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  دهيچک
 ذاتي مقاومت دارا بودن علت به  کهاست بيمارستاني طلب فرصت پاتوژن يباکتر يك ينوزاآئروژ سودوموناس: زمينه و هدف

ق ي ـع و دقي سـر ييباشـد لـذا شناسـا    يهاي آن بسيار شايع م ـ مرگ و مير ناشي از عفونت معمول هاي بيوتيك يآنت به اكتسابي و
ع بـا  ي سـر ي اسـتفاده از روش ـ يابي ـ ارزمطالعـه،  ايـن  هـدف  .ر موثر باشدي تواند در کنترل عفونت و کاهش مرگ و مي ميباکتر

ستم کـروم  ي ـ سLasIژن  ي اختـصاص يمرهـا يپراا اسـتفاده از  و ب ـ مراز يره پليه واکنش زنجيبر پا بالا  ت  يت و حساس  ياختصاص
   .بود آن ييشناسا جهت ياکترنگ بيسنس

  

 يباکتر ي براPCRو  کشت روشبه ص يتشخج حاصل از ينتان يب ي اسهيبه روش مقاکه تجربي مطالعه  اين در : بررسيروش
 سـودوموناس  سـويه  ٤٠  ابتـدا ،انجـام گرفـت  گـر  ي ديياي ـ و چهار گونـه باکتر ينينمونه بال موجود در نوزايآئروژسودوموناس 

 ياختصاص پرايمر جفت يك. شدند دييأ و تيشناساي يبيوشيمياي يها تست به وسيله وشده  جدا يني باليها از نمونه ينوزاآئروژ
 کي ـه از تکنن ژن با استفادي ايتوال ،يباكتر پس از استخراج ژنوم. گرديد يطراح بيوانفورماتيك آناليز روش طريق از LasI ژن

PCR  ت آزمـون ياختصاص .افتير يتکث PCR  هي ـلا پونومونيکلبـس  اورئـوس،  اسـتافيلوكوكوس  مختلـف  گونـه  چهـار ژنـوم   بـا، 
ينـوزا در آزمـون   آئروژ سـودوموناس  ي مختلف ژنوم بـاکتر ي از رقت ها. قرار گرفتيابيمورد ارز ويبريوكلرا و ياشيريشياكل

PCR تجزيه و تحليل شدند يها با آزمون آماري ت  داده.شد شده استفاده يمر طراحيت پراي حساسيز جهت بررسين.   
  

 ١٠-٥غلظت ن تا يچن  هم.بودجه مثبت ي نتي داراPCR  آزمون،شده جدا ينوزاآئروژ سودوموناس يها سويه ميتما يبرا :ها افتهي
 PCRج آزمـون  يز نتـا ي ـگر ني ديباکتر ژنوم چهار يبرا.  مثبت بودPCR جه آزمونينتآئروجينوزا  سودوموناس يژنوم باکتراز 
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  مقدمه

ــاکتر ــودوموناس آئروژيب ــاتوژن   س ــوزا پ ين

زاي  ک عامـل بيمـاري  يفرصت طلبي است كه به عنوان     

 بيـشتر در افـرادي كـه دچـار نقـص يـا              ،فرصت طلـب  

در بيمـاراني كـه   بوده به ويـژه     تضعيف سيستم ايمني    

دچار سوختگي شديد شده و يا افراد مبتلا به سـرطان         

ا و ايدز كه سيستم ايمنـي آنهـا بـه نحـوي تـضعيف ي ـ              

با توجه به  ).١(كند  عفونت ايجاد ميسركوب شده است  

 ايـن بـاكتري   بـه وسـيله  ي ايجاد شـده   ها  عفونتكثرت  

و مقاومـت   ) يمارستاني ب يها  عفونت  درصد ٢٠حدود  (

هاي مرسوم، مرگ و ميـر       بيوتيك ذاتي آن به اكثر آنتي    

ينـوزا بـسيار   ي سودوموناس آئروژ ها  عفونتاشي از   ن

ن يطالعات نشان داده است ا که م  ي به طور  ،شايع است 

 است که به ي درصد از افراد٧٠ سبب مرگ در يباکتر

ن يچن ـ هـم . انـد   مبتلا شدهين باکتري از ا  ي ناش يپنومون

 ي مجـار يهـا  عفونـت  درصـد از  ١٢ عامـل  ين باکتر يا

مـاران مبـتلا بـه    ي درصـد از ب ١٦ ،يمارسـتان ي بيادرار

ــذات الر ــتانيه بي ــد از ٨،  يمارس ــت درص ــا عفون  يه

 ي خـون يهـا  عفونـت  درصـد از  ١٠ و  ي جراح يها مزخ

بـه   کـه    ي متنـوع  يها  عفونتبنابراين با توجه به     . است

شود  ميجاد ي انوزايآئروژ سودوموناس ياکتروسيله ب

، ين بـاکتر  ي ـ ا يکيوتي ـب ي آنت ـ ين مقاومت بالا  يچن و هم 

تــشخيص بــه موقــع جهــت درمــان دارويــي ســريع و  

  ). ۲ و ۳(اشدب مي برخوردار ييت بالايمناسب از اهم

ع و بــه موقــع ي سـر ييشناســان اسـاس  يــبـر ا 

 و درمــان بيـوتيکي  آنتــيمـار  ي جهـت شــروع ت يبـاکتر 

 از يک ـي از آن هنوز به عنـوان    ي ناش يها  عفونتع  يسر

. برخوردار اسـت   يي بالا تياهماز  ها   ن شاخصه يتر مهم

ــر  ــال حاضـ ــتفاده از روش در حـ ــه اسـ ــا  اگرچـ  يهـ

 ص ســـودوموناسي تـــشخي بـــرايشناســـ کـــروبيم

ضمن اين  اما ، راحت قابل انجام است  يلي خ نوزايآئروژ

اگر تعداد ز ين موارد يدر برخ نيزباشد  مير يگ زمانكه 

ا يک  يوتيب يمار آنت يماران تحت ت  يدر ب ( کم باشد  يباکتر

سبب بروز جواب  ) ياز باکتر  مي تعداد ک  يماران حاو يب

  .١). ٤(گردد مي يکاذب منف

ــابرا ــيبن ــارگه ن، ب ــيريک ــساسي روش  و  ح

تـر   عي را سر ي آن بتوان باکتر   به وسيله  که   ياختصاص

 يي نمــود و هـم توانــا يي معمــول شناسـا يهـا  از روش

ز ي ـ تعداد کم آن را در نمونه داشته باشـد و ن   ييشناسا

 ي بـرا   مختلـف سـودوموناس کـاملاً      يها هين سو يدر ب 

 باشـد از  ي اختصاصنوزايآئروژ سودوموناس   يباکتر

 ريــدهــه اخ در .باشــد مــي برخــوردار يا ژهيــت وي ـاهم

ــا روش ــوليه ــد  ي ملک ــنش زنجمانن ــواک ــيره اي  ي پل

مـاد  ع و قابـل اعت يبـه علـت سـر    )۱( FISH  و)PCR(مـراز 

  در . )۵ـــ۸(انــد قـرار گرفتــه ار مــورد توجــه يبـودن بــس 

ـــهم ــه اــ ــا ژن ن روشي ــا ه ــيه ــه ي خاص ــوان ب                      عن

                       از  کـــه رنـــد يگ مـــيهـــدف مـــورد اســـتفاده  قـــرار 

ــا يتــــر مهــــم ـــه تــــوان بــــه ژن مــــين آنهــ                                  ياــــ

 16S rDNA،the 16S–23S rDNA internally transcribed  مربوط به

                                                
1-Fluorescent in Situ Hybridization(FISH) 
 
 
 
 

 



  و همكارانسين آقاملاييح
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spacer (ITS) ،fliC ، gyrB ، toxA ،oprI و oprL  اشــــاره نمــــود 

 يي در شناسـا   ييت بـالا  يها حساس  ن ژن يا. )۵  و ۹ـ۱۱(

ــودومون ــدس ــا ،اس دارن ــه غام ــ ب  کــه toxA ر از ژني

گـر  يد ،باشـد  مي نوزايآئروژ سودوموناس   ياختصاص

ــصاص   ــا اخت ــا ب ــيت کيژنه ــو يدر د  م ــر س ــا هيگ  يه

 بـه عنـوان   ؛باشـند  مي ييز قابل شناسا يسودوموناس ن 

                       در oprI ژن PCRمثـــــــال محـــــــصول واکـــــــنش 

ــا هيســو ــد ي ديه ــودوموناس مانن ــر س  .P. fragi ،P  گ

citronellolisو  P. viridiflava  ن يچن ـ هـم .قابل مشاهده اسـت

 .P  و P. balearica  درoprL ژن  PCRمحــــصول

citronelloli محــصول ،PCR 16 ژنS rDNA در P. fragi و 

 يهــا   در همــه گونــه بــاً ي تقرfliC ژن PCR محــصول

 P. chlororaphis  وP. fluorescens   جـز ه سودوموناس ب ـ

دسـت  ه  ج مثبـت کـاذب ب ـ     ي لذا نتا  ،)٤ـ١٢(شود ميده  يد

 oprL ،oprI ،16S rDNA يهـا   مربوط بـه ژن PCR آمده در

ان ي ـن ژنها در م  ي ا ي بالا يگر حفاظت شدگ    نشان fliC و

ن امـر   ي مختلف سودوموناس است که البته ا      يها هيسو

ر معتبر بودن آنها به عنـوان ژن هـدف جهـت            يسبب غ 

ناس و ســــودومي بــــاکتري اختــــصاصييشناســــا

 از ژن   هـا   شيشتر آزمـا  ي ـ در ب  لذا .شود  مي نوزايروژآئ

toxAين بـاکتر ي ـا ه بـه ي شـب يهـا  ي کلنيي شناساي برا 

ب ي ضـر  يز دارا ي ـن ژن ن  ي ـ که البتـه ا    گردد مياستفاده  

 لذا ،باشد ميها  نمونه يي درصد در شناسا ٩٥ص  يتشخ

ــا ــياحتمــال گــرفتن نت ــ نيج کــاذب منف  ز وجــود داردي

ر ـــ ـ کـه عـلاوه ب  يده از ژن ـن، استفا يابراــــبن. )۴ـ۱۲(

نـوزا  ي سودوموناس آئروژ  يت بالا، برا  يداشتن حساس 

ز ي ـ سـودوموناس ن ييزا يماري بوده و در ب  ياختصاص

ن اسـاس از بـروز      ي ـ داشته باشد تـا بـر ا       يثرؤنقش م 

 يد ضـرور  شـو  يري خطرساز جلوگ  يجه کاذب منف  ينت

ان اکثـر   ي ـبمطالعات نشان داده اسـت      . رسد ميبه نظر   

 ي بـاکتر  يزا يمـار ي ب يد کننـده فاکتورهـا    ي تول يها ژن

 به يستم ژنيک س ي به وسيله  نوزايآئروژسودوموناس  

ــام س ــن ــ Quorum Sensing (QS) ستمي ــرل و تنظ م  يکنت

 ٢ از   QS ستمي ـ س ين بـاکتر  ــ ـيدر ا  .)۱۳ـ۱۵(گردند مي

ل شــده ي تــشکRhlR-RhlI   و LasR-LasIيژنــ ستم يــس

-acyl ميو آنـز ان کننـده د ي ـ بRhlI  و LasI يها است، ژن

homoserine lactone (acyl-HSL) در ،باشــند مــي ســنتاز 

 يها نيد کننده پروتئيتولRhlR  و LasR يها که ژن يحال

باشـند کـه بـا اتـصال بـه           مـي  يسي ـم کننـده رونو   يتنظ

 يهـا   ژنيسـاز   خـود سـبب فعـال     يگنال اختصاص يس

گـر  ي در د QSستم  ي ـس). ١٦(شـوند  مي )زا يماريب (هدف

 امـا تعـداد و    ،ز وجـود دارد   ي ـموناس ن  سودو يها گونه

 ،)١٧(باشد ميل دهنده آنها متفاوت     ي تشک يها  ژن يتوال

ــذا ژن ــا ل ــ سيه ــس ي ــروم سن ــاکتر نگيستم ک  يدر ب

عـــلاوه بـــر دخالـــت در  نـــوزايآئروژســـودوموناس 

توان  مي گونه بوده که يک ژن اختصاصي، ييزا يماريب

ت ي با حـساس ،آن يها ژن يمر اختصاصي پرايبا طراح 

ــصاصو  ــسياختــ ــالايت بــ ــودوموناس يار بــ  ســ

ع بـا  ي و سـر يزا را به طور ملکول    يماري ب ينوزايآئروژ

 .  نمودييشناسا PCR  روشاستفاده از



 پرايمرهاي اختصاصي و  PCR روش ،باکتري سودوموناس آئروژينوزا
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 ي طراح ـ يمرهاي پرا يد توجه داشت که توال    يبا

 يت و اختـصاص يزان حـساس ي در مييشده نقش بسزا  

ن يـي  تع يرا توال ي ز ،دن مورد نظر دار   PCRبودن واکنش   

 يهـا  هن شاخـص يچن ـ ول محصول و هـم  کننده نوع و ط   

ــيمه ــون  مــ ــدچــ ــا ،GC  درصــ ــشکييتوانــ                          ل ي تــ

ــاختارها ــر  يسـ ــنجاق سـ ــا، (Hairpin) سـ    ذوبيدمـ

(Melting Temperature)يسـاز   هم سرشته و (Annealing) 

 GC يزان محتوايج نشان داده است که م   ينتا.  باشد مي

 ذوب يش دما يبر افزا   ميير مستق يثأمر ت يک پرا ي يتوال

 GCن درصد   يبهتر. مرها دارد ي پرا يساز و هم سرشته  

 GC  بـا ييمرهـا ي پرايباشد که البته بـرا   مي ٤٥ـ٦٠ن  يب

مـر  ي پراي درصـد لازم اسـت تعـداد بازهـا      ٥٠کمتر از   

مرها ي ذوب پرا  ي در نظر گرفته شود تا دما      ١٨ش از   يب

 يبـالا ) گـراد  ي درجه سانت  ۵۸ تا   ۵۲ن  ي مناسب ب  يدما(

باشـد قـرار     مـي گـراد    ي درجـه سـانت    ٥٠حداقل دما که    

 '3 يها نشان داده است که انتها    ين بررس يچن هم. رديگ

 از اتـصالات    يريدر کنترل و جلـوگ      ميمر نقش مه  يپرا

 کـه از سـه   '3 يک انتهـا يوجود .  داردير اختصاص يغ

 باشــند Cا يــ Gد از نــوع يــ نوکلئ۲ آن ييد انتهــايــنوکلئ

ــه     ــل توج ــاهش قاب ــث ک ــصالات ثانوباع ــات ــه غي ر ي

    . )۱۸(دشو مي ياختصاص

 يـي زا يمـار يت ب يبا توجه به اهم    مطالعهن  يدر ا 

ــتو  ــا عفونـ ــيهـ ــاکتري ناشـ ــودوموناس ي از بـ  سـ

ن يع و به موقع ا ي سر يي و ضرورت شناسا   نوزايآئروژ

ــاکتر ــروع  يب ــت ش ــ جه ــان ي ــه درم ــيک برنام ثر، ؤ م

 شده يطراحمر يپراک جفت يت يت و حساسياختصاص

 يها  نمونهيي به منظور شناساLasIژن   ي توال بر اساس 

 ي و عفونيمارستاني ب يها طي جدا شده از مح    ييايباکتر

                اســتفاده  بــا . قــرار گرفــتيابيــ و ارزيمــورد بررســ

در   رايباکترتوان به طور مستقيم  مي مرهاين پراياز ا

شناسـايي   PCR روش  بـه وسـيله  نمونه هاي كلينيكـي  

   .نمود
  

   بررسيروش

 يمارسـتان يه ب ي سـو  ٤٠  تجربـي  ن مطالعه يدر ا 

 دو افـت شـده از    ي در نوزايآئروژ سودوموناس   يباکتر

اء تهـران مـورد   ي و خاتم الانب   يد مطهر يمارستان شه يب

 بـر اسـاس      مورد نظـر   يها هيسو . قرار گرفتند  بررسي

 يهـــا  بـــا اســـتفاده از تـــست اســـتاندارديهـــا روش

د يمايســترط ي محــي شــامل رشــد بــر روييايميوشــيب

 ٤٢ يداز، رشـد در دمـا     يترات و اکـس   يآگار، تـست س ـ   

ــانت  ــه س  ــ يدرج ــراد، بررس ــ تخميگ ــر روي  TSI ير ب

   ).٢٠ و ١٩(شدند ييشناسا

ــوم  ــو٤٠ژنــ ــتانيه بي ســ ــاکتريمارســ  ي بــ

              يه اسـتاندارد بـاکتر    يو سو  نوزايآئروژسودوموناس  

(ATCC 27853) ــا اســتفاده از ک ــب ــوم ي ت اســتخراج ژن

مقدار . دياستخراج گرد) يکره جنوب (BiO NEER شرکت

 استخراج شده بـا اسـتفاده از دسـتگاه     DNAخلوصو 

 يريگ اندازه) Thermoشرکت  (اسپکتروفتومتر نانودراپ   

از ژنـوم   PCRت واکـنش  ي اختصاصيابيجهت ارز . شد

لوکوکوس ياستاف،  و کلرا يبريو ،ياکولياشرشيها يباکتر

بـه عنـوان کنتـرل    ز  ي ـنه  ي ـپونومون لايکلبـس و   اورئوس

  .دي استفاده گرديمنف
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ــصاص  ــه اخت ــه ب ــا توج ــودنيب  در LasI ژن  ب

ــوزايآئروژســودوموناس  ــ ان  يي شناســاجهــتن ژن ي

 ژن مـذکور از بانـک       يتـوال . شد انتخاب   يع باکتر يسر

ــد  ــتخراج شــ ــر پي و دو پرا)٣٦ (ژن اســ ــمــ                        شرو                                                                يــ

 مـورد  يهـا  و شاخصهن ژن   ي ا ي بر اساس توال   رويو پ 

 Oligo و DNAsis يبــا اســتفاده از نــرم افزارهــااشــاره 

 ي طراح ـيمـر هـا   يسـپس پرا  . شدند ي و بررس  يطراح

 مـورد   BLASTسيسـرو با اسـتفاده از  ) ١جدول (شده 

 بــودن آنهــا ي قــرار گرفتنــد تــا از اختــصاصيابيــارز

   .ل شودنان حاصياطم

 طبـق مراحـل     LasI  جهت تکثير ژن   PCR واکنش

در حجـم   فرآينـد براي انجام اين . مورد نظر انجام شد

 ميکروليتــر بــافر ٥ ميکروليتــر از محلــول واکــنش، ٥٠

X۱۰ ،ميلــي مــولار از هــر ٢/٠ dNTP ،مــولار   ميلــي٥/١

 ميکرومولار از هر کدام از پرايمرها، ٥/٠کلريد منيزيم،   

 نانوگرم از ژنوم  ١٠٠و  پليمراز   Taq يک واحد از آنزيم   

جهـت تـست    . سودوموناس آئروژينوزا استفاده گرديد   

 بـه جـاي   اسـتريل  کنترل عدم آلودگي نيز آب ديونيزه

پـس از    .محلول حاوي ژنوم مورد استفاده قرار گرفت      

هـاي مخـصوص،    سازي مخلـوط فـوق در تيـوب        آماده

 ۵ شامل اپندورف ترموسايکلر دستگاه در PCR فرآيند

سيکل کـه   ٣٠ آن دنبال به سلسيوس، درجه ٩٥ دقيقه

ــيکل ــاي٣٠؛  شــاملهــر دوره س ــه دم ــه  ٩٥  ثاني درج

 بـراي سلـسيوس   درجه ٥٨ ثانيه دماي ٣٠سلسيوس ،

سلـسيوس   درجـه  ٧٢ ثانيـه دمـاي   ٣٠ و گيتواسرش ـ

 درجـه  ٧٢ در دقيقـه  ٥ نهايـت  در و جهـت تکثيـر  

از  با اسـتفاده   PCR فرآيندپس از اتمام     . بود سلسيوس

الکتروفورز نتايج بر روي ژل آگارز يک درصد مـورد          

ــت   ــرار گرف ــابي ق ــولي . ارزي ــارکر مولک  SM0333 از م

(Fermentase)   ــدازه قطعــه تکثيــر شــده ــين ان بــراي تعي

  .استفاده گرديد

 يبررس ـ  عنوان گردبد جهت   طور که قبلاً   همان

 و ياکولياشرشهاي  از ژنوم باکتري  PCR اختصاصيت

 هــاي گــرم مثبــت  نــين بــاکتريو همچ و کلــرايــبريو

 بــهه يــپونومون لايکلبــسو  لوکوکوس اورئــوسياســتاف

 با اسـتفاده از     PCRواکنش  . ديعنوان الگو استفاده گرد   

 و LasI پرايمرهاي اختصاصي طراحـي شـده بـراي ژن     

طبق شرايط واکنش مربوط به بـاکتري سـودوموناس          

ــوزا انجــام   بــر روي ژل PCRمحــصول . شــدآئروژين

صــد الکتروفــورز شــد و پــس از رنــگ  آگــارز يــک در

، ژل جهــت )شـرکت طيـف آرا    (آميـزي بـا رنـگ ريمــا   

  . وجود محصولات احتمالي مورد ارزيابي قرار گرفت
براي تعيين حساسيت ابتدا غلظت ژنوم هر يک        

هـا بـا اسـتفاده از دسـتگاه نـانودراپ  انـدازه           از سويه 

يکــسان از   ميتهيــه غلظــت ژنــوگيــري شــد و پــس از 

ها بـا اسـتفاده از آب        هاي متوالي از ژنوم    رقتا  ه نمونه

 تهيـه گرديـد و   ١٠-٦ تـا   ١٠-١مقطر استريل و از غلظت      

 طبق شـرايط اشـاره شـده در قبـل بـراي       PCRواکنش

هـاي مـورد     هـا و در رقـت      ژنوم هر کدام از اين نمونـه      

البته در برخي از مطالعات حساسيت      . اشاره انجام شد  

 را بر   هاي باکتريايي  هجهت شناسايي نمون   PCR آزمون

دسـت آمـده از روش   ه اساس ميزان تشابه بين نتايج ب   

 در اين حالـت  .کنند مي ارزيابي PCRاستاندارد کشت و  

 منطبـق بـا نتـايج    دست آمـده کـاملاً    ه  اگر نتايج مثبت ب   
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مثبت حاصل از روش استاندارد کشت باشد حساسيت 

  .خواهد بود  درصدPCR ،۱۰۰آزمون 

ي شــده بــا اســتفاده از    آور هــاي جمــع   داده

جزيه و تحليـل   ت،يتي  آمار   و آزمون   SPSS افزار    نرم

   .شدند
  

  ها يافته

هاي دريافـت شـده بـا اسـتفاده از       سويه  ميتما

هــاي بيوشــيميايي اختــصاصي  محــيط کــشت و تــست

                    هـــا مـــورد ارزيـــايي  عنـــوان شـــده در بخـــش روش

 ميييـد کننـده تمـا   أدست آمـده  ت ه  نتايج ب . قرار گرفتند 

ها به عنـوان بـاکتري سـودوموناس آئروژينـوزا        نمونه 

   .  بود

سازي شـرايط  واکـنش  و انجـام      پس از بهينه   

PCR    ييـد شـده بـه    أهـاي ت   با اسـتفاده از ژنـوم سـويه

ــارز     ــر روي ژل آگـ ــصول بـ ــتاندارد، محـ روش اسـ

 ١همان طور کـه در تـصوير شـماره          . الکتروفورز شد 

 حاصـل تکثيـر ژن    کـه د انتظارمشخص است باند مور   

LasIاســت و حــدود  bp۶۰۰ در مقايــسه بــا ،باشــد مــي 

                        در محـل مناسـب بـر روي ژل    نشانگر انـدازه  باندهاي  

ــشاهده   ــارز مــ ــيآگــ ــود مــ ــن  . شــ ــضور ايــ                                حــ

ــد ــنش   أت بانـ ــحت واکـ ــده صـ ــد کننـ ــيييـ ــد مـ                             . باشـ

                               نيــــز نتيجــــه آزمــــون  ٢تــــصوير شــــماره  در 

PCR    هاي باليني نشان داده شده     براي تعدادي از نمونه

  .است
به منظور تعيين اختصاصيت واکـنش طراحـي         

 باکتري سودوموناس آئروژينـوزا،     LasIشده براي ژن    

 با اسـتفاده از ژنـوم بـاکتري    PCR فرآيندپس از انجام   

اشرشـيا کـولي،    (بـه عنـوان الگـو       ) منفـي (اي کنتـرل    ه

ــرا  کلبــسيلا و اســتافيلوکوکوس اورئــوس، ويبريــو کل

و پرايمرهاي اختـصاصي ژن مـورد نظـر،         ) پونومونيه

محــصولات واکــنش بــر روي ژل آگــارز يــک درصــد  

 ايـن ژل را نـشان       ٣تصوير شماره   . الکتروفورز شدند 

هـاي   هاي مربوط بـه ژنـوم بـاکتري        دهد، در ستون   مي

ايـن  . شـود  مـي کنترل هيچ باندي بر روي ژل مشاهده ن   

امر نمايـانگر ويژگـي و اختـصاصيت بـالاي پرايمرهـا           

 بـــاکتري ســـودوموناس آئروژينـــوزا LasIژن بـــراي 

 .باشد مي

 با استفاده از سريالي    PCR فرآيندپس از انجام    

هـاي مـورد     سـويه  ) ١٠-٦ تـا    ١٠-١( از ژنوم رقيق شده   

وضـيح داده شـده در قـسمت        بررسي و طبق شرايط ت    

ها که باند   کمترين غلظتي از ژنوم سويه  ،بررسيروش  

 بـود کـه    ١٠-٥مشخصي بر روي ژل ايجاد کـرد رقـت          

ژل  ۴شـماره  تـصوير  . باشـد  ميفمتوگرم  ٨٠٠معادل 

آگارز حاصل از الکتروفورز محصولات اين واکنش را        

 bp۶۰۰همان طور که  مشخص است باند        . هد مينشان  

ه  با توجه به نتايج بچنين هم.  وجود دارد  ١٠-٥تا غلظت   

هـاي بـاليني بـه     دست آمده از آزمون شناسايي نمونـه      

 و هـا   براي اين نمونـه    PCR روش کشت و نتايج آزمون    

ــا   ــراي تم ــايج در هــر دو روش ب ــودن نت   مييکــسان ب

حـساسيت آزمـون    )  نمونه مورد ارزيـابي    ٤٠( ها نمونه

PCR ،۱۰۰درصد بود  .  
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  LasI  ژني شده بر اساس توالي طراحيمرهايو مشخصات پرا يلتوا :١جدول 
  

TM مريپرا  يتوال  
Cº۶١ 5´-ATGATCGTACAAATTGGTCGG-3´ شرويپ  
Cº٦٠ 5´-GTCATGAAACCGCCAGTC-3´  رويپ  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 PCR محصول ؛٢، ستون)لگو ژنوم ايل به جاي آب مقطر استريحاو (ي کنترل منف؛١ستون.  ژل آگارزيبر رو LasI ژن PCRمحصول : ١ر يتصو
 با استفاده از PCR محصول ؛٣، ستونکنترل مثبت (P. aeruginosa ATCC 27853)ه استانداردينه شده و ژنوم سويبا استفاده از واکنش به

  DNA نشانگر ؛ ٤، ستونينيه بالي و ژنوم سونه شدهيواکنش به
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 آب مقطر يحاو (ي کنترل منف؛١ستون. ي باکتريني بالي از نمونه هاي ژنوم تعدادي ژل آگارز برايبر رو LasI  ژنPCRمحصول : ۲ر يتصو
 با PCRمحصول واکنش ؛ ۱۱ستون  ،ينين نمونه بالي ژنوم چند با استفاده ازPCR محصول واکنش ؛١٠ تا ٢، ستون) ژنوم الگويل به جاياستر

  DNAنشانگر ؛ ١٢، ستون)نترل مثبتک ((P. aeruginosa ATCC 27853)ه استاندارد ياستفاده از ژنوم سو
 
 
 
 
 
 
 
 

  

؛ ٢، ستون) ژنوم الگويل به جاي آب مقطر استريحاو (يکنترل منف؛١ ستون ،PCRت واکنش ين اختصاصييژل الکتروفورز تعمحصول  :٣ر يتصو
  PCRجهينت ؛٤نگر اندازه، ستون نشا؛٣، ستون (P. aeruginosa ATCC 27853)ه استاندارد يژنوم سواستفاده از  با PCRمحصول (کنترل مثبت 

 با استفاده از ژنوم PCRجه ي نت؛٦، ستون يا کولياشرش  با استفاده از ژنوم  PCRجه ي  نت؛٥، ستون لوکوکوس اورئوسياستافبا استفاده از ژنوم 
  و کلرايبريو با استفاده از ژنوم PCRجه ي نت؛ ٧، ستون هيلا پونومونيکلبس

 1          2            3             4           5             6            7           8             9            10        

    500bp 
    

    � 
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غلظت استاندارد ژنوم  با استفاده از PCRمحصول ( کنترل مثبت ؛١ستون . PCRت واکنش ين حساسييژل الکتروفورز تعول محص: ٤ر يتصو
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  .باشد مي ١٠-٦ غلظت ؛ ٨و ستون 

  
  

  بحث

ــاکتر ــودوموناسيب ــوزا آئروژ  س ــيين  از يک

ه ي ـ ثانويها عفونت از يناش ريعوامل مهم در مرگ و م  

 يبـاکتر زه شدن ي کلونيگاه ها عفونتن  يدر ا . باشد مي

ک مناسـب و بـه   يلوژنومويمار و عدم پاسخ ا يدر بدن ب  

و   مييمـار وارد مرحلـه بـاکتر   يگـردد ب  مـي موقع سبب   

 يمـار را در پ ـ  يتـاً مـرگ ب    يهاه ن س شده ک  يسپس سپس 

ت يص به موقع همراه با اختصاص     ين تشخ يبنابرا ،دارد

 بـه منظـور     يعامل عفون ت مناسب نسبت به     يو حساس 

ــس ــاب م ــانيانتخ ــب از اهمير درم ــ مناس ــت وي  يا ژهي

ه يبر پا ييشناسا يها روش ).۲۱ و۲۲ (برخوردار است

 كشت  محيطيرو رشد بر شامل استاندارد يها کيتکن

 يسـرولوژيك   ويبيوشيمياي يها آزمون ،يداسازج و

 يهـا  در نمونه يباكتر يردياب حال اين با اما ،باشد مي

 گيـر  وقـت هـا مـشكل و    ن روشي ـبا استفاده از ا ينيبال

 يهـا   روش.)٢٣( دارد نيـاز زمـان  روز به چندو  بوده

  برخـوردار يكـاف  حـساسيت  از نيـز ي ايمونولـوژيك 

 يآلودگ از موارد يبرخ بروز صورت و در باشند مين

هـا قابـل    ن روشياست ا يفور عملكرداز به يکه نحاد 

 است ممكن ها اين روش  درنيچن هم .ستندينان نياطم

، رديگ يياي باكتريها گونه با نمونه يآلودگ صورت در

 يمنف ـ نتـايج   مـورد نظـر  يبـاکتر  رشـد  در تـداخل جاد يا علت به

 يهـا  د روش ش ـ اشاره   طور که قبلاً    همان .حاصل شود 

 يهـا  ژنوجـود    بـر اسـاس آن  كـه  يص ملکـول يتشخ

 ينوزا سودوموناس آئروژيباکتر از يفرد به منحصر

 يطراح ـ رنـد يگ مي قرار يابيبه عنوان هدف مورد ارز

 سـاير  از را ين بـاکتر ي ـاتـوان   مـي  آن طبـق که  شده

ن منظــور از يــ ايبــرا  ).٢٤(نمــود متمــايز هــا گونــه
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 ، Real time PCR  ماننـد ي مختلف ـي مولکـول يهـا  کيتکن

PCR و  LAMP )۱(   شود مياستفاده)ن ي که در ا   ،)۲۵ و ۲۶

 و  يبه علت در دسترس بـودن، آسـان        PCR کيتکن انيم

در  يتـر  بـه طـور گـسترده   ن تـر  يينه پـا  يدارا بودن هز  

 به کار   يکيني و کل  يشگاهي آزما يصي تشخ هاي  شيآزما

 روشبـا   سهيدر مقا روش اين .)٢٧(گرفته شده است

 تغييرات نسبت به و بوده تر دقيق اربسي يفنوتيپ يها

   .گيرد يم قرار ثيرأت تحت  كمتريمحيط

ا يگلي خان و سرن   ١٩٩٤ سال ن بار در  ي اول يبرا

ــ اييشناســا ــاکتري ــا اســتفاده از ين ب  و ژن PCR را ب

دادنـد کـه      قـرار  يابي ـارز وردم ـ A (toxA)ن  ياگزوتوکس

 بـا   ييج شناسـا  يسه با نتـا   يدر مقا همانطور اشاره شد    

ــ ــ درصــد ۹۵ت ي حــساسيدارا کــشت ياروش ه  يم

 ييشناســا ووس و همکــاران ي د١٩٩٧ در. )۲۸(باشــد

بـا   PCR را بـه روش  نوزايآئروژ سودوموناس   يباکتر

 دو ي شده بر اساس توالي طراح يمرهايپرااستفاده از   

 ي مــورد بررســ)oprL و oprI(ين ســطحيپــوپروتئيژن ل

و ت ياختــصاصج نــشان دهنــده ي کــه نتــا،قــرار دادنــد

زان ي ـب به م  ي شده به ترت   ي طراح يمرهايت پرا ياسحس

 ييجهـت شناسـا   ليتـر     سلول بر ميلي   ۱۰۲  و  درصد ٧٤

در سـال  . )٢٩ ( بـود يني بـال  ي در نمونه هـا    ين باکتر يا

 ي بـاکتر  ييشناسا لهو و همکاران  يلوا ف يز داس ي ن ١٩٩٩

 يني بـــاليهـــا  در نمونـــهنـــوزايآئروژســـودوموناس 

س يبروزيک ف يستي مبتلا به س   يمارياستخراج شده از ب   

 algD  ژني شده براي طراحيمرهايرا با استفاده از پرا

GDP mannose به وسيله PCRن ي ـدر ا.  نمودنـد ي بررس

 ي طراح ـ يمرهـا يت پرا يت و حـساس   ياختصاص مطالعه

کوگرم ي پ۱۰۰ تا  و درصد١٠٠زان يب به ميشده به ترت

ــاکترDNAاز  ــادل  (ي ب ــلول باکترX ۸ ۱۰۳مع ــ س  )يياي

 ي طراحيمرهايسه با پرا ي که در مقا   ستده ا شگزارش  

ــه يــشــده در ا ــوگرم٨٠٠ييشناســا(ن مطالع  DNA  فمت

 دهنـد  مـي  را نـشان   يار کمتـر  ي بـس  تيحساس) يباکتر

مطالعــات ز يــ نيلادي مــ۲۰۱۰ تــا ۲۰۰۰در دهــه  .)۳۰(

بـه    مناسـب  يد ژنيک کانديه يارا به منظور   يا گسترده

بـا   نـوزا يآئروژ سودوموناس  ي باکتر ييشناسا منظور

 و حـــساس در ي اختـــصاصيمرهـــاياســـتفاده از پرا

  کــه در تعــداد ،شــده اســته يــارا يني بــاليهــا نمونــه

 درصـد همـراه بـا    ۱۰۰ت ي از آنهـا اختـصاص     يدمعدو

ن يــبــر اســاس ا .اســت گــزارش شــده بــالات يحــساس

          و  gyrBيهـا  ژن ي اختـصاص PCR مطالعات با استفاده از

 16S-23S rDNA ITS ســودوموناس يتــوان بــاکتر مــي 

 رياز سـا  درصـد  ۱۰۰ت ي بـا اختـصاص   رانـوزا يآئروژ

 نمـود در  يي و شناسـا   يهـا جداسـاز    هـا و جـنس     گونه

 و 16s rDNA, toxA, oprL, oprI يهـا   ژني برا کهيصورت

fliCت وجـــــــود يزان اختـــــــصاصيـــــــن ميـــــــ ا                         

   .١.) ۳۲ و۳۱، ۱۲(ندارد

ت لازم  ياصجاد اختص ين مطالعات ا  يا ميدر تما 
 حساسيت آزمون  اما بهبود،باشد ميک اصل ياگرچه 

PCR  ن تعـداد  ي کمتـر يش امکـان شناسـاي  يافـزا  جهت

. رسـد  مي به نظر يار ضروريبس مولد بيماري يباكتر

نحـوه   ماننـد  يمتنـوع  ي مطالعـات فاكتورهـا  ني ـطبق ا

ــه ــگ نمون ــيري ــازي، ش ــراDNA يوه جداس ، PCRط ي، ش

                                                
1-Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 
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جــاد يماننــد احتمـال ا مـر  ي پراييايميکوشــيزيط فيشـرا 

 و  ي سـنجاق سـر    يل سـاختارها  يتشک،  ونيزاسيمريدا

 حـساسيت  تواننـد  يم ـ  هـدف DNA يساختار سـه بعـد  

 قـرار  ثيرأت ـ را تحـت   PCR براسـاس يشناساي روش

شده  گزارش اطلاعات بيشترين انين ميدر ا  اما،دهند

ش يافــزا بــه منظــور    مــر ي پراتيـ ـد کننــده اهم ييـ ـأت
 ).٢٢ و٢٩(باشـد   مـي  روش حساسيت و اختصاصيت

 گرفتـه جهـت   انجـام  از تحقيقـات  ين در بسياريچن هم

 ســــودوموناس ياکتربــــ ياختــــصاص ييشناســــا

 يهــا ژن يرديــاب ، PCR ينــوزا بــا اســتفاده ازآئروژ

  كهيسطح يها پروتئين كننده كد يها ژن زا و يماريب

مـورد توجـه قـرار    شتر ي ـ ب،باشـند  مـي  تهـاجم  عامـل 
ــد گرفتــه ــه اســتفاده ازچــرا  ،ان ــا  ژنک ــه  ييه ــراک  يب

ن يچن ـ  بوده و هم  ي اختصاص نوزايآئروژسودوموناس  

 نقـش  ين بـاکتر يابه وسيله  يماريجاد ب يشروع و ا  در  

جـه  ي از بـروز نت   يري جهت جلـوگ   ،دن داشته باش  يثرؤم

 لذا بـا  ،رسد مي به نظر    ي خطر ساز ضرور   يکاذب منف 

 يکه فاکتورهـا  نيز با توجه به اين نکات و ن   يتوجه به ا  
ــه وســيله ترشــح شــده ي خــارج ســلوليزا يمــاريب  ب

 يهـا   عفونـت  مـسئول تمـام      نـوزا يآئروژسودوموناس  

 ،)٣٣ و٣٤(باشـند  مـي  ين بـاکتر ي ابه وسيلهجاد شده  يا

 نقـش   ي دارا ين بـاکتر  ي ـ ا يـي زا يماري که در ب   LasIژن  

د ي ـک کاندي ـباشـد بـه عنـوان       مي و کنترل کننده     يديکل

 و  يـي زا يماري در ب  يقابل توجه هم از نظر نقش محور      
ت انتخـاب   ي و اختـصاص   يريت پـذ  يل حساس يز به دل  ين

  .)۳۴ و ۳۵(ديگرد

 ي مختلف ـ ي آغازگرها LasIژن   يبا توجه به توال   

 ي طراح ـ يکيوانفورمـات ي ب يبا استفاده از نـرم افزارهـا      

ن ي که بالاتريت آغازگريد و با توجه به اختصاص  يگرد

 مـورد نظــر  ي تـوال ،از را بـه خـود اختــصاص داد  ي ـامت

ــاب ــ انتخ ــاهيد و در پاش ــا گ ــاتيه ــا  دادهي اطلاع  يه

 . قــرار گرفــتي مــورد بررســ)NCBI، ColiBASE( ميژنــو

 شــده يمـر طراح ـ ي کــه پرا،نـشان داد  )BLAST )۱ج ينتـا 

ــرا ــدر ناح LasI ژن يب ــوم يــه اي  ميتمــان ژن در ژن

موجـود   نـوزا يآئروژ سـودوموناس    ي باکتر يها هيسو 
 يرن بـاکت ي ـ اي اختـصاص ي و بانـک ژن ـ NCBIدر بانک   

 ي اختــصاص و کــاملاً درصــد۱۰۰ه مکمــليــ ناحيدارا

 بـه صـورت   يه مـشابه حت ـ ي ـناحگونه  چيبوده و فاقد ه 

 يهـا  گـر سـودوموناس و جـنس   ي ديها ناقص در گونه  

  .١ .باشد مي ييايگر باکتريد

 ي بــــاکتريمارســــتانيه بي ســــو۴۰ن ياز بــــ
ــودوموناس  ــوزايآئروژس ــتفاده از  ن ــا اس ــه ب  PCR  ک

ر ي ـجـه تکث ي نت ،رار گرفتنـد   ق ـ يابي مورد ارز  ياختصاص

 که منطبـق     مثبت بود  نمونه ها   مي در تما  LasI ژن   يبرا

 يهـا   به روش کشت و تستيج حاصل از بررس  يبا نتا 

ن ين در ب ـ يچن ـ  هـم  ها بـود،   ن نمونه ي ا ي برا ييايميوشيب

 يجــه منفــي بــا نتيا  نمونــهي مــورد بررســيهــا هيســو
هـا   هيسـو   ميج تماين نتايلذا با توجه به ا   . مشاهده نشد 

 LasI ژن يهــا بــرا هين ســويــ بودنــد و اLasIواجــد ژن 

ن بـا   يچن ـ هـم .  درصد را نشان دادند    ۱۰۰ت  ياختصاص

ن يــ زمــان انجــام اPCR ط واکــنشي شــرايســاز نــهيبه

     . افتيل يک ساعت تقليواکنش به کمتر از 
  
  يريگ جهينت

 يج قبل ـ يسه بـا نتـا    يق حاضر در مقا   يج تحق ينتا

ک ي ـتوانـد بـه عنـوان        مـي  ژن انتخاب شـده      ،نشان داد 

                                                
1-Basic Local Alignment Search Tool(BLAST) 
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ــناح ــي ــرا   يه ژن ــا ب ــل اتک ــب و قاب ــات ي تحقي مناس ق

 بـه منظـور   يا  منطقـه  يهـا  شي پا يابي، ارز يکيوژيدمياپ

 ي بـــاکتريريـــوع و فراگي شـــي بـــه الگـــويابيدســـت

در . ردي مورد استفاده قرار گ    نوزايآئروژسودوموناس  

 هاي روش مزاياي به توجه با كه د اشاره کرديان بايپا

 ييدر شناســا هــا ن روشيــا يريکــارگه ملكــولي، بــ

جملـه   از بيمارسـتاني  هـاي  عفونـت  مولـد  هاي باكتري

 سريع و مهم راهي تواند مي ينوزاآئروژ سودوموناس

 و )دوز عفونـت (زان آن يعفونت، م عامل در تشخيص

 از جلوگيري درمان و صحيح روش انتخاب نتيجه در

بـه عـلاوه    .بيمـاران باشـد   در عفونت بيشتر عوارض

 سودوموناس يتيسيپاتوژنت در مؤثر عوامل صيشخت

 و پيشگيري هاي روش انتخاب در تواند مي ينوزاآئروژ

 سـودوموناس  مختلـف  هـاي  مناسـب عفونـت   درمـان 

  .باشد داشته يژه و منحصر به فرديكاربرد و
  

  ر و تشکريتقد

قـات  يت مرکـز تحق  ي ـ بـا حما   ين طرح پژوهش  يا

الـه   هي ـ بق ي دانشگاه علوم پزشک   ي کاربرد يوتکنولوژيب

   . شدانجام) عج(
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Abstract 
 
Background & aim:  Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic nosocomial pathogen that due 
to having intrinsic and acquired resistance to common antibiotics, mortality due to infections is very 
common. Therefore, early and accurate identification of bacteria could be effective in controlling 
infections and deaths. The aim of this study was to evaluate the use of a rapid method with high 
sensitivity and specificity based on polymerase chain reaction using gene-specific primers quorum 
sensing LasI system for detection of bacteria. 
 
Methods: In this study, the comparison between the results of culture and PCR for the diagnosis of 
Pseudomonas aeruginosa in clinical samples and other bacterial species were carried out. 40 
strains of Pseudomonas aeruginosa from isolated clinical specimens were identified and confirmed 
by biochemical tests. LasI gene specific primers were designed using bioinformatics analysis. 
Sequence of this gene was amplified techniques after extraction of bacterial genome. The 
specificity of PCR tests with DNA from of different species, Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumonia, Escherichia coli and Vibrio cholerae were evaluated. A different dilution of the bacterial 
genome of Pseudomonas aeruginosa was used in PCR to evaluate the sensitivity of primer. Data 
were analyzed by t-test 
 
Results: The results indicated that the PCR test result was positive for all strains of P. aeruginosa 
isolates; however, PCR test results were negative for the four other bacteria. Even at 10-5 

Pseudomonas aeruginosa genome concentration, PCR test was positive for all isolated strains 
  
Conclusion: This study showed that the primers designed for detection of Pseudomonas 
aeruginosa using PCR, had higher sensitivity and specificity compared to previous methods. 
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