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  چكيده 

اين گونه ها بيماري اسهال خوني موسوم به . گونه هاي شيگلا از مهمترين پاتوژنهاي روده اي انسان محسوب مي شوند :سابقه و هدف

دوز عفوني كننده اين باكتريها خيلي پايين بوده و سرايت پذيري بالايي دارند لذا شناسايي سريع اين باكتري . شيگلوز را ايجاد مي كنند

 با طراحي پرايمرهاي PCRهدف از انجام اين مطالعه، ارزيابي . روز اسهال خوني بويژه در كودكان بسيار حائز اهميت استها در موارد ب

  .جديد مبتني بر شناسايي نواحي حفاظت شده كروموزومي داخل جنس شيگلا، جهت شناسايي ايزوله هاي باليني اين باكتري بود

 براي  Putative integraseمر اختصاصي براي تكثير قسمتي از ناحيه كروموزوميدر اين مطالعه از يك جفت پراي :روش كار

 سويه 30براي ارزيابي روش، .  طراحي گرديد3پرايمرهاي مورد استفاده در نرم افزار آنلاين پرايمر. شناسايي جنس شيگلا استفاده شد

 به روش هاي سرولوژي و بيوشيميايي مورد تائيد قرار گرفته  گونه شيگلا كه4باكتري شيگلا جدا شده از نمونه هاي باليني مربوط به 

  استخراج شده در دستگاه DNA صورت گرفت و مقدار غلظت Boilingاستخراج ژنوم با استفاده از روش . بودند، استفاده شد

ت باندها از عمل الكتروفورز،  جهت روي.  با اعمال گراديانت دمايي در دماهاي مختلف انجام شدPCRعمل . نانودراپ اندازه گيري گرديد

جهت بررسي اختصاصيت روش، از .  ژل در اتيديوم برومايد و استفاده از دستگاه ژل داكيومنتيشن استفاده گرديد رنگ آميزي 

  .باكتريهاي هم خانواده و مرتبط استفاده شد

ه مورد نظر را در تمام سويه هاي مربوط به چهار ، ايجاد باند تكثير شده به اندازPCRنتايج حاصل از الكتروفورز محصول : يافته ها

 بهترين دما C62°در ارزيابي دماي بهينه واكنش زنجيره اي پليمراز در گراديانت هاي دمايي انجام شده، دماي. گونه شيگلا نشان داد

ونلا مشاهده نشد و روش هيچ واكنش غير اختصاصي با باكتري هاي مشابه از جمله اشريشيا كولي و سالم. براي انجام واكنش بود

  . گونه مختلف جنس شيگلا را شناسايي نمايد4 ايزوله باليني مربوط به 30طراحي شده قادر بود همه 

نتايج نشان داد كه ژنهاي مستقر در نواحي حفاظت شده كروموزومي براي اهداف تشخيصي مناسب هستند و ضرورتي  : نتيجه گيري

روش طراحي شده با . ز ژن هاي شاخص بيماريزايي جهت اهداف تشخيصي استفاده نمودندارد براي شناسايي شيگلا، هميشه ا

  .پرايمرهاي جديد بعنوان روش شناسايي حساس،آسان، سريع و مطمئن جهت تشخيص تمام گونه هاي شيگلا توصيه مي شود

   ، گونه هاي شيگلا، تشخيص سريعPCRشيگلوز، : واژگان كليدي
  

  

  

  



  

    54فوني و گرمسيري ، سال شانزدهم ، شماره فصلنامه بيماري هاي ع

  28_______________________________________________________________________________شناسايي مولكولي شيگلا 

  

  مقدمه

 سال است كه هر ساله 5شيگلا يكي از عوامل عمده اسهال خوني در كودكان زير 

شايعترين عامل شيگلوز در ). 1(ني مي گرددباعث مرگ و مير زيادي در اين رده س

، %)16(، شيگلا فلكسنري%)77(كشورهاي توسعه يافته به ترتيب شيگلا سونئي

ميزان وقوع شيگلوز سالانه ). 2(است%) 1(و شيگلا ديسانتري%) 2(شيگلا بوئيدي

 درصد 69 ميليون مورد با ميزان مرگ ومير حدود 164.7تخمين زده شده است كه 

اخيرا ). 4و3(در ايران نيز شيگلوز به يك مشكل بهداشتي مطرح است). 3(باشد

معلوم شده است كه شايعترين گونه عامل شيگلوز در ايران، شيگلا سونئي مي 

  ). 5(باشد

روش هاي سنتي شناسايي از جمله كشت باكتري، حساسيت زيادي در تشخيص 

ي است كه به دليل تكنيك واكنش زنجيره اي پليمراز يكي از روش هاي). 6(ندارند

دارا بودن حساسيت بالا، توانايي شناسايي تعداد كم باكتري و ژنوم آن، ارزش زيادي 

با استفاده از تكنيك واكنش زنجيره اي پليمراز مي توان توكسين زا بودن ). 7(دارد

شيگلاهاي محيطي و باليني را مورد ارزيابي قرار داد يا به عبارت ديگر پاتوژن بودن 

از سوي ديگر دوز عفوني كننده اين باكتريها خيلي پايين بوده ). 8(بات كردآن را اث

و سرايت پذيري بالايي دارند لذا شناسايي سريع اين باكتري ها در موارد بروز 

براي شناسايي شيگلا، .  اسهال خوني به ويژه در كودكان بسيار حائز اهميت است

 اهداف تشخيصي استفاده شده در بيشتر موارد از ژن هاي بيماري زايي بعنوان

 به عنوان ژني كه در اكثر شيگلا هاي بيماري زا ipaHدر اين راستا از ژن . است

در اين مطالعه، ما يك ). 10و9(وجود دارد، استفاده فراوان صورت گرفته است

واكنش زنجيره اي پليمراز  با طراحي پرايمرهاي جديد جهت رديابي ژنهاي مستقر 

ده كروموزومي را براي شناسايي شيگلا طراحي ارزيابي در نواحي حفاظت ش

  .نموديم

  

  روش كار

) Primer3 (v. 0.4.0 ((3پرايمرهاي مورد استفاده در نرم افزار آنلاين پرايمر

-'5پرايمر جلوبرنده داراي توالي . طراحي گرديد

TCCGTCATGCTGGATGAACGATGT-3' و توالي پرايمر برگشت 

.  بود'ACAGTTCAGGATTGCCCGAGACACA-3-'5دهنده شامل 

 159پيش بيني اندازه محصول واكنش زنجيره اي پليمراز حاصل براي اين پرايمرها 

  . بلاست اين پرايمر اختصاصيت بالاي آنها را تائيد كرد. جفت باز بود

 4اين سويه ها مربوط به .  سويه باكتري شيگلا بودند30نمونه هاي مورد مطالعه، 

 سونئي، شيگلا فلكسنري، شيگلا بوئيدي و شيگلا گونه شيگلا شامل شيگلا

ديسانتري جداسازي شده از موارد باليني اسهال در كودكان  مربوط به مطالعات 

   .قبلي ما مي باشند كه در محيط نگه دارنده ذخيره شده بودند

 ساعت به منظور تهيه 24اين باكتري ها ابتدا در محيط مولر هينتون آگار به مدت 

 Boilingاستخراج ژنوم با استفاده از روش . تك ، كشت داده شدندكلني هاي 

در اين روش كلني تك از محيط مولر هينتون به محيط آبگوشت . صورت گرفت

LB بعد از .  درجه سانتي گراد قرار داده شد 37 ساعت در گرم خانه 24 تلقيح  و

 3به مدت  5000 ميكرو ليتر از محيط فوق را برداشته و با دور 5 ساعت، 24

 200مايع رويي دور ريخته شد و به رسوب حاصل، مقدار . وژ گرديد دقيقه، سانتريف

.  دقيقه در آب جوش جوشانده شد4 اضافه گرديد و STETميكروليتر محلول 

ژ كرده، مايع رويي را به يك    در دقيقه سانتريفو5000 دقيقه با دور 3سپس 

) هم حجم آن( درصد 70پرانول ميكروتيوب استريل  منتقل شد و به آن پرو

 درجه سانتي گراد قرار 20 دقيقه در منهاي 20مخلوط اضافه شد و سپس به مدت 

 دور 10000 دقيقه با سرعت 3ميكروتيوب را از يخچال خارج و به مدت . داده شد

بعد از آن مايع رويي دور ريخته شده و هم حجم . در دقيقه سانتريفيوژ گرديد

 14000 دقيقه با سرعت 3 درصد اضافه گرديد و به مدت 70ل رسوب،  به آن اتانو

 ساعت در 1مايع رويي دور ريخته شد و به مدت . ژ گرديد دور در دقيقه سانتريفيو

بعد از خشك .  درجه سانتي گراد قرار داده شد تا به طور كامل خشك گردد37

 به مدت  به آن اضافه شد و TE ميكروليتر محلول 50شدن آن در نهايت مقدار 

  در DNAمقدار غلظت ). 11-16_ درجه سانتي گراد قرار گرفت37 دقيقه در 45

واكنش زنجيره اي پلي .  در دستگاه نانودراپ اندازه گيري گرديد260طول موج 

جهت بررسي اختصاصيت روش، .  انجام شد1مراز طبق پروتكل ارائه شده در جدول 

. يشيا كولي و سالمونلا  استفاده شداز باكتريهاي هم خانواده و مرتبط شامل اشر

الكتروفورز .  درصد قرار داده شد1 در چاهك ژل  PCRپنج ميكروليتر از محصول 

ژل در اتيديوم برومايد به  رنگ آميزي .  دقيقه انجام گرفت30 به مدت 90با ولتاژ 

 دقيقه صورت گرفت  و در نهايت به وسيله دستگاه ژل داكيومنتيشن قطعه 5مدت 

  . يافته رويت گرديدتكثير

  

  

  

  

  

  

  يافته ها 

 غلظت هاي مناسبي از ژنوم Boilingدر مرحله استخراج ژنوم با استفاده از روش 

. بودng/ µL 2هاي استخراج شده بدست آمد كه غلظت آنها به طور متوسط حدود

، ايجاد باند تكثير شده به اندازه مورد نظر PCRنتايج حاصل از الكتروفورز محصول 

  .ر تمام سويه هاي مربوط به چهار گونه شيگلا بهمراه داشترا د

در ارزيابي دماي بهينه واكنش زنجيره اي پليمراز در گراديانت هاي دمايي انجام 

نتايج مربوط به گراديانت ). 1شكل ( واكنش بهتري انجام شد C62°شده، در دماي

MgCl2 هيچ واكنش غير اختصاصي با .  نشان داده شده است3 و 2 در شكل

باكتري هاي مشابه از جمله اشريشيا كولي و سالمونلا مشاهده نشد و روش طراحي 

 گونه مختلف جنس شيگلا را 4 ايزوله باليني مربوط به 30شده قادر بود همه 

  .شناسايي نمايد
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  بحث

در اين بررسي، يك واكنش زنجيره پليمراز با طراحي پرايمر جديد جهت 

كارايي روش ارائه شده . شناسايي شيگلا در نمونه هاي باليني ارزيابي شد

يكي از عوامل مهم، . دي در ارتباط باشدممكن است با فاكتورهاي متعد

پرايمرهاي مورد استفاده . طراحي اختصاصي پرايمرهاي مورد استفاده است

ما به قسمتي از كروموزم شيگلا متصل مي گرديدند كه اختصاصي شيگلا 

بوده و در نتيجه، علاوه بر داشتن توانائي شناسايي تمام گونه هاي شيگلا، 

يز با باكتري هاي مشابه شامل اشريشيا كولي هيچ واكنش غير اختصاصي ن

  . و سالمونلا مشاهده نگرديد

 براي شناسايي سريع شيگلا PCRتاكنون طراحي هاي مختلفي از تكنيك 

 ipaHو همكاران كه از ژن  Thong بر خلاف مطالعه. ارائه گرديده است

ه ، در مطالعه ما از ناحي)17(براي شناسايي جنس شيگلا استفاده شده بود

 براي انجام واكنش زنجيره اي پليمراز  Putative integraseكروموزومي

 كه بر روي پلاسميد قرار دارد، ipaHاستفاده شد كه بر خلاف ژن 

كروموزومي بوده و هم پايداري و هم در مرحله استخراج ژنوم، جداسازي 

از طرفي ديگر اين ناحيه ويژه گونه هاي شيگلا است . آن آسان تر مي باشد

  . به همين دليل اختصاصيت بالايي در تشخيص دارد

 virAلازم به توضيح است كه در ابتداي تحقيق از پرايمر مربوط ژن 

  از اين ژن براي طراحي پرايمر توصيه شده Keithاستفاده شد كه توسط 

بود ولي نتيجه واكنش زنجيره پليمراز براي اين توالي منفي شد كه شايد به 

 اين ژن مي باشد كه استخراج آن نيازمند دقت علت پلاسميدي بودن

  ). 18(زيادي است

 و همكاران كه از ژنهاي Farfanهمچنين بر خلاف مطالعه 

 براي ShET-1 and ShET-2 enterotoxin genesويرولانس

، ناحيه )19(شناسايي شيگلا سونئي و شيگلا فلكسنري استفاده كرده اند

 طراحي شده است كه تمام گونه مورد نظر در روش ما براي تكثير طوري

  .هاي شيگلا را قابل شناسايي مي كند

  

  نتيجه گيري

در اين مطالعه ما نتيجه گرفتيم كه ژنها و يا نواحي حفاظت شده 

كروموزومي براي اهداف تشخيصي مناسب هستند لذا ضرورتي ندارد 

هميشه براي شناسايي باكتريها از ژن هاي شاخص بيماري زايي جهت 

روش طراحي شده با پرايمرهاي جديد . شخيصي استفاده نموداهداف ت

بعنوان روش شناسايي حساس،آسان، سريع و مطمئن جهت تشخيص تمام 

  .گونه هاي شيگلا توصيه مي شود
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