
 

 

journal.fums.ac.ir 

 1399پاییز |3شماره  | دهمسال  |مجله دانشگاه علوم پزشکی فسا 

 

 یودنتایتیسپر هایجهت تشخیص مولکولی باکتری مراز یای پلواکنش زنجیره

 

2567 

 

 
 

 یودنتایتیسپرهای عامل اصلی جهت تشخیص مولکولی باکتری مراز یای پلواکنش زنجیرهطراحی 
 

 *4عباس مروتی، 3محمدرضا ذوالفقاری ،2، 1محمد سلیمانی
 

 پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی ارتش، تهران، ایران گروه میکروبیولوژی، دانشکده -1

 مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی تسنیم، دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی ارتش، تهران، ایران -2

 رانیواحد قم، قم، ا ،یدانشگاه آزاد اسلام پایه،دانشکده علوم  ،یولوژیکروبیگروه م -3

 یرانواحد قم، قم، ا گروه میکروبیولوژی، دانشگاه آزاد اسلامی، -4
 

 23/04/1399 :تاریخ پذیرش مقاله                                   01/02/1399 اریخ دریافت مقاله:ت

 دهیچک
های نرم و سخت دندان های بافتصورت حاد یا مزمن به بخششود که ممکن بهبیماری پریودنتال باعث بیماری التهابی در دهان و دندان می زمینه و هدف:

 .استبرای تشخیص این عوامل  PCRآسیب برساند. هدف از این مطالعه طراحی تکنیک 

، Aggregatibacter actinomycetemcomitans ،Porphyromonas gingivalisطراحی پرایمرهای اختصاصی برای هر یک از این عوامل باکتریایی   :هامواد و روش
Prevotella intermedia ،Tannerella forsythensis  وTreponema denticola .های حساسیت وبرای هر باکتری پس از کلون کردن تست سپس انجام گردید 
 اختصاصیت گذاشته شد.

 16sژن  ،fimA Porphyromonas gingivalis، ژن hbpA Aggregatibacter actinomycetemcomitansژن های پرایمرهای اختصاصی برای باکتری بر اساس :نتایج

rRNA باکتری Prevotella intermedia 16s rRNA Tannerella forsythensis 16ژن  وs rRNA Treponema denticola  161باندهای به ترتیبbp ،162bp ،283 

bp ،250 bp  173و bp های حساسیت و اختصاصیت انجام گرفت.بر روی ژل دیده شد و پس از کلونینیگ، تست 

 عوامل را شناسایی کرد.توان با اختصاصیت و حساسیت بالا این ، میPCRهای پریودنتال با استفاده از تکنیک جهت بررسی و تشخیص بیماری گیری:نتیجه

 

 ای پلی مراز، پریودنتایتیس، تشخیص مولکولیواکنش زنجیره کلمات کلیدی:

 

 
 

 

 

مقدمه
حفره دهان به دلیل دارا بودن شرایط خاص فیزیولوژیک، بستر 

مختلف است؛ اما برخی از های مسمناسبی برای رشد میکروارگانی

طبیعی حفره دهان، مانند عمل جویدن، ترشح  هاییسممکان

ها و مواد پروتئینی )حاوی آنزیم یالثه یارمداوم بزاق و مایع ش

مانند لیزوزیم و لاکتوفرین( و نیز فعالیت سیستم ایمنی، محیط 

ها نامناسب کلونیزه شدن باکتری دهان را جهت سکون و

شده ناگزیرند در نواحی حفاظت هایکروارگانیسمم نمایند؛ لذامی

اغلب ضایعات  ها و شیارهای دندان مستقر شوند.دهان مانند حفره

طلبانه فلور ها ناشی از فعالیت فرصتعفونی دهان و دندان

شوند و با فعالیت می میکروبی دهان است که در این شیارها ساکن

که نمایند؛ چناناد میمتابولیکی ضایعات و صدمات زیادی را ایج

ها، لایه محافظ دندان را حل اسید تولیدشده توسط باکتری

های عامل پوسیدگی را به کند و شرایط فعالیت برای باکتریمی

ها، توده متراکم و . با افزایش رشد میکروب(1) آوردوجود می

شود که پلاك دندانی نام ها تشکیل میای در سطح دندانپیچیده

های موجود در سطوح جونده و ها و شیارپلاك در حفره دارد. این

 یهاآید. بافتنیز در شیار لثه و پاکت پریودنتال به وجود می

 هایماریبه انواع مختلفی از ب توانندیدارنده اطراف دندان منگه

ها، استخوان و مبتلا شوند که همگی در اثر عفونت باکتریایی لثه

ها را در داخل آرواره ت کرده و آنکه از دندان حمای ییهارباط

دارنده نگه یهابافت هاییماری. بآیندی، به وجود مدارندینگه م

پژوهشیمقاله   
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اطراف دندان معمولاً بدون درد بوده و ممکن است پیشرفتی 

مختلفی از  یهاآهسته یا کاملاً سریع داشته باشند. شکل

اطراف دندانی وجود دارد که  یهاو بافت یالثه هاییماریب

و التهاب  (Gingivitis)اند از: التهاب لثه ها عبارتآن ترینیعاش

التهاب لثه  (Periodontitis) دارنده اطراف دنداننگه یهابافت

برگشت اطراف دندان بوده و قابل یهااولین مرحله بیماری بافت

، در صورت عدم معالجه ممکن است به بیماری وجودیناست. باا

 .(2-5) منجر شود ترییموخ

)پلاك  هیلاکیهای دندان و پریودنتال عامل اصلی بیماری

حفره دهان  کندیها تجمع پیدا ممیکروبی( است که روی دندان

گونه میکروبی است که در صورت  400 بالقوه حاوی بیش از

که از نوع گرم  هاکروبیرعایت نکردن بهداشت و با تکثیر این م

، 5) نندیبیدارنده دندان آسیب مهای نگهمنفی نیز هستند، بافت

پریودنتال و لثه هستند،  یهاعفونتعامل اصلی  های. باکتر(6

 برای مثال:
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Bacteroides 

gingivalis, B. intermedius, Eikenella corrodens, 

Wolinella recta, Fusobacterium nucleatum, Prevotella 

intermedia, Prevotella nigrescens Treponema denticola, 

Tannerella forsythia (Bacteroides forsythus), 

Porphyromonas gingivalis, Eikenella corrodens, 

Campylobacter rectus, Micromonas micros, 

Fusobacterium spp, Dialister pneumosintes and enteric 

rods 
پریودنتال  یهایماریباکتری دهانی در ارتباط با ب 12 باًیتقر

( 6-9آمده نشان داده است )دستاطلاعات به راًیهستند اما اخ

ایمونولوژیکی و  یهاشیآزما های آنزیمی،هایی مثل روشتکنیک

توسعه  هایهای نوکلئیک اسید برای شناسایی این باکترپروب

 510تا  310حدود  باًیهای نامبرده نیازمند تقر. روشاندداکردهیپ

توان تعداد کمتر میبا  PCRروش  درباکتری برای هر نمونه است. 

بسیار  های اخیر علاقهها را تشخیص داد در سالاین باکتری

با کمک بخش کوچکی  هایزیادی برای بررسی و جستجوی باکتر

؛ بنابراین یک روش (9-12به وجود آمده است ) 16s rRNAاز ژن 

نیاز  جادشدهیبیماری اآسان و حساس برای بررسی و تشخیص 

های شناسایی شامل کشت، بررسی با میکروسکوپ است. روش

های برای تحقیقات باکتری PCRو  DNA، پروب فلورسانس

های کشت روند. استفاده از روشهای لثه به کار میعفونی در زخم

های کلینیکی استفاده و میکروسکوپ فلورسانس برای نمونه

، زحمت و هزینه زیاد دارند. ضمن اینکه وقتاما نیاز به شوندیم

و  T.denticolaها در بیشتر افراد آلوده، دو باکتری با این روش

B.forsythus توان تشخیص داد. مطالعات اخیر به کمک را نمی

با استفاده از پرایمرهای اختصاصی، شناسایی این  PCRروش 

 یهارا بدون هیچ مشکلی میسر کرده است. در پاراگراف هایباکتر

 یهاهای مهم در این بیماری و ژنزیر شرح مختصری از باکتری

در  شدهی. روش طراحی و معرف(12-14ها آورده شده است )آن

این مطالعه با مزایایی مانند سرعت، حساسیت و ویژگی خیلی بالا 

پریودنتال دارد.  هاینقش مهمی در کنترل و مدیریت بیماری

مؤثر در  یهایمزایای طراحی روش تشخیص مولکولی باکتر

تشخیص با سرعت، حساسیت و  پریودنتیت به شرح زیر است:

موجب  یارلثهیز یهادر نمونه هایویژگی بالای این باکتر

شناسایی سریع بیماران در معرض خطر خواهد شد ضمن اینکه 

. در طی کندیها ارائه ماطلاعات مهمی برای چگونگی درمان آن

بیماری پریودنتال، این تست میزان موفقیت درمان و همچنین 

با انجام منظم این تست . زمان توقف درمان را مشخص خواهد کرد

تر ، تشخیص عود بیماری آسانیالثه یهاپاکت یهابر روی نمونه

های ایمپلت های دندانی، انجام این . قبل از انجام روشگرددیم

 زیآمتیاطلاعات مهمی ازنظر احتمال شکست و غیر موفق تست

انجام این تست باعث  جیبودن کاشت دندان ارائه خواهد کرد. نتا

توجه بیشتر به بهداشت دندان  جهیافزایش انگیزه بیماران و درنت

 و دهان خود خواهد گردید.
 

  هامواد و روش
کتب، در شروع این مطالعه تحقیقاتی ابتدا با بررسی متون 

دارای ارزش تشخیصی پنج  یهااطلاعاتی و مقالات، ژن یهاگاهیپا

باکتری عامل اصلی پریودنتایتیس مشخص شدند. بررسی پیشینه 

مختلف را نشان داد و با انجام  یهاتحقیق استفاده محققان از ژن

 یباکتربرای  hbpA یهاژن جتاًیها نتبین آن یاسهیمطالعه مقا

A. actinomycetemcomitans ژن ،fimA  برایP.gingivalis،  از

، P. intermedia هایبرای باکتری 16s rRNAژن 

T.forsythensis و denticola T. .انتخاب گردید 

 طراحی پرایمرهای تشخیصی

 version 5.5افزار با استفاده از نرمها طراحی پرایمر برای ژن

CLC Main Workbench این  موردنظر یهاژن یهاسکانس

استخراج و استخراج گردید. در  gene bankاز دیتابیس  هایباکتر

ها از شده در همه ترادفادامه برای جستجوی نواحی حفاظت

alignment افزار ها به کمک نرمآنCLC افزار استفاده شد. از نرم

version 7.60 AlleleID  برای طراحی پرایمر استفاده شد. با قرار
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دادن کل سکانس موردنظر در برنامه، چندین زوج پرایمر با 

های مشخص طبق فرضیات برنامه قابل جستجو است. ویژگی

همچون  تیها با توجه به فاکتورهای بااهمبهترین زوج پرایمر

(، Product length(، طول محصول )Tmدمای ذوب پرایمر )

، عدم (، وزن مولکولی پرایمرها%GCگوانین ) -درصد سیتوزین

ئوتیدهای دو پرایمر، ل( بین نوکHair pin loopاحتمال تشکیل )

های داخلی عدم احتمال ایجاد دایمر پرایمر و تشکیل حلقه

(، انتخاب شدند. برای اطمینان internal loopمستحکم و پایدار )

 گاهیپا Primer BLASTو  BLASTاز ویژگی پرایمرها از سرویس 

NCBI تشخیص مولکولی  یبرامطالعه  استفاده گردید. در این

جفت پرایمر  های اصلی مولد پریودنتایتیس تعداد پنجباکتری

 (.1طراحی گردید )جدول 

برای تکثیر  PCRواکنش  یاندازمنظور راهدر این پروژه به

های استاندارد هدف از ژنوم سوش یهاژن

A.actinomycetemcomitans   5 یدسترسبا شماره-
D700685 ، T.Forsythus5شماره دسترسی  با-

D43037،P.gingivalis   5با شماره دسترسی-D33277 ،

و باکتری  D25611-5با شماره دسترسی P.intermedia باکتری 

T.denticola  5با شماره دسترسی-D35405 عنوان کنترل به

میلی  µl 25 (2در حجم  PCRواکنش  .مثبت استفاده گردید

از  کرومولاریم dNTPs، 5/0میلی مولار  2/0مولار یون منیزیم، 

میکرولیتر از ژنوم هر یک از  2پرایمرهای جلو زن و عقب زن، 

 Taqو یک واحد آنزیم  ng/µl 35گانه با غلظت پنج یهایباکتر

DNA polymeraseصورت واسرشت ( انجام شد. از برنامه دمایی به

دقیقه، واسرشت  4به مدت  گرادیدرجه سانت 95اولیه در دمای 

دقیقه، اتصال پرایمرها به  1مدت درجه به  95ثانویه در دمای 

برای  گرادیدرجه سانت 4/49و  49، 63، 60،60در دمای  بیترت

، Aggregatibacter ،Tannerella یهاژن

Prevotella،Treponema  وPorphyromonas   45به مدت 

سیکل  35ثانیه در  45درجه به مدت  72ثانیه، طویل شدن در 

صورت جداگانه انجام ثانیه به 45درجه به مدت  72و سپس دمای 

کنترل منفی مشابه شرایط نمونه شد. در هر بار آزمایش، یک 

منظور بررسی ولی بدون افزودن الگو استفاده گردید. بهآزمون 

 %2، محصولات واکنش در ژل آگارز حضور تکثیر قطعات موردنظر

تکنیک دقیق برای محصولات  طراحیمنظور بهالکتروفورز شدند. 

PCR، ها با از متد کلونینگ استفاده شد پس از تخلیص نمونه

 مطالعه نیدر ا مورداستفاده یمرهایپرا -1جدول 

Bacterium 
Target 

gene 
Primer name Primer sequence Tm (˚C) 

Product 

length (bp) 

A. actinomycetemcomitans hbpA 

F-Aggrega- hbpA AGACCCAATGCAAAAGTAACG 5/65  

161 

R- Aggrega- hbpA GCAGTTCTGGGCTGAATTG 6/65  

P. gingivalis fimA 

F- Porphy-fimA ACAGCAGGAAGCCATCAA 6/56  

162 

R- Porphy-fimA GCAGTCAGTTCAGTTGTCAA 7/64  

P. intermedia 16s rRNA 

F- Pre 16 GAGGCAGCAGTGAGGAATA 4/65  

283 

R- Pre 16 GCAAGGTAGATGTTGAGCAC 3/65  

T. forsythensis 16s rRNA 

F- Tan-16 GCATGTACCTTGTGAATAAGCA 3/65  

250 

R- Tan-16 CTTCGCAATCGGAGTTCTG 65 

T.denticola 16s rRNA 

F- Tre-16 CAAGGCAACGATGGGTATC 8/64  

173 

R- Tre-16 CTGCAAAAGAATTTTACAACCTTTC 1/64  
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ها ها و خلوص آننمونه یساز)کره( برای آماده Bionnerکیت 

( کانادا) Fermentasنمونه با استفاده از پروتکل کیت کلونینگ 

انجام گرفت. پس از  هایکلونینگ برای هر ژن از باکتر Tواکنش 

واکنش  E.coli JM 107باکتری پذیرا  یسازآماده

پذیرا در محیط کشت  یهایترانسفورماسیون انجام و باکتر

Luria Bertani agar آلمان( که دارای -)مركX-Gal مرك(-

و  نیلیسیآمپ یهاکیوتیبیآلمان( و آنت-)مرك IPTGآلمان(،

نالیداکسیک اسید است کشت داده شد. بررسی اولیه تست با 

برای هر یک  PCR کلنی های سفید و آبی و تستغربالگری پرگنه

حاوی  یهاتائید نهایی کلون یها موردنظر انجام گرفت. برااز ژن

ژن موردنظر پس از استخراج از پلازمیدها با استفاده از کیت 

انجام گرفت. سپس  )کره( Bionnerشرکت استخراج پلازمید 

ها از های حساسیت برای هر یک از ژنجهت تعیین تست

 PCRاز پلازمیدها تهیه و انجام واکنش  10-10تا  10-1 یهارقت

بر روی پلازمیدها انجام گرفت تا حد تشخیص تعیین شود. برای 

های کنترل ها از ژنوم باکتریبررسی میزان اختصاصیت تست

، 25923 یبا شماره دسترس Staphylococcus aureusمنفی 

، باکتری 6051 با شماره دسترسی Bacillus subtilisباکتری 

Shigella sonnei 9290 دسترسی شماره با ،Enterobacter 

aerogenes و 25922 یبا شماره دسترس Klebsiella 

pneumoniae از انستیتو پاستور ایران  7881 یبا شماره دسترس

 تهیه شد.

 نتایج  
و طراحی بانک ژنی از  hbpAژن  یهانتایج اخذ سکانس

 Aggregatibacter پرایمرهای اختصاصی باکتری

actinomycetemcomitans  شده، ترادف ثبت 83تعدادfimA 

، شدهترادف ثبت 27تعداد  Porphyromonas gingivalis باکتری

 27تعداد Prevotella intermedia  باکتری 16s rRNAژن 

 Tannerella باکتری 16s rRNAترادف، ژن 

forsythensis(Bacteroides forsythus)   ترادف، ژن  10تعداد

16s rRNA یباکتر Treponema denticola  ترادف  46تعداد

 شده این ژن استخراج گردید.ثبت

 

 هاتکثیر نمونه

ای پلی با استفاده از واکنش زنجیره hbpAپس از تکثیر ژن  

، مطابق انتظار %2مراز و الکتروفورز محصول بر روی ژل آگاروز 

نتیجه این  A1 جفت باز به دست آمد. شکل 161باندی برابر 

 .دهدیالکتروفورز را نشان م

 hbpAژن  PCRواکنش  یژگیو نییتع جینتا 

به کمک  PCRروش با استفاده از انجام  یژگیو نییتع

 یهایاز باکتر یژن هدف و البته در حضور ژنوم پانل یمرهایپرا

 یهایژنوم باکتر یبر رو PCRانجام گرفت. انجام  یکنترل منف

دهنده نکرد که نشان جادیا یباند مشخص چیه یکنترل منف

 (.B1کامل روش است )شکل  یژگیو

 
: ژنوم 1شماره . چاهک B1شکل .: کنترل منفیhbpA.NCژن PCR  محصول 1شماره  bp plus 100 یمارکر مولکولسایز : A1- SMشکل 
E.coli ،2مارکر زی: سا bp100 های : به ترتیب ژنوم باکتری8تا  5: کنترل مثبت، شماره 4: کنترل منفی، 3، شمارهB.subtilis ،E.faecalis ،

S.aureus،.P.aerogenosa  شکلC1.  ژن نتایج تعین حساسیت و حد تشخیصhbpA 
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واکنش  (LOD)نتایج تعیین حساسیت و حد تشخیص 

PCR  ژنhbpA 

که باند قابل مشخص  hbpAآخرین رقتی از پلاسمید حامل ژن 

کمترین تعداد  .(C1 بود )شکل (fg4/17) 10-7نمود را ایجاد 

تعیین گردید.  5200عدد مربوط به این ژن  صیتشخقابل کپی

قادر به ردیابی  شدهیطراحدهد که پرایمرهای این عدد نشان می

میکرولیتری  PCR 25کپی از ژنوم در یک واکنش  5200

، کلونینگ و PCRست آپ واکنش  از آمدهدستبهنتایج  هستند.

 Porphyromonas باکتری fimAاستخراج پلاسمید دارای ژن 

gingivalis  پلی مراز و الکتروفورز  ایزنجیرهبا استفاده از واکنش

 162، مطابق انتظار باندی برابر %2بر روی ژل آگاروز  محصول

نتیجه این الکتروفورز را نشان  D2 آمد. شکل به دستجفت باز 

با استفاده از  fimAژن  PCRنتایج تعیین ویژگی واکنش  .دهدیم

به کمک پرایمرهای ژن هدف و البته در حضور ژنوم  PCRانجام 

بر روی  PCRانجام گرفت. انجام  کنترل منفی یهایباکتر پانلی از

کنترل منفی هیچ باند مشخصی ایجاد نکرد که  هایباکتریژنوم 

 .استویژگی کامل روش  دهندهنشان

واکنش  (LOD)نتایج تعیین حساسیت و حد تشخیص 

PCR  ژنfimA 

که باند قابل مشخص  fimAآخرین رقتی از پلاسمید حامل ژن 

کمترین تعداد  .(E2 بود )شکل (fg 63/40) 10-6نمود را ایجاد 

تعیین گردید.  12000عدد مربوط به این ژن  صیتشخقابل کپی

قادر به ردیابی  شدهیطراحدهد که پرایمرهای این عدد نشان می

میکرولیتری  PCR 25کپی از ژنوم در یک واکنش  12000

 هستند.

، کلونینگ و PCRست آپ واکنش  از آمدهدستبهنتایج 

 intermedia.P  باکتری 16s rRNAاستخراج پلاسمید دارای ژن 

پلی مراز و الکتروفورز محصول بر  ایزنجیرهبا استفاده از واکنش 

به جفت باز  283، مطابق انتظار باندی برابر %2روی ژل آگاروز 

نتایج  . دهدیمنتیجه این الکتروفورز را نشان  F2 آمد. شکل دست

باکتری  16s rRNAژن  PCRتعیین ویژگی واکنش 
intermedia. P با استفاده از انجامPCR  به کمک پرایمرهای ژن

 کنترل منفی هایباکتریهدف و البته در حضور ژنوم پانلی از 

 انجام گرفت. 

واکنش  (LOD)نتایج تعیین حساسیت و حد تشخیص 

PCR  16ژنs rRNA  باکتریintermedia. P 

باکتری  16s rRNA ژنآخرین رقتی از پلاسمید حامل 
intermedia.P  10-4 نمودکه باند قابل مشخص را ایجاد (fg 38) 

مربوط به این  صیتشخقابل کمترین تعداد کپی .(G2 بود )شکل

دهد که تعیین گردید. این عدد نشان می 11000عدد ژن 

کپی از ژنوم در  11000قادر به ردیابی  شدهیطراحپرایمرهای 

 رولیتری هستند.یکم PCR 25یک واکنش 

، کلونینگ و PCRست آپ واکنش  از آمدهدستبهنتایج 

  باکتری 16s rRNAژن استخراج پلاسمید دارای 

 
و  تیحساس نیتع جینتا E2شکل شماره  fimAژن PCR محصول  3شماره  ،یکنترل منف 2شماره   bp 100مارکر زیسا 1شماره  چاهک -D2شکل 

 نیتع جینتا: G 2شکل  یکنترل منف 3شماره  PCR محصول  2شماره   bp 100مارکر زیسا 1شماره  چاهک: F2شکل fimAژن  صیحد تشخ

 intermedia. P یباکتر 16s rRNAژن  صیو حد تشخ تیحساس
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forsythensis.T  پلی مراز و  ایزنجیرهاستفاده از واکنش  با

، مطابق انتظار باندی %2الکتروفورز محصول بر روی ژل آگاروز 

نتیجه این الکتروفورز  H3آمد. شکل  به دستجفت باز  250برابر 

 .دهدیمرا نشان 

باکتری  16s rRNAژن  PCRنتایج تعیین ویژگی واکنش 
forsythensis.T   تعیین ویژگی روش با استفاده از انجامPCR  به

کمک پرایمرهای ژن هدف و البته در حضور ژنوم پانلی از 

 های کنترل منفی انجام گرفت.باکتری

 PCRواکنش  (LOD)نتایج تعیین حساسیت و حد تشخیص 

 forsythensis .Tباکتری  16s rRNAژن 
باکتری  16s rRNA آخرین رقتی از پلاسمید حامل ژن

forsythensis.T 10-5 که باند قابل مشخص را ایجاد نمود ( f g

مربوط به  یصتشخکمترین تعداد کپی قابل .(I3)شکل  ( بود2/4

دهد که تعیین گردید. این عدد نشان می 1200این ژن عدد 

کپی از ژنوم در یک  1200قادر به ردیابی  شدهیپرایمرهای طراح

آمده از دستنتایج به میکرولیتری هستند. PCR 25واکنش 

 16sژن ، کلونینگ و استخراج پلاسمید دارای PCRواکنش 

rRNA باکتری denticola. Tای پلی مراز و از واکنش زنجیره

، مطابق انتظار باندی %2الکتروفورز محصول بر روی ژل آگاروز 

نتیجه این الکتروفورز  J3جفت باز به دست آمد. شکل  173برابر 

 .دهدیرا نشان م

باکتری  16s rRNAژن  PCRنتایج تعیین ویژگی واکنش 
denticola. T 

به کمک  PCRتعیین ویژگی روش با استفاده از انجام 

های پرایمرهای ژن هدف و البته در حضور ژنوم پانلی از باکتری

 (.K4کنترل منفی انجام گرفت )شکل 

 
 تیحساس نیتع جی. نتاI3شکل  16s rRNAژن PCR محصول  3. شماره یکنترل منف 2شماره   bp 100مارکر زیسا 1شماره  چاهک -H3شکل 

 PCR  محصول 2شماره   bp 100مارکر زیسا 1شماره  چاهک. J3شکل   forsythensisیباکتر 16s rRNAژن  صیتشخ حد و

 

 
 ،16s rRNAژن  ریمربوط به تکث یجفت باز 173کنترل مثبت باند  :3،ی: کنترل منف2، شماره bp100مارکر  زی: سا1 شماره چاهک -K 4لشک

 صیو حد تشخ تیحساس نیتع جینتا .L4شکل  B.subtilis ،E.faecalis ،S.aureus ،P.aerogenosa ،E.coli یهایژنوم باکتر بی: به ترت8تا  4شماره 

 denticola. T یباکتر 16s rRNAژن 
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واکنش  (LOD)نتایج تعیین حساسیت و حد تشخیص 

PCR  16ژنs rRNA  باکتریdenticola. T 

باکتری  16s rRNA آخرین رقتی از پلاسمید حامل ژن
denticola.T 10-6 که باند قابل مشخص را ایجاد نمود (fg 35 )

مربوط به این  صیتشخکمترین تعداد کپی قابل .(L4بود )شکل 

دهد که تعیین گردید. این عدد نشان می 10000ژن عدد 

کپی از ژنوم در  10000قادر به ردیابی  شدهیپرایمرهای طراح

 میکرولیتری هستند. PCR 25یک واکنش 

 

 بحث 
کنند شامل که در حفره دهانی تکثیر می ییهابوکریم

ها هستند که هر یک از گونه هایمتنوعی از باکتر یهاگروه

ای خود را برای رشد طلب نیازهای فیزیکی ـ شیمیایی و تغذیه

دهان که با موفقیت در آزمایشگاه رشد  یهاید. برای باکترنکنمی

ها باید طوری باشد که نیازهای شود، شرایط نگهداری آنداده می

ها را پاسخ دهد اما مطالعات میکروسکوپی اولیه بیان مختلف آن

توان در را نمی هایای از این باکترداشت که بخش عمدهمی

ه نیازی نوکلئیک اسیدی ک یهاآزمایشگاه کشت داد. معرفی روش

دهانی را  یهایاز باکتر یترعیبه کشت نداشتند طیف وس

شناسایی کرد. در میکروبیولوژی دهان شناسایی و تعیین مشخصه 

مختلف دهان  یهامختلف درگیر در عفونت هاییسمکردن ارگان

ضروری است. بدون شک چنین اطلاعاتی برای پیگیری پیشرفت 

ریع و مطمئن شناسایی های س. روش(16، 15بیماری مفید است )

های حفره برای بررسی ارتباط بین باکتری هایکروارگانیسمم

رایج برای  هاییکهای پریودنتال مفید است. تکندهانی و بیماری

های ایمونولوژیک و تشخیص این عوامل شامل کشت، روش

و گران هستند و ممکن  یرگهای کشت وقتمولکولی است. روش

. (17) مهم شکست بخورند هاییسمگاناست در رشد برخی از ار

دهانی تهیه  هاییکروارگانیسمیکی از مشکلات نسبی تشخیص م

خاصی نیاز  هاییکنمونه کلینیکی است که گاهی اوقات به تکن

ساب  یهاو همکاران نمونه Khalil Boutaga 2007دارد. در سال 

های ژنژیوال و شستشوی دهان را برای تشخیص و شمارش پاتوژن

مقایسه کردند و  Real time PCRتکنیک  یلهوسپریودنتال به

نبودن تهیه نمونه شستشوی  یرگنشان دادند که علاوه بر وقت

کاملاً  هایکروارگانیسمدهان، این نمونه برای تشخیص این م

و همکاران  Khalil Boutaga 2003. در سال (18) مناسب است

یص را برای تشخ Real-time PCRهای کشت و روش

Porphyromonas gingivalis ساب ژینژیوال  یهادر نمونه پلاك

 Real-timeها نتیجه گرفتند علاوه بر اینکه مقایسه کردند. آن

PCR مزایایی مانند سرعت و  کندینتایج کشت کمی را تائید م

 یراًاخ .(19-21حساسیت برای تشخیص این باکتری را نیز دارد )

تشخیص انواعی از برای  Real-time PCRهای روش

 هاییروسها و و، انگلهایشامل باکتر هایکروارگانیسمم

. (22-25انسانی مورداستفاده قرارگرفته است ) زاییماریب

موجب  Taq-manبا استفاده از سیستم  Real-time PCRواکنش 

شود )با پیوسته محصولات در یک تیوب بسته می یریگاندازه

 Taq DNAآنزیم  5→ʹ3ʹازی استفاده از فعالیت اگزونوکلئ

polymerase )1996در سال  .(4) و با کمک پروب Ashimoto 

A های های مرتبط با بیماریو همکاران برای تعیین شیوع باکتری

استفاده کردند.  16s rRNAمبتنی بر ژن  PCRپریودنتال از روش 

 Actinobacillusهای ها در این مطالعه شیوع باکتریآن

actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus, 

Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, 

Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, 

Prevotella nigrescens و Treponema denticola 50را در 

فرد بالغ با ژنژیوایتیس  50بیمار مبتلا به پریودنتایتیس پیشرفته، 

کودك مبتلا به ژنژیوایتیس جزئی بررسی کردند.  50جزئی و 

را  16s rRNAمبتنی بر ژن  PCRبودن روش  دیها مفمطالعه آن

مهم ساب ژنژیوال را نشان داد،  یهاسمیکروارگانیبرای تشخیص م

و  یموردبررس یهاها ارتباط قوی بین گونههمچنین نتایج آن

 Yasuyuki 2002در سال . (5) بیماری پریودنتال را نشان داد

Asai های و همکاران از روشPCR  اختصاصی گونه برای

 ,Treponema denticolaتشخیص ترپونماهای دهانی مانند 

Treponema vincentii, Treponema medium یهادر نمونه 

ها همچنین تعداد پلاك ساب ژنژیوال انسانی استفاده کردند. آن

 Real-time PCR Taqmanهر ارگانیسم را با استفاده از روش 

از روش  Mario Julio 2003در سال . (4) کردند یریگاندازه

PCR یهابرای شناسایی چهار عامل پریودنتوپاتوژن در نمونه 

هر یک از  PCRینیکی استفاده کرد. او نشان داد که محصول کل

تواند و این روش می کندیهدف یک باند منفرد ایجاد م یهاژن

پریودنتال در  هاییسمبا حساسیت مناسب برای شناسایی ارگان

و  Wahlfors. محققی به نام (26) کلینیکی بکار رود یهانمونه

اند که توانایی طراحی کرده MPCRهمکاران یک واکنش 

های عدد از باکتری 50تا  5 ییشناسا

Actinomycetemcomitans  وP.gingivalis در (27) را دارد .
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همکاران از مکزیک  و Garciaاخیر دانشمندی به نام  یهاسال

های پریودنتال مثل پاتوژن ییموفق به شناسا

A.actinomycetemocomitans، P.gingivalis  و

Prevotella.intermedia  .ها استفاده روشی که آن هرچندشدند

 2000. در سال (28) نبود B.forsythus ییکردند قادر به شناسا

در مرکز میکروبیولوژی و دانشکده دندانپزشکی در توکیو با 

، 16s rRNA بیمار با استفاده از 60در بین  MPCRاستفاده از 

را در  ,T.denticolla, P.gingivalis B.forsythusهای باکتری

سنین مختلف بررسی کردند در این مطالعه به بررسی نسبت این 

 .تلف و به رابطه بیماری با سن پرداختندبا سنین مخ هایباکتر

منظور رابطه سن و بیماری پریودنتال همچنین در تحقیقاتی که به

و همکاران گزارش دادند که سن یکی از  Rodenburgانجام شد 

. سال (29) است P.gigivalisفاکتورهای خطر برای عفونت 

پزشکی در دانشگاه چین با دو  یشناسکروبیدر بخش م 2006

 ,prtc یهاژن و 16SrRNA یهابه شناسایی ژن M-PCRروش 

fimA,  ازP.gigivalis 16 نیچنو همSrRNA یهاو ژن lkta, fap 
A.actinomycetemcomitans  پرداختند. در مطالعاتی مشابه در

 2006و همکاران در سال  F.Foshiتوسط  متحدهالاتیبوستون ا

، با ایجاد عفونت در موش با این Treponema denticola یبر رو

ها شدند و متوجه عفونت شدید در موش روز 21باکتری بعد از 

توانستند از کبد و قلب چند بخش دیگر این باکتری را جدا کنند 

و همکاران عنوان  Mitchell-Lewisدر یک مطالعه  .(27، 26)

های ایجادکننده بیماری پریودنتال از میزان پاتوژن نمودند که

در پلاك  Campylobacter. rectus, Tanerela.forsitusقبیل 

مادرانی که زایمان زودرس داشته و نوزادانی  یارلثهیز میکروبی و

-32آوردند بیشتر بوده است ) ایبا وزن کمتر از حد طبیعی به دن

29). 
 

Roberts SA, Shore KP, Paviour SD, Holland D, Morris 

AJ  اند نشان داده 2007تا  1990طی مطالعات مختلفی از سال

صورت چند عمدتاً به از حفره دهان شدههیته یهاکه نمونه

 یهاسمیدرصد ارگان 38تا  30میکروبی بوده و تقریباً حدود 

در مطالعه حاضر . (33) اجباری است یهوازیجداشده شامل ب

های تشخیص سریع، دقیق و حساس برای دستیابی به روش

های پاتوژن دهانی، روش مولکولی باکتری ینتراز مهم یاپاره

PCR ها طراحی گردید. انتخاب ژن هدف برای هر یک از آن

های مولکولی سنگ بنای اصلی طراحی تشخیصی در روش

. یک ژن دارای ارزش تشخیصی علاوه بر گرددیمحسوب م

 هاییهمنحصر بودن برای باکتری هدف بایستی در تمام سو

شده باشد. بررسی متون و مقالات مختلف باکتری هدف حفاظت

 Aggregatibacter  برای باکتری hbpAه ژن نشان داد ک

actinomycetemcomitans و ژنfimA برای باکتری 

Porphyromonas gingivalis اختصاصی بوده و دارای ارزش ،

توان از تشخیصی است. همچنین بررسی متون نشان داد که می

های در باکتری 16s rRNA یهاشده ژننواحی حفاظت

Prevotella intermedia ،Tannerella forsythensis و 
Treponema denticola  برای تشخیص استفاده نمود. برای

قادر به  شدهیهای طراحاطمینان از اینکه هر یک از روش

مربوطه  یهامربوطه است همه سکانس هاییهسوتشخیص همه

و  یاستخراج و تراز بند GeneBankاز پایگاه اطلاعاتی 

 versionافزار معتبراده از نرمشده با استفمحافظت یهاقسمت

5.5  CLC Main Workbench طراحی  تاًیبه دست آمد و نها

انجام شد.  version 7.60 AlleleIDافزار معروف پرایمر با نرم

و  BLASTسرانجام برای اطمینان از ویژگی پرایمرها از سرویس 

Primer BLAST  مربوط بهNCBI  استفاده گردید. مسیر فوق

که پرایمرهای فوق ازهرجهت صلاحیت استفاده  دینمایتضمین م

 در تشخیص میکروارگانیسم مربوطه را دارند.

 

 گیرینتیجه
دهنده کارایی های تشخیصی که نشاندو خصوصیت مهم روش

های ها است حساسیت و ویژگی آنالیتیکال است. گرچه روشآن

ها است اما هر یک از آن شدهیها معرفمختلفی برای تعیین آن

دارای نقاط ضعفی است. در این پروژه برای به دست آوردن 

 CLSIتوسط  شدههیهای معتبری که توصبهترین نتیجه از روش

شده است. برای مثال برای تعیین حد تشخیص از است استفاده

کلونینگ ژن هدف در وکتور پلاسمیدی و تهیه رقت سریال 

ر که قبلاً ذکر شد از دقت بالاتری نسبت طوشده که هماناستفاده

 .ها برخوردار استبه سایر روش

 

 تشکر و قدردانی
که آزاد اسلامی واحد قم از مسئولین دانشگاه  وسیلهینبد

برای انجام این طرح با کد پژوهشی  هاییتشرایط اجرای فعال

ند صمیمانه تشکر و قدردانی درا فراهم آور 51543880806009

 .گرددیم
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Abstract 
 

Background & Objective: Periodontal disease, which can become a chronic condition, is an 

inflammatory disease that upsets the soft and hard structures supporting the teeth. The aim of the 

present study was to design and develop an in-house PCR Method, to detect putative periodontitis-

related bacterial pathogens. 

Materials & Methods: The PCR method was launched using specific primers of the five bacteria 

including Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia, 

Porphyromonas gingivalis and Treponema denticola. Then, the sensitivity and specificity tests were 

performed for each bacterium after cloning. 
Results: Basic specific Primer: hbp Aggregatibacter actinomycetemcomitans ،fimA Porphyromonas 

gingivalis ،gene 16s rRNA Prevotella intermedia 16s rRNA Tannerella forsythensis gene and 16s rRNA 

Treponema denticola 161 bp ،162 bp, 282 bp, 280 bp,173 bp and the sensitivity and specificity tests were 

performed for this gene. 

Conclusion: In order to evaluate and diagnose periodontal diseases using PCR technique, these 

factors can be identified with high specificity and sensitivity. 
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