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۴۷۱  

 
  

   درErwinia amylovora ي باکتريابين در ردي نويها ت روشيتوسعه دقت و حساس

  *  پنهانيها ي با آلودگياهي مواد گ

  

  

COMPARISION AND DEVELOPMENT OF NEW METHODS FOR 
DETECTION OF Erwinia amylovora IN LATENT INFECTION PLANT 

MATERIAL 
  
  

 
   ۱يلا صادقي لو **ي مسلم خانيکبر

  )۲۹/۴/۱۳۹۰ :رشيخ پذي؛  تار۳/۱۰/۱۳۸۹: افتيخ دريتار(

  

  دهيچك

 کـه بـا   ييهـا  روش. ان اسـت يسـرخ   خانواده گليها يمارين بيتر ن و مخربيتر  از مهميکي Erwinia amylovora آتشک با عامل يماريب

 ـدر ا .  هـستند  يماري در کنترل ب   يکنند ابزار مهم   ي م يابياد پاتوژن را رد   يت ز يسرعت و حساس    ـن تحق ي ت و دقـت چهـار روش       يق حـساس  ي

 ـ مقا يساز ي و به همراه غن    يساز ي مختلف بدون غن   يصيتشخ  ـسه و ارز  ي  ـ گرد يابي  تـا   CCT يمـه انتخـاب   يط ن ي مح ـ يروش کـشت رو   . دي

CFU/ml۱ي باکتر E. amylovora ـ  .  پنهان نبودي آلودگيابيص داد اما قادر به ردياه آلوده تشخيرا از عصاره گ   يسـاز  يبـا اسـتفاده از غن

 CFU/ml غلظـت  Lateral flow immuno Chromatographyروش. ر شـد ي پنهان امکانپـذ يها ي در آلودگي باکتريابيص و رديتشخ

 پنهـان، دقـت   يط آلـودگ ي در شـرا ي باکتريابي علاوه بر توان رديساز ي پس از غن ولينمود، يياه آلوده را شناسايدر عصاره گ ي باکتر۱۰۵

 ي با استفاده از آغازگرهـا     يا انهي آش PCR معمول و    PCRروش  . دا کرد يش پ ي افزا CFU/ml ۱ تا   يعني برابر   ن آزمون صد هزار   يص ا يتشخ

 يسـاز  ي با غنياهي در عصاره گي باکترCFU/ml۱  در حد ين باکتريي پايها تي پنهان و جمعي آلودگيابيت قادر به ردي با موفقياختصاص

ار ي بـس ي زنده بـاکتر يها  سلوليابي نداشت هرچند که در رد   ين آزمون مولکول  يش دقت ا  يزا در اف  يريثأ ت يساز يغن. شد يساز يو بدون غن  

  .موثر است
  

  

  

  

  Lateral flow immunochromatography، کشت، ي سازي، غنPCR، يابي، ردErwinia amylovora : يدي كل يها واژه

  

  

  

  
  

   تحقيقات ثبت و گواهي بذر و نهاله در مؤسس٢٠٨٠٨٨٨٠١٣نتايج طرح پذيرفته شده شماره  از يبخش :*

  moslemkhany@yahoo.com :يكي مسئول مكاتبات، پست الكترون:**
  هاي گياهي، مؤسسه تحقيقات ثبت و گواهي بذر و نهال استاديار و کارشناس بيماري بيبه ترت .١
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  مقدمه

 ي مخـرب رو   يياي باکتر يها يماري از ب  يکي آتشک   يماريب

اهان خـانواده رزاسـه اسـت       ير گ يادار و س   وه دانه يدرختان م 

(Vander Zwet and Keil 1979) .معمول يها ياستراتژ 

 پاتوژن، هرس   يابي، رد يآگاه  شي، پ يمارين ب ي کنترل ا  يبرا

ــواد      ــموم و م ــتفاده از س ــوده و اس ــان آل ــذف درخت و ح

ص يتـشخ . (Vander Zwet 2002)باشـد  يکش م ـ يباکتر

 از ظهـور     بـه خـصوص قبـل      يماريزود هنگام و به موقع ب     

 يمـار ي به کـاهش خـسارت ب      يانيتواند کمک شا   يعلائم م 

ن ي ـ ا يابي ـ رد ي بـرا  يادي ـ ز يهـا  ط کشت يتاکنون مح . کند

ن ي ـ شـده اسـت و در اکثـر ا         يزبان معرف ـ ياه م ي از گ  يباکتر

عنوان منبع کربن استفاده شده است      ه  ها از سوکروز ب    طيمح

، D3 ،SNA ،CG agar يهـا  کـشت   طيتوان به مح ـ يکه م

NSA  وCCT   اشـاره نمـود ( Crosse and Goodman 

1973 ; Miller and Schroth 1972; Bereswill et 
al. 1998; Ishimaru and Klos 1984).  

 Lateral flow يکيص سـرولوژ ي روش تـشخ راًياخ

immunochromatography (LFIC)ــ ــوان ه  ب ــعن ک ي

زات گـسترده   ي ـاز بـه تجه   يع و بدون ن   ي سر يصيروش تشخ 

رار گرفتـه    کشورها مورد اسـتفاده ق ـ     ير برخ  د يشگاهيآزما

 CFU/ml۱۰۶  در حـد  يت ـين روش تنهـا جمع ي که ااست

 از  .)WWW.bioreba.com(  دي ـنما ي م ـ يابي را رد  يباکتر

ا ي ـ PCRگر روش   يق و حساس د   ي دق يصي تشخ يها روش

 يابي ـبـه رد  ون است که قادر     يزاسي مر ي پل يا رهيواکنش زنج 

.  اسـت  ياهي ـ در بافـت گ    ين بـاکتر  ييار پا ي بس يها تيجمع

 اسـت  PCR يهـا  ک ممانعت کننـده ين تکني ا يمشکل اصل 

ار معمول ي بس E. amylovoraيزبان باکترياهان ميکه در گ

به منظور افزايش حساسيت و دقت اين روش اسـتفاده          . هستند

 پيشنهاد شده است (nested PCR)اي   آشيانهPCRاز 

( Llop et al. 2000; Baranauskaite et al. 2008). در 

 ذکر شـده    يها ت روش يزان دقت و حساس   يق حاضر م  يتحق

.  قـرار گرفتـه اسـت   يابي ـگر مـورد ارز   يکديق آنها با    يو تلف 

ص يش دقـت تـشخ    ي افزا ي رو يساز يش غن ين اثر پ  يچن هم

  .ده استي گرديز بررسي ني زنده باکتريها سلول

  

  ها مواد و روش

سـسه  ؤ از مE. amylovora بـاكتري  خـالص شـدة  جداية 

 يمـه انتخـاب   يط ن ي مح يافت و رو  ي در يپزشک اهيقات گ يتحق

CCT (Ishimaru and Klos 1984) جهـت  .  کشت شـد

 ي مـورد آزمـون از سـر       يها کيص تکن ي دقت تشخ  يابيارز

ــت ــا رق ــاکتريه ــاري بي ب در ) CFU/ml  ۱۰۸- ۱(زا  يم

ب ي س ـ  درخـت  يهـا   حاصـل از شـاخ بـرگ       ياهيعصاره گ 

 ۵۰۰ يســاز يش غنــي اثــر پــي بررســيبــرا. شــداســتفاده 

 ۵۰۰ مختلــف عــصاره آلــوده بــا يهــا تــر از رقــتيکروليم

ب و بـه    ي ـ ترک CCTع  ي مـا  يمـه انتخـاب   يط ن يتر مح يکروليم

گـراد قـرار داده      ي درجه سانت  ۲۵ ي ساعت در دما   ۴۸مدت  

 يسـاز  يز بـدون غن ـ   ي ـتـر از هـر رقـت ن       يل يل ـيک م ي ـ. شد

به منظور کـشت  .  شديتخراج نگهدار تا زمان اس -C º۲۰در

 ي غن ـ يهـا  تر از عصاره  يکرولي ده م  يمه انتخاب يط ن ي مح يرو

اه آلـوده   ي ـو گ ) يفاقد آلـودگ  (اه شاهد   ي نشده، گ  يشده، غن 

 از  CCTط کـشت جامـد      ي مح ـ يرو) فاقد علائـم   (يعيطب

ت ي ـزان جمع يق پخش نمودن عصاره، کشت شدند و م       يطر

 ي نوارها LFIC در روش    .دي گرد يها بررس  ي و کلن  يباکتر

Agri strip)  شرکتBioreba (   طبق دسـتوالعمل شـرکت

ــتول ــده در  دي ــتيکرولي م۱۰۰کنن ــر از رق ــا ت ــف يه  مختل

شده و نشده قرار داده شد و سـپس          ي غن ياهي گ يها عصاره

. دي ـ گرد يابي ـن روش ارز  ي ـص ا يت تـشخ  يدقت و حـساس   

 شـده و    ي بـصورت غن ـ   يماري علائم ب  ياهان فاقد و دارا   يگ

 به منظور انجام    . شدند يابين روش ارز  يه با استفاده از ا    نشد
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  ...هاي نوين در حساسيت روشتوسعه دقت و :  و همکارانخاني مسلم

۴۷۳  

 طبـق   DNA اسـتخراج يا انهي و آش ـي معمـول PCRروش 

 از (Llop et al 2000 ) ليـــوپ و همکـــارانروش 

بـه منظـور شناسـايي و       . هاي گياهي انجام گرديد    عصاره

 B و A از آغازگرهـاي   PCRتشخيص باکتري بـا روش      

 Bereswill).فاده شدطبق روش برسويل و همکاران است

et al. 1998) واکـنش Nested PCR    بـا اسـتفاده از 

و جفـت   AJ76 وAJ75 جفـت آغازگرهـاي بيرونـي    

ــي ــاي درون ــام PEANT2 و  PEANT1آغازگره  انج

  .(McManus and Jones 1995)شد

  

   و بحثايجنت

 ي مختلـف بـاکتر  يهـا   رقت CCTط  يق حاضر مح  يدر تحق 

E. amylovoraتي را تا جمعCFU/ml ۱نمـود  يي شناسا 

.  نبـود ياهي ـ پنهـان از نمونـه گ      ي آلـودگ  يابي ـاما قادر به رد   

 سـاعته قبـل از کـشت    ۴۸ يساز يک مرحله غن ياستفاده از   

 يهـا  يص آلـودگ  ين روش و تـشخ    ي ـش دقت ا  يباعث افزا 

 يساز يله غنيوسه  ن روش ب  يص ا يپنهان شد و قدرت تشخ    

کـسان بـودن    يل  يدر واقـع بـدل    .  داشت يريش چشمگ يافزا

  E. amylovora مختلـف  يهـا  ني اسـتر ي کلنيرفولوژمو

 ي از کلن ـ  ين بـاکتر  ي ـ ا يز کلن يز تما ي و ن  CCTط  ي مح يرو

ت رشــد و يــن قابليچنــ  و هــمييايــ باکتريهــا ر گونــهيســا

ــاکترCFU/ml ۱زيتمــا  در حــضور E. amylovora ي ب

ــجمع ــاکترCFU/ml۱۰۴ت ي ر ي و ســاE. herbicola ي ب

 ـ  ي بافت س   که به صورت معمول در     ييها يباکتر  يب و گلاب

 يط مناسـب بـرا    يک مح ـ ي ـ بـه عنـوان      CCTوجود دارد،   

 Ishimaru and).  شـده اسـت  ي معرف ـين باکتري ايابيرد

Klos 1984). روش LFIC حـداکثر در مـدت   يي به تنهـا 

 در  ي بـاکتر  CFU/ml۱۰۵ يابي ـقه قادر بـه رد    ي دق ۱۵زمان  

 يط آلودگ ي را در شرا   ي بود و نتوانست باکتر    ياهيعصاره گ 

 دقت  يساز يش غن ياما با استفاده از پ    .  ص دهد يهان تشخ پن

  .amylovora E  ي باکتر CFU/ml۱ يابين روش تا حد رد    يا

 پنهـان را    ي آلودگ يافت و به راحت   يش  ي افزا ياهياز بافت گ  

ن گــزارش در رابطــه بــا اثــر ين اولــيــ نمــود ايابيــز رديــن

 که  ي است به نحو   LFICش دقت روش  ي در افزا  يساز يغن

 مثـل   يق ـي حـساس و دق    يها سه با روش  ين قابل مقا  ج آ ينتا

PCRاستيا انهي و آشي معمول .  

  PCR يهـا  ت آزمـون ي در دقـت و حـساس  يسـاز  يغن

ــول ــيمعم ــأا انهي و آش ــدل يريثي ت ــع ب ــت، در واق ل ي نداش

 به  يها لزوم  ن روش يص در ا  ي تشخ يت و دقت بالا   يحساس

 بـه   PCRآزمـون   . نيـست  عصاره مـورد آزمـون       يساز يغن

 يابي ـ رد ي را به راحت   يت باکتر ي جمع CFU/ml۱ تا   ييتنها

 يهـا   غلظت ي پنهان به خوب   يط آلودگ ي را در شرا   يو باکتر 

اثـــر . ص داديدر بافـــت تـــشخ E. amylovora يبـــالا

 مختلـف موجـود در نمونـه        يهـا   بازدارنده يکنندگ ممانعت

DNAواکــنش ي رو PCRک را در يــن تکنيــ اســتفاده از ا

 Henson and)مـوده اسـت  ت روبرو ني با محدوديمواقع

French 1993; McManus and Jones 1995) .

ص ي مختلف انجـام گرفتـه در خـصوص تـشخ          يها يبررس

ن مـشکل را    ي ـت ا ي ـن روش اهم  ي ـ آتشک با ا   يماريعامل ب 

 يابي ـن مشکل توان رد   ي در اثر ا   يگاه. آشکارتر نموده است  

 نـسبت  PCRک اسـتاندارد  ي ـله تکن يوسه   مثبت ب  يها نمونه

 همــراه بــا يکي ســرولوژيهــا ا روشيــت و بــه روش کــش

 تـا حـد     يا انهي آش PCRروش  .  کمتر بوده است   يساز يغن

در واقـع اسـتفاده از      . ن مشکل فائق آمده اسـت     ي بر ا  ياديز

 اشـتباه  يج منف ـي باعث اجتناب از نتا    ياهيحجم کم نمونه گ   

ز کاهش  يکننده ن  را به نسبت حجم، مواد ممانعت     يگردد ز  يم

 يهـا  ي آلـودگ يا انهيآش ـPCR استفاده از ن يچن هم. ابدي يم

ج ينتـا . دهـد  يز بـه شـدت کـاهش م ـ       ي را ن  يع احتمال طمتقا

 تـا  ۱۰۰ يا انهيستم آش ـي گذشته نشان داده که س     يها يبررس
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 که  يا  استاندارد است بگونه   PCRتر از     برابر حساس  ۱۰۰۰

 صــورت يابيــ، ردياهيــ حجــم نمونــه گيزان انــدکيــبــا م

د ي ـن مـشخص گرد يچن هم.  (Llop et al. 2000)رديگ يم

 PCR يهـا  ش دقت آزمون  ي اگرچه در افزا   يساز يش غن يپ

ن ي ـ اسـتفاده از ا    ولـي رگذار نبوده   يث تأ يا انهياستاندارد و آش  

 ي زنـده بـاکتر    يهـا   سلول يابينکه در رد  يمرحله علاوه بر ا   

ــس ــائز اهيبـ ــت   يار حـ ــاهش غلظـ ــت، در کـ ــت اسـ مـ

 ـ يز بـس  ي ن ياهي گ يها کننده ممانعت وده و غالبـا  ار مثمرثمـر ب

 اشتباه نداده و    ي شده واکنش منف   يساز يش غن ي پ يها نمونه

 .باشند يقابل اعتمادتر م

  

  منابع

تـن انگليـسي مراجعـه      ) 156-155(جهت ملاحظه به صفحات    م

  .شود
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