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 و پروپیدیوم مونوآزید  (EMA)مقایسه کارآیی اتیدیوم مونوآزید 

(PMA) در شمارش سلول هاي زنده پاتوژن به روشPCR زمان واقعی در 
  مدل غذاییسیستم هاي 

 

  1 فهیمه توریان ، 1مریم عزیزخانی

  

  

   ، ایرانن آمل، گروه بهداشت مواد غذایی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه تخصصی فناوري هاي نوی اسنادیار-1
  )19/10/97: پذیرش تاریخ  97/ 14/03:  دریافت تاریخ(

 
 

  یدهچک
 سلول هاي زنده،  سلول هاي مرده را نیز شمارش می کند و این امر قضاوت در مورد کیفیت میکربی نمونه هاي غذایی را DNA علاوه بر PCRتکنیک 

ن  در شمارش سلول هاي پاتوژqPCR- و پروپیدیوم مونوآزید-qPCRهدف این مطالعه مقایسه تکنیک هاي اتیدیوم مونوآزید. دچار مشکل می نماید
و ) کم چرب(در نمونه هاي شیر کم چرب و پرچرب، پنیر لاکتیکی ) اشرشیاکلی، استافیلوکوکوس ارئوس، انتروکوکوس فیکالیس و لیستریامونوسیتوجنس(

ازي پلت پس از جداس. هاي زنده و کشته شده توسط حرارت به نمونه هاي غذایی تلقیح گردید هاي مختلف از پاتوژن  نسبت .بود) پرچرب(پنیر پروسس 
در نمونه شیر کم  . توکی جهت تحلیل داده ها بکار رفتآزمونآنالیز واریانس یک طرفه و .  کمی انجام شدPMA  ،PCR  و EMAباکتریایی و تیمار با

 واستافیلوکوکوس اورئوس، انتروکوکوس فکالیس ، اشرشیاکلی درصدي در شمارش 30 و 23، 20، 18، کاهش EMAچرب، طی تیمار با 
 درصدي در شمارش 12 و 8، 3، 6 در همین نمونه کاهش PMA در تیمار با همچنین . در مقایسه با کشت معمولی مشاهده شدامونوسیتوجنسلیستری

در نمونه هاي غذایی پرچرب مانند پنیر پروسس در تیمار .  به دست آمد لیستریامونوسیتوجنسواستافیلوکوکوس اورئوس، انتروکوکوس فکالیس ، اشرشیاکلی
استافیلوکوکوس ، اشرشیاکلی درصدي در تعداد، به ترتیب، 5 و 10، 6، 9 کاهش PMA درصدي و در تیمار با 25 و  30، 27، 20، کاهش EMAبا 

  از تولید سیگنال در باکتري هاي مختلف متفاوت PMA  و EMAدرجه بازداري .  مشاهده گردید لیستریامونوسیتوجنسواورئوس، انتروکوکوس فکالیس 
  . نداشتPMA و   EMAبر کارآرایی   )p<05/0(رصد چربی نمونه ها تاثیر  معناداري بود و د

  
   غذاییسیستم هاي مدل پی سی آر، اتیدیوم مونوآزید، پاتوژن، پروپیدیوم مونوآزید، :کلید واژگان
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  مقدمه - 1
تا قبل از دو دهه گذشته، شمارش و تشخیص میکروارگانیـسم هـا             

ر محیط هاي مختلـف کـشت و بـا صـرف     صرفا بر اساس کشت د  
بـا ابـداع    . زمان طولانی جهت رشد میکروارگانیسم انجام می شـد        

، کـه امکـان تکثیـر و    (PCR) تکنیک واکنش زنجیـره اي پلیمـراز  
و در نتیجه شمارش تعـداد   DNA تعیین کمیت حتی مقادیر اندك

جزئی میکروارگانیسم ها را فراهم می سازد، روش هاي مولکـولی           
ان تکنیـک هـاي سـریع، قابـل اعتمـاد و مـستقل از کـشت         به عنـو  

یکــی از نــواقص . ]1[میکربـی وارد حــوزه میکروبیولــوژي شـدند  
فقدان قابلیت تمایز بـین سـلول هـاي زنـده و      PCR تکنیک نوین

در محـیط پـس از مـرگ سـلول      DNA مرده به علـت باقیمانـدن  
ــد. اســت  و پروپیــدیوم مونوآزیــد (EMA) اتیــدیوم مونوآزی

(PMA) در انجام PCR  جهت برطرف نمودن این مشکل به کار
  فته اند و به نظر می رسد با به کار گیري ایـن ترکیبـات، تکنیـک   

PCR            قادر به ایجاد تمایز بین سلول هاي زنده و آسیب دیـده مـی
 قـادر  PMA و EMA به نظر می رسد رنگ هاي آلـی . ]2[باشد 

،  ]3 [ باشـند  نمـی  سلول هاي زنده به نفوذ به غشاي سیتوپلاسمی
محافظـت نـشده واکـنش داده و یـا صـرفا وارد       DNA لذا تنها با

سلول هایی با غشاي آسیب دیـده شـده و در برابـر تـابش نـور بـا        
ژنومیـک متـصل مـی شـوند،      DNA برقراري پیوند کووالانت به

 DNA .]4[بخش آزید نیز به رادیکـال نیتـرن تبـدیل مـی شـود      

 PCR کثیـر در چرخـه هـاي    فاقد توانـایی ت ،متصل شده به رنگ

است، بنابراین سلول هاي مرده جـستجو و شـمارش نمـی شـوند              
 کـه  نـشان داد ) 2015(و همکاران   Wagner نتایج مطالعات. ]3[

قبـل از   PMA و EMA تیمار سلول هاي باکتریایی و قـارچی بـا  
سـلول   DNA ، با هدف حـذف انتخـابی  DNA مرحله استخراج

امیـت دیـواره سـلولی موجـب     هاي زنده از سـلول هـاي فاقـد تم      
. ]1[اسـتخراج شـده مـی گـردد      DNA کـاهش عمـده در تعـداد   

 PMA و EMA مطالعـه دیگـري نیـز در خـصوص اسـتفاده از     

و غیرعفونـت زا  ) فعـال (جهت تمـایز ذرات ویروسـی عفونـت زا         
پس از تیمار با حرارت، اشـعه مـاوراء بـنفش و کلـرین        ) غیر فعال (

 PMA و EMA کـه تیمـار بـا    نتایج نـشان داد . انجام شده است

روشی ساده و ارزان قیمت جهت بررسی تاثیر کلـرین بـر ویـروس     
همچنــین کیفیــت غیرفعــال ســازي حرارتــی . ]5[ هــا مــی  باشــد

کمـی در   PCR نوروویروس انسانی در ماده غذایی با به کارگیري
مطـابق  . مورد ارزیابی قرار گرفته است PMA و EMA ترکیب با

ه تیمارهاي حرارتی، تیتر نوروویروس پـس از        نتایج مطالعه، در هم   
 کـاهش بیـشتري داشـته    EMA نسبت به تیمار بـا  PMAتیمار با   

   .]6[ است
در چندین مطالعه  EMA/PMA-PCR با وجود اینکه روش    

به کار رفته اند و تکنیک در سطح آزمایشگاهی شناخته شده اسـت        
 وضـعیت   و پـایش ،اما هنوز در بخش هاي نظارتی با هدف کنتـرل    

میکربی نمونه هاي غذایی عرضه شـده در بـازار مـصرف بـه کـار                
 به نظر می رسد علـت ایـن امـر، نـامعلوم بـودن تـاثیر               .نرفته است 

متغیرهاي مختلف مانند ترکیب و ماهیت مـاده غـذایی بـر کـارآیی              
 باشد، لذا مطالعـات گـسترده تـري    EMA/PMA-PCR تکنیک

 مـواد غـذایی نیـاز    نـواع  ا در راستاي ارزیابی کفایت روش فوق در      
- EMA  هدف از انجام این مطالعه مقایـسه تکنیـک هـاي   . است

PCR و PMA-PCR    ــاتوژن ــاي پ ــلول ه ــمارش س در ش
استافیلوکوکوس اورئوس، انتروکوکـوس  ،  O157:H7اشرشیاکلی(

در نمونه هاي شیر کم چـرب و        )  لیستریامونوسیتوجنس وفکالیس  
  .بود) پرچرب(روسس و پنیر پ) کم چرب(پرچرب، پنیر لاکتیکی 

 

  ها  روشمواد و -2
  جمع آوري نمونه -2-1

و ) کـم چـرب  (نمونه هاي شیر کم چرب و پرچرب، پنیر لاکتیکی     
به صورت تصادفی از فروشگاه هاي شـهر        ) پرچرب(پنیر پروسس   
 یخ به آزمایشگاه منتقـل و تـا         هنمونه ها در کنار کیس    . آمل تهیه شد  

 درجـه سـانتیگراد     4±1 دماي   زمان انجام آزمایشات در یخچال در     
  .نگهداري شدند)  ساعت24کمتر از  (
  سویه هاي باکتریایی -2-2
استافیلوکوکوس ،  O157:H7   (ATCC 35218) اشرشیاکلی 

 ATCC (فکـالیس  انتروکوکـوس ، )ATCC 29213 (اورئوس

از مجموعــه ) PTCC 1163 (لیــستریا مونوســیتوژنزو ) 9854
تهیـه و در ایـن      ) تهـران، ایـران   (کشتهاي میکربی انـستیتو پاسـتور       

باکتري ها در محیط تریپتیـک سـوي بـراث در    . مطالعه به کار رفت 
 ساعت کـشت و بـه روش کـشت    18 درجه سانتیگراد به مدت  37
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از سـوي آگـار  در شـرایط گرمخانـه گـذاري              در محیط تریپتیـک   
  .مشابه شمارش شدند

  مواد شیمیایی -2-3
و ) ن، قرص رینگر، پپتوEMA ،PMA (کلیه مواد شیمیایی
ائوزین متیلن بلو، برد پارکر آ گار، بایل محیط هاي کشت 

) دارمستاد، آلمان(از شرکت مرك اسکولین آ گار و پالکام آ گار 
  .تهیه شد

 مــاده غــذایی بــه طــور  باکتریــاییتلقــیح -2-4
  مصنوعی

جهت سپس، . ابتدا بار میکربی اولیه نمونه ها بررسی گردید  
، PMA  و EMAش پی سی آر کمی  باتعیین حساسیت واکن

هاي زنده و کشته شده توسط حرارت  هاي مختلف از سلول نسبت
. به نمونه ها تلقیح شد)  درجه سانتیگراد70(به طور مصنوعی 

 گرم 25به :  ها به صورت زیر انجام گرفت تلقیح باکتریایی نمونه
   میلی لیتر محلول آب پپتونه225از نمونه ها به صورت اسپتیک 

بافري شده  در یک کیسه پلاستیکی استریل داراي فیلتر جانبی 
میکروژن (افزوده و با استفاده از دستگاه پالسیفایر یکنواخت شد 

مخلوط حاصل از قسمت ). بیوپروداکتس، سوري، انگلستان
هر .  میلی لیتري تقسیم شد30فیلترشده برداشته و در قسمت هاي 

 و کشته شده به صورت زیر هاي زنده قسمت با مخلوطی از سلول
هاي زنده   درصد سلول75هاي زنده،   درصد سلول100: تلقیح شد

 50هاي زنده و   درصد سلول50هاي مرده،   درصد سلول25و 
درصد 75هاي زنده و   درصد سلول25هاي مرده،  درصد سلول

یک کنترل منفی . هاي مرده  درصد سلول100هاي مرده و  سلول
  .]7[مایش در نظر گرفته شد تلقیح نشده در هر آز

  شمارش باکتري نمونه ها در محیط کشت -2-5
 از نمونه ها در محلول رینگر استریل تهیـه شـد، از            10 به   1نسبت  

رقت هاي مختلـف آن بـر روي محـیط هـاي کـشت اختـصاصی                 
 ، بــرد پــارکر آگــار بــراي اشرشــیاکلیائــوزین متــیلن بلــو بــراي (

انتروکوکـوس  ین آگار بـراي     ، بایل اسکول  استافیلوکوکوس اورئوس 
کـشت و در    ) لیـستریا مونوسـیتوژنز    و پالکام آگـار بـراي        فکالیس

  .نهایت شمارش گردید

تیمار با اتیـدیوم مونوآزیـد و پروپیـدیوم          -2-6
  مونوآزید

جهت بررسی تاثیر تیمار اتیدیوم مونوآزید و پروپیدیوم مونو آزید 
هاي  سلول DNAدر حذف انتخابی سیگنال هاي حاصل از 

 کمی، ابتدا سوسپانسیون نمونه ها با PCRصدمه دیده  و مرده در 
 دور در دقیقه به مدت  10000 در محلول رینگر در 10 به 1نسبت 

 درجه سانتیگراد سانتریفوژ و پلت باکتریایی 4 دقیقه در 30
 در دي متیل PMA  و EMAسپس، . جداسازي گردید

 100استوك  جهت به دست آوردن محلول 20%سولفوکساید 
 درجه سانتیگراد – 20میلی مول حل و تا زمان استفاده در دماي 

 میکرولیتر از 500محلول استوك به . در تاریکی نگهداري شد
 میکرومول افزوده 100پلت باکتري تا رسیدن به غلظت  نهایی 

 ثانیه 5، نمونه ها به مدت PMA  و EMAپس از افزودن . شد
 در تاریکی در دماي اتاق قرار  دقیقه10ورتکس شده، به مدت 

 به داخل سلول PMA  و EMAگرفته و براي افزایش نفوذ 
 و PMA  و EMAسپس، جهت فعال سازي . تکان داده شدند
 دقیقه با استفاده از 30، نمونه ها به مدت DNAاتصال آنها به 

سیستم فعال سازي نوري در معرض نور هالوژن قرار گرفتند 
پس از ایجاد ).  به آرامی تکان داده شدند دقیقه5نمونه ها هر (

 دور در 7000اتصالات عرضی از طریق القاي نوري، سلول ها در 
 درجه سانتیگراد سانتریفوژ شده و 4 دقیقه در 5دقیقه به مدت  

پلت به دست آمده براي جداسازي  . محلول رویی دور ریخته شد
DNA 7[ مورد استفاده قرار گرفت[.  

  DNAاستخراج   -2-7
جهت ) روشه، ایالات متحده (Tripureمحلول استخراج 

 به کار رفت و کلیه مراحل مطابق دستورالعمل DNAاستخراج 
  .شرکت تولید کننده انجام شد

   کمیPCR انجام  -2-8 
از شرکت ) 1جدول  (PCRپرایمرهاي به کار رفته جهت انجام 

حنی جهت به دست آوردن من. تهیه شد) تهران، ایران(تکاپوزیست 
روند  درجه سانتیگراد با 70- 95ذوب پرایمرها دامنه حرارتی 

 Realواکنش .  درجه سانتیگراد در دقیقه اعمال شد1 افزایشی

Time PCR جهت جستجوي پاتوژن هاي باکتریایی با استفاده 
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 Power  SYBR Green و محلول  1از پرایمرهاي جدول 
 مستر  انجام شد،)Applied Biosystems،ایالات متحده(

  به reverse وforwardمیکس تهیه شده شامل پرایمرهاي 
 نانوگرم در 10غلظت نهایی  (DNA میکرولیتر، الگوي 1میزان 

 Power SYBR Green میکرولیتر مسترمیکس 10، )میکرولیتر
 ABI(واکنش در یک ترموسایکلر . و آب فاقد نوکلئاز بود

PRISM 7,500  Sequence Detection System, 

Applied Biosystems (شرایط چرخه حرارتی . انجام شد
 درجه سانتیگراد به 50یک سیکل در  : واکنش به صورت زیر بود

 2 درجه سانتیگراد به مدت 95 دقیقه، یک سیکل در 2مدت  
 60 ثانیه و 15 درجه سانتیگراد به مدت 95 چرخه در 40دقیقه،  

  .   دقیقه1درجه سانتیگراد به مدت 

 
Table 1 Primers used in qPCR 

Refere
nce Sequence    (5’3’) Primer  

    Listeria monocytogenes  

[9] 5′-GTCTGCAAAGCAATCCGCTGCAAATAAA-3′ 
5′-CTGTGTCCACGAGTTGGTTGATTA G-3′ 

hlyA-F  
hlyA –R  

  Escherichia coli 
 

[9] 
5′-GAGGCGAATGATTATGACTG-3′ 
5′-ACTTCAGGTACCTCAAAGAG-3′ 

she-F  
she –R 

  Staphylococcus aureus  
[10] 5′-TTTTTGGCACATGATTTAATTT-3′ 

5′-CAACCGTTTTATTGTCGTTG-3′ 
sec-F  

sec –R  
  Enterococcus faecalis 

[11] 5′- GAAACTAGTTAAGGAAGGAGTTAATTGTTTGATGAAG- 3′ 
5′ -CTTCTGCAGTTTCATTCATTGACCAGAACAGATTC- 3′ 

gel-F  
gel –R  

  
   تحلیل آماريتجزیه و - 2-9
از آزمون آنالیز واریانس یک طرفه و مقایسه چندتایی توکی  

جهت تعیین وجود اختلاف آماري میان نتایج  تعیین کمیت ژن 
داده ها .  استفاده شدشاهدهاي هدف در نمونه هاي تیمار شده و 

. ، مورد آنالیز قرار گرفت22نسخه SPSSبا استفاده از نرم افزار 
کرارپذیري نتایج، تیمار نمونه ها در سه تکرار جهت اطمینان از ت

 .انجام شد

  

  یافته ها - 3
در  PCR قبل از انجام PMA  و EMA  نتایج تیمار نمونه ها با

و شمارش در   qPCR تمایز سلول هاي زنده از مرده با نتایج
یافته ها نشان داد که تیمار ). 1شکل (محیط کشت مقایسه شد 

 قبل از استخراج PMA  و  EMA سلول هاي باکتریایی با

DNA  و سپس انجام  qPCR  موجب بازداري از ارسال
در نمونه شیر . سلول هاي آسیب دیده می گردد DNA سیگنال از

، 18،  کاهش DNA قبل از استخراج EMA  کم چرب، با تیمار
 اشرشیاکلی درصدي در شمارش، به ترتیب، 30 و 23، 20

O157:H7 ، ،وانتروکوکوس فکالیس استافیلوکوکوس اورئوس 
 در مقایسه با کشت معمولی مشاهده لیستریامونوسیتوجنس

           در همین نمونه کاهش  PMA در تیمار با). p>05/0(شد
 درصدي در نتایج شمارش، به ترتیب، 12 و 8، 3، 6
استافیلوکوکوس اورئوس، انتروکوکوس ، O157:H7اشرشیاکلی(

شت معمولی به  در مقایسه با ک لیستریامونوسیتوجنسوفکالیس 
در نمونه هاي غذایی پرچرب مانند پنیر  ).p>05/0(دست آمد

 درصدي 25 و  30، 27، 20، کاهش EMA پروسس در تیمار با
 درصدي در بررسی 5 و 10، 6، 9کاهش  PMA و در تیمار با

استافیلوکوکوس ، O157:H7 تعداد، به ترتیب، اشرشیاکلی
 در وسیتوجنس لیستریامونواورئوس، انتروکوکوس فکالیس 

  ).p>05/0(مقایسه با کشت معمولی مشاهده گردید
 درجه بازداري ترکیبات فوق از ،همانطور که از نتایج برمی آید

تولید سیگنال در باکتري هاي مختلف متفاوت بوده و به نظر می 
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 رسد درصد چربی در نمونه ها تاثیر معناداري بر میزان عملکرد با

  EMA و  PMA05/0(نداشته است>p(.   آنالیز آماري نتایج
 و داده هاي  qPCR حاصله، اختلاف معناداري را بین داده هاي

EMA-qPCR و PMA-qPCR  05/0(نشان داد<p( ،

نیز با   PMA-qPCR و EMA-qPCR همچنین، نتایج
-EMA و در تکنیک) p>05/0(یکدیگر اختلاف معنادار داشته 

qPCR دتعداد کمتري سلول شمارش گردی.  

  

  

 

Low-fat milk 
1.a 

1.b 
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Fig 1 Bacterial counts (Mean ± SD) in milk and cheese samples obtained form qPCR, EMA-qPCR and PMA-qPCR. 

 

  بحث - 4
در   PMA-PCR و EMA -PCR در این مطالعه تکنیک هاي 

شمارش سلول هاي پاتوژن واجد دیواره سلولی 
 و استافیلوکوکوس اورئوس، O157:H7اشرشیاکلی(

در نمونه هاي شیر و پنیر پروسس مورد ) تریامونوسیتوجنسلیس

بررسی قرار گرفت، طبق نتایج مطالعات پیشین این روش ها در 
   ].12- 14 [ موفقیت به کار رفته اندامورد نمونه هاي بالینی ب

 نتایج مثبت کاذبی را در خصوص  qPCRمطابق نتایج حاصله،
سلول هایی که تحت تخریب کامل حرارتی قرار گرفته بودند ارائه 
داده است، لیکن در نمونه هاي تیمار شده با دو رنگ آلی در 

، DNA قبل از استخراج EMA  نمونه شیر کم چرب، تیمار
 اشرشیاکلی  درصدي در شمارش30 و 23، 20، 18 کاهش  باعث

Processed cheese 

1.d 

1.c 
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O157:H7 ،وفیلوکوکوس اورئوس، انتروکوکوس فکالیس استا 
در مقایسه با کشت معمولی گردیده و تیمار لیستریامونوسیتوجنس 

 درصدي در نتایج 12 و 8، 3، 6در همین نمونه کاهش  PMA با
در نمونه هاي . شمارش پاتوژن هاي فوق را حاصل نموده است

، 20، کاهش EMA غذایی پرچرب مانند پنیر پروسس در تیمار با
 و 10، 6، 9کاهش  PMA  درصدي و در تیمار با25 و  30، 27
، O157:H7 اشرشیاکلی درصدي در بررسی تعداد، به ترتیب، 5

 واستافیلوکوکوس اورئوس، انتروکوکوس فکالیس 
.  در مقایسه با کشت معمولی به دست آمدلیستریامونوسیتوجنس

 استخراج شده یا DNA در پژوهش هاي دیگر نیز کاهش میزان
 EMA پس از تیمار با PCR کاهش سیگنال دریافتی طی واکنش

 در پژوهشدر همین راستا، . گزارش شده است PMA و

Wagner  افزایش سریعی در میزان ) 2015(و همکاران
 مشاهده شد و در PMA-qPCR و qPCR فلورسنس طی

EMA-qPCR  افزایش جزیی و کندي براي همه میکروارگانیسم
 که نشان دهنده کارآیی بیشتر ]1[رش گردیدهاي مورد مطالعه گزا

PMA نسبت به EMA در تفکیک سلول هاي زنده از مرده می 
  در مطالعه حاضر، تفاوت معناداري میان نتایج حاصل از.باشد

qPCR و PMA-qPCR ،qPCR و EMA-qPCR و نیز 

EMA-qPCR و PMA-qPCR تفاوت در درجه . مشاهده شد
ل سیگنال توسط سلول هاي از ارسا PMA  و  EMA بازداري

باکتریایی می تواند به ساختار ثانویه ژنومی سلول هاي مورد 
 علاوه براین، کارآیی تیمار با رنگ قبل از. مطالعه مربوط باشد

qPCR  به اندازه قطعه تکثیر شده بستگی دارد زیرا تنها قطعات
بزرگ سلول هاي کشته شده و آسیب دیده تحت تاثیر عوامل 

  ].15- 16 [قرار می گیرند PCR دربازدارنده 
 نمونه هاي تیمار شده با DNA کاهش سیگنال دریافتی از 

EMA و PMA  در مقایسه با کشت معمولی، قابلیت این
سلول هاي غیرزنده تائید  DNA  ترکیبات را در حذف انتخابی

 به تفاوت در ،)2006(و همکاران  Nocker در گزارش. می نماید
  طور مثال تفاوت در میزان نفوذ به، بهPMA و EMA تاثیر

DNA نتایج . سلول هاي سالم و آسیب دیده اشاره شده است 
براي گستره وسیعی از گونه  PMA مطالعه ثابت نمود کهاین 

  به نسبت  مزیت هایی  هاي باکتریایی قابل کاربرد بوده و داراي
 

 EMA می باشد چرا که EMA  قادر به نفوذ به برخی سلول
با وجود اینکه پمپ هاي انتقال به . تریایی می باشدهاي زنده باک
را از سلول هاي داراي متابولیسم فعال به  EMA طور پیوسته

باقیمانده می تواند  EMA خارج می رانند، اما حتی مقدار اندك
، لذا به ]3[گردد DNA منجر به از دست رفتن مقدار قابل توجهی

در  EMA-qPCR نظر می رسد پایین تر بودن نتایج شمارش با
باکتري  DNA مطالعه حاضر مربوط به از دست دادن بخشی از

  .باشد  EMA هاي سالم در اثر واکنش با
، PMA و EMA آزاد خارج سلولی با استفاده از DNA حذف
. مورد بررسی قرار گرفت) 2008(و همکاران  Wagner توسط

باکتریایی استخراج  DNA علیرغم کاهش قابل ملاحظه در میزان
، این تکنیک ها موجب PMA و EMA ده پس از تیمار باش

همه سلول هاي آسیب دیده و مرده در مورد  DNA حذف کامل
برخی از باکتري ها در محیط هاي خاص نشد و در مواردي نتایج 

این محققان اظهارداشتند که این نتایج . مثبت کاذب به دست آمد
  سلولی اولیه باشدمثبت کاذب می تواند مربوط به بالا بون دانسیته

]8.[   
در  DNA بر بازده کلی استخراج PMA و EMA تاثیر تیمار با

و  Wagner   ها و جلبک هاي خاك توسطچباکتري ها، قار
نتایج نشان داد که ]. 1 [مورد بررسی قرار گرفت) 2015(همکاران 

سلول  DNA با هدف حذف انتخابی PMA و EMA تیمار با
  لولی موجب کاهش میزانهاي فاقد تمامیت دیواره س

DNAدر مطالعه اي، تاثیر  .استخراج شده می گرددPMA-

PCR بر جستجوي سریع و اختصاصی باکتري هاي 
انتروباکتریاسه در شیر پاستوریزه مورد بررسی قرار گرفت و نتایج 
نشان دهنده شمارش موفقیت آمیز سلول هاي زنده انتروباکتریاسه 

 بدون به کارگیري PCRه با در مقایس ( در شیر پاستوریزه
PMA (بدون نیاز به خالص سازي بود، همچنین این روش 
DNA  نتایج مطالعه.[17]انجام گردید  Chen  و همکاران

در ارزیابی روش سریع جستجوي سلول هاي زنده ) 2018(
 درصدي 44/98 در شیر بیانگر کارآیی استافیلوکوکوس ارئوس

 PMAقایسه با  در این رابطه در مPMA-qPCRتکنیک 
  .[18]معمولی بوده است 
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  نتیجه گیري- 5
علاوه بر  PMA و EMA نتایج این مطالعه نشان داد که تیمار با 

سریع تر و دقیق تر بودن نسبت به روش کشت معمولی، 
را در تمایز سلول هاي زنده از مرده و آسیب  qPCR حساسیت

نمونه دیده و نیز جستجو و شمارش سلول هاي زنده پاتوژن در 
این دو ترکیب به راحتی و . هاي مواد غذایی افزایش می دهد

هاي فاقد پوشش  DNA صرفا با استفاده از یک منبع نوري به
.  غیرفعال می سازند PCR اتصال یافته و آنها را در واکنش

همچنین ماهیت ماده غذایی از جمله میزان چربی آن تاثیري بر 
 EMA طالعه کارآییدر این م. ندارد PMA و EMA  عملکرد

 DNA در بازداري از تولید سیگنال توسط PMA نسبت به

لیکن با توجه به اینکه . سلول هاي آسیب دیده بیشتر بوده است
در برخی مطالعات به عدم کارآیی این دو ترکیب در رابطه با 
برخی میکروارگانیسم ها اشاره شده، انجام مطالعات گسترده تر در 

 غذایی مختلف به طور اختصاصی جهت رابطه با پاتوژن هاي
  .ارزیابی کارآیی تکنیک پیشنهاد می گردد

  

  سپاسگزاري - 6
گرنت (این طرح تحقیقاتی با استفاده از اعتبارات ویژه پژوهشی 

دانشگاه تخصصی فناوري هاي نوین آمل انجام ) پ/437/8شماره 
  .گردیده است
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PCR quantifies dead cells beside live cells and this makes the judgment of microbial quality of food 
samples complicated. The objective of this study was comparing the efficacy of ethidium monoazide-
qPCR and propidium monoazide-qPCR in quantifying live pathogen cells (E.coli, Staphylococcus aureus, 
Enterococcus fecalis and Listeria monocyogenes) by real time PCR, in low-fat and high-fat milk, lactic 
cheese (low-fat) and processed cheese (high-fat). Different proportions of live and heat killed pathogen 
cells were inoculated into food samples. After separating bacterial pellets, EMA and PMA treatments 
qPCR was conducted. One-way ANOVA followed by Turkey’s Multiple Comparison tests were applied 
to analyze the data. In low-fat milk, EMA treatment resulted in 18, 20, 23 and 30% decrease in cell count 
of E.coli, S.aureus, E. fecalis and L. monocyogenes, respectively, compared to conventional culturing. 
Also, following treatment by PMA, 6, 3, 8 and 12% decrease in cell count was obtained for E.coli, 
S.aureus, E. fecalis and L. monocyogenes, respectively, compared to conventional culturing. In high-fat 
samples as processed cheese, a reduction of 20, 27, 30 and 25%  in EMA treatment and 9, 6, 5 and 10% in 
PMA treatment was observed in cell count of E.coli, S.aureus, E. fecalis and L. monocyogenes , 
respectively. The inhibitory potential of EMA and PMA against signal emission was variable in different 
bacterial species and the fat content of the samples exerted no significant effect  (p>0.05) on PMA and 
EMA functionality.  
 
Keywords: Ethidium monoazide, Food model system, Pathogen, PCR, Propidium monoazide 
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