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  ۲/۷/۸۶ :      تاريخ پذيرش مقاله۲۲/۵/۸۶: تاريخ دريافت مقاله

 :کيدهچ

که بعنوان عامل بيماري و مرگ ومير در بسياري از مناطق جهان  ، مي باشد وبا بيماري اسهالي ويبريو کلرا عامل:زمينه و اهداف

يجاد کننده وباي کلاسيک بوده و ديگر سويه هاي ويبريو کلرا از  ويبريو کلرا عامل اO139 وO1سويه هاي . گردد محسوب مي

مشابهت  ليدله ب. الي در انسان بصورت تک گير باشندتوانند عامل بيماري اسه مي) NAG(جمله ويبريوهاي غير آگلوتينه شونده 

آزمايشگاهي توسط کشت و تشخيص  ، بندرته هاي ويبريو و آئروموناسـا ساير گونـوشيميايي ويبريو کلرا بـوصيات بيـخص

 جهت تعيين هويت PCR انجام تکنيک در تحقيق حاضر . نمايدتعيين هويت اين ارگانيسم را مشکل ساز مي ، هاي بيوشيميايي تست

  .  قرار گرفتندي مورد بررسO139پ يجدا شده از نظر سروت NAG يه هايز سويو ن  مورد استفاده قرار گرفت کلراويبريو 

 و هاي بيوشيميايي  کشت و تست توسطمحيطي و باليني يجدا شده از نمونه ها يمورد ويبريو کلرا ١۵۶د  تعدا:بررسيروش 

 با استفاده از پرايمر هاي اختصاصي کد کنندة پروتئين هاي PCRتست .  قرار گرفتندي مورد بررسياز نظر مولکول سروتايپينگ،

 يروO139 برای جستجوی سروتايپ  O139-rfb ي اختصاصيمرهايا و پرکلرا تاييد موارد ويبريو ي براOmpW)(غشاء خارجي 

  . فتانجام گر  NAGسويه هاي

) يك عدد(و هيكوجيما )  عدد۵(ا  سروتايپ اوگاوO1رد به عنوان ويبريو كلراي التور  مو۶،  در روش متداول آزمايشگاهي  :يافته ها

،  نمونه١۵۶ ، از PCRتوسط تکنيک .  جدا سازي شدندNAG)( هاي غير آگلوتينه شوندة ويبريو کلرا   مورد بعنوان سوش١۵٠ و

 O139 ي اختصاصي توسط پرايمرها NAG يهيچيک از سويه ها. نمود مثبت شد که نتايج کشت را تائيد مي % ) ١/٨٧(  نمونه١٣۶

  .مثبت نگرديدند

گونه غالب .  نشان ندادي مولکولريغ يصي تشخيها  نسبت به روشي مزيت قابل توجه PCR تکنيک در تحقيق حاضر  :نتيجه گيري

 اوگاوا بود و O1پ ي جدا شده سروتيزايماريتعداد موارد معدود ب .ص داده شدي تشخNAG ي در منطقه مورد بررسکلراويبريو 

   . دي نگردييدر منطقه شناساO139  از  يچ مورديه

 NAG ، يهاي غشاي خارج ، پروتئين PCR  ،کلرا ويبريو :کليد واژه ها



١٦  ...ارجی  با استفاده از پرايمرهای کد کننده پروتئين های غشاء خPCRکاربرد /      

  : قدمهم

، آئروموناس و ويبريوناسيه داراي سه جنس ويبريوخانواده 

باشد که براي انسان اهميت باليني دارند و بطور  پلزيوموناس مي

ويبريوها در آب برکه ها و آب . ند داريپراکندگوسيعي در طبيعت 

شور يافت مي شوند و توسط واکنش اکسيداز مثبت و وجود فلاژل 

   .)۱(ند شويمه جدا قطبي از انتروباکترياسي

که بعنوان عامل   عامل وباي اپيدميک و اندميک استويبريو کلرا 

،  خصوصا آسيابيماري و مرگ ومير در بسياري از مناطق جهان

 ) WHO( يسازمان بهداشت جهان). ٢ (گردد محسوب ميآفريقا 

 يمارين بيرا اگرچه اي کند زياد ميبت يمص ياز وبا بعنوان تراژد

ر ي مرگ ومي از عوامل اصليکي ي است وليريشگي پبسهولت قابل

ن يون مورد تخميلي م۵ا زان بروز سالانه وبيم. ديآ يا بشمار ميدر دن

 ي در موارد وباي افزايش زياد٢٠٠۵در طول سال . )۳(شود يزده م

گزارش تعداد مبتلايان اين . بوجود آمد WHOگزارش شده توسط 

 کشور جهان ۵٢ير را از  موارد مرگ و م٢٢٧٢، شامل  نفر١٣١٩۴٣

در طبقه بندي ويبريو کلرا پيچيدگي خاصي ). ۴( شد يشامل م

تفاوت در محتواي قندهاي موجود در آنتي ژن . شود مشاهده مي

 در ويبريو کلرا باعث تقسيم بندي سرولوژيکي ويبريو Oسوماتيک 

 و شيوع ۱۹۹۲ تا قبل از سال .)۳(شود  ميO  سروگروه۲۰۶کلرا به 

،  در بنگلادش و هندO139 ي توسط ويبريو کلراياروسيع بيم

 ي اپيدمي بيوتايپ التور تنها عامل ايجاد کننده وباO1 يويبريو کلرا

شورها نيز گزارش  سپس از ساير کO139سويه ). ۵( شد ي ميتلق

 املـ عO139و O1   ويبريو کلراييه هايسو). ۷ ، ۶(گرديد 

 سويه هاي ويبريو کلرا و ديگرک هستند ـاي کلاسيـ وبدهـجاد کننيا

توانند عامل  مي) NAG(از جمله ويبريوهاي غير آگلوتينه شونده 

. )٨(باشندک يدمير اپيو غ بيماري اسهالي در انسان بصورت تک گير

اخصي است که تعيين ـش ، در ويبريو کلراO1آنتي ژن سروگروه 

 ي هاپـسازد که به سروتي سروتيپ ارگانيسم را امکان پذير مي

   ).۳(شوند  ا تقسيم ميـهيکوجيم ،اينابا ،وااـاوگ

هاي کشت  توسط روش" تشخيص آزمايشگاهي ويبريو کلرا معمولا

 و تست هاي بيوشيميايي هاي اختصاصي و تست بر روي محيط

مشابهت خصوصيات  بندرت يول انجام مي گيرد سرولوژيک

بيوشيميايي ويبريو کلرا با ساير گونه هاي ويبريو و آئروموناس 

هدف از لذا . ن ارگانيسم را مشکل ساز مي نمايديين هويت ايتع

مده از کشت آ بدست يکلراو يبريد موارد وييق حاضر تايتحق

 از  NAGيه هاي سويو بررس )٩(  PCRتوسط

 سرم يل در دسترس نبودن آنتي بود که بدلO139پيسروتنظر

سر ين امر ميق ايمربوطه در مرکز بهداشت در زمان انجام تحق

    .ده بودينگرد

  :ها  مواد و روش

 يطي و محيني باليه نمونه هاي کلي مقطعيفي توصدر اين مطالعه

 الي آبان ۱۳۸۲از خرداد سال  استان يارسال شده به مراکز بهداشت

 کليه اين . قرار گرفتيمورد بررس)  نمونه۳۵۰۰حدود  ( ۱۳۸۳ماه 

 ي کريط انتقاليل درون محي استري توسط سواپ هاونه هاـنم

 .هداشت استان خوزستان ارسال گرديد به مرکز بCary-Blair)(رلب

جهت کشت نمونه ها  .شدام ج کشت اني ارساليابتدا از نمونه ها

 يياي کننده آب پپتونه قليغنط يسواپها به درون مح

)APW(Alkaline Peptone Water  ساعت  ۶- ۸ت بمد

فات  تيوسولطي محيط بر روي محنيا سپس از. انتقال داده شدند

 ساب کالچر داده )TCBS(سيترات بايل سالت سوکروز آگار 

 وژيفي آب و فاضلاب بعد از سانتريجهت کشت نمونه ها .شدند

وارد نموده و بعد APW ط يدر مح را رسوب آنها نمودن نمونه ها

بعد از . )۱۰ ( کشت داده شدندTCBSط ي محي ساعت بررو۶از 

وان ـعنه  بTCBSط ي محي زرد بر روي هاي، کلنتـ ساع۲۴

ن ياز ا.  شدنديو انتخاب شده و بررسيبري مشکوک به ويه هاـنمون

 کليگلر آيرون  محيطيه نموده و سپس بر روي ها ابتدا لام تهيکلن

داز ي و اکسي لاکتوز منفي هايکلن.  کشت داده شدند)KIA (آگار 

 ها با ينـکل.  انتخاب شدنديوژـ سروليها ت تستـت جهـمثب

ت ـ و چنانچه واکنش مثبتعيين تيـپ شده والان يلـ سرم پيـآنت

ا ـاوا، هيکوجيمـ اينابا، اوگياصـصـ اختيها  سرمي دادند با آنتيـم

 ي که با پروسه هايايزوله هاي. )۱۱ (شدند يم ينيز بررس

 ي تشخيص داده شدند ول کلراعنوان ويبريوه  فوق بيبيوشيمياي

نه شونده ير اگلوتي غعنوانه ود بـده بـ شي آنها منفيوژـتست سرول

) NAG ( V.cholerae  non O1۹۰تعداد  . انتخاب شدند 

نمونه آب محيطي و فاضلاب  ۶۶ و ) rectal swab(نمونه باليني 

 انجام روش يت شدند و براين هويي تعکلراو يبريبه عنوان و

 انجام PCRها تست آن ي بر رو قرار گرفته وي مورد بررسيمولکول

 ها ي توسط روش ساده جوشانيدن از کلنDNAاستخراج . گرديد

 ي اختصاصيسپس با استفاده از پرايمرها ،)۱۲(صورت گرفت

) ompW (ي غشاء خارجيها ني پروتئ که بر اساس ژن کلراويبريو

 قرار ي مورد بررسPCR گرديده بود توسط روش يطراح

  .)۹(گرفتند

 در O139 سرم يق آنتيدر ضمن از آنجا که در زمان انجام تحق

  O1  والانيل سرم پي که با آنتيياـه هيه سوـيود و کلـترس نبدس
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م يتصم لذا دند،ي گردي گزارش مNAG شدند به عنوان ي ميمنف

  O139پ ي سروتي اختصاصيمرهايگرفته شد که با استفاده از پرا

ده ي گردي کلرا طراحويبريو  O139-rfbيکه بر اساس قطعه ژن

ها مرين پرايا). ۱۳(دند  گري بررسNAG يه هايه سويکل، بودند

  : عبارت بودند از
O139 F2: 5´-AGCCTCTTTATTACGGGTGG -3´ 
O139 R2: 5´-GTCAAACCCGATCGTAAAGG -3´ 

 آماده l�۲۵يي در حجم نهاPCR راکسيون ،PCRجهت انجام 

 هـ از نمونl�۵وپ ـيکروتير مـدر هن روش ـيق اـطب. ديگرد

Templete DNA  به l�۲۰ Master Mixر اضافه يب زي با ترک

 ي ميلKCl ، ۱۰ مول ي ميل۵۰: ترکيب ميکس عبارت بود از. يدگرد

 MgCl2 ،  ۲/۰ مول ي ميلHCl ) pH= 8.3(  ،۵/۱مول تريس 

 ،(dNTP) فسفات ي نوکلئوتيد تريميکرومول از هر يک از داکس

 Taq DNAميآنزد ـک واحـ، ير پرايمرـ ميکرومول از ه۵/۰

Polymerase  )زان ي به م آب مقطر استريل و)ن ، تهراسينا ژن

  . ميکرو ليتر۴/۱۴

 به دستگاه PCRها را جهت انجام واکنش  وبيکروتيسپس م

 منتقل نموده و برنامه لازم به  )Techgene, UK (کلريترموس

 (denaturation) دناتوراسيون  :)۵ (ر به دستگاه داده شديشرح ز

 يتوراسيون اصل سيکل از دنا۳۰، و  دقيقه۵بمدت  º c ۹۴ اوليه در

 º c ۶۳  در(annealing)، آنيلينگ  ثانيه۳۰بمدت  º c ۹۴ در

 ۳۰  بمدت º c۷۲  در(extension) ثانيه و اکستنشن ۳۰بمدت 

 ي حاو%۵/۱افته درون ژل آگاروز ير ي تکثي DNAقطعا ت . ثانيه

 ۱۲۰سپس ژل مورد نظر در ولتاژ .  شدندLoadد يوم برومايديات

 توسط DNAت قطعا.ديروفورز گردالکت  ساعت۱ولت بمدت 

  هـيافته در ناحـيرـيات تکثـقطع. دـدني مشخص گردU.Vه ـاشع

bp ۵۸۸اکنش، کنترل مثبت ويبريو کلرا در هر و. )۹(  مشاهده شدند

)ATCC 14035 (يو کنترل منف)  مخلوط راکسيون بدون نمونه

 يابي ردي براPCR روش انجام.  شدينيز لحاظ م)  آب مقطريحاو

رفت ي انجام پذين قبليز بر اساس روش محققي ن O139پ يسروت

)۱۳.( 

 :افته هاي

مثبت شده از نظر نمونه باليني و محيطي  ۱۵۶ در اين مطالعه تعداد

، ييايميوشي بيو تست هاهاي کشت  بر اساس روش کلراو يبريو

 مورد از ۶  (يطي مورد نمونه مح۶۶ و يني مورد نمونه بال۹۰ شامل

ه ي مورد فاضلاب منازل و بق۴۷،  مورد آب رودخانه۷، يدنيآب آشام

هاي   سرولوژي با آنتي سرمبا استفاده از. ودـب) ر فاضلاب هايسا

 O1 نمونه بعنوان ويبريوکلرا ۶،  والان و مونووالان از اين تعدادپلي

 سروتيپ ۱اوا و  نمونه از آنها سروتيپ اوگ۵ين هويت شدند که يتع

ماران مراجعه کننده يپ اوگاوا از بيد سروت چهار مور.هيکوجيما بود

 به ييد نهاي تائيبه مرکز بهداشت دو شهرستان استان جدا شده و برا

ک مورد يک مورد اوگاوا و يده بود و يمرکز التور استان ارسال گرد

 جدا  در همان شهرستان ها فاضلابيما از نمونه هايکوجيه

در  NAG کلراو يبري و باقيمانده بعنوان نمونه۱۵۰ تعداد .دنديگرد

   .نظر گرفته شدند

 ۱۵۶از ، ي اختصاصيبا استفاده از پرايمرها PCRتوسط روش 

مثبت  ،کلراويبريو به عنوان  % ) ۱/۸۷( نمونه ۱۳۶، ونه مورد نظرنم

 نمونه ۲۰و )۱تصوير  ( را تائيد مي نمودشدند که نتايج کشت 

 ۱ در جدول شماره.  منفي شدندPCRتوسط روش  % ) ۹/۱۲(

ک از ي چيه. ده انديسه گردي مورد استفاده مقايصي تشخيها روش

مثبت O139  ي اختصاصيهامري با استفاده از پراNAG مورد ۱۵۰

  .دندينگرد

  

  

   کلرا توسط  کشت و روش مولکولي    مقايسه نتايج حاصل از تعيين هويت ويبريو:۱جدول شماره 

 PCR کشت و تست هاي بيوشيميايي نوع نمونه

 ۸۲ ) ۱/۹۱(  ۹۰ لينيبا

 ۵۴ ) ۸/۸۱( ۶۶ محيطي

  



١٨  ...ارجی  با استفاده از پرايمرهای کد کننده پروتئين های غشاء خPCRکاربرد /      

 ompW سويه هاي ويبريو کلرا با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي PCRنتايج امپلي فيکاسيون  :١تصوير 

 

   سايز مارکرDNA:  ستون اول:کليد

   کنترل منفي:١ستون 

   کنترل مثبت:٢ستون 

   ايزوله هاي کلينيکي  :۹  الي٣ستونهاي 

   نمونه منفي: ۱۰ستون 

   ايزوله هاي محيطي :١٢ و ١١ستونهاي 

 

  : بحث 

 ompWنام ژن ه  بکلراو يبري وي خارجن غشاءيژن کد کننده پروتئ

ن ترادف شد يي و همکاران تعJalajakumari توسط ۱۹۹۰در سال 

ن تمام يابت در بـ ثيوالـ تين ژن دارايد که اـيو مشخص گرد

 Nandi، ۲۰۰۰در سال  .)۱۴( باشد ي مکلراو يبري ويه هايسو

 ي براompW را بر اساس ژن PCRوهمکاران در ژاپن روش 

 مورد استفاده قرار داده يکيني کلي در نمونه هاکلراو يبري ويجستجو

گزارش % ۱۰۰و کلرا برييه وي اوليي شناسايبرا ت روش رايو حساس

 يها که اخيراً با استفاده از پرايمريدر مطالعه ديگر. )۹(نمودند 

انجام گرفت اختصاصيت روش  Proll و Gubalaابه توسط مش

  ). ۱۵(گزارش گرديد % ۱۰۰ نمونه ۵۱ ويبريو کلرا از ي جداسازيبرا

 در قسمت اول که PCRنتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد که 

.  بر کشت ندارديتي است مزکلراو يبري وييمربوط به شناسا

 کلراو يبري ويص مولکولي تشخي مورد استفاده ما فقط برايهامريپرا

زا نبود و يمارير بيزا و غيماريک انواع بيقادر به تفکبکار رفته و 

ان ياز جمله پا ت هاي محدويل برخيق بدلين تحقيمتاسفانه در ا

به استفاده از   موفقلازمز بودجه يق و نيافتن مدت زمان انجام تحقي

صرفاً  ن مقاله در قسمت اوليا لذا در. ميدي نگرديپروب اختصاص

بر اساس . کشت بوده استن روش و ين اي بيسه اي مقايبررس

 که توسط ياز سويه هائ % ۹/۱۲مشخص گرديد که   ،PCRج ينتا

 و نيز ي بيوشيميائي استاندارد کشت و تست هايها روش

،  مشخص شده بودندNAG ي به عنوان ويبريو کلرايسرولوژ

 نزديک تعلق يها و يا جنس ي ويبريوئياحتمالاً به ساير گونه ها

هاي ويبريو کلرا از   سوش دهد که ي مطالعات نيز نشان م.داشتند

لحاظ کشت و خصوصيات بيوشيميايي با ساير گونه هاي جنس 

ويبريو و همچنين گونه هاي آئروموناس خصوصيات مشابهي را 

، اکسيداز مثبت بوده و آئروموناس همانند ويبريو .نشان مي دهند

رود که در  سوکروز مثبت هستند و احتمال ميتعدادي از آنها نيز 

D٠٠ bp 
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 استفاده .)۱۶ (تشخيص متداول آزمايشگاهي با ويبريو اشتباه شوند

 با ي به عنوان يک روش سريع توسط محققين متعددPCRاز 

 که بر اساس ژن توکسين ويبريو کلرا ي ديگريهااستفاده از پرايمر

 يبالاتر حساسيت و اختصاصيت يطبع دارا شده اند وباليطراح

 با توجه به مطالعات لذا). ۱۹-۱۷(هستند گزارش گرديده است 

 که ي اختصاصيها و پروبهامريه بتوان از پراـانچـر شده چنـذک

 PCRتکنيک ، د استفاده نمودي نمايک ميزا را تفکيماري بيگونه ها

، در جدا سازي سويه هاي ويبريو کلرا مي تواند بالابا اختصاصيت 

شت و سرولوژي هاي متداول ک ي در کنار روشبعنوان تست تائيد

 يابي ردي براPCRج حاصل از يبر اساس نتا. کمک کننده واقع شود

ن ي از ايچ موردي، ه NAG يه هاي در سوO139پ يسروت

لذا بر اساس . امدي بدست ني مورد بررسيپ در نمونه هايسروت

 کلراو يبريه غالب وي، سوق، در زمان انجام طرحين تحقي ايافته هاي

 يزايارـمينوع ب .دي گزارش گردNAGدر منطقه مورد مطالعه 

 رسد که يبنظر م. اوا بوده استـ از نوع اوگO1ز ي نکلراو ـيبريو

ن يي تعي براي اختصاصيمرهاي با استفاده از پرايمشابهق يلزوم تحق

ن ي در اي باکتري مولکوليولوژيدمي اپيزا از نظر بررسيماريانواع ب

ن مقاله قرار ين اي محققيگردد که در برنامه کار يمنطقه احساس م

  .گرفته است

  : نتيجه گيري

  نسبت به روشي مزيت قابل توجه PCRتکنيک در تحقيق حاضر 

گونه غالب ويبريو کلرا در .  نشان ندادير مولکولي غيصي تشخيها

تعداد موارد معدود  .ص داده شدي تشخNAG يمنطقه مورد بررس

 از يچ موردي اوگاوا بود و هO1پ يت جدا شده سرويزايماريب

O139 دي نگردييدر منطقه شناسا .   

  :تقدير و تشكر

اين تحقيق با استفاده از بودجه طرح هاي مصوب معاونت پژوهشي 

دانشگاه علوم پزشکي جندي شاپور اهواز انجام گرفته است که 

  . بدينوسيله مراتب سپاسگزاري خود را اعلام مي داريم
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