 61 مدت

 برای قرار گرفت. مطالعه مورد( E-BOX VILBERدستگاه ژل داک )

شرکت  bp011 (300419Cat. No. PR گرنشان ها از قطعه اندازه تخمین

 شد. استفاده (سینا کلون

شرکت  AluIاز آنزیم  PCRهای نمونهبه منظور برش آنزیمی  برش آنزیمی:

 10X . برای این منظور ابتدا دو محلول(95-91)سیناکلون استفاده گردید

RapidDigest Universal Buffer  10وX RapidDigest Blue 

Buffer  میكرولیتر با یكدیگر  051میكرولیتر و  911را به ترتیب به مقدار

میكرولیتر  9را همراه با  PCRمیكرولیتر از محصول  01مخلوط کردیم. 

RapidDigest  میكرولیتر آب مقطر در یک میكروتیوب ریخته و به  03و

 91آرامی مخلوط می کنیم. میكروتیوب را به منظور فعال شدن آنزیم به مدت 

کنیم. بعد از گذشت زمان فعال گراد انكوبه میدرجه سانتی 93دقیقه در دمای 

دقیقه در  51ردن آنزیم میكروتیوب را به مدت سازی آنزیم به منظور غیر فعال ک

گراد انكوبه کرده و پس از پایان زمان برش قطعات را با درجه سانتی 41دمای 

 الكتروفورز می کنیم. %5استفاده از ژل آگارز 

 

 

 یافته ها
(، 0)شكل  srRNA 04ناحیه  PCRبا آزمایش های تاییدی فنوتیپی و 

وکوک اورئوس تایید گردید. با روش دیسک سویه به عنوان استافیل 011هویت 

سویه مقاوم به موپیروسین  3سویه استافیلوکوک اورئوس  011دیفیوژن از بین 

 نشد  دیده دیسک موپیروسین اطراف در ای هاله گونه هیچ وشناخته شدند 

از طرفی مشخص شد مقاومت به موپیروسین در مردان بیشتر از زنان  .(5)شكل 

مثبت ژن مقاومت به  PCRهای مقاوم به موپیروسین دارای ایزوله %011است. 

های مقاوم به موپیروسین موپیروسین )کروموزومی( بودند و در تمام نمونه

 (.9شناسایی شد)شكل  iles-1از ژن  iles-1Aامپلیكون مورد تكثیر با پرایمر 

ز برش داده شد. پس ا AluIنمونه ها با استفاده از آنزیم  PCRبعد از انجام 

 0شده به صورت ماتریس داده های حاصل از باندهای تولید  AluIبرش با آنزیم 

 MVSP= Multi 55/9ها به برنامه های شد. داده SPSS وارد برنامه 1 و

Variate Statistical Package   15/5وNTSYS =Numerical 

Taxonomy and Multivariate Analysis System  منتقل گردید و از آن

 (.1و  6ترسیم دندروگرام و ماتریس تشابه استفاده شد )شكل برای 

 

 

 

 

 

 

 

: srRNA 04 ،Lناحیه  PCRژل الكتروفورز امپلیكون حاصل از  .0شكل 

DNA  مارکر(Cat. No. PR901633) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

( استافیلوکوک اورئوس به dو  c( و غیر مقاوم )bو  aنمونه مقاوم ) .5شكل

 در بررسی با روش دیسک دیفیوژن وسینبیوتیک موپیرآنتی

 

 

 

 

  

 

                      

  

 

 

 

 

، %5، آگارز AluIبا آنزیم  PCRژل الكتروفورز برش امپلیكون حاصل از  .9شكل 

و  bp34، bp 611 توسط آنزیم برش خورده و در 6و  0محصولات چاهک های شماره 

bp 110 باند تشكیل شدهL  :DNA مارکر(Cat. No. FER SM1153) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ایزوله ماوم به موپیروسین با روش  3دندروگرام  .6ل شك

UPGMA(UPGMA: Unweighted Pair Group 

Averages Method With Arithmetic Mean )  و ضریب

Jaccard  امپلیكونiles-1A  ژنiles-1 
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امپلیكون  bp 160ایزوله در بررسی الگوی برش امپلیكون  3ماتریس تشابه  .1شكل 

iles-1A ژن iles-1   توسط آنزیمAluI 

 
 بحث و نتیجه گیری

با  iles-1ژن به نتایج دندروگرام مشخص شد که ژنوتایپینگ  با توجه

های به خوبی نمونه AluIبا آنزیم  iles-1Aاستفاده از نقشه برش امپلیكون 

های کارکنان نهرا از نمو 9بجز نمونه  (5و9و1-3) بالینی اخذ شده از بیماران

های جمع آوری شده از افراد مذکر این بیمارستان جدا نموده است. همچنین نمونه

ای مجزا از سایر نمونه ها طبقه بندی شده اند به خوبی در خوشه( 5و 1-3) مطالعه

در خوشه ای مجزا از سایر نمونه  9( نیز بجز نمونه 0و9و6های افراد مونث )و نمونه

که در یک خوشه قرار گرفته اند  6و  0اند. نمونه های ار گرفتهها در یک خوشه قر

از بیمارستان کامكار  0تشابه ژنتیكی بالایی با یكدیگر دارند و از آنجایی که نمونه 

از بیمارستان شهید بهشتی گرفته شده به احتمال زیاد عامل انتشار  6و نمونه 

 آلودگی آنها یكی است. 

با یكدیگر تشابه ژنتیكی بالایی  3و 4، 1، 9، 5از طرف دیگر نمونه های 

)هدایتی(  دارند و از آنجایی که این نمونه ها از بیمارستان های کامكار و نكوئی

است باز این احتمال وجود دارد که عامل انتشار آلودگی آنها یكی باشد. در مطالعه 

Zeinalinia  31آوری شده مشخص شد که نمونه جمع 540و همكاران از بین 

سویه مقاوم به  8باشند که از این بین نفر حامل استافیلوکوکوس اورئوس می

 (. 3موپیروسین بودند )

 در مقاومت درصد چون بود کمتر به این مطالعه نسبت مقاومت این شیوع

و  Saderiشد. در بررسی  گزارش درصد 44/6حاضر  مطالعه ایزوله مورد 011

استافیلوکوکوس اورئوس با استفاده از سویه تائید شده به عنوان  36همكاران 

سویه استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به موپیروسین شناسایی  4روشهای فنوتیپی 

کروموزومی که مسئول   iles-1ایزوله ژن 3در مطالعه حاضر در (. 94شد )

 مقاوم، هایسویه بین در Saderiمقاومت پایین است شناسایی گردید. در مطالعه 

 درصد مقاومت پایین دارای هایسویه به نسبت بالا مقاومت دارای هایسویه

 مقاومتو همكاران  Orrettدادند ولی در مطالعه  اختصاص خود به بالاتری

 جهش ایجاد به دلیل این و بود داده اختصاص خود به بیشتری سهم پایینتر سطح

  (.93است ) آنها مطالعاتدر  iles-1ژن  در کروموزمی

ژن  حالت وجود دارد حالت اول ژن مقاومت در 9ین به مقاومت به موپیروس

iles-1  باشد )مقاومت پایین( حالت دوم اینكه ژن مقاومت در پلاسمیدmupA 

وجود  mupBژن مقاومت در پلاسمید باشد )مقاومت بالا( و حالت سوم اینكه 

داشته باشد )مقاومت بسیار بالا( با این وجود باکتری ممكن است که هیچ یک از 

های مقاومت را نداشته باشد ولی باز هم به موپیروسین مقاوم باشد و علت آن نژ

، تغییر در نفوذ پذیری غشاء، غیر فعال Efflux pumpهای کد کننده  ژن

برای  AluI(. در این مطالعه از آنزیم 98ساختن آنزیم و یا تغییر شیمیایی باشد )

ها برش های کمتری آنزیم نسبت به سایر AluIبرش استفاده گردید چون آنزیم 

کند از هم فاصله دارند که باعث کند در نتیجه مناطقی را که شناسایی میایجاد می

نتایج به خوبی  شود تشخیص باندهای ایجاد شده دقیقتر و راحتتر باشد.می

ها را با کمک بررسی برش آنزیمی با نمونه افراد بیمار و سالم و نیز تایپینگ ایزوله

 از مونث را انجام داده است.  افرد مذکر

های مقاوم به موپیروسین گردد که از تعداد نمونهبا این وجود پیشنهاد می

بیشتری در مطالعات ژنوتایپینگ استفاده شود همچنین از آنزیم های دیگری نیز 

میزان شیوع استافیلوکوک برای برش استفاده شود تا نتایج دقیق تری بدست آید. 

به همین علت نگرانی  م به موپیروسین در ایران نسبتا  پایین بودهاورئوس های مقاو

همچنین ژنوتایپینگ ژن  اما رعایت بهداشت ضرورت دارد. .جدی وجود ندارد

iles-1  به خوبی توانست نمونه های اخذ شده از بیماران و کارکنان و همچنین

 افراد مذکر و مونث را از یكدیگر جدا کند.

 
 

 تقدیر و تشکر
مسئولان محترم آزمایشگاه تحقیقاتی بیولوژی سلولی ملكولی وسیله از بدین

  .تشکر و قدردانی می گردد ،دانشگاه آزاد اسلامی واحد بروجرد
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Mupirocin is a secretory antibiotic and a bacterial Isoleucine- tRNA synthetase 

enzyme inhibitor which is used against impetigo. Mupirocin specifically binds to Isoleucine-tRNA synthetase enzyme 

and inhibits protein synthesis. The aim of this study was to prepare standard strains of Staphylococcus aureus with a 

designated and approved molecular genetic map from iles-1 gene using AluI enzyme.  

METHODS: In this cross-sectional study, 150 clinical strains of Staphylococcus aureus isolated from skin samples of 

patients and staff in three hospital of Qom, from transfer medium (BHI) (Merck, Germany) on blood agar medium 

(Merck, Germany) using streak plate method and cultured for 24 to 48 hours and were incubated at 37°C. Using 

biochemical and PCR methods, srRNA 16 area was validated. Presence of Iles-1 gene was considered using PCR and 

mapping of AluI enzymatic digestion was carried out. Also 5ug mupirocin disk was used to investigate bacterial 

resistance. 

FINDINGS: The results showed that from150 samples, 7 samples are mupirocin resistant strains. The rate of infection 

with resistant strains in women was 42.58% and men 57.14%, respectively. 100% of resistant isolates to mupirocin had 

a positive PCR for iles-1 gene of resistant to chromosomal mupirocin. 

CONCLUSION: It is concluded that mupirocin resistant strains of Staphylococcus aureus is few.  

KEY WORDS: Staphylococcus Aureus, Mupirocin, Polymerase Chain Reaction. 
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