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Abstract 

 

Backgrounds and Objectives: Staphylococcus aureus is one of the most common pyogenic bacteria possessing 

highest potentiality to develop resistance to antibiotics. Emergence of resistance towards the most common 

antibiotics such as aminoglycoside and vancomycin has added burden to the existing MRSA situation. 

Aminoglycosides are important bactericidal agents. The aminoglycoside resistance is due to drug inactivation by 

plasmid- or transposon-mediated aminoglycoside modifying enzymes. The aim of this study was to develop a 

Multiplex-PCR assay for rapid and accurate detection of S. aureus and its resistance genes to aminoglycoside and 

methicillin. 

Materials and Methods: Isolates of S. aureus were obtained from various clinical specimens based on standard 

bacteriological procedures. The antimicrobial susceptibility of the strains was determined using the disk diffusion 

method. Extraction of genomic DNA was carried out by SDS-Proteinase K method modified with CTAB. The 

Multiplex-PCR assay was carried out for detection of mecA, nuc, femB and aac(6′)/aph(2
//
)-Ia genes. 

Results: Totally 1,389 specimens examined 90 strains of S. aureus were isolated. Antibiotic susceptibility testing 

using disc diffusion revealed high resistance to penicillin (97.8%). Among the isolates nuc, femB and mecA genes 

were detected in 90(100%), 86 (95/6%) and 58 (64/4%) strains, respectively. Additionally, 44 (48/9%) strains were 

found to harbor aac(6′)/aph(2
//
)-Ia gene. 

Conclusion: This study highlights that the multiplex PCR method described herein is not only a convenient 

method for rapid and accurate detection of S. aureus species but also it detects the presence of common antibiotic -

resistant genes. 
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 چکیده

ع یه: فاهدازمینه و        تَیىْبی رذیذ هی همبٍهت ث وؼت ثشای ُثبلمَ لبثلیتثبوتشی ؿبیغ پیَطًیه اػت وِ داسای  اػتبفیلَوَوَع اٍسئَ ِ آًتی ثی
تًی ثیَتیىْبی  ظَْس ثبؿذ. َگلی سایذهمبٍهت ثِ آ ًٌذ آهیٌ سئَع همبٍم ثِ هتی یؼٌی  ًٍىَهبیؼیي ثِ ٍضؼیت هَرَد ٍ ّبىَصیذهب اػتبفیلَوَوَع اٍ
َگلیىَصیذّباػت ؿذُ افضٍدُ  (MRSA)ػیلیي تًْبی ثبوتشیبییَتشیي ػهْو اص . آهیٌ  ،لؼِبغّذف هذ. ٌهی ثبؿ اهل ضذ ثبوتشیبیی هَسد اػتفبدُ ثشای دسهبى ػفَ
یَِ ّبی  ّوضهبى كثشای تـخیص ػشیغ ٍ دلی Multiplex-PCRتَػؼِ  سئَع ٍ طى ّبی همبٍهػ َگلیىَصیذاػتبفیلَوَن اٍ  هی ثبؿذ.ػیلیي ٍ هتی  ت ثِ آهیٌ

لٍِ ّبی  :ها مواد و روش       عایض ًَِ اػتبفیلَوَوَع اٍسئَ و ذاسد سٍؿْبی اص اػتفبدُ ثب ثبلیٌی هختلف ّبی اصً  . الگَی ثذػت آهذ ؿٌبػی ثبوتشی اػتبً
تَیىی تًی ثی لٍِ همبٍهت آ م ذ. گشدیتؼییي دیؼه دیفیَطى تؼت سٍؽ  ثب ّب، ایض صَست  CTABّوشاُ ثب  SDS-Proteinase K سٍؽ ثب  DNAاػتخشاد طًَ

زبم ؿذ. Multiplex-PCRسٍؽ ثب اػتفبدُ اص  nuc،femB ،mecA  ٍ  aac(6′)/aph(2′′)-Iaطًْبی ؿٌبػبیی گشفت.   اً
ًَِ 1389 ول اص :یافته ها       یَِ اػتبفیلَوَ 90تؼذاد ، هبیـگبُاسػبلی ثِ آصثبلیٌی  ًو ع رذا ٍ ػ یَت وَع اٍسئَ تًی  ؿذ.تؼییي ّ ًتبیذ تؼت حؼبػیت آ

تـشیي همبٍهت  د.  8/97ثِ پٌی ػیلیي )ًؼجت ثیَتیىی ػَیِ ّب، ثیبًگش ثی یَِ %4/64ٍ % 6/95 ، %100 ثتشتیت دس nuc ، femB ٍmecAْبی طً %( ثَ  ّب ػ
یٌي گشدیذؿٌبػبئی  د aac(6′)/aph(2′′)-Ia  حبهل طى ّب ػَیِ %9/48. ّوچ   .ًذثَ

ـبى داد وِ :نتیجه گیری       سئَعسٍؽ هٌبػت ثشای تـخیص ػشیغ یه  ًِ فمظ  Multiplex PCR ایي هغبلؼًِ  حضَس هی ثبؿذ  ثلىِ  اػتبفیلَوَن اٍ
تًی ثیَتیى  .           وٌذ هی  ؿٌبػبییسا ّن  ْبی سایذ طًْبی همبٍم ثِ آ

 
سئَع، آهیٌَگلیىَصایذّب،اػت :کلید واشه ها   Multiplex PCR بفیلَوَوَع اٍ

 
 مقدمه

تیه ثِ  همبٍم یاػتبفیلَوَن ّباًتـبس ػشیغ ٍ تصبػذی  آًتی ثیَ
تیه  هصشف ثی سٍیِوِ دس استجبط ثب  ی هختلفبّ آًتی ثیَ
(. 1-3) ٍرَد آٍسدُ اػتِ سا ث رْبًی، یه هـىل ػوذُ ثبؿذ هی

ع اػتبفیلَوَوَع سئَ  ػبهل وِاػت  شم هخجتگ وَوؼی یه اٍ
ذٍوبسدیت، اص هتؼذدی ّبی ػفًَت  صخن، ّبی ػفًَت رولِ اً
اَى ثِ ثبوتشی ایي ًبلل افشاد ٍ ذثبؿ هی ثبوتشیوی ٍ ػوی ػپتی  ػٌ
ًَذهی هحؼَة ػبلن افشاد دس ثیوبسی ایزبد ثشای هْوی هٌجغ  ؿ
 ػلی ،ّب ثیَتیه آًتی اًَاع ثِ همبٍهت افضٍى سٍص افضایؾثب  .(4)

تیه ّبی ًتیآ یشگیبسىث سغن د ٍ لَی ثیَ ذاؿت ؿشایظ ثْجَ  ثْ

ص ،ثیوبسػتبًی ػفًَت ّبی وٌتشل ٍ ػوَهی  ّن ٌَّ
سئَع اػتبفیلَوَوَع اى یه ثِ اٍ  اًؼبى دس هْن پبتَطى ػٌَ

هؼشفی آًتی ثیَتیه ّبی رذیذ ػلیِ  (.4) ؿَد هی هحؼَة
ًٍذ ػفًَت ّبی اػتبفیلَوَوی ثبػج تغییشات لبثل تَرْی دس  س

دس اػتفبدُ اص داسٍّبی رذیذ غَسیىِ ث ،ثبوتشیبیی ؿذُ اػتتىبهل 
اَسد دُ ّوشاُ  ّب ثب پیذایؾ ػشیغ همبٍهت اػتبفیلَوَن ثیـتش ه ثَ

ی ػیلیي ًیوِ صٌبػی ثِ ًبم هتی  1959 ػبل دس (.5) اػت لٍیي پٌ ا
ی  ،ػیلیي لیذات پٌ ثشای غلجِ ثش هـىلات ایزبد ؿذُ اص افضایؾ تَ

ی ػیلیي هؼشفی ؿذػیلیٌبصی اػتبفیلَوَن اٍس  ئَع همبٍم ثِ پٌ



 37/  ي َمكاران مُداد کیاوي ویا                                                                                           aac(6′)/aph(2′′)-Ia و  nuc  ، fen B mecAشن هایشناسائی  بررسی و

ع ثِ هتی  ظَْس 1980ػبل  دس .(5) سئَ همبٍهت اػتبفیلَوَن اٍ
 دس ػلاهت ػوَهی گشدیذ ػوذُ( هَرت ًگشاًی MRSA) ػیلیي

لیِ  دس(. همبٍهت ثِ هتی ػیلیي 1) ع ثِ عَس اٍ سئَ اػتبفیلَوَن اٍ
لیذ افضایؾ  اص عشیك ًَذُ ثِ پٌی ػیلیي ثئپشٍتتَ ِ یي ّبی هتصل ؿ
تغییش یبفتِ ثب افیٌیتی  پبئیي ثشای آًتی  PBPٍ ّوچٌیي  PBP2a ٍیظُ

اَى  mecAثیَتیه ّبی ثتبلاوتبم ایزبد هی ؿَد. طى  وٌٌذُ وذ ثِ ػٌ
PBP2a،  ع ثِ ثشای همبٍهت سئَ هتی ػیلیي دس اػتبفیلَوَن اٍ

تیه ّبی آهیٌَگلیىَصیذی یىی اص  (.1) للوذاد ؿذُ اػت آًتی ثیَ
یذی لبثل اػتفبدُ ثشای دسهبى ثؼیبسی اص ػفًَت ػَاهل هْن ثبوتشیؼ

َصیذّب ثِ عَس هؼوَل ؿبهل ى(. آهیٌَگلی6) ّبی ثبوتشیبیی ّؼتٌذ
داوؼی اػتشپتبهیي وِ لٌذّبی -2یه حلمِ آهیٌَػیىلات هشوضی 

ذ رٌتبهبیؼیي ٍ یب دس هَلؼیت   6 ٍ 4 آهیٌی یب دس هَلؼیت  ٍ 4هبًٌ
یَذٍهبیؼیي هتص 5 ذ ًئَهبیؼیي ٍ لی ایي  ،ل هی ؿَدهبًٌ

لَىَل ًی احشات آًتی ثیَتیىی خَد سا ثب اتصبل ثِ صیش  ه ّبی وبتیَ
صٍهی ٍ s30ٍاحذ  ًتیزِ لغغ تشروِ ثبوتشی اػوبل هی س د سیجَ

 ،آهیٌَگلیىَصیذّبٍػیغ  عیف احش(. فؼبلیت ثبوتشیؼیذی ٍ 7) ٌذٌو
پش اّویت ّبی ثیوبسػتبًی ثؼیبس  ثشای دسهبى ػفًَت سا ایي داسٍّب
 ّبآهیٌَگلیىَصیذثِ  هىبًیؼن اصلی همبٍهت. (6) اػتوشدُ 
آهیٌَگلیىَصیذی  تغییش دٌّذُ آًضین ّبی تَػظ ػبصی داسٍغیشفؼبل
  وِ ثِ ٍػیلِ طى AAC(6′)/APH(2′′)آًضین  .(AMEs) اػت

aac(6′)/aph(2′′)-Ia لٍِ  هیبى دسهمبٍهت  هَرتد، َؿ وذ هی ایض
 تَػظ ٍ هی ؿَدی ًؼجت ثِ ایي دػتِ داسٍیّبی اػتبفیلَوَوی 

ٍ  APH(3′)-IIIهبًٌذ   دیگشیآًضین ّبی  .گشدد حول هیپلاػویذ 
ANT(4′)-I ِْبیطً تشتیت تَػظ وِ ث aph(3′)-IIIa ٍ ant(4′)-Ia 

ًَِ ّبی اػتبفیلَوَوی  دس ذًهی ؿَ گزاسیسهض ؿذُ  ؿٌبػبئیگ
چٌذ همبٍهت  ثب دس ًظش گشفتي گؼتشؽ ػشیغ (.9،  8) اػت

یَِ یٍی دس ثیي ػ عّبی اػتبف  داس سئَ ػوذُ دس یه هـىل  وِ اٍ
ثِ ایي وِ سٍؽ ّبی  ٍ تَرِ هحؼَة هی ؿَدػلاهت ػوَهی 

تیپی  دُ فٌَ ٍاثؼتِ ثِ  فٌَتیپی  اغلت خصَصیبتٍ صهبى ثش ثَ
لَىَلیسٍؽ ّبی  لضٍم ثىبسگیشی ،ؿشایظ سؿذ ّؼتٌذ  ٍاػغِ ثِ ه

تیىی  ْبیهمبٍهتثشای تـخیص  ػشػت ثبلاٍ  تدل  ش هیه اآًتی ثیَ
ثش ایي اػبع دس ایي . (2،10،11) ذثِ ًظش هی سػ ٍ ضشٍسی هْن

تیىی،هغبلؼِ الذام ثِ  ، ضوي تؼییي الگَی حؼبػیت آًتی ثیَ
طى  ثِ ّوشاُ mecA، nuc ،femBطى ّبی ّوضهبى ؿٌبػبیی 

aac(6′)/aph(2
//
)-Ia  ثب سٍؽ Multiplex PCR ساٌّوبیی  تب ؿذ

دس  ػفًَت،ٍ وٌتشل  MRSAهٌبػت رْت دسهبى ػفًَت ّبی 
 د.شیصَست گ هشوض ثیوبسیْبی ػفًَی ٍ گشهؼیشی ثیوبسػتبى ػیٌب

 
 مواد و روش ها

 1389تؼذاد  ،دس هغبلؼِ حبضش :َا ومًوٍ شىاسايي ي آيري جمع
لَِ تشاؿِ ٍ  ًوًَِ ثبلیٌی ؿبهل صخن، خَى، آثؼِ، هبیؼبت ثذى، ل

ـگبُ ػلَم  -آهَصؿی هختلف اص هشاوض ،ثیٌی دسهبًی ٍاثؼتِ ثِ داً
ل  ِّهب چْبس صهبًیدس فبصلِ   ،پضؿىی تجشیض ل آثبى هبُ تب اٍ )اص اٍ
دس  ٍ ؿذ آٍسی روغثِ صَست تصبدفی ( 1389اػفٌذ هبُ 
اص  ،هشوض ثیوبسیْبی ػفًَی ٍ گشهؼیشی ثیوبسػتبى ػیٌبآصهبیـگبُ 

ؿٌبػبیی   .ٌذلشاس گشفتهَسد ثشسػی  ًظش اػتبفیلَوَوَع اٍسئَع

لٍیِ  لٍِ ّبا وـت سٍی ثلاد ًظیش  فٌَتیپی هؼوَل ثب تؼت ّبیی ایض
ل ػبلت آگبس ، (Hi- Media, India)ثشای ًوًَِ اص ثیٌی آگبس ٍ هبًیتَ

زبم DNaseسًگ آهیضی گشم، تؼت وبتبلاص، وَاگَلاص ٍ   ذؿ اً
تيك آوتي بٍ وسبت حساسيت تعييه .(12)  الگَی :َا بيً

تیىیحؼبػی تـبس سٍؽثب  ،ّب ػَیِ ت آًتی ثیَ  سٍی ثش دیؼه اص اً
تیى آًتی ّبی دیؼه ثب( Kirby-Bauer) آگبس  MAST) یثیَ

Diagnostics, UK) :ػیلیي پٌی ؿبهل G 10U))، رٌتبهبیؼیي 
(10µg)اسیتشٍهبیؼیي ، (15µg)ًٍىَهبیؼیي  ، (30µg)، 

 ، سیفبهپی ػیي(2µg) ولیٌذاهبیؼیي ،(5µg) ػیپشٍفلَوؼبػیي
(5µg)لیٌَصٍلیذ ، (30µg)اگضاػیلیي ، (5µg)یيت ، ػفَوؼی 
(30µg)  ٍػفبصٍلیي (30µg) ى آگبس هحیظ ثش سٍی لَش ّیٌتَ  ه

(Hi-Media, India) اػتبًذاسدّبی سػبیت ثب Clinical and 

Laboratory Standards Institute, 2007) CLSI)   گشدیذتؼییي 
یَِ  .(13) اى  ATCC 29213 اٍسئَع اػتبفیلَوَوَعػ ثِ ػٌَ

صحت  ،س وٌتشل ویفیثِ هٌظَثِ هتی ػیلیي  حؼبعثبوتشی هشرغ 
 .هَسد اػتفبدُ لشاس گشفتٍ دلت سٍؽ 

 ثشاث LBثبوتشی دس هحیظ ؿجبًِ وـت ثؼذ اص  :DNAاستخراج 
(Lauria Bertani) اػتخشاد َى یدسرِ ػیلؼ 37 دس دهبیDNA  ِث

زبم ؿذ CTABثب  ّوشاُ SDS-Proteinase Kسٍؽ   .(14،15) اً
 م:براي تشخيص شن َاي مقاي Multiplex-PCRاوجام 

زبمثِ هٌظَس   ٍ حصَل اعویٌبى اص ٍرَد  Multiplex PCR اً
ثِ عَس اثتذا ّش یه اص طى ّب  ،هغبلؼِ دس ػَیِ ّبّبی هَسد  طى

فشادی   ؿذًذ. تىخیش ASTEC, Japan))تشهَػبیىلش دػتگبُ دساً
پشایوشّب ٍ ثب تغییش دس غلظت  Multiplex PCR سٍؽػپغ 
MgCl2 (16)ی ثشای تىخیش طى ّبnuc  ،(2)femB ،(17) mecA   ٍ

aac(6′)/aph(2′′)-Ia (18)  هخلَط ثِ عَس خلاصِ، .ِ ؿذگشفتثىبس 
 6/1 ؿبهل هیىشٍلیتش 25 حزن ًْبیی دس PCRلاصم رْت ٍاوٌؾ 

 هَل هیىشٍ PCR  ،200(10X)هیىشٍلیتش ثبفش MgCl2 ،1هیلی هَل 
dNTPs ، 4/0 ٍاحذ  5/2 ًْبیت ٍ دس هیىشٍهَل اص ّشرفت پشایوش
یِ گشدیذ. Taqپلیوشاص  اَسد  تْ بّ ثّوِ ه  (Sigma ؿشوت)زض پشایوش

ن ؿذ بٌطى فشاّ ی ػی ّبی  تىخیش طى هختلف هشاحل .اص ؿشوت ایشاً
ظش لٍیِ اٍػشؿتگیؿبهل:  تشهَػبیىلش دس دػتگبُ هَسدً  ِ  C95°  ا ث
 C95° س د اٍػشؿتگی ؿبهل چشخِ 35ثؼذ اص آى دلیمِ،  5هذت 
یِ، اتصبل دس  30ثشای  ، تىخیش 30ی ثشا C 54°حبً  30ثشای  C72° حبًیِ

بئی  .صَست گشفت دلیمِ 5ثشای  C 72° دس حبًیِ ٍ تىخیش ًْ
سًگ  ،%1 الىتشٍفَسص ثش سٍی طل ثبPCR  هحصَلات ثذػت آهذُ اص
م ثشٍهبیذ لَِ هَسد ثشسػی لشاس  ٍ آهیضی ثب اتیذیَ یٍ س التشا دس صیش ًَ

لَی لغؼبت اصؼیثشای ت .گشفت لَى گش  یي ٍصى ه بً لَىًَـ  100bp لیه

(GeneRuler
TM, Fermentas) دادُ ّبی ثذػت آهذُ اص  .اػتفبدُ ؿذ

ی یهغبلؼِ ثب اػتفبدُ اص سٍؿْب اًٍ صیفی )فشا دسصذ( ٍ ثب  -آهبس تَ
 لشاس گشفت. آًبلیضهَسد   SPSS17 افضاسی ًشم اػتفبدُ اص

 
 یافته ها

یَِ  90، تؼذاد ؿذُ ًوًَِ ثبلیٌی ثشسػی 1389 هزوَعاص  ػ
 ، آثؼِ(n;11) ، خَى(n;59) ؿبهل صخن ع اٍسئَعاػتبفیلَوَوَ

(3;n)هبیؼبت ثذى ، (7;n)ِلَِ تشاؿ  (n;4) ٍ ثیٌی (n;6) ، ل
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 یثیَتیى آًتی حؼبػیت تؼت ّبی ًتبیذ .گشدیذ ؿٌبػبیی
 ؿذُ ٍُسدآ 1 ؿوبسُ رذٍل دس اػتبفیلَوَوَع اٍسئَع ّبی ػَیِ
ثشای تـخیص ػشیغ  Multiplex-PCR دس ایي هغبلؼِ سٍؽ .اػت

 nuc ،femB،mecA  ٍ aac(6′) / aph(2′)-Iaٍ ّوضهبى طى ّبی 
زبم گشدیذ. َّیت ّوِ  سئَع غشثبل  90اً یَِ اػتبفیلَوَوَع اٍ ػ

تیپی ثب ؿٌبػبیی طى  لغؼی ؿذ. طى  nucؿذُ ثب سٍؽ ّبی فٌَ
mecAهمبٍهت ثِ هتی ػیلیي )

یَِ ) 58( دس + دسصذ(  4/64ػ
صیغ آى دس ػَیِ ّبی ثذػت  آهذُ اص ػفًَت ؿٌبػبیی ؿذ وِ تَ

لِ تشاؿِ ٍ ثیٌی ثِ تشتیت  %، 8/67ّبی صخن، خَى، هبیؼبت ثذى، لَ
یَِ %50 ٍ %7/66، %9/42، 8/81 د ٍ ایي ًَع همبٍهت دس ػ % ثَ

ػَیِ  86دس  femBّبی رذا ؿذُ اص آثؼِ هـبّذ ًگشدیذ. طى 
%( اػتبفیلَوَوَع اٍسئَع یبفت ؿذ وِ ّوِ ػَیِ ّبی 6/95)

mecA
د +  ًذ. طى ػبهل همبٍهت ثِ رٌتبهبیؼیيسا ًیض ؿبهل ثَ

(aac(6′)/aph(2′′)-Ia دس )یَِ ّب  9/48ػَیِ ) 44 %( اص ول ػ

%( اص ػَیِ ّبی 3/77) ػَیِ 34هـبّذُ ؿذ، وِ اص ایي تؼذاد، 
MRSA ٍ10( َِی یَِ ّبی  7/22ػ ط ثِ ػ د.  MSSA%(  هشثَ ثَ

ًتبیذ طل الىتشٍفَسص ثشای طى ّبی هَسد هغبلؼِ دس  ؿىل یه 
ػفًَت  دس aac(6′)/aph(2′′)-Iaطى  حضَسدادُ ؿذُ اػت. ًـبى 

لِ تشاؿِ، آثؼِ ٍ ثیٌی ثِ تشتیت  ّبی صخن، خَى، هبیؼبت ثذى، لَ
همبٍهت  % هی ثبؿذ.%50 ٍ %3/33،%3/33، %9/42، %5/45، 5/52

ثِ هتی ػیلیي ثب اػتفبدُ اص سٍؽ اًتـبس آگبس اص دیؼه ٍ سٍؽ 
PCR  ّوچٌیي  .ثِ دػت آهذ دسصذ 4/64دسصذ ٍ  2/72ثِ تشتیت
تیپی ًؼجت ثِ اگضاػیلیي حؼبػیت  3 یَِ دس سٍؽ ّبی فٌَ ػ

لٍی داسای طى  دًذ. دس ایي هغبلؼِ همبٍهت ثِ  mecAداؿتٌذ  ثَ
یَِ  طى ثِ  9/53رٌتبهبیؼیي دس ول ػ دسصذ ثب سٍؽ دیؼه دیفیَ

لَی حضَس طى  دػت آهذ ٍ ثِ  aac(6′)/aph(2′′)-Iaدس سٍؽ هَلى
 .ددسصذ ثَ 9/48هیضاى 

 
گشام ًتبیذ : 1رذٍل  ع هغبلؼِ ؿذُ ثب سٍؽآًتی ثیَ سئَ لٍِ ّبی اػتبفیلَوَوَع اٍ طى دیؼه ایض  آگبس دیفیَ

 َا آوتي بيًتيك
 سًيٍ َاي جذا شذٌ از باليىي

 مقايم
 (%)  تعذاد

 مقايمت بيىابيىي
 )%(  تعذاد

 حساس
 (%) تعذاد

 (2/2) 2 - (8/97) 88 سيليه پىي
 (1/46) 41 - (9/53) 48 يسيهاامىتج

 (9/28) 26 - (1/71) 62 اريتريمايسيه
 (8/87) 79 - (2/12) 11 يوكًمايسيه

 (30) 27 (6/5) 5 (4/64) 58 سيپريفلًكساسيه
 (4/24) 22 (3/3) 3 (2/72) 65 اگساسيليه

 (30) 27 - (70) 63 سفًكسي تيه
 (8/57) 52 - (2/42) 38 كليىذامايسيه
 (9/78) 71 (3/3) 3 (4/18)16 ريفامپي سيه

 (7/96) 87 (3/3) 3 - ليىًزيليذ
 (2/92) 83 - (8/7)  7 ليهزيفاـس
 

 
 nuc ،femB ،mecA  ٍ aac(6′)/aph(2′′)-Ia  ثشای تـخیص طى ّبی  Multiplex-PCR: 1ؿىل 

ى                                 صى1ػتَ ى     bp 100 ladder  : ًـبًگشٍ   nuc ،femB ،mecA  ٍaac(6′)/aph(2′′)-Iaثِ : ػَیِ هخجت 8، 5، 4، 2ػتَ
ى                                 ى        nuc ،femB ،mecA: ػَیِ هخجت ثِ 7، 3ػتَ    nuc ٍfemB هخجت ثِ ٍ  ATCC 29213 : ػَیِ 6ػتَ

ى                                  (DNA: وٌتشل هٌفی)فبلذ 9ػتَ
nuc ،femB ،mecA  ٍ aac(6′)/aph(2ّبی عَل لغؼبت تىخیش یبفتِ ثشای طى 

//
)-Ia  درفت ثبص  348ٍ  533، 651،  270ثِ تشتیت  .ثَ

bp 270 

bp 348 

bp   533 

bp 500 

bp 651 



 31/  ي َمكاران مُداد کیاوي ویا                                                                                           aac(6′)/aph(2′′)-Ia و  nuc  ، fen B mecAشن هایشناسائی  بررسی و

 بحث
تیپی ثِ عَس هؼوَل ثشای تـخیص  اگشچِ سٍؽ ّبی فٌَ

لٍی ثِ وبس گشفتِ هی ؿَداػتبفیلَوَن ّبی همبٍم ثِ هتی ػیلیي   ،
خیص طى  اَى PCRآصهبیؾ ثِ ٍػیلِ  mecAتـ  سٍؽ ثِ ػٌ
یٍظُ آصهبیؾ اػت ئی هغش اػتبًذاسد علا  Multiplex-PCR، ثِ 

وِ ثِ عَس ّوضهبى چٌذیي طى سا دس یه ٍاوٌؾ هٌفشد ثِ صَست 
هغبلؼبت دس . (17-19) ـخیص هی دّذتػشیغ ٍ لبثل اعویٌبى 

خیص طى  Multiplex-PCR تىٌیه اصاػتفبدُ هتؼذدی  ثشای تـ
تیه ّبثِ  تّبی همبٍه خیص گًَِ ّبی  اًَاع آًتی ثیَ ٍ تـ

 ّن ػَ ثب ایي هغبلؼبت، .(22-20) ؿذُ اػتػتبفیلَوَن هغش  ا
خیص  Multiplex-PCRسٍؽ  ًیض اخیشدس هغبلؼِ  ثشای تـ

ی ثِ آًتی ثیَتیه ّب تاػتبفیلَوَن اٍسئَع ٍ طى ّبی همبٍه
هغبثك هغبلؼبت . (1 )ؿىل ؿذ گشفتِ ثىبسػیلیي ٍ رٌتبهبیؼیي  هتی

 nuc طى ،اػتبفیلَوَن اٍسئَعػَیِ ّبی  ثش سٍی صَست گشفتِ
 thermonucleaseحشاست خبسد ػلَلی )یه ًَولئبص همبٍم ثِ 

TNase)  ِلیذ هی وٌذ و اًٍی هـبثْتَ یَِ ی ثبفشا لَیذ وٌٌذُّبی  ػ  ت
اى ٍ  داسدوَاگَلاص  لیذ )تؼت آًضیوی ثؼٌَ دس ثؼیبسی اص ( Tnaseتَ

یَِ ّبی  طی رْت ؿٌبػبیی ػ لَ آصهبیـگبُ ّبی هیىشٍثیَ
S.aureus    ػَیِ  دس هغبلؼِ حبضش ًیض .(23)ثِ وبس ثشدُ هی ؿَد
لَیذ وٌٌذُّبیی  دًذ. nuc، ّوگی حبهل طى وَاگَلاص ت  femBطى  ثَ

س هی  گزاسی سهضسا هتی ػیلیي  همبٍهت ثِ ضشٍسی ثشای یه فبوتَ
mecAػَیِ ّبی  ّوِهغبلؼِ  ایي دس .(2) وٌذ

  femBحبهل طى  +
دًذ  . دٍ طى اػت یذی ثش استجبط ایيأیوِ ت ثَ

ثِ  PCRدیؼه ٍ سٍؽ اص سٍؽ اًتـبس دس همبٍهت ثِ هتی ػیلیي 
یَِ .ثِ دػت آهذدسصذ  4/64دسصذ ٍ  2/72تشتیت  ّبیی  اص ثیي ػ

تـبس اص دیؼه ًؼجت ثِ اگضاػیلیي همبٍم  تیپی اً وِ دس سٍؽ فٌَ
دًذ، تؼذاد  یَِ اص لحبػ طى 12ثَ دًذ هٌفی mecA ػ وِ ایي  ثَ

ذ ًبؿ اً لَیذ ثیؾ اص حذ آًضین ّبی پٌیی اص اختلاف هی تَ ػیلیٌبص  ت
دس ػغح ػلَل  PBP2aٍ یب پشٍتئیي ّبی اتصبلی دیگشی ثِ غیش اص

ذ ٍ توبیل ًوذ هی ؿَ mecAغیش اص طى  وِ ثِ ٍػیلِ طى ّبیی ثبؿذ
 3 چٌیيّو. (24) ون اػت دس اتصبل ثِ اگضاػیلیي پشٍتئیي ّبایي 

تیپی ، حؼبػیت داؿتٌذلیي اگضاػی ثًِؼجت  ػَیِ دس سٍؽ ّبی فٌَ
mecAطى  حبهلٍلی 

دً + فتِ هی ؿَد دس تَریِ ایي هغلت گ .ذثَ
اَسد وِ اػتبفیلَوَن ّب ًؼجت ثِ هتی ػیلیي ٍ  دس ثشخی ه

اگضاػیلیي ثِ صَست ّتشٍطى همبٍهت ًـبى هی دّذ ٍ دس ایي 
حبلت دس آصهبیؾ ّبی تؼییي حؼبػیت گبّی ثِ صَست حؼبع 

ثِ عَس دائن ثیبى ًوی ؿَد دس  mecAطى چشا وِ  ذًظبّش هی ؿَ
یَِ ّب راتبحبلی وِ   .(24) ّؼتٌذ تهمبٍه حبهل ایي طى ػ

 ؿذیذػفًَت ّبی  دسهبى ًمؾ هْوی دسرٌتبهبیؼیي 
ٍ یب  ثتبلاوتبم اغلت دس تشویت ثب یه ٍ هی وٌذ ایفباػتبفیلَوَوی 

یٍظُ دس دسهبى اًذٍوبسدیت ّبی اػتبفیلَوَوی  یه گلیىَپپتیذ ثِ 
، ثب سٍؽ دیؼه هغبلؼِ ایي . دس(20) دُ لشاس هی گیشدهَسد اػتفب
طى،  ؿذثش آٍسد   دسصذ 9/53 همبٍهت ثِ رٌتبهبیؼیي دیفیَ
 ایي هیضاى aac(6′)/aph(2′′)-Ia ثب اػتفبدُ اص سدیبثی طى دسحبلیىِ

ددسصذ  9/48 ذ ایي اختلاف .ثَ اًَ طى  ػبیشثِ دلیل حضَس  هی ت
ذ ّبی تغییش دٌّذُ آهیٌَگلیىَصیذی یب هى بًیؼن ّبی دیگشی هبًٌ

صٍهی ثبؿذ تغییششی ٍ یب زیوبّؾ ًفَرپ ذاف سیجَ ًظیش  .(25) اّ
 اػت آىحبوی اص  ٍ وشُ اص وـَس تشویِ بتهغبلؼ  ًتبیذ هغبلؼِ هب،

اٍى تشیي aac(6′)/aph(2′′)-Iaوِ طى  طى وذ  (% 65ٍ  % 66) فشا
دس ػَیِ ( AME) ّبآهیٌَگلیىَصیذ تغییش دٌّذُوٌٌذُ آًضین ّبی 
دس  طاپي تحمیمی دس عیدس همبثل  .(10ٍ  26) ّبی ثبلیٌی اػت

اًٍی  ثب ant(4′)Iaطى ، 2001 ػبل ػبهل  دسصذ ثیـتشیي 5/84فشا
گلیىَصیذ همبٍهت ثِ  Choi  هغبلؼِ دس .(27) گضاسؽ ؿذ ّبآهیٌَ

صَست گشفت  PCR Multiplexثب اػتفبدُ اص وِ  ٍ ّوىبساى 2003
یَِ 45اص  سئَ ػ یَِ ) 25، عاػتبفیلَوَوَع اٍ ( داسای %6/55ػ
ط ثِ همبٍهت ثِ آهیٌَگلیىَصیذّب ثیـتشیي ؿیَع  ٍ mecAطى  هشثَ
د (aac(6′)/aph(2′′)-Ia 9/68%طى  ذ حبضش دس هغبلؼِ . (9) ثَ ّوبًٌ

ٍ  mecA ّبی طى ثیي حضَس یهؼٌی داس استجبط Choiهغبلؼِ 
aac(6′)/aph(2′′)-Ia ػت آهذثذ (05/0p<.)  2003دس  ػبل Birgit  

ؾ بـى دادًذ وِ  ٍ ّوىبساً ًMultiplex-PCR   ٍ یه سٍؽ ػشیغ 
تَیىی دس هغبلؼبت  غشثبلگشیدلیك ثشای  تًی ثی ع همبٍهت آ ؿیَ

طیهاپیذ لََ ع ىیی سئَ ایي  اص Birgit  ،اػت ثش سٍی اػتبفیلَوَع اٍ
خیص طى ثشایتىٌیه  ػیلیي  هتی ٍ رٌتبهبیؼیي ثِهمبٍهت  ّبی تـ
یَِ دسصذ 93هیبى ، وِ اص ایي ًوَداػتفبدُ   ٍ mecAداسای طى  ّب ػ

دًذ aac(6′)/aph(2′′)-Ia طىداسای  دسصذ 3/63 ِ  .(28) ثَ عی هغبلؼ
ػظ فتح الِ صادُ ٍ ّوىبساى دس ػبل ایشاىای وِ دس  ثش ، 2009 تَ

لٍِ  109 سٍی زبم ؿذ MRSAایض ثب  aac(6′)/aph(2′′)-Iaطى  اً
ی  اًٍ ع  83فشا تـشیي ؿیَ بّسا دس همبیؼِ ثب دسصذ ثی ی طى 

aph(3′)IIIa ٍ ant(4′)Ia یذی ثش أیت ًظیش هغبلؼِ هب، وِ (29) داؿت
  ٍرَد استجبط ثیي ایي دٍ طى اػت.

 
 نتیجه گیری

ثب تَرِ ثِ ثشٍص همبٍهت ثبلا دس ثشاثش آًتی ثیَتیه ّبی سٍتیي دس 
، لضٍم پبیؾ ٍ ثشسػی اػتبفیلَوَوَع اٍسئَعّبی  رذایِثیي 

گبُدلیك حؼبػیت آًتی ثیَتیىی دس آصه  اهشی ضشٍسی اػت. بیـ
تیپی ًتبیذ تؼت ّبی  تیپی ثشسػی ٍ فٌَ  ،همبٍهت ثِ هتی ػیلیي طًَ

اَم ػبصی سٍؽ ّبی فَق سا ًـبى ّوچٌیي . داد ضشٍست ت
یَِ ّبی رذا ؿذُ اص  دس ثیي mecA طى وِ حضَس هـخص ؿذ ػ

aac(6′)/aph(2خَى ٍ همبٍهت ثِ طى  ّبی ػفًَت
//
)-Ia  ِدس ػَی

ن ثیـتش اص ػبیش ًوًَِ ّبی ثبلیٌی اػت. دس ّبی رذا ؿذُ اص صخ
ٍ  mecAضوي استجبط هؼٌی داسی ثیي حضَس ّوضهبى طى ّبی 

(aac(6′)/aph(2′′ .ثب هغبثك هغبلؼبت صَست گشفتِ،  ٍرَد داسد
تیپی اػتفبدُ اص تىٌیه تَرِ ثِ صهبى دى سٍؽ ّبی فٌَ  ثش ثَ

Multiplex-PCR  ِخیص ػشیغ ٍ دلیك طى ّبی همبٍم ث  ثشای تـ
طی هفیذ ٍ ضشٍسی  لَ گبُ ّبی هیىشٍثیَ تیه ّب دس آصهبیـ آًتی ثیَ

 . (19) اػت
 

 تقدیر و تشکر
 ُ ىذ بٌػی داًـ بٌػی اسؿذ هیىشٍة ؿ بًهِ وبسؿ ایي همبلِ حبصل پبیبى 

  ٍ م پبیِ ِ ػلَ ضیٌ  ّ اٍحذ صًزبى اػتٍ  گبُ آصاد اػلاهی  پضؿىی داًـ
ػظ هشو ًَیٍ  گشهؼیشی ثی ضآى تَ بّی ػف وبسػتبى تحمیمبت ثیوبسی 

بٌ دس تجشیض تبهیي ؿذُ اػت بٌة آلبی اص صحوبت  وِ هی علجذ  ػی ر
 ٍ ًَی بّی ػف میلی سئیغ هشوض تحمیمبت ثیوبسی   ً شٍص  دوتش ثْ

بٌ ِ ػول آیذ. گشهؼیشی ثیوبسػتبى ػی ی ث ٍ لذسداً ىش   تـ
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