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 ویروسی استخراج شده از RNAارزیابی همبستگی  بین کیفیت و میزان 

میزان ماده خشک شیرخام  به منظور شناسایی ملکولی  شیرخام با
  سخویروسهاي روده اي براساس مدل سطح پا

  
مرتضی عباس  ،2 ، محمد باقر حبیبی نجفی2علی مرتضوي، * 1مسعود یاورمنش

  3زادگان
  

   صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد و گروه علوماستادیار -1
  صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه  فردوسی مشهد واساتید گروه علوم-2

  استاد گروه مهندسی محیط زیست، دانشگاه  ایالتی آریزونا-3
  )12/2/88 :رشی پذخی  تار27/11/87: افتی درخیتار(

 

  چکیده
شیرخام جزء آن دسته از مواد . ده اي به عنوان عامل ایجاد بیماري درآب و بعضی از مواد غذایی به اثبات رسیده است امروزه حضور ویروسهاي رو 

فقدان هر گونه روش مشخص به منظوربازیافت و استخراج این ویروسها از . غذایی است که می تواند به صورت بالقوه ناقل ویروسهاي روده اي باشد 
استخراج شـده مـورد    ویروسی  RNAتا در این پژوهش در قدم اول تاثیر میزان ماده خشک شیرخام روي کیفیت و میزان شیرخام سبب شده است 

جداسازي اجزاء و ترکیبات شیر ، به طور وارونه نسبت به ساخت چهار محلول مدل شیر خام بدین منظور براساس روشهاي متداول . بررسی قرار گیرد
 به عنوان بهترین ویروس مدل براي ویروس هاي روده MS2 و محلولهاي مدل حاصل توسط کلی فاژ  اقدامبیعی شیر خاممبناي اجزاء و نسبتهاي طبر

 تیوسـیانات   -با استفاده از روش پایه فنـل . پلاك در هر میلی لیتر تلقیح شد   3/1 ×10 -4،  3/1 ×10-2،  3/1،  3/1 ×102 ،   3/1 ×104اي، در غلظتهاي    
 استخراج شده تحت RNA ویروسی از محلولهاي مدل شیر خام اقدام و کیفیت و میزان RNAبت به جداسازي و استخراج  کلروفورم نس– انیدینگو
در ) حـاوي چربـی  ( نتایج حاکی از آن بود که از محلـول مـدل شـیرخام کامـل       . انو دراپ اندازه گیري شد    ن متر تکرار توسط دستگاه اسپکتروفتو    12

 کازئین و پروتئین هاي آب پنیر  ،محلولهاي مدلء  ویروسی استخراج شده است ، در حالیکه بین اجزاRNA میزان    بیشترین ،غلظتهاي ویروسی برابر  
 استخراج شده به منظور شناسایی ملکولی ویروس هاي  RNAهمچنین بالاترین کیفیت    .  ویروسی دارند  RNA را در استخراج     بیشترین بازدارندگی   

، )ومیال پلی ن( ه براساس مدلهاي سطح پاسخ نتایج همچنین نشان دادند ک. می باشد ) حاوي چربی ( ام کامل روده اي مربوط به محلول مدل شیر خ
 و همچنین بین  =R)96/0(تلقیح ویروس  ویروس با میزان ماده خشک محلولهاي مدل شیرخام و غلظت RNAهمبستگی بالایی بین میزان استخراج 

  . وجود دارد =R) 92/0( ولهاي مدل شیرخام و غلظت تلقیح ویروسل خشک مح استخراج شده با میزان مادهRNAکیفیت 
   

   استخراج شده ، ماده خشک شیر، ویروسهاي روده ايRNA ویروس، کیفیت RNA همبستگی ، میزان :کلید واژگان 
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  مقدمه  -1
ق مختلف براي مثال     می تواند از طر     در انسانها   انتقال ویروس 

فه و عطسه شخص عفونی،  مدفوع ات سراز طریق محتوي قطر
ورده هاي  فرآ تماس جنسی با شخص عفونی،       شخص عفونی، 

 تماس بـا حیوانـات  ناقـل ویـروس و            خونی شخص عفونی،    
امـروزه  . توسط ناقلین دیگر همانند پشه و کنه صـورت گیـرد          

مشخص شده است که آب و مواد غذایی می تواننـد در زمـره              
، این موضـوع  محققـین را   ناقلین اصلی ویروسها قلمداد شوند    

به انجام تحقیقات دامنه دار روي تعیین ویروسهاي مختلف در          
 ایــن از میــان  ].1[آب و مــواد غــذایی ترغیــب نمــوده اســت

ویروسها، ویروسهایی که سلول هاي ناحیه روده را عفونی مـی        
کنند، اهمیت زیادي یافته اند، ایـن ویروسـها  پـس از عفـونی        

وده، تکثیر شده و ویروسهاي  تکثیـر        کردن سلول هاي ناحیه ر    
اغ  به محیط اطراف پخـش مـی   شده از طریق مدفوع  یا استفر      

 و هپاتیت 1اكو از میان این ویروسها ویروسهاي نور].2[شوند  
A3و1[ند رذایی از اهمیت بیشتري برخوردا در مواد غ.[  

  : مواد غذایی از طرق زیر می توانند آلوده شوند
ع انسانی یا اب  آلـوده شـده بـا مـدفوع       تماس با مدفو    -الف  

  انسانی 
   تماس  از طریق دستهاي آلوده به مدفوع انسانی  -ب 
   تماس با استفراغ یا آب آلوده شده با استفراغ  -پ 
 تماس با محیط هایی که اشخاص عفونی در آن زیـست      -ت  

 .می کنند

  عطر وسرفه انسان هاي عفونی  -ث 
از انتقال آلودگی از طریق تمـاس    تاکنون هیچ نشانه اي حاکی      

 یا محصولات مشتق شده از      و )مستقیم و غیر مستقیم   (حیوانی  
حیوانات گزارش نشده است اما گمان می رود   که محصولات   

 ].1[وانند در زمره ناقلین قرار گیرندحیوانی مانند شیر خام می ت
شیر امولسیون حاوي ترکیبات مختلف محلول و نامحلول مـی          

ود ترکیبات مختلف در شیر به همـراه طیـف وسـیع            باشد، وج 
ــرونمیکروارگانیــسم هــاي آن، خــالص ســازي و شناســایی ا  ت

 را از آن دشوار می سازد، به همـین دلیـل بـا وجـود          2ویروسها
مطالعات وسیع صورت گرفته روي شناسایی  انتروویروسها در       
آب تا به حال هیچ گونه  کار تحقیقاتی مشخصی  در این مورد 

این مشکلات به همراه عـدم شـناخت و         نگرفته است،  صورت

                                                
1. Norwalk virus 
2. Enterovirus 

سـرم،  (اطلاع کافی از نحوه قرار گیري انتروویروسـها در شـیر    
از شـیر خـام     خالص سـازي انتروویروسـها را       ) ی، کازئین بچر

 لـذا بایـد قبـل از شناسـایی و     ].6و5،4[دچار اشکال می نماید    
تروویروسها در شیر خام نـسبت بـه شناسـایی          نخالص سازي ا  

 دقیق اثرات  متقابل  ویروس با اجزاء شیر اقدام و به دنبال  آن            
 ویروسها براي  دستیابی به ه روشهاي مختلف آماده سازي نمون

در شیر مورد آزمون قرار گیرد، تا با دست یابی بـه یـک روش       
تر ویروسها دست ن  به شناسایی امعمولقابل اعتماد، به صورت 

  .زد
ژها بعنـوان مـدل بـراي ویروسـها       فا  همچنین استفاده از کلی     

روده اي در سال هاي اخیر گسترش یافته است ، در میان ایـن        
 مــی توانــد بعنــوان مــدل  در مــشاهدات F-RNAکلـی فــاژ  
ســی، نفــوذ ویروســی، تکثیــر رو مثــل جــذب  وی،بیولــوژیکی

ویروسی و ترجمه ژنوم ویـروس  بـه همـراه تجمـع  آن و در          
 به طوریکه فاژ ].7[ته شودرها سازي ویروس به کار گرفنهایت 

F-RNA     با نـام MS2) 1597-ATCC  (     یکـی از اعـضاء
 تیپ نوع یک می باشد که بیـشترین  کـاربرد را در           اصلی سرو 

 این کلی فاژ به صورت ویژه به عنـوان  ]. 9 و8[مدلسازي دارد   
مدل یا شاخص  براي ویروسهاي روده اي به کار می رود زیرا             

به خت شناسی آن مشابهت زیادي یب و ریساختار فیزیکی، ترک
 هدف از انجـام ایـن   ].11و10[ویروسهاي روده اي انسان دارد     

تحقیق ارزیابی هر گونه همبستگی  ریاضی احتمالی بین میزان          
و میـزان و    ) مـدل شـیر خـام     (ماده خشک موجود در شیر خام     

نتـایج  .  از آن می باشـد      ویروسی استخراج شده   RNAکیفیت  
 ـحاصل ازاین تحقیق می      د بـراي دسـتیابی بـه یـک روش      توان

 ویروسی در شیر خام به کار گرفتـه   RNAاستخراج  معمول در 
  .   شود

  

  مواد و روشها  -2
آماده سازي محلول هاي مدل شیر       -2-1

  خام 
 از ترکیب اجزاء اصلی طبیعی شیر ، محلول هاي  مدل شیر خام

  مطابق  با نسبتهاي شیرخام طبیعـی آمـاده    1به صورت تجمعی  
 کـه  ونه اي طراحی شدند   مدل به گ    هايمحلول )1جدول  ( شد  

 مدل به صورت وارونه  اجزاء در هر محلول نترتیب اضافه شد
با روشهاي متداول جداسازي ترکیبـات شـیر مطابقـت داشـت          
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  این محلول هاي مدل پس از آماده سازي، توسط دستگاه  ].12[
  .یل شدند به محلول هایی پایا و یکنواخت تبد2هموژنایزرایکا 

  : محلول هاي مدل طراحی شده عبارت بودند از
  لاکتوز )  الف
  پروتئین هاي آب پنیر + لاکتوز )  ب
  کازئین + پروتئین هاي آب پنیر + لاکتوز ) پ
  چربی+ کازئین + پروتئین هاي آب پنیر + لاکتوز ) ت
  

 ترکیب و نسبت اجزاء تشکیل دهنده محلول هاي مدل 1جدول
  شیر خام

  
 مدل  تام استخراج شده در هر محلولRNA میزان 2جدول 

  pg/μl)تلقیح شده ( دانه گذاري شده 

ظت  
غل

فاژ  
ی 
کل

  M
S2

1
وز   

لاکت
2  

وز 
لاکت

+  
نیر
ب پ

ي آ
 ها
ین
روتئ

پ
  

وز 
لاکت

+  
یر 
ب پن

ي آ
 ها
ین
روتئ

پ
+

ئین
کاز

  

وز 
لاکت

+  
نیر
ب پ

ي آ
 ها
ین
روتئ

پ
  

+
ین
کازئ

 +
ربی

چ
  

104×3/1  83/1±45/23  3/1±97/30  4/1±45/13  4/2±05/68  

102×3/1  45/1±52/18 
36/1±42/

25  2/1±11  7/1±16/55  

3/1  36/0±4/7 32/1±9/18  3/0±55/10  3/1±9/47  
2- 10×3/1  27/0±1/6 99/0±17  15/0±17/10  8/1±4/43  
4- 10×3/1  15/0±6/4 13/0±8  28/0±95/9  34/0±25/34  

   بر مبناي تعداد پلاك در هر میلی لیترMS2 غلظت کلی فاژ -1
  ( n=12) انحراف معیار± میانگین -2

                                                
1. Accumulation 
2. IKA homogenizer(Ultraturrax, T25,Germany) 

  

 و بـاکتري    MS2اده سازي کلی فـاژ      آم -2-2 
   میزبان

ان آن براســاس بــ  و اشرشــیا کلــی میزMS2تروباکتریوفــاژ ن ا
 1، حفاظت محیط زیست  ایالات متحده آمریکا   1601استاندارد  

  ].13[به ترتیب زیر آماده شد
    MS2آماده سازي انتروباکتریوفاژ  -2-2-1

  یـک عـدد    ازMS2تـرو باکتریوفـاژ   ن به منظور آماده سازي ا    
ــال ــالص ا 2ویـ ــشت خـ ــاوي کـ ــاژ ن  حـ   MS2تروباکتریوفـ

)ATCC#15597-B1 (         استفاده شـد مراحـل آمـاده سـازي
   :کشت خالص عبارت بودند از

کــشت خــالص  یــال حــاويوافــزودن آب مقطــر بــه )  الــف
     .MS2تروباکتریوفاژ  نا

حـاوي  TSB 3 میلی لیتر محـیط کـشت        30آماده سازي   )  ب
    .مم رشدباکتري میزان با ماکزی

حاوي باکتري میزان  TSB گذاري محیط کشت       گرمخانه) پ
  .C º 2± 5/36  ساعت در دماي2به مدت 

 میلی لیتر از فـاژ خـالص  بـه محـیط کـشت و                1افزودن  ) ت
 C º 2±  سـاعت در دمـاي  4گرمخانه گذاري  مجدد به مدت 

5/36 .  
قطـر منافـذ   ( عبور دادن محیط کشت ازمیان یـک فیلتـر      ) ث 

   4اوتیمار شده با عصاره گوشت گ) ومتریکر م22/0
نگهداري محلـول عبـوري فیلتـر بعنـوان محلـول حـاوي             ) ج
  فعال  MS2تروباکتریوفاژ نا
    )کلی اشرشیا( آماده سازي باکتري میزبان  -2-2-2 

  MS2تـرو باکتریوفـاژ   نبه منظور انتخاب باکتري میزبان براي ا      
ــاکتري اشرشــیاکلی   اســتفاده )Famp) ATCC#700891از ب

ري بعنـوان   تمراحل آماده سازي کـشت خـالص ایـن بـاک          . شد
  :میزبان عبارت  بودند از 

  
  

                                                
1. USEPA 
2.Vial 
3. Tryptic soy broth 
4. Beef extract 

  اجزا
درصــد (ت نـسب 

  )وزنی حجمی 
  )نوع محصول ( شرکت 

  U 47287) ( شرکت سا پلکو،  8/4  لاکتوز آلفا

پــروتئین هــاي 
  آب پنیر گاوي

7/0  
  

   W1500 )(   سیگما ،

کازئینات سدیم 
  گاوي

  C8654 )(   سیگما ،  75/2

  BCR519 )(   فولکا ،  5/3  چربی کره
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 TSA انتقال کشت خالص بـاکتري  بـه محـیط کـشت              ) الف
 از طریق  استرپتومایسینی سیلین  وحاوي آنتی بیوتیکهاي آمپ1

  .2کشت خطی 
 گرمخانه گذاري محیط کشت  تلقـیح شـده در دمـاي    )   ب

ºc37 مدت یک شبانه روز براي .   
برداشت حداقل  یک کلنی از محیط کشت و انتقال آن به         )  پ

 حاوي آنتـی بیوتیکهـاي  آمپـی سـیلین و        TSBمحیط کشت   
  .استرپتومایسین

دن ی محیط کشت مایع تلقیح شده تا رس       يگرمخانه  گذار  )  ت
  .) واحد1/0- 5/0جذب نوري بین (ماکزیمم  به رشد

اي مدل شیر خـام      آماده سازي محلول ه    -2-3 

  3) دانه گذاري شده(تلقیح شده 
  MS2  تیتراسیون انتروباکتریوفاژ 2-3-1

 پس از آماده سـازي کـشت خـالص حـاوي انتروباکترویوفـاژ       
MS2         برحـسب   به منظور تعیین تعداد دقیق انتروباکترویوفـاژ

 .پلاك در هرمیلی لیتر حداقل از چهار رقت متوالی استفاده شد      
 فاقـد   TSBت خالص از محیط کـشت       جهت رقیق کردن کش   

 اسـتفاده   DAL4 شآنتی بیوتیک و براي شمارش پلاکها از رو       
  .شد 

 آماده سازي محلول هاي مدل شیر خام تلقیح         -2-3-2

  شده 
 یـک   MS2 پس از تیتراسیون کشت خـالص انتروباکتریوفـاژ         

تروباکتریوفاژ ن پلاك  در میلی لیتر از ا   3/1×105محلول  حاوي    
MS22/7(ل بافر فـسفات   درون محلو pH=  (   آمـاده شـد .

سپس با افزودن محلول حاوي انتروباکترویوفاژ  به محلول هاي 
، 3/1×104بـا غلظتهـاي       ) لگاریتمی( مدل شیر خام پنج رقت      

                                                
1. Tryptic soy agar 

2. Streaking method 

3. Seeded or Spiked model solution 

4. Double agar layer procedure 

 پلاك در هر میلی لیتـر       3/1×10-4و  3/1×2-10،  3/1،  3/1×102
  .تهیه شد

 آماده سازي محلول هاي مـدل شـیرخام         -2-4
 بـراي اسـتخراج     )انه گذاري شده  د( تلقیح شده 

RNA  
 پس از تلقیح یا دانه گذاري محلول هاي مدل شیر خـام، ایـن       

.  نگهداري شد    cº4محلول ها به مدت یک شبانه روز در دماي        
 12 ویروسـی هـر محلـول مـدل در        RNAسپس در روز بعد     

 5 کلروفـورم  –نیـدین  اوگ تیوسیانات  -تکرار توسط روش فنل   
  ].14[استخراج شد

تروباکتریوفـاژ  ن ژنومی اRNA استخراج   -2-5 
MS2از محلول هاي مدل شیر خام  

 تیوسـیانات   - ویروس براسـاس روش فنـل      RNA استخراج   
 انجـام   6پیـور   کلروفورم توسط کیت تجاري تـري      -نیدین  اگو
  .شد

  :روش استخراج به طور خلاصه عبارت بود از
یلـی   میکرولیتر از هر محلول مدل با یک م    100اختلاط  )  الف  

    . تریپیورلیتر محلول
 میکرولیتـر کلروفـورم  بـه مخلـوط جهـت      200افـزودن  ) ب 

  RNA.استخراج 
 وانتقال  آن    RNAحاوي  ) فاز بالا (جداسازي فاز آبکی     )  پ

   . جدید7به میکروتیوب
  . میکرولیتر ایزوپروپیل الکل 500 توسط RNAرسوب  )  ت
  توسط یـک میلـی لیتـر اتـانول         RNAشستشوي رسوب   ) ث
75%.  
 میکرولیتـر  50 در RNAانحلال و تعلیق مجـدد رسـوب     )  ج

  .DEPC8آب 
تروباکتریوفـاژ  ن تـام ا   RNAاندازه گیري   -2-6

MS2درمحلول هاي مدل شیر خام   
 RNAتروباکتریوفاژ ن تام اMS2 در هر محلول مدل استخراج 

ــا   ــاس ن ــده براس ــنوش ــرم ر گ ــتگاه  درمیکرولیت ــط دس  توس

                                                
1. Phenol- guanidine thiocyanat-chloroform 

2. Tripure , Roch applied science 

3. Microtube 

4. Diethylpyrocarbonate 
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 ND1000,Thermo)اســـــپکتروفتومتر نـــــانو دراپ

Scientific, Delaware ,USA)قبـل از   . اندازه گیري شد
 RNA, MS2تروباکترویوفـاژ ن تام اRNAاندازه گیري مقدار 

) دانه گذاري شده   (محلول هاي مدل بدون تلقیح      ) اولیه(ذاتی  
تـر  نتـام ا RNA اندازه گیري شد بـه طوریکـه مقـدار واقعـی     

 در هر محلول لیتربرحسب نانوگرم درمیکروMS2 باکترویوفاژ 
  :مدل از رابطه زیر تعیین گردید

درنمونه هاي بـدون   RNA مقدار(= تام RNA مقدار حقیقی 
   ) در نمونه هاي تلقیح شدهRNAمقدار  (-)تلقیح

  که  شده تام در هر محلول مدل تلقیح      RNAهمچنین کیفیت   
 بهینه می باشـد براسـاس   1معیاري جهت واکنش هاي ملکولی      

 نانومتر بـر میـزان      260 درطول موج     نوري ذبتقسیم میزان ج  
  . نانومتر اندازه گیري شد280 در طول موج  نوريجذب

   طرح آماري 2-7
 در این پژوهش بـراي آنـالیز داده هـا از یـک طـرح تجمعـی           
درمرحله آماده سازي محلول هـاي مـدل بـراي بیـان ریاضـی              

نـرم  همچنین به منظور دستیابی به بهترین توابع از  . استفاده شد 
  و بـراي دسـتیابی بـه    Sigma Stat (Version 1.0)افـزار  

 Slide Write از نرم افزار 3 و نقشه هاي پیش بینی 2رویه ها 

(Version 2.0 )استفاده شد .  
  

  نتایج و بحث  -3
نحوه به کار گیري مدل سطح  پاسـخ  بـه        -3-1

  منظور ارزیابی همبستگی 
 و 4، 3، 2جداول ( پس ازانجام آزمایشات وجمع آوري داده ها

جستجوي هرگونه ارتباط ریاضی اولیه بین کیفیت  به منظور)  5
 ویروسی استخراج شده با میزان ماده خـشک و  RNAمیزان   و

  نحـوه پراکنـدگی داده هـا      غلظت تلقیح در هر محلـول مـدل،       
 پس از . مورد ارزیابی قرارگرفتSigma Statتوسط نرم افزا 

مـدل هـاي سـطح پاسـخ      داده هااولیه از  نحوه آرایش  برآورد  
 بـه  Slide Writeبراساس معادله کلی زیر توسط نـرم افـزار    

  .کار گرفته شد
       Z=a0+a1x+a2y+a3xy+a4x2+a5y2+a6x2y2+···     

                                                
2. RT-PCR 

1. Surface plot 

2. Counter isoline 

  Z       =  ویروسی استخراج شده RNA کیفیت یا میزان 
   =X       میزان ماده خشک

        =Y غلظت تلقیح ویروس
آن بود که براساس نحـوه پراکنـدگی داده هـا و     نتایج حاکی از    

 مـدل سـطح پاسـخ از       )AdjR2,R2,R( شاخصهاي اولیه مدل  
  . برخوردار است،اعتبار بالایی براي بیان این همبستگی  ریاضی

 تام استخراج شده درهر محلول مدل دانه RNA میزان 2جدول
  )تلقیح شده( گذاري شده

  
ر هر محلول  ذاتی استخراج شده دRNA میزان 3جدول 

  pg/μl دانه گذاريمدل  بدون 

  
   محلول مدل تام استخراج شده در هرRNA میزان 4جدول 
  pg/μl  )دانه گذاري شده - بدون دانه گذاري(
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104×3/1  95/16  47/11  25/4  65/50  
102×3/1  05/12 92/5  8/1  76/37  

3/1  9/0 6/0-  35/1  5/30  
2- 10×3/1  4/0-  5/2-  975/0  26  
4- 10×3/1  9/1- 5/11-  75/0  85/16  
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 @Absorbance)براساس)  تلقیح شده(  استخراج شده در هر محلول مدل دانه گذاري شده RNA کیفیت 5جدول 
260/280nm)                  

  
  
  

   
  
  
  
  
  

        
   دستیابی  به مدل سطح پاسخ نهایی -3-2

 بـه منظـور حـذف    ، پس از دستیابی به مدل سطح پاسـخ اولیـه       
ماده خـشک ،  غلظـت   ( بعضی از جملات حاوي تغییر مستقل   

کیفیـت ومیـزان    ( تغیر وابسته مـدل  که اثر کمی روي م) تلقیح   
RNA   و درنهایت اعتبار  مدل نهایی دارند  از روش  )  ویروسی

Step wise   موجوددر نرم افـزا Sigma Stat   کـه شـامل دو  
 و Backward Regression رگرسیون رو بـه عقـب    يالگو

 مـی باشـد ،   Forward Regressionرگرسـیون  روبـه جلـو    
  ].15[استفاده شد

کار گیري روش فوق معادلات زیر براسـاس مـدل سـطح         با به    
 ویروسی اسـتخراج شـده و    RNAپاسخ  به ترتیب براي میزان       

  .)4و3، 2، 1اشکال (   استخراج شده بدست آمدRNAکیفیت 
Z=a0+a1x+a2y+a3x2+a4y2 

)  در میکرولیتـر  نـانوگرم (  ویروسی استخراج شده     RNAمیزان  
Z=   

  x) =گرم درصد ( شک خمیزان ماده 
پـلاك در     ( 1 طبیعـی  غلظت تلقیح ویروس براساس لگاریتم        

 =y 2)میلی لیتر 

 a0= 86/63                a1= 27/19-                                                                 

 a2= 02/1                  a3= 39/1   
 a4= 02/0  

  

                                                
1-Ln     2-pfu/ml 

3-Absorbance@260/280nm 

  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   استخراجRNA رویه حاصل از مدل سطح پاسخ براي میزان 1شکل 

  ) = 93/0R2 ( شده
  

 RNA نقشه پیش بینی  حاصل از مدل سطح پاسخ براي میزان 2شکل
  استخراج شده
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102×3/1  05/0±7/1 05/0± 7/1  02/0±44/1  03/0±74/1  

3/1  08/0±65/1 01/0±64/1  04/0±32/1  07/0±68/1  
2- 10×3/1  05/0±52/1 03/0±59/1  06/0±29/1  03/0±64/1  
4- 10×3/1  07/0±83/0 02/0±45/1  03/0±12/1  03/0± 6/1  
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Z=a0+a1x+a2y+a3xy+a4x2+a5y2+a6x2y2+a7x3  

 260 در نـسبت        نـوري  جذب(  استخراج شده    RNAکیفیت    
 Z  =3) نانومتر 280نانومتر به 

  x) =گرم درصد(  میزان ماده خشک 
پـلاك در هـر      ( طبیعیغلظت تلقیح  ویروس براساس لگاریتم       

  =y) میلی لیتر 
 a0= 73/3-                a1= 33/2  
 a2= 05/0                a3= 003/0-  
 a4= 32/0-               a5= 002/0-  
 a6= 00002/0           a7= 013/0  

   
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 استخراج RNA براي کیفیت سخازمدل  سطح پال یه حاصرو 3شکل
  )= 85/0R2 (شده
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 RNA براي کیفیت سخ نقشه پیش بینی حاصل ازمدل سطح پا4شکل 
  استخراج شده

  
  
  

 شاخص هایی که در انتخاب این دومدل سطح پاسخ مدل نظـر           
  2، ضـریب تبیـین       1ضـریب همبـستگی   : بوده انـد عبارتنـد از       

  و عـدم وجـود همبـستگی بـین         3شـده   ضریب تبیین تصحیح    
 نتایج آنـالیز  7و 6 در جداول    . در مدل نهایی   4متغیرهاي مستقل   

 نتایج آنالیز واریانس 9و8تابعیت مدلهاي سطح پاسخ  و جداول      
  .رگرسیون این مدلها ارائه شده است

) اسـتقلال   (  ارزیابی  عـدم همبـستگی          -3-3 
  متغیرهاي مستقل درمدل نهایی

متغیرهاي مستقل ، ) استقلال ( ررسی عدم همبستگی  به منظور ب
 (Zادیر  پـیش بینـی شـده   ق ـ  و مzاختلاف بین مقادیر واقعـی    

 باقیمانده  یکسان به عنوان خطا  یاy,x  در مقادیر )براساس مدل
  .نظر گرفته شددر
مقـادیر   =Z )  6ادیر واقعـی ق ـم( -Z) 5شـده  مقادیر پیش بینی(

  8یا خطا7باقیمانده 

 و y,x  همبستگی بین مقـادیر متغیرهـاي مـستقل      سسا براین ا 
در  نتایج حـاکی از آن بـود    .مقادیر  خطا درهر مدل ارزیابی شد      

 هیچگونه همبـستگی  8 و7  ، 6،  5هر دومدل  براساس اشکال    
بـا مقـادیر  خطـا مـشاهده نـشد      ) y,x( بین متغیرهاي مـستقل   

)R=0(.  
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 بامقادیر خطا در xر  رگرسیون حاصل از همبستگی بین مقادی5شکل 

  )R2=0( استخراج شده RNAمدل سطح پاسخ  میزان 

                                                
1. Coefficient of Correlation               5. Predicted data 
2. Coefficient of Determination          6. Actual data  
3. Adjusted R Square                          7. Residual 
4. Multicolinearity                               8. Error 
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 با مقادیر خطا  yون حاصل از همبستگی  بین مقادیر رگرسی6شکل 

  )R2=0( استخراج شده RNAدرمدل سطح پاسخ میزان  
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 با مقادیر خطا در x رگرسیون حاصل ازهمبستگی بین مقادیر 7شکل 
  )R2=0(تخراج شده   اسRNAمدل سطح پاسخ کیفیت 
  

 
 
 
 
 
 

  
  
  
  
  

با مقادیر خطا در y رگرسیون حاصل ازهمبستگی بین مقادیر 8شکل 
  )R2=0( استخراج شده  RNAمدل سطح پاسخ کیفیت 

  
  

   ارزیابی کارایی مدل هاي سطح پاسخ -3-4
 مدلهاي سطح پاسخ ، همبـستگی بـین        کارایی  به منظور ارزیاي  

)  متغیـر وابـسته   ( zنـی شـده    ومقادیر  پـیش بی zمقادیر واقعی  
  10و  9 براسـاس اشـکال        .توسط معادلات خطـی بررسـی شـد       

نـشان  )  AdjR2,R2,R(شاخص هاي برازش  مدلهاي خطـی         
می دهند که همبستگی بالایی بین مقادیر واقعی ومقـادیر پـیش           

  وجود داشته و مدلهاي سطح پاسخ  حاصله کارایی      zبینی شده   
 استخراج  RNAکیفیت و میزان   ( Zبالایی در پیش بینی مقادیر      

   .دارند) شده 
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 شـیر   مدل بررسی اثر مقادیر ماده خشک  -3-5   
   استخراج شده RNAخام روي کیفیت ومیزان 

 براساس رویه هاي حاصل از مدل سطح پاسخ به همـراه نقـشه        
هاي پیش بینی حاصل از آنها، در بین ترکیبات موجوددر محلول 

 ـچر ،هاي مدل شیر خـام    ی  شـیرخام،  عـاملی تـسهیل کننـده     ب
 در بـین    . ویروسی می باشـد    RNAدرکیفیت و میزان استخراج     

 آخـرین محلـول مـدل شـیر خـام      ، خام  ل شیردمحلول هاي م 
 را در شـرایط     RNAبیشترین میزان استحـصال     ) حاوي چربی (

طوریکه با ورود چربـی بـه سیـستم محلـول         ه  یکسان داراست ب  
 یک سـیر  ، گرم درصد3/8شک بیش از     هاي مدل  و از ماده خ      

صعودي در رویه هـاي حاصـل ازمـدلهاي سـطح پاسـخ قابـل               
  همچنین با افزایش ماده خشک شیر از حدود .مشاهده می باشد 

 گرم درصد می توان شاهد سیر نزولی در 3/8 گرم درصد تا 8/4
این سیر نزولی رویـه هـا  و بـه دنبـال آن کـاهش         . رویه ها بود  

 استخراج  شده به ترتیب مقارن بـا ورود   RNA کیفیت و میزان  
پروتئین هاي آب پنیر  و کازئین در محلول هاي مدل شیر خام             

 اثر تسهیل کننده چربی  در کیفیت ومیـزان اسـتخراج            .می باشد 
RNA              ویروسی  در محلول هاي مدل شیر خام رامی تـوان بـه 

ــسبت داد  ــی ن ــل مختلف ــی رود . عوام ــان م ــا گم ــاي  ام نیروه
یکـی از   .  مهمترین نقش را بعهده دارند       )آبگریز (1یکهیدروفوب

 کلی فـاژ    )آبگریز(1  بر همکنش هیدروفوبیک   ،این بر هم کنشها   
MS2   ــدروفیلیک ــنش هیــ ــر همکــ ــراه بــ ــه همــ  -2  بــ

 تـک رشـته اي حـس        RNA )آبگریـز -آبدوست(هیدروفوبیک
 ویروس  با گلبولهاي چربی موجود درمحلول مدل شـیر     3مثبت  

از طـرف دیگـر غـشاء گلبولهـاي     ].18،  17،  16 [خام می باشـد   
 ال سطحی با خـواص امولـسیون کننـدگی    فع چربی، حاوي مواد  

منفی می  )  ζ( این غشاء حاوي یک پتانسیل زتا       . بالا می باشند  
  هیـدروفوبیک باشد که می تواند در ایجـاد بـر همکـنش هـاي        

 اما بـرخلاق    ].22- 19[  موثر باشد  س  ویرو  RNA با   )آبگریز(
 شـیر خـام    مـدل ین هاي موجود در محلـول هـاي    چربی، پروتئ 

 می توانند از دو طریـق          )ب پنیر  و کازئین    آپروتئین هاي   (
 اسـتخراج شـده     RNA بازدارنده روي کیفیـت  ومیـزان         نقش  

 نخست، پروتئین هاي موجود در محلـول     .د باشن هویروسی داشت 
داراي  بـار منفـی مـی         غالبا  طبیعی PHهاي مدل شیر خام در      

بر هم کنش  این بار منفی با بار منفی طبیعی موجود روي . دباشن
 حاصـل از آنهـا باعـث        RNAسطح ویروس هـاي روده اي و        

                                                
1. Hydrophobic 
2. Hydrophilic 
3. SS RNA positive sense 

 ویـروس بـه سـمت فـاز     RNAایجاد نیـروي دافعـه و رانـدن      
  ].12[میگردد) چربی(بالا ) آبگریز(هیدروفوبیک

 تیوسیانات  گوانیدین -در روش پایه استخراج فنل دیگر آنکه ، .
قـسمت اعظـم   )  آلـی يبه علت حـضور حلالهـا    ( فورم   کلرو –

 هاي موجود در محلول هاي مدل شیر خـام  از لحـاظ              پروتئین
 به سرعت از فراینـد   و غیر فعال  در آمده      به صورت  بیولوژیکی

استخراج  خارج می گردند درحالیکه یکی ازموثرترین راههـاي          
  چربــی اســتفاده از حلالهــاي آلــی مــی باشــدفــتاســتخراج با

  ].23و14[
   
  نتیجه گیري  -4 

   برمبناي نتایج حاصل از این مطالعه می توان گفت که بر اساس
مـاده خـشک    میـزان    بین    بالایی همبستگی ،مدلهاي سطح پاسخ  

 ویروسـی  RNAمحلول هاي مدل شیر خام با کیفیت و میـزان         
در بین اجزاء    همچنین مشخص شد     .استخراج شده برقرار است   

 مهمتـرین عامـل تـسهیل کننـده          محلول هاي مـدل شـیر خـام       
 پروتئین   در حالیکه  . می باشد  ، چربی  ویروسی RNAاستخراج    

هاي آب پنیر بـه همـراه کـازئین بیـشترین بازدارنـدگی  را در                 
 می تـوان نتیجـه     بدین ترتیب  . ویروسی دارند  RNAاستخراج    

رگونه دستیابی به یک روش جامع  به منظور استخراج         ه گرفت،
RNA  ه اي و به دنبال  آن شناسـایی  ملکـولی             ویروسهاي رود

 متضمن حذف پروتیئن هاي آب پنیر و کازئین شیر خام و         ،آنها
  .همچنین حفظ چربی شیر خام باید باشد

  
 RNA نتایج آنالیز تابعیت مدل سطح پاسخ میزان 6جدول 

  استخراج شده

متغیرهــــــاي 
   1مستقل

  2ضریب 
انحــــــــراف 

خطــاي (معیــار
   3)استاندارد

t P 

a0 86/63  95/12  92/4  0002/0  

a1  27/19-  43/3  6/5-  0001/0<  

a2  02/1  15/0  47/6  0001/0<  

a3  39/1  2/0  8/6  0001/0<  

a4  02/0  02/0  84/0  4115/0  
1. Independent Variables 
2. Coefficient 
3. Standard Error 
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  RNA نتایج آنالیز تابعیت مدل سطح پاسخ کیفیت7جدول 
  استخراج شده

اي
یره
متغ

قل
مست

 
  

یب
ضر

ف   
حرا

ان یار
مع

)
ي 
خطا ارد
اند
است

(  

t P 

a0 73/3-  75/2  36/1-  199/0  
a1  33/2  11/1  09/2  05/0  

a2  05/0  012/0  44/4  0008/0  

a3  003/0-  001/0  39/2-  03/0  
a4  32/0-  14/0  25/2-  04/0  

a5 002/0-  001/0  01/2-  06/0  

a6 00002/0  00001/0  65/1  12/0  

a7 013/0  005/0  39/2  03/0  

  
 نتایج آنالیز واریانس رگرسیون مدل سطح پاسخ 8جدول 

   استخراج شدهRNAمیزان 
  DF SS  MS  F  P  

  >0001/0  8/50  1076  2/4304  4  1رگرسیون

  ___  ____  2/21  5/317  15  2باقیمانده

  ___  ____  2/243  7/4621  19  3کل

1. Regression 
2. Residual 
3.Total 

 
س رگرسیون مدل سطح پاسخ کیفیت  نتایج آنالیز واریان9جدول 

RNAاستخراج شده   
  D

F SS  MS  F  P  
رگرسیو

  ن
7  075/

1  
1536/

0  
2/10  0003/

0  

  12  باقیمانده
181/

0  
015/0  ___

_  ___  

  19  کل
256/

1  
0661/

0  
___

_  ___  
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Evaluation of correlation between quality and amount of the 
extracted viral RNA from raw milk with the amount of raw milk 

dry Matter for molecular detection of enteric viruses using 
response surface model 
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Nowadays, presence of enteric viruses in water and some foods is proved as a cause for infectious 
diseases. Raw milk can transmit enteric viruses potentially. Lack of distinct protocol for recovery and 
extraction of these viruses from raw milk made us to evaluate the effect of dry matter amount on 
quality and amount of viral RNA yield. Therefore according to reverse of routine protocols in 
separating of milk components, we prepared four milk model solutions in different combinations and 
ratios based on natural raw milk components. Then, each milk model solution was spiked with five 
levels of MS2 coliphage (1.3×104, 1.3 ×102, 1.3, 1.3×10-2, 1.3 ×10-4 pfu/ml). We isolated the viral 
RNA from each milk model solution using phenol - guanidine thiocyanat - chloroform method. Also 
we measured quality and RNA extraction Yield in twelve frequencies by nanodrop 
spectrophotometer. The results showed that in the equal viral concentration, the most amount of viral 
RNA was extracted from whole milk model solution (including fat). Whereas casein and whey 
proteins had the most inhibition in the viral RNA extraction .Also the highest quality of the extracted 
RNA for molecular detection was related to whole milk model solution. Based on response surface 
model (polynomial) RNA extraction yield and quality of the extracted RNA were closely correlated to 
the amount of dry matter of milk model together with coliphage concentration (R=0/96 and R= 0/92 
respectively). 

 
Key words: Correlation, RNA extraction yield, Quality of extracted RNA, Milk dry matter, Enteric 

viruses. 
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