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 از ناشی مير و مرگ عوامل ترينمهم از( Pseudomonas aeruginosa) آئروژينوزا سودوموناس

باکتري سودوموناس آئروژينوزا  يبا توجه به تنوع ژنتيکی بالا. باشدمی بيمارستانی هايعفونت

اي پليمراز متکی بر استفاده از يک ژن روش قابل اعتمادي در شناسايی هاي واکنش زنجيرهروش

 يیدر شناسا PCR-Multiplex يیکارآ یمطالعه بررس اينف ازهد. باشداين باکتري نمی

آن  يتو حساس يتاختصاصو بررسی  Multiplex PCR سازي ينهبه. است سودوموناس آئروژينوزا

صورت ( rDNA 16s و oprL ،oprI) ينوزاآئروژ  سودوموناس یژن اختصاص سه استفاده ازبا 

 داراي روش اين. شدتکثير  آغازگرها توسط بازيجفت 116و  116 ،171محصولات  .پذيرفت

 امپليکون ديگر، هاي يکروارگانيسمم  DNAبا و بوده هدف ژنوم از نسخه 08 حد در حساسيتی

مولکولی در  روش اين که کند یم مشخص مطالعه اين از حاصله نتايج .نشد مشاهده يا ناخواسته

 آئروژينوزا سودوموناس آلودگی تشخيص در از يک ژن هادر آن که RCR هايمقايسه با روش

 در مقايسه با آزمون .باشد می برخوردار و اختصاصيت بالايی حساسيت شود ازاستفاده می

ژن يک روش  سهدليل استفاده از چنين بهبوده و هم ترسريع  MultiplexPCRروش ،بيوشيميايی

 .کندسودوموناس آئروژينوزا فراهم می شناسايی قابل اعتماد را براي
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یکی از ( Pseudomonas aeruginosa) سودوموناس آئروژینوزا

است که اغلب منجر به  طلبیهای فرصتترین پاتوژنمهم

 ضعیف یدر افراد با سیستم ایمن کیبیمارستانی خطرنا هایعفونت

های بیمارستانی بعد از و سومین عامل عفونت شودمی

و  ( aureusStaphylococcus) استافیلوکوکوس اورئوس

 et al.Arvanitidou ) باشدمی (Escherichia coli) اشرشیاکلی

2005; Mirsalehian et al. 2010) .ای از این پاتوژن طیف گسترده

الریه و های بیمارستانی مانند عفونت زخم سوختگی، ذاتعفونت

، (Doosti et al. 2012)کند های ادراری را ایجاد میعفونت

های حاصل از این باکتری در صورت نتاحتمال بهبودی عفو

های مزمن هیچ اما در عفونت ،تشخیص و درمان سریع وجود دارد

 Langton and)باشد آنتی بیوتیکی قادر به از بین بردن باکتری نمی

Smyth 2009) .ًهای سودوموناس آئروژینوزاایزولهشناسایی  غالبا 

ها یک آنهای فنوتیپی و بر اساس خصوصیات فیزولوژبا روش

ها و دلیل توانایی سازگاری با محیطبههرچند که . گیردصورت می

های متفاوت، تنوع ژنوتیپی زیادی در این باکتری وجود میزبان

های فنوتیپی غیر معمول و در نتیجه دارد که منجر به واکنش

 Finnan et) شودفنوتیپی می هایتشخیص همراه با خطا در روش

al. 2014; Qin et al. 2003; Spilker et al. 2004) . 

 جمله از خارجی غشای ویژه هایهای کد کننده پروتئینژن

 با مرتبط خارجی غشای لیپوپروتئین و I (oprI)لیپوپروتئین

توان در هایی هستند که میاز جمله ژن (oprL)پپتیدوگلیکان 

استفاده نمود و این دو ژن در  سودوموناس آئروژینوزاتشخیص 

لیپوپروتئینی با وزن  oprI. بیوتیکی باکتری نقش دارندنتیمقاومت آ

مولکولی کم است که به وفور در غشای خارجی جنس باکتری 

-د دارد و برای شناسایی این جنس به کار میووج سودوموناس

های شود، توسط زنجیرهنیز نامیده می H2که پروتئین  oprL. رود

ان متصل شده و صورت کووالان به پپتیدوگلیکآسیل چرب به

رود به کار می سودوموناس آئروژینوزابرای شناسایی گونه 

(Mashouf et al. 2008) .یریکارگ به ینظر عمل نقطه از 

، (16S rDNA)ژن  های یتوال یژهو یگونوکلئوتیدیال ینشانگرها

بر اساس  ها یباکتر ییشناسا جهت ها ینهگز یناز بهتر یکی

 یناناطم روش قابل یک عنوان هاست و ب یلوژنتیکیف یاتخصوص

توسط یایی اکترب یها از گونه یاریدر بس ییجهت شناسا

 یژهو ینشانگرها یاو  PCRبر روش  یمبتن هایی یکتکن

 .(Tafvizi et al. 2012) به کار گرفته شود تواند یم یدینوکلئوت

ای شناسایی بر PCR اساس بری تشخیصی ها از روش یاریسب

 ،(Motoshima et al. 2007) اند یافته توسعه ینوزاآئروژ سودوموناس

را  ژن هدف یکتنها  هاتورالعملدساز  یاریبس حال ینا با

ی برای اعتماد  قابلشناسایی جامع و   روشکنند که  یمشناسایی 

 .McCulloch et al) نیست ینوزاآئروژ سودوموناسشناسایی 

از بیماران  شده گرفتهینوزا آئروژ  سودوموناسگونه  زیرا، (2011

ور دهد و چندین مطالعه عدم حض یمتنوع ژنوتیپی بالایی را نشان 

های  یهسورا در برخی از  زابیمارییک یا چند ژن 

. (Bradbury et al. 2010)ند اهیید کردات ینوزاآئروژ سودوموناس

 Multiplex PCRبرای غلبه بر این مشکلات چندین دستورالعمل 

است شده  گزارش Universal Primer-Multiplex-PCRمانند 

(Xu et al. 2012)ژنتیکی بین  ، اما با توجه به مبادلات

های مرتبط نزدیک به آن اغلب  یباکترو ینوزا آئروژ سودوموناس

Multiplex PCR  اختصاصیت پایینی دارد، بنابراین نیاز به طراحی

Multiplex PCR  یید تشخیص اتبرای  اعتماد قابلجامع و

سازی  ینهبهاین مطالعه به . وجود دارد ینوزاآئروژ سودوموناس

Multiplex PCR  قرار دادن سه ژن اختصاصی با هدف

-هم طور به( 16s rDNA و oprL ،oprI) ینوزاآئروژ سودوموناس

سودوموناس یید تشخیص اتزمان برای شناسایی جامع و 

چنین بررسی اختصاصیت و حساسیت پردازد و هم یم آئروژینوزا

Multiplex PCR  مورد  آئروژینوزا سودوموناسدر شناسایی

های استاندارد  یناسترمطالعه از  این در .گیردارزیابی قرار می

 . دشاستفاده  1فهرست شده در جدول 

 
 .ها مورد استفادهنیاسترمشخصات  -1جدول 

 باکتری استرین کنترل

+ ATCC 25922 - Pseudomonas aeruginosa 

 -ATCC 25922 Escherichia coli 

- ATCC 25923 (Staphylococcus aureus 

- ATCC 29212 Enterococcus faecalis 

- ATCC19606 Acinetobacter baumannii 

- ATCC 12228 Staphylococcus epidermidis 
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 :oprL  )Z50191.1(GI: ،oprI  (GIیها ژنتوالی کامل 

X58714.1)  16وs rDNA (GI: AB037545)  از پایگاه اطلاعاتی

NCBI شده  یطراحازگرهای ارزیابی مشخصات آغ .دست آمدبه

 هر جفتو بررسی اختصاصیت  IDTdnaافزار با استفاده از نرم

صورت  NCBIپایگاه اطلاعاتی  blastآغازگرها در قسمت 

ابتدا  .انجام گرفت Boillingروش به DNAاستخراج . پذیرفت

 9/1ب داخل تیو حاوی باکتری از محیط کشت مایع لیتر یلیمیک 

 یقهدور در دق 12111 سرعتدقیقه با  2به مدت ، تیوب ریخته شد

در  برسوب تیو .دشسانتریفیوژ  گراد یسانت درجه 29در دمای 

به مدت تیوب  .حل شد( PBS) لیتر بافرفسفات سالین یلیمیک 

 درجه 29در دمای یقه دور در دق 12111 سرعتبا  دقیقه یک

محلول در ادامه مرحله قبل تکرار و  د،شسانتریفیوژ  گراد یسانت

مقطر حل آب یترکرولیم 111ی دور ریخته شد و رسوب در روی

به  گراد یسانت درجه 49در دمای  Thermomixerتیوب در  .شد

 سرعتدقیقه با  9به مدت شد و سپس دقیقه قرار داده  11مدت 

محلول رویی که حاوی  .دشسانتریفیوژ دور در دقیقه  19111

DNA درجه  -21در دمای به تیوب جدید منتقل شد و  باشد می

 تعیین روش با DNA هایغلظت تعیین .دش یدار نگه گراد یسانت

 یلهوس بهنانومتر  261جذب در  میزان و( OD) نوری دانسیته

 واکنش .شد انجام بنفشماورا نور جذب با اسپکتروفتومتری

 DNA شامل تریلکرویم 29حجم  در پلیمراز یا رهیزنج

 PCR RedMaster و ng/μL 21شده با غلظت نهایی  استخراج

mix(2X) ( رمـولایلیم 9/1حاوی  تیوبهر MgCl2 یلیم 2/1 و-

 واحد آنزیم یـک آغازگر وهر از  یکومـولارپ 9و  dNTPs رمولا

Taq polymerase )یاختصاص آغازگرهای یتوال. دش نجاما 

شرایط بهینه واکنش . استدهشذکر  2در جدول  تفادهسموردا

Multiplex PCR  آئروژینوزا طبق  سودوموناسبرای شناسایی

 دست آوردن بهترین دمای اتصالهبرای ب. باشدمی 3جدول 

 .شیب دمایی انجام گرفت Multiplex PCRآغازگرها واکنش 

های شده استرین یطراحبرای بررسی تکثیر اختصاصی آغازگرهای 

، Escherichia coli، Staphylococcus aureusاستاندارد 

Enterococcus faecalis، Acinetobacter baumannii ،
Staphylococcus epidermidis مطالعه مورد کنترل منفی عنوان به 

تعیین حساسیت به دو روش شمارش کلونی و  .قرار گرفتند

تعیین تعداد باکتری در نمونه  برای  .صورت گرفت DNAغلظت 

 91، یک کلونی ایزوله در ارلن حاوی 1به روش شمارش کلونی

 ، عصارهپتونمحیط کشت نوترینت مایع که شامل لیتر از  یلیم

ساعت  29یم، تلقیح شده و به مدت سد کلرید ،گوشت و مخمر

 .گراد در شیکر انکوباتور قرار گرفت یسانتدرجه  33دمای  در

                                                           
1
 colony-forming units (CFU) 

 
 .Multiplex PCRاستفاده در واکنش  های موردآغازگر مشخصات -2جدول 

 ژن آغازگر توالی آغازگر PCR اندازه محصول 

296bp 5'TAGTGCTGGAAGGCCACACCGA3' Forward OPRL 
5'AGGAACGTCAGGACACGCAGGT3' Reverse 

132bp 5'AAACCGAAGCTCGTCTGACCGC3' Forward OPRI 
5'TTGCGGCTGGCTTTTTCCAGCA3' Reverse 

496bp 5'GGGGGATCTTCGGACCTCA3' Forward 16s rDNA 
5'TCCTTAGAGTGCCCACCCG3' Reverse 

 
 .-PCR MPبرنامه  -3ول جد

 مرحله (گراد یسانتدرجه )دما  (ثانیه)زمان تکرار

1 291 49 pre-denaturation 

 چرخه  39

61 49 Denaturation 

99  62 Annealing 

31  32 Extension 

1 921 32 Final extension 
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 111و یتر محیط مایع استریل تهیه شد لیکروم 411لوله حاوی  11

پس از مخلوط  .شدیتر از کشت باکتری به لوله اول اضافه لیکروم

یتر از این لوله به لوله دوم و به همین لیکروم 111کردن، مقدار 

 211زمان با تهیه رقت، مقدار هم. ادامه یافت 11طریق تا لوله 

های حاوی محیط کشت  یتر از هر رقت به پتری دیشلیکروم

در  سطح محیط پخش ودر  کاملاًو  شده اضافهنوترینت جامد 

پس از رشد . گراد در طول شب قرار گرفتندسانتی درجه 33دمای 

تعـداد  کلونی شمارش و 311تا  31های واجد  کامل، پتری دیش

معکوس )در فاکتور رقت  دیشپـرگنه تشـکیل شـده در هـر 

در یک  CFU عـنوان شمارشضـرب و نتـیجه بـه( ضریب رقـت

 هرکداماز . بار تکرار شد سهآزمایش . شد مـنظورنمـونه  لیترمیلی

حاوی  PCRیتر به واکنش لیکروم دوشده   یهته رقت 11از 

-درجه سانتی 62در دمای اتصال  و های اختصاصی اضافهآغازگر

با استفاده از  Multiplex PCRحساسیت واکنش  .دشگراد آزمون 

 جمو  طولبا روش اسپکتروفتومتری در  شده  استخراجغلظت ژنوم 

از ژنوم  مختلفی یها غلظتد، سپس شیری گ اندازهنانومتر  261

 در نهایت. تهیه شد ng/µL111- 1/1از  P.aeruginosaباکتری 

و نتایج تکثیر بررسی  انجام گرفت PCRواکنش  ها رقتبا این 

افزار  توسط نرم PCR شده جهت آغازگرها و قطعات انتخاب .دش

IDTdna (https://eu.idtdna.com )سه  قرار گرفتند و یردبررسمو

ها  و کیفیت آن یموردنظر طراح جفت آغازگر جهت تکثیر قطعه

عملکرد و تکثیر  .دش ییدابررسی و ت آگارزدر الکتروفورز با ژل 

ها برای انجام  اختصاصی جفت آغازگرها قبل از مخلوط کردن آن

Multiplex PCR و 296، 132قطعات مورد انتظار . بررسی شد 

حاصل  oprL ، oprI ،16s rDNAهای از مربوط به ژنبجفت 496

مورد  Multiplex PCRد، سپس مخلوط آغازگرها برای انجام ش

ژن در باکتری  سه وجود این نتایجاستفاده قرار گرفت و 

د که دمای بهینه اتصال شیید و مشخص ات آئروژینوزا سودوموناس

حاصل از  نتایج .باشدگراد میسانتی 62برای انجام این واکنش 

Muliplex PCR  های و باکتری نوزایآئروژ سودوموناسباکتری

نتایج، . استآورده شده 1عنوان کنترل در شکل استفاده شده به

نشان  نوزایآئروژ سودوموناستکثیر قطعات مورد نظر را تنها در 

نمونه ژنوم  .دشهای کنترل مشاهده نداد و هیچ باندی برای باکتری

 یها ، همراه با گونهآئروژینوزا سودوموناسدارد استان یها یباکتر

 نتوباکتریاورئوس، اس لوکوکوسیاستاف کلی، شیایشامل اشردیگر 

 با سیدیدرمیاپ لوکوکوسیاستاف و سیانتروکوکوس فکالی، بومان

 ها ینتایج این بررس. قرار گرفت یبررس جفت آغازگر مورد سه

ختصاصی قادر طور ا شده به  انتخاب هایمشخص نمود که آغازگر

 .باشد می آئروژینوزا سودوموناسبه تشخیص عامل 

 

 
 -oprL ،oprI ،M .16s rDNA هایارزیابی تکثیر اختصاصی ژن -1شکل 

DNA 1، سایز مارکر- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ،2- 

Escherichia coli (کنترل منفی) ،3- Staphylococcus aureus ( کنترل

 -9، (کنترل منفی) Staphylococcus epidermidis -9، (منفی

Acinetobacter baumannii (کنترل منفی) ،6- Enterococcus faecalis 

 (.کنترل منفی)

 

غلظت به روش  شده یطراحبرای تعیین حساسیت آغازگرهای 

DNA  هیاولغلظت از  نوزایآئروژ سودوموناسباکتری میزان ژنوم 

ng/µL 111 و واکنش  شده ترتیب رقیقبهPCR  د و تا شانجام

(. 2شکل )د شمشاهده  bp296 ،132 ،496 باند ng/µL11غلظت 

رسید هیچ باندی  ng/µL1 که غلظت به 3در چاهک شماره 

 برابر با ,OD600 nm 2/1 درشمارش کلونی  .مشاهده نشد

CFU/mL119
نظر توسط  تکثیر قطعه مورد. آمد دستبه 9×

در  شده  از محیط کشت باکتری انجام 11-9 تا رقت  PCR واکنش

-با توجه به این .دشمحاسبه  9 ×119برابر با  CFU/mLاین رقت 

در این د، شاستفاده  PCRاز محیط کشت در واکنش  Lμ2که 

دهنده  باشد که نشان می CFU/mL 91رقت تعداد باکتری برابر 

به دوز  با توجه. است حساسیت واکنش برحسب تعداد باکتری

توان قبل از ایجاد  می روش  نیا باآئروژینوزا  سودوموناسعفونی 

 .اقدام نمود آنبیماری نسبت به شناسایی 
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به  16s rDNAشده ژن  یطراححساسیت آغازگرهای در تعیین  

 2/1OD600 ها در یباکتر تعدادمیانگین روش شمارش کلونی، 

nm,  برابر با CFU/mL119
 یرهزنج یههپس از ت .آمد دستبه 9×

گونه که در  همان. دشواکنش اقدام  یتحساس یزانرقت نسبت به م

 PCRشود تکثیر قطعه مورد نظر توسط واکنش  مشاهده می 9شکل

است که در این از محیط کشت باکتری انجام شدهپنجم تا رقت 

 .باشد می CFU/mL 9 برابر PCRهای واکنش رقت تعداد باکتری

 ستفاده از ژنوم استخراج شده ازبا ا Multiplex PCRواکنش 

 گونه و جنس بیوشیمیایی هایتست با نمونه کلینیکی کههشت 

 نمونه سویه هشتدر هر  .دششده بود، انجام  ییدات هاآن

 16Sو  oprL ،oprIهای سودوموناس آئروژینوزا سه قطعه ژن

rDNA  (.3شکل ) دشتکثیر  

 

 
 oprL ،oprI،16sهای حساسیت آغازگرهای اختصاصی ژنتعیین  -2شکل 

rDNA  باMultiplex PCR های مختلفدر غلظت DNA ژنومی. M- 

DNA 1، سایز مارکر- ng/µL 111 ،2- ng/µL 11 3- ng/µL1 ،9-ng/µL 

1/1، 9-ng/µL  11/1 ،6-Lng/µL 1. 

 

 
های هبا استفاده از نمون Multiplex PCRواکنش  ژل الکتروفورز -3شکل 

 های کلینیکینمونه -1،2،3،9سایزمارکر،  M- DNAکلینیکی، 

 یک میکروارگانیسم، شناسایی برای هدف ژن چندین از استفاده

 .Aslani et al)داد  خواهد افزایش نتایج هیارا در را اطمینان ضریب

را برای  PCRکوشند تا اختصاصیت بسیاری از محققان می .(2011

دلیل افزایش دهند، اما به سودوموناس آئروژینوزاشناسایی 

های مختلف از جمله تنوع ژنتیکی و در دسترس نبودن محدودیت

های نزدیک، یک روش شناسایی جامع و قطعی توالی ژنومی گونه

 از استفاده با آئروژینوزا سودوموناسشناسایی  در .هنوز وجود ندارد

PCR ژن دو oprL  وtoxA بررسی طریق از شناسایی درصد 

. (Xu et al. 2004)گزارش شد  toxA ژن از تربیش oprL حضور

 دارای toxA ژن بر اساس آئروژینوزا سودوموناس تشخیص

-کاذب می منفی جواب معنای وجود به که است کمتری حساسیت

 هایسویه برخی است که دلیل این به امر این باشد،

 که هستند ژن این فاقد( پنج درصد حدود) آئروژینوزا سودوموناس

 هایوتشخیص باکتری است این ژنوتیپی تنوع بودن بالا بیانگر

با استفاده از  ژوهشدر یک پ. دهد می قرار تأثیر تحت را مولکولی

 16Sو   algD،chit Aسه ژن هدف و  Multiplex PCRروش 

rDNA  در بیماران تنفسی مورد  سودوموناس آئروژینوزاشناسایی

نتایج حاکی از این بود که با استفاده از  که گرفتبررسی قرار 

در  مثبت بودند هااز نمونهدرصد  Multiplex PCR ،3/39روش 

 Da) ها مثبت بوداز نمونه درصد 91که با استفاده از کشت حالی

Silva et al. 2004).  روشPCR Multiplex یعسر یصتشخ یبرا 

پوست  یوپسیب یها ز نمونها آئروژینوزا سودوموناسو حساس 

استفاده  oprIو  oprL یپوپروتئینژن ل دوزمان هم یرتکثبا سوخته 

 یصتشخ یبرا همچنین .(Mashouf et al. 2008) استشده

 شدهاستفاده  16S rDNAو  oprLاز دو ژن  آئروژینوزا سودوموناس

 rDNA 16S و درصد oprL 42بر اساس ژن  PCR یتحساسکه 

برای  .(Hassan et al. 2012)است شدهگزارش  درصد 111

 16S)از چهار ژن  یبیترکسودوموناس آئروژینوزا  تشخیص

rDNA, gyrB, oprL and ETA)  در روشMultiplex PCR برای 

 یگرغربال یجامع سودوموناس که قابل اجرا برا یصتشخ

با توجه به  (.Salman et al. 2013) دشه یارا بودعفونت زخم 

ها قابل از نمونه درصد 93تنها در  ETAژن  ای دیگرمطالعه

اختصاصیت کمتر ژن  real time PCRتشخیص بود، واکنش 

algD  وETA  در مقایسه باoprL را تایید کردند (Aslani et al. 
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-هب oprlدر مقایسه  algDو  ETAاختصاصیت کمتر ژن . (2011

 .Da Silva Filho et al) استوسیله دیگر محققین گزارش شده

چنین حذف شد و هم ETAاین مطالعه ژن بنابراین در ، (2004

 .مورد مطالعه قرار گرفت oprIبرای تایید جنس سودوموناس ژن 

 سودوموناس آئروژینوزاسه ژن بسیار اختصاصی در این تحقیق 

برای شناسایی جامع و  Multiplex PCRو واکنش  شدانتخاب 

ه ، به دلیل استفاده از سدرصد 111قابل اعتماد با تکثیر اختصاصی 

و طراحی آغازگرهای  16S rDNAو oprL ،oprIژن اختصاصی 

های کنترل منفی، انجام اختصاصی و عدم تکثیر در ژنوم باکتری

طور جداگانه به تلفخماختصاصیت هر سه ژن در مطالعات  .شد

 16Sدرصد برای ژن  9/46 تکثیر اختصاصیاست، گزارش شده

rDNA  در روشreal time PCR (Deschaght et al. 2010)  و

برای شناسایی  oprLژن  PCRتکثیر اختصاصی بر اساس 

با . (De Vosn et al. 1997)گزارش شد  سودوموناس آئروژینوزا

 شودیید میتا oprIبر اساس ژن  توجه به اینکه جنس سووموناس

 Multiplexی مناسب در انتخاب ژن در واکنش تواند گزینهمی

PCR دو با های مشابه ینوتئپر حضور احتمال دلیلهب. باشد 

های روش ها یباکتر سایر در oprI و oprL غشایی پروتئین

 بر .باشد ینماختصاصی  درصد111 تشخیص بر اساس این دو ژن

همراه ژن به oprI و oprL این اساس در تحقیق حاضر از دو ژن

16S rDNA  هم استفاده. دشبرای افزایش اختصاصیت استفاده-

حساسیت و  16s rDNAو  oprL ،oprIزمان از سه ژن 

 آئروژینوزا سودوموناساختصاصیت کافی برای تشخیص صحیح 

این  Multiplex PCRدلیل استفاده از ین بهچنهم. آوردرا فراهم می

 . باشد تر می یعسری متداول ها روشروش نسبت به 
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