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هاي شناسایی سریع عوامل میکروبیروش
، استادیار دانشگاهباکتریولوژیست–دکتر رضا میرنژاد 

شناسایی سریع و دقیق عامل میکروبی جهت درمان افراد مصدوم و کنترل انتقال آلودگی به افراد سالم مهم 

هاي وامل میکروبی از روششناسی پیشرفته در دنیا جهت تشخیص عهاي میکروبامروزه در آزمایشگاه. باشدمی

هاي مولکولی هاي ایمنولوژي کمتر استفاده شده و از روشرایج و سنتی مانند آزمایش مستقیم، کشت و روش

هاي روش. کننداستفاده می) و غیرهفلورسانساسی، ایمنو، وسترن بلات، ایمنوبلات، ایمنوPCR(مانند 

این . دهندهاي مولکولی خاص انجام میرا بر اساس شاخصها تشخیص مولکولی، جداسازي و شناسائی پاتوژن

. باشندهاي معمول در آزمایشگاه میاختصاصیت بالا نسبت به روشوحساسیت،راي سرعتها داسیستم

لذا نسبت ،باشندبه صورت اتوماتیک قابل دسترس میهاي مولکولی امروزه،همچنین بدلیل اینکه بیشتر سنجش

هاي مولکولی در آزمایشگاه میکروب از روشاصولاً. شوندتر انجام میآزمایشگاه سادههاي سنتی در به روش

مانند (گیر ، عوامل با رشد آرام و سخت)Bمانند ویروس هپاتیت (شناسی براي شناسائی عوامل غیر قابل کشت 

ادن امکان آلودگی عوامل عفونی که قدرت بیماریزائی بالائی داشته و در کشت د،)باکتریم توبرکلوزیسمایکو

، عواملی که در نمونه به مقدار )هاي بروسلاانند فرانسیسلا تولارنسیس و گونهم(کارکنان آزمایشگاه وجود دارد

نخاعی و -مایعات مغز(آزمایش بسیار کم باشدو نمونه مورد) در افراد سرم منفیHIVمانند (کم وجود دارند

ی که یهاارگانیسم(هاي غیرزنده ژنیک، ارگانیسممل مشابه از نظر آنتییز کردن عوا، متما)هاي جرم شناسینمونه

. شوداستفاده می) شوندیمن در بدن میسبب تشکیل کمپلکس ا

:عبارتند ازهاي شناسایی سریع عوامل میکروبیبطورکلی روش

ضی از عوامل طول و روز براي بعمعمولاً یک یا د(جداسازي و شناسایی عامل میکروبی از طریق کشت دادن-1

).کشدمی
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هاي هاي اسپکتروسکوپی جرمی، تلقیح به حیوانات آزمایشگاهی و یا روششناسایی سموم توسط دستگاه-2

.دیگر

که ممکن است در عرض IgMهاي خاص از نوع ایمونوگلوبین(هاباديشناسایی آنتیتشخیص ایمنولوژیک،-3

).سه روز پس از عفونت حاصل گردد

DNA probeهاي تشخیصی یی ضایعات ژنتیکی از طریق شاخصساشنا-4

هاي بالینیزا و مواد سمی در نمونهیی محصولات متابولیکی عامل عفونتشناسا-5

بر اساس . بیولوژي مولکولی انجام شودCentral dogmaتواند بر اساس تشخیص مولکولی عوامل میکروبی می

نسخه برداري شده و در نهایت DNAاز روي RNAکند و یسازي مهمانندCentral dogma ،DNAاین 

RNA نسخه برداري شده)mRNA (گردد یگیرد و به پروتئین ترجمه مدر سطح ریبوزوم قرار می )1شکل .(

:ها عبارتند ازاهداف مولکولی در تشخیص میکروبCentral dogmaلذا با توجه به این 

1-DNA :نس کوتاه ژن تکی و سکا-نوم کاملشامل ژ

2-RNA : به خصوص درRNAرود چرا که ها بکار میاین روش خیلی بندرت در باکتري. هاویروسRNA

. گردداستفاده میRNAهر چند در ریبوتایپینگ از ،باشدها پایدار نمیدر باکتري

هاي سرولوژي وبا روشباشد و اصولاًهاي ایمونولوژیک میشامل پروتئین: پروتئین-3

)Sodium dodecyl sulfate Polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE قابل

.باشندشناسائی می

. باشدقابل شناسائی میSDS-PAGEهاي سرولوژي و ا که با روشهباکتريLPSمانند:دیگر موارد-4
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مرکزي بیولوژي مولکولیdogma:1شکل

ها و مواد دیگر را شناسائی و کمتر پروتئینکرده را شناسائی RNAیاDNAهاي مولکولی یا بطور کلی تکنیک

روزبروز در حال و تحقیقاتی بسیار استفاده شده و یهاي تشخیصها در آزمایشگاهامروزه این تکنیک. کنندمی

: شودتشخیص به چهار دسته کلی تقسیم میهاي مولکولی بر اساس روش تشخیص. باشندتوسعه و تکامل می

سکانس بدون آمپلی کردن هاي تشخیصی که نیاز به آمپلی کردن ژن مورد نظر ندارند مستقیماًیکتکن-1

,In situ hybridizationمانند. کنندخاص، میکروب را شناسائی می 1FISHو غیره.

.و غیرهPCR ،2TBAکنند مانند انواع مختلف خیصی که ژن مورد نظر را آمپلی میهاي تشتکنیک-2

.و غیره3LCR ،PCR/OLA4:کنند مانند یصی که پروپ نشاندار را آمپلی میهاي تشخنیکتک–3

1 -Fluorescence In Situ Hybridization(FISH)
2 - Transcription Basel Amplification (TBA)
3 - Ligase Chain Reaction(LCR)
4 -PCR/ oligonucleotide legation assay
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کالریمتري، کیمولومینانس و ،PFGEهاي آنالیز و جداسازي بعد از آمپلی کردن مانند ژل الکترفوز،تکنیک-4
.غیره

هاي مدرن میکروبایشگاههاي سریع مولکولی بکار رفته در آزماین روشبعضی ازدر ادامه بحث به جزئیات 

.اشاره خواهد شدمیکروبی شناسی جهت شناسایی عوامل 

1-Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)

16Sدر این روش با کمک شناساگر از نوع  -rRNA 23یاS -rRNAفلورسانس براي نشاندار و میکروسکوپ

هاي غنی یا بافت یا بعد از کشت روي محیطخونهاي کلینیکی مانند مستقیم باکتري از نمونهجداسازي 

ستیس و بارتونلاها هاي سخت رشد مانند یرسینا پاین روش براي جداسازي میکروب. )2شکل (شوداستفاده می

هاي فلورسانت ها را به طور همزمان با استفاده از رنگتوان چندین گونه از باکتريباشد و میبسیار مفید می

این روش از فیکس کردن نمونه روي لام، هیبرید کردن نمونه با پروپ و بررسی هیبریدها . دمختلف شناسائی کر

. کشدساعت طول می2-1بوسیله میکروسکوپ فلورسانس حدود 
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FISHمراحل مختلف تکنیک : 2شکل 

شناسائی براساس سکانس کردن -2
ین عامل به عنوان عامل بیماري مطرح باشد یا هنگامی که چنداگر ارزیابی پاتوژن باکتري خاص مشکل می

اهداف عمومی مانند . وسیع را دارند استفاده شودمحدودهباشند بایستی از روشی که قدرت شناسائی عوامل در 

16Sیا نواحی پراکنده ژن 16S-rRNAهايژن –23 S rRNAها بسیار مفید براي شناسائی باکتري

سکانس کردن آن . شوندهاي عمومی مشکل جدا میفاده از روشستها با اباشد به خصوص که این باکتريمی

16S -rRNAامروزه . گیردي کشت منفی مورد استفاده قرار میهاها از نمونهاغلب براي جداسازي پاتوژن

16Sهاي ژن سکانس -rRNA این روش . گیردمیها مورد استفاده قرارکردن بعضی از پاتوژننگپیتایبراي
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16Sهاي توان ژنمی. باشدهاي بیوشیمیائی میتر از روشسریعبسیار ارزان و  -rRNA را با کمکPCR

توان براي سکانس کردن آن و لازم بذکر است از اهداف دیگري که می. آمپلی کرد و بعد آن را سکانس کرد

اي شوك سرمائی هنیا پروتئی)HSP-65(هاي شوك گرمائی نداد پروتئیها مورد استفاده قرارشناسائی باکتري

.باشدمی

الکتروفورز ژل آگارز -3
ژل . استDNAالکتروفورز در ژل آگارز در حرارت اتاق در حالت افقی، روشی استاندارد براي جداسازي قطعات 

. آگارز در مقایسه با ژل پلی آکریل آمید قدرت تفکیک کمتري داشته ولی محدوده جداسازي بیشتري دارد

هاي متفاوت ژل آگارز از هم جدا توان در غلظتکیلو باز را می60جفت باز تا 5200به اندازه DNAقطعات 

. نشان داده شده استDNAهاي خطی نیاز در ژل براي جداسازي ملکولموردمقدار آگارز) 1( در جدول. نمود

دهند تا رت میاست ریخته و حرا1EDTAبراي ساختن ژل آگارز ابتدا پودر آگارز را در بافر مناسبی که داراي 

. توان با گذاشتن مخلوط بافر و آگارز در ماکروویو انجام داداین عمل را می. روشنی حاصل گرددمحلول شفاف و

ریزند تا میسرد کرده و بعد، به درون قالب ژل الکتروفورز یا روي لامسلسیوسدرجه 65سپس، محلول را تا 

این عمل . دهندقرار میکی را روي لام یا درون قالب ژل آگارزقبل از ریختن آگارز یک شانه پلاستی. سفت گردد

کوچکی را در آگارز قبل از سفت شدن ) هايحفره(هايچاهکهاي شانه،شود تا دندانهن جهت انجام میبدا

هاي شانه قرارمی را در زیر دندانهتوان لاهاي شانه تا کف ظرف قالب میبراي تعیین فاصله دندانه. دتشکیل دهن

تریکس ضخیمی را زمانی که آگارز سفت شد، ما. داده و پس از تنظیم، لام را برداشته و آگارز را اضافه کرد

. شودها وارد میمورد نظر به درون چاهکDNAسپس . دهد که به مقدار غلظت آگارز بستگی داردتشکیل می

حرکت ثی دارد به طرف کاتدخنpHکه بار منفی در DNAهنگامی که جریان برق از میان ژل عبور کند 

:در ژل به عوامل زیر بستگی داردDNAمیزان مهاجرت . کندمی

.کنندتر در زمان یکسان حرکت میهاي کوچکتر از ملکولآهستههاي بزرگتر،مولکول:DNAاندازه -

1 -Ethyl enediamine tetraacetic acid
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مختلفی از هاي هاي متفاوتی در غلظتبا سرعتDNAهاي خطی هاي مساوي از ملکولاندازه:غلظت آگارز-

.)1جدول(کنندحرکت میژل آگارز

هاي یکسان در ژل با اندازهDNAحلقوي و خطی ) ابرمارپیچی(هاي سوپرکویل ملکول:DNAشکل فضائی –

.کنندهاي متفاوتی حرکت میمشخص با سرعتبا غلظت 

که ژل سفت شد و هنگامی. ردکنند که به شرایط موجود بستگی دامختلف به ترتیب متفاوتی حرکت میاشکال

ضروري است که جهت . ها به آن اضافه گردید، دستگاه تنظیم برق را وصل کرده تا جریان برق برقرار گرددنمونه

ها در آن توجه شود که نمونه. کت خواهد کرددر جهت اشتباه حرDNAصحیح الکترودها رعایت شود وگرنه، 

.وصل شده است قرار گیردقسمتی که به قطب منفی و بخش مخالف آن به قطب مثبت

DNAهاي خطی نیاز در ژل براي جداسازي ملکولموردمقادیر آگارز): 1(جدول 

DNA(kbp)هاي خطی جداسازي ملکول(%W/V)مقدار آگارز در ژل 

60تا3/05

20تا 6/01

10تا 7/08/0

7تا 9/05/0

6تا 2/14/0

3تا 5/12/0

2تا 21/0
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این رنگ از دو جزء تشکیل شده که در دادن اطلاعات . شودمخلوط می1نمونه با مقداري از رنگ نشانگر

) به رنگ سبز(ول گزیلن یک جزء یعنی سیان. باشددر ژل مفید میDNAتخمینی مبنی بر حرکت نمونه حاوي 

اي در اندازه) رنگ آبی تیره(در صورتی که جزء دیگر، بروموفنل بلو،کندحرکت می4kbاي حدود در اندازه

توان به عنوان راهنما براي زمان مناسب انجام آزمایش بر روي ها میاز این رنگ. کندحرکت می400bpحدود 

.ژل استفاده نمود

یا ترکیبات (EtBR)آمیزي ژل با اتیدیوم برومایدباید رنگDNAپس از انجام عمل الکتروفورز براي مشاهده 

- کند و در زیر نور اولتراویوله به رنگ قرمزنفوذ میDNAاین رنگ بین بازهاي دو زنجیره .انجام گیرددیگر

بعد . بستگی داردDNAمقدار اتیدیوم بروماید مورد استفاده به طول قطعه . گرددمشاهده مینارنجی فلورسنس

شود تا مقطر شستشو داده میو سپس با آبآمیزي شدهبروماید رنگاز انجام ژل الکتروفورز در محلول اتیدیوم

Gelپس از آن از ژل توسط دستگاه.که به درون ژل وارد شده حذف گرددDNAرنگ متصل نشده به 

Doucomentation3شکل (شودعکسبرداري می(.

1 - loading buffer
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مراحل مختلف  الکتروفورز: 3شکل

4-Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)
. کنندعبور میخطی تا اندازه معینی به یک میزان از میان ژل آگارزDNAهاي زنجیر مضاعفتمام ملکول

بستگی نداشته و به DNAاز میان ژل آگارز به اندازه DNAهاي بالاتر از این حد معین سرعت عبور ملکول

از هاي بزرگتر DNAدر عمل این ارتباط بدان معنی است که . طور عمده به شدت جریان الکتریکی بستگی دارد

40kbاین مشکل . توانند با استفاده از جریان ثابت الکتریکی در ژل آگارز افقی به سهولت از هم جدا شوندنمی

هاي ا زمانحل نمود که در آن، جریان الکتریکی به طور متناوب در دو جهت مختلف بPFGEبا انتومیرا

pulse هاي توان ملکولبا این روش می. )4شکل (کندثانیه یا بیشتر تغییر می1000تا 1/0ازDNA موجود

نیاز DNAدر این حالت زمانی که ملکول . میلیون باز درازا را از هم جدا کرد5هاي مشکوك تا حدود در نمونه

بستگی دارد، یعنی DNAدارد تا مسیر خود را در پاسخ به نوسان جریان الکتریکی تغییر دهد به اندازه ملکول 
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هاي درازتر از میان تر از ملکولتغییر جهت داده و بنابراین سریعتوانندا سرعت بیشتري میهاي کوچکتر بملکول

.)5شکل (کنندمیژل عبور 

PFGEجهات حرکت قطعات اسید نوکلئیک در : 4شکل 

:اهمیت بسیار داشته و باید به آنها توجه شودPFGEنکات زیر در انجام 

شود و وضوح آن در فضاي کوچکی الکتروفورز میPFGE،DNAاي هدر اکثر سیستم:فضاي جداسازي-1

.به پیچیدگی نمونه بستگی دارد

به طوري دارد،PFGFثیر مهمی بر جداسازي در روش دان الکتریکی تأقدرت می:قدرت میدان الکتریکی-2

.باشدیاز میبه میدان الکتریکی خاصی نهاي خاصبه اندازهDNAکه بین زمان جداسازي و مشاهده واضح 

تر براي طولانیpulseهاي از زمان. غییر میزان جداسازي است، تpulseثیر زمان اولین تأ: Pulseزمان -3

.شودهاي بزرگتر استفاده میDNAجداسازي 
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با این حال، هر . درجه برابر و مشابه است95-165هاي در زاویهDNAجداسازي :هاي تغییر جهتزاویه-4

هاي زاویههاي خیلی بزرگتر،DNAبراي جداسازي . باشدتر میسریعDNAکتر باشد، حرکت قدر زاویه کوچ

. ترین زمان ممکن به خوبی انجام شوددر کوتاهDNAدرجه مورد نیاز است تا جداسازي 105-96

.شوداستفاده میTBEو TBEهاي از بافر:بافر-5

هایی ترین حرکت و بهترین وضوح در ژلسریع. ثر استمؤDNAغلظت و نوع آگارز در جداسازي :آگارز-6

البته آگارز الکتروفورز معمولی براي . ساخته شده باشدLow electroendosomsisآید که از بدست می

PFGEمناسب است.

.استسلسیوسدرجه 14دماي PFGEترین درجه حرارت براي انجام مناسب:دما-7

آگارزو الکتروفورز ژلPFGEکاربردهاي 
هاي DNAدهاي بزرگ و اي جداسازي و تعیین اندازه پلاسمیبرPFGEاصولاً الکتروفورز معمولی و 

ورز پس از الکتروف. شوداستفاده میمیکروبیهاي مشکوك به عوامل هاي موجود در نمونهکروموزومی باکتري

د و عامل شونص مقایسه میبا الگوهاي مشخآنها،هاي مشکوك و بدست آوردن باندهاي مناسبکردن نمونه

.شودبیولوژیک تشخیص داده می

در میکروب شناسی پزشکی، مقایسه PFGEر الکتروفورز ژل آگارز و به خصوصاز کاربردهاي رایج دیگ

اي بیمارستانی و یا به دلیل هبه یک خانواده هستند و در عفونتهایی است که متعلقاپیدمیولوژي باکتري

هاي جدا شده در اي مشاهده شده ممکن است دخالت سویهمقایسه بانده. یابندال میهاي مستقیم انتقستما

.ها را نشان دهداپیدمی
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PFGEمراحل مختلف : 5شکل 

)SDS-PAGE(سدیم دودسیل سولفات -الکتروفورز ژل پلی اکریل آمید-5
هاي مشکوك از در نمونه) ومبه خصوص سم(یولوژیک براي آنالیز یک پروتئین خاص براي شناسایی یک عامل ب

نظر در شرایطی قرار نمونه حاوي پروتئین مورددر این روش،. شودژل پلی اکریل آمید استفاده میالکتروفورز 

یدهاي متفاوت در پپتشوند و غلظت پلیتیدي از هم تفکیک میپپها به زیر واحدهاي پلیگیرد که پروتئینمی

. شودورز میتهیه، مخلوط پروتئینی بوسیله ژل پلی اکریل آمید، الکتروفبعد از مراحل. یابدمخلوط کاهش می

.گیردهاي بعدي مورد استفاده قرار میزآمیزي کرده و براي آنالیرنگها،سپس ژل را براي مشاهده پروتئین

ها به زیر براي اطمینان از جدا شدن پروتئین. هاي متفاوت استنظر بخشی از مخلوطی از پروتئیندپروتئین مور

هاي موجود در مخلوط را تجزیه کرده، کاهش داده و یک معمولاً پروتئینپپتیدي و کاهش تجمع،واحدهاي پلی

عمل تجزیه شدن نمونه . شودبه آن اضافه می) ]قلیائیSDS[یعنی دودسیل سولفات سدیم (دترجنت آنیونی 

هاي دومی، سومی و چهارتایی را که ممکن ساختماناین عمل،. توان با جوشاندن به مدت کوتاه انجام دادرا می

ممکن است رخ که ئین را پروت–هاي تصادفی پروتئیناست وجود داشته باشد و همچنین معکوس شدن واکنش

هاي این معرف اتصال. انجام داد(BME)توان با افزودن بتامرکاپتواتانول عمل کاهش را می. کنددهد تخریب می
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کند و هم چنین مانع ی که ممکن است موجود باشد حذف میخریب هر نوع ساختمان سومدي سولفیدي را با ت

.را از هم مجزا سازدcross-linkپپتیدهاي شود که ممکن است پلیهایی میتشکیل هرگونه اتصال

ن، به پروتئیSDSمقدار اتصال . کندمنفی را به آن اعطا میبار خالصپیتید تخریب شده به پلیSDSافزودن 

پس ، بار خیلی بالایی دارد،SDSچون .نسبت خطی با اندازه پروتئین دارد و به توالی اسید آمینه بستگی ندارد

بدین ترتیب، بار . شوددر روي پروتئین نادیده گرفته مییابد و هر بار دیگر موجوداي اتصال میبه طور گسترده

.وزن مولکولی آن وابسته استهر واحد وزن، پایدار بوده و حرکت در الکتروفورز به 

این امر منجر . گرددباشد حاصل میمیBME،SDSاین ژل با جوشاندن مخلوط پروتئین در بافري که حاوي 

بافر همچنین داراي رنگ نشانگر . شودمیSDS–هاي پروتئیناد بار منفی در مخلوطی از کمپلکسبه ایج

ماده دیگري از گلیسرول،. باشدروي ژل الکتروفورز میجام شده درباشد که نشان دهنده مساحت حرکت انمی

هاي موجود در مخلوط با عبور نمونه از پروتئین. کندنمونه به درون ژل کمک میکردن loadبافر است که در

با حرکت آهسته ها راعبور پروتئیناین شبکه به عنوان غربالی،.گردندان شبکه آکریل آمید از هم جدا میمی

مقدار .کنندمیهاي کوچکتر حرکتتر از مولکولآهستههاي بزرگتر،مولکول. اندازدآنها به تأخیر میفیزیکی 

تر آهستهها،محلول غلیظ پروتئین. ها اثر دارددرصد آکریل آمید در ژل همچنین بر روي میزان حرکت پروتئین

وت آکریل هاي متفاها با غلظتتئینمیزان خطی جدایی پرو)2(در جدول. کنندهاي پائین حرکت میاز غلظت

.آمید نشان داده شده است

هاظت آکریل آمید و جدا شدن پروتئیننسبت غل): 2(جدول 

)کیلودالتون(حدود جدا شدن خطی (%)غلظت آکریل آمید 

1543 -12

1068 -16

5/794 -36
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5212-57

. کردهاي شیمیایی مشاهدهاده از رنگتوان با استفرا میSDS-PAGEدهاي جدا شده توسطپپتیپلی

1آمیزي کوماسی برلیانت بلول و رنگتوان به طور همزمان با مخلوطی از اسید استیک و متانوپتیدها را میپپلی

. تثبیت نمود

پپتیدها در درون ژلآمیزي پلیو رنگ) براي مثال، آرژینین و لیزین(این رنگ براي برخی از اسیدهاي آمینه 

با مقایسه باندهاي . بري به مدت طولانی از ژل خارج کردا رنگتوان برنگ اختصاصی را می. استاختصاصی

توان وزن مولکولی می) هایی با اندازه شناخته شدهپروتئین(ستاندارد شده در روي ژل حاصل با باندهاي ا

ارکرهایی با وزن مولکولی مشخصعمل الکتروفورز بوسیله ژل با استفاده از م. نظر را تخمین زدپپتید مورد پلی

آمیزي شده، تسهیل شده است، به طوري که مشاهده پایان عمل، قبل از اینکه پروتئین مورد نظر که از قبل رنگ

.باشدمقدور میاز ژل خارج شود،

1 - Comassie brilliant blue


