
 ۵۵   ...     درPCRي سرولوژيكي و مبتني بر ها روشبررسي كارآيي برخي : زاده و همکاران معرف  

  
   ايران پزشكي دانش گياهمجله 

  )۵۵‐۶۴(  ۱۳۸۸، ۱، شماره ۴۰وره د
  

   در PCR بر ي و مبتنيكي سرولوژيها روش ي برخيي كارآيبررس
 دار وه دانهي آتشك درختان ميماري عامل بي باكتريابيص و رديتشخ

  
  ۴ي زهرا ذاكر و۳ي تهرانيفي، عباس شر۲ي محمدي، مجتب*۱زادهد معرفيناه

  عضو هيئت علمي، استاد و عضو هيئت علمي،، دانشجوي سابق کارشناسي ارشد ،۴، ۳، ۲، ۱

   تهراندانشگاه يعي و منابع طبيس كشاورزيپرد

  )۲۶/۱/۸۸:  تاريخ تصويب‐۷/۱۱/۸۵: تاريخ دريافت(

  
  چکيده

  

 محسوب دار دانههاي  ي مهم ميوهها بيماري از Erwinia amylovoraايي ي آتشك با عامل باكتريماريب

ل نموده يدار ايران تحم دانه وهي ميها باغ به ي هنگفتيها خسارت گذشته يها سال ياين بيماري ط. شود مي

مارگر، به كنترل زود ي به موقع بيابي و رديينان جهت شناسايق و قابل اطمي دقيها روشاستفاده از . است

 سرم آنتي اين تحقيق دو در. دينما ي و حذف درختان آلوده كمك ميماري از گسترش بيريهنگام و جلوگ

 يها آزمون در E. amylovora (Ea) ي باكتريها  سلوليابي رديه شده و براي تهيكلونال اختصاص يپل

 در هر ي سلول باكتر١×١٠  ٧يابيقادر به رد آزمون ديبا. مورد استفاده قرار گرفتند  DIBAنشت در آگار و 

ت ينگ بي، سطح حساسيع كيط ماي در محيساز يبا غن. ز عصاره آلوده بوديتر كشت خالص و نيل يليم

 ي مبتنيها روش از ي با برخيکي سرولوژيها روش يي کاراين بررسيدر ا. افتيش ي سلول افزا١٠ديبا به

 لويك كي يا ن منظور قطعهيبه ا. ديسه گردياند نيز مقا  منتشر شدهين باکتري اييكه جهت شناساPCR بر 

سطوح .  تكثير گرديدPCR در روش B وA ي  با استفاده از آغازگرها pstI بنامpEA29د ي از پلازميباز

.  سلول در مخلوط واكنش بود٢×١٠٦  و٢×١٠٤ب ي به ترتياهين روش در آب و عصاره گيت ايحساس

 و مناطق مختلف کشور بوده و جهت ها ميزبان متعلق به يها استرين ييسه روش ذکر شده قادر به شناسا

 با Nested-PCRدر .  عمل نمودندي اختصاصيياي باکتريها جنسا ساير سه بي در مقاEa ييشناسا

ار حساس ين روش بسيا. دير گردي تكثي جفت باز٨٠٠ك قطعه ي AJ76 و AJ75  ياستفاده از آغازگرها

 ياهي سلول را در عصاره گ١٠٠ را در آب و تا ييايك سلول باكتريتوانست در مخلوط واکنش تا 

  .دي نمايابيرد

  

  .Erwinia amylovora ،Nested-PCR سرولوژي، رديابي، ديبا، :يدي کليها واژه

  

  مقدمه
 و به از يب، گلابيدار به خصوص س  دانهيها وهيم

  ، يا هي بوده و از لحاظ تغذرانيا يمحصولات مهم باغ
 ي، صادرات و كسب درآمدهاييزا ، اشتغاليليع تبديصنا
  . باشند ي را در اقتصاد كشور دارا ميگاه مهمي جايارز

   Erwinia amylovora (Burr.) با عامل آتشكيماريب
Winslow et al. (1920) گذشتهيها سال يدر ط  

  وارد آورده  دار كشور وة دانهي ميها باغ به يخسارات هنگفت

نان يشرفته و قابل اطميع، پي سريها روشاستفاده از . است
عامل به موقع  يابيص و رديتشخبا کمک به تواند  يم
 و يش آگاهيپز ي و نيا نهي در اقدامات قرنط،يرمايب

  .د واقع شودي مفيماريت بيريمد
  يي شناسايكار رفته براه  بيها روشن ياول

E. amylovora يها ها در نمونه زميكروارگانير مياز سا 
 اند  آگاردار بودهيمه انتخابي نيها طي، محياهيمشكوك گ

(Miller & Schroth, 1972; Falkenstein et al., 1988; 
Bereswill et al., 1998). 
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 يابي ردي برايکي سرولوژيها روش از يارين بسيمحقق
E. amylovoraاند   استفاده کرده .Thampson & Cherath 

  روش مختلف، ازيها سرم ي با استفاده از آنت(1976)
استفاده  E. amylovora ييجهت شناسا ١ونوفلورسنسيميا
- ي از آنتLin et al. (1987) .(Vanneste, 2000) ردندک

جهت  ونوفلورسنسيمي ادر روش مونوكلونال يهايباد
 ;Lelliot & Stead, 1987)  کردند آتشك استفادهيابيرد

McLaughlin et al., 1989; Vanneste, 2000). Zielke 
  يابي ردي مختلف را برايكي سه روش سرولوژ(1993)

E. amylovora يها بافتط كشت و يون محيدر سوسپانس 
  روش Gorris et al. (1996) .سه نمودنديآلوده مقا
 و استفاده از ٢يساز يزا را به همراه مرحلة غنيداس ـ الا

 ,.Gorris et al) شنهاد كردندي مونوكلونال پيهايباد يآنت

1996; Vanneste 2,000).  
Falkenstein et al. (1988) د يبر اساس پلازمpEA29 

 DNA ي، كاوشگرهااشد بي موجود مEa يها هيجدا که در
 را در روش ها آن ييه كرده و كارايرا ته P32نشاندار شده با 

 ,Zhang & Geider)  ثابت نمودي كلن٣شنيزيدايبريه

1997; Zhang et al., 2000) .ن بار ياولBereswill et al. 
 E. amylovora يابي، جهت ردPCRاز روش  (1992)

 ,.Bereswill et al., 1992; Bereswill et al)استفاده كردند
1992; Zhang & Geider, 1997; Vanneste, 2000; 

Zhang et al., 2000). McManus & Jones (1995) 
   بري مبتن بودن چهار روشيت و اختصاصيحساس
PCRشامل  PCR ،Nested-PCR،PCR-Dot-Blot  

ybridization و Reverse-Blot Hybridization را جهت 
  .سه نمودنديا هم مقا بE. amylovora يابيرد

ح و به موقع ي صحيابيص و رديت تشخي اهمبه دليل
ن مورد تاکنون ينکه در ايبا توجه به ا  ويمارين بيا

  با حاضرقيتحق در داخل کشور انجام نشده بود، يقيتحق
 يمبتن  ويکي سرولوژيها روش ي برخيي كارايبررس هدف

ت صور آتشک يماري عامل بيابيص و ردي در تشخPCRبر 
  .گرفت

                                                                                         
1. Immunofluorescence 
2. Enrichment 
3. Colony hybridization 

  ها روشمواد و 
 يها باغ، از ١٣٨٠ و ١٣٧٩ يها سالز يي بهار و پايط

برغان، جادة چالوس و ( كرج شاملمناطق مختلف كشور 
ز يه و تبريانه، مراغه، ارومين، مي قزو،اري، شهر)طالقان

 مشكوك و ياهي نمونة گ٣٠٠ش از يد به عمل آمد و بيبازد
 سرشاخه و ه،وي از شكوفه، برگ، ميماري علائم بيدارا

ب، يدار شامل س وة دانهي شانكر از درختان ميشاخة دارا
 يجهت جداساز . شديآور ، به و زالزالك جمعيگلاب

 Lelliot & Stead (1987) مطابق روش ،ها نمونه از يباكتر
. استفاده شد  (Nutrient agar) يط کشت آگار مغذياز مح

 يا دم سه روز دري دو ال کشت شده،ي پتريها تشتک
 كوچك، يها يكلن شده و يگراد نگهداري درجه سانت٢٦±١

ة كامل، گرد و محدب ي رنگ با حاشيريبراق، كرم تا ش
ر از يه به شرح زي جداين تعداديهمچن. دنديانتخاب گرد

 از مناطق ية باكتري جداشش: افت شدندير مراکز دريسا
گياهپزشکي قات ياز مؤسسه تحقن يسمنان، خراسان و قزو

قات ياز مركز تحق يمربوط به گلابه يك جداي کشور،
 سمنان و تهران يها استآن از هيدو جداو ن ي قزويكشاورز

واحد علوم و بود از  رخشتي مربوط به شها آن از يکيکه 
 E.a  مرجعهيك جداي .يقات دانشگاه آزاد اسلاميتحق

322Aكشور  درتو مكس پلانكيانست (٤دري گااز کلاوزز ي ن 
 به آن اشاره Ea1نجا با نام ي که در اديرد گافتيدر )آلمان

 E.a 322ة ي از جداTn5ك موتان يه، ين جداي ا.خواهد شد
ه يورك تهيوي واقع در ن٥ه كورنلاباشد كه در دانشگ يم

 ,Steinberger & Beer) باشد ي مييزايماري فاقد ب ودهيگرد

 يه  متعلق به برخي جداين  تعدادي همچن.(1988
 ذکر خواهد شد، ها آن يگر که اساميد يياي باکتريها جنس

دانشگاه گروه گياهپزشکي  يشناسيشگاه باکترياز آزما
  .ه شدنديتهران ته

  آزمون بيماريزايي

جاد واكنش فوق ي اييها، ابتدا از نظر توانا هية جدايكل
 .Klement et al روش  به در توتون(HR)ت يحساس

 يها وهيماز  ييزايماريجهت اثبات ب.  شدنديبررس (1990)
   و نهنج گل سرخ مطابق روشيگلاب ب،ينارس س

Schaad et al. (2001)استفاده شد .  
                                                                                         
4. Klaus Geider 
5. Cornell University 
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  ها بررسي خصوصيات فنوتيپي جدايه

 و آزمون گرم در پتاس سه درصد به روش ساسلو 
 /يهواز ، آزمون رشد(Fahy & Hayward, 1983) همکاران

، (Schaad et al., 2001)ف سنيلا و وي به روش هيهواز يب
د ي، تولLelliot & Stead (1987) د لوان به روشيولت

 به KB (King’s medium B)  طيرنگدانه فلورسنت در مح
داز به روش ي اكس، آزمونSchaad et al. (2001) روش

اءكننده از سوكروز مطابق يد احواد ميآزمون تول، كواكس
 كاتالاز، يها آزمون و Fahy & Hayward (1983)روش 

 و ٥ عامطن، تحمل نمك يز ژلاتيدروليز، هنايفسفاتاز، پكت
د يز نشاسته، توليدرولين، هيز اسكوليدرولي درصد، ه٦
 Lelliot & Stead به روش ٨٠ن ييز تويدروليندول و هيا

د گاز از گلوكز، ين آزمون توليهمچن . انجام شد(1987)
 YDC طي محيد رنگدانه رويآز، تول ترات، اورهياء نياح
)Yeast  extract-dextrose- CaCO3( ،طي محيرشد رو 

EMBآگار )Eusine methylene blue agar(  رشد در و
 Schaad et al. (2001)گراد به روش ي درجة سانت٣٦ يدما

مون يط سيترات با استفاده از محي آزمون مصرف سو
 ري شيآزمون اثر رو. صورت گرفت ١ترات آگاريس
با استفاده و  Schaad et al. (2001)ز به روشيدار ن تموسيل

درولاز به روش ين دهيآزمون آرژن، ٢فكويط آمادة دياز مح
 دروژن از آب پپتونه به روشيد هيد گاز سولفيتول ،٣يتورنل

Schaad et al. (2001)، ديخ، توليت هستة يفعال  
 زي ن(MR-VP) ٤نيل رد و استوئيد متيكتولاكتوز و تول‐ ٣

  .شدانجام  Fahy & Hayward  (1983) به روش
  ي سرولوژيكيها ونآزم 

 .Jones et al روشمطابق سرم،  يد آنتيجهت تول
از منطقه برغان که  يياية باكتريجداک ي. عمل شد (1983)

 Ea1هيز جداي و نشود مي به آن اشاره Ea2نجا با نام يدر ا
  و به طور مجزا، به دو خرگوشيا چهيصورت درون ماهه ب

 به يبعدق يپنج تزر. ندديق گردي تزريلنديوزيد نيسف
 يا چهي و همچنان بصورت درون ماهيا ك هفتهيفواصل 

 يريگ ق، خونين تزريدو هفته پس از آخر. انجام شدند
 از آن سرم آنتيها انجام گرفت و  كامل از خرگوش

، از آزمون سرم آنتيتر ين تييجهت تع. ديرداستحصال گ
                                                                                         
1. Simmon's citrate agar  
2. Difco  
3. Thornley  
4. Methyl Red and Voges-Proskauer Tests  

 Hampton et al. (1993)  به روشيکروسکوپيانعقاد م
  .استفاده شد

از  آگار، لة ژيجهت ته :آزمون نشت دو طرفه در آگار
. استفاده شد Schaad et al. (2001)روش اصلاح شدة 

 يها   و آمودهي در چاهك مركزيمصرف يها سرم آنتي
ون اتوكلاو شدة ي مختلف بصورت سوسپانسيژن يآنت

خته ي ري كناريها در چاهكيياي كامل باكترهاي سلول
درون انکوباتور و در  ك هفتهيها به مدت  تشتك. ندشد
ده و از نظر ي گردي نگهدارگرادي درجه سانت٢٧ يدما

ن ي ا. قرار گرفتندي مورد بررسي رسوبيل نوارهايتشك
ه شده يسرم ته ي هر دو آنتيش بطور جداگانه برايماآز

 متعلق ي باكتريها هية جدايز با كليسرم ن يانجام و هر آنت
ش يران، آزماي مختلف ايياي جغرافيو نواح ها ميزبانبه 
   .ديگرد

 واكنش ن روش،ي بودن اي اختصاصيجهت بررس
 گري از دييها  حاصل در مقابل گونهيها سرم يآنت

 Pectobacterium carotovorumشامل ييايباكتريها جنس

subsp.carotovorum،P.carotovorum subsp.wasabiae، 
Pseudomonas syringae pv. syringae ،P. fluorescens، 

Rhizobium vitis ،Bacillus subtilisو  Xanthomonas 

axonopodis pv. begoniaeقرار گرفتي مورد بررس .  
 .Hawkes et al با به روشيآزمون د: ٥آزمون ديبا

ر انجام يي تغي، با اندك Leach et al. (1987) و (1982)
 يياي مختلف باكتريها هي ساعتة جدا٢٤از كشت . گرفت

ك درصد گلوكز، ي ي حاوير مغذط آگاي محيرو
ه و ي تهونتر آب مقطر ستريل يليك مي در يونيسوسپانس

 آن توسط دستگاه اسپكتروفتومتر، در طول يتة نوريدانس
ن از يهمچن .ديم گرديك تنظي معادل ، نانومتر٦٠٠موج 

 هاي رقت يسر ، مرجعية باكتريون جدايسوسپانس
 )CFU( يندهندة كل لي واحد تشك١٠٩  تا١٠  ازيمختلف
با يت روش دي حساسيابيه و جهت ارزيتر تهيل يليدر م

دهندة  لين واحد تشكييجهت تع. مورد استفاده قرار گرفت
 ي رقت حاصل رويها يتر از سريكرولي م١٠٠، يكلن
. ك درصد گلوكز كشت داده شدي ي حاويط آگار مغذيمح

 هايي ونيسوسپانس ن روشي بودن اي اختصاصيجهت بررس
در  ده ويه گرديته شده ذکر يياي باكتريها سجنگر ياز د

 در بافت ي باكتريابيجهت رد. استفاده شدندبا يآزمون د
                                                                                         
5. Dot Immunobinding Assay 
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 در يك گرم از بافت مشكوك به آلودگيزان ي، مياهيگ
 خرد يك پتري و درون سترونتر آب مقطر يل يليچهار م

، يشده و عصارة حاصل با عبور دادن از كاغذ صاف
  .ديكنواخت گردي

 ١٥سلولز به مدت  ترويكاغذ ن، بايآزمون د انجام جهت
 گرم ٤/٥٨، يس بازي گرم تر٨٤/٤ (TBS  بافرقه درونيدق

 يگهدارن) ٥/٧ pH تر آب مقطر،ي لکلرور سديم در دو
زان ده يم سلولز ترويپس از خشك نمودن كاغذ ن. ديگرد

 به سلولز ترويژن در مركز هر مربع كاغذ ن يتر آنتيكروليم
 خشك شدن كامل پس از  داده شد و قراريا نقطهصورت 

 ٥/٢( کننده  محلول بلوکهقه دروني دق٣٠ژن به مدت  يآنت
  TBS)بافر  ليتر ميلي ٥٠ در ير خشک بدون چربيگرم ش

 ي استحصالي بادي آنتي حاوTBSبافر و بعد از آن درون 
سپس .  شدگذاشته) ١:١٠٠٠به نسبت ( از خرگوش
م ي ني حاوTBSر بافتر يک لي (TTBS ي بافرهاشستشو با

ب هر كدام دوبار و هر ي به ترتTBSو ) ٢٠نيي توليتر ميلي
ترو سلولز به يكاغذ ن. قه انجام گرفتيبار به مدت پنج دق

 دوم قرار داده يباد يمدت دو ساعت در داخل محلول آنت
 متصل Goat anti rabbit IgG از نوع ي بادين آنتيا. شد

 بود و با نسبت horseradish peroxidase (HRP)م يبه آنز
 يشستشو  سپس. استفاده شدTBS در بافر ١:٤٠٠٠

 ٣٠زان يم . مانند مرحله قبل صورت گرفتيگريد
تر متانول خالص يل يليكلرونفتول در ده م‐٤گرم پودر  يليم

تر يل يليك مي (١:٦ر به نسبت يمادة اخ. دي گرد حل،سرد
. ق شديرق) TBSتر بافر يل يليسوبسترا به همراه پنج م

 به دور از نوره ب% ٣٠ژنة يآب اكس تريكروليچهار مسپس 
سلولز به درون آن انتقال  تروياضافه گشته و كاغذ نآن 

جهت .  شديافت و تا ظهور نقاط بنفش درون آن نگهداري
 درقه يسلولز به مدت پنج دق ترويتوقف واكنش، كاغذ ن

  ويس بازيگرم تر يلي م٤٨٤( ويكساتيفداخل محلول 
آب مقطر ليتر ميلي ٤٠٠ در Na2-EDTA گرم يلي م٧٤٥

  . شدقرار داده )  pH ٥/٧ ،سترون
ة يون جداي از سوسپانسي مختلفهاي رقت :١غني سازي

به درون هر . ديه گردي تهوناستاندارد در آب مقطر ستر
نگ يع كيط مايتر محيكرولي م١٠٠ ي اپندورف حاولوله

. دنديمزبور اضافه گرد هاي رقتتر از يکرولي م١٠٠ب، 
، ٢٤صفر، ( مختلف ي زمانيها  دورهي اپندرف برايها لوله

                                                                                         
1. Enrichment 

 درجه ٢٧ ي در دمادرون انكوباتور)  ساعت٧٢ و ٤٨
زمان صفر بعنوان شاهد و به .  شدنديگراد نگهداريسانت

، پس يژن ي آنتيها آموده. بودسازي  غنيمنزلة عدم انجام 
  .با بكار رفتندي زمان مربوطه، در آزمون دياز ط

   PCRي مبتني بر ها آزمون

 و استخراج يجداساز :پلازميدي DNAاستخراج 
 ,.Sambrook et al) انجام شد ٢ييايز قليد به روش ليپلازم

ک درصد ي آگاروزد، از ژل يجهت الکتروفورز پلازم. (1989
د ي گرم اس٥/٥، يس بازيگرم تر ٧٥/١٠ (TBE در بافر

تر آب يک لي در Na2-EDTA گرم يلي م٩٣٠ک ويبور
تر از هر يكرولي م١٥زان يم. دياستفاده گرد) pH ٨ قطرم

 ٥٠محلول  (تر بافر نمونهيكرولي به همراه پنج مهنمون
 درصد وزن به حجم ١/٠  وTBEسرول در بافر يدرصد گل

 ژل يها د و سپس درون چاهكي مخلوط گرد)برم فنل بلو
 مدت دو به ولت ٩٠ها با ولتاژ ثابت  نمونه. خته شدير

ك ساعت در يسپس ژل به مدت . وفورز شدندساعت الكتر
گرم در  يليمنيم به غلظت ( ٣ديوم برومايدي اتيظرف حاو

سپس در آب مقطر   ويزيآم  رنگ)تر آب مقطريک لي
  بنفش دستگاهي نور ماورا درژل .ديشستشو گرد

White/ultraviolet transilluminator مشاهده و توسط 
 UVP Gelم افزار نر يوتر داراين متصل به کامپيدورب

documentation شديبردار از آن عکس  .DNA استخراج 
  .كار رفته  بPCRقالب در  DNA نوانعه شده ب
، PCRجهت انجام  :(PCR) ٤اي پليمراز اكنش زنجيرهو
ر كاه ر بيي تغي با اندكMcManus & Jones (1995) روش
 ي باکتر٥مي مستقيابيرد امکان ي به منظور بررس.رفت

 يونيسوسپانس، DNAو بدون انجام استخراج  PCRتوسط 
 ها ميزبان  ندةي نمايياي باكتريها هيجدا ساعته ٢٤کشت از 

زة يوني بطور مجزا در آب د ،ييايو مناطق مختلف جغراف
تة يه شده و دانسيرف تهو اپنديها  در داخل لوله٦ونستر
م و يك تنظي نانومتر، معادل ٦٠٠ آن در طول موج ينور

  .كار رفته  بPCR از آن جهت انجام تريكروليك مي
 از يونيسوسپانس، PCR تيحساس يجهت بررس

 معادل يتة نوري با دانس مرجعهي جدايياي باكترهاي سلول
 مختلف يها يسر. ه شدي نانومتر ته٦٠٠ك در طول موج ي

                                                                                         
2. Alkaline lysis 
3. Ethidium bromide 
4. Polymerase chain reaction 
5. Direct detection 
6. Deionized water 
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 بافت برگ كنواخت شدهيا عصارة ي در آب يرقت باكتر
گرم بافت ك ي(ك ي واتمن شماره ي توسط كاغذ صافبيس

جهت . ديه گرديته) ونستر تر آب مقطريل يليسالم در ده م
تر از يكرولي م١٠٠، يدهندة كلن لين واحد تشكييتع

ك ي ي حاويط آگار مغذي محي رقت حاصل بر رويهايسر
تر از يكروليك مين، يهمچن. درصد گلوكز كشت داده شد

 استفاده PCR وشت رين حساسييهر رقت جهت تع
  متعلق بهيياي باكتريها هيجدا ونيسوسپانس. ديگرد

   مرجع،ة ي شده و به همراه جداهيه تگري ديها جنس
  يابي در ردPCR بودن روش ي اختصاصيجهت بررس

E. amylovoraمورد استفاده قرار گرفتند .  
 ١٨  آغازگر دواز، PCRجهت انجام دور اول 

 و  A(5′-CGGTTTTTAACGCTGGG-3′)يدينوكلئوت
B(5′-GGGCAAATACTCGGATT-3′)  براساس که

 ي باکترpEA29د ي پلازميلو بازي كکي قطعة
E.amylovora  بنامPstIو)٥ ،١٩(  شده بودندي طراح  

 يدي نوكلئوت٢١ آغازگردو  از  Nested-PCR  انجامبراي
AJ75(5′-CGTATTCACGGCTTCGCAGAT-3′)و  

AJ76(5′-ACCCGCCAGGATAGTCGCATA-3′)  كه
 شده ي طراحB و Aغازگر ن دو آبي مايهايبر اساس توال

  .(McManus & Jones, 1995) ديبودند، استفاده گرد
ه يزه تهيوني مخلوط واكنش كه در آب دييحجم نها

ن مخلوط يا. تر در نظر گرفته شديكرولي م٥٠د، يگرد
كلرور مولار   يلي م٥/١،  10x PCRبافر تريكرولي م٥ يحاو
، A كومول آغازگري پ٥٠، dNTPكرومول ي م٦٠٠م، يزيمن

 ٨مركاپتواتانول،  ـ٢مول  يلي م١٠، Bآغازگر  كومولي پ٥٠
 درصد ١/٠د، يل سولفوكساي متيد% ٥، BSA١كروگرم يم
متناسب   وTaq DNA polymerase واحد ٥/٢، ٢٠ن ييتو

 DNA تريکروليک تا دو مين يبا نوع نمونه و واکنش ب
  . بود٢قالب

 يتريل کروي م٢٠٠ اپندرف يها به لولهمخلوط واكنش 
ر، داخل دستگاه يها جهت تكث لوله.  انتقال داده شدسترون

 Corbett ساخت شركت Palm-Cyclerكلر مدل يساال ترم

Researchك برنامة يها توسط كلي قرار گرفتند و س
 McManus & Jones (1995)  مطابق روشيوتريكامپ
 درجه ٩٤ يه، در دماياول يساز  واسرشت.م شدنديتنظ
كل اول انجام شد سپس يقه در سيدق ٥مدت ه گراد بيسانت
مرحلة واسرشت  :شرح صورت گرفته اين كل بي س٣٧

                                                                                         
1. Bovine serum albumin 
2. DNA template  

، قهيك دقيگراد بمدت ي درجه سانت٩٤  درشدن دو رشته
گراد ي درجة سانت٥٢  در هدفDNAبه دن آغازگرها يچسب

 درجة ٧٢  در هدفDNAر يتكث  وقهيمدت دو دقه ب
 نيز ف هدDNA يي نهابسط .قهيمدت دو دقه گراد بيسانت

  . انجام شدگرادي درجة سانت٧٢  درقهي دق١٥مدت ه ب
تر از يكروليك ميمقدار  Nested-PCRجهت انجام 

تر مخلوط يكرولي م٤٩به  PCRاول  فرآوردة حاصل از دور
كومول ي پ٥٠ (AJ76 و AJ75 ي آغازگرهايواكنش كه حاو

ز مخلوط ين ن مرحلهيدر ا. ديبود، اضافه گرد) از هر آغازگر
 DNA فقط آغازگرها و  و بودPCRاول  انند دورواكنش م

ة مواد مورد استفاده در انجام يكل . تفاوت داشتندالگو
ه يته ناژني از شركت سNested-PCR و PCR يها واكنش
  .شدند
 و PCR بر ي مبتنيها آزمونک از ي هر يها وردهآفر

Nested-PCR لو جفت يک کي يک مارکر نردباني به همراه
مطابق روش ذکر شده در ) GeneRulerTM 1Kbp (يباز

ک درصد ي آگاروزل ژ، در يدي پلازم DNAقسمت
  . دنديالکتروفورز گرد

  

  جيانت
اساس  برباکتري ه ي جدا٢٠٠، ياهي نمونة گ٣٠٠از 
براساس . دي گرديح داده شده جداسازي توضيها روش

ه كه گرم ي جدا٦٠ ها آنان ي، از مي مقدماتيها آزمونج ينتا
، يهواز يت رشد بي قابلي، لوان مثبت، دارايداز منفيو اكس

د يت در برگ توتون، توليجاد واكنش فوق حساسيا
 و نهنج يب، گلابيوة نارس سي مي روييايتراوشات باكتر

نگ ب يط كيد رنگ فلورسنت در محي و عدم تولگل سرخ
 يها يكلن.  شدنديي شناساE. amylovoraبودند، بعنوان 

متر قطر  يلي م١‐ ٢، ي مغذط آگاري محيها رو هين جدايا
  بهة كامل وي حاشيداشته و مدور، برجسته و براق، دارا

  .رنگ كرم روشن بودند
 يطور تصادف  بهالذكر ه فوقي جدا٦٠ن يه از بي جدا٣٠

 از مؤسسات يافتية دري جدا٩انتخاب شده، به همراه 
 يها آزموندر ، مرجعة ي جداو ذكر شده در قبل يقاتيتحق
  . مورد استفاده قرار گرفتنديبعد

  اثبات بيماريزايي
 يها هي برگ توتون، جدايت رويدر آزمون فوق حساس

 ساعت ٢٤‐٤٨ ظرف مرجع،ة ي جدايمنتخب به استثنا
 شده يزن هي مايها برگ يموجب نكروز شدن موضع

 و نهنج يب و گلابي نارس سيها وهي ميزن هيما. دنديگرد
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 روز، ٢‐٣ پس از E. amylovora يها هيگل سرخ با جدا
 ي آبسوخته در اطراف محلهايها ل لكهيمنجر به تشك

افته و يها گسترش  د كه با گذشت زمان، لكهي گرديزخم
 سطح ي روييايدار شدن تراوشات باكتريپد. وستنديبهم پ

.  بودين باكتري اييزايمارين مشخصات بيها، از بارزتر وهيم
و ستاندارد ة ايش، جداي مورد آزمايها هيان جدايدر م
که هر سه از استان  (Ea38, Ea39, Ea40 يها هيجدا

 ي روييايچگونه ترشحات باكتري ه)خراسان بودند
  .جاد نكردنديالذكر ا  نارس فوقيها وهيم

  ها خصوصيات فنوتيپي جدايه
 و يداز، منفي از نظر آزمون گرم و اكسها يهة جدايكل

آگار ط ي محي روها آن يكلن.  بودندياري اختيهواز يب
د، برجسته، لعابدار و براق يز، سفوسوكر% ٥ ي حاويمغذ

نگ ب، يط كي محيها رو هي جدايتمام .بود) لوان مثبت(
 رنگ، لعابدار و فاقد رنگدانة فلورسنت يري شيهاينكل
د مواد يزمون تولآها،  هية جدايدر كل. جاد نمودنديا

ن و كاتالاز مثبت و يد استوئي تول،اءكننده از سوكروزياح
ز يدرولين، هيزاسكوليدروليناز، هي فسفاتاز، پكتيها زمونآ

 ين دي آرژن،٨٠ نييز تويدروليه، ندوليد اينشاسته، تول
دروژن از آب پپتونه، يد هيد گاز سولفيدرولاز، توليه

 يل رد منفي كتولاكتوز و مت– ٣د يخ، توليت هستة يفعال
 Ea38, Ea39, Ea40 يها هي جدايبه استثنا(ها  هيجدا. بود

 ين را به كنديژلات) كه فاقد قدرت ذوب ژلاتين بودند
 يبودند ول% ٦ذوب نمودند و فاقد قدرت تحمل نمك طعام 

د ي توليها واكنش .نمك، تفاوت نشان دادند% ٥در تحمل 
 يد رنگدانه رويتول آز، ترات، اورهياء نيگلوكز، اح از گاز
گراد، در  ي درجة سانت٣٦ ي و رشد در دماYDCط يمح
، EMBط ي محيو رها آن.  بوديها منف هيجداة يكل

 مصرف ييل دادند و توانايك تشكي سبز متاليها يكلن
. ترات آگار داشتندي س–مون يط سيترات را در محيس

 يديدار بصورت اس  تورنسلري شيها رو هيواكنش جدا
  . شديابيارز

  ي سرولوژيكيها آزمون
ة ين روش توانست كليا :آزمون نشت دوسويه در آگار

و مناطق  ها ميزبان را كه به E. amylovora يها هيجدا
 مزبور، يها سرم يآنت. دي نماييمختلف تعلق داشتند، شناسا

  كه قبلايياي باكتريها جنسر ي با سايراختصاصيواكنش غ
  . نشان ندادند ذكر شدها آن ياسام

 ه شدهي تهيسرمها يآنت ن آزمون،يدر ا :آزمون ديبا
 مربوط E. amylovora يها هيدا جةي كلييقادر به شناسا

 يدر بررس ).١شکل (بودند و مناطق مختلف  ها ميزبانبه 
سرم الحاق  ين روش با استفاده از آنتي بودن اياختصاص
 ها جنسر ي با سايچگونه واكنش تقاطعي هHRPشده به 

ن توانست وجود ين آزمون همچنيا. ديمشاهده نگرد
 يابي مختلف رديها ميزبان آلودة يها  را در عصارهيباكتر

  .دينما
 جهت يياي مختلف باكترهاي رقت يكه از سر يزمان

 بدون كاربرد ،دين روش استفاده گرديت ايسنجش حساس
 يابيتر قابل رديل يلي سلول در م١×١٠٧ يساز يمرحلة غن

ها در  ي ساعتة باكتر٧٢ و ٤٨، ٢٤ يساز ي با غنيبود ول
سلول در  ١٠ن روش توانست تا ينگ ب، ايع كيط مايمح

  ).٢شکل ( دي نمايابيتر را رديل يليم
  

  

  
 مربوط E. amylovoraهاي نماينده   تشخيص جدايه‐١شكل 

   و مناطق مختلف كشور توسط آزمون ديباها ميزبانبه 
  

  
هاي مختلف   حساسيت آزمون ديبا جهت رديابي رقت‐۲شكل 

  سازي سازي و بدون غني  در آب با غنيEalجدايه 
  

 يها هيه مرجع و جدايجدا :لازميدي پ DNAپروفيل 
 يبه استثنا( مختلف ينواح و ها ميزبانمتعلق به 

 ها آن در يدي که باند پلازمEa38 ،Ea39 ،Ea40 يها هيجدا
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 ي با وزن مولکوليديک نوار پلازمي يدارا )ديمشاهده نگرد
  .مشابه بودند

 DNAبا استفاده از  :(PCR)اي پليمراز  واكنش زنجيره
 زمون در دورآ مورد يها هيتخراج شده از جدا اسيديپلازم
 يلوبازيك كي در محدودة ي كاملاً واضحباند، PCRاول 

 .E هاي سلولم يمستقافزودن با ن ي همچن.ديمشاهده گرد

amylovora در ي اختصاصباندك يلوط واكنش، به مخ 
ة يباند مذكور در كل.  مشاهده شديلوبازيك كيمحدودة 

و مناطق  ها ميزبانتعلق به  شدة مشيآزما يها هيجدا
د ي که فاقد پلازمييها يه جدايمختلف كشور به استثنا

 هاي رقت ياستفاده از سربا ). ٣شکل ( ديت گردي رؤبودند،
 توانست PCRاول  ه شده در آب، دوري تهييايمختلف باكتر

طور ه د كه بي نمايابيتر را رديل يلي سلول در م٢×١٠٧
  .)٤شکل( ر واكنش بود سلول در ه٢×١٠٤متوسط معادل 

 

  
هاي باكتريايي   تشخيص و رديابي مستقيم جدايه‐٣شكل 

E.amylovora و مناطق مختلف كشورها ميزبان نماينده   
  

             
   جهت رديابي PCR آزمون حساسيت ‐٤شكل 

   در آبEalهاي مختلف جدايه  رقت
  

  رتقي رقيها ونيانسپ سوسمربوط به يها هفرآورد
 نبودند، در آزمون يابي قابل ردPCR در دور اول  كهيباكتر

Nested–PCRبعنوان   DNAكار رفتند و مشخص   ه بقالب
 سلول را در هر کيتا توان  ين روش ميد كه با ايگرد

 ژل ين آزمون روي كه در ايباند.  نموديابيواكنش رد
 قرار يلوبازي ك٨/٠د، در محدودة ي مشاهده گردآگاروز
 يها هي جداPCR بودن ين اختصاصآزمودر). ٥شکل(داشت
 PCRاول  گر در دوري ديها جنس متعلق به ييايباكتر

گر ي ديا نواحي يلو بازيك كي در منطقة يباندچگونه يه
ن آزمون ي بكار رفته در اEa1ة يجاد ننمودند و فقط جدايا

 ديجاد نماي اآگاروز ل ژي رويلو بازيك كيتوانست باند 
  ).٦شکل(
  
  

  
   جهت رديابي Nested-PCRساسيت  آزمون ح‐٥شكل 

   در آبEalهاي مختلف جدايه  رقت
  

  

  
 با استفاده از PCR آزمون اختصاصي بودن ‐۶شكل 

  : هاي مختلف باكتريايي  جدايه سوسپانسيون
1) Eal, 2) A. vitis, 3) B. Subtilis, 4) E. carotovora sub sp. 
Carotovora, 5) E. carotovora sub sp. Wasabiae, 6) P. 
fluorescens. 7) P. syringae p. v syringae, 8) X. campestris 
p.v. begoniae 9, 10) Water 

  
  

 در عصارة E. amylovora   رقتيهايكه سر يزمان
 در دور اول ،ديه گرديب تهي س برگكنواخت شدة بافتي

PCR در آبيابيت رديحساسک صدم ي(سلول ١×١٠٦ تا  (
 اهمپنجک يش ازيب( ل سلو١٠٠ Nested-PCR در و

  . بوديابيقابل رد)  درآبيابيت رديحساس
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  بحث
كلونال  ي پليهاسرم ي، آنتيكيدر مطالعات سرولوژ

 عمل ي اختصاصEa2 و Ea1 يها هيه جدايه شده عليته
 يها جنسر ي با ساير اختصاصي غيهااكنش ونموده و

 يلازم به ذكر است كه اختصاص.  نشان ندادندييايباکتر
  ي بستگياديتا حدود ز يکي سرولوژيها ونآزمبودن 
  ه شده دارديسرم ته يت و نوع آنتيفيبه ك

(Bereswill et al., 1998).  
سلول در  ١×١٠٧ يساز يبا، بدون غنيدر آزمون د

تر يل يلي سلول در م١٠ تا يساز يكمك غنه تر و بيل يليم
 نقش يساز نهين مرحلة بهي بودند و افزودن ايابيقابل رد

 يكين روش سرولوژيت ايش حساسي در افزايثرار مؤيبس
زا يالا ‐  داسروشز با ي نGorris et al. (1996) .داشت
 توانستند يساز ي با غنو ١×  ١٠٥سازي  غني  مرحلهبدون

تر يل يلي را در هر مE.amylovora سلول زندة ١٠٠ تا ١٠
  . ندي نمايابيرد

 شده، آزمون ي بررسيکي سرولوژيها روشان يدر م
بر بوده به   بودن زماني آگار با وجود اختصاصنشت در

 آزمون در. از داشتيت جوابها ني چند روزه جهت رويزمان
ن برابر ي چنديابي ردتي حساسيساز يبا به كمك غنيد

ص يدر تشخ زي مورد استفاده نسرم آنتي افت ويش يافزا
ن ي ا. عمل نمودي کاملا اختصاصيماري عامل بيباکتر

د ي فاقد پلازميها هي جدايابي ردص ويقادر به تشخروش 
 يت خوبيفيه شده از کي تهسرم آنتيچنانچه . ز بودين

 نشان يگر واکنش تقاطعي ديهايبا باکتر برخوردار بوده و
 يياز کارآسازي  غنيز به همراه مرحله ين روش نيندهد، ا

 آتشک برخوردار يماري بيابيرد ص وي در تشخيارخوبيبس
  .خواهد بود

 هاي سلولم از ي مستق، با استفادهPCRن در انجام آزمو
E.amylovora كاربرد اي DNAاستخراج شدهيدي پلازم ، 

در  ٢٠ نيي تو استفاده از.دي مشاهده گرديلوبازيك كي باند
 يياي باکترهاي سلولز نمودن يمخلوط واکنش که سبب ل

 را بر DNAبر   پرزحمت و زمانياز به جداسازي، نشود مي
ن ييز افزودن توي نBereswill et al. (1992) .طرف نمود

  .نمودنده يتوص ي باكترPCR را به آزمون ٢٠
جهت   PCRت بدست آمده در دور اول يحساس

ب يق شده در آب به ترتي رقيها ي باكتريابيص و رديتشخ
ت بدست آمده توسط ي حساسک چهارصدمي ک صدم وي

McManus & Jones (1995) و Bereswill et al. (1992) 
 تحت PCR بودن يت و اختصاصياز آنجا كه حساس. بود
 ي، طراحDNAت يفير كي نظيها و مواردر دستگاهيتأث

، MgCl2 ،dNTPر غلظت يط بافرها نظيرها و شراآغازگ
DNAها و  ب كنندهيا ترغيمراز و وجود مواد بازدارنده ي پل
 در  است کهيعي طبرد،يگي قرار م PCR يل حرارتيپروفا

  .دياي مشابه بدست نيها جوابها  شگاهيهمة آزما
در عصارة  E.amylovora ي باكتريابيت رديحساس

 سلول ١×١٠٦، PCRب در دور اول يكنواخت بافت سي
.  در آب بودي باكتريابيت ردي حساسنجاهمپک ي يعني

 يها  ممانعت كنندهي داراياهي گيها بافت از ياريبس
PCRن روش را بخصوص يت ايباشند كه حساس ي م

ه  بDNA يساز ماً و بدون خالصياه مستقيبافت گكه يزمان
 كاذب يج منفيا منجر به نتايرود، كاهش داده  يكار م

 در يراتييلذا تغ. (McManus & Jones, 1995) دگردن يم
PCR ها  زميكروارگانيم يابيرد و مخلوط واكنش آن امكان
  شتر را فراهم ي بودن بيت و اختصاصيحساسبا 

 كه GeneReleaser با كاربردن يمحقق يبرخ. دينما يم
 ١اندازد، ستون سفاروز ي را بدام مPCR يها بازدارنده
(CL6B)  زينو PVPدر بافت يابيت ردي حساسندتوانست ٢ 

  ديابي باكتري در آب نزديك نمايندت ريب را به حساسيس
(McManus & Jones, 1995; Guilford et al., 1996; 

Maes et al., 1996).  
 در يابيت رديساس حNested-PCR روش  استفاده از با

  شي برابر افزا١×١٠٤ و ١×١٠٥ب يترته آب و عصاره ب
 ج بدست آمده توسطيج مشابه نتاين نتاي که اافتي

McManus & Jones (1995)ن يت ايش حساسي افزا. بود
بات يق شدن تركي مربوط به رقيا د تا اندازهيروش، شا

 در دور دوم ير اختصاصي غDNA و PCR بازدارندة ياهيگ
 ,.McManus & Jones, 1995; Schaad et al) ر باشديتكث

  Nested-PCRناً در يقين اتصال آغازگر ي همچن.(2001
رد چرا يگ يبهتر و مؤثرتر صورت م  PCRنسبت به دور اول 

ان ي كه در ميد حلقوي پلازمي هدف بجا DNAكه 
 و ي فرآوردة خطي پوشانده شده، رويياي باكترهاي سلول

 & McManus)  قرار دارد PCR دور اول يلوبازيك كي

Jones, 1995).  
                                                                                         
1. Sepharose  
2. Polyvinyl-Pyrrolidone  
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ص يتشخ Nested-PCR  وPCRنکه در يبا توجه به ا
ماً در عصارة يداشته و مستقن ياز به كشت قبليها ن يباكتر

توان  ي روز، م١‐٥/١ در عرض  وباشند ي ميابياه قابل رديگ
 اه به آتشك دستي گي در مورد آلودگيج قطعيبه نتا

 ياختصاص. باشد يار خوب مي بسها روشن ي، سرعت اافتي
 E. amylovoraكيص و تفكي در تشخزي نها آن يبودن بالا

ند، ينما يجاد ميه آتشك اي شبي كه علائمييها زمياز ارگان
 اري بستي حساسلي به دلNested-PCR يول. كند يكمك م

ت و يف ي اپيها تي جمعيابي رد وصيبالا جهت تشخ
، كشف ياهير گيعوامل تكث  درE. amylovora تياندوف

، استفاده يكيولوژيدمي، مطالعات اپها باغم در ونوكوليمنابع ا
 از انتقال آن به يري جهت جلوگيا نهي قرنطيها در برنامه

، کارآمدتر به نظر يش آگاهي پيها  سالم و برنامهينواح
 PCRاز يزات مورد ني که تجهيگر زمانياز طرف د. رسد يم

با به همراه مرحله يرس نباشد، استفاده از روش ددر دست
  .بود  خواهدها روشن ي اي براين خوبيگزيجاسازي  غني
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