
 1400، 4، شماره 34جلد                                                                         )      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

به  Single Specific Primer PCR (16S SSP- PCR) 16Sاز روش  استفاده
  منظور شناسايي و جداسازي اختصاصي جنس شيگلا 

  2ماهرخ عليمي و 1، نرگس واحدي پور*1حميدرضا ملاصالحي
  ميكروبيولوژي و زيست فناوري ميكروبيدانشگاه شهيدبهشتي، دانشكده علوم و فنĤوري زيستي، گروه تهران، ايران،  1

  سمنان، دامغان، دانشگاه آزاد اسلامي واحد دامغان، دانشكده علوم پايه، گروه بيوشيمي ايران، 2

  26/09/1398 :تاريخ پذيرش  09/06/1398 :تاريخ دريافت

  چكيده

و شناسايي جنس   16S rRNAبه منظور جداسازي ژن Single Specific Primer PCR (SSP-PCR)در اين مطالعه از روش 
  16S rRNAدر اين مطالعه، ژن . اين روش با طراحي تنها يك پرايمر اختصاصي و تكثير ژن انجام مي شود. شيگلا استفاده شد

قرار گرفت و تك پرايمر اختصاصي در  يهمرديفباكتري مرتبط ديگر، مورد  57گونه هاي مختلف باكتري شيگلا با ژن مذكور در 
ورز دوبعدي بر روي ژل آگارز مورد بررسي قرار گرفت و تشكيل محصول تكثير به روش الكتروف. طراحي شد V6متغيير  ناحيه
جنس شيگلا  مشخص گرديد كه در هر چهار گونه. به عنوان پاسخ مثبت در نمونه ها در نظر گرفته شدجفت بازي  263 باند

و ساير گونه ها ، شناسايي به طور اختصاصي صورت گرفته )شيگلا فلكسنري، شيگلا ديسانتري، شيگلابوييدي و شيگلا سونئي(
، يك تركيب بسيار كاربردي در شناسايي  SSP-PCRدر كنار روش   16S rRNAاستفاده ژن  .باند مرتبط را ايجاد نكردند

تشخيص  به  مي تواناز كاربردهاي اين روش شناسايي . مي باشددر كوتاه ترين زمان با سهولت بالا  باكتريهااختصاصي 
  .ويژه در شرايط اضطرار اشاره كرد ي باكتريايي بهعفونتهازودهنگام 

  ، شناسايي باكتري ، باكتري جنس شيگلا16S rRNA ،single specific primer PCR :كليدي واژه هاي

  H_mollasalehi@sbu.ac.ir: ، پست الكترونيكي02129905942: ، تلفننويسنده مسئول* 

  مقدمه

RNA  هاي ريبوزومي يكي از بيوماركرهاي مهم سلول
به شمار مي روند  باكتريهااسايي و طبقه بندي براي شن

)22( .RNA  هاي ريبوزومي نسبت به ديگر ريبونوكلئيك
اسيد ها ، داراي تعداد نسخه هاي ژني بيشتري هستند 

اين تعداد زياد . )13() كپي در يك سلول 10000حدود (
. )11و  9(شود باعث افزايش حساسيت تشخيص اوليه مي

rRNA  ي ريبوزومي از پروتئينها به دليل همراهي باها
بنابراين، كاربري و  ، )8( بودهپايداري بالايي برخوردار 

از بين انواع . دستورزي آن در آزمايشگاه آسان تر مي باشد
rRNA 16اكتريايي، هاي موجود در سلول بS rRNA  

جهت تشخيص و شناسايي اختصاصي، بر اساس روش 

ارجحيت داده مي شود زيرا اين  ژنتيكي تكثير ماده
ريبونوكلئيك اسيد توسط چندين اپران در ژنوم باكتري كد 

ي موجود در بانك اطلاعات ژني تواليهاو تعداد  )17( شده
كه جهت مقايسه باكتري مورد نياز است، بسيار بيشتر از 

rRNA  16علاوه بر اين، . )7(هاي ديگر استS rRNA  
داراي دو بخش مجزا  وده كهب يجفت باز 1550كه حدوداً 

 عموماًبخش حفاظت شده كه  - 1: در توالي خود است
 -2. ي مختلف يك جنس مي باشدباكتريهامشترك بين 

ي متغير كه داراي چند ريختي كافي جهت تشخيص بخشها
يي از قسمتهابنابراين، با در نظر گرفتن اينكه . ستباكتريها

ظت شده ي مختلف حفاباكتريهادر بين  16S rRNAژن 
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 است ، مي توان با تطبيق مناطق حفاظت شده و مقايسه
مابقي نواحي كه در بسياري از گونه هاي باكتريايي متفاوت 

  .)23 و 12 ،6(را شناسايي و جداسازي نمود باكتريهااست، 

PCR استفاده از تك پرايمر اختصاصي  با(Single Specific 

Primer PCR)  روشي است كه در آن يك پرايمر
ختصاصي و يك پرايمر غيراختصاصي جهت تكثير توالي ا

يي كه  موقعيتهااين روش در . )16(هدف استفاده مي گردد 
ژني وجود دارد،  محدوديت تعداد توالي در انتخاب منطقه

به عنوان مثال، زماني كه اطلاعات .  بسيار موثر مي باشد
بسيار كمي از يك ژن ناشناخته در دسترس باشد و تعداد 

از آن ژن ) در حدود طول يك پرايمر(ي كوتاهي توال
شناسايي شده و در دسترس باشد و يا هنگامي كه طول 

اختصاصي مورد نظر به اندازه اي كوتاه باشد كه  ناحيه
استفاده از دو پرايمر اختصاصي امكان پذير نباشد، اين 
روش يكي از بهترين گزينه ها مي باشد كه به صورت 

 منطقه ناشناخته يا منطقهحركت يك طرفه به سوي 
با توجه به اينكه . )16 و 10(غيراختصاصي انجام مي شود 

 باكتريهادر بين   16S rRNAدرصد ساختار ژن  95بيش از 
محافظت شده و داراي يكنواختي بالا در گونه هاي مختلف 

ژني مناسب  يي در انتخاب منطقهمحدوديتهامي باشد، 
 يل كوتاه بودن ناحيهبنابراين به دل. وجود خواهد داشت

و عدم امكان  16S rRNAغيريكنواخت اختصاصي در ژن 
هتروژن، اين  استفاده از دو پرايمر اختصاصي در ناحيه

در اين حالت، ابتدا . روش تكثير در اولويت قرار مي گيرد
. متغير طراحي مي شود تك پرايمر اختصاصي در ناحيه

سي و برر PCRسپس، از طريق تكثير ژن توسط روش 
ي اختصاصي يا روشهانتايج حاصل از ژن تكثير يافته با 

غيراختصاصي، سلول مورد نظر مورد شناسايي دقيق قرار 
  .مي گيرد

كه  مي باشدمختلف  جنس شيگلا داراي چهار گونه
عبارتند از شيگلا ديسانتري ، شيگلا فلكسنري ، شيگلا 

مي تمامي گونه هاي شيگلا . بوئيدي و شيگلا سونئي 

د عامل اسهال خوني باسيلي يا شيگلوز باشند اما نتوان
شدت بيماري، مرگ و مير و اپيدميولوژي هرگونه متفاوت 

با توجه به شيوع فراواني شيگلوز و . مي باشد 
گاستروانتريت ناشي از جنس شيگلا در كشور هاي در حال 
توسعه و همچنين كشورهاي صنعتي، روند رو به افزايش 

ن بيماري در مناطق پرجمعيت و جمعيت جهان و شيوع اي
تمامي  همزمانعفونت زايي بالا در اين باكتري، تشخيص 

گونه هاي جنس شيگلا با يك روش حساس و اختصاصي 
ي شناسايي روشها. دركوتاه ترين زمان حائز اهميت است

 DNA،  پروتئينهايي مانند مولكولهامولكولي مبتني بر ماكرو
جمله تشخيص  داراي مزيت هاي مختلفي از RNAو 

ي روشهاو اختصاصيت بالا نسبت به  سريع، حساسيت زياد
  .)18 و 14، 10(سنتي هستند 

 -SSPهدف از انجام اين مطالعه ، بررسي كارآمدي روش 

PCR  هدف قرار دادن ريبونوكلئيك اسيدهاي جهت
ريبوزومي، به عنوان يك بيوماركر مناسب براي شناسايي و 

مخصوصاً جنس شيگلا و ي باكتريايي سلولهاجداسازي 
همچنين بررسي ميزان اختصاصيت، سهولت كاربري و 

به منظور شناسايي  16S SSP- PCRحساسيت استفاده از 
  .ي مولد شيگلوز مي باشدباكتريهاانواع 

  روشهامواد و 
 تمام مواد شيميايي از شركت مرك: مواد مورد استفاده

(Merck) گيري آلمان خريداري شدند به استثناي رنگ بار
DNA  و آنزيمDNA  تك پليمراز كه از شركت سيناكلون

كه از شركت ترموساينتيفيك  DNA ايران و نشانگر اندازه
فيشر امريكا و سرم جنين گاوي كه از شركت بيوكرم 

ي مورد استفاده در باكتريهاتمام . انگلستان خريداري شدند
اين مطالعه از محل سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي 

ي ليوفيليزه آمپولهاو انستيتيو پاستور به صورت  ايران
پرايمرهاي طراحي شده از شركت بيونير . خريداري شدند

  .پيكومول خريداري شدند 100كره جنوبي با غلظت 
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براي تهيه محيط كشت مايع، از : باكتريهاتهيه و كشت 
به همراه سرم جنين  (TBS)پودر تريپتيكاز سوي براث 

ور تهيه محيط منظ به و شد ادهاستف) درصد 5/1(گاوي 
از محيط تريپتيكاز سوي آگار  باكتريهاكشت جامد براي 

)TSA (از حالت ليوفيليزه  باكتريهاسپس . استفاده شد
تا وارد  ه شدنده و آنها در محيط مايع كشت دادشدخارج 

پس از اطمينان از زنده شدن تمام . فاز لگاريتمي شوند
دي انبار براي نگهداري موجو ، به منظور تهيهباكتريها

 150ميكروليتر و  850، از هر باكتري باكتريهاطولاني مدت 
درصد داخل يك لوله ريخته و  100ميكروليتر از گليسرول 

  .قرار داده شد سانتي گراد درجه  80-در دماي 

استخراج نوكلئيك : استخراج كامل نوكلئيك اسيد باكتري
 و 3(ورت گرفت اسيد با استفاده از روش ذرات سيليكا ص

ميلي  1ي باكتريايي، سلولهادر ابتدا به منظور جداسازي . )5
ساعت گرماگذاري شده از هر  24ليتر از محيط كشت مايع 

به مدت   12000gباكتري در داخل لوله ها ريخته و با دور 
سپس . ته نشين شدند سلولهاثانيه سانتريفيوژ شد و  30

گرم از  6ننده شامل بافرليزك. محلول رويي دور ريخته شد
مولار  0,1سي سي از محلول  5گوانيديوم تيوسيانات در 

سي سي از محلول  1/1و   pH=6.4تريس هيدروكلرايد با 
. بود  pH=8مولار اتيلن دي آمين تترا استيك اسيد با  2/0

فعال شده به اين صورت تهيه گرديد  ذرات سيليكامحلول 
رسانده و  25جم گرم سيليكون دي اكسايد را به ح 3كه 
ساعت از محلول روي آن كشيده  24سي سي را پس از  21

محلول . رسانده شد  pH=2و توسط هيدروكلريك اسيد به 
ليزكننده واكنش همزمان با عمل استخراج به صورت 

 40ميكروليتر از بافر ليزكننده به همراه  900تركيب 
اوي تهيه شد و به لوله حذرات سيليكا ميكروليتر از محلول 

دقيقه در  10لوله باكتري به مدت . باكتري اضافه گرديد
ثانيه ورتكس و  5دماي اتاق قرار گرفت و سپس به مدت 

. سانتريفيوژ شد 12000gثانيه با دور  15بعد از آن به مدت 
مرتبه با  2سپس لوله حاوي باكتري به صورت متناوب 

مرتبه با  1درصد و  70مرتبه با الكل  2محلول شستشو، 
گرم  6محلول شستشو حاوي . استون شستشو داده شد

سي سي از محلول تريس  5گوانيديوم تيوسيانات در 
به منظور خارج شدن كامل . بود pH=6.4هيدروكلرايد با 

سانتي درجه  56دقيقه با درب باز درون آون  10استون، 
بافر به لوله  TEميكروليتر از  100قرار داده و سپس  گراد

 2آرامي ورتكس كرده  و سپس به مدت  اضافه شد و به
 100بافر حاوي  TE. سانتريفيوژ شد  12000gدقيقه با دور 

 100ميلي مولار و  10سي سي محلول تريس هيدروكرايد 
محلول . مولار بود 1سي سي دي آمين تترا استيك اسيد 

رويي به لوله ديگري منتقل شده و براي ادامه مراحل مورد 
جهت بررسي كمي نوكلئيك اسيد هاي . استفاده قرار گرفت

مورد   nm 260استخراج شده، جذب آنها در طول موج 
 50مساوي يك، معادل  ODهر . اندازه گيري قرار گرفت

ميكروگرم در ميلي ليتر نوكلئيك اسيد مي باشد كه براي 
علاوه براين، بررسي .مراحل، مناسب ارزيابي گرديد  ادامه

اج شده با استفاده از روش كيفي نوكلئيك اسيد هاي استخر
نمونه . الكتروفورز بر روي ژل آگارز صورت گرفت

  .درصد ران شد 2ژنوميك استخراج شده ابتدا بر روي ژل 

 16S rRNAژن : ژني مناسب انتخاب ژن و منطقه نحوه
ي باكتريهاي جنس شيگلا و باكتريهاباكتري، اعم از  61در 

. ه قرار گرفتگرم منفي مرتبط ديگر مورد بررسي و مقايس
  . آمده است 1مشخصات پرايمر هاي سنتز شده در جدول 

  

  خصوصيات پرايمر هاي طراحي شده -1جدول 
 اختصاصيت             GC%)        سانتي گراد(Tm                                     توالي                                      نوع پرايمر             

  اختصاصي             5' CTCTTGCCATCGGATGTGC 3'                   C°56               ٪57.89             (bp 19)1رپرايم
  عمومي               5' TGAGCAAAGGTATTAACTTTACTC 3'            °C 48,9               ٪33.3        (bp 24)2پرايمر
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در اين :  SSP-PCRبه روش  16S rRNAتكثير ژن 
 هدف توسط پرايمرهاDNA هر دو رشته با اينكه روش، 

پرايمر به صورت  تنها يك وليشناسايي مي شوند 
طراحي شده با  2و  1پرايمر . )4( عمل مي كند اختصاصي

با افزودن   1سپس پرايمر . پيكومول  تهيه شد 100غلظت 
 840با افزودن   2ميكروليتر آب مقطر و پرايمر  119

با توجه به  .ميكروليتر آب مقطر به غلظت نهايي رسيدند
غلظت مورد نياز براي روش تكثير، هر يك از پرايمر ها به 

در  .نسبت يك دهم رقيق شد و مورد استفاده قرار گرفت
 PCR 1X ،0,4ميكروليتر بافر  2هر مخلوط واكنش، 

 4/0مولار،  2/0ميكروليتر از داكسي نوكلئوتيد تري فسفات 
اين در حالي است كه اين ( مولار  MgCl2 1روليتر مايك

مولار انجام شد و نتيجه  MgCl2 1,5تست يك بار با 
 4/0با غلظت  1مايكروليتر از پرايمر  8/0، )حاصل نشد
 4/0با غلظت  2ميكروليتر از پرايمر  8/0پيكومول، 

پليمراز،  DNAميكروليتر از آنزيم تك  3/0پيكومول ، 
ميكروليتر از  1دوبار تقطير شده و  ميكروليتر آب 3/14

DNA  باكتري مورد نظر ريخته شد و لوله ها در  دستگاه
ترموسايكلر قرار گرفت و به اين ترتيب تكثير صورت 

دقيقه و  10درجه  94سيكل اول شامل يك تكرار : گرفت
تكرار؛ به منظور واسرشت شدن دماي  30سيكل دوم شامل 

درجه به  48ي اتصال دماي ثانيه، برا 30درجه به مدت  95
 90درجه به مدت  72ثانيه و براي تكثير دماي  30مدت 

پليمراز مذكور  DNAباتوجه به اينكه آنزيم . ثانيه اعمال شد
 16S rRNAباز را مي سازد و ژن   bp 1000 در هر دقيقه 

ثانيه قرار داده  90مي باشد، زمان تكثير   bp 1500داراي 
ير يافته تا زمان بررسي توسط در نهايت محصول تكث. شد

  .درجه نگهداري شد 4الكتروفورز دردماي 

: بررسي محصول تكثير ژن به روش الكتروفورز افقي
براي بررسي امپليكون با استفاده از روش الكتروفورز، بر 

 2ميكروليتر از نمونه به همراه  10درصد،  2روي ژل آگارز 
كروليتر از مي 1و نيز  DNAميكروليتر از رنگ بارگيري 

DNA Safe Strain به همراه . مورد استفاده قرار گرفت

در  DNAنشانگر اندازه  bp 100نمونه ها يك ميكروليتر از 
ميلي ولت  80تا  70بر روي   ولتاژ. چاهكي مجزا لود شد

. تا محلول ران شده از چاهكها خارج گردند ديگرد ميتنظ
و در  دقيقه ژل از تانك خارج شد و 45پس از حدود  

ي ران شده در ژلها. قرار داده شد Gel Docداخل دستگاه 
. مورد ارزيابي قرار گرفتند UV trans-illuminator دستگاه 

. پس از قرار دادن ژل در داخل دستگاه شكل ژل گرفته شد
يك لوله كنترل منفي نيز در نظر گرفته شد كه حاوي فقط 

  .بود DNAميكروليتر از رنگ بارگيري  1

به منظور : 16S SSP- PCRاختصاصيت روش بررسي 
بررسي اختصاصيت اين روش براي تشخيص باكتري 
 جنس شيگلا علاوه بر اين جنس، هشت باكتري از خانواده

انتخاب شد تا پس از تكثير ژن ) 2جدول (انتروباكترياسه 
16S rRNA  آنها توسط روشSSP-PCR ميزان ،

  .ردداختصاصيت روش و توانايي افتراق آن مشخص گ

  نتايج و بحث
در اين مطالعه از يك منطقه ژني اختصاصي در بخش 
متغيير ژن عمومي باكتريايي و محافظت شده در طول 

به عنوان يك بيوماركر براي  16S rRNAتكامل به نام 
-SSPشناسايي باكتري جنس شيگلا با بهره گيري از روش 

PCR  استفاده شد و ميزان حساسيت و اختصاصيت اين
شناسايي گونه هاي  .رد بررسي قرار گرفتروش مو

باكتريايي، به خصوص گونه هاي بيماريزا، در شرايط 
اضطراري به كمك يك روش سريع، حساس و آسان 

در اين مطالعه،  .همواره مورد توجه پژوهشگران بوده است
به دليل شيوع گاستروانتريت ناشي از انواع باكتريهاي جنس 

كمك يك روش مولكولي و شيگلا، شناسايي اين جنس به 
 16Sبا كمك روش . اختصاصي مورد بررسي قرار گرفت

SSP-PCR ،يك روش آسان و اختصاصي براي  مي توان
  .ادشناسايي باكتري جنس شيگلا ارائه د
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  خصوصيات باكتريهاي مورد بررسي -2جدول 
  نام باكتري كد  مركز سفارش

 PTCC1188 Shigella dysenterie سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران

 PTCC1234 Shigella flexneri سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران

  PTCC1707Pseudomonas aeruginosa سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران
 PTCC1621 Serratia marcescens سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران

 PTCC1600Citrobacter freundii سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران

 PTCC1151Yersinia entrocolitica سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران

 PTCC1609Salmonella typhi سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران

 PTCC1221Entrobacter aerogenes سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران

  PTCC1402Klebsiella pneumonia نعتي ايرانسازمان پژوهش هاي علمي و ص
 PTCC1078Morganella morganii سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران

 PTCC1776Proteus mirabilis سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران

 ATCC9290 Shigella sonnei  انستيتيو پاستور

 ATCC9207Shigella boydii  انستيتيو پاستور
  

باتوجه به : انتخاب منطقه ژني مناسب و طراحي پرايمر
داراي مناطق حفاظت شده و متغير  16S rRNAاينكه ژن 

چهار گونه از  16S rRNAمختلف مي باشد، توالي ژن 
شيگلا ديسانتري، شيگلاي بوئيدي، (باكتري جنس شيگلا 

باكتري گرم منفي  57و ) شيگلا سونئي و شيگلا فلكسنري
ژني مورد همرديفي  تخاب بهترين منطقهديگر، جهت ان

ژني، منطقه اي  لازم به ذكر است بهترين منطقه. قرار گرفت
از ژن است كه داراي بيشترين ميزان يكنواختي را در بين 
گونه هاي شيگلا و بيشترين غيريكنواختي را با بقيه سويه 

پس از بررسي ژنوم . هاي مرتبط با اين جنس داشته باشد
با بيشترين ميزان غيريكنواختي  532-555 ، منطقهباكتريها
ژني  ي غير شيگلا، به عنوان بهترين منطقهباكتريهادر بين 

. به منظور شناسايي و جداسازي جنس شيگلا انتخاب شد
 در ناحيه 16S rRNAيك پرايمر اختصاصي براي ژن 

 227-245 و يك پرايمر غيراختصاصي در ناحيه 555-532
شكل ( مورد استفاده قرار گرفت  PCRطراحي شد و براي 

، پرايمر ها به SSP-PCRدر روند  تكثير توسط روش ). 1
  .محل هدف اتصال يافته و تكثير صورت گرفت

استخراج : دستيابي به نوكلئيك اسيد كامل سلولها
نوكلئيك اسيد با انتخاب روش ذرات سيليكا و گوانيديوم 

ژنوم  به دليل سنگين بودن. تيوسيانات صورت گرفت
و كوچك بودن منافد ژل، نتيجه ) ميليون باز 5حدود (

با تغيير غلظت ژل و استفاده از . مطلوب حاصل نشد
درصد، باند ها در نزديكي چاهكهاي ژل ايجاد  1غلظت 
كه نشانه صحت انتخاب روش استخراج  )2شكل (شدند 

  .مناسب و فرايند استخراج نوكلئيك اسيدها بود

بررسي در : SSP-PCRز بررسي محصولات حاصل ا
به روش باكتريها  PCRمحصول تكثير يافته حاصل از 

به  bp 263الكتروفورز بر روي ژل اگارز، مشاهده باند 
عنوان پاسخ مثبت در نمونه هاي تحت بررسي در نظر 

نمونه باكتري كه عبارتند از شيگلا  12ژنوم . گرفته شد
سونئي،  ديسانتري، شگلا بوئيدي، شيگلا فلكسنري، شيگلا

، سالمونلا تيفيا، جنزويرس امونادوسو، سسانسرشيا مااسر
، نتركوليتيكاايرسينيا ، كلبسيلا پنومونيهي، ندوباكتر فروسيتر

مورد بررسي قرار گاني رگانلا مورموا و نزوژيراباكتر ونترا
گونه از جنس شيگلا  4گرفت و در بررسي نهايي، تنها در 

كسنري، شيگلا به نامهاي شيگلا ديسانتري، شيگلا فل
سونئي و شيگلا بوئيدي باند مربوطه در محل مورد نظر 
حاصل شد و از ساير باكتريها هيچ گونه باندي در محل 

  ).3شكل (مورد نظر مشاهده نشد 
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است و مناطق  مناطق نوكلئوتيدي مشابه با نقطه مشخص شده. ي مورد بررسيباكتريهاژني در باكتري جنس شيگلا و ساير  منطقه يهمرديف -1شكل 

  .قرار گرفته نمايش داده شده است يهمرديفي مورد باكتريهاS rRNA16ژن  532-555منطقه . نوكلئوتيدي متفاوت با حروف نمايش داده شده است

  
سراشيا مارسسانس،  3دي،چاهك شماره سيتروباكتر فرون 2سودوموناس ايروژنزا، چاهك شماره  1چاهك شماره . ژنومي DNAاستخراج  - 2شكل 

 8شيگلا بويدي،چاهگ شماره  7شيگلا سونئي، چاهك شماره  6شيگلا فلكسنري، چاهك شماره  5شيگلا ديسانتري، چاهك شماره  4چاهك شماره 
 مورگانلا مورگاني

1          2            3            4           5           6            7            8 

Genomic DNA 
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شيگلا  2لدر چاهك شماره  1چاهك شماره . اختصاصي و غير اختصاصي و محصول تكثير يافته SSP-PCRبررسي اختصاصيت روش  -3شكل 

سراشيا مارسسانس،  6شيگلا بويدي، چاهك شماره  5شيگلا سونئي، چاهك شماره  4شيگلا فلكسنري، چاهك شماره  3ديسانتري، چاهك شماره 
كلبسيلا پنومونيه،  10تروباكتر فروندي، چاهك شماره سي 9سالمونلا تيفي، چاهك شماره  8سودوموناس ايروجنزا، چاهك شماره  7چاهك شماره 

كنترل  14مورگانلا مورگاني، چاهك شماره  13انتروباكتر ايروژنزا، چاهك شماره  12يرسينيا انتركوليتيكا، چاهك شماره  11چاهك شماره 
  .در شكل مشخص شده است bp 263 باند . لدر 15، چاهك شماره )آب+رنگ(منفي

 شيگلا جنس هاي گونه درصد 100يج، در بررسي كمي نتا
مورد  16S SSP-PCR روش با مطالعه اين در رفته كار به

 غير( ديگر هاي سويه درصد 100شناسايي قرار گرفت و 
 بنابراين. ندادند تشكيل را مربوط باند) شيگلا جنس از

شناسايي جنس شيگلا به صورت اختصاصي صورت 
  .گرفت

ي روشهاتوسط به صورت رايج  باكتريهاشناسايي 
تحقيقات متعددي براي ولي ) 2(بيوشيميايي انجام مي شود 

وجود ي مولكولي روشهاشناسايي جنس شيگلا توسط 
در تحقيق صورت گرفته در كشور  1998در سال . دارد

به همراه ژن  virAاسپانيا، ژن اختصاصي مقاومت 
با طراحي پرايمر اختصاصي و  16S rRNAغيراختصاصي 

شناسايي جنس شيگلا مورد استفاده قرار براي  PCRروش 
ي جنس شيگلا و اي كلاي به صورت باكتريهاگرفت و 

در مطالعه حاضر، . )21(همزمان مورد شناسايي قرار گرفتند 
با استفاده از يك ژن غيراختصاصي و زمان بسيار كمتر، 

سايي شنا مورد درصد 100باكتري جنس شيگلا به صورت 
ر كشور مالزي، در مطالعه د 2005در سال . قرار گرفت

ي ايجاد كننده باكتريهاصورت گرفته بر روي 
 ial and ipaHو  setlA ،setlBگاستروانتريت، ژن مقاومت 

توسط طراحي پرايمرهاي اختصاصي و به كمك روش 
براي شناسايي جنس شيگلا، صورت  PCRمالتيپليكس 

گرفت و در نهايت گونه هاي جنس شيگلا مورد شناسايي 
ژن اختصاصي به  2در اين تحقيق نيز از . رفتندقرار گ

در صورتي كه  )20(منظور تشخيص اين جنس استفاده شد 
، توسط تنها يك ژن گونه هاي 16S SSP-PCRدر روش 

  . جنس شيگلا مورد شناسايي قرار مي گيرند

1      2       3       4      5      6    7       8       9    10   11   12   13   14   15 

263 bp 
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يك ژن  16S rRNAكه قبلا ذكر شد، ژن  همان طور
راي نواحي ب. )1( محافظت شده در طول تكامل مي باشد

اين ژن، پرايمر هاي جهاني طراحي شده  محافظت شده
در بررسي صورت گرفته در چين توسط پنگ و . است

توسط پرايمر  16S rRNA، ژن 2002همكارانش در سال 
ي روشهاهاي عمومي و همچنبن با بهره گيري از 

ايمونولوژيكي، براي شناسايي جنس شيگلا، مورد استفاده 
مزيت . )19(ي اين باكتري انجام شد قرار گرفت و شناساي

در مقايسه با تحقيق ذكر شده اين  16S SSP-PCRروش 
مي باشد كه در آن تنها يك پرايمر اختصاصي و تنها يك 

. مورد استفاده قرار گرفته است (SSP-PCR)ابزار تشخيصي 
در مطالعه اي كه در كشور ايران صورت  1384در سال 

همچنين و stx2و  stx ،stx1  يژنها شناسايي، گرفته است
ژن آنزيم مالات دهيدروژناز، در باكتري شيگلا ديسانتري و 

در اين بررسي نيز . باكتري اي كلاي  صورت گرفته است
ي نام برده شده ژنها چندگانه براي شناسايي  PCRاز روش 

نتايج به دست آمده نشان دهنده . استفاده شده است
ت دهيدروژناز تنها در و ژن مالا   stx2و stx  ،stx1وجود

و   stx   نگونه خاصي از باكتري اشريشيا كلي و وجود ژ
stx1 ژن مالات دهيدروژناز در شيگلا ديسانتري مي  و
در اين مطالعه تنها يك گونه از گونه هاي جنس . باشد

شيگلا با استفاده از طراحي پرايمر براي ژن اختصاصي و 
با كمك . )11(يك ژن ديگر، مورد شناسايي قرار گرفت 

، تمام گونه هاي بيماريزاي شيگلا 16S SSP-PCRروش 
تحقيق ديگري .  به صورت اختصاصي تشخيص داده شدند

توسط تاكهيرو ماكسوكي و  2002در كشور ژاپن در سال 
همكارانش صورت گرفته است كه در آن از ژن غير 

به همراه پرايمر هاي اختصاصي  16S rRNAاختصاصي 
باليني  ي موجود در نمونهباكتريهايص گروهي براي تشخ

 PCRي حاصل از بررسيهاانسان استفاده شد و پس از 

ي مورد انتظار شناسايي شدند باكتريهانمونه هاي مدفوعي، 
خاصي در نظر  در اين مطالعه اختصاصيت براي گونه. )15(

جنس باكتري مورد نظر شناسايي  صرفاًگرفته نشد و 
تشخيص در  16S SSP-PCRدر نهايت، در روش . گرديد

در ساير . سطح جنس به صورت اختصاصي انجام شد
تحقيقات انجام شده به منظور شناسايي اين جنس، در 

به عنوان بيوماركر استفاده  16S rRNAبيشتر موارد از ژن 
پرايمر هاي عمومي صورت  شده و غالبا تكثير آن به وسيله

راحي گرفته است و پرايمر اختصاصي براي تشخيص آن ط
، با بيوماركر قرار 16S SSP-PCRدر روش . نشده است

دادن يك ژن عمومي و طراحي تنها يك پرايمر اختصاصي 
، تمامي گونه هاي مورد آزمايش SSP-PCRبه كمك روش 

جنس شيگلا به صورت كامل مورد شناسايي اختصاصي 
تمايز  باكتريهاي جنس شيگلا از ساير باكتريهاقرار گرفت و 

  .داده شد

  تيجه گيرين

تشخيص اختصاصي جنس  براي، 16S SSP-PCRروش 
و آن را به صورت كامل از  مورد استفاده قرار گرفتهشيگلا 

 مورد استفاده در اين تحقيق ييباكتريهاديگر گونه هاي 
 سهولت اين روش مي تواند به علت طراحي. شناسايي كرد

يك پرايمر اختصاصي در شرايطي كه طراحي دو  فقط
از كاربرد هاي اين روش . قدور نمي باشد، باشدپرايمر م

ي باكتريايي، به ويژه عفونتهاتشخيصي، مي توان شناسايي 
در شرايط اضطراري همانند حوادث طبيعي، صنايع دفاعي 

ي تشخيص طبي به صورت كيتهاي آزمايشگاههاو همچنين 
توان در  همچنين از اين روش مي. آزمايشگاهي را نام برد
و  بيماريزاصاصي ديگر گونه هاي جهت تشخيص اخت

خطرناك باكتريايي كه تشخيص اختصاصي آنها حائز 
  . اهميت است، استفاده كرد
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Abstract 

16S Single Specific Primer PCR (16S SSP- PCR) was used to facilitate the specific 
identification of 16S rRNA gene in this study. In this method, only one specific primer 
was designed for amplification of target genes. 16S rRNA gene of different species of 
Shigella genus was aligned with 57 other related bacteria and then a single specific 
primer was designed in the V6 variable region. The amplicon was analyzed on a two-
dimension agarose gel electrophoresis. The 263 bp band was considered as positive 
result in the tested samples and was observed for all species of Shigella (Sh. flexneri, 
Sh. boydii, Sh. dysenteriae, Sh. sonnei), whereas other species remained unidentified. 
The specificity of the assay was evaluated to be complete. Combination of targeting 16S 
rRNA and using SSP-PCR method, is an efficacious method for specific detection of 
bacteria in a minimum required time with a great ease. Among the applications are 
namely the early-phase diagnosis of bacterial infections in acute emergency conditions 
such as natural disasters and countries’ defense industry in the form of diagnostic kits 
for clinical laboratories. 
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