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 چکیذٌ
غٌبیغ  ضَد ٍ خسبرات قبثل تَخْی را ثِهیَُ هیهَخت تغییز هشُ ٍ ثَی آةکِ گزهبست ٍ هقبٍم ثِ اسپَردارثبکتزی آلیسبیکلَثبسیلَس 

استفبدُ اس  هزاس ثب ای پلیٍاکٌص سًدیزُ ّبی هختلف ثبهیَُسبسد. ّذف اس ایي تحقیق ضٌبسبیی ایي ثبکتزی اس آةسبسی ٍارد هی هیَُ آة

 ای پلی هزاسٍاکٌص سًدیزُ ٍ DNAاستخزاج  خبًِ گذاری،ٍ گزمهحیظ کطت  پس اس اًتقبل ثِ ،ثزای ایي هٌظَر .ثَدپزایوزّبی اختػبغی 

ٍ اًدبم  EcoR1پس اس ثزش ثب آًشین  ًوًَِ ثزرسی ضذُ ثَد. 24ًوًَِ اس هدوَع  5ًتبیح حبکی اس آلَدگی  .غَرت گزفتّب ثز رٍی ًوًَِ

 حبغل اس ثبکتزی RFLP ضذ کِ ایي حبلت هغبثق ثب الگَی ُخفت ثبسی هطبّذ 528ٍ  118الکتزٍفَرس ثبًذّبیی ٍاضح در ًَاحی 
تَاى ثیبى کزد کِ آلَدگی ثِ ایي ثبکتزی در غٌبیغ تَلیذ ثبضذ. ثب تَخِ ثِ ًتبیح ایي تحقیق هیهی آلیسبیکلَثبسیلَس اسیذٍتزستزیس

 . ضَددر سهبى هیخَیی ِّب ٍ غزفکبّص ّشیٌِ ثب دقت ثبلا، هَخت RCPتکٌیک زای تطخیع آى هیَُ هطکل سبس است ٍ ث آة
 

 بکتزی تزهَفیل.، ثهزاس ای پلیٍاکٌص سًدیزُهیَُ، فسبد آة ،آلیسبیکلَثبسیلَس :ياژگبن کلیذی

 

ٍمقذم

دًجبل هَج گزهبی هیلادی ثِ 90در اٍایل دِّ 

هیَُ دچبر فسبد ثب  سبثقِ در ارٍپب هقبدیز سیبدی آة ثی

ّب ثِ ضذًذ کِ تَخِ ارٍپبیی آلیسبیکلَثبسیلَسثبکتزی 

کِ سبیز  عَریِتز خلت ًوَد، ثیطثایي ثبکتزی را 

 هٌذ گزدیذًذِکطَرّبی خْبى ًیش ثِ ایي هَضَع ػلاق

(Smit et al., 2011). کِ رضذ ایي ثبکتزی ثز  اس آًدب

-ّبی هَاد غذایی، ایدبد گبس ًویخلاف ثیطتز ثبکتزی

هیَُ ٍ هطبّذُ تَرم ثٌذی آةًوبیذ، لذا اس ظبّز ثستِ

 هیَُ پی ثزدآلَدگی آة ٍ تَاى ثِ فسبددر آى ًوی

(Khageh-Nasir et al., 2006; Baumgart et al., 

اٍلیي ثبر در سبل  کلَثبسیلَسیآلیسب. ثبکتزی (1997

 ذتَاًاس آة سیت فبسذ ضذُ خذا گزدیذ کِ هی 1984

 ,.Danyluk et al) ( ًیش رضذ کٌذ5/2) پبییي pHدر 

2011 Steyn et al., 2011;). ایي ثبکتزی اس ثبکتزی-

اسیذی رضذ کزدُ  هحیظّبی گزهبدٍستی است کِ در 

 ;Jianke et al., 2013) ضًَذٍ در خبک یبفت هی

Cerny et al., 1984)ثب تَلیذ  هذکَر . ثبکتزی

ّبیی هبًٌذ سیت، هیَُّب در آةگَالایکَل ٍ ّبلَفٌَل

تَلیذ ثَی پزتقبل، گزیپ فزٍت ٍ اًگَر سفیذ هٌدز ثِ

 ضَدیدارٍیی، گَضت پختِ ضذُ یب ثبقبلا پختِ ضذُ ه

(Bianchi et al., 2010; Witthuhn et al., 2012). 

 1998هَاد غذایی در سبل  ٍریآالوللی فزاًدوي ثیي 

ّب هیَُفسبد گشارش ضذُ در آةاس % 35ثیبى داضت کِ 

ّبی اسپَردار اسیذ دٍست است ٍ اس ًبضی اس ثبکتزی

ّبی هیکزٍارگبًیسن خش ایي ثبکتزی سبیزکِ ثِ ییخبآى

ّب ٍ هحػَلات اسیذی دارای هقبٍهت هیَُرایح در آة

ػٌَاى ِاس ایي ثبکتزی ث اخیزاًتزی ّستٌذ، دهبیی پبییي

ضَد. ثبکتزی ّذف در ایي هحػَلات یبد هی

هیٌِ سدارای ثیطتزیي اّویت در  آلیسبیکلَثبسیلَس

هیَُ ثِ ایي لذا ثزرسی آلَدگی آةهیَُ است، فسبد آة

هٌظَر اقذاهبت کٌتزلی ٍ کبّص ثبر آلَدگی ثبکتزی ثِ

 Durak et al., 2010 Groenewald)ضزٍری است 

et al., 2009;)ّبی آسهَىاًدبم  ؛ ثزای ایي هٌظَر

لکَلی اهزی اختٌبة ًبپذیز ثزای َدقیق ثیَضیویبیی ٍ ه
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ثبضذ. تکٌیک هی آلیسبیکلَثبسیلَس ضٌبسبیی گًَِ

PCR ِقزار هَرد تَخِ ثیطتز دلیل سزػت ٍ دقت ثبلا ث

کِ ثب غزف سهبى حذاکثز سِ  عَریِاست، ث گزفتِ

 ثبکتزی تب حذاقل ضٌبسبیی اهکبىسبػت تب یک رٍس 

 اسیذٍتزستزیس آلیسبیکلَثبسیلَس ثبکتزی 200 تؼذاد

 Ling-Xia et al., 2012)  دارد ٍخَد ّبهیَُدر آة

Postollec et al., 2010;) ،ِصى ّذف در ایي هغبلؼ .

 ثبضذ کِ در چزخِهی Squalene Cyclase صى آًشین

ًقص  آلیسبیکلَثبسیلَستَلیذ کلستزٍل در ثبکتزی 

 RCP-RTاس تکٌیک  ٍ (Wendt et al., 1997) دارد

 ضَدهٌظَر ضٌبسبیی دقیق ایي ثبکتزی استفبدُ هیثِ

(Yamazaki et al., 1996) ًثبلای  ٍلی قیوت ًسجتب

ٍ ّوچٌیي ًیبس ثِ  هؼکَسثزدار رًٍَضتآًشین 

کٌذ. ّبیی را ایدبد هیخذاسبسی ثبکتزی هحذٍدیت

است کِ  ی، رٍش سزیؼهزاسای پلیسًدیزٍُاکٌص 

در ًوًَِ حضَر عَر هستقین ثِ تَاًذ ثذٍى کطت ٍ هی

ّبی دیگز ثبکتزی را هطخع ًوبیذ. یکی اس رّیبفت

-فزآٍردُ آى هی تَالیٍ تؼییي  16S rRNAتکثیز صى 

ثز ثَدُ ٍ سهبى را افشایص  ثبضذ کِ ایي رٍش ًیش ّشیٌِ

صى ّذف هٌبسجی  Squalene Cyclaseدّذ. صى هی

ثبضذ ٍ ثغَر اختػبغی ٍ ثذٍى ًیبس ثزای ایي هٌظَر هی

تَاًذ حضَر ثبکتزی را در ًوًَِ ثِ تؼییي سکبًس هی

هَرد آسهبیص هطخع کٌذ. ّذف اس هغبلؼِ حبضز 

ّبی تَلیذی داخلی ثب استفبدُ اس هیَُثزرسی آلَدگی آة

 هزاس ثَد.ای پلیٍاکٌص سًدیزُ

  کبر مًاد ي ريش
هیَّبی سیت، َُ ضبهل آةهیآةػذد  20تؼذاد 

، هخلَط ٍ سیت هَس اس دٍ ضزکت تَلیذ ٍراآلَئِپزتقبل، 

-اثتذا آةتْیِ گزدیذ.  ثػَرت تػبدفی هیَُکٌٌذُ آة

 80ٍ در  ضذ ریختِ ،استزیل ایظزٍف ضیطِّب در هیَُ

تب  ضذ دقیقِ قزار داد 10هذت  گزاد ثِدرخِ سبًتی

تجذیل  ٍیطیبلت رح اسپَردار ثِّب اس حبلت ثبکتزی

درخِ  45هذت یک ضت در دهبی  ثِ سپسضًَذ. 

در  دٍر 110) ثبهذٍام  لزساًذىگزاد ّوزاُ ثب سبًتی

در  ّبهیَُآة سپس .گذاری ضذًذخبًِ دقیقِ( گزم

 10هذت  ٍ ثِ ضذ ریختِ لیتزیهیلی 45ّبی فبلکَى

هبیغ سبًتزیفیَص گطت. در دقیقِ  9000 دقیقِ در دٍر

 لیتزهیلی 1 در حبغل رسَة ٍ ضذ رٍیی دٍر ریختِ

ثب استفبدُ اس دٍ پزایوز  .حل ضذ تقغیزهقغز دٍثبر آة

 squalene-hopeneاختػبغی عزاحی ضذُ ثزای صى

cyclase   یسستزاسیذٍتز آلیسبیکلَثبسیلَسثبکتزی ،

ٍ  CGGCACCTGGTCCATTTATCثب تَالی 

TCGAGCCCTTCAAACCCTTT  حضَر ایي

. ایي خفت گزفتقزار  ّب هَرد ثزرسیثبکتزی در ًوًَِ

را  shcخفت ثبسی صى  648کِ تَالی ثب عَل پزایوز 

اختػبغی ٍخَد ػبهل اغلی  عَر کبهلاًِثدّذ تکثیز هی

( را یسستزاسیذٍتز آلیسبیکلَثبسیلَسهیَُ )فسبد آة

. دّذتطخیع هی آلیسبیکلَثبسیلَسّبی اس سبیز گًَِ

اس  لیتزهیلی 1 ًطیي ضذُ پس اس سبًتزیفیَصرسَة تِاس 

ثزداضتِ ضذ.  DNA یٌذ استخزاجآهٌظَر اًدبم فزآى ثِ

ریختِ ٍ  یلیتزهیلی 5/1ّبی ّب در هیکزٍتیَةًوًَِ

رٍش کیت استخزاج صًَم  ثب استفبدُ اساستخزاج صًَم 

هزاس ثب ای پلیٍاکٌص سًدیزُ .پذیزفتسیٌبصى اًدبم 

یک هزحلِ ٍاسزضت Bio Rad  تزهَسبیکلزدستگبُ 

 35دقیقِ، سپس  4گزاد ثزای درخِ سبًتی 94اٍلیِ در 

ثبًیِ،   75گزاد ثزای درخِ سبًتی 94سیکل ثب ضزایظ: 

-درخِ سبًتی 72ثبًیِ ٍ  75گزاد ثزای درخِ سبًتی 56

درخِ  72یک هزحلِ  دقیقِ ٍ در اًتْب 1گزاد ثزای 

 Danyluk et) اًدبم گزفتدقیقِ  8گزاد ثزای سبًتی

al., 2011) 5/2هیکزٍلیتز اس هخلَط  25. در ّز 

 ) کلزیذ هٌیشین هیکزٍلیتز  X 10 ،5/1 هیکزٍلیتز ثبفز

 10هیکزٍلیتز اس ّز پزایوز در غلظت  1(، هَلهیلی 50

هیکزٍلیتز هخلَط داکسی ًَکلئَتیذ تزی  2، هیکزٍهَل

هیکزٍلیتز اس ًوًَِ  1، تکٍاحذ اس آًشین  5فسفبت، 

DNA  ٍ75/15 ٍثبر تقغیز استفبدُ هیکزٍلیتز آة د

هذت درغذ ثِ 5/1گزدیذ. اس الکتزٍفَرس افقی در آگبرس 

ٍلت ثزای هطبّذُ ًتبیح هحػَل  85دقیقِ ٍ ٍلتبص  40

  .استفبدُ ضذ
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 آلیسبیکلَثبسیلَساس صًَم چٌذ ًوًَِ چٌیي ّن

ػٌَاى کٌتزل ًیش ثِضٌبسبئی ضذُ   یسستزاسیذٍتز

هٌظَر تأییذ غحت قغؼِ تکثیز ثِ. هثجت استفبدُ ضذ

استفبدُ ضذ. ثزای ایي هٌظَر  RFLPضذُ اس تکٌیک 

هیکزٍلیتز اس  PCR  ٍ5هیکزٍلیتز اس هحػَل  4هقذار 

 EcoR1ٍاحذ آًشین  10الی  5آًشین ٍ هقذار  X10ثبفز 

هقغز دٍثبر تقغیز حدن ًْبیی ٍاکٌص  هخلَط ٍ ثب آة 

ضوبرُ  PCRهیکزٍلیتز رسبًذُ ضذ. هحػَلات  20ثِ 

ّبی هتفبٍت خذا سبسی ضذُ ثَدًذ هیَُکِ اس آة 5ٍ  1

 16هذت ثزای ایي ٍاکٌص اًتخبة ضذًذ. سپس ثِ

گزاد قزار گزفتٌذ. درخِ سبًتی 37سبػت در دهبی 

 2هحػَل حبغل اس ّضن آًشیوی ثز رٍی صل آگبرس 

 85دقیقِ ثب ٍلتبص  90هذت ثِ Safe Stainدرغذ حبٍی 

ثزداری ضذ ٍ ثبًذّب اس صل ػکسسپس  ٍلت تفکیک ضذ.

 هَرد ثزرسی ٍ ارسیبثی قزار گزفتٌذ. 

 

 

 

 بیجوت
ّبی هیَُهیَُ ضبهل آةًوًَِ آة 22در ثزرسی 

هَرد  5ٍ سیت هَس،  را، هخلَطٍئِسیت، پزتقبل، آلَ

هثجت ثب ًتیدِ  shcخفت ثبسی صى  648تکثیز قغؼِ 

آلَدگی در ایي  ٍخَدی دٌّذُکِ ًطبى ّوزاُ ثَد

صى 1096ٍ  343خبیگبُ  EcoR1ّبست. آًشین ًوًَِ

shc در قغؼِ  343سًذ، کِ تٌْب خبیگبُ را ثزش هی

خبرج اس  1096تکثیز ضذُ اس ایي صى قزار دارد ٍ خبیگبُ 

رٍد کِ ثبًذّبی پس اًتظبر هی ،بضذثًبحیِ تکثیزی هی

، 1تػَیز ضوبرُ  خفت ثبسی هطبّذُ ضَد. 528ٍ  118

ثب  دّذ.هزاس را ًطبى هیای پلیًتیدِ ٍاکٌص سًدیزُ

ثبًذ EcoR1ٍ پس اس ثزش ثب آًشین  2تَخِ ثِ تػَیز 

خفت ثبسی هطبّذ  528ٍ  118ّبیی ٍاضح در ًَاحی 

ثبکتزی  RFLPضذ کِ ایي حبلت هغبثق ثب الگَی 

ّز دٍ  ٍ ثبضذهی یسستزاسیذٍتز آلیسبیکلَثبسیلَس

 ًوًَِ الگَی ٍاحذی را ًطبى دادًذ. 

 

 
 ثبضذ.ّبی هثجت هیهزثَط ثِ ًوًَِ 5تب  1ضوبرُ ّبی چبّک -1ضکل 

N:  ،کٌتزل هٌفیM:  خفت ثبسی 100هبرکز 
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 ای پلی هزاسٍاکٌص سًدیزُ 5ٍ  1ّبی ثزای ًوًَِ PCR-RFLPًتبیح حبغل اس  -2ضکل 

 

بحث
عَر کلی دارای ّبی هػزفی در ثبسار ثِآة هیَُ

ٍرت ًبضی اس ثَی هغلَة ثَدُ ٍ فبقذ کذرًگ، هشُ ٍ 

-ِتطخیع چطوی آلَدگی ثثبضٌذ. ثبکتزی خبغی هی

هیَُ عجیؼی است، گبسی تَلیذ ایٌکِ ظبّز آة لدلی

ضَد، ثسیبر هطبّذُ هیضَد ٍ رسَة ثسیبر کوی ًوی

دلیل توبس ِّب ثتز آلَدگی آة هیَُ. ثیصسخت است

 َدگی آةّب ثب خبک است ٍ در ًتیدِ ثزرسی آلهیَُ

تَاًذ ّب قجل اس ارسبل آى ثِ ثبسار هػزف هیهیَُ

ّب ٍ کبّص ثبسار خسبرات ًبضی اس فسبد آة هیَُ

آلیسبیکلَثبسیلَس . کن کٌذپسٌذی ایي هحػَلات را 

هَخت تغییز کِ ٍ هقبٍم ثِ گزهبست  اسپَردارثبکتزی 

تَلیذ چَى )ثب تَلیذ هَادی ّن هیَُ هشُ ٍ ثَی آة

ضَد ٍ خسبرات قبثل هی( ّبّبلَفٌَلگَالایکَل ٍ 

 سبسدسبسی ٍارد هی هیَُتَخْی را ثِ غٌبیغ آة

(Witthuhn et al., 2012).  ضٌبسبیی ٍخَد ثبکتزی

آلیسبیکلَثبسیلَس )هیَُ  ػبهل فسبد آة

ّبی تکٌیک ثز اسبستبکٌَى در ایزاى  (اسیذٍتزستزیس

گزفتِ ضیویبیی غَرت  ّبیتستکطت آسهبیطگبّی ٍ 

در تطخیع ایي ثبکتزی  .ذٌثبضثز هی کِ سهبى است

ّبی هتؼذدی غَرت ثز اسبس رٍشًیش ّب سبیز کطَر

ّبی کطت در هحیظتَاى ثِ پذیزد کِ هیهی

ّبی ثیَضیوبیی، تکٌیک یّبتستآسهبیطگبّی، 

ٍ  16S rRNA، تکثیز صى RT-PCRهَلکَلی ًظیز 

ثب  16S rRNAتؼییي تَالی فزآٍردُ آى یب ضٌبسبیی صى 

 ,Yamazaki) اضبرُ کزد real-time PCRتکٌیک 

Teduka et al., 1996; Pettipher, Osmundson 

et al. 1997; Gouws, Gie et al. 2005).  اس هَارد

ثزای تطخیع ایي ثبکتزی  PCRاستفبدُ اس تکٌیک 

 اضبرُ کزدغَرت گزفتِ ثزخی تحقیقبت تَاى ثِ هی

(Bonilla et al., 2010; Ling-Xia et al., 2012). 

صى  PCRضَد ثب تَخِ ثِ ًتبیح ایي تحقیق پیطٌْبد هی

shc ِػٌَاى یک رٍش دقیق ٍ سزیغ خبیگشیي رٍشث-

تَاى ّبی تطخیع ثیَضیویبیی گزدد. ثِ ایي تزتیت هی

تز تؼذاد ثسیبر سیبدتزی ًوًَِ را در سهبى ثب ّشیٌِ کن

حبغل  گزی قزار داد. ثب تَخِ ثِ ثبًذّبیکن هَرد غزثبل

ایي قغؼِ ًیش دلیل دیگزی ثز  PCR-RFLPاس 

کبر رفتِ ثزای ثبکتزی ِث PCRاختػبغیت 

حذف ثبضذ. هی یسستزاسیذٍتز آلیسبیکلَثبسیلَس

ّب ّبی آىّب ٍ فزآٍردُکبهل ایي ثبکتزی اس آة هیَُ

تَاى ثب توْیذات خبظ ٍ ثبضذ ٍلی هیاهکبى پذیز ًوی

آة هیَُ اس ثبر  ّبی تَلیذ کٌٌذُآهَسش پزسٌل ضزکت

ّبی فسبد آة هیَُ کن کزد ٍ ثب آلَدگی ثِ ثبکتزی
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تطخیع سزیغ هحػَلات ثب ثبر آلَدگی ٍ خبرج کزدى 

ایي هحػَلات اس رًٍذ آة هیَُ سبسی، هحػَل ثب 

 کیفیتی را ثِ ثبسار ارائِ کزد.
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