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Abstract 
 

Background and purpose: Rotational use of antibiotics can decrease antibiotic resistance in 
Staphylococcus aureus strains. The present study aimed to evaluate the alteration of oxacillin resistance in 
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strain carrying SCCmec III cassette in long-term 
evolutionary experiments in an antibiotic-free medium. 

Materials and methods: In a cross-sectional study, 10 MRSA isolates were identified between 
September to December 2018 by conventional microbiology methods from clinical isolates of a university 
hospital. Then, SCCmec typing was carried out using Multiplex PCR. One strain was included in the 
evolutionary experiment as ancestor and was cultivated for up to 900 generations. Minimum inhibitory 
concentration (MIC) of oxacillin of the evolved strains was evaluated. The selected strains were compared with 
the ancestral strain in terms of growth characteristics such as generation time and competitive cultivation. 

Results: Out of ten MRSA isolates, six and four were found to harbor SCCmec type III and 
SCCmec type IV, respectively. One strain with SCCmec III was randomly selected as ancestral strain. 
The ancestor was resistant to oxacillin while the evolved strains were susceptible. Generation times in the 
evolved strains were 6-8 minutes shorter than those in the ancestral strain. The evolved strains, with the 
ratio of 1% in competition experiment, accounted for 20-48% of the final population. 

Conclusion: Compared to the ancestor, the evolved strains presented higher fitness in the 
oxacillin-free environment. The current study indicates the powerful effect of antibiotic rotation strategy 
on reducing methicillin resistant MRSA. 
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 پژوهشی

 استافیلوکوکوسدر  ارزیابی تغییرات فنوتیپی مقاومت به اگزاسیلین
 هاي متوالی در کشت مقاوم به متی سیلین اورئوس

  
        1محمد مودودي یاقوتی

        1رجس نوري گودرزين
        2جواد حامدي
  3محمد آذرسا

         1محمدرضا افرادي
       4راحیل مشهدي

  5محمدرضا پورمند 
  چکیده

بیــوتیکی بــه توانــد موجــب کــاهش مقاومــت آنتــیها در بیمارستان مــیبیوتیکمصرف چرخشی آنتی و هدف: سابقه
اســتافیلوکوکوس  هیدر ســو اگزاســیلینمقاومــت بــه  تراییتغ یهدف از مطالعه حاضر بررس استافیلوکوکوس اورئوس شود.

 طیدر محــ متــوالی یتکامل يهاشیآزمادر  SCCmec III کاست کروموزومی حامل (MRSA) نیلیسیمقاوم به مت اورئوس
  بود. کیوتیبیاز آنت عاري کشت

از نمونــه هــاي  MRSAجدایــه   10تعــداد  1397از شهریورماه تا آذرماه ســال  یمطالعه مقطع کیدر  ها:مواد و روش
 تایپینگ سشناسی شناسایی شدند. سپهاي رایج میکروبهاي یک بیمارستان دانشگاهی به کمک روشبالینی بیماران بخش

SCCmec  به روشMultiplex PCR هاي تکاملی شــد و ها انجام شد. یک سویه به عنوان سویه نیا وارد آزمایشبر روي آن
هاي رشد مانند زمان تکثیر اگزاسیلین ویژگی (MIC)نسل کشت داده شد. پس از تعیین حداقل غلظت مهاري  900تا حدود 

(Generation time) نیا، مورد ارزیابی قرار گرفتند. ه سویه انتخابی با سویههاي رقابتی سو کشت  
 IV تایــپ SCCmecسویه بــا ویژگــی  4و  IIIتایپ  SCCmecسویه با ویژگی  MRSA ،6جدایه  بالینی  10از  ها:یافته

ســه ســویه هاي تکامل یافته حساس بودند. نتایج زمــان تکثیــر در مشخص گردید. سویه نیا نسبت به اگزاسیلین مقاوم و سویه
درصــد از  48تــا  20درصــد، در انتهــا بــه  1هــاي تکامــل یافتــه از دقیقه کاهش همراه بود. جمعیت ســویه 6-8تکامل یافته با 

  جمعیت کل افزایش یافت.
بیوتیک پیــدا کردنــد. هاي تکامل یافته نسبت به سویه نیا صلاحیت رشد بالاتري در محیط عاري از آنتیسویه استنتاج:
  است. MRSAهاي بیوتیک بر کاهش سویهدهنده تاثیر مثبت راهبرد مصرف چرخشی آنتیالعه نشاننتایج این مط

  
  SCCmecمقاوم به متی سیلین، برگشت پذیري،  استافیلوکوکوس اورئوس واژه هاي کلیدي:

  

  مقدمه
مهــم بیمــاریزاي عامــل  اســتافیلوکوکوس اورئــوس

از اي است و مقاومت آن در برابر طیــف گســترده یانسان
 یافتــه افــزایشهــاي گذشــته  دهه طیها در بیوتیکآنتی

   یهاي اکتسابعفونت پاتوژن طیف وسیعی از یناست. ا
  

  E-mail: mpourmand@tums.ac.ir              دانشکده بهداشت ،تهران دانشگاه علوم پزشکیخ پورسینا، تهران، : محمدرضا پورمند مولف مسئول:
  ، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ایرانبهداشت دانشکدهگروه پاتوبیولوژي،  اسی پزشکی،کارشناس ارشد میکروب شن .1
  استاد، بخش زیست فناوري میکروبی، دانشکده زیست شناسی و قطب تبارزایی موجودات زنده، دانشگاه تهران، ایران .2
 استادیار، بخش میکروب شناسی، دانشکده علوم پزشکی خوي، خوي،  ایران .3
  یرانتهران، تهران، ا یدانشگاه علوم پزشکاورولوژي،  کارشناسی ارشد بیولوژي سلولی و مولکولی، مرکز تحقیقات 4
 یرانتهران، تهران، ا یدانشگاه علوم پزشکمرکز تحقیقات زیست فناوري،  ،بهداشت گروه پاتوبیولوژي، دانشکدهاستاد،  .5
 : 25/12/1398تاریخ تصویب :                 20/7/1398رجاع جهت اصلاحات :تاریخ ا            17/7/1398 تاریخ دریافت                  
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  د مودودي یاقوتی و همکارانمحم     

  25       1399، خرداد  185دوره سی ام، شماره                                                                                  مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                    

 پژوهشی

 هـــايکنـــد. ســویهیمــ یجـــادا بیمارســتاناز جامعــه و 
 ،(MRSA)یلین ســیمقاوم بــه متــ استافیلوکوکوس اورئوس

حساس  استافیلوکوکوس اورئوس هايبا سویه یسهدر مقا
 یــزانو م یدترشد عوارض يدارا (MSSA)یلین سیبه مت

پــیش از کشــف و  .)1،2(باشــدیمــ يبــالاتر یــرمرگ و م
 استافیلوکوکوس هايدرصد عفونت 80سیلین، استفاده از پنی

 1940در اوایــل دهــه  .)3(شــدمنجر به مرگ می اورئوس
میلادي میزان مرگ و میر ناشی از این پاتوژن با اســتفاده 

بــه طــور چشــمگیري کــاهش یافــت. امــا  Gسیلین از پنی
ظاهر شدند، بــه  1942مقاوم به سرعت در سال  هايسویه

 هــايســویه درصــد 90طوري که در حال حاضر بیش از 
 .)4(سیلین مقــاوم هســتندبه پنی استافیلوکوکوس اورئوس

 اســتافیلوکوکوس اورئــوس، یوتیکبیآنت عصر یلدر اوا
 ینبود. با ا حساس یوتیکیبیآنتهاي به همه کلاس یباًتقر

ــان،  ــا گذشــت زم ــايســویهحــال ب ــتافیلوکوکوس  ه اس
و در  ها مقــاوم شــدندیوتیکبیاز آنت بسیاريبه  اورئوس

مقــاوم  اســتافیلوکوکوس اورئــوسهــاي کلون 1960دهه 
ایــن شــاید بتــوان  .)5(پیــدا کردنــدبه متــی ســیلین ظهــور 

بــا شــرایط  هــاتکامل و تطــابق بــاکتريالگوي  پاتوژن را
ها بیوتیکآنتیمصرف بالاي  در عصرولوژیک جدید اک

بطــوري کــه تقریبــا مقاومــت بــه تمــامی  بــه شــمار آورد.
هاي مصــرفی در نــیم قــرن گذشــته در ایــن بیوتیکآنتی

  .شودمی مشاهدهباکتري 
 هــايبیوتیکی در باکتري، با هزینهکسب مقاومت آنتی

ــت  فیزیولوژیــک بســیاري همــراه اســت. ویژگــی مقاوم
وتیکی باعــث حفــظ و بقــاي بــاکتري در حضــور بیــآنتی
 بیوتیــکشود، اما در محیط عــاري از آنتــیبیوتیک میآنتی

باعث کاهش صلاحیت باکتري و کاهش ســرعت رشــد 
 هاي وحشی حساس خواهد شد. شرایطدر مقایسه با سویه

محیطی به نفع میکروارگانیسمی خواهد بود که بتواند بــه 
موجود استفاده کند. توانــایی تر از منابع انرژي طور بهینه

میکروارگانیسم براي زنده ماندن و تکثیر در هــر محــیط 
ــتگی  ــوان شایس ــت عن ــف  (Fitness)تح ــویه تعری آن س

شود. هرچه یک سویه توانایی رشد و تکثیــر بــالاتري می

در یک محیط داشته باشــد، بــه همــان انــدازه شایســتگی 
طبق نظریــه انتخــاب طبیعــی در یــک  .)6،7(بالاتري دارد

جمعیت، ژنوتیپی غالب خواهــد شــد کــه داراي توانــایی 
 بالاتر براي زندگی در آن محیط باشد. در محــیط میکروبــی

رقابت ها جهت حفظ جمعیت خود در حال نیز، میکروب
بــاکتري  ها شایستگیباشند که فاکتور اصلی انتخابی آنمی
ارگانیسمی تکامل خواهد یافــت باشد. بنابراین میکرومی

که صفات غیر ضروري خود را جهت افزایش شایستگی 
تغییر دهد. مقدار هزینه و انرژي مصرفی براي هر صــفت 

 (Fitness Cost)مقاومت باکتري با عنوان هزینــه شایســتگی 
در مطالعات بسیاري مشاهده شــده اســت  .)8(شودبیان می

که کسب مقاومت آنتی بیوتیکی براي ارگانیســم هزینــه 
ر ارگانیســم شایستگی به همراه داشــته و بــار اضــافه اي بــ

کند و باعــث کــاهش ســرعت رشــد بــاکتري تحمیل می
اي که شایستگی سویه مقاوم کــاهش به گونه ،)9(شودمی

هــاي حســاس در رقابــت بــراي یافته و ممکن است سویه
بیوتیک بــر ســویه مقــاوم پیــروز رشد در محیط فاقد آنتی

  .)10(گردند
یکــی از رویکردهــاي معرفــی شــده جهــت کنتــرل 

 بیوتیکبیوتیکی مصرف چرخشی آنتیهاي آنتیمقاومت
بیوتیــک مصرف چرخشی آنتیاست.  Drug rotationیا 

یــک کــلاس از  تجــویز حذف و محدود کــردنبه منزله 
 باشــد.مــی ها در یک بــازه زمــانی مشــخصبیوتیکآنتی

ردهــاي هــا از جملــه راهببیوتیــکمصرف چرخشی آنتی
 بــا توجــهباشد کــه ها میکاهش میزان مقاومت در بیمارستان

مقــاوم و حســاس طراحــی هاي تفاوت صلاحیت سویه به
باعث ایجاد یک فشار انتخابی و  هابیوتیک. آنتیشودمی

ــون ــی انتخــاب کل ــاي مقــاوم در محــیط رشــد میکروب ه
، بیوتیــکدر صورت کاهش مصرف یک آنتــید. نردگمی

 هــاي مقــاومتر بر بــاکتريي شایستگی بیشهاي داراباکتري
شوند و بنابراین شیوع مقاومــت بیوتیک غالب میبه آنتی

 نتیجه حذف و کاهش در .)11(یابدبیوتیکی کاهش میآنتی
منجر به موثر واقع بیوتیک ممکن است تجویز یک آنتی

  .)12(آینده شودبیوتیک در آنتیهمان شدن 
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هاي هاي تکاملی بلند مدت، یکی از روشآزمایش
آزمایشگاهی است که براي بررسی تکامــل و تطبیــق در 

هاي میکروبی در شرایط مشــخص نظیــر حضــور جمعیت
 .)13(شــودمیکروبیال انجام مییا عدم حضور عوامل آنتی

شــده آزمایشــگاهی ها در شرایط کنتــرل در این آزمایش
مقاوم تکامل  هايبیوتیک، سویهاز آنتی عاري در محیط

شــوند. هــدف از مــی ایجادهاي جدید و فنوتیپ یابندمی
ــ ــر بررس ــه حاض ــت یمطالع ــذیريبرگش ــه  پ ــت ب مقاوم

مقــاوم بــه  استافیلوکوکوس اورئوس هیدر سو اگزاسیلین
 یتکــامل يهاشیدر آزما SCCmec IIIحامل  نیلیسیمت

  بود. کیوتیبیاز آنتعاري  طیدر مح متوالی
 

  هامواد و روش
  باکتریاییهاي سویه

در یک مطالعه مقطعی از شهریورماه تا آذرماه ســال 
جدایه استافیلوکوکوس اورئــوس مقــاوم  10تعداد  1397

.. بیماران .هاي کشت خون، زخم وبه متی سیلین از نمونه
ــه بســتري در بخــش هــاي یــک بیمارســتان دانشــگاهی ب

شناســی (نظیــر رنــگ هــاي رایــج میکــروبک روشکم
هــاي کاتــالاز، کوآگــولاز، تخمیــر آمیــزي گــرم، تســت

مانیتول بــر روي محــیط مــانیتول ســالت آگــار و آزمــون 
 .)14(حساسیت به دیسک سفوکسیتین) جدا سازي شــدند

. اســتفاده شــد MRSAبه عنوان استاندارد  COLاز سویه 
 هايبر روي جدایه SCCmec پس از تعیین هویت، تایپینگ

MRSA .انجام گرفت  
  

  SCCmecتعیین تایپ 
ــویه ــوم از س ــتخراج ژن ــاياس ــر طبــق  MRSA ه ب

 Roche High Pure PCR Templateدستورالعمل کیت 

)Preparation Kit (Catalog Number 11796828001 
ــــــردن ــــــافه ک ــــــا اض ــــــزوزیم  5 ب ــــــر لی   میکرولیت

)10 mM Tris-HCl ; pH 8.0از ژنــوم ) انجام پــذیرفت .
ــده  ــتخراج ش ــنشاس ــراي واک ــاي ب  multiplex-PCRه

دو واکــنش  SCCmec. براي تعیین تایپ استفاده گردید

M-PCR1 و M-PCR2  انجــام شــد کــه درM-PCR1  از
ــراي شناســایی  جفــت  3و  mecAیــک جفــت پرایمــر ب

و  )1 شــماره (جــدول ccrهــاي پرایمر براي شناسایی ژن
 پرایمر بــراي شناســاییجفت  4از  M-PCR2در واکنش 

mec gene complex A  وmec gene complex B 
   .)15(دشاستفاده ) 2(جدول شماره 

  
  M-PCR1 واکنش هاي استفاده شده درپرایمر :1شماره  جدول

  

 جایگاه اتصال پرایمر توالی
  سایز محصول
 (جفت باز)

F:    5' TGCTATCCACCCTCAAACAGG        3' 
R:   5'  AACGTTGTAACCACCCCAAGA       3' 
 

mecA 286 

F:    5' AACCTATATCATCAATCAGTACGT 3' 
R:   5'  ATTGCCTTGATAATAGCCITCT        3' 
 

ccrA1B1 695 

F:   5'  AAAGGCATCAATGCACAAACACT  3' 
R:   5'  ATTGCCTTGATAATAGCCITCT        3' 
 

ccrA2B2 937 

F:   5'  AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT  3' 
R:   5' ATTGCCTTGATAATAGCCITCT         3' 

ccrA3B3 1791 

  
  M-PCR2 واکنش استفاده شده در يهامریپرا :2شماره  جدول

  

 جایگاه اتصال پرایمر توالی
  سایز محصول
 (جفت باز)

F:   5'  ATATACCAAACCCGACAACTACA    3' 
R:   5'  CATAACTTCCCATTCTGCAGATG     3' 
 

ClassA mec 
gene complex 

1965  

F:   5'  ATATACCAAACCCGACAACTACA    3' 
R:   5' ATGCTTAATGATAGCATCCGAATG   3' 
 

ClassB mec 
gene complex  

2827  

F:   5'  ATATACCAAACCCGACAACTACA    3' 
R:   5' TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT 3' 

ClassC mec 
gene complex  

804  

  
  ترسیم منحنی رشد

ــ ــت ب ــت ه جه ــد، جمعی ــی رش ــت آوردن منحن دس
شــد.  گیريمتوالی مشخص اندازه يهاها در زمانباکتري

هــاي گــاریتم تعــداد بــاکتريل منحنی رشد با اســتفاده از 
بــراي ایــن منظــور از د. رســم گردیــزمان  واحد در زنده

سوسپانســیون ، BHI-agarدر محــیط کشــت  شبانهکشت 
د. شــمــک فارلنــد تهیــه  5/0با کدورت برابر با استاندارد 

 ml100حــاوي  لیتــريمیلــی 200یک فلاسک  در سپس
از سوسپانســیون اولیــه  BHI-broth، µl500محیط کشت 

در  200گــراد بــا دور درجــه ســانتی 37یح و در دماي تلق
هاي دقیقه در انکوباتور شیکردار انکوبه گردید. در زمان

در طول موج  OD (optical density) ساعت 13صفر تا 
nm600 لیتــري در اســپکتروفتومتر میلی 1هاي ر کووتد
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 پژوهشی

هاي زنــده بــه همچنین جمعیت باکتري تعیین و ثبت شد.
تــر هاي غلــیظگیري گردید. نمونهدازهان cfu/mlصورت 

جهت عبــور نکــردن از محــدوده خطــی اســپکتروفتومتر 
در عــدد عکــس رقــت ضــرب  ODرقیق شدند و ســپس 

در هــر مرحلــه محــیط  cfu/mlگیــري . جهــت انــدازهشد
ــــت ــــت در رق ــــايکش ، 1:1000، 1:100، 1:10، 1:1 ه

 سرم فیزیولوژي تهیــه و ســپسدر  1:100000و  1:10000
µl10  هر رقت در محیط ازBHI-agar  داده شــدکشــت .

از منحنی رشد به عنوان فواصل زمــانی در  mid-logنقطه 
 تکثیرهاي متوالی تکاملی در نظر گرفته شد. زمان کشت

هــاي رشــد محاســبه با اســتفاده از فــاز لگــاریتمی منحنــی
  .)16()3(جدول شماره  گردید
  

  زمان تکثیر در سویه نیا و سویه هاي تکامل یافته :3شماره  دولج
 

  زمان تکثیر  سویه
A 44  ثانیه 46دقیقه و  
E1  38  ثانیه 52دقیقه و  
E2  36  ثانیه 46دقیقه  
E3  36  ثانیه 35دقیقه و  

  
  هاي متوالی تکاملی شتک

ــویه  ــر روي  MRSAس ــر ب ــورد نظ ــه  BHI-agarم ب
عنوان سویه و یک کلنی بهصورت شبانه کشت داده شد 

انتخاب گردید. از این سویه سوسپانسیون بــا کــدورت  نیا
آزمــایش د. شــمــک فارلنــد تهیــه 5/0برابر بــا اســتاندارد 

ــنج شــد. در  خــط کشــت متــوالی انجــام 5تکــاملی در  پ
بــا  BHI-brothمحیط کشــت  ml5حاوي  ml50فلاسک 

µl25  از این سوسپانسیون تلقیح و در انکوباتور شیکر دار
دور در دقیقه انکوبه  200گراد و درجه سانتی 37با دماي 

از این فلاسک به فلاســک  µl25ساعت مقدار  8د. هر ش
 جدید با همان شرایط پاساژ داده شد. این شرایط تضمین

  ســاعت  8رشد در فاز لگاریتمی براي هــر فاصــله زمــانی 
ــی ــا م ــد از را مهی ــد. بع ــوالی  90روز از  30کن ــت مت کش

کشــت و  BHI-agarهاي نهــایی بــر روي پلیــت فلاسک
در  (evolved)تکامل یافته هاي یک کلنی به عنوان سویه

 ml1). در هــر پاســاژ E1-E2-E3-E4-E5نظر گرفته شد(

 -80گلیســرول ذخیــره و در دمــاي  ml3/0هــا بــا از نمونه
  .)17-19(دشدرجه سانتی گراد نگهداري 

  
 تکامل یافتههاي هاي رقابتی بین سویه نیا و سویه تست

هــاي رقابت بین سویه نیا و ســویهبراي تست بررسی 
 هــايجمعیت سویه نیا با هــر یــک از ســویه ،تکامل یافته

 متوالی تکاملی به صــورت هايکشتیافته حاصل از  تکامل
 جهت جمعیت سویه نیا و هــربدین .مخلوط شدجداگانه 

در یــک  1به  100تکامل یافته با نسبت هاي یک از سویه
پس از . تلقیح گردید BHI-brothمحیط  ml5فلاسک با 

 ،هــاي متــوالی تکــاملیکشت متوالی با شــرایط کشــت 2
یا و تکامل یافته با کشــت بــر نسبت دو جمعیت باکتري ن

 µg/ml4داراي  BHI-agarو  BHI-agarهاي روي محیط
  .)20(اگزاسیلین محاسبه گردید

  
  تست حساسیت آنتی بیوتیکی

 بیوتیک اگزاســیلینآنتی (MIC) حداقل غلظت مهاري
ــویه ــا و س ــویه نی ــراي س ــايب ــه روش  ه ــه ب ــل یافت   تکام

MIC Test Strips ) با نوارهاي اگزاســیلینLiofilchem, Italy( 
هــا بر روي محیط مولر هینتون آگــار انجــام گرفــت. داده

  .)21(فسیر گردیدت CLSIبراساس 
  

  یافته ها
اي بــا جدایه ،MRSA جدایهپس از تعیین تایپ ده 

به عنوان سویه نیا انتخاب گردیــد.  SCCmec IIIویژگی 
SCCmec  ایــن ســویه دارايmec gene complex A  و
ccrAB3 الگوي الکتروفورز  2و 1شماره  ویراتصکه  بود

را بــه ترتیــب  M-PCR2و  M-PCR1هــاي براي واکنش
  دهد.نشان می

  
  اي متوالی تکاملیکشت ه

پس از کشت سویه فوق منحنی رشد براي سویه نیــا 
)A13 شمارهتصویر  در). 3 تصویر شماره( ) رسم گردید 

 . پــنجمشــخص شــده اســت  تکثیرو زمان  mid-log نقطه
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نســل تکثیــر یافتنــد.  900 حدود تا مستقل طور به دودمان
دودمــان کشــت روي  5کــدام از  در نــودمین کشــت هــر

ــدند و در هریــک از  BHI-agarمحــیط  کشــت داده ش
یــک کلنــی بــه عنــوان ســویه  هاي تکامــل یافتــهجمعیت

). منحنــی رشــد بــراي E1-5( تکامل یافته انتخاب گردید
تکامــل یافتــه بــه ماننــد ســویه نیــا ترســیم شــد.  هايسویه

تکامل یافته محاســبه  هايبراي سویه یرهمچنین زمان تکث
 تمــامی جــدول بــه توجــه بــا). 3ه شــمار (جــدول گردید

 نشــان زمــان تکثیــر را در کــاهش یافته، هاي تکاملسویه
نیــا و  هاياگزاسیلین نیز براي سویه MIC نتایج. دهندمی

تکامل یافته در جدول نشان داده شده است. بــا توجــه بــه 
تــر از کــم MICتکامــل یافتــه  هــايکه تمــامی ســویهاین

µg/ml2 ل تکامــ ايـهــی ســویهــــهمگ ،دـان دادنــرا نش
د. در ـن قــرار گرفتنـــسیلیــیافته در دسته حساس بــه متــی

 MICه که داراي ـسوی 3، ل یافتهـه تکامـسوی 5از ه ـادام
هاي رقابتی بــا ســویه نیــا جهت آزمایش تر بودندنزدیک

  انتخاب شدند.
  

 
  

ــماره  ــویر ش ــول ژل  :1تص ــورز محص ــرایط  M-PCR1الکتروف در ش
، مارکر Mدقیقه.  45زمان  ولت، 85درصد، ولتاژ  0.8غلظت آگارز 

ــه  ، S، نمونــه ي کنتــرل بــدون دي ان اي.Nســایز مولکــولی.  نمون
، سویه ي مورد A1حساس به متی سیلین. اورئوس استافیلوکوکوس 

و  ccrAB3پایین به ترتیب آزمون، که دو باند مشاهده شده از بالا به 
mecA باشد.می  

  
  

ــویر شــماره  ــورز محصــول  :2تص در شــرایط  M-PCR2ژل الکتروف
، مارکر Mدقیقه.  45ولت، زمان  85درصد، ولتاژ  0.8غلظت آگارز 

 2827، که باند حاصــل محصــول COL، سویه ي Cمولکولی.  یزسا
، بانــد حاصــل A1باشــد.  مــی mec gene complex Bجفــت بــازي 

  باشد می mec gene complex Aمحصول 
  

  
هــاي  ســویه و) Ancestor( ایــن هیســو رشد یمنحن :3تصویر شماره 

  )Evolved 1-3( افتهی تکامل
  

  تکامل یافته و سویه نیاهاي ههاي رقابتی بین سوی تست
هاي سویه نیــا بــا هریــک از رقابت رشد بین جمعیت

هاي تکامل یافته مشاهده و ثبت گردید. نتیجه ایــن سویه
اگزاســیلین و  آگــار فاقــد BHIدر محــیط کشــت  رقابت

یلین در جــدول آگــار حــاوي اگزاســ BHIمحیط کشــت 
آورده شد. در این جدول سه سویه تکامل یافتــه  4 شماره

هاي از سویه نیا وارد کشتدرصد  1منتخب که به نسبت 
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 پژوهشی

میکروبــی را و کــل جمعیــت  درصد 6/47رقابتی شدند، 
   به خود اختصاص دادند.

  
هاي تکامل یافته منتخــب نتایج کشت رقابتی سویه :4شماره  جدول

E1,E2,E3 او سویه نی A1   
  

  سویه 
  تکامل یافته

نسبت تعداد سویه نیا به سویه 
  تکامل یافته در زمان صفر

در   (cfu/ml)تعداد کل باکتري ها 
  کشت ساعت 16پس از  BHIمحیط

در محیط  (cfu/ml)تعداد کل باکتري ها 
BHI-Oxacillin  ساعت کشت 16پس از  

E1   
 

810× 23  810× 12  

E2   
  

810× 23  810× 15  

E3 
   

810× 25  810× 20  

  

  بحث
در  اگزاســیلینمقاومت به  تراییتغدر مطالعه حاضر 

 نیلیســ یمقــاوم بــه متــ اســتافیلوکوکوس اورئــوس هیسو
 يهــاشیدر آزمــا SCCmec III کاست کرومــوزومی حامل
 کیــوتیبیاز آنتــ عــاري کشت طیدر مح متوالی یتکامل

   مورد بررسی قرار گرفت.
 هايدر سال MRSAهاي ومیر ناشی از عفونترگم

هــا در ایــران از اخیر رو به افزایش است. شیوع این سویه
 درصــد 56بــه  2012تــا  2009هــاي بین سال درصد 6/34

افزایش یافته است. افــزایش  2016تا  2013هاي بین سال
هاي اخیر در کشور نمایــانگر نیــاز در سال MRSAشیوع 

 .)22(شــدباهــا مــیبه اقدامات موثر در مقابله با ایــن ســویه
ست کرومــوزومی حامــل با کسب یک کا MSSAسویه 

ســیلین تبــدیل بــه یــک ســویه مقــاوم بــه متــی mecAژن 
کشف  SCCmecتایپ ژنتیکی  13تا کنون  .)23(شودمی

هــاي بندي کاستی طبقهو مورد تایید کارگروه بین الملل
ـــی  ـــوزومی استافیلوکوکوس ـــرار  (IWG-SCC)کروم ق

ها از نظــر پراکنــدگی در بــین این تایپ .)24(گرفته است
، الگــوي تقریبــا مشخصــی دارنــد. بــه MRSAهاي سویه

هاي بیمارستانی داده است سویهها نشان که بررسیطوري
(HA-MRSA) هاي تر در تایپبیشI ،II  وIII هــايو ســویه 

هــاي تر در تایــپبیش (CA-MRSA)اکتسابی از جامعه 
IV ،V  وVII عـــلاوه بـــر ایـــن،  .)15(گیرنـــدقـــرار مـــی

از نظــر منطقــه  SCCmecهــاي پراکندگی ژنتیکی تایــپ

تواند متفــاوت باشــد. بــه عنــوان جغرافیایی جهانی نیز می
در  ،)V)25و  IVمثال واریانت غالــب در کشــور ســوئیس 

باشــد. در کشــور مــا می )27( IIIو در ایران  )IIa )26ژاپن 
ها هاي متعددي از وضعیت پراکندگی این تایپگزارش

منتشر شده است، بــه عنــوان نمونــه در مطالعــه افشــاري و 
 MRSA هايسویه درصد 4/71، 2017همکاران در سال 

 .)28(بودنــد IVداراي تایــپ  درصــد 6/28و  IIIتایپ  داراي
در گزارش دیگري توسط اوحدیان و همکاران در ســال 

 درصــد 8/55نمونــه مــورد بررســی،  135، از میــان 2015
  .)27(بودند IIIداراي کاست تایپ  MRSA هايسویه

در مطالعه دیگري موسویان و همکــاران بــا بررســی 
و گلستان اهواز، هاي امام خمینی جدایه از بیمارستان 29

تــرین تایــپ شــایع درصــد 17/55را بــا  IIIکاست تایــپ 
دهنــده شــیوع  ها نشاناین گزارش .)29(اندگزارش کرده

باشند. با توجه به غالــب در ایران می IIIنسبتا بالاي تایپ 
هــاي در مطالعــه حاضــر و ســایر پــژوهش IIIبودن تایــپ 

بــه عنــوان  IIIپیشین در ایــران، یــک ســویه داراي تایــپ 
  سویه نیا انتخاب گردید.

بیوتیــک فــرض بــر ایــن در مصرف چرخشی آنتــی
 هــايویهبیوتیــک ســباشــد کــه بــا حــذف یــک آنتــیمی

مقــاوم، باعــث جــایگزینی و  هــايحساس با غلبه بر سویه
شــوند. تکامــل و انتخــاب غالب شدن جمعیت خــود مــی

ــلی آن  ــل محــرك اص ــی عام اصــلح در محــیط میکروب
ــذیري  .)30(باشــدمــی در ایــن مطالعــه امکــان برگشــت پ

ســیلین مــورد بــه متــی استافیلوکوکوس اورئوسمقاومت 
بررسی قرار گرفــت. پــنج نمونــه کشــت انتهــایی از نظــر 

اي از مقدار حداقل غلظت مهاري اگزاسیلین که نماینــده
حســاس قــرار  باشــد، در بــازهمقاومت به متی ســیلین مــی

گرفتند. مشابه با این مطالعه، در مطالعه گلدر و همکــاران 
بیوتیک تتراســایکلین بــر روي تاثیر محیط عاري از آنتی

هاي متوالی مورد بررســی باکتري اشریشیا کلی در کشت
هــاي اشریشــیا کلــی قرار گرفت. در پژوهش آن ها سویه

  .)20(انتهایی نسبت به تتراسایکلین حساس شدند
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 (Generation Time)مطالعه حاضرکاهش زمان تکثیردر
تواند ایــن مســئله را توجیــه مل یافته میتکاهاي سویهدر 

ســیلین از نظــر هــاي مقــاوم بــه متــیکند کــه احتمــالا ژن
مصرف انرژي و هزینه بــراي بــاکتري مقــرون بــه صــرفه 

هاي حساس بــه باشد. از طرفی افزایش جمعیت سویهنمی
توانــد تاییــدي بــر ایــن هاي رقابتی میسویه نیا در کشت
د تواننــطــی زمــان مــی هاي حســاس درمسئله باشد. سویه

  منجر به حذف جمعیت مقاوم شوند.
اي دیگر بر روي اشریشیا کلی با مقاومــت در مطالعه

هــاي سطح بالاي استرپتومایسین که همــراه بــا موتاســیون
بــاکتري در  شایســتگیبود، کاهش  rpsLاي در ژن نقطه

وحشــی  هــايبیوتیک نسبت به سویهمحیط عاري از آنتی
ه این موضوع گزارش گردیــد کــه گزارش شد. در توجی

در  (elongation)کاهش سرعت در مرحله طویل سازي 
 ايدر مطالعــه .)31(باشــدترجمه پروتئین علت این مسئله مــی

در کســب پلاســمیدهاي  شایســتگیدیگر علــت کــاهش 
هاي مقاومت، ایجاد فشار اضافی بر بــاکتري در حامل ژن

هــاي آن هــا بیــان شــده همانندسازي پلاســمید و بیــان ژن
تمامی این موارد بیانگر ایــن مســئله اســت کــه  .)32(است

توانــد باعــث بیوتیک در محیط میحذف و کاهش آنتی
حســاس  هــايمقاوم و جایگزینی سویه هايکاهش سویه

در جمعیت شــود. تغییــرات ژنتیکــی بــه وجــود آمــده در 
تواند دلیلی بــر ایــن موضــوع سویه نیا در این پژوهش می

همانند مطالعاتی که عنوان شــد فشــار  SCCmecباشد که 
کنــد. بــا حضــور ژن اي بر باکتري وارد مــیقابل ملاحظه

mecA بیوتیکی، شایستگی بــاکتري و بروز مقاومت آنتی

یابــد. بیوتیک کاهش میجهت رشد در محیط فاقد آنتی
ــابراین در رق ــویهبن ــین س ــت ب ــاياب ــاوم،  ه حســاس و مق

تري براي هاي مقاومت شایستگی بیشهاي فاقد ژنسویه
بیوتیک خواهند داشت کــه رشد در محیط عاري از آنتی

هــاي این مسئله در فاکتورهایی نظیر زمان تکثیر و کشت
  رقابتی نمود پیدا کرد.

ــت ــر برگش ــه حاض ــه در مطالع ــت ب پــذیري مقاوم
تیپی مــورد بررســی قــرار گرفــت. سیلین به روش فنومتی

شود در مطالعات آتی این تغییرات بــا اســتفاده توصیه می
ــر از روش ــایی نظی  Whole Genome Sequencingه

  صورت گیرد.
تکامل یافته نسبت به سویه نیــا صــلاحیت  هايسویه

ــی ــالاتري در محــیط عــاري از آنت ــدا رشــد ب بیوتیــک پی
عــه نشــان دهنــده کردند. نتایج به دست آمده از ایــن مطال

بیوتیــک بــر تاثیر مثبت راهبــرد مصــرف چرخشــی آنتــی
هــاي اســتافیلوکوکوس اورئــوس مقــاوم بــه کاهش سویه

توانــد نشــان دهنــده تــاثیر متی سیلین است. این مسئله می
بیوتیــک اگزاســیلین در بــالین بــر احتمــالی حــذف آنتــی

  باشد. MRSAهاي کاهش شیوع سویه
  

  سپاسگزاري
ــی ب حاصل مقاله ینا ــه کارشناس ــان نام ــی از پای خش

 35224تحقیقــاتی  حطرو  پزشکی شناسیارشد میکروب
ــلاق  ــد اخ ــا ک  IR.TUMS.SPH.REC.1396.2903و ب

 اجراتهــران پزشکی  معلو هنشگادا حمایت با میباشد که
  ست.ا هشد
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