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 :مقدمه
توژن بیمارستانی در اسینتوباکتر به عنوان یک پا

به دلیل استفاده گسترده از آنتی بیوتیک ها  1970اواخر دهه 

این باکتری، کوکو باسیل گرم منفی،  ظهور پیدا کرد.

است که  اکسیداز منفی، غیر متحرک و هوازی اجباری

ویژه در ه به طور شایع در عفونت های بیمارستانی ب

زه کلنی اندا .(1-3) بخش مراقبت های ویژه نقش دارد

میلی متر، بدون پیگمان و صاف تا  2تا  1آن بین 

. بر روی محیط آگار خون دار (4) موکوئیدی است

 درجه سانتی 44همولیز ایجاد می کند و در دمای  معمولاً

گراد رشد می نماید. در مرحله رشد لگاریتمی شکل 

باسیل دارد، ولی در مرحله سکون به صورت کوکو باسیل 

  ین باکتری از گروه باکتری هایدیده می شود. ا

. گونه های مختلف (3) غیر تخمیری محسوب می شود

این باکتری در طبیعت انتشار وسیعی دارند و می توانند 

 از آب، خاک، پوست انسان، غذا و فاضلاب جدا 

. برای زندگی محیط های مرطوب را ترجیح (5) شوند

می دهد و در شرایط نامساعد مثل محیط خشک و یا 

 .(3) محیط های آبی می تواند به مدت طولانی زنده بماند

 چکیده:
خون و زخم ها به خصوص  ،یدستگاه ادرار ،یدستگاه تنفس یعامل عفونت ها یبومان نتوباکترياس زمينه و هدف:

 یريگيبه موقع و پ صيباشد. به منظور تشخ یاومت دارا مکسب مق ییباشد و توانا یم ژهیو یدر بخش مراقبت ها
 تاکنون  نکهیشوند. با توجه به ا لاحطور مستمر اصه ها ب کيعفونت ها، لازم است که تکن نیدرمان ا ندایفر

انجام  PCR-ELISAبا روش  رانیدر ا ینيبال یدر نمونه ها یباکتر نیا یو جداساز ییشناسا نهيدر زم یمطالعه ا
 انجام شده است. PCR-ELISAبا روش  یبومان نتوباکترياس یمطالعه با هدف جداساز نیت، انشده اس
 هیسو یو پروب بر رو یاختصاص یبا استفاده از آغازگرها PCR-ELISAروش  قيتحق نیدر ا بررسی:روش 

 کروير در کف م، محصول نشانداgltAژن  یو نشاندار کردن توال ريقرار گرفت. بعد از تکث یاستاندارد مورد بررس
 شد. ییشناسا دازيبا پراکس هکانژوگ نيژن یگوکسیضد د یباد یو با استفاده از آنت دیکوت گرد تيپل
 یرو مطالعه بر از حاصل جیو نتا یبائومان نتوباکترياس gltAاز بخش حفظ شده ژن  bp722 یتوال یبررس ها: افتهی
روش علاوه بر  نینشان داد که ا پروب و آغازگرها یريو به کارگ PCR-ELISA روش از استفاده با یباکتر نیا

 مناسب است. یباکتر عیسر صيتشخ ی، براتيدقت و حساس
 PCRبا  سهیدر مقا PCR-ELISAروش  یو سرعت بالا شتريب تياز حساس یحاصل، حاک جینتا نتيجه گيری:

نسبت به روش  یخطر کمترنمونه، از  شتريتعداد ب یعلاوه بر سهولت بررس نيهمچن کيتکن نیاست. ا یمعمول
PCR برخوردار است. یمعمول 

 
 .gltA ،PCR-ELISAژن  ،یبومان نتوباکترياس های کليدی: اژهو
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گونه  11گونه با نام معتبر و  23جنس اسینتوباکتر شامل 

با این حال، به دلیل این  (.6) بی نام )ژنومیک( می باشد

که شناسایی روتین در آزمایشگاه میکروب شناسی بالینی 

هنوز امکان پذیر نیست، در سه گروه اصلی طبقه بندی 

و  calcoaceticusمجموعه اسینتوباکتر  ده اند:ش

baumannii.گلوکز، اکسیداسیون غیر همولیتیک .  

(A.b  توسطOXA-51 .)اسینتوباکتر  شناخته می شود

lwoffii گلوکز منفی، غیر همولیتیک، اسینتوباکتر :

haemolyticus(.7) : همولیتیک 

سینتوباکتر به علت ویژگی کلینیکی و توانایی ا

کسب مقاومت دارویی، به عنوان یکی از میکرو آن در 

ارگانیسم های تهدید کننده نسبت به درمان با داروهای 

. اسینتوباکتر (8) ضد میکروبی در نظر گرفته می شود

بومانی، مهم ترین گونه از این جنس می باشد که عامل 

 عفونت های دستگاه تنفسی، خون، دستگاه ادرار و 

طور معمول بیماران ه باکتری ب . این(9) زخم ها می باشد

بستری شده در بیمارستان، افرادی که از نظر پوستی 

دچار آسیب شده اند و یا اختلالی در مسیر تنفسی شان 

، اما به ندرت (8) دارند را مورد هدف قرار می دهد

باعث عفونت در افراد با سطح ایمنی نرمال می شود و 

شخص سالم همچنین کمتر به عنوان فلور طبیعی بدن 

. در سال های گذشته گونه های (3) شناخته شده است

اسینتوباکتر به اکثر آنتی بیوتیک ها مقاوم گردیده اند و 

به دلیل مقاومت چند دارویی در این باکتری، درمان 

عفونت های بیمارستانی ناشی از آن با دشواری روبرو 

. اسینتوباکتر بومانی توانایی اتصال به (9،10)شده است

مام سطوح بیولوژیک و غیر بیولوژیک را داشته و ت

 تشکیل بیو فیلم می دهد. این توانایی، ویژگی پاتولوژیک

مهمی در بسیاری از باکتری ها می باشد و باعث 

گسترش مقاومت آنتی بیوتیکی و تهاجم به سیستم ایمنی 

توجه به مطالب ارائه شده  با. (4،11) بدن میزبان می شود

نتوباکتر بومانی در نمونه های بالینی فوق شناسایی اسی

روش های مختلفی جهت  دارای اهمیت زیادی است.

تشخیص باکتری ها وجود دارد، اما روش هایی که بر 

هستند تکنیک های بهتری جهت  DNAپایه ژنوم و 

استفاده از روش های مولکولی . (6) تشخیص می باشند

 حساس تر و دقیق تر از روش های مرسوم باکتریولوژیک

است. همچنین این روش ها در مقایسه با روش های 

متداول آزمایشگاهی اختصاصی تر هستند. روش های 

مولکولی از نظر تشخیص قطعی گونه باکتری نسبت به 

(. 1) روش های متداول آزمایشگاهی ارجحیت دارند

PCR  روشی سریع و حساس است که در دهه های اخیر

بسیار مورد توجه دانشمندان علوم زیستی قرار گرفته 

است. این روش به علت کارایی بالا به طور گسترده ای 

کار گرفته می شود. ه در تشخیص سریع پاتوژن ها ب

PCR  قادر است که تعداد نسخه اندکی ازDNA  هدف

ورز قابل تشخیص را تا سطحی که توسط ژل الکتروف

(. در سال های اخیر با استفاده 1،6،12) تکثیر نماید ،باشد

از روش های تشخیص سریع و پیشرفته مولکولی، امکان 

تعیین سویه باکتری و نیز انتخاب آنتی بیوتیک مناسب 

ساعت مهیا شده است. این  4تا  3در فاصله زمانی حدود 

رزشمند امر هم برای پزشک و هم برای بیمار بسیار ا

گرچه این روش دارای مزایای بسیاری  (.13،14) است

اما محدودیت هایی نیز دارد )استفاده از مواد  ،است

به همین دلیل جهت رفع  .(6،12) سرطان زا، هزینه بالا(

کار گرفته شد که بتواند تا ه این مشکلات روشی ب

را به حداقل  PCRحدودی معایب روش های مبتنی بر 

ه به اینکه تاکنون مطالعه ای در زمینه با توجبرساند. 

نمونه های  شناسایی و جداسازی اسینتو باکتر بومانی در

 .نجام نشده استا PCR-ELISA بالینی در ایران با روش

با  اسینتوباکتر بومانی این مطالعه با هدف جداسازی

در این روش از  نجام شده است.ا PCR-ELISAروش 

از ژن هدف که  پروب های اختصاصی ناحیه مشخصی

با بیوتین برچسب گذاری شده اند و نیز  '5در ناحیه 

 digoxigenin-11-dUTPیا  DIG-dUTP نوکلئوتیدهای

جهت استفاده در سنتز ناحیه مشخصی از ژن هدف و 

جهت  Anti-DIG proxidaseنتی بادی آهمچنین 

با  PCRکنش بین پروب و محصول  شناسایی نهایی میان

یزا استفاده می گردد. در این روش استفاده از روش الا

پروب بیوتینه با استفاده از میانکنش تمایلی بیوتین و 
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 استرپتواویدین در کف پلیت الایزا پوشش گزاری 

 می شود.

که کد کننده سیترات  gltAدر این تحقیق از ژن 

می باشد استفاده  housekeepingسنتاز و از ژن های 

تری کربوکسیلیک شد. این آنزیم در چرخه متابولیک 

اسیدها نقش دارد و با تجمیع استیل کوانزیم آ و 

اگزالواستات تولید سیترات و کوانزیم آ می کند. در 

واقع محصول این ژن در احیاء نوکلئوتیدهای پورین 

موثر در تولید انرژی که وابسته به زنجیره انتقال الکترون 

کنش های فسفرولاسیون می باشند نقش  حاصل از میان

می تواند به عنوان  gltA(. مقایسه توالی 15) ساسی داردا

یک بخش محافظت شده برای این باکتری در کنار 

برای استنتاج تکامل  16s rDNAروش تعیین توالی 

 ویژه هنگامی که ه باکتری مورد استفاده قرارگیرد، ب

مدل های فیلوژنتیک ناپایدار از توالی ریبوزومی به دلیل 

ایجاد  اهت توالی بین این باکتری هاسطح بالایی از شب

 شود، این ژن می تواند نقش تعیین کننده ای داشته 

 (.15،16) باشد
 

 بررسی:روش 
مرکز تحقیقات در این تحقیق از آزمایشگاه 

سویه باکتری میکروبیولوژی کاربردی بقیه الله )عج( 

Acinetobacter baumannii  تهیه و تست های

صورت ه انجام و باکتری ب قبلاً آنمربوط به بیوشیمیایی 

 یید نهایی شده تحویل گردید.أت

روش  ه دوب ژنومی باکتری  DNAاستخراج

Boiling و CTAB .صورت گرفت 

یک کلنی تک از محیط   Boilingدر روش

 تلقیح و  مایع LBباکتری به محیط کشت  کشت

 سپسدرجه سانتی گراد قرار داده شد.  37ساعت در  12

از  وژ گردید. پس اشته شده و سانتریفاز محیط فوق برد

 مایع رویی دور ریخته شد و به رسوب حاصل، بافر آن

TE  اضافه گردید و در آب جوش جوشانده شد. سپس

مایع  ،نشین شوند تا اجزاء سلولی ته گردید ژسانتریفو

 رویی به یک میکروتیوب استریل منتقل گردید. 

در  260در طول موج  DNAدر نهایت مقدار غلظت 

 .شددستگاه نانودراپ اندازه گیری 

 محیط تک کلنی باکتری به، CTABدر روش 

LB  درجه  37 ساعت در 12منتقل و به مدت مایع 

 .شدانکوبه سانتی گراد 

سانتریفوژ  برداشته و کشت فوقمحیط از  سپس

به این . حل شد TE گردید. رسوب حاصل در بافر

بر میلی  میلی گرم 20 % و آنزیمSDS10 مخلوط بافر 

 درجه سانتی گراد 37در  واضافه   Proteinase Kلیتر

و  NaCl مولار 5 نمک آنپس به س. انکوبه گردید

درجه سانتی گراد  65در و اضافه  CTAB/NaClمحلول 

 ایزوآمیل -گرمادهی شد. هم حجم آن، مخلوط کلروفرم

درجه سانتی گراد و  4مخلوط حاصل در اضافه و الکل 

حجم آن ز رویی را برداشته و هم فاسانتریفوژ شد. 

 ایزوآمیل الکل اضافه و  -کلروفرم -مخلوط فنل

ثانیه( تا دو فاز با هم  15-30به آرامی تکان داده شد )

 درجه  4ترکیب شوند. مخلوط حاصل در دمای 

به تیوپ دیگری فاز رویی . گردیدسانتی گراد سانتریفوژ 

در دمای  اضافه ومنتقل شده و هم حجم آنایزوپروپانول 

بعد از گراد نگهداری شد.  سانتی ه یدرج -70

به رسوب ، درجه سانتی گراد 4در دمای  سانتریفیوژ

% اضافه شد و مجدداََََ محلول در دمای 70اتانول  حاصل

. رسوب حاصل گردیددرجه سانتی گراد سانتریفوژ  4

 .اضافه شد TEبافر  آنبه  ودر دمای آزمایشگاه خشک 

به  RNase Aحتمالی، آنزیم ا RNAسپس برای حذف 

 درجه  37ساعت در 1محلول اضافه و به مدت 

 .نگهداری شد سانتی گراد

 )فرادست:  طراحی پرایمرپس از این مرحله 

5- AATTTACAGTGGCACATTAGGTCCC- 3  فرودستو 

5- GCAGAGATACCAGCAGAGATACACG- 3 ) پروبو 
(Biotin- 5'- ATGGTTGGTGTAGTAGGCGC- 3') 

 می باشد،اختصاصی اسینتوباکتر بومانی که  gltA برای ژن

 وسیلهه . قسمت حفظ شده این ژن ب(17)انجام گرفت 

Multiple Sequence Alignments ا استفاده از ب

BLAST  سرور بررسی شد و پرایمرها با استفاده از
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Primer 3 plus  طراحی شدند. همچنین پروب بیوتینیله

 ی از سکانس داخلی ژن، به کمک مکمل بخش

نرم افزارهای بیوانفورماتیک طراحی و برای سنتز به 

 .شرکت ژن فن آوران سفارش داده شد

میکرولیتر  25در حجم نهایی  PCRواکنش 

 الگو،  DNAمیکرولیتر  2که شامل  تهیه شد

 ، dNTPمیکرولیتر  1کلرید منیزیم، میکرولیتر  1

میکرولیتر معادل  PCR 10X، 5/0بافر میکرولیتر  5/2

پلیمراز،  Taq DNA Polymeraseیک یونیت آنزیم 

آب مقطر میکرولیتر  16 از هر پرایمر و میکرولیتر 1

مقادیر  2 شماره جدولبود.  (DDW) دو بار استریل

قطعه مورد نظر  PCR را نشان می دهد. PCRواکنش 

سیکل انجام شد که زمان بندی آن به صورت  30در 

دقیقه  1، سانتی گراد 95ن واسرشت در دقیقه زما 1

دقیقه زمان طویل  1و سانتی گراد  55زمان اتصال در 

زمان  3شماره  جدولبود. سانتی گراد  72شدن در 

جفت بازی را تکثیر  722که قطعه  PCR بندی مراحل

 PCR بررسی محصول جهت می کند، نشان می دهد.

 دهستفاا TBEدر بافر % 1 از الکتروفورز ژل آگارز

گرم  TBE، 25 بافر لیتر میلی 250ی ه تهی برای)شد. 

میلی لیتر  10گرم بوریک اسید و  75/13تریس باز با 

EDTA  8با  میلی مولار 5/0ی=PH  مخلوط گردید و

میلی  250سپس حجم آن با آب مقطر دو بار تقطیر به 

بوده و برای  10Xلیتر رسانده شد. محلول حاضر 

 ق گردید(.رقی 9به  1مصرف به نسبت 

برای بررسی حساسیت پرایمرهای طراحی شده 

تهیه شد. بدین  256/1تا  2/1از ژنوم سریال رقت 

میکرولیتر  2میکرولیتر از نمونه مثبت با  2صورت که 

 آب مقطر تزریقی مخلوط گردید و از مخلوط حاصل 

 ، 2/1استفاده شد. سپس از رقت  2/1به عنوان رقت 

میکرولیتر آب مقطر تزریقی  2میکرولیتر برداشته، با  2

دست آمد. این کار تا رقت ه ب 4/1مخلوط کرده و رقت 

 طبق دستورالعمل PCRتکرار شد. سپس واکنش  256/1

بر روی ژل آگارز  PCRفوق انجام گرفت و محصول 

 % ارزیابی گردید.1

برای بررسی اختصاصی بودن پرایمرهای سپس 

ه از با ژنوم تخلیص شد PCRطراحی شده، واکنش 

جام شد. سپس ان موراکسلاسه باکتری های خانواده

 ارزیابی شد. %1بر روی ژل آگارز  PCRمحصول 

 ابتدا  PCR-ELISAبرای انجام واکنش 

 استرپتواویدین با  میکروگرم( 3لیتر )میکرو 3

 A، 0062/0 میکرولیتر بافر پوششی به چاهک 97

نشاندار شده با دیگوکسی  PCRمحصول  گرممیکرو

 ،Bمیکرولیتر بافر پوششی در چاهک  95 باژنین 

)غیر نشاندار(  عادی PCRمحصول  گرممیکرو 0037/0

 Dو  Cمیکرولیتر بافر پوششی در چاهک  97 با

میکرولیتر بافر  100بدون آنتی بادی( و  D)چاهک 

ساعت  1اضافه و به مدت  E( به چاهک Ag-) پوششی

ا انکوبه شد. سپس چاهک هدرجه سانتی گراد  37در 

( %20 )فسفات سالین حاوی توئین PBSTبار با  3

 شستشو داده شد. در مرحله بعد به همه چاهک ها 

ساعت در  1اضافه و  Blocking bufferمیکرولیتر  100

چاهک ها  نگهداری شد. مجدداًدرجه سانتی گراد  37

بار شستشو داده شد. همزمان با مرحله  PBST 3با 

 DIG ل نشاندار شده بامیکرولیتر از محصو 5بلاکینگ، 

(Digoxigenin ) میکرولیتر بافر دو رگه سازی  95در

SSC 1X  جوشانده و دقیقه  10ریخته و به مدت 

میکرولیتر  10دقیقه روی یخ قرار داده شد. سپس  5

 پیکومول به آن اضافه گردید و  20پروب بیوتینه 

قرار داده شد. سپس درجه سانتی گراد  59 رساعت د 1

  رساعت د 1اضافه و  Aط به چاهک این مخلو

 بار شستشو با 3انکوبه شد. بعد از درجه سانتی گراد  37

PBST میکرولیتر آنتی بادی ضد  100، مقدارDIG  نشاندار

 Dبه جز  همه چاهک هابه  2000/1 با پر اکسیداز با رقت

نگهداری گراد  سانتیدرجه  37ساعت در  1اضافه و 

میکرولیتر  PBST ،100شد. پس از شستشوی مجدد با 

میلی  1در  OPDمیلی گرم  4 از محلول سوبسترا شامل

میکرولیتر آب  10بافر سیترات فسفات به همراه لیتر 

دقیقه در  30% به چاهک ها اضافه گردید و 30اکسیژنه 

 تاریکی قرار داده شد. برای توقف واکنش از 
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1 

مولار استفاده  5/2میکرولیتر اسید سولفوریک  100

نانومتر با  492س جذب نوری در طول موج شد. سپ

 ELISA Reader (DYNEX Technologies) دستگاه

 خوانده شد.

از  PCR-ELISAبررسی حساسیت روش برای 

تعیین غلظت با نشاندار، پس از  gltAژن  PCRمحصول 

از ، سریال رقت نانومتر 260جذب نوری در استفاده از 

سیت با روش تهیه شد و جهت تعیین حسا 128/1تا  2/1

PCR-ELISA .مورد بررسی قرار گرفت 

 

 :یافته ها
DNA  ژنومی باکتری با دو روشBoiling  و

CTAB  استخراج گردید. مقدار غلظتDNA  تخلیص

 نانومتر در دستگاه نانو دراپ 260شده در طول موج 

 محاسبه شد.نانوگرم بر میکرولیتر  1245

یک جفت پرایمر جهت  PCRجهت واکنش 

انتخاب گردید که با بهینه سازی واکنش  gltAن تکثیر ژ

PCR  منجر به تکثیر قطعهbp 722  ژن مورد نظر شد. در

و  PCRجهت شناسایی محصول  PCR-ELISA واکنش

به منظور تأیید ژن تکثیر یافته، با کمک نرم افزارهای 

بیوانفورماتیک، پروب مناسب برای توالی داخل ژن 

 (.1ماره شتصویر طراحی گردید )
 

 

 
ژن  PCRژل آگارز مربوط به محصول  :1 تصویر شماره

gltA 

( 2ستون ؛ DNA (100bp Ladder)( نشانگر اندازه 1ستون 
( محصول واکنش 3ستون ؛ gltAژن  PCRمحصول واکنش 

PCR نشاندار شده با دیگوکسي ژنين. 

 

 

 
 ب                                 الف                                                       

 PCRتعيين حساسيت و اختصاصيت واکنش  :2 شماره تصویر

تا  ليتر(ميكرونانوگرم بر  325)غلظت  2/1( به ترتيب رقت 9تا  2( نمونه رقيق نشده، PCR :1الف( تعيين حساسيت واکنش 
ب( بررسي اختصاصيت واکنش ؛ DNA (Mix Ladder bp)( نشانگر اندازه 10ليتر(، ميكرونانوگرم بر  5/2)غلظت  256/1رقت 
PCR :1نشانگر اندازه 2 ،( اسينتوباکتر بوماني )DNA (100bp Ladder)، 3کلبسيلا6 ،( شيگلا5 ،( اشرشياکلي4 ،( کنترل منفي ). 

 

500bp 

722bp 

1         2        3      

500bp 

722bp 

722bp 

1   2   3   4   5   6   7   8   9   10 1       2       3       4        5       6 
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سریال  PCRواکنش  ،الف 2ماره شتصویر 

رقت، بررسی حساسیت پرایمرها را نشان می دهد. 

لیتر( میکرونانوگرم بر  325)غلظت  2/1سریال رقت از 

تهیه گردید.  لیتر(میکرونانوگرم بر  5/2)غلظت  256/1تا 

نشان دهنده  PCRنتایج بررسی اختصاصیت واکنش 

طوری ه اختصاصی بودن پرایمرهای طراحی شده بود، ب

که برای باکتری ها تست شده در آزمایشگاه 

ی ژل ( هیچ باندی بر روکلبسیلا، شیگلا ،اشرشیاکلی)

ب(. سپس نتایج  2 تصویر شمارهآگارز مشاهده نشد )

با الایزا بررسی شد. جذب نوری  PCRمحصول 

اسینتوباکتر بومانی بیش از حد مقادیر کنترل های 

که برای سایر باکتری ها کمتر از  واکنش بود، در حالی

 دست آمد.ه مقادیر کنترل ب

حاصل از  PCRنمودن محصولات  پس از نشاندار

  جذب آن در آزمایش الایزا انجام گرفت و، gltAژن 

قرائت شده محصول  ODقرائت گردید. میزان نانومتر  492

PCR  نشاندار شده ژن برابر یک بوده که این میزانOD 

 3 مارهشتصویر قرائت شده در حد قابل قبولی بود. نتایج در 

 شده است. ارائه
 

 
ر آشکارسازی پليت های ميکروتيت :3 شماره تصویر

 PBSحاوی 
( 2 ؛DIG-Dutpنشانگذاری شده با   PCRمحصول (1

( 4؛ Ag( کنترل بدون 3؛ نشانگذاری نشده  PCRمحصول
 .Abبدون  کنترل

تعیین و  PCR-ELISAروش  حساسیتبررسی برای 

 DNAژنومی توسط این تکنیک، از  DNAحداقل غلظت 

 PCR-ELISA تهیه و با استفاده از روش ژنوم، سریال رقت

 .الف( 4)تصویر شماره  ارزیابی قرار گرفتمورد 

 

 

 

 الف                                                                                    ب                                   

 PCR-ELISAتعيين حساسيت و اختصاصيت روش  :4 شماره تصویر

 5/162)غلظت  4/1رقت  (4 ؛ليتر(ميكرونانوگرم بر  325)غلظت  2/1رقت  (PCR-ELISA :2روش  الف( تعيين حساسيت

 ؛ ليتر(ميكرونانوگرم بر  6/40)غلظت  16/1رقت  (16 ؛ليتر(ميكرونانوگرم بر  81)غلظت  8/1 رقت (8؛ ليتر(ميكرونانوگرم بر 
 128/1 رقت (128؛ ليتر(ميكروگرم بر نانو 1/10)غلظت  64/1رقت  (64 ؛ليتر(ميكرونانوگرم بر  3/20)غلظت  32/1رقت  (32

 26/1)غلظت  512/1رقت  (512؛ ليتر(ميكرونانوگرم بر  5/2)غلظت  256/1 رقت (256 ؛ليتر(ميكرونانوگرم بر  5)غلظت 
نانوگرم  317/0)غلظت  2048/1( رقت 2048؛ ليتر(ميكرونانوگرم بر  634/0)غلظت  1024/1 رقت (1024 ؛ليتر(ميكرونانوگرم بر 

( کنترل 2اسينتوباکتر بوماني،  (PCR-ELISA :1ب( تعيين اختصاصيت روش . فاقد آنتي بادی - ؛فاقد آنتي ژن - ؛ليتر(كروميبر 
 .( کنترل فاقد آنتي بادی7( کنترل فاقد آنتي ژن، 6، کلبسيلا (5( شيگلا، 4اشرشياکلي،  (3منفي، 
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 الف 4 تصویر شمارهدست آمده در ه نتایج ب

دار و قابل قبول بودن جواب ها در ی شان دهنده معنن

3/0=OD  634/0)غلظت  1024/1برابر با رقت 

نتایج بررسی همچنین  ؛لیتر( می باشدمیکرونانوگرم بر 

نشان دهنده ی  PCR-ELISA روش اختصاصیت

 اختصاصی بودن پرایمرهای طراحی شده بود، 

به طوری که برای سایر باکتری ها هیچ باندی بر روی 

ب(. سپس  4ماره شتصویر هده نشد )ژل آگارز مشا

به صورت  PCR-ELISAدست آمده با روش ه نتایج ب

نمونه ی اسینتوباکتر  OD نمودار زیر حاصل شد.

بومانی بیش از حد مقادیر کنترل های واکنش بود، در 

حالی که جذب نوری برای باکتری های دیگر کمتر 

 از کنترل واکنش بود.

 

 بحث:
طرناک و کشنده بسیاری از بیماری های خ

انسان، از طریق عفونت های بیمارستانی به دنبال جراحی، 

ضعف سیستم ایمنی افراد، جراحات در بیمارستان، 

احتمال آلودگی و عفونت های ثانویه با باکتری های 

. (18) زای فرصت طلب، افزایش می یابد بیماری

بیمارستانی  اسینتوباکتر بومانی یک پاتوژن فرصت طلب

 ر بخش مراقبت های ویژه باعث بروز است که د

به علت مقاومت  (.1،2) عفونت های شدید می شود

دارویی این باکتری، مشکلات بزرگی در درمان بیماران 

طوری که علاوه بر اثرات ه ب (.18-20) وجود آمده استه ب

موجب افزایش هزینه های درمانی شده  نامطلوب بالینی

ت شناسایی این . روش های متداولی که جه(21) است

کار برده می شوند شامل روش های ه میکروارگانیسم ب

که  کشت باکتری، بیو شیمیایی و ایمونولوژیک می باشند

که متوسط در  طوریه ب ،زمان بر هستند این روش ها عمدتاً

تشخیصی  روش های .(22)روز زمان نیاز دارند  3حدود 

 زیادی بر پایه مولکولی برای باکتری ها وجود دارد 

 Real Time PCRو  PCR ،Multiplex PCRاز جمله: 

در این (. 23) که هر کدام دارای مزایا و معایبی می باشند

سعی در  PCR-ELISAتحقیق با استفاده از روش 

 برطرف نمودن بسیاری از معایب روش های دیگر 

از قبیل زمان بر بودن، محدودیت در بررسی همزمان 

تعداد نمونه های بالا و کار با مواد سرطان زا صورت 

همچنین سرعت و  PCR-ELISA گرفته است. تکنیک

اختصاصیت قابل قبولی را در تشخیص مقادیر اندک 

 )جدول اهم آورده استتوالی های اختصاصی ژن فر

 .(1 شماره

 

 qPCRو  PCR ،PCR-ELISAمقایسه بين سه روش تشخيص  :1 شماره جدول

qPCR PCR-ELISA PCR مقایسه 

 مواد مورد نياز استاندارد آزمایشگاه تجهيزات استاندارد آزمایشگاه تجهيزات نياز به تجهيزات فلورسانس

 هزینه مواد پایين متوسط بالا

 حد تشخيص نانوگرم بر ميکروليتر 1-10 نانوگرم بر ميکروليتر 01/0 م بر ميکروليترنانوگر 25/0

 توانایی کمی شدن خير نيمه کمی کمی

 

اتاق تاریک، امکان  عدم نیاز به دستگاه ژل داکت،

عدم  آلودگی کم نسبت به روش های لکه گذاری ساترن و

کار ه ب Real-timeاستفاده از مواد گران قیمت که در روش 

 از دیگر محاسن این تکنیک محسوب می شوند. ،می روند

 از آنجا که این روش در مدت زمان کوتاه قابل اجرا 

سریع بوده و به راحتی هم استاندارد اً روشی نسبت، می باشد

در ضمن ریسک آلودگی برای پرسنل  ،می گردد

 آزمایشگاه کاهش می یابد.
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Chiang  عفونت  برای اولین بار همانندو همکاران

 PCRاسینتو باکتر بومانی از روش های ریوی ناشی از 

بیمار  114تراشه های حلق  هت شناسایی این باکتری درج

بستری در بخش مراقبت های ویژه استفاده کردند. نتایج این 

درصدی این روش را در  100حساسیت  مجدداًبررسی 

. (24نشان داد ) بومانی اسینتو باکتر تشخیص سریع

Nomanpour  و همکاران برای شناسایی اسینتوباکتر بومانی

بیمار مبتلا به ذات الریه، تکنیک  361در نمونه های تنفسی 

Taqman RT-PCR  را بر پایه توالی ژنbla oxa-51 

 .(26،25) می باشدکه اختصاصی باکتری فوق  طراحی کردند

هدف آن ها از این مطالعه، ایجاد یک روش سریع و 

 یی مستقیم اسینتو باکتر بومانی در حساس برای شناسا

 نمونه های تنفسی بود.

و همکاران نشان  Nomanpourنتایج بررسی های 

یک روش سریع و حساس برای  RT-PCRداد که 

-RTکه روش البته باید متذکر گردید تشخیص می باشد. 

PCR  در مقایسه با روشPCR نیاز  معمولی به زمان بیشتری

یل آلودگی و جواب های مثبت و به دل PCR ، همچنیندارد

در مقایسه با منفی کاذب حساسیت و اختصاصیت کمتری 

RT-PCR 1طور که در جدول شماره  همان. (25) دارد 

اگرچه روشی ارزان  PCRتوضیح داده شده است روش 

ن را در بسیاری از آاست و می توان به طور ساده 

دن اما کمی نبو ،زمایشگاه های تشخیصی استفاده نمودآ

در تشخیص اولیه عفونت های باکتریایی  نتایج که خصوصاً

ن آدارای اهمیت است و نیز پایین بودن نسبی حساسیت 

ن آنسبت به دیگر روش های مبتنی بر تکثیر ژن، از معایب 

حساس و کمی  روشی کاملاً RT-PCRاست. از طرفی 

ن هزینه های بالای انجام آن آترین معایب  اما از مهم ،است

 از به داشتن آزمایشگاه ویژه است که در همه نقاط و نی

زمایشگاهی ساده آنمی تواند به عنوان یک روش 

طور  گیرد. همان استانداردسازی و مورد بهره برداری قرار

حساسیت این  ،ن اشاره شده استآکه در جدول هم به 

 برابر است و  100معمولی در حدود  PCRروش نسبت به 

روش کمی نیز می تواند مورد از طرفی به عنوان یک 

می توان  RT-PCR استفاده قرار گیرد. همچنین در مقایسه با

آن را در بسیاری از آزمایشگاه های تشخیص با هزینه قابل 

اجرایی نمود. بر این اساس در سال های اخیر محققان  قبولی

برای شناسایی برخی  PCR-ELISAبسیاری از تکنیک 

 .ندباکتری ها استفاده نموده ا

و همکاران برای  Gomes به عنوان مثال

 PCR-ELISAتشخیص شیستوزومیازیس از روش 

برای تشخیص مستقیم  حققین(. م21) استفاده کردند

سودوموناس آئروجنوزا از کشت خون از این تکنیک 

(. در این مطالعه نیز برای اولین بار شناسایی 27) نمودند

 PCR-ELISAبا استفاده ار روش  اسینتوباکتر بومانی

مورد ارزیابی قرار گرفته است. این مطالعه نشان داد که 

فمتوگرم در  300می توان ژنوم این باکتری را در حد 

مورد شناسایی قرار داد که نسبت به روش  میکرولیتر

PCR  حساسیت بسیار بالایی را نشان می دهد. همچنین

با توجه به عدم شناسایی ژنوم باکتری های دیگر که در 

ن مطالعه به عنوان کنترل مورد استفاده قرار گرفته ای

بودند اختصاصیت پرایمرهای طراحی شده و همچنین 

 .یید قرار گرفتأروش فوق مورد ت
 

 نتیجه گیری:
در مقایسه با روش های تشخیصی که توسط دیگر 

محققان انجام شده است، نتایج این بررسی نشان داد که 

ایی اسینتوباکتر برای شناس PCR-ELISAحساسیت روش 

طوری که قادر است ه ، ببومانی به مراتب بسیار بیشتر است

هدف را تشخیص دهد.  DNAتعداد نسخه اندکی از 

طراحی شده  gltAاستفاده از پرایمرهایی که بر اساس ژن 

اند، کارایی بالایی در تشخیص اسینتوباکتر بومانی با روش 

PCR-ELISA توباکتر دارند، زیرا این ژن در همه اسین

 بومانی ها وجود دارد )میزان بروز بالایی دارد(. طبق نتایج 

جهت طراحی پرایمر  gltAدست آمده، استفاده از ژن ه ب

 ،نیز شده است PCR-ELISAباعث اختصاصی شدن روش 

که سویه های دیگر باکتری های مورد ارزیابی با  طوریه ب

نین به استفاده از این آغازگرها قابل تشخیص نیستند. همچ

دلیل استفاده از پروب، اختصاصیت این تکنیک به میزان 

 بسیار زیادی افزایش یافته است.
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Background and aims: AcinetobacterBaumannii causes infections such as respiratory tract, 

urinary tract and blood and wounds infections; especially in intensive care units around the world 

and it has ability to acquire drug resistance. In order to recognize and track the treatment of these 

infections, techniques should continuously be modified. Up to now the investigation has not done 

on the identification and isolation of the bacteria in clinical samples by PCR-ELISA method in 

Iran, this study was performed to isolate Acinetobacterbaumannii by PCR-ELISA method. 

Methods: In this study, standard strains were evaluated using specific primers and probes by 

PCR-ELISA method. After amplification and labeling gltA gene, labeled products were coated in 

micro plates and detected using antibodies against digoxigenin conjugated with peroxidase. 

Results: The results of PCR-ELISA method showed that 722 bp fragment from conserved gltA 

gene. This method is a rapid and sensitive method for the detection of bacteria by using specific 

primer and probs. 

Conclusion: The results indicated that PCR-ELISA possesses a greater sensitivity faster in 

comparison with conventional PCR. This technique also facilitates the investigation more 

samples easily and the risk of applying this methods is lower than conventional PCR. 

 

Key words: Acinetobacter baumannii, gltA gene, PCR-ELISA. 
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