
  
 493        نوزايطراحي پرايمرهاي اختصاصي براي تشخيص سريع سودوموناس آئروژ         

  

 
http://tumj.tums.ac.ir 

Tehran Univ Med J (TUMJ) 2013 November;71(8):493-501 

  

  
 تشخيص سريع براي algD و exoA، oprLهاي  طراحي پرايمرهاي اختصاصي براي نشان دادن ژن

  هاي باليني  در نمونهنوزايسودوموناس آئروژهاي  سويه
  

  
  *1محمد نجفي مصلح

  2شنو طايير قهيصد

     2د راغزنوياحسان االله 
   3غلامرضا طالعي 2،حميد ابطحي

  
 دانشكده ،ميكروبيولوژي و ايمونولوژيگروه  -1

  . ايران، دانشگاه علوم پزشكي همدان،پزشكي
 دانشكده ،ميكروبيولوژي و ايمونولوژيگروه  -2

  . ايران،  دانشگاه علوم پزشكي اراك،پزشكي
دانشگاه علوم پزشكي ميكروبيولوژي گروه  -3

 .، ايرانبادآ  خرم،لرستان

  
  
  
  

  
  
  

  

 دانشكده ه،يمهد ابانيخ همدان،: نويسنده مسئول*
  يميكروبيولوژ گروه ،يپزشك

  0811- 8380462: تلفن
E-mail: n_mosleh@yahoo.com 

  

 يمن ـي با نقـص ا ماراني ب وها ي سوختگ،سيبروزي فكيستي در سنوزايسودوموناس آئروژ  عي سر صيتشخ: زمينه و هدف  
 يهـا مري با استفاده از پراalgDو  exoA، oprL يها   وجود ژني فراواني بررسنيدر ا .وردار است  برخ ياريبس تياز اهم 

  . قرار گرفتيمورد بررس PCR با روش قي تحقني شده در اي طراحي اختصاصيهامري پرازيمنتشر شده در مقالات و ن
 . كشت داده شـد    كيولوژي باكتر يها طي در مح  نوزايسودوموناس آئروژ  ي جداساز ي برا يني بال يها نمونه: روش بررسي 

بـا اسـتفاده از   .  شـد ي طراح ـي اختصاصيمرهاي فوق پرايها  ثابت ژناري بسي نواحي برايكيوانفورماتي ب زيبا روش آنال  
  . قرار گرفتي مورد بررسPCR با ميطور مستق هبها  مونه ن، منتشر شده در مقالاتيمرهاي طراحي شده و پرايمرهايپرا

 شـده   ي طراح ـ يمرهـا ي پرا يريكـارگ  هبا ب .  جدا شد  ها  در كشت نمونه   نوزايسودوموناس آئروژ  هي سو 70تعداد   :ها  يافته
 ـ ها   نمونه 69 و   70،  68 در algD و   exoA  ،oprL يها  ژن ي برا بيترت  به PCR مثبت   جينتا   حـساسيت  مـد كـه   آدسـت    ه ب
 ـترت  مثبـت بـه    جير شده نتـا    منتش يمرهايا كه با پر   ي در صورت  .به دست آمد  % 6/98و  % 100،  %2/97 بيترت هب  ي بـرا  بي

  .محاسبه شد %40و  %70، %5/81 بيترت ه ب حساسيتمد كهآدست  ه نمونه ب28 و 49، 57 فوق در يها ژن
 ـ     قي تحق ني ا جينتا: گيري  نتيجه  ـ مناسـب در تكن    ي اختـصاص  يمرهـا ي پرا يريكـارگ  ه نشان داد كه با ب  ي معمـول  PCR كي

 ـس ماننـد  حـساس    مـاران ي در ب  نـوزا يسـودوموناس آئروژ  كلونيزاسيون   بالا   اري بس يژگي و و  تيتوان با حساس   يم  كيستي
  .  زودتر از مثبت شدن كشت نشان داديلي خسيبروزيف

  .مراز يپل رهيزنج  واكنش،سيبروزيف كيستيس ، ژن،نوزايآئروژ سودوموناس :كليدي كلمات

 
  

 يـك  (Pseudomonas Aeruginosa, PA) نوزايآئروژ سودوموناس
 ـس بـه  مبتلا مارانيب كه است طلب فرصت پاتوژن  سيبـروز يف كيستي

(Cystic Fibrosis, CF)،1 يـا  و 2يسـوختگ ي هـا  زخم به مبتلا مارانيب 
 ـس در نقـص  يـا  ضـعف  دچـار  افراد ،يچشمي  تروماها  ـيا ستمي  ،يمن

ي هـا  عفونـت  بـه  مـستعد  افـراد  عضو پيوند كنندگان دريافت چنين هم
 ـا 3.باشـند  يم ـ سميارگان نيا ازي  ناش مهلك  ـارگان ني  ـ سمي  ـو هب  در ژهي

 ازي  يك ـ عنوان به و داشته گسترده اريبس پخشي  مارستانيبي  ها طيمح
  از ذشتهـگ 4.شود يم شمردهي مارستانيبي ها عفونت مهم اريبس عوامل

  
 ـي  اكتسابي  ها مقاومت وجود ،ذاتي دارويي هاي مقاومت  ـب يآنت ي كيوتي

 كنتـرل  (Multiple drugs resistance) نيـز  ودار چنـدين  بـه  زمـان  هم
 مواجهـه  جـدي  مـشكلات  بـا  را ارگانيـسم  ايـن  از ناشي هاي عفونت
 و كشت ازي  باكتر نيايي  شناساي  برا ها شگاهيآزما اغلب. است ساخته
 طـول  روز سـه  حـداقل  كـه  نـد ينما يم استفادهيي  ايميوشيب يها روش
ي بـرا  و باشـند  يم ـ اگزوتـروف  هـا  هيسو ازي  بعض نيچن هم 5.كشد مي

 امر نيا و است لازم اي ويژهي  انتخاب كشتي  ها طيمح ها نآي  جداساز
 بيمـاران  بـراي  كـه  گـردد  يم ـ كـاذب ي  منف كشت جواب به منجر زين

 ورآ مـرگ  CF بـه  مبتلايـان  مثـل  پـاتوژن  ايـن  بـا  عفونـت  به حساس
 كننـد  يم ـ استفاده كيسرولوژ روش از كشورها ازي  بعض در 6.باشد مي

 مقدمه

 

  501 تا 493هاي  ، صفحه8 شماره،71دوره،1392آبانمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  مقاله اصيل

    16/04/1392:     تاريخ پذيرش17/01/1392: تاريخ دريافت مقاله                  چكيده
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   501 تا 493، 8، شماره 71، دوره 1392 آبانمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  

 مـراز  يپل رهيزنج واكنش از تازگي  به 7و8.ستيني  نانياطم ابلق روش كه
PCR9 دري بــاكتر دادن نــشاني بــراي مولكــول روش يــك عنــوان هبــ 
 وي  ژگ ـيو ،تيحـساس  نظـر  از كـه  شـود  يم استفاده مارانيبي  ها نمونه
 بـا  كـه  است نيا قيتحق نيا هدف لذا 10.داردي  ساز نهيبه به ازين نهيهز

 بـا  را PCRي  ژگ ـيو و تيحـساس ي  ختصاصاي  مرهايپرا قيدقي  طراح
 زين و مقالات در شده منتشري  اختصاصي  مرهايپرا نوع دوي  ريكارگ هب

 exoA هاي ژن وجودي  فراوان دادن نشاني  برا شدهي  طراحي  مرهايپرا
 ،)دارد وجـود  هـا  سـويه  از% 95 در كـه  A اگزوتوكسن ديتول مسئول(

oprL) يخارج يغشا نييپروت يك سنتز مسئول( ژن و algD) ولئمس 
 زيآنال روش با قيتحق نيا در 11.بدهد قراري  بررس مورد) ناتيآلژ سنتز

 فـوق ي  ها ژن شده حفاظت و ثابت اريبسي  نواحي  براي  كيوانفورماتيب
 حـساسيت  ميـزان  تعيـين  بـراي . ،شـد ي  طراح ـي  اختصاصي  مرهايپرا

 جفـت  يـك  از منفـي  و مثبـت  هـاي  كنترل از استفاده بر علاوه ،تست
 بيان ها سويه تمام در كه rRNA شده حفاظت ژن يك به ربوطم پرايمر

  .شد استفاده نيز شود مي
  

  
 يـك  دري  نيبال نمونه 150 تعداد ،يمقطع -يفيتوص مطالعه نيا در
 دري  بـستر  مـاران يب از )1391 اسـفند  تـا  نيفـرورد  از (ساله يك دوره
 مارستانيب ) و غيره  يجراح ،يسوختگ ICU، ICU (مختلفي  ها بخش
ي بررس ـ موردي  ها نمونه .شدي  آور جمع رانيا آباد خرم ريعشاي  شهدا

 5(  خــون،) نمونــه10(، خلـط  ) نمونــه70(عبارتنـد از ســواب زخـم   
 ـمحتو، ) نمونــه5(  ادرار،)نمونـه   3( يوپــسي ب،) نمونـه 12(  آبــسهاتي
  اليونوي س ـ عيو مـا  )  نمونه 24( ترشحات ريه    ،)نمونه 5( CSF ،)نمونه

  .) نمونه16(
 PCR و كـشت  انجامي  برا ليوپاستريكروتيم دو در مارانيبي  ها نمونه
ي حـاو ي  ها وبيكروتيم به PCR تست انجامي  برا. ديگردي  ورآ  جمع
 Phosphate Bufferتـر يكروليم 1000 اندازه به ماريب ميمستق هاي نمونه

Salt (PBS Buffer) ي دمـا  در و شـد  اضافه°C 70- ـذخ   ـگرد رهي  .دي
 اسـتفاده  بـا  و متداولي  ها روش باي  ولوژيباكتر شگاهيآزما در ها نمونه

 گـار آي كـانك  مـك  ،(Nutrient Agar) گـار آ نينـوتر  كـشت  طيمح از
(MacCanky Agar) آگـار  ويسلكت و (Selective Agar, BioMerieux 

Ltd., UK) يي نهـا ي جداسـاز  وي قطع صيتشخي برا. شد داده كشت

 ازي  افتراقي  ها تست ويي  ايميشي  ها واكنش از سودوموناس يها هيسو
 ،Triple Sugar Iron Agar (TSIA) ،تراتيســـ مونيســـ جملـــه

 ،(Sulfide Indole Motility, SIM) سولفيدهيدروژن اينـدول مـوتيليتي  
 اســتفاده (Oxidative-Fermentative, OF) ونيفرمنتاســ ونيداسياكــس
يـي  طلا تاندارداس ـ عنوان هب سميارگاني  جداساز روش جينتا چون. شد
 از لـذا ،  شـود  يم ـ استفاده PCR جهينتي  ژگيو و تيحساس نييتعي  برا
 تـا  شد استفاده زين اگزوتروفي  ها هيسو رشدي  براي  انتخابي  ها طيمح
  . نرود دست از مثبت كشت مورد چيه

 PA صيتشخي  برا ،قيتحق نيا در :ياختصاصي  مرهايپراي  طراح
 دارند قراري باكتر وموزومكري بررو كه algD و  oprL،exoA يها ژن
 سـري  دو. گرفتند قرار استفاده مورد PCR انجام جهت هدف عنوان به
 ،گرديـد  اسـتفاده  algD, oprL, exoAي هـا  ژني براي اختصاص مريپرا
ي مرهـا يپرا ديگـر  سـري  و 12مقـالات  در شده منتشري  مرهايپراي  كي

 ـ ).1 جدول( كيوانفورماتيب روش به قيتحق نيا در شدهي  طراح  رايب
 و مثبـت  هـاي  كنترل از استفاده بر علاوه ،تست حساسيت ميزان تعيين
 بـه  مربـوط  شده حفاظت ژن يك به مربوط پرايمر جفت يك از منفي

rRNA انجـام  در .شـد  اسـتفاده  نيـز  شـود  مي بيان ها سويه تمام در كه 
 شـده  يـاد  پرايمرهاي كارگيري هب با مرازيپلي  ا رهيزنج واكنش زمان هم

 يـك  به مربوط پرايمر جفت يك از منفي و مثبت هاي نترلك بر علاوه
 اسـتفاده  نيز شود مي بيان ها سويه تمام در كه rRNA شده حفاظت ژن
راي سه ژن ياد شده به شـرح        ب ،پرايمرهاي منتشر شده در مقالات    . شد

  .)1جدول ( بودزير 
 ـجدي  اختـصاص ي  مرهايپراي  طراح  ـا در: دي  ـتحق ني  روش بـا  قي

ي هـا  ن ژ شده حفاظت و ثابت اريبسي  نواحي  براي  كياتوانفورميب زيآنال
 ـنوكلئوتي  تـوال  ،شدي  طراحي  اختصاصي  مرهايپرا فوق ي هـا  ژني  دي

ــورد ــ م ــا ازي بررس ــه NCBI تيس ــد گرفت ــه و ش ــك ب  روش كم
Alignment بـه  بعد ي مرحله در و ديگرديي  شناسا ثابت اريبسي  نواح 

  .تگرف انجام مريپراي طراح AlleleID افزار نرم كمك
 بـا  هـا  نمونـه ي  آلـودگ  ازي  ريجلـوگ ي  برا: يباكتر DNA صيتخل

DNA مراحـل  كـاذب،  مثبـت  جينتا مدنآ وجود هب و محيط در موجود 
 كـلاس ي  كيولـوژ يب هود زير در ها نمونه از DNA تخليص و استخراج

II (Microflow England) اسـتخراج ي بـرا ي بررس نيا در. شد انجام 
DNA ـك از مـاران يب ميقمستي ها نمونه ازي باكتر   Bacteria DNA تي

Mini Kit (Invitek Stratec Molecular GmbH, Germany)  اسـتفاده 

  بررسيروش
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 -C 80°ي   دمـا  در تخلـيص  و اسـتخراج  از پـس  ها نمونه DNA .شد
 ـذخ PCR انجامي  برا  ـگرد رهي  از مثبـت  كنتـرل  DNA تهيـه  بـراي . دي
 دهاسـتفا  ATCC 27853 ئروژينـوزاي آ سودوموناس استاندارد ي هيسو
ي هـا  DNA از يك هر از فوق روش تيفيك از نانياطم منظور به .شد

 يـك  آگـاروز  ژلي  رو بـر  تـر يكروليم شش ي اندازه به شده استخراج
 280 مـوج  طـول  بـا  UV دسـتگاه  كمـك  به و شد الكتروفورز درصد
 . شد زده نيتخم تقريبي طور هب DNA مقدار

ــنش ــرا PCR واك ــه: exoA ژني ب ــور ب ــاهش منظ ــودگ ك  وي آل
  .گرفت انجام PCR اتاق در مراحل تمام كاذب جينتا ازي ريجلوگ

 تـر يكروليم 5/12 يحـاو  مخلـوط  تـر يكروليم 25 بـا  PCR مراحل
PCR Master Mix (Cinna Gen Inc., Tehran, Iran)  ي حـاو  كـه

mgCl2,d NTP, Taq polymerase, PCR Buffer از 1/0 و باشـد  يم ـ 
 ـ مريپرا 1/0 و exoA سنس مريپرا  DNA تـر يكروليم 5/1،  نسس ـ يآنت

 ـنها در و) مولار يليم MgCl2) 50 تريكروليم 5/0 و شده استخراج  تي
 ترمـال  دستگاه در مخلوط نيا .شد انجام زهيونيد آب تريكروليم 2/10

 ,Thermal Cycler, Mastercycler, Eppendorf AG) كلريســا

Hamburg, Germany) هيــاولي واسرشــتگ برنامــه وبــا گرفــت قــرار 
(Denaturation) °C 95 بـا  كليس ـ 35 ادامـه  در و قـه يدق دو مدت به 

 مرهايپرا اتصال ،قهيدق يك مدت به C 95° در هياولي  واسرشتگ برنامه
 ـثان 30 مدت به C 53° يدما در (Annealing) هدف به  ادامـه  و در   هي

 ـنها در و قـه ييك دق  مدت به C 72° يدما در طويل شدن   مرحلـه  تي
 پـنج  مـدت  بـه  درجـه  C 72° يدما در (Extension Fine)يي نها ادامه
  .گرفت انجام قهيدق

ــرا PCR واكــنش ــا oprL :PCR ژني ب  مخلــوط تــريكروليم 25 ب
 سـنس  مـر يپرا از 1/0 و PCR Master Mix تـر يكروليم 5/12ي حـاو 
oprL تريكروليم 5/1 ،سنس يآنت مريپرا 1/0 و DNA و شـده  استخراج 

 كـردن  اضـافه  بـا  تينها در و) مولار يليم MgCl2) 50 تريكروليم 5/0
 ترمـال  دستگاه در مخلوط نيا .شد انجام زهيونيد آب تريكروليم 2/10
 به Denaturation، °C 95 با و گرفت قرار (Thermal Cycler) كلريسا

 ـاولي  واسرشـتگ  برنامـه  بـا  كليس 35 ادامه در و قهيدق دو مدت    در هي
°C 95 قهيدق يك مدت به، Annealing يدما در °C 56  30 مـدت  بـه 
 و قهيدق يك مدت به C 72° يدما در (Extension) شدن ليطو و هيثان
 پـنج  مـدت  بـه  C 72° يدما دريي  نهاي  ساز ليطو ي مرحله تينها در
  .گرفت انجام قهيدق

ــرا PCR واكــنش ــا algD :PCR ژني ب ــريكروليم 25 ب  مخلــوط ت
 PCR Master Mix (Cinna Gen كسيم مستر تريكروليم 5/12ي حاو

Inc., Tehran, Iran) ــريپرا از 1/0 و ــنس م ــريپرا 1/0 و algD س  م
 اضـافه  بـا  تينها در و شده استخراج DNA تريكروليم 5/1 ،سنس يآنت

 دسـتگاه  در مخلـوط  نيا .شد انجام زهيونيد آب تريكروليم 8/10 كردن
 مـدت  به Denaturation، °C 95 برنامه با و گرفت قرار كلريسا ترمال

 بـه  C 95° در هياولي  واسرشتگ برنامه با كليس 35 مهادا در و قهيدق دو
 ـثان 30 مـدت  بـه  C 55° يدمـا  در Annealing ،قـه يدق يك مدت  و هي

Extension ي  دما در°C 72 ي مرحلـه  تينها در و قهيدق يك مدت به 
  .گرفت انجام قهيدق پنج مدت به C 72° يدما دريي نهاي ساز ليطو

 و algD, oprL, exoAي هــا ژن كمــك بــه PCR واكــنش انجــام
  مقالات در شده منتشري مرهايپرا

ي حـاو  مخلـوط  تريكروليم 25 با exoA :PCRي  برا PCR واكنش
 يمرهـا يپرا از كـدام  هـر  از PCR Master Mix 1/0 تـر يكروليم 5/12

exoA تريكروليم 5/1 و DNA ـد آب تـر يكروليم 8/10 و   انجـام  زهيوني
 برنامـه  وبـا  گرفت رقرا Thermal Cycler دستگاه در مخلوط نيا .شد

Denaturation، °C 96 بـا  كليس ـ 40 ادامـه  در و قـه يدق پنج مدت به 
 در Annealing ،قـه يدق يك مدت به C 96° در هياولي  واسرشتگ برنامه
 بـه  C 72° يدمـا  در Extension و قـه يدق يـك  مـدت  به C 55° يدما

 ـطو ي مرحله تينها در و قهيدق يك مدت    يدمـا  دريي  نهـا ي  سـاز  لي
°C 72 گرفت انجام قهيدق 10 مدت به.  

 مـدت  بـه  Denaturation، °C 95 برنامـه  با: OprLي  برا PCR واكنش
 ـاولي  واسرشتگ برنامه با كليس 30 ادامه در و قهيدقچهار    C 94° در هي

 ـثان 40مدت به  ـثان 40 مـدت  بـه  C 57° يدمـا  در Annealing ،هي  و هي
Extension ي  دما در°C 72 ـثان 50 مدت به   ـهان در و هي  ي مرحلـه  تي

 ـثان 50 مـدت  بـه  درجـه  C 72° يدما دريي  نهاي  ساز ليطو  انجـام  هي
   .گرفت

 بــه Denaturation، °C 94 برنامــه بــا: algDي بــرا PCR واكــنش
 C° 94 هياولي  واسرشتگ برنامه با كليس 30 ادامه در و قهيدقپنج   مدت

 و قهيدق يك مدت به C 60° يدما در Annealing ،قهيدق يك مدت به
Extension ي  دما در°C 72 ي مرحلـه  تينها در و قهيدق يك مدت به 

. گرفـت  انجام قهيدق هفت مدت به C 72° يدما دريي  نهاي  ساز ليطو
 محـصولات  از كـدام  هـر  از PCR محصولاتي  بررسي  برا تينها در

PCR دــدرص كـي ارزـآگ ژلي رو رـب رـتيكروليمش ـش زانـيم هـب   

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
4-

09
 ]

 

                               3 / 9

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-5605-en.html


  
                                              محمد نجفي مصلح و همكاران                 496

    

   501 تا 493، 8، شماره 71، دوره 1392 آبانمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  

  قيتحق نيا در استفاده مورد مقالات در شده منتشري مرهايپرا بهي ابيدست منابع و نگيليآني دما ،يدينوكلئوتي توال :1 جدول
 رفرانس كونيامپل زيسا Annealingي دما مرهايپراي توال ژن تيموقع هدف

rRNA S نوزايئروژآ سودوموناس
16 F:5-AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA-3 

R:5-ACTTAACCCAACATCTCACGACAC-3 
 °

C55 bp312 6،11،12،14،18 

 exoA  F:5-GACAACGCCCTCAGCATCACCAGC-3 نوزايئروژآ سودوموناس
R:5-CGCTGGCCCATTCGCTCCAGCGCT-3 

°
C 58 bp396 6،11،12،14،18 

 oprL F:ATGGAAATGCTGAAATTCGGC-3 نوزايئروژآ سودوموناس
R:CTTCTTCAGCTCGACGCGACG-3 

°
C 55 bp504 6،11،12،14،18 

 algD F:5-TTCCCTCGCAGAGAAAACATC-3 زانويئروژآ سودوموناس
R:5-CCTGGTTGATCAGGTCGATCT-3 

°
C 60 bp520 6،11،12،14،18 

  
  number: NC_006273 and NC_006623, respectively شدهي طراحي مرهايپرا تييموقع و سكانس :2 جدول
 نكويامپل زيسا  مريپرا اندازه يمرهايپراي توال نوزايژِئروآ سودوموناس هدفي ها ژن

EoxA  ACATCAAGGTGTTCATCC  Sense 
Anti-sense  GACGAAGAAGGTGGCATC 

18 

18 

125 

oprL Sense TGCGATCACCACCTTCTACTTC  
Anti-sense CGCTGACCGCTGCCTTTC 

22 

18 

105 

algD Sense ACGAAGTGGTGGCGAGTTC 
Anti-sense TGGTGTGCGGCATGAAGC 

22 

18 

105 

  
 ,Safe stain (Cinna Gen Inc., Tehran كمك به و ديگرد الكتروفورز

Iran) قطعـات  آگـاروز  ژل در .شد انجامي  زيآم رنگ DNA  برحـسب 
 درصـد . كننـد  مي حركت ژل درون و شوند مي جدا ديگر يك از اندازه
 ايـن  در. شود مي گرفته نظر در DNA اندازه مبناي بر استفاده مورد ژل

 نظر مورد ايه ژن به مربوط PCR محصولات الكتروفورز براي بررسي
 پـودر  كامل شدن حل از پس منظور بدين. گرديد تهيه% 1 آگاروز ژل
 يـك  ديرس ـ C 50° حـدود  بـه  آن دمـاي  كـه ي  وقت ـ حرارت لهيوس هب

 در را محلول نهايت در. شد اضافه آن به Syber safe ليتر در پيكومول
 و ريخته ،داده شده بود   قرار آن در اي شانه تر  قبل كه مناسب هاي قالب

 درون. شـد  خـارج  آن از آرامـي  بـه  شـانه  ژل، كامل شدن بسته از دبع
 بـافري ( 1X ا و يX 0.5با غلظت  TBE بافر همان با الكتروفورز تانك
 تانك درون در را شده بسته ژل و شد پر) شد استفاده ژل تهيه براي كه

 ايجـاد  ژل درون كه كوچكي هاي چاهك از. داده شد  قرار الكتروفورز
 چاهـك  اولـين  در. شـد  اسـتفاده  PCR محصولات تنريخ براي شده،
 را PCR محلـول  از مـاكروليتر   پنج بعدي هاي چاهك در و ماركر سايز
  . شد ريخته شده، مخلوط  بارگذارنده بافرماكروليتريك  با كه

. اسـت  مثبت قطب به منفي قطب از همواره DNA حركت جهت
 و كـرده  شـن رو را الكتروفـورز  دسـتگاه  مطلب، اين گرفتن نظر در با

   .شد تنظيم 80 روي بر آن ولتاژ
 حركـت  هنگـام  در ،بود رنگ آبي كه شده استفاده بارگذارنده بافر 

 حركـت  مـلاك  كـه  شـد   جدا آن از سنگين و سبك رنگ دو ها نمونه
 ـبعـد از پا   . بـود  آن سـبك  رنگ ژل، چهارم سه تا ها نمونه  حركـت   اني
 آرامـي  بـه  تانك از ژل و كرده خاموش را الكتروفورز دستگاه ها، نمونه

 Gel Documentation System دسـتگاه  از اسـتفاده  بـا  و شـد  خـارج 

(Bio-Tech Co., Ltd., Shanghai, China) نـور  و UV مربوطـه  ژل از 
  .شد تهيه عكس يا و شد مشاهده

 واكـنش  تيحـساس  نيـي تعي  بـرا : PCR واكـنش  تيحساس نييتع
PCR از DNA ـاشر شده استخراج   ـي  كل ـ ايشي ي منف ـ كنتـرل  عنـوان  هب

 اسـتخراج  DNA از اسـتفاده  بر علاوه مثبت كنترلي  برا و شد استفاده
         از PCR واكـنش  در نـوزا يآئروژ سـودوموناس  اسـتاندارد  هيسـو  شده

 ـن rRNA ثابـت  اريبـس  ورساليون ي ژني  اختصاص مريپرا جفت كي  زي
  .شد استفاده
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 نمونـه  70 دري  نيبـال  نمونـه  150 كـشت  جهينت در مطالعه نيا در

 جينتـا ي  ژگ ـيو و تيحـساس . شـد ي  جداساز نوزايآئروژ سودوموناس
 ـن و قيتحق نيا در شدهي  طراحي  مرهايپرا از استفاده با PCR روش  زي

 ـ كشت جهينت با مقالات در شده منتشري  مرهايپرا  اسـتاندارد  عنـوان  هب
 PCRي  منف ـ يا و مثبت جواب و كشت مثبت جينتا .شد سهيمقايي  طلا

  ).4 و 3ي ها جدول(آورده شد 
ــا ــ ب ــا در شــدهي طراحــي مرهــايپراي ريكــارگ هب ــتحق ني  در قي
نتايج كامـل كـشت   . شدي  منف زين PCR جينتاي  منف كشت باي  ها نمونه

با استفاده از پرايمرهاي منتشر شده در مقـالات و پرايمرهـاي             PCRو  
ا آورده شـده    ه ـ  اختصاصي طراحي شده در اين مطالعـه و مقايـسه آن          

ي طراح ـي  مرهـا يپرا از اسـتفاده  بـا  PCR تيحساس ).5جدول  (است  
 algD ژني  بـرا  و oprL 100% ژني  بـرا  ،exoA 2/97% ژني  برا شده

 در شـده  منتـشر ي  مرهـا يپرا اسـتفاده  بـا  PCR تيحساس .بود 6/98%
 algD ژني بـرا  و oprL70%  ژني برا ،exoA5/81%  ژن يبرا مقالات

 و مثبـت  وي  منف ـ كنتـرل ي  هـا  هيسو كردن لحاظ هب توجه با .شد 40%
ــ ي ژگــيو rRNA شــد حفاظــت ورســاليوني يمرهــايپراي ريكــارگ هب

  .بود %100 موارد همه در PCRي ها تست

  
 در كـه  اسـت  طلـب  فرصت پاتوژن ك ي  نوزايآئروژ سودوموناس

 ـاخي  هـا  دهه  ـرا ازي  يك ـ عنـوان  بـه  ري ي هـا  عفونـت  عوامـل  نيتـر  جي
 داده اختـصاص  خـود  بـه  را ها عفونت نيا از %30 حداقلي  مارستانيب

 مثـل  ونيزاسيكلوني  فاكتورها وجود بر علاوه آن عمده علت كه است
 Multi drugs) دارو نيچند به مقاومت دهيپد بروز به ،ناتيآلژ وي ليپ

resistance) در سميــارگان كنتــرل تيوضــع نيــا 4.باشــد يمــ مربــوط 
 نآ تبـع  بـه  و سازد يم رممكنيغ بايتقر و مشكل اريبس را ها مارستانيب

 و 3 درجـه ي  هـا  يسـوختگ  بـه  مبتلا مارانيب دري  باكتر شدن كلونيزه
 شـده  فيتـضع  و سـركوب ي  منيا يا وي  منيا ستميس در نقص با افراد
 زهيكلـون  5.گردد يمي  سم يسپت خصوص هب مهلكي  ها عفونت به منجر

. داردي ا ژهيــو اريبــس تيوضــع CF مــارانيب در سميــارگان شــدن
 CF افـراد  در عفونـت  مهـم  عامـل  نيتر عيشا نوزايآئروژ سودوموناس

 لودهآ پاتوژن نيا با مارانيباين   %80 از تر شيب بلوغ دوره تا و باشد يم
 افـراد  با سهيمقا در PA با شده لودهآ و CF به مبتلا كودكان و شوند يم
  13.كنند يم عمر تر كم سال ده لودهآريغ

  ييشناسـا  بـه  اقـدام ي  جداسـاز  و كشت با ها شگاهيآزما غلبا در
  در هياول ونـيزاسيكلوني ـبررس در تـكشي ـول ،ودـش يمي رـباكت نيا

  
  .مثبت كشت جهينت با مختلف ميمستقي ها نمونه در شدهي طراحي مرهايپرا از استفاده با PCR جينتا :3 جدول

  16SrRNAيبرا PCR جينتا
)bp312(  

 نمونه نوع تعداد كشت جينتا PCR  (exoA)جينتا  PCR (oplL) جينتا PCR (algD) جينتا

   زخم سواپ 29 + + + + +

  خلط 1 + ـ + ـ +

 خلط 7 + + + + +

 ينخاعي مغز عيما 3 + + + + +

 بسهآ 10 + + + + +

  يوپسيب 1 + + + + +

 هير ترشحات 1 + ـ + + +

 الينوويس عيما 1 + + + + +

 هير ترشحات 12 + + + + +

 هايافته بحث
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   501 تا 493، 8، شماره 71، دوره 1392 آبانمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  

  مثبت كشت جهينت ، بامختلف ميمستقي ها نمونه در مقالات در منتشرشدهي مرهايپرا از استفاده با PCR جينتا: 4 جدول
   16SrRNAيبرا PCR جينتا

)bp312(  
  PCR (algD) جينتا

)bp520( 

  PCR (oplL) جينتا
)bp504(  

  PCR  (exoA)جينتا
)bp396(  

 نمونه نوع تعداد كشت جينتا

 زخم سواپ 15 + + _ + +

 زخم سواپ 18 +  + + _ +

 خلط 5 + + + _ +

 خلط 3 + _ + _ +

+ + + + + 3 CSF 

+ + + + + 3 CSF 

 يوبسيب 1 + + _ _ +

 هير ترشحات 5 + + _ _ +

 هير ترشحات 10 + _ + + +

 بسهآ 10 + + + _ +

  
  ها نآ سهيمقا و مطالعه نيا در شدهي طراحي اختصاصي مرهايپرا و مقالات در منتشرشده يمرهايپرا از استفاده با PCR و كشت كامل جينتا :5 جدول

 منتشره مريپرا
  مقالات در

(algD) 

 منتشره مريپرا
  مقالات در

(oprL) 

 منتشره مريپرا
  مقالات در

(exoA) 

ي طراح مريپرا
  شده

(algD) 

ي طراح مريپرا
  شده

(oprL) 

  شدهي طراح مريپرا
(exoA) 

16SrRNA   جينتا كشت 

 هاي مثبت نمونه تعداد     70 70 68 70 69 57 49 28

  
 ـس مارانيب  عيسـر  دادن نـشان  در و 12اسـت ي  منف ـ سيبـروز يف كيستي

 وارد كـه  3 درجهي  ها يسوختگ و ICU دري  بستر مارانيب دري  باكتر
 ـ اند شدهي  ميباكتر فاز ي بـاكتر يي  شناسـا  زمـان  شـدن  يطـولان  علـت  هب

ي هـا  تـست  و كـشت  بـودن  بـر  زمـان  بر وهعلا 6.باشد ينم گو جواب
 ـن گـر يد مـشكلات  بـه ي  جداسـاز  با ارتباط در توان يميي  ايميوشيب  زي

 بـه  رشـد ي  بـرا  كـه  اگزوتـروف ي  هـا  هيسو وجود ازجمله. كرد اشاره
 كـشت  جـواب  و دارنـد  ازين خاصي  انتخاب كشتي  ها طيمحي  طراح
 مثـل  پـاتوژن  ايـن  بـا  عفونـت  بـه  حـساس  بيماران براي كاذبي  منف

 ـا گـر يد مـشكل  14.باشد مي ورآ  مرگ CF به مبتلايان  در كـه  اسـت  ني
 حضوري  باكتر چند كه است ممكني  سوختگ مارانيبي  ها زخم اغلب
 پـنج  حدوداً سودوموناسي  جداسازي  برا مجدد كشت كه باشد داشته

 يـك  كمـك  بـا  تنهـا  يطيشرا نيچن در انجامد يم طول هب روز شش تا
 ـا بـر  توان يم قيدق و عيسر روش ي برخ ـ در 6.كـرد  غلبـه  مـشكل  ني

 ـايي شناسـا ي بـرا يي اروپـا ي كـشورها   از CF مـاران يب دري بـاكتر  ني
 مثـل  كيسـرولوژ ي  هـا  روش زين و 15يباد ينتآ دادن نشاني  ها كيتكن

ELISA بودن وابسته علت هب و بوده نهيپرهزي  روش كه شود مي استفاده 
 مثبـت  جينتـا  وجـود  ،داردي  تـر  كـم  ي استفاده موارد رانيا در تيك به

 خـانواده  جملـه  از ها يباكتر ريسا با متقاطعي  ها واكنش ليدل به كاذب
   16.باشد يم نآ بيمعا گريد از اسهيانتروباكتر

 ـمز كـشت  بـه  نـسبت  نظر دو از PCR روش از استفاده  :دارد تي
 ـارگان شـدن  زهيكلـون ي  ابتـدا  دادن نشان در كه نيا نخست  PCR سمي

ي متعـدد  يدييتا مطالعات بررسي 17.دباش يم كشت از مدترآكار اريبس
 تـا  بـوده  قادر PCR موارد اكثر در كه است داده نشان رياخ سال ده در
 ـا در كـه  يصـورت  در ،بدهـد  نـشان ي  باكتر ونيزاسيكلوني  ابتدا در  ني
 اكثـر  در. است بودهي منف كشت جواب ونيزاسيكلوني  ابتدا در مارانيب
 گـزارش  مثبت كشت ون،يزاسيكلون از بعد ماه 16 تا چهار هاموارد نيا
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 كـه  اسـت  قـادر  PCR روش كـه  است مشخص جهينت در. است شده
 و بدهـد  نـشان  كـشت  از زودتـر ي  ل ـيخ راي  باكتر هياول ونيزاسيكلون

 اقـدامات ي  بـرا  فوق مارانيب در سميارگان ونيزاسيكلون از افتني ي گاهآ
 ـ مارانيب كه نيا به توجه با: دوم 18.داردي  اتيح تياهمي  ريشگيپ  تلامب
. شـوند  يم ـ لـوده  آ PA كلـون  يـك  با عمرشان طول سرتاسر در CF به

ــ دري كلنــ انتقــال مــسئلهي بررســ  تيــهو نيــيتع و CF مــارانيب نيب
 PCR بـا  تنهـا  و نبوده ريپذ امكان كشت لهيوس هب شده منتقلي  ها يكلن

  19و20.دارد امكان
 ـر ترشـحات  مثـل ي  نيبالي  ها نمونه ازي  بررس نيا در  خلـط  يـا  هي

 DNA مايمـستق  ،ها يسوختگ ديشدي  ها زخم از سواب ا ي CF نمارايب
ي اختـصاص ي  هـا  مـر يپراي  سـر  دوي  ريكارگ هب با سپس. شد استخراج

 و تيحـساس  مقـالات  در شـده  منتـشر  و مطالعـه  نيا در شدهي  طراح
 ـارز مورد PCR واكنشي  ژگيو  در كـه  طـور  همـان . گرفـت  قـرار ي  ابي
 ـم در است شده ذكر PCR روشي  ساز نهيبه  ـم مثـل  يعـوامل  اني  زاني

DNA مـراز  يپل مينزآ ريمقاد ،هدف  ،MgCl2  ريسـا  و نـگ يليآني  دمـا 
 زيحا اريبس PCR واكنشي  درست در مرهايپراي  ژگيو ،موثري  فاكتورها

ي طراح ـ تـر  مناسـب  و تر ياختصاص مرهايپرا هرچه 20.باشد يم تياهم
 تيحـساس  از بـودن  تـر  نـان ياطم قابـل  ضمن حاصله جينتا باشند شده
 نيا تياهم  مطالعه نيا جينتا ملاحظه با .باشد يم برخوردار زينيي  بالا
 كـاملا  PCR واكنشي  ژگيو و تيحساس دار يمعن اريبس شيافزا در امر

 در PCR تيحـساس  بـه  لازم توجـه  گـر يد مهم نكته .ديگرد مشخص
 ـ طور هب. باشد يم CFي  ويري  ها نمونه در PA صيتشخ ي طراح ـي  ذات
PCR نيا در. كند ينم نيتضم نآي  برايي  بالا تيسحسا ،بالاي  ژگيو با 
 ـمقا جينتـا  به دوبارهي  نگاه با مطالعه  پـنج  جـدول  در منـدرج ي  ا سهي
 ـارگان دادن نـشان  در شدهي  طراحي  مرهايپراي  بالا تيحساس  در سمي
 ـمقا جينتـا  حـال  نيع در و است مشخص طور كامل   به ها نمونه ي ا سهي
 در شدهي  طراحي  مرهايپرا با زين تستي  بالاي  ژگيو كه دهد يم نشان

  .است شده حفظ هعمطال نيا
ي مرهـا يپرا مناسـب ي  طراح ـ بـا  كـه  دهـد  يم ـ نـشان  مـا  مطالعه
 PCR روش با  algD, oprL, exoAيها ژن دادن نشاني براي اختصاص
 مارانيب از شده هيته خلطي  ها نمونه از ميمستق طور هب توان يمي  معمول

CF بـه  توجـه  با داد، نشاني  خوب هب راي  باكتر هنگام زود ونيزاسيكلون 
 ـغ و هـا  يسوختگي  ها نمونه در كه نيا  ـم رهي  ـي  بـاكتر  زاني  از تـر  شيب

 سميارگان توان يمي  راحت هب باشد يم CF مارانيب در ونيزاسيكلون يابتدا

ي هـا  روش ريسـا  بـه ي  ازين نيبنابرا. داد نشان ها نمونه ليقب نيا در را
 PCR qي هـا  ورژن ريسـا  يا و Real time PCR مثل دهيچيپ و نهيپرهز
  . باشد ينم

 مطالعـه  در: گـردد  يم درج مشابه مطالعات ازي  بعض جينتا ريز در
Billard-Pomares روش در كـه  است شده داده نشان PCR q ژن prL 

 و بـوده  بـالا  اريبـس ي  ژگيوي  دارا كه است شده برده ركا هب ريتكثي  برا
 كـشت  از تـر  مناسـب  يبـاكتر  ونيزاس ـيكلون هنگام زود دادن نشان در
 ـمقا در كـه  است شده داده نشان Logan مطالعه در 17.باشد يم  بـا  سهي

 ـارگان هنگام زود دادن نشان در PCR كشت يي بـالا  تيحـساس  از سمي
 سواپ و خلطي  ها نمونهي  ريكارگ هب با مطالعه نيا در. است برخوردار

ي هـا  نمونه و بوده بالا كشت با سهيمقا در PCR مثبت موارد تعدد گلو
 اسـت  شـده  مثبت PCR از پسي  مدت شدني  سپر از بعد كشتي  منف
 ونيزاس ـيكلون هنگـام  زود دادن نـشان  در PCR كـه  دهـد  يم نشان كه

  18.است برخورداريي بلاي ژگيو و تيحساس از كشت به نسبت
 نـشان  و PCR عنوان تحت Anuj توسط كه جامعي  بررس يك در
 ـز جينتـا  شـد  انجـام  CF مارانيب دري  تنفسي  ها نمونه در PA دادن  ري

 ـاول شدن زهيكلون از پس PA هنگام زود دادن نشان) 1: مدآ دست هب  هي
 PA انتقـال  گـرفتن  نظـر  در بـا ) 2 .بـود  كـشت  از بهتر اريبس PCR با
 ـهو نيـي تع كهي  يجا نآ از CF مارانيب نيب دري  كلن صورت هب  ـا تي  ني

 ـغ كـشت  بـا  ها يكلن  ـ بـا  لـذا  ،اسـت  رممكني  ـ ريكـارگ  هب  PCR كي ي
  20.نمود دييتا را ها يكلن انتقال توان يمي اختصاص
 بـه  مربـوط  جامع اطلاعاتي  ورآ  جمع مطالعهاين   گريد بخش در

 مـورد  PA دادن نـشان ي  بـرا  ،استفاده موردي  اختصاصي  ها ژني  ژگيو
 هـر  كـه  دهـد  يم نشان مجموع در كه گرفته قراري  بند دسته وي  ابيزار
 اريبسي ژگيو از ما مطالعه در استفاده مورد algD, oprL, exoA ژن سه
 صد در صدي ژگيوي دارا algD, oprL ژهيو هب و بوده برخورداريي بالا
 نمودندي  بررس را oprL ژني  ژگيو مقاله چهار 2011 سال تا. باشد يم
 ـغي  هـا  گونه با متقاطع واكنش ها نآ از كدام چيه در و  مـشاهده  PA ري

ــشد ــا مطالعــه در. ن ــو oprL 100% ژن تيحــساس م ــ هــم 20.دب  نيچن
 سه هر ازي  ا مقاله و گزارش چيه در كه دهد يم نشان اديزي  ها يبررس
. اسـت  نشده استفاده PAيي شناساي برا هم با algD, oprL, exoA ژن
 بـه  PCR مثبـت  جينتا شدهي طراحي  مرهايپراي  ريكارگ هب با تينها در
 نمونــه 69 و 70 ،68 در algD و exoA، oprLي هــا ژني بــرا بيــترت
  بود تيحساسي دارا% 6/98 و% 100 ،%2/97 بيترت هب كه مدآ دست هب
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Background: The aim of this study was compared the efficacy of  the designed primers 

and already published primers for detection of the exoA, oprL and algD genes by PCR 

assay  for finding a rapid, accurate and highly sensitive and specific procedure to detect 

the Pseudomonas aeruginosa in the serious and fatal infections such as cystic fibrosis 

disease, burned individual. 
Methods: A total of 150 clinical specimens were inoculated in to routine and selective 

culture media for Pseudomonas aeruginosa isolation. Specific primers were designed by 

bioinformatics analysis for detection of the virulence genes exoA, oprL and algD. The 

available sequences of these three genes were obtained from NCBI and multiple align-

ments were performed to find the conserved sequences of each gene for primer design-

ing. Both multiple alignment and primer designing steps were carried out by AlleleID 

software, version 7.0. 
Results: Microbiological culture methods were showed that 70 Pseudomonas aerugi-

nosa strains isolated from the 150 clinical specimens. PCR assay performed by using 

the designed primers shown 68, 70 and 69 positive results from 70 direct specimens for 

exoA, oprL and algD respectively that shown 97.2%, 100% and 98.6% sensitivity for 

above genes. PCR assay performed by using the already published primers shown 57, 

49 and 28 positive results for above genes respectively that shown 81.5%, 70% and 

40% sensitivity. 
Conclusion: The present study shows that by using the high specific primers for detec-

tion of the mentioned genes of the Pseudomonas aeruginosa. The conventional PCR 

assay detected the early colonization of the organism in Cystic Fibrosis patients with 

more sensitivity and specificity before several mounts to obtain positive culture. Indeed 

PCR assay with high specific primers has more sensitivity and specificity as a rapid and 

accurate diagnosis of the organism in other deadly infections by using the direct clinical 

specimens. 
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