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 علمي پژوهشيفصلنامه

 دانش ميكروب شناسي

 1388، پاييز4، شماره اولسال

 PCRهاي آزاد زي به روش شخيص آميبتطراحي كنترل داخلي براي

 بهرامو1، زرين شريف نيا3، عبدالحسين دليمي اصل1، افسانه بشارتي3، فريبا خوش زبان1، مژگان بنده پور2، شكوه ياسايي1ليلا ماغن
.4ir.ac.sbmu@Kazemiو1*كاظمي

و مولكولي.1 و تحقيقات صنعتي ايران.2 تهران– دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي-مركز تحقيقات بيولوژي سلولي  گروه.3 تهران- سازمان استاندارد
و قارچ شناسي و قارچ شناسي.4 تهران– دانشگاه تربيت مدرس-انگل شناسي  رانته- دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي- گروه انگل شناسي

 چكيده
 بيماريزايي آنها به اثبات رسيد سيستم عصبي مركزي 1958آميبهاي آزادزي كه نخستين باردرسال

عدم تشخيص صحيح اين. وسايرارگانهاي انسان رامورد تهاجم قرارداده وسبب مرگ يامعلوليت مي گردند
 براي تشخيص اين PCRي هدف اين تحقيق طراحي كنترل داخل. انگلها، ضررجبران ناپذيربرجاي مي گذارد

انجام  PCR استخراج شد وواكنشDNAدرازمايشگاه، ازانگل آكانتوموبا كشت داده شده.انگلها بوده است
و يك قطعه PCRمحصول. گرفت  ديگروسط اين پلاسميد نوتركيب قرار DNA درون پلاسميد كلون شد

و بعنوان كنترل داخلي درواكنشهاي وDNA. استفاده گرديدPCRداده شد كنترل دريك لوله نمونه
و وPCRدو محصول گارزآ انجام گرفت، روي ژل PCRواكنش قرارداده شدند كنترل مربوط به نمونه
 اين است كه با داشتن كنترل داخلي هرگاه نمونه مورد ازمايش  PCRيكي ازمزاياي واكنش.مشاهده گرديد

و واكنش قضاوت تهيه كنترل داخلي مزيت اين طرح درابداع. نمودمنفي باشد مي توان در مورد صحت مواد
باآچون براي تشخيص. مي باشدPCRواكنش   هميشه سلول ميزبان در نمونه PCRميب هاي آزاد زي

 PCRسازه اي كه براي كنترل واكنش. نيست نمي توان ازژنهاي ميزبان بعنوان كنترل داخلي استفاده نمود
. ميزبان نمي باشدHouse keeping geneطراحي شده است وابسته به

زيآميب هايآ: كليديواژگان . كنترل داخلي، PCR،زاد

 قدمهم
غيرازآميب هيستوليتيكا كه ممكن است آبسه هاي

ازيك كانون اوليه درروده ريوي يا كبدي ناشي،مغزي
بزرگ ايجاد نمايد، آميبهاي پاتوژن جنس هاي نگلريا، 

م)1(آكانتاموبا  مي توانند)2(اندريلاريسو بالاموتيا
 سيستم عصبي مركزي گردند كه به موجب معلوليت

وانسفاليت آميبي) PMA(مننگوانسفاليت آميبي اوليــه
گزارش شده موارد. شهرت دارند) GAE(گرانولومايي 

دنيا گسترده سراسر نشان ميدهد كه اين آميبها در
تحتو آميب هيستوليتيكا درمناطق گرمسير. ميباشند

گرمسيري شايع ترازمناطق معتدله است اما آميبهاي آزاد 
و آب هوايي يافت ميشوند  شناسايي).1(درهرمنطقه

وتعيين هويت صحيح پاتوژنها درپزشكي وبهداشت 
چنانچه تشخيص وتعيين. است ازاهميت بالايي برخوردار

بخوبي انجام نگيرد مشخصات يك عامل بيماريزا
پ ذيرد ممكن است ضررهاي ويااشتباهي دراين امرصورت

جبران ناپذيري متوجه شخص وجامعه شودزيرا نوع 
داروهاي مورداستفاده، نحوه درمان ومانيتورينگ هركدام 

به علت مشكلاتي كه درتشخيص. ازآنها باهم متفاوت است
وتعيين هويت ميكروارگانيسم ها با روشهاي سنتي 
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انو همكارليلا ماغن/....هاي يص آميبطراحي كنترل داخلي براي تشخ 46
 با مشاهده ميشود تاكيد محققين براين است كه اين كار

.روشهاي مولكولي انجام گيرد
RNA و نقش  ريبوزومي قسمت اصلي ريبوزوم است
 به اسيد هاي آمينه را درسلول بعهده mRNAكد كردن

ريبوزوم سلول هاي يوكاريوت داراي دو زيرواحد. دارد
18Sكوچك وبزرگ است كه  rRNA درزيرواحد كوچك 

از. آن قرار دارد  rRNAسلولهاي يوكاريوت چندين كپي
. دارند كه بصورت توالي هاي تكراري مي باشند

rRNA درهمه سلولها ثابت ترين ژن ميباشد وكمترين
كه. تغييرات درآن ايجاد ميشود به اين دليل ژنهايي

rRNA را كد ميكنند (rDNA) بعنوان گروه 
و ميزان اختلاف گونه تاكسونوميك ارگانيسم گفته ميشوند

دربه اين).3(هارا نشان ميدهد طراحي كنترل داخلي دليل
 ازژن PCRبراي تشخيص آميبهاي با زندگي آزاد با روش 

rDNAاستفاده گرديد .

و ها مواد  روش
توسط متخصص، قرنيه چشم فردي كه به علت عفونت
و نمونه  دربيمارستان فارابي تهران بستري بود تراشيده شد

 non-nutrient agar)درمحيط كشت اختصاصي
plated with E. coli)شد انگل).4( كشت داده

شد. آكانتاموبا رشد كرد با كشت انبوه تهيه  8000وانگلها
. دور در دقيقه توسط دستگاه سانتريفيوژجمع آوري شدند

 شسته شدند وتحت تاثير بافرليز كننده PBSانگلها با بافر
(320 mM glucose, 25 mM Tris, 5mM 

MgCl2, 5 mM EDTA) جو.قرارگرفتند شانيدن با
 كلرفرم- محتويات واكنش، انگلها ليزشدند، با روش فنل 

و  انگل استخراج DNAپروتئينهاي واكنش حذف گرديد
. شد

:PCRطراحي پرايمرو انجام
18Sژن ترادف rDNA ،آميب هاي ازاد بالاموتيا 

 نگلريا وآكانتوموبا ازژن بانك بدست آمد وتوسط نرم افزار
DNAsisازقسمتهاي مشترك توالي. باهم مقايسه شدند

آنها يك جفت پرايمرطوري طراحي شدكه به هريك 
.ازژنهاي فوق اتصال يابند

FreeA F1 5`- TCC  GGA  GAG  GGA  
GCC  TGA  G – 3`, FreeA R1 5`- CTC  
CAC  TCC  TGG  TGG TGC  C – 3`  

18Sژن نوكلئوتيدازترادف 1056پرايمرها كه تعداد
rDNAتوسط شركت كثير مي كنندنگلهاي فوق راتآ 
MWG )آلمان (واكنش. سنتزشدندPCR)100مقدار 
 Taq DNA polymeraseواحد آنزيمDNA ،5/1 نانوگرم

ميلي/2 پيكومول ازهركدام از پرايمرها،20،بافرآنزيم،
50در حجم) MgCl2 ميلي مولارdNTP ،5/1مولار 

و ي برا: با شريط زيرانجام گرفتميكروليترتهيه شد
94 دقيقه دردماي5 به مدت DNAدناتوراسيون اوليه،

دناتوراسيون(PCR درجه قرارداده شد سپس مراحل
به30 درجه بمدت94در  DNA ثانيه، الحاق پرايمرها

در30 درجه بمدت56هدف 72 ثانيه وتوسعه پرايمرها
و نهايتا)5( چرخه تكرار شدند30) ثانيه30درجه بمدت

در دقيقه واكن5مدت . درجه گرفت72ش

:PCR كلونينگ محصول
 Eco RV توسط آنزيم Bluescript پلاسميد

 بصورتراDNAكه) محصول شركت فرمنتاس، ليتواني(
Bluntشد توسط آنزيم ترمينال. برش ميدهدهضم

 پلاسميدDNA رشته هاي`3ترانسفراز به انتهاي 
dTTP شد  Taq DNA polymeraseآنزيم.متصل
به PCR رمينال ترانسفرازي دارد وهنگام واكنشتفعاليت

 محصول( سنتز شده DNA رشته هاي`3انتهاهاي 
PCR (dATPمحصول. متصل ميگرددPCR بكمك
T4آنزيم  DNA ligase شد .)6( درون پلاسميد كلون

 سلول پذيرا Hanahanبا روش ازباكتري اشرشيا كلي
شد)7(تهيه شد  رويوو پلاسميد درون آن ترانسفرم

LB agar حاوي X-gal)4-،ايندوليل- كلرو-5 برومو -
 گالاكتو تيو بتا ايزوپروپيل( IPTGو)گالاكتوزيد دي بتا

 ساعت بعد كلني هاي24. پخش گرديد) پيرانوزيد
و كلني هاي و آبي رنگ رشد كرد باكتريايي سفيدرنگ

انتخاب)8(سفيد رنگ كه حاوي پلاسميد نوتركيب بودند 
و  . مايع تكثير گرديدندLBدرمحيط كشت شدند

رو)9(پلاسميد با روش الكالين استخراج شد ژليو
).10(انجام گرفت درصد الكتروفورز5/1آگارز

:PCRتهيه كنترل داخلي
 ومهارت كاربر، بايد PCRبمنظوركنترل واكنش
راDNAپرايمرها بتوانند قطعه از غير ديگري
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47 1388، پاييز4 سال اول، شماره دانش ميكروب شناسي علمي پژوهشيفصلنامه

بطوريكه هنگام)11و12( امپلي كنند PCRمحصول
 روي ژل  DNAاين قطعه PCRالكتروفورز، محصول 

 مربوط به DNAآگارز بزرگتر يا كوچكترازنوار
هم. مشاهده شود PCRمحصول دراين شرايط اگرنمونه

 كنترل، به صحت PCRمنفي باشد بامشاهده محصول 
اي. انجام واكنش ومهارت كاربراطمينان پيدا ميكنيم عده

 سلولهاي ميزبان بعنوان House keepingاز ژنهاي 
كنترل داخلي استفاده كرد اما چون تشخيص آميب هاي با
زندگي آزاد ازمحل هاي متفاوت انجام ميگيرند وهميشه 
سلول ميزبان همراه نمونه نمي باشد، تصميم گرفته شد 

و تهيه PCRيك سازه ژني براي كنترل داخلي   طراحي
 يك جايگاه PpumI براي آنزيم PCRمحصول. شود

 براي آنزيم فوق Bluescriptشناسايي دارداما پلاسميد
پلاسميد نوتركيبي كه با محصول. جايگاه شناسايي ندارد

PCRشد يك. تهيه شده بود با آنزيم مذكوربرش داده
 جفت نوكلئوتيد كه دو طرف آن 300 حدود DNAقطعه

ترادف( را داشت PpumIجايگاه شناسايي آنزيم
 نوتركيب ديگري كه درآزمايشگاه تهيه شده پلاسميدهاي

و يكي Gen runnerبودند با نرم افزار  بررسي شدند
ازآانها كه دو جايگاه شناسايي براي آنزيم فوق داشت

و توسط آنزيم هضم گرديد، يك قطعه  DNA انتخاب شد
درون پلاسميد) جفت نوكلئوتيد ازآن جداشد300 با 

 كلون شده، قرار PCRنوتركيب يعني در وسط محصول 
يك. داده شد  Insertپلاسميد نوتركيب جديد حاوي
DNA بود كه دو طرف آن ترادف پرايمرها قرارداشتند 

بطوري كه وقتي پلاسميد نوتركيب داخل نمونه اضافه
 پرايمرها مي توانستند هم PCRميشد هنگام واكنش 

و روي DNAروي  پلاسميد نوتركيب DNA نمونه
 پلاسميد نوتركيب كه DNAرين مقداركمت. قراربگيرند

باPCRميتواند درواكنش  نمونه مورد DNA شركت كند
بعد ازالكتروفورز، روي ژل دونوار. آزمايش مخلوط ميشود

DNA مشاهده ميشود كه يكي مربوط به محصول PCR 
و ديگري كه سنگين ترازمحصول  است PCRنمونه است

دا( پلاسميد نوتركيب DNAمربوط به مي) خليكنترل
 مربوط به كنترل PCRدرصورتيكه محصول. باشد

. مي باشدPCRمشاهده شود نشانه انجام شدن واكنش
 PCRدرصورت منفي يا مثبت بودن نمونه، محصول

كنترل بايد مشاهده شودوگرنه صحت انجام ازمايش مورد
. باشد ترديد مي

و بحث  نتايج
سازي وكشت از انگل آكانتاموبا كه از نمونه باليني جدا

 PCRواكنش. انجام گرفتDNAداده شده بود استخراج 
 درصد5/1انجام شدومحصول ان روي ژل آگارز

با.الكتروفورزگرديد UVدستگاه ژل Transilluminator 
 جفت نوكلئوتيد 1056 با DNAمشاهده گرديد، يك نوار

كه باآنچه موردانتظاربود تطابق)1شكل(مشاهده گرديد
 روي ژل آگارزبا درجه ذوب پايين PCRمحصول. داشت

(Low melting point agarose) و الكتروفورزشد
 همراه كمي ژل در اطراف ان به دقت با PCRمحصول

 ميلي ليتري قرار5/1چاقوي جراحي بريده شد، داخل لوله
و با كيت مخصوص ) شركت فرمنتاس، ليتواني( داده شد

اين محصول درون پلاسميد. خالص سازي شد
Bluescriptهمچنين محصول. كلون گرديدPCR پس 

و در بانك ژن با شماره از خالص سازي  تعيين توالي شد
EF567390ثبت گرديد .

 bp DNA 100–1آگارز ژل الكتروفورز ستون.1شكل
ladder marker 

م PCR حصول-2ستون  آكانتوباثبت از نمونه

با پلاسميد نوتPCRبراي تهيه كنترل داخلي ركيب
ولـــاين انزيم روي محص( برش داده شد PpumI آنزيم
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انو همكارليلا ماغن/....هاي يص آميبطراحي كنترل داخلي براي تشخ 48
PCR يك جايگاه شناسايي دارد ولي پلاسميد براي ان 

 كه دوطرف ان DNAيك قطعه.)جايگاه شناسايي ندارد
جايگاه شناسايي انزيم فوق قرارداشت درون ان كلون شد

).2شكل(

 مراحل تهيه كنترل داخلي.2شكل

DNA اين پلاسميد نوتركيب بعنوان كنترل داخلي 
و واكنش روي. انجام گرفتPCRبه نمونه هااضافه شد

، يكي  DNAگارز براي نمونه هاي مثبت دونوارآژل 
وديگري) نوكلئوتيد1056( نمونه PCRمربوط به واكنش

) نوكلئوتيد1356( پلاسميد نوتركيب PCRمربوط به
 PCRفقط محصول درنمونه هاي منفي. مشاهده گرديد

).3شكل(مربوط به پلاسميد نوتركيب مشاهده گرديد

 bp DNA 1:100آگارز ژل الكتروفورز ستون.3شكل
ladder marker 

 مربوط به نمونه هاي مثبت  PCRمحصول:3و2ستونهاي
 PCRو كنترل داخلي

 مربوط به نمونه مثبت PCRمحصول:4ستون
)آكانتاموبا(

وآميبهاي آزا  دزي سيستم عصبي مركزي انسان
مورد تهاجم قرارمي دهند) مانند چشم(را ارگانهاي ديگر

شناسايي. وسبب مرگ يامعلوليت دائمي مي گردند
وتعيين هويت صحيح پاتوژنها ازاهميت بالايي برخوردار 
است وچنانچه بخوبي انجام نگيرد ويا اشتباهي دراين 

ن ناپذيري امرصورت پذيرد ممكن است ضررهاي جبرا
ناكارآمدي روشهاي سنتي. متوجه شخص ياجامعه شود

درتشخيص وتعيين هويت آميب هاي آزادزي موجب شده 
است كه اهميت كمتري نسبت به روشهاي جديد داشته 

براي تشخيص سريع وحساس آكانتاموبا محققين.باشند
18Sژن(PCRازروش  rDNA (استفاده كرده اند 

و تفكيك اينبر عده اي نيز.)17-13(  اي ژنوتايپينگ
.)18-25( استفاده نموده اند RFLP -PCRها از انگل

اما هيچكدام از كنترل داخلي براي كنترل صحت كارخود
 اين است  PCRيكي ازمزاياي واكنش. استفاده نكرده اند

و هرگاه نمونه كه مي تواند يك كنترل داخلي داشته باشد
و مورد آزمايش منفي بود بتوان در  مورد صحت واكنش

محققين مختلف از ژنهاي. مواد استفادهشده قضاوت نمود
House keeping سلول هاي ميزبان براي واكنش 

PCR)12و)11وReal Time PCR درموارد ديگر 
مزيت اين مطالعه در ابداع).26-28(استفاده كرده اند

چون. مي باشدPCRتهيه كنترل داخلي واكنش 
با زندگي ازاد ازمحل هاي متفاوت تشخيص آميب هاي 

 انجام ميگيرند وهميشه سلول ميزبان همراه نمونه 
 House keeping gene نمي باشد نمي توان از يك

كه. بعنوان كنترل داخلي استفاده نمود كنترل داخلي
طراحي شده است طوري است كه وقتي درواكنش شركت 

 PCR ان بزرگتر ازمحصول PCRكند طول محصول مي
اين كنترل داخلي هميشه قابل استفاده. نمونه مي باشد

و وابسته به وجود سلولهاي ميزبان در نمونه   است
يا. نمي باشد وقتي واكنش انجام مي شود در صورت مثبت

 بايد محصول"منفي بودن نمونه مورد ازمايش حتما
PCR مربوط به DNA پلاسميد كنترل روي ژل مشاهده 

ب راي پيدا كردن مشكل كار بايد مواد شود، درغيراينصورت
لازم به ذكر. چك شوندPCRشركت كننده در واكنش 

است كه استفاده ازاين روش براي طراحي كنترل داخلي 
 دراين انگل ها براي اولين بارانجام گرفته PCRواكنش 

.است

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

49 1388، پاييز4 سال اول، شماره دانش ميكروب شناسي علمي پژوهشيفصلنامه

و تشكر اين پروژه با پشتيباني مالي موسسه: تقدير
و تحقيقات صنعتي اي . ران انجام شده استاستاندارد

و قدرداني  نويسندگان از مسئولين موسسه تشكر
.مي نمايند
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