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براي  RFLP ،يزاالا ،تاکنون روش هاي مختلف تشخيصي از جمله کشت سلولي :زمينه و اهداف

صرف زمان زياد وداشتن حساسيت  ،شناسايي شيگاتوکسين ها بکار رفته ولي باتوجه به داشتن هزينه زياد

 Multiplex PCRو از روش  stxپائين کمتر مورد توجه واقع شده اند دراين تحقيق براي شناسايي ژن 

 استفاده شد.

براي  RFLP ،الايزا ،مله کشت سلوليتاکنون روش هاي مختلف تشخيصي از ج مواد و روش کار:

صرف زمان زياد وداشتن حساسيت  ،شناسايي شيگاتوکسين ها بکار رفته ولي باتوجه به داشتن هزينه زياد

 Multiplex PCRو از روش  stxاين تحقيق براي شناسايي ژن درپائين کمتر مورد توجه واقع شده اند 

 استفاده شد.

 از مورد نظراختصاصي براي ژن هاي مورد نظر عمل نموده و قطعات  هر جفت پرايمر به طور :هایافته

PCR سويه حاوي ژن 31ازبين سويه هاي مثبت  .بدست آمد Stx2،4  ژن سويه حاويStx1 سويه  4 و

است. در ژنوم تخليص شده از ديگر باکتري هاي گرم منفي تکثيري مربوط به  بوده Stx2و Stx1 حاوي

. رامورد تائيد قرار داد قطعات تکثيرشدهصحت توالي انجام شده  يينتع رفت.قطعات اين توکسين صورت نگ

پيکوگرم در  Stx2، 80/3پيکوگرم در ماکروليتر و Stx1،65/3 واکنش براي شناسايي ژن يتحساس

هاي سفکسيم، جنتامايسين، آميکاسين، سفترياکسون،  پادزيست ماکروليتربود. سويه هاي مثبت همگي به

 .ددنبو حساس نيتروفورانتين

روش يکي از روش هاي سريع و دقيق براي تشخيص انواع شيگاتوکسين ها مي باشد و اين : گيریيجهنت

 هاي توليد کننده شيگا توکسين استفاده نمود. مي توان ازآن درجهت شناسايي ژن هاي باکتري

 Shigella dysenteriae، E.coli O157:H7، Multiplex PCR، سندرم اورمي همولتيککليدی کلمات 

 پزشکي ايران محفوظ است.  شناسييکروبمبراي مجله اين مقاله  و استفاده علمي از نشر حق چاپ، :© رايتيکپ
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 مقدمه 

هاي  زهرابه از بزرگی خانواده متعلق به شیگاتوكسین ها

ها عمدتاً توسط  زهرابه این ؛ كهباشندیم يباكتر توكسین()

 از قبیل STECپاتوتیپ ( و 2)سروتیپ  دیسانتریه شیگلاباكتري 

H7: E.coliO157  ه قادر به ك شوندیم( تولید زهرابه)شیگالایک

(. این سم هاي پروتئینی متعلق به 1) باشندیمایجاد بیماري 

 Bقسمت  .باشندیمهاي پروتئینی  زهرابهاز  زهرابه ABخانواده 

 به طوركه  بودهغیر توكسیک و به صورت پنتامریک  زهرابه

به  Gb3پیدي به نام یاختصاصی از طریق یک رسپتور گلیکول

ک تییلافعال شدن بخش كاتبا  شودیمتصل مسطح سلول هدف 

 یک آدنین از حذفو با  شودیماین سم وارد سیتوزول 

28SrRNA زیر واحد s04  را در  سازيینپروتئریبوزوم فرآیند

 شودیمموجب مرگ سلولی  یلهوسسلول مهار كرده و بدین 

توكاین باعث سنتز سای هاسلولدر بعضی از  زهرابههمچنین این 

هاي  تنش یلهبه وستوزیس وپپها و القا نمودن پدیده آ

علاوه بر آن شیگاتوكسین ها باعث  (.2) شودیمریبوتوكسیک 

آبشاري افزایش  به طوركه  شوندیم یدهعلامتافزایش فعالیت 

 يبر رو شیگلادیسانتریهدر  زهرابههاي كد كننده این  ژن .یابدیم

بر روي باكتریوفاژ معتدل قرار  STECژن هاي كروموزومی و در 

ها از جمله  زهرابه یناز اانواع مختلفی  تاكنون (4،9ند )دار

Stx1c,Stx1 Stx2e, Stx2d, Stx2C, Stx2, Stx2f,, Stx2g 
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شیگاتوكسین ایجاد  یلهبه وسكه  ییهاعفونت اندشدهشناسایی 

انتشار جهانی داشته و عموماً در كشورهاي در حال  شودیم

آفریقاي جنوبی،  هند، قارهشبهتوسعه مانند جنوب شرقی آسیا، 

نیز این  یراندر ا، (1) شودیمآسیاي مركزي، بنگلادش مشاهده 

تولیدكننده  هاييباكترآلودگی با  باكتري گزارش شده است.

یک تهدیدي جدي براي سلامت در كشورهاي دنیا  زهرابهشیگا 

. شودیممحسوب  مناسببا سطح بهداشت  ییدر كشورهاحتی 

 خونی ، اسهالعامل اسهال زهرابه شیگا یدكنندهتولباكتري هاي 

HUS (Hemolytic Uremic Syndrome ) و ،كولیت هموراژیک

افراد  سال و 4زیر  يهابچهاین ناهنجاري در  ؛ كه(5،6) باشندیم

 %4-24در كلیه شود و  یینارسامنجر به  تواندیمسال  04بالاي 

آب  ،شیر ،(. استفاده از آب4) شودیم، به مرگ منتهی افراد مبتلا

تولیدكننده  باكتري هاي منابع ینترمهمآلوده  هاييسبزسیب و 

بز و دیگر  ،گله گاوها( 3) شوندیمشیگاتوكسین محسوب 

 E.coliباكتري  مخزن توانندیمطبیعی  به طورحیوانات 

مانند  یاییدرجانوران  همچنینشیگاتوكسین باشند  یدكنندهتول

انتقال شخص به همچنین  در انتقال نقش دارندنیز خرچنگ 

(. شیگاتوكسین ها 11،11) اتفاق بیفتد تواندیمشخص هم 

همچنان كه به عنوان خطر جدي براي سلامتی انسان محسوب 

براي اهداف درمانی مانند درمان انواع  توانیمآنها  شوند ازمی 

محل تومورها و  ییشناساو تصویربرداري در جهت  هاسرطان

 يهاروشمفید نمود تاكنون  يهااستفاده يسازواكسنصنایع 

براي  مختلفی از جمله كشت سلولی، سرولوژي و مولکولی

ژن آنها استفاده شده است روش  یاو شیگاتوكسین ها  ییشناسا

علاوه بر  یشناسسرمروش در صرف زمان و  مستلزم كشت سلولی

 ندارد وجود صرف زمان قدرت تفکیک بین انواع شیگاتوكسین ها

جهت شناسایی  T.Meyerو  H.Karch 2323 در سال( 11)

جفت پرایمر و  یکاز با استفاده  PCRشیگاتوكسین از تکنیک 

 اتیدیوم بروماید و از ژل الکتروفورز PCRبراي شناسایی محصول 

محصولات نیز از دو پروب الیگونوكلوتیدي  ییدتأو همچنین براي 

bp 24  تنوع ژنتیکی  يدارا زهرابهاستفاده نمودند چون این

 باشدیممشکل  PCRشناسایی آن طی یک واكنش  باشدیم

 و Margot توسط 2429تا می  2444سپتامبر (. از 12)

ها  زهرابه شیگا يجداسازهمکارانش مطالعات متعددي در مورد 

صورت گرفته است اما با  PCR Real time با استفاده از روش

بالا به دلیل ناتوانی  یتو حساسدرصدي  244وجود اختصاصیت 

استفاده از  نظر واین تکنیک در تکثیر محصول در اندازه مورد 

پروب هاي فلورسنس دار مخصوص كه مستلزم هزینه بالا 

 یندر ا(. 19) ، این روش كمتر مورد توجه واقع شده استباشدیم

موجود در روش هاي شناسایی  یصنقارفع  باهدف مطالعه

و نس متعدد دلیل داشتن فاكتورهاي ویرولا و بهشیگاتوكسین ها 

 PCRتکنیک تر  یقو دقكاربرد بیشتر  ینو همچنژنتیکی  تنوع

پرایمر  دو جفتبا  Multiplex PCRاز روش  یصدر تشخ

شد تا بتوان نسبت به شناسایی  استفاده شدهیطراحاختصاصی 

شیگاتوكسین با استفاده از ژن هاي هدف  یدكنندهتول هاييباكتر

 اقدام گردد. باشندیمسین كد كننده شیگاتوك هاي كه همان ژن

 :هاروشمواد و 

 :باکتري هاييهسو

 المللیینب با شناسه شیگلا دیسانتریه استاندارد هايیهسو 

RITCC1875  و از دانشگاه تربیت مدرسE.coli O157:H7  از

، سالمونلا تیفی موریوم استاندارد هايیهسو دانشگاه شاهد و

مركز  از ،ونا آئروژینوزاسودوم، ویبریوكلرا، كلبسیلا پنومونیه

تحقیقات میکروبیولوژي دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله )عج( تهیه 

و با استفاده از روش هاي كشت، تست هاي بیوشیمیایی 

 مجدد قرار گرفتند. ییدتأوایمونولوژیکی مورد 

 :مواد مورد استفاده

از شركت  Ladder 100bpو  Taq DNA polymerase آنزیم 

 MgCl2،dNTP ،Lysozyme ،RnaseA،Proteinase Kو فرمنتاز 

سینا كلون خریداري شد همچنین پرایمرهاي  از شركتواگاروز 

 مورد استفاده توسط سینا ژن سنتز شد.

    ژنومي باکتري DNAتهيه 

از باكتري شیگلا دیسانتریه ژنومی،  DNAجهت استخراج 

شت محیط ك به باكتري ها ابتدا ،E.coli O157:H7و  یک بیوتایپ

LB 97در دماي ساعت  22به مدت  قیح و جهت تکثیرمایع تل 

به فاز  هايباكتراز رسیدن  پس انکوبه شدند. سلسیوسدرجه 

از كشت  لیتریلیم 4/2رشد لگاریتمی گرمادهی متوقف و 

دقیقه با  4و به مدت  منتقل ml 2 هايبه میکروتیوپ  هايباكتر

و به رسوب  محلول رویی خارج .سانتریفیوژ rpm9444دور 

اضافه و با ورتکس  TEمیکرولیترازبافر  944مقدار سلولی حاصل، 

لیزوزیم  از یکرولیترم 24 مقدارمخلوط گردید سپس 

(mg/ml24)،244  میکرولیترSDS 24%  میکرولیتر آنزیم  9و
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در  دقیقه 04مدت ه ب ،اضافه هر نمونهبه آرامی به  Kپروتئیناز 

ها در مرحله بعدي نمونه .دادهقرار  لسیوسدرجه س 97انکوباتور 

 شدهدادهقرار سلسیوس  ،درجه 44دقیقه در دماي  04به مدت 

دور  با شدند. سانتریفیوژ rpm7000دور دقیقه با  7سپس به مدت 

میکرولیتر استات  24 رسوب، يآورجمعرویی و  محلول ریختن

 يو برا شدهاضافهاز میکروتیوب ها  یکهر مولار( به  9سدیم )

میکرولیتر ایزوپروپانول سرد اضافه و  DNA,744 ترسیب

 سلسیوسدرجه  -24 يدماساعت در  29مدت ها به میکروتیوب 

 rpm7000دور دقیقه با  24به مدت  هانمونهسپس  ،قرار داده

رسوب كند سپس محلول رویی  DNAسانتریفیوژ شدند تا 

 به طوربطوركامل خارج و به میکروتیوب ها اجازه داده شد تا 

خشک شوند. در مرحله بعدي  سلسیوسدرجه  04دماي  در املك

و براي حذف  حل TEمیکرولیتر بافر  244در  DNAرسوب 

RNA  ،میکرولیتر آنزیم  9احتمالیRnaseA  به میکروتیوب ها

قرار  سلسیوسدرجه  97دماي در دقیقه  94اضافه و به مدت 

 داده شد.

  شدهاستخراجژنوميك  DNAغلظت  يريگاندازه 

، از دستگاه شدهاستخراج يهانمونهگیري غلظت اندازه براي

نانومتر استفاده گردید. به این  224و  204نانودراپ و طول موج 

منظور ابتدا با الکل نانودراپ را تمیز كرده و سپس با توجه به 

عنوان بافر  به TE بافراز آب مقطر و یا  DNAروش استخراج 

ودراپ استفاده شد. یک شاهد براي صفر كردن دستگاه نان

را بر روي دستگاه قرار داده و  شدهاستخراجمیکرولیتر از نمونه 

نانومتر مورد بررسی قرار  224و 204غلظت آن در طول موج 

  .گرفت

 پرايمرهاي مورد استفاده 

در این تحقیق قسمت میانی ژن هاي كد براي طراحی پرایمر 

و  shigella dysenteriae هاييباكتركننده شیگاتوكسین از 

E.coli O157:H7  به به عنوان ژن هدف در نظر گرفته شد. بعد از

دو آوردن توالی ژن مورد نظر از بانک ژنی اقدام به طراحی  دست

-با استفاده از نرم گردید. stx2و  stx1 پرایمر جهت تکثیر جفت

برخی ویژگی پرایمرها  DNASIS و Oligo Analyzerافزارهاي 

G (ΔG )دلتا ، احتمال تشکیل لوپ، Tmدماي ، GCمانند درصد 

و  پیشرو و جفت شدگی پرایمرها در هر یک از جفت پرایمرهاي

معکوس، به صورت جداگانه مورد بررسی قرار گرفت. پرایمرها 

 توسط شركت سینا كلون سنتز گردید. (2)جدول 

 

 

 

 ستفادهاطلاعات مربوط به پرایمرهاي مورد ا: 2جدول 

 اندازه قطعه جايگاه بر روي ژن کد کننده سم سکانس پرايمر پرايمر

Ah stx1F TTGTTTGCAGTTGATGTCAGAGG 224-299  

274 bp Ah stx1R CAGGCAGGACACTACTCAACCTTC 070-744 

Ah stx2F TTGCTGTGGATATACGAGGGC 220-294  

034 bp Ah stx2R CGCCAGATATGATGAAACCAGTG 000-023 

 

  PCRبا واکنش  stxژن  يرو تکث يجداساز

 2میکرولیتر شامل  24نهایی  در حجم PCRاجزاي واكنش 

 Taq DNAآنزیم  از یکرولیترم 4/4 ,الگو DNAمیکرولیتر 

polymerase (U/µl4), 2 میکرولیتر از هر پرایمر pmol/ 

((µl)10)، 2  میکرولیتر از مخلوطdNTP، 4/2 بافر  میکرولیتر

PCR، X 24, 4 /2  2میکرولیترMgCl (44  ،)4/20میلی مولار 

مخلوط شدند. واكنش  یکدیگربا  سترونآب مقطر  میکرولیتر

PCR  انجام گرفت. جهت  2با جدول  مطابق چرخه دمایی 94در

ماكرولیتر از محصولات واكنش به همراه  PCR، 4بررسی محصول 

یک میکرولیتر محلول لودینگ توسط ژل اگاروز یک درصد به 

بعد  PCRالکتروفورز شد. محصول  24دقیقه تحت ولتاژ  04ت مد

از ژل با استفاده از  یريو تصومشاهده  UVنور از الکتروفورز زیر 

 تهیه گردید. Gel documentدستگاه 
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 stx2 و stx1جهت تکثیر ژن  PCRنحوه اجراي واكنش : 2جدول 

 همرحل درجه حرارت زمان تعداد سیکل

 2 دناتوره شدن اولیه درجه 30 دقیقه 9 سیکل 2

 سیکل 92

 ثانیه 04

 ثانیه 04

 یقهدق 2

 درجه 30

 درجه 43

 درجه 72

 دناتوره شدن ثانویه

 اتصال

 تکثیر

 

2 

 

 9 تکثیر نهایی درجه 72 دقیقه 7 سیکل 2

 

 

 محصولات واکنش  ييدتأ

ا هر یک از پرایمر ه ،PCRمحصول  ییدتأبراي تعیین توالی و 

به  PCRمیکروگرم از محصولات  2و  µl pmol/ 24 تظبا غل

 ارسال شد. آورانفنشركت ژن 

 تعيين ميزان اختصاصي بودن واکنش 

با ژنوم تخلیص شده باكتري  PCRبراي این منظور واكنش 

 Klebsiella pneumonia، Pesudomonase ,انجام شد ي زیرها

aeruginosa, Salmonella typhi, Salmonella para typhi, 
Vibrio cholera پس از انجام واكنش محصول با ژل آگاروز  كه

 . یک درصد مورد ارزیابی قرار گرفت

از با استفاده  PCRتعيين ميزان حساسيت واکنش 

DNA  ژنومي 

 Shigellaژنومی  DNAبه منظور تعیین حداقل غلظت 

dysenteriae  وE.coli O157:H7  توسط این روش  تواندیمكه

توسط بافر نانوگرم  244یی گردد، ژنوم باكتري با غلظت شناسا

TE (PH=8) عنوان الگو جهت واكنش  و به شدهیقرقPCR  مورد

 در صداروز یک استفاده قرار گرفت. محصول واكنش توسط ژل آگ

 الکتروفورز گردید.

 باليني  يهانمونهبررسي 

 از كشتمثبت حاصل  بالینی نمونه 09در این پژوهش تعداد 

 مورد  E.coli O157:H7و شیگلا دیسانتریهفوع با هویت مد

شده مربوط به  يآورجمعهاي نمونه .بررسی قرار گرفت

به آزمایشگاه بیمارستان هاي كودكان امیركلا،  كنندگانمراجعه

شهرهاي  در سطحرازي  ،شهید یحیی نژاد، شهید بهشتی

ها نمونه يورآجمع، بابل و بابلسر از استان مازندران بود. شهرقائم

 گردید. انجام 32الی فروردین  32بهمن ماه از  9 یدر ط

 ،سال 24ماهه تا  2 يهابچهسنی مورد مطالعه شامل  يهاگروه

سال بود. مشخصات افراد  34تا  44و سال  94تا  24بالغین 

آنتی بیوگرام ثبت  و گزارششامل سن، جنس، نوع پذیرش 

شگاه مركز تحقیقات به آزمای هانمونهگردید. با انتقال 

مایع تلقیح و به  LBبه محیط  هانمونهوبیولوژي كاربردي رمیک

انکوباتورشیکردار جهت رشد منتقل گردید. پس از رشد براي 

 یو اختصاصتعیین هویت مجدد بر روي محیط هاي افتراقی 

آنتی سرم هاي اختصاصی مورد بررسی مجدد  و با شدهدادهكشت 

به روش جوشاندن، واكنش  DNAراج از استخ پس قرار گرفتند.

PCR  پادزیستی یتو حساسانجام شد. در مرحله بعد مقاومت 

استفاده  با PCR از واكنششیگاتوكسین مثبت حاصل  يهانمونه

محیط مولر هینتون آگار تعیین  يبر رودیسک دیفیوژن  از روش

مورد استفاده شامل كوتریماكسازول،  پادزیستیگردید. دیسکهاي 

كلاو، سفکسیم،  كوآموكسی وكساسین، آمیکاسین،سیپروفل

، مسفوتاكسی جنتامایسین، نالیدیکسیک اسید، سفتازیدیم،

با استفاده  هاداده یلو تحلبوده است سپس تجزیه  سفتریاكسون

 انجام شد. SPSS10 افزاراز نرم

  هايافته 

سوسپانسیون حاوي  مایع LBپس از كشت باكتري در محیط 

كروموزومی قرار  DNA يجداسازي تحت تعداد مشخص باكتر

بر روي ژل آگاروز  شدهاستخراج DNAكیفیت  و سپسگرفت 

یک مشاهده  در شکلیک درصد بررسی شد همان طور كه 
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از كیفیت مناسبی جهت انجام  و شدهاستخراج DNA شودیم

PCR  باشدیمبرخوردار  . 

 

 

 شیگلا و E.coli O157:H7 ژنومی DNA استخراج: 2شکل 
 ژنوم DNA( 2ستون : درصد یک آگاروز ژل از استفاده با دیسانتري

 ژنوم DNA(2ستون  ،E.coli O157:H7 باكتري از شدهاستخراج

 Shigella dysenteriae باكتري كشت از شدهاستخراج

  PCRواکنش 

هر سویه به  شدهاستخراجژنومیک  DNAبا  PCRواكنش 

( در 2شکل مرهاي اختصاصی انجام گرفت )طور جداگانه باپرای

PCR  جفت بازي به ترتیب مربوط به ژن  034و  274قطعهstx 2 

 .باشدیم stx 1و ژن 

 

 

 

 

 

  ژنومیک محصولات با PCR واكنش: 2شکل 

 ،DNA (100bp DNA Ladder) نشانگر اندازه( 2ستون 

 bp274)قطعه  E.coli O157:H7ژنوم  از PCRمحصول ( 2ستون 

از ژنوم  PCR( محصول 9 ، ستوناست( stx2به ژن  مربوط

Shigella dysenteriae  قطعه(bp034 به ژن  مربوطstx1 )است 

به  Stx2و  Stx1ژن هاي  PCRپس از ارسال محصولات 

توالی  و یرشدهتکثقطعات  یتوال با مقایسه آورانفنشركت ژن 

 يهاژنبود، صحت از بانک ژنی استخراج شده  كه قطعات

نشان  0و  9در شکل هاي  شد كهواقع  ییدتأمورد  یرشدهتکث

 . داده شده است

 

                   Stx1سکانس ژنی  ییدیهتأ– 9شکل 
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 :Stx2سکانس ژنی  ییدیهتأ– 0شکل 

  PCRميزان اختصاصي بودن واکنش 

میزان اختصاصی بودن واكنش  ،PCRمحصولات  ییدتأپس از 

سالمونلا تیفی  ،پنومونیه كلبسیلا هاييباكتره از با استفاد
 ویبریوكلرا، آئروژینوزا سسودومونا، C سالمونلاپاراتیفی ،موریوم

تمامی  شودیمدیده  4انجام گرفت. همان طور كه در شکل 

منفی بودند كه اختصاصی بودن تست مورد نظر را  هاواكنش

 .كندیممشخص 

 

 

نشانگر ( 2ستون  PCR نشواك بودن اختصاصی میزان: 4شکل 

 ،آئروژینوزا سودوموناس( 2ستون  DNA (100bp DNA Ladder،) اندازه

( 4ستون  ،ویبریوكلرا( 0ستون  ،كلبسیلا پنومونیه( 9ستون 

( 2و  7ستون  ،C پاراتیفی سالمونلا( 0ستون  ،سالمونلاتیفی موریوم

E.coli O157:H7  به عنوان كنترل مثبت لا دیسانتريشیگو 

  PCRحساسيت واکنش  ميزان

 242 با غلظت E.coli O157:H7پس از تهیه رقت از ژنوم 

نانوگرم در  240غلظت وشیگلا دیسانتریه با نانوگرم در میکرولیتر 

 در شکلهمان طور كه  هارقتواكنش براي هر یک از میکرولیتر 

ژنومیک انجام شد  DNAاز  24-7 تا رقت شودیممشاهده  7و  0

 اولیه در نمونهژنومیک  DNAجه به اینکه غلطت . با تو(0ستون )

E.coli O157:H7، 242 شیگلا در  ومیکرولیتر در نانوگرم
 بوده پس حساسیت واكنش میکرولیتر نانوگرم در 240 دیسانتریه

 يو برا یکرولیتردر مپیگوگرم  42/2برابر  E.coli O157:H7 براي

 .خواهد بود یکرولیتردر منانوگرم  40/2 یسانتریهدشیگلا 

 

 

 DNA نشانگر اندازه:  PCRمیزان حساسیت واكنش  :0شکل 

(100bp DNA Ladder،) 2 ( رقت9 ستون ،24-2 ( رقت2 ستون -

 ،24- 4 ( رقت0ستون  24-0 ( رقت4 ، ستون24- 9( رقت 0 ، ستون24

كه در رقت انتهایی  باشدیم 24-7رقت ( 2ستون  ،24-0رقت ( 7ستون 

 .  باشدیم یکرولیتردر مپیکوگرم  42/2برابر  DNAغلظت 

 
 ژنومیک DNAمیزان غلطت  بر حسبتعیین حساسیت  7شکل 

 DNA (100bp DNA نشانگر اندازه( 2ستون شیگلا دیسانتریه: 

Ladder،) 9( رقت 0 ، ستون24- 2 ( رقت9 ستون ،24-2 ( رقت2 ستون 

 ،24-0رقت ( 7ستون  ،24- 4 ( رقت0 ستون 24-0 ( رقت4 ، ستون24-

برابر  DNAانتهایی غلظت  كه در رقت باشدیم 24-7رقت ( 2ستون 

 .  باشدیم یکرولیتردر مپیکوگرم  40/2

 به PCRواكنش  stx2و  stx1شناسایی هردو ژن  به منظور

 در شکلشد كه نتیجه آن  انجام Multiplex PCRو صورت مجزا 

جداگانه براي هر ژن قطعات  PCR در واكنشآورده شده است.  4

از باكتري  stx2و  stx1به جفت باز به ترتیب مربوط  274و  034

(. 9و  2)ستون  باشدیم E.coli O157:H7و شیگلا دیسانتري 

 دو ژنبراي هر  Multiplex PCRجهت تسریع شناسایی واكنش 
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(stx1  وstx2 ) شود می  ( مشاهده4و  0) در ستونهمان طور كه

 E.coli O157:H7 در مورد stx2و  stx1 دو قطعهگرفت هر  انجام

تنها  شیگلا دیسانتریه( ودرمورد گونه 0ستون تکثیر شده است )

 تکثیر شده است. stx1 قطعه

 باليني: يهانمونهنتايج 

شیگاتوكسین  يهانمونهبررسی حساسیت  نتایج حاصل از

هاي مورد بررسی نشان دهنده حساسیت  پادزیستمثبت در برابر 

هاي سفکسیم، جنتامایسین، آمیکاسین،  پادزیست آنها در برابر

هاي  پادزیستمقاومت در برابر  ن ویئسفتریاكسون، نیتروفورانت

كوآموكسی كلاو،  ،كوتریماكسازول ،سیپروفلوكساسین

. (2نمودار نالیدیکسیک اسید، سفوتاكسیم، سفتازیدیم بود )

( %4/44نمونه ) 94نمونه انتخابی ازسه گروه سنی  09ازمجموع 

( مربوط به گروه %2/22نمونه ) 2 ,سال 24زیر كودكان مربوط به 

 44( مربوط به گروه سنی %7/92نمونه ) 24و سال  94-24 سنی

 .بوده است 34تا 

 

و  stx1از ژن هاي  Multiplex PCRو  PCRررسی واكنش : 2شکل 

stx2 از باكتري شیگلا دیسانتریه و E.coli O157:H72 . ستون )

از  PCR( محصول 2ستون  ،DNA (100bp DNA Ladder) نشانگراندازه

DNA محصول 9ستون  ژنومیک شیگلا دیسانتریه )PCR از DNA 

 DNA از Multiplex PCRمحصول ( 0 ستون E.coli O157:H7ژنومیک 

 DNA از Multiplex PCRمحصول ( 4 ستون E.coli O157:H7ژنومیک 

  هژنومیک شیگلا دیسانتری

جمعیت مورد مطالعه از  درمورد جداسازي شیگاتوكسین ها از

بودند  stx( حاوي ژن %3/20سویه مثبت ) 27نمونه  09مجموع 

نمونه  stx2, 0( داراي ژن %4/70نمونه ) 29كه ازاین تعداد 

ژن مورد داراي هر دو  0ازبین اینها  و stx1( داراي ژن 4/29%)

stx1  وstx2 0 ,(%07نمونه مثبت ) 2از  بودند. درگروه سنی اول 

نمونه مثبت  2و ( مربوط به دختر بچه ها %74بت )مثنمونه 

 2سنی دوم  . درگروه( مربوط به پسر بچه ها بوده است24%)

نمونه مثبت كه هردوي آنها مربوط به خانم هاي باردار بوده است 

نمونه مثبت  0 (%7/02) نمونه مثبت 7ودر گروه سوم سنی از 

( مربوط به %3/02مثبت )نمونه  9و به پیرمردها  ( مربوط2/47%)

نتایج حاصل ازبررسی  .بوده است سال 44خانم هایی با سن بالاي 

هاي  پادزیستحساسیت نمونه هاي شیگاتوكسین مثبت در برابر 

هاي  پادزیستمورد بررسی نشان دهنده حساسیت آنها در برابر

سفکسیم، جنتامایسین، آمیکاسین، سفتریاكسون، نیتروفورانتین 

 ،هاي سیپروفلوكساسین یستپادزومقاومت در برابر 

كوآموكسی كلاو، نالیدیکسیک اسید،  ،كوتریماكسازول

 (0شکل سفوتاكسیم، سفتازیدیم بود )

 

 بررسی آنتی بیوگرام نمونه هاي بالینی :2نمودار 

 

 نتيجه گيري و بحث

آلودگی با باكتریهاي تولیدكننده شیگا توكسین یک تهدیدي 

می  محسوب ی پیشرفتهجدي براي سلامت در كشورهاي دنیا حت

شود. باتوجه به اینکه عوامل ایجاد كننده شیگاتوكسین ها كه 

 ،می باشند STEC یپپاتوتعموما باكتري هاي شیگلادیسانتریه و 
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این از اهمیت بالایی برخوردار می باشند لذا روش هاي شناسایی 

طلبد می  عوامل ونحوه پیشگیري ودرمان آنها تحقیقات وسیعی را

طالعه ما نیز در راستاي تحقق بخشی از این اهداف كه م (5،4)

تا به امروز روشهاي متعددي جهت شناسایی  بوده است.

شیگاتوكسینها ویا ژن مربوط به آن انجام گرفته است اما 

شناسایی این سویه ها به طور روتین در آزمایشگاههاي طبی 

 انجام نمی گیرد لذا پژوهشگران درصدد یافتن راههاي ساده براي

غربالگري این باكتري ها هستند. یکی از این روش ها كشت 

سلولی است كه در آن از سلولهایی كه داراي گیرنده اختصاصی 

براي این توكسین هستند استفاده می شود. اگرچه حساسیت این 

باشد، داراي معایبی از جمله وقت روش شناسایی توكسین بالا می

نیاز به تجربه  ،كردن آن گیر و زمانبر بودن، دشواري استاندارد

نظیركشت سلولی  امکاناتی ومهارتهاي خاص و نیازمند بودن به

در  (14باشد )وآنتی توكسین مخصوص جهت خنثی سازي می

چند سال گذشته آزمایش الایزا براي شناسائی مستقیم 

شیگاتوكیسن در نمونه هاي مدفوع طراحی شده است این 

ي در تشخیص شیگاتوكیسن آزمایش ها نیز داراي نقش بالقوه ا

و یا دیگر باكتري هاي  STECهستند چرا كه می توانند حضور 

تولیدكننده این توكسین را تشخیص دهند. علیرغم اینکه این 

آزمایش بسیار سریع بوده ودر هر آزمایشگاهی قابل انجام و نتیجه 

آن در كمتر از یک روز مشخص می شود اما با این وجود بدلیل 

ین انواع شیگاتوكسین ها ونیاز به آنتی بادي هاي عدم تفکیک ب

مونوو پلی كلونال ضد توكسین و صرف هزینه زیاد استفاده 

از آنتی بادي  RPLA درروش چندانی از این روش نمی شود

مونوكلونال به همراه ذرات لاتکس استفاده می شود علیرغم 

نال حساسیت بالاي این روش بدلیل استفاده از آنتی بادي مونوكلو

قابل شناسائی نمی  Stx2ازسویه هاي تولیدكننده  بعضی و اینکه

(. درروش دورگه 11باشند كمتر موردتوجه واقع شده است )

 سازي كه یک تکنیک مولکولی موثر و بسیارحساس واختصاصی

شناسایی دقیق شیگاتوكسین میباشد از مواد غیر رادیواكتیو  در

شوداما به دلیل عدم  مانند دیگوسی ژنین وبیوتین استفاده می

كارایی آن درمورد تعداد زیاد نمونه هاي بالینی در آزمایشگاههاي 

سپتامبر (. از 15،16تشخیص طبی مورد توجه واقع نشده است )

حال مطالعات متعددي در مورد جدا سازي  تا 2444

صورت  Real time PCRشیگاتوكسین ها با استفاده از روش 

درصدي  244اشتن اختصاصیت گرفته است اما با توجه به د

وحساسیت بالاي واكنش به دلیل ناتوانی این تکنیک در برآورد 

اندازه محصول تکثیر شده واستفاده از پروب هاي فلورسنس دار 

روش را  این مخصوص وهزینه بالاوكمبود افراد ماهر وبا تجربه

درحال حاضر  PCR(. تکنیک 14نموده است ) مواجه بامحدود یت

 اینکه یک روش ساده، حساس واختصاصی وبه صرفه با توجه به

شناسایی انواع ژن وعوامل بیولوژیک می باشد وضمن  براي

سادگی محدودیت هاي روش هاي گفته شده را نداشته ازآن به 

طورگسترده درآزمایشگاههاي تشخیص طبی جهت شناسایی 

عوامل بیماریزا می توان استفاده نمود این تکنیک اولین بار توسط 

اري و مایر توصیف شد و شامل یک جفت پرایمر از یک منطقه ك

درژن هاي همولوگ بود كه عمده  Stx2و  Stx1حفاظت شده 

و عدم كارایی در انواع  Tmترین عیب آن پائین بودن 

(. باعنایت به موارد یاد شده جهت 12شیگاتوكسین بود )

 Multiplexشناسیایی انواع شیگاتوكسین طراحی یک واكنش 

PCR  كه در آن حداقل از دوجفت پرایمر جهت شناسایی ژن

اولین مطالعه انجام  .شیگاتوكسین استفاده شود ضروري می باشد

 2334سال در  Multiplex PCRگرفته شیگاتوكسین با روش 

جهت شناسایی شیگاتوكسین ها  وهمکارانش Cebulaتوسط 

 باطراحی پرایمر هاي اختصاصی واستفاده از یک قطعه به عنوان

كنترل داخلی مثبت صورت گرفت اما پرایمرهاي طراحی شده 

(. مطالعات بعدي توسط 13بود ) Stx2فقط قادر به شناسایی 

Belanger  وهمکارانشان با این روش براي شناسایی شیگاتوكسین

ها صورت گرفت عیب عمده آن دراین بود كه همه قطعات 

ک و تفکیک آنها برروي ژل آگارز طراحی شده داراي اندازه كوچ

(. پرایمرهایی كه مادراین تحقیق طراحی نمودیم 21مشکل بود )

با بررسی هاي انجام شده و استفاده از اطلاعات موجود در بانک 

ژنوم ونرم افزارهاي تائیدي وكار بر روي نمونه هاي بالینی ثابت 

انواع ژن  نمود كه معایب گفته شده بالا را نداشته وقادر به تکثیر

هاي شیگاتوكسین می باشد وقطعات تکثیري برروي ژل آگارز 

را  Stx2و  Stx1هردوژن براحتی تفکیک شده وقابلیت شناسایی 

به طور همزمان درنمونه هاي بالینی داراست. یکی از معایب 

وجود مهاركننده هایی است كه می  PCRاحتمالی درواكنش 

دد در باكتریهاي گرم درحین واكنش گر تواند باعث ایجاد خطا

منفی بدلیل وجود دیواره سلولی پیچیده كه متشکل از انواع 

لیپید، كربوهیدرات وپروتئین می باشد به عنوان مهار كننده عمل 

كرده كه به كاهش حساسیت واكنش كمک می كند جهت حذف 

این مواد وبالا بردن حساسیت واكنش ژنوم باكتري قبل از واكنش 

از روش  2737درسال وهمکارانش  Frankباید تخلیص شود. 
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boiling  جهت استخراجDNA  ژنومی استفاده نمودند كه در این

 و Wang.(21روش مهاركنندگان واكنش حذف نخواهند شد )

گلوكزو  ،SDS، Lysozyme ،Trisاز  2442درسال همکارانش 

EDTA  244براي استخراج استفاده كه حساسیت واكنش 

 2440درسال همچنین  (.22) ودپیکومول در ماكرولیتر ب

Keihan همکارانش با استفاده از ماده اي به نام  وCTAB  به

( با حذف مهاركننده هاي واكنش و M 4غلیظ ) NaClهمراه 

پیکوگرم  2/2ژنومی حساسیت واكنش را تا  DNAاستخراج 

 TE,این تحقیق با استفاده ازبافر (. در29گزارش كردند )

Lysozyme, %20 SDS, Proteinase K, RNase A  واستات

سرد مهاركننده هاي واكنش به طور  ایزوپروپانول و مولار 9سدیم 

 42/2تا موثر از بین رفته كه نتیجه آن افزایش حساسیت واكنش 

 DNAاولیه با  PCRکرولیتر می باشد. واكنش یپیکوگرم در م

نمونه هاي بالینی استخراج شده با موفقیت انجام گرفت  ژنومی و

تکثیرقطعه قادر به  شیگلا دیسانترياین واكنش باكتري در 

490bp  می باشد كه با توجه به توضیحات گفته شده در مورد این

 تکثیر H7:E.coli O157درمورد باكتري تطابق كامل وجود دارد. 

جفت باز مشاهده شد كه این امر نشان  034و  274 دوقطعه هر

نوع توكسین می  هر دوبه تولید  دهنده این است كه باكتري قادر

ی درنقاط مختلف دنیا به پادزیستباشد. امروزه افزایش مقاومت 

 حساسیت و اطلاع از عنوان یک مشکل اساسی مطرح است و

ی در درمان از اهمیت بسزایی برخوردار است. پادزیستمقاومت 

ما در زمینه تعیین الگوي  در كشور دركشورهاي درحال توسعه و

اي تولید كننده شیگاتوكسین ها در مقاومت درمورد سویه ه

جمعیت كودكان وافراد سالمند كه اغلب حساس به شیگاتوكسین 

 ها می باشند به خاطر پیدایش سروتایپ هاي بیماریزاي جدید و

هاي  پادزیستدر راستاي آن مقاومت روز افزون این سویه ها به 

متداول  عدم وجود تکنیک هاي تشخیصی مناسب و كلاسیک و

سایی دقیق سویه هاي تولید كننده توكسین وتمایز آنها جهت شنا

 نتیجه عدم توجه كافی به آنها و در از میکروفلور طبیعی مدفوع و

پیشرفت آنها  عفونت ها و ها و ایجاد طیف گسترده اي از بیماري

كم خونی،  ،تیکیبه عوارض شدیدي مثل سندروم اورمیک همول

اراي اهمیت می مرگ د نارسایی حاد كلیوي و و CNSدرگیري 

(. نتایج تحقیقات نشان می دهد كه بین مصرف 24) باشد

 (E.coliO157:H7)افراد آلوده به شیگاتوكسین  در پادزیست

 ها در پادزیستارتباط وجود دارد مصرف  HUSوگسترش بیماري 

درمان عفونت هاي ناشی از این باكتري آزادسازي شیگاتوكسین 

وكسین برروي باكتریوفاژ قرار می دهد ژن هاي شیگات هارا افزایش

هایی كه باعث رها شدن باكتریوفاژ می شوند  پادزیستداشته و

(. با توجه به اینکه 21دهند )را افزایش می  بیان شیگاتوكسین ها

 ها باعث تشدید علائم بالینی می شود استفاده از پادزیستمصرف 

در موارد ثابت شده یا مشکوک می تواند آسیب  پادزیستاین 

این بیماران داشته باشد به همین دلیل ضرورت  ي جدي را درها

 در موارد شیوع بیماري وجود ها پادزیستتوجه دقیق به مصرف 

باكتري هاي مولد همکارانش با بررسی بر روي  و Aslaniَ دارد.

زیر شیگاتوكسین در مازندران به این نتیجه رسیدند كه كودكان 

شیگاتوكسین ري هاي مولد باكتسال از بالاترین میزان شیوع  0

فراوانی برخوردار می باشند. نتایج پژوهش هاي این گروه حاكی از 

(. درتحقیقی 26) سال بود 0زیر شیگاتوكسین هادركودكان  4/2%

سویه هاي مولد  همکارانش انجام شد و Kargarكه توسط 

 ،هاي پنی سیلین پادزیستشیگاتوكسین جدا شده به 

به  ، سفکسیم، اریترومایسین مقاوم وكلیندامایسین، نووبیوسین

سولفومتوكسازول  ،تري متوپریم ،هاي تتراسایکلین پادزیست

 این تحقیق از (. در25وكلرامفنیکل حساسیت نشان دادند )

سویه مثبت  27نمونه از سه جمعیت بررسی شده  09مجموع 

و سال  24زیر مربوط به گروه كودكان  %07جداسازي شده كه 

پژوهش ما تمام  در .سال اختصاص داشت 44الاي ببه افراد  02%

هاي سفکسیم،  پادزیستسویه هاي مثبت جدا شده به 

 نتین حساسیت وآمیکاسین، سفتریاكسون، نیتروفور جنتامایسین،

هاي سیپروفلوكسازین، كوتریماكسازول، كوآموكسی  پادزیستبه 

سفتازیدیم مقاومت نشان  كلاو، نالیدیکسیک اسید، سفوتاكسیم و

 دادند.

به طوركلی جداسازي عوامل ایجاد كننده شیگاتوكسین ها از 

كه بایستی براي  كاري دشوار می باشدنمونه هاي بالینی 

لکولی كه دربرگیرنده وتکنیک هاي جدید م شناسایی آنها از

كمترین زمان  داشتن بالاترین حساسیت و كمترین هزینه و

باتوجه  Multiplex PCRلکولی وجواب دهی بهره گرفت روش م

قابلیت شناسایی بالاي  ویژگی مناسب و به داشتن حساسیت و

امکان كاربرد مستقیم بر  سویه هاي تولید كننده شیگاتوكسین و

به نظرمی رسد می تواند به عنوان یک  الینیبروي نمونه هاي 

هاي طبی به منظور شناسایی موارد  روش روتین در آزمایشگاه

همچنین در عین نوظهور بودن  .استفاده قرارگیرد مشکوک مورد

عوامل تولید كننده شیگاتوكسین پیدایش سریع وروزافزون سویه 
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 از انتظار هاي درمانی رایج وكلاسیک دور پادزیستهاي مقاوم به 

ی عوامل پادزیستتعیین الگوي مقاومت  باشد از این رو نمی

و  پادزیستتجویز  ایجادكننده شیگاتوكسین در برنامه درمان و

كارآمد  ع عدم پیدایش سویه هاي مقاوم درآینده بسیاربالطب

 خواهد بود. 

 تشکر و قدرداني 

حاضر بخشی از پایان نامه مصوب مركز تحقیقات  مقاله 
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باشد كه بدینوسیله از مسئولین به جهت تهیه امکانات و بودجه 
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