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  چکیده 
. گردد ایجاد می -139Oو ویبریو کلرا  -1Oهاي ویبریو کلرا  است که توسط گونه کننده  وبا یک بیماري عفونی ناتوان: سابقه و هدف

هدف از این تحقیق جداسازي . هاي بسیاري است بر بوده و مستلزم صرف هزینه هاي شناسایی عامل این بیماري اغلب زمان روش
  .با استفاده از روش جداسازي مغناطیسی زیستی بود -1Oباکتري ویبریو کلرا 

بر روي نانوذرات مغناطیسی اکسید آهن تثبیت ) ompW(ژن سطحی باکتري  کلونال علیه آنتی بادي پلی در این مطالعه آنتی: روش کار
. صورت گرفت NHSو  EDCو در حضور  MUA-11فرایند تثبیت با استفاده از . کتري از محیط شدو توسط آن اقدام به جداسازي با

هاي  سویه. پروتئین سنجی با روش براد فورد استفاده شد و FTIRجهت تایید فرایند تثبیت از دو روش طیف سنجی با استفاده از 
  . هاي بیوشیمیائی مورد شناسایی قرار گرفت ا استفاده از روشآوري و ب هاي بالینی دو مرکز درمانی تهران جمع باکتري از نمونه

با افزودن نانوذرات به محیط . با موفقیت انجام گرفت ompWبادي علیه  ي آنتی دار شدن نانوذرات اکسید آهن به وسیله عامل: ها یافته
 O-1ادر به جداسازي باکتري ویبریو کلرا این روش ق. حاوي باکتري و اعمال میدان مغناطیسی باکتري از محیط بافري جداسازي شد

  .هاي اختصاصی صحت جداسازي را تایید کرد هاي متصل شده به نانوذرات در محیط کشت باکتري. از محیط بافري بود cfu2تا رقت 
  .است هاي جداسازي از قدرت بالایی برخوردار نتایج نشان داد که این روش در مقایسه با سایر روش: گیري نتیجه

   کلونال، وبا، جداسازي مغناطیسی زیستی بادي پلی ، آنتی)omp(هاي سطحی  ویبریو کلرا، پروتئین: ان کلیديواژگ
  
  

  مقدمه
. گیر به وقوع پیوسته است گیر و عالم گیر، همه بیماري وبا به صورت تک

شروع بیماري معمولاً . باشد ي نهفتگی آن از یک تا پنج روز می دوره
است، افت شدید درجه حرارت،   استفراغ شدید همراه ناگهانی و با اسهال و

از بین رفتن آب و املاح، کبودي پوست، انقباض شدید عضلات، فشارخون 
پائین، نبض تند و ضعیف، کاهش ادرار و تکرر مدفوع آبکی، دهان خشک و 

روز  2-5بیماري . چشمان فرورفته و پوستی چروکیده را به دنبال دارد
یر ناشی از آن در صورت عدم مداوا بسیار بالا طول کشیده و مرگ و م

  ).2و1(باشد می
رابرت کخ براي اولین بار طی پاندمی پنجم، این باکتري را از مدفوع  

بیماران مصري جدا نمود و سال بعد همان میکروب را از مدفوع بیماران 
ها پیش در برخی نواحی  بیماري وبا از قرن ).3و1(هندي نیز بدست آورد

یا و خاور دور به صورت بومی وجود داشته و تا کنون هفت بار شرقی آس
  ).2-4(هاي وسیعی در نواحی مختلف دنیا شده است گیري  باعث همه

باشد که  ها می ي ویبریوناسه بیماري از خانواده   باکتري ایجاد کننده
  هایی هستند مستقیم یا خمیده، متحرك و داراي تار لرزان قطبی،  باسیل

  

  
هوازي اختیاري که مقدار   ول و اسپور، کیموارگانوتروفو، بیفاقد کپس

ویبریوکلرا در آب شور . باشد درصد می 60الی 38ها  سیتوزین آن +گوانین
کند و براي انسان و برخی آب  را تحمل می =7pH - 9و شیرین یافت شده، 

هوازي اختیاري است و در  این باکتري بی). 5-7(باشد زا می زیان بیماري
بوده و  C42- 16°رشد آن بین   دامنه. کند ب کامل هوا رشد نمیغیا

بر روي . باشد درجه می C37°بهترین درجه حرارت براي رشد آن 
ساعت  6- 12هاي ساده مثل آب پپتونه به خوبی رشد کرده و پس از  محیط

 (T.C.B.S)روي محیط . دهد نازکی بر روي آن تشکیل می پرده
Thisoulfate Citrate Bile Salt Sucrose Agar   24پس از 

. کند تولید می mm 2تا  1هاي شفاف زرد رنگ محدبی به قطر  ساعت پرگنه
گیرند که متجاوز از صد نوع  ها در این گروه قرار می انواع زیادي از باکتري

زا  بیماري O139و  O1اکثراً ساپروفیت بوده و تنها نوع . باشند می
روز کاري نیاز  5الی  3کتري به حداقل این باشناسائی ). 8و7(باشند می

هاي سنتی بوده  هاي غربالگري و شناسائی کنونی مبتنی بر روش روش. دارد
هاي نوین نیز هیچ یک قادر به کاهش زمان تشخیص تا زیر یک  و تکنیک

  ).3(سازي نیستند روز کاري و حذف مرحله غنی
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توان نانوذرات مغناطیسی را بسته به نوع نیاز تغییر داد، به عنوان مثال،  می

هاي آهن  فرد و یا پاسخ خصوصیت شیمیایی ویژه، فعالیت نوري منحصربه
فن اوري جداسازي مغناطیسی روش . ها دریافت کرد قوي از آنربایی 

قدرتمندي است که به طور وسیع براي تغلیظ و جداسازي طیف وسیعی از 
هاي بالینی مورد  هاي محیطی، غذا، آب و نمونه زا از نمونه عوامل بیماري

مهم ترین مزیت جداسازي مغناطیسی ). 5،7،8(استفاده قرار گرفته است
جداسازي  Immuno Magnetic Separation  (IMS) زیستی یا 

هاي آبی در حضور  ها از محیط سریع و هم زمان عوامل مورد نظر و مهار آن
هاي جداسازي  جایگزین خوبی براي روشIMS . میدان مغناطیسی است

کمک به شناسائی باکتري، : مزایاي این روش شامل. مرسوم فعلی است
مان چند باکتري، سادگی مراحل بهبود حساسیت تشخیص، تشخیص همز

  .کاري، صرفه جوئی در زمان و کاهش نیروي انسانی می شود
با استفاده از   O-1کلرا این مطالعه با هدف جدا سازي باکتري ویبریو

  . شده انجام شد دار نانوذرات مغناطیسی عامل
  

  روش کار
م شده از نانوذره اکسید آهن تولید شده در تحقیق قبلی انجا gµ20مقدار 

توسط تیم تحقیق کنونی به نسبت حجمی یک به دو 
 -.مخلوط شد mercaptoundecanoic acid (11-MUA)  - 11با

( و در شرایط خاص  -درصد تهیه شد 96در اتانول  MUA-11 محلول 
این . زده شد ساعت به هم 12به مدت )  مستقیم و اکسیژن آزاد دور از نور

گروه تیول خود به سطح طلاي  از ناحیه MUA–11عمل باعث اتصال 
هاي کربوکسیلی بود، در  نانوذرات گردید، و سر دیگر آن که حاوي گروه

از  lµ200قبل از انجام آزمایش، . معرض عوامل محیطی دیگر قرار گرفت
نیم مولار  MES (2-(N Morpholinoethanesulfonic acid (بافر 

-mg/ml50 Nمحلول  lµ400و با  =1/6pHبا 
Hydroxysuccinimide ester (NHS) زده شد به اندازه کافی هم .

فوق تحت شرایط هم زدن شدید   از نانوذره کربوکسیله mg/ml20سپس 
سریعاً mg/ml EDC10محلول آبی  lµ300سپس . به آن اضافه گردید

زدن محلول  دقیقه عمل هم 45به آن افزوده شد و در دماي اتاق به مدت 
محلول  ml 2/1، نانوذرات را در  از شستشوپس ). 9(وقفه ادامه یافت بی

MES  حل کرده وlµ200  از محلولIgG تهیه شده در کار قبلی انجام ،
به آن افزوده و در  mg/ml 10شده توسط تیـم تحقیق کنونـی، بـا غلظت 
این عمل موجب اتصال . زده شد دماي اتاق به مدت یک ساعت به آرامی هم

بادي با  نانوذرات متصل شده به آنتی). 10(بادي گردید نانوذرات به آنتی
سه مرتبه به  MESربا جمع آوري و با استفاده از بافر  استفاده از آهن

و درون یخچال  MESنمونه در این حالت در بافر . آرامی شستشو داده شد
و  FTIRبادي به نانوذرات با دو تکنیک  اتصال آنتی. قابل نگهداري بود

و در غیاب  EDCبا حضور : ات در دو حالتسنجی از نانوذر  پروتئین
EDC بررسی شد.  

 5/0جذب  OD640 nmکه در  PBSویبریو کلرا در محلول   رقتی از باکتري
هاي متوالی تهیه شد و به  ي فوق رقت بعد از نمونه. ایجاد نماید تهیه شد

 g µ10مرحله قبلی  دارشده هاي فوق از نانوذرات عامل هریک از رقت
گراد اقدام به  ي سانتی درجه 20دقیقه گرماگذاري در  30از  افزوده و پس

  .آزمایش گردید
رسوب حاصل . نانوذرات شد با اعمال میدان مغناطیسی اقدام به شستشوي 

  .کشت داده شد TCBSاز شستشو در محیط 

  ها یافته
 را به میزان ompW بادي علیه  آزمایش برادفورد غلظت آنتی

µg/µl25/0 سنجی  ن طیفآزمو. نشان دادFTIR دار شدن نانوذرات  عامل
همچنین آزمون . ارائه شده است 1ي آن در شکل  را تایید نمود که نتیجه

برابر جذب سطحی  10به نانوذرات را  IgGبرادفورد میزان اتصال کولانسی 
، قدرت  O1ساعته ویبریو کلرا 24بررسی کشت ). 1نمودار(نشان داد 

  .ارزیابی کرد cfu 2ت راجداسازي باکتري توسط نانوذرا
  

هاي  در طیف پایینی وجود پیک: دار شدن نانوذرات عامل 1شکل
که در طیف قبلی نبود تائیدي بر  C-Nو N-H کششی و خمشی 

  .تثبیت پروتئین می باشد
  

  
  

سنجش پروتئین با روش برادفورد نشان داد که اتصال :  1نمودار 
IgG  به نانوذرات در حضورEDC )نمودارA(،10  برابر بیشتر از

  .بود) Bنمودار( EDCحالت بدون 
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  بحث
ی، پیوند الکترواستیکینگ و هاي مختلف از قبیل از قبیل جذب سطح روش

اتصال . دار نمودن نانوذرات ارائه شده است یا اتصال کووالانی براي عامل
هاي عاملی بر روي نانوذرات محکم و ثابت بوده، و در دما و  کوولانی گروه

pH این روش اتصال باعث دوام بیشتر . باشد طبیعی کاملاً پایدار می
  .شودهاي عاملی می گروه

اي از آویدین و یا استرپتوآویدین  ها به نانوذرات عده بادي ل آنتیبراي اتصا
تمایل اجزاي بیوتین و آویدین، اتصال . اند به همراه بیوتین استفاده نموده

ولی اتصال منجر به بزرگ شدن سامانه . نماید عامل به سطح را تسهیل می

اهمیت  بادي به بستر بسیار حائز از آنجا که جهت اتصال آنتی. گردد می
صورت  انجام پذیرد در غیر این Fcي  الامکان از ناحیهاست، اتصال باید حتی

محققین براي حل این ). 11(بادي خاصیت خود را از دست خواهد داد آنتی
استافیلوکوکی اقدام به  Aو یا پروتئین  G  مسئله با استفاده از پروتئین

ع پروتئین تمایل فراوانی این دو نو. اند بادي روي بسترها نموده تثبیت آنتی
دهند، و از سوي دیگر با جذب  بادي از خود نشان می آنتی Fcبه ناحیه 

بادي را در جهت صحیح تثبیت  سطحی روي بستر عملاً آنتی
مولکولی است با تعداد  اخیراً استفاده از کالیکس، سوپرا). 12(نمایند می

 متفاوت هاي کربن
به مثابه هاي تاجی شکل  ن مولکولای. ، در این راستا مرسوم شده است

نمایند و اجازه تثبیت غلط را از آن  بادي عمل می براي نگهداري آنتی قالبی
  ).13(کنند سلب می

هاي فوق مزایاي بسیاري را به همراه دارند، ولی به دلیل بالا  هریک از روش
ي کم در  ها، استفاده از روشی دیگر با کارایی بالا و هزینه بودن هزینه

هاي مرکاپتوآندکانوئیک،   دهنده  استفاده از اتصال. ستور کار قرارگرفتد
ها بر روي الکترود طلا فراون مورد استفاده قرار  مولکول براي اتصال بیو

  ).14(گرفته است
11-MUA کربن و دو گروه عاملی، گروه  11، یک ترکیب اسیدي با

این ماده در . شدبا کربوکسیلی در یک سر و گروه تیولی در سمت دیگر، می
تواند با خودآرائی بر روي نانوذرات قرار گرفته و  دما و شرایط آزمایشگاه می

از سمت تیول به طلا اتصال یابد و سر دیگر خود را در معرض واکنش با 
بر خلاف گروه تیول که به راحتی با طلا اتصال برقرار . دهد عوامل دیگر قرار 

از نظر آنتاپی پایدار است که براي  کند، گروه کربوکسیلی آن به حدي می
انجام واکنش با گروه هاي آمیدي نیاز به افزایش دما و یا استفاده از 

 EDC. هاي زیستی کشنده است کاتالیزور دارد، که این شرایط براي محیط
 MUA-11باعث فعال شدن  Sulfo-NHSو یا  NHSدر حضور 

بادي  و آنتی MUA-11پس از انجام واکنش پپتیدي بین EDC . شود می
  ).15(گردد مانند یک آنزیم از واکنش خارج می

روش جدا سازي زیستی تکنیکی کمکی است که جهت بالا بردن دقت و 
شود ولی به تنهایی قادر به  سرعت در کارهاي تشخیصی به کار برده می

هاي  را به همراه روش  هاي تحقیقی دیگر، آن گروه. آشکار سازي نیست
. اند ر برده و موجب بهبود و ارتقاي تشخیص شدهدیگر تشخیصی بکا

آرویلند و همکارانش آن را به همراه میکروسکوپ فلورسنس براي شناسائی 
و همکارانش از آن به  Chapman چاپمن). 16(اشرشیا کلی بکار بردند
بورن، کوجو، مانسفیلد، کارلوس و  و بلاك) 17(همراه کشت مستقیم

گانگمین وینتروب، ). 18(اند یزا بهره گرفتهدانکانسون از آن به همراه الا
کاوا ، هیش، تسن، مرکانگلو ، فنوتزون، وارین، و موریرا از آن  ریسپن، جنی

-RTفاو و همکارنش، از آن به همراه . اند استفاده کرده PCRبه همراه 
PCR لومینسانس تواماً بکار  اند، گرند و پیل آن را با کمی استفاده نموده

سانتونی . اند و و برونو از آن به همراه فلوسایتومتري استفاده نمودهی. اند برده
لینگلی چن و . به همراه اسپکتروسکوپی جرمی از آن استفاده نمود

مواد   هاي آلوده کننده براي شناسایی باکتري SPR/MSهمکارانش از 
به همراه کشت مستقیم  IMSدر این تحقیق از . غذایی استفاده نمودند

د که ضمن تغلیض باکتري مرحله غنی سازي را حذف نموده استفاده ش
تر کردن زمان شناسایی ها و کوتاهروش فوق ضمن کاهش هزینه). 19(است

  .ارتقاء بخشید cfu2قطعی باکتري، حد تشخیص زا تا حدود  
  

  گیري نتیجه
بادي خالص  آنتی µg/µl 7/0 دار شدن این نانوذرات در غلظت  عامل

با استفاده از این سامانه باکتري . قرار نمود الانی را بربیشترین اتصال کوو
این . به طور موفقیت آمیزي از محیط آبی جداسازي شد O1ویبریو کلرا 

تواند براي شناسائی  هاي تشخیصی دیگر میتکنیک در ترکیب با روش
  .هاي غنی سازي قبلی باشد باکتري عامل وبا بکار رود و جایگزین روش
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