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  ۱۵/۱۲/۸۸:        تاريخ پذيرش مقاله ۵/۷/۸۸: تاريخ دريافت مقاله  

  :  چكيده
، هيبريديزاسيون در نورترن بلاتينگ  reverse transcriptas PCR  جهت با کميت و کيفيت مناسب RNAاستخراج : اهدافزمينه و 

 هاƽساکاريد پلياسترپتوکوکوس موتانسدر بيوفيلم .  از اهميت بسيارƽ برخوردار استReal Time PCRو آناليز بيان ژن با 

        لذا، بدون کاربرد روش مناسب براƽ حذف اين .شوند ميRNAانع استخراج  محلول و غير محلول توليد شده مخارج سلولي

         از  RNAاستخراج هدف از اين مطالعه . ها مقدور نيست براƽ اين باکترRNAƽهاƽ مولکولي مبتني بر هاروشساکاريدپلي

  .دبواسترپتوکوکوس موتانس هاƽ بيوفيلم سلول

 و يـک سـويه      ATCC35668اسـترپتوکوکوس موتـانس     هاƽ تشکيل دهنده بيـوفيلم،       از سلول  RNAبراƽ استخراج    :روش بررسي 

 ۲۴هاƽ ميکروتيتر پلي استيرني     پس از تشکيل بيوفيلم در پليت     .  استفاده شد  لاک دنداني جداسازƽ شده از پ   استرپتوکوکوس موتانس   

  RNX-Plusهـاƽ پلانکتونيـک بـا محلـول          از سـلول   RNAروش معمول استخراج     : ۱.  روش انجام شد   ۳  با RNAاƽ استخراج   خانه

اƽ، پلاستيکي و سراميکي به منظور ليـز  هاƽ شيشههاƽ حاوƽ انواع دانه و لولهHYBAID Ribolyserکيت و دستگاه : ۲). سيناژن(

 ميـانگين  .انـه هاƽ حـاوƽ انـواع د   و لولهHYBAID Rybolyser دستگاه ، RNX-Plus تلفيقي از دو روش محلول: ۳. هابهتر سلول

 مقايـسه    و برآورد فاصله اطمينان توافقي از خطـاƽ اسـتاندارد          excelنانومتر هر روش با نرم افزار       ٢٦٠ /٢٨٠نسبت جذب نورƽ در     

  .شد

اسـتفاده از دسـتگاه   . هاƽ پلانکتونيک مناسب نيستاز سلول) ۱روش  ( RNA روش معمول براƽ استخراجنتايج نشان داد: يافته ها

HYBAID ribolyserدانه و لوله ƽحاو ƽشيشهها ƽپلاستيکي و سراميکي با شـکل و انـدازه متفـاوت، حـداکثر ليـز سـلولي      ها ،ƽا 

 )  RNX-Plus به تنهائي و همراه بـا محلـول   HYBAID ribolyserدستگاه (۳و۲هاƽ  در روش.کرد ايجاد RNAبدون آسيب به را

   ).P<0.05( نشان داد) ۱روش (فاوت معني دار آمارƽ با روش معمول  استخراج شده تRNAميانگين نسبت جذب نورƽ حاصل از 

 RNAهاƽ معمول اسـتخراج  تر از روشهاƽ مناسب در حذف پلي ساکاريدها و ايجاد حداکثر ليز سلولي موثر          فناورƽ : نتيجه گيري 

هـاƽ ارزان  به دليل استفاده از محلـول ) روش سوم (RNX plus استفاده از دستگاه و محلول تجارƽ اما،. هاƽ بيوفيلم استاز سلول

  .تر استتر و قابل دسترس مناسب

 ، بيوفيلماسترپتوکوکوس موتانس  RNA,استخراج : كليد واژه ها
  



  ... استرپتوكوكوس موتانسهاي بيوفيلم سلول  ازRNAاستخراج / ۱۰

 

  :مقدمه

ترين عوامل   به عنوان عمده   استرپتوکوکوس موتانس اعضاء گروه   

        انـد اتيولوژيک تشکيل پلاک و پوسيدگي دنـدان شـناخته شـده          

هـا در   هاƽ باکترƽ مطالعات بسيارƽ براƽ بررسي بيان ژن     ). ۳-۱(

هـاƽ  ولي از آنجا که سلول    . حالت پلانکتونيک انجام گرفته است    

 بـا همتـاƽ پلانکتونيـک خـود متفـاوت                      دهنـده بيـوفيلم   تشکيل

باشــند، نيــاز بــه انجـام مطالعــات جداگانــه بــراƽ بررســي  مـي 

دهنـده بيـوفيلم               هـاƽ تـشکيل   هاƽ سـلول  خصوصيات و بيان ژن   

هـاƽ  گيـرƽ ميـزان بيـان ژن از فنـآورƽ         براƽ اندازه ). ۴(باشدمي

تـرين و   اعتمـاد توان استفاده نمود که يکـي از قابـل          متعددƽ مي 

ــا     ــرين آنه ــساس ت  PCR (qRT_PCR  real-time(ح

quantitative reverse transcriptaseايـن روش  . باشد  مي

لذا، استخراج  .  با مقدار مناسب و خلوص بالا دارد       RNAنياز به   

RNA   ƽبا کميت  مناسب و کيفيت قابل قبول از اهميت بـسيار 

ددƽ مبني بر استخراج    تا کنون گزارشات متع   ). ۵(برخوردار است 

RNAــلول ــاƽ  از س ــانسه ــترپتوکوکوس موت ــرايط اس  در ش

هـاƽ   از سلول  RNAولي استخراج   . پلانکتونيک ارائه شده است   

تشکيل دهنده بيوفيلم از پيچيدگي بيشترƽ برخوردار اسـت و بـا            

هاƽ پلانکتونيک قابـل اجـرا      هاƽ معمول استخراج از سلول    روش

هاƽ لوان و دکستران خارج سـلولي       زيرا پلي ساکاريد  . باشدنمي

که در اتصال و تشکيل بيوفيلم باکترƽ نقش دارند، با          توليد شده،   

هاƽ استخراج  اسيد نوکلئيک تداخل داشته و مانع خـروج           فرايند

در مطالعات مختلـف    ). ۶(گردند  اين ترکيبات از داخل سلول مي     

هـاƽ بيـوفيلم     از سـلول   RNAهايي  که بـراƽ اسـتخراج        روش

انـد بـر پايـه اسـتفاده از         استفاده شـده  ترپتوکوکوس موتانس   اس

قيمت، يا تجهيـزات خاصـي از       هاƽ هموژنيزه کننده گران   محلول

هاƽ مختلف  هايي مثل سونيکاتورها و يا افزودن دانه      جمله دستگاه 

سـونيکاتور بـا توليـد امـواج        ). ۶(باشدبراƽ ليز بيشتر سلولي مي    

خلـي باعـث پراکنـده شـدن        هـاƽ دا  شديد در اثر انفجار حباب    

هاƽ بيـوفيلم و پلـي سـاکاريدهاƽ موجـود درمـاتريکس            سلول

شود که پس   درنتيجه محلول هموژني حاصل مي    . گرددبيوفيلم مي 

گردنـد و   مـي از شستشو به راحتي پلي سـاکاريدها از آن خـارج          

علاوه، براƽ حداکثر ليز به. گيرد بهتر صورت مي RNAاستخراج

 Fast prep cellهاƽ ديگـرƽ چـون   تگاهسلولي محققين از دس

disrupter    در اين مطالعه روش).  ۷(اند   نيز استفاده نموده  ƽهـا

اسـترپتوکوکوس  هـاƽ بيـوفيلم       از سلول   RNAمتعدد استخراج   

  .  مقايسه شدندموتانس

 :هامواد و روش
  :استرپتوکوکوس موتانسهاƽ بيوفيلم آماده سازƽ سلول

 و  ATCC35668کوکوس موتـانس    اسـترپتو در اين مطالعـه از      

جداشـده از پـلاک دنـداني       استرپتوکوکوس موتـانس    يک سويه   

  .استفاده شد

 ميکروليتر از کشت شبانه اسـترپتوکوک       ۲۰براƽ تشکيل بيوفيلم،    

هـاƽ   بـه چاهـک  Brain Heart Infusion broth (BHI)در 

سـپس  . اƽ اضافه شـد    خانه ۲۴هاƽ ميکروتيتر پلي استيرني     پليت

ml ۲   از BHI      هـا  سوکروز بـه چاهـک    % ۱ براث تکميل شده با

% ۵گراد و اتمسفر حاوƽ      درجه سانتي  ۳۷اضافه شد و در شرايط      

CO2    گرديد   ۱۸ به مدت ƽسپس محلول مـواد    .  ساعت گرماگذار

ها خارج و هر چاهک با محلـول      غذايي و محيط کشت از چاهک     

         هـاƽ غيـر متـصل و      شـد تـا سـلول     شستشو داده   ) PBS( بافر  

سـپس  . هاƽ داراƽ اتصال ضعيف از چاهک خـارج شـوند     سلول

 سـاعت   ۱۸ها اضافه شد و به مـدت        محيط کشت تازه به چاهک    

دوبـاره محلـول    . گراد گرماگذارƽ شـد    درجه سانتي  ۳۷ديگر در   

هاƽ بيـوفيلم بـا     ها شسته شد و سلول    مواد غذايي خارج، چاهک   

ml ۲   از BHI    ƽعت ديگر   سا ۴سوکروز به مدت    % ۱ براث حاو

ها شسته شد   سپس محلول خارج شد، چاهک    . گرماگذارƽ گرديد 

هاƽ بيوفيلم با کمک سواب استريل از ته ميکروتيتر پليت          و سلول 

هـا از سـواب،      براƽ جدا شدن سلول    . معلق شد  PBSکنده و در    

 PBSورتکس کوتاهي انجام شد تا بـه صـورت يکنواخـت در             

  ). ۷(توزيع گردد 

 درجـه سـانتي     ۴ دقيقه و در     ۱۰ به مدت    rpm ۴۰۰۰ها در   سلول

رسوب حاصله  .  شسته شد  PBSگراد سانتريفوژ شد، و دو بار با        

 معلق و ورتکس شـد تـا همـوژن و يکنواخـت             PBSدوباره در   

  . گردد

   :RNAاستخراج 

  )RNX-Plus) ۸استفاده از محلول تجارƽ :۱روش 

 µl ۱۰۰ بـه RNX – Plus  از محلـول  ml ۱به طور خلاصـه،  

ها اضافه شد  و پـس از مخلـوط کـردن، بـه              انسيون سلول سوسپ

  mlسپس بـه ازاء هـر   .  دقيقه در دماƽ اتاق قرار گرفت۵مدت 

 ثانيه  ۱۵ کلروفرم افزوده شد و به مدت        µl ۲۰۰از محلول فوق    ۱

 دقيقه روƽ يخ قرار داده شد و سـپس  ۵. به شدت تکان  داده شد    

فاز رويـي   . گرديد درجه سانتريفوژ    ۴در  g ۱۲۰۰۰× دقيقه در    ۱۵

به دقت به ميکروتيـوب جديـد انتقـال يافـت و هـم حجـم آن                 



 ۱۱/  همكاران و                           آرزو طهمورث پور                      )     ۱۳۸۸زمستان  ۴ شماره۳سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 
  

 

.  درجـه قـرار داده شـد       ۴ دقيقه در    ۱۵ايزوپروپانل افزوده شد و     

مايع .  درجه سانتريفوژ گرديد   ۴در  g ۱۲۰۰۰× دقيقه در    ۱۵سپس  

 ميکروليتـر از    ۳۰۰ الي   ۲۰۰رويي خارج شد و رسوب حاصله با        

سپس الکل را باکمک سمپلر تاحـد       . شستشو داده شد  % ۷۵اتانول  

   ƽامکان خارج نموده و رسـوب حـاوRNA  خـشک گرديـد . 
RNA  بررسي غلظت ( استخراج شده مورد بررسي کميRNA 

  ).۹(قرار گرفت) الکتروفورز(و کيفي )  با بيوفوتومتر

  و HyBAID ribolyserاستفاده از کيت و دستگاه   : ۲روش 

هـاƽ   راميکي با شـکل وانـدازه     اƽ، پلاستيکي و س   هاƽ شيشه دانه

  .متفاوت

 ت کننده ـ ماده تـثبي  µl ۵۰۰ها  بـه لـوله ريبـولايزر حاوƽ دانـه    

RNA ، µl۵۰۰    و ƽاز فاز زيـرين محلـول فنـل اسـيد  µl۱۰۰ 

 دقيــقه  ۱۰کلروفـرم ايزوآمـيل الـکل افزوده شـد و بـه مـدت        

 PBSهـا در    لولـيون س ـپانسـاز سوس . دـخ قرار داده ش   ـروƽ ي 

)mg ۱۰۰  ۱۰۹ رسوب سلولي يا ۵۰ ـƽسلول باکتر  (µl ۲۰۰ به 

لوله ريبولايزر با حفظ توازن و تعـادل        . لوله ريبولايزر افزوده شد   

 قـرار داده  HYBAID ribolyser ثانيه در دستگاه ۳۰به مدت 

اين دستگاه با سرعت    .  تنظيم شد  ۶شد و سرعت دستگاه با درجه       

در اثر  . دهدختلف حرکت مي  ها را درجهت هاƽ م    بسيار زياد لوله  

هاƽ کروƽ و   ها که ترکيبي از دانه    هاƽ داخل لوله  اين حرکت دانه  

با شکل نامنظم و از جنس هاƽ شيـشه ، سـراميک يـا پلاسـتيک                

 ۲۰ترين زمان يعني بين     هستند باعث حداکثر ليز سلولي در کوتاه      

انرژƽ وارد شده در اثر اين چـرخش دمـاƽ          . گردد ثانيه مي  ۴۰تا  

اين . دهد درجه سانتي گراد افزايش مي     ۴۰ تا   ۲۰ه را به ميزان     لول

ها را تـسهيل    افزايش دما غيرفعال شدن نوکلئازها توسط دترجنت      

علاوه بر ايـن افـزايش      . رساند آسيبي نمي  RNAکند ولي به    مي

کند که فنل داغ، به عنوان يک روش موثر شـناخته           دما کمک مي  

 ƽشده در جداسازRNAد، استفاده گرد .  

گيـرد تـا از      دقيقه روƽ يخ قرار مـي      ۲ الي   ۱سپس لوله به مدت     

  .گرماƽ آن کاسته شده و به دماƽ اتاق برسد

 ۱۵ انتقال يافته و بـه مـدت         RNaseمحلول به ميکروتيوب فاقد     

 درجه سانتي گراد سانتريفوژ گرديد،      ۴ و در    g ۱۰۰۰۰×دقيقه در   

 برخورد با فـاز     سپس فاز رويي با دقت بدون     . تا فازها جدا شوند   

پـس از  . مياني خارج و به ميکروتيـوب جديـد انتقـال داده شـد          

ايزوآميل الکل، محلول فوق بـه مـدت        - کلروفرم µl ۳۰۰افزودن  

) g ۱۲۰۰۰×( دقيقه با سـرعت بـالا        ۲ ثانيه ورتکس گرديد و      ۱۰

 درجه سانتي گراد سانتريفوژ شد تا دوباره فازها از يکديگر           ۴در  

.  مجددا به ميکروتيوب جديد انتقال يافـت       فاز رويي . جدا گردند 

ــه  ــن مرحل ــولµl ۵۰۰در اي  DEPC Isopropanol از محل
Percipitation Solution پـس از  .   به محلول فوق اضافه شد

 درجه سانتي   ۴ در   g ۱۲۰۰۰× دقيقه در    ۵ دقيقه به مدت     ۲ الي   ۱

رسـوب حاصـله   .  رسوب نمايد  RNAگـراد سانتريفوژ شد تـا     

 ـ  بـار هـر     ۲ رسوب نموده،    RNAشستشوƽ  . ده بود قـابل مشاه

الکـل  . انجام شـد  % ۷۵ ميکروليتر محلول نمکي اتانول      ۲۵۰بار با   

بـه رسـوب    . با کمک سمپلر خارج شد و رسوب خشک گرديـد         

 RNase ميکروليتر از آب فاقد      ۱۰۰ تا   RNA   ، ۵۰کاملا خشک   

اضافه شد و به کمک چند بار پـر و          ) DEPCآب تيمار شده با     (

، RNAبراƽ حل شدن بهتر     . ي کردن سمپلر کاملا حل گرديد     خال

در ايـن   . گراد قرار گرفـت    درجه سانتي  ۶۰ دقيقه در    ۱۰به مدت   

 استخراج شده مـورد بررسـي کمـي و کيفـي قـرار              RNAحال  

  ).Cat no. RY66050(گرفت

 بـا اسـتفاده از      RNX-Plusاستفاده از محلول تجارƽ      : ۳روش  

هاƽ شيـشه و   لوله حاوƽ دانه وHyBAID ribolyserدستگاه 

  ).۲و۱تلفيقي از دو روش (سراميکي 

  وRNX-Plus ، µl۵۰۰از ml ۱ها، به لوله ريبولايزر حاوƽ دانه

µl۲۰۰        يـخ قـرار       ۱۰ کلروفرم افزوده شد و به مدت ƽدقيقه رو 

 بـه   PBSهـا در     از سوسپانسيون سـلول    µl ۲۰۰سپس  . داده شد 

 در  ۲ريبـولايزر مطـابق روش      لولـه   . لوله ريبولايزر افزوده شـد    

 ۶ ثانيه بـا درجـه   ۳۰  به مدت HYBAID ribolyserدستگاه 

کنـد  اين روش نيز علاوه بر افزايش دما کمک مي        .  قرار داده شد  

 به عنوان يک    RNX-Plus که فنل اسيدƽ داغ موجود در محلول      

         ƽروش موثر شناخته شـده در جداسـازRNA    اسـتفاده گـردد  .

 دقيقه روƽ يخ قرار گرفت تـا دمـاƽ         ۲ الي   ۱ به مدت    سپس لوله 

  .آن به دماƽ اتاق برسد

 انتقال داده شد و بـه مـدت         RNaseمحلول به ميکروتيوب فاقد     

 درجــه ســانتي گــراد ســانتريفوژ ۴ در g ۱۰۰۰۰× دقيقــه در ۱۵

فاز رويي بدون برخورد با فاز ميـاني        . گرديد تا فازها جدا گردند    

 ـ   . ديد انتقال داده شد   خارج و به ميکروتيوب ج     زودن ـپـس از اف

µl ۳۰۰        ثانيه ورتکس شد و     ۱۰ کلروفرم به محلول فوق به مدت 

 درجـه سـانتي   ۴در   ) g ۱۲۰۰۰×(  دقيقه با سرعت بـالا     ۲سپس  

تا دوباره فازها از يکديگر جدا گردند و فـاز          . گراد سانتريفوژ شد  

هم حجم محلـول فـوق      . رويي به ميکروتيوب جديد انتقال يافت     

 دقيقـه   ۵ دقيقه به مدت     ۲ الي   ۱ايزوپروپانل افزوده شد و پس از       

 درجه سـانتي گــراد سـانتريفوژ شـد تــا            ۴ در   g ۱۲۰۰۰×در  
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RNA  رسوب نمايد  .RNA     رسوب نموده با µl ۵۰۰   ازمحلـول 

وسـيله سـمپلر خـارج و       الکل به . ا شستشو داده شد   % ۷۵اتانول  

 تـا   RNA   ، ۵۰به رسوب کـاملا خـشک       . رسوب خشک گرديد  

 اضافه شد و با چند بار  پـر          RNase ميکروليتر از آب فاقد      ۱۰۰

 اسـتخراج   RNAدر اين حال    . و خالي نمودن سمپلر حل گرديد     

  .شده مورد بررسي کمي و کيفي قرار گرفت

 :RNAبررسي خلوص و تماميت 

 اســتخراج شــده بــا کمــک دســتگاه بيوفوتــومتر RNAکميــت 

ــا دســتگاه  و کيفيــت ۲۸۰/۲۶۰اپنــدورف در طــول مــوج  آن ب

  اسـتخراج شـده بـر ژل باکمـک           RNAالکتروفورز و مشاهده    

  ). ۹(دستگاه ژل داکيومنتيشن مورد ارزيابي قرار گرفت

ƽآناليز آمار:  

 موتــانس  اســترپتوکوکوسدر ايــن آزمــايش ســويه اســتاندارد

ATCC35668          شده از پلاک دندان با قدرت ƽو سويه جداساز 

. تکرار مورد آزمايش قرار گرفتند    بالايي در تشکيل بيوفيلم در سه       

نانومتر حاصل از   ۲۸۰/۲۶۰مقايسه ميانگين نسبت جذب نورƽ در       

 و برآورد فاصله اطمينـان      excelهر روش با استفاده از نرم افزار        

  . انجام شدتوافقي از خطاƽ استاندارد

  

  :هايافته

     ƽميانگين نسبت جذب نورRNA   استخراج شده ب ƽروش  ۳ اها 

 نـشان داده شـده      ۱ نـانومتر در نمـودار       ۲۶۰/۲۸۰در طول موج    

  دـاهده نـش  ـدار  مش  اوت معني ـ تف ۳ و ۲هاƽ  ن روش ـبي. تـاس

) P > 0.05 .( تفاوت معني ۱نتايج اين دو روش با روش ƽدارا 

 اسـتخراج  RNA تـصوير  ۱در شکل  ). P < 0.05( دار بودند 

ي  ارائه شده است کـه از کيفيـت مناسـب          ۳ و ۲هاƽ  شده به روش  

  .باشندبرخوردار مي
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  RNX-Plus با محلول تجارHyBAID ribolyser ƽ و HyBAID ribolyserهاƽ  استخراج شده به روشRNA: ۱شکل 
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  :بحث

هـاƽ بيـوفيلم      از سـلول   RNA روش استخراج    ۳عه  در اين مطال  

هــاƽ بــراƽ ســلول) روش معمــول (روش اول . بررســي شــدند

شود، روش دوم مطابق دستورالعمل کيت      پلانکتونيک استفاده مي  

HYBAID ribolyser  استفاده شد، و در روش سوم از تلفيـق 

دو روش، يعني به جاƽ کيـت، از محلـول تجـارƽ، ارزان و در               

  . استفاده شدRNX-Plusدسترس 

  RNAهاƽ معمول و موجود مورد استفاده براƽ اسـتخراج روش

هاƽ موجـود   هاƽ پلانکتونيک يا سلول   براƽ سلول ) ۱مثل روش   (

  RNAدر حالي که استخراج . اندها و غيره طراحي شدهدر بافت

ها نتايج خـوب و قابـل       هاƽ بيوفيلم به کمک اين روش     از سلول 

 توليد پلي ساکاريدهاƽ خارج سلولي محلـول        زيرا.  قبولي ندارد 

و غيــر محلــولي کــه در تــشکيل بيــوفيلم  مخــصوصا بيــوفيلم 

 برسطح دندان و نهايتا ايجاد پوسـيدگي        استرپتوکوکوس موتانس، 

   ƽپريودنتال دخالت دارند، با فرايند     دندان و ساير بيمار ƽها  ƽهـا

 از طرفي حضور مقادير کـم     .  تداخل عمل دارند   RNAاستخراج  

RNA      استخراج شده همراه با مقدار زياد مواد آلاينـده از جملـه 

 نتزـسثل ـهاƽ مولکولي مهمان پلي ساکاريدها در کيفيت روش

RT PCR – cDNA     و هيبريديزاسـيون در نـورترن بلاتينـگ

هـا در مراحـل     لذا حذف اين پلي ساکاريد    . گذاردتاثير مي ) ۱۰(

  .رسد امرƽ ضرورƽ به نظر ميRNAاستخراج 

در مقايسه با دو روش ديگـر از قابليـت          ) کيت تجارƽ  (۲روش  

.   نيز کـاملا قابـل قبـول اسـت          ۳روش  . بالاترƽ برخوردار است  

تـر اسـتفاده    تر و قابل دسـترس    چون در اين روش از مواد ارزان      

  .باشدتر ميشود از نظر اقتصادƽ نيز به صرفهمي

هاƽ بيوفيلم  ل براƽ حداکثر ليز سلو    ۲۰۰۶تام و همکاران در سال      

هاƽ  از گلوله  RNAبه منظور استخراج    استرپتوکوکوس موتانس   

 Fast Prep Cell Disrupter (Bioاƽ و دستگاهي به نامشيشه

101; Savant Instruments, Inc., NY, USA)  اسـتفاده  

  ).۷( با کيفيت مناسب به دست آوردندRNAنمودند و 

شابهي به اين نکته     در تحقيق م   ۲۰۰۷کورƽ و همکار نيز در سال       

هــاƽ بيــوفيلم اشــاره نمودنــد کــه بــراƽ حــداکثر ليــز ســلول 

ها  دانه توان از سونيکاسيون و افزودن     مي استرپتوکوکوس موتانس 

هـا  اسـتفاده از ايـن روش  . همراه با شستشوƽ مکرر استفاده نمود 

هـاƽ   با کميت وکيفيـت بهتـرƽ از روش        RNAباعث استخراج   

   ).۶(گرددمعمول موجود مي

در مطالعه حاضر نيز مشابه مطالعه کورƽ و همکاران،  استفاده از            

دستگاه ريبولايزر به جـاƽ سـونيکاتور باعـث حـصول محلـول             

هاƽ پراکنده شده بيوفيلم و پلي سـاکاريدهاƽ        يکنواخت از سلول  

با شستشو در مراحل بعدƽ ميـزان       . پخش شده در محلول گرديد    

  بهتـر    RNAاستخراج  پلي ساکاريدهاƽ حذف شده بيشتر شد و        

 و HyBAID ribolyser(نتايج ايـن دو روش  . صورت گرفت

HyBAID ribolyser ƽبــا محلــول تجــار RNX-Plus ( بــا

بنابراين، بـر اسـاس نتـايج       . دار دارند روش معمول تفاوت معني   

RNA ƽ بـه    ۳ و ۲هاƽ  توان با استفاده از روش    مطالعه حاضر مي  

 بـا کميـت وکيفيـت       انساسترپتوکوکوس موت هاƽ بيوفيلم   سلول

  .مناسب دست يافت

  

  :گيرƽنتيجه

    ƽروش سوم يعني استفاده از دسـتگاه و محلـول تجـارRNX 

plus      به دليل حـصول RNA           بـا کميـت و کيفيـت مناسـب از 

 همچنـين بـه دليـل       استرپتوکوکوس موتـانس  هاƽ بيوفيلم   سلول

  .تر استتر و قابل دسترس مناسبهاƽ ارزاناستفاده از محلول
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