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چکیده
مقدمــه: کمپیلوباکتــر ژژونــی از عوامــل اصلــی و شــایع مســمومیت غذایــی در انســان اســت. شناســایی ســریع 
و اختصاصــی ایــن باکتــری نقــش مهمــی در تشــخیص و درمــان عفونــت ایفــا می کنــد. هــدف از ایــن مطالعــه 

ــو باکتــر ژژونــی می باشــد. ــه منظــور شناســایی کمپیل طراحــی واکنــش PCR اختصاصــی ب
ــی جهــت شناســایی  ــو باکتــر ژژون ــاز از باکتــری کمپیل ــی ژن اکســیدو ردوکت روش کار: در ایــن مطالعــه تجرب
ســریع و اختصاصــی ایــن باکتــری انتخــاب گردیــد. پرایمرهــای اختصاصــی جهــت ایــن کار، طراحــی و خصوصیات 
آن توســط نــرم افزارهــای بیــو انفورماتیکــی بررســی گردیــد. DNA باکتــری بــا روش فنــل کلروفــرم اســتخراج 
 PCR شــد. اختصاصیــت روش طراحــی شــده، بــا اســتفاده از 6 گونــه باکتــری بررســی شــد. حساســیت واکنــش

بــا روش تهیــه ســریال رقــت از ژنــوم باکتــری محاســبه شــد.
یافته هــا: نتایــج نشــان داد کــه پرایمــر طراحــی شــده کامــاً اختصاصــی ژن اکســیدوردوکتاز باکتــری کمپیلــو 
ــا  ــر ب ــن پرایم ــود. ای ــر می ش ــازی تکثی ــت ب ــد 167 جف ــک بان ــام PCR ت ــس از انج ــوده و پ ــی ب ــر ژژون باکت
ژنــوم دیگــر گونه هــای باکتریایــی جفــت نمی شــود. حــد تشــخیص ایــن واکنــش 5 پیکوگــرم از DNA ژنومــی 

ــد. ــری می باش باکت
نتیجــه گیــری: روش بهینــه شــده در ایــن مطالعــه روشــی ســریع، حســاس و اختصاصــی بــه منظــور تشــخیص 
کمپیلــو باکتــر می باشــد. بــه منظــور تأییــد نتایــج ایــن مطالعــه، تشــخیص باکتــری کمپیلــو باکتــر ژژونــی در 

ــود. ــه می ش ــی توصی ــواد غذای ــای م نمونه ه

تمامی حقوق نشر برای دانشگاه علوم پزشکی 
همدان محفوظ است.
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مقدمه
آلودگــی بــا کمپیلــو باکتــر ژژونــی یکــی از مشــکات عمــده 
ــت.  ــان اس ــرفته جه ــی و پیش ــورهای اروپای ــذا در کش ــامت غ س
ــورد  ــش از 190566 م ــی بی ــور اروپای ــال 2008، در 27 کش در س
کمپیلوباکتریوزیــز انســانی گــزارش گردیــد. بــر طبــق ایــن گــزارش 
40/7 مــورد بیمــاری در هــر صــد هــزار نفــر از جمعیت اروپــا رخ داده 
ــزا  ــی یکــی از عوامــل مهــم بیماری ــر ژژون اســت ]1, 2[. کمپیلوباکت
ــی و دیســانتری می شــود.  در انســان اســت کــه ســبب اســهال خون
ایــن باکتــری از راه هــای متفاوتــی شــامل، مدفوعــی- دهانــی، تمــاس 
جنســی، خــوردن شــیر غیــر پاســتوریزه، خــوردن گوشــت پرنــدگان 
کــه بخوبــی پختــه نشــده باشــد، نوشــیدن آب آلــوده غیــر بهداشــتی 
و تمــاس بــا حیوانــات خانگــی و ســگ های اهلــی منتقــل می شــود. 
بیشــترین مــوارد عفونت هــای انســان ناشــی از خــوردن مــواد غذایــی 
ــی پختــه نشــده باشــد. دوز  ــوده اســت کــه بخوب و گوشــت مــرغ آل
ــری  ــزار باکت ــا ده ه ــزار ت ــدود ه ــری در ح ــن باکت ــت زای ای عفون
ــه ایــن کــه گونه هــای کمپیلــو باکتــر نســبت  ــا توجــه ب می باشــد. ب

بــه اســید معــده حســاس هســتند، در صــورت مصــرف آنتــی اســید 
ــوارش،  ــتگاه گ ــای دس ــد. در عفونت ه ــش می یاب ــت زا کاه دوز عفون
باکتری هــا بــا اســتفاده از LPS و فاژلــه بــه ســلولهای مخــاط روده 

ــوند. ــل می ش متص
 پروتئیــن PEB1 یــک آنتــی ژن ســطحی اســت کــه عامــل بــزرگ 
ــی اســت ]3[.  ــو باکتــر ژژون چســبندگی در میــان سوشــهای کمپیل
ــین  ــک انتروتوکس ــی ی ــر ژژون ــو باکت ــهای کمپیل ــی از سوش بعض
ــه در  ــد ک ــد می کنن ــرا تولی ــو کل ــه حــرارت شــبیه وبیری حســاس ب
ــد  ــی تولی ــوارد اســهال خون ــروز اســهال آبکــی اهمیــت دارد. در م ب
ــیب  ــال و آس ــای اتص ــت. محل ه ــده اس ــزارش ش ــین گ سیتوتوکس
ــری در روده  ــن باکت ــا هســتند. ای ــؤم و کولونه ــوم، ایلی ــت، ژئوژن باف
ماکیــان بــه تعــداد فــراوان یافــت می شــود ]4[. عمــده منبــع 
ــری  ــن باکت ــت ]5[. ای ــان اس ــح ماکی ــای ذب ــی در فرآینده آلودگ
ــاب  ــاره و الته ــن ب ــندرم گلی ــبب س ــاب روده، س ــر الته ــاوه ب ع
مفاصــل نیــز می شــود ]6-8[. اهمیــت بهداشــتی ایــن باکتــری نیــز 
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ــتانهای  ــگاه ها و بیمارس ــه در آزمایش ــرا ک ــد، چ ــالا می باش ــیار ب بس
کشــور تشــخیص ایــن باکتــری بدلیــل میکروآئروفیــل بــودن 
]9[. در نمونه هــای انتریتــی آســان نبــوده و جهــت رشــد آن از 
ــن  ــود ]10-12[. ای ــتفاده می ش ــوع C اس ــک ن ــتم های گاز پ سیس
ــه و  ــش یافت ــخیص افزای ــای تش ــه هزینه ه ــود ک ــبب می ش ــر س ام
تشــخیص آنــرا در آزمایشــگاه بــا مشــکل مواجــه می کنــد. در نتیجــه 
ــی  ــاری بخوب ــده و بیم ــام نش ــی آن انج ــز در پ ــب نی ــان مناس درم

درمــان نمی گــردد.
 بــا توجــه بــه مــوارد فــوق، تشــخیص ســریع وبه موقــع انتریت ناشــی 
ــای  ــت. آنزیم ه ــوردار اس ــی برخ ــت فراوان ــری از اهمی ــن باکت از ای
اکســیدوردوکتاز عمــل اکسیداســیون و احیــا را در زنجیــره تنفســی 
بــر عهــده دارنــد. نقــش اکســیدازها، انتقــال هیــدروژن از سوبســترا 
ــدروژن  ــردن هی ــه ک ــا، اضاف ــش ردوکتازه ــیژن اســت و نق ــه اکس ب
ــم  ــن آنزی ــی ای ــر ژژون ــو باکت ــری کمپیل ــت. در باکت ــه سوبستراس ب
ــور  ــوان فاکت ــا بعن ــن ژنه ــی از ای ــی اســت. یک ــای مختلف دارای ژنه
ویرولانــس در باکتــری عمــل نمــوده و ســبب بیماریزایــی می شــود. 
درایــن مطالعــه از توالــی ژن آنزیــم مذکــور جهــت شناســایی 

ــن باکتــری اســتفاده شــده اســت. اختصاصــی ای
روش هــای مختلفــی جهــت شناســایی ســریع باکتریهــا بــر پایه اســید 
 Real ــد از ــها عبارتن ــن روش ــد. برخــی از ای ــکار می رون ــک ب نوکلیئ
ــب  ــود دارای معای ــه خ ــه نوب ــک ب ــر ی ــه ه ــرو آری ک Time و میک
ــت  ــور اختصاصی ــال دردو روش مذک ــور مث ــتند. بط ــی هس و مزایای
ــوده و دارای چرخــه واکنــش ســریع  ــالا ب و حساســیت کار بســیار ب
هســتند امــا هزینــه بــالا و نیــاز بــه پرســنل آمــوزش دیــده از معایــب 
آن محســوب می شــود. تکنیک هــای NASABA و LAMP نیــز 
ــه  ــود ک ــوب می ش ــم ها محس ــایی میکروارگانیس ــهای شناس از روش
ــا  ــوده ام ــن ب ــه پایی ــالا و هزین ــت ب ــیت و اختصاصی دارای حساس
ــر  ــده پرایم ــی پیچی ــام طراح ــها انج ــن روش ــی در ای ــکل اساس مش
و نیــاز بــه میکروارگانیســم زنــده و دســتکاری بــا RNA اســت کــه 

نیمــه عمــر آن در ســلول پاییــن اســت.
 PCR یکــی از روشــهای مولکولــی اســت کــه ارزش آن در شناســایی 
عوامــل بیماریــزای گوارشــی شــناخته شــده اســت. ایــن روش دارای 

اختصاصیــت و حساســیت بــالا بــوده و قــادر اســت نتایــج را بصــورت 
خــودکار و قابــل تفســیر ارائــه نمایــد. از طرفــی ســادگی ایــن روش 
ــرا در هــر شــرایطی  ــکان انجــام آن ــا ســایر روشــها، ام در مقایســه ب
 PCR ــش ــی واکن ــه طراح ــن مطالع ــدف از ای ــد. ه ــر می کن میس
ــه منظــور  ــر اســاس پرایمرهــای اختصاصــی ژن اکســیدوردوکتاز ب ب

ــی می باشــد. ــر ژژون ــو باکت شناســایی ســریع و دقیــق کمپیل

روش کار
مطالعــه حاضــر از نــوع تجربــی و آزمایشــگاهی اســت. ســوش باکتری 
کمپیلــو باکتــر ژژونــی )ATCC33291( از دانشــگاه علــوم پزشــکی 
ــرکت  ــت agar LB و LB broth از ش ــط کش ــه ومحی ــران تهی ته
Merk تهیــه گردیــد. همچنیــن کلیــه مــواد لازم و مــورد نیــاز بــرای 

تهیــه واکنــش PCR از شــرکت ســینا ژن تهیــه گردیــد.
انتخاب قطعات ژنی و تهیه پرایمر مناسب

پــس از بررســی منابــع، تمــام ژنهــا و پرایمرهایــی کــه تاکنــون جهت 
تشــخیص کمپیلــو باکتــر ژژونــی بــا اســتفاده از PCR اســتفاده شــده 
بودنــد، مــورد بررســی قرارگرفتنــد. بــر اســاس میــزان اختصاصیــت 
ــی  ــای بیوانفورماتیک ــرم افزاره ــا ن ــا ب ــز آنه ــج آنالی ــا و نتای پرایمره
الیگــو و پرایمــر 3، همچنیــن مقایســه آن بــا توالی هــای دیگــر 
ــت  ــدول 1، جه ــای ج ــوب برمبن ــر مطل ــت پرایم )BLAST( جف

ــد. ــی انتخــاب گردی ــو باکتــر ژژون تشــخیص کمپیل

استخراج ژنوم
بــرای اســتخراج ژنــوم از روش فنــل و کلروفــرم اســتفاده شــد ]13[. 
بــه ایــن ترتیــب کــه بــرای انجــام واکنــش زنجیــره ای پلیمــراز، ابتــدا 
ــرم  ــر س ــی لیت ــه 1 میل ــتاندارد ب ــای اس ــی از باکتری ه ــد کلن چن
فیزیولــوژی وارد و ســپس ســانتریفیوژ گردیــد )5000 دور بــه مــدت 
 Salt Tris ــر ــر باف ــل 500 میکرولیت ــوب حاص ــه رس ــه(، ب 5 دقیق
 SDS افــزوده و پــس از 10 دقیقــه مخلــوط نمــودن، 180 میکرولیتــر
دو درصــد بــه آن اضافــه گردیــد. پــس از آن، 375 میکرولیتر اســتات 
ســدیم بــه آن افــزوده و 10 بــار تــکان شــدید داده شــد. ســپس در 
4 درجــه ســانتی گــراد ســانتریفیوژ شــده و بــه محلــول رویــی 750

XXX .1 جدول

اندازه آمپلیکون، bpتوالی پرایمرنام باکتری

Campylobacter Jejuni
CF:

GGAAAATCAAATAAAGTTAGAGGTAGAA
167

CR:

CCATAAGCACTAGCTAGCTGATTATC
167
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میکرولیتــر ایزوپروپانــل اضافــه و بــه مــدت 20 دقیقــه در یخچــال در 
دمــای منفــی 20 درجــه نگهــداری و پــس از آن ســانتریفیوژ گردیــد 
)15000 دور بــه مــدت 20 دقیقــه و دمــای 4 درجــه ســانتی گــراد(. 
بــه رســوب حاصــل 375 میکرولیتــر اتانــول 70 درصــد افــزوده و بــه 
ــا دور  ــانتریفیوژ ب ــه س ــدت 10 دقیق ــه م ــوده و ب ــوط نم ــی مخل خوب
 TE ــر ــر باف ــل 25 میکرولیت ــوب حاص ــه رس ــد. ب ــام ش 15000 انج

اضافــه کــرده و جهــت انجــام PCR اســتفاده گردیــد.

PCR طراحی واکنش
ــوم  ــا ژن ــد PCR ب ــار فرآین ــد ب ــن هــدف، چن ــه ای جهــت رســیدن ب
ــه یکــی از غلظت هــای  ســویه اســتاندارد انجــام شــد و در هــر مرحل
ــراز(  ــی م ــم Taq پل ــا، dNTP،Mgcl2 و آنزی ــه )پرایمره ــواد اولی م
اســتفاده گردیــد و در نهایــت مناســب ترین مقادیــر لازم بــرای انجــام 
PCR انتخــاب شــد. دمــای اتصــال پرایمرهــا، پروفایل هــای حرارتــی 
 PCR ــرایط ــن ش ــا بهتری ــد ت ــر داده ش ــش تغیی ــان در واکن و زم
فراهــم گــردد. جهــت بهینــه ســازی دمــای اتصــال پرایمرهــا از درجــه 
حرارت هــای 56،57،58،59، درجــه ســانتی گــراد اســتفاده شــد. 
واکنــش زنجیــره ای پلیمــراز در حجــم نهایــی 25 میکرولیتــر انجــام 
پذیرفــت. آنزیــم DNA پلیمــراز Taq بــا حجــم 1/5 یونیــت، نمونــه 
 0/5 Revers و Forward الگــو 450 نانوگــرم، پرایمرهــای DNA
ــولار،  ــی م ــولار، mgcl2  2 میل ــی م ــولار و dNTP  0/8 میل میکروم
ــر  ــی 25 میکرولیت ــا حجــم نهای ــر ت ــر و آب مقط ــر باف 2/5 میکرولیت
تنظیــم گردیــد. جهــت انجــام ایــن کار از دمــای اولیــه بــا 95 درجــه 
ســانتیگراد بــه مــدت 5 دقیقــه بــا یــک چرخــه و دمــای واسرشــتگی 
بــا 90 درجــه ســانتیگراد بــه مــدت 1 دقیقــه بــا 35 چرخــه و دمــای 
ــه و 35  ــک دقیق ــدت ی ــه م ــراد ب ــانتی گ ــه س ــا 56 درج ــال ب اتص
چرخــه و دمــای بســط بــا 72 درجــه ســانتی گــراد بمــدت 1 دقیقــه 
ــا 5  ــدام از نمونه ه ــپس از هرک ــت. س ــورت پذیرف ــه، ص ــا 35 چرخ ب
میکرولیتــر بــر روی ژل آگارز 2 درصــد الکتروفــورز انجــام شــد. جهــت 
ــول  ــش PCR محص ــام واکن ــس از انج ــولات PCR پ ــد محص تأیی
ــه شــرکت  ــه همــراه پرایمــر اختصاصــی جهــت تعییــن ســکانس ب ب
ــت نتیجــه از شــرکت  ــس از دریاف ــد. پ ــره ارســال گردی Bioneer ک
 Chromas ــزار ــرم اف ــدا توســط ن ــور، ســکانس های ارســالی ابت مذک
خوانــده شــد و ســپس توســط نــرم افــزار Contig manager مرتــب 
ســازی شــدند. توالی هــای بــه دســت آمــده بــا اســتفاده از نــرم افــزار 

ــا ســایر داده هــای بانــک ژنــی مقایســه شــد. BLAST ب

PCR تعیین میزان اختصاصی بودن
 بــرای تعییــن میــزان اختصاصــی بــودن پرایمرهــای مــورد اســتفاده، 
هریــک از جفــت پرایمرهــا بــا ژنــوم گونه هــای باکتری هــای ســالمونا 
تیفــی، شــیگا دیســانتری، یرســینیا انترکولیتیــکا، اســتافیلوکوکوس 

بوتولینــوم  کلســتریدیوم  پرفرنجــس،  کلســتریدیوم  اورئــوس، 
ــا،  ــت پرایمره ــی اختصاصی ــت بررس ــت. جه ــرار گرف ــش ق موردآزمای
 PCR ژنــوم باکتری هــای مــورد نظــر تخلیــص و ســپس بــا واکنــش
 PCR ــول ــر از محص ــدار 5 میکرولیت ــد. مق ــام ش ــوق انج ــا روش ف ب

ــورز شــد. الکتروف

PCR تعیین میزان حساسیت
ــده از  ــتخراج ش ــک اس ــت DNA ژنومی ــدا غلظ ــن کار، ابت ــت ای جه
 DNA باکتــری بوســیله نانــو دراپ انــدازه گیــری شــد. ســپس از ایــن
اســتخراج شــده، بــرای باکتــری رقــت از 101 تــا 106 تهیــه گردیــد و 
در نهایــت از ایــن رقت هــای تهیــه شــده بــه عنــوان الگــو در واکنــش 

PCR اســتفاده شــد تــا حساســیت کار انــدازه گیــری شــود.

یافته ها

ــر ژن  ــت تکثی ــد PCR جه ــازی فراین ــه س بهین
اکســیدوردوکتاز

 بــا توجــه بــه شــرایط بهینــه شــده از نظــر مــواد مصرفــی در واکنش و 
ســیکل حرارتــی مناســب، واکنــش PCR بــرای ایــن ژن بــا پرایمرهای 
ــازی  ــت ب ــد 167 جف ــک بان ــاً ت ــد و نهایت ــام ش ــی آن انج اختصاص

حاصــل گردیدکــه نتیجــه آن در تصویــر 1 نشــان داده شــده اســت.
 

تصویر 1: تصویر ژل الکتروفورز مربوط به تکثیر قطعه ژنی اکسیدوردوکتاز با 
کتری کمپیلوباکترژژونی
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PCR تعیین میزان اختصاصی بودن
 بــرای تعییــن میــزان اختصاصــی بــودن پرایمرهــای مــورد اســتفاده، 
ــالمونا  ــای س ــه باکتری ه ــوم گون ــا ژن ــا ب ــت پرایمره ــک از جف هری
تیفــی، شــیگا دیســانتری، یرســینیا انترکولیتیــکا، اســتافیلوکوکوس 
ــوم تحــت  ــوس، کلســتریدیوم پرفرنجــس، کلســتریدیوم بوتولین اورئ
آزمایــش قــرار گرفــت. پــس از انجــام الکتروفــورز هیــچ گونــه بانــدی 
در ایــن واکنش هــا حاصــل نشــد. در نتیجــه، مشــخص گردیــد کــه 
پرایمرهــای مــورد اســتفاده کامــاً اختصاصــی عمــل می کننــد 

ــر 2(. )تصوی

PCR تصویر 2: بررسی میزان اختصاصی بودن واکنش
چاهــک شــماره 1: کنتــرل مثبــت ســتونهای شــماره 2 تــا 7: عــدم ایجــاد بانــد 
پــس از PCR بــا باکتــری چاهــک شــماره 2 )اســتافیلوکوکوس اورئــوس( چاهک 
شــماره 3 )یرســینیا انترکولیتیــکا( چاهــک شــماره 4 )ســالمونا تیفــی( چاهــک 
ــس(  ــتریدیوم پرفرنج ــماره 6 )کلس ــک ش ــانتری( چاه ــیگا دیس ــماره 5 )ش ش

چاهــک شــماره 7 )کلســتریدیوم بوتولینیــوم(

PCR تعیین میزان حساسیت
ــه شــده بخــش  ــرایط بهین ــق ش ــش PCR طب ــام واکن ــس از انج پ
دوم و الکتروفــورز محصــولات PCR توســط ژل آگارز نتیجــه مــورد 
بررســی قــرار گرفــت. رقــت ســازی تــا 106 از DNA ژنومیــک انجــام 
شــد و از ایــن رقت هــای تهیــه شــده واکنــش PCR صــورت گرفــت. 
بــا اســتفاده از ایــن روش حــد تشــخیص روش بهینــه شــده 5 پیکــو 

گــرم محاســبه گردیــد )تصویــر 3(.
تأییــد محصــولات PCR: بــا بررســی و مقایســه ســکانس ها بــا 
ــد  ــی، مشــخص گردی ــای ژن ــک توالی ه ســکانس های موجــود در بان
کــه توالی هــای بدســت آمــده دقیقــاً مربــوط بــه ژن اکســیدوردوکتاز 
باکتــری کمپیلــو باکتــر ژژونــی می باشــد. نتایــج توالــی یابــی 
ــی  ــک ژن ــگاه بان ــده در پای ــت ش ــای ثب ــا توالی ه ــه آن ب و مقایس
ــر شــده 100  ــه تکثی ــزار BLAST نشــان داد قطع ــرم اف بوســیله ن
درصــد بــا ژن اکســیدو ردوکتــاز کمپیلوباکتــر ژژونــی مطابقــت دارد. 
ــی  ــن توال ــا ای ــه ب ــی ک ــک ژن ــده در بان ــت ش ــویه های ثب ــام س تم
ــی  ــر ژژون ــو باکت ــای کمپیل ــه زیرگونه ه ــق ب ــد متعل ــباهت دارن ش
ــن  ــا ای ــوده و گونه هــا و ســویه های دیگــری کــه دارای مشــابهت ب ب

ــر 4(. ــدارد )تصوی ــی وجــود ن ــک ژن ــی باشــند در بان توال

 

ــا  ــا 10-6 )چاهــک شــماره 1 ت ــر 3: تهیــه رقــت در اندازه هــای 10-1 ت تصوی
6( وچاهــک شــماره 7 نشــانگر

تصویر 4: نتایج باست

بحث
ــان  ــت در جه ــی انتری ــل اصل ــی از عوام ــی یک ــر ژژون ــو باکت  کمپیل
محســوب می شــود. عــاوه بــر ایــن عوارضــی ماننــد انتریــت 
بارهــا گــزارش شــده اســت  باکتری هــا  ایــن  از  هــای ناشــی 
]9, 14[. کمپیلــو باکتــر ژژونــی یکــی از عوامــل اصلــی ایجــاد 
کمپیلــو باکتریوزیــس در انســان اســت و در اتحادیــه اروپــا کمپیلــو 
باکتریوزیــس بــه عنــوان شــایع ترین بیمــاری مشــترک بیــن انســان 
بیماریــزای  گونه هــای  مهم تریــن  اســت.  شــده  معرفــی  دام  و 
ــی  ــی و کول ــر ژژون ــو باکت ــامل کمپیل ــان ش ــر در انس ــو باکت کمپیل
ــراز )PCR( یــک واکنــش  ــی م اســت ]15[. واکنــش زنجیــره ای پل
ســریع و حســاس بــرای تشــخیص DNA بعنــوان شــاخص حضــور 
ــن روش در  ــت. ای ــم اس ــیار ک ــر بس ــم در مقادی ــک میکروارگانیس ی
قیــاس بــا ســایر روشــهای تشــخیصی، از جملــه کشــت از حساســیت 
ــر خــاف روش کشــت  ــری برخــوردار اســت و ب و اختصاصیــت بالات
نیــازی بــه زنــده بــودن باکتــری در نمونــه مــورد نظــر نیســت ]16[. 
ــر  ــو باکت ــری کمپیل ــی باکت ــد فنوتیپ ــس از تأیی ــه پ ــن مطالع در ای

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
jh

.u
m

sh
a.

ac
.ir

 a
t 1

0:
37

 +
03

30
 o

n 
T

ue
sd

ay
 S

ep
te

m
be

r 
26

th
 2

01
7 

   
   

   
[ D

O
I: 

10
.2

18
59

/h
um

s-
24

01
8 

]  
Archive of SID

www.SID.ir

http://sjh.umsha.ac.ir/article-1-1458-fa.html
http://dx.doi.org/10.21859/hums-24018


مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی درمانی همدان، دوره 24، شماره 1، بهار 1396

60

ژژونــی بــا اســتفاده از رنــگ آمیــزی گــرم، تســت اکســیداز، کاتــالاز، 
ــره ای  ــش زنجی ــی واکن ــورات، طراح ــز هیپ ــت TSI و هیدرولی تس
ــام  ــری انج ــن باکت ــایی ای ــرای شناس ــی ب ــیار اختصاص ــراز بس پلیم
ــه  ــی اختصاصــی گون ــی ژن ــد. از آنجایــی کــه یافتــن یــک توال گردی
ــراز  ــره ای پلیم ــش زنجی ــک واکن ــام ی ــرای انج ــده ب ــت ش و محافط
الزامــی اســت ]17, 18[. در ابتــدای ایــن مطالعــه بررســی پرایمرهــا 
در شــرایط Insilico انجــام شــد و نشــان داده شــد کــه آغازگرهــای 
ــی  ــر ژژون ــو باکت ــا کمپیل ــی ب ــت بالای ــده، اختصاصی ــی ش طراح
ــرم  ــتفاده از ن ــا اس ــا ب ــی پرایمره ــی اختصاص ــس از طراح ــد. پ دارن
ــهای  ــتفاده از روش ــا اس ــد آن ب ــب و تأیی ــی مناس ــای مولکول افزاره
ــه  ــا شــش نمون ــن جفــت پرایمــر ب بیوانفورماتیکــی، اختصاصیــت ای
باکتــری مشــابه بررســی گردیــد و مشــخص شــد کــه ایــن پرایمــر بــا 
ژنــوم هیچکــدام ازایــن باکتری هــا جفــت نشــده کــه نشــان دهنــده 
ــی می باشــد. بررســی  ــه کمپیلوباکترژژون ــا ب اختصاصیــت کامــل آنه
ــان  ــده نش ــه ش ــای ارائ ــن ژن و پرایمره ــی ای ــزار مولکول ــرم اف ن
ــی  ــاز، یک ــیدو ردوکت ــده از ژن اکس ــاب ش ــکانس انتخ ــه س داد ک
ــو  ــایی کمپیل ــده در شناس ــناخته ش ــای ش ــب ترین توالیه از مناس
ــه  ــس از تهی ــن روش پ ــخیص ای ــد تش ــد. ح ــی می باش ــر ژژون باکت
ــه  ــه در مقایس ــد ک ــت آم ــرم بدس ــو گ ــی، 5 پیک ــای متوال رقت ه
ــای  ــد ]6, 7[. روش ه ــوب می نمای ــابه، مطل ــات مش ــایر مطالع باس
ســنتی شناســایی کمپیلــو باکتــر مبتنــی بــر محیــط کشــت عمومــاً 
ــد.  ــول می انجام ــری 7-6 روز بط ــه باکت ــد گون ــت تأیی 4 روز و جه
ــاس  ــر اس ــا ب ــایر گونه ه ــی از س ــه ژژون ــایی گون ــی شناس از طرف
ــت  ــن اس ــه ممک ــرد ک ــورت می گی ــورات ص ــز هیپ ــت هیدرولی تس
همیشــه صحیــح نباشــد ]19[. روش هــای مولکولــی بــرای تشــخیص 
گونه هــای کمپیلــو باکتــر طــی ســالهای اخیــر توســعه یافتــه و هــم 
اکنــون از نظــر تجــاری قابــل دســترس بــوده و مــورد اســتفاده قــرار 
ــر  ــد. بطــور معمــول در حــال حاضــر شناســایی کمپیلوباکت می گیرن
ــت،  ــه کش ــر پای ــانی، ب ــی انس ــخیص طب ــگاه تش ــی در آزمایش ژژون
ــی  ــی اســت ]20[. از آنجای جداســازی و تســتهای تشــخیص فنوتیپ
کــه کمپیلــو باکتــر، جــزء باکتریهــای ســخت رشــد می باشــد، جــدا 
 PCR ــه ــر پای ــی ب ــذا روشــهای مولکول ــوده، ل ــازی آن مشــکل ب س
ــت  ــش دق ــه افزای ــر ب ــر منج ــو باکت ــایی کمپیل ــد در شناس می توانن
ــی  ــای بالین ــت از نمونه ه ــای کش ــراه روش ه ــایی آن بهم در شناس
ــتفاده از  ــا اس ــکاران ب ــرت و هم ــال 2003 گیلب ــوند ]21[. در س ش
نمونه هــای مــواد غذایــی بــه شناســایی ایــن باکتــری پرداختنــد کــه 

در مقایســه بــا مطالعــه اخیــر از حساســیت کمتــری برخــوردار بــود 
ــای  ــکاران در نمونه ه ــاک و هم ــن در ســال 2005 نای ]22[. همچنی
ــری  ــایی باکت ــه شناس ــن ژن ب ــتفاده از ای ــا اس ــی ب ــی و بالین غذای
پرداختنــد. آن هــا در ایــن تحقیــق ســه ژن را در نمونه هــای غذایــی 
و نمونه هــای کلینیکــی بررســی کردنــد کــه یکــی از ژنهــا، ژن مــورد 
مطالعــه مــا بــوده اســت. آن هــا اختصاصیــت مطالعــه خــود را بــرای 
دو گونــه باکتــری کمپیلــو باکتــر ژژونــی و کمپیلــو باکتــر کولــی 97 
درصــد گــزارش کردنــد ]23[. در تحقیقــی کــه در ســال 92 توســط 
ــری  ــن باکت ــایی ای ــه شناس ــت ب ــورت گرف ــکاران ص ــی و هم حاجت
 E. coli پرداختنــد کــه صرفــاً اختصاصیــت ایــن باکتــری بــا باکتــری
ــد ]24[. در  ــبه نگردی ــیت آن محاس ــد و حساس ــی ش O157 بررس
تحقیقــی دیگٍــر نیــز کــه توســط ســاری و همــکاران در ســال 2011 
انجــام شــد نشــان داده شــد کــه از 100 نمونــه ای کــه در آن مطالعــه 
اســتفاده شــده بــود 76 درصــد آن بــا تســت هیپــورات مثبــت شــد 
ــت  ــا مثب ــد نمونه ه ــتفاده روش PCR، 28 درص ــا اس ــه ب در حالیک
ارزیابــی گردیــد. ایــن مطلــب بیــان کننــده ایــن واقعیــت اســت کــه 
روش PCR نســبت بــه روشــهای شناســایی ســنتی، روشــی بهتــر و 

.]25[ می باشــد  دقیق تــر 

نتیجه گیری
ــرعت،  ــت، س ــه، از دق ــن مطالع ــراز در ای ــره ای پلیم ــش زنجی واکن
ــادر  ــه ق ــی برخــوردار اســت بطوریک ــت بالای حساســیت و اختصاصی
ــی  ــمومیت غذای ــد مس ــم های مول ــایر ارگانیس ــا س ــش ب ــه واکن ب
ــر از  ــام آن در کمت ــی انج ــت. از طرف ــی نیس ــای میکروب ــا پاتوژنه ی
ــت  ــب جه ــان مناس ــان از زم ــه نش ــرد ک ــورت می گی ــاعت ص 3 س
ــی  ــد کارآی ــت تأیی ــد. جه ــگاه ها می باش ــری آن در آزمایش ــکار گی ب
ــود  ــنهاد می ش ــه، پیش ــن مطالع ــده در ای ــی ش ــش طراح ــن واکن ای
شناســایی باکتــری کمپیلــو باکتــر ژژونــی در نمونه هــای مــواد 
ــا اســتفاده از ایــن روش در مطالعــات بعــدی انجــام شــود. غذایــی ب

سپاسگزاری
ــروه  ــگران گ ــه پژوهش ــای صمیمان ــندگان از همکاریه ــه نویس کلی
ــه  ــران در تهی ــگاه ته ــکی دانش ــکده پزش ــی دانش ــروب شناس میک
ــد.  ــام می نماین ــی را اع ــال تشــکر و قدردان ــورد نظــر کم ســوش م

ــد. ــاهده نش ــج مش ــی در نتای ــارض منافع ــاً تع ضمن
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Abstract
Introduction: Campylobacter jejuni is one of the most common causes of food poising in 
human. Rapid and specific detection of these bacteria has an important role in diagnosis 
and treatment of infection. The aim of this study was to design a specific PCR for the 
detection of Campylobacter jejuni.
Methods: In this experimental study, oxidoreductase gene from the Campylobacter 
jejuni was selected for rapid and specific detection. For this purpose, specific primers were 
designed and charecterized by bioinformatics software. Bacterial genome was extracted by 
phenol-chloroform method and PCR was optimized to obtain a specific product. Specificity 
of the designed reaction was investigated using six bacterial species. The sensitivity of the 
PCR reaction was calculated by the serial dilutions method.
Results: The designed primer was specific to oxidoreductase gene of Campylobacter 
jejuni and after optimization, a unique 167-bp band was amplified. This primer was specific 
to Campylobacter jejuni and did not show any cross reaction with other bacterial genomes. 
The detection limit of this reaction was 5 pg of genomic DNA.
Conclusion: The optimized PCR used in this study was a rapid, sensitive, and specific 
method for detection of Campylobacter jejuni. For confirmation of this method, detection 
of C. jejuni from food samples is proposed.
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