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سيلين با استفاده از تكنيك  هاي مقاوم به متي شناسايي اختصاصي استافيلوكوك

Multiplex PCR  

  
  4، لاله مهرد3، عليرضا خالقي خرم2علي رمضانيدكتر ، 1مهدي حاصلي

  
  

  چكيده

تشخيص، كنترل، به همين دليل . باشد هاي عفوني مي كه عامل بسياري از بيماري استهاي خطرناكي  استافيلوكوكوس اورئوس يكي از پاتوژن :مقدمه

براي  Multiplex PCRتكنيك با اندازي روشي سريع  هدف از اين مطالعه، راه. باشد ز اهميت مييشناسايي دقيق و درمان اين باكتري بسيار حا

 .دبواورئوس  راهكار لازم براي مقابله با باكتري استافيلوكوكوس ي موقع جهت ارائه تشخيص به

 يقدام قسمت ازگيري  هاي آموزشي و درماني شهر زنجان به روش تصادفي نمونه نفر از كاركنان شاغل در بيمارستان 225در اين مطالعه از  :ها روش

ديسك  آگار به روش هينتون بيوگرام از محيط كشت مولر ييد باكتري مورد نظر، جهت انجام آنتيأهاي شناسايي و ت پس از انجام تست. انجام شد ينيب

اي  قطعه( Sa442و  femA ،mecAهاي  ژن ،به روش جوشان و روش فنل كلروفورم DNAپس از استخراج . استفاده شد Kirby-Bauer ديفيوژن

 SyberGreen DNAآميزي با  ترموسايكلر تكثير شد و پس از انجام ژل الكتروفورز و رنگزمان با دستگاه  به طور هم) از كروموزوم اختصاصي باكتري

 .باندها شناسايي شدند

نمونه كوآگولاز مثبت  71نمونه كاتالاز مثبت و  201نمونه گرم مثبت،  203كلني،  208از . نمونه رشد كلني مشاهده شد 208 در نمونه، 225از  :ها يافته

سيلين بيشترين مقاومت و به آميكاسين  هاي اگزاسيلين و پني بيوتيك بيوگرام نشان داد كه باكتري استافيلوكوكوس اورئوس به آنتي نتايج آنتي. گزارش شد

در  Sa442و  femA ،mecAهاي  ژن) PCR )Polymerase chain reactionسازي شرايط  با بهينه. ومايسين بيشترين حساسيت را داردو ونك

 .شدند ريتكث Multiplexيك ميكروتيوب به صورت 

تواند در شناسايي استافيلوكوكوس  به عنوان يك تست سريع و دقيق در مقايسه با روش ديسك ديفيوژن مي Multiplex PCRروش : گيري نتيجه

  .سيلين كمك كننده باشد هاي مقاوم به متي اورئوس

  mecA ،femA، MRSA ،Multiplex PCRاستافيلوكوكوس اورئوس،  :واژگان كليدي

 
  مقدمه

زاي  هاي مهـم و بيمـاري   ها يكي از جنس استافيلوكوك

هـا در   ايـن بـاكتري  . باشند ميكروكوكاسه مي ي خانواده

سطح بدن انسان و حيوانات وجود دارند و در شـرايط  

ــد بيمــاري خــاص مــي ــن حــال،  .شــوندزا  توانن ــا اي ب

ــت هــاي اســتافيلوكوكي بســيار شــايع هســتند و   عفون

زا در اين خانواده مربوط بـه   هاي بيماري  بيشترين سويه

د كــه باشــ اســتافيلوكوكوس اورئــوس مــي   ي گونــه

، تيلياسـتئوم هايي از قبيل فوليكوليت، زرد زخم،  بيماري

   .)1(كند  و سندرم شوك سمي را ايجاد مي

هــاي    مقاومــت بــه تتراســايكلين در بــين ســويه    

استافيلوكوك به طور وسيعي گسـترش يافتـه اسـت و بـه     

هــا و ماكروليــدها يكــي از  مــت بــه بتالاكتــامهمــراه مقاو

هاي ضد ميكروبي است  ترين انواع مقاومت به دارو فراوان
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. شـود  هاي مختلف استافيلوكوك پيدا مـي   كه در بين سويه

به بعـد،   1980 ي يكي از مشكلات بزرگ پزشكان از دهه

 ســيلين هــاي مقــاوم بــه متــي    ظهــور اســتافيلوكوك 

)Methicillin-resistant staphylococcus aureus ــا  ي

MRSA(  هـاي    ها كه از نمونه تعداد اين سويه. باشند مي

. شوند رو به فزوني اسـت  باليني در سراسر دنيا جدا مي

ميكروبـي  هـاي ضـد    نسبت بـه دارو  MRSAهاي   سويه

هاي حاصل  شيوع عفونت پيش از. زيادي مقاومت دارند

 ولـي  ،به مراكز درماني خاصي محـدود بـود   MRSAاز 

هـاي سراسـر دنيـا اسـتقرار      بيمارسـتان  ي امروزه در همه

ديگر يـا  يكند از بيماران به نتوا ها مي اين باكتري. اند يافته

. منتقل شونداز ناقلين شاغل در مراكز درماني به بيماران 

هايي كه بـراي بيمـاران    در بيمارستان MRSAهاي   سويه

شـود،   هاي مصنوعي قلب كـار گذاشـته مـي     قلبي دريچه

  .)2- 3(نمايند  مشكلات فراواني را ايجاد مي

ــين د ــراي  ونكوميس ــابي ب ــدوكارديت  اروي انتخ ان

اين داروي استراتژيك . )4(باشد  مي MRSAحاصل از 

ن مبـتلا بـه عفونـت    بهتر است فقط براي درمان بيمـارا 

انـدوكارديت ناشـي از ايـن      سيستميك مثل پنوموني و

اگر ونكوميسـين همـراه   . ها اختصاص داده شود باكتري

 درمـاني  با ريفامپين يا جنتاميسين مصرف شود، توانايي

براي پيشگيري و . خواهد داشت MRSAروي بيشتري 

و  MRSAهــاي بيمارســتاني ناشــي از  كنتــرل عفونــت

ــويه ــاي ا  س ــه   ه ــاوم ب ــوس مق ــتافيلوكوكوس اورئ س

هـا بسـيار مـؤثر     ونكومايسين، شستشوي مناسب دست

  .)5-6(خواهد بود 

نسـبت   mecAعلـت دارا بـودن ژن   ه ها ب  اين سويه

ــي ــه مت ــادي از دارو  ب ــف زي ــيلين و طي ــد  س ــاي ض ه

هـاي    گاهي سويه. دهند استافيلوكوكي مقاومت نشان مي

زمايشگاه نسـبت  سيلين در آ استافيلوكوك مقاوم به متي

هــا  هــاي بتالاكتــام مثــل سفالوســپورين بــه ديگــر دارو

دهند، اما در كلينيك تأثير مثبتـي از   حساسيت نشان مي

هاي استافيلوكوك   بنابراين سويه. ها ديده نشده است آن

هـاي   مقاوم به اگزاسيلين را بايد نسـبت بـه تمـام دارو   

ي هــا  امــروزه سـويه . بتالاكتـام، مقـاوم در نظــر گرفـت   

MRSA هـاي جهـان    هـاي بيشـتر كشـور    در بيمارستان

بيوتيـك   ها به چنـدين آنتـي   اين باكتري. شوند يافت مي

. كنند ي متفاوت عمل مييزا مقاومت دارند و در بيماري

هـا بـه حساسـيت ميزبـان نيـز       ايجاد عفونت توسط آن

در  MRSAهـاي    سـويه  به طـور معمـول  . بستگي دارد

ــاتوميكي پ قســمت رســنل شــاغل در هــاي مختلــف آن

هـا   دست ي وسيلهه شوند و ب ها جايگزين مي بيمارستان

ها از فردي به فرد ديگر يـا بـه بيمـاران     و ديگر فعاليت

شـوند و بـدين ترتيـب سـبب ايجـاد       بستري منتقل مي

و به مدت طولاني در  گردند ميها  اپيدمي در بيمارستان

  . )7(مانند  ها پايدار مي بيمارستان

هاي مقاوم بـه    سيلين ها به پني مقاومت استافيلوكوك

شـونده بـه     هـاي متصـل    سيليناز به حضور پروتئين پني

سيلين منحصر به فردي ارتبـاط دارد كـه در سـطح     پني

د و تمايل كمـي در اتصـال   نشو سلول باكتري ظاهر مي

 ي وسيلهه ها ب اين پروتئين. به اين دسته از داروها دارند

ي مقاومـت بـه   يشناسـا . )8(شـوند   كد مـي  mecAژن 

هاي حاوي ژن  در استافيلوكوك) سيلين متي(اگزاسيلين 

mecA  آزمايشگاهي قابـل   ولمعمبا روش استاندارد و

  .)9-10(انجام است 

هاي شناسايي فنوتيپي و ژنوتيپي مختلفي بـراي   تست

 ـ mecAبررسي مقاومت به ژن  از  ارتوجود دارد كه عب

)Minimum inhibitory concentration( MIC ،  

Disk Diffusion  غربالگري اگزاسيلين با آگـار، روش ،

 mecA، تكثيـر ژن  PBP2aآگلوتيناسيون لاتكس براي 



  همكارانو  مهدي حاصلي  Multiplex PCRبه كمك  MRSA ييشناسا

  1391 هفته سوم دي/ 213شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  1894

www.mui.ac.ir  

ــا  ــا  ) PCR )Polymerase chain reactionب ــا ب   و ي

Real time PCR 11-13( باشند مي( .  

انـدازي تسـت تشـخيص     راه ،هدف از ايـن مطالعـه  

هـاي   سريع و آسان استافيلوكوكمولكولي جهت شناسايي 

 Multiplex PCRسيلين با استفاده از تكنيك  مقاوم به متي

) mecA(سيلين  به متي بودن در اين تكنيك ژن مقاوم. بود

ــراه ژن  ــه همـ ــزيم femAبـ ــه آنـ ــولاز  كـ را در كوآگـ

كنـد و بـراي بيـان ژن     اورئوس كد مـي  استافيلوكوكوس

mecA  دگرديضروري است، تكثير .  

 اي از كروموزوم اختصاصي بـاكتري بـه نـام    هاز قطع

Sa442 )S. aureus-specific 442-bp genomic DNA (

   .)14(د شاستفاده  PCRدر واكنش  يداخل شاهدبه عنوان 

  

  ها روش

پرسـنل شـاغل   نمونه از قسمت قدامي بيني  225تعداد 

درماني  -هاي آموزشي هاي مختلف بيمارستان بخشدر 

زنجان در طول يـك   )عج(عصر  وليموسوي و  هال آيت

ها جهت  نمونه. آوري گرديد سال به طور تصادفي جمع

 24آگـار بـه مــدت    كشـت در محـيط مـانيتول ســالت   

. گراد انكوبـه شـدند   سانتي ي درجه 37ساعت در دماي 

هـاي تكميلـي فنـوتيپي شـامل      بعد از رشد كلني تست

استافيلوكوكوس . گرم، كاتالاز و كوآگولاز انجام گرديد

علت داشتن آنزيم كاتالاز موجـب شكسـته   ه اورئوس ب

ايـن  . كند و توليد اكسيژن مي شود مي شدن آب اكسيژنه

آزمـايش كوآگـولاز   . شود يجاد حباب ميفرايند سبب ا

 ي دكنندههاي تولي جهت تعيين افتراق بين استافيلوكوك

باشد و بـه   هاي استافيلوكوك مي كوآگولاز از ساير گونه

 .اي و آزمايش روي لام قابل انجام اسـت  دو روش لوله

ذرات . در اين مطالعـه از روش روي لام اسـتفاده شـد   

درشت و سفيد رنگ، بعد از انجام تست نشانگر مثبـت  

  .بودن تست كوآگولاز است

ديسك ديفيـوژن   بيوتيكي به روش تعيين مقاومت آنتي

)Kirby-Bauer ( ــتانداردهاي ــاس اسـ ــر اسـ  CLISI و بـ

)Clinical and laboratory standards institute( 

آن سوسپانسيون ميكروبي معـادل   كه در ارزيابي شدند

شده روي محـيط مـولر هينتـون      تهيه McFarland نيم

  . )15(كشت گرديد  آگار

ــا ســكيد ــ يه ــب يآنت ــورد يكيوتي ــتفاده م ــامل اس  ش

 موكسـازول، يكوتر ن،يس ـيترومايار ن،يليس ـ يپن ن،يلياگزاس

 نيپروفلوكساس ـيس ن،يسيندامايكل ن،يكاسيآم ن،يسيونكوما

متـر از   سـانتي  4/2 ي بودند كه به فاصـله  نييكليو تتراسا

روي محيط مـورد  ) مركز تا مركز ديسك ديگر(يكديگر 

ســـاعت  18- 24و بعـــد از  ندنظـــر جاگـــذاري شـــد

 ي هاله ، قطر گراد يسانت ي درجه 37انكوباسيون در دماي 

گيري و نتايج آن ثبت  عدم رشد اطراف هر ديسك اندازه

  .)16- 17(گرديد 

از  PCRو انجــام آزمــايش  DNAبــراي اســتخراج 

بـدين  . )18(گرديـد   استفاده) Boiling( جوشانروش 

كه ابتدا چند كلني تازه از محيط كشت حـاوي   صورت

MRSA ميكروليتر آب ديونيزه يا آب  100 در، خالص

و به مـدت   مدآ سپانسيون درمقطر استريل به شكل سو

گــراد  ســانتي ي درجــه 100دقيقــه در حــرارت   15

بـه  دور در دقيقـه   10000سپس بـا دور  . شدجوشانده 

ي كـه  ي ـورمحلـول  . دگردي دقيقه سانتريفيوژ 12مدت 

استفاده و رسوب  PCRبراي  بودباكتري  DNAحاوي 

  .گذاشته شد كنار

هـاي   در نمونـه  DNA ي خلوص يد درجهأيجهت ت

ميـزان  . شده از دستگاه بيوفتومتر استفاده شـد   استخراج

نشـان داده   280/260با نسـبت جـذب    DNAخلوص 

هـاي   پرايمرهاي مورد نظـر جهـت تكثيـر ژن   . شود مي
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femA  وmecA  افـزار   با استفاده از نـرمGeneRunner 

 Sa442-Fو  Sa442-F توالي پرايمرهاي. طراحي شدند

   .)14(از مقالات قبلي استخراج شد 

قطعات حاصـل از تكثيـر    ي توالي پرايمرها و اندازه

نشــان  1در جــدول  mecAو  Sa442 ،femAهــاي  ژن

   .داده شده است

بعد از چندين بار آزمايش در نهايت شـرايط بهينـه   

 .بـه دسـت آمـد    Multiplex PCRبراي انجام آزمايش 

ــايي  ــم نهـ ــنش در حجـ ــامل  25واكـ ــر شـ   ميكروليتـ

ــا  Tris HClمــولار  ميلــي KCl ،10مــولار  ميلــي 50   ب

3/8  =pH ،2    واحـد آنـزيمTaq DNA Polymerase ،

و  MgCl2مـــولار  ميلـــي dNTPs ،3ميكرومـــولار  400

 و معكـوس  )F( غلظت هر كدام از پرايمرهـاي مسـتقيم  

)R(  پيكومولار انجام شد  5براي هر سه ژن) 2جدول.(  

زمـان   پروتكل دستگاه ترموسايكلر براي تكثير هـم 

نشـان   3در جـدول   femAو  Sa442 ،mecA هاي ژن

بر روي ژل آگـارز   PCRمحصولات . داده شده است

درصـــد الكتروفـــورز شـــد و بانـــدها پـــس از  5/1

ماوراي ي  زير تابش اشعه SyberGreenآميزي با  رنگ

جهــت تأييــد تــوالي . )19- 20(ظــاهر شــدند  بــنفش

توسـط شـركت    PCRهاي مورد نظر، محصـولات   ژن

Bioneer ها بعد از  كره تعيين توالي شدند و توالي ژن

افزارهاي بيوانفورماتيكي در بانـك ژنـي    اصلاح با نرم

  .ثبت شدند
  

 mecAو  Sa442، femAهاي  قطعات حاصل از تكثير ژن ي توالي پرايمرها و اندازه. 1جدول 

 )'to 3 '5(توالي   نام پرايمر 
   باند ي اندازه

  )جفت باز(

Sa442-F  AATCTTTGTCGGTACACGATATTCTTCACG  108 

Sa442-R CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA   

FemA-R  TTATCTCGCTTGTTATGTG  686 

FemA-F TTACTGCTGTACCTGTTATG   

MecA-R  ATGGCTATCGTGTCACAATC  310 

MecA-F CTGGAACTTGTTGAGCAGAG   

  

   Sa442 ،mecAهاي  براي تكثير همزمان ژن) PCR )Polymerase chain reactionمواد لازم جهت . 2جدول 

  ميكروليتر 25نهايي اورئوس در حجم  استافيلوكوكوس femAو 

 مقدار مواد

dNTPs 400 ميكرومولار 

 پيكومولار femA 5و  Sa442، mecA پرايمرهاي مستقيم و معكوس براي هر سه ژن

 رميلي مولا 3  منيزيم كلرايد

 رمولا ميلي 50   پتاسيم كلرايد

Tris HCl 10 مولار ميلي  

 واحد 2 آنزيم Taq DNAليمرازپ
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  femAو  Sa442، mecA هاي ژنزمان  دستگاه ترموسايكلر براي تكثير همپروتوكول . 3جدول 

  چرخه  )گراد ي سانتي درجه( دما  زمان  مرحله

  مرحله 1 94 قهيدق 5  واسرشت اوليه

  مرحله 10 94 هيثان 30  واسرشت

  مرحله 10 60 قهيدق 5/1  اتصال

  مرحله 10 72 قهيدق 5/1  تكثير

  مرحله 25  94  هيثان 45  واسرشت نهايي

  مرحله 25 55  هيثان 45  اتصال نهايي

  مرحله 25 72 قهيدق 5/1  تكثير نهايي

  

  ها افتهي

فرد در اين آزمايش مورد مطالعه قرار گرفتنـد كـه    225

و ) عـج (عصـر   درماني ولي -هاي آموزشي از بيمارستان

موسوي شهر زنجان به طـور تصـادفي انتخـاب     لها آيت

  و از افـراد مـورد مطالعـه زن     درصد 8/53. شده بودند

  .بودند مرددرصد  2/46

گيري از قسـمت قـدامي بينـي پرسـنل      بعد از نمونه

هـاي اوليـه    سواپ استريل، نمونه ي وسيلهه ب  بيمارستان

. آگار كشت داده شـدند  سالت در محيط كشت مانيتول

شد كلني بـاكتري مشـهود بـود كـه بـراي      مورد، ر 208

هـا   تشخيص نوع باكتري، آزمايشات تشخيصي روي آن

كاتالاز مثبت و   نمونه 201نمونه،  208از . انجام گرفت

  . مورد كواگولاز مثبت بودند 71

ديســك  9 ي وســيلهه بيــوگرام بـ ـ تســت آنتــي 

بيوتيكي مورد بررسـي قـرار گرفـت كـه بيشـترين       آنتي

ــي  ــه پن ــت ب ــترين   مقاوم ــيلين و بيش ــيلين و اگزاس س

  .)1شكل (حساسيت به ونكومايسين گزارش شد 

Multiplex PCR   كلنـي انجـام    208بر روي تمـام

نمونـه حـاوي كرومـوزوم     204گرفت كه از اين تعداد 

 بودنـد  )Sa442( اختصاصي استافيلوكوكوس اورئـوس 

از . جفت بازي ظـاهر شـد   108كه در الكتروفورز باند 

3/84(نمونـه   PCR 172تأييـد شـده بـا     ي نمونه 204

  

  
  ها هاي استافيلوكوكوس اورئوس جداشده از پرسنل شاغل در بيمارستان بيوتيكي سويه درصد حساسيت و مقاومت آنتي. 1شكل 
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بودند كه در الكتروفورز باند  mecAحاوي ژن ) درصد

) درصد 8/36(ايزوله  75. جفت بازي را نشان داد 310

. جفت باز بودند 686باند  ي با اندازه femAحاوي ژن 

در شكل  PCRنتايج حاصل از الكتروفورز محصولات 

  .نشان داده شده است 2

  

  
 mecA وSA442،  femAنتايج الكتروفورز هر سه ژن . 2شكل 

 و SA442، femAبيان هر سه ژن  :1. درصد 5/1به روي آكارز 

mecA، 2:  بيان ژنSA442، 3 : بيان ژنfemA ،4:  بيان ژن

mecA، 5: 100bp DNA ladder منفي شاهد :6 و  

  

بعد از تعيين تـوالي   mecAو  femAهاي  توالي ژن

ــركت  ــط شـ ــرم  Bioneer توسـ ــا نـ ــره بـ ــزار  كـ   افـ

Chromas LITE اصلاح گرديد و نتايج  01/2ي  نسخه

هـاي دسترسـي    تعيين توالي در بانـك ژنـي بـا شـماره    

JX426257 ،،JX426258  وJX426259  دشثبت .  

  

  بحث

در سـال   MRSAهاي ناشـي از   اولين بار شيوع عفونت

از  هـا  شـيوع ايـن عفونـت    .در اروپا گزارش شد 1960

در سرتاسر جهان گـزارش شـده    به بعد نيز 1980سال 

هـاي   عفونـت  درصـد  25كـه امـروزه    است، به طوري

بيمارستاني كـه توسـط اسـتافيلوكوكوس اورئـوس در     

با . )21(است  MRSAشود، مربوط به  آمريكا ايجاد مي

هاي فنوتيپي و ژنـوتيپي   توجه به اهميت موضوع روش

در منـاطق مختلـف    MRSAمختلفي جهـت شناسـايي   

  . و در حال انجام است است دنيا صورت گرفته

ــا ــر رو Vannuffel ي مطالعــه جينت  يو همكــاران، ب

 ي تراشـه  بـه  متصل يلاتورهايشده از ونت جدا يها نمونه

 ـاز ا يحـاك  ك،يبلژ يها مارستانيدر ب يبستر مارانيب  ني

 عيبه طور سر توان يم Multiplex PCRبود كه با روش 

از  مطالعـه  نيا در. پرداخت MRSA ييبه شناسا قيو دق

 57اورئـوس،   لوكوكوسياسـتاف  ي جداشـده  ي نمونه 60

ــورد  ــا روش  MRSAم ــا Multiplex PCRب  ييشناس

  . )22(بودند  femAو  mecAژن  يشدند كه دارا

همكـاران  و  Choiتوسـط  كـه   ،تحقيقي ديگرنتايج 

بر  ،Multiplex PCRدر كشور كره با استفاده از روش 

ــوس جداشــده  92 روي ــه اســتافيلوكوكوس اورئ  نمون

در  .بودنـد  MRSAنمونـه   61 نشـان داد كـه   ،انجام شد

PCR درصد 6/58(نمونه  54 نيز (mecA  مثبت گزارش

فراوانـي   mecAشدند، كه در مقايسه با نتايج كار مـا ژن  

  . )23(هاي مورد مطالعه داشت  كمتري در بين سويه

 mecAدو ژن از  و همكـاران  Kearns ي در مطالعه

 Multiplex به صورت) كوآگولاز ي كدكننده( coaAو 

امـا   ؛)24(شـد   استفادههاي تازه  ايزوله جهت شناسايي

كرومـوزوم اختصاصـي    اي از حاضر قطعه ي در مطالعه

هم به دو ژن قبلي اضافه شد تا به  Sa442باكتري يعني 

  . داخلي استفاده شود شاهدعنوان 

ــه ــه ژن  ي در مطالع ــر از س و  mecA ،femAحاض

SA442 زمان استفاده شد به صورت هم.  

  

  گيري نتيجه

با توجه به بروز مقاومت به اسـتافيلوكوكوس اورئـوس   

ــديريت   ــاران و م ــان بيم ــت درم ــزايش آن و اهمي و اف
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صــحيح درمــاني در مراكــز درمــاني و بهداشــتي روش 

Multiplex PCR تواند يـك روش سـريع، دقيـق و     مي

مؤثر در تشخيص استافيلوكوكوس اورئوس مقـاوم بـه   

  . سيلين باشد متي

اد كه در مقايسه با مطالعات حاضر نشان د ي مطالعه

روش  Multiplex PCRتكنيــك  ،)22، 25-27(قبلــي 

هـاي اسـتافيلوكوكوس    شناسـايي سـويه   بـراي مناسـبي  

  .شود محسوب مي femAو  mecAاورئوس حاوي ژن 

  

  قدردانيتشكر و 

زنجـان   يدانشگاه علوم پزشك ياز معاون محترم پژوهش

  .ميينما يم يسپاسگزارطرح  نيا يمال تيبه جهت حما
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Specific Detection of Methicillin-Resistant Staphylococcus Aureus by 

Multiplex Polymerase Chain Reaction 
 

Mehdi Haseli1, Ali Ramazani PhD2, Alireza Khaleghi Khorram MSc3, Laleh Mehrad4 

 
Abstract 

Background: As Staphylococcus aureus cause various infectious diseases, detection, control and 
treatment of this pathogen is very important. The objective of this study was to find a fast method to 
detect methicillin-resistant Staphylococcus aureus for better management of diseases related to this 
pathogen.  

Methods: We collected 225 samples from the staff of university hospitals in Zanjan Province (Iran). 
After detection and confirmation of bacteria by conventional and biochemical methods, antimicrobial 
susceptibility was tested by disk diffusion (Kirby-Bauer) antibiotic sensitivity testing. After extraction of 
deoxyribonucleic acid (DNA) by boiling method, Staphylococcus aureus genes (SA442, mecA and 
femA) were detected by multiplex polymerase chain reaction (PCR). PCR products were then analyzed 
by agarose gel electrophoresis (70 V, 30 minutes, 1.5% weight/volume) and SYBR Green staining. 

Findings: From 225 samples, 208 samples made colony in bacterial culture medium. Of these, 203, 
201, and 71 isolates were Gram positive, catalase positive, and coagulase positive, respectively. Most 
of the isolates were resistant to oxacillin and penicillin. By optimization of PCR conditions, SA442, 
mecA and femA genes were simultaneously amplified in a single reaction tube. 

Conclusion: Compared to disk diffusion antibiotic sensitivity testing, multiplex PCR can rapidly and 
selectively detect methicillin-resistant Staphylococcus aureus. 

Keywords: Staphylococcus aureus, MecA, FemA, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, 
Multiplex polymerase chain reaction 
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