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  ۱۰/۱۰/۸۸:       تاريخ پذيرش مقاله ۲۰/۲/۸۸:  تاريخ دريافت مقاله 

  :  چكيده
هاƽ اخير از در سال . باکترƽ اسپور دار، گرم مثبت،  هوازƽ و عامل بيمارƽ سياه زخم  است             باسيلوس آنتراسيس      :زمينه و اهداف  

 نسبت بـه عوامـل فيزيکـي و شـيميايي بـسيار              باسيلوس آنتراسيس  اسپور. اين باکترƽ در حملات بيوتروريستي استفاده شده است       

.  باشـد هاƽ مولکولي، به اسنخراج ژنوم با شکستن اسپور نياز مـي          اسپور اين باکترƽ به روش    براƽ تشخيص سريع    . باشدمقاوم مي 

 با شکـستن سـريع اسـپور بـه     Multiplex PCRبه روشباسيلوس آنتراسيس  DNAهدف از اين مطالعه تشخيص سريع مولکولي

  . روش فيزيکي در زمان بسيار کوتاه و بدون استخراج ژنوم است

 توسط سيستم            ) باسيلوس آنتراسيسسويه واکسن(باکترƽ غير بيماريزاƽ سياه زخم يا سويه استرن  اسپور:روش بررسي

Mini Bead Beater-8 BioSpec Products, In.)  ( ƽدر  ۱/۰ با استفاده از بيد ها ƽدور در دقيقه شکسته و ۵۰۰۰ ميلي متر 

           باDNA سه قطعه PCR.  جفت پرايمر صورت گرفت۳  با استفاده از PCR  Multiplexتشخيص به روش . استخراج شد

هاƽ جهت تعيين حد تشخيص و اختصاصيت از  رقت. هاƽ مورد انتظار را توليد نمود که در ژل آگاروز الکتروفورز آناليز شداندازه

  .  نيز استفاده گرديدين جنسهمديگر هاƽ  و باکترCFU/mlƽمختلف  اسپور به روش 

با استـفاده از پرايـمرهاƽ اختـصاصي و  . در عرض سـه دقيـقه شکـست شـدباســيلوس آنتراسـيساسپورهاƽ : هايافته

Multiplex PCRشامل سه قطعه  ، محصولات به دست آمده )bp ۱۰۸۳،  bp ۳۸۵ ، bp ۱۶۴ (  با .  درصد آناليز شد۲در ژل آگارز

 از ۵۱۲/۱، رقت CFU/mlحد تشخيص  بر اساس روش.  تائيد گرديد (1083bp)محصول Hind IIIاستفاده از آنزيم برش دهنده 

  .  اسپور در ميلي ليتر اسپور معين شد۷  يا ml/7680سوسپانسيون با 

 Bead Millگاه ـشه و دستـتفاده از ذرات شيـکي با اسـزيـکستن به روش فيـداد ش انـازƽ نشـينه سـتايج بهـن :گيرينتيجه

Homogenizationبه استخراج۳بعد از شکست در مدت . باشد از سرعت لازم برخوردار مي ƽدقيقه، نياز DNAبا اين .  نيست

  .ها تشخيص دهيمسريع، اختصاصي و با حساسيت بالا اسپور باکترƽ باسيلوس آنتراسيس را در نمونهروش، ما توانستيم به طور 

 Multiplex PCR، اسپور، باسيلوس آنتراسيستشخيص، : كليد واژه ها
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 تشخيص سريع اسپور عامل سياه زخم به روش مولکولي /۱۱  
 

  :مقدمه

 گرم مثبت هوازƽ يا دارپورـ باکترƽ اسيس،ـيلوس آنتراسـباس

ژنوم ). ۱(هوازƽ اختيارƽ و عامل بيمارƽ سياه زخم است بي

 ميليون جفت ۴/۵ حلقوƽ به  اندازه DNAعامل سياه زخم از 

دو پلاسميد اساسي در اين باکترƽ وجود . باز تشکيل شده است

پلاسميد :  کپسول است هاƽ ويرولانس ودارد که واجد ژن

pXoI  به اندازه  kbp۱۸۱ واجد ژن  ƽهاpa ، lef ، ef و 

هاƽ رمز کننده  داراƽ ژنkbp 96 به اندازه pXoIIپلاسميد 

دهد که به دليل مطالعات نشان مي. است) Cap A,B,C(کپسول 

ويرولانس بسيار بالا و همچنين اسپور بسيار مقاوم به عوامل 

هاƽ ترين باکترƽ باسيل يکي از همگنمحيطي و جهش زا اين

تفاوت خاص بين ). ۲-۴(شناخته شده از نظر تنوع ژنتيکي است 

ها، داشتن کپسول و باسيلوس هاƽ ديگرعامل سياه زخم و گونه

از خصوصيات بيوشيميايي اين باکترƽ . باشدعدم تحرک مي

تخمير بعضي از قندها بدون توليد گاز، داشتن اکثرا اکسيداز، 

  ).۵( مثبت و اوره آز منفي است VPتالاز، نيترات، کا

تا آن را   اين باکترƽ سبب شده استهاƽ منحصر به فردويژگي

ها ترين اين ويژگيمهم . نمايدي بيولوژيکافزارجنگ مستعد

 قدرت مقاومت بسيار زياد، بسيارکوچک،ر اسپو توليد :عبارتند از

سهولت رهاسازƽ آن  ه وانبو قابليت توليد قدرت بيماريزائي بالا،

ƽ  اسپور،عامل بيمارƽ سياه زخم).  ۶-۷ ( به صورت آئروسل

 .مقاوم استي نمايد که نسبت به شرايط مختلف فيزيکتوليد مي

- از اين .است دابقاƽ آن در محيط بسيار زيتوانائي به اين ترتيب 

تيمارکردن ). ۸(شودمي ان يافتهاƽ از جتقريبا در هر نقطه رو،

بي آن ـسيتي نسـش هيدروفوبيـر با حرارت باعث افزايپوـاس

 به صورت آنتراسيس باسيلوسهاƽ تشخيصي روش). ۹(گرددمي

ک ـيص ايمونولوژيـت، تشخـامل کشـتي شـک و سنـکلاسي

  ). ۱۰(باشدشکل کپسول و قابليت ليز شدن توسط گاما فاژ مي

  براƽ تشخيصناسيـشگاهي متداول ميکروبـهاƽ آزمايشروش

باسيل سياه زخم بسيار مفيد است ولي زمان تشخيص قطعي       

در نتيجه از روشي ). ۱۱( ساعت به طول انجامد۲۴-۴۸تواند مي

خيص ـ و تشDNAخراج ـتـپور و اسـت اسـت شکسـجه

تفاده ـاس) اعتـ س۳حدود (يار کمترـمولکولي در مدت زمان بس

اسپور، ستن ـيز و شکـمول لـهاƽ معروش). ۱۳،۱۲(ودـشمي

هاƽ موجود در با توجه به محدوديت.  مکانيکي و شيميائي است

پور، ـهاƽ واجد اسهاƽ شيميائي در نمونهاستفاده از محلول

هدف از اين مطالعه  تعيين  .هاƽ فيزيکي ارجح هستندروش

 بر اساس شکستن به روش آنتراسيس  باسيلوسروش تشخيص 

 اسپور و سپس هاƽ سخت از ديوارهDNAفيزيکي، استخراج 

 در Multiplex PCRتشخيص مولکولي ژنوم حاصل به روش 

  .زمان کوتاه بود

 

:هامواد و روش  

 باسيلوسهاƽ  هاƽ استاندارد گونه  سويه: هاهاƽ باکترƽ تهيه سويه 

) PTCC:1247(سرئوس باسيلوس،  )PTCC:1365( سوبتيليس

ــ ـــازمان پـاز س ــشـژوه ـــه ـــاƽ عل ــران ـمي و صنع تي اي

 از باسـيلوس آنتراسـيس   و غير بيماريزاStern 34F2 ƽويهـوس

  .سازمان دامپزشکي کل کشور تهيه شدند

 ƽکشت باکتر: ƽها در محيط آگـار خونـدار، در زيـر هـود      باکتر

   درجـه ۳۷ و در دمـاƽ    شـدند    كـشت داده  IIبيولوژيک کلاس

.  گرديدنـد    گـذارƽ    گرمخانه   ساعت ۱۸-۲۴   مدت  سانتي گراد به  

اƽ رشد کرده در شرايط کاملاٌ استريل لام جهـت          هسپس از کلني  

).                                                             ۱۴(رنگ آميزƽ گرم تهيه شد

ها از محيط    براƽ به دست آوردن اسپور، سويه باکترƽ      : تهيه اسپور 

ــشت ــه رو LB broth ک ــد   ب ــصاصي تولي ــيط اخت ƽ مح

 ۳۷کـشت و در دمـاAmmoniom salt sugar)(۱۵ (  ƽ(اسپور

.  روز گرمخانـه گـذارƽ شـد       ۱۰ تا   ۵درجه سانتي گراد به مدت      

هاƽ رشـد کـرده       از کلني   IIسپس در زير هود بيولوژيک کلاس     

جهـت تهيـه   . لام تهيه و رنگ آميزƽ مالاشيت گرين انجام گرديد      

 کـشت   II هود بيولوژيک کـلاس      سوسپانسيون ميکروبي، در زير   

 ميلـي ليتـر آب      ۵ –۱۰سطح محيط کشت حاوƽ اسپور به وسيله        

سوسپانسيون حاصل بـه     . طور متوالي شستشو شد   دو بار تقطير به   

 ۳۰مـدت (  و سـانتريفوژ   ليترƽ منتقـل  ميلي۱۵داخل لوله فالکون    

سپس مايع روئي به طور کامل بـه محفظـه          . شد ) g ۳۷۹۰دقيقه،  

 آب  ml ۵به رسوب داخل لولـه        . مالدئيد منتقل گرديد  حاوƽ فر 

 دقيقـه داخـل دسـتگاه       ۳دو بار تقطير اضافه شد و لوله به مدت          

 درجـه   ۹۸ سپس برروƽ سوسپانسيون، اتانول     . استيرر هموژن شد  

 درجه سانتي گراد    ۴ ساعت در دماƽ     ۱۲اضافه گرديد و به مدت      

  .نگهدارƽ شد

کون سانتريفوژ و مـايع روئـي       در مرحله بعدƽ محتويات لوله فال     

 آب مقطـر دو بـار       ml ۵رسوب درون لولـه بـا       . دور ريخته شد  

  آب   ml ۳سـپس رسـوب در حجـم      .تقطير دو بارشستـشوگرديد   
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. مقطر دو بار تقطير حل و سوسپانسيون يکنواخت به دسـت آمـد            

    ƽرويشي باقيمانده، سوسپانسيون بـه      جهت از بين بردن باکتر ƽها

 ƽ۱۶( دقيقه منتقل شد۴۵تي گراد به مدت  درجه سان۶۰بن مار.(  

از دســتگاه            : شکــست ديــواره اســپور و ا ســتخراج ژنــوم    

Mini bead beater-8جهت شکستن اسپور استفاده شد     . 
اƽ بـه انـدازه           هاƽ مخصوص دردار حاوƽ  بيـدهاƽ شيـشه        ويال

m  m۱ ./در از سوسپانـسيون اسـپور   . دراتوكلاو استريل گرديد

شرايط استريل و با رعايت نکات ايمني مقدار يک ميلي ليتـر بـه              

هـاƽ حـاوƽ سوسپانـسيون در       ويـال . ويال حاوƽ بيد اضافه شد    

هاƽ مخصوص دستگاه اسپورشکن گذاشته شد و در دماƽ         محفظه

 ثانيه توسط بيدهاƽ اختصاصي شکـسته       ۱۸۰آزمايشگاه به مدت    

 حاصـل لام تهيـه و   براƽ اطمينان، از محتويات سوسپانسيون . شد

  .          انجام گرديد)مالاشيت گرين(رنگ آميزƽ اختصاصي اسپور

 مـورد نظـر       عامـل    تـشخيص    اختـصاصي      پرايمرهاƽ :پرايمرها

 ۱جايگاه پرايمـر شـماره     ). ۱۱(ازمقالات موجود استخراج گرديد   

 pa که رمزکننـده ژن      bp ۱۰۸۳ به اندازه    PxoIبرروƽ پلاسميد   

 به انـدازه    PxoI برروƽ پلاسميد    ۲ پرايمر شماره  جايگاه. باشدمي

bp ۳۸۵که رمزکننده ژن lf ۳جايگـاه پرايمـر شـماره    . باشد مي 

  . مي باشدbp۱۶۴برروƽ كروموزوم به اندازه 

 ذکـر  PCR شرايط بهينـه واکـنش   :Multiplex PCRواكنش 

). ۲و۱هـاƽ شـماره     جـدول (اعمال شد ) ۱۱(شده در مقاله مرجع   

  ژل بـا     الکتروفـورز و  %  ۲ زوژل آگار در PCRمحصول واكنش   

اتيــديوم برومايــد رنــگ آميــزƽ و ســپس توســط دســتگاه ژل  

  .داكيومنتيشن تصوير تهيه گرديد

  

  

  

  

  

   از بهينه سازƽ و بعد قبل از ژنوم استخراج شده اسپورMultiplex PCR جهت Master mix مقادير :١جدول 

 
  

  

  

  

  

  

  

 غلظت نهائي )µl (اوليهمقدار غلظت نهائي )µl (مقداراوليه مـواد رديف

۱ DNA Templete  ۱ µl ۱ ۱ µl ۱ 

۲ Buffer PCR ( 10 x)  ۵/۲ X۲۵/۱    ۵/۲ X۰۵/۱  

۳ Mgcl2  (50 mM)  ۵/۱ mM۷۵/۳    ۵/۱ Mm۱۵/۳  

۴ dNTPs mM 10  ۵/۰ mM۲۵/۰    ۵/۰ mM۲۱/۰  

۵ Primers forward) ۳ ۱  ) جفت  Pmole۵   ۰۸   Pmole۳۶/۳   

۶ Primers reverse) ۳۱  )ت  جف Pmole۵ ۰۸   Pmole۳۶/۳   

۷    (5U/µl) Taq DNA Polymerase  ۵./۰ U/µl ۵/۲   ۵./۰ U/µl ۵/۲ 

۸ D.D.W ) ۸  )آب مقطر دوبار تقطير µl  ۸   ۱۳ µl  ۱۳ 

  µl  ۸/۲۳  ۲۰ حجم نهائي ۹
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    PCRهاƽ   نحوه اجراƽ چرخه:۲جدول 

 زمان درجه حرارت  مرحله

Denaturation  ۹۵ثانيه۶۰  رجه سانتي گرادد   

Denaturation  ۹۵ثانيه۳۰  درجه سانتي گراد  

Annealing ۵۲ثانيه۳۰   درجه سانتي گراد   

Extension ۷۲ثانيه۴۰   درجه سانتي گراد   

Final Extention ۷۲ثانيه۱۲۰  درجه سانتي گراد 

  

  

  

 و يافتن جايگاه   پس از استخراج توالي ژن:تائيد محصول

 تكثير ه آوردن اندازه دقيق قطعدستو ب ر روƽ آنپرايمرها د

، DNASIS افزار  نرمبا استفاده از برنامه   )1083bp (شده

جهت . شد بررسي ه، در روƽ قطع مناسبجايگاه برش آنزيمي

، طبق دستورالعمل هضم آنزيمي PCRآنزيمي محصول  هضم

 به مقدار Hind III، آنزيم lµ۵ به مقدارPCRمحصول (عمل شد

lµ۱، buffer 10Xrبه مقدار lµ۲ آب دو بارتقطير شده به مقدار ،

lµ۱۲:( ۳فوق به مدت  ابتدا مخلوطƽدرجه ۳۷ ساعت در دما 

 پس از اين .سانتي گراد به جهت اثر آنزيم مورد نظر انكوبه شد

 دقيقه ۶۵ به مدت زمان، محصولات حاصل از هضم آنزيمي

  DNA ده برش خورمشاهده باندهاƽجهت . الكتروفورز شدند

   .استفاده گرديد % ۲از ژل آگاروز

هاƽ اسپور شکسته شده از نمونه: حساسيت و اختصاصيت تعيين

 تهيه ١٠٢٤/١هاƽ صفر تا توسط دستگاه اسپور شکن رقت

هاƽ تهيه شده برروƽ محيط آگار خوندار رقت سپس گرديد،

همچنين براƽ ژنوم . شدجهت شمارش تعداد اسپورها کشت داده

 PCRالكتروفورز محصولات و  PCRمذكور واکنش هاƽ رقت

  . گرديد انجام

 جنس هاƽ همرƽـش از باکتـت آزمايـصاصيـن اختـجهت تعيي

يلوس سرئوس و باسيلوس ـمانند باس(يسـيلوس آنتراسـباس

 شيگلاديسانترƽ و H7  E.coli O157:و همچنين) سوبتيليس

اده  استف Multiplex PCRبراƽ استخراج ژنوم و واکنش

  .گرديد

  

  :يافته ها

  ƽو     ): رويشي و اسپور  ( نتايج کشت باکتر ƽپس از گرمخانه گذار

باسـيلوس  ( هـاƽ جـنس باسـيلوس   رنگ آميـزƽ گـرم از کلنـي      

هـاƽ  ،  باسيلstern 34f2و سويه )باسيلوس سرئوس سوبتيليس،

سـازƽ مرحلـه    اسـپور حاصـل از بهينـه      . گرم مثبت مشاهده شد   

     ƽمالاشيت      اسپورولاسيون و خلوص بالا ƽآن از طريق رنگ آميز

گرين و بررسي ميکروسکوپي نمونـه کـشت محـيط اختـصاصي          

  .  اسپور مورد  تائيد قرار گرفت

محصول واکنش  :PCR Multiplex الكتروفورز واكنش  نتايج

PCR        سبب ايجاد   ۳۲/۱سوسپانسيون اسپور شکسته شده با رقت 

 ،  bp ۱۰۸۳   ،bp ۳۸۵ باند مجزاƽ مورد انتظار شامل قطعـات         ۳

bp۱۶۴۱شکل ( گرديد.(  

 نتـايج حاصـل از   PCR :Multiplex تائيد محصول واكـنش  

 توسط آنزيم محدودالاثر بـرش  bp۱۰۸۳ برش آنزيمي محصول 

 bp۳۸۶ و bp۶۹۶هـاƽ  ، دو قطعـه بـا انـدازه   Hind III دهنده 

کننـده درسـتي محـصول ايجـاد شـده          ود که تائيد  ـشحاصل مي 

     ).۲شکل (توسط پرايمرها است
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   ژنوم اسپور قبل و بعد از شکست Multiplex PCRمحصول % ۲ ژل الکتروفورز  :۱شکل 

  از نمونه سوسپانسيون اسپور قبل از شکست توسط دستگاه اسپور شکن۶۴ به ۱ رقت -١

  از نمونه سوسپانسيون اسپور قبل از شکست توسط دستگاه اسپور شکن۳۲ به ۱ رقت -۲

  )Stern 34f2استخراج شده سويهژنوم (کنترل مثبت-۳

۴- 100 bp Ladder 

  )آب دو بار تقطير شده(کنترل منفي-۵

  از نمونه سوسپانسيون اسپور بعد از شکست توسط دستگاه اسپور شکن۳۲ به ۱ رقت -۶

   از نمونه سوسپانسيون اسپور بعد از شکست توسط دستگاه اسپور شکن۶۴ به ۱ رقت -۷      

  

 

 

 Hind III توسط آنزيم PCR واکنش bp ۱۰۸۳ل  برش محصو:۲شکل

۱- Ladder100 bp )فرمنتاز( 

 PCR واکنش bp ۱۰۸۳محصول  -۲

   Hind III  محصول هضم شده توسط آنزيم -۳

  Hind III محصول هضم شده توسط آنزيم -۴

385  bp 

164 bp 

1083 bp 

1083 bp

696 bp

386 bp
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 تـا  ۳۲/۱هـاƽ   از رقتPCR واكنش  :حساسيت و اختصاصيت

گاه اسپور شـکن    هاƽ اسپور شکست يافته با دست      از نمونه  ۵۱۲/۱

نشان داد که حساسيت تشخيص نمونه سوسپانـسيون اسـپور تـا            

ليتـر اسـت،     عدد اسپور در هر ميلي     ۷۶۸۰ که داراƽ    ۵۱۲/۱رقت  

براƽ بررسي اختصاصيت پرايمرهاƽ انتخابي از      . مورد تائيد است  

باسـيلوس آنتراسـيس،    هـاƽ بـاکترƽ     ژنوم استخراج شده نمونـه    

 و E.coli O 157يليس، باسـيلوس سـرئوس، باسـيلوس سـوبت    

 ƽژل        .  استفاده شد  شيگلا ديسانتر ƽمحـصولات حاصـله بـر رو

پرايمرهـاƽ طراحـي شـده فقـط بـا          . الکتروفورزشـد % ۲آگارز  

  . محصول توليد کردندباسيلوس آنتراسيس

  

 : بحث

باتوجه به توليد راحـت و سـريـع اسـپور باسـيل عامل سـياه  

امل محيـطي، زخم و مقاومـت بالاƽ آن نسـبت به عو

ƽهمچنين  . لازم است) شکل فعال واسپور(شـناسـايي باکتر

استـخراج ژنـوم و شکـست ديـواره باکـترƽ و اسـپور 

ƽجهت توليد اسپور، از محيط اختصاصي توليد . تراستضرور

لازم به . استفاده شد) Ammoniom salt sugar)(۱۵(اسـپور

ز و کلسيم در ساختار ذکر است با توجه به اينکه مقدار يون منگن

باشد، پس در نتيجه از اين اسپور نسبت به فرم رويشي زيادتر مي

از . محيط انتخابي جهت توليد تعداد فراوان اسپور استفاده گرديد

طرف ديگر اگر شرايط محيط براƽ ميکروارگانيسم نامساعد 

هاƽ هائي که در شرايط مساعد غذائي بر روƽ ژنگردد، پروتئين

توليد کننده اسپور در کروموزوم قرار دارند، از کروموزوم 

گردند و باکترƽ تبديل هاƽ اسپورزائي بارز ميبرداشته شده و ژن

 روز انکوباسيون ۱۰ الي ۵لذا، طي مدت ). ۵(شودبه اسپور مي

 ƽ۳۷در دما ƽدرجه سانتي گراد، هر چه به تعداد روزها 

شود و فرم تر ميحيطي سختشرايط مانکوباسيون افزوده گردد، 

به اين ترتيب، به . گرددرويشي بيشترƽ به اسپور تبديل مي

تر بودن به دليل سبک. يابيمخلوص بالاترƽ از اسپوردست مي

هاƽ فرم رويشي نسبت به اسپور،با سانتريفوژ نمودن سوسپانسيون

در . اسپور نسبتي از خلوص و جداسازƽ اسپورها حاصل شد

ودن اتانول و آب مقطر دو بار تقطير شده بر مرحله بعدƽ افز

هاƽ روƽ سوسپانسيون مخلوط باعث از بين رفتن غشاء فرم

اين پديده  باعث نفوذ آب به داخل سيتوپلاسم آنها . رويشي شد

هاƽ گردد و با تورم سلولي منجر از بين رفتن نسبي فرممي

دن در مرحله پاياني و تکميلي قرار دا. شودرويشي باکترƽ مي

 ƽ۴۰ درجه سانتي گراد به مدت ۹۰محلول سوسپانسيون در دما 

جهت اطمينان از زنده . هاƽ رويشي را از بين برددقيقه، تمام فرم

بودن اسپورهاƽ حاصله در سوسپانسيون، با کشت مجدد در 

 ساعت اسپورها به فرم ۱۸-۲۴محيط آگار خوندار به مدت 

دن ـنده ماـده زننـان دهـش، نشـاين آزماي. دندرويشي تبديل ش

  .اسپورها بعد از تمام مراحل خالص سازƽ بود

  هـاƽ  از روش آنتراسـيس  باسـيلوس جهت شکستن ديواره اسپور     

روش . شـود شـيميائي اسـتفاده مـي     -فيزيكي، شيميائي و فيريکي   

     ƽدر .  اسـپورها اسـت      شكـستن   فيزيکي،  روش بسيار خوبي برا

برد روش  هـاƽ انجـام شـده در زمينـه کـار          مطالعات و پـژوهش   

 -   Freeze/thawهـاƽ  فيزيکي جهت اسـتخراج ژنـوم،  روش  

Hot-detergent Treatment – Bead mill 

homogenization  ولي نتيجـه ايـن مطالعـات      . اند استفاده شده 

را نـسبت بـه    Bead mill homogenizationارجحيت روش 

هـاƽ  مهـم در      يکـي از شاخـصه    ). ۱۳(دهـد سايرين نـشان مـي    

تـرين زمـان    امل باکـتريائي تـشـخيص در کوتـاه      تشخيـص عو 

باشـد کـه  روش فيزيــکي مـورد اسـتفاده در ايـن              ممـکن مي 

ترين  زمان در کوتاه ) Bead mill homogenization(مطالعه 

ولي جهت شکست تمـام اسـپورهاƽ       . حاصل گرديد )  ثانيه ۶۰( 

     ƽجهت استخراج کل   )  ثانيه ۱۸۰(درون سوسپانسيون زمان بيشتر

هـاƽ  در صورتيکه در ساير روش    . م مورد استفاده قرار گرفت    ژنو

هـاƽ  معمـول     در روش ). ۱۳(فيزيکي اين ويژگي وجـود نـدارد      

ماننـد فنـل    (مورد استفاده جهت استخراج ژنوم به مواد شيميائي         

         ƽتجـار ƽنيـاز  ) کلروفرم، جوشاندن، آنزيم ها، بافرها، کيت هـا

 طور بالقوه بـه آنـزيم   بهتوانند ها ميآنزيم ها و يا دترجنت  . است

.  هاƽ سلولي، ژنوم باکترƽ آسـيب احتمـالي برسـانند         ها، ارگانل 

ولي در روش فيزيکي جهت استخراج ژنوم کـه در ايـن مطالعـه          

مواد شـيميائي   ) Bead mill homogenization(استفاده شد 

همچنين در مطالعـات انجـام شـده بـه          ). ۱۶(فوق مصرف نشدند  

ــي ، در روش ــاƽروش فيزيکـ -Freeze/thaw   - Hot هـ

detergent Treatment – Bead mill homogenization  

  در مراحل استخراج از بافر 

TENS 2X (Tens 1X is 50 mM Tris HCL[pH 8.0], 
20 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1%[ wt/vol] SDS)      

 رـ حاضعهـمطالکي ـزيـفيروش در ي ـول. دـگرديتفادهـاس

)Bead mill homogenization  (طير ـقط ازآب دو بار تقـف

تواند به ساده بودن روش، کاهش هزينه اين مورد مي.استفاده شد

  ). ۱۶و۱۳(و زمان کمک کند 
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 در ، glass beadطـتوس پورـکي اسـت فيزيـبل از شکسـق

براƽ .  خارج سلولي وجود داردDNAسوسپانسيون مورد نظر 

 بدست آوردن سوسپانسيون اسپور برطرف کردن اين عيب و

از . ، از سوسپانسيون رقت تهيه شدDNAعارƽ از آلودگي با 

 باند Multiplex PCRاين رقت ، که با الکتروفورز محصول 

  .کند، جهت شکست اسپور استفاده شدايجاد نمي

تشخيص و شناسائي عوامل باکتريائي اسپوردار در زمان بسيار 

براƽ تبديل شدن . انجام پذيرفتهاƽ سنتي تر از روشکوتاه

، آن را بايد به هاƽ رويشي به سلولآنتراسيس باسيلوساسپور 

  درجه۳۷ و در دماƽ ساعت درمحيط آگار خوندار۶مدت حداقل

. باشداين مرحله هم زمان بر مي. گراد گرمخانه گذارƽ کردسانتي

ولي با شکستن اسپور به صورت مستقيم، جهت بدست آوردن 

به منظور ). ۱۷(وم باکترƽ، به زمان خيلي کمترƽ نياز استژن

عدم استفاده از مواد شيميائي در راستاƽ حفظ محيط زيست، و 

حفظ سلامت کاربران، و جهت اجتناب از هرگونه مواد شيميائي 

هاƽ سريع و مکانيکي شکست سمي و مضر، بايد به بسط روش

. ن پرداختهاƽ خالص سازƽ آن  از سوسپانسيواسپور و روش

هاƽ سنتي در مجموع هزينه کمترƽ در اين روش نسبت به روش

ت به ـ نسبMultiplex PCRکولي ـروش مول. دـرف شـص

. باشدهاƽ سنتي از دقت و حساسيت بالائي برخوردار ميروش

دسترسي سريع و آسان به ژنوم اسپور و تشخيص مولکولي 

خراج ژنوم از ـي است طولانکردن فرآينديـدون طـمستقيم آن ب

) ۱۸(هاƽ انجام شدهدر يکي از پژوهش. مزاياƽ روش ما است

 از اسپورهاƽ باکترƽ، به خالص DNAدر قسمت استخراج 

 ƽسازDNAاشاره شده است ƽحاصل از شکست اسپور باکتر  .

ولي ما در مطالعه حاضر از دستگاه اسپورشکن استفاده کرديم و 

ص ننموده و ـور را خالپـت اسـ حاصل از شکسDNAونه ـنم

سوسپانسيون حاصل از شکست را جهت تشخيص مولکولي 

DNA به روش Multiplex PCRبکار برديم .  

  

ƽنتيجه گير :    

هاƽ ميکروبي از باکترƽ با توجه به اينکه کنوانسيون منع سلاح

 پاتوژن به عنوان يک سلاح ميکروبي و آنتراسيس باسيلوس

 دسترسي به اين باکترƽ پاتوژن و برد، و نيز عدمخطرناک نام مي

 و همچنين عدم وجود منع قانوني و اخلاقي استفاده از آن

، از سويه غير بيماريزاƽ اين PxoI و دارا بودن PxoIIپلاسميد 

ƽسويه (باکترStern (کننده اسپور خالص استفاده به عنوان توليد

 باسيلوساين سويه رفتارƽ مشابه با سويه بيماريزاƽ . شد

تن ـازƽ نشان داد شکسـ نتايج بهينه س.)۱۹-۲۰( داردراسيسآنت

تگاه ـه و دسـيشـتفاده از ذرات شـيزيکي، با اسـ روش فبه

Bead Mill Homogenization از سرعت لازم برخوردار ،

ازƽ به ـيقه، نيـ دق۳دت ـت در مـد از شکسـبع. دـباشمي

يع،  سرطوربا اين روش، توانستيم به.  نيستDNA استخراج

اختصاصي و با حساسيت بالا اسپور باسيلوس آنتراسيس را در 

اين مطالعه توانست در  به اين ترتيب،. ها تشخيص دهيمنمونه

  .ايران موفق به تشخيص سريع اسپور باکترƽ شود
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