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 ) به منظورHRM( با کیفیت بالا DNAآنالیز منحنی ذوب  " نقد به مقاله

	"	و سویه مقاوم به متی سیلین رئوسواستافیلوکوك اشناسایی  	
  
  عطایی رمضانعلی

علوم دانشگاه  بیولوژي، انستیتوي سم شناسی،مرکز تحقیقات میکروب شناسی کاربردي، سیستم کمیته توسعه تحقیقات بالینی بیمارستان،  ،گروه میکروب شناسی، دانشکده پزشکی ،استاد
 ، ایرانپزشکی بقیه االله(عج)، تهران

  
  سردبیر محترم

 اهمیــت مقاومــت بــه متــی ســیلین از حوزه که آن با
بوده ولــی مطالعــات نــاقص فراوانــی در  برخوردار زیادي

بــا آن کــه روش  .)1(این خصــوص گــزارش شــده اســت
high-resolution melting curve analysis براي تشــخیص 

هــاي پروکــاریوتی و یوکــاریوتی گــزارش بسیاري از ژن
 Resolutionنویسندگان محترم به جاي  ،)2-4(شده است

را به کار برده و به عنوان یک روش بســیار  qualityواژه 
مطــرح  استافیلوکوکوس آرئــوسحساس براي تشخیص 

که این روش براي تشخیص بسیاري از اند، درحالیکرده
  ها کاربرد دارد. بنابراین، لازم است به نکاتی اشاره شود:ژن

 در عنوان مقاله، آنالیز منحــی ذوب عنوان مقاله : -1
DNA  اســتافیلوکوکوسبا کیفیت بالا به منظور شناسایی 

 هاذکر شد. این روش براي شناسایی سایر باکتري آرئوس
نیز کاربرد دارد و افزایش کیفیت ذوب به درجه خلوص 

استخراج شده بستگی دارد و نه  DNAو ترکیب بازهاي 
چنین، ابهام دیگري در عنوان وجــود دارد چیز دیگر. هم

ســیلین مقــاوم نیست باکتري مورد نظر به متی زیرا، معلوم
بوده و یا دو باکتري مجزا از هــم هســتند. از عنــوان ایــن 

ــه اســتنباط مــی شــود کــه مطالعــه فــوق از دو ســویه گون

ســیلین و مقــاوم بــه متــی، یکی استافیلوکوکوس آرئوس
   دیگري حساس بوده است.

دهــد طــی جستجو در پاپ مد نشان مــی:  مقدمه -2
ــوص  27شــته حــدود ســال گذ 10 ــه در خص ــوان مقال عن

سیلین چاپ شده از ایران وجود دارد که به خــوبی و متی
چنــین هــم گیري نشده است.ها بهرهبه طور شایسته از آن

نام برده و به رفــرنس شــماره هفــت  ITSدر مقدمه از ژن 
 ارجاع داده است که تناسب ندارد.

ــا ســویه  60از  ــده در  اســتافیلوکوکوست ــی ش معرف
فاقد  استافیلوکوکوس آرئوسسویه  9؛  in silicoیت سا

) و مشــخص نیســت کــه 1 تصویر شمارههستند ( ITSژن 
ژن را دارنــد بــه متــی ســیلین  آیا همه سویه هایی که ایــن

   ها یکسان باشد.مقاوم باشند و یا درصد مقاومت آن 
ـــا :  -3 ـــواد و روش ه ـــتم ـــه شـــده رق ـــاي ارای   ه

ــد ــر ش ــرا، ذک ــند. زی ــی باش ــب نم ــت مناس ــه ازه اس   ک
  مــــک فارلنــــد  5/0سوسپانســــیون معــــادل اســــتاندارد 

)CFU/ml 810 × 5/1 (ــت ــر رارق ــده در زی ــر ش ــاي ذک  ه

 
  تهیه نموده است که مناسب نیستند. 
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   in-silicoمجازي با پرایمر هاي استفاده شده در  مطالعه فوق توسط نرم افزار  PCRواکنش  :1تصویر شماره 
  

هــا نماینــده نماید که این غلظــت اگر خواننده فرض
لیتــر باشــد. سوسپانســیون تعداد سلول باکتري در هر میلی

) یعنــی یــک عــدد بــاکتري در هــر 010ده به توان صفر (
 برابــر 10000، و 1000،  100،  10لیتر، حال اگــر آن را میلی

رقیق نمایند چند عدد باکتري یا بــه عبــارت دیگــر چنــد 
CFU  است ؟در هر میلی لیتر بوده  

مک فارلنــد  5/0از استاندارد  710معلوم نیست رقت 
تهیه شده یا از چیز دیگري؟ به همین ترتیب معلوم نیست 

اند؟ داراي چند عدد سلول باکتري بوده 10-4 و 410رقت 
شایسته است محقق محترم ژن استخراج شده از هر رقت 

را براي هر رقت بیان کند  DNAگیري و غلظت را اندازه
  واند به طور دقیق حساسیت کار را بیان نماید. تا بت

 مدل ارایه شده براي اختصاصیت صحیح نیست، مگر
که براي آن رفرنس و دلیل علمی ذکر شده باشد. هر این

دهنــده اختصاصــیت رقت ذکر شده از یک ژن نشــان 12
شود که پرایمر مورد نیست، اختصاصیت زمانی ایجاد می

ها به غیر از ها یا سایر ژنرينظر به قطعات ژنی سایر باکت
  نچسبد. استافیلوکوکوس

ده  ITSدر نتــایج حساســیت بــراي ژن :  یافته هــا -4
هزار سلول باکتري بیــان  mecAو براي ژن  هزار باکتري

شده است و در شکل نیز نشان داده شده است. در حــالی 
سلول  10که حساسیت روش تشخیص این ژن ها در حد 

. بیان این اعداد قابــل قبــول )5(تباکتري گزارش شده اس
توانست با اسکن نمودن نیست، ازطرفی محقق محترم می

موجــود در هــر  DNAغلظت باندها و یــا تعیــین غلظــت 
را به  CFUها و مقایسه با منابع موجود تعداد یک از رقت

  طور دقیق محاسبه نماید.
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  ) HRM( با کیفیت بالا DNAآنالیز منحنی ذوب  "مقاله  پاسخ به نقد

  و  رئوسواستافیلوکوك ابه منظور شناسایی 
  "	سویه مقاوم به متی سیلین

  
  محمد رضا عربستانی

  همدان، همدان، ایران دانشیار، گروه میکروب شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی
 ه پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی همدان، همدان، ایرانمرکز تحقیقات بروسلوز، دانشکد

  
  سردبیر محترم

 ضمن تشکر از خواننده محترم و ارائه نظرات ارزشــمند
ایشان، توجه خواننده عزیز را در خصــوص مــوارد ذکــر 

  نمایم:شده به نکات ذیل جلب می
ـــــه -1 ـــــوان مقال ـــــک :  عن   البتـــــه کـــــه تکنی

high-resolution melting curve analysis (HRM)  ،
، گیــردها مورد استفاده قرار مــیشناسایی بسیاري از ژنبراي 

کــه ایــن مطالعــه بــراي شناســایی و ولی با توجــه بــه ایــن
و ژن مقــاوم  استافیلوکوکوس آرئــوستشخیص باکتري 
مورد اســتفاده  استافیلوکوکوس آرئوسبه متی سیلین در 

  قرار گرفته است، با این عنوان معرفی شده است.
گیري از مقــالات در خصوص عدم بهرهمقدمه :  -2

ــد  ــه منتق ــر ک ــال اخی ــی ده س ــران ط ــده از ای ــاپ ش   چ
ـــه آن اشـــاره نمـــوده ـــرم ب ـــد ذکـــر شـــود محت ـــد بای   ان

ــه  ــاک ــن ب ــه ای ــه ب ــایی بــاکتري توج ــدف شناس ــه ه   ک
ــه متــیاســتافیلوکوك  ــا روش و ســویه مقــاوم ب   ســیلین ب

high-resolution melting curve analysis (HRM)، 
ســیلین آن، هاي مقاوم به متــیبوده، نه اپیدمیولوژي سویه

 16، 14، 12، 11بنابراین هم در مقدمه مقاله منابع شــماره 
در  26الــی  22و هم در قسمت بحث مقاله، منابع شــماره 

انــد کــه بــه خــوبی از صحبت کرده HRM زمینه تکنیک
نواحی بــین  7در رفرنس شماره  .ها استفاده شده استآن

16S-23 S rRNA  مورد بررســی قــرار گرفتــه اســت کــه
  باشد.می ITSمنظور همان نواحی 

بــراي شناســایی جــنس و گونــه بــاکتري  ITSناحیه 
ــراي اســتفاده مــی اســتافیلوکوکوس آرئــوس شــود، نــه ب

سیلین، که البته ممکن اســت شناسایی ژن مقاومت به متی
داراي ژن  اســتافیلوکوکوس آرئــوسهاي بعضی از سویه

mec باشند و بعضی ژن  نیزmec  را نداشته باشند، بنابراین
و مقاومـــت بـــه  ,ITSژن  ممکـــن اســـت ارتبـــاطی بـــین

  سیلین وجود نداشته باشد.متی
هاي بــه کــار در ارتباط با رقت:  مواد و روش ها -3

رفتـــه در انجـــام مطالعـــه لازم اســـت ذکـــر شـــود کـــه، 
مقالــه قســمت روش  86طوري که در صفحه شماره همان

خش حساسیت و اختصاصیت پرایمرها اشاره شده کار، ب
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فارلند مک 5/0هاي تهیه شده بر مبناي است، تمامی رقت
ــداقل مقــدار آن  ــت و ح ــه اس ــورت گرفت  CFU/mlص

در نظر گرفته شــده اســت.  10x  5/1-4یا همان  00015/0
جهــت تعیــین میــزان  100تــر از هاي کــملزوما تهیه رقت

از محققین از جمله حساسیت بوده است که برخی دیگر 
Ericksen ــتفاده کــرده ــا اس ــت ه ــن رق ــز از ای ــدنی  ).1(ان

طوري که مستحضر هستید براي تهیه رقــت بایســتی همان
OD  یا جذب نوريDNA گیــري شــود کــه بــا نیز اندازه

  نانودراپ این کار انجام شده است.دستگاه 
در خصوص مدل ارائه شــده بــراي اختصاصــیت در 

ــا ــد اش ــر بای ــه حاض ــین مطالع ــت تعی ــه، جه ــود ک ره ش
، دماي HRMدر روش  mecAو  ITSاختصاصیت پرایمر 

هاي اســتاندارد ذوب پرایمــر مــورد اســتفاده بــراي ســویه
ــوس ــاوم اســتافیلوکوکوس آرئ ــه متی مق ــورد ب ســیلین م

درجــه  81و  86ارزیابی قرار گرفت و با رسیدن به دمــاي
، mecAو  ITSگــراد بــه ترتیــب بــراي پرایمرهــاي سانتی

صاصیت پرایمرها مشخص شــد. البتــه، بــا اســتفاده از اخت
هاي اســتاندارد بــه عنــوان ها در کنــار ســویهسایر باکتري

کنترل منفی، پرایمرهاي مورد نظر قادر به شناسایی ســایر 
ها در این دما نبودند. در این جــا صــرفا بــه خــاطر باکتري

هــایی اختصاصــی جلوگیري از پیچیدگی تصاویر، شکل
آورده شــده و از  mecAو ژن  ITSژن یعنی براي این دو 

  ذکر تصاویر دیگر خودداري شده است.
که اعداد بالا ذکــر  1در تصویر شماره یافته ها :  -4

 گونــهباشد که همانشده، تصویرمربوط به ژل آگارز می

که مستحضر هستید قدرت تفکیک ژل آگارز در مقایسه 
که یک  باشدتر میبسیار پایین Real TimePCRبا روش 

 امر بدیهی است.
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