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Abstract 

 

Background and Objectives: Pneumonia is caused by a range of microorganisms. The incidence of bacterial 

pneumonia can be divided into two categories: hospital-acquired pneumonia and community-acquired pneumonia. 

Community acquired Pneumonia is a related leading cause in different populations. Staphylococcus aureus and 

Klebsiella pneumonia are the most common cause of hospital-acquired pneumonia, and Streptococcus pneumonia 

and mycobacterium tuberculosis are Cause of community-acquired pneumonia. The aim of this was to investigate 

the common causative factors of respiratory tract infections include Streptococcus pneumonia, Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumonia and mycobacterium tuberculosis using multiplex PCR was the main aim of this study.   

Materials & Methods: This study was experimental development. Multiplex PCR is a rapid, accurate molecular 

method for the simultaneous detection of two or more specific genes in a reaction.In this study, multiplex PCR 

method for simultaneous detection in the genome-specific sequences leading causes of pneumonia (Streptococcus 

pneumonia, mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aurous and Klebsiella pneumonia) was done. Specific 

genes that we chose in this study were: ply (pneumolysin) for Streptococcus pneumonia, nuc (thermonuclease) for 

the staphylococcus aureus, gyrA (gyrase A) for Klebsiella pneumoniae and pncA gene for Mycobacterium 

tuberculosis, also the 16s ribosomal gene was used as a positive control. 

Results: After set-up procedure and observing specific bands, sequencing was confirmed the accuracy of 

observed bands.Our results showed that the detection of Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, 

Klebsiellapneumoniae and Mycobacterium tuberculosis in a Multiplex PCR reaction is possible. 

Conclusion: In fact, this method can be used for direct and simultaneous detection of these agents in the 

respiratory specimens. 
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 چكیده
ػیلِ طیف ٍػیؼی اص ثبکششیف:اهداسمینه و  ًَی ثَ ه یٍشٍع دٌَ ِ   ؿیَد.   ّب ایجبد هیی  ّب ٍ  ًَی اکشؼیبثی اص مبهؼی هی یی  ػبهیب ثشمؼیشِ     ،دٌَ

ًَی ثبکششیبل اص ًظش ًحَُ اثشلا ثِ دٍ دػشِ سقؼین هی ه اَهغ هخشلف اػز. دٌَ ًَی ثیوبسی دس م ه ًَی  ّبی اکشؼبثی اص ثیوبسػیشبى  ؿَد: دٌَ هی ّیبی   ٍ دٌَ
ع اػشبفیلَکَکَع.اکشؼبثی اص مبهؼِ سئَ ًَیِ ٍ کلجؼیلا اٍ ه َ    اص ؿیبیغ  دٌَ هی اَهیب دٌَ کَ   ّیبی اکشؼیبثی اص ثیوبسػیشبى ّؼیشٌذ ٍ      ًیسیشیي ػ اػیششدشَ
ًَیِ ٍ  ه م هبیکَدٌَ ثَشکلَصیغ ثبکششیَ طًی هی ثبکششی س ًَی ّبی ؿبخص دبسَ ه جیبم اییي     .ّبی اکشؼبثی اص مبهؼِ ّؼیشٌذ  ثبؿٌذ کِ ػبهب دٌَ ّیذ  اص اً

لَشیذلکغ دی ػی آس  ًَی رکش ؿذُ اص طشیق ه اَهب ػف خیص ػ  هی ثبؿذ.(Multiplex Polymerase Chain Reaction) هطبلؼِ سـ
لَشیذلکغ دی ػی آس :ها روػمواد و  خیص ّن ه لَی دقیق ٍ ػشیؼی اػز کِ ثشای سـ لَک صهیبى دٍ ییب دٌیذیي طى اخشیبدیی دس      سٍؽ ه

اٍکٌؾ ثکبس هی ػؼِ سجشثی هی ثبؿذ دس آى   ی   ع سَ لَشیذلکغ دی ػی آساص سٍؽ سٍد. ایي هطبلؼِ اص ًَ خیص ّوضهیبى ػیکبًغ   ه ّیبی   ثشای سـ
ًَی ) ه اَهب ثشمؼشِ دٌَ م ػ کَکَعاخشیبدی طًَ ًَیِ، هبیکَ اػششدشَ ه م دٌَ ثَشکلَصیغ، اػشبفیلَکَکَع ثبکششیَ سئیَع ٍ کلجؼییلا   س ِ  اٍ ًَیی ه یشُ  دٌَ ( ثْ

شخییبة کشدین    . طىگیییشین هییی لَیضیيّییبی اخشیبدییی کییِ هییب دس ایییي هطبلؼییِ اً هیی کَکَعثییشای  :دٌَ ًَیییِ اػییششدشَ ه کلئییبص  ،دٌَ ًََ ثییشای سشه
ع اػشبفیلَکَکَع سئَ ًَیِ کلجؼیلاثشای طیشاص ، اٍ ه م pncAٍ  دٌَ ثَبکششیَ ثَشکلَصیغ ثشای هبیک  16sّوچٌییي هیب دس اییي هطبلؼیِ اص طى      .ثبؿیٌذ  هی س

اَى کٌششل هثجز اػشفبدُ کشدین صٍهی ثؼٌ  .  سیجَ
بیی ثبًیذّبی هیَسد ًظیش اص طل اػیشخشاد گشدییذ ٍ ثیشای       ثؼذ اص ػز کشدى سٍؽ ٍ هـبّذُ يافته ها: ی ثبًذّبی اخشیبدی، مْز سبییذ ًْ
اَلی ) یخیص ّوضهیبى      فشػشبدُ ؿذ. (Sequencingسؼییي س یبى داد کیِ سـ کَکَع ًشبیج هطبلؼِ هیب ًـ سئیَع،     اػیششدشَ ًَییِ، اػیشبفیلَکَکَع اٍ ه دٌَ
م دٌَهًَیِ ٍ هبیکَ کلجؼیلا اٍکٌؾ  سَثشکلَصیغ ثبکششیَ  .ثبؿذ هیؼش هی دی ػی آسدس ی  

اٍقغ هی نتیجه گیزی: ًَِ دس  اَهب دس ًو خیص هؼشقین ٍ ّوضهبى ایي ػ اَى اص ایي سٍؽ دس سـ شُ س فؼی ثْ  گیشی کشد. ّبی سٌ
 

لَشیذلک :واصه ها کلید فؼی،   غه ًَز ّبی سٌ ًَیِدی ػی آس، ػف ه کَکَع دٌَ ثَشکلیَصیغ،   ، اػششدشَ م س ثَیبکششیَ سئیَع  هبیک ٍ  اػیشبفیلَکَکَع اٍ
ًَیِ ه  کلجؼیلا دٌَ
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 مقدمه

ًَی ه ّبی ثؼیبس دٍس ؿیٌبخشِ ؿیذُ    ثیوبسی اػز کِ اص صهبى  دٌَ
اَهیب ؿیبیغ    های مجاری تنفسی تحتانی عفونت .(1)ثیَد  یکیی اص ػ

اَى   ایجبدکٌٌذُ ثیوبسی کٌٌیذُ دس کَدکیبى ٍ    ّبی مذی کـیٌذُ ٍ ًیبس
طى(2)ثبؿٌذ هی دس ػشاػش دًیب ثضسگؼبلاى دس  LRTIّبی ػبهیب   . دبسَ

ذی هی گشٍُ دػشِػِ  ًَذ:   ثٌ  ؿ

ِ  ؿیبهب   مرسوو)تتپیپ(  های  باکتری(1 ًَیی ه کَکَع دٌَ ، اػیششدشَ
ضا ّوَفیلَع اًَ ع، آًفل سئَ ّبی گیشم   ٍ اسگبًیؼن اػشبفیلَکَکَع اٍ
 هٌفی هخشلف

ضا ،  RSVاص مولیِ   های تنفسوی  ویروس(2 اًَ ضا ٍ  آًفلی اًَ . دیبساآًفل
ًَییِ،   : های غپرتپیپ( باکتری(3 ه ًَییِ، کلاهیذیبدٌَ ه هبیکَدلاػوب دٌَ
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ًَِ سبػی کلاهیذیب دؼی ًَلا ّیبی هخشلیف    ٍ گ اٍطُ آسیذیکجییبًرش  .لظیی
طى ثبلیٌیّبی ػلائن  سفبٍر ّبی فیَ  اػیز. الجشیِ     دس ػِ دػشِ دبسَ

اَهب دیرشی ّن هیی  یذ ثبػیا ایجیبد    ػ اًٌَ ًَذ اص مولیِ    LRTIس ؿی
م ّیییبی ثیییی ّیییب، ثیییبکششی قیییبس  ثَیییبکششیَ اَصی، هبیک ّیییب  ّییی
ثَشکلَصیغهثب یبة داخلیی ٍ       .(3-2).س ًَییز، الشْ ه ًَی ییب دٌَ هی دٌَ

لَی سیِ اػز ئَ ًَی فضبّبی آل ًَز ایي ثیوبسی. (4)دیشاه ّیبی   اص ػف
ذاؿیشی   کب ػوذُ اص هؼضلار ثْ فؼی سحشبًی اػز کِ ثـ هجبسی سٌ

وبس هی سٍددس ػشاػش مْبى  ًَی   .ثـ هی ّیبی   هشگ ٍهیش ًبؿیی اص دٌَ
َ  7/2ثبکششییییبیی  ًَیثشاثیییش ثیـیییشش اص دٌ یٍشٍػیییی   هییی ّیییبی 

طى(4)ثبؿذ هی ًَی .دبسَ ه یب ٍ    ، سٍؽ ّبی هؼجت دٌَ ّبی اکشؼیبة آًْ
ًَی هٌجش ثِ ؿٌبخز ػیِ   ًشبیج ثبلیٌی هخشلف سیخ ه ّبی هشفبٍر دٌَ

ًَی1سیخ اص ایي ثیوبسی ؿذُ اػز:  ه ّیبی اکشؼیبثی اص مبهؼیِ      ( دٌَ
ًَی2 ه ًَی دس ثیویبساى   3 ٍّیبی اکشؼیبثی اص ثیوبسػیشبى     ( دٌَ هی ( دٌَ

ییب ثییذٍى  ٪60سییب  40حییذٍد  .(1)ػییشکَة ایوٌییی اص ایییي ثیوبسیْ
خیص ثبقی هی ذ کِ ػلز آى ػ سـ ذم هشامؼِ ثیوبس، ػذم اسمیبع  هبًٌ

ًَیِ ثیشای آصهیبیؾ هیی     ثبؿیذ.   دضؿ  ٍ ًیض دس اخشیبس قشاس ًذادى ًو
خیییی   دلیب دیرش حؼبػیز ٍ اخشیبدیز هشغیش دس سٍؽ ّبی سـ

ًَز . (5)هؼوَل اػز ػی     ّب ثطَس هَفقییز  اکثش ایي ػف آهییضی سَ
ثٍی قبثب دسهبى ّؼیشٌذ  اَهب ضذ هیکش اَهیب    (6)ػ یَیز ػ . سؼیییي ّ

ذاؿیز   ویز ثبلایی هخیَدب اص ًظش ثْ ًَی داسای اّ ه ایجبدکٌٌذُ دٌَ
ّیبی   . سؼیز (2)ثبؿذ سیضی مْز دسهبى ثیوبسی هی ػوَهی ٍ ثشًبهِ

شخب خییی ًقؾ حیبسی سا دس اً ثٍی هٌبػیت ٍ  سـ ة داسٍی ضذهیکش
ثیش هطبلؼیبر ثیـیششیي    دس اک. (6)کٌٌیذ  ًشیجِ هطلَة ثبلیٌی ثبصی هی

ًَی اکشؼیییییبثی اص مبهؼیییییِ    هییییی اَسد ایجبدکٌٌیییییذُ دٌَ هییییی
کَکَعسا ًَیِ اػششدشَ ه ّیبی ػیٌی حشیی کَدکیبى      دس سوبم گیشٍُ  دٌَ

ًَی (7, 5-4)ؿیَد  ؿبهب هیی  هی ّیبی اکشؼیبثی اص ثیوبسػیشبى     . دس دٌَ
ًَیِّبی گشم هٌفی هثب  اسگبًیؼن ه ًَبع ، کلجؼیلا دٌَ ٍگیشم   ػیَدٍه

سئییَعاهثجییز هثییب  اَسد هـییبّذُ  ػییشبفیلَکَکَع اٍ دس ثیـییشش هیی
ذ ؿذُ یخیص د   . اص سٍؽ(10-8, 4)اً ػی ثیشای سـ ًَی  ّبی هشٌَ هی ٌَ
ییشُ هییثلا مذاػییبصی ثییبکششی اص خییَى، هییبیغ  ؛اػییز گیییشی ؿییذُ ثْ
ئَیَلاس  Pleuralمٌت) ًٍکَآل ًٍکَػکَدی، ثش دؼی ثبفز سیِ، ثش (، ثیَ
اٍط) . ًشیبیج کـیز خلی  ٍ خیَى هوکیي      (11)ٍ کـز آى(BALلا
طی ًییض   سٍص دس دػششع قشاس ًریشًذ. سؼز 3-2اػز سب  لٍَ ّبی ػش

ًَِ دٍم ػشم ثؼذ اص  ًَذ قبثیب   ّفشیِ گشفشیِ ً   3-2سب هَقؼی کِ ًو ـی

.هشییذّبیی ثییش دبیییِ سکثیییش اػیییذّبی  (12)اػشوییبد ٍ هؼشجییش ًیؼییشٌذ
کلئییی  ًَNAAT(nucleicacidamplificationtests)  ُطشاحییی ؿییذ

اَثیذّی    accuracyاػز کِ اص ًظش دحز) (، حؼبػییز ٍ صهیبى م
یٌِ ؿذُ طى ثْ ذ ٍ ثشای سدیبثی دبسَ فؼی هیَسد اػیشفبدُ قیشاس     اً ّبی سٌ

لَشیذلکغ دی ػی آس.سٍؽ (13)گیشًذ هی اَع سٍؽ ه ی ّیبی   یکی اص اً
PCR    ٍاػز کِ دس آى دٍ یب دٌذ ػکبًغ ّذ  سا ثیب اػیشفبدُ اص د

اٍحذ هی اٍکٌؾ  اَى سکثییش داد. اییي     یب دٌذ مفز دشایوش دس ی   سی
ذ ثِ سٍؽ هی اًَ مْی حفظ صهبى ٍ کیبّؾ صحویز ٍ    س طَس قبثب سَ

ربُ هَسد اػشفبدُ  ِ دس آصهبیـ . هب دس اییي هطبلؼیِ   (13)اس گیشدقشّضیٌ
یٌِ لَشیذلکغ دیی ػیی    ػبصی ی  سٍؽ  ثِ طشاحی ٍ ثْ ثیشای   آسهی
فؼیی    هیَسد اص هْوشیشیي ثیبکششی    دْیبس ؿٌبػبئی ّوضهیبى   ّیبی سٌ

کَکَعّییب ؿییبهب: دییشداصین. ایییي ثییبکششی هییی ًَیییِ  اػییششدشَ ه ٍ  دٌَ
م ثَبکششیَ ثَشکلَصیغ هبیک ًَی س ه ّیبی اکشؼیبثی اص مبهؼیِ ٍ     ثشای دٌَ

ًَیِ اػییشبفیلَکَکَع ه سئییَع ٍ کلجؼیییلادٌَ ًَیاٍ هیی ّییبی  ثییشای دٌَ
 ثبؿٌذ. اکشؼبثی اص ثیوبسػشبى هی

 
 ها روػمواد و 

یَِ ّیب دس هحیی  کـیز ثلادآگیبس کـیز دادُ ؿیذًذ.        ّوِ ػ
دسمیِ ثیِ   37دس دهیبی   کلجؼییلا ٍ  اػیشبفیلَکَ  ّبی حبٍی  هحی 
ثَییِ ؿییذًذ. ییی  هیذر   ک هَکییَ ؿییجبًِ سٍص اً ًیییض دس هحییی   دٌَ

ؿیجبًِ سٍص  یی   هیذر   اکؼیذکشثي ثِ دی ٪5ٍ  37ثلادآگبس ٍ دهبی 
یَِ هَسد اػشفبدُ  ثَِ ؿذ. ػ ک ماً ثَبکششیَ ًییض دس ثخیؾ ػیب ٍ     هبیک

ى اؿشبیي ثِ هذر  ی ٍ دس هحی  لَ ّفشِ کـیز  دْبس سحقیقبر سیَ
شخیبة ؿیذًذ کیِ دس     ّبیی اص ثبکششی دادُ ؿذ.دس ایي هطبلؼِ طى ّب اً
ِ     ثبکششی هَسد ًظش هٌحیشثِ یَ ّیبی آى   فشد ثیَدُ ٍ ًییض دس سویبم ػی

داخلی ٍ حفبظز ؿذُ حضَس داؿیشِ ثبؿیٌذ. اییي     ثبکششی ثیَسر
ًَی ثشای ؿٌبػیبئی اییي ثیبکششی    طى ًَبگ ّیب هیَسد    ّب دس هطبلؼبر گ

    ِ ییذ. ثییشای  ثیییَسر اخشیبدییی هییَسد اػییشفبدُ قییشاس گشفشیی  اً
کَ  ِ  اػششدشَ ًَیی ه ًَیِ،    اػیشبفیلَکَکَع ، دٌَ ه سئیَع، کلجؼییلادٌَ اٍ

م ثَییبکششیَ ثَشکلییَصیغ هبیک ّییبی اخشیبدییی   ثییِ سشسیییت، طى  س
ply،nuc،gyrAٍpncAّیب اص ػیبیز    ّذ  قشاس گشفز. ایي طى هَسد

NCBI       .یب دی  ؿیذ شخبثی اص هقبلیِ ثیب آًْ اػشخشاد ٍ دشایوشّبی اً
 (.1)مذٍل ثشخی اص دشایوشّب ًیض ثش ّویي هجٌب طشاحی ٍ د  ؿذ

 
اَلی دشایوشّبی هَسد اػشفبدُ :1جدول                                            س

 طول محصول                                  3           5توالی پرایمر                                    باکترینا) 
 F: GTCTGGCGTATGTTGACGATGAA                816   کلجؼیلا دٌَهًَیِ                

R:GTTTCTGCAGACGCAGATCCAGA 
سئَع         F: GCGATTGATGGTGATACGGTT               279          اػشبفیلَککَع اٍ

R: AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 
َهًَیِ              F: CCCACTCTTCTTGCGGTTGA                        209اػشبفیلَککَع دٌ

R: TGAGCCGTTATTTTTTCATACTG 
ثَشکلَصیغ      ثَبکششیَم س  F:ATGCGGGCGTTGATCATCGTC                       186هبیک

R: CGGTGTGCCGGAGATGCGG 
S16                           هـششF:GCAAACAGGATTAGATACCC                      427 

R: CGTCATCCCCACCTTCCTCC 
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ثلاػیز ؿییذُ ٍ الرَّییبی   NCBIاییي دشایوشّییب سوبهیب دس ػییبیز   
هٌبػجی اص ًظش اخشیبدیز هـبّذُ ؿذ. ّوچٌیي ثشای د  کیشدى  

ب اص ًظش  یکیب لیَح، مفیز    دسدیذ ٍ آًبلیض آًْ ًَذگی ثبصّیب،    سـ ؿی
GΔافضاس  ٍ  غیشُ اص ًشمgeneruner ػبیز ٍMPCR ُش  گیشی ؿذ.   ثْ

ّیبی کـیز ٍ ثؼیذ اص دشٍػیِ      ّیب دس هحیی    ثؼذ اص سؿیذ ثیبکششی  
، آصهییَى peQ-labثییب اػییشفذُ اص کیییز اػییشخشاد  DNAاػییشخشاد 

singlePCR  ّبی هَسد هطبلؼِ، طجیق دشٍسکیب    س  ثبکششی ثشای س
جبم ؿذ: جبمصیش اً اٍکٌؾ:PCRثؼذ اص اً  30دسمیِ   95)ؿشای  دهبیی 

ثشای ب(ػییک  45ثبًیِ  ٍ سؼذاد  70دسمِ  72ثبًیِ، 30دسمِ  94ثبًیِ، 
هخلیَطی اص   DNAّیبی   هَسد ًظش ّش ثیبکششی، اػیشخشاد    ػکبًغ
(، A()گیییشٍُ اػیییشبفیلَکَ ٍ  کلجؼییییلا)دوتوووا یّیییبی  کلٌیییی
هَکییَ ٍ  اػییشبفیلَکَ ، کلجؼیییلا)تووا ی سوو  ( ٍ B()گییشٍُ دٌَ

ًٍییییذ    C)گییییشٍُ چهارتووووا ی جییییبم گشفییییز سییییب س (اً
یٌِ یَِ MultiplexPCRػبصی ثْ ّب ثب ایي سشسیت دَسر گییشد. ثیِ    ػ

یٌِ ًٍذ ثْ دس  DNAػبصی ّش ی  اص ایي ػِ هخلیَ   طَس مذاگبًِ س
جبم سػیذ)ثجض هشحلِ   (:  5هشاحب کلی صیش ثِ اً

شخبة حذاقب هششیبل هَسد ًیبص ثشای حییَل هطلیَة   (1 سیشیي   اً
 ثبًذّب؛

شخییبة هطلییَة (2 ثییشای ثذػییز آٍسدى سییشیي دهییبی آًیلیٌیی   اً
جیبم    ششیي ثبًذّب ٍ حز  ثبًذّبی کبرة احشوبلی؛ ثؼیذ اص اً ثْ

دسمِ سؼییي 62سشیي دهبی آًیلیٌ   هٌبػتگشادیبًز دی ػی آس
 ..ؿذ

شخبة سؼذاد ػیکب (3 ( ثیشای ثشطیش  ؿیذى    45ّیبی هٌبػیت)   اً
یٍب  کوشً هـکب  دى  دى ثیؾ اص حذ ثبًذّب؛ دشسً ثَ  ثَ

شخبة هذر (4  ؛extentionصهبى هٌبػت ثشای  اً

قبثب ؿٌبػیبئی   DNAثشسػی ٍ ػٌجؾ حذاقب حجن ٍ سقز  (5
خییییی؛ سقییز    ػیی  ایییي سٍؽ سـ اص   ػییشیبلی    یّییبی  سَ

ى ثٍی ثب هشمؼییز   ػَػذبًؼیَ ّبی ّش ی  اص ػِ هخلَ  هیکش
ذ ) ه دٍ  دس سقیز   5ٍ سب  1/0ی  (، ثش دبیcfu/ml108×6ِفبسلٌ

یِ ؿذ طی اػششیب سْ لََ دس آخیشیي سقیز   کِ دس ًشیجِ ػشم فیضی
cfu/ml104×6    (.1ػلَل ثیبکششی ٍمیَد داسد)ؿیکبDNA ای
لَِ اػشخشاد ٍ الکششٍفَسص  15ایي  جبم ؿذ)ؿکب ل  (.2 اً

جبم  (6 لَشیذلکغ دی ػی آساً شخبة ٍ ّنه اَى کیشدى   ؛ ثؼذ اص اً خ
سقیز   PCR ،5دهبی آًیلیٌ  ٍ هیضاى دشایوشّب ٍ دیرش هششییبل  

DNA   د هَسد آصهیبیؾ یِ ؿذُ ثَ اص ّش ػِ گشٍُ ثبکششی کِ سْ
لَشیذلکغ دی ػی آس   .قشاس گشفزه

اَلی ) (7  .(Sequencingسؼییي س
 

 يافته ها
جیبم   DNAثب اػشفبدُ اص کییز اػیشخشاد   DNAاػشخشاد  اً
دی ػی آس ثِ دیَسر مذاگبًیِ ثیشای    آصهَى گشدیذ ٍ ػذغ 
جیبم سػیذ)ؿیکب ؿیوبسُ     س  س  کلٌی ّیب   اص دیغ  (.1ثیِ اً

ی ثبًذّبی اخشیبدیی گشادیبًیز دیی ػیی آس ثیشای      هـبّذُ
گزاؿیشِ ؿیذ.   ة  1ؿیکب  کلٌی ّب ثِ سشسیت قبثب هـبّذُ دس 

لَشیذلکغ دی ػی آس  ثشای گشٍُ سؼز  Aّیبی سشکیجیی    ّبی  ه
جیبم سػیذ)ؿیکب     5دس  Cسب  ؿیبهب   Aگیشٍُ   (.2  سقیز ثیِ اً

هَکیَ )  (، bp 279)اػیشبفیلَکَ  ( ٍ bp 209ثبکششی ّبی دٌَ
ؿیبهب   B(. گیشٍُ  الیف  2( هیی ثبؿذ)ؿیکب   bp 816)کلجؼیلا

م ثبکششی ّبی ثیِ   ثَیبکششیَ (، bp 816)کلجؼییلا (، bp 186)هبیک
هَکییییَ  ( هییییی bp 279)اػییییشبفیلَکَ ( ٍ bp 209)دٌَ
ؿییییبهب ثییییبکششی ّییییبی  C(. گییییشٍُ ة2ثبؿذ)ؿییییکب 
م ثَبکششیَ هَکَ ،کلجؼیلاهبیک ٍ ّوچٌییي   اػیشبفیلَکَ  ٍ  ،دٌَ

اَى    s 16 کٌشیییشل هثجیییز طى  ثیییبکششی ّیییب سحیییز ػٌییی
universal(bp427 د2( هی ثبؿذ)ؿکب) 

ًَِ ّیبی   لَشیذلکغ دی ػی آس دس ًو ثؼذ اص ػز کشدى سٍؽ ه
رکییش ؿییذُ ٍ کٌشییشل هثجییز، ثبًییذّبی  اخشیبدییی دس طل    
الکششٍفَسص هـبّذُ گشدیذ. ثبًذّبی هَسد ًظش اص طل اػیشخشاد  
 گشدیذ)ثب اػیشفبدُ اص کییز اػیشخشاد اص طل کییبطى( ٍ مْیز     
ؼیییٌ  اسػییبل گشدیییذ. ًشییبیج      ئٌَ ییبیی ثییشای ػک سبییییذ ًْ

ؼیییٌ  ثییب فشهْییبی  ئٌَ ّییب دس ػییبیز  ػییکبًغ ی  FASTAػک
NCBI   ب ثیؾ اص بثِ ٍمیَد   ٪90هقبیؼِ ؿذ کِ دس ّوِ آًْ سـ

جیبم دیی ػیی آس ٍ       ؼییٌ  دیحز اً ئٌَ اٍقغ ػک داؿزٍ. دس 
 ٍمَد ثبًذّبی اخشیبدی سا سبییذ کشد.

 

 

 ة    الف  
سشسیت هشثَ  ثِ  ثِ 5سب  1ثبًذّبی ؿوبسُ  ؛DNAاػشخشاد اػشخشاد ؿذُ ثِ سٍؽ کیز DNAّبی حبدب اص ػکبًغ PCRشًبیج  الف(:1شکل 

ثَبکششیَم فٍَسص اص آصهَى  ة(ثبؿٌذ. هی (bp 279)اػشبفیلَکَ ٍ  (bp 209)،دٌَهَکَ universal(bp427 )، (bp 816)کلجؼیلا، (bp 186)هبیک الکشش
PCR-gradiantاٍکٌؾ بی آًیلیٌ   fسب  aّبی  ؛  اٍکٌؾ7/58ٍ  5/59 /61 /62 /5/62 /63ثِ سشسیت دس دهبّ ًیض ثِ سشسیت ثب دهبی  9سب  1ّبی  دسمٍِ  

یًلیٌ    دسمِ  ثِ اًجبم سػیذ.57ٍ  58 /7/58 /5/59 /61 /62 /5/62 /63 /64آ
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 د   ة   الف   
َهَکَ ): Aّبی گشٍُ ثبکششی Multiplex-PCRًشبیج الف(:2شکل (، هبسکش ثِ سشسیت اص دبییي ثِ bp 816(، کلجؼیلا)bp 279اػشبفیلَکَ )ٍ  (bp 209دٌ

ثَبکششیَم)Bگشٍُ PCRًشبیج . ة((1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100ثبلا) (، bp 816(، کلجؼیلا)bp 186:هبیک
م): Cگشٍُ  PCRًشبیج . د( (bp 279( ٍ اػشبفیلَکَ )bp209دٌَهَکَ ) ثَبکششیَ  universal(bp، (bp 816کلجؼیلا)، (bp 186هبیک

َهَکَ )427   bp279اػشبفیلَکَ )ٍ  (bp 209(،دٌ
 

 بحث  
ییخیص  MultiplexPCRدس اییي هطبلؼییِ هییب اص سٍؽ   ثییشای سـ

کَکَع ّوضهییبى م اػییششدشَ ثَییبکششیَ ًَیییِ، هبیک ه ثَشکلییَصیغ،  دٌَ س
ِ  اػییشبفیلَکَکَع ًَی ه سئییَع ٍ کلجؼیییلادٌَ اػییشفبدُ کییشدین.   اٍ

اَهیب هخشلیف       یخیص ػ هطبلؼبر هشؼذدی اص اییي سٍؽ ثیشای سـ
ًَز ًَیز   ػف فؼی سحشبًی اػین اص ػف ّیبی آسیذیی  ٍ    ّبی ػیؼشن سٌ

ذ. سیذی  اػشفبدُ کشدُ اٍقغ هطبلؼِ اً ی هطبلؼیبر   کٌٌذُیذی هب سبی ٍ دس 
دُ اػز. دس ریب ثِ ثشسػی ثشخی اص اییي هطبلؼیبر دشداخشیِ     آًبى ثَ

 ؿَد: هی
سهي ٍ ّوکیبساى دس ػیبل          ًَیِ     2011سَ ، ؿٌبػیبیی ّوضهیبى گ

ًَلا     ّبی ثبکششیبیی  ًَییِ ٍ لظیی ه ًَییِ، کلاهییذیب دٌَ ه هبیکَدلاػوب دٌَ
هییَفیلا ًَییِ ّییبی کلیٌیکییی ثییِ سٍؽ   دٌَ  MultiplexPCRسا دس ًو

جیبم ؿیذ، اص     ثشسػی کشدًذ. دس ایي هطبلؼِ کِ دس آسلاًشبی اهشیکیب اً
ِ دس  MP181ػکبًغ ّبی اخشیبدی  ًَیی ه -Pan، هبیکَدلاػوب دٌَ

leg هَفیلادس ًَلا دٌَ دس CP-argٍمَد داؿیز ٍ   ssrAکِ دس طى  لظی
ًَیِ ه ی ی دیشٍسئیي هوبًؼیز کٌٌیذُ   کِ دس طى کذ کٌٌذُ کلاهیذیب دٌَ

یبیی دس اییي هطبلؼیِ     آسطًیي ق شُ گیشی ؿذ. کیبسائی ًْ شاس داؿز، ثْ
د100% سب 90 ًَیِ ّیبی      2008دس ػیبل     .% ثَ ًَض ٍ ّوکیبساى، گ لی

ًَلا   ثبکششیییبیی  ًَیییِ ٍ لظییی ه ًَیییِ، کلاهیییذیب دٌَ ه هبیکَدلاػییوب دٌَ
هَفیلا یذ ثیِ       دٌَ سشلٌ یربُ آًشیَسح ًَ ًَِ ّبی ثیبلیٌی دس داًـ سا دس ًو
دس اییي   .ٍ ؿٌبػبیی قشاس دادًذ هَسد ثشسػی MultiplexPCRسٍؽ 

ًَی اکشؼیبثی اص مبهؼیِ      147هطبلؼِ کِ ثش سٍی  هی ثیوبس هجشلا ثیِ دٌَ
هبیکَدلاػیوب  ثیشای   p1( nisehdatycدَسر گشفز، اص طى ّبی)

ًَیییِ ه ًَیییِ ٍ طى pst1ی ، قطؼییِدٌَ ه ثییشای  mipثییشای کلاهیییذیب دٌَ
هَفیلا ًَلا دٌَ شُ گیشی ؿذ لظی کیبیغ ٍ ّوکیبساى    2006دس ػبل .ثْ

ًَِ ّبی ثبکششیبیی  ضا ٍ   ثِ ؿٌبػبیی گ اًَ هَکَ ، ّوَفیلیَع آًفلی دٌَ
فؼی سحشیبًی ثیِ طیَس    هَساکؼلا کبسبسالیغ  ًَِ ّبی ػیؼشن سٌ دس ًو

لٍیٌؼیکب      یربُ کبس ب دس ایي هطبلؼیِ کیِ دس داًـ ّوضهبى دشداخشٌذ. آًْ
لَیضیي ثیشای   ه هَکیَ  دَسر گشفز اص طى ّبی دٌَ بسار ، فَهی دٌَ

ضاسدٍکشییبص ثییشای  اًَ هَساکؼییلا ثییشای  ompBٍ  ّوَفیلییَع آًفلیی
دس ایي هطبلؼِ ثیب   MultiplexPCRاػشفبدُ کشدًذ. سکٌی   کبسبسالیغ
ی  ٍ ّوکیبساى دس ػیبل     .% ثِ ًشیجیِ سػییذ  100کبسایی  اًٍ یبمیبى 
اَهیب   MultiplexPCRی  سٍؽ 2008 سا ثشای ؿٌبػبئی ّوضهیبى ػ

ًَی ه یٌِ ثبکششیبل سیذی  ٍ آسیذی  دٌَ ػیبصی کشدًیذ. دس    دس کَدکبى ثْ
هَکیَ ،    ّیبی اػیشبفیلَکَکَع   ایي هطبلؼیِ، ثیبکششی   سئیَع، دٌَ اٍ
کَکَع طى، هَساکؼیلاکبسبسالیغ، ّوَفیلیَع  اػششدشَ ضای   دبیَ اًَ آًفلی

ًَیِ، ، Hip، ثییییذٍى کذؼییییَل ه سدسلادشسییییَصیغ، کلجؼیییییلادٌَ ثَ
ًَیییییییِ، هبیکَدلاػییییییوب ٍ   ه هییییییَفیلا، کلاهیذیبدٌَ ًَلادٌَ لظی

م ثَبکششیَ ثَشکلَصیغ هبیک ، nuc ،plyّیبی   ثیِ سشسییت اص طشییق طى    س
pare ،copB ،gyrB ،capB ،porin ،gyrA ،mip ،pst-1 ،16s-23s ،

sen-reg ر ثشسػیی ؿیذُ   بدس اکثش هطبلؼ.هَسد ؿٌبػبئی قشاس گشفشٌذ
ًَز ثیـشش سوشکض ثش ثبکششی فؼی آسیذیی  ثیَد.    ّبی ػبهب ػف ّبی  سٌ
جییبم دادییین فَکییَع ثییش سٍی  دس حبلیکییِ دس هطبلؼییِ ای کییِ هییب اً

ًَیّبی ػبهب  ثبکششی ه ّبی سیذی  ٍ ؿذیذ ٍ ثؼییبس ؿیبیغ ثیَدُ     دٌَ
ماػز.دس هَسد  ثَبکششیَ جیبم        هبیک یذکی دس هیَسد اً ًییض هطبلؼیبر اً

MultiplexPCR  ّییبی دیرییش  ثییشای ؿٌبػییبئی آى دس کٌییبس ثییبکششی
ی کِ دس هطبلؼِ هب ثیشای  ّبی یَسر ّوضهبى هَمَد اػز. ػکبًغث

ِ  گبّیب  ی ّیذ  قیشاس گشفیز ًییض     ؿٌبػبی فیشد ثیَد. هیثلا     هٌحییشث
دس ًیشم   کلجؼییلا  gyrAی طى ایوشّبی هَسد اػشفبدُ ثشای ؿٌبػیبی دش

 افضاس طشاحی ٍ د  ؿذ.
 

 گیزی نتیجه

جیبم    ػبدگی ، ساحز  MultiplexPCRٍ دش  صهیبى کین دس اً
فؼی رکیش ؿیذُ یی  هضییز      ًَی سٌ اَهب ػف خیص ّوضهبى ػ دس سـ

اَى اص ایییي سٍؽ دس  اص ایییي سٍ هییی .ؿییَد ػوییذُ هحؼییَة هییی سیی
ًَِ اَهب دس ًو خیص ایي ػ یشُ ثیشد.      سـ اٍقیغ  ّبی ثیبلیٌی ّین ثْ دس 

 ِ ِ     هطبلؼِ هب هقذهی ًَی جیبم اییي سٍؽ دس ًو ّیبی کلیٌیکیی    ای ثیش اً
 گشدد. هحؼَة هی

 
 تشكز تقديز و 

س ایشاى  دَسر گشفشیِ اػیز.    ؼشیشَ دبػشَ دمِ اً ایي دشٍطُ ثب ثَ
ی کِ دس ثخؾ هیکشٍة ثذیي ٍػیلِ اص ؼیشیشَ   ؿٌبػی کلیِ ّوکبساً اً
س ایشاى ی سا داسین.   دبػشَ کش ٍ قذسداً بیز سـ  هب سا یبسی ًوَدًذ ًْ
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