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Abstract
Background and Objective: Duplex PCR is a widespread molecular biology technique that has the
ability in specific and high sensitivity detection of microorganisms. This study was performed to evaluate
the molecular identification of Pseudomonas stutzeri using duplex PCR.

Methods: In this descriptive-laboratory study, Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 bacteria was
purchased from genetic resources center and after culturing the bacteria, DNA was extracted in the
exponential growth phase using boiling method. Duplex PCR was carried out for specific identification of
the bacteria subsequently. The primers were designed using catA and nirP gene sequences. Sensitivity
and specificity of duplex PCR technique were investigated using 5 bacteria.

Results: The amplification of two bands of 512 bp and 249 bp for catA and nirP genes were observed,
respectively. The specificity was 100% .The sensitivity of 0.048 ng/µL of genomic DNA was determined
for catA and nirP genes, respectively.

Conclusion: Duplex-PCR molecular method with its sensitivity and proper feature and high potential for
identification of Pseudomonas bacteria can be applied as a routine method in well-equipped laboratories
by expert technician to identify suspicious cases.
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چکیده

 ـییشناسـا تیقابلکهاستگستردهکاربردبایشناسستیزروشکیduplex-PCRروشهدف:وزمینه  ـبـا ویاختصاص تیحساس
Pseudomonas)اسـتوتزري سـودوموناس مولکـولی سـایی شنامنظوربهمطالعهنیا.ستداراراهاسمیکروارگانیميبالا stutzeri) روشبـه

duplex-PCRشدانجام.
Pseudomonasيباکتریشگاهیآزمایفیتوصمطالعهنیادربررسی:روش stutzeri ATCC  ـتهکیژنتریذخامرکزاز17588 ازپـس وهی

ییشناسـا بـه مبـادرت duplex-PCRروشازاسـتفاده بـا سـپس .دیگرداستخراججوشاندنروشبهرشدیتمیلگارفازدرDNAکشت،
 ـوتیحساسیبررس.شدیطراحnirPوcatAيهاژنازاستفادهباموردنظريمرهایپرا.دیگرديباکترنیایاختصاص واکـنش تیاختصاص

duplex-PCRشدانجاميباکتر5ازاستفادهبا.
bpبانددوریتکثحاصل،جینتاها:هیافت bpو512 درصد100تیاختصاصیبررسجینتا.دادنشانnirPوcatAژنيبرابیترتبهرا249

.دادنشانnirPوcatAژندوهريبرارایژنومDNAازng/µL048/0تیحساسوشدنییتع
سـودوموناس بـاکتري بالايشناساییقابلیتومناسبویژگیوحساسیتداشتنبهباتوجهduplex-PCRمولکولیروشگیري:نتیجه
اسـتفاده مـورد مشـکوك مواردشناساییبرايمتخصصافرادتوسطمجهزهايآزمایشگاهدرروتینروشیکعنوانبهتواندمیاستوتزري
.قرارگیرد
nirPژن،catAژن،duplex-PCR،استوتزريسودوموناسها:واژهکلید
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مقدمه
یعفـون يهـا يمـار یبیجهانبهداشتسازمانگزارشبهتوجهبا

اسـت جهـان درنوجوانـان وکودکانریمومرگعاملنیتربزرگ
ییشناسـا بـه وابسـته يادیزحدتاییایباکتريهاعفونتکنترل.)1(

یکروب ـیمصیتشـخ توسعهرونیاازاست.ییایباکتريهاگونهقیدق
.)2(اسـت تی ـاهمحـائز هـا يبـاکتر یمولکـول صیتشخخصوصبه

شدهجداوستیزطیمحدرعیشايهايباکترجملهازسودوموناس
عنــوانبـه آنمختلـف يهـا گونـه واسـت یمارسـتان یبيهـا نمونـه از

محسـوب ،یمارستانیبيزاتنعفوعاملوزايماریبمهميهايباکتر
مـراز یپليارهی ـنجزواکـنش بریمبتنيهاروشامروزه.)3(شوندیم

(Polymerase Chain Reaction: PCR)وسریعيهاروشعنوانبه
هـا پـاتوژن تشـخیص درگستردهطوربهبالاکاراییباهمراهحساس

بـا یکروبیميهاگونهعیسرییشناسابهقادروشوندمیگرفتهکاربه
ازیک ـیاسـت. موجـود کی ـدرفردبهمنحصریژنيهایتوالریتکث

مطلـوب تیفیکباDNAازاستفادهانجامدرتیموفقدرموثرعوامل
درمهـم عوامـل جملـه ازDNAاسـتخراج لازمزمـان ونهیهزاست.

ــاب ــتخراجروشانتخ ــتاس ــا).4(اس ــنروشنی ــهزی ــهب ــودنوب خ
بـالا نسـبتاً نـه یهزبهتوانیمهایکاستنیاجملهاز.داردییهایکاست

ازیبعضــدرهیــاولنمونــهکمبــوداوقــاتیگــاهونمونــههــريبــرا
نیهمچن ـومشـکلات نی ـابـر غلبـه يبـرا .نمـود اشارههاشگاهیآزما
multiplexروش،یصیتشختیظرفشیافزا PCRمنطقهییشناسابا

سـبب کـه )5(شـود یم ـگرفتـه کـار بـه هـدف، یتوالازيتربزرگ
ــاییشناســادقــتشیافــزا ــهب یژنــیتــوالشــتریبتعــداديریکــارگب

يهـا پـاتوژن عیسـر وقیدقییشناساوموثرنظارتامروزه.گرددیم
ییشناساواستتیاهمحائزآنهاروزافزونگسترشلیدلبهیعفون

.)6(گرددیماشخاصمرگسببهاپاتوژنیبرخرهنگامید
دروبــودهيریــتخمریغســودوموناسيهــاگونــهازياریبســ

لـذا .هسـتند صیتشـخ لقاب ـیسـخت بهیشگاهیآزماجیرايهاروش
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از.شوندارسالمرجعيهاشگاهیآزمابهیقطعصیتشخيبرایستیبا
ــا ــهیگزیمولکــوليهــاروشرونی ــرایمناســبن ــاییشناســايب نی
شـامل يبـاکتر نی ـامختلـف يهـا گونـه هسـتند. هـا سمیکروارگانیم

.هســتندمطــرحیانســانپــاتوژنعنــوانبــهياســتوتزروآئروژینــوزا
زنــدهمختلــفیطــیمحطیشــرادرقادرنــدوموناسســوديهــاگونــه
.شـوند یم ـافتیمارستانیبمرطوبيهاطیمحدراغلبیول؛بمانند

يبـاکتر کـه اسـت آنازیحـاک هـا پـژوهش ازآمـده دستبهجینتا
ری ـنظهـا مارستانیبدراستفادهموردموادیبعضبهیحتسودوموناس

بـه يبـاکتر نی ـانـرو یااز).8و7(نـد مقاوماریبس ـها،کنندهیضدعفون
درحضوربهقادرودارندهاطیمحانواعباکهیخوبيسازگارلیدل

.)9(استشدهواقعتوجهمورداریبسهستند؛مارستانیبازیمکانهر
ياالعـاده فـوق یکیوتی ـبیآنتمقاومتيداراهاسودوموناسنیهمچن

نمـوده نداندوچرایمارستانیبيهاعفونتدرآنهاتیاهمکههستند
.)10(است

ازحاصـل عفونـت مورددرقبولقابلموردنیاول1973سالدر
گـزارش MankinوGilardiتوسطاستوتزريسودوموناسيباکتر

اسـتخوان یشکسـتگ درموجـود عفونـت مـورد درگزارشنیا.شد
دی ـگردیشکستگنیاخوردنجوشعدمموجبکهبودیندرشت

)11(.
)،12(یسـم یسپتیومیبـاکتر مورددريعددمتگزارشاتتاکنون

عفونـت ،یشکسـتگ عفونـت مثـال عنـوان بـه یاستخوانيهاعفونت
عفونــت)،14(تیانــدوکارد)،13(تیلیاســتئوموتیــآرترمفصــل،

دسـتگاه عفونـت ویپوسـت عفونـت ،یپنومـون ت،ی ـمننژ)،15(چشم
شـده منتشـر )16(اسـتوتزري سـودوموناس يبـاکتر ازیناشيادرار

.ستا
Hernandezمطالعه DuquinoوRosenberg1987سـال درکه

دادنشانشدانجامهاسوپرمارکتدرموجودآبيهايبطريروبر
هـا، يبطـر نی ـادرسـودوموناس جـنس ازموجـود گونهنیشتریبکه

ــه ــوداســتوتزريگون ــهاســتوتزريســودوموناس).17(ب ــورب دروف
نی ـاحضـور کـه يطـور بـه .دارنـد وجـود یآبویخاکيهاطیمح

بهریفراگيباکترعنوانبهراآنشدهباعثهاطیمحاکثردريباکتر
یفراوانبهزینهافاضلابدرسودوموناسازگونهنیا.آورندحساب

دریتـوجه قابـل شیافـزا گذشـته يهـا سـال طولدر.کنندیمرشد
فتـه ریپذصـورت ینیباليهانمونهازاستوتزرييهاهیسويجداساز

یمـاران یبای ـيانـه یزميهايماریببهمبتلامارانیبعفونتخطر.است
درهـا ینگران ـنیتـر عمـده از؛انـد گرفتهقرارقلبیجراحتحتکه

ییهاقسمتنیترعیشا.)18(استيباکترنیاازیناشعفونتمورد
اسـتوتزري سودوموناسيباکترازیناشعفونتخطرمعرضدرکه

استادراردستگاهوتنفسدستگاهخون،،یجراحيهازخم؛هستند
).19و17(

جـنس يهـا گونـه ریسـا ماننـد ،اسـتوتزري سـودوموناس يباکتر
ازوهسـتند مثبـت دازیاکسومثبتکاتالاز،یمنفگرم،سودوموناس

يهــاگونــهبــرخلافهســتند.یتنفســشــدتبــهیســمیمتابوللحــاظ
رنگدانـه چگونـه یهاسـتوتزري سودوموناس،سودوموناسفلورسنت
ــتولیفلوروســنت ــدوکنــدینمــدی ــهریســاازصــورتنیب يهــاگون

کـه سـودوموناس جـنس ازياگونـه اسـت. زیتمـا قابلسودوموناس
سـودوموناس ؛دارداسـتوتزري سـودوموناس بارارابطهنیترکینزد
سـودوموناس بـا یپیفنوتاتیخصوصازياریبسدرکهاستکیبالر

بـه متعلـق سـودوموناس جنسازگونهدونیا.داردتشابهاستوتزري
16sشاخهکی rRNA.راگونهدونیازیتماوجهکههرچندهستند

درجــه42يدمــادرکیــبالرســودوموناسرشــدییتوانــاتــوانیمــ
.)16(نمودذکرگرادیسانت

ســودوموناسيبــاکترییشناســادراســتفادهقابــلمهــميهــاژن
درکـه استهاژننیاازیکیnirPهستند.catAوnirPاستوتزري

3ای ـ2ییغشانیپروتئکیوداردنقشيباکترییزداتراتینندیفرا
ژن.کنـد یمشرکتتیترینوNOيایاحدرونمودهکدرایتیظرف

catA؛داردیکرومــوزومیتیمــوقعاســتوتزريســودوموناسدرکــه
نـام بـه یآل ـبـات یترکگـر یدوبنزواتسمیمتابولدريدیکلیمیآنز

بـه یمطالعـات انجام).16(کندیمکدراژنازیاکسيد-2و1کاتکول
زیحـا ییایباکترگونهنیاعیسروموقعبهصیتشخوییشناسامنظور

سـودوموناس مولکـولی شناسـایی منظوربهمطالعهایناست.تیاهم
شد.انجامduplex-PCRروشبهاستوتزري

بررسیوشر
دانشـگاه پایهعلومدانشکدهدریشگاهیاآزمیفیتوصمطالعهنیا
شد.انجام1395سالدرزابل

Pseudomonasيبـاکتر :نمونـه هیته stutzeri ATCC از17588
درشـگاه، یآزمابـه انتقـال ازپـس ويداری ـخرکی ـژنتریذخامرکز

کلبســیلايهــايبــاکترشــد.ينگهــدارگــرادیســانتدرجــه4يدمــا
بومـانی آسـینتوباکتر تهـران، پاسـتور تویانسـت از9997هیسـو پنومونیه

اشریشـیاکلی ،زرایشدانشگاهيالبرزقاتیتحقمرکزاز19606هیسو
ــو ــگاهازDH5αهیس ــالزUPMدانش ــودوموناس،يم ــوزاس آئروژین
تـــاردالایـــادواردزوهمـــدانیبـــوعلمارســـتانیباز27853هیســو 

یمنفکنترلعنوانبهوهیتهرانیاکیژنتریذخامرکزاز15947هیسو
.گرفتقراراستفادهمورد

ــت ــاکترکش ــتخراجويب ــه:DNAاس ــورب ــتمنظ ــاکترکش يب
وLBوآگاربلادجامدکشتيهاطیمحازاستوتزريسودوموناس

کشـت دنبـال بـه .دی ـگرداسـتفاده بـراث نتینوترعیماکشتطیمح
وجوشــاندنروشدوبــهDNAاســتخراجعیمــاطیمحــدريبــاکتر
ازتریلیلیمکیابتداجوشاندنروشدر.گرفتصورتسرداتانول

وبی ـتبـه استوتزريسودوموناسيباکتريحاوTSBکشتطیمح
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دردارخچالیفوژیکروسانتریمازاستفادهباودیگردمنتقلاپندورف
گرادیسانتدرجه24يدمادرقهیدق2مدتبهقهیدقدردور12000

رسـوب وشـد ختـه یردوریـی رومحلـول سـپس .دی ـگردفوژیسانتر
دردور12000دروشدحلPBSمحلولتریلیلیمکیدرماندهیباق
وژیوفیسـانتر گرادیسانتدرجه24يدمادرقهیدقکیمدتبهقهیدق

100درحاصـل رسـوب مرحله،نیاتکرارمرتبه3ازپس.شدانجام
10مـدت بهوحللیاسترمقطرآبایزهیونیدمقطرآبتریکرولیم

آن،ازبعــد.شــددادهقــرارگــرادیســانتدرجــه98يدمــادرقــهیدق
يدمادروقهیدقدردور14000درقهیدق5مدتبهوبیتاتیمحتو

يحاوکهییرومحلولانتهادر.شدفوژیسانترگرادیسانتدرجه24
DNAدرجــه-20يدمــادروافــتیانتقــالدیــجدوبیــتبــهبــود؛

.شدينگهدارگرادیسانت
يبـاکتر ونیسوسپانسازتریکرولیم500ابتداسرداتانولروشدر

يمـار بـن درقهیدق10مدتبهوشدختهیريتریلیلیم5/1وبیتدر
قـه، یدق10ازبعـد .شـد دادهقرارگرادیسانتدرجه87-92يدمادر

ودیگردوفوژیسانترقهیدقدردور12000درقهیدق5مدتبهوبیت
برابـر دوبعـد، مرحلـه در.شـد منتقـل دی ـجدوبی ـتهبییرومحلول
وبی ـتواضـافه وبی ـتبـه درصـد 95اتانولالکلشده،جدامحلول

وفوژیسـانتر 12000دوردرقـه یدق10مدتبهالکلومحلوليحاو
کـه حاصـل رسـوب وشـد ختـه یردورییرومحلولآنازبعد.شد

DNAنمودنحلازبلق.شدحلزهیونیدآبتریکرولیم50دربود؛
DNAازاتانولکاملخروجمنظوربهآب،درDNAبازوبیتدرب

اتـانول مانـده یباقتـا شـد دادهقراراتاقيدمادرقهیدق15مدتبهو
درجـه -20يدمـا درشـده اسـتخراج DNA.شـد بخارکاملطوربه

.شددادهقرارگرادیسانت
ــتخراج ــه:DNAاس ــمب ــتخراDNAازµL20زانی ــدهجاس ــهش ب

درصـد کی ـآگـارز ژليروبـر سرداتانولوجوشاندنيهاروش
روشيبـرا مشـخص یول ـکمرنـگ باندتکوجود.شديبارگذار

روشازشـــدهاســتخراج DNAتیـ ـفیکدهنــده نشــان جوشــاندن 
اسـتخراج DNAتی ـکمیبررس ـمنظـور بهادامهدراست.جوشاندن

ــده ــاندنروشدوازش ــانولوجوش ــرد،ات ــتازس ــومتریبگاهدس وفت
.شداستفاده

ژندو:duplex-PCRواکـنش انجـام يبرامناسبيهاژنانتخاب
catAوnirPواکـنش يبـرا مـر یپرایطراح ـمنظوربهduplex-PCR

NCBIیاطلاعـات گـاه یپاازژندونی ـاکامـل یتوال.دیگردانتخاب

catAژنوnirPژنيبراهایتوالنیایدسترسشماره.آمددستبه

:REGIONبیـــــــترتبـــــــه 9112..9360 AY957388و
REGION: 1644563..1645501 AY957388.بودند

قیـــطرازشـــدهیطراحـــيمرهـــایپرایکینـــامیترمودیژگـــیو
ــاوب Integratedتیســـ DNA Technologyــشازو بخـــ

OligoAnalyzerمنظــوربــهآخــردروگرفــتقــراریابیــارزمــورد
BLASTسیسروازشدهیطراحيمرهایپراتیاختصاصازنانیاطم

شـرکت ازشـده یطراح ـيمرهـا یپرا.دی ـگرداستفادهNCBIتیسا
Bioneerمرهـا یپرامشخصـات کیجدولدر.شدهیتهیجنوبکره

.استشدهدادهنشان
تـر یکرولیم8شاملPCRواکنشمحلول:PCRيهاواکنشانجام

Master Mix 2x،5/0ــریکرولیم ــرازت ــدامه ــایپراازک 2/0،مره
تینهادرودیگردهیتهng/µL100غلظتباالگوDNAتریکرولیم
.شدرساندهتریکرولیم15حجمبهزهیونیدمقطرآبازاستفادهبا

درجـه 94اولیـه واسرشـتگی دمـاي :PCRواکـنش انجـام مراحل
صـورت بـه حرارتـی سیکل35ادامهدرقه،یدق4مدتبهگرادسانتی

يدمـا کل،یس ـهـر يازابـه هی ـثان60مـدت هب ـگرادسانتیدرجه94
72بسـط يدمـا وهی ـثان45مـدت بـه گـراد سانتیدرجه7/60اتصال
زی ـنیینهابسطيدما.شدطراحیثانیه60مدتبهگرادسانتیدرجه

.دیگردانتخابقهیدق5مدتبهگرادیسانتدرجه72
 ـيمرهایپراتیحساسوتیاختصاصنییتع :catAژنشـده یطراح

یطراح ـيمرهـا یپرايبراواکنشنهیبهيدماآوردندستبهازبعد
یژگ ـیویابی ـارزمنظـور بـه گـراد) یسانتدرجهcatA)9/60ژنشده

صیتخل ـژنـوم بـا PCRواکـنش ،catAژنشـده یطراحيمرهایپرا
بومـانی آسـینتوباکتر ،9997هیسوپنومونیهکلبسیلايهايباکترشده
آئروژینـوزا سـودوموناس ،DH5αهیسـو اشریشیاکلی،19606هیسو
یمنف ـکنتـرل عنـوان بـه 1594هیسـو تـاردا لایادواردزو27853هیسو

.شدانجام
catAژنيمرهایپراازاستفادهباروشنیاتیحساسنییتعيبرا

مـورد يبـاکتر ییشناسـا يبراازینموردیژنومDNAغلظتحداقل
،ng/µL198هی ـولاغلظـت بـا ژنـوم ازنیبنـابرا .گرفـت قراریبررس

گرفـت صـورت ng/µL00005/0تاng/µL50ازيهارقتساخت
،ng/µL003/0تـا ng/µL125/3يهـا رقـت ازPCRانجامازبعدو

شد.انجامدرصدکیآگارزژليروبرریتکثجینتا
واکـنش نـه یبهيدمـا کردنمشخصازپس:duplex-PCRواکنش

catAوnirPهايژنشدهطراحیپرایمرهاي:1جدول

گراد)یسانت(درجهدما(درصد)GC’3-’5پرایمرتوالیمریپرانام
NirP Primer FATGTCCGCTTCCAAGTTGC5/566/62
NirP Primer RTCAGAGCAGCGTCAGCAG1/599/62
CatA Primer FAATCTCCCACACCAACGACG1/593/62
CatA Primer RACTCGGACTGGCTCTTGTC1/598/62
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PCRژنودبـه مربـوط يمرهـا یپراجفتيبراcatAوnirP)7/60
زی ـنچندگانـه PCRيبـرا ییدمـا بیش ـواکـنش گراد)،یسانتدرجه
.آمددستبهواکنشنیايدمانیبهتروشدانجام
 ـيمرهایپراتیحساسوتیاختصاصنییتع يهـا ژنشـده یطراح
catAوnirP:يهـا ژنشـده یطراح ـيمرهـا یپرایژگ ـیویبررسيبرا

catAوnirP،ــنش ــاduplex-PCRواکـ ــومبـ ــژنـ ــدهصیتخلـ شـ
.گرفتانجامیمنفکنترليهايباکتر

یطراحيمرهایپراازاستفادهباduplex-PCRواکنشتیحساس
وDNAيهــارقــتروشازبــاوnirPوcatAيهــاژنيبــراشــده
.دیگردیبررسکشتطیمحیالیسريهارقت
 ـازیالیسـر يهـا رقـت ازاستفادهباتیحساسزانیمنییتع طیمح
ازشـده یطراح ـيمرهـا یپراتیحساس ـیابی ـارزيبرا:يباکترکشت

دريبـاکتر ونیسوسپانسازیالیسريهارقت،یکلونشمارشقیطر
100ساعته16کشتازمنظورنیبد.دیگردهیتهTSBکشتطیمح

حیتلق ـTSBکشـت طیمح ـتـر یکرولیم900دروبرداشـته تریکرولیم
يسـاز قیرقاپندورفوبیتدروشنلیداالیسرروشبههانمونه.شد

ــدند ــه.ش ــاب ــورتنی ــهص ــتازک ــمارهوبی ــریکرولیم1،100ش ت
ــیمونیسوسپانســ 900يحــاو2شــمارهوبیــتبــهوبرداشــتهیکروب

ریسـا يبـرا کـار نی ـا.دی ـگرداضـافه TSBکشـت طیمحتریکرولیم
نسـبت وبی ـتهربیترتنیبدوشدانجامیالیسرصورتبههاوبیت

هی ـتهبـا همزمـان .دی ـگردتـر قی ـرقبرابـر 10خـود، ازقبـل وبی ـتبه
کشـت طیمح ـيروبرتریکرولیم100رقتهراز،یالیسريهارقت
LBدرجـه 37بـاتور وانکبـه هـا شیديپترسپسوشدپخشجامد
نظـر ازهـا شی ـديپتـر کامل،رشدازبعدوشدندمنتقلگرادیسانت

دستبهرقت10ازیطرفاز.دگرفتنقراریابیارزموردیکلونتعداد
وگرفتصورتDNAاستخراججوشاندنروشبهوب،یتدرآمده

استفاده،PCRتوسطتیحساسیبررسيبراشدهاستخراجDNAاز
درصـد کی ـآگارزژليروبرPCRمحصولاتتینهادر.دیگرد

.گرفتندقراریابیارزمورد
هایافته

DNAيبـرا یمشخص ـنـد باسرداتانولروشدر:DNAاستخراج

جوشـاندن روشبـه شـده اسـتخراج DNAغلظـت .دینگردمشاهده
ng/µL198ــتو ــانولروشدرآنغلظـــ ــرداتـــ ng/µL94ســـ
دونی ـايبـرا بیترتبهA260/A280خلوصعامل.شديریگاندازه
بهنسبتجوشاندنروشيبرتردهندهنشانکهبود6/2و8/1روش
است.سرداتانول
PCRازلحاصجینتا

ــیتع دربانــدلیتشــکعــدم:catAژنيمرهــایپراتیاختصاصــنی
یطراح ـيمرهـا یپراتیاختصاص ـدهندهنشانیمنفکنترليهانمونه
.)کی(شکلبودcatAژنيبراشده

دریژنـوم DNAازبانـدي :catAژنپرایمرهـاي حساسیتتعیین
جینتـا .دی ـنگردمشـاهده ng/µL003/0وng/µL012/0يهاغلظت
DNAازng/µL048/0رقـت تـا catAژنPCRواکـنش تیحساس

است.شدهدادهنشان2شکلدریژنوم

catAژنپرایمرهاياختصاصیتتعیین:1شکل

M -DNAبومانی؛آسینتوباکتر-2پنومونیه؛کلبسیلا-1مارکر؛سایز
ارداتادواردزیلا-5آئروژینوزاسودوموناس-4اشریشیاکلی-3

catAژنپرایمرهايحساسیتتعیین:2شکل

M -مارکرسایزbp1001؛-ng/µL125/32؛-ng/µL781/0
3-ng/µL195/04؛-ng/µL048/05؛-ng/µL012/0

6-ng/µL003/0

ــیتع ــنیـ ــدها:duplex-PCRتیاختصاصـ bp512وbp248يبانـ
یژنـوم DNAوnirPوcatAژنيمرهـا یپراازاسـتفاده بـا بیترتبه

قطعـات ری ـتکثعدم.دیگردمشاهدهاستوتزريسودوموناسيباکتر
ــورد ــرم ــوردرنظ ــومDNAحض ــاکتریژن ــايب ــرليه ــکنت یمنف

.)3(شکلاستشدهیطراحيمرهایپراتیاختصاصدهندهنشان
لیتشـک ،DNAيهـا رقتروشدر:duplex-PCRحساسیتتعیین

شدمشاهدهیژنومDNAازng/µL048/0رقتتانظرموردبانددو
يپتـر دريبـاکتر رشـد بـا یالیسـر يهـا رقتروشدرو)4(شکل

مشــاهده106رقــتدریکلــونتــک23ســاعت،16ازپــسشیــد
بهاست.5شکلبامطابقPCRتوسطریتکثازحاصلجینتا.دیگرد

.دیگردمشاهده108رقتتاbp249وbp512يباندهاکهطوري
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پرایمرهاياختصاصیتتعیینيبراduplex-PCRواکنش:3شکل
catAوnirPهايژن

M -DNAکلبسیلا-2استوتزري؛سودوموناس-1مارکرسایز
سودوموناس-5اشریشیاکلی-4بومانی؛آسینتوباکتر- 3پنومونیه؛

تارداادواردزیلا-6آئروژینوزا

DNAهايرقتروشبهduplex-PCRحساسیتتعیین:4شکل

ژنومی
M -مارکرسایزbp1001؛-ng/µL125/32؛-ng/µL781/0

3-ng/µL195/04؛-ng/µL048/05؛-ng/µL012/0
6-ng/µL003/0

duplex-PCRکلونیتشکیلواحدمیزانتعیین:5شکل

106رقت-2؛105رقت-1؛bp100مارکرسایز

108رقت- 4؛107رقت-3

بحث
DNAبـالاتر خلـوص وتی ـفیکدهنـده نشانحاضرمطالعهجینتا

.بـود سـرد اتـانول روشبـه نسـبت جوشاندنروشبهشدهاستخراج
اسـتخراج يبـرا ،یمنف ـگـرم يهـا يبـاکتر برعلاوهجوشاندنروش

DNAرودیمکاربهزینمثبتگرميهايباکترازیژنوم.
کیدنوکلئیاس ـازاسـتفاده هیپابرPCRربیمبتنيهاروشاساس

یکروب ـیميهاروشباسهیمقادرآنتیاختصاصوتیحساسوبوده
لی ـدلبـه هـا روشنی ـاازاسـتفاده .اسـت بالاترمعمول،ییایمیوشیبو
ییشناسايبرامختلفيندهایفرایطDNAمولکوليبالايداریپا

.)20(استافتهییفراوانگسترشمتعددموجودات
متفـاوت روشچهار2014سالدرینارنجويهبازشمطالعهدر

DNAمناسـب عملکـرد حاصـله جینتـا شـد. یبررسDNAاستخراج

ماننـد یمولکـول مطالعـات درراجوشـاندن روشبـه شـده استخراج
ونییپـا نـه یهزوزمـان صـرف نیهمچن ـ.نمـود دیی ـتاPCRواکنش

گـر یدازاسـب منخلوصوغلظتباDNAنآورددستبهنیهمچن
حاضـر مطالعـه جینتاباکه)21(شدگزارشجوشاندنروشيایمزا
داشت.یخوانهم

ــا ــهچنــدهمزمــانصیتشــخدرduplex-PCRروشییتوان نمون
ــیم ــا،یکروب ــراراروشنی ــايب ــانییشناس ــدهمزم ــلنیچن عام
کیولوژیدمی ـاپاتیخصوص ـومشـابه ینیبـال يهایژگیوبازايماریب
ــادر.اســتکــردهيکــاربرداریبســکســان،ی ــاروشنی ییشناســاب

ومتعدديهاگونهيغربالگرامکان،یژنیتوالکیازشیبهمزمان
طـور بـه نمونـه کی ـدرموجـود يهـا گونـه تمـام ییشناسـا یطرفاز

یمعمولPCRباسهیمقادرروشنیا.)22(استشدهفراهمهمزمان
مشـکلات ازواسـت برخـوردار يشـتر یبتیاختصاصوتیحساساز

کـاذب یمنف ـجهینتمانند؛داردوجودیمعمولPCRدرکهيابالقوه
اسـت. مبـرا ،یآلودگعلتبهکاذبمثبتایوواکنشعدمعلتبه

درمناسـب يهـا کنتـرل داشـتن ساده،PCRدرمشکلاتنیاوجود
بـه نسـبت duplex-PCRنیهمچن.استکردهيضرورراروشنیا

PCRخــودبــهرايکمتــرزمــانوبــودهرفهصــبــهمقــرونیمعمــول
.)23(دهدیماختصاص

وnirPوcatAيهـا ژنازاسـتفاده بـه توجـه باحاضرمطالعهدر
ومثبـت کنتـرل درbp249وbp512يهـا انـدازه بابانددولیتشک
نی ـاجـود ودهنـده نشان؛یمنفکنترليهانمونهدرآنهالیتشکعدم

یطراح ـيمرهایپراتیاختصاصوياستوتزرسودوموناسدرژندو
مـدت بـه duplex-PCRازاسـتفاده بايباکترنیاییشناسابود.شده

يهـا روشبـا سـه یمقادرروشنیا.دیانجامطولبهساعت3حدود
ــته ــهوابس ــتب ــراکش ــايب ــودوموناسییشناس ــتوتزريس ــهاس ک

مقـرون وقبـول قابـل اریبس ـیروش ـهسـتند؛ ری ـگوقتومتیقگران
ــه ــرب ــارزفهص ــد.یابی ــادرش ــهنی ــرامطالع ــخيب ــاکترصیتش يب

نشـد. اسـتفاده دیپلاسـم درواقـع يهـا ژنازاستوتزريسودوموناس
اسـت بـالا يبـاکتر نی ـاونیترانسفورماس ـتیفعالکهییآنجاازرایز
ــال؛)16( ــالاحتم ــاژنانتق ــميه ــايدیپلاس ــاکترنی ــهيب ــاب ریس

همراهییشناسابهمنجرتواندیموافتهیشیافزاعتیطبدرهايباکتر
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nirPوcatAيهـا ژنمنظـور نی ـايبرا.گردديباکترنیايخطابا

ــد.مناســب؛دارنــدیکرومــوزومیتیمــوقعکــه کــهییآنجــاازبودن
کشــتبراســاسهــا،عفونــتدراســتوتزريســودوموناسصیتشــخ
يروبـر یافتراق ـيهـا واکـنش انجـام توسـط آنییشناساويباکتر

؛گـردد یم ـریپـذ امکـان ییایمیوش ـیبيسوبستراهاازدهیچیپيکسری
کـه یمولکـول دیجدهايروشازيباکترنیاییشناسابرايیستیبا

نیکمتـر وتیحساس ـنیبـالاتر داشـتن ونـه یهزنیکمتررندهیدربرگ
.گرفتبهرهاست؛یدهجوابزمان

ــرااســتفادهمــورديمرهــایپرا ــادرnirPوcatAيهــاژنيب نی
بـا یمتقـاطع واکـنش چگونـه یهکـه شدندیطراحياگونههبمطالعه

هـا وتیپروکـار وهـا وتیوکـار یژنـوم ازاعـم موجوداتریساژنوم
يبـرا duplex-PCRواکـنش یژگ ـیوبی ـترتنیبـد ودنباش ـنداشته

بـه گـر یديمنظراز.دیگردنییتعدرصد100،يباکترنیاصیتشخ
بايباکترنیامطالعه،کروموزوميروبرژندونیايریقرارگلیدل

ازاسـتفاده بـا زی ـنهمکـاران وCladera.شـود یمانجاميشتریبدقت
بـه catAژنجملـه ازاسـتوتزري سودوموناسيباکترازژن7زیآنال
.)24(پرداختندسودوموناسيهاگونهگریدازگونهنیازیتما

يهـا ژنيبـرا duplex-PCRروشتیحساس ـحاضـر مطالعهدر
catAوnirP،ــا ــتفادهبـ ــومDNAروشازاسـ ng/µL048/0،یژنـ

رقـت تـا بانددولیتشکزینیالیسريهارقتروشدر.آمددستبه
کـار بـه روشدوهـر تیصـلاح يایگوجینتانیا.دیگردمشاهده8

اسـت. مطالعـه مـورد نمونـه درDNAکمریمقادییشناسايبرارفته
بــاcatAژنPCRواکــنشدرآمــدهدســتبــهتیحساســنیهمچنــ
درکـه دهـد یم ـنشـان جینتـا نیابود.برابرduplex-PCRتیحساس

چیه ـبـدون ومسـتقلاً جفـت هـر گـر، یدمـر یپراجفـت کیحضور
تـا همچنـان catAژنيمرهـا یپراودادهادامـه خـود کـار بهیمشکل
لیتشکیطرفاز.ابندییمریتکثیژنومDNAازng/µL048/0رقت

هـر يبـرا کسـان یریتکثبازدهدهندهنشانها،رقتنیآخردربانددو
ومرهایپراحیصحیطراحازیحاککسانیریتکثبازدهاست.ژندو
مشـاهده گـر یدیتـوال بـه نسـبت یتوالکییحیترجریتکثجهینتدر

نشد.
امـــا،PCRبـــریمبتنـــيهـــاواکـــنشاریبســـيایـــمزابـــاوجود

دسـتگاه ازاسـتفاده بـه تـوان یم ـکهدارندوجودزینییهاتیمحدود
مثـل خطرنـاك ویسمموادازاستفادهایوکلریترموسامتیقگران

اشـاره PCRمحصـول صیتشـخ ويآشکارسـاز يبرادیبرمادومیات
مجهـز يهاشگاهیآزمادرتنهاروشنیاتاگرددیمموجبکهنمود

.شودگرفتهکاربهمتخصصافرادتوسط
گیرينتیجه

duplex-PCRیمولکــولروشکــهدادننشــامطالعــهنیــاجینتــا

بالايییشناساتیقابلومناسبیژگیووتیحساسداشتنبهباتوجه
نیروت ـروشکیعنوانبهتواندیماستوتزريسودوموناسيباکتر

مواردییشناسايبرامتخصصافرادتوسطمجهزيهاشگاهیآزمادر
نی ـايهـا ریمتغيسـاز نـه یبهبـا وردی ـقرارگاسـتفاده مـورد مشکوك

.نمودییشناسابالاییکاراباراهدفیتوالتوانیم،روش
قدردانیوتشکر

ایروخانمداك)رانیا2287782(کدنامهانیپاحاصلمقالهنیا
درارشـد یکارشناس ـدرجـه اخـذ يبـرا شـریف) (علوياحیستیب

د.بوزابلدانشگاههیپاعلومدانشکدهازکیژنترشته
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