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  چكيده
باكتريايي و يك عامل مهم  عامل مننژيت استرپتوكوكوس نيومونياباكتري  :زمينه و هدف

وابسته به تشخيص سريع اين بيماري نيز كنترل . در كودكان و افراد سالخورده است مرگ و مير
هاي  آميزي گرم، كشت و تست شامل رنگاين باكتري هاي تشخيص  روش. باشد مي باكتري

بيوتيك منجر به نتايج منفي كاذب  در اثر مصرف آنتي گير و وقت ها اين روش. استسرولوژيكي 
صورت روزانه براي تشخيص عوامل  به PCRهاي مولكولي مانند  در حال حاضر، روش. دنشو مي

جهت تشخيص  PCRبهبوديافته  واكنشيك طراحي  با هدف اين مطالعه. شوند عفوني استفاده مي
  .صورت گرفت استرپتوكوكوس نيومونيا باكتري

پس از . گرديدطراحي  باكتري ply ژن پرايمرهاي تشخيصي اختصاصي براساس :رسيروش بر
شد و كلون  pTZ57R/Tدر پلاسميد  PCRژنومي باكتري، محصول  DNAتكثير ژن هدف در 

. قرار گرفتاستفاده  مورد عنوان كنترل مثبت در آزمايشهاي بعدي به pTZ-plyپلاسميد تأييدشده 
بر روي آنها  تهيه و pTZ-ply از پلاسميدتايي  10 هاي متوالي رقتجهت تعيين حساسيت واكنش، 

مرتبط يا   باكتريتعدادي ژنوم  از براي تعيين ويژگي واكنش. گرفتانجام  PCRواكنش 
  .استفاده شدPCR اكنش غيرمرتبط در و

بر  PCRگونه تكثيري در  هيچ .جفت باز را نشان داد 727، قطعه مطابق انتظار PCRنتايج  :ها يافته
 PCRويژگي بالاي واكنش دهنده  نشاناين نتايج . نشد ديدههاي كنترل منفي  روي ژنوم باكتري

 25كپي از ژن در يك واكنش  ply، 250 ژنترين حد تشخيص اين آزمون در تشخيص  پايين. بود
 .ميكروليتري بود

عنوان يك تست  شده، آن را به حساسيت، ويژگي و سرعت بالاي آزمون طراحي :گيري نتيجه
ارزيابي بيشتر اين آزمون همچنين . كند هاي كلينيكي مطرح مي مناسب براي استفاده در آزمايشگاه

اي   شده مصنوعي، كاربرد اين روش را در مجموعه هاي كلينيكي يا مواد آلوده با استفاده از نمونه
  .يد خواهد كردكلينيكي تأي
ها؛ تشخيص سريع؛  روش -مراز اي پلي مراز؛ واكنش زنجيره اي پلي واكنش زنجيره :ها كليد واژه

  . استرپتوكوكوس نيومونيا

  مجله دانشگاه علوم پزشكي قم
  92ـ آبان  دوره هفتم، شماره چهارم، مهر

  88الي  81صفحه 

 
  مقاله پژوهشيمقاله پژوهشي

(Original Article) 
 

  :نماييد استناد زير صورت به مقاله اين به لطفاً
Aghamiri F, Soleimani M, Mohseni AH, Majidzade K.  

Design of an Improved Polymerase Chain Reaction (PCR) Assay  
for Molecular Detection of Streptococcus pneumonia.  

Qom Univ Med Sci J 2013;7(4):81-88. [Full Text in Persian] 
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  و همكارانفهيمه آقاميري                                                        استرپتوكوكوس نيومونيامراز بهبوديافته جهت تشخيص مولكولي باكتري اي پلي طراحي واكنش زنجيره

  مقدمه 
بت، ـثـرم مـوس گـوكـوكــلـپـدي اـيـونـومـيـوس نـوكـوكـتـترپـاس

كه  ،)1( آلفاهموليتيك، حساس به اپتوچين و آئروتولرانت است
 2-1/2اي حلقوي بسته شامل  داراي يك كروموزوم دو رشته

مخزن پنوموكوكسي، بخش فوقاني . باشد ميليون جفت باز مي
اين باكتري داراي فاكتورهاي . دستگاه تنفسي افراد سالم است

هاي تهاجمي و  ه در ايجاد بيماريويرولانس متعدد بوده ك
ترين عوامل  همچنين اين باكتري از مهم. غيرتهاجمي مؤثر است

سال و افراد سالخورده  5مننژيت باكتريايي در كودكان كمتر از 
هاي اوليه تشخيصي  روش. )2(شود  سال محسوب مي 65بالاي 

ژن باكتريايي  شامل تهيه گسترش مستقيم، كشت و شناسايي آنتي
روش تهيه گسترش مستقيم، يك روش سريع در . )3( است

ليتر از  باكتري در هر ميلي 102-105كه نيازمند  ،)4(تشخيص است 
ساعت زمان نياز است 12-72در روش كشت نيز . باشد نمونه مي

علت مصرف  بودن اين روش ممكن است به علاوه بر زمانبر. )5(
هاي  روش. ايجاد شودگيري، نتايج منفي كاذب  دارو قبل از نمونه

هاي باكتريايي مانند روش آگلوتيناسيون لاتكس  ژن تشخيص آنتي
 103و كانتر ايمونوالكتروفورزيس معمولاً نيازمند حضور بيش از 

. )6(ليتر نمونه است  از ميكروارگانيسم در هر ميلي(CFU)  كلوني
هاي مولكولي جهت شناسايي اين  در حال حاضر، استفاده از روش

هاي  موقع بيماري ي منجر به تشخيص سريع، دقيق و درمان بهباكتر
و همكاران در مطالعه خود   Radstrom).7-10(عفوني شده است 

استرپتوكوكوس جهت شناسايي  16SrRNAبا استفاده از ژن 
، به اين )11( نايسريا مننژيتيديسو  هموفيلوس آنفلوانزا، نيومونيا

نتيجه دست يافتند كه اين ژن از اختصاصيت پاييني جهت شناسايي 
برخوردار است؛ زيرا اين ژن در  استرپتوكوكوس نيومونياباكتري 

. شده وجود دارد صورت حفاظت ها به بسياري از ميكروارگانيسم
Catrin ،و همكاران Ezabel از  2000در سال  و همكاران          

                . جهت شناسايي اين باكتري استفاده كردند در psaAژن 
هاي  ، در باكترياسترپتوكوكوس نيومونيااين ژن علاوه بر 

، همچنين استرپتوكوكوس آنجينوسيسو  استرپتوكوكوس ميتيس
بنابراين، . هاي بيماريزاي ديگر نيز حضور دارد در استرپتوكوكسي

). 12،13(اد شود ممكن است در تشخيص اين باكتري خطا ايج
Rintamaki  2002سال (و همكاران( ،Van Haeften  و همكاران  

  

جهت  plyو همكاران از ژن  Saukkoriipi، همچنين )2003سال (
نتايج . استفاده كردند استرپتوكوكوس نيومونياشناسايي باكتري 

مطالعه آنها نشان داد ژن مذكور بهترين هدف براي شناسايي 
است؛ زيرا اين ژن در تمامي  استرپتوكوكوس نيومونياباكتري 

همچنين . شده وجود دارد صورت حفاظت هاي اين باكتري به سويه
عنوان يك فاكتور بيماريزاي مهم با طيف وسيعي از  به plyژن 

بنابراين، شناسايي اين باكتري . هاي بيولوژيكي همراه است فعاليت
، دقيق و سريع به شمار ، يك تكنيك حساسplyبا استفاده از ژن 

 malM، از ژن 2003و همكاران در سال  Wei .)2،7،14( رود مي
اين ژن مسئول ساخت . جهت شناسايي اين عامل استفاده كردند

  . پروتئين آميلومالتاز است
نتايج اين مطالعه نشان داد شناسايي اين باكتري با استفاده از ژن 

malM  داراي ويژگي و حساسيت كمتري نسبت به ژنply  بوده
اين . كدكننده پروتئين پنومولايزين است plyژن . )6(است 

         كيلودالتون  53پروتئين، يك فاكتور ويرولانس با اندازه 
سويه  90و داراي عملكرد چندگانه بوده كه در تمامي  )17-15(

توليد و جهت كمك به رشد و پخش در  استرپتوكوكوس نيومونيا
. )18(شود  طول مراحل اوليه عفونت پنوموكوكالي ظاهر مي

Selva  از ژن  2010و همكاران نيز در سالply  در جهت   
در يك واكنش  استرپتوكوكوس نيومونياشناسايي باكتري 
Multiplex PCR صـيـخـد تشـن حـييـتع .دـردنـاده كـفـاست          

(Limit Of Detection, LOD) ، هاي  ترين شاخص يكي از مهم
هاي  محققين از روش ، كههاي تشخيص مولكولي است كيت

ها،  يكي از اين روش. كنند مختلف براي محاسبه آن استفاده مي
هاي سريال از باكتري زنده، سپس شمارش آنها و تعيين  تهيه رقت

در . است (Colony Forming Unit; CFU) ساز واحدهاي كلوني
هاي مختلف باكتري استخراج شده و با  اين روش ژنوم از رقت

  ، 1386در سال . شود حد تشخيص محاسبه مي ،PCRانجام 
جهت شناسايي را  Multiplex PCRسعادتي و همكاران واكنش 

نايسريا و  وانزاـلـوس آنفـلـيـوفـهم، اـونيـومـوس نيـوكـوكـتـترپـاس
در اين مطالعه، براي تعيين حساسيت . طراحي كردند مننژيتيديس

هاي سريال از آن  واكنش، ابتدا با تهيه سوسپانسيون باكتري، رقت
ترين  مهم. تهيه شد و در جهت تعيين حساسيت استفاده گرديد

  .نقطه ضعف اين كار، نياز به باكتري زنده بود
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هاي  گيري غلظت ژنوم، تهيه رقت ، اندازهLODروش ديگر تعيين 
بر روي آنها و تخمين حد تشخيص  PCRسريال از آن و انجام 

و همكاران انجام شد از  Rintamakiدر تحقيقاتي كه توسط . است
شده از باكتري موجود در  استخراج DNAهاي مختلف  رقت

در . )2(محيط كشت در جهت آزمون حساسيت استفاده شد 
و همكاران صورت گرفت براي  Selvaاي كه توسط  مطالعه

بر  PCR ژنوميك؛ واكنش DNAبررسي حساسيت واكنش از 
و همكاران  Saukkoriipiهمچنين . )5(ها انجام شد  روي اين رقت

جهت تعيين حساسيت  DNAهاي  نيز در مطالعه خود از رقت
  . )14(استفاده كردند 

علت دارا  ژنوميك به DNAاز جمله معايب اين روش آن است كه 
صورت يكنواخت در  سو به بودن اندازه بسيار زياد، از يك

دليل  شود و از سويي ديگر به هاي تهيه رقت تقسيم نمي تيوب
كه در مطالعه  درحالي. گردد مي راحتي تخريب  اد، بهناپايداري زي

ژنوميك، جهت  DNAحاضر به جاي استفاده از باكتري زنده و يا 
از يك كانستراكت پلاسميدي استاندارد حاوي  LODتعيين 

واكنش با  LODژن هدف استفاده شد، سپس  PCRمحصول 
كه  از آنجايي. استفاده از اين پلاسميد استاندارد تعيين گرديد

پلاسميد قطعه بسيار كوچكي است، و از پايداري بسيار بالايي 
صورت يكنواخت نيز در تهيه رقت تقسيم  برخوردار بوده و به

جهت  PCRاندازي تكنيك  لذا اين مطالعه با هدف راه. شود مي
و تعيين حساسيت  استرپتوكوكوس نيومونياتشخيص سريع باكتري 

  .و ويژگي آناليتيك آن صورت گرفت
  

  روش بررسي 
 (ATCC700669)استرپتوكوكوس نيومونيا استخراج ژنوم باكتري 

شركت سيناژن، كيت (ژنوميك   DNAوسيله كيت استخراج به
 DNAارزيابي كيفي و كمي . انجام شد )DNAاستخراج 
وسيله ژل آگارز و تعيين جذب نوري توسط  شده به استخراج

همچنين از  .تصورت گرف (Picodrop)دستگاه اسپكتروفوتومتر 
عنوان كنترل  هاي منسوب و غيرمنسوب به ژنوم تعدادي از باكتري

  ).جدول(منفي در اين مطالعه استفاده شد 
  
  
  

   در منفي كنترل هاي باكتري ژنوم ليست: جدول
  زمايش تعيين ويژگي روشآ

  
    اب ــخـتـان دف ــوان ژن هــنـع هـب ply ژنه ـعـالـطـن مـدر اي

      اي ـه رادفـدا تـتـر ابـمـرايـي پـراحـت طـهـج .دـش
                     تـايـ، از س)رادفـت Genbank  )192ن ژن درـاي دهـش تـبـث

(National Center for Biotechnology Information) NCBI 
  CLC Sequence Viewerافزار نرم استخراج و سپس با استفاده از

رادف مشترك به دست آمده تبراساس . سازي شد رديف  6نسخه 
، پرايمرهاي جلويي 3 نسخه Gene Runnerافزار نرم و با استفاده از

سكانس پرايمر جلويي . و عقبي طراحي گرديد
5΄CAGCTACCAACGACAGTCGCC3΄(21bp)  و سكانس

 CCTGTTACAACTCGGGCACCC3΄(21bp)΄5قبيع پرايمر
 BLAST جهت ارزيابي ويژگي پرايمرها نيز از سرويس. بود

جهت تشخيص ژن  PCRواكنش . استفاده شد NCBIسايت 
از  واكنش اين انجام براي. صورت گرفت lµ25هدف در حجم 

mM5/1 يون Mgcl2،mM 2/0 dNTPs بافر و PCR يك  همراه به
 ،)شركت كوثر، ايران(  Taq DNA Polymeraseآنزيم واحد
mM4/0 و  پرايمر هر ازng72 استرپتوكوكوس  باكتري ژنوم از

تكثير در شرايط دماي دناتوراسيون اوليه . شداستفاده  نيومونيا
c°95  95چرخه تكثير با شرايط دناتوراسيون  30دقيقه،  4به مدت 

ثانيه و  30به مدت  c°68دقيقه به مدت يك دقيقه و دماي اتصال 
ثانيه و در نهايت دماي تكثير نهايي  30به مدت  c°72دماي تكثير 

همچنين از يك تيوب با . انجام شد c°72دقيقه در  5به مدت 
شرايط مشابه و استفاده از آب ديونيزه به جاي ژنوم باكتري، 

  . عنوان كنترل منفي استفاده شد به
  
  

  نام ميكروارگانيسم  سويهشماره 

ATCC 9290 Shigellasonnei 
ATCC 7881Klebsiella pneumonia 
ATCC 25922 Escherichia coli 
ATCC 6051 Bacillus subtilis 
ATCC 25923 Staphylococcus aureus 
ATCC 29212 Enterococcus faecalis 
ATCC 43887 EnthropathogenicE.coli 
ATCC 43895 E.coli O157:H7 
ATCC 13060 Neisseria meningitides 
ATCC VR615 Coxiellaburnetii( Nine mile) 
PTCC 1480 Yersinia enterocolitica 
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   از محصول واكنش به همراه µl5پس از اتمام واكنش تكثير، 
µl1  در بافر% 1از بافر لودكننده بر روي ژل آگارزTBE  با ولتاژ 
V100 ،در نهايت، ژل آگارز حاوي رنگ اتيديوم . الكتروفورز شد

جهت تهيه يك . برومايد توسط دستگاه ژل داك بررسي گرديد
 PCR كنترل مثبت استاندارد براي تشخيص اين باكتري، محصول

              بدين منظور . كلون شد،  pTZ57R/Tدر وكتورply ژن 
     محصول  ليصبا استفاده از كيت تخ PCRدر ابتدا محصول 

PCR )مطابق با دستورالعمل كيت ) شركت بايونير، كره
    سازي شد، سپس واكنش اتصال ميان محصول  خالص

                   مـزيـاده از آنـفـتـبا اس pTZ57R/Tور ـتـده و وكـش  صـالـخ
T4DNA ligase )در شرايط ) شركت فرمنتاز، ليتوانيc°22  به

        در ادامه، محصول واكنش . ساعت انجام گرفت 5مدت 
 Cacl2وسيله  كه از قبل به E.coli JM107هاي  اتصال به سلول

شده در محيط  باكتري ترانسفورم. پذيرا شده بود، انتقال يافت
Luria-Bertani Agar (LB Agar) )حاوي ) شركت مرك، آلمان

با  (X-gal)گالاكتوپيرانوزيد  ايندوليل بتا -3كلرو  -4برومو  - 5
 ، ايزوپروپيل بتا دي تيو گالاكتوپيرانوزيدmg/ml40غلظت 

(Isopropyl-beta-D-Thiogalactopyranoside, IPTG)  با
سيلين با غلظت  بيوتيك آمپي ، آنتيmg/ml4/38غلظت 

mg/ml100  و ناليديكسيك اسيد با غلظتmg/ml50 ؛ كشت و در
در ادامه، از چند . ساعت انكوبه شد 16به مدت  c°37شرايط 

كلوني سفيد و يك كلوني آبي رشديافته بر روي محيط كشت، 
هاي داراي ژن هدف،  جهت رديابي كلون. ماتريكس تهيه گرديد

پلاسميد يكي از . استفاده شد Colony PCR از تكنيك
هاي تأييدشده در مرحله قبل مطابق با دستورالعمل كيت  كلوني

 (AccuPrep Plasmid Mini Extraction Kit) پلاسميداستخراج 
  . استخراج شد) شركت بايونير، كره(
منظور تأييد نهايي حضور ژن هدف در وكتور، كانستراكت  به

). Seq Labشركت (يابي گرديد  پلاسميدي مورد نظر توالي
  ايت ـس BLASTوسيله سرويس  شده به ارزيابي توالي تعيين ترادف

  
  
  
  

NCBI پلاسميد تأييدشده. انجام گرفت pTZ-ply نامگذاري شد .
بر  plyجهت بررسي ويژگي واكنش، با استفاده از پرايمرهاي ژن 

). جدول(انجام گرفت   PCRهاي كنترل منفي، روي ژنوم باكتري
با  pTZ-plyهمچنين براي تعيين حساسيت، ابتدا غلظت پلاسميد 

 (Picodrop)ومترتعيين جذب نوري توسط دستگاه اسپكتروفوت
  . مشخص گرديد

با . از اين پلاسميد تهيه شد 10-1-10-7هاي متوالي  سپس رقت
شده، آخرين  هاي تهيه بر روي تمامي رقت PCRانجام واكنش 

در . رقت از پلاسميد كه واكنش آن مثبت بود، مشخص گرديد
نهايت، حداقل تعداد كپي از ژن هدف موجود در اين رقت با 

عنوان حد  و همكاران مشخص و به  Chiangاستفاده از روش
  . )19(تشخيص روش تعيين شد 

  
  ها  يافته

، plyژن  PCRدر اين بررسي، نتايج الكتروفورز محصول واكنش 
نتايج  ).1شكل شماره (را نشان داد  727bpانتظار  باند قابل

ژن  PCRهاي سفيد، حضور محصول  بر روي كلوني  PCRكلني
ply  را در وكتورpTZ57R/T يابي  همچنين نتايج توالي. تأييد نمود

  شده با سكانس يابي سكانس ژني هدف نشان داد سكانس توالي
بنابراين، . مطابقت دارد NCBIشده در سايت  ثبت plyهاي  ژن

تأييد  pTZ-ply حضور ژن هدف درون وكتور و ساخت پلاسميد
ا استفاده گونه تكثيري را ب هيچ، PCRنتايج تعيين ويژگي  .گرديد

هاي كنترل  بر روي ژنوم باكتري plyاز پرايمرهاي اختصاصي ژن 
 PCRمنفي نشان نداد، كه تأييدكننده ويژگي كامل واكنش 

  ). 2شكل شماره (شده بود  طراحي
هاي تعيين حساسيت واكنش نشان داد آخرين غلطت از  يافته

كه باند مشخصي بر روي ژل آگارز ايجاد  pTZ-plyپلاسميد 
با توجه به اين غلظت، ). 3شكل شماره (است  pg1ند، غلظت ك مي

در يك واكنش  plyتشخيص از ژن  كمترين تعداد كپي قابل
lµ25 ،250 كپي بوده است.  
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  و همكارانفهيمه آقاميري                                                        استرپتوكوكوس نيومونيامراز بهبوديافته جهت تشخيص مولكولي باكتري اي پلي طراحي واكنش زنجيره

  گيري نتيجه
هاي كلاسيك تشخيص اين باكتري زمانبر  با توجه به اينكه روش
بيوتيكي، نتايج منفي كاذب  علت درمان آنتي بوده و از طرفي به

عنوان يك متد  شود، لذا كاربرد اين روش تشخيصي به ايجاد مي
ارزيابي  سريع، حساس و دقيق در جهت تشخيص اين باكتري قابل

از حساسيت بالايي  PCR  نيكهمچنين با توجه به اينكه تك. است
برخوردار است، در نتيجه حضور هر نوع مهاركننده در واكنش 

PCR سبب نتايج منفي كاذب  در تفسير خلل ايجاد كرده و
  . شود مي

  

گردد تا علاوه بر ساخت يك كنترل مثبت خارجي،  لذا پيشنهاد مي
يك كنترل مثبت داخلي نيز جهت تشخيص اين عامل باكتريايي 

  .كننده باشد تر نتايج كمك و ساخته شود تا در تفسير دقيق طراحي
  

  تشكر و قدرداني
نويسندگان اين مقاله بدين وسيله از تمامي مسئولين دانشگاه علوم 
پزشكي ارتش جمهوري اسلامي ايران و همكاران مركز تحقيقات 

  .نمايند آوري تسنيم، صميمانه تشكر و قدرداني مي زيست فن
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