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  پژوهشي          

  
  
  رانــدــازنــــي مـكــزشـــوم پــلــــگاه عـشـــه دانـلـــمج

  )48-55  (1391  سال  آذر   95شماره   بيست و دوم دوره 

48  1391آذر  ، 95 ، شماره بيست و دومدوره                                                                                         مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران  

  ر  دPCR فلورسنت و LAMP روشمقايسه دو 
  تشخيص مولكولي سالمونلا

  
        1علي كرمي
        2بيتا باقري

        1زينب احمدي
  3فاطمه پورعلي

  چكيده
هـاي عفـوني در      خانواده انتروباكترياسه بوده كه باعـث ايجـاد بيمـاري          باكتري سالمونلا يكي ازاعضاء    :سابقه و هدف  

، بـاكتريمي، انتروكوليـت،     )تيفوئيـد (اي   هتـوان بـه تـب رود       هـاي ايجـاد شـده مـي        از جمله بيمـاري   . گردد حيوان مي  انسان و 
ن آبنابراين تشخيص سريع، دقيق، مطمئن و به موقـع          . گردد سالمونلوز اشاره نمودكه خود يك معضل بهداشتي محسوب مي        

  .رسد عوارض مخرب اين باكتري ضروري به نظر مي براي جلوگيري از اپيدمي و
تــوان به روش  ــت تشخيص باكتــري سالــمونلا وجود دارد از ان جمله ميهاي مختلفي جه روش :ها مواد و روش

ها به زمان طولاني وتعداد زياد باكتري   اشاره نمود كه تمام اين روشImmuno assay،  PCR، Real-time PCR كشت،
مين دليل در اين مطالــعه ه  بهافراد متخصص در اين زمينه نياز دارنــد در نمونه اوليه و تجهيزات گران قيمت آزمايشگاهي و

هاي پيشين را به حـــداقل برساند در ايــن روش از تكثير تك دمايي وابسته به  كــار گرفته شد كه معــايب روش هروشي ب
همراه با دو پروب فلورسنت استفاده گرديد ) LAMP) Loop–Meadiated iso thermal Amplification of DNA حلقه يا

  . مقايسه شدLAMP بوده وروش DNA كه در حال حاضر متداولترين تكنيك تكثير PCRواين روش با 
 LAMP by Using florescent Prob  وPCR ،LAMP سـويه سـالمونلا جهـت انجـام     4در ايـن مطالعـه از    :هـا  يافتـه 

زمـان صـرف    سـاعت  2 بـاً  تقريLAMP سـاعت روش  3 جهت شناسايي سالمونلا بالغ بـر     PCRاستفاده گرديد كه طي انجام      
كه اين كـاهش    دقيقه كاهش يافت با توجه به اين70 به LAMP by Using florescent Probگرديد كه اين زمان در روش 

 .اي برخوردار است يژهوباشد لذا از اهميت  هاي مثبت مي زماني همراه با افزايش دقت واختصاصيت در تعيين جواب

 جهـت شناسـايي سـالمونلا روش    LAMP by Using florescent Probبراساس نتايج به دسـت آمـده روش    :استنتاج
زمايشگاه تشخيص پزشـكي، پزشـكي      آتر در    و با اختصاصيت بالاتر وكاربردي گسترده      تر تر، دقيق  تشخيصي مولكولي سريع  

ت به روش   هاي دمايي و دستگاه ترموسايكلر نسب       مزاياي اين روش عدم نياز به چرخه       .باشد كشاورزي وتحقيقاتي مي   قانوني،
PCR        هاي مثبت در مقايسه با روش         واستفاده از يك ماده نشاندار در تعيين جوابLAMP    دهـد كـه تفـسير        اين امكان را مي

  .نتايج از اطمينان و دقت بيشتري برخوردار باشد
  

  LAMP،  LAMP by Using florescent Prob،PCR، Real-time، DNA :واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
اي  هــاي ميلــه ه بزرگــي از بــاكتريســالمونلاها دســت

هـوازي اختيـاري متحـرك و داراي         د -شكل، گرم منفي  
 ,oc37PHSVهــاي پــري تــرش بــوده كــه در دمــاي  تــاژه

  .)1(باشند  رشد را دارا ميحداكثر
  

 :Karami@bmsu.ac.ir  E-mail                         كوليمركز تحقيقات بيولوژي مول،  دانشگاه علوم پزشكي بقـيه االله، ملاصدرا، شيخ بهايي: تهران -علي كرمي :مولف مسئول

  علوم پزشكي بقـيه االله دانشكده پزشكي، دانشگاه ،مركز تحقيقات بيولوژي مولكوليگروه مولكولار بيولوژي،  .1
  علوم پزشكي بقـيه االله دانشكده پزشكي، دانشگاه ،مركز تحقيقات بيولوژي مولكولي، ي كارشناسي ارشددانشجو. 2
  علوم پزشكي بقـيه االله، دانشگاه مركز تحقيقات بيولوژي مولكولي. 3
  9/8/91 :      تاريخ تصويب           17/2/91 :  تاريخ ارجاع جهت اصلاحات             11/11/1390: تاريخ دريافت  
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هـاي قابـل     تـرين بـاكتري    اين باكتري يكـي از شـايع      
به دليل تنـوع مخـازن      انتقال از حيوانات به انسان بوده كه        

 هاي قابـل انتقـال از غـذا و    حيواني يكي از عوامل بيماري    
يكي از معـضلات بهداشـتي در سراسـر جهـان محـسوب         

بندي اين گروه پيچيـده اسـت زيـرا بـه            طبقه. )2(گردد مي
هــاي  اي از گونــه مجموعــه جــاي يــك گونــه مــشخص،

دهنـد جـنس سـالمونلا اساسـاً بـر           مختلف را تشكيل مـي    
ميايي يواكنش هاي بيوش   نوع ميزبان،  پيدميولوژي،مبناي ا 

ــي ژن   ــاختار آنتـ ــود  (vi ,H ,Oو سـ ــورت وجـ ) در صـ
 سـروتيپ سـالمونلا بـر       2500شود تـاكنون     بندي مي  طبقه

. )4( شناســايي شــده اســت H و Oهــاي   ژن اســاس آنتــي
انسان بـه صـورت انتروكوليـت تـب          عفونت سالمونلا در  

 از ايـن رو تـشخيص   نمايـد  اي و باكتريمي بروز مـي     روده
به موقع و درسـت ايـن بـاكتري در مـواد غـذايي و افـراد            

  .)5(رسد مشكوك به آلودگي ضروري به نظر مي
توان بـه روش     هاي مختلفي وجود دارد كه مي      روش

هـاي   كلـوني  ييـد أهـاي غيـر انتخـابي و ت        كشت در محيط  
هـاي افتراقـي اشـاره نمـود       ستتمشكوك از طريق انجام     

يادي براي حصول   زمايشات نياز به زمان     كه انجام اين آز   
 Immuno توان به  ها مي نتيجه مثبت است از ديگر روش

assay         نيز اشاره نمودكه حساسيت و اختصاصيت لازم را
انتخـاب تـا     زمـان آن نيـز بـسته بـه روش مـورد            نداشته و 

ــدين روز ــه  چن ــل از كــاربرد  ه متفــاوت اســت ب مــين دلي
باشــد و در  مــياي جهــت تــشخيص برخــوردار ن گــسترده

 ميكـرب سـالمونلا     تترين روش تعيـين هوي ـ     ضمن دقيق 
هـم   از روش تكثيـر     در اين طـرح مـا      .)6(كشت مي باشد  

هـاي فلورسـنت     دمايي وابسته بـه حلقـه همـراه بـا پـروب           
 )2000( و همكـاران     Notomiاستفاده نموديم كه توسط     

هـاي   معرفي گرديد كـه در ايـن روش اسـتفاده از پـروب           
 تــر بــا تــر و مطمــئن ور تــشخيص ســريعفلوســنت بــه منظــ

ختصاصيت بالاتر از مزايـاي ايـن روش نـسبت بـه روش             ا
LAMP نتـايج   ،بنابراين جهت حصول به نتيجـه     . باشد مي 

ــاLAMP و PCRحاصــل از   فلورســنت LAMPروش   ب
هـاي مـورد اسـتفاده در       مقايسه گرديده پرايمرها و پروب    

 ، اختــصاصي طراحــي شــدهايــن تحقيــق بــه طــور كــاملاً
 .هاي بسيار اختصاصي را مورد هدف قرار مي دهند         توالي

 بـا اسـتفاده   LAMPروش تكثير هم دماي وابسته به حلقه     
 و همكـاران روشـي را       Notomi هاي فلورسـنت   از پروب 
هـاي    ابـداع نمودنـد كـه قـادر اسـت كپـي            2000در سال   

 كپي در عـرض كمتـر       10 10  هدف را تا   DNAاندكي از   
ايزوترمـال بـا اختـصاصيت    از يك ساعت تحـت شـرايط     

اين روش، تكثير هم دماي وابـسته بـه       . بالايي تكثير نمايد  
شـود كـه تكيـه بـر         فلورسنت ناميده مـي   ) LAMP(حلقه  
 سـنتز شـده     DNAهاي خودكاري دارد كـه رشـته         چرخه

جـايي رشـته بـه       ه پليمرازي با فعاليـت جاب ـ     DNAوسيله   هب
 سـنتز   طور مداوم جايگزين و رشته جديد به طور پيوسـته         

ــي ــردد م ــريع،   LAMP. گ ــاده، س ــي س ــنت روش  فلورس
اختصاصي و مقرون به صرفه براي تكثير اسيد نوكلئيـك          

 Elikenباشد و انحصار آن در اختيار كمپاني شيميايي   مي
 آغـازگر   4متدولوژي آن بر اساس استفاده از       . ژاپن است 

 ناحيـه   8مختلف و دو پروب است كه به طور اختصاصي          
ــوالي ژن هــدف نماينــد و پيــشروي  ي مــي را شناســاياز ت

ــتفاده از     ــته و اس ــت و پيوس ــاي ثاب ــك دم ــنش در ي واك
تكثيــر و . گيــرد واكــنش جــايگزيني رشــته صــورت مــي

وسـيله گرمخانـه     هتواند در يك مرحله ب ـ     شناسايي ژن مي  
 DNAهـا و     آغازگرهـا، پـروب     گذاري مخلوط نمونه ها،   

د عمل در    مور  پليمرازي با فعاليت جانشيني رشته و اجزاء      
ايـن روش،   . كامل گردد ) C65حدود  (يك دماي ثابت    

سازد به طوري كـه      انجام تكثير را با كارايي بالا ميسر مي       
ــه 15-60در طـــي  بـــار تكثيـــر DNA 10 10- 9 10 دقيقـ

 لذا وجـود    ،چون واكنش بسيار اختصاصي است    . شود مي
تواند دلالت بر وجـود ژن هـدف         محصول تكثير يافته مي   

ــا پــروبLAMPمشخــصات روش  .داشــته باشــد هــاي   ب
  .فلورسنت

كل واكنش تكثير تحت شرايط تـك دمـايي بـه           ) 1
  .پذيرد شكل پيوسته انجام مي

ــاز بـــــه مرحلـــــه  LAMPدر ) 2  فلورســـــنت نيـــ
اي بــه تــك  ســازي اســيد نوكلئيــك دو رشــته واسرشــت
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 وجود ندارد و  اي براي شروع واكنش پليمريزاسيون       رشته
 واكنش به راحتي انجام     حتي بدون واسرشت سازي اوليه    

  .پذيرد مي
جا  ت زيرا در اين   كارايي تكثير فوق العاده بالا اس     ) 3

رود و واكـنش   هيچ زماني جهت تغيير دما از دسـت نمـي   
در دمــاي بهينــه فعاليــت آنــزيم بــه شــكل پيوســته انجــام  

 25 هـدف در     DNAگـرم از      ميلـي  20 تـا    10گيـرد و     مي
 دقيقــه 30 -60 مــدتميكروليتــر از مخلــوط واكــنش در 

  .يابد تكثير مي
 فلورسنت قادر است كه ژن هـدف        LAMPروش  ) 4

 2 آغـازگر و     4وسـيله طراحـي      هرا با كـارايي بـسيار بـالا ب ـ        
  .نمايند تكثير نمايد  ناحيه توالي را شناسايي مي8پروب كه 

يابــد زيــرا روش  هزينــه كــل بــسيار كــاهش مــي ) 5
LAMP       فلورســنت نيــاز بــه مــواد شــيميايي ويــژه يــا 

  .هاي گران قيمت آزمايشگاهي ندارد ستگاهد
محصولات تكثير شده داراي سـاختار مركبـي از         ) 6
هاي متناوب و معكـوس تكـراري از تـوالي هـدف             توالي

  .روي همان رشته مي باشند
7 (RNA  تواند به عنـوان الگـو بـا ايـن روش             نيز مي

تنها با اضافه نمودن آنزيم نسخه برداري معكـوس تكثيـر           
 بـه عنـوان الگـو اسـتفاده         DNAروشـي كـه     شود، مـشابه    

  .شود مي
ــا   ــسه ب ــن روش در مقاي  داراي حــساسيت و PCRاي

 ضمن عدم اسـتفاده از دسـتگاه        ،ويژگي بسيار بالاتر بوده   
ار بالا براي تشخيص    يچرخه حرارتي از دقت شناسايي بس     

  .)7(عوامل عفوني برخوردار است
ر هاي انجام شده د    در اين تحقيق با توجه به بررسي      

ــه     ــسبت ب ــن روش ن ــاي اي ــده و مزاي ــاره ش ــالات اش مق
LAMP           غير فلورسانس كه  بـراي اشكارسـازي نيازمنـد 

اسـتفاده از پـروب     كدورت سنجي است در حالي كه با        
گـردد اقــدام بــه   ل نيـز مرتفــع مــي فلورسـانت ايــن معــض 

 عــادي PCR بــا پــروب فلورســانس بــا LAMPمقايــسه 
اي آن در نــشان دهنــده مزايــحاصــله گرديــد كــه نتــايج 

  .باشد تشخيص عوامل عفوني مي

  مواد و روش ها
 سويه مختلف سـالمونلا     5در اين مطالعه توصيفي از      

 . اسـتفاده گرديـد    مـي شـود،    بيان   در زير ها   كه اسامي آن  
هـاي اسـتاندارد     جهت اسـتاندارد نمـودن آزمـايش سـويه        

ســـالمونلا از آزمايـــشگاه رفـــرانس وزارت بهداشـــت و 
  . تهيه گرديدانستيتو پاستور تهران

1) Salmonella Typhi 

2) Salmonella Para Typhi A 

3) Salmonella Para Typhi B 

4) Salmonella Para Typhi C  

5) Salmonella entertidis 
6) Staphylococous aureus 

و بافرونوكلئوتيـدها   ) Merckشركت  (و مواد شيميايي از     
 و  BSTهـاي     آنـزيم   و) شركت هـاي داخلـي    (   از Taqو  

 Masten .تهيـه گرديـد   (Biorad)پروب هـا از شـركت   

cycler gradiant )جهــت ) شــركت اپنــدروفســاخت 
ساخت ( Thermo block و PCRهاي حرارتي در  چرخه

 Lampو   LAMP  جهـت انجـام واكـنش      )شركت كياژن 
 از دستگاه الكتروفورز افقي كوچـك سـاخت    ،فلورسنت

  درصـد  1 افر و منبع تغذيه آن بـا ب ـ       )شركت پايا پژوهش  (
TBE     جهت الكتروفورز محصولات PCR   و جهت بررسي  

، مـاركرمولكولي   Uviec)ساخت شـركت    ( Uvidocژل  
100bp   ــانو در آپ جهــت بررســي ــتگاه ن ــاز و دس  فرمنت

هاي قابل انتظار  جذب نوري ماده فلورسنت در طول موج     
 Nano Drop ND-1000 spectro photometerبـا نـام   

thermo scientific ده شده استاستفا.  
 از پرايمرهــايي كــه توســط كرمــي و PCRبــراي انجــام 

 جهــت تــشخيص مولكــولي ســالمونلا )10() 1386(همكــاران
 اسـتفاده   ، ذكـر گرديـده    زيـر طراحي شده بود و توالي آن در        

  .شد
S12: 35  CCGTTAATGAGATGTATTGTTGA   

S13: 35  TTCGGAAACACGATATTACGCA  

cc    محيط كشت LB  18-24 بـه مـدت      ، كشت داده 
گـراد قـرار داده و        درجـه سـانتي    37ت در گرم خانه     ساع

 DNA ،رشــد كــرده هــا بعــد از گذشــت زمــان همــه آن 
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سالمونداهاي كـشت داده شـده بـه روش اسـتاندارد فنـل             
ييد سه بـار    أاين روش جهت ت   . كلروفرم استخراج گرديد  

هـاي اسـتاندارد،      بر روي نمونه   PCRانجام   .تكرار گرديد 
ي استخراج شـده را  مهاي ژئو نهنمو ليتر ميكرو 2به مقدار   
 14آب مقطــر تزريقــي (هــاي حــاوي تركيبــات  بــه لولــه

ــافر    ــر، ب ــرو ليت ــر،  10x 5/2ميك ــرو ليت  Mgcl2 5/0 ميك
ــر،  ــر، dNTp 5/0ميكروليتــ ــراز Taq ميكروليتــ   ، پليمــ

ــر  5/0 ــر، پرايمـ ــر R 3 ميكروليتـ ــر، پرايمـ  F 3 ميكروليتـ
) يتر ميكرول25 يك ميكروليتر مجموعاً   DNAميكروليتر،  
 طبق ،قرار داده Master Cycler  در دستگاه،اضافه كرده
 دقيقـه در    1 مرحلـه اول     : آن انجـام شـد     PCRبرنامه زيـر    

 چرخه شامل سـه  30 و سپس  سانتي گراد درجه 94دماي  
ــه  ــه94مرحل ــراد  درج ــانتي گ ــه، 30  س ــه 57 ثاني  1 درج
 تـا   5 -10 دقيقه و مرحله     1  سانتي گراد   درجه 72. ،دقيقه

 ميكروليتـر از    1 -2ليتر از محـصول فـوق را بـا           ميكرو 10
 در  ،مخلوط كـرده  ) GLB(بافر مخصوص نمونه گذاري     

 دقيقه ران مي    45 به مدت    80 با ولتاژ     درصد 1ژل آگارز   
كنيم و پس از پايان الكتروفورز ژل را در محلول حـاوي            

رنگ )  ميكروگرم در ميلي ليتر    1 تا   5/0(اتيديوم برومايد   
 بررسـي و عكـسبرداري      شه ماوراء بنف  آميزي و با دستگا   

  .)1 شماره تصوير. (شد
  

  
  

 بـا  invA بـراي ژن  PCRالكتـرو فـورز محـصولات      :1تصوير شـماره    
 سـالمونلا   -2 سـالمونلاتيفي    -S13 1 و   S12استفاده از آغازگرهـاي     

   C ســـالمونلا پـــاراتيفي -B 4 ســـالمونلا پـــاراتيفي -A 3پـــاراتيفي 
كنتـرل  (  اسـتافيلوكوكوس اورئـوس    -6 سالمونلا اينتـر يتيـديس       -5

   وزن مولكولي-7) منفي

   LAMP: انجام
زيـر كـه    هـاي     پرايمر بـاتوالي   4 از   LAMPدر انجام   

ــط  ــاران  Maeda (2007) (2005)توس ــت و همك   جه
  

  . استفاده گرديد،تشخيص سالمونلا طراحي شده بود
Fip: 5’- GAGGGGTGGTACTGATCGAT 

AGTT TTTCAACGTTTCCTGGGG -3’ 

BIP : 5’-CCGGTGAAATTATCGCCACACAA 

AACCCACCGCCAGG-3’ 

F3 : 5’-GGGGATATTGGTGTTTATGGGG-3’  
B3 : 5’-AACGATAAACTGGACCAGGG-3’ 

هاي ژنومي استخراج شـده      ميكرو ليتر از نمونه    1به مقدار   
 5/11آب مقطـر تزريقـي      (هـاي حـاوي تركيبـات        به لوله 
  ميكروdNTp 5/0ليتر،   ميكرو10x 5/2ليتر، بافر  ميكرو

  ميكرو ليتـر،   Fip 2 ميكروليتر، پرايمر    5/0 پليمراز   Bstليتر،  
ليتـر،    ميكـرو  F3 5/0ليتـر، پرايمـر       ميكـرو  Bip 2پرايمر  
 DNA 3ليتر،    ميكرو 2ليتر، بتائين     ميكرو B3 5/0پرايمر  
 در  ،اضافه گرديـده  ) ليتر  ميكرو 25  ليتر و مجموعاً   ميكرو

در مرحلـه اول    (برنامه   طبق   ،دستگاه ترموبلوك قرار داده   
ــه 60 ــه دوم ســانتي گــراد  درجــه 65 دقيق  10و در مرحل

  . انجام گرديدLamp)  سانتي گراد درجه82دقيقه در 
ليتــر از   ميكــرو5 -10پــس از خاتمــه برنامــه مقــدار 

 (GLB) ميكروليتـر بـافر نمونـه گـذاري          1 -2محصول با   
 دقيقه و 45 به مدت   درصد 2 در ژل آگارز     ،مخلوط شده 

 ران گرديد، پس از خاتمه الكترو فورز ژل در          85 ولتاژ   با
 ميكروگـرم در    1 تـا    5/0(محلول حاوي اتيديوم برومايد     

رنــگ آميــزي و پــس از شستــشو در بــافر بــا ) ميلــي ليتــر
 تـصوير ( دستگاه ماوراء بنفش بررسي و عكسبرداري شد      

  . )2شماره 
در ايـن روش    =  با دو پروب فلورسنت      Lampانجام  

ــوالي هــاي   پراي4از  ــا ت ــر كــه توســطمــر ب  و Maede زي
  .همكاران طراحي و استفاده شد

  

Fip: 5’- GAGGGGTGGTACTGATCGATAGT 

TTTTCAACGTTTCCTGGGG -3’ 

BIP : 5’-CCGGTGAAATTATCGCCACACAA 

AACCCACCGCCAGG-3’ 
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F3 : 5’-GGGGATATTGGTGTTTATGGGG-3’  
B3 : 5’-AACGATAAACTGGACCAGGG-3’ 

  

  
  

  بـا سـويه هـاي مختلـف سـالمونلا بـا            LAMP انجـام    :2تصوير شماره   
 A سـالمونلا پـاراتيفي      -2 سالمونلا تيفي    -1 شرايط بهينه سازي شده   

  سـالمونلا اينتريـديس    -5 سالمونلا پـاراتيفي     -B 4 سالمونلا پاراتيفي    -3
  )كنترل منفي( استافيلوكوكوس اورئوس -7 وزن مولكولي -6

  
   دو پروب

probA=5GAGGAAAGAGCGTGGTAATTAAC 
 =GGGCAATTCGTTATTGGCGATAG probBو   

بـه   .كه توسط كرمـي و همكـاران طراحـي اسـتفاده شـد            
ــه  µl 1مقــدار  ــومي اســتخراج شــده ب ــه هــاي ژن  از نمون

 ميكـرو  5/6آب مقطر تزريقي    (هاي حاوي تركيبات     لوله
ليتـر،    ميكـرو  dNTp 5/0ليتر،    ميكرو 10x  5/2ليتر، بافر   

Bst   پرايمـر تـر،   لي  ميكرو 5/0 پليمرازFip 2  ليتـر،    ميكـرو
ليتـر،    ميكـرو  F3 5/0ليتـر، پرايمـر       ميكـرو  Bip 2 پرايمر

ليتـر،    ميكـرو Prob A 5/2ليتـر،    ميكـرو B3 5/0پرايمـر  
Prob B 5/2ليتـر،    ميكـرو 2ليتر، بتـائين    ميكروDNA 3 
 در  ،اضافه گرديـده  ) ليتر  ميكرو 25 ليتر و مجموعاً   ميكرو

در مرحلـه   (شد و طبق برنامه     وبلاك قرارداده   مدستگاه تر 
 10و در مرحلـه دوم      سانتي گراد    درجه   65 دقيقه   60اول  

پـس از   . واكنش انجـام شـد    )  سانتي گراد   درجه 82دقيقه  
خاتمه برنامه جذب نوري هر ميكروتيوب توسط دستگاه        

 تـصوير ( نانو در آب اسپكتروفتومتر اندازه گيري گرديـد   
زايش دقـت،   م بـه ذكـر اسـت كـه بـراي اف ـ           زلا) 3شماره  

ثير نـور   أجهت بررسي ت   .آزمايشات سه بار تكرار گرديد    

كـار گرفتـه شـده       هو زمان و دما و رقت مناسب پـروب ب ـ         
ليتـر    ميكـرو 3 و  5/2 ،2طي مراحـل متعـددي بـا غلظـت          

 و  62پروب در حضور نور و عدم حضور آن و در دماي            
ــانتي 65 ــه س ــان    درج ــدت زم ــراد و م ــه 60 و 30گ  دقيق

 و جذب نوري را در هر يك از شـرايط        واكنش را تكرار  
گيري شد وشرايط بهينه جهت انجام واكـنش         فوق اندازه 

 پـروب و مـدت      lµ 5/2 كه همان حـضور نـور و غلظـت        
دسـت   ه بود ب ـ   سانتي گراد   درجه 65ي   دقيقه دما  60زمان  
  .آمد

  

  

  
 ميكـرو ليتـر پـروب در        5/2انجام واكنش با غلظـت       :3 شماره   تصوير
  دقيقه و در عدم حـضور نـور  60 درجه سانتي گراد در طي   65دماي  

  طول واكنش در
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  ها يافته
گونـه كـه در شـكل مـشاهده گرديـد بررسـي              همان

 كـه براسـاس ژن   S12, S13 پرايمـر ا دو جفـت  ها ب نمونه
InvA   هـاي   ايجـاد دو بانـد بـه انـدازه      و طراحي شده بـود  

bp 373 و bp 258  پس . گرديد مشاهده   ،دهند  رانشان مي
ــام  ــنش  PCRاز انج ــي واك ــدد  LAMP ط ــدهاي متع  بان

 بـه بـالا بـود       bp 241 هـا از   نردباني شـكل كـه انـدازه آن       
 همراه با   Lampاكنش  در مرحله بعدي و   . مشاهده گرديد 

ا ه جذب نوري نمونه   دو پروب فلورسنت انجام گرديد و     
بعـد از بهينـه     . گيري شد  توسط دستگاه نانو در آپ اندازه     

ــاي   ســازي ــرين نتيجــه درم  درجــه 65هــاي واكــنش بهت
دست آمـد زيـرا در ايـن دمـا ميـزان تكثيـر               هگراد ب  سانتي
DNA  و  30 براي مشخص كـردن زمـان        .يابد  افزايش مي 

 دقيقـه ميـزان     60 دقيقه را انتخاب كرده كـه در زمـان           60
جذب نوري كه متناسـب بـا حـداكثر محـصولات توليـد          

هاي وجود نور    طي واكنش .  به حداكثر رسيد   ،شده است 
ثير آن بــر ميــزان جــذب نــوري أو عــدم وجــود نــور و تــ

در حـضور نـور جـذب نـوري بـالاتري           و  بررسي گرديد   
  .مشاهده گرديد

  
  ) تافيلوكوكوس اورئوساس( كنترل منفي

OD:1.2 :500: طول موج  
OD:0.8 :562: طول موج  

  

  بحث
 نيازمنـد زمـان     سـالمونلا هاي متداول تشخيص     روش

يي لازم جهـت تـشخيص      آطولاني اسـت كـه فاقـد كـار        
محققـين جهـت تـشخيص    . باشـد  سريع ايـن بـاكتري مـي     

 تيفـي پرايمرهـاي مختلفـي بـر اسـاس           سالمونلامولكولي  
-invA ، invB، fuc-a، ficخته شـده    هاي شـنا   رديف ژن 

dt   وprt-tyv – int-flom   و SPVC     را طراحي و بررسـي 
 كه بـر   S13 و   S12  با دو جفت پرايمر    PCRاند انجام    نموده

 373 طراحي شده اند بانـدهاي بـه طـول           invAاساس ژن   

هـاي مهـم      از ژن  invAدهـد، ژن     جفت باز را نـشان مـي      
  .ليال روده استتري به سلول اپيتمسئول تهاجم باك

Cocolin ــاران ــتفاده از روش  ) 1998( و همك ــا اس ب
PCR  ــر ــالغ ب ــاني ب ــشخيص   3 در زم ــه ت ــادر ب ــاعت ق  س

 را  PCRهمچنين اين محققان حـساسيت      .  شدند سالمونلا
DNA/tube fg 240  8(نوم سالمونلا برآورد نمودند    از ژ( .

 بـا اسـتفاده از      سـالمونلا نتايج تحقيق حاضر در تـشخيص       
 طراحـي   invA كه بر اساس ژن      S13 و   S12 آغازگرهاي

 شدند با نتايج ساير محققين در اين زمينه انطباق داشت و          
 به طور اختصاصي با اين روش در زماني بالغ بر           سالمونلا

بنابراين چنـين نتيجـه گيـري       .  ساعت تشخيص داده شد    4
ــي ــتفاده از روش   م ــه اس ــود ك ــشخيص  PCRش ــراي ت  ب

گرچه اسـتفاده   ا.  نياز دارد   ساعت زمان  3 بالغ بر    سالمونلا
 ايـن زمـان را تـا حـد زيـادي      Multiplex PCRاز روش 

بـا اسـتفاده   ) 1386(كرمي و همكاران  . كاهش داده است  
ــشخيص Multiplex PCRاز روش  ــالمونلا در تـ ــر سـ  بـ

ــاس ژن ــاي  اس ــد tyv و invA ،prtه  3 را از PCR فرآين
 دقيقه كاهش دادند و كل زمان لازم جهـت          32ساعت به   

 امــا هنــوز )10، 9( دقيقــه تقليــل دادنــد90شخيص را بــه تــ
هاي آشـكار سـازي بـه     مشكل استفاده از دستگاه و روش 

 مبـادرت بـه     PCRپـس از انجـام       .قوت خود بـاقي اسـت     
 نموديم كه پـس از  سالمونلا  بر رويLAMPانجام تست   

انجام واكنش باندهاي متعدد نردبـاني شـكلي كـه انـدازه            
 مشاهده گرديد كه نتـايج      ، بود bp600 تا   bp241ها از    آن

ــا  ــه 2008 و همكــاران در ســال Wangمــا ب  كــه اقــدام ب
ــشخيص ــالمونلا ت ــا روش س ــواد   LAMP ب ــاي م در بقاي

 دقيقـه گـزارش     60غذايي نموده اند و زمـان واكـنش را          
ها همچنين نشان دادند كه      آن .)11-13( منطبق بود  ،كردند

وب  جهــت طراحــي آغــازگر و پــرinvAاســتفاده از ژن 
 داراي اختصاصيت بـالايي اسـت       سالمونلابراي تشخيص   

هاي ديگر باكتريايي با استفاده از ايـن آغازگرهـا           و سويه 
  .پروب ها قابل تشخيص نيستندو 

Iwamotoنــشان دادنــد كــه   ) 2003(  و همكــاران
 LAMPواكـنش    به مخلوط    SYBRGreenاضافه كردن   
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 و Floresهمچنــين  .)12(كنــد تــر مــي تــشخيص را آســان
ــه روش  ) 2008 (همكــاران ــا افــزودن پــروب ب  LAMPب

هـايي بـا     هـاي قـارچي بـه جـواب        جهت تشخيص بيماري  
اطمينان و دقـت بـالاتري دسـت يافتـه و آن را بـه عنـوان          

  .)13(اند اي مهم بيان نموده يافته
هـايي    واضح اين روش نيز داراي محدوديت      به طور 

تــوان بــه پيچيــدگي طراحــي  مــي باشــد از آن جملــه مــي
هاي لازم براي تكثيـر هـر        ازگرهاي چندگانه و پروب   آغ

 ، اسـت مـشكل  كم تجربهبراي افراد   كه  ناحيه ژني جديد    
هاي كاربردي در    اين روش نيز يكي از روش      .اشاره كرد 

تشخيص مولكولي عوامل بيولوژيك و بـاليني مـي باشـد           
كه آشكارسازي محـصول نهـايي بـا اسـتفاده از تكنيـك             

عنـوان يـك    هي فلورسنت كـه ب ـ هيبريداسيون با پروب ها  
كنـد باعـث آنـاليز       ماده نشاندار نمونه مثبت را نمايان مـي       

 همـين امـر   . گـردد  تر و دقيق تر نتايج مـي        مطمئن ،تر ساده
شود كه امكان بروز خطا كـاهش و اطمينـان از            باعث مي 

بــا اســتفاده از روش . حــصول نتيجــه مثبــت افــزايش يابــد
LAMP     سبت بـه     فلورسنت زمان نهايي تشخيص ن ـPCR 

گـردد كـه ايـن عمـل در مقايـسه بـا              تـر مـي    سيار كوتـاه  ب
هاي ديگري كه جهت كوتاه كردن زمان تشخيص         تلاش

 كـــه بـــا ســـالمونلا جملـــه از بيمـــاري زاهـــاي  بـــاكتري
 قابـل   ، صـورت گرفتـه اسـت      PCRهـاي متـداول      دستگاه

بنـابراين روش ايزوترمـال بررسـي شـده          .باشـد  توجه مـي  
LAMP سه با    در مقاي  فلورسنتPCR تواند بـه عنـوان       مي
، ) برابـر  3 تقريبـاً (تر    تشخيص مولكولي بسيار سريع    روش
با كـاربرد   )  برابر 10تا  (  تر و ارزان )  برابر 100تا  (تر   دقيق

هـاي تشخيـصي پزشـكي قـانوني،         گسترده در آزمايشگاه  
هاي كوچك و   كشاورزي و تحقيقاتي و حتي آزمايشگاه     

رشناسـي، تـشخيص و     گي سيار نيـز جهـت مطالعـات همـه        
  .شناسايي مورد استفاده قرار گيرد

  

  سپاسگزاري
ــيله از  ــشگاه   بدينوســ ــرم پژوهــ ــاران محتــ   همكــ

 مولكـولي تـشكر     مركز تحقيقات بيولوژي   -)عج(اله   بقيه
اين مقاله حاصل پايـان نامـه كارشناسـي ارشـد            .منماي مي

  .باشد بيوتكنولوژي پزشكي خانم بيتا باقري مي
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