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Abstract 

Background and Objectives: Pseudomonas aeruginosa is one of the 

most common causes of nosocomial infections. Most laboratories 

usually use culture method and various biochemical tests for 

identification of P. aeruginosa, which are time-consuming and 

sometimes lead to false positive and negative results. The aim of this 

study was to compare two methods of PCR with DNA extracted by kit 

and PCR with direct colony for detection of P. aeruginosa isolates. 

 

Methods: In this descriptive-analytical study, out of 395 different 

clinical isolates, 85 isolates were identified using basic biochemical 

tests and culture on P. aeruginosa specific media. Then, they were 

assessed by OPrL, ExoA, algD genes using two methods of direct PCR 

by using DNA extraction kit and direct PCR and PCR with DNA 

extracted by kit. 

 

Results: Out of 85 P. aeruginosa isolates detected by phenotypic 

screening, 81 isolates had OPrL, ExoA, algD genes using PCR with 

DNA extracted by kit with (amlicon size, 504, 396, and 526 bp) and 80 

isolates had the mentioned genes using direct PCR. 

 

Conclusion: This study showed that, acceptable diagnostic results can 

be achieved in the identification of P. aeruginosa without using 

extraction kits three stable gens of P. aeruginosa detect by using two 

different molecular methods. The results showed that, without using 

extraction kit can be acceptable diagnostic obtained of Pseudomonas 

aeruginosa. On the other hand, in the obtained results, phenotypic P. 

aeruginosa detection methods’ error can be observed. 
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 چکیده
 بیمارستانی های عفونت عوامل ترین رایج از ، یکیآئروژینوزا سودوموناس زمینه و هدف:

 ، ازآئروژینوزا سودوموناس شناسایی یبرا طور معمول ها به آزمایشگاه بیشتر .شود محسوب می

و در برخی  بوده گیر وقت روشی که کنند می استفاده های بیوشیمیایی مختلف کشت و تست روش

هدف از انجام این پژوهش مقایسه دو روش  .باشد می مثبت و منفی کاذب نتایج دارای موارد

استفاده از کلنی مستقیم در با  PCRشده با کیت و  استخراج DNAبا استفاده از  PCRمولکولی 

  بود. سودوموناس آئروژینوزاهای  تشخیص ایزوله

ایزوله با  85ایزوله بالینی مختلف،  395تحلیلی، از  –در این مطالعه توصیفی  روش بررسی:

 سودوموناس آئروژینوزاهای اختصاصی  کشت بر روی محیط اولیه و ایییهای بیوشیم تست

 PCRبا دو روش مولکولی  OPrL،ExoA ، algD های فاده از ژنتشخیص داده شدند. سپس با است

 شده با کیت، مورد ارزیابی قرار گرفتند. استخراج DNAبا استفاده از  PCRمستقیم و 

شده   که به روش فنوتیپی، غربالگری سودوموناس آئروژینوزاایزوله  85از مجموع  ها: یافته

 ،OPrLهای  حاوی ژن شده با کیت، استخراج DNAبا استفاده از  PCRایزوله به روش  81بودند، 

ExoA، algD  ایزوله نیز به روش  80جفت باز( و 526و  396، 504)با طول نوکلئوتیدهایPCR 

 های مذکور بودند. مستقیم، دارای ژن

توان به نتایج  های استخراج می بدون استفاده از کیت داد نشان تحقیق این نتایج گیری: نتیجه

دست یافت. از طرفی، در نتایج  سودوموناس آئروزینوزاقبول در شناسایی  تشخیصی قابل

 را مشاهده کرد. سودوموناس آئروژینوزاهای تشخیصی فنوتیپی  توان خطای روش آمده می دست به

 .دی ان آ ایی پلیمراز؛ ژن اگزوتوکسین؛ واکنش زنجیره ؛سودوموناس آئروزینوزها:  کلید واژه
 

 مجله دانشگاه علوم پزشکی قم
 96 خرداد، سوم، شماره یازدهم دوره

  21الی  11صفحه 
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 مقدمه 
های  طلبی هستند که در محیط فرصت های پاتوژن ،ها سودوموناس

ای  احتیاجات غذایی ساده ها این باکتریشوند.  مختلفی یافت می

های  گونه. (1) کنند داشته و طیف وسیعی از دما را تحمل می

سودوموناس گیرد که یکی از آنها  فراوانی در این جنس قرار می
در  ژینوزاسودوموناس آئروهای  . عفونت(2است ) آئروژینوزا

تواند کلونیزاسیون بدون علامت یا  دستگاه تنفسی تحتانی می

خیم تا برونکوپنومونی نکروزدهنده شدید  تراکئوبرونشیت خوش

 با،  FCمبتلایان به. کلونیزه شدن باکتری در (3) را دربرگیرد

های تهاجمی پارانشیم ریه همراه  ای مثل بیماری های زمینه بیماری

های  از عفونت %11-13 در ایجاد ریاین باکت(. 4) است

ویژه در بیماران فیبروز سیستیك، اشخاص دچار  به ،بیمارستانی

که هوادهی مصنوعی  سوختگی یا دارای نقص ایمنی و افرادی

ها در  بیوتیك . استفاده گسترده از آنتی(5نقش دارد )شوند،  می

ای ه بیوتیك این باکتری نسبت به آنتی تا سالهای اخیر موجب شده

(. 6) بیوتیکی مقاوم شود های مختلف آنتی الطیف از گروه وسیع

باکتری  شناسایی تا گردیدهاین موارد باعث بنابراین، همه 

عنوان یك باکتری بیمارستانی پرخطر،  به سودوموناس آئروژینوزا

های  جهت تشخیص ایزولهاز اهمیت بالایی برخوردار باشد. 

منفی و حصول اطمینان از  های گرم از سایر باکتری سودوموناس

های بیوشیمیایی استاندارد انجام  تست ،جنس و گونه باکتری

کانکی آگار،  رشد در محیط مك :شامل ها . این تست(7شود )  می

آگار، عدم تخمیر گلوکز و لاکتوز در محیط  ط ستریمایدیمح

TSIرشد در  ،، تولید اکسیداز، مصرف قند از طریق اکسیداسیون

باشد. این  سانتیگراد، تولید پیگمان و حرکت می هدرج 42دمای 

گیر بودن، معمولاً با خطاهایی در تشخیص  ها در کنار وقت تست

توان شاهد منفی یا  که در برخی موارد می طوری روبرو هستند؛ به

(. در بیشتر مواقع، شناسایی این پاتوژن 9،8های کاذب بود ) مثبت

یار اهمیت دارد، با های بیمارستانی بس که در ایجاد عفونت

گیرد که دارای حساسیت و ویژگی مناسبی  هایی انجام می روش

این ص یتشخ(. البته در 10)باشند  نبوده و گاهی همراه با خطا می

های دقیقی نیز وجود  های مقاوم، تست ها و بعضاً سویه باکتری

های عامل بیماری و یا عامل  دارند که با هدف قرار دادن ژن

 د، اما ـوردارنـت بالایی برخـت از دقـکنار سرعمقاومت، در 

 

انجام نیستند  صورت روتین قابل دلیل هزینه بالایی که دارند به به

 ،ویژگی بالاداشتن علت  به OPrL، ExoA، algDهای  (. از ژن11)

 (.7،9شود ) میاستفاده  سودوموناس آئروژینوزادر تشخیص 

PCR ((Polymerase Chain Reactionترین و ز حساس، یکی ا 

تواند برای ردیابی  های مولکولی بوده که می ترین آزمون دقیق

، مورد استفاده DNAهای مختلف در نواحی خاصی از مولکول  ژن

توان  وسیله آن می واکنشی است که به PCR(. 13،12)قرار گیرد 

رشته تکثیر کرد  صورت تك را به DNAطور مصنوعی مولکول  به

واکنش بدین صورت است که در ابتدا  (. ساز و کار این14)

درجه سانتیگراد از 95الگو با حرارت در دمای  DNAهای  رشته

نام پرایمر در  هم جدا شده و بعد از آن با اتصال قطعات خاصی به

سازی از روی یکی  سازی و در نهایت، همانند دمایی خاص، طویل

حل مرا ،PCRدر (. 15گیرد ) های مورد نظر انجام می از رشته

باشد که  سازی می صورت دناتوراسیون، اتصال و طویل گانه به سه

شونده، با هم  های تکرار دما و مدت زمان هر مرحله و تعداد سیکل

 DNA)با استفاده از PCR  که دقتیوجود با(. 5متفاوتند )

شده( دارد، ولی در برخی موارد علاوه بر تحمیل  استخراج

 دهد.  را کاهش میهای مالی اضافی، سرعت کار  هزینه

است. این  DNAسازی و استخراج  ، آمادهPCRیکی از مراحل 

کلروفرم و   های جوشاندن، استفاده از فنل کار معمولاً با روش

(. با حذف مرحله استخراج 16شود ) های استخراج انجام می کیت

DNA توان سرعت انجام  میPCR  را هنگام مطالعه بر روی تعداد

ها بالا برد و از این زمان برای شناسایی بیشتر  ونهبسیار زیادی از نم

استافیلوکوک ها ازجمله  (.در برخی باکتری17استفاده کرد )
مستقیم و برداشت از  PCRتوان با استفاده از روش  می اورئوس

را حذف کرد.  DNAهای باکتریایی، مرحله استخراج  کلنی

ش هزینه برای تشخیص سریع، دقیق و کاه PCRباتوجه به اهمیت 

با استفاده از  PCRشده، این مطالعه با هدف مقایسه دو روش  تمام

DNA شده با کیت استخراج و  استخراجPCR .مستقیم انجام شد 

 

 وش بررسی ر
           ماهه 12طی یك دوره تحلیلی  -در این مطالعه توصیفی 

 بالینی نمونه 391(، تعداد1394تا مهرماه سال  1393)از مهرماه سال 

 ه، ـه تراشـولـهای ادرار، خون، ترشحات زخم، خلط، ل نمونه :شامل
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از بیماران  به روش آسان و در دسترس سر سوند، و لوله سینه 

های آموزشی دانشگاه علوم  بیمارستانهای  بستری در بخش

های  نمونهبیشتر،   برای بررسی .گرفته شدپزشکی زاهدان 

دار  ی پلاستیکی دربها داخل میکروتیوببه شده  آوری جمع

% 10با  آلمانBHI (Merck )حاوی محیط ترانسپورت }

شناسی دانشکده  میکروب و به آزمایشگاه تلقیح {،گلیسرول

 . شدنددانشگاه علوم پزشکی زاهدان منتقل  ،پزشکی

بر روی  کشتاز ها از نظر جنس و گونه، برای تعیین هویت نمونه

در  گذاری گرمخانهو  آلمانCetremide Agar(Merck ) محیط 

آمده  دست ههای ب . ایزولهاستفاده شددرجه سانتیگراد  42دمای 

 های کشت رشد در محیط ، OFاکسیداز و تستآنزیم ازنظر تولید 

TSI  همگی  و سیمون سیترات آگار(Merck )بررسی  آلمان

 کاتالاز، تولیدتکمیلی مانند های  تستبرای تأیید نهایی، از . شدند

H2  همچنین داشتن ، رد ولید رنگدانه، ایندول و متیلو گاز، ت

  .آلمان( استفاده گردیدMerck)  SIMحرکت در محیط

 :ژنومیك مراحل زیر انجام شد DNAاستخراج جهت 

       درجه سانتیگراد  -20 دمای شده در های بالینی ذخیره ایزوله

 ه ـت اولیـکشآلمانMuller Hinton Agar (Merck  )محیط  روی

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ساعت  24درجه سانتیگراد به مدت  37و در دمای  ندشدداده 

 5شده به  . سپس یك کلنی از هر ایزوله کشت دادهندانکوبه شد

که  آمریکاLB Broth (sigmaaldrich )محیط کشت  لیتر میلی

ها، تقسیم و  ایی به تعداد ایزوله دار شیشه های درب قبلاً درون لوله

ساعت در  20بود، تلقیح گردید و به مدت گذاری شده  شماری

درجه سانتیگراد انکوبه شد. بعد از سپری شدن زمان  37دمای 

ها از انکوباتور خارج شدند. در ادامه،  ساعت(، لوله20مورد نظر )

های  سی از محیط کشت حاصل، درون میکروتیوب سی 5/1

ژنومی  DNAاستخراج پلاستیکی ریخته شد و مراحل 5/1دار  درب

و طبق پروتکل  ا استفاده از کیت استخراج )شرکت سیناژن(ب

 سنجی کیفیت و کار تأیید شرکت سازنده انجام شد. برای

DNAسازی رقت با ابتدا شده، استخراج های DNA های 

 DNA محصولات همچنین قرائت گردید، آنها OD شده، استخراج

 Loading dye (herThermofis با ترکیب از بعد لاندا 5میزان  به

(. 1)شکل شماره  ندشد % لود1 اآگارز ژل روی بر (آمریکا

DNA  های حاصل تا زمان انجام ازمایشPCR ، 20در دمای- 

 .(11)شدند  سازی ذخیرهدرجه سانتیگراد 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 راج.وسیله کیت استخ به ،DNAسنجی و تأیید استخراج  : کیفیت1شکل شماره

 
 سودوموناس آئروژینوزاهای  در ایزوله OPrL،ExoA ، algDهای  . مشخصات پرایمرهای مورد استفاده برای شناسایی ژن1جدول شماره

 (bp) طول ژن  توالی پرایمرهای مورد استفاده های مورد نظر ژن رفرنس
Rashno Taee (9و همکاران) exoA GACAACGCCCTCAGCATCACCAGC 

CGCTGGCCCATTCGCTCCAGCGCT 
bp396 

Rashno Taee ( 9و همکاران) oprL ATGGAAATGCTGAAATTCGGC 

CTTCTTCAGCTCGACGCGACG 
bp504 

Rashno Taee ( 9و همکاران) algD TTCCCTCGCAGAGAAAACATC 

CCTGGTTGATCAGGTCGATCT 
bp520 
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: شامل نهایی محلول از میکرولیترPCR  ،25واکنش انجام جهت 

                ز هر پرایمر با میکرولیتر ا 1 الگو، DNA از میکرولیتر1

 2x Master Mixمیکرولیتر از 5/12 و پیکومولار 10غلظت 

(Ampliqon )شامل)آلمان:Tris-Hcl PH8.5, (NH4) SO4, 

3mM Mgcl2, 0.2%Tween20 ،4/ MmdNTP 4،2/0 unit 

Ampliqon polymeras ،Insert red dye and stabilizer )

از آب مقطر دیونیزه  ،م نهاییبرای رساندن به حج استفاده شد.

 عنوان به الگو نیز DNA فاقد PCR. از مخلوط گردیداستفاده 

ها  ژن برای PCR آزمون سپس(. 14)شد  استفاده منفی کنترل

OPrL،ExoA ، algD ترموسایکلر  دستگاه از استفاده با(BioRad 

به مدت  سانتیگراد درجه 96 در اولیه دناتوراسیون شامل:( آمریکا

          به مدت درجه 96 دمای در دناتوراسیون سیکل 40 دقیقه، یك

به  سانتیگراد درجه 55 دمای در پرایمر اتصال مرحله دقیقه،  یك

 سانتیگراد درجه 72 دمای در هدف قطعه تکثیر و دقیقه یكمدت 

 درجه 94 در اولیه دناتوراسیون ،exoAدقیقه برای ژن  یك به مدت

 94 دمای در دناتوراسیون سیکل 40 قه،دقی یك به مدت سانتیگراد

 درجه 57 دمای در پرایمر اتصال مرحله ثانیه، 40 به مدت درجه

 درجه 72 دمای در هدف قطعه تکثیر و ثانیه 40به مدت سانتیگراد

 در اولیه دناتوراسیون و oprLثانیه برای ژن  50 به مدت سانتیگراد

 در ناتوراسیوند سیکل 30 دقیقه، یكبه مدت  سانتیگراد درجه 94

    دمای در پرایمر اتصال مرحله دقیقه، یك مدت  به درجه 94 دمای

 در هدف قطعه تکثیر و دقیقه یكبه مدت  سانتیگراد درجه 60

 انجام algDدقیقه برای  یك به مدت سانتیگراد درجه 72 دمای

+ 4برای انجام الکتروفورز، در یخچال  PCRمحصولات  .گرفت

 (. 15اری شدند )درجه سانتیگراد نگهد

الگو و  DNAمستقیم؛ به جای استفاده از  PCRبرای انجام واکنش 

های باکتری  کلنی انجام مراحل مختلف استخراج، یك عدد از

شده با فیلدوپلاتین برداشته شد و داخل میکس  تازه کشت داده

ثانیه  10شدن کلنی، به مدت شده تلقیح گردید. برای بهتر حل آماده

سازی میکس نهایی، حجم  رتکس شد. برای آمادهمیکس نهایی و

 1میکرولیتر رسانده شد و به جای 25نهایی مطابق با روش اول به 

میکرولیتر از هر پرایمر اضافه گردید و  3میکرولیتر از هر پرایمر، 

 با همان سیکل دمایی، واکنش انجام گرفت.

 ل ـام مراحـو انج DNAراج ـمستقیم؛ به جای استخ PCRدر روش 

 

ساعته 24های  صورت کشت چندگانه آن، از کلنی تازه باکتری به

ها و عدم نگهداری آنها، برای انجام  استفاده شد. تازه بودن کلنی

PCR  مدنظر قرار گرفت. همچنین برای از بین بردن خطای

برای آلمانMueller Hinton agar  (Merck  )احتمالی، از محیط 

 کشت باکتری استفاده شد.

. گردید %، الکتروفورز1اگارز  ژل در PCR محلول از لیترمیکرو 5

               Gel Red محلول میکرولیتر 5 آن، به ژل تهیه هنگام

(Biotium آمریکا )دستگاه وسیله به نهایی نتیجه. شد اضافه           

Gel Documentation system CCD (مدل CCD-Tab1 کیاژن 

 bp100 مارکر از. گردید هتهی عکس آن از و بررسی ،(ایران

 نظر مورد باند شناسایی برای ،(آمریکا Thermofisher)فرمنتاز 

 .شد استفاده

های آماری  روش و 17نسخه  SPSSافزار  نتایج با استفاده از نرم

 .شدندتجزیه و تحلیل  (تعیین فراوانی، درصد و میانگین)توصیفی 

 

 ها یافته
 از کلنی باکتری تفادهمستقیم با اس PCRروش  ،تحقیقدر این 

دربرداشت و  نتایج خوبی را که ،شدانجام  سودوموناس آئروژینوزا

با استفاده از  PCR آمده نیز از واکنش دست برای مقایسه نتایج به

DNA در هر دو روش گردیدبا کیت، استفاده شده  استخراج .

، 504با طول باندهای  OPrL، ExoA ، algD های مورد استفاده؛ ژن

با موفقیت های حفاظت در این باکتری(  جفت باز )ژن 526 ،396

سودوموناس توان برای شناسایی  ها می تکثیر شدند. از این ژن
شده در روش  کیفیت باندهای مشاهده استفاده کرد. ئروژینوزاآ

PCR استفاده از  باDNA واضح و  لاًکام ،شده با کیت استخراج

کیفیت  ،مستقیم PCR(. در روش 2-4شماره  )شکل پررنگ بود

  قبول بود قابل اًنسبت ،توجه به روش اولباندها با 

ها در برخی  (. این ضعف و عدم پررنگی باند5-7 شماره )شکل

 85(. از 5شماره  )شکل مشاهده گردیدبیشتر  algDها مانند  ژن

هویت که به روش فنوتیپی تعیین سودوموناس آئروژینوزا نمونه 

شده با کیت،  استخراج DNAاده از با استف PCR، با روش ندشد

 % و29/95%، 47/96به ترتیب در  OPrL ،ExoA ،algDهای  ژن

 (.3 )جدول شمارهه شدند % ایزوله مشاهد29/95

 

 
15 

 1396 خرداد، سوم، شماره یازدهمدانشگاه علوم پزشکی قم/ دوره  مجله

 



 

 

 و همکاران حامد طهماسبی                                                           ... های برای ردیابی ژن کیت توس شده استخراج DNAبا  PCRمستقیم و  PCRو روش مقایسه د

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 سودوموناس آئروژینوزابالینی های  مستقیم در نمونه PCRو  وسیله کیت استخراج به شده استخراج DNAبا استفاده از  PCRآمده از دو روش  دست هنتایج ب :3جدول شماره

 باکتری PCRنوع آزمایش 

 (n=85) )به روش فنوتیپی( وزاسودوموناس آئروژین

 تعداد )درصد(

exoA oprL algD 

PCR  با استفاده ازDNA (29/95)81 %(47/96)82 %(29/95)81 شده استخراج% 

PCR (94/92)79 %(29/95)81 %(11/94)80 مستقیم% 

 

 

  
چاهک ؛ با استفاده از کیت استخراج PCRبا روش  سودوموناس آئروژینوزاای بالینی ه جفت باز در نمونه 396با اندازه  exoAمحصولات ژن  %5/1ژل الکتروفورز : 2شماره شکل

M  ژن  های مثبت از نظر نمونه1 - 9های  چاهک ،جفت باز 100مارکر مولکولی مورد استفاده با طولexoA کنترل مثبت. 6 چاهک ؛کنترل منفی5 .چاهک 

 

 

 
.چاهک با استفاده از کیت استخراج PCRبا روش  سودوموناس آئروژینوزاهای بالینی  جفت باز در نمونه 504 با اندازه oprLمحصولات ژن  %5/1. ژل الکتروفورز 3شماره شکل

M  ژن  های مثبت از نظر نمونه 8- 1های  جفت باز. چاهک 100مارکر مولکولی مورد استفاده با طولoprL کنترل مثبت.،6 چاهک ؛کنترل منفی،5چاهک؛ 
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 .با استفاده از کیت استخراج PCRبا روش  سودوموناس آئروژینوزاهای بالینی  جفت باز در نمونه 520با اندازه algDمحصولات ژن  %5/1. ژل الکتروفورز 4شماره شکل

 کنترل منفی.،6چاهک ؛کنترل مثبت، 5چاهک؛ algDژن  های مثبت از نظر نمونه 8- 1های  چاهک ؛جفت باز 100مارکر مولکولی مورد استفاده با طول  ،Mچاهک 

 

 
 .مستقیم PCRبا روش  سودوموناس آئروژینوزاهای بالینی  جفت بازدر نمونه 396 با اندازه exoAمحصولات ژن  %5/1. ژل الکتروفورز 5شمارهشکل 

 .کنترل مثبت، 6 چاهک ؛کنترل منفی، 5چاهک؛ exoAهای مثبت از نظرژن  نمونه1-9های  چاهک ؛ت بازجف 100مارکر مولکولی مورد استفاده با طول، Mچاهک 

 

 
 .با استفاده از کیت استخراج PCRبا روش  سودوموناس آئروژینوزاهای بالینی  جفت بازدر نمونه 526 با اندازه algDمحصولات ژن % 5/1ژل الکتروفورز  : 6 شماره شکل

 کنترل مثبت.،6چاهک ؛کنترل منفی، 5 چاهک؛ algDژن  های مثبت از نظر نمونه 1-9های  چاهک ؛جفت باز 100 لکولی مورد استفاده با طولمارکر مو، Mچاهک 
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 .با استفاده از کیت استخراج PCRبا روش  روژینوزاسودوموناس آئهای بالینی  جفت بازدر نمونه 504 با اندازه oprLمحصولات ژن  %5/1ژل الکتروفورز  :7 شماره شکل

 کنترل مثبت.،6 چاهک ؛کنترل منفی،5 چاهک؛ oprL ژن های مثبت از نظر نمونه 1- 9های  چاهک؛ جفت باز 100 مارکر مولکولی مورد استفاده با طول، Mچاهک 

 
 بحث

کردن  مشخص ،بیماری و در کنار آنهای عامل  تشخیص باکتری

 تواند در امر درمان و کنترل مصرف بیوتیکی آنها می آنتیمقاومت 

رو برای دست یافتن به یك تشخیص  دارو بسیار مهم باشد. از این

های حساس استفاده کرد. یکی از  صرفه، باید از روش مطمئن و به

کار، شناسایی  های ممکن برای این ترین روش بهترین و سریع

با حساسیت بسیار بالا و  کننده این عوامل بوده که های کد ژن

(. با 18کند ) اطمینان می میزان خطای اندک، تشخیص را قابل

PCR نظر را بررسی کرد که بدین ترتیب موردهای  توان ژن می

گیرد.  اطلاعات دقیقی از نظر مولکولی در اختیار محقق قرار می

علت داشتن حساسیت و ویژگی بسیار بالا، نسبت به  این روش به

 ، ازها خصوصیات میکروارگانیسمدر شناسایی دیمی های ق روش

(. این در حالی است که با 20،19سرعت خوبی برخوردار است )

 سودوموناسهای  های مقاوم در ایزوله افزایش روزافزون سویه
و  ESBL، AmpCهای مولد  سویه خصوص به ئروژینوزا،آ

 برانگیز بودن آن در مقابل درمان، برای تشخیص سریع و تهدید

های سریع و  های مقاوم، باید به روش جلوگیری از گسترش سویه

های فنوتیپی و  (. با استفاده از روش19اطمینان روی آورد ) قابل

های وابسته به  کننده عفونت توان عوامل ایجاد سرولوژیکال نمی

مقاوم به درمان را به سرعت تشخیص داد  سودوموناس آئروژینوزا

های  ویژگی (. با مشخص کردن20برد )و عامل پاتوژن را از بین 

زا ازجمله داشتن مقاومت به  ذاتی یا اکتسابی باکتری بیماری

 نـریـدر کمت توان های خطرناک می بیوتیك و تولید توکسین آنتی

ترین دوز  ترین دارو در مناسب زمان ممکن با تجویز مناسب

موقع و کاهش خطر ناشی از عفونت، از  رمان بهممکن، علاوه بر د

های گسترده به دلیل تشخیص غلط و تجویز اشتباه  بروز مقاومت

یك روش ساده، آسان و  PCR(. اگرچه 21نیز جلوگیری کرد )

که  DNAباشد، اما به استخراج  در دسترس برای تکثیر ژنوم می

رین گیر است، نیاز دارد. برای رسیدن به بهت یك مرحله وقت

استخراجی  DNA کیفیت باید، PCRدر فرآیند یت کیفیت و کمّ

را مدنظر قرار داد تا به بهترین تکثیر از قطعه مورد نظر دست یافت 

های متفاوتی ازجمله  ، روشPCRرو برای استخراج  (. از این22)

ها و  کلروفرم، رسوب با اتانول، استفاده از دترجنت جوشاندن، فنیل

(. هریك از این 23ی استخراج وجود دارد )ها استفاده از کیت

گیر بودن و تحمیل هزینه جانبی، دارای  ها در کنار وقت روش

(. روش فنیل کلروفرم 16مشکلات و معایب زیادی نیز هستند )

علاوه بر کند بودن آن، به دلیل ماده سمیّ و خطرناک بودن این 

مدت  یماده، یك روش غیرایمن بوده و کار کردن با آن در طولان

روش رسوب با اتانول نیز  (.24شود ) باعث بروز مشکلاتی می

تواند با انتقال اتانول در مراحل پایانی باعث بروز خطا و حتی از  می

بین رفتن محصول نهایی گردد که در نهایت، کار را با خطا مواجه 

گیربودن،  (. روش جوشاندن نیز با داشتن شاخصه وقت22کند ) می

(. 25کند ) شده عرضه می استخراج DNAیینی را از کیفیت نسبتاً پا

ها  دست آمد گرچه برای برخی ژنه نتایجی که در این بررسی ب

ی اختلاف ها پایین بود، اما از نظر کمّ ازنظر کیفی شفافیت باند

 DNAاده از ـا استفـب PCRده از ـآم تـدس هایج بـبا نت یـار کمـبسی
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 و همکاران حامد طهماسبی                                                           ... های برای ردیابی ژن کیت توس شده استخراج DNAبا  PCRمستقیم و  PCRو روش مقایسه د

 

 PCRبا کیت داشت. با مقایسه نتایج حاصل از  شده استخراج 

عنوان  که به PCRو روش فنوتیپی با روش معمول مستقیم 

ای های فنوتیپی دارای خط روش در نظر گرفته شد،گلداستاندارد 

های  اما در کنار این موارد، برای تکثیر ژن تشخیصی بودند.

و با استفاده از  DNAتوان بدون انجام استخراج  باکتریایی می

داده و تلقیح آنها در میکس نهایی، به نتایج  های تازه کشت کلنی

قبولی دست یافت. در این زمینه مطالعات متعددی انجام شده  قابل

. شتهمخوانی داا مطالعه حاضر که نتایج این تحقیقات ب

Lichtensteiger  ( با مطالعه بر روی 1996و همکاران )سال

مستقیم، نشان دادند  PCRبا روش  پاستورولا مولتوسیداباکتری 

تواند  های این باکتری می این روش برای شناسایی توکسین

مورداستفاده قرار گیرد و با در نظر گرفتن ارزش تشخیصی 

هایی مانند  دند این روش در کنار روشمناسب، مشخص کر

ELISA  و تزریق یك دوز کشنده توکسین به موش، دارای

 Hiroshi (.25)قبولی است  سرعت، دقت و ارزش اخباری قابل

Nakao  ( نیز در یك مطالعه بر روی 1997همکاران )سال  و

مستقیم، مشخص کردند  PCRهای دیفتری با استفاده از  توکسین

قبولی برای تشخیص سم دیفتری  حساسیت قابل این روش دارای

های بالینی را از نظر حضور ژن  وسیله آن نمونه توان به بوده و می

tox  (. 26)مورد ارزیابی مولکولی قرار دادFode-Vaughan  و

مستقیم  PCRروش  از ،(2003سال همکاران طی یك مطالعه )

تایج حاصل استفاده کردند که ن شرشیاکلیبرای ارزیابی باکتری ا

دهنده تطابق این روش با روش مبتنی بر  در این مطالعه، نشان

آمده در هر دو روش تقریباً  دست های به بود و باند DNAاستخراج 

( با 2003و همکاران )سال  Inglis(. 27)استناد بودند  یکسان و قابل

های کمپیلوباکتر  مستقیم، ردیابی مولکولی گونه PCRاستفاده از 

و همکاران )سال  van Hal (.28)بررسی قرار دادند را مورد 

ها مقاوم به  بر روی استافیلوکوک با مطالعه مولکولی نیز (2007

تواند یك روش  مستقیم می PCRسیلین نشان دادند روش  متی

که حساسیت و  طوری مناسب در تشخیص این باکتری باشد. به

، بیش از ملاحظه بار مالی ویژگی این روش در کنار کاهش قابل

شده در ایران نیز مؤید  (. مطالعات مشابه انجام29% گزارش شد )80

توان با حذف مرحله استخراج و استفاده  این امر است که می

مستقیم از کلنی باکتری، سرعت کار را بالا برد و دقت را از دست 

 نداد. 

در مطالعه خود نشان دادند  ،(1391همکاران )سال احسنی و 

های عامل  مستقیم برای مطالعه بر روی ژن PCRوش توان از ر می

استفاده کرد. در این مطالعه  کلستریدیوم دیفیسلتوکسین در 

آمده در این روش با  دست مشخص گردید کیفیت باندهای به

 DNAبا استفاده از  PCRکیفیت باندهای حاصل در روش 

(. همچنین نتایج سایر 22شده، کاملاً برابر است ) استخراج

مستقیم علاوه بر اینکه در  PCRاست روش  یقات نشان دادهتحق

استفاده است در مطالعات غیرباکتریایی نیز  مطالعات باکتریایی قابل

و  Nishimuraکه مطالعه  طوری تواند کاربرد داشته باشد. به می

مستقیم از اختصاصیت  RT-PCRداد  نشان ،(2009سال همکاران )

ها برخوردار بوده و  نروویروس و حساسیت مناسبی برای شناسایی

نروویروس در  شود از این روش برای بررسی حضور حتی می

مستقیم  PCRها،  (. علاوه بر پروکاریوت30مدفوع استفاده کرد )

ها نیز مورد بررسی قرار گرفته است. در مطالعه  در یوکاریوت

 PCR(، به بررسی مقایسه دو روش 1386فولادی و همکاران )سال 

ها برای تشخیص لیشمانیوز جلدی پرداخته  و سایر روشمستقیم 

شد. در کنار مطالعات فوق، همچنین تحقیق حاضر، عدم بررسی 

های  ها با ساختارهای متفاوت و الگوی این روش در سایر باکتری

 شود.  منحصر به فرد، دیده می

 

 گیری نتیجه
 و پرهزینه بودن DNAگیر بودن مراحل استخراج  با توجه به وقت

گیر بودن این کار  ، همچنین وقتDNAهای استخراج  برخی کیت

ها در حجم بالا )با توجه به مراحل چندگانه  برای بررسی نمونه

تواند بسیار مفید  مستقیم می PCRاستخراج(، استفاده از روش 

های استخراج ممکن است با  باشد. علاوه بر این، در برخی روش

اده در امر استخراج، در مراحل برجای ماندن برخی مواد مورد استف

این مواد تأثیر بدی بر روی کیفیت و پایداری  حضور ،نهایی

DNA  بگذارد و نتایج بررسی با خطا و یا حتی با شکست مواجه

قبولی که این روش نسبت به روش  گردد. با توجه به نتایج قابل

PCR  باDNA که در مواردی گردد دارد، توصیه میشده  استخراج 

آنها اثبات شده، از کلنی مستقیم برای انجام آزمایشهای  قطعیت

PCR  شوداستفاده . 
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 تشکر و قدردانی 
        بدین وسیله نویسندگان این مقاله مراتب تشکر و سپاس خود 

 ری ـرمسیـگ –ی ـونـهای عف اریـز تحقیقات بیمـرا از مسئولین مرک

 

 

راد که  هریخصوص خانم سپ دانشگاه علوم پزشکی زاهدان، به

کمال همکاری را با گروه محقق این پژوهش داشتند، به عمل 

 آورند. می
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