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 چکیده 
و مایکوپلاسما پنومونیه از عوامل شایع پنومونی باکتریال می باشند. این  آنفلوانزااسترپتوکوکوس پنومونیه، هموفیلوس : سابقه و هدف
در بیماران مبتلا به آنفلونزا منجر به سوپر اینفکشن باکتریال شوند. هدف از این تحقیق شناسایی اختصاصی  ین میتوانندعوامل هم چن

هم زمان استرپتوکوکوس پنومونیه، هموفیلوس آنفلوانزا و مایکوپلاسما پنومونیه در نمونه های خلط بیماران مشکوک به آنفلوانزا از 
 می باشد. Multiplex  PCRطریق واکنش مولکولی 

سال، ارسالی به آزمایشگاه  71ماه تا 2نمونه ی خلط در بیماران مشکوک به آنفلوانزا با گستره سنی  171در این مطالعه روش کار: 
قطعات آمپلیکون تکثیر یافته برای  آزمایش شد. اندازه Multiplex PCRدانشگاه علوم پزشکی تهران با روش -آنفلوانزا  رفرانس
جفت باز تعیین  416جفت باز و برای مایکوپلاسما پنومونیه  122جفت باز ، برای هموفیلوس آنفلوانزا   324کوکوس پنومونیه استرپتو
 گردید.

نمونه  31مورد از نظر استرپتوکوکوس پنومونیه و هموفیلوس آنفلونزا مثبت گردید. از  31نمونه خلط در بیماران،  171از بین  یافته ها:
( از نظر هموفیلوس آنفلوانزا مثبت بود.هیچ باندی برای %7/1نمونه) 3( برای استرپتوکوکوس پنومونیه و %8/15ه)نمون 27مثبت، 

  مایکوپلاسما پنومونیه یافت نشد.

بسیار کوتاهی باکترهای مورد نظر   قادر است در مدت زمانMultiplex-PCR این مطالعه نشان داد که روش مولکولی: نتیجه گیری
ی کند و این روش می تواند به عنوان یک تکنیک تکمیلی مفید خصوصاً زمانی که نتایج رنگ آمیزی ،کشت باکتری و یا را شناسای

 شناسایی سرولوژی منفی بوده به کار گرفته شود. 

 Multiplex PCR شناسایی، استرپتوکوکوس پنومونیه، هموفیلوس آنفلوانزا، مایکوپلاسما پنومونیه،واژگان کلیدی: 
 

 

 قدمهم
عوامل باکتریال و ویروسی مختلفی در ایجاد عفونت های تنفسی نقش دارند و 

افتراق عوامل باکتریال از ویروسی در تعیین پروتوکل درمانی اهمیت به سزایی دارد.  

با این که باکتری های مختلفی در ایجاد عفونت های تنفسی نقش دارند اما 

ومونیه ، هموفیلوس آنفلوانزا و تحقیقات جدید سه باکتری استرپتوکوکوس پن

مایکوپلاسما پنومونیه را جزئی از عوامل شایع باکتریایی عفونت های تنفسی معرفی 

. پنوموکوک شایع ترین علت پنومونی باکتریال در همه مراحل زندگی (1)می کنند

انسان بجز دوره ی نوزادی می باشد . پنوموکوک معمولًا بصورت پنومونی تی پیک 

اهر می کند اما می تواند به فرم های دیگری مانند پنومونی با افیوژن یا لوکال تظ

. هموفیلوس آنفلوانزا  یکی دیگر از دو علت (2)پنومونی های دو طرفه نیز دیده شود

سال می باشد و تظاهرات کلینیکی  5مهم پنومونی باکتریال خصوصاً در کودکان زیر

ری که علائم آن از عفونت خفیف تا آن از پنوموکوک غیر قابل افتراق است، بطو

. مایکوپلاسما پنومونیه احتمالاً شایع ترین علت پنومونی (3)شدید متفاوت می باشد

سال می باشد. معمولًا در عکس ریه بصورت  5آتی پیک خصوصا در کودکان بعد از 

انفیلتراسیون پراکنده دیده می شود که گاهی نیز به صورت پنومونی بینابینی دو 

 . (4)می باشد طرفه
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نظر به اهمیت تشخیص سریع و دقیق این عوامل در عفونت های تنفسی، 

اده از روشی کارآمدکه بتواند آنها را  بطور اختصاصی شناسایی نماید از استف

ضروریات آزمایشگاه ها می باشد. امروزه در بسیاری از کشور ها استفاده از 

روش های مولکولی به منظور تشخیص عوامل بیماری زا و تعیین مقاومت 

شکی رو آنتی بیوتیکی نسبت به آنها در آزمایشگاه های میکروب شناسی پز

به افزایش است. روش های مولکولی دارای حساسیت و اختصاصیت بالا 

بوده و با کمک آن می توان عوامل باکتریال یا ویروسی را بطور هم زمان و 

 . هدف از این مطالعه،راه اندازی روش (5)اختصاصی شناسایی کرد

Multiplex PCR برای تعیین و تشخیص افتراقی هم زمان سه عامل

 عفونت های تنفسی می باشد.  شایع در

 

 روش کار 
 برای انجام این تحقیق سویه های باکتری مورد آزمایش شامل هموفیلوس

 و استرپتوکوکوس پنومونیه  (ATCC49766)آنفلو انزا 

(NCTC7465)  از مرکز کلکسیون قارچ ها و باکتری های سازمان

ا پنومونیه پژوهش های علمی و صنعتی ایران تهیه شد. ژنوم مایکوپلاسم

(ATCC10119)  از گروه میکروب شناسی دانشکده پزشکی دانشگاه

 علوم پزشکی تهران فراهم گردید.

رایج ترین روش های استخراج ژنوم شامل روش فنل کلروفرم، آلکالین 

 می باشد که در این تحقیق استخراج ژنوم برای Boilingلایزیز و روش 

موفیلوس آنفلوآنزابه روش   باکتری های استرپتوکوکوس پنومونیه و ه

Boiling   انجام پذیرفت . در این روش کلنی تک از محیط مولر هینتون

درجه  37ساعت در گرم خانه  24تلقیح  و  LBبه محیط آب گوشت 

میکرو لیتر از محیط فوق را  5ساعت،  24سلسیوس قرار داده شد . بعد از 

وژ گردید. مایع رویی دور دقیقه، سانتریف 3به مدت  5111برداشته و با دور 

 STETمیکرولیتر محلول  211ریخته شده و به رسوب حاصل، مقدار 

دقیقه با  3دقیقه در آب جوش جوشانده شد. سپس  4اضافه گردید و 

ژ گردید. مایع رویی به یک دور در دقیقه سانتریفو 5111سرعت 

برابر درصد )دو  26میکروتیوب استریل  منتقل شده و به آن پروپانول 

درجه سلسیوس  - 21دقیقه در  21حجم آن(  اضافه  و سپس به مدت 

دقیقه با سرعت  11قرار داده شد. بعد از این مرحله میکروتیوب به مدت 

ژ گردید. مایع رویی دور ریخته شده و و به دور در دقیقه سانتریفیو 11111

شک درجه سلسیوس قرار داده شد تا به طور کامل خ 37ساعت در  1مدت 

 TEمیکرولیتر محلول  51گردد. بعد از خشک شدن کامل میکروتیوب ها،  

ژنومی روی ژل  DNAو در ادامه جهت بررسی کیفیت  به آن اضافه گردید

 . (6آگارز یک درصد الکتروفورز شد)

بیمار )  171برای استخراج ژنوم از  نمونه های خلط بیماران نمونه خلط 

سال ، مشکوک به  71ماه تا  2ی زن( با گستره سن %57مرد و % 43

دانشگاه  -دانشکده بهداشت  -آنفولانزا ، ارسالی  به مرکز رفرانس آنفولانزا

علوم پزشکی تهران آزمایش شد. جهت لیز نمونه های خلط هم حجم نمونه 

دقیقه  15( اضافه گردید وسپس به مدت PBSبه آن بافر فسفات سالین) ،

ریفیوژ گردید. این مرحله تا دو بار تکرار دور در دقیقه سانت 2511با سرعت 

شد و سپس مایع رویی دور ریخته شد. در ادامه به محتویات میکروتیوب ها 

ساعت و  3به مدت  C55°اضافه و در دمای  Kمیکرولیتر پروتئناز  5

دقیقه قرار داده شد. جهت جدا سازی  31به مدت  C25°سپس در  دمای 

 –فرم(  استفاده شد. در این مرحله فنل کلرو –پروتیئن ها  ازروش )فنل 

 621به حجم کلی  1:24:25ایزو الکل آمیل به ترتیب به نسبت  –کلروفرم 

میکرولیتر به محلول اضافه و میکروتیوب های واجد محلول چندین بار 

وارونه شد تا محلول شیری رنگی حاصل گردد. سپس میکروتیوب ها به 

قه سانتریفیوژ گردیدند که در انتها دور در دقی 11111دقیقه در  11مدت 

سه فاز: شفاف رویی حاوی  ژنوم باکتریایی، سفید رنگ میانی شامل 

ایزو الکل آمیل،  –کلروفرم  –پروتئین ها  و زیرین حاوی محلول فنل 

تشکیل شد. مایع شفاف رویی که حاوی ژنوم باکتریایی می باشد به دقت با 

دیگری منتقل گردید.سپس حدود  سمپلر جمع آوری شده و به میکروتیوب

برابر حجم آن، اتانل خالص سرد اضافه و به آرامی میکروتیوب ها را چند  2

ظاهرشدند. سپس میکروتیوب ها در  DNAبار وارونه کردیم تا رشته های 

 11دور در دقیقه به مدت  11111دستگاه سانتریفوژ قرار داده و با سرعت 

تریفیوژ گردیدند.مایع رویی دور درجه سلسیوس سان 4دقیقه در دمای 

درجه سلسیوس  37ساعت در  1ریخته شده و  میکروتیوب ها به مدت 

قرار داده شد تا به طور کامل خشک گردند .بعد از خشک شدن کامل 

 .  (7)به آن اضافه گردید TEمیکرولیتر محلول  51میکروتیوب ها،  

  Primer3لاینسه جفت آغازگر اختصاصی با استفاده از نرم افزار آن

به  insilicoطراحی و در سایت تخصصی 

و در ادامه نیز به بررسی شد  http://insilico.ehu.es/PCRنشانی

( از لحاظ وجود لوپ، Oligo,BLASTوسیله نرم افزار های مولکولی)

وکوسی از ژنوم . ل(8دمای ذوب و سایر خصوصیات پرایمر ها ارزیابی شد)

که اختصاصی برای هر یک از سه باکتری فوق بود انتخاب و جهت طراحی 

( برای استرپتوکوکوس پنومونیه ، ژن blpAپرایمر به کار گرفته شد. ژن )

( برای مایکوپلاسما  gyrBآنیدراز کربنیک برای هموفیلوس آنفلوانزا و ژن )

پرایمرها در جدول یک پنومونیه جهت طراحی پرایمر  استفاده شد. توالی 

 نشان داده شده است.

توالی پرایمر های مورد استفاده در این تحقیق   1جدول   
اندازه 

 آمپلیکون

 نام باکتری توالی  پرایمر ها

 

324bp 

F: 
CTTGCGCCTGCATTAACTCT 

R: 

TTAACCTTGGGCGGTAATCA 

Streptococcus 

pneumoniae 

122 bp F: 
CTGTTGTGCAATATGCCGTC 

R: 
ATATCGGCACGTTTTTCTGG 

Haemophilus 

influenza 

416 bp F: 

TTGTTTGTTCTGGCCCTTTAC 

R: 

CATCAATGTTTTCGGCTAAGG 

Mycoplasma 

pneumoniae 

 

 
برای هر یک از گونه ها در شرایط زیر و در دستگاه   PCRواکنش 

 Taq,آنزیم   PCR  ترموسایکلر اپندورف انجام گردید. جهت انجام فرایند

DNA polymerase  PCR buffer mix MgCl2 ,dNTP  از

 میکرولیتر از 1خریداری شد. در این واکنش   kiagen tebشرکت 

DNA   ،میکرولیتر از آنزیم  5/1الگوDNA پلی مرازTaq ،5/1 

میکرولیتر از  5/1پیکومول در میکرولیتر(، 21میکرولیتر از هر آغازگر)

(مخلوط با x11)PCRمیکرولیتر بافر 5/2مولارdNTPs (5/2 ، )مخلوط 

با یکدیگر مخلوط و حجم نهایی با آب مقطر دو بار تقطیر به   

 . (3و 2، جدول 2)میکرولیتر رسانده شد 25

http://insilico.ehu.es/PCR
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 pcrمقادیر مختلف ترکیبات جهت بهینه سازی واکنش   2جدول 

 حجم غلظت اجزای واکنش

Templete  DNA µg/µl2 µl1 

PCR Buffer mix 
 2MgCl 

X11 µl5/2 

Primer forward Pmol21 µl5/1 

Primer reverse Pmol21 µl5/1 

dNTPs Mm5/2 µl2 

Taq polymerase U511 µl5/1 

DDW - µl18 

Total - µl25 

 
 برای تکثیر قطعات Termal cyclerبرنامه دستگاه    3جدول 

تعداد  زمان)دقیقه( دما)سلسیوس( مراحل

 چرخه

Initiation 

denaturation 
  C°25 5 1 

Denaturation C°21 1 35 

Annealing C°54 1 35 

Extension C°72 3 35 

 
میکرو  1میکرولیتر از محصولات واکنش به همراه  5پس از انجام واکنش 

دقیقه  تحت  31به مدت  % 2( در ژل آگارز red gelلیتر محلول رنگ زا )

الکتروفورز شدند و قطعات تکثیر شده با استفاده از  نشانگر  75تأثیر ولتاژ 

Ladder 100   .ارزیابی شد 

با پرایمر های طراحی شده برای نمونه های  uniplex PCRواکنش 

ژنومی استرپتوکوکوس پنومونیه ، هموفیلوس آنفلوانزا و مایکوپلاسما 

انجام شد و نتیجه واکنش  % 2پنومونیه انجام و الکتروفورز آنها توسط ژل 

نه بررسی شد. برای جستجوی استرپتوکوکوس پنومو 1مطابق شکل 

انجام شد که وجود قطعه  blpAبا یک جفت پرایمر ویژه ژن   pcrواکنش 

، نشان دهنده وجود این blpAجفت باز مربوط به تکثیر بخشی از ژن 324

ژن در استرپتوکوک پنومونیه بودکه از این طریق نسبت به شناسایی این 

(. برای جستجوی هموفیلوس آنفلوانزا 2ستون  -1باکتری اقدام شد)شکل

با یک جفت پرایمر ویژه ژن انیدراز کربونیک انجام شد که PCR اکنش و

جفت باز مربوط به تکثیر  بخشی از ژن انیدراز کربونیک، 122وجود قطعه 

نشان دهنده وجود این ژن در هموفیلوس آنفلوآنزا بود که از این طریق 

(. برای 4و5ستون -1نسبت به شناسایی این باکتری اقدام شد)شکل

با یک جفت پرایمر ویژه  PCRایکوپلاسما پنومونیه واکنش جستجوی م

جفت باز مربوط به تکثیر   416انجام شد که وجود قطعه  gyrBژن 

، نشان دهنده وجود این ژن در مایکوپلاسما پنومونیه gyrBبخشی از ژن 

 1بود که از این طریق نسبت به شناسایی این باکتری اقدام شد)شکل 

 1جفت باز برای کنترول استفاده شد) شکل  111(. از نشانگر 3ستون 

باکتری استرپتوکوک پنومونیه،  3(. برای تشخیص همزمان 1ستون 

هموفیلوس آنفلوآنزا و مایکوپلاسما پنومونیه با یک واکنش از سه جفت 

 (.3و  2پرایمر اختصاصی استفاده شد)شکل 

 
: 1ستون   uniplex PCRفورز محصول واکنش نتایج حاصل از الکترو  1شکل 

که قطعه ای  SPR,SPFبا آغازگر های  pcr: واکنش 2ستون   100bpنشانگر 

استرپتوکوک پنومونیه را تکثیر نمود.   blpAمربوط به ژن  394bpبه طول 

که قطعه ای به طول  MPR,MPFبا آغازگر های  pcr: واکنش 3ستون 

416bp  مربوط به ژنgyrB 4و5لاسما پنومونیه را تکثیر نمود. ستون مایکوپ :

مربوط به  199bpکه قطعه ای به طولHIR,HIF با آغازگر های pcrواکنش 

 را تکثیر نمود. هموفیلوس انفلوانزا carbonicژن 

 

 
ستون     100bp: نشانگر 1ستون      PCRواکنش مالتی پلکس    2شکل 

برای  Uniplex pcr: واکنش 3ستون     Multiplex pcr:واکنش 2

برای استرپتوکوک   Uniplex pcr: واکنش 4مایکوپلاسما پنومونیه     ستون 

 برای هموفیلوس آنفلوانزا  Uniplex pcr:واکنش 6ستون   پنومونیه

 
ن واکنش  ای set upجهت تأیید    PCRتکرار واکنش مالتی پلکس    3شکل 

: واکنش 3ستون   Multiplex pcr: واکنش 2ستون   100bp: نشانگر 1ستون 

Uniplex pcr  واکنش 4برای استرپتوکوک پنومونیه  ستون :Uniplex pcr  

برای مایکوپلاسما   Uniplex pcr:واکنش 5برای هموفیلوس آنفلوانزا  ستون 

 پنومونیه

 

 یافته ها
نمونه مثبت  31بر روی نمونه ها  Multiplex-PCRپس از انجام واکنش 

(برای استرپتوکوکوس % 8/15مورد ) 27نمونه مثبت  31شد، که از میان 

( برای هموفیلوس آنفلوانزا مثبت شد. هیچ % 7/1مورد ) 3پنومونیه مثبت ،

 .باندی برای مایکوپلاسما پنومونیه یافت نشد
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 بحث  
یک واکنش سریع و حساس برای  (PCR)واکنش زنجیره ای پلیمراز

به عنوان شاخص حضور یک میکروارگانیسم در مقادیر  DNA تشخیص

ین روش در قیاس با روش های دیگر به ویژه روش کشت، بسیار کم است. ا

از حساسیت واختصاصیت بسیار  بالاتری برخوردار است و بر خلاف روش 

کشت برای انجام آن نیازی به زنده بودن باکتری در نمونه مورد آزمایش 

. از سوی دیگر در بیماران عفونی تشخیص سریع عامل پاتوژن (11)نیست

دارد چراکه گاهی در صورت عدم درمان به موقع ، اهمیت بسیار بالایی 

ساعت فوت یا دچار ضایعات غیر قابل برگشت  12بیمار در مدت کمتر از 

است که  PCRمالتیپلکس ، روشPCRمی شود. یکی از انواع روش های 

برای تشخیص سریع و هم زمان عوامل عفونی از جمله عفونت های تنفسی 

ود مشغول کرده است. از چالش های اصلی باکتریال توجه فراوانی را به خ

این روش وجود پرایمرهای متعدد است لذا طراحی این پرایمرها بایستی با 

دقت و اختصاصیت  بالایی صورت گیرد. پژوهش گران با طراحی پرایمر 

جهت شناسایی باکتری هایی  PCR های مختلف، اقدام به توسعه روش

آنفلوانزا و مایکوپلاسما  چون استرپتوکوکوس پنومونیه ،هموفیلوس

. استفاده از پرایمرهایی که اختصاصیت پائینی (14-11)پنومونیه نموده اند

دارند در  نمونه های تنفسی با توجه به وجود بار میکروبی زیاد آن می 

با  PCR تواند به نتایج مثبت کاذب منجر گردد. لذا انجام  واکنش

ت شده نمی تواند نتایج پرایمرهای طراحی شده از روی  نواحی حفاظ

. از این رو در این تحقیق به جهت (15)دقیقی را به همراه داشته باشد

پیش گیری از پاسخ های ناخواسته از پرایمر های اختصاصی جهت انجام 

استفاده شد. این پرایمر های اختصاصی علاوه   PCR مالتی پلکس واکنش

ده در این تحقیق ، بر شناسایی تمام گونه های باکتری های استفاده ش

 هیچ واکنش غیر اختصاصی با سایر باکتری های مشابه نداشتند.
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