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امـروزه  .  باشـد يمارسـتان م ـ ي در بƽمـاران بـستر  يژه در ب  يها به و   ن عفونت يعتري از شا  يکي ƽ(UTI)عفونت ادرار  :زمينه و اهداف  

 يابي ـ و رد  ييناسـا ش.  باشـد  ي م ـ  فوق، کـشت ادرار    ƽها کننده عفونت جاد  ي ا ييايص عوامل باکتر  يروش معمول و استاندارد در تشخ     

پـژوهش حاضـر بـه منظـور        .  گردد يص عفونت م  ي منجر به سرعت و دقت در تشخ       ي مولکول ƽها عوامل پاتوژن فوق، به کمک روش     

  . صورت گرفته است يياي از عوامل باکتري ناشƽ ادرارƽعفونت هادر تشخيص  يمولکولطراحي روشي 

 DNAاسـتخراج   د و ي ـه گرد ي ـ ته ƽ ادرار ƽهـا  ونتـ مـوثر در عف ـ    ييايکترع و استاندارد با   يشا ƽن منظور گونه ها   يبد :يبررسروش  

د ي ـر گردي تکث16S rDNAر قطعه اƽ از ي فراگƽهامريک پراـه کمـو ب PCR اده از روش ـاستف اـب .ورت گرفتـا صـآنه  دريـومـژن

   .د ي گرديي شناساAlu I  وHae III م محدودگريآنز  به کمک دويمي استاندارد توسط هضم آنزƽژه هر باکتري وƽو الگوها

 16S rDNA قطعـات  يم ـي هـضم آنز ƽب الگـو ي ـن ترتيبـد . ز بودنـد يگر کاملا متمـا ي دƽ به گونه اƽ فوق از گونه اƽالگوها :يافته ها

ــاکتر ــاƽب ــاشر ƽ ه ــس ،ياکليشي ــلا پنومونيکلب ــوسوسلوکوکياســتاف، کوسيتي ســاپروفوسلوکوکياســتاف، هي ــ،  اورئ سودوموناس پ

  .ده شدنديگر در ژل الکتروفورز ديکديز از ي کاملا متماسيليرابيئوس مپروت، و نوزايآئروژ

 ادرارƽ عفـوني  بـا سـرعت بيـشتر و دقـت      ƽ پاتوژن را در نمونه هاƽها ƽاکتربشايد بتوان    فوق   ƽبا توجه به الگوها   : نتيجه گيري 

  . نمود ييلازم شناسا

  يمي هضم آنز،مرازي پلƽره اي، واکنش زنجريمر فراگي، پراƽ ادرارƽها عفونت:د واژه ها يکل
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  : قدمه م

هاƽ باليني، شناسايي عامل عفـوني        ها در نمونه   در تشخيص عفونت  

               ƽو تشخيص دقيق آن در زماني بسيار كوتـاه، در سـلامت و بهبـود

بيمار از اهميت زيادƽ برخـوردار اسـت و چنـين روش و پاسـخي               

  . خصصان آزمايشگاه و پزشكان استخواست همة مت

هاƽ شايع به ويژه در بيماران بسترƽ در بيمارستان،          از جمله عفونت  

توانـد بـه      مـي از طرفي اين عفونت     . باشد  عفونت دستگاه ادرارƽ مي   

عنوان يك عفونت يا مشكل مضاعف و ثانويـه در فـرد بـسترƽ بـه                

            ƽديگـر   شمار آيد و موجب وخامت وضعيت بيمار شـود و از سـو 

تواند   و جريان خون مي    بالاتر   هاƽ گسترش عفونت ادرارƽ به بخش    

پيامدهاƽ ناگوار و حتي جبران ناپذيرƽ براƽ بيمار داشته باشد كه از            

توان به اورتريـت، سيـستيت، پروسـتاتيت، پيلونفريـت،            اين ميان مي  

  .هاƽ كليوƽ و حتي در زنان عفونت دستگاه تناسلي اشاره كرد آبسه

فونـت ادرارƽ   ر از ع  براƽ بيمار بسترƽ در بيمارستان كه به دليلي غي        

 گوناگون از جمله اسـتفاده از كـاتتر ادرارƽ،          دلايلبسترƽ شده و به     

آيـد    دچار عفونت ادرارƽ گرديده است، هميشه اين پرسش پيش مي         

شـد، از درد      كه اگر اين عفونت خيلي زود و دقيق تشخيص داده مي          

  .گرديد و رنج و وخامت حال بيمار پيشگيرƽ مي

 زماني كوتاه، وجود    در  که ك روش مولكولي  طراحي و انجام دادن ي    

ونت باكتريايي را تعيين كرده و گونة بـاكترƽ بيمـاريزا را تعيـين              ـعف

 ـ هدف ا  دنماي يم اƽ   انجـام واكـنش زنجيـره     . باشـد  ين مطالعـه م ـ   ي

كـه براسـاس   ) ۲و۱(گيرƽ از پرايمـر فراگيـر   هرهبا ب(PCR) پليمراز 

طراحي ) DNA S r۱۶از بخشي ( ها مشترك در همة باكترƽبخش 

آورد كه با هرگونه باكترƽ موجـود         شده است، اين امكان را پديد مي      

هاƽ   در نمونه واكنش دهد و به دنبال آن هضم آنزيمي با كمك آنزيم            

بــراƽ بــه دســت آوردن   )Restriction Enzyme ( محــدودگر

الگوƽ اختصاصي هر باكترƽ، امكان تشخيص بـاكترƽ را تـا سـطح             

توان به عنوان   نابراين اين فرآيند تشخيصي را مي     آورد ب   گونه پديد مي  

. روشي نو در تشخيص سريع و دقيق عوامل عفوني بـه شـمار آورد             

هـاƽ شـايع در      ƽ تشخيص عوامل پديدآورندة باكترƽ    اين روش برا  

بـا توجـه بـه      . يم گرديـده اسـت    هاƽ ادرارƽ طراحي و تنظ     عفونت

رƽ انجـام شـده     هايي كه تاكنون در زمينة عوامل عفونت ادرا        بررسي

: عفونـت ادرارƽ عبارتنـد از     ها در پيـدايش      ست شايعترين باكترƽ  ا

، پروتئوس ميـرابيليس  ،   ساپروفيتيكوس وساستافيلوكوك،  شياكليياشر

ــكل ــه لايسبـ ــ، پنومونيـ ــاليسوسآنتروكوكـ ــ و  فكـ سودوموناس پـ

  .)۳-۸(آئروژينوزا

باشـد بـا اسـتخراج      مـي آزمايش ها بررسي از نوع ر اين مطالعه كهد

DNA  ،ƽــاكتر ــام از ب ــي،  PCRانج ــضم آنزيم ــپس ه ــي  و س پل

 مربـوط بـه هـر يـك از          (RFLP) طول قطعـات محـدود       مورفيسم

ƽمقايسه           ها به دست مي     باكتر ƽمعيار برا ƽآيد كه به عنوان يك الگو

الگوهاƽ بدست آمده از عفونت ادرارƽ و تعيين گونة باكترƽ به كار            

  .رود مي

  : ها  روشمواد و 

 انجـام  آزمايش هـا اين پژوهش در قالب مطالعة بررسي  : نوع مطالعه 

هـاƽ   هـاƽ اسـتاندارد بـاكترƽ       ويههاƽ مورد بررسي س     نمونه. گرديد

  : هاƽ ادرارƽ بودند كه عبارتند از  عفونت شايع در

 ATCC 35218    شياكليياشر -۱

 ATCC 7881    كلبسيلاپنومونيه -۲

 ATCC 15305     ساپروفيتيكوسوساستافيلوكوك -۳

 ATCC 27853    ودوموناس آئروژينوزاسپ -۴

 ATCC 29212      فكاليسوسآنتروكوك -۵

 ATCC 15146      پروتئوس ميرابيليس -۶

 بار تكـرار    ۳براƽ پي بردن به درستي كار، هر آزمايش به طور كامل            

گرديده و در نهايت براƽ تأييد الگوهـاƽ بـه دسـت آمـده از هـضم                

دسـت آمـده از بررسـي       ورز با پاسـخ بـه       ـروفـاسخ الكت ـي، پ ـآنزيم

 ـ ـنظ بـه دسـت آمـده از پايگـاه اينترنتـي           (والي ژنـوم بـاكترƽ      ـرƽ ت

CMR-TIGR (        مقايسه گرديد، تا درسـتي نتيجـة آزمـايش قطعـي

  .گردد

   :DNAاستخراج 

هاƽ پديد آورندة عفونت ادرارƽ       هاƽ استاندارد باكترƽ    نخست سويه 

ا جهت كـشت    ه  اين باكترƽ ). به شرح گفته شده در بالا     (تهيه گرديد   

هـاƽ اختـصاصي و       و تشخيص، روƽ محيط آگار خونـدار و محـيط         

. كـشت داده شـدند    ) تشخيص بيوشيميايي (هاƽ افتراقي     سپس محيط 

ــه ــة      از پرگن ــراƽ تهي ــدار ب ــيط آگارخون ــود روƽ مح ــاƽ موج ه

  . استفاده گرديدDNAسوسپانسيون جهت استخراج 

كت كياژن   مربوط به شر   DNAگيرƽ از كيت استخراج       آنگاه با بهره  

(QIAGEN , DNeasy Blood & Tissue kit) ــ وم ـژن

ƽمحيط آگار خونـدار كـشت داده شـده              باكتر ƽنامبرده كه رو ƽها

 اسـتخراج شـده بـا اسـتفاده از          DNAسـپس   . بودند، استخراج شد  

 استخراج شـده  DNA، افزايش PCRپرايمرهاƽ فراگير و به روش   

اده از كيت شستشوƽ     با استف  PCRپس از آن فرآوردة     . انجام گرديد 

 شستشو (QIAGEN , PCR purification kit)شركت كياژن 

هـاƽ    داده شد و نيز تغليظ گرديـد و بـه دنبـال آن بـا كمـك آنـزيم                  

، بـرش داده شـد و مرحلـه هـضم           PCRهـاƽ     محدودگر، فـرآورده  
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ــد ــده DNAســپس قطعــات . آنزيمــي انجــام گردي ــه دســت آم  ب

  .كترƽ به دست آمدالكتروفورز شد و الگوƽ مربوط به هر با

   : PCRمشخصات روش 

ــواد  ــو DNA: م ــدام  µl۲ الگ ــر ك ــشت ه ــت و برگ ــر رف  ، پرايم

(100µM)  µl۵،(10mM) dNTPs µl۲ ــافر ــد µl۱۰، ب ، كلري

 Taq DNA) و آنـزيم  µl۷/۷۲، آب مقطـر اسـتريل   µl۳منيـزيم  

polymerase) µl [5U/µl]۳/۰.  

  CAGCAGCCGCGG TAA- ′۵ -۳′:  توالي پرايمر رفت

  ACGGTTACCTTGTTACGACTTC-′۵-۳′:لي پرايمر برگشتتوا

  : حل كار امر

 C۹۴°، مرحله جداسـازƽ دو رشـته        ۵′ به مدت    C۹۴°دماƽ مقدماتي   

 ثانيه و  ۳۰ به مدت    C۶۰° ثانيه، مرحلة چسبيدن پرايمرها      ۴۵به مدت   

 ۳۰هـا      ثانيه و تعـداد چرخـه      ۹۰ به مدت    C۷۲°مرحله فعاليت آنزيم    

  . باشد دور مي

  : روش هضم آنزيمي مشخصات 

 و آب مقطـر اسـتريل       µl۵/۱، آنزيم   µl۵/۲  ،DNA µl۶بافر  : مواد  

µl۱۵ . آنزيم(Hae III) BSURI  با بـافر R    و بـا جايگـاه بـرش 

GGCC و آنزيم Alu I با بافر Tango  با جايگاه بـرش AGCT 

  . خريدارƽ گرديد(Fermentas)  ژن فن آوراناز شركت

ليتـرƽ ريختـه و        ميلـي  ۵/۱ ويـال    اين مجموعه را درون   : روش كار   

 سـاعت در بـن      ۲درش را سفت بسته و پارافيلم كشيده و به مـدت            

 ƽمار°C۳۷ ميداد قرار .  

  : مشخصات روش الكتروفورز 

، x۶ رنـگ  µl۲ از قطعات به دست آمده از اثـر آنـزيم و     µl۸: مواد  

   .TAE 1 x بافر د ويل آمي آکريژل پل

 ـ آکر يپلژل   :روش كار  بـر اسـاس روش     ( تهيـه شـده   % ۸د  ي ـل آم ي

Sambrook (       و مخلوط مورد بررسـي )µl۱۰       بـرش داده شـده و 

µl۲ الكتروفـورز    . شـود   درون هر چاهـك ريختـه مـي       )  رنگ ƽبـرا

 اسـتفاده  TAE 1xاز بـافر  ) ساخت ژل و الكتروليت درون مخزن(

 يل ـي م۲۵ان ي شدت جر ساعت و با  ۲شود و الكتروفورز به مدت        مي

 .شدانجام آمپر 

  : ها  هيافت

 ساعت، شستـشو  PCR ۲ ساعت،   ۲ حدود   DNAمرحله استخراج   

 ۲م آنزيمـي    دقيقه و مرحلـه هـض     ۲۰ حدود   PCRو تغليظ فرآوردة    

كـشد و در مجمـوع حـدود           ساعت طول مي   ۲ساعت و الكتروفورز    

بـراƽ مرحلـه هـضم آنزيمـي فـرآوردة          .  ساعت زمان برده شـد     ۵/۸

PCR        دو آنزيم محدودگر استفاده ،ƽبـه         هر باكتر ƽشـد كـه الگـو

دست آمده از آنها با توجه به نتيجة بـه دسـت آمـده از الكتروفـورز                 

  :)ر توجه شوديبه شکل ز( دباش بدين ترتيب مي

 ـاشر، Hae IIIاثر برش با آنـزيم  در  ، ۲۱۰، ۲۱۶( قطعـه  ۶ شياكليي

، ۱۸۰،  ۲۱۰،  ۲۱۶( قطعـه    ۶ كلبسيلاپنومونيه،  )۶۸ و   ۱۲۵،  ۱۶۵،  ۱۸۰

، ۲۲۰،۱۸۰، ۳۰۰( قطعه ۵ سيولگارتئوس پرو، )bp ۶۸و۱۲۵ و  ۱۶۵

، ۲۱۹،  ۳۷۷( قطعـه    ۴ سودوموناس آئروژينـوزا  پو  ) bp ۱۲۰ و   ۱۶۰

  .پديد آورده است) bp ۱۲۵ و ۱۷۱

 ۱۸۰، ۲۰۰، ۳۶۰( قطعـه  ۴ شياكليياشر، Alu Iدر اثر برش با آنزيم 

، )bp ۷۰ و   ۲۲۰،  ۳۴۰،  ۳۶۰( قطعه   ۴ پنومونيه كلبسيلا،  )bp ۱۲۰و  

و نيـز   ) bp ۱۲۰ و   ۱۸۰،  ۲۰۰،  ۳۴۰( قطعـه    ۴ يسپروتئوس ميـرابيل  

 ۷۰ و   ۱۲۱،  ۱۷۵،  ۱۸۰،  ۲۰۰،  ۲۱۱( قطعه   ۶ سودوموناس آئروژينوزا پ

bp (توليد كرده است.  

هاƽ بدست آمده از برش ايـن دو آنـزيم و             بنابراين با توجه به نتيجه    

   ƽمتفاوت باكتر ƽنامبرده در بالا در سطح گونـه          پيدايش الگوها ƽها

  .باشند اسايي مياز هم قابل شن

، ۴۳۰( قطعه۳  فكاليسوسآنتروكوك، Hae IIIدر اثر برش با آنزيم 

  بـــدون بـــرش،  اورئـــوسوساســـتافيلوكوك ،)bp ۱۲۰ و ۴۲۰

 و  ۱۷۰،  ۱۸۰،  ۲۲۰،  ۲۸۰( قطعـه    ۵ فيتيكوسو سـاپر  وساستافيلوكوك

۱۲۰ bp ( بتاهموليتيـك گـروه      وسو استرپتوكوك A ۴    قطعـه )۴۶۰ ،

  .ورده استپديد آ) bp ۹۲ و ۱۲۰، ۳۱۵

 بتاهموليتيك وس، به ترتيب، استرپتوكوكAlu Iدر اثر برش با آنزيم 

 وسآنتروكوكـــ، )bp ۲۰۶ و ۲۰۷، ۲۲۹، ۳۴۵( قطعـــه A ۴گـــروه 

ــاليس ــه ۴ فك ــتافيلوكوك، )bp ۱۸۰ و ۲۰۵، ۲۳۰، ۳۶۰( قطع  وساس

ــاپروفيتيكوس ــه ۴ ســـــ و ) bp ۵۳ و ۱۲۴، ۱۳۸، ۲۱۰( قطعـــــ

پديــد ) ۵۵ و ۱۲۰، ۲۱۸ ،۳۷۴( قطعــه ۴  اورئــوسوساســتافيلوكوك

  .آورده است

  ƽباكتر ƽنامبرده در بالا بـه كمـك هـر يـك از ايـن دو             پس برا ƽها

  . ها را در سطح گونه شناسايي كرد توان اين باكترƽ آنزيم، مي

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 ...تشخيص باكتري هاي استاندارد عامل عفونت هاي ادراري با استفاده از/     

 

٤٤

    %۸ ديل آمي آکري برش خورده توسط ژل الکتروفورز پليميش قطعات آنزي نما:۱شكل

 
  

  : بحث 

هدف اصلي از انجام اين پژوهش دست يـافتن بـه روشـي سـريع و          

 ـعوامـل يص خدقيق براƽ تـش    ال ايجـاد كننـده عفونـت هـاƽ      باكتري

 با   که شده اند  ي طراح ƽمرها به گونه ا   يپرا .دستگاه ادرارƽ مي باشد   

گـرم    گـرم مثبـت،    ƽهـا  ƽ باکتر  يعني ها ƽ باکتر يتوجه به گستردگ  

ره، ي ـ و غ  ي درون سـلول   ƽهـا  ƽبـاکتر   سخت رشد،  ƽ، گونه ها  يمنف

 .ز کـاربرد داشـته باشـد   يگر نمونه ها ني د ƽهمه را پوشش دهد و برا     

ن موضــوع توجــه نــشده يــشابه بــه ا مــƽگــر کارهــايچنانچــه در د

  .)۱۰و۱،۲(است

ر  ي ـ فراگƽمرهـا يبـا پرا   PCRبـاره هايي كه در گذشته در در بررسي

)Universal Primers(  مــورددهيــگردانجــام ƽبــود پرايمرهــا  

شد امـا بـراƽ       ها را شامل مي    فاده گرچه گسترة زيادƽ از باكترƽ     است

همچنـين در   . )۱۱و۲و۱(ها كـارآيي نداشـت       باكترƽتشخيص همه   

 و   تشخيص عامل عفوني اكتفا شده بود      برخي از اين مقاله ها تنها به      

 نــشده دنبــال ƽص جــنس و گونــه بــاکتر  ي تــشخƽکــار بــرا 

هايي پيچيـده و هزينـه    ا روش اƽ از مقاله ه     در پاره  همچنين.)۹(بود

ƽبر مانند دورگه ساز )Hybridization (و PCR-ELISA   بـه 

  در همــه آزمايــشگاه هــا عمــل مقــام کــه در)۱۰( اســتكــار رفتــه 

 بـراƽ تـشخيص گونـه بـاكترƽ         در يك مقاله    تنها و ستير ن يامکانپذ

هاƽ   كه در مقايسه با روش)۱(نزيمي به كار رفته بود آ هضم روش

  مجـددا  زي ـنن مطالعـه    يگرچه در ا   .باشد  تر و ارزانتر مي    ديگر ساده 

 وجود  )ها ƽعدم پوشش همه باکتر   (اشکال گفته شده در صدر گفتار     
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٤٥

  .دارد

 در ژنـوم  16S rDNAبنابراين ما در اين پژوهش با بررسي تـوالي  

ƽديده بود و بـا     تا جايي كه در دسترس بود و مشخص گر        (ها   باكتر

، تـلاش   NCBI و   CMR-TIGRرنتـي   هاƽ اينت  استفاده از پايگاه  

اƽ طراحي كنيم كـه در        كرديم تا پرايمرهاƽ مورد استفاده را به گونه       

ƽها كار كند و بتواند فرآيند  همه باكترPCRرا انجام دهد .  

هـاƽ بـرش    هاƽ نامبرده و بررسي جايگـاه   تواليهمچنين با مقايسة   

 PCRهاƽ محدودگر روƽ قطعة بـه دسـت آمـده از فرآينـد               آنزيم

بدين ترتيـب  .  برگزيديمرا)Hae III و Alu I(ها، دو آنزيم  ƽباكتر

هاƽ گوناگون، هم     نزيم و پرهيز از استفاده از آنزيم      به كمك اين دو آ    

ت شود و هم به نتيجة دلخواه يعني بـه دس ـ           جويي مي   در زمان صرفه  

  جنس و گونـه    ها براƽ تشخيص    ƽآوردن الگوهاƽ متفاوت در باكتر    

  .آنها دست يافتيم

  :نتيجه گيري

گفت كه با استفاده از اين روش پس از استخراج          بنابراين شايد بتوان    

DNA          كـه ƽادرار ƽاز يك نمونة ادرار  به ويژه انواعي از نمونه ها 

 و هـضم  PCRبايد استريل باشند مانند نمونه سوپراپوبيك و انجـام      

آنزيمي و سرانجام مقايسة الگوƽ آن با الگوهاƽ بـه دسـت آمـده از               

در زمـاني   ) كه در اين مطالعه به دست آمده اسـت        (هاƽ معيار     نمونه

) هـا    سـاعت معمـول در آزمايـشگاه       ۴۸به جـاƽ    ( ساعت   ۹كمتر از   

  .توان گونة باكترƽ عامل عفونت در ادرار را تشخيص داد مي

هاƽ بـاليني ديگـر     توان نمونه    است كه به همين ترتيب مي      ذكرشايان  

يه الگـوƽ هـضم آنزيمـي ديگـر          با ته  را هم مورد بررسي قرار داد و      

ƽـ            باكتر  هـاƽ    هها، از اين روش تشخيص سـريع دربـارة ديگـر نمون

ƽمند گرديد ها نيز بهره باليني و ديگر باكتر.  
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