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 يهمما يبمماکتر نيتممر از مهمم  يکممي[. 2] دهممد يداده ممم اننشمم

 يهما  عفونم   ديم در تول يمهمم  اريکمه نقمپ بسم    يمارستانيب

 [.3] باشند يها م لوکوکيگسترده دارد، استاف يمارستانيب

باشمند   يم يمارستانيب يها يها از جمله باکتر استافيلوکوک

گممرم مت،مم ،  يهمما يشممامک کوکسمم ياتيخصوصمم يکممه دارا

گونمه   40بموده کمه از    يهمواز  يبدون اسموور، بم   ييها يباکتر

زا در  يممار يب يها گونه نيتر اند که از مه  شده کيمختلف تشک

اشماره کمرد کمه لقم       اورئوس لوکوکياستافتوان به  يانسان م

را به خود اختصاص داده  يمارستانيب يها عامک عفون  نيسوم

 کنمد  يمم  جماد يا يبماکتر  نيم که ا ي[. از جمله مشکلات4] اس 

 نيم [. ا5] اشاره کرد يبافت يها عفون   ،يتوان به آندوکارد يم

از  ي هيممرو ياسممتفاده بمم  کيمماسمم  کممه، بممه دل   يدر حممال

 يهما  جهم  درممان عفونم     فيم الط عيوسم  يهما  کيوتيب يآنت

جمن    نيم در ا کيوتيب يمقاوم به آنت يها هيسو ،يلوکوکيتافاس

در  نيليسم  يمقاومم  بمه متم    نيبم  نيم انمد کمه از ا   ظهور کرده

توجه را به خمود اختصماص    نيتر پيب اورئوس لوکوکياستاف

 يهما  هيدر سمو  نيليسم  ي[. مقاوم  نس،  بمه متم  6] داده اس 

 کيم  قيم از طر نيليسم  ياورئوس مقماوم بمه متم    لوککياستاف

کمه   PBP2a بمه نمام   نيليسم  يبه پن ياتصال ياختصاص نيپروتئ

 شمود  يم جاديدارد، ا يبتالاکتام يها کيوتيب يبه آنت يکم کيتما

شمود در   يمم  يکدگمذار  mecA که توسط ژن نيپروتئ ني[. ا7]

 يبممه نممام کاسمم  کروممموزوم   يبمماکتر کيممژنوم ي هيممناح

در  ،ما  يتقر mecA ژن قرار گرفته اس . scc mec يلوکوکياستاف

 کيم باشد و به عنوان  يم کساني يلوکوکياستاف يها تمام گونه

 شمده اسم    کيت،د نيليس يمه  مقاوم  به مت ينشانگر مولکول

[8.] 

 يهما  پيبر کش  و انجام آزما يکه م،تن يميقد يها روش

باشند، در کنار سرع  کم ،   يم ريگ و وق  يطولان ييايميوشيب

 اريبسم  ريشموند کمه تما     يمواجه مم  زين يانسان يبا خطا گاها 

[. با 9مناس  دارد ] کيوتيب يدر گزارشات و انتخاب آنت ياديز

 يهما  روش يو حضور برخ يتوجه به مطال  اشاره شده، معرف

حم    يميقمد  يهما  تمر، در کنمار روش   يحساس و اختصاص

 يهما  در سمال  Real Time PCR کيم شود. استفاده از تکن يم

 يهمما روش نيتممر عيو سممر نيتممر از حسمماس يکمميبممه  ريمماخ

روش  ني[. استفاده از ا10] م،دل شده اس  يدرمان-يصيتشخ

باشد، که  يم يمختلف يها کيوابسته به تکن يصيدر حوزه تشخ

 نيم . ا[11] باشمد  يمم  DNA ذوب يمنحنم  زيها آنال آن از يکي

شمد   فيتوصم  Carl Wittwers بمار توسمط   نيتسم  کمه اولم   

 DNA ونيدناتوراسم  زانيدما و م نيرابطه ب يبر م،نا صيتشخ

 DNA درجمه حمرارت دو رشمته    پيکند که با افزا يم انيرا ب

بما   ذوب که معممولا   ي. منحن[11] کنند يشروع به جدا شدن م

در  رييشود و تغ يدما مشخص م پيبا افزا DNA شدن هدناتور

دسم  آوردن نقطمه ذوب    هب يکرد دما را برا عمک يمنحن  يش

 50شمود کمه    يمشمخص مم   يدهد و نقطه ذوب زمان ينشان م

 [.12] دناتوره شده اس  DNA درصد از

از  يريگ توان با بهره يم DNAذوب  يمنحن زيروش آنال در

در حمد   يمختلمف را حتم   يها يباکتر ،ياختصاص يمرهايپرا

از مطالعمات صمورت    ياري[. در بسم 13] داد صيتشمخ  هيسو

همد     يروش بر دو اصک انتخاب سما  نيگرفته، استفاده از ا

 نيتممر بمما کمم  ياختصاصمم يمرهممايمناسمم  و اسممتفاده از پرا

و همکاران در  ينيکه ز يباشد. در مطالعات يم تواراس يهمولوژ

)همر دو   2017و همکماران در سمال    يو عربستان 2016سال 

 يهما   يهمدان( انجام دادند، نشان داده شد که اسمتفاده از سما  

  يبا حساس ياختصاص يمرهايپرا يهد  مناس  جه  طراح

مقاوممم  بممه  يهمما هيسممو يبرخمم ييتوانممد شناسمما يبممالا، ممم

 کنمد  سمر يمختلمف انتروکموک م   يهما  گونهرا در  نيسيونکوما

اورئموس   يها لوکوکياستاف ييشناسا گر،يد ي[. از طرف10،9]

هما   مارسمتان يکه ه  در جامعه و هم  در ب  نيليس يمقاوم به مت

 باشمد  يمهم  مم   اريبسم  ياند، امر کرده دايپ ييبالا اريبس وعيش

 نمد مان هيپا يويفنوت يها [. سرع  و دق  استفاده از روش14]

 ييبمالا   ياز حساسم  يکيوتيم ب يآنتم  يهما  سمک ياستفاده از د

باشمند. از   يمم  زين ياديبه صر  وق  ز ازيبرخوردار ن،وده و ن

 Real يصيروش تشخ يابيرو، هد  از مطالعه حاضر، ارز نيا

Time PCR بممر  يم،تنممMelting Curve Analysis   جهمم

 ممک و ژن عا اورئوس لوکوکياستاف ينيبال يها زولهيا صيتشخ

 يهما   ياستفاده از سا قرار داده شد تا با نيليس يمقاوم  به مت
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 mecAهمد     يو سا اورئوس لوکوکياستاف يبرا ITSهد  

بمه   ن،يليسم  ياوئوس مقاوم به مت لوکوکياستاف يها هيسو يبرا

 .ديرس عيو سر قيدق صيتشخ کي

 

 ها‌مواد و روش

در  يصورت تجرب هدر مطالعه حاضر که ب 

 ينيبمال  يهما  زولمه يصورت گرف ، با اسمتفاده از ا  1395سال 

 شمگاه يآزما يکروبم يدر بانمک م  رهيذخ اورئوس لوکوکياستاف

 يدانشمگاه علموم پزشمک    يدانشمکده پزشمک   يشناس کروبيم

توسط  ،ينيبال يها زولهيا يشد. تمام يمراحک کار طراح نهمدا

از  ييايميوشم يب يها و تس  يشگاهياستاندارد آزما يها روش

 يرو آز و کشم  بمر    DNAتسم  کاتمالاز، کوآگمولاز،    کيق،

مقاوم   نيچن شده بودند. ه  يويفنوت دييسال  آگار تا توليمان

 يسمکانت يو د وژنيفيد سکيبا استفاده از روش د نيليس يبه مت

 Mast شده از شرک  هي( تهکروگرميم30) نيتيسفوکس يکيوتيب

 [.15] ديگرد نييتع CLSI العمک انگلستان و ط،ق دستور

 DNA اسمتخرا    يم از ک يبررس ني: در ا 

استفاده شد. در  يژنوم DNA ي( جه  جداسازرانيا ناژن،ي)س

سال  آگمار کشم  داده    طيمح يمورد نظر بر رو يابتدا باکتر

سماع  انکوبمه    24درجه بمه ممدت    35 ±2 يشده و در دما

 کش  طيمح تريل يليم 5به  زولهياز هر ا يکلن کيشدند. سو  

LB درجه  37 يساع  در دما 24شده و به مدت  حيبراث تلق

از  تمر يل يلم يم 5/1ها را خار  کمرده و   انکوبه شد. سو  لوله

منتمق   يتريل يليم 5/1 يها وبيکروتيبه درون م ونيسوسوانس

 وژيفيسممانتر rpm4500  در دور قممهيدق 10شممد و بممه مممدت 

توسط سمولر با دق  از رسوب حاصک جدا  يروئ عي. ماديگرد

استخرا    يمراحک ط،ق پروتکک ارائه شده در ک هيو بق ديگرد

  ياستخرا ، غلظ  و جذب نور  يفيک نييانجام شد. جه  تع

DNA   نانومتر بما   280و 260 يها خالص شده در طول مو

 [.16] ديگرد نييدستگاه نانودراپ تع

 يهممد  انتخمماب شممده بممرا  ي: نممواح

 نيچنمم ، و همم ITSاورئمموس ژن  لوککياسممتاف يهمما مممريپرا

مقماوم بمه    لوکوکياستاف يها هيسو ييشناسا يبرا ييمرهايپرا

  ي. پ  از انتخاب سا(1)جدول  شد نييتع  mecA نيليس يمت

مربوط به همر   ياطلاعات يها بانک مر،يپرا يهد  جه  طراح

انجمام   . بعمد از ديم گرد هيته و جستجو NCBI  يازسا يباکتر

 کردن اطلاعات مربوط بمه همر   Alignmentمراحک جه   نيا

 ياستفاده شد. سو  با دادن پارامترها Mega4افزار  ژن از نرم

، محممک PCR)ماننممد طممول محصممول  افممزار مناسمم  بممه نممرم

. جه  ديگرد يمربوطه طراح يمرهاي(، پرامرهايقرارگرفتن پرا

شمده از   يطراحم  يمرهما يپرا Tmو  Anneling يدما يابيارز

 ياستفاده شد. بعد از طراحم  Gene Runnerو  Oligoافزار  نرم

بمودن   ياختصاصم  از نمان يذکر شده به منظمور اطم  يمرهايپرا

کردن با  Blastعمک  NCBI يبانک اطلاعات ، درها کرد آن عمک

 يهما  سم  يکروارگانيو م ها روسيو ،يقارچ ،يانسان يها نمونه

 .صورت گرف  گريد

مطالعه: جهم    نيشده در ا يطراح يمرهايپرا يمولکول دييتا 

 يمرهايپرا يبودن توال يو اختصاص ياز عدم همولوژ نانياطم

همد  در   يهما  ژن ريم جهم  تکت  PCR شده، آزممون  يطراح

مقمماوم بممه  يهما  هيو سممو اورئمموس لوکوکياسمتاف  يهمما گونمه 

انجمام گرفم . جهم      يويشمده از نظمر فنموت    دييتا نيليس يمت

 ATCC هيشمده از سمو   نيمي تع يهما  يتوال ياز درست نانياطم

 هيو از سو اورئوس لوکوکياستافبه عنوان کنترل مت،   33591

ATCC 25922 هيو سممو ياکلاياشرشمم ATCC 27853 

 .استفاده شد يبه عنوان کنترل منف نوزايسودوموناس آئروژ

 PCR  ي: بمرا 

صمورت عممک    نيم لاندا  به ا 20در حج   PCR انجام واکنپ

 ، شممامکآلمممان (Ampliqon) ک يلانممدا مسممترم 10شممد: 
  (Insert red dye and stabilizer ,unit Ampliqon 

polymeras 2/0, 4/ MmdNTP 4, Tris-Hcl PH8.5,(NH4) 

SO4, 3mMMgcl2,0/2%Tween20)  1 لانمممدا DNA 

 کومولاريپ 10به غلظ   مريلاندا از هر پرا 1استخرا  شده و 

 ختهير 2/0 يها وبيکروتيداخک م کيلاندا آب مقطر استر 7و 

 کلريژن مورد نظر در دسمتگاه ترموسما   ريتکت  يدر نها شد و

Eppendorf )     يآلمان( انجام گرفم . برناممه چرخمه حرارتم 

 94 هيم اول يساز ها به صورت واسرش  ژن يبرا PCR واکنپ
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 94چرخه به صورت  30و  قهيدق 5به مدت  گراد يدرجه سانت

دز  ممر ياتصمال پرا  قهيدق 1 قه،يدق 1به مدت  گراد يدرجه سانت

 قمه يدق 1به ممدت   گراد يدرجه سانت 72، گراد يتدرجه سان 58

بمه   يينهما  يسماز  کيمرحله طو کي  يصورت گرف . در نها

 نيچن لحاظ شد. و ه  گراد يدرجه سانت 72در  قهيدق 10مدت 

 هيشمده از سمو   نيمي تع يهما  يتموال  ياز درسمت  نانيجه  اطم

ATCC 33591  اورئوس به عنوان کنترل مت،  و  لوککياستاف

 ATCC هيو سمو  يااکلاياشرشم   ATCC 25922 هياز سمو 

اسمتفاده   يبه عنوان کنترل منف نوزايسودوموناس آئروژ 27853

 محصمولات  مربوطمه،  يهما  ژن يبرا PCR شد. پ  از انجام

PCR   درصمد  1ا اسمتفاده از ژل آگمارز   توسط الکتروفمورز بم

( از رانيم ا ناکلونيسم ) DNA safe stain شمده بما   يزيآم رن 

در ژل  افتمه يريلاندا از هر محصول تکت 5جدا شدند.  گريد کي

 ي. براديالکتروفورز گرد  TBE  5/0Xدرصد در بافر 1آگارز 

 يجفم  بماز   100 ممارکر لانمدا   4اندازه محصولات از  نييتع

از ژل توسممط دسممتگاه ژل داک    يمماسممتفاده شممد. در نها 

 .شد يبردار عک 

(Sequencing)  :  يمرهما يپرا يپم  از طراحم 

 ياز درسمت  نانيها، جه  اطم هيسو يمولکول دييتا مورد نظر و

مربموط   PCR نمونه از هر محصول کيشده،  نييتع يها يتوال

 توسط شمرک   شگاميشرک  پ يبا همکار، mecA ITS به ژن

Bioneer شد يابي يتوال يکره جنوب. 

 DNA 

  يانجام آزممون حساسم   ي: برا

 ييايم استاندارد باکتر هيشده با استفاده از ته يطراح يمرهايپرا

 هيم ، اقدام به ته(CFU/ml 108×5/1) مک فارلند  يبا غلظ  ن

 ييصورت سه تا هشد و ب يباکتر 101تا  108از  اليرق  سر

(Triplicate) شمده   هيم ته يهما  رقم   يبرا يدر سه روز متوال

شممد و بمما اسممتفاده از  انجممام  Real Time PCR آزمممون

شمده   يآزمون طراح  يتس  انجام شده، حساس يريپذ تکرار

  يبه منظمور انجمام آزممون اختصاصم     نيچن به دس  آمد. ه 

 يهما  يکنتمرل مت،م  بماکتر    يها هيشده از سو هيته يمرهايپرا

 DNA انسمان و  DNA از نيچنم  و هم   اورئوس لوکوکياستاف

 نتوباکترياسم  ATCC 19606 هياز جملمه  سمو   ها يباکتر ريسا

 ATCC هيو سمو  يکملا  اياشرش ATCC 25922 هيسو ،يبومان

اسمتفاده   يبه عنوان کنترل منف نوزايسودوموناس ائروژ 27853

 زياورئموس از آنمال   وکوکوسيگونه استاف يجداساز يشد. برا

Melting curve استفاده شد. 

Real time PCR  :  دستگاه استفاده شمده در

بمود. چرخمه    Real time ABI 7300 step 1 plus مطالعه نيا

سه مرحله انجام شد که  يدستگاه ط نياستفاده شده در ا ييدما

 باشد. مرحله اول که منجر به دناتوره شمدن  يصورت م نيبه ا

DNA در  گمردد  يفعال مم  مرازيپل  يمرحله آنز نياس  و در ا

انجمام شمد.    قمه يدق 10گراد و به مدت  يدرجه سانت 95 يدما

درجممه  95 يبمما دممما DNA يريمممرحلممه دوم واکممنپ تکت

گراد بمه   يدرجه سانت 58 يو دما هي ان 15گراد به مدت  يسانت

جهم    يانيم . مرحله پااف يادامه  ککيس 40در  قهيدق 1مدت 

 نيدر ا ازيمورد ن يها ژن کيتفک يذوب که برا يمنحن  يترس

گراد بمه ممدت    يدرجه سانت 95 يد در دماباش يمطالعه لازم م

درجه به  95و  قهيدق 1گراد به مدت  يدرجه سانت 58 ه،ي ان 15

 20 ييهما در حجم  نهما    انجمام شمد. واکمنپ    هيم  ان 15مدت 

 شامک Real time PCR انجام شدند. مخلوط واکنپ تريکروليم

Master Mix PCR SYBR Green (Ampliqon)  زانيم بمه م 

بممه غلظمم    مممرياز هممر پرا تممريکروليم 1 تممر،يکروليم 10

آب  تمر يکروليم 7الگمو و   DNA تمر يکروليم 1 کومولار،يپ10

 .باشد يم کيمقطر استر

شده،  يطراح يمرهايپرا  ياختصاص نييجه  تع :

بمه   ييايم رق  استاندارد باکتر يمورد بررس يها زولهياز ا ابتدا

شد. بعد از  هيته( CFU/ml 108×5/1) مک فارلند  يغلظ  ن

کمه بما    ياليفک فارلند، رق  سر  يبا غلظ  ن DNA استخرا 

لانمدا آب   9+  يباکتر DNA لاندا 1) 101تا 108 يها نس، 

ذوب  يهما  يحاصک به صورت منحن جيشد و نتا هي( تهزهيونيد

 يها با توجه به رق  مريدس  آمد. قدرت هر پرا هب ياختصاص

 ي)ترشمولدر( و جمذب نمور    ريم تکت يشده در منحن ييشناسا

  يسم حسا نييقرار گرف . جه  تع يدس  آمده مورد بررس هب



Real Time PCR                                              و همکاران ينرگ  حيدر 

 

 

همر   ياختصاصم  يذوب و دمما  يمنحنم  زياز آنمال  زين مرهايپرا

 يجذب نور يم،نا  ،يهر ژن استفاده شد. در نها يبرا مريپرا

دسم  آممده در    هبم  ريتکت نمودار CT مک فارلند بر اساس  ين

 [.10] ها محاس،ه شد رق  نيمختلف و فواصک ا يها رق 

دسمم  آمممده از  ه: اطلاعممات بمم

 يبنمد  دسته 16نسخه  SPSS افزار توسط نرم PCR يها آزمون

و  يسممطوه همولمموژ يبممه منظممور بررسمم نيچنمم شممدند. همم 

 دسم  آممده جهم     هبم  PCR محصولات يکيژنت يها مطابق 

افممزار  شمده، از نممرم  يطراحمم يمرهما يپرا  ياختصاصمم نيمي تع

 .داستفاده ش 2/5کروماس نسخه 

 

 

  ITSو  mecA: پرایمرهای طراحی شده در این مطالعه جهت تکثیر ژن های 1جدول

 رفرنس (bp)طول آمپلیکون توالی مطالعه مورد ژن

ITS F: GTTAGAGCGCACGCCTGATA 
R: AATGGTGGAGACTAGCGGGA          

 مطالعه این 111

mecA F: GGCTCAGGTACTGCTATCCAC 
R: AACGTTGTAACCACCCCAAGA        

 مطالعه این 792

 

 نتایج
 يهما  زولمه يدا اتم : در اب

 CLSIدس  آمده بر اساس استاندارد  هب اورئوس لوکوکياستاف

 نيمي کشم  داده شمده و تع   يهما  يمقاوم  شدند. باکتر نييتع

 30 نيتيسفوکسمم سممکيشممده بممه روش انتشممار از د پيممفنوت

مقماوم   متر يليم 21تر از  ( با قطر ک  يانگل Mast) کروگرميم

 در نظر گرفته شد.  نيسل يمتبه 

و  ITS يهما  : ژن

mecA لوکوکياستاف ييشناسا يشده برا يطراح يمرهايبا پرا 

شمدند.   ريم تکت  يم بما موفق  نيليسم  يحساس و مقماوم بمه متم   

ژل آگمارز   يبر رو يفيدس  آمده جه  کنترل ک همحصولات ب

 297و  ITSژن  يجف  باز بمرا  155درصد با طول قطعات 1

 (.1)شکک الکتروفورز شدند mecAژن  يبراجف  باز 

اسمتاندارد   هيم : با استفاده از ته

 (CFU/ml 108×5/1)ممک فارلنمد     يبه غلظ  نم  ييايباکتر

 DNAلانمدا   1) 101تما  108 يهما  که با نسم،   ياليرق  سر

حاصمک بمه    جيشمد و نتما   هي( تهزهيونيلاندا آب د 9+  يباکتر

دسم  آممد. هممه     هبم  يذوب اختصاصم  يهما  يصورت منحنم 

 يداشمتند. منحنم   يکسانينقطه ذوب  يريذوب تکت يها يمنحن

درجمه   79/83 يها دما در همه رق  ITSژن  ريحاصک از تکت

 mecAژن  ريم حاصمک از تکت  يگراد را نشان داد و منحن يسانت

گراد را نشان داد کمه   يدرجه سانت 7666 يها دما رق  در همه

 گاهيدر پا مرهايحاصک از بلس  پرا جيذوب با نتا يدماها نيا

NCBI  يهما  يمنحنم  کيم . تحل2 مطابق  داش  جمدول  کاملا 

دهنده شروع موفق  مورد مطالعه، نشان يها آستانه مربوط به ژن

شده  هيته يها مختلف در همه رق  يها ککيدر س يهمانندساز

 101 يهما  دس  آوردن غلظ  در رق  ه(. با ب2و1 شکک) بود

 لوککيستافا يشده برا يطراح مريشد که پرامشخص  108تا  

 يطراحم  ممر يو پرا يباکتر CFU 15 يياورئوس قدرت شناسا

قمدرت   نيليسم  ياورئوس مقاوم به متم  لوککياستاف يشده برا

 .(3جدول )را دارد  يباکتر CFU 25 ييشناسا

با   mecAجفت باز و  111با طول   ITS. نتیجه تکثیر ژن های 1شکل

: نمونه مثبت از نظر  3و1 درصد.1جفت باز بر روی ژل آگارز 792طول 

: کنترل mecA .1: نمونه مثبت از نظر حضور ژن 9و 4وITS .7حضور ژن 

: کنترل مثبت ژن 2. چاهکITS: کنترل منفی ژن mecA .6منفی ژن 

mecAکنترل مثبت ژن 8، چاهک :ITS .M جفت بازی.111: مارکر 
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 يمرهما يپرا  ي: اختصاصم 

 DNAبما   ياختصاصم  يمرهما يشده با اسمتفاده از پرا  يطراح

 DNAمنظمور از نمونمه    نيشد. به ا يابيارز متفاوت يها گونه

 يمرهممايپرا  ياختصاصمم نيمميتع يبممرا يکلااياشرشمم يبمماکتر

  ياختصاصم  نيمي تع يبمرا  نيچنم  و ه  اورئوس لوکوکياستاف

 DNAاز  نيليس يمقاوم به مت اورئوس لوکوکياستاف يمرهايپرا

دسم    هذوب بم  يهما  يمنحنم انتروکوک استفاده شد که  يباکتر

 ي(. دماهما 3شمکک  ) بودنمد  ينقطمه ذوب متفماوت   يآمده دارا

شمده   جماد يا يهما  يمنحنم واکمنپ و   انيم دس  آممده در پا  هب

 نيم ممورد اسمتفاده در ا   يمرهما يپرا ييدهنده عدم شناسا نشان

 .ها بود يباکتر گريد يمطالعه برا

 ITSحاصک از بلس  محصولات ژن  جي: نتا

در  mecA ژن ريممو تکت اورئمموس لوکوکياسممتاف يدر بمماکتر

دهنمده   نشان نيليس يمقاوم به مت اورئوس لوکوکياستاف يباکتر

 گمر يد يهما  يشده با بماکتر  يطراح يمرهايپرا يعدم همولوژ

و   يدهنمده حساسم   شمان ن Alligment جينتما  نيچنم  بود. هم  

ممورد   يهما  يبماکتر  ييشناسا يبرا مناس  اريبس  يصاصاخت

 .مطالعه بودند

 

 پرایمرهای اختصاصیت تعیین جهت باکتریایی مختلف های استخراج شده گونه  DNAدمای ذوب   و چرخه ترشولدر بررسی از حاصل نتایج :1جدول 

 شده طراحی

 بدست آمده در رقت های مختلف غلظت و جذب نوری باکتری مورد مطالعه

 111 117 113 114 111 116 112 استوک 

 OD 4/7 74/3 8/1 3/1 7/1 2/1 1/1 1/1 استافیلوکوک اورئوس
Con 8/2ng 69/1ng  39/1ng 14/6pg 6/1pg 62/1pg 1148/1pg 1111/1pg 

استافیلوکوک اورئوس مقاوم 

 به متی سیلین 

OD 7/1 8/1 81/1 8/1 84/1 37/1 1/1 69/1 
Con 21/6ng 64/1ng  127/1ng  193/1pg  44/1pg  131/1pg  191/1pg  11171/1pg  

 

استافیلوکک اورئوس مقاوم به متی سیلین استافیلوکک اورئوس و  های استخراج شده باکتری  DNA جذب نوری و غلظت بررسی از حاصل نتایج :7جدول 

 نانودراپ دستگاه از استفاده با مختلف های رقت در

 باکتری های مورد مطالعه

 استافیلوکوک اورئوس مقاوم به متی سیلین استافیلوکوک اورئوس

 کنترل مثبت کنترل منفی کنترل مثبت کنترل منفی

 استافیلوکوک اورئوس مقاوم به متی سیلین انتروکوک فکالیس استافیلوکک اورئوس اشریشیا کلی
CT Melt CT Melt CT Melt CT Melt 

17/31 12/91 44/11 29/83 34/79 14/81 11/71 6/26 

 

آستانه )ترشولدر( در رقت  یمنحن: B. ک اورئوسوحساسیت پرایمرهای استافیلوکآستانه )ترشولدر( در رقت های مختلف برای تعیین منحنی : A .7شکل 

بر  تعداد سیکل ها روی محور افقی و تغییر فلورسانس دریافتی مقاوم به متی سیلین. اورئوس کولوکیاستاف یمرهایپرا تیحساس نییتع یمختلف برا یها

مربوط به  C،112مربوط به رقت  Bمی باشد.  118مربوط به دمای حساسیت پرایمرهای طراحی شده در رقت  A  روی محور عمودی نشان داده شده است.

: N: مربوط به رقت استوک)نیم مک فارلند(، S،.117مربوط به رقت  G، 113مربوط به رقت  F، 114مربوط به رقت  E، 111مربوط به رقت D ،116رقت 

 کنترل منفی برای ژن مورد نظر.
 

آستانه )ترشولدر( در  یمنحن: B. ک اورئوسومنحنی آستانه )ترشولدر( در رقت های مختلف برای تعیین حساسیت پرایمرهای استافیلوک: A. 1نمودار 



Real Time PCR                                              و همکاران ينرگ  حيدر 

 

 

ذوب  یمنحن :Bمنحنی ذوب انتروکوک فکالیس جهت ارائه کنترل منفی برای اختصاصیت پرایمر استافیلوکک اورئوس مقاوم به متی سیلین.  :A. 3شکل 

 اورئوس کولوکیاستاف مریپرا تیاختصاص یبرا یجهت ارائه کنترل منف  یکلا ایاشرش

 

 گيري‌بحث و نتيجه
 کيم حساس و به روزتر از ق، يها روش يبر م،نا صيتشخ

Real Time PCR خموانپ   عيدر تسمر  يتواند قمدم ممو ر   يم

[. در حمال  17] و کاهپ اتلا  وق  در امر درمان باشد جهينت

 Real Time PCRدر دسترس ن،مودن دسمتگاه    کيحاضر به دل

و  يمارسمتان يو ب يط،م  صيتشمخ  يهما  شمگاه يآزما يدر تمام

روش را  نيم به پرسنک مجرب، استفاه از ا داشتن ازين نيچن ه 

وابسمته   يهما  کيم محدود نموده اس . از جمله تکن يتا حدود

باشد که بما   يم DNAذوب  يمنحن زي، آنالReal Time PCRبه

[. در 18] کمرد  ييمجهمول را شناسما   يهما  زولمه يتوان ا يآن م

حساس  اورئوس لوکوکياستاف ييشناسا يمطالعه حاضر که برا

ذوب  يمنحنم  زينالآ کيبا استفاده از تکن نيليس يو مقاوم به مت

DNA يکيتيانممال  يو اختصاصمم  يصممورت گرفمم ، حساسمم 

 يمرهما يپرا  يدس  آممد. حساسم   هشده ب يطراح يمرهايپرا

حسماس و   اورئوس لوکوکياستاف صيتشخ يشده برا يطراح

 DNAشمده از   هيم ته يهما  بر اساس رقم   نيليس يمقاوم به مت

کمه   ITSژن  ممر يشد. پرا نييفارلند، تع کم  ياستخرا  شده ن

 DNA ييشناسما  ييبود توانا اورئوس لوکوکياستافمربوط به 

اممر بما    نيرا داش .  ا 102تا رق   107 يها از رق  يباکتر

شمده و   ييرق  شناسا نيدس  آمده از اول هب يهاCTتوجه به 

 102 ييشناسا ييتوانا مريپرا نيشده، ا ييرق  شناسا نيآخر

 نيم بود را داش . ا يباکتر CFU 25همسان شده با  که يباکتر

باشمد کمه    يمختلف م يها رق  هيدهنده دق  در ته نشان جينتا

 Realبمر اسماس   DNAموضوع را در روش ذوب  نيا  ياهم

Time PCR دسم    هدهد. اطلاعمات بم   ينشان م پياز پ پيب

آن را   يم مطالعمه و اهم  نيم شمده در ا  هيته يها آمده از رق 

و همکماران در سمال    Xing-longکمه   يا مطالعمه  رتموان د  يم

همما، از جملممه   ياز بمماکتر يگممروه متعممدد  يبممر رو 2016

مطالعمه کمه بما     نيم . در ادياورئوس انجام دادند د لوککياستاف

مختلمف   يهما  جمن  و گونمه   ييبه شناسا DNAروش ذوب 

 يگزارش شد که برا 101رق   نيتر پرداخته شده بود، حساس

حسماب   هبم  ياورئوس شماخص مناسم،   لوککياستاف ييشناسا

 ريتموان در سما   يمقدار را مم  نيبالابودن ا که يطور ه. بديآ ينم

 جينظر با نتما  نيکه از ا ديمطالعه صورت گرفته، د يها يباکتر

 [.19] حاضر مطابق  ندارند يبررس

دسم    هغلظ  بم  زانيم نيب يرابطه منطق کي نيبر ا علاوه

مک فارلند و زمان آغماز    يشده از ن قيرق يهاDNAآمده از 

تموان در   يتطمابق را مم   نيم خمورد. ا  يبه چش  م زيها ن ککيس

در روش ذوب  کمه  يطور ه. باف يهد  مناس    يانتخاب سا

DNA  بممر اسمماسReal Time PCR  نيتممر از مهمم  يکممي 

مد نظر قرار داد، انتخاب  ديروش با يطراح رکه د يموضوعات

باشمد.   يم مريپرا يهد  مناس  و حساس جه  طراح  يسا

Forghani   خمود نشمان    جيدر نتما  2016و همکاران در سمال

همد  مناسم  در روش ذوب     يسما  کيم دادند که انتخاب 

DNA زيم ن 101در رق   يباکتر ييتواند که قادر به شناسا يم 

مناس  و دق  در انجمام مراحمک کمار     يها بود. انتخاب رق 

دو مطالعمه   نيتوان به مشابه بودن ا ياس  که م ينکات شاخص

 [.20] به آن اشاره کرد
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 ITSتر از ژن  ک  mecAژن  مريپرا  يحساس ن،يبر ا علاوه

شده در رق   قيرق DNA ييشناسا ييژن توانا نيا مريبود. پرا

شمده توسمط    ييشناسا هيرا داش  و با توجه به رق  اول 103

 25از  پيبم  ريمقماد  ر،يم تکت يمنحنم  26 ککيدر س مريپرا نيا

CFU تموان بمه    يمم اممر   نيکند. ا ييتواند شناسا يرا م يباکتر

تموان بمه متحمرک بمودن      ينس،  داد، از آن مم  يمختلف کيدلا

مقماوم بمه    يهما  هياشاره کمرد. چمون سمو    SCCmecلوکوس 

داده نشمده اسم     صيتشمخ  ممر يپرا نيم که توسط ا نيليس يمت

کمه   يبوده باشمند. مطالعمات   يا هيگردش سو يممکن اس  دارا

Clifford  و  2015و همکاران در سالYam   2013در سمال 

انجمام   نيليسم  يمقاوم به متم  لوکوکياستاف هيسو نييتع يبر رو

شمده   يطراح ياختصاص يمرهايدادند مشخص کرد که در پرا

بودنمد کمه از    يبماکتر  102 ييموارد ه  قادر به شناسا نيا در

 نيم [. در ا21] مطابق  داشمتند  نظر با مطالعه حاضر کاملا  نيا

در کنار  ذوب يدما نيدس  آوردن بهتر هبا ب نيچن مطالعات ه 

ممورد   زيم شمده ن  يطراحم  يمرهما يپرا  ياختصاص  ،يحساس

 يدماهما   ياختصاصم  که يطور هقرار گرف . ب کيو تحل هيتجز

در همه مطالعات  يطراح يمرهايپرا  يدس  آمده و حساس هب

 [.22] داش  يهمخوان ذکر شده و مطالعه حاضر کاملا 

با در  زيشده ن يطراح يمرهايپرا يسنج  ياختصاص جه 

 اورئموس  لوکوکياسمتاف  ي، بمرا DNAذوب  ينظر گرفتن دما

ژن عامممک مقاوممم  بممه  يو بممرا گممراد يدرجممه سممانت 7/83

 کممه يمطالعمماتدسمم  آمممد. در  هدرجممه بمم 6/76 نيليسمم يمتمم

Bratchikov  داشتند نشان دادند در  2011و همکاران در سال

و   يحساسمم يکممه بممر دارا  يختلفممم يهمما روش يطراحمم

 Real Timeهما   انجمام آن  يهستند و م،نا ييبالا  ياختصاص

PCR ينيبمال  يهما  هيممکمن اسم  در سمو    يباشمد، گماه   يم 

آن  کيدلا نيتر شود. از مه  دهيموارد د نيدر مقدار ا ياختلافات

 ريمختلمف و تما    يهما  در نمونمه  C+Gبودن  ريتوان به متغ يم

رو  نيم ا گرفتمه شمده اشماره کمرد. از     هنوع نمون يمکان و حت

 ينيبال يها همه نمونه يبرا يمناس  و کل يدما کياختصاص 

 يها نمونه يدور از انتظار باشد و برا يممکن کم هيسو کياز 

 يروش بمرا  نيم کمردن ا  نمه يبه به ازيگونه ه  ن کيمختلف از 

 [.23] بهتر باشد جيگرفتن نتا

شمده در   يطراح يمرهايقدرت پرا زانيمطاله حاضر م در

 نيليس يحساس و مقاوم به مت اورئوس لوکوکياستاف ييشناسا

و  15 از تر پيب  يبه ترت mecAو  ITS يها ژن يبرا  يبه ترت

 بما در نظمر   ريمقماد  نيمشاهده شد. ا CFU/mL 25از  تر پيب

 نيچنم  و ه  يجذب نور يها و نس،  DNA يها گرفتن رق 

CTبمود. بما در نظمر     ريم تکت يها يدس  آمده در منحن هب يها

 نيم و ک  خطما بمودن ا    يتوان اختصاص ياعداد، م نيگرفتن ا

 سمک يماننمد د  جيم را يويفمونت  يهما  روش را نس،  بمه روش 

و  Wongbootکمه   ي، در مطالعمات کمه  يطمور  ه. بم ديد وژنيفيد

  disc difiuosionروش  سهيمقا يبرا 2015همکاران در سال 

 لوکوکياسمتاف  يها هيسو نيجه  افتراق ب Real time PCRو 

در  نيسمل  يو حسماس بمه متم    نيليسم  يمقاوم بمه متم   اورئوس

 Real time PCR صيخون انجام دادند، دق  تشمخ  يها نمونه

ژن حسممماس بمممه   يبمممرا DNAبمممر روش ذوب  يم،تنممم

 نيليس يژن عامک مقاوم  به مت يو برا CFU/ml  1نيليس يمت

CFU/ml 10 را علاوه بر   ياختلا  در حساس ني[. ا24] بود

توان به نوع رن  فلورسن  مورد اسمتفاده   يذکر شده، م کيدلا

 کمه  يطور هنس،  داد. ب زين مرهايپرا ن يانگل يدما نيچن و ه 

 Eva ايم و  نيگمر  LCتر مانند  حساس يها در استفاده از رن 

 خواهد بود. تر پيبه مرات  بالاتر و ب  يحساس نيگر

توان با  يرا م يمولکول يها روش  يو اختصاص  يحساس

و  هيم انجام شده، تجز يها يتوال نيياستاندارد قرار دادن تع گلد

و  Skow انجممام شممده توسممط يهمما يکممرد. در بررسمم يممکتحل

 يهما  روش سمه يکمه بمه منظمور مقا    2005 همکاران در سمال 

 يهما  صورت گرف  مشخص شد که روش يويو فنوت يمولکول

تواننمد   يخمود هم ، نمم    يبمالا  اريبسم   يبا حساسم  ،يويفنوت

 خصوصمما  ،يويژنمموت يهمما روش  يو اختصاصمم  يحساسمم

را پش  سمر بگذارنمد.    Real Time PCRبر  يم،تن يها روش

مقماوم بمه    لوکوکياسمتاف  يها هيسو يمطالعه که بر رو نيدر ا

صورت گرفته بود، مشخص شد که اسمتفاده از روش   نيسل يمت
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ناک بهتر خطر يها هيسو نيا ييشناسا درتواند  يم DNAذوب 

 [.25] عمک کند يويفنوت يها از روش تر عيو سر

در  DNAبمر ذوب   يم،تن يها کيتکن اتياز خصوص يکي

و  نم  يويروش در امر تا نيا ييتوانا Real Time PCRروش 

که توسمط   يا باشد. در مطالعه يمختلف م يها هيسو يبند دسته

Krawczyk  يانجام گرفم  طراحم   2007و همکاران در سال 

ممورد اسمتفاده قمرار     PFGEذوب را در کنمار روش   کيپروفا

[. در مطالعه حاضر، 26] دهد پيآن را افزا  يگرف  تا حساس

ذوب  يشده بعمد از مشمخص شمدن دمما     يطراح يمرهايپرا

ن،ودنمد و   کيم نزد يهما  هيگونه و سمو  ييها، قادر به شناسا آن

دس  آمده بودند، که  هب يتر از دماها به مرات  ک  ييدما يدارا

 مرهما، يپرا يکيتيآنمال   ياممر بما در نظمر گمرفتن حساسم      نيا

 کند. انيب زيها را ن آن يکيتينالآ  ياختصاص اندتو يم

 يمواقع دارا يدر برخ Real Time PCRاز روش  استفاده

 يطيها در شمرا   يمحدود نيباشد، ا يم يياجرا يها  يمحدود

دهند که تعداد دفعات تکرار بالا رفتمه   ينشان م تر پيخود را ب

مواجمه    يجه  انجام تسم ، بما محمدود    هيمواد اول نيو تام

آن در  يزهما يوآنال DNAذوب قطعمات   ن،يم شود. علاوه بمر ا 

مورد اسمتفاده   يمرهايپرا يصورت خطا و عدم دق  در طراح

را  ييبمالا  اريبسم  يتوانمد خطما   يذوب، م يم انط،اق دماو عد

 ني[. در کنممار چنمم27] محقممق بممه همممراه داشممته باشممد يبممرا

را  Real Time PCRبمر   يم،تنم  يهما  روش ،يهما   يمحدود

 زا يبمرا  يشمنهاد يپ ريمس کيعنوان  هکردن، ب نهيتوان با به يم

امر با دقم  و   نيدانس . ا يميو قد يسنت يها بردن روش نيب

همد    يهما   يو برگرفتن سما  ياختصاص يمرهايانتخاب پرا

 يمنحنم  زيروش آنمال  رييکارگ هب تواند بالاتر برود. با يم ژه،يو

 تمموان يهمما ممم  مناسمم  آن کيممو تحل هيممو تجز DNAذوب 

مختلممف  يهمما هيدسمم  آمممده از سممو هبمم ينيهمماي بممال هيممجدا

بمر   را مشخص کرد و با توجه بمه زممان   اورئوس لوکوکياستاف

بما اسمتفاده از    يبماکتر  نيم جن  و گونه کمردن ا  نييبودن تع

 نيم ا ياحتممال  يخطما  نيچنم  معمول و ه  يويفنوت يها روش

قابمک    يکه حساس نيگزيروش جا کيها، بهتر اس  از  روش

ذوب  کيم دارد استفاده کرد. مطالعه حاضر که از تکن زين يق،ول

DNA حاصک صمورت گرفم ، در کنمار     ينمودارها ريسو تف

 ي( داراHRM) بممالا  يممفيذوب بمما ک يمنحنمم زيآنممال کيممتکن

 ياز جملمه مموارد    يباشد که دق  و حساسم  يم ييها يکاست

شود در مطالعات  يم هيتوان به آن اشاره کرد. توص ياس  که م

ذوب، از  يمنحنم  زيآنمال  کيم علاوه بمر اسمتفاده از تکن   ،يبعد

 .استفاده گردد زين HRM کيتکن
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Multiplex Real Time PCR ييو شناسما  صيتشخ به منظور 

بمر   يکوآگولاز منف يها لوکوکياز استاف اورئوس لوکوکياستاف

 يهما  زولمه يا يبر رو Melting Curve Analysis اساس روش
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Introduction: Rapid and timely detection of Staphylococcus aureus can play a significant role in the 

treatment of staphylococcal infections.Impresingly, by precise designing methods which have acceptable 

sensitivity and specificity, can identify species and even antibiotic-resistant strains. The purpose of this 

study was to evaluate the real time PCR diagnostic method based on the melting curve analysis for the 

detection of clinical isolates of S. aureus and the methicilin resistance gene. 

Materials and Methods: In this experimental study, clinical isolated of S. aureus was used from the 

Microbiology Bank of Hamadan University of Medical Sciences. The primer design was done by selecting 

(ITS) target for S. aureus and the mecA gene for methicillin-resistant strains. Real-time PCR and DNA 

melting curves analysis were used to determine the analytical specificity and sensitivity of the designed 

primers. 

Results: The analytical specificity of the primers was 83.79 ° C for S. aureus and 76.6 ° C for 

methicillin resistant Staphylococcus aureus respectively. The analytical sensitivity of the primers was 15 

CFU/ml bacteria for ITS gene and 25 CFU/ml bacteria for mecA gene.  

Conclusion: By selecting appropriate primers and using sensitive molecular techniques, which could be 

the main factors for designing of both quick and accurate method, it is possible to identify invasive bacteria 

such as S. aureus. 
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