
)2(مولکولی تایپینگ
دکتر رضا میرنژاد

:هاي ژنوتایپینگروش

هاي اپیدمیولوژیکی به براي بررسیرا هاي مولکولی یا ژنتیکی توجهات زیادي در سالهاي اخیر تکنیک

روشهاي مختلف ژنوتایپینگ براساس آمپلی کردن یا نکردن اسید نوکلئیک و مراحل . خود معطوف کرده است

. شوندبعد از آمپلی کردن به سه دسته تقسیم بندي می

PFGEو ) RELP)Restriction Fragment Length Polymorphismsروشهائی مانند -1

)Pulsed field gel electrophoresis( ، پروفایل پلاسمید، ریبوتایپینگ و ساترن بلاتینگ بدون انجام

.شوندبندي باکتریها و سایر میکروبها استفاده میمپلی کردن اسید نوکلئیک براي تیپآ

، Rep-PCR ،RAPD-PCR ،RFLP-PCR ،AP-PCR ،Multiplex-PCRروشهائی مانند -2

Nested-PCR ،VNTR بندي براي تیپباشند وکردن اسید نوکلئیک میتایپینگ که براساس آمپلی

.شوندباکتریها و سایر میکروبها استفاده می

آمپلی که بعد از آنالیز روي ژن وMLEE( ،PAGEاز (PFGE ،MLSTهائی مانند تکنیک-3

.روندکردن اسید نوکلئیک براي تایپینگ باکتریها بکار می

RFLP:

دار کردن و نشان) RFLP(مورفیسم طول قطعات برش خورده پلییا آنالیز ژنومی DNAآنالیز برش 

. )1شکل (ها قابل تغییر در ژنوم پستانداران براي افراد مجرم و جمعیت ها کاربرد داردهترولوکوس براي آلل

اخیراً آنزیم برش دهنده کرموزم کامل باکتري منجر به ایجاد روش قابل تکرارپذیري حساس براي جداسازي 

ک تمایز دهنده براساس این اصل این تکنی. هاي باکتریها شده استو براي تمایز سویهDNAسکانس تغییرات



نبال برش باشند که بدهاي نوکلئوئیدي متفاوت میسویه باکتري متفاوت داراي سکانسدوDNAباشد که می

ا یک هزارم اندازه ژنوم اکتریهبدلیل اینکه ژنوم ب. شوداي متفاوت از قطعات ایجاد میبا یک نوع آنزیم مجموعه

باشد این امکان محدود به یک کروموزم کامل در یک واکنش تکی و بطور الکتروفورتیک قطعات حاصل انسان می

. کنند، شدا نواحی خاصی از ژنوم را مشخص میدار با آنزیم یا رادیواکتیو که تنههاي نشانبدون نیاز به پروپ

هاي کلون تکی یوباکتریها باشد و قادر به شناسائی ردهبسیار حساس میکانساین روش براي بررسی تغییرات س

.باشدهائی مانند اروینیا، آکروباکتروم، سودوموناس و گزانتوموناس میدر گونه

باشد و توالی تکراري روي نمی) برخلاف تکنیک هیبریداسیون(خاص DNAدر این روش نیاز به کلون کردن 

راري بریم اگر این توالی تکدار بکار میدر هیبریداسیون چون پروپ نشان(وي روش نداردکروموزم هیچ تاثیري ر

).گذارندزیاد باشد روي نتایج اثر می

هستند که روي کروموزم اصلی قرار DNAهاي از رزومال یا سیگمانتهاي خاص باکتریها داراي عناصر اپیسویه

ریوفاژ داخل سلولی در فرم پلاسمید یا باکتDNAاین . باشندهسته نمیDNAندارند و جزء ترکیبات 

RFLPکنند ممکن است داراي الگوهاي را با خود حمل میDNAهائی که اینگونه سویه. لیزوژنیک وجود دارد

خارج DNAی که داراي یهابطور کلی سویه. هایی که فاقد این عناصر هستند باشندمتفاوت در مقایسه با سویه

دهند که این قطعات به ضخامت باندهاي کروموزمی یک یا دو قطعه اضافی روي ژل نشان میکروموزمی هستند 

اشتن پلاسمیدهاي نامشخص یا اگر در مطالعات اینگونه باندها مشاهده شد بایستی سویه از نظر د. باشندنمی

. ها بررسی شوندویروس

باشند، اندازه مورد نظر چه میيهاسویه یا گونه:دهنده باید موارد زیر را در نظر گرفتبراي انتخاب آنزیم برش

.کروموزم و قیمت آنزیم% CGکروموزم خاص، میزان 

کروموزمی را استخراج کرد و بعد از استخراج باید آنزیم را به آن DNAبراي اجرا، بعد از انتخاب آنزیم ابتدا باید 

بعد از این مدت الکترفورز انجام . به  کردساعت انکو48به مدت سلسیوس درجه 37اضافه و در بن ماري در 

.گردندود و باندها با همدیگر مقایسه میشمی



نمونه یوکاریوتیRFLPنتایج تست ): 1(شکل 

)AFLP)Amplified fragment length polymorphismآنالیز 

شد که این روش در آغاز1990در سال این تکنیک .استنگاري ژنومیک با دقت بالاآنالیز روشهاي انگشت

توسط آنزیم محدود DNAباشد که در این روش، با حساسیت بالا میDNAحقیقت، روش انگشت نگاري 

ي الکتروفورز جدا سپس قطعات به وسیله. گیردآن تکثیر انتخابی صورت میشود و متعاقبکننده هضم می

باشد  و معمولا و گران قیمت میرسافاین روش طاقت. )2شکل (شوندشده و در نهایت قابل مشاهده می

در این روش شناسائی قطعات در جایگاه تعیین توالی، توسط . گیردهاي نیمه اتوماتیک انجام میتوسط سیستم

گیرد که نمودار مجموعه جواب بدست آمده به صورت رقم در آمده و معمولا با نرم افزارهاي لیزر صورت می

بندي باکتریایی جدا از اینکه این روش ابزار قدرتمندي در تعیین طبقه.گیردمناسب مورد بررسی قرار می

روشی AFLPگونه و اگرچه آنالیز اي اسینتوباکتر بومانی تا حد زیرههاي سویهباشد، براي تعیین ویژگیمی

ي تفسیر اي در زمینهاستانداردسازي و تجربیات گستردهباشد ولی نیازمند درجه بالائی ازمحکم و مستدل می

هاي کامپیوتري پیشرفته براي کمک به آنالیز الگوها در دسترس باشد حتی در زمانیکه برنامهها میالگوهاي باند

اگرچه گروههاي بدست آمده به . ها به راحتی در بین آزمایشگاهها قابل انتقال نیستندبه علاوه، این داده. باشد



،باشندهاي کوچک میدر مقیاسPFGEق شده از روش به خوبی قابل مقایسه با گروههاي مشتAFLPروش 

.ولی جزئیات و مقایسه دقیق این دو روش تایپینگ هنوز صورت نگرفته است

AFLPروش اجراي نمائی از ): 2(شکل 

:آنالیز پلاسمید

. تایپینگ پلاسمیدي اولین روش مولکولی به عنوان ابزار تایپینگ باکتریها مورد استفاده قرار گرفت

باشند و در ابل انتقال و خود تکثیر شونده میخارج کروموزمی هستند که اغلب قDNAپلاسمیدها عناصر 

DNAتایپینگ از طریق جداسازي . قرار دارند) مانند مخمر(سیتوپلاسم پروکاریوتها  و بعضی یوکاریوتها

بعضی باکتریها داراي . ودشپلاسمید و مقایسه تعداد و اندازه پلاسمید روي ژل الکتروفورزیس انجام می

نها مشکل است، لذا براي این باشند که جداسازي آکیلوباز می150تا 100گ در حدود پلاسمیدهاي بزر

برش . کندهاي محدودالاثر بعد از جداسازي پلاسمید کمک در تایپینگ باکتریها میها، اضافه کردن آنزیمسویه



. شوددارند، انجام میkb50ها که پلاسمیدهاي کمتر از انتروککها و پلاسمید اغلب براي آنالیز استافیلوکک

.دهدآنالیزهاي پلاسمیدي را افزایش میبرش آنزیمی قدرت تمایز 

هاي همچنین آنالیز پلاسمید در موقعیت. ها مفید نیستگیري مقدار پلاسمید عموماً در تعیین ارتباط سویهاندازه

متفاوت یا در میان PFGEها با پروفایل بیوتیکی در میان ایزولهومت آنتیبالینی در تعیین تکامل و انتشار مقا

اندمیک و هايپلاسمیدها عموماً در تمایز بین سویه. ها در یک بیمارستان کاربرد داردهاي متفاوت ارگانیزمگونه

ت یک سویه آن را باشند و ممکن اسپلاسمیدها عناصر قابل انتقال میکهباشند، چرااپیدمیک کمک کننده نمی

بطورکلی . هاي مختلفی از پلاسمید را نشان بدهدتواند پروفایلبنابراین یک سویه می. کسب یا از دست بدهد

تشار خصوصیات شود که در آن بررسی اپیدمی پلاسمید، انآنالیز مقدار پلاسمید، محدود به تحقیقاتی می

.دهدمقاومت را توضیح می

ریبوتایپینگ

وA. calcoaceticusمشخص کردن اسینتوباکترها به ویژه کمپلکس براي اولین بار جهتریبوتایپینگ 

A. boumanniiهاي محدودالاثر مانندآنزیماین روش ازدر .بکار رفتها تا حد سویهEcoRI ،ClaI براي ،

آمیزي رنگبه همراه الکتروفورز وcDNAشده از روش هیبریداسیون با پروبکروموزومی خالصDNAبرش 

مشتق شده ازrRNAدار شده و ازنشانdigoxigenin-11-UTPبا cDNAپروب . شودمیاستفاده 

E. coliتري از تایپینگ با قدرت تشخیصی بالا دقیقنتایجبا استفاده از سیستم ریبوتایپینگ . بدست آمده بود

تر از هاي اتوماتیک، نتایج را سریعبا سیستمریبوتایپینگ. آیدمیبدست،باشدمیPFGEکه قابل مقایسه با 

PFGEباشد که تنها در ها گران قیمت است و نیازمند تجهیزات تخصصی میولی این سیستم،کندمشخص می

.شوددهند یافت میاي بر روي اپیدمیولوژي مولکولی انجام میقات گستردهچندین آزمایشگاه که تحقی



پروب ژنی

براي باند شدن با تک ) نامشخص(DNAتوان از تمایل تک رشتهمی)نامشخص(رگانیسمبراي شناسایی میکروا

پروب از باکتري مشخص به عنوانDNAدر این روش تک رشته.استفاده کرد)مشخص(مکملDNAرشته

نشاندار کردن رشته مشخص  با باند شدن این دو رشته وقرار گرفته و)  نامشخص(DNAدر مجاورت رشته

.توان میکروارگانیسم را شناسایی کردمی

PEGE:

DNAباشد که براي جداسازي قطعات رباندار یک تکنیک الکتروفورزي میالکترفورز ژن در محیط ض

ها قطعات مختلفی معمولاً در هنگام برش با آنزیمDNAاین . گرددول طراحی میمیلیون باز ط10خطی بالاي 

کنند، انجام هاي محدودي ایجاد میي برش دهنده نادر خاصی که برشهابا آنزیمPFGE. کندایجاد می

تیجه نPFGEدر . شودهاي برش زیادي دارند، استفاده میاصولاً در این روش از آنزیمی که حساسیت. شودمی

توان آنها را جدا کرد از این رو بایستی از باشد که با الکتروفورز معمولی نمیبرش ایجاد قطعات بزرگ می

ز کیلوبا50تا 40در الکتروفورز معمولی مولکولهایی که بیش از . الکتروفورزهاي محیط ضرباندار استفاده کرد

شوند، ولی در الکتروفورز محیط ضرباندار به طور متناوب در جهت جریان اندازه دارند، به راحتی جدا می

کیلو جفت باز از هم 1000بالاي DNAي هاگردد که مولکولشود و این باعث میالکتریسیته تغییر ایجاد می

که جریان ايتغییر در خصوصیات حرکت قطعات در ژن بستگی به درجه حرارت ران کردن، زاویه. جدا شوند

DNA، ساختمان اولیه و ثانویه )الکتریکیفاصله معین عوض شدن جریان (پالس شود، زمان الکترویکی وارد می

افزایش یابد هرچه غلظت آگاروز. باشدمهمترین فاکتورها، غلظت ژل میازیکی . و دیگر عوامل بستگی دارد

یک روش ساده در اجرا PFGEروش .گرددتر مییابد، ولی مشاهده باند راحتحرکت قطعات کاهش می

باشد، ولی تفسیر نتایج آن بسیار مشکل است، بطوریکه این موضوع باعث شده که از این روش در تایپینگ می

میزان PFGEدر RFLPچنین همانند هم. یمارستانها کمتر استفاده شودباکتریها در آزمایشگاهها و بمولکولی 



DNAدر مورد تی در مقالات آ. باشدو روش میباشد که این یکی از معایب این دژنومی مورد نیاز کار بالا می

.خواهد شداین تکنیک بیشتر توضیح داده 


