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  چکیده 
کمپیلوباکتر ژژونی یکی از عوامل شایع اسهال در انسان می باشد بنابراین شناسایی سریع و اختصاصی این باکتري در : سابقه و هدف

تحقیق، شناسایی لوکوس اختصاصی در این . نمونه هاي مبتلایان به انتریت اهمیت زیادي در تشخیص و درمان بیماري دارد
  .کمپیلوباکتر ژژونی مورد مطالعه قرار گرفت

براي یافتن لوکوس اختصاصی در کمپیلوباکتر ژژونی از روش هم ردیفی چند گانه و جهت طراحی پرایمرهاي اختصاصی  :روش کار
مطابق روش  PCRتغییر یافته و واکنش  STETبا روش  DNAاستخراج . استفاده شد 3گونه کمپیلوباکترژژونی از نرم افزار پرایمر 

  .معمول انجام گردید
با طراحی . نتایج روش هم ردیفی چندگانه یک لوکوس اختصاصی و حفاظت شده اي را در ژنوم کمپیلوباکتر ژژونی نشان داد :یافته ها

  .پرایمر براي این لوکوس آمپلیکون اختصاصی مشاهده گردید
ژن هاي بیماري زایی و ژن هیپورات اختصاصی کمپیلوباکترژژونی نیستند استفاده از لوکوس اختصاصی با توجه به اینکه : نتیجه گیري

  .کمپیلوباکترژژونی براي تشخیص قطعی این گونه قابل اعتماد می باشد
  ، پرایمر اختصاصیPCRکمپیلوباکترژژونی، انتریت، : واژگان کلیدي

  
  

  مقدمه
خانواده کمپیلوباکتریاسه بوده و از کمپیلوباکتر ژژونی یکی از گونه هاي 

علاوه بر انتریت ). 1و2(عوامل اصلی انتریت انسان در دنیا محسوب می شود
عوارضی همانند سندرم گیلن باره و آرتریت واکنشی نیز بدنبال انتریت 

لذا اهمیت بهداشتی این ). 3- 6(ناشی از این باکتري گزارش شده است
ه مطالعات فراوانی بر روي این باکتري صورت باکتري بسیار بالا بوده و سالان

با توجه به مطالب عنوان شده می توان گفت که تشخیص . می گیرد
از دلایلی . اختصاصی و فوري انتریت کمپیلوباکتریایی اهمیت بالایی دارد

که باعث می شود آزمایشگاه ها و بیمارستان هاي کشور در تشخیص این 
فق عمل نکنند می توان به شرایط رشد باکتري در نمونه هاي انتریت مو

و هزینه بر این باکتري اشاره ) ساعت امکان پذیر نیست 72کمتر از (کند
کرد چرا که باکتري فوق الذکر یک باکتري میکروآئروفیل است و براي 

 Cفراهم نمودن شرایط رشد آن بایستی از سیستم هاي گازپک نوع 

لذا . ه و مقرون به صرفه نیستکه هزینه بالایی داشت) 7- 9(استفاده گردد
اکثر بیمارستان ها و آزمایشگاه هاي تشخیص طبی کشور شناسایی 

لذا به دنبال . کمپیلوباکتر را در پروتوکل تشخیصی خود جاي نمی دهند
عدم تشخیص قطعی عامل بیماري طبیعی است که درمان نامناسبی اتخاذ 

جود عوارض عنوان شده با توجه به و. شده و بیماري به خوبی درمان نگردد
می توان بیان کرد که تشخیص سریع انتریت ناشی از کمپیلوباکترژژونی از 
ارزش بسیار بالایی برخوردار است و با توجه به مشکل بودن کشت این 
باکتري اهمیت روش هاي ملکولی در شناسایی کمپیلوباکترژژونی پرواضح 

  . می باشد
هاي ساده ملکولی است که کارایی واکنش زنجیره اي پلیمراز یکی از روش 

در این مطالعه یک واکنش . بالایی در شناسایی پاتوژنهاي روده اي دارد
زنجیره اي پلیمراز با پرایمر هاي اختصاصی براي کمپیلوباکتر ژژونی 

  .طراحی گردید
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  روش کار
در این مطالعه از یک گونه کمپیلوباکترژژونی استفاده شد که از پژوهش 

براي . گاه کبد و گوارش دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی تهیه شده بود
رم، تست هاي اکسیداز، کاتالاز، تائید فنوتیپی باکتري از رنگ آمیزي گ

علاوه بر این از ژنوم ). 10(و هیدرولیز هیپورات استفاده شد TSIتست 
براي انجام تست اختصاصیت پرایمرها استفاده  O157اشریشیا کلاي 

  .گردید
در این . انجام شد STETاستخراج ژنوم به روش جوشاندن باکتري در 

، تحت شرایط BHIحیط مایع روش بعد از کشت کمپیلوباکترژژونی در م
انکوبه  C° 42 و در دماي ) Cبا استفاده از گاز پک نوع (میکروآئروفیل

میلی لیتر از این محیط به میکروتیوب اضافه  2ساعت،  24بعد از . گردید
مایع رویی . سانتریفیوژ گردید RPM5000دقیقه با دور  5شده و به مدت 

  STETرولیتر محلول میک 300دور ریخته شده و به رسوب حاصله 
(Tris- HCl (10mM (PH=8))1.57 g , NaCl (0.1 M)0.58g, 

EDTA(1 Mm)O.O36G, Triton X100(%5 (v/v))   اضافه
دقیقه  5بعد از . دقیقه در آب جوش جوشانده شد 5گردیده و به مدت 

 RPM  10000دقیقه با دور  10میکروتیوب مورد نظر به مدت 
ویی به یک میکروتیوب استریل دیگري انتقال سانتریفیوژ شده و محلول ر

به آن ) درجه سانتیگراد - 20(برابر آن اتانول مطلق سرد 3سپس . داده شد
در نهایت به . قرار داده شد -C° 20 دقیقه در دماي  30اضافه کرده و 

سانتریفیوژ کرده و محلول رویی دور  RPM13000دقیقه با دور  10مدت 
میکرولیتر آب مقطر  50میکروتیوب  بعد از خشک شدن. ریخته شد

  .نگهداري شد -C° 20 استریل به آن اضافه شده و در دماي 
توالی ژنی مربوط به یک پروتئین پري پلاسمیک بر اساس نتایج بلاست 

با استفاده از نرم افزار پرایمر . نوکلئوتیدي براي طراحی پرایمر انتخاب شد
-Fیک جفت پرایمر با توالی ) 11( 3

GGTGTAGCGATTGAAAAAGA'   وR-
GCAAAAGCAAAGGGACCA  طراحی و تحت شرایطIn 

Silico  آمپلیکون حاصله از این . آنالیز و مورد تائید قرار گرفت
  .طراحی شد bp  308پرایمرها

 D.D. Water µl15.7 ، Bufferواکنش زنجیره اي پلیمراز با افزودن 
µl2.5 ،Mgcl2 µl 1 ،dNTP µl 2.5 ،Primer F µl 5/0 ،Primer 
R  µl 5/0  ،DNA µl2  وTaq DNA polymerase  µl 3 /0  در

 شامل یک مرحله واسرشت سازي در  و در شرایط 2/0میکروتیوب استریل 
C°94  چرخه تکثیر  35دقیقه،  5به مدتDNA ) واسرشت سازي در
C°94  دقیقه، اتصال پرایمرها در  1به مدتC° 57  ثانیه،  50به مدت

و یک مرحله طویل ) ثانیه 30به مدت  C° 72 در مرحله طویل شدن 
دقیقه در ترموسایکلر اپندورف انجام 10به مدت  C °72 شدن نهایی در

  . گردید
با  PCRمیکرولیتر از محصول  5براي انجام الکتروفورز و رنگ آمیزي ژل 

. درصد قرار داده شد 1مخلوط و در چاهک ژل  Read gelمیکرولیتر 1
بعد از الکتروفورز به . دقیقه انجام گرفت 45به مدت  80ژ الکتروفورز با ولتا

  .   وسیله دستگاه ژل داکیومنتیشن از ژل عکسبرداري انجام شد
  

  یافته ها
ژنوم کمپیلوباکتر  11هم ردیفی چندگانه توالی هاي مربوط به توالی کامل 

ژژونی که در بانک هاي ژنی ثبت شده اند یک لوکوس مشترك و 
  نشان داده شده  1به گونه را نشان داد که در جدول اختصاصی مربوط 

  
با  DNAدر استخراج . از این لوکوس در طراحی پرایمر استفاده شد. است

صحت . بدست آمد DNAتغییر یافته مقدار مناسبی از  STETروش 
استخراج شده، با الکتروفورز روي ژل آگارز تائید گردید  DNAوجود 

از هر کدام از  µl 5/0و  Mgcl2 µl 1ظت باند اختصاصی در غل). 1شکل (
  ).2شکل  (بدست آمد C° 57پرایمرها و دماي مرحله اتصال 

  
ژنوم کامل کمپیلوباکتر  11لوکوس هاي مشترك در بین . 1جدول 

 .ژژونی
کد دسترسی ژنوم هاي کمپیلوباکتر 

  ژژونی در بانک هاي ژنی
  لوکوس مشترك

<NC_003912   924038  924345تا     
<NC_009707   804332  804639تا  
<NC_008787  846330  846637تا  
<NC_009839  852400  852707تا  
<NC_017279  848707  849014تا  
<NC_014802  881063  881370تا  
<NC_017280  846590  846897تا  
<NC_002163  845852  846159تا  
<NC_018521  845852  846159تا  
<NC_018709  846685  846992تا  
<NC_017281  878488  878795تا  

  

 
  STETتصویر الکتروفورز محصول استخراج ژنوم با روش . 1شکل 

  

  
مارکر  1چاهک شماره . نتایج واکنش زنجیره اي پلیمراز. 2شکل 

10Kbp باکتر باند مربوط به کمپیلو 2، چاهک شماره
مربوط به الکتروفورز محصول  3و چاهک شماره ) 308bp(ژژونی

  .است O157واکنش زنجیره اي پلیمراز اشریشیا کلاي 
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  بحث 
کمپیلوباکترژژونی یکی از عوامل اصلی انتریت در دنیا محسوب می شود 
علاوه بر این، عوارضی مانند سندرم گیلن باره و آرتریت واکنشی نیز به 

در ). 1و2(دنیال انتریت هاي ناشی از این باکتري بارها گزارش شده است
ار اختصاصی براي شناسایی این مطالعه یک واکنش زنجیره اي پلیمراز بسی

با پرایمر هاي  PCRبه طوري که انجام . کمپیلوباکترژژونی طراحی گردید
طراحی شده در این مطالعه با ژنوم باکتري هاي دیگر هیچ واکنش مثبتی 

در بسیاري از مطالعات براي شناسایی کمپیلوباکترژژونی از ژن . نداشت
ولی ) 3و4(تفاده شده استهاي دیگري همانند ژن مربوط به هیپورات اس

در این مطالعه با یک آنالیز هم ردیفی چندگانه، توالی از کمپیلوباکتر ژژونی 
بدست آمد که علاوه بر اختصاصیت به گونه کمپیلوباکترژژونی در تمام ژنوم 

لذا ناحیه . هاي تعیین توالی شده کمپیلوباکترژژونی نیز حفاظت شده بود
آنالیز پرایمرها در . ورد استفاده قرار گرفتمورد نظر جهت طراحی پرایمر م

نشان داد که پرایمر هاي طراحی شده اختصاصیت  In Silicoشرایط 
لذا در بسیاري از موارد یافتن یک . بالایی به کمپیلوباکترژژونی داشتند

توالی ژنی اختصاصی گونه و محافظت شده براي انجام یک واکنش زنجیره 
مسئله علاوه بر کمپیلوباکتر ژژونی براي سایر  این. اي پلیمراز الزامی است

باکتري ها همانند شیگلا و سالمونلا و بسیاري از باکتري هاي دیگر نیز 
افشار و هم کاران در مطالعه اي بر روي شیگلا بجاي . صدق می کند

استفاده از ژن هاي ویرولانس براي شناسایی این باکتري، در انجام واکنش 
از یک توالی بسیار حفاظت شده و اختصاصی استفاده زنجیره اي پلیمراز، 

نتایج این مطالعه همانند مطالعه ما نشان داد که اختصاصیت ). 5(کردند
. پرایمرها با طراحی آنها بر اساس توالی اختصاصی مطابقت دارد

  . کمپیلوباکترژژونی داراي دو زیرگونه ژژونی و دویلئی است
نجیره اي پلیمراز فقط یکی از این در برخی مطالعات با انجام واکنش ز

ولی در مطالعه ما این ) 6و7(زیرگونه ها مورد شناسایی قرار گرفته است
نکته در طراحی پرایمر مورد توجه قرار گرفت بنابراین پرایمري که طراحی 
شد علاوه بر شناسایی زیر گونه ژژونی توانایی شناسایی زیر گونه دویلئی را 

ایمرهاي دیگر براي تشخیص زیر گونه دیگر لذا طراحی پر. نیز داشت
با یافته هاي حاصل از این مطالعه می توان عنوان کرد که . منتفی می شود

روش شناسایی ملکولی در صورت اختصاصی بودن پرایمرهاي مورد استفاده 
  .قابل اعتماد بوده و در برخی موارد مناسب تر از کشت می باشد

  
  نتیجه گیري

ن مطالعه بدست آمد مشخص شد که پرایمرهاي جدید با نتایجی که در ای
با ویژگی و اختصاصیت بسیار بالا به کمپیلوباکترژژونی، در تشخیص هاي 

  . تحقیقاتی و بالینی قابل اعتماد بوده و تکرار پذیري بالایی دارند
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