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«مقاله اصیل»
شناسایى گونه هاى پاتوژن ویبریونا سه (Vibrionaceae) در رودخانه کارون اهواز

حامد گودرزى1*، نرسى نصیرآبادى2، منیژه مهدى نژاد2
1ـ دانشجوى کارشناسى ارشد گروه میکروب شناسى و عضو کمیته تحقیقات دانشجویى، دانشکده پزشکى، دانشگاه علوم پزشکى جندى شاپور 

اهواز، ایران
 ـکارشناس آزمایشگاه، گروه میکروب شناسى، دانشکده پزشکى، دانشگاه علوم پزشکى جندى شاپور اهواز، ایران 2

چکیده
زمینه: بیمارى وبا یک عفونت حاد روده اى مى باشد که توسط باکترى ویبریو کلرا ایجاد مى شود. 
ترس از این بیمارى به خاطر اپیدمیک شدن آن بوده و همواره به عنوان یک تهدید براى سلامتى در 
بخش هاى بزرگى از آسیا ،آفریقا و آمریکاى لاتین مطرح بوده است. ویبریو کلرا داراى دو سروتایپ 
اصلى اوگاوا و اینابا مى باشد که در خانواده ویبریوناسیه قرار مى گیرد. این ارگانیسم از طریق خوردن 
آب، سبزیجات و موادغذایى که آلوده به مواد مدفوعى بوده، همچنین در اثر خوردن غذاهاى دریایى 
خام ویا غذاهایى که خوب حرارت ندیده باشند مثل صدف، انتقال مى یابد. هدف اصلى این مطالعه 

جداسازى ویبریو کلراى (V. choleraO1)O1 از آب رودخانه کارون مى باشد.  

روش:در طول چهار ماه تعداد 100 نمونه از آب رودخانه کارون گرفته شد. در حین نمونه گیرى 
7-8 آن از 7-8  بود. نمونه هاى آب جمع  pH25-35درجه حرارت آب رودخانه بین 25-35 درجه سانتیگراد  و
24 تغلیظ شد و در آب پپتونه قلیایى انکوبه گردید. بعد از 24 آورى شده بوسیله سانتریفیوژ با دور 6000
آگار) انتقال داده شد وکلونى هاى آگار) انتقال داده شد وکلونى هاى TCBSآگار) انتقال داده شد وکلونى هاى  TCBSساعت اینکوبه شدن به داخل محیط اختصاصى ویبریو (  
 ،API20E که از نظر مورفولوزیکى شبیه ویبریوکلرا بودند از نظر تستهاى بیوشیمیایى و کیت هاىE

آنتى سرم هاى اختصاصى تایید گردید.

8گونه هاى ویبریوکلرا از نمونه هاى آب رودخانه کارون جدا گردید، که از این موارد 8 نمونه  نتایج:
7، (اینابا) و 7 مورد نیز با مشخصات کلونى ویبریو پاراهمولیتیکوس شناسایى  O1به عنوان ویبریوکلرا

گردید.

نتیجه گیرى:کنترل بیمارى وبا بخاطر تهدید سلامت عمومى بسیار اهمیت دارد، به همین خاطر بهبود 
کیفیت  آب ، بهداشت آب، نظارت ، تامین تسهیلات مراقبتى وتهیه واکسن مناسب همواره مد نظر 

مى باشد.

واژگان کلیدى: ویبریوکلراO1، نمک دوست، رودخانه کارون
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مقدمه 
جنس ویبریو شامل گروه هاى متنوعى از ارگانیسمهاى دریایى 
شده و  سطحى در سرتاسر دنیا یافت  که در آبهاى  مى باشد 
36شامل 36 گونه بوده که  11 گونه از آنها در انسان ایجاد بیمارى 
مى نمایند.جنس ویبریو در خانواده ویبریوناسه قرار دارد که از 
گردیده  باسیلهاى خمیده  توصیف  بصورت  نظر مورفولوژى 
اند و گاهى ویبریوها بصورت باسیلهاى گرم منفى مستقیم که 
شدیدا"  پلئومرفیک مى باشند مشاهده شده اند بویژه مواقعى 
که شرایط تکثیر باکترى چندان مطلوب نباشد.بعضى از گونه 
نیاز دارند. تکثیر  براى  سدیم  کلرید  به  و  بوده  ها هالوفیلیک 
خصوصیاتى  مثبت  اکسیداز  واکنش  و  قطبى  فلاژل  همچنین 
نماید. مى  متمایز  انتروباکتریاسه  از  را  ویبریوناسه  که  هستند 
دماى مطلوب جهت تکثیر ویبریوها с 42-28° است و در زیر 
с4° و بالاىс60° قادر به تکثیرنمى باشند.زیستگاه طبیعى(کنج 
اکولوژیکى) گونه هاى ویبریو،آبهاى شور و محیطهاى دریایى 
و   V.mimicus باشد.  مى  دنیا  در  اى  حاره  مناطق  بویژه 
V.cholerae  دو گونه از جنس ویبریوناسه هستند که از آبهاى 
شیرین ،دریاچه ها،رودخانه ها و از پرندگان ماهیخوار  یافت 
شده اند. همچنین گونه هاى ویبریو را مى توان در رسوبات 
مى  و سخت پوستان یافت  نرمتنان  خارجى  و سطح  سطحى 
شوند(2و1).تقریبا"  تمامى گونه هاى این جنس در 20 سال 
گذشته شناخته شدند و هیچ یک از آنها قسمتى از فلور نرمال 
روده انسان نمى باشند.تعداد زیاد گونه هاى حاضر و پخش و 
پراکنش  ویبریوها باعث شده که از آب،محیط زیست،غذاهاى 
دریایى،نرمتنان و ماهیان ساحلى بدست بیایند(3،4).همچنین در 
نپختن  ویا  خام  ژاپن،مصرف  ساحلى  مناطق  در  اوقات  خیلى 

صدفها و نرمتنان دریایى باعث آلودگى با ویبرو مى گردد.
 از جمله گونه هاى ویبریو شامل :

Vibrio cholerae, Vibrio. parahaemolyticus,and
عامل  همگانى  بهداشت  نظر  از  که   Vibrio. vulnicus
گردد.در  مى  محسوب  جهانى  گیرشدن  همه  جهت  پتانسیلى 
مهمترین  ویبریوکلرا (V.cholerae) که  این جنس علاوه بر 
گونه از نظر بیماریزایى و علم اپیدمیولوژى در انسان محسوب 
وکلاسیک   (EL-Tor biotype)التور بیوتایپ   دو  با  شده، 
مهم دیگرى  انسان مى نمایند. گونه  کلاسیک در  ایجاد وباى 

 (V.parahemolyticus) پاراهمولیتیکوس  ویبریو  نام  به 
عامل عفونتهاى متفاوتى در انسان مى باشد و به دنبال مصرف 
غذاهاى دریایى مثل نرمتنان،صدفها،میتیلوسها،اویسترها،ماهیان 
V.vulnicus. و میگوها آلوده ایجاد گاستروآنتریت نموده و 
و یا جراحات خونى در  که در ایجاد ضایعات پوستى شدید 
افرادیکه با مصرف صدف  و سایر جانوران دریایى بصورت خام 
و یا نپخته نقش داشته و نیز گاهى با آنتریت،باکتریمى و حتى 

مرگ در افراد مسن و ضعیف در رابطه است(5).
ویبریو کلرا عامل وبا پاندمیک و اپیدمیک در انسان مى شود. در 
اواسط 1930 مشاهده گردید که همه سویه هاى باکترى با یک 
آنتى سرم واحد بنام O1 آگلوتینه مى گردند که از این جهت 
Ag O مى نامند  وبر اساس Ag O O1 این سویه ها را بنام ویبریو کلرا
به 150 سروتایپ تقسیم شده واز این میان تنها سروتایپ هاى 
O1 و O139 عامل بیمارى وبا بوده .در صورتیکه،سویه هاى 
ویبریوکلرا غیر O1 به ندرت بیمارى شبه وبا را ایجاد مى نمایند.
Ogava,Inaba,Hikojima بیوگروه  سه  به  کلرا  ویبریو 
بیوتیپ  وسیله  به  که  هایى  بیمارى  شدت  شوند.  مى  تقسیم 
کلاسیک و بیوتیپ التورویبریوکلرا ایجاد شده متغیر مى باشد 
و حدود %75 عفونتهاى بیوتیپ التور و حدود %60 از عفونت 
هاى بیوتیپ کلاسیک بدون علامت هستند.بیمارى ایجاد شده 
توسط بیوتیپ کلاسیک در %30 موارد عفونت ملایم و در10%
%23موارد عفونت شدید گزارش شده درحالیکه التور، %23 بیمارى 

%2خفیف و فقط  %2 بیمارى شدید تولید مى کنند(6،7).
و  بوده   01 سروتایپ  با  مشابه  و   O139واگیر فاکتورهاى 
V.cholerae O139 جزئیات کامل آنالیزها نشان مى دهد که
شباهتى با بیوتایپ التور01 داشته (8)به استثناء حضور کپسول 

پلى ساکاریدى وتفاوت آنتى ژنى در جسم 01(9).
سروتایپ  بیانگر   V.cholerae non-O1/ non-O139
از  واگیردارمشترك  ژنهاى  از  عارى  بطوریکه  بوده  ناهمگن 
نظیر  بیماریزایى  ژنهاى   ) باشند  مى   O1,O139 سروتایپهاى 

Ctx ,tcp A و...)  اما به ندرت سروتایپ هاى
دارا  دلیل  به   V.cholerae non-O1/ non-O139
O139 و   O1 سروتایپ  دو  توکسینى  شبه  ژنهاى  بودن 
نظیر  اى  روده  عفونتهاى  سایر  و  وبا  شبیه  اسهال  عامل 
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در  سمى  وسپتى  زخم  هاى  عفونت  وحتى  گاستروانتریت 
non O1باشد.ویبریوکلراى مى  جامعه  مستعددر  افراد 
Vibrio uvialis,V.furnisii,V. هاى:  گونه  شامل 
harveyi,V.metschnikovii,V.cincinnatiensis,V.
proteolyticus,V.campbellii, V.natriegens

مى باشند(10،11،12).
به دلیل تماس فراوان جامعه شهرى و روستایى با آب رودخانه 
کارون، در صورت حضور گونه هاى پاتوژن ویبریوکلراو مى 
تواند همواره به عنوان یک تهدید بزرگ براى سلامت عمومى 
حضور  بررسى  منظور  به  مطالعه  این  خاطر  همین  به  باشد. 

وشیوع بیوتایپ هاى مربوطه انجام شد
روش 

نمونه بردارى از آب رودخانه کارون از مکان کانالهاى خروجى 
فاضلاب ها به رودخانه کارون در چهار تراك (بالاتر و پایینتر از 
خروجى فاضلاب) واز محلهاى ورودى آب رودخانه به تصفیه 

º48،68`،20" خانه ها، درمحدوده شهر اهواز با طول جغرافیایى"
"و عرض جغرافیایى "º31،25`،20 در شش ماهه اول ( ازفروردین 
1389تاشهریور ماه) سال 1389 انجام گردید(تصویر1). از محل کانال 
به فاصله 100 متر بالاتر و 100 متر پائین براى هر کانال انتخاب 
сс 50  شد. نمونه هاى آب داخل شیشه هاى استریل با ظرفیت
جمع آورى و سپس در کلمنهاى مخصوص همراه با یخ خشک 
به آزمایشگاه  و در کوتاهترین زمان  с نگه دارى  با دماى °4
منتقل گردید.سپس در شرایط استریل сс 10 از نمونه آب خام، 
به لوله هاى استریل مخصوص سانتریوفوژمنتقل شد. لوله ها 
به مدت 15 دقیقه با 6000 دور در دقیقه سانتریفوژ شد. سپس 
و cc 2- 1 باقیمانده نمونه را  محلول سطحى را دور ریخته 
Alkaline peptone) قلیایى  قلیایى  پپتون  آب   cc10 به 

water)استریل با 1 % نمک (Nacl) منتقل شد.

° ساعت انکوبه در دماى с 37° از محیط کشت آب  h 6-4بعد از

گودرزى و همکاران

 تصویر شماره1: مکان هاى نمونه بردارى از آب رودخانه کارون

پپتون قلیایىAlkaline peptone water (APW)  با لوپ 
بر روى محیط اختصاصى تیوسولفات سیترات بایل سوکروز 
iosulfate Citrate Bile Salts Sucrose آگار 
с 37° انکوباتور با دماى  سپس در  agar(TCBS) کشت و 
18 ساعت نگه دارى گردید. کلنیهاى رشد یافته  به مدت -24
بر روى این محیط  دو نوع مختلف بود، که ویبریوکلرا کلونى 
هاى زرد رنگ و ویبریو پاراهمولیتیکوس کلونى هاى سبز رنگ 
را ایجاد نمودند. بنابراین از روى مشخصات ظاهرمرفولوژیکى 
کلونى ها نیز مى توان این دوگونه از ویبریو را ازهم جدا نمود. 
TCBSکلنیهاى ایزوله شده زرد رنگ از محیط کشت TCBS آگار، به 
محیط کلیگلرایرون آگار(KIA) منتقل شد، کلنیهاى رشد یافته 

بر روى محیط (KIA)  که بصورت واکنش اسید/قلیایى بوده، 
از نظر حضور آنزیم اکسیداز به وسیله تست اکسیداز بررسیشد .  
ویبریوکلرا یک ارگانیسم اکسیداز مثبت مى باشد، بنابراین از این 
مرحله به بعد تستهاى بیوشیمیایى-  افتراقى برروى کلنى هاى 
اکسید از مثبت انجام شد. کلونى هاى رشد یافته بر روى محیط  
KIA ، به داخل کیتهاى استاندارد  API 20Eنیز برده شد و 
بعد از 24 ساعت انکوباسیون در دماى 37 درجه سانتیگراد و 
O1 از روى جدول پیوستى کیت  تشخیص اولیه ویبریو کلراى
انجام گردید. بعد از انجام تست  API 20E، با روش مقایسه 
V.cholerae 01، والان  پلى  سرم  آنتى  با  آگلوتیناسیون  اى 
تایید گردید و با انجام یک تست آگلوتیناسیون تکمیلى دیگربه 
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شناسایى گونه هاى پاتوژن ویبریونا سه (Vibrionaceae) از رودخانه کارون اهواز

بیوگروه  دو  این    ogawaو  Inaba سرمهاى  آنتى  کمک  
تشخیص داده شد. متاسفانه به دلیل موجود نبودن آنتى سرم 
O139 در ایران، تنها با روش مولکولى مى توان آن را شناسایى 

نمود که در حیطه کارى ما نبود.
نتایج

از مجموع 100 نمونه جمع آورى آب خام از ورودى کانالهاى 
تصیفه خانه ها در محدوده اهوازدر شش ماه اول سال 1389 ، 
هشت مورد V.cholerae O1 جدا گردیدکه تمام سروتایپ 
هاى مذکور متعلق به بیوگروه اینابا بودند ودر هفت مورد از 
TCBSنمونه هاى رشد یافته برروى محیط  TCBS سبز رنگ بوده واز 
نظر مورفولوژى مشابه گونه هاى پاراهمولیتیکوس مى باشد.در 
این میان گونه هاى متعددى از خانواده  انتروباکتریاسیه نیز جدا 

گردید . 
بحث

جنس و یبریو شامل 34 گونه است که 12 گونه آن براى انسان 
بیماریزاست. گونه هاى بیماریزا ا ین جنس بیشتر در کشورهایى 
مانند ا یالات متحده و ژاپن که فر آوردهاى غذا یى دریایى را به 
صورت خام زیاد مصرف مى کنند، گزارش شده است(13).در 
خصوص فراوانى گونه هاى جنس و یبریو و بیمار یزایى آنها 
در ا یران، مطالعه گسترد ه اى صورت نگرفته است . فقط در 
مورد گونه و یبریوکلرا مطالعاتى انجام شده است که در فصل  

تابستان انتشار آن زیاد مى شود(14).
هاى  گونه  فقط  و  بوده  دوست  نمک  ویبریوها  اکثر   
V.mimicus,V.cholera,V.cholera non-O1 قادر به 
رشد در اکوسیستمهاى آب شیرین هستند(15و13) و به همین 
دلیل در هنگام کشت بعضى از نمونه هاى آب برداشت شده 
متر  بردارى(1000  مکان نمونه  بالاتر  خیلى  سطحى  آبهاى  از 
بالاتر) از ایستگاهها روى محیط TCBS هیچ نوع کلنى ایجاد 

نمى شد. 
نظر  از  که  هستند  هایى  سویه   V.cholera non-O1
قادر نیستند آنتى  ولى  به V.cholera بوده  بیوشیمیایى شبیه 
Kape را آگلوتینه کنند.در ایالات متحده  Kape و همکاران  O1 سرم
این ارگانیسم را از آب، رسوبات و حیوانات دریایى، همچنین 
گاوها و خو کها جدا  از گیا هخواران غرب کلرادو خصوصاً 

کردند (16).
سایر  و   Katsuaki Hoshino توسط  که  اى  مطالعه  در 
همکاران در سال 1988 درتوکیوى ژاپن بر روى 121 بیمار با 
بیمارى عفونى که به مرکاز درمانى مراجعه کردند بکمک روش 
PCR، 38 مورد بعنوان ویبریوکلراى O139 و O1 شناسایى 

CTXشدند که همگى واجد ژنهاى CTX بودند (17).
آب  هاى  نمونه   1998 سال  در  همکاران  و   omson
Velloreازدریاچه ها، فاضلا ب ها و آ ب هاى آشامیدنى شهر
در جنوب هند را مورد مطالعه قرار دادند که از100 % نمونه 
هاى گرفته شده از دریاچه ها و از87 % نمونه هاى فاضلا بها 
V.cholera non-O1 و از41 % نمونه هاى آب آشامیدنى

جدا گردید(18).
V.cholera ،cholera را از حیوانات  1999 و همکاران در سال 1999 Visser
اهلى مثل گوسفند و گاومیش که مبتلا به اسهال بودند ، جدا 
کردند .همچنین از آ ب هاى سطحى نزدیک استبلهاى حیوانات 

اهلى نیز این باکترى را پیدا نمودند(19).
Dalsgaardدر ایالات متحده  Dalsgaard وسایر همکاران در سال2000
V.cholera non-O1 موارد زیادى از بیمارى گاستروانتریت
V.cholera در اواخر تابستان گزارش شده است که سویه هاىcholera
رابطه  و  یابند  مى  افزایش  آب  زیست  محیط  در   non-O1
باکترى  این  تراکم  میزان  و  آب  حرارت  درجه  بین  مستقیمى 

وجود دارد(20).
Pramuan توسط   2007 سال  در  که  اى  درمطالعه   
بیمار  روى 240  بر  در تایلند  همکاران  وسایر   Tapchaisri
مبتلا به وبا از سال -2002  1999 انجام گردید تمام نمونه ها 
CTX, Zot, , ToxR, TcpA, HlyA از نظر وجود ژنهاى

مثبت بودند(21).
- در مطالعه اى که توسط Nina  و سایر همکاران در سال 
13 بر روى 13 گونه ویبریوکلرا متعلق به یک اپیدمى در سال  2004
1942-1943 ( 12 گونه متعلق به بیمار و یک گونه محیطى) 
همگى واجد ژنهاىctxA, ace, zot, tcpA , toxR  دخیل 

در بیماریزایى  ویبریوکلرا بودند(22).
Miyagi و همکاران در سال 2003 از آب هاى دریایى ازاکا 
بیوتیپ التور و  جدا کردند که همه آنها  ویبریوکلرا  ژاپن،  در 
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سروتیپ اوگاوا بودند(23). 
Raychoudhuri در مطالعه اى که توسط Raychoudhuri  سایر همکاران در 
سال 2005 - 2004   بر روى بیماران اسهالى که در بیمارستان 
کلکته هند بسترى شده بودند، انجام گرفت، غالب نمونه هاى 
بیووار   ،O1 کلراى ویبریو  ازنوع  شده  جداسازى   ویبریوکلرا 
اوگاوا بوده وتعداد نمونه هاى O139 ناچیز بوده .دراین میان 
ctx و   tcpA بیماریزایى  ژنهاى  واجد   O1 گونه   42 تعداد 

بودند(24).
1383در پا ییز 1383 ایزدى و همکاران 61 مورد و یبریوکلرا ازآ بهاى 
سطحى و رودخانه ها جدا کردند که همه آنها بیوتیپ التور و 

سروتیپ اوگاوا بودند(25).
و  اردیبهشت  و  فروردین  در  شده  برداشت  هاى  نمونه  از 

مربوط  شده  جدا  ویبریوکلراهاى  .تمامى  نشد  یبریوکلراجدا 
بودند،. شهریورماه سال 1389  و  هاى خرداد،تیر،مرداد  ماه  به 
بیوگروپ و سرگروپ V.cholera O1 جدا شده التور اینابا 
O1 بودند.بنابراین با اثبات حضور این گونه پاتوژن ویبریوکلرا
در آب رودخانه کارون، احتمال آلودگى در میان افرادى که با 
تهدیدى  عنوان  وبه  داشته  وجود  همواره  بوده  تماس  در  آب 
بزرگ براى ورود این گونه پاتوژن در جامعه و اپیدمیک شدن 
مطرح مى باشد . بهتر است تحقیقاتى در زمینه بررسى وجود 
صورت  آینده  در   ها  گونه  این  در  بیماریزایى  هاى  توکسین 

بگیرد.
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