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تشخيص لپتوسپيرا جهت مولكولار روشهاي از استفاده

چكيده
روش هـاي توانايي م عـد . زئونوز ميباشـد بيمـاري ايـن رمـان د د ر ضروريـات از يكـي لپتوسـپيرا سـريع تشـخيص
كه است ه گرد يد موجب ( ارند د تن پاد ايجاد  و تشـخيص براي روش باكتري (اين سـريع اين تشـخيص د ر سـرولوژيك
ايران نيز با ر د . شـد مطرح منظور ين بد اي مناسـبي يد عنوان كاند به  آن بالاي قت د و حساسـيت ليل د به PCR روش
تشـخيص عامل بيماري د و گرد برنامهريزي آن كنترل يـا و رمان د بايد  بيماري ايـن مزمن حاد و فرم شـيوع توجـه به
. يد گرد اسـتفاد ه PCR تكنيك بيماري از اين سـريع تشـخيص جهت تحقيق اين ر د ميباشـد . منظور بدين گام اولين
مطالعه قرار مورد L.canicola, L. grippotyphosa, L. sejroe hardjo ايران ر شد ه د شـناخته غالب سـروواريته سـه از كه
پرايمرهاي يـد  گرد انتخاب پاتوژن لپتوسـپيراهاي اختصاصي بـراي ژني نقطه و د هـد ف بهعنوان منظور يـن گرفـت. بد
با ۵۹۰DIR۱/۵۹۰REV۲ پرايمرهـاي و نمود نـد ايجاد ۲۸۵bp طـول به PCR محصـول اول قطعـه شناسـايي بـا G۱/G۲
. براي ند نمود ايجـاد  ۵۷۱bp طول به PCR محصول ژنـوم ه شـوند جد يد تكرار ناحيه از يك قسـمتي ن اد د قرار ف هـد
MboI آنزيم ۵۷۱bp و محصول بـراي AluI از آنزيم كه يد گرد ه اسـتفاد گر ود محد آنزيمهـاي از  PCR محصـول تائيـد

رفت. ۲۸۵bp بكار محصول براي
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��
 در

۱۳۸۶ بهار ،۷۴ شماره آبزيان و د ام امور



۱۳۸۶ ۷۴، بهار شماره

آبزيان۱۸۳ و د  ام امور در

Pajouhesh & Sazandegi no 74 pp: 182-188

Molecular methods for detection of Leptospira
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Rapid detection of Leptospira is one of necessities in treatment of this zeonostic disease. The unability of serologic 

methods for detection of these bacteria in initial steps of infection (these methods needs to progress of infection and 

development of antibody) has candidated molecular methods based on PCR, as an important goal for rapid detection 

of Leptospirosis. Because of the exiestance of this disease in Iran, it seems a necessity to program for control and 

treatment of it.  For this purpose, the first step is the detection of this bacteria. In this research we developed two 

PCR methods for detection of the bacteria. Three identified dominant serovars of Leptospira in Iran L.canicola, L. 
sejroe hardjo, L. grippotyphosa were used in development of PCR. The first one was  targeted to a non coding locus 

producting 285bp with G1/G2 set of primers and the second was part of a novel repetitive sequence producing a 571 bp 

product with primers 590DIR1/590REV2 . 

Comfirmation of PCR product was done with RFLP. AluI and MboI were used for 571 and 285 bp products, 

reppectively.
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مقدمه
حاصل دام و انسان مشترك بين بيماري اين ميباشد. سميك سپتي و حاد سيستميك عفوني خطرناك، بيماري لپتوسپيروز
خطري كه ميكند، آلوده  را وحشي اهلي و جانوران از متعددي گونه هاي و انسان است كه لپتوسپيرا به نام اسپيروكت نوعي از
جهت د ر زياد ي اهميت صحيح لپتوسپيرا پس تشخيص و صنعت است. ــعه اقتصادي، تجارب توس عمومي، ــت بهداش براي بالقوه
ــئله در رس آن مهمترين مس زود ــخيص تش به روند بيماري  با توجه آن دارد و ــترده گس عوارض از جلوگيري جامعه و ــلامت س
ايران در رازي تحقيقاتي مؤسسه در كه باكتريولوژيك و ــرواپيدميولوژيك س ــد (۲۴،۲۱،۱۹،۱۵،۷،۶،۳). مطالعه آن ميباش درمان
و روشن بيماري اين به توجه كشور لزوم سطح از بدست آمد ه ــهاي گزارش ــاس اس بر اين بيماري به ابتلا افزايش و پذيرفته انجام
سرم و واكسن تحقيقات ــه در ساليان اخير مؤسس .(۲،۱) ميسازد ــكار آش پيش از بيش ــور كش ــطح س در را آن وضعيت نمودن
است. در آمده لپتوسپيروز و بيماري لپتوسپيرا روي تحقيق بر تشخيص و مركز گسترده بهصورت تحقيقات با انجام رازي سازي
از ارسالي لپتوسپيروز به نمونههاي سرمي مشكوك ــخيص تش وظيفه اين بيماري عليه بر ــن توليد واكس بر حاضر علاوه حال در
راهاند ازي و توسعه جهت لازم تحقيقات تا بود ضروري بنابراين ميباشد. دار عهده نيز را سرولوژي روش به كشور مختلف مناطق
راستا اين گام در اولين تا پذيرفت صورت منظور بدين تحقيق اين گرد د. شروع پاتوژن لپتوسپيرا تشخيص مولكولي در روشهاي

شود. برداشته كشور در
 ELISA, IFA, ــرولوژيك روشهاي س عوامل، جداسازي ــت و روشهاي كش از ــپيرا لپتوس ــخيص تش جهت دنيا در امروزه
استفاد ه با معمولاً ــپيروز ــرولوژيكي لپتوس س ــخيص تش البته مينمايند . ــتفاده اس PCR بر پايه روشهاي مولكولي نيز و MAT

منوط سرولوژيك از روشهاي ــتفاده كه اس است ذكر به لازم ميگيرد . صورت MAT ــكوپي ميكروس ــيون آگلوتيناس از آزمايش
هفته افزايش چند به زمان اين هم ــت كش مورد د ر ــد و ميباش بيمار در همورال ــخ ايجاد پاس هفته و ۲ تا ۱ حداقل ــت گذش به
حساسيت و سرعت ميآيد تنها بهنظر بيماري عامل زودرس تشخيص اهميت به توجه با .(۲۴,۲۱,۱۹,۱۵,۱۴ ،۱۲ ،۱۰ مييابد (۴،
جهت PCR تكنيك طراحي و اندازي با راه گرديد سعي تحقيق اين در بنابراين كارساز باشد فوق مسئله براي PCR روش بالاي

آيد. فراهم زودرس لپتوسپيرا امكان تشخيص لپتوسپيراي تشخيص
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روش مواد و
L. canicola, L. grippotyphosa, لپتوسپيرا مطالعه از سوشهاي اين در
ــد . ش ــتفاده و اس تهيه رازي ــه مؤسس ميكروبي بانك از L. sejroe hardjo
PCR DNA براي استخراج روش د ر عمل سرعت و ــي كيفيت بررس جهت
K و پروتئيناز همراه به الكل ايزوآميل كلروفرم-فنل- ، Boiling روش از سه
و با گرديد(۲۹,۲۰,۱۱,۸). ــتفاده اس Roche شركت DNA استخراج كيت
ــده براي ش مطرح پرايمرهاي و تواليها بين از اطلاعاتي بانكهاي ــي بررس
از گرديد، انتخاب جفت پرايمر د و لپتوسپيراي پاتوژن گونههاي ــايي شناس
جفت قطعه ۲۸۵ يك ايجاد G۱/G۲ ــاي به نامه يكي پرايمر جفت د و ــن اي
۵۷۱ جفت طول به محصولي ۵۹۰DIR۱/۵۹۰REV۲ پرايمر د يگري بازي و
بهترين آوردن بد ست جهت PCR سازي مرحله بعد بهينه د ر نمود. ايجاد باز

گرد يد (۲۵،۱۹،۱۷،۱۶،۹). بررسي PCR واكنش انجام شرايط
ــدم ع ــي بررس جهت لپتوسـپيرا: براي PCR بودن تائيـد اختصاصـي
از ــداد ي تع DNA ــوژي همول ــر از نظ نزديك ــاي گونهه د يگر ــخيص تش
(GeneBank در شد ه Blast انجام و ــه مقايس ــاس اس ( بر ديگر باكتريهاي
، (Internal Control) ــي داخل كنترل حضور د ر PCR ــام انج با ــاب و انتخ
Staph.aureus, Bacillus subtilis, مشابه باكتريهاي تمامي تشخيص عدم
و شد داده نشان PCR روش اين توسط Listeria monocytogenes, E. coli

گرديد. لپتوسپيرا تائيد PCR براي بود ن اختصاصي
هضم بوسيله از PCR محصول تائيد صحت PCR: جهت تائيد محصول
AluI آنزيم از منظور بدين گرد يد. استفاده كننده محد ود اندونوكلئازهاي
۲۸۵bp محصول تائيد MboI جهت و آنزيم ۵۷۱bp محصول تائيد ــت جه
۲ حضور د ر سازي خالص از بعد PCR محصول روش اين د ر شد . استفاد ه
سانتيگراد قرار درجه ۳۷ د ماي د ر ــاعت س بهمد ت ۲ فوق آنزيمهاي واحد
محصول آنزيمي هضم امكان پذيرد. صورت آنزيميكامل هضم تا شد داده
روي ژل ــر ب نمونه ها الكتروفورز گرديد . ــي بررس هم ــده نش خالص PCR

روي بر نيز ــي آنزيم هضم از حاصل ــاي نمونهه و پذيرفت ــورت ص آگارز
اتيديوم آميزي رنگ روش باند از مشاهد ه گرديد.جهت ــي بررس ژل آگارز

ــد (۲۸،۲۷،۱۶،۵). ــتفاده ش اس جهتژلهايآگارز برومايد

نتايج
جهت آن صحيح سكانس پرايمر، خصوصيت اولين پرايمر انتخاب جهت
كد غير ــت نواحي جف G۱/G۲ پرايمر ــت. اس تكثير براي ــكان مورد نظر م
روش حساسيت افزايش جهت گرديد . انتخاب ــپيرا لپتوس اختصاصي كننده
انتخاب، ژنوم شونده تكرار نواحي براي ۵۹۰DIR۱/۵۹۰REV۲ پرايمرهاي

آيد (شكل۱). بد ست تشخيص د ر بالاتري حساسيت تا
مختلف ــاي غلظته برابر در خوبي ــل تحم قد رت PCR روش د و ــر ه
ميلي مول تا ۳/۵ ۰/۵ PCR از غلظتهاي محصول و كيفيت ــت د اش Mg۲+

هدف DNA سنجش امكان در ــئله اين مس مزيت نمي نمود . چند اني تغيير
رقيق به بدون نياز PCR و د ر اختلال بد ون بالا بسيار تا پائين غلظتهاي در

.(۴ (شكل ميباشد سازي
مختلف شرايط د ر پذيري تكرار دهنده نشان فوق ــيهاي بررس مجموع
تشخيص آزمايشي تست بصورت كه جهت ارائه ميباشد PCR روش د و اين
ميتوان استفاده مناطق درگير سطح آزمايشگاههاي در لپتوسپيراي پاتوژن
۵۹۰DIR۱/۵۹۰REV۲ ــاي پرايمره ــد كه گردي ــخص مش همچنين نمود.

(PCR) پليمراز زنجيرهاي واكنش شكل۱:
۵۹۰DIR۱/۵۹۰REV۲ -۴وG۱/G۲ ، پرايمر۳ ۱و۲-

رنگ زمينه ميزان حال عين در ولي دادند نشان خود از بالاتري ــيت حساس
اختصاصي بررسي .(۳ و ۲ (شكلهاي است بيشتر هم آنها از حاصله (اسمير)
تماميباكتري بررسي و GeneBank در Blast از ــتفاده اس با روش اين بودن
پذيرفت، صورت ــگاه آزمايش در پرايمرها اين با مثبت PCR ــراي ب محتمل
Staph.aureus, Bacillus subtilis, جمله از باكتريها متعددي از سويههاي
گرفت قرار ــتفاده مورد اس منظور بد ين Listeria monocytogenes, E.coli

.(۵ (شكل ايجاد ننمودند مثبت PCR هيچكد ام كه
و AluI ــم آنزي پذيرفت، د و صورت RFLP ــا  PCR ب ــد محصول تائي
نقطه دو در ۵۷۱bp قطعه هضم ــا AluI ب كه منظور انتخاب ــن MboI بدي

روي ــه بر ك بايد بنمايد نوكلئوتيدي ۴۰۳ و ۷۶ و ۹۲ ــه قطع ــه ــاد س ايج
د ر نوكلئوتيدي را ۲۸۵ محصول MboI و ــت. اس ــاهده مش قابل آگارز ژل
مينمايد ــدي نوكلئوتي ۸۷ و ۱۹۸ قطعه ــاد د و ايج و بريد ه ۱۹۸ ــگاه جاي
و سپس گرد يد ه خالص PCR محصول آنزيميابتدا هضم جهت (شكل ۶).
بود گرديده ــاب انتخ طوري آنزيم دو اين ــت. پذيرف آنزيمي صورت ــم هض
سهولت جهت ــد تا باش پليمراز Taq آنزيم به ــرايط عمل آن نزديك كه ش
ــتقيم محصول ــم آنزيميمس امكان هض ــي بررس ــتر بيش عمل ــرعت س و
هضم موفقيت ــد، ــر باش ميس هم PCR تيوب به ــم آنزي ــا افزودن ب PCR

نمود. تائيد را فوق و درستي انتخاب صحت PCR محصول ــتقيم آنزيميمس

بحث
از ــمها  ميكروارگانيس از ــيعي وس ــداد  تع ــايي شناس ــراي  ب PCR

ــتفاده ــتند اس هس اهميت ــز حائ كلينيكي ــاظ از لح ــه ك ــي آنهاي ــه جمل

مولكولار... روشهاي از استفاده



۱۳۸۶ ۷۴، بهار شماره

آبزيان۱۸۵ و د  ام امور در آبزيان و د  ام امور در

و  جداسازي به د يگر نياز كه ميباشد طوري PCR حساسيت تست  ميگردد.
شناسايي براي آل روش ايده روش، اين نتيجه نمي باشد در ارگانيسم كشت

.(۱۵) حاد ميباشد عفونت هاي در درگير ارگانيسمهاي سريع
علت توان  ــه ــپيروزيس ب لپتوس ــخيص تش ــراي ب PCR ــي عمل ارزش
ــار بيم ــراد اف در ــه اولي ــل مراح در ــپيرا لپتوس ــري باكت ــايي شناس آن در
ــترش گس ــرعت س به و بود ه بيماري حاد يك ــپيروزيس لپتوس ــد. ميباش
درمان د ر بسياري اهميت آن ــريع س و زودرس ــخيص تش بنابراين مييابد.
ــرولوژيك س روشهاي مبناي بر ــخيص تش براي كنوني روشهاي د ارد. آن

ميباشد (۱۸، ۱۹). PCR و كشت و MAT، IFA، ELISA

گذشت به نياز سرولوژيك روشهاي از ــتفاده اس ــت كه اس ذكر لازم به
ــر د يگ طرف از دارد بدن در ــب مناس ايمني ــخ پاس و بيماري ــي زمان دوره
د اده نشان را لپتوسپيرا بر عليه وجود پادتن موجود، ــرولوژيك س روشهاي

مي تواند  PCR ــه ك حالي در ــان دهند نميتوانند نش را ــپيرا وجود لپتوس و
۲۳). اولين دهد (۱۹، نشان آلودگي اول روزهاي در حتي وجود لپتوسپيرا را
پذيرفت. انجام Van Eys توسط ۱۹۸۹ سال در منظور بدين موجود گزارش
PCR ــت گرف نتيجه د اد ــال ۱۹۹۵ انجام در س Brown ــهاي كه مطالع در
روش و دهد نشان لپتوسپيرايي عفونت حاد مراحل در را لپتوسپيرا ميتواند

ميباشد . اوليه مراحل در لپتوسپيروز تشخيص جهت ارزشي با
ــت جه PCR طراحي ــدازي و ان راه ــا ب گرد يد ــعي س ــن تحقيق در اي
آيد. فراهم زودرس لپتوسپيرا تشخيص پاتوژن امكان لپتوسپيراي تشخيص

دقيق سريع و روشي PCR روش آمده ميتوان گفت اين نتايج بدست طبق
پاتوژن گونه هاي وجود طوري كه L. interrogans ميباشد شناسايي جهت

مورد  PCR ميتواند د ر آزمايش ــت. اس رديابي قابل ــرعت س به روش اين با
امكان روش اين د ر رود . بهكار سرم بر ادرار، علاوه و خون نمونهها چون ساير
وجود دارد كرد آزمايش بتوان را نمونهها از تعداد زيادي واحد عين در اينكه
و غير پاتوژنيك لپتوسپيرايي گونه هاي بين تمايز در PCR توانايي (۲۶ ،۲۰)
را ــاني انس بيماري احتمالي محيطي با منبع نمونههاي آزمايش ــك، پاتوژني

تسهيل ميكند (۱۹).
ــا ــتخراج ب اس د ر DNA ــت كيفي ــن بهتري ــه ك ــان د اد نش ــج نتاي
روي بر الكتروفورز د ر DNA ــن اي آمد. ــت بدس الكل فنل،كلروفرم،ايزوآميل
ظاهر روي ژل بر قوي باند صورت و به ــت د اش را ــمير حد اقل اس آگارز ژل
ماهيت بهدليل ــه روي فيبرهاي شيش DNA بر روش جذب ظاهراً ميگرد د.
بزرگ كوچك و قطعات جذب با الكترواستاتيك اتصالات طريق از جذبي آن
دليل به آن ــمير اس ميزان را دارد منتها ــتخراج اس راند مان DNA بالاترين

رسوب امكان دليل عدم به ميباشد. در حاليكه كوچك بيشتر وجود قطعات
شده ــتخراج اس DNA الكل فنل،كلروفرم،ايزوآميل روش در كوچك قطعات

است. بيشتر يكنواختي و كيفيت ولي كمتر راندمان داراي
PCR محلول در ــم منيزي يون از مختلفي ــاي ــن تحقيق غلظت ه اي د ر
غلظت هاي در بدست آمد . ۱/۵ mm ، Mg۲+ غلظت مناسب شد . گرفته بكار
به پرايمرها اتصال نتيجه د ر ــش، افزاي قدرت اتصال پرايمرها منيزيم ــر بالات

PCR در واكنش DIR۱/REV۲ پرايمر از شكل۳: تعيين غلظت مناسب
،۴۰۰nM - ۴ و ،۳۰۰nM - ۳ و ،۲۰۰nM - ۲ و ،۱۰۰nM - ۱

و ،۸۰۰nM - ۸ و ،۷۰۰nM - وو۷ ،۶۰۰nM - ۶ ۵۰۰nM - ۵، و 
۱۰۰۰nM - و ۱۰ ،۹۰۰nM - ۹

مي باشد bp DNA Ladder ۱۰۰ وسط  رديف

PCR در واكنش G۱/G۲ پرايمر شكل۲: تعيين غلظت مناسب از
و ،۵۰۰nM - ۵ و ،۴۰۰nM و ۴ - ،۳۰۰nM و ۳ - ،۲۰۰nM ۱۰۰nM - ۱، و ۲ -
۱۰۰۰nM - ۱۰ و ،۹۰۰nM - ۹ و ،۸۰۰nM - ۸ و ،۷۰۰nM - ۷ ۶۰۰nM، و - ۶

مي باشد bp DNA Ladder ۱۰۰ وسط  رديف
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RFLP با PCR تائيد محصول :۶ شكل
كنترل - ۴ و ،Alu۱ - كنترل، و ۳ - -Mbo۱، و و۲ ۱

پرايمرد ايمر و ــد ميياب نيز افزايش اختصاصي غير اتصال و هدف ــكانس س
ــورت ص به ــان خودش با پرايمرها تا ــود ميش ايجاد مي گردد كه باعث ــز ني
و باند هيچ مورد استفاده (۰/۵ mm) كم غلظتهاي يابند. در اتصال د وتايي
Taq آنزيم فعاليت براي منيزيم يون نگرديد وجود ايجاد PCRاي ــول محص

.(۱۶) است ضروري نيز DNA Polymerase

۰/۵ Mg۲+ (mm از ــي غلظتهاي همكارانش و Savio ۱۹۹۴ ــال د ر س
ــد ، انتخاب ش بهترين غلظتي كه و د ادند ــرار ق ــي بررس مورد را (۳ mm تا
از غلظتي ۲۰۰۰ ــال در س ــكاران هم Veloso و ــن همچني ــود. ب ۱/۵ mm

از يكي منيزيم ــون ي ۲ بود. mm ــتفاده نمود ند اس PCR جهت كه منيزيم
زنجيره د ر نوكلئوتيدها شد ن جايگزين و صحيح ورود جهت مهم فاكتورهاي
محلولي را كمپلكس و تركيب نوكلئوتيدها با منيزيم يون زيرا ــت اس DNA

در آنها ــدن جايگزين ش ــي جهت ورود و اساس نياز يك كه ميتمايد توليد
.(۲۲) است DNA زنجيره

اينكه توجه به با بود. ــپيرا لپتوس اختصاصي ــد ه ش انتخاب DNA توالي
محاسبه ۴ رابطه  از DNAمولكول توالي در يك اتفاقي وجود داشتن شانس
۲۰ mer د ر اينجا استفاده مورد پرايمرهاي و نوكلئوتيدها) تعداد =n ) ميگرد د
لپتوسپيرا ژنوم كل ــد . ۱۱۰ ميباش Gbp ۱ در معادل ــانس ش اين بود هاند
صفر معادل تقريباً اين توالي تكرار تصاد في ــد. احتمال ميباش Mbp۵ حدود

باكتريهاي  توالي با پرايمر اين ــباهت بررسي ش (۱۳,۱۱). جهت ميباشد
به گرد يد. ــي بررس نيز ژن بانك BLAST برنامه با عملي ــورت ص ــر، به د يگ
كامل همولوژي پرايمرها اين با پاتوژن لپتوسپيرا از ژنوميغير هيچ كلي طور
انتخاب بودند ــبي نس همولوژي د اراي كه باكتريها از تعد اد ي ــتند ولي نداش
Bacillus subtilis، Escherichia coli، Listeria ــامل ش ــا باكتريه گرد يد.
ميكروبي ــك از بان ــه ك ــود ب Staphylococcus aureus و monocytogenes
PCR صورت آنها استخراج DNA از و كشت و سپس با تهيه ــه رازي موسس

نبود ند. تشخيص قابل PCR اين روش با هيچكد ام كه گرفت
توالي پلاسميد انتهاي۳′ و ۵′ انتهاي از ترتيب به G۲ و G۱ پرايمرهاي

PCR د ر استفاد ه مورد باكتريهاي نتايج :۵ شكل
،Listeria ۳و۱۰- ۲وBacillus -۹، و و ،Staph ۱و۸-

،Grippotyphosa ۵و۱۱- و ،E.coli  ۴و۱۳-
Control negative-۱۴۷و Control، و  positive ۶و۱۲-

جفت د و براي هر MgCl۲ از غلظتي بهترين تعيين شكل۴:
۵۹۰DIR۱/۵۹۰REV۲ و G۱/G۲ پرايمر  

،۱,۵mm-۴ و ،۱,۲۵mm-۳ و ،۱mm-۲ و ،۱-۰,۵mm

۳mm-۸ ۲,۵mm-۷، و ۲mm-۶، و  ۱,۷۵mm-۵، و

مولكولار... روشهاي از استفاده
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از قطعهاي پلاسميد حاوي اين ــت. اس گرد يد ه طراحي PLIPS۶۰ نوتركيب
است د اده نشان سازي رگه ميباشد. مطالعات دو لپتوسپيرا اختصاصي DNA

پاتوژن لپتوسپيراي متعد دي گونههاي براي اختصاصي DNA قطعه اين كه
لپتوسپيرا ۶ گونه حداقل آن براي ــد ه ش طراحي PCRهاي كمك به و بوده
L.interrogans, L.weilii, L.borgpetersenii,) ــد ميباش ــايي ــل شناس قاب
و ۵۹۰DIR۱ ــاي پرايمره .(۸) (L.noguchii, L. santarosai, L. meyeri
از متشكل شد ند كه د اده اختصاص e فرگمنت ــترش گس براي ۵۹۰REV۲
پاتوژن ــپيرا لپتوس ــرووارهاي س د ر تنها توالي اين و بوده تكراري توالي يك
از شده گزارش توالي ــاس يك اس بر پرايمرها اين ــد. ــاهده ميباش مش قابل
گرديد ه ــي طراح L. interrogans serovar hardjo type hardjoprajitno

.(۱۷) است
جهت ــن ــي روتي روش ،(REA) كنند ه آنزيمي محدود ــز آنالي ــك تكني
PCR با استفاد ه از تكنيك اين د ر ــت. اس PCR محصول و تائيد ــايي شناس
Restriction)آنزيمي هضم سپس و تكثير را DNA از نظر مورد بخش ميتوان
آنزيميمحصول هضم ــخصا مش داد. انجام ــر روي محصول ب را (Analysis

صحيح تكثير محصول حضور بر تائيدي ــدود كننده، مح آنزيمهاي با PCR

HPLC طريق از ميتوان را PCR در ــده ش تكثير قطعات ــد. ميباش ــده ش
به متداول ــي روش بودن، گرانقيمت و پيچيدگي دليل به ولي نمود ــص خال

.(۲۹ ،۲۷ ،۱۷) نميباشد نمونهها از زياد ي خصوص جهت تعد اد
دو ــت، پذيرف صورت RFLP ــا ب PCR تائيد محصول ــق تحقي ــن اي د ر
هضم قطعه آنزيم AluI با ــد ند. ش انتخاب منظور بدين MboI و AluI آنزيم
كه نمود نوكلئوتيدي ۴۰۳ ۹۲، ۷۶ و ايجاد  سه قطعه نقطه دو در ۵۷۱ bp

محصول MboI آنزيم و است. مشاهده قابل درصد ۳ يا ۲/۵ آگارز ژل برروي
و ۸۷ ۱۹۸ ــه د و قطع ايجاد بريده و ــگاه ۱۹۸ جاي در را ــد ي نوكلئوتي ۲۸۵
تائيد مينمايد. را فوق آزمايش درستي حاصل نتايج مينمايد . نوكلئوتيدي
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