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Abstract 
Objective: Traditional methods for storing microbial   DNA samples use the low-
temperatures of 4 °C, -20°C or -80 °C. The DBC Card is a new method of storing 
microbial DNA at room temperature. This study evaluates the stability and determine the 
best storing method of Bacterial DNA on the DBC card. 
Methods: In this study, we used a pair of primers from the conserved domain of 
16srRNA designed to identify Escherichia coli. Four different types of samples we 
prepared: i) bacterial suspension, ii) bacterial DNA extracted by the phenol – chloroform 
method, iii) bacterial lysate with lysis buffer and iv) bacterial DNA produced by the 
boiling method. All four samples were spotted on separate DBC cards and dried at room 
temperature. After periods of 3, 5 and 7 months, Escherichia coli samples were checked 
for DNA stability with two molecular techniques, conventional PCR with 1, 2 and 3 disks 
as a source of bacterial DNA (1 mm diameter) and Real-Time PCR. 
Results: Data showed that DNA stability was maintained after 7 months on a DBC disk, 
even using only one disk as a DNA source. The bacterial suspension was the best method 
for long-term storage of Escherichia coli DNA on the DBC Card. 
Conclusion: In traditional methods for storing sample, DNA quality reduces after 
freezing and thawing. However in the DBC method, DNA quality was maintained for a 
long duration. Advantages of the DBC method are easy sample handing, low cost, faster 
extraction, and reduced individual and environmental contamination. 
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  چكيده

گراد  ي درجه سانت  -80 و -4،20ن  يي پا يدر دما نگهداري   يسنتهاي   روشها از    سميكروارگاني م DNA ي نگهدار ي برا :هدف
 يبررس ـمنظـور   بـه اضـر  ژوهش ح   پ. اتـاق اسـت  ي در دمـا DNA ين نگهداري يك روش نو  DBCكارت  . شود ياستفاده م 

  .  شدي طراحDNA نگهداري  كارتي روDNA ين روش نگهدارين بهتريي و تعي باكترDNA يداريپا
  شداستفاده يا كليشي اشريي شناساي براsrRNA 16ن يمت حفاظت شده دومك جفت آغازگر از قسياز  :ها مواد و روش

ز ي ل ي كلروفرم، باكتر  - به روش فنل   ي خالص باكتر  DNA،  يون باكتر ي شامل سوسپانس  ييايو چهار نوع مختلف نمونه باكتر     
 . باكتري با روش جوشاندن تهيه و در روي كارت جداگانه ريخته و در دماي اتاق خشك شد DNAشده با بافر ليز كننده و       

 3،  2 ،1 مرسوم با تعـداد      PCR باكتري اشريشيا كلي با دو روش مولكولي         DNA ماه پايداري    7 و   5 ، 3هاي   سپس در زمان  
 . بررسي شدReal-Time PCR  باكتري وDNAعنوان منبعي از  به) متر  ميلي1به قطر (ديسك 
 ـ پايداري خود را حفظ نمود و حتي         DNAنگهداري   باكتري پس از هفت ماه روي يك ديسك از كارت            DNA :نتايج ك ي

سوسپانـسيون بـاكتري بهتـرين روش     نتايج بررسي حاضـر نـشان داد كـه       اما   . كافي بود  DNAعنوان منبع    ك به ديسپانچ از   
  .است DNA باكتري روي كارت نگهداري DNAنگهداري طولاني مدت 

در ابـد امـا     ي  كيفيـت آن كـاهش مـي       DNA پس از منجمد و ذوب شدن        ،DNAهاي سنتي نگهداري     روشدر   :گيري نتيجه
يي ماننـد    ايـن روش مزايـا     د و عـلاوه بـرآن     شو تر حفظ مي    براي زمان طولاني   DNA كيفيت   DNAروش كارت نگهداري    

  .نهايت كاهش آلودگي فردي و محيطي را دارددر تر و  نمونه، قيمت پايين، تخليص سريعبا آساني در كاركردن 
  

 Real-Time PCR باكتري، DNAهاي نگهداري  ، سوسپانسيون باكتري، روشDNA كارت نگهداري :كليدواژگان
  

  

  مقدمه
 درجـه   4الص   خ ـ DNAسـازي     متداول براي ذخيـره    دماي

گـراد    درجه سـانتي   -20سازي در    براي ذخيره . استگراد   سانتي
  سـازي    بـراي ذخيـره    .تر است  مناسباستفاده از فريزر بدون يخ      

  
 .شـود  گـراد توصـيه مـي       درجه سانتي  -80 دماي   ،طولاني مدت 

گـراد    درجه سـانتي   4در دماي    تخليص شده    DNAطور كلي    به
گراد براي چندين ماه و      نتي درجه سا  -20براي چندين هفته، در     

گراد بـراي چنـدين سـال نگهـداري           درجه سانتي  -80در دماي   

  107-99: ، صفحات1390 زمستان، 4، شماره 14، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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وجـود   احتمـال  ايـن    DNAدر روش سنتي نگهداري      .شود مي
 كيفيـت آن پـايين      DNAاثر منجمـد و ذوب شـدن         دارد كه بر  

هـاي    در روش  ؛ علاوه بر آن   .آمده و نياز به تخليص مجدد باشد      
شرايط كنترل شـده آزمايـشگاهي    نياز به    DNAنگهداري سنتي   

 و از طرفـي     استگير و داراي هزينه      ها وقت  كه اين روش  است  
هاي سـخت رشـد، غيـر قابـل           باكتري DNAكشت و تخليص    
  ].1[هوازي با مشكلاتي همراه است  هاي بي كشت و باكتري

با توجه به طولاني بودن تشخيص براساس كشت باكتريايي         
 جديـد هـاي    ت در ايجاد جهش   و نيز مشكلاتي كه در زمينه كش      

هايي كه در انجام آزمايش ايجـاد        آلودگيهمچنين   و   وجود دارد 
طــور ســريع از  هــا بـه  شـده، امــروزه شناسـايي ميكروارگانيــسم  

هايي بـر    تشخيص براساس شكل ظاهري كلوني به سمت روش       
 لازم  ؛ بنـابراين  پايه تجزيه و تحليل ژنوميك حركت كرده اسـت        

 باكتري  DNA ئن براي نگهداري  است يك روش راحت و مطم     
  ].2[ايجاد شود 

 ي اسـت كـه     روش جديـد   DNAفناوري كارت نگهداري    
تـر كـردن نگهـداري، حمـل و نقـل، بايگـاني و               منظور آسـان   به

 شـناختي   هـاي زيـست    سازي اسيد نوكلئيك براي نمونـه      خالص
 طراحـي شـده اسـت       DNA تحقيق و تجزيه و تحليل       منظور به
ــراي  DNAكــارت نگهــداري ]. 3[  يــك جــايگزين مناســب ب

تجهيـزات كمتـر،    كـه بـا      اسـت  DNAنگهداري طولاني مدت    
هـاي   نمونـه  .قابل انجـام اسـت    تر   هاي كمترو ارزان   روشتعداد  
انساني، ويروسـي و     DNAشده با اين روش براي تكثير       ذخيره  
ترين مزيت استفاده كارت     مهم]. 5،  4[شود    استفاده مي  ييباكتريا

هـاي   نه ميكروبي اين است كـه بـاكتري        در زمي  DNAنگهداري  
 بنـابراين   شـوند؛  مي فعال با كارت غير  زا به محض تماس      بيماري

زمينـه  خطر را براي محققاني كه در         امن و بي   ياين كارت محيط  
   ].7، 6[كند  ند، فراهم مينماي هاي خطرناك فعاليت مي باكتري

 DNA (DNA Banking Card: DBC)كـارت نگهـداري   
هـاي   سـلول . اسـت  DNA نگهـداري و بايگـاني       ابزاري بـراي  

شـود    ليز مي  DNAشناختي در تماس با كارت نگهداري        زيست
 مـواد شـيميايي     .گيـرد   در فيلتر كـارت قـرار مـي        DNAو تنها   

ــارت،  ــانده روي ك ــيبDNAپوش ــيميايي و   را از آس ــاي ش ه
  ].8[كند  آنزيماتيك محافظت مي

ش نگهـداري   هاي فوق، بررسـي بهتـرين رو       با توجه به مزيت   
كـه  اسـت   ها از ضرورت انجام اين تحقيق        باكتري روي اين كارت   

هاي مولكولي  روشحفظ كرده و براي     را DNAپايداري و كيفيت    
 هـدف ايـن مطالعـه    . كارا باشـد Real-Time PCRو  PCRمثل 

 تااست   DNA يك روش نوين و كاربردي براي نگهداري         ارزيابي
هــاي   انجــام روشبــراي  DNAي بــالاكيفيــت بــا اســتفاده از آن 

  . حفظ شودمولكولي 
  

  ها مواد و روش
  DBCها روي  نحوه قرار دادن نمونه

 ATCCدر ايـن مطالعـه از سـويه اسـتاندارد اشريـشيا كلـي       

 چهار نمونـه شـامل سوسپانـسيون بـاكتري،           و  استفاده شد  25922
DNA       كلروفرم، باكتري ليـز     - خالص شده از باكتري به روش فنل 

دست آمده از باكتري بعد از جوشـاندن          به DNAليز و   شده با بافر    
  .به كار برده شد
.  كلروفرم انجام شد   - باكتري به روش فنل    DNAاستخراج  

 BHIطور خلاصه بعد از كشت باكتري در محيط كشت مايع            به
(Brain Heart Infusion)سـاعت در انكوبـاتور   24مـدت   ، به 

ــيكردار  ــرار(Shaker Incubator)ش ــد ق ــس از   داده ش و پ
 دقيقـه، بـه     20مـدت     دور در دقيقـه بـه      4000سانتريفوژ با دور    

 مـولار،   EDTA 5/0( ميكروليتر بافر ليز كننـده       600رسوب آن   
Tris-HCl 1 ،ــولار ــولارNaCl 1 م ــزيم  3، ) م ــر آن  ميكروليت
ــاز  ــيK) 20پروتئين ــي  ميل ــرم در ميل ــر گ  13 و (Qiagen)) ليت
 دقيقه  60مدت   بهس  سپو  شد   درصد اضافه    SDS 10ميكروليتر  

به هر نمونـه سـه      . گراد قرار گرفت    درجه سانتي  60ماري   در بن 
 بـا   DNA و بعد از رسوب دادن       شد كلروفرم اضافه    -مرتبه فنل 

 بـا اتانـل     DNAليتر اتانل مطلق سرد،       ميلي 5/0استات سديم و    
 50 تـا  30 درصد شسته و بعد از خشك نمودن رسـوب، در            70

 درجه  -20 حل و در دماي      TE (Tris-EDTA)ميكروليتر بافر   
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  .گراد ذخيره شد سانتي
هـاي   براي تهيـه سوسپانـسيون بـاكتري تعـدادي از كلـوني           

ه و سپس با دستگاه     شد حل   BHIباكتري در محيط كشت مايع      
 نــانومتر، تعــداد بــاكتري در 600اســپكتوفتومتر در طــول مــوج 

  ].7[سوسپانسيون مشخص شد 
به روش جوشاندن، ابتدا     از باكتري    DNAبراي تهيه نمونه    

 و شــد مقــداري از كلــوني بــاكتري در آب اســتريل حــل      
ــه ــسيون ب ــدت  سوسپان ــن30م ــه در ب ــاري   دقيق  درجــه 100م

 دور 9000 و بعد از سـانتريفوژ بـا دور      شد گراد قرار داده   سانتي
 دقيقه، محلول رويي به ميكروتيوپ جديـد        10مدت   قيقه به ددر  

  .منتقل شد
ز شده با بافر ليز ابتدا به رسوب حاصل         براي تهيه باكتري لي   

 درصد  SDS 10 بافر ليز كننده،     از سانتريفوژ كشت مايع باكتري    
ــازو  ــزيم پروتئين ــافه  Kآن ــداض ــنش ــاري   و در ب ــه 60م درج

  .داده شدمدت يك ساعت قرار  گراد به سانتي
  نانوگرم1000 ميكروليتر به جذب 50در حجم DNA هاي  نمونه

اي  در دايـره هـا   از نمونـه   ميكروليتر50د وشبر ميكروليتر تنظيم    
بررسـي  .  ريختـه شـد    DBCمتري روي ديسك      سانتي 2به قطر   

متـر نـشان     ميلـي  1 روي يك ديسك با قطر       DNAتعيين مقدار   
 روي يــك DNA نــانوگرم بــر ميكروليتــر 5/2داد كــه حــدود 
صورت همگن روي سـطح      ها به   نمونه .ه است ديسك قرار داشت  

 ) فناوري كوثر، تهران، ايـران      ركت زيست ش (DBCدايره كارت   
مدت يك ساعت خشك و سـپس        ريخته شد و در دماي اتاق به      

كارت گذاشـته   به  كيپ مربوط    ها در كسيه پلاستيكي زيپ     كارت
  .شدو در جاي مناسب و دور از رطوبت و نور نگهداري شد 

  
 PCRروند طراحي آغازگر براي واكنش 

براي تشخيص باكتري    گذاري شده     دراين مطالعه ژن هدف   
. اسـت  srRNA 16قسمت حفاظـت شـده ژن    كلي از اشريشيا

 NCBIهـاي ايـن ژن از سـايت           طراحي آغـازگر، تـرادف     براي
  افــزار   تــوالي دريــافتي بــا اســتفاده از نــرم277. اســتخراج شــد

(CLC Sequence viewer Version 6.4) بـا  .  ترازبندي شـد

هاي  كتري، تشابه توالي  توجه به بررسي نقاط حفاظت شده توالي با       
هـاي اخـذ شـده       پس از ترازبنـدي تـرادف     . ژني با هم مقايسه شد    

بنـابراين يـك     ترازنـشدند،  برخي از نقاط حفاظت شده كاملاً با هم       
 ـ بازهاي متغيـر   با جفت آغازگر  ) Degenerate(ا آغـازگر دژنـره       ي
 اطمينــان از اختــصاصي بــودن آغازگرهــا از بــراي. طراحــي شــد

 در Nucleotide BLAST و Primer BLASTهــاي  ســرويس
بررسـي خـصوصيات ترمودينـاميكي      .  استفاده شـد   NCBIسايت  

 )1/3نـسخه  ( Oligo Analyzerافـزار   آغازگرها با استفاده از نرم
توالي آغازگرهاي طراحي شده اين ژن و طـول         . صورت گرفت 

  . نشان داده شده است 1 جدول  درPCRمحصول 
  

  )T يا C ،W :A يا G ،Y :Aيا  R :A(آغازگر دژنره  1جدول 
  

طول محصول 
PCR 

 آغازگر توالي

5´CAC ACT GGR ACTGAG ACA CGG 3´  
 )باز  جفت21(

  توالي
 105 پيشرو

5  ́CCT TCW TCA YWC ACG CGG C 3´  
 )باز  جفت19(

  توالي
 پيرو

  

  PCRانجام 
   قطـر  بـا  )Micro Punch(ابتدا بـا اسـتفاده از ميكروپـانچ    

 نمونـه موجـود     4 ديسك براي هر     3 و   2،  1داد  متر به تع    ميلي 1
 از  DNAرت تهيه شد و طبـق دسـتورالعمل اسـتخراج           روي كا 
داخل تيوپ    و مستقيماً در   شدها شستشو    ، ديسك DBCكارت  
PCR     از  .  براي انجام واكنش قرار گرفتDNA     تخلـيص شـده 

عنـوان كنتـرل     كلروفرم در لوله آزمايش به   -باكتري با روش فنل   
  .ده شدمثبت استفا
يك مرحلـه واسرشـت اوليـه       : بود به اين ترتيب     PCRبرنامه  
 چرخه  32 دقيقه، سپس    10مدت   گراد به   درجه سانتي  95در دماي   

 1مـدت    گـراد بـه     درجه سانتي  95سازي در دماي     شامل واسرشت 
 1مـدت    گراد بـه    درجه سانتي  55دقيقه، اتصال آغازگرها در دماي      

 دقيقـه   1مدت   گراد به  جه سانتي  در 72دقيقه، تكثير قطعه در دماي      
گـراد    درجـه سـانتي    72و در نهايت يك چرخه نهـايي در دمـاي           

  . دقيقه10مدت  به
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در هـر    . بـاز بـود      جفـت  105ندازه قطعه حاصل از تكثيـر     ا
 X10 PCR ميكروليترانجام شـد، بـافر       25واكنش كه در حجم     

شـركت  ( مولار منيزيوم كلرايـد     ميلي 100،  )شركت كوثر، ايران  (
   ،)ايـران  شـركت كـوثر،    (dNTPمـولار    ميلـي 10 ،)ايـران  ثر،كو
 آنـزيم  واحد 1 و )ايران ت سيناژن، شرك( آغازگر مولار ميلي 10

Taq شركت ( پليمرازGeneONاستفاده شد) ، آلمان.  
 بررسـي  بـراي اتمام واكـنش تكثيـر    پس ازPCR محصول 

  .دشكيفي الكتروفورز 
  

  Real-Time PCRروند طراحي آغازگر براي واكنش 
عنوان ژن هـدف      به 16srRNAاز قسمت حفاظت شده ژن      

 Real-Timeاشريشيا كلي براي واكنش  تشخيص باكتري براي

PCR  بـراي واكـنش       طراحـي آغـازگر    براي.  استفاده شد Real-

Time PCR ــرادفاز ــا  ت ــه يه ــده منطق ــت ش  ژن  ژن حفاظ
16srRNA   اطمينـان از اختـصاصي بـودن        بـراي  .استفاده شـد 

 Nucleotide و Primer BLASTهـاي   ويسآغازگرهـا سـر  

BLAST   سايت NCBI      و بررسي خـصوصيات ترمودينـاميكي 
) 05/3نـسخه   (Gene Runnerافزار  آغازگرها با استفاده از نرم

توالي آغازگرهاي طراحي شده ايـن ژن و طـول          . كار برده شد   به
  .  نشان داده شده است2 در جدول PCRمحصول 

  
  Real-Time PCR توالي آغازگر 2جدول 

  
  طول محصول

PCR 
 آغازگر توالي

5  ́AACTGAGACACGGTCCAGACTCC 3´  
 )باز  جفت23(

  توالي
 230 پيشرو

5´ GCTTGCACCCTCCGTATTACC 3´ 
 )باز  جفت21(

  توالي
 پيرو

  
  و تعيين كمترين غلظتReal-Time PCRواكنش 
DNA روي كارت DBC  

 ازديـسك   4 اً ابتـد Real-Time PCRبراي انجام واكـنش  
هـاي مربـوط بـا اسـتفاده از          نمونه آماده شده از كارت     چهار هر

اسـتريل بـه      از آب مقطر   ميكروليتر 300ميكروپانچ جدا كرده و     
دمـاي اتـاق گذاشـته        دقيقه در  15مدت   ميكروتيوپ اضافه و به   

و   شـد  انجـام  (Vortex)ورتكـس    بـار   دقيقـه يـك    5هر   و شد
هـا   ليـه ديـسك  درنهايت محلول رويي كه حاصل از شستـشو او      

 آب مقطـر    ميكروليتر 50 از محيط خارج شد سپس مجدداً      است
مـاري    دقيقـه در بـن     30مدت   استريل به ميكروتيوپ اضافه و به     

هـا خـارج     گراد جوشانده شد و سپس ديسك       درجه سانتي  100
  ].9[ اين محلول حاوي ژنوم باكتري بود .دش

 تخلـيص  DNA از نمونه Real-Time PCRبراي واكنش 
بـه  ) Triplicate(تايي   صورت تكرار سه   هر چهار نمونه به   شده  

 الگو گذاشته شد و براي نمونـه        DNAهمراه يك واكنش بدون     
 كلروفـرم بـه   -بـه روش فنـل   تخليص شده DNAاستاندارد از  

واكنش .  نانوگرم بر ميكروليتر در واكنش استفاده شد       10غلظت  
Real-Time PCR با استفاده از دستگاه ABI 7500) ركت ش ـ

ABI درون هـر چاهـك از پليـت دسـتگاه          . انجام شد ) ، آمريكا
 ميكروليتـر مخلـوط     5/12 ميكروليتـر از     25مخلوطي به حجـم     

 I (YBER Green Master Mix Appliedاصلي سايبرگرين 

Biosystems , UK) ،2   ي ميكروليتر از هـر يـك از آغازگرهـا 
ب مقطـر    ميكروليتر آ  5/4ها و     ميكروليتر از نمونه   5اختصاصي،  

برنامه زماني و دمايي واكنش انجـام شـده در دسـتگاه            . تهيه شد 
Real-Time PCR مدل ABI 7500 بود در سه مرحله عبارت 

 95سـازي اوليـه در دمـاي          مرحله اول شامل چرخه واسرشت     :از
 چرخـه   45 دقيقـه، مرحلـه دوم       10مـدت    گـراد بـه    درجه سـانتي  

 ثانيـه،   15مـدت    هگراد ب   درجه سانتي  95سازي در دماي     واسرشت
 و  دقيقـه 1مـدت    گراد بـه    درجه سانتي  60اتصال آغازگر در دماي     

 يك چرخه با دمـاي  ،منظور رسم منحني تفكيك  به در مرحله سوم  
گـراد    درجـه سـانتي    60 ثانيـه،    15مـدت    گراد بـه    درجه سانتي  95
   . ثانيه15مدت  گراد به  درجه سانتي95 ثانيه و 20مدت  به

 DBC روي كـارت     DNAرين غلظت   منظور بررسي كمت   به
يك رقت متوالي از نمونه سوسپانسيون بـاكتري اشريـشيا كلـي            

  و8/1، 4/1، 2/1(هاي متـوالي    و سپس رقتDBCروي كارت   
صـورت   و بـه    تخليص شـده تهيـه     DNAاز نمونه اوليه    ) 16/1

، نـسبت   DNAسـازي    تايي گذاشته شد و روش آماده      تكرار سه 
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-Real و برنامـه دسـتگاه   Real-Time PCRتركيبات واكـنش  

Time PCRمطابق با روش ذكر شده قبلي انجام شد . 

  

  نتايج
  16srRNA ژن PCRبررسي واكنش 

 پـنج و هفـت مـاه پـس از قـرار دادن              ،در اين مطالعه در سه    
 PCRبا استفاده از واكـنش       DNAها روي كارت، پايداري      نمونه

ذشـت   پـس از گ    DNAكه پايـداري     نتايج نشان داد  . بررسي شد 
 بـاكتري داراي    DNAهفت ماه حفظ شـده و هـر چهـار نمونـه             

DNA  كيفيت براي انجـام واكـنش        با  مناسب وPCR  در.  اسـت 
متـري داراي    ميلـي  1  روي يك ديسك با قطر     DNAضمن حتي   

  ).1شكل (  بودPCRكافي و مناسب براي انجام واكنش  مقدار
  

  
  

 هفـت مـاه قـرار دادن        با استفاده از ديسك پس از      16srRNA تكثير ژن  1 شكل
 1 ( كلروفــرم- خــالص بــاكتري بــه روش فنــلDNA )1 روي كــارت؛ بــاكتري
 1(سوسپانـسيون بـاكتري     ) 3 ،)ديـسك  1( جوشانده شـده بـاكتري    ) 2،  )ديسك
 خـالص بـاكتري بـه روش     DNA)5، ) ديـسك 1(باكتري  ليز شده) 4 ،)ديسك
ــل ــرم-فن ــسك 2( كلروف ــانده )6 ،)دي ــده جوش ــاكتري ش ــسك2( ب ) 7، ) دي

  DNA)9، ) ديـسك 2(ليـز شـده بـاكتري    ) 8، )ديسك 2( سوسپانسيون باكتري
 جوشانده شـده بـاكتري     )10 ،) ديسك 3(  كلروفرم -خالص باكتري به روش فنل    

 3(ليـز شـده بـاكتري        )12 ،)ديـسك  3( سوسپانسيون بـاكتري  ) 11 ،) ديسك 3(
 روش بـه  باكتري ليصتخ نمونه از ميكروليتر 1 مقدار مثبت كنترل )13 ،)ديسك

  بازي  جفت50نشانگر) DNA(، M فاقد( كنترل منفي )14  كلروفوم،-فنل

  
  

 2/1رقـت  ) 3سوسپانسيون بـاكتري،  ) 2نمونه استاندارد، ) 1 پس از هفت ماه قرار دادن باكتري روي كارت؛ Real-Time PCR براي بررسي كارايي Ctنمودار  1نمودار
   سوسپانسيون باكتري16/1رقت ) 6 سوسپانسيون باكتري، 8/1رقت ) 5 سوسپانسيون باكتري، 4/1رقت ) 4سوسپانسيون باكتري، 

  
 DBC روي كارت    DNAتعيين كمترين غلظت    

  Real-time PCRبا روش 
   از كارت سوسپانسيون نشان DNAهاي متوالي از  رقت

داد كه با رقيق شدن نمونه مقدار چرخه آسـتانه افـزايش پيـدا             
 داراي  16/1 حاصـل از رقـت       DNA مقـدار    كرده و از طرفي   

 اسـت  Real-time PCRپايداري مناسب و كارا براي انجـام  
  ).1نمودار (
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 بـراي ژن  Real-Time PCRبررسـي واكـنش   
16srRNA  

 بـا اسـتفاده   Real-Time PCRهاي اوليه حاصل از انجام  داده
 در (Threshold Cycle: Ct)اي چرخه آستانه  از روش مقايسه

طـور معكـوس     چرخه آستانه بـه   ). 2نمودار  (سي شد   هر ماه برر  
 ژنومي متناسب بود و چرخه آستانه كمتـر         DNAبا مقادير اوليه    

   داراي مقادير مناسب و كافي براي انجام واكنش اسـت و            25از  
  

هرچه مقادير چرخه آستانه بالاتر باشد، نشانگر مقـادير كمتـري           
 چرخه آستانه   نتايج بررسي ]. 10 [است در نمونه اوليه     DNAاز  

نشان داد كـه در هـر سـه مرحلـه زمـاني، روش سوسپانـسيون                
هاي ديگر داراي چرخه آسـتانه كمتـر و          باكتري نسبت به حالت   

هــاي مــورد اســتفاده روش  از ميــان روش. اســتتكثيــر بــالاتر 
 DNAجوشاندن از هر چهـار حالـت ديگـر كيفيـت و مقـدار               

  ).3نمودار (تري داشت  پايين

  
  

 خـالص  DNA) 4ليز شده بـاكتري،  ) 3سوسپانسيون باكتري، ) 2نمونه استاندارد، ) 1 پس ازهفت ماه قراردادن باكتري روي كارت؛ Real-Time PCRودار  نم2نمودار 
  جوشانده شده باكتري) 5باكتري، 

  

  
  

 مـاه پـس از      7 و 5،  3هاي    ماه (Ct) مقايسه بين مقادير چرخه آستانه       3نمودار  
   كارتقرار دادن باكتري روي

  

  بحث
دقيق  هاي مولكولي براي تشخيص سريع و      روش امروزه از 

هاي مـورد اسـتفاده دو       از ميان روش   .شود ها استفاده مي   باكتري

 .دارد را  بيـــشترين كـــاربردPCR، Real-Time PCRروش 
 بعد از تشخيص ويـروس،  Real-Time PCR روشاستفاده از 

هـاي   تريدقيـق بـاك    تـشخيص سـريع و     در بيشترين كـاربرد را   
هاي مولكـولي نيـاز بـه        براي انجام واكنش  ]. 11[ دارد زا بيماري
DNAخالص و با كيفيت است  .  

 كلروفــرم - بــاكتري بــه روش فنــلDNAروش تخلــيص 
بر بوده و براي تخليص باكتري از زمان كـشت تـا آخـرين               زمان

البتـه  . مرحله تخليص باكتري حداقل دو روز زمـان لازم اسـت          
 انجـام نـشود ممكـن اسـت مـواد آلـي در         درسـتي  اگر روش به  

DNA     اي بـراي انجـام      عنـوان مهاركننـده     باقي مانده و بعدها به
در ضمن اسـتفاده از مـواد شـيميايي         . هاي مولكولي باشد    روش

 مثل فنل و كلروفرم با خطراتي براي فرد آزمايش كننـده همـراه            
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 و  ست با احتمال خطر بالا     و  كه تمامي اين مراحل طولاني     است
هاي مبتني بر اسـتفاده      روش. صرفه نيست  به  نيز اقتصادي نظر   از

 سـاير . استگير   هزينه و وقت   هاي تجاري نيز معمولاً پر     از كيت 
امـا در روش    . هاي تخليص نيـز مـشكلات مـشابهي دارد         روش

هاي استاندارد طراحي شده اسـت،       ه شده كه بر مبناي كارت     يارا
تـاه صـورت     بـه راحتـي و در زمـان بـسيار كو           DNAتخليص  

 نيز نيـازي بـه اسـتفاده از مـواد     DNAگيرد و براي تخليص   مي
عـلاوه  . شيميايي خطرناك و شرايط آزمايشگاهي خاص نيـست       

 پـس امكـان    استبر آن چون باكتري روي كارت غيرفعال شده       
  .رسد آلودگي شخصي و محيطي به حداقل مي

ــارت   FTA (Flinders Technology Associates)ك
 بـا تحقيقـي     2002 در سال    (Whatman)من  توسط شركت وات  

 و همكارانش در زمينـه نگهـداري        (Rajendram)كه راجندرام   
لامپل ]. 12[ انجام دادند، شناخته شد      FTAباكتري روي كارت    

(Lampel) چندين  اسپور توانستند 2003سال   همكارانش در  و
 بـا روش    FTAروي كـارت     از  را (Bacillus)سويه باسيلوس   

PCR ها ادعا داشتند كـه روش اسـتفاده از كـارت            آن.  جداكنند
FTA   هاي غذايي، باليني و محيطي مفيـد اسـت           در زمينه نمونه

 جنس و گونـه     400 راجندرام و همكارانش     2006در سال   ]. 13[
 نگهداري كردند و پس از يـك  FTAمختلف باكتري روي كارت  

 مولكولي بررسـي كردنـد و       روش را با    ي جنس باكترياي  100سال  
، كـارتي مناسـب بـراي نگهـداري         FTAثبات كردند كه كـارت      ا

DNA   در ضمن اسـتفاده از  ]. 7 [است باكتري براي طولاني مدت
  .استاشاره شده هاي  روشساير تر از  ها بسيار ارزان اين كارت

 و همكــارانش تحقيقــي را در زمينــه فتــاح 2009در ســال 
د كـه  انجام دادن (Leishmania) نگهداري و تشخيص ليشمانيا

هـاي   اي بين نمونـه     مقايسه براي FTAاين بررسي از كارت      در
  هاي نگهداري شده در كارت  تازه تخليص شده ليشمانيا و نمونه

FTA  كه نتيجه كيفيت بهتر      استفاده شد PCR     با نمونـه DNA 
  ]. 14[تخليص شده از كارت بود 

اشريـشيا كلـي كـه عامـل طيـف          در اين تحقيق از بـاكتري       
، اسـتفاده    اسـت  ]15[و ادراري   هـاي عفـوني      ماريوسيعي از بي  

 عنـوان يـك ارگانيـسم مـدل در          اين بـاكتري همچنـين بـه       .شد
هاي نوتركيب كاربرد وسـيعي دارد       بيوتكنولوژي و توليد پروتين   

ها و مراكـز مختلفـي در ايـران در زمينـه             هم اكنون سازمان   ].16[
ير ژنتيكي و   مثلاً مركز ملي ذخا   (كنند   نگهداري باكتري فعاليت مي   

مركـز پژوهـشي     مركز ملي ذخاير ژنتيكي و زيستي ايران،       زيستي،
كلكسيون ميكروبـي    هاي دانشگاه تهران،   كلكسيون ميكروارگانيسم 

ولي هنوز مراكز مستقلي وجـود نـدارد كـه روي           ) انستيتو پاستور 
 مشابه كـارت    DBCكارت  .  باكتري فعاليت كند   DNAنگهداري  

FTAنگهــداري  و داراي همــان خــصوصيات DNA كــه اســت 
با توجه بـه مزايـايي      . صورت محصول داخلي عرضه شده است      به

هـا و مراكـز      ها در آزمايـشگاه     اين كارت  جاي شد،   بيانكه در بالا    
 DBCنشان داد كه كـارت      حاضر   و مطالعه    استتحقيقاتي خالي   

را بـراي مـدت   اشريـشيا كلـي      بـاكتري    DNAقابليت نگهـداري    
 جـايگزين   DBC شود استفاده از   توصيه مي ن  د؛ بنابراي طولاني دار 

مراكـز فعـال    در   باكتري شود و     DNAهاي سنتي نگهداري     روش
هـا، مـورد     در زمينه مطالعه، بررسي و آزمايش و نيز ذخيره باكتري         

  .استفاده قرار گيرد
  

  تشكر و قدرداني
شناسـي انـستيتو    وسـيله از مركـز تحقيقـات ميكـروب         بدين

يقـات بيوتكنولـوژي انـستيتو پاسـتور        پاستور ايران و مركز تحق    
 همكاري در   بابتايران و آزمايشگاه ژنتيك پزشكي دكتر زينلي        

  .يمينما اين تحقيق تشكر مي
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