
 

 

Majallah-i mīkrub/shināsī-i pizishkī-i Īrān. شناسی پزشکی ایرانمجله میکروب 

22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Determination of PCR-ELISA Diagnostic Value in Comparison With Classical 

Methods and PCR to Detect Resistance to Methacillin 
 
 

Susan Rezavand1, Jafar Amani2*, Neda Akbari1, Hamid Reza Mohajerani1, 

Shahram Nazarian3, Hamideh Mahmoodzadeh Hosseini2, Mehrdad Moosazadeh Moghaddam4 
 

1. Department of Biology, Faculty of Basic Sciences, Arak Branch, Islamic Azad University, Arak, Iran 

2. Applied Microbiology Research Center, Systems Biology and Poisonings Institute, Baqiyatallah University of Medical Sciences, Tehran, Iran 

3. Department of Biology, Faculty of Basic Sciences, Imam Hussein University, Tehran, Iran 

4. Applied Biotechnology Research Center, Baqiyatallah University of Medical Sciences, Tehran, Iran 

 

Article Information 
 

 

 

 

 

Abstract 
 

Article Subject:  

     Molecular Microbiology 

 
DOI: 10.30699/ijmm.13.1.22  

 

Background and Aims: High prevalence of Methicillin Resistant Staphylococcus Aureus 

isolates (MRSA) as well as the multi-drug resistance in this bacterium causes difficulties in the 

treatment of infections due to these bacteria. Hence, detection of MRSA isolates by rapid and 

accurate methods is necessary. PCR-ELISA is an accurate and molecular technique that is used for 

the detection of several pathogens. The aim of this study is the detection of MRSA using PCR-

ELISA. 

Materials and Methods: Specific primers for mecA gene were designed. Then, dNTP 

labeled with Digoxigenin was applied for amplifying mecA gene. DIG-labeled PCR products were 

seeded on the well coated streptoavidin and identified by anti-DIG–peroxidase conjugate. 

Furthermore, Biotin-labeled DNA probe specific for mecA gene was used. Sensitivity and 

specificity of the method was determined. Resistance to methicillin among 70 clinical isolates was 

determined by the disk diffusion, agar dilution and PCR-ELISA methods.  
Results: MecA gene of S. aureus was amplified using gene specific primers resulted in a 

fragment with 310 bp length. Findings from the PCR-ELISA technic showed no cross-reactivity 

with Klebsiella Pneumoniae, Bacillus subtilis and Esheriashia coli as control bacteria and its 

sensitivity was 0.5 ng. The prevalence of MRSA clinical isolates by the disk diffusion, agar 

dilution and PCR-ELISA methods was 60%, 58.5% and 60%, respectively. 
Conclusion:The PCR-ELISA technique was known as an accurate and rapid test for the 

detection of infection agents using their specific gene. This technic can applied as an appropriate 

alternative method for time-consuming, less sensitive and expensive techniques such as Real-time 

PCR and differential biochemical tests which are currently used in laboratory.  
 

Keywords: Staphylococcus aureus, Antibiotic resistance, PCR-ELISA, mecA gene 
 
 

 

Received: 2017/12/19         Accepted: 2019/06/22     Available online: 2019/07/01 

Corresponding author: 
 

Dr. Jafar Amani  

Applied Microbiology Research 

Center, Systems Biology and 

Poisonings Institute, Baqiyatallah 

University of Medical Sciences, 

Tehran, Iran 

Email:  
jafar.amani@gmail.com 

 

 

Use your device to scan 

and read the article online 

 
Copyright © 2019 Iranian Journal of Medical Microbiology. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License 

(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited. 

How to cite this article: 

 

 

Iranian Journal of Medical Microbiology 

Iran J Med Microbiol: Volume 13, Number 1 (March - April) 

www.ijmm.irJournal homepage:  

 

Original

Article 

Rezavand S, Amani J, Akbari N, Mohajerani H R, Nazarian S, Mahmoodzadeh H et al . 

Determination of PCR-ELISA Diagnostic Value in Comparison With Classical Methods and 

PCR to Detect Resistance to Methacillin. Iran J Med Microbiol. 2019; 13 (1) :22-31 

http://dx.doi.org/10.30699/ijmm.13.1.22
mailto:jafar.amani@gmail.com
http://www.ijmm.ir/


 

23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
های شناسایی سویه برای PCR کلاسیک و هایروشنسبت به  PCR-ELISA ارزش تشخیصی تعیین
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یجاد امقاوم هستند و همچنين  سيلينمتیبيوتيک كه به آنتی استافيلوكوكوس اورئوسهاي ایزولهبالاي شيوع و هدف:  زمینه

 شناسایی به همين خاطر. مشکل مواجه كرده استهاي ناشی از این باكتري را با ، درمان عفونتدر این باكتري مقاومت چند دارویی

هاي است كه براي شناسایی باكتري یروش مولکولی دقيق PCR-ELISAاست. ضروري  سریع و دقيق هايروش اب MRSA هايسویه

 PCR-ELISA با روش سيلينمقاوم به متی استافيلوكوكوس اورئوسشناسایی باكتري  مختلفی استفاده شده است. هدف از این تحقيق

 است.

دیگوكسی دارشده به همراه نشان dNTP. سپس از شدطراحی  mecAپرایمرهاي اختصاصی مربوط به ژن  ابتدا: کار مواد و روش

بادي آنتیهاي واجد استراپتویدین متصل و با دارشده به كف چاهکمحصولات نشان .داستفاده ش mecAژنين براي تکثير ژن 

استفاده و در  mecAشده با بيوتين براي ژن دارنشاناختصاصی  DNAشناسایی شد. همچنين از پروب  DIGكانژوگه ضدنشان 

دیسک،  انتشار روش با جدایه بالينی 70سيلين در براي این منظور مقاومت به متی نهایت حساسيت و اختصاصيت روش تعيين شد.

  ارزیابی شد. PCR-ELISAآگار دایلوشن و 

ه به قطع آن یک هنتيج تکثير شد كهاستافيلوكوكوس اورئوس  باكتري mecAژن  ،اختصاصی پرایمرهايبا استفاده از : هایافته

، يهكلبسيلا پنومونهاي نشان داد این تکنيک هيچ واكنش متقاطعی با باكتري PCR-ELISAنتایج حاصل از . جفت باز بود 310طول 

 نانوگرم ارزیابی شد. فراوانی 5/0 و همچنين ميزان حساسيت آن ندارد به عنوان كنترلاشریشياكلی و  باسيلوس سوبتليس

 درصد بود. 60و  5/58، 60به ترتيب  PCR-ELISAو  دایلوشن آگار دیسک، انتشار روش با سيلينمتی به مقاوم نیهاي باليجدایه

ژن با استفاده از  زاامل بيماريوشناسایی عبه منظور روشی حساس و دقيق به عنوان  PCR-ELISAتکنيک  گیری:نتیجه

با حساسيت كمتر  ،برهاي زمانجایگزین مناسبی براي تکنيکبه عنوان روش تواند می روشاین ها شناخته شده است. اختصاصی آن

 به كار رود. شوند،استفاده میها كه در آزمایشگاههاي بيوشيميایی افتراقی و تست Real-time PCRو هزینه بيشتر همچون 

 

  mecA ژن ،PCR-ELISAبيوتيکی، ، مقاومت آنتیاستافيلوكوكوس اورئوس: کلمات کلیدی
 

برداری، توزیع و نشر برای استفاده غیرتجاری با ذکر منبع آزاد دسترسی آزاد؛ کپی: شناسی پزشکی ایرانمجله میکروب ©رایت کپی
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مقدمه
ترین عوامل ایجادكننده از جمله مهم استافيلوكوكوس اورئوس 

است و به دليل قدرت هاي بيمارستانی و اكتسابی در جامعه عفونت

یی و مقاومت روز افزون در برابر عوامل ضدباكتریایی به یکی زابيماري

(. این باكتري 2، 1مشکلات بهداشتی مهم در جهان تبدیل شده است ) از

ها را دارد و از طریق توليد انواع توانایی ایجاد طيف وسيعی از بيماري

ها، تظاهرات بالينی مختلفی ها، تهاجم مستقيم و تخریب بافتتوكسين

هاي ها مورد عفونت(. سالانه ميليون4 ،3آورد )میرا پدید 

شود. با توجه به قدرت در سراسر جهان گزارش می استافيلوكوكی

ناسایی شمؤثر براي هاي این باكتري، روشگستردة یی و شيوع زابيماري

حساسيت و اختصاصيت بالایی  ،اي كه در عين سریع بودنآن به گونه

 ي پزشکي ایرانشناسکروبیممجله 

 1398فروردین و اردیبهشت  – 1 شماره – 13سال 

www.ijmm.irJournal homepage:  

مقاله  

 پژوهشي

mailto:Jafar.amani@gmail.com
http://ijmm.ir/
http://www.ijmm.ir/


 سیلینمقاوم به متي استافیلوکوکوس اورئوسهای شناسایي سویه |و همکاران سوسن رضاوند

24 

 

باشد حائز اهميت است. یکی از مشکلات اصلی در بيماريداشته نيز 

بيوتيکی از جمله مقاومت به هاي آنتیز مقاومتزایی باكتري برو

 (.6، 5سيلين است )متی

هاي متعددي براي شناسایی هاي اخير روشهر چند در سال 

 ،هاي بيولوژیکی معرفی شده استدر نمونه استافيلوكوكوس اورئوس

هاي مرسوم براي . روشرا دارندهاي خاص خود ولی هر كدام محدودیت

هاي هاي بالينی، محيطدر نمونه استافيلوكوكوس اورئوستشخيص 

هاي بيوشيميایی و روش آگلوتيناسيون است كشت انتخابی، سنجش

هاي . در حال حاضر روشهستندگير ی پيچيده و وقتهایروشكه 

براي  Real-time PCRو Multiplex PCR  مولکولی همچون روش

 (.9-7شود )استفاده می استافيلوكوكوس اورئوسشناسایی باكتري 

مولکولی زمان شناسایی نمونه حاوي  هايروشبه كمک این 

همچنين . روز تقليل یافته است 5/1روز به حدود  3-4باكتري از 

ی هاي باليندارند و نيازمند كشت نمونهكمی حساسيت  PCRهاي روش

رفه صمقرون بههزینه كه از نظر زمان و هستند تکثير باكتري براي 

  (.10)ت نيس

ي هاباديآنتیهاي مبتنی بر هاي تشخيص، كيتاز دیگر روش

اما از لحاظ زیادي دارند، كه هر چند اختصاصيت هستند منوكلونال 

 PCR-ELISAروش (. 11 ،10) ندهزینه چندان مقرون به صرفه نيست

د حزیرا سرعت و  ؛براي موارد یادشده باشد یجایگزینی مناسبتواند می

اصی هاي اختصمقادیر اندک توالی شناساییقابل قبولی را در  تشخيص

( Digoxigenin) استفاده از دیگوكسی ژنين. آوردژن بيماري فراهم می

 یک روش تشخيص مناسب و غير رادیواكتيوي براي تشخيصنيز 

شده توسط دارنشاندر این روش محصولات  .است PCR محصولات

كونژوگه با آنزیم  DIG ضدبادي آنتیدیگوكسی ژنين به كمک 

(. بر این اساس در تحقيق حاضر روش 12) شودشناسایی می پراكسيداز

PCR-ELISA  روب پیک جفت پرایمر و یک تا با استفاده از  شدطراحی

ژن شده، دارنشان PCRژنين محصولات دیگوكسیاختصاصی به همراه 

mecA  داده شود.تشخيص  استافيلوكوكوس اورئوسباكتري در 

 هامواد و روش
 های کشتو محیطباکتریایي  هاییهسو

 استافيلوكوكوس اورئوس سویه استاندارد باكتريبراي این منظور 

(ATCC33592)  و در محيط مایعشد تهيه از آزمایشگاه رفرانس LB 

(Luria Bertani)  درجه سلسيوس انکوبه شد.  37تلقيح و در دماي

 .انجام شد باكتري نيز بهمربوط یيدي أتهاي بيوشيميایی تست

 ژنومي  DNAاستخراج 

با  ژنومی باكتري DNA استخراج PCRانجام واكنش براي 

ليتر  ميلی 5/1ليزوزیم انجام گرفت. براي این منظور  استفاده از روش

 rpmدقيقه با دور  10از محيط كشت حاوي باكتري رشدیافته به مدت

 HTEميکروليتر بافر  300ها در سانتریفوژ شد. رسوب سلول 3000

(High Tris-EDTA) ليزوزیم ميکروليتر 50 یکنواخت شد و 

(mg/ml)10 در بافر TNE (Tris, NaCl, EDTA) (pH:7.4) ، به محلول

 15به مدت  سلسيوسدرجه  37م زدن در دماي ه بعد از به شد. اضافه

 فردر با) درصد 2 ساركوزیل ميکروليتر 300شد. سپسدقيقه انکوبه 

TE)  از ميکروليتر 5وRNase (mg/ml10 )در بافر  (Tris-EDTA) TE 

قرار داده  دقيقه 15براي  سلسيوسدرجه  37اضافه و در دماي به آن 

( به مخلوط mg/ml 20) K ميکروليتر از پروتئين 35 در ادامه، شد.

انکوبه شد. دقيقه  30به مدت سلسيوس درجه  37واكنش اضافه و در 

-از روش فنل DNAها و جداسازي محلول حاوي براي حذف پروتئين

مولار و الکل مطلق  3كلروفرم استفاده شد. در ادامه از استات سدیم 

 70شوي رسوب با الکل و . پس از شستشدبراي ترسيب ژنوم استفاده 

 20در  رسوب ژنومی ها در دماي محيط خشک ودرصد، نمونه

 1آمده بر روي ژل آگارز  دسته ب . ژنومشدحل  TEميکروليتر بافر 

 260 رد کتروفوتومتريپبررسی و پس از تعيين غلظت با روش اس درصد

 .شداستفاده  نانومتر براي مراحل بعدي كار

  PCRواکنش 

ی اختصاصی طراحتکثير قطعه ژنی، یک جفت پرایمر  به منظور

از  DNASIS ،Oligo 5افزارهاي  نرم باشده  طراحیپرایمرهاي  .شد

  (.1 بررسی شدند )جدول، تشکيل لوپ و پرایمر دایمر Tm ،∆Gنظر 

 mecAشده از ژن طراحیپرایمرها و پروب  .1 جدول

 پرایمر/پروب توالي نوکلئوتید تعداد نوکلئوتید

باز 21  GAAATGACTGAACGTCCGATA mecF 

باز 25  CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA mecR 

باز 20  Biotin-AACATTGATCGCAACGTTCA mecP 
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افزارهاي نرمبا پرایمرها بودن مطلوباز  شدنمطمئنپس از 

اده د )ایران( سفارش ساخت به شركت سينا كلون طراحی پرایمر،

ميکروليتر  25در حجم mecA  تکثير ژن براي PCRشد. واكنش 

 5/0 ،ميکرومول از هر پرایمر 4/0هر واكنش شامل  انجام گرفت.

، )شر كت سيناكلون Taq DNA polymeraseاز آنزیم  واحد

ميلی مولار  3، غلظت  X10PCRميکروليتر بافر  5/2 (،ایران

MgCl2 هاي متفاوت از و غلظتDNA برنامه دماییبود.  ژنومی 

PCR واسرشتگی ا شامل( وليهDenaturation در )ۀ درج 95

 1 به مدت درجه 95دقيقه، واسرشتگی در  5به مدت  سلسيوس

ثانيه، تکثير  30 به مدت درجه 59( در(Annealingدقيقه، اتصال 

(Extensionدر ) ر د كه و تکثير نهایی ثانيه 40به مدت درجه  72

 PCRهمچنين واكنش  .دقيقه صورت گرفت 5درجه به مدت  72

 .انجام شد سيکل 30در

ميکروليتر از محصول نهایی  PCR، 5 براي مشاهده محصول

PCR شده از بافر تهيه درصد 1ژل آگاروز  بر رويTBE ، الکتروفورز

 plus ladderاز نشانگر PCR  تعيين اندازه محصول به منظور. شد

bp 100  مشاهدهبراي استفاده شد. )ایران( ساخت شركت سيناژن 

آميزي و تصویر ژل با رنگژل توسط اتيدیوم بروماید  محصول،

. شدتهيه  Gel document (Omega, Germany)استفاده از دستگاه 

ایی شناس يد ژن تکثيریافته و برايأببه منظور تتحقيق در این 

نرم از . پروب با استفاده(1 طراحی شد )جدولپروب  PCRمحصول 

و به منظور  DNASIS – Primer3- BLASTو Oligo افزارهاي

، و احتمال GCدرصد  ،Tmدماي  مانندها ویژگیبررسی برخی 

رت پروب به صوساخت نهایی، تأیيد . پس از شدارزیابی  لوپ تشکيل

  .به شركت سينا كلون سفارش داده شددارشده با بيوتين نشان

 DIG-dUTPوسیلۀ ه ژنومي ب PCRکردن محصول دارنشان

 DIG- dUTPاز  mecAژن  PCR كردن محصولدارنشانبراي  

 dTTPقسمتی از  dNTPSدر مخلوط  براي این منظوراستفاده شد. 

پليمر  Taq DNAجایگزین شد. در بعضی نقاط آنزیم  DIG-dUTPبا 

كند. میدر مقابل باز آدنين استفاده  DIG-dUTPاز dTTP جايه ب

ر نمونه بود. علاوه ب 1:3شده استفاده dTTP: DIG-dUTP  نسبت

 DIG-dUTPبدون و به عنوان نمونۀ كنترل منفی  هلولیک اصلی، 

به  DIG-dUTPبدون  dNTP مخلوط آندر نظر گرفته شد كه در 

هاي و سيکل تهيه μl 25در حجم نهایی  PCRكار برده شد. واكنش 

  حرارتی مانند قبل در نظر گرفته شد.
PCR-ELISA 

ميکروليتر  95ميکروليتر استرپتواویدین با  5 براي این منظور

شده دارنشان PCRميکروليتر محصول  A،10بافر پوششی در چاهک 

 B،10در چاهک  ميکروليتر بافر پوششی 90با دیگوكسی ژنين با

ميکروليتر بافر  90 دار( با)غيرنشان عادي PCRميکروليتر محصول 

( در -Ag) یميکروليتر بافر پوشش D ،100و  Cپوششی در چاهک 

ميکروليتر بافر  95عادي با  PCRميکروليتر محصول  E ،5چاهک 

درجه سلسيوس  37 دماي ساعت در 1و به مدت  پوششی ریخته

)فسفات سالين حاوي  PBSTبار بافر  3ها چاهکسپس  .شدانکوبه 

مرحله بعد به هر كدام شد. در  شو دادهوتویين( شست درصد 05/0

 BSAدرصد  3از بافر بلاكينگ واجد  ميکروليتر 100ها چاهکاز 

(Bovine serum albumin) درجه 37 دماي دقيقه در 45 و اضافه 

همانند مرحله قبلی ها چاهک. در ادامه شدانکوبه  سلسيوس

 ميکروليتر محصول 20 هم زمان با این مرحلهداده شد.  شووشست

PCR شده با دارنشانDIG  سازيدورگه ميکروليتر بافر 80را در 

SSC (saline-sodium citrate) دقيقه 5 و مخلوط به مدت ریخته 

ي كه انتهادار نشانپروب  پيکومولیک آن  جوشانده شد. سپس به

 55 دماي ساعت در 1و به مدت شد اضافه  بود آن بيوتينيله شده 5

 Aچاهک  دراین مخلوط  گرفت. در ادامهقرار سلسيوس درجه 

قرار سلسيوس درجه  37 دماي ساعت در 1 شد و به مدت ریخته

ميکروليتر  100مقدار  PBSTشو با بافر وبار شست 3بعد از  گرفت.

با پراكسيداز با رقت دار نشانبادي ضد دیگوكسی ژنين آنتی

 ساعت در 1 شد و مدتها اضافه چاهکبه هر كدام از  1000/1

 ،شوي مجددوپس از شستسلسيوس انکوبه شد. درجه  37 دماي

 4در  OPDگرم ميلی 5شامل ميکروليتر از محلول سوبسترا  100

ميکروليتر از آب  5به همراه  pH 5 ليتر بافر سيترات فسفات باميلی

چند دقيقه در براي و  شد به هر چاهک اضافه درصد 30اكسيژنه 

 100براي توقف واكنش از در ادامه  .شداتاقک تاریک نگهداري 

جذب  . سپساستفاده شد مولار 5/2ميکروليتر اسيد سولفوریک 

 در (ELISA Reader, Biotek USA)نوري با استفاده از دستگاه 

 .نانومتر خوانده شد 492 طول موج

 روش باتشخیص ژنومي قابل حداقل غلظت تعیین 

PCR-ELISA با استفاده از محصولات PCR  ژنmecA 

 شدهدارنشان

 شده،دارنشان mecAژن  PCRمحصول پس از تعيين غلظت 

 520مختلف )بر حسب نانوگرم هاي مختلف به صورت سریالی رقت

 یک چاهک به عنوان كنترل. شدتهيه  (نانوگرم 252/0نانوگرم تا 

ها ماكروليتر از آن به هریک از چاهک 10منفی در نظر گرفته شد و

دستگاه خوانندة  با و شکارسازي انجامآسایر مراحل  اضافه شد و

 گيري شد.اندازه( ELISA readerالایزا )
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 PCR-ELISA روش تتعیین میزان اختصاصی

 ازشده، طراحیهاي براي بررسی اختصاصيت پرایمر

ستفاده ا اشریشياكلیو  باسيلوس سوبتليس، كلبسيلا هايباكتري

 . شدها ارزیابی با آن PCR-ELISAو سپس  PCR زمونآشد و 

 PCR-ELISAروش های بالیني با استفاده از تشخیص نمونه

 PCR-ELISAی تشخيص تکنيک یبررسی كارابه منظور 

كه از نظر وجود باكتري استفاده شد نمونه بالينی  70شده، طراحی

ي هامثبت تشخيص داده شدند. نمونه استافيلوكوكوس اورئوس

هاي كنندگان به آزمایشگاهمراجعهمذكور از كشت خون، ادرار و زخم 

زمانی بازة هر اراک طی هاي شتشخيص طبی و بيمارستان

آوري شده بودند. پس از كشت جمع1395اردیبهشت تا شهریور ماه 

استاندارد  هايروشبا  هاباكتريهاي جداشده، هویت مجدد سویه

آگار  مانيتول سالت در مثبت، رشدDNase  مثبت، شامل كاتالاز

استافيلوكوكوس هاي حاوي نمونه . در مرحله بعد،شدتأیيد و  تعيين
با روش انتشار دیسک غربال شدند. به  سيلينمقاوم به متی اورئوس

مک فارلند از هر  5/0ساعته، غلظت  24طور خلاصه پس از كشت 

 4حاوي  Müller-Hinton agar جدایه به صورت چمنی روي محيط

 بيوتيک اگزاسيليندرصد كلرید سدیم و در مجاورت دیسک آنتی

درجه  35ساعت در دماي  24به مدت  HiMediaشده از شركت تهيه

ت شركبرنامه نتایج مقاومت بر اساس  . كشت داده شد سلسيوس

براي  MICتعيين به منظور . سپس شدسازنده دیسک بررسی 

سيلين، از روش آگار دایلوشن استفاده شد. هاي مقاوم به متینمونه

 Müller-Hinton agar  براي این منظور از محيط كشت محيط

 بيوتيکليتر آنتیميلیميکروگرم بر  8رید سدیم و درصد كل 4حاوي 

ساعته،  24اگزاسيلين استفاده شد. به طور خلاصه، پس از كشت 

باكتري  410مک فارلند از هر جدایه تهيه شد و تعداد  5/0غلظت 

ها در نمونهكشت داده شد و  Müller-Hinton agar در این محيط

داري شدند. در ساعت نگه 18درجه سلسيوس به مدت  35دماي 

به عنوان  ATCC 33592 استافيلوكوكوس اورئوساین آزمایش از 

 (.13كنترل مثبت استفاده شد )

 هایافته
DNA نانوگرم در  1200باكتري استخراج و غلظت آن  ژنومی

پرایمرهاي  PCRميکروليتر تعيين شد. به منظور انجام واكنش 

واكنش  كردنكه با بهينهشد طراحی  mecAاختصاصی براي ژن 

PCR اختصاصيت پرایمر شد، قطعه اختصاصی جفت بازي تکثير .

طور كه در شکل ها بررسی شد. همانباكتريشده نيز با سایر طراحی

شده به طور اختصاصی منجر به طراحیشود، پرایمرهاي دیده می 1

 شده است. استافيلوكوكوس اورئوسدر باكتري  mecAتکثير ژن 

 

 
 PCR. بررسی اختصاصيت واكنش 1شکل 

با طول استافيلوكوكوس اورئوس با باكتري  PCR: محصولات واكنش 1ستون 

: 3(، ستون 100bp DNA ladder) DNA: نشانگر اندازه 2جفت باز، ستون 310

: 5، ستون كلبسيلابا باكتري  PCR: محصولات واكنش 4كنترل منفی، ستون 

 PCR: محصولات واكنش 6، ستون شياكلییشرابا باكتري  PCRمحصولات واكنش 

 باسيلوس سوبتليسبا باكتري 

 
 DIG-dUTPبا  PCRكردن محصول دارنشان. 2 شکل

: محصول 2(، ستون 100bp DNA ladder) DAN: نشانگر اندازه 1ستون 

PCR محصول 3نشده، ستون دارنشان :PCR شدهدار نشان 
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  PCRمحصول : 1 . ردیفميکروتيترحاوي آویدینهاي آشکارسازي پليت. 3شکل 

: 3 ردیف شده،دارنشان  PCRمحصول : 2 ، ردیفDIG-dUTPشده با دارنشان

 اديبكنترل بدون آنتی: 4 ردیف ژن،كنترل بدون آنتی

 

-DIG از PCR  كردن محصولدارنشان به منظوردر ادامه 

dUTP شود محصول دیده می 2طور كه در شکل استفاده شد. همان

PCR   و تا حدودي  استباند تکنيز  دیگوكسی ژنينتکثيرشده با

علت این  .استعادي  dNTPsتکثيرشده با  PCRاز محصول  بيشتر

است كه شده دارنشان PCRامر وجود دیگوكسی ژنين در محصول 

ام انجاین امر دليلی بر  .است شدهشدن قطعۀ مورد نظر سنگينباعث 

 .است DIG-dUTPدر حضور  PCRواكنش 

انجام الایزا ، آزمایش PCRمحصولات دن كرنشاندارپس از 

 ELISA دستگاه بانانومتر  492نوري در طول موج جذب  وگرفت 

Reader شودمشاهده می 3طور كه در شکل همان .خوانده شد 

 است 9/1 شده ژن برابردارنشان PCRشده محصول ثبت ODميزان 

 .استدر حد قابل قبولی  ODزان ياین م كه

يص قابل تشخ براي بررسی حساسيت و تعيين حداقل غلظت ژنومی

شده سریال ،از ژنوم تخليص PCR-ELISAتوسط روش تشخيصی 

به كمک  PCRرقت تهيه شد و پس از تکثير قطعه مورد نظر با روش 

نشانآمده دستهب(. نتایج 4)شکل آشکارسازي صورت گرفت  الایزا

برابر با رقت  OD=4/0ها در ه معنادار و قابل قبول بودن جوابةدهند

است.نانوگرم بر ميکروليتر(  505/0)غلظت  2048/1

 

 
 با سریال رقت ژنوم باكتري PCR-ELISA. تعيين حساسيت 4شکل 

-ژن، آنتی بدون: Ag-. استشده تخليصنانوگرم بر ميکروليتر از ژنوم  252/0نانوگرم تا  520و به ترتيب واجد  استنشانگر سریال رقت ژنوم  4096تا  2اعداد  

Ab :باديآنتی بدون 

 

ها كارگيري سایر باكتريهاختصاصيت روش تشخيصی نيز با ب

صل  شد. نتایج حا شانارزیابی  صیةدهندن صا ي بودن پرایمرهااخت

هيچ باندي بر  هايبه طوري كه براي سددایر باكتر ؛شددده بودطراحی

آمده با روش دسددتهبروي ژل آگارز مشدداهده نشددد. سددپس نتایج 

PCR-ELISA شکل هئمطابق اطلاعات ارا ارزیابی و ثبت  5شده در 

ستافيلوكوكوس اورئوسشد. جذب نوري نمونه مربوط به  از  بيش ا

هاي واكنش بود، در حالی كه جذب نوري براي حد مقادیر كنترل

 هاي دیگر كمتر از كنترل واكنش بود.باكتري



 سیلینمقاوم به متي استافیلوکوکوس اورئوسهای شناسایي سویه |و همکاران سوسن رضاوند

28 

 

 
 هابا استفاده از سایر باكتري PCR-ELISA. تعيين اختصاصيت 5شکل 

 باديآنتی بدون. 6ژن، آنتی بدون. 5 ،باسيلوس سرئوس .4، كلبسيلا .3، اشرشيا كلی .2، استافيلوكوكوس اورئوس .1

 

ساس یافته سک بر ا ضور دی سک در ح شار دی هاي روش انت

 مقاومسيلين به متی شدهمطالعه يهاسویهدرصد از  60اگزاسيلين، 

ساس  ضور غلظت CLSI برنامهبودند. بر ا شد در ح ميکروگرم  8، ر

بيوتيک اگزاسدديلين به روش آگار دایلوشددن به از آنتیليتر ميلیبر 

رو، با شددود. از اینسدديلين در نظر گرفته میعنوان مقاومت به متی

شن نيز سویه 5/58 روش آگار دایلو صد از  به  شدههاي مطالعهدر

شدند. همچنين در روشمقاوم سيلين متی شخيص داده  – PCR ت

ELISA 60  (. 6)شدکل  ت بودندواجد ژن مقاوم هاسدویهدرصدد از

جود داشدددت نيز از لحاظ آماري ی كه بين سددده روش وئتفاوت جز

  دار نبود.معنی

 
هاي بالينی سيلين در جدایه. تعيين مقاومت به متی6شکل 

 استافيلوكوكوس اورئوس

 

 گیریو نتیجه بحث
به عنوان عامل مهم  اسددتافيلوكوكوس اورئوسامروزه باكتري 

شناخته بيماري ستان  شته این  50شود. در میزا در بيمار سال گذ

باكتري تغييرات ژنتيکی زیادي را متحمل شده است. از آنجایی كه 

زا و مقاوم بيماريهاي ، سدددویهداردپذیري انعطافاین باكتري ژنوم 

هاي اخير نقش مهم به داروي آن گسددترش یافته اسددت. در سددال

هاي بيمارسدددتانی و نيز فونتدر ایجاد ع اسدددتافيلوكوكوس اورئوس

سياري بر  روي این باكتري شده جامعه منجر به افزایش تحقيقات ب

توان به هاي تشدددخيص این باكتري می(. از جمله روش14اسدددت )

هاي سدددنتی بر مبناي كشدددت باكتري، روش ردیابی بر پایه روش

تکس لاو هاي ایمنی اگلوتيناسدديون، تکثير اسدديد نوكلئيک، روش

با وجود  PCR روش. دارندكه هر كدام مزایا و معایبی  كرداشددداره 

ستفاده از ژل الکتروفورز و  نيز دارد؛ معایبی ،بودنمتداول از جمله ا

آميزي با مواد سمی همچون اتيدیوم بروماید براي آشکارسازي رنگ

 ها معایب خاص خوداین روش ۀهم همچنين .محصولات تکثيرشده

ند؛ مان را دار نه و از قبيل صدددرف ز عداد نمو هاي محدودیت در ت

 هايبادي براي تشخيص باكتراساس آنتی ها برایمونواسی تشخيص.

مهم شوند. یکی ازهاست كه استفاده میسالاند و دهافتاخوبی جابه

شن ستفاده از مولکول ترین عوامل  سایی یک هدف، ا ساگري با ا شنا

عوامل، ترین این رایجیکی از  .اسدددت زیاداختصددداصددديت و تمایل 

سياري از روشباديآنتی ستند كه در ب شخيصها ه ایمنی و  هاي ت

 (.11) شوندمیزیست حسگرها استفاده 

 براي شددناسددایی باكتري PCR-ELISAدر این تحقيق روش 

ده به كار گرفته شدد سدديلينمقاوم به متیاسددتافيلوكوكوس اورئوس 

ست سياري از معایب و محدودیت PCR-ELISA .ا هاي موجود در ب
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ست،را بر طرف  PCRهاي دیگر، از جمله روش سرعت  كرده ا زیرا 

اي هو اختصداصديت قابل قبولی را در تشدخيص مقادیر اندک توالی

صی ژن بيماري فراهم می صا شخيص  به طوري ؛آورداخت كه حد ت

 1-10معمولی PCRاین ميزان در روش  اسدددت. ng/µl 01/0 آن

ng/µl  .حاصدددل از  همچنيناسدددت تایج كيفی  ، PCRبرخلاف ن

. اگرچه اسددت یكمّنيمهبه صددورت  PCR-ELISAهاي روش یافته

و با حد تشددخيص  یبه صددورت كمّ qPCRنتایج حاصددل از روش 

اما نياز به دستگاه مجهز به فلورسانس و  است،( pg/𝜇l 25/0كمتر )

 . شودمحسوب میاز معایب آن  زیادهزینه 

تشدددخيصدددی امکان  PCR-ELISA شهاي بارز رواز ویژگی

 96هاي پليتزمان تعداد زیادي نمونه با اسددتفاده از ميکروهمآناليز 

اتاق تاریک ، امکان  به دسدتگاه ژل داكت، نداشدتناسدت. نيازخانه 

سبت به روش ساترن ولکههاي آلودگی كم ن ستفاده گذاري   نکردنا

از  ،رودمیكار ه ب PCR Real-time قيمت كه در روشگراناز مواد 

در این روش ریسددک  شددود.میمحسددوب  روشدیگر محاسددن این 

اده خطر استفهمچنين  است.آزمایشگاه بسيار كم  كاركنانآلودگی 

برنگبراي  PCRاز اتيدیوم بروماید كه در روش  كار میه آميزي 

 وجود ندارد. ،رود

 وکاستافيلوكهایی خانواده باكتري زمينۀدر كه تحقيقاتی در 

ستصورت گرفته  PCR-ELISA روشبه  تاكنون گزارشی مبنی  ،ا

ه ب اسدددتافيلوكوكوس اورئوس بيوتيکیمقاومت آنتی بر تشدددخيص

چنين  رسدددمیبه نظر  و ارائه نشددده اسددت PCR-ELISA روش

 (2005) و همکاران Zhang. شودمیپژوهشی براي اولين بار انجام 

ستافيلوكوكوستشخيص  براي Multiplex PCR روشاز  ه مقاوم ب ا

ند سددديلينپنی فاده كرد کاران Wolk (.15) اسدددت  (2009) و هم

بی از  ي ك يص  برايرا  ESI-MSو  PCR هددايروشتر خ تشددد

 Gravelandهمچنين (. 16) كار بردنده ب اسددتافيلوكوكوس اورئوس

( 18) (2014) همکارانو  Ružauskas( و 17) (2010) و همکاران

شاتی  ساله مونهنروي آزمای سایی  PCR روش با هاي گو شنا براي 

ستفاده PCR . روشانجام دادنداین باكتري  سط محققان  شدها تو

چه روشدددی ارزان  نو می اسدددتاگر آسدددانی در برخی از به دتوا

هاي تشدددخيص طبی مورد اسدددتفاده قرار گيرد، ولی آزمایشدددگاه

بودن نسدبی ميزان حسداسديت آن در پایيننبودن نتایج و نيز یكمّ

  شود.مولکولی از معایب آن محسوب می هايوشرمقایسه با سایر 

به عنوان ژن شددداخص  mecAدر این تحقيق از ژن كدكنندة 

واجد  استافيلوكوكوس اورئوس يزابيماريهاي شناسایی سویه براي

این ژن  استفاده از .شداستفاده سيلين بيوتيک متیمقاومت به آنتی

بيوتکی در آنتی دهندة بروز مقاومتنشدددانتواند به عنوان هدف می

 يبرابيوتيک مناسددب و به پزشددک در انتخاب آنتی باشدددها یهجدا

مقاومت به  هاي دارايكند. درصد فراوانی جدایهدرمان بيمار كمک 

كنند. ی از قبيل انتشار دیسک ارزیابی میهایروشسيلين را با متی

ستفاده از  ست ا شان داده ا مولکولی در  هايروشنتایج تحقيقات ن

سه با مقا سيت بيوگرام میآنتی هايروشی سا سبب بهبود ح تواند 

. در تحقيق حاضددر نيز تفاوتی در شددودهاي مقاوم تشددخيص سددویه

و آگار  PCR-ELISAسيلين با روش هاي مقاوم به متیتعداد نمونه

شد شاهد  شن م دار معنیهرچند این تفاوت از لحاظ آماري  ؛دایلو

هاي نشدددان داد فراوانی ایزوله نيز در تحقيقی Najar (2009)نبود. 

و آگار  PCRهاي بالينی به روش سددديلين در جدایهمقاوم به متی

ز . هرچند این تفاوت نياستدایلوشن بيشتر از روش انتشار دیسک 

 (. 19دار نبود )معنیها از لحاظ آماري نآدر تحقيق 

منجر به افزایش  PCR-ELISAطور كه اشاره شد روش همان

سيت سا شخيص  ميزان ح سيت روش ميزان  .شودمیت سا این ح

نانوگرم از ژنوم  5/0حضدددور تأیيد اي بود كه امکان تحقيق به گونه

حاصل از این تحقيق نشان نتایج را ميسر ساخت.  باكتري در نمونه

 براي شددناسددایی PCR-ELISAحسدداسدديت روش تشددخيص  داد

مبتنی بر شددده ارائهنتایج  در مقایسدده با اسددتافيلوكوكوس اورئوس

ست.  PCR، 100 روش شتر ا ت توان نتيجه گرفبنابراین میبرابر بي

در  تواند سدددبب بهبود قابل توجهیمی PCR-ELISAاسدددتفاده از 

سویه شخيص  سيت ت سا . دشوبيوتيکی هاي واجد مقاومت آنتیح

ضر با نتایج تحقيق  سيت تحقيق حا سا Gilligan (2000 )نتایج ح

-PCRداد حسدداسدديت روش نشددان  Gilliganهمخوانی داشددت. 

ELISA سایی ایزوله شنا ستافيلوكوكوس اورئوسهاي براي  د واج ا

سين صد  B 100 ژن كدكننده انتروتوك ستدر (. با این حال 20) ا

ده در تحقيق حاضر شارائه PCR-ELISAحساسيت روش تشخيص 

سيت  كمتربرابر  10 سا بود.  Gilliganشده در تحقيق تعریفاز ح

شابه بود و  صيت روش در هر دو تحقيق م نده كنتأیيدميزان اختصا

 .است PCR-ELISA دقت روش تشخيصی

شخيص باكتري ویژگی و صيت این روش در ت صا هاي نيز اخت

شد سی  سهمان .برر صل از برر نک ژنی در با هایگونه كه نتایج حا

 بدداكتريبراي در این تحقيق  نشددددان داد پرایمرهددا و پروب

اسددت. براي اثبات اینکه در  اختصدداصددی لوكوكوس اورئوساسددتافي

ست،   ،كلبسيلا پنومونيه هايژنومی باكتري DNAعمل نيز چنين ا

شرباكتري  سوبتليسو  شياكلییا سيلوس   PCR-ELISAبا روش  با

 بررسی و نتایج منفی حاصل شد. 

تشدددخيصدددی متداول براي  هايروشدر مقایسددده با سدددایر 

لين، سيمقاوم به متی استافيلوكوكوس اورئوسهاي تشخيص جدایه
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ند تعداد تو می بيشدددتري دارداین تحقيق حسددداسددديت  روش وا

را تشددخيص دهد. اسددتفاده از ژن  هاي اندكی از ژن باكترينسددخه

mecA  و طراحی پرایمرهاي اختصدداصددی سددبب بالا رفتن ویژگی

ا در تحقيق بهاي دیگر كه گونه طوريبه  ؛شدروش این تشخيصی 

ها واكنش ندادند. همچنين اسددتفاده از پروب اختصدداصدديت رمایپر

سد به نظر میشده را به ميزان زیادي بالا برد. طراحیروش   روشر

PCR-ELISA  شخيص ستافيلوكوكوس اورئوسهاي ایزولهبراي ت  ا

 روش مناسب و قابل اعتمادي باشد.سيلين مقاوم به متی

 سپاسگزاری
 ا راآنه انجام این تحقيق نویسندگان از تمامی كسانی كه در

 . آورندیم عمل بهكمال تشکر و قدردانی را یاري كردند 

 تعارض منافع
 بين نویسندگان تعارض در منافع گزارش نشده است.
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