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Background and Aims: Many bacteria including Escherichia coli may enter into a viable 

but non-culturable (VBNC) state under unfavorable stresses, which are unable to be detected by 

culture-based methods. In this study, the use of Reverse Transcription PCR (RT-PCR) for 

detection of VBNC state of E. coli O157:H7 was investigated. 

Materials and Methods:  Escherichia coli O157:H7 was inoculated in distilled water and 

30 percent salt water at room temperature. The cultivability of bacteria was determined using 

routine culture and colony counting on MacConkey agar. The RT-PCR of 16S rRNA gene 

involved direct extraction and purification of RNA, DNase I treatment for removing DNA 

contamination, cDNA synthesis and electrophoresis of PCR products of cDNA was used to 

detect viable E. coli O157:H7 under studied treatments and was compared with the results of 

RT-PCR of 16S rRNA gene of heat- killed bacteria. 

Results: The cultivability of bacteria was maintained during the study period in distilled 

water; however, the use of 30% NaCl caused the bacteria to be non-cultivable on day 4. The RT-

PCR of 16S rRNA showed the positive expression of this gene in cultivable and non-cultivable 

bacteria during the study period, whereas heat-killed bacteria were negative for this gene, which 

indicated the efficacy of RT-PCR of 16S rRNA in differentiation of alive from dead bacteria. 

Conclusions: Escherichia coli O157:H7 entered into the VBNC under 30 percent NaCl 

which can be associated with serious human health problems. RT-PCR can be used to detect 

bacteria in the VBNC state. 
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( با Escherichia coli O157:H7) اشریشیا کلیکشت باکتری رقابلیغشناسایی حالت زنده اما 

 (RT-PCRی پلیمراز )ارهیزنجاستفاده از وارونویسی واکنش 
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کشت  رقابلیغوارد حالت زنده اما  توانندیمی متعددی همانند اشریشیا کلی تحت شرایط نامساعد هایباکتر :زمینه و هدف

(VBNC شوند که با )تری قادر به شناسایی نیستند. در تحقیق حاضر، وارونویسی واکنش ی تشخیص بر پایه کشت باکهاروش

 بررسی شد. VBNCدر حالت  Escherichia coli O157:H7( برای تشخیص باکتری RT-PCRی پلیمراز )ارهیزنج

شد. درصد تلقیح و در دمای اتاق نگهداری 30 نمکآبمقطر و به تیمارهای آب E. coli O157:H7باکتری  :کارروش و مواد

، RNAشامل استخراج و تخلیص  16S rRNAژن  RT-PCRروی محیط کشت مک کانکی آگار تعیین شد.  هایباکترپذیری کشت

برای تشخیص  cDNAی هانمونه PCRو الکتروفورز محصول  cDNAو سپس سنتز  DNAبرای حذف آلودگی  DNase Iتیمار 

یباکتردر  16S rRNAژن  RT-PCRمطالعه به کار رفت و با نتایج تحت تیمارهای مورد  E. coli O157:H7ی باکتری مانزنده

 ۀ حرارت مقایسه شد.لیوسبه شدهکشتهی ها

ناپذیری درصد باعث کشت 30 نمکآبمقطر طی مدت مطالعه حفظ شد؛ اما تیمار در تیمار آب هایباکترپذیری کشت ها:یافته

پذیر و ی کشتهایباکتربیانگر حفظ بیان این ژن در  16S rRNAژن  RT-PCRباکتری در روز چهارم مطالعه شد. نتایج 

ۀ دهندنشانۀ حرارت بیان این ژن منفی بود که لیوسبه شدهکشتهی هایباکتردر  که یحالکشت طی مدت مطالعه بود، در رقابلیغ

 بود. رزندهیغی زنده از هایباکتردر تشخیص  16S rRNAژن  RT-PCRکارایی 

باعث  تواندیمشد که  VBNCدرصد وارد حالت  30تحت استرس شوری  E. coli O157:H7 باکتری :گیرینتیجه

ی هایباکتربرای تشخیص  تواندیم( RT-PCRی پلیمراز )ارهیزنجمخاطراتی جدی برای سلامت انسان شود. وارونویسی واکنش 

VBNC .به کار رود 

 ی پلیمرازارهیزنجاکنش ی باکتری، وارونویسی ومانزنده، کلی اشریشیا کلمات کلیدی:
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مهمقد
ی زایماریبیک باکتری  O157:H7 Escherichia coliباکتری 

که دارای دوز عفونی پایین حدود  استحیوانی  منشأانسانی با 

ی خطرناک و هایماریبموجب  تواندیمباکتری بوده و  100-10

حشی از مخازن . حیوانات اهلی و و(1-3)حتی مرگ در انسان شود 

. مصرف گوشت ندیآیمشمار به O157:H7 E. coliاصلی باکتری 

از گاو، آلودگی  دشدهیتولی هافراوردهشده، شیر خام و سایر چرخ

مدفوعی منابع آبی مختلف و نیز محصولات کشاورزی به این باکتری 

 .(1 ،4)منابع خطر این باکتری مطرح هستند  عنوانبه

تحت شرایط محیطی  تواندیم H7O157: E. coliباکتری 

پایین و ... زنده بماند. همچنین این  pHمختلف از جمله تغییر دما، 

یمی غیراسپورزا هایباکترباکتری همانند تعداد زیاد دیگری از 

ی شدید وارد هااسترستحت شرایط زیستی نامساعد و سایر  تواند

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 

 1397بهمن ـ اسفند  ـ 6 شماره ـ 12سال 
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ک ی VBNC( شود. حالت VBNCکشت ) رقابلیغحالت زنده اما 

که در  است هایباکترۀ این لیوسبه اتخاذشدهی مانزندهمکانیسم 

ی هاطیمحپذیری و رشد روی آن باکتری زنده بوده اما فاقد کشت

شده VBNCی هایباکتر. (5،  6) استکشت متداول باکتری 

و قرارگیری  زااسترسممکن است پس از رفع شرایط نامطلوب و 

ی هاطیمحو کشت روی  در معرض شرایط مساعد، قابلیت رشد

موجب  توانندیم بیترتنیابهبیاورند و  دستبهکشت را بار دیگر 

. در همین رابطه، بیان برخی از (7-9)مخاطرات جدی شوند 

و یا بعد از  VBNCدر حالت  هایباکتریی این زایماریبی هاژن

نیز در مطالعات پیشین گزارش  کشتقابلاحیا و تبدیل به حالت 

ی مختلف در زااسترسلذا نظر به وجود فاکتورهای  .(1) شده است

ی مختلف از جمله در صنایع هاپروسهو یا حتی در  ستیزطیمح

غذایی از قبیل دمای پایین، شوری بالا برای افزایش ماندگاری 

ی تولیدی، نگرانی دربارۀ رفتار باکتری اشریشیا کلی و هافراورده

. از طرف دیگر با (11،01)وجود دارد  VBNCورود آن به حالت 

ی متداول هاروشۀ لیوسبهشده VBNCی هایباکترتوجه به اینکه 

یی نبوده و شناساقابلکشت و شمارش کلنی روی محیط کشت 

شده عاری از باکتری قلمداد ی آزمایشهانمونهممکن است که 

 تواندیم هایباکترشوند، این نقص در شناسایی این حالت از 

در پی داشته باشد. همچنین بسیاری از مخاطرات جدی را 

 براساسی تشخیصی دیگر از جمله آزمایش ایمنی هاروش

ی متکی بر واکنش هاروشی، بادیآنتو  ژنیآنتشناسایی 

ی زنده و هاسلول( نیز قادر به تمایز بین PCRی پلیمراز )ارهیزنج

 ی متکی بر باکتریوفاژ نوترکیبهاروشعلاوه به .(1)مرده نیستند 

که با استفاده از ترکیبی از ارزیابی شدت فلورسنس و آنالیز 

، در شودیمی زنده و مرده تمایز قائل هایباکترموادغذایی بین 

ی محیطی ناشی از اختلال فلورسنس ناشی از ذرات هانمونه

از آنجا که  .(1)با محدودیت مواجه هستند  هانمونهموجود در این 

و مرده، حفظ اطلاعات  VBNCی هایباکتری بین هاتفاوتیکی از 

و همچنین با  (6) است VBNCی هاسلولژنتیکی و بیان ژن در 

از سلول زنده، استفاده  در خارج RNA مدتکوتاهتوجه به پایداری 

( برای شناسایی PCR-RTی پلیمراز )ارهیزنجاز وارونویسی واکنش 

RNA ی اهیباکترروش مفیدی برای شناسایی  عنوانبه تواندیم

، تیمار RNAزنده مطرح باشد. این روش شامل استخراج و تخلیص 

DNase I  برای حذفDNA  و سپس سنتزcDNA  و الکتروفورز

 .(7 ،12) استتهیه شده  cDNAی هانمونه PCRمحصول 

پیرامون القای حالت  گرفتهانجامبا توجه به نتایج مطالعات 

VBNC باکتری در E. coli ری و تحت شرایط گرسنگی و شو

درصد( در 30همچنین با توجه به کاربرد درصد بالای نمک )تا 

و دودی و نگرانی مضاعف  سودنمکفرایندهایی مثل تولید ماهی 

 تولید مورد در ویژه بهدر این باکتری  VBNCپیرامون القای حالت 

که در استخرهای محل پرورش  ماهیان کپور از سودنمک ماهی

، شودیمباروری استخرها استفاده آنها از کودهای حیوانی برای 

ی ارهیزنجمطالعۀ حاضر به بررسی استفاده از وارونویسی واکنش 

برای  16S rRNA دارخانه( با استفاده از ژن PCR-RTپلیمراز )

در حالت زنده اما  O157:H7 Escherichia coliشناسایی باکتری 

 شد. ۀ استرس شوری اشباع پرداختهلیوسبه القاشدهکشت رقابلیغ

 هاروشمواد و 
ی برای تلقیح به سازآمادهتهیۀ سویۀ باکتری و 

 موردمطالعهتیمارهای 

ی فراوری محصولات شیلاتی و هاشگاهیآزمامطالعۀ حاضر در 

 یهاسالی پزشکی دانشگاه تربیت مدرس طی شناسیباکتر

از  O157:H7 Eschericia coliانجام شد. باکتری  97-1395 

به شماره  دامپزشکی دانشگاه تهران ۀنشکدکلکسیون میکروبی دا

شده و در  دییتأ( که E. coli O157:H7، 295جدایه )شماره: 

. کلنی خالص و (13) تهیه شد مطالعات مختلفی به کار رفته بود،

 rpmو  C˚37مایع در دمای  BHIتازۀ باکتری مدنظر در محیط 

ر جذب ۀ اسپکتروفتومتر دلیوسبهرشد داده شد. رشد باکتری  120

شمارش  منظوربهی شد. همچنین ریگاندازهنانومتر  600نوری 

تهیه و سپس  شدهگرفتهی هانمونهی سریالی از هارقت، هایباکتر

آگار کشت داده شد. پس از  BHIروی محیط کشت 

از  هایکلنساعت شمارش  24مدت به C˚37گذاری در گرمخانه

 صورتبهنتایج کلنی انجام گرفت و  30-300ی دارای هاتیپل

CFU/ml  گزارش شد. سوسپانسیون باکتری مربوط به اوایل مرحلۀ

تهیه و به  CFU/ml 810 × 5فاز لگاریتمی رشد با غلظت 

درصد در غلظت نهایی 30 نمکآبتیمارهای آب مقطر و همچنین 

CFU/ml 710 × 5  تلقیح شدند و در دمای اتاق مورد مطالعه قرار

ی از تیمارهای مورد مطالعه در روزهای داربرنمونه .(1 ،14)گرفتند 

 هایباکترپذیری انجام گرفت و کشت 11و  9، 7، 5، 4، 3، 2، 1، 0

 ی آنها ارزیابی شد.مانزندهو تعیین 

 

 



1397اسفند  - بهمن▐ 6 ۀشمار 12 سال▐شناسی پزشکی ایران میکروب ۀمجل  

393 

 

 پذیری باکتریکشت

پذیری باکتری در تیمارهای منظور بررسی کشتبه

ی صورت گرفت و بردارنمونهشده، در روزهای مختلف مطالعه

ی باکتریایی تهیه شد؛ سپس روی هانمونهی متوالی از اهرقت

گرمخانهمحیط کشت مک کانکی آگار کشت داده شدند. پس از 

 CFU/ml صورتبهی رشدیافته شمارش و هایکلن، هانمونهی گذار

پذیر در ی کشتهایباکترتعیین وضعیت  منظوربهگزارش شدند. 

گامی که تعداد کمتر ، هنموردمطالعهپایان دورۀ آزمایش تیمارهای 

در  هایباکتربود،  مشاهدهقابلپذیر باکتری کشت CFU/ml 1/0از 

 . (1)در نظر گرفته شدند  VBNCحالت 

ژن  PCR-RTۀ لیوسبه VBNCی هایباکترشناسایی 
16S rRNA 

تحت تیمارهای  VBNCی هایباکترشناسایی  منظوربه

ج و تخلیص شامل استخرا 16S rRNAژن  PCR-RTمطالعه از مورد

RNA تیمار ،DNase I  برای حذف آلودگیDNA  و سپس سنتز

cDNA  و الکتروفورز محصولPCR ی هانمونهcDNA شده، تهیه

 .(15)استفاده شد 

 16Sژن  PCR-RTاطمینان از کارایی  منظوربههمچنین 

rRNA  ی زنده و هایباکتر، رزندهیغی زنده از هایباکتردر تفکیک

 15مدت به C˚95ا حرارت )ب O157:H7 iE. colتازه باکتری 

 PCR-RTنیز  شدهکشتهی هایباکتردقیقه( کشته شد. برای 

شدن )زمان صفر( و نیز بعد از بلافاصله بعد از کشته 16S rRNAژن

 .(15)ساعت انجام شد  24

 باکتری RNAاستخراج 

از نمونه  تریلیلیم 10ی، از هر تیمار بردارنمونهدر روزهای 

دقیقه  5مدت به rpm 7000موژن برداشته شده و در ه صورتبه

تحت لیز  RNAمنظور استخراج سانتریفیوژ شد. رسوب باکتری به

ی باکتری، هانمونه RNAاستخراج  منظوربهسلولی قرار گرفت. 

 ,RiboEx Total RNA kit (GeneAllبا نام  RNAکیت استخراج 

South Korea) ار رفت. طبق دستورالعمل شرکت سازنده به ک

 DNA)سیناکلون، ایران( جهت حذف آلودگی  DNase Iکیت 

با استفاده از  cDNAحاصل برای سنتز  RNAاستفاده شد. سپس 

به کار  PCR kit (Vivantis, Malaysia)-step RT-Viva 2کیت 

 رفت.

 

 PCRپروسه 

)کیاژن  Prime Taq Premix (2X)، از PCRانجام  منظوربه

میکرولیتر از  10خلاصه،  طوربهشد. ه طب صدرا، ایران( استفاد

Prime Taq Premix ،3  میکرولیتر ازDNA  میکرولیتر  1نمونه و

پیکومولار(  5 هرکدامو معکوس ) فوروارداز مخلوط پرایمرهای 

میکرولیتر  20مخلوط شده و با آب مقطر دیونیزه استریل به حجم 

وب رسید. مخلوط فوق برای حذف قطرات روی دیوارۀ میکروتی

 PCRبرای انجام  هاوبیکروتیمثانیه اسپین شد. سپس  10مدت به

به شرح زیر  PCRترموسایکلر قرار داده شدند. شرایط  دستگاهدر 

 بود:

رونویسی دقیقه؛  5مدت به C˚94دناتوراسیون اولیه در 

DNA  سیکل شامل دناتوراسیون ثانویه در  35برایC˚94 مدت به

ثانیه و سپس  30مدت به C˚60ر پرایمرها د اتصالثانیه،  30

گسترش نهایی در  ؛ثانیه 30مدت به C˚72مرحلۀ گسترش در 

C˚72 دقیقه. سپس الکتروفورز محصول  5مدت بهPCR  با استفاده

ۀ ژل داک از ژل مربوطه لیوسبهدرصد انجام شد و 2از ژل آگاروز 

در  شدهاستفاده 16S rRNAعکس گرفته شد. پرایمرهای ژن 

  CAT TGA CGT TAC CCG:فروارد پرایمر شاملاضر، طالعۀ حم

CAG AA معکوس پرایمر و:CGC TTT ACG CCC AGT AAT 

TCC نهایی محصول اندازه با PCR برابر bp 98 (16) بود. 

 آنالیز آماری

در سه تکرار انجام شد. میانگین و  شدهانجامی هاشیآزما

استفاده از آن و با  براساستعیین شد و  هادادهمعیار انحراف

 16Sاکسل نمودارها رسم شدند. نتایج مربوط به بیان ژن  افزارنرم

rRNA  در روشPCR-RT کیفی گزارش شد و عکس  صورتبه

 درصد ارائه شد.2روی ژل آگارز  PCRالکتروفورز محصول 

 هاافتهی
در  O157:H7 E. coliپذیری باکتری در مطالعۀ حاضر، کشت

درصد در دمای اتاق با 30 نمکآبتیمارهای آب مقطر و همچنین 

استفاده از روش کشت متداول باکتری و شمارش کلنی مطالعه 

در تیمار آب مقطر  هایباکتری ریپذکشتشد. نتایج نشان داد که 

 4درصد از روز 30در طول مطالعه حفظ شد؛ اما در تیمار شوری 

 (.2و  1پذیری بودند )شکل فاقد کشت هایباکتربه بعد این 

برای  16S rRNAژن  RT-PCRنین در مطالعۀ حاضر همچ

کشت در تیمارهای ی زنده اما غیرقابلهایباکترتشخیص حضور 

-RT درصد انجام شد. همچنین30مقطر و همچنین شوری آب
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PCR  16ژنS rRNA پذیری باکتری با در تیمارهای فاقد کشت

ۀ حرارت مقایسه شد. لیوسبه شدهکشتهی باکتری هانمونه

، بیان ژن شودیممشاهده  3و شکل  1که در جدول  طورهمان

16S rRNA درصد در طول 30مقطر و نیز شوری در تیمار آب

ی هایباکترآزمایش مثبت بود. همچنین مشاهده شد که در 

در زمان صفر پس  16S rRNAۀ حرارت بیان ژن لیوسبه شدهکشته

ز ساعت ا 24شدن باکتری مثبت بوده ولی بعد از از کشته

منفی بود.  16S rRNAشدن حرارتی باکتری بیان ژن کشته

پذیری ی فاقد کشتهایباکتردر  16S rRNAبودن بیان ژن مثبت

درصد در کنار عدم بیان ژن 30روی محیط کشت در تیمار شوری 

16S rRNA  ۀ حرارت بیانگر ورود لیوسبه شدهکشتهی هایباکتردر

تحت استرس شوری  VBNCبه حالت  E. coli O157:H7 باکتری

در تشخیص  16S rRNAژن  RT-PCRیی کاراو نیز  درصد30

  بود. VBNCی هایباکتر

 
در تیمار آب  E. coli O157:H7باکتری  پذیریکشتتغییر در  .1شکل 

 در دمای اتاق درصد30مقطر و همچنین شوری 

 

 
 )ب( در دمای اتاق درصد30تحت شوری  پذیریکشتف( و عدم در تیمار آب مقطر )ال E. coli O157:H7باکتری  پذیریکشتحفظ  .2شکل 

 

 موردمطالعهدر تیمارهای  RT-PCR ۀلیوسبه E. coli O157:H7در باکتری  16S rRNAبیان ژن  .1جدول 

 تیمار

 روز
 درصد30شوری  آب مقطر

 شدن حرارتیکشته

(C˚95 15مدت به )دقیقه 

0 + + + 

1 + + – 

2 + + – 

3 + + – 

4 + + – 

5 + + – 

7 + + – 

9 + + – 

11 + + – 
 RT-PCRدر  16S rRNAۀ عدم بیان ژن دهندنشان –و  16S rRNAۀ بیان مثبت ژن دهندنشان+ 



1397اسفند  - بهمن▐ 6 ۀشمار 12 سال▐شناسی پزشکی ایران میکروب ۀمجل  

395 

 

 

 
در  E. coli O157:H7باکتری  16S rRNAژن  RT-PCR .3شکل 

 حرارت ۀلیوسبه شدهکشتهو  پذیریکشتپذیر، عدم کشت یهاحالت

A مارکر )DNA ،Bل مثبت، ( کنترC تیمار )DNase I یهانمونه RNA یباکتر

 شدهکشته یهایباکتر( Dحرارت در زمان صفر،  ۀلیوسبه شدهکشته یها

حرارت بعد از  ۀلیوسبه شدهکشته یهایباکتر( Eحرارت در زمان صفر،  ۀلیوسبه

بدون کشت تیمار  یهایباکتر RNA یهانمونه DNase I( تیمار Fساعت،  24

 درصد30بدون کشت تیمار شوری  یهایباکتر( G، 11در روز  درصد30شوری 

 .11در روز 

 گیرینتیجهو  بحث
تحت  O157:H7 E. coliی هایباکتردر مطالعۀ حاضر، 

پذیری خود را درصد از روز چهارم مطالعه به بعد، کشت30شوری 

بیان مثبت  هایباکتراز دست دادند؛ اما تا انتهای دورۀ مطالعه، این 

بودن مثبت نشان دادند. PCR-RTرا با استفاده از  16S rRNA ژن

پذیری روی محیط ی فاقد کشتهایباکتردر  16S rRNAبیان ژن 

 16S rRNAدرصد در کنار عدم بیان ژن 30کشت در تیمار شوری 

وسیلۀ حرارت، بیانگر ورود این باکتری شده بهی کشتههایباکتردر 

در  16S rRNAژن  PCR-RTیی کارا و همچنین VBNCبه حالت 

ی زنده اما غیرقابل کشت بود. نتایج مطالعۀ هایباکترتشخیص 

به حالت زنده اما  O157:H7 E. coliحاضر مبنی بر ورود باکتری 

کشت تحت استرس شوری با نتایج مطالعات پیشین غیرقابل

، اما نتایج مربوط به واردنشدن این باکتری (8 ،17)همخوانی دارد 

در تیمار گرسنگی )آب مقطر( با سایر مطالعات  BNCVبه حالت 

ناشی از تفاوت در  تواندیمی موجود هاتفاوت. (01 ،18)متفاوت بود 

ی مطالعه، طیمحستیزی باکتریایی مورد مطالعه، شرایط هاهیسو

و  شودیممرحلۀ رشد لگاریتمی باکتری که در آن استرس اعمال 

 .(18)نیز دمای شستشوی باکتری باشد 

 ویژه باکتریو به زایماریبکلی توانایی هر باکتری  طوربه

 O157:H7 E. coli  برای ورود به حالتVBNC از  تواندیم

ی بهداشت و امنیت موادغذایی اهمیت بسیار داشته باشد؛ هاجنبه

ممکن است به داخل آب و یا غذا انتقال  VBNCی هایباکترزیرا 

یماریبحیا شده و قابلیت رشد و بار دیگر ا هاطیمحیابند و در این 

یی را نشان دهند که در این ارتباط اتفاقات مهمی در مطالعات زا

ی در ریگهمهبرای نمونه، یک  .(19) شده استگزارش  شدهانجام

شدۀ ماهی سودنمکناشی از مصرف تخم  1998ژاپن در سال 

 شده استگزارش  O157 E. coliباکتری  VBNCآلوده به حالت 

یشوردر مواد غذایی حاوی  توانندیم VBNCی هایاکترب. (8)

ی شناسایی متداول هاروشۀ لیوسبهی بالا مخفی شده و ها

و همکاران  Kimی شناسایی نشوند. در همین ارتباط شناسیباکتر

 Bacillus cereus( نیز گزارش کردند که باکتری 2017)

ت تحشده، و تخمیر سودنمکپذیری خود را در میگوی کشت

درصد طی شرایط نگهداری در یخچال از دست داد؛ 2-15شوری 

 هایباکتری این مانزندهتحقیقات بیشتری پیرامون  هرچند

 مؤثری هاروشبنابراین  .(20)ۀ این محققان گزارش نشد لیوسبه

از اهمیت فراوانی برخوردار  هایباکتر VBNCتشخیص حالت 

اول شناسایی ی متدهاروشکه مشاهده شد،  طورهمان. است

از جمله کشت مستقیم روی محیط کشت و شمارش  هایباکتر

ی زنده اما غیر قابل کشت هایباکترکلنی قادر به شناسایی 

ی تشخیصی دیگر، از جمله هاروشنیستند. همچنین بسیاری از 

ی هاروشی، بادیآنتو  ژنیآنتشناسایی  براساسآزمایش ایمنی 

( نیز قادر به تمایز بین PCRاز )ی پلیمرارهیزنجمتکی بر واکنش 

ها، شناسایی ی زنده و مرده نیستند و در بسیاری از گزینههاسلول

ی محیطی و غذایی با محدودیت مضاعفی هانمونهباکتری در 

و همکاران  Rodríguez-Casasolaهمچنین  .(1) استمواجه 

 DNAی جدیدتر متکی بر هاروش( نیز گزارش کردند که 2018)

ی هایباکتراز دقت کافی برای شناسایی  PMA-qPCRاز جمله 

VBNC  از طرف دیگر با توجه به توانایی  .(21)برخوردار نیستند

ی متعددی از جمله اشریشیا کلی برای ورود به حالت هایباکتر

VBNC  و شرایط نامساعد محیطی و یا حین  هااسترستحت

ایندهای مثل تیمارهای ضدعفونی و یا فر شدهاعمالفرایندهای 

مورد استفاده در صنایع غذایی، نقص در شناسایی این حالت از 

 .(3)مخاطرات جدی را در پی داشته باشد  تواندیم هایباکتر

ی زنده اما غیر قابل کشت هایباکتر زیآمتیموفقشناسایی 

O157:H7 E. coli ۀ لیوسبهPCR-RT  16ژنS rRNA  در مطالعۀ
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و همکاران  Molaeeمخوانی دارد. حاضر با نتایج مطالعات پیشین ه

زندۀ موجود در  E. coliی هایباکتر( نیز توانستند 2015)

و   Liu. (12)تشخیص دهند  PCR-RTۀ لیوسبهی آب را هانمونه

را روی یک  O157:H7 E. coliی هایباکتر( 2008همکاران )

با  RNAغشای اتصالی پروتئینی به دام انداختند و بعد از استخراج 

  fliCو  rfbEی هاژنو تشخیص میکرواری  PCR-RTاده از استف

ی زنده اما غیر قابل کشت را با هایباکتراین باکتری، توانستند 

در این راستا مطالعۀ بیان . (1) شناسایی کنند CFU/ml 1دقت 

 VBNCی مختلف در حالت هایباکتریی زایماریبی مختلف هاژن

ای شناسایی این حالت از بر PCR-RTو استفاده از آنها در روش 

و  Rodríguez-Casasola. همچنین شودیمپیشنهاد  هایباکتر

 real time PCR-RT زیآمتیموفقیی کارا( نیز 2018همکاران )

؛ لذا (20)را گزارش کردند  Vibrio choleraبرای شناسایی باکتری 

ی مختلف هاژن PCR-RTیی روش کاراکه  شودیمپیشنهاد 

ی مختلف بررسی شود. هاروشو نیز سایر  ime PCRreal tهمراه به

Mar Lleo ( نیز از 2000و همکاران )PCR-RT  ژن اختصاصی

در  هایباکتربرای شناسایی این  Enterococcus faecalisباکتری 

. در مطالعات فوق، همانند (22)استفاده کردند  VBNCحالت 

 cDNAو سپس سنتز  RNAمطالعۀ حاضر، تمرکز بر استخراج 

ی مرده بوده هایباکترمربوط به  DNAحذف اثرات کاذب  منظوربه

ی هایباکتردر  16S rRNAعدم بیان ژن است. همچنین 

کارایی این روش را  PCR-RTۀ لیوسبهاز طریق حرارت،  شدهکشته

با  راستاهم. دهدیمنشان  رزندهیغی زنده از هایباکتربرای تمایز 

( نیز مشاهده 2005همکاران )و  Coutardنتایج مطالعۀ حاضر، 

 Vibrioۀ آنها )موردمطالعی هایباکتری مانزندهکردند که کاهش 

parahaemolyticus با کاهش سیگنال )PCR-RT  همبستگی

بر پایۀ عمر ماندگاری بسیار  PCR-RTتکنولوژی  (.23)داشت 

ی زنده وجود هاسلولفقط در  RNAو این اصل که  RNAکوتاه 

معمولی که نمونۀ  PCR برخلاف PCR-RT. در استدارد، استوار 

DNA ی هانمونهرود، به کار میRNA  خالص استخراج و سپس

cDNA  ساخته شده و در فرایندPCR  ؛ لذا شودیماستفاده

ی مرده هایباکترمربوط به  DNAی مثبت کاذب ناشی از هاجواب

 .(3) شودیمحذف 

E. coli ی گفت، باکتر توانیمی مطالعۀ حاضر بندجمعدر 

O157:H7  کشت  رقابلیغتحت شرایط شوری وارد حالت زنده اما

ی توانست زیآمتیموفق طوربه 16S rRNAژن  PCR-RTو  شد

را  O157:H7 E. coliی زنده اما غیر قابل کشت هایباکتر

فرصت مهمی را برای شناسایی  تواندیمشناسایی کند؛ بنابراین 

مطالعۀ حاضر، با وجود  را فراهم کند. در VBNCی هایباکتر

، VBNCدر تشخیص باکتری  16S rRNAژن  PCR-RTکارایی 

شدن حرارتی باکتری نتایج مثبت کاذب در زمان صفر بعد از کشته

 16Sژن  PCR-RTساعت،  24مشاهده شد؛ اما بعد از گذشت 

rRNA  گفت که  توانیم جهیدرنتی مرده منفی بود. هایباکتربرای

حققان مختلف در زمینۀ پایداری و عمر م نظراتفاقبا وجود 

های مختلف RNA رسدیم، به نظر RNAماندگاری پایین 

لذا انجام مطالعات جامعی پیرامون  ،حساسیت متفاوتی دارند

های مختلف تحت RNAپایداری و تعیین زمان دقیق ماندگاری 

ی هاطیمحو  هاکسیماتری مختلف و در هااسترستیمارها و 

اختصاصی هر  RNA. بدیهی است که تعیین استمختلف ضروری 

بیان مداوم در فازهای مختلف رشد باکتری بوده دارای باکتری که 

ولی در باکتری مرده بیشترین حساسیت و کمترین زمان پایداری 

برخوردار هستند.  PCR-RTرا داشته باشد، از اولویت استفاده برای 

  .O157:H7 coliEهمچنین با توجه به اینکه دوز عفونی باکتری 

، دقت تشخیص متناسب با این دوز استسلول  10پایین و حدود 

ی و افزایش سازنهیبهلذا  ،استعفونی از اهمیت بالایی برخوردار 

و همچنین ترکیب  PCR-RTدر تکنیک  RNAیی استخراج کارا

در راستای بهبود دقت تشخیصی این روش  تواندیم هاروشسایر 

در شناسایی این حالت از  هاروشی این مفید باشد. همچنین کارای

ی موادغذایی بایستی هانمونهی محیطی و هانمونهباکتری در 

 مطالعه شود.

 سپاسگزاری
نویسندگان این مطالعه، مراتب تشکر خود را از صندوق 

حمایت از پژوهشگران و فناوران کشور در حمایت مالی از تحقیق 

 .ددارنیم( ابراز 92010535حاضر )کد طرح: 

 تعارض منافع
 بین نویسندگان تعارض در منافع گزارش نشده است.
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