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 zot   و ctxA ، ctxBهایژن زمانهم جداسازی برای Multiplex PCR روش کارگیریهب

 بیماران از شدهایزوله کلرا ویبریو در
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 zotو  ctxA،ctxB یهاکه واجد ژن کلرایبریوو   (Toxogenic)زایسم یهایهسوزمینه و اهداف: 

 یعسرو  یقدق یشناسائ ینکنند، بنابرایم یجادا یدتریشد یماریبزاسمیرغ یهایهنسبت به سو هستند،

 برای Multiplex PCR روش یریکارگهبا هدف ب مطالعه ین. ااست یتحائز اهم یاربس زاسم یهایهسو

 .یدگرد یطراح یمارانشده از بیزولها کلرا یبریوودر  zotو  ctxA  ،ctxBیهازمان ژنهم یجداساز

و  شناختیمسر یهاآزمایشو با  یآورجمع ینیبال یهسو 37مطالعه  یندر امواد و روش کار: 

،  ctxA یژن ها ییشناسا منظوربه یتداده شدند. در نها یصتشخ O1 یکلرایبریووعنوان به شیمیاییزیست

ctxB وzot از روش Multiplex PCR یافزار آمارحاصل با نرم یجشد و سپس  نتا استفاده SPSS16 

 قرار گرفتند. حلیلو ت یهمورد تجز

نمونه (  66) یببه ترت zotو   ctxA  ،ctxB یفراوان ،Multiplex PCRحاصل از   یجبرطبق نتا: هایافته

روشی  Multiplex PCR ما نشان داد که  یجبود. نتا % 3/09نمونه(  63و)  % 4/09نمونه (  66، )% 4/09

 یروش برا ینا یتحساس ینچنهم .است ینیبال یهادر نمونه زاسم کلرایبریوو یجداساز یبرا یقو دق یعسر

ژن مورد نظر  یکپ 99 کمتر از  هستند، zotو ctxA  ،ctxB یهاکه واجد ژن کلرایبریوو یهایهسو یجداساز

 .استدر نمونه  

 یصتشخ ی( برا zotو ctxA  ،ctxBهدف یها) ژن یاختصاص یمرهایکه پرایدر صورت: گیرینتیجه

 یارزان برا حت و نسبتاًروش ساده، را یک Multiplex PCRکار برده شود، روش هب زاسم یبریوکلراو

 .است ینیکیکل یهادر نمونه زاسم یبریوکلراو یقو دق یعسر یجداساز

 zotو ctxA  ،ctxB ی، ژنها Multiplex PCR،  کلرا یبریووکلمات کلیدی

 برای مجله میکروب شناسی پزشکی ایران محفوظ است. این مقاله  و استفاده علمی از نشر : حق چاپ، ©کپی رایت 
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 مقدمه 

آشنای انسانی نام های عامل وبا، یکی از بیماری ویبریو کلرا

های گرم، وقتی که باکتری بتواند در آب است. وبا عمدتاً در ماه

 نوع یکاین بیماری . گرددمشاهده می، کندمدفوع تکثیر آلوده به 

 ،بهداشت تیوضع شدتبه هاقرنی ط در که است دیشد اسهال

 .(1-4)دهد می قرار ریتاث تحت را مبتلا جوامع اقتصاد و سلامت

 بر آن، ازی ناش شدهجادیای هایریگهمه که بعضی مواقعطوریهب

است. مطالعات  بوده گذارریتأث کشورها سرنوشت و هاجنگ امدیپ

 عنوانبهی ماریب نیا گذشته قرن دوی ط در دهد کهنشان می

 ازی اریبس در ریچشمگ عوارض جادیا و مرگی اصل عامل

. این باکتری که دارای است داشته نقش توسعه حال دری کشورها

ی هاطیمح ساکن اصل در است،های مختلفی بیوتیپ یا سروتیپ

 یک عنوانبه و (2،4) است هارودخانه و هاجیخل دهانهی آب

 مجله میکروب شناسی پزشکی ایران

 1932بهار  – 1 شماره – 7سال 

www.ijmm.irJournal homepage:  

 

 

مقاله 

 پژوهشی

http://xe-mg42.mail.yahoo.com/yab-fe/mu/MainView?.src=neo&themeName=fresh&bn=50_4&s=0&isFresh=1&bucketId=CMUSCVUH01&stab=1371986651106
http://www.ijmm.ir/


 Multiplex PCRکلرا با   یبریودر وzot و   ctxA  ،ctxB یهمزمان ژنها یجداساز /میر نژاد و همکارانرضا             

29 

 

 6دارای کلرا ویبریو .کندیم عمل انسان دری اریاخت زایبیماری

 ،. هم بیوتیپ کلرااستبیوتیپ کلرا، التور، آلبنسیس و پروتئوس 

. هستند O1سروگروپ و شودمیهم التور سبب وبای کلاسیک 

هم وجود دارند که  O1 سروگروپ البته بعضی ویبریوهای

. کنندتوانند بیماری ایجاد کنند و نمیسین کلرا را تولید نمیتوک

 O1ژن ضدآنتی پادتنهای آلبنسیس و پروتئوس با  بیوتیپ

های غیرآگلوتینه یا ویبریوی شوند و معمولاً سویهآگلوتینه نمی

 ویبریوکلرا هایشوند. بنابراین سه گروه از سویهغیرکلرا نامیده می

-non. (2) عامل وبا کلاسیک VCO1/O139(. 1)وجود دارد

O1/non-O139  ( 9) اوبشبهعاملNAG  یاNCV  که فقط گاهی

. کندایجاد میاغلب اسهال خونی  ولی شودمی بیماریسبب 

 توسعه، حال دری کشورها در وبای هایریگهمه موارد شتریب

 گروهی بریوکلرایو و O1ی سرم گروهزا سمی وکلرایبریو توسط

 .(1-7)شوندمی جادیا O139ی سرم

توجه به اینکه علائم بالینی و شدت بیماری ایجادشده  با

، کندفرق میهای بدون سم ا با سویهزهای سمویبریوکلراتوسط 

 . همچنین استزا بسیار مهم های سمتشخیص  سویه بنابراین

 در آن عامل ییشناسا و هیاول مراحل دری ماریب صیتشخ

 حائز هاگیریهمه بروز ی ازجلوگیر در ،غذا و آبی هانمونه

 هایروش ازی ادیز تعداد امروزه همین دلیلبه .(8) است تیاهم

 پینگیسروتا کشت، لیقب از شناسیبمیکر

 ون،یناسیآگلوت قیطر از  (microorganism)هاریزاندامگان

 و زایال ،سم سنجش ،شناختیزیست ویی ایمیشزیستی هاروش

 کلرا ویبریو صیتشخی برا که تاس یافته توسعه مونوفلورسانسیا

 و ریگها وقتاین روش غالباًی ول ،(11-3) روندمی کاربهزا سم

 در کهی صیتشخی هاروش نیاهمچنین  .(12) هستند نهیپرهز

 لیدلا به ،گیرندقرار می استفاده مورد زین حاضر حال

 جینتا لیدل به چه وی زمان نظر از چه مختلف،ی هاتیمحدود

 کم ریمقاد صیتشخ به نسبت تیحساس عدم نیهمچن و کاذب

 با سهیمقا در .(12،12)هستندیی هاتیمحدودی دارا ،یماریب عامل

 لیقب از ک،یدنوکلئیاس بر منطبقی هاروش امروزه ها،روش نیا

-Multiplex PCR، PCR-ELISA،Realمراز،یپلی ارهیزنج واکنش

Time PCR، قابل و عیسر صیتشخ با غیره وی سازدورگه 

 هاروش نیای جا به قدرتمند نیگزیجا یک عنوانبه نانیاطم

 (.12،19،14)شوندی م گرفته کاربه

 تکثیر اختصاصی جهت روشیک  Multiplex PCR روش 

یا  که در آن دو است PCRاز  ایاسیدنوکلئیک و نوع تغییریافته

 تکثیر زمان در یک واکنش طور همبیش از دو لوکوس از ژن به

زمان وزه از این روش در شناسایی  سریع و همشود. امرمی

ها و تشخیص کمیت نمونه و ، بررسی کیفیتزاهابیماری

 Multiplex PCR .شودمیاستفاده  شناختیهای ژنبیماری

ها خاص در میان دیگر باکتری زایبیمارییک وجود دهنده نشان

ف های مختلیا وجود ژنها در یک جنس یا سویه هاگونه یا تمایز

  .(12،11) است (Organism) اندامگاندر یک 

های مطالعات مختلف نشان داده که سویه با توجه به اینکه

و ctxA  های)توسط ژن کلراتوکسینویرولانسی  عواملحاوی 

ctxB سم  ،شود( کد میZonnula occludens ( توسط ژن zot 

 ییکنند و شناساشود( بیماری بسیار شدیدتری ایجاد میکد می

از نظر کلینیکی دارای  هستندها ی که دارای این ژنیهاسویه

این مطالعه با هدف  بنابراین .(11،17) می باشند اهمیت

های  زمان ژنجداسازی هم در Multiplex PCR روشکارگیری هب

ctxA  ،ctxB  و zot شده از بیماران استفاده ایزوله ویبریو کلرادر

 گردید.

 مواد و روش ها:
  ینیبال یهانمونه یجمع آور

از  ینینمونه بال 79 یمقطع -یفیمطالعه توص این در

، و بلوچستان، کردستان یستانس یهاکه در استان یمارانیب

 2988 یهاسال ین)عج( تهران ب...ایهبق یمارستانگلستان و ب

و  یو مورد بررس یآورشده بودند، جمعمبتلا ، به وبا 2931تا

 ویبریوکلرا رداستاندا یهسو نیمطالعه قرار گرفتند. همچن

22129PTCC  پاستور  ستیتورفرانس ان یشگاهشده از آزمایهته

 عنوان کنترل مثبت مورد استفاده قرار گرفت.به یرانا

( شناخنيسرم-شیمیاییزیست) یپیفنوت ییو شناسا یهاول جداسازی

 ینیبال یها نمونه

ستاندارد و ا ینیبال یبریوکلرایوابتدا نمونه  یشگاهزماآ در

لمان( آ)مرک  Luria Bertani  (LB) یطشده در محیآورجمع

کشت داده شدند. در  یایشهپرل ش یدار حاویسرولگل یعما

صورت  یاییآب پپتونه قل یطدر مح سازییمرحله بعد عمل غن

 Thiosulfate Citrate Bile Sucroseیطگرفته و سپس در مح

Agar (TCBS در دماآ( )شرکت مرک )درجه  97 یلمان

شدند. بعد  گذاریگرمخانهساعت کشت و  26مدت به یوسسلس

زرد رنگ، جهت  های یدر صورت مشاهده کلن ، گذاریگرمخانهاز 
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 یییوشیمیاب یهاگرم و تست یزیمآرنگ کلرایبریووگونه  یدتائ

، کلرایبریوومهم  یهایپسروت یینجهت تع چنین. همیدانجام گرد

 O1 والانیپل یهاسرمیبا آنت یداسلا یرو یناسیونآگلوت یشآزما

 Mast Diagnosticsشده از شرکت یهو اگاوا ته یناباا O139و 

 انجام شد. شناختیسرم یشکشور انگلستان، آزما

 و انجام آن: Multiplex PCR  واکنش یساز آماده

از نمونه ها با استفاده از   (DNA)دنا استخراج ،یشگاهآزمادر  

کشور دانمارک( انجام  Bioneerشرکت   )ساخت AccuPrep یتک

در نظر گرفته شد. هر  μL 91 یدر حجم نهائ PCRشد. واکنش 

 ی)ساخته کمپان 2X Master mix μL 22نمونه شامل 

Ampliqon III 2 یکشور دانمارک( حاوMgCl mM 8/2  ،μgr2  

DNA  ،الگوpmol l20 یمراز هر پرا R,F  ( و آب مقطر 2)جدول

 بود.  μL 91تا حجم  یلراست یردوبار تقط

 38 یقهدق 8شامل  یکلردر دستگاه ترموسا PCR فرایند

درجه  36در  یهثان 21 یکلس 98بدنبال آن  یوس،درجه سلس

 Annealingمرحله  یوسدرجه سلس 89در  یهثان 21،  یوسسلس

 72در  یقهدق 6 یتو در نها یوسدرجه سلس 72در  یهثان 21و 

از  PCRمحصولات  یبررس یانجام گرفت. برا یوسدرجه سلس

با رنگ  DNA یزیآم و رنگ %8/2در ژل آگاروز  الکتروفورز

SYBR® Green شرکت  یداتاز تولQIAGeen در . استفاده شد

مورد  Gel Documentationها با استفاده از دستگاه  ژلنهایت 

 (.2قرار گرفتند )شکل  یبررس

 

 :یآمار تحلیل

داد نمونه مثبت و تع ینتعی یشده برایآورجمع اطلاعات

 یتوصیف تحلیلشدند.  یابیآمده ارزدستههر ژن ب یبرا یمنف

 .یدصورت تعداد )درصد( بیان گردهانجام شد و اطلاعات ب

  

 مطالعه ینمورد استفاده در ا یمرهایپرا :2جدول 

رنام پرایم سکانس پرایمر (bp)اندازه محصول  
180 5'-  GGGAGCATTATATGGTAAAG-3' ctxA-F 
180 5'-  GGTTGATATTCTTTGAGTAC-3' ctxA-R 
120 5′- GGTGCAACTTTTCAA  GTA G-3′ ctxB-F 
120 5′- GGGTATCCTTCATCCTTTC-3′ ctxB-R 
946 5′-TCGCTTAACGATGGCGCGTTT <T>-3′ Zot-F 

946 5′-AACCCCGTTTCACTTCTACCC <A>-3′ Zot-R 

 ها:یافته

 یقاز طر کلرایبریوو یزولها 79عه تعداد مطال ینا یط در

و  یوشیمیاییب ایهآزمایشو انجام  TCBS یطمح یکشت بر رو

 قرار گرفته و معلوم شد که همه آنها ییمورد شناسا شناختیسرم

 تعلق دارند.بیوتیپ التور به 

 یها ژن Uniplex/Multiplex PCR به مربوط آگارز ژل: 2شکل  
ctxA, ، ctxB و zot هب مربوط2 شماره اهکچ 

 bp 211 DNA ladder, SM#333  2و9 شماره چاهک 
UniplexPCR ژن ctxB 6و 8 شماره  چاهک  UniplexPCR ژن 

ctxA 8و 2و7 شماره چاهک Multiplex PCR  یها ژنctxA,، ctxB 
  zot و
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 ویبریو در zot و ctxA، ctxB یها ژن یفراوان درصد: 2جدول 
 Multiplex PCR روش با مارانیب از شده زولهیا لراک

 

نمونه نمونه ها (  %6/31 مورد)22 شده ینمونه بررس 79 از

که تمام  یمعن ینمثبت بودند. بد ctxBو  ctxAها از نظر 

 یزن ctxBهستند از نظر وجود ژن  ctxAکه فاقد ژن  ییهانمونه

مثبت   zotاز نظر وجود ژن (  %8/32 ) نمونه 27هستند.  یمنف

 ctxBو  ctxAمطلق  با دو ژن  یوابستگ zotبودند وجود ژن 

 ctxAکه واجد دو ژن  ییهاکه همه نمونه یمعن ین، به اداشتند

تنها یک  .هستندمثبت   zot یزبودند از نظر وجود ژن ن  ctxBو

 (.2بود )جدول  zotو واجد ژن   ctxBو ctxAدو ژن  نمونه فاقد

 

 :بحث

زا با سم یهاکلرا یبریوو ینیعلائم بال ینکهباتوجه به ا 

زا سم یهایهسو  یصا تشخلذ ،استبدون سم متفاوت  یهایهسو

مانند  یمختلف یهاروشاز  یلدل ینهم. به(17)استمهم  یاربس

 یناسیون،آگلوت یقها از طرریزاندامگان یپینگکشت، سروتا

و  یزاال ،سم سنجش ،شناختیزیستو  یوشیمیاییب یهاروش

سم زا استفاده  کلرایبریوو یصتشخ یبرا یمونوفلورسانسا

مناسب  یتو اختصاص یتغلب فاقد حساس، که ا(12،19) گرددیم

 ینبا ا یسه. در مقا(12،11)هستند  ینهو پرهز یرگوقت بوده و اکثراً

و  یعسر یصبا تشخ  یمتنوع یمولکول یهاروشها، امروزه روش

کار گرفته قدرتمند به یگزینجا یکعنوان ان بهینقابل اطم

ان داده مطالعات مختلف نش ینکه. با توجه به ا(14،11) شوندیم

 Zonnulaکلراتوکسین، سم  یرولانسیو عوامل یحاو یهایهکه سو

occludens ییکند و شناسایم یجادا یدتریشد یاربس یماریب 

 یدارا ینیکیاز نظر کل هستند،ها ژن ینا یکه دارا یهائیهسو

 یریکارگهمطالعه با هدف ب ینا بنابراین. (17)هستند یتاهم

،  ctxA  یهازمان ژنهم یسازجدا برای Multiplex PCR روش

ctxB   وzot  یداستفاده گرد یمارانشده از بیزولها کلرایبریوودر. 

 Multiplex PCRمطالعه نشان  داد که روش   ینا نتایج

دقت و  یت،روش با اختصاص یک  zot و ctxA،ctxB سه ژن یهبرپا

از  یآگاه یبرا یدمف یاربس یتواند ابزاریو م استسرعت بالا 

مشابه  یجنتا ینکلرا باشد، که ایبریوو زاسم ینیبال یهاهیسو

 ، و (13)و همکاران  Tarr، (18)و همکاران Marashi مطالعات

Fallah Mehrabadi  است  (22)و همکاران. 

نمونه مورد  79 ینمطالعه حاضر نشان داد که از ب نتایج

ند که بود zot +ctx/ +نمونه zot-ctx، 22/ – نمونه 7 تعداد یابیارز

بود که  (21)و همکاران  Blackstoneمطالعه  یجبرخلاف نتا

بودند که  زاسم یهاشده در مطالعه آنها فاقد ژنیزولها یهایهسو

 اتفاقیصورت هآنها ب یهاباشد که نمونه لیلد ینتواند به ایم ینا

مورد  یهانمونه یگرفته شده بودند، ول ییمواد غذا یا یطاز مح

 یبریوکلراو ینیبال یهانمونه ینطالعه از بم یندر ا یبررس

 بودند . O1سروگروپ

 یهاژن یدارا یهایزولهاهمه مطالعه نشان داد که  ینا نتایج

ctxA   وctxB  واجد ژنzot  که مشابه مطالعه  هستندSingh  و

 %211 یباًتقر . این نتایج نشان دادند (22) استهمکارانش 

و  ctxA،ctxB یهازمان واجد ژننها همآمورد مطالعه  یهانمونه

zot یهایهکه اغلب سو کردندذکر  ینچننها همآ. هستند  Non-

O1  وNon- O 139 ینا یانگرب ینا و هستندفوق  یهافاقد ژن 

فوق بوده  یهاواجد ژن O1 یبریوکلراو یهایهکه سو استموضوع 

 یهاتوان از ژنیم زاسمیرو غ زاسمعوامل  ییو در شناسا

ctxA،ctxB  وzot  کرداستفاده. 

انجام دادند  (29)و همکاران  Riveraکه  یگرید ةمطالع در

پرو  یل،برز یکوسیتی،از مکز ینیکینمونه کل 83در  zot و ctxژن 

نمونه  82و هندوستان مورد مطالعه قرار گرفت و از مجموع 

 نمونه 2 تعداد  O139 و O1 ایبریوکلرو

 -/zot -ctx نمونه 62  و +zot/ +ctx  هاونهنم %8/88یعنیبودند 

 + /zot +ctx  .یبریو کلراو یگرنمونه د 97بودند O1 وO139  Non 
 یهشب یارمطالعه بس ینحاصل از ا نتایج. بودند zot -ctx/-یهمگ

 یینمونه ها %211مطالعه حاضر بود. در مطالعه حاضر  یجنتا

 نیموضوع به ا ینمثبت بودند. ا یزن ctxBاز نظر ژن   ctxA+که

نام ژن در ویبریو  تعداد نمونه درصد فراوانی

 کلراهای ایزوله شده

6/31% 22 +ctxA 

6/31% 22 +ctxB 

8/32% 27 +Zot 

88/3% 7 -/ctxB -ctxA 

22/8% 2 -/zot -, ctxB-ctxA 

92/2% 2 +/zot -, ctxB-ctxA 
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  zotژن  ین. همچناست AB5 سم یککلرا  سماست که دلیل 

که  ییهایهسو %211 شد و یابیها مثبت ارزیهسو یندر تمام ا یزن

 یزن  zot بودند، از نظر وجود ژن ctxB و ctxA یهاواجد  ژن

 ctxB -ctxA/- نمونه ( یکها )از نمونه %9/2مثبت بودند. فقط در 

 بود.  zot+ و

نمونه   یکمطالعه از  یندر ا ،بالا ذکر شددر  طورکههمان

  zot+ و ctxB -ctxA/-شد که  یزولها کلرا یبریوواز  یایهسو  ینیبال

.  (24)استو همکاران  Kislichkinaمشابه مطالعه  ینا وبود 

 یکمورد مطالعه  یهسو 88که  از  نتایج این مطالعات نشان داد

 زاسمیرغ و ctxB و ctxA یهافاقد ژن یول zotواجد ژن  یهسو

 بودند.

 یوربر (21)و همکاران در عراق  Salehکه  یامطالعه در

که همه  دادندانجام دادند گزارش  یطیو مح ینیبال یهانمونه

 یول ،هستند ctxBو  ctxA یهاواجد ژن ینیبال یهایزولها

با  یحدود تا ینکه اند مذکور یهافاقد ژن یطیمح یهایهسو

 دارد. مطالعه حاضر مطابقت

و  ctxA یهاژن ینمونه ها حاو % 6/31مطالعه حاضر  در

ctxB مشابه مطالعه  یباًتقر یجنتا ینبودند که اFedio  و همکاران

(21) ،Imani  32از  یشکه باست و نشان داد  (27)و همکاران 

 .هستندژن فوق  یشده دارایزولها یهایهاز سو %

 : یریگنتیجه

با  Multiplex PCR روشکه توان گفت یم یطور کلهب 

 یت،روش با اختصاص یک zotو  ctxA  ،ctxBیمرهایاستفاده از پرا

 یبرا یدمف یارابزار بس یکتواند یو م استدقت و سرعت بالا 

باشد  کلرا یبریوو زایسمیراز غ زاسم ینیبال یهایهاز سو یآگاه

وبا از عامل  زایسمعامل  این یقو دق یعسر یکه جداساز

وبا رخ  گیریهمهکه  یزمان در مواردصورت همآن به زایسمیرغ

 یاربس یماریاز انتشار ب یریو جلوگ  یشگیریپ به منظور ،دهدیم

 روشی Multiplex PCRنوع   ینا بنابراین،  است یتحائز اهم

و روش کشت  یمعمول PCR یجرا هایروش یگزینیجا درمناسب 

 .است ینیالب یاز نمونه ها  اندامگان ینا یدر جداساز

 و تشکر:  تقدیر

 یقاتمرکز تحق یافتهخاتمه یقاتیمقاله حاصل طرح تحق این

 استدانشگاه علوم پزشکی بقیه ا... )عج(  یکاربرد شناسیبیکرم

 گردد.مرکز تشکر و قدردانی می ینا یاعضا یاز تمام ینجاکه در ا
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