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  چكيده 
تشخيص با اين روش بيش .  باشد كشت و سرولوژي مي E.coli O157:H7در حال حاضر روش استاندارد براي تشخيص: سابقه و هدف

را در زمان كمتري نشـان دهـد،   E.coli O157:H7 يابي به آزموني كه بتواند در هر شرايطي وجود لذا، دست. كشد ساعت طول مي 36از 
  stx2Aاسـتفاده از ژن  بـا   PCRبـه روش  E.coli O157:H7 هدف اين مطالعه طراحي روش تشخيص سريع مولكـولي . باشد ارزشمند مي

  .نمونه استاندارد بود
به منظور بهينه سازي آزمايش . به عنوان ژن اختصاصي براي شناسايي اشريشيا كلي توكسيژنيك انتخاب گرديد stx2Aژن  :روش كار

پس از  bp 556ل  كلروفرم استفاده شد و محصو -از روش فنل  DNAبراي استخراج . استفاده شد  E.coli O157:H7از سويه استاندارد
براي بررسي اختصاصيت از . در دماي اتاق با رنگ اتيديوم برومايد رنگ آميزي و مورد شناسايي قرار گرفت%  1الكتروفورز در ژل آگارز 

  .استفاده شد PTCC: 1163،ليستريا مونوسيتوژنز PTCC 1609:باكتري هاي سالمونلا تيفي 
در حقيقت، جفت پرايمر انتخاب شده . نمايد كه سويه استاندارد محصول مورد نظر را توليد ميدهد  نتايج اين مطالعه نشان مي: هايافته

هاي غيرهدف واكنش آزمايش اختصاصيت نشان داد كه روش حاضر با هيچ يك از باكتري. كند توليد مي bP 556محصولي در اندازه 
  .باشد مي fg500ريشيا كلي در اين روش اش DNAبررسي حساسيت نشان داد كه حد نهايي تشخيص . دهد نشان نمي

كار رفته در اين مطالعه از سرعت، حساسيت و اختصاصيت لازم برخوردار  به PCRنتايج بهينه سازي نشان داد كه روش  :نتيجه گيري
را امكان  هاي تشخيصي اشريشيا كليبه كارگيري اين روش در آزمايشگاه. آيد است و نتيجة نهايي در كمتر از سه ساعت بدست مي

  .نمايد پذير مي
  stx2A،ژن  PCRاشريشياكلي ،  :واژگان كليدي

  
  

  مقدمه
E.coli O157H7  يكي از سروتيپ هاي بسيار مهم باكتري اشرشياكلي

است كه از طريق مواد غذايي به انسان منتقل  (EHEC)راژيك وانتروهم
اد ايجگرديده و عوارض خطرناكي همچون اورمي و كوليت خونريزي دهنده 

عفونت هاي ناشي از اشرشياكلي در كشورهاي مختلف جهان  .مي نمايد
مركز كنترل بيماري ها   طبق گزارش  مطرح مي باشد، بعنوان مثال

مورد بيماري ناشي از اشرشيا كلي در ايالات متحده رخ داده   73000
به مركز كنترل  2002تا  1982موارد وقوع اين بيماري كه از سال . است

ا گزارش گرديده به منظور بررسي هرچه بيشتر بيماري بررسي بيماري ه

بار گزارش در اين مورد ارائه  350در اين محدوده زماني . شده است
در بيمارستان %) 17(نفر  1493. مورد بوده است 8598گرديده كه شامل 
) HUS(دچار سندرم هموليتيك اورميك %) 4(نفر  354بستري شده اند، 

نفر  183عامل انتقال در  . نيز فوت نموده اند%) 5/0(نفر  40شده اند و 
%) 14(نفر  50ناشناخته، %) 21(نفر  74منشاء غذايي داشته، %) 52(

در اثر %) 3(نفر  11از طريق آب آلوده، %) 9(نفر  31شخص به شخص، 
در  . در اثر كار در آزمايشگاه بوده است%) 3/0(نفر  1تماس با حيوانات و 

در  1حدوداً   O157:H7 E.coliشيوع اشرشيا كلي ميزان اين كشور 
  ). 1(نفر درتخمين زده شده است 73000براي % 03/0يا  3726
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داراي دوز عفوني پايين بوده و با تعداد كم ايجاد عفونت مي  اين باكتري

نمايد و مي تواند عامل ايجاد اسهال خونريزي دهنده و كوليت هموراژيك 
جداسازي و تشخيص ميكرو ارگانيسم هاي بيماري زا يكي از . )2(باشد

شخيص در حال حاضر ت. موضوعات بسيار مهم در بهداشت جامعه است
روش هاي سنتي .  گيرد وجود  باكتري با دو روش سنتي و مدرن انجام مي

در مقايسه با روش هاي نوين، به دليل نياز به انجام آزمايشات افتراقي و 
. تكميلي وقت گير و به رغم كم هزينه بودن گاهي مشكل ساز مي باشند

و اقتصادي اين خلا بويژه در مواقعي كه اعلام سريع نتايج از نظر پزشكي 
اساس اين روش ها عموماً ). 3(حائز اهميت است، بيشتر احساس مي گردد

هاي قابل رويت در يك  كشت باكتري در محيط هاي مختلف و توليد كلني
محيط جامد انتخابي و انجام آزمايشات بيوشيميايي در محيط هاي مايع 

پيش در مورد برخي باكتري ها حتي مجبور به استفاده از مراحل . است
). 5و  4(باشيم  سازي، و كشت در محيط جامد انتخابي مي سازي، غني غني

خوشبختانه با كشف روش هاي سريع تشخيص اين مشكلات تا حد زيادي 
اين روش ها داراي سرعت و دقت بسيار بالا بوده  ، زيرا مرتفع گرديده است

اسايي و با كمك آنها در زمان بسيار كمتري ميكرو ارگانيسم مورد نظر شن
 امروزه ضرورت استفاده از روش هاي مولكولي، مانند تكنيك ). 6(مي گردد

PCR سرولوژيكي  و بيوسنسور  در تشخيص سريع پاتوژن ها پيش از ،
و محيط  PCR   استفاده از تكنيك  بعنوان مثال .پيش احساس مي گردد

سريع هستند كه  "هاي كروموژن از روش هاي تشخيص دقيق و نسبتا
دم نياز به آزمايشات افتراقي در ساليان اخير در كشور هاي پيشرفته بعلت ع

جهان بعنوان  روش هاي جايگزين براي روش هاي متداول  مطرح گرديده 
 E.coliهدف از مطالعه حاظر گزارش روند تشخيص مولكولي ). 7(اند

O157:H7  به روشPCR  با استفاده از ژنstx2A مي باشد .  
  
  وش كار ر

از دانشگاه تهران، دانشكده   E.coli O157:H7دارد سويه استان
از شركت  LB brothو  LB agarهاي كشت  هاي دامپزشكي و محيط

Merck تعيين مقدار  روش.تهيه گرديدندDNA  بر اساس ميزان
توانايي روش الكتروفورز، در رنگ آميزي  :اتيديوم برومايدحساسيت رنگ 

بهترين شرايط يك نانوگرم  در DNAبا اتيديوم برومايد، در تعيين 
 2/1لذا، نمونه خالص شده از محيط كشت به صورت رقت سريالي . باشد مي
مقدار روش تخمين ).8(رقيق گرديد و ضعيف ترين باند انتخاب شد80/1تا 

DNA  بر اساس تعداد باكتري(CFU) : از آنجايي كه هر باكتري داراي
، هر باكتري قادر به يك كروموزوم است و در صورتي كه كشت داده شود

از سوسپانسيون باكتري رقت تهيه گرديد و بر . باشد توليد يك كلني مي
ميزان باكتري در واحد حجم بر اساس  Misra& Milesاساس روش 

CFU پس از بررسي منابعي كه از : پرايمر).8(تخمين زده شدPCR  براي
هاي استفاده ها و پرايمر بود، تمام ژن  تشخيص اشريشيا كلي استفاده شده

انتخاب و stx2A پرايمرهاي مربوط به ژن . شده، مورد بررسي قرار گرفتند
بر اساس ميزان حساسيت و اختصاصيت پرايمرها و نتايج . بررسي شدند

پرايمرمطلوبي كه مشخصات آن در جدول  BLASTآناليز آنها با نرم افزار 
اناليز نرم . )9(ذكر شده است براي تشخيص اشريشيا كلي انتخاب گرديد 1

افزاري اين ژن و پرايمرهاي ارايه شده نشان داد كه سكانس انتخاب شده از 
 E.coli O157:H7 مناسب ترين توالي براي شناسايي  stx2Aژن
   .باشد مي

 E.coli سكانس پرايمر انتخاب شده به منظور تشخيص .1جدول 
O157:H7  

         Primers                        Sequences
5-cga ggg ctt gat gtc tat cag-3 Forward 
5-tca gta taa cgg cca cag tcc-3 Reverse 

اين  به. كلروفرم استفاده شد روش فنل براي استخراج ژنوم از : استخراج ژنوم
ابتدا چند كلني از  PCRآزمايش ) set up(ترتيب كه براي پياده كردن

م فيزيولوژي اضافه شد و با سرعت ميلي ليتر سر 1هاي استاندارد به  باكتري
 500به رسوب حاصل . دقيقه سانتريفوژ گرديد 5مدت  دور به 5000

دقيقه  10افزوده شد و پس از Salt Tris EDTA ميكروليتر بافر 
پس . آن اضافه گرديد دو درصد به SDSميكروليتر  180مخلوط نمودن آن 

بار به شدت  10و آن افزوده شد  ميكروليتر استات سديم به 375از آن 
گراد سانتريفوژ شد و به محلول  سانتي درجه  4سپس در . تكان داده شد

مدت  پس از نگهداري به . ميكروليتر ايزوپروپانول اضافه گرديد 750رويي 
 20مدت  دور به 15000درجه با سرعت 20دقيقه در دماي منهاي  20

 375وسوب حاصل به ر.  گراد سانتريفوژ شد سانتي درجه  4دقيقه و دماي 
مدت  به. خوبي مخلوط گرديد درصد افزوده شد و به 70ميكروليتر اتانول 

ميكروليتر  25به رسوب حاصل . سانتريفوژ شد 15000دقيقه با دور  10
 بهينه سازي. استفاده گرديد PCR اضافه شد و جهت انجام  TEبافر 

ر فرآيند براي رسيدن به اين هدف چند با:  PCRواكنش  مواد لازم براي
PCR پرايمرها (هاي مواد اوليه  انجام شد و در هر مرحله يكي از غلظت

،MgCl2 ،dNTP  و آنزيمTaq در نهايت . استفاده شد) پلي مراز
دماي . انتخاب گرديدند PCR مناسب ترين مقادير از مواد لازم براي انجام 

ده شد تا هاي حرارتي و زمان در واكنش تغيير دا اتصال پرايمرها، پروفايل
جهت بهينه سازي دماي اتصال . فراهم گردد PCRبهترين شرايط 

درجه  59و  58،  57,  56هاي  از درجه حرارت) (Annealingپرايمرها 
جهت تائيد نهائي محصول بدست : تائيد محصول. گراد استفاده شد سانتي

  . آمده، براي تعيين توالي، به شركت سيناژن ارسال گرديد
  

  هايافته
وجه به شرايط بهينه شده از نظر مواد مصرفي در واكنش و سيكل با ت

با پرايمر هاي اختصاصي  stx2Aبراي ژن  PCRحرارتي مناسب، واكنش 
جفت بازي حاصل شد كه نتيجه آن در  556آن انجام شد و در نهايت باند 

  .  ملاحظه مي گردد1تصوير شماره 
  

  E.coli O157H7 برايواكنش زنجيره اي پليمريزاسيون  .1تصوير شماره

  
Lane1: marker (100bp) , Lane 2,3,4,5: stx2A gene E. 

Coli O157H7(556bp) ,Lane 6: negative control 
  

با بررسي پرايمر هاي مورد استفاده و شرايط واكنش ، سيكل و غلظت    
   . تعيين گرديد 2و1مواد مورد استفاده طبق جداول 
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جهت تشخيص  PCRسيكل حرارتي مورد استفاده در فرايند 1جدول 

E.coli O157H7  
No.C

ycle 
T
ime  

Te
mp 

Stage 

1 4
min  

94
˚C 

Hot start 

  
30 

6
0s 

94
˚C 

Denatur
ation 

  
Cy

cle 6
0s 

58
˚C 

Anneali
ng 

6
0s 

72
˚C 

Extensi
on 

1 3
min 

72
˚C 

Final extension 

         
جهت  PCRمواد مصرفي و غلظت مورد استفاده در فرايند  2جدول 

 E.coli O157H7تشخيص 
Volume  Concent. Material 

10  µl Template 
1 10pmol/µl Primer F. 
1 10pmol/µl Primer R. 

0.25  5U/µl Taq DNA pol. 
0.5  10mM dNTPs 
3 10X Buffer 
1 10mM MgCl2 

13.25  µl  D.W 
30 µl  Total 

 
درجه حرارت مراحل مختلف در  ):Annealing(پرايمرها  دماي اتصال

تغيير داده شد تا بهترين دماي اتصال براي پرايمر مشخص  PCRواكنش 
گراد به عنوان  سانتي  درجه  58توجه به نتايج بدست آمده دماي با. گردد

براي تعيين : PCRتعيين اختصاصيت . انتخاب گرديدAnnealing دماي 
 تعدادي ازباكتري هاي نزديك به اين گونه، ژنوم PCRاختصاصيت 

انجام شد و محصولات آن در ژل آگارز  PCRاستخراج گرديد و آزمايش 
هاي مورد  هيچ يك از باكتري. ق الكتروفورز شدنديك درصد و حرارت اتا

را  bp 556، محصول اختصاصي  E.coli O157H7آزمايش، غير از 
از ژنوم  10-8تا  10- 1هايي از  رقت: تعيين ميزان حساسيت. توليد نكردند

 PCRنتايج . انجام شد PCRها  سويه استاندارد تهيه گرديد و از اين رقت
طراحي شده در اين  PCRبه اين ترتيب . استنشان داده شده  2در شكل 

  . بود E.coli O157H7از ژنوم  fg500مطالعه قادر به شناسايي 
  

 E.coliهاي مختلف از رقت PCRالكتروفورز محصولات :2شكل 
O157H7  

  
  -5 10- 4رقت  - 4،  10- 6رقت  - 3,   10-8رقت  -2كنترل منفي   -1  

  10- 1رقت 
  

هائي، محصول بدست آمده براي تعيين توالي براي تائيد ن: تائيد محصول
  :به شركت سينا ژن ارسال گرديد، و توالي زير بدست آمد

DNA sequence product (E.coli O157H7) 556 bp 
CGAGGGCTTGATGTCTATCAGGCGCGTTTTGACC
ATCTTCGTCTGATTATTGAGCAAAATAATTTATAT
GTGGCCGGGTTCGTTAATACGGCAACAAATACTT
TCTACCGTTTTTCAGATTTTACACATATATCAGTG
CCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACA
GCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCT
GGAACGTTCCGGAATGCAAATCAGTCGTCACTCA
CTGGTTTCATCATATCTGGCGTTAATGGAGTTCAG
TGGTAATACAATGACCAGAGATGCATCCAGAGCA
GTTCTGCGTTTTGTCACTGTCACAGCAGAAGCCTT
ACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGAATTTCGTCAG
GCACTGTCTGAAACTGCTCCTGTGTATACGATGA
CGCCGGGAGACGTGGACCTCACTCTGAACTGGGG
GCGAATCAGCAATGTGCTTCCGGAGTATCGGGGA
GAGGATGGTGTCAGAGTGGGGAGAATATCCTTTA
ATAATATATCAGCGATACTGGGGACTGTGGCCGT
TATACTGA 

  
  بحث

 E.coliبراي تشخيص  PCRهدف اصلي در اين تحقيق راه اندازي روش 
O157H7 هاي موجود نظير كشت از  زيرا، اين روش نسبت به روش. بود

جداسازي و تشخيص . سرعت و دقت بيشتري برخوردار است
هاي يكي از موضوعات بسيار مهم در بهداشت عمومي  ميكروارگانيسم
در حال حاضر تشخيص ميكروبها با دو روش كلي سنتي . گردد محسوب مي

روشهاي سنتي روش هايي هستند كه غالباً . گيرد و مدرن انجام مي
رغم كم هزينه بودن همواره براي ميكروب شناسان  گير بوده و علي وقت

اين خلاء بويژه در مواقعي كه اعلام سريع نتايج از نظر . باشند ساز مي مشكل
اساس ). 10(گردد حائز اهميت است، بيشتر احساس مي پزشكي و اقتصادي

هاي  اين روش ها عموماً كشت باكتري در محيط هاي مختلف و توليد كلني
قابل رويت در يك محيط جامد انتخابي و انجام آزمايشات بيوشيميايي در 

در مورد برخي باكتري ها حتي مجبور به استفاده از . محيط هاي مايع است
سازي، و كشت در محيط جامد انتخابي  سازي، غني مراحل پيش غني

خوشبختانه با كشف روش هاي سريع تشخيص اين مشكلات تا . باشيم مي
اين روش ها داراي سرعت و دقت بسيار بالا . است  حد زيادي مرتفع گرديده

مورد نظر   بوده و با كمك آنها در زمان بسيار كمتري ميكروارگانيسم
معتقد است هر يك از اين روش ها نيازمند  Hill). 3(گردد شناسايي مي

هاي نسبتاً  باشند و هزينه آزمايشگاه هاي مجهز و كارشناسان مجرب مي
بالايي را در بر دارند و هر يك از آنها داراي محاسن و نقاط ضعف خاصي 

 ELISAو  PCRهايي همچون  هستند، با اين وجود استفاده از تكينيك
ها به خوبي پيدا  خيص ميكروارگانيسمبتدريج جايگاه خود را در تش

روش كشت سنتي روش استاندارد تشخيص ميكروارگانيسم ). 11(اند نموده
اين روش . ها بوده كه در آن فقط سلول هاي زنده تشخيص داده مي شوند

شامل يك كشت غني سازي از ميكروارگانيسم مي باشد و بدنبال آن كشت 
البته در بعضي از موارد . يرد خطي روي محيط هاي اختصاصي انجام مي گ

تشخيص . نمونه بطور مستقيم روي محيط اختصاصي كشت داده مي شود
ميكروارگانيسم در اين روش با استفاده از خصوصيات مورفولوژيك كلوني 
هاي تك صورت مي گيرد و جهت تأييد تشخيص از تست هاي 
.  بيوشيميايي و يا ايميونولوژيكي استفاده مي شود 
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روش . ممكن است تست هاي اختصاصي فاكتورهاي حدت هم انجام شود 
علاوه . د روز طول مي كشدكشت سنتي اگر چه حساس است اما غالباً چن

بر زمان بر بودن ، اين روش نيازمند كار فشرده است و در نتيجه روشي پر 
پيشرفت هاي بيوتكنولوژي باعث تغيير روش هاي . زحمت مي باشد

آزمايش گرديده است و امروزه روش هايي استفاده مي گردد كه اختصاصي 
اين روش ها . باشدتر، سريعتر و غالباً حساس تر از روشهاي سنتي مي 

 20لفظ روش هاي سريع تا . تحت عنوان روش هاي سريع ناميده مي شود
سال قبل در متون وجود نداشته است و در حقيقت تا زمان پيشرفت هاي 

تعريف دقيق روش سريع . بيوتكنولوژي رشد اين روش ها شتاب نگرفته بود
روزه روش هاي اما ام. عبارتست از روشي كه قادر باشد نتايج فوري بدهد

سريع معمولاً به روش هايي گفته مي شود كه زمان ارزيابي در آن كوتاه 
به عبارت . باشد و اغلب شامل اصلاحات و تغييرات در يك روش مي باشد

ديگر هر روشي كه بتواند مدت زمان آناليز را به زماني كمتر از روش كشت 
شود و بنابراين  سنتي كاهش دهد ، از نظر تكنيكي روش سريع ناميده مي

تمام روش هاي جديد توسعه يافته و در حال توسعه را مي توان بعنوان 
با توجه به موارد فوق با طراحي . روش هاي سريع دسته بندي كرد

 E.coliشناسايي  براي  PCRاختصاصي اقدام به بسط روش  پرايمر
O157H7 بررسي نرم افزار مولكولي پرايمر ژن . نموديمstx2A  معرفي

ده در اين تحقيق نسبت به پرايمرهاي ارايه شده در ديگر مقالات از ش
با اين  PCRپروتكل ارايه شده براي . اختصاصيت بيشتري برخوردار است

  Real – Time PCRها بيشتر براي دستگاه هاي جديد مانند پرايمر
همچنين، براي افزايش حساسيت آزمايش از پروب استفاده . باشد مي

دليل عدم وجود گسترده اين دستگاه ها در كشور ما،  كه به) 9(اند نموده
در اين تحقيق براي افزايش حساسيت و . ها ميسر نيستند انجام اين روش

اختصاصيت آزمايش از پروب استفاده نشد بلكه با تغيير غلظت مواد مصرفي 
 E.coliدر واكنش و نيز تغيير دماها و سيكل هاي واكنش توانستيم 

O157H7 نتايج آزمايشات مختلف با ژنوم باكتري . سايي نماييمرا شنا
، نشان داد كه اين پرايمر با هيچ يك E.coli O157H7هاي ديگر، غير از

در نهايت با اين تحقيق توان شناسايي . دهد از آنها واكنش نشان نمي
E.coli O157H7  با استفاده از دستگاه هاي موجود و با رنگ آميزي
آگارز و بدون نياز به پروب با حساسيت و اختصاصيت  اتيديم برومايد در ژل

  .قابل قبول حاصل گرديد
  

   نتيجه گيري
در نهايت پيشنهاد مي گردد با توجه به تغييرات گوناگوني كه امروزه در 
فنوتيپ باكتري هاي پاتوژن چه به صورت طبيعي و چه به صورت 

در  دستكاري هاي ژنتيكي و عمدي صورت مي گيرد و باعث اختلال
تشخيص اين باكتري ها به روش هاي سنتي مي شود، از روش هاي 

همچنين . مولكولي كه سريع تر و دقيق تر نيز مي باشند استفاده گردد
از آن جهت  PCRتشخيص همزمان چندين عامل باكتريايي توسط روش 

كه در زمان و هزينه مواد مصرفي صرفه جويي مي شود مي تواند به عنوان 
اي متداول كه بسيار وقت گير و پرهزينه هستند مورد جايگزين روشه

  .     استفاده قرار گيرد
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