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 چکیده:

اغلب براي   RLUدر واحدهاي  (ATP)هاي مبتنی بر اندازه گیري بیولومینسانس آدنوزین تري فسفات گیرياندازه 
در این طرح کیت  ارزیابی سریع سطح تمیزي سطوح محیطی در مراقبت هاي بهداشتی و سایر تنظیمات استفاده می شود.

ه) طراحی، ساخته و تجاري شده است و از اداره کل استاندارد، ثانی 15تشخیص سریع آلودگی میکروارگانیسمی سطوح (در عرض 
 استاندارد آن اخذ شده است و همچنین به تایید آزمایشگاه مرجع وزارت بهداشت رسیده است. 

خالص در غلظت هاي مختلف براي ایجاد منحنی استاندارد استفاده شد. خطی بودن  ATPدر این مطالعه ابتدا از محلول هاي 
حساسیت رقت هاي متوالی کشت براث استافیلوکوکوس اورئوس به عنوان نماینده بیمارستانی پاتوژن، سپس براي تعیین  و

مواد  هاي واقعی همبستگی دارد یا خیر، مورد استفاده قرار گرفتند. بعد، انواع مختلف CFUبا  ATPاینکه آیا قرائت هاي 
 مورد آزمایش قرار گرفتند. ATPراي تداخل با قرائت استاندارد شیمیایی ضد عفونی کننده براي پتانسیل آنها ب

دهد که و همچنین باکتري بررسی شده است. نتایج نشان می ATPنحوه عملکرد این کیت و خطی بودن آن براي سوبستراي 
همچنین در مورد باکتري استافیلوکوکوس اورئوس نیز  باشد.خطی می ATPمولار  10-11 – 10-6پاسخ کیت در بازه غلظتی 

تواند در همچنین نتایج نشان داد که حضور مواد شیمیایی ضد عفونی کننده میباشد. خطی می  CFU 8 10 – 4 10در بازه 
 ها اختلال ایجاد کند. جواب

 ، لومین تستCFU ،RLUکلمات کلیدي: لوسیفراز، آدنوزین تري فسفات، 

 

 



 مقدمه:

منبع انرژي تمام سلول هاي زنده است و در بسیاري از واکنش هاي بیوشیمیایی  (ATP)تري فسفات  آدنوزین 
ها به سرعت تخریب می موجود در سلول ATPرا متوقف می کنند و  ATPمیرند، سنتز حیاتی نقش دارد. هنگامی که سلول ها می

نشان دهنده تعداد  ATPسلول هاي زنده پذیرفته شده است. غلظت بالاتر به طور گسترده اي به عنوان نشانگر  ATPشود. بنابراین، 
اندازه گیري  ATPروشی است که می توانند زنده ماندن سلول را بر اساس تشخیص  ATPسلول هاي زنده بیشتر است. سنجش 

ش تشخیص می توان استفاده شناسایی کرد. چندین رو ATPکنند. تمام سلول هاي زنده از جمله باکتري ها را می توان با سنجش 
کرد، مانند رنگ سنجی، فلورسنت و بیولومینسانس. اکثر محققان به دلیل حساسیت بالاتر، پروتکل ساده و همگن و نتایج سریع، 

 کنند.مانی سلول انتخاب میگیري زندهبیولومنسسنت را براي اندازه ATPهاي سنجش
هاي از سلول ATPکنند که از تاب استفاده میوسیفراز کرم شباز واکنش آنزیمی ل ATPهاي بیولومینسانس سنجش

را براي تشخیص آزاد کنند و معرف هاي  ATPکند. سلول هاي زنده لیز می شوند تا هاي نور استفاده میزنده براي تولید فوتون
حاوي آنزیم و سوبسترا لوسیفراز کرم شب تاب براي کاتالیز کردن یک واکنش دو مرحله اي اضافه می شوند. اولین مرحله واکنش 

سیژن آدنیلات با اک-آدنیلات و پیروفسفات است. در مرحله دوم، لوسیفریل-براي ایجاد لوسیفریل ATPفعال سازي لوسیفرین با 
تولید کند. سپس اکسی لوسیفرین حالت  2COمولکولی واکنش می دهد تا اکسی لوسیفرین را در حالت برانگیخته الکترونیکی و 

. شدت سیگنال شب تاب با )1(شکل  گرددنانومتر) به حالت پایه باز می 570تا  550با انتشار نور درخشان سبز تا زرد ( ،برانگیخته
جزء محدود کننده در واکنش لوسیفراز است، لومینسانس با غلظت  ATPهنگامی که  شود.گیري میندازهاستفاده از لومینومتر ا

ATP  متناسب است. سیگنال درخشان بالاتر نشان دهنده سطوح بالاترATP .است 
 

 
 

 واکنش بیولومینیسانس آنزیم لوسیفراز  -1شکل 

توانند به بنابراین این سطوح می .[4-1] زنده روي سطوحی که تماس زیاد دارند،به راحتی بر انواع مختلفی از پاتوژن ها می توانند 
مبتلا  بیماران به چنین عفونت هایی از همه ٪5در ایالات متحده،  2002. در سال [3-5]کمک کنند  بیمارستانیپاتوژن هاي پخش 
 (HAI)متحده به تنهایی، هزینه عفونت هاي بیمارستانی. در ایالات [11-6] بود ٪6تقریباً از این میان میزان مرگ و میر  و شدند

ها، تمیز کردن و ضد عفونی  HAIبراي محدود کردن تأثیر  .[14-12 ,9] تخمین زده می شود میلیارد دلار در سال 29و  5بین 
. علاوه بر [19-15 ,4 ,2] سطوح حساس محیطی در مراکز بهداشتی و درمانی براي کنترل عفونت بسیار مهم است کردن معمولی

بنابراین نیاز . [20،21 ,7] بهینه هستند جاهایی چنین ضروري است که اطمینان حاصل شود که روش هاي ضد آلودگی دراین، 
است که به صورت کمی میزان آلودگی بعد از تمیز کردن سنجیده شود. به همین دلیل است که از روش بیولومینیسانس براي 

اما این نتایج کمی ارائه می کنند، هاي بر پایه کشت میکروبی روشدر حالی که شود. صورت کمی استفاده میگیري آلودگی به اندازه



هاي خاص خود را دارند بادي نیز محدودیتیا آنتی PCRهاي بر پایه بر هستند و نیاز به نیروي متخصص دارند. روشها زمانروش
]2،13.[  

]، 16[ کنندگیري میدر مواد آلی و سلول هاي زنده اندازه  (RLU)صورترا به  ATPکه غلظت  ATPهاي بیولومینسانس شسنج
 هاییروشغذایی و آشامیدنی استفاده می شوند. چنین مختلف ، به طور گسترده در صنایع به دلیل سهولت استفاده و جوابدهی سریع

 گیرند. اي در مراکز بهداشتی درمانی نیز مورد استفاده قرار میبه طور فزاینده
باشد. یک قسمت براي قسمت مجزا می 4کیت طراحی شده در این مطالعه از ساختار فیزیکی پلاستیکی ساخته شده است که داراي 

آوري نمونه از روي سطح (سواب)، یک قسمت براي خوانش نگهداري محلول آنزیمی (قسمت آکاردئونی)، یک قسمت براي جمع
 آوري کننده. ته شدن محلول آنزیمی بر روي سواب جمع(لوله) و یک قسمت شکننده براي ریخ

 در این کیت 

 

 ها:مواد و روش

هاي (از مرکز کلکسیون میکروارگانیسم سازمان پژوهش ، استافیلوکوکوس اورئوس(از شرکت سیگما آلدریچ) آدنوزین تري فسفات
 کیت لومین تست، (از شرکت آریا طب) TSA، محیط کشت صنعتی)-علمی

 ها:روش

 ساختار فیزیکی پلاستیکی لومین تست با استفاده از دستگاه تزریق پلاستیک و اکسترودر ساخته شده است.
مولار پودر  1/0 . محلولمورد آزمایش قرار گرفت ATPبراي خطی بودن آنها در خواندن محلول هاي استاندارد  لومین تستابتدا، 

انجام شد.  10 -10 تا 10 -2 برابري از 10تهیه شد و به دنبال آن رقت هاي  DI( در آب دیونیزه شده اتوکلاو شده ( ATPاستاندارد 
 روي نوك سواب پیپت شد.  سمپلرمیلی لیتر از هر رقت مستقیماً با استفاده از  10

هاي سریالی استافیلوکوکوس اورئوس از یک بعداً رقت گزارش شده است. RLUو داده ها را در  هرا اندازه گیري کرد ATP هر بار
به طور جداگانه مستقیماً روي نوك هر سواب  10 8تا  10از  از هر رقت سریال میکرولیتر 10ازه ذوب شده تهیه شد. حجم کشت ت

از سوسپانسیون  10 -10 و 10 -9هاي رقت میکرولیتراز  900واقعی،  CFUبا  RLUپیپت شد و قرائت ها ثبت شد. براي ارتباط خواندن 
انکوبه شد. هرگونه تداخل  گراددرجه سانتی 36 ساعت در دماي 24و به مدت  کشت داده شد TSAباکتریایی به طور جداگانه روي 

بر روي  ATPمیلی لیتر از رقت مناسب محلول استاندارد  10شیمیایی از طریق خاموش کردن یا افزایش بیولومینسانس با قرار دادن 
 .میلی لیتر از ضد عفونی کننده آزمایش شد 10سواب و سپس قرار دادن  نوك

 

 

 



 نتایج

 دهد.ساختار ساخته شده به همراه اجزاي آن را نشان می 2شکل 

 

 

 ساختار پلاستیکی لومین تست -2شکل 

 

 دهد:نشان می ATPرا در برابر میزان  RLUمقدار  1نمودار 

 

 هاي مختلف در غلظت ATPدر برابر مقدار  RLUخطی بودن میزان 

1.0E+00

1.0E+01

1.0E+02

1.0E+03

1.0E+04

1.0E-10 1.0E-09 1.0E-08 1.0E-07 1.0E-06

RL
U
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 دهد:براي باکتري استافیلوکوکوس اورئوس نشان می CFUرا در برابر  RLUمقدار  3نمودار 

 

 براي باکتري استافیلوکوکوس اورئوس CFUرا در برابر  RLU: مقدار  3نمودار 

 

 گیري:بحث و نتیجه

توان به یا میزان باکتري به صورت خطی است و می ATPبا مقدار  RLUرابطه میزان  در لومین تست دهد کهنتایج نشان می
تواند کمک ثانیه میزان آلودگی را به صورت کمی نشان دهد که می 15تواند در عرض ها اعتماد کرد. از طرفی این تست میجواب

 این تست در انتهاي مقاله آورده شده است. هايضمنا تاییدیه ها در زمان بسیار کوتاه بکند.شایانی به بازرسی محیط
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