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Abstract 

Introduction: Methicillin Resistant-Staphylococcus aureus (MRSA) has been introduced 

as important factor in Hospital-Acquired Infections (HAI). Diversity in Staphylococcus 

strains can affect the response to treatment and identifying of strains can be effective in the 

selection of antibiotics. The aim of this study was to determine the genetic diversity of 

MRSA isolates with random primers.  

Material and Methods: This cross-sectional descriptive study was performed in 2015 on 

50 MRSA isolates of clinical skin samples. Genomes were extracted by Boiling method. 

RAPD-PCR method was performed by 16 random primers. To investigate the genetic 

similarity, matrix 1/0, NTSYS and MVSP software's were used. One-dimensional clustering 

and ordinations were conducted. 

Results: The highest and lowest produced bonds related to M4 and M9 primers 

respectively. The greatest mean produced bands for each isolate/primer up to 8.1 relates to 

M4 primer. The most polymorphic bands, 36 bands belonged to M5 primer. The heaviest 

band, 3.6 Kb produced by M2 primer and the lightest band, 100 bp produced by M12 primer. 

A total of 16 primers, 583 bands formed that were 412 (70.91%) polymorphic bands and 171 

(29.09%) specific bands. RAPD-PCR divided isolates into two clusters. 

Conclusion: This study showed that these isolates are very heterogeneous genetically. 

RAPD-PCR is important in rapid detection of an epidemic outbreak, tracing the origin of the 

infection and the subsequent managing of infection control. Therefore, the present study tries 

to develop this approach and apply it in health management by providing information about 

the genetic diversity of MRSA. 
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مقاوم به  اورئوس فیلوکوکوساستا های جدایه ژنتیکی تنوع بررسی

5با روش بالینی های نمونه از شده سیلین جداسازی متی
RAPD-PCR  

 
 برومند مرواریدی 

  

 شهرام نخجوان 
 شهرام ننه کراني 

 رضا یاری 
 

   
 یمارستانیباکتسابی  های عفونتمهم عامل مقاوم به متی سیلین  لوکوك اورئوسیاستاف سابقه و هدف:

 در آنها لذا شناسایی و اردبگذ تأثیر درمان به پاسخ بر تواند اورئوس می استافیلوکوکوس ژنتیکی در تنوع .است

 MRSAهای  باشد. در این مطالعه سعی شد تا تنوع ژنتیکی جدایه می مؤثر های کارآمد، بیوتیک آنتی انتخاب

 با پرایمرهای تصادفی تعیین گردد.

. انجام شد MRSAایزوله  15بر روی  5231مقطعی حاضر در سال  -پژوهش توصیفی مواد و روش کارها:

 باها  قرابت ژنتیکی ایزوله انجام و پرایمر51با  RAPD-PCRتکنیک  .دیاستخراج گرد Boilingبا روش ژنوم 

  شد.انجام  MVSPو  NTSYSافزار  با کمک نرمبندی  و رسته بندی خوشه یک و صفر وماتریس استفاده از 
میانگین بیشترین باشد.  میM 3و  1Mهای تولیدی مربوط به پرایمر هایباندو کمترین بیشترین  نتایج:

باند مربوط به  21. بیشترین باند پلیمرف با استباند  5/8با  1Mپرایمر مربوط به پرایمر  -باند برای هر ایزوله

به  53Mو پرایمر  Kb 1/2با 3Mمربوط به پرایمر  هاباندترین  و کوچکترین  باشد. بزرگ می 1Mپرایمر 

( %53/33) 505( باند پلیمرف و %35/05) 153که  دادندباند تشکیل  182آغازگر  51. بود bp555میزان 

 بندی کرد. ها را به دو خوشه عمده تقسیم این روش ایزوله باند اختصاصی بود.
 باشند. نتایج بیانگر توانایی ها از نظر ژنتیکی هتروژن می مطالعه نشان داد ایزوله گیری: نتیجه

RAPD-PCR کننده به مراکز درمانی و نیز  مراجعه ها است. رعایت بهداشت توسط افراد در تمایز ایزوله

 استریل لوازم و وسایل مورد استفاده عمومی بیماران و مراجعان این مراکز مورد تاکید است.

 RAPD-PCR.، متی سیلین، قم، تنوع ژنتیکی، استافیلوکوکوس اورئوس  ها: کلیدواژه
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، RAPD-PCRهای بالینی پوست با روش  های استافیلوکوکوس اورئوس جداسازی شده از نمونه‎بررسی تنوع ژنتیکی جدایه
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 مقدمه. 1

های بیمارستانی  عفونتهایی است که باعث  ترین پاتوژن استافیلوکوکوس اورئوس یکی از مهم
باکتری کند.  غذایی شده و هر ساله صدها هزار نفر از مردم را به این بیماری مبتلا میمسمومیت و 

مواد غذایی مختلف و محیط  بر روی غشای مخاطی و پوست پستانداران، استافیلوکوکوس اورئوس
الریه بعد از عفونت ویروسی، ورم پستان گاو، التهاب  شود و عامل ایجاد ذات اطراف یافت می

گستره وسیعی  اورئوس وساستافیلوکوکباشد.  نژیت، ضایعات سطحی پوست و غیره میوریدها، من
تا  آبسهو  گل مژه، کفگیرک، کورک، جوشدانههای ساده پوستی  عفونت شاملها  از عفونت

، سندرم شوک اندوکاردیت، استئومیلیت، مننژیت، پنومونیهای تهدیدکننده زندگی مانند  بیماری
 (.0 ، 9)کند  اد میرا ایج سپتی سمیسمی و 

های خاصی از این باکتری هستند که به  سویه 1مقاوم به متی سیلین اورئوس وساستافیلوکوک
 ها  به این نوع از سویه باشند. مقاوم می ها آنتی بیوتیکبیشتر 

2
HA-MRSA یا به اصطلاح

 حاضر اما در حال ،گویند اکتسابی از بیمارستان می متی سیلینمقاوم به  اورئوس وساستافیلوکوک
3مقاوم به متی سیلین اکتسابی از جامعه اورئوس وساستافیلوکوکهای  سویه

CA-MRSA   در حال
ارتباطی با بستری شدن در  HA-MRSA برخلاف  CA-MRSAهای باشند. سویه گسترش می

 (.9بیمارستان ندارند )

های سرولوژی، کشت  ، روشآمیزی رنگتوان  های تشخیص برای این باکتری می روش جمله از
بندی و  لکولی مهم در طبقهونام برد. دو روش مرا لکولی وم های بیوشیمیایی و آزمونسلولی و 

4وجود دارد:  استافیلوکوکوس اورئوسهای کلینیکی مانند  مطالعه فیلوژنی ایزوله
RAPD-PCR  و

Ribotyping در روش .RAPD-PCR  ام نوکلئوتیدی برای انج 91از پرایمرهای تصادفیPCR 
با  باند پلیمرف 51(. حداقل 5 ، 0متفاوتی دارند ) های شود. این پرایمرها نامگذاری استفاده می

قابلیت بررسی تنوع ژنتیکی با  لازم است تا RAPD-PCRی تصادفی در روش استفاده از پرایمرها
ونومی روشی مفید در مطالعات پایه و ابتدایی تاکس RAPD-PCR. وجود داشته باشدافزار  نرم

                                                        
1. Methicillin Resistant-Staphylococcus aureus (MRSA) 

2. Healthcare-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

3. Community-Associated Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus 

4. Random Amplified Polymorphic DNA 
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(. این روش وجود تنوع ژنتیکی 0لکولی بویژه در آنالیز فیلوژنتیک در میان جوامع مرتبط است )وم
های جغرافیایی متفاوت را ثابت  از منابع مختلف و مکان استافیلوکوکوس اورئوسهای  ‎ایزولهدر 
بکار  وساستافیلوکوکوس اورئ بندی طبقهتوسط دانشمندان زیادی برای  RAPD-PCR(. 5کند ) می

هزینه ، از جمله: باشد گرها می هایی نسبت به سایر نشان (. این روش دارای مزیت9رفته است )
های ژنی، عدم  برداری تصادفی از بسیاری از جایگاه های دیگر، نمونه کمتر نسبت به سایر تکنیک

زمان  هم جهت ساخت و طراحی پرایمر، امکان بررسیDNA نیاز به اطلاعات اولیه در مورد ردیف
ها، سرعت نسبتاً زیاد برای بررسی تعداد زیاد نمونه، عدم نیاز به کاوشگر و  چندین ژن در ژنوم نمونه

های مختلف با پرایمرهای  الگو، امکان بررسی گونه DNAمواد رادیواکتیو، عدم نیاز به مقدار زیاد 
 ها. شتر نسبت به سایر رو یکسان و مطالعه تعداد زیادی نمونه در مدت کوتاه

بیمارستانی و های  یک پاتوژن شایع عفونت استافیلوکوکوس اورئوسباکتری اینکه  به توجه با
های این باکتری در  وجود یا عدم وجود تنوع ژنتیکی در جدایهرو تشخیص  از این ،استپوستی 

در ها  ها و مسافران کمک شایانی به شناسایی فراوانی انواع جدایه آوری، بیمارستان مراکز جمع
ها، اپیدمیولوژی باکتری و درمان  های استاندارد، مدیریت کنترل آلودگی مقایسه با سوش

 های حاصل از آن خواهد کرد. بیماری
استافیلو کوکوس های  هدف مطالعه حاضر ارزیابی وجود یا عدم وجود تنوع ژنتیکی بین ایزوله

های بالینی پوست با روش  نمونهمقاوم به متی سیلین جداسازی شده در مطالعات قبلی از  اورئوس
RAPD-PCR افزارهای فیلوژنی بود. و با کمک نرم 

 روش كار. 2

های  آزمایشگاهی جهت ارزیابی تنوع ژنتیکی در ایزوله -توصیفی مطالعه پژوهش حاضر یک
ها با کمک فرمول کوچران  است. حجم نمونه استافیلوکوکوس اورئوسمقاوم به متی سیلین باکتری 

 مورد مطالعه ارزیابی و محاسبه شد.در جمعیت 
های  و انجام تست استافیلوکوکوس اورئوسایزوله  961آوری  پس از جمع :ها آوری نمونه جمع

MRSAهای  ( جهت شناسایی ایزولهmecAژن مقاومت به متی سیلین) PCRتاییدی و 
، تعداد +

  (.6شناسایی و برای ادامه مطالعه انتخاب شد ) MRSAایزوله  51
آمیزی  با رنگ آزمایشگاه مجدداً  به انتقال از ها پس باکتری :های بیوشیمیایی و مولکولی آزمایش
، MSAهای بیوشیمیایی افتراقی نظیر تست کوآگولاز،  های فنوتیپی کشت، آزمایش گرم، ویژگی
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DNase همولیز، کاتالاز، اکسیداز و مولکولی ،srRNA 96 های گردیدند. ایزوله هویت تعیین 

درجه سانتیگراد نگهداری شدند. از سویه استاندارد  -01بعدی در دمای آزمایشات برای شده یدتای
 Staphylococcus aureus subsp. Aureus COL  سیلین مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوس

 های مطالعه استفاده شد.  در کلیه بخش
 Boilingبا روش تغییر یافته  DNAاستخراج  و تعیین کیفیت و کمیت آن: DNAاستخراج 

درجه سانتیگراد نگهداری  -01استخراج شده جهت انجام مراحل بعدی در  DNAانجام شد. 
نانومتر و ژل  001و  061های   طول موج در نوری جذب اسپکتروفتومتری دو روش باگردید. 

گارز   .بررسی شد شده استخراج  DNAخلوص و غلظت% 0/1الکتروفورز در آ
انجام و ژل الکتروفورز بر روی   RAPD-PCRبا تکنیک PCR: PCRتوالی پرایمرها و واکنش 

گارز  ، خریداری شده از شرکت 9درصد انجام شد. در تحقیق حاضر از پرایمرهای جدول  0/9آ
 سیناکلون استفاده گردید.

 توالی پرایمرهای بکار رفته در این مطالعه -1جدول 

 نام پرایمر 3'به  1'توالی پرایمر از  نام پرایمر 3'به  1'توالی پرایمر از  منابع

9-1 

5'-CAGCACCCAC-3' M9 5'-GCGATCCCCA-3' M1 

5'-ACGATGAGCC-3' M10 5'-GTGGATGCGA-3' M2 

5'-AGTCAGCCAC-3' M11 5'-TGACCCGCCT-3' M3 

5'-GGTCCCTGAC-3' M12 5'-GAGGGAAGAG-3' M4 

5'-AGGGAACGAG-3' M13 5'-AGGGGTCTTG-3' M5 

5'-GGGTAACGCC-3' M14 5'-AGCGTCACTG-3' M6 

5'-ACCGCCTGCT-3' M15 5'-TCACGATGCA-3' M7 

5'-GGACTGGAGT-3' M16 5'-AATCGGGCTG-3' M8 

PCR با استفاده ازDNA   ،استخراج شده، پرایمرMaster mix  و آب مقطر استریل در حجم
 ( انجام شد.0)جدول زمانی ثابت برای همه پرایمرها -میکرولیتر و با شرایط دمایی 05

 ها جهت تکثیر امپلیکون PCRبرنامه  -2جدول 

 مرحله (C°)  دما زمان چرخه

9 1 min  12 دناتوراسیون اولیه 

 
91 
 

 61Sec  12 دناتوراسیون در چرخه 

91 Sec  96 پرایمر اتصال 

61 Sec  24 پلیمریزاسیون 

9 1 min   24 پلیمریزاسیون نهایی 
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پس از اتمام الکتروفورز از باندها عکس گرفته شد. اندازه باندها : ها ژل الکتروفورز و آنالیز داده
 Bandافزار  و به کمک نرم DNAبررسی گردید. اندازه باندها با توجه به اندازه باندهای مارکر 

Leader 3.0  .9/1صورت ماتریس ه های ژل الکتروفورز ب دادهبه دقت بررسی، تایید و ثبت شدند 
1 افزارهای نرماز  شدند. SPSSوارد 

NTSYSpc وMVSP
UPGMAجهت ترسیم دندروگرام  2

و  3
4
NJ های  بندی و رسته PCA و 

5
PCoA نظیر  مختلفبا استفاده از ضرایبJaccard  استفاده

 شد. انجام  Bootstrapingو روش  Win Booافزار  کمک نرماعتبارسنجی با گردید. 

  ها یافته. 3

پرایمر مورد استفاده بیشترین باند تولیدی مربوط به  96از هر  RAPDبا توجه به الگوی 
باند  10/9با  M9ایزوله و کمترین باند تولیدی مربوط به پرایمر  51باند برای  015با  M4پرایمر
با  M4پرایمر مربوط به پرایمر -و نیز بیشترین میانگین باند برای هر ایزوله باشد ایزوله می 51برای 

ترین باند  باشد. بزرگ می M5باند مربوط به پرایمر  96. بیشترین باند پلیمرف با استباند  9/0
به میزان  M12ترین باند مربوط به پرایمر  و کوچک bp9611یا  Kb  6/9با M2مربوط به پرایمر 

bp911 .نتیجه  9در تصویر  استPCR 51  ایزوله با دو پرایمرM1  وM10  نشان داده شده است
 ها ارائه نشده است(. )تصویر سایر ژل

 
                                                        

1. Numerical Taxonomy System  

2. Multi Variate Statistical Package 
3. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean 
4. Neighbor Joining 

5. Principal Coordinate Analysis  
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 اصلی خوشه دو 10/1 فاصله در UPGMA( تک بعدی با روش Clusteringبندی ) در خوشه
 های ایزوله بالای ژنتیکی تنوع از حاکی که شده تشکیل تر کوچک خوشه چهار 90/1 فاصله در و

 (.0است )شکل  مطالعه مورد

 
  Jaccard و ضریب UPGMA روش با بعدی تك بندی خوشه -2شکل

 بالایی ژنتیکی تنوع دارای ها ایزوله شود، می مشاهده بعدی سه بندی رسته در که همانطور
 از حاصل خوشه دو همان که گرفتند قرار( آبی و محدوده قرمز دو) مجزا دو خوشه در و هستند
 .(9باشد )شکل می 0شکل  بعدی تک بندی خوشه

 

  PCoAبا روش  MRSAایزوله  11بعدی  سه (Ordination) بندی رسته -3شکل

و  509/1به میزان  90و  99های  براساس الگوی ماتریس تشابه، بیشترین تشابه بین ایزوله
 محاسبه گردید. 110/1به میزان  00و  9های  کمترین تشابه بین ایزوله

 بحث. 4

های  نمونه از شده جدا اورئوس استافیلوکوکوس های ایزوله روی بار نخستین برای بررسی این
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 هتروژن بسیار ژنتیکی نظر از ها داد ایزوله نشان شده و انجام قم های شهر بیمارستان بالینی
در مطالعه . است ها ایزوله تمایزدهی در RAPD-PCR توانایی بیانگر نتایج همچنین باشند. می

داری در سطح  ها و نوع پرایمرهای بکار رفته، هیچ ارتباط معنی حاضر با توجه به روش آنالیز داده
p˂0.05 های محل جداسازی، جنسیت و سن مشاهده نشد که حاکی از  ها و بیمارستان بین ایزوله

ها با الگوی پراکنش  بیمارستان مورد بررسی و یا از خارج به داخل بیمارستان 9ها در  گسترش ایزوله
 از منابع مختلف است. 

بندی و مطالعات اپیدمیولوژیک  توسط محققان متعددی جهت طبقه RAPD-PCRروش 
ایزوله  090بر روی  0110و همکاران در سال  Kurlenda(. در مطالعه 99 -0استفاده شده است )

MRSA  جداسازی شده از یک بیمارستان با کمک روشRAPD-PCR 91 جاد شد و هیچ گروه ای
ها  ها و نوع آلودگی بالینی یافت نشد که حاکی از گسترش آسان ایزوله ها و بخش ارتباطی بین ایزوله

های تحقیق حاضر مطابقت  (. این نتایج با یافته9ها، کارکنان و بیماران است ) در جامعه، بیمارستان
پرایمر بر  96ی در تحقیق حاضر از ( استفاده شد، ولAP-07دارد. در آن مطالعه تنها از یک پرایمر )

پرایمر  91از  0190در سال  Idilبیمارستان مطالعه انجام شد. در مطالعه  9های  روی نمونه
بیمارستان شهرهای مختلف ترکیه  9جدا شده از  MRSAایزوله  01بر روی  RAPDتصادفی 

در این مطالعه  آنالیز گردیدند. UPGMAبا روش  NTSYS-pcاستفاده شد. نتایج با برنامه 
( که با طول قطعات حاصله در این مطالعه متفاوت 90تولید شدند ) 9511bpتا  011قطعاتی بین 

 (. bp 9611تا  911bpبود )
جدا شده از انسان و  استافیلوکوکوس اورئوسایزوله  01و همکاران  Reinoso 0110در سال 

ها متعلق به یک بیوتایپ خاص )انسان،  % ایزوله50مطالعه کردند. RAPD-PCRگاو را با روش 
های موجود در گاو و انسان شیوع بیشتری داشتند. دندروگرام حاکی  گاو و یا ماکیان( بودند. ایزوله

شامل  Aپرایمر تصادفی بود. خوشه  9( براساس شباهت ژنتیکی با کمک A-Kخوشه ) 0از وجود 
( از منابع گاوی جدا شده B-Kها ) ز میزبان انسانی بود و سایر خوشههای جدا شده ا % ایزوله15

توانند به دو گروه با منشاء گاوی و انسانی تقسیم شوند. تنها  ها می نشان داد که ایزوله PCoAبودند. 
های جدا شده از  ها بر این اساس خارج از این دو گروه قرار گرفتند. تنوع ژنتیکی ایزوله % ایزوله1

گاوی نسبتاً کمتر از منابع انسانی بود. مطالعه نشان داد که این روش با کمک سه پرایمر به منابع 
بندی  از منابع متفاوت را طبقه استافیلوکوکوس اورئوسهای  خوبی توانسته رابطه ژنتیکی جدایه
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جدا  استافیلوکوکوس اورئوسهای  بر روی ایزوله 0190(. حکیمی و همکاران در سال 99نماید )
 010پژوهشی را انجام دادند. از  RAPD-PCRه از منابع غذایی، گاوی و انسانی با روش شد

با  Iتا  Aخوشه شامل  1ها در  باند پلیمرف ایجاد شد. بر این اساس همه نمونه 50ایزوله، مجموعاً 
های حاصل از یک منبع  ها دارای تنها ایزوله % قرار گرفتند. برخی از خوشه01شباهت بالای 

های  شامل ایزوله Iو  D ،F ،Gها شامل  ، اما سایر خوشهHو  A ،B ،C ،Eهای  د، مانند خوشهبودن
بین  MRSAهای  ها به ویژه ایزوله حاصل از منابع متفاوت بودند. نتایج نشان داد که برخی ایزوله

 منابع مختلف درگذر هستند و لذا موضوعات بهداشتی در شکستن این زنجیره انتقال باید کاملاً 
انجام  MRSAایزوله  51پرایمر روی  96(. در مطالعه حاضر نیز که با استفاده از 90رعایت شود )

های انسانی و گروه دوم  شد، دو خوشه در دندروگرام مشاهده شد که گروه اول بیشتر شامل نمونه
و گوسفند های انسانی درگیر با پرورش، نگهداری، فروش و یا کشتار ماکیان، گاو  بیشتر شامل نمونه

 باشد.  می
را تواند پاسخ به درمان  میبا منابع متفاوت  وس اورئوساستافیلوکوکهای  باکتریتنوع موجود در 

  (.99تواند در نحوه انتخاب آنتی بیوتیک موثر باشد ) می این تنوعشناسایی و الشعاع قرار دهد  تحت

 گیری  نتیجه. 1

 شامل تواند می که اند پراکنده شده انسانی های نمونه بین در متنوعی منابع از MRSA ایزوله 51
 و وسایل انسان، به حیوان انتقال انسان، به انسان انتقال تهویه، بهداشتی، سیستم پتو، ملحفه،

 کننده مراجعه افراد فردی و عمومی توسط بهداشت باشد. این امر ضرورت رعایت درمانی تجهیزات
نیاز  MRSAهای  به منظور حذف ایزوله .دهد می قرار تاکید مورد را درمانی پرسنل و بیمارستان به

MRSAبه برنامه کنترل عفونت برای شناسایی و ایزولاسیون بیماران 
و کلونیزاسیون و درمان  +

ها و تغییر سیاست آنتی  باشد. همچنین نیاز به برنامه آموزشی در همه بیمارستان پزشکی کارکنان می
و  9های نسل  باشد. استفاده از سفالوسپورین می MRSAهای  یزولهبیوتیک درمانی جهت حذف ا

باید از پماد موپیروسین برای ناقلین  بیوگرام شود. ها باید محدود به نتایج آنتی و نیز کارباپنم 0
MRSA  استفاده کرد و در بیماران مقاوم به موپیروسین ایزولاسیون و رعایت نکات بهداشتی شدید

 بیماران مربوطه باید از بیمارستان تخلیه شوند. MRSAمحدودسازی گسترش مدنظر باشند. برای 
بیوگرام نقش مهمی در درمان  مطالعه حاضر و چند مطالعه دیگر نشان داد که تهیه نقشه آنتینتایج 

در مرحله بعد  .استدر مطالعات اپیدمیولوژیک مهم  RAPDآنتی بیوتیکی دارد و تهیه الگوی 
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1هایی نظیر  توان از روش می MRSAهای  ولهجهت تمایز بیشتر ایز
RFLP  2و

PFGE  استفاده کرد
(9 ،99 ،95 .) 

 تشکر و قدردانی. 6

از مسئولان آزمایشگاه تحقیقاتی بیولوژی سلولی و مولکولی بروجرد که در انجام پژوهش 
 نماییم. حاضر، حمایت کردند، تشکر و قدردانی می

 
  

                                                        

1. Restriction Fragment Length Polymorphism 

2. Pulsed-Field Gel Electrophoresis 
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