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 چکیده:
گیرترین همیشه از وقت DNAي مولکولی است. استخراج هاسنجشها براي یشآزما ترینو حساسترین یقدقیکی از  PCRانجام واکنش  مقدمه:

مستقیم و  PCRروش ین مطالعه، مقایسه دو از اتوجهی کرد. هدف جویی قابلتوان در زمان و هزینه صرفهیمبوده که با حذف آن  PCRمراحل قبل از 
PCR  با استخراجDNA  يهاژنالگو در شناسایی tst  وfemA  وmecA .بود 

هاي یکلنمستقیم از  PCRبودند، با روش  تأییدشدههاي بیوشیمیایی یشآزمالینی استافیلوکوك اورئوس که با هاي بایزولهادر این بررسی  روش کار:
شده با کیت استخراج براي استخراج DNAبا  PCRو روش  (Muller Hinton agar)شده روي محیط مولرهینتون آگار استافیلوکوك اورئوس کشت داده

عنوان به هانمونهي موردنظر از سه پرایمر اختصاصی استفاده و تعیین توالی همه هاژنقرار گرفتند. در این آزمایش براي مورد ارزیابی  mecAو  tstي هاژن
 استاندارد طلایی در نظر گرفته شد.

شده با موفقیت انجام استخراج DNAبا  PCRمستقیم و روش  PCRاز طریق روش  bp163و  bp 326به طول  mecAو  tst يهاژنتکثیر  ها:یافته
مستقیم، میزان  PCRمثبت شدند. در  femAاز نظر حضور ژن  هانمونهشد که مربوط به توکسین و مقاومت به متی سیلین بود. در هر دو روش، همه 

شده با کیت استخراج DNAاستفاده از با  PCR) مثبت گزارش شد. در %53/11( یزولها 9) و %17/78( یزولها 68در به ترتیب  tstو  mecAي هاژنحضور 
 ) مثبت شدند.%38/15( یزولها 12) و %46/88( یزولها 69در به ترتیب  tstو  mecA هايحضور ژننیز میزان 

مستقیم  PCRتوان از روش یمجویی در وقت و هزینه در تشخیص استافیلوکوك اورئوس آمده، براي صرفهدستبا توجه به نتایج به گیري:نتیجه
 استفاده کرد.

 
 mecA، ژن tstمستقیم، ژن  PCRاستافیلوکوك اورئوس، مقاومت به متی سیلین،  واژگان کلیدي:

 

 مقدمه:
ین و ترحساسیکی از   (PCR)اي پلی مرازیرهزنجواکنش 

ی تواند براي ردیابیمهاي مولکولی است که یشآزماترین یقدق
مورداستفاده  DNAي مختلف در نواحی خاصی از مولکول هاژن

کري مولیس ایده استفاده  1983در آوریل سال  .]2, 1[ قرار گیرد
را در ذهن  DNAاز واکنش زنجیره ایی پلی مراز براي تکثیر 

براي معرفی این روش موفق به  1993پروراند و سرانجام در سال 
واکنشی است که توسط آن  PCR. ]3[دریافت جایزه نوبل شد 

صورت تک رشته را به DNAطور مصنوعی مولکول توان بهیم

صورت است که در ابتدا . سازوکار این واکنش بدین]4[تکثیر کرد 
گراد درجه سانتی 95ط حرارت در دماي الگو توس DNAي هارشته

قطعات خاصی به نام  بااتصالشوند و بعد از آن یماز هم جدا 
ي از همانندسازپرایمر در دمایی خاص، طویل سازي و در نهایت 

 PCR. در ]5[شود یمي موردنظر انجام هارشتهروي یکی از 
گانه شامل جداسازي، اتصال و طویل سازي است که مراحل سه
هاي تکرارشونده با هم یکلسزمان هر مرحله و تعداد دما و مدت

 DNA. آنزیم مورداستفاده براي همانندسازي ]5[متفاوت است 
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پلی مراز در دماهاي  DNAکه توان آنزیم یناپلی مراز بوده و براي 
 خوبی پیش رود، ازشده و عمل همانندسازي بهمختلف حفظ

رم ي آب گهاچشمهباکتري ترموفیلوس آکواتیکوس جداشده از 
توسط جلفاند  1989. از این باکتري در سال ]6[شود یماستفاده 

پلی مراز استفاده شد و در سال  Taqو همکاران براي ساخت 
مورداستفاده قرار گرفت  PCRتوسط مولیس و همکاران در  1990

در ابتدا به این صورت بود که براي القاي  PCR. سازوکار انجام ]6[
دماهاي موردنظر در مراحل مختلف جداسازي، اتصال و طویل 

زمانی معین استفاده سازي از ظروف آب گرم بن ماري براي مدت
بودن، با خطاي بسیاري نیز بر شد که این امر علاوه بر زمانیم

. این شیوه قدیمی با پیشرفت علم، جاي خود را به ]7[همراه بود 
داد تا علاوه برداشتن صرفه اقتصادي، از  PCRي جدید هادستگاه

لاوه . بدین ترتیب، ع]8[سرعت و دقت بالایی نیز برخوردار باشد 
ننده ي کد کهاژنها امکان ردیابی مولکولی يباکتربر شناسایی 

. ژن عامل مقاومت به متی ]9[عوامل مختلفی نیز میسر شد 
) tst( ینتوکس) و ژن عامل توکسین سندروم شوك mecA( یلینس

یی هستند که در باکتري استافیلوکوك اورئوس با هاژناز جمله 
. سازوکار اصلی ]10[ت تشخیص اس ی قابلراحتبه PCRروش 

مقاومت به متی سیلین در استافیلوکوك اورئوس وابسته به تولید 
که میل ترکیبی کمی با بتا لاکتام ها  است PBP2پروتئینی به نام 

 منجر mecA ژن شود.یمداشته و سبب مقاومت به بتا لاکتام ها 
کد شدن این پروتئین و در نهایت منجر به بروز استافیلوکوك  به

روي  mecA. ژن ]11[شود یماورئوس هاي مقاوم به متی سیلین 
یک المنت ژنتیکی سیار قرار دارد که به آن کاست کروموزومی 

mec  عمدهاز آن جایی که بخش  .]11[گویند یماستافیلوکوکی 
 ها حامل این باکتري در پوستیمارستانبیی از کارکنان شاغل در ا

ین راحتی به سایرتوانند آن را بهیمو قسمت بینی خود هستند، 
 TSST-1هاي خطرساز مولد یهسومنتقل کرده و سبب گردش 

واسطه عناصر متحرك به tst. از طرفی، انتقال افقی ژن ]12[شوند 
هاي یهوسبیوتیکی بین ژنتیکی در کنار گردش مقاومت آنتی

 تواند باعث بروز مشکلات زیادي در سیریماستافیلوکوك اورئوس 
با  PCR. روش ]13[زایی شود درمان و افزایش میزان بیماري

شده، در کنار سرعت و دقتی که دارد، استخراج DNAاستفاده از 
مالی اضافه به محقق،  هايینهدر برخی موارد علاوه بر تحمیل هز

سازي . یکی از این مراحل، آمادهدهدیسرعت کار را نیز کاهش م
 جوشاندن، يهاروش هب . این کار معمولاًاست DNAو استخراج 

 .]13[ شودیمانجام  استخراج هايیتاستفاده از فنل کلروفورم و ک
و دریافت  PCRبراي رسیدن به بالاترین ضریب همانندسازي 

قرار داد  مدنظراستخراجی را  DNAبهترین قطعه باید کیفیت 
ي متفاوتی از جمله هاروش DNA. از این رو براي استخراج ]14[

جوشاندن، فنیل کلروفوم، رسوب با اتانول، استفاده از دترجنت ها 

. هر یک از این ]15[هاي استخراج مطرح است یتکو استفاده از 
هاي جانبی، ینههزیر بودن و تحمیل گوقتعلاوه بر  اهروش

. روش فنیل ]13[داراي مشکلات و معایب زیادي نیز هستند 
کلروفوم علاوه بر کند بودن، به دلیل سمی و خطرناك بودن ماده 

غیر ایمن بوده که کار کردن با آن در  مورداستفاده، یک روش
. روش رسوب با ]15[ود شیممدت باعث بروز مشکلاتی طولانی

تواند با انتقال اتانول در مراحل نهایی باعث بروز یماتانول نیز 
. همچنین ]14[خطا و حتی از بین رفتن محصول نهایی شود 

گیر بودن، کیفیت به نسبت روش جوشاندن نیز به دلیل وقت
اما از طرف ؛ ]16[دهد یمشده ارائه استخراج DNAپایینی از 

تخراج توان بدون انجام اسیمي باکتریایی هاژندیگر، براي تکثیر 
DNA  در  هاآنهاي تازه کشت داده و تلقیح یکلنو با استفاده از

حله با حذف مریافت. مخلوط نهایی، به نتایج قابل قبولی دست
را هنگام مطالعه روي  PCRسرعت انجام  توانیم DNAاستخراج 

اسایی شن يها بالا برد و از این زمان براتعداد بسیار زیادي از نمونه
در مواردي که محقق قصد شناسایی . ]16[ استفاده کرد تریشب

 Multiplexزمان را دارد، بهتر است از روش صورت همچند ژن به

PCR  .در این روش از چند جفت پرایمر اختصاصی استفاده شود
مزیت  .شودیاستفاده م زمانطور همبه مختلف يهابراي هدف

زمان چندین ژن با کمترین مواد مصرفی این روش، مطالعه هم
هاي یتمزجویی در زمان نیز یکی دیگر از است. همچنین صرفه

از جمله استافیلوکوك اورئوس  هايدر برخی باکتراین روش است. 
 هايیمستقیم و برداشت از کلن PCRبا استفاده از روش  توانیم

را حذف کرد. هدف از انجام این  DNAباکتریایی، مرحله استخراج 
در  mecAو  femA ،tstي هانژتکثیر  مطالعه، بررسی نتایج

بر پایه روش  مستقیم PCRدو روش  استافیلوکوك اورئوس با
Multiplex و PCR  با استفاده ازDNA شده با کیت استخراج
تا در صورت مثبت بودن، بتوان در زمان و  استاستخراج 

 جویی را انجام داد.جانبی حداکثر صرفه هايینههز
 

 روش کار:
 هايباکترجداسازي و ایزوله کردن 

شامل خون،  شدهآوريي جمعهانمونهاي، یسهمقا -در این مطالعه 
ادرار، خلط، بزاق، تراشه، خون، زخم، ترشحات، آبسه و ... (معیار 

) از بیماران بستري در مراکز درمانی هانمونهورود باکتریایی بودن 
آوري و توسط محیط شهر زاهدان در مدت شش ماه جمع

شناسی آلمان) به آزمایشگاه میکروب BHI )Merckترانسپورت 
مان تا ز هانمونهدانشگاه علوم پزشکی زاهدان منتقل شدند. این 

درجه نگهداري شدند. در  -20کشت اولیه درون فریزر با دماي 
 5آلمان) با  Merckروي محیط بلادآگار ( هانمونهردنظر، زمان مو

 هاي گرم مثبت توسطرصد خون گوسفند کشت داده و کوکسید
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از  آمده با استفادهدستآمیزي گرم جداسازي شدند. کلنی بهرنگ
 Manitholکاتالاز،  هاي بیوشیمیایی اولیه مانند کوگولاز،یشآزما

Salt Agar  ساخت)Merk  ،(آلمانDNAs  ساخت)
Sigmaalderich  (ي هانمونهغربالگري شده و آمریکا

براي  هتأییدشدهاي یکلناستافیلوکوك اورئوس جداسازي شدند. 
 انجام مراحل بعدي مورداستفاده قرار گرفتند.

 
 DNAاستخراج 

ژنومیک مراحل زیر انجام شد.  DNAمنظور استخراج به
گراد روي محیط درجه سانتی -20شده در هاي بالینی ذخیرهیزولها

Blood Agar  ساخت)Merck (کشت داده شدند و در دماي آلمان 
ساعت انکوبه شدند. سپس یک  24گراد به مدت سانتی درجه 37

 LBت لیتر محیط کشیلیم 5شده به کلنی از هر ایزوله کشت داده

Broth اخت (سMerck ًدرب دار  يهالوله درون آلمان) که قبلا
ها تقسیم و شماري گذاري شده بودند، یزولهااي به تعداد یشهش

گراد انکوبه درجه سانتی 37ساعت در دماي  20تلقیح و به مدت 
از  هالوله)، ساعت 20شد. بعد از سپري شدن زمان موردنظر (

سی از محیط کشت حاصل، درون یس 5/1انکوباتور خارج شد. 
یکی ریخته و مراحل پلاست 5/1هاي درب دار  میکروتیوب

ژنومی با استفاده از کیت استخراج شرکت سینا  DNAاستخراج 
) بر اساس پروتکل شرکت سازنده انجام Cat. No.PR881614ژن (

 شده،استخراج هاي DNA سنجیکیفیت و کار ییدتأ شد. براي
 موردها آن OD شده،استخراج هاي DNA سازي رقت با ابتدا

 لاندا 5 میزان به DNA محصولات همچنین گرفت. قرار خوانش
آمریکا)  Thermo(ساخت شرکت  Loading dye با ترکیب از بعد

هاي حاصل تا  DNAشد.  بارگذاري آگارز یک درصد ژل روي
 سازي شدند.ذخیره -20در دماي  PCRزمان انجام آزمایش 

 
 استخراج DNAبا  PCRسازي پرایمرها و انجام آماده
 شده
پرایمرهاي زیر  از tstو  femA ،mecA يهاژن شناسایی براي

 آورانفناستفاده شد. همه پرایمر ها که از شرکت زیست 
شده بودند، بعد از اضافه کردن آب مقطر لیوفیلیزه (با خریداري

شده توسط شرکت سازنده پرایمر)، رقت اولیه توجه به حجم تعیین
 صورت جداگانه رقترایمر ها بهپیکومولار تهیه و سپس از پ 100
شده توسط استخراج DNAبا استفاده از  PCRیکومولار براي پ 15

 ).1جدول کیت تهیه شد (

 
 هاآنلیست پرایمرهاي مورداستفاده به همراه مشخصات : 1جدول 

 

 مرجع ي موردنظرهاژن توالی پرایمرهاي مورداستفاده (bp) طول ژن
132 AAAAAAGCACATAACAAGCG 

GATAAAGAAGAAACCAGCAG 
femA Manisha Mehrotra  16[و همکاران[ 

163 ACTGCTATCCACCCTCAAAC 
CTGGTGAAGTTGTAATCTGG 

mecA Manisha Mehrotra  16[و همکاران[ 

326 AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT 
G CAA AGC GCG TAA CCG GATTGG 

tst Manisha Mehrotra ] 16و همکاران[ 

 
از محلول  یترل یکروم PCR Multiplex ،50انجام واکنش  براي

 از هر یترل یکروم یک الگو، DNAاز  یترل یکروم یک نهایی شامل
 از مستر میکس یترل یکروم 5/12پیکومولار و  10 پرایمر با غلظت

2x and 1.5 mM MgCl2  شرکت)Ampliqon  (حاويآلمان 
Tris-Hcl PH8.5, (NH4) SO4, 3mM Mgcl2, 0.2%Tween20 ،

4/ MmdNTP 4 ،2/0 unit Ampliqon polymeras ،2/0 unit 

Ampliqon polymeras ،Insert red dye and stabilizer  استفاده
براي رساندن به حجم نهایی از آب مقطر دیونیزه استفاده شد. . شد

فی استفاده عنوان کنترل منالگو به DNAفاقد  PCRاز مخلوط 
 ،femAي هابراي ژن Multiplex PCR مایش. سپس آز]14[ شد

mecA  وtst با استفاده از دستگاه ترموسایکلر )BioRad  ،(آمریکا
دقیقه،  5 مدته گراد بدرجه سانتی 95شامل دناتوراسیون اولیه در 

دقیقه، مرحله  2مدت ه درجه ب 94سیکل دناتوراسیون در دماي  35

دقیقه و  2 مدتبه گراد درجه سانتی 57در دماي اتصال پرایمر 
 یک مدته گراد بدرجه سانتی 72تکثیر قطعه هدف در دماي 

براي انجام الکتروفورز، در  PCRدقیقه انجام گرفت. محصولات 
 گراد نگهداري شدند.+ درجه سانتی4با دماي  یخچال

 
 با استفاده از کلنی مستقیم PCRانجام 

 يوخطاهاآزمونبه دلیل نبود یک پروتکل مصوب و قطعی، با 
متعدد بهترین نتیجه از موارد زیر به دست آمد. در ابتدا رقت 
مناسبی از رقت اولیه تهیه شد. در این روش غلظت پرایمر 

پیکومولار افزایش داده شد. براي انجام واکنش  25مورداستفاده تا 
PCR جاي استفاده از مستقیم، بهDNA  الگو و انجام مراحل

هاي باکتري تازه کشت یکلنمختلف استخراج، یک عدد از 
ده تلقیح ششده را با فیلدوپلاتین برداشته و داخل میکس آمادهداده
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شد. در این روش براي به حداقل رساندن خطاهاي احتمالی از 
 آلمان) براي Merck(ساخت  Muller Hinton agarکشت محیط 

ي و برداشت کلنی تک استفاده شد. همچنین ایزوله کردن باکتر
ثانیه میکس نهایی ورتکس  10براي بهتر حل شدن کلنی به مدت 

سازي میکس نهایی، حجم نهایی را مطابق با روش شد. براي آماده
 یتر از هرل یکروم جاي یکیتر رسانده و بهل یکروم 50اول به 
ش دمایی واکنمیکرو لیتر اضافه شد و با همان سیکل  3پرایمر، 

 انجام گرفت.
 

 درصد 3الکتروفورز روي ژل آگارز 
 الکتروفورز درصد 3آگارز  ژل در PCR محلول از میکرو لیتر پنج
 ساخت( Gel Red محلول میکرو لیتر 5 آن به ژل تهیه هنگام. شد

Biotium دستگاه توسط نهایی نتیجه. شد اضافه) آمریکا Gel 

Documentation system CCD )مدل CCD-Tab1 ساخت 
 bp100 مارکر از. شد تهیه عکس آن از و بررسی) ایران کیاژن

 باند شناسایی براي) آمریکا Thermofisher شرکت(فرمنتاز 
 PCR نتایج حاصل از تعیین توالی آزمون. شد استفاده موردنظر

 رداستفادهمو نتایج سایر با مقایسه طلائی براي استاندارد عنوانبه
 .گرفت قرار

 
 هاوتحلیل دادهتجزیه
و با  16نسخه  SPSSافزار از نرم آمده با استفادهدستنتایج به
فراوانی، درصد و میانگین) (آمار توصیفی  يهاروشکمک 

 شدند.وتحلیل تجزیه
 

 یافته ها:
مستقیم با استفاده از کلنی باکتري،  PCRروش  ،در این تحقیق

 اورئوس با موفقیت انجام شد و براي وسدر باکتري استافیلوکوک
 DNAبا استفاده از  PCRآمده از واکنش دستمقایسه نتایج به

، femA يهاشده با کیت استفاده شد. در هر دو روش ژناستخراج
mecA  وtst  جفت بازي بود 326و  163، 132با طول باندهاي ،

مجموع ). در این بررسی از 2و  1تصویر ( با موفقیت تکثیر شدند
 69مختلف،  يهاجداشده از نمونه وسایزوله استافیلوکوک 130

شده با کیت از استخراج DNAبا استفاده از  PCRایزوله با روش 
یزوله با ا 68 نظر مقاومت به متی سیلین مثبت شدند. همچنین

در  .مستقیم مقاوم به متی سیلین شناخته شدند PCRروش 
هاي استافیلوکوك اورئوس یهسودر  tstو  mecAي هاژنگزارش 

مقاوم به متی سیلین تفاوت در دو روش مورداستفاده دیده شد. در 
ئوس ي استافیلوکوك اورهانمونهاین بین، آزمون تعیین توالی همه 

استاندارد طلایی در نظر گرفته  عنوانبهی موردبررسي هاژنبراي 
ی گشد. با توجه به نتایج حاصل از تعیین توالی، حساسیت و ویژ

ي مختلف به دست آمد. در روش استخراج با استفاده از هاروش
و  tst 2/84%و  mecAکیت حساسیت و ویژگی به ترتیب براي 

شد. حساسیت و ویژگی روش  حاصل %98و  07/96%، 55/98%
PCR  ي هاژنمستقیم هم برايmecA  وtst  به ترتیب هم

جدول آمد (به دست  %96/96و  %34/94و  %13/92و  81/98%
با  شاناورئوس بودناستافیلوکوك که  هایییزولههمه ا). 2

مستقیم و  PCR يهافنوتیپی تأییدشده بود، با روش يهاروش
PCR  با استفاده ازDNA شده با کیت داراي ژن استخراجfemA 

ایزوله  12 با دو روش ذکرشده، tstبودند. همچنین در بررسی ژن 
شده با کیت مثبت استخراج DNAبا استفاده از  PCRبا روش 
را نشان  tstمستقیم حضور ژن  PCRایزوله با روش  9 شدند و

منظور تعیین یک استاندارد در این بررسی به). 2(جدول  دادند
ي مورداستفاده، همه محصولات هاروشطلایی در مقایسه 

تعیین توالی شدند.  مطالعه موردي هاژنآمده از تکثیر دستبه
ت در سای وتحلیلتجزیهها، بعد از یتوالاین  Blast نتایج حاصل از

NCBI  ایزوله  78مورد مطالعه، ي هاژنمشخص کرد که براي
و  mecAبراي ژن  )87 /17(ایزوله  femA، 69ژن براي  )100%(

 مثبت هستند. tstبراي ژن  )%53/01( ایزوله 13
 

 با استفاده از کیت استخراج PCRمستقیم و  PCRهاي حساسیت، ویژگی و ارزش اخباري منفی و مثبت آزمایش :2جدول 

 
 

 (%) ارزش اخباري منفی (%) ارزش اخباري مثبت )%( ویژگی )%( حساسیت آزمایش

TST mecA TST mecA TST mecA TST mecA 
 %98 %85/98 %8/99 %58/97 %98 %07/96 %55/98 %2/84 با استفاده از کلنی مستقیم PCRروش 
شده با استخراج DNAبا استفاده از  PCRروش 
 کیت

81/89% 13/92% 34/94% 96/96% 98/95% 100% 35/96% 100% 
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مستقیم با استفاده از  PCRبا  TST سندروم شوك توکسیک 1 و توکسین mecA عامل مقاومت به متی سیلین يها: نتیجه ژل الکتروفورز تکثیر ژن1تصویر 
کنترل  :11مستقیم، چاهک  PCRصورت : کنترل مثبت به10صورت مستقیم، چاهک باکتري و به هايیبا استفاده از کلن PCR: 1-9 يهاچاهک باکتري. هايیکلن

 .bp100مارکر  :Mمنفی. چاهک 
 
 

 
 

شده با استخراج DNAبا  PCRبا  TST سندروم شوك توکسیک 1 و توکسین mecA عامل مقاومت به متی سیلین يها: نتیجه ژل الکتروفورز تکثیر ژن2تصویر 
شده با استخراج DNAبا  PCR صورتبه: کنترل مثبت 10چاهک شده با کیت. استخراج DNAبا استفاده  PCR :1-9 يهاچاهک استفاده از کیت استخراج.

 .bp100مارکر  :Mکنترل منفی. چاهک  :11استفاده از کیت، چاهک 
 
 

مستقیم در  PCRو  توسط کیت استخراج شدهاستخراج DNAبا استفاده از  PCRآمده از دو روش دستبه TSTو  femA ،mecAي هاژنفراوانی . 2جدول 
 وس اورئوساستافیلوکوکبالینی  يهانمونه

 

 سیلین به روشوس اروئوس مقاوم به متی استافیلوکوک PCRنوع آزمایش 
 n=78تعداد (درصد)،  فنوتیپی

وس حساس به متی سیلین به روش استافیلوکوک
 n=52تعداد (درصد)،  فنوتیپی

femA mecA TST femA mecA TST 
PCR 84/3( 2 0 )%100( 52 )%53/11( 9 )%87/ 17( 68 )%100( 78 مستقیم%( 
PCR  با استفاده ازDNA 84/3( 2 0 )%100( 52 )%38/15( 12 )%88 /46( 69 )%100( 78 شدهستخراجا%( 
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 :بحث
در سال  ییبعد از شناسا سیلینیمقاوم به پن يها لوکوكیاستاف

مقاوم  زین یبتالاکتام هايبیوتیکیآنت ریمرور به سا، به1950
مقاومت کامل به  با دیجد هايیهسو 1975که تا طوريشدند، به

 یه متاورئوس مقاوم ب لوکوكیظهور کردند که استاف نیلیس یمت
 يهادو ژن هر ای و یکیحامل  هایهسو نی. ا]2[ نام گرفتند نیلیس

mecA  ایو mecC حت ت یخاص نیکه با کد کردن پروتئ هستند
PBPs يریجلوگ يبه باکتر یهاي بتالاکتامبیوتیکاز اتصال آنتی 

س اورئو لوکوكیمنجر به بروز استاف mecA. حضور ژن ]4[کند یم
 کی يبر رو mecA. ژن ]23[شود یم نیلیس یمقاوم به مت يها

 mec یقرار دارد که به آن کاست کروموزوم اریس یکینتالمنت ژ
 يباکتر نیدر کنار بروز مقاومت، ا .]4[ گویندمی یلوکوکیاستاف
 ن،یتوکس لیاز قب یزاي مختلفعوامل بیماري دیتول ییتوانا
عوامل  یو برخ یخارج سلول هايیمآنز ،یهاي سطحژنآنتی

د را دار لمیوفیبنام ب يدیساکار یوابسته و متصل به کپسول پل
هاي  تولید کننده توکسین اورئوس لوکوكیاز استاف هايیهسو.]9[

سوپرآنتی ژن می توانند در افراد بستري در بیمارستان مشکلات 
زیادي را ایجاد کنند. اهمیت این موضوع زمانی پررنگ تر می 

 يادیز اریمدت بسافرادي که  ایو  یدچار سوختگ افراددر  شود که
اي کسین زسویه هاي تو، گذردیم مارستانیها در بآن ياز بستر

ر تري را ددیشد ینیتظاهرات بال، استافیلوکوك هاي اورئوس
وست، پ شدنیبه فلس توانیم اردمو نی. از اکنندمیایجاد  بیماران
این .]16[اشاره کرد عیوس يرهایو ظهور که يقرمز ،يزیپوسته ر

هاي شدید واکنششود بر اثر ورود توکسین و مورد باعث می
که سیستم ایمنی بیمار شدیداً درگیر ایمونولوژي، علاوه بر این

 تر موارد، اینشود، روند درمان بیماري هم کند شود. چون در بیش
. با وجود چنین ]16[کندصورت ثانویه ایجاد بیماري میباکتري به

و  ژنیکشرایطی در تشخیص اولیه توکسین هاي سوپرآنتی
هاي هاي خطرساز، وجود روشموقع سویههاهمیت تشخیص ب

شود. هاي عامل توکسین شدیداً احساس میژنوتیپی و ردیابی ژن
سندروم  1-، مولد توکسینtstتوان به ژن ها میاز جمله این ژن

شوك توکسیک اشاره کرد که باعث بروز سندروم شوك توکسیک 
از جمله . این ژن ]17[شود در بیماران آلوده به استافیلوکوك می

هاي لازم براي هاي کروموزومی مسئول کد کردن پروتئینژن
ساخت توکسین مذکور بوده و حضور آن مؤید توکسین زا بودن 

 باکتري است.
وسط هاي ترشحی تها و پروتئینبراي مطالعه روي میکروارگانیسم

 شان برايخصوصیات ذاتی و یا اکتسابیها و پی بردن به آن
هاي مبتنی بر توان از روشتر، میبیش بندي و شناختطبقه

ترین . یکی از بهترین و سریع]12[بررسی ژنوم استفاده کرد 
هاي کد کننده این هاي ممکن براي این کار، شناسایی ژنروش

عوامل است که با حساسیت بسیار بالا و خطاي اندك، تشخیص 
توان می Multiplex PCR. با روش ]18[کند میاطمینان را قابل

زمان مورد مطالعه قرار داده و اطلاعات دقیق طور همچند ژن را به
ها به دست آورد. این روش علاوه بر داشتن حساسیت و از آن

هاي قدیمی در شناسایی ویژگی بسیار بالا نسبت به روش
ها، از سرعت خوبی هم برخوردار است. خصوصیات میکروارگانیسم

ها و ین روش در تشخیص باکتريبالا بودن حساسیت ا
طلب، مانند هاي فرصتهاي وابسته به باکتريعفونت

توانند تر مواقع میاستافیلوکوکوس اورئوس که در بیش
ر و تواند نقشی بسیار مؤثزایی شدیدي را ایجاد کنند، میبیماري
. این در حالی است که با افزایش ]19[کننده داشته باشد تعیین

هاي مقاوم در استافیلوکوکوس اورئوس، روزافزون سویه
هاي مقاوم به متی سیلین و تهدید برانگیز بودن خصوص سویهبه

یص سریع و جلوگیري از آن در مقابل درمان، براي تشخ
اطمینان روي هاي سریع و قابلهاي وسیع باید به روشاپیدمی
 وکوکوس. همچنین توکسین هاي وابسته استافیل]19[آورد 

زایی باکتري را افزایش داده و گاهی توانند بیمارياورئوس نیز می
هاي ایجادشده توسط . از جمله بیماري]20[مواقع خطرساز شوند 

توان به سندرم شوك توکسیک توکسین هاي باکتریایی می
)TSS اشاره کرد که توسط باکتري استافیلوکوکوس اورئوس (

توان به ترین نکاتی که می. همچنین از مهم]21[شود ایجاد می
مستقیم  PCRتوسط روش  mecAآن اشاره کرد شناسایی ژن 

هاي است. این ژن یک شناساگر بسیار مهم در شناسایی سویه
توان از آن براي تعیین هویت قطعی مقاوم بوده و می

 تواند دراستافیلوکوکوس اورئوس استفاده کرد که بدین ترتیب می
هاي طولانی بیوشیمیایی و فنوتیپی مفید باشد. منسوخ کرد روش

وامل توان عهاي فنوتیپی و سرولوژیکال نمیبا استفاده از روش
هاي وابسته به استافیلوکوکوس هاي مقاوم را ایجادکننده عفونت

. با ]22[سرعت تشخیص داد و عامل پاتوژن را از بین برد به
زا، از هاي ذاتی یا اکتسابی باکتري بیماريمشخص کردن ویژگی

بیوتیک و تولید توکسین هاي داشتن مقاومت به آنتی جمله
رین تتوان در کمترین زمان ممکن با تجویز مناسبخطرناك، می

موقع و کم ترین دز ممکن، علاوه بر درمان بهدارو در مناسب
هاي گسترده به دلیل کردن خطر ناشی از عفونت، از بروز مقاومت

. اگرچه ]23[رد تشخیص غلط و تجویز اشتباه نیز جلوگیري ک
PCR وش ساده، آسان و در دسترس براي تکثیر ژنوم است، یک ر

گیر است، نیاز دارد. که یک مرحله وقت DNAاما به استخراج 
نتایج مطالعه حاضر بیانگر این مطلب است که در برخی موارد 

تر از مستقیم کمی ضعیف Multiplex PCRباندهاي حاصل از 
ر این زمینه بودند. د DNAبا استفاده از  Multiplex PCRباندهاي 

شده است که نتایج این مطالعات با مطالعه مطالعات متعددي انجام
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با  1996حاضر یکسان است. لیچ تنستیگر و همکاران در سال 
مستقیم  PCRمطالعه روي باکتري پاستورولا مولتی سیدا با روش 

نشان دادند که این روش براي شناسایی توکسین هاي این 
اده قرار بگیرد و در کنار داشتن ارزش تواند مورداستفباکتري می

تشخیصی مناسب، مشخص کردند که این روش در کنار 
هایی مانند الیزه و تزریق یک دز کشنده توکسین به موش، روش

ناکآو  .]24[داراي سرعت، دقت و ارزش اخباري قابل قبولی است 
و همکاران هم طی یک مطالعه روي توکسین هاي دیفتري با 

، مشخص کردند که این 1997مستقیم در سال  PCRاستفاده از 
روش داراي حساسیت قابل قبولی براي تشخیص سم دیفتري 

هاي بالینی را از نظر حضور ژن توان توسط آن نمونهبوده و می
tox امل تولید سم دیفتیري است مورد ارزیابی مولکولی قرار که ع
. همچنین واقان و همکاران طی یک مطالعه در سال ]25[داد 

مستقیم براي ارزیابی باکتري اشریشیاکلی  PCRاز روش  2003
 دهنده تطابق این روش بااستفاده کردند که نتایج حاصل نشان

آمده در دستدهاي بهبوده و بان DNAروش مبتنی بر استخراج 
. انگلس و ]26[هر دو روش تقریباً یکسان و قابل استناد هستند 

مستقیم ردیابی  PCRبا استفاده از  2003همکاران در سال 
. در ]27[هاي کمپیلوباکتر را موردبررسی قراردادند مولکولی گونه

وان حال و همکاران با مطالعه مولکولی روي  2007سال 
استافیلوکوك هاي مقاوم به متی سیلین نشان دادند که روش 

PCR تواند یک روش مناسب در تشخیص این باکتري مستقیم می
ن روش علاوه بر کاهش که حساسیت و ویژگی ایطوريباشد، به

. ]28[درصد گزارش شد  80ملاحظه بار مالی، بیش از قابل
توان با حذف مرحله مطالعات مشابه هم مؤید این امر است که می

استخراج و استفاده مستقیم از کلنی باکتري، سرعت کار را بدون 
. در مطالعه احسنی و همکاران در سال ]29[افت دقت، بالا برد

مستقیم براي  PCRتوان از روش مشخص شد که می 1391
هاي عامل توکسین در کلستریدیوم دیفیسیل استفاده مطالعه ژن

ر این آمده ددستکرد. این مطالعه نشان داد که کیفیت باندهاي به
با استفاده از  PCRآمده در روش دستروش با کیفیت باندهاي به

DNA 14[شده کاملاً برابر هستند استخراج[. 
مستقیم  PCRشده است که روش در برخی از مطالعات نشان داده

 استفاده است، درکه در مطالعات باکتریایی قابلعلاوه بر این
 تواند کاربرد داشته باشد. براياکتریایی نیز میمطالعات غیر ب

مشخص کرد  2009نمونه، مطالعه نیشیمارو و همکاران در سال 
مستقیم از ویژگی و حساسیت مناسبی براي  RT-PCRکه 

) برخوردار Norwalk virusشناسایی ویروس نوروالک ویروس (
شود از این روش براي بررسی حضور ویروس است و حتی می

. علاوه بر ]30[ک وویروس در مدفوع نیز استفاده کرد نوروال
مطالعات فوق و همچنین تحقیق حاضر، عدم بررسی این روش 

ها با ساختارهاي متفاوت و الگوي هاي در سایر باکتري
 شود.فرد خود، دیده میمنحصربه

 

 :گیرينتیجه
خی بودن بر ینهپرهز سو واز یک آمدهدستبا توجه به نتایج به 
 روشگیر بودن این و همچنین وقت DNAاستخراج  هايیتک

مستقیم  PCRها در حجم بالا، استفاده از روش براي بررسی نمونه
 يهابسیار مفید باشد. علاوه بر این، برخی روش تواندیم

 دفراینمواد مورداستفاده در  گذاشتن باقی ه دلیلب ،استخراج
 DNAپایداري  بدي روي کیفیت و یرتأثممکن است استخراج، 

با خطا و یا حتی را و نتایج بررسی  گذاشته در مراحل نهایی
چند ژنی بودن و  باوجوددر این پژوهش،  شکست مواجه کنند.

مراتب معمولی کیفیتی به PCR حذف کیت، استخراج با روش
ی با توجه به نتایج قابل قبول بالاتر و بهتر به دست داد. همچنین

، ردشده دااستخراج DNAبا  PCRکه این روش نسبت به روش 
، شده استها اثباتکه در مواردي که قطعیت آن شودیتوصیه م

 استفاده شود. PCR هايیشاز کلنی مستقیم براي انجام آزما
 

 :تشکر و قدردانی
این پژوهش مصوب شوراي پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی 

 ت.اس 7152با کد کمیته اخلاق به شماره  1394زاهدان در سال 
 

 :تعارض منافع
ار این یف و یا انتشتألنویسندگان هیچ تعارض منافع با توجه به 

 .اندنکردهمقاله اعلام 
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Abstract  
Introduction: 
Polymerase Chain Reaction (PCR) is an accurate and sensitive test in molecular assays. DNA extraction 
has always been a time-consuming stage before conducting PCR and can be eliminated to significantly 
save time and costs. The present study was conducted to compare direct PCR and the PCR with template 
DNA extraction in detecting TST, femA and mecA. 
Materials and Methods: 
In the present study, clinical isolates of Staphylococcus aureus (S. aureus) which were biochemically 
confirmed were assessed using direct PCR of colonies of S. aureus cultured on Muller Hinton agar and 
PCR with DNA extraction kits for TST and mecA. Three specific primers were used for these genes 
and the sequencing of all the samples was considered the gold standard. 
Results: 
The 326-bp TST and 163-bp mecA were successfully amplified using direct PCR and PCR with DNA 
extraction, which was associated with toxins and resistance to methicillin. All the samples were found 
to be femA-positive in both methods. In direct PCR, 68 (87.17%) isolates were found to be mecA-
positive and 9 (11.53%) TST-positive. In PCR with DNA extraction kits, 69 (88.46%) isolates were 
found to be mecA-positive and 12 (15.38%) TST-positive. 
Conclusions: 
According to the results obtained, direct PCR is recommended to be used as a time and cost effective 
method of identifying S. aureus. 
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