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    ctxA ،tcpA ،Ace ،Zot، وکلرایبریو :يدیکل يواژه ها
  
  

                                                
   شگاه علوم پزشکی ایلامنگروه میکروبیولوژي، دانشکده پزشکی، دا :نویسنده مسئول*
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 چکیده  
ی ویبریوکلرا انتروتوکسینی ترین فاکتور پاتوژن ویبریوکلرا نوعی باکتري گرم منفی و عامل وبا است. مهم مقدمه:

و   zotنام کلراتوکسین است که عامل بروز اسهال می باشد. علاوه بر کلراتوکسین و توکسین هاي جانبی هماننده ب
aceپیلی می باشد که در اتصال وکلونیزاسیون نقش کلیدي ن فاکتور هاي پاتوژنی ویبریوکلرا ، یکی دیگر از مهم تری

 . معروف است tcpداشته و به 
محیط اختصاصی کشت داده شدند. پس از انکوباسیون، کلنی هاي ظاهر شده با  درسویه ها  مواد و روش ها:

و  LBاز کشت سویه ها روي محیط  ، پسروش هاي بیوشیمیایی و سرولوژي تعیین هویت گردیدند. در مرحله بعد
استفاده  DNAست آمده جهت استخراج به درسوب درجه سانتیگراد، از  37ساعت در دماي  18انکوباسیون به مدت 

با  ctxAو  zot ،ace ، tcpAگردید. در نهایت با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی، حضور یا عدم حضور ژن هاي
 مورد بررسی قرار گرفت. PCRروش 

 ، Zot،Ace، فراوانی ژن هاي PCRدر سی و نه سویه مورد مطالعه، پس از انجام  یافته هاي پژوهش:
tcpA و ctxA  درصد). 74/89(  35درصد) و  61/84( 32درصد)،  100(  39درصد)،  100( 39به ترتیب برابر بود با 

 درzot و   aceبا توجه به نتایج این مطالعه می توان استنباط نمود که وجود ژن هاي بحث و نتیجه گیري:
 در بیماري زایی باکتري اهمیت دارد.  ctxAسویه هاي ویبریوکلراي فاقد ژن 
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  مقدمه 
بروز  عامل و یگرم منف يباکتر نوعیوکلرا یبریو
ن فاکتور یتر مهمکلراتوکسین باشد.  یوبا م بیماري

 باعث بروزاست که  ینیکسوکلرا انتروتویبریو یپاتوژن
ن یتر ن مهمیچه کلراتوکس گر ).1(گردد، یاسهال م

ان ــمطالعات متعدد نش است، يباکتر یفاکتور پاتوژن
ز قادر ین نیفاقد کلراتوکس يه هایسو یکه برخمی دهد 

 یین مسئله به شناسایا کهباشند  یجاد وبا میبه ا
 ).2(،دیگردمنجر وکلرا یبرید در ویجد ين هایتوکس

 یجانب ين هاین و توکسیعلاوه بر کلرا توکس
ن ــــیتر مــگر از مهید یکی، Aceو   Zotهمانند

باشد که در  یم یلیوکلرا پیبریو یپاتوژن يفاکتورها
 tcpداشته و به  يدیکل یون نقشیزاسیاتصال و کلون

از  Aceو  Zot ين های). توکس3(است،معروف 
شند و با یم O١وکلرا یبریو یفرع ين هایوکســت

  Zot).4(،دنشو یکد م CTX یگاه ژنومیتوسط جا
ب ین تخریشود. ا یب اتصالات محکم میباعث تخر

روده  یمخاط ين سلول هایشود تا ارتباط ب یباعث م
باعث   Zot.شتر شودیروده ب يریقطع شده و نفوذ پذ

ن یانتروتوکس .)6،5(،شود یف میخف یجاد اسهال آبکیا
وم یلــتیل سراسر اپیانساختلاف پت ،Aceیا  وبا یفرع

جاد یا یراتییون تغیو در انتقال  دادهش یرا افزا يروده ا
و  Trucksis ن توسطین توکسیا ).7(،کند یم

ن پژوهشگران اثبات یهمکارانش شناخته شده است. ا
 Zotبالا دست ژن  ما دریکردند که قالب ژن که مستق

ان یجر یش ناگهانیتواند باعث افزا یم ،قرار دارد
وکلرا یبریو یلی). پ8(،روده شود يعات در داخل حفره یما

جاد ساختار دسته یبوده و باعث ا IVپ یاز نوع ت
 TCPها را  یلین پیا  .شود ی) مbundle formمانند(

ن وبا یزمان با توکس ان آن همیرا بیزنامند،  یز مین
 ین ساختار اتصالیتر مهم  TCP.شود یم میتنظ

). 11،10،9(،ال روده استیتلیاپ يبه سلول ها يباکتر
است که  یمحل ي) داراTCP(یلیون پیزاسیفاکتور کلو ن

د و ینما یعمل م CTXفاژ  يک رسپتور برایمانند 
د ــک VPIک ـــــیزوژنیو فاژ لیخودش توسط باکتر

هدف از انجام این تحقیق بررسی ). 12(،شود یم
در  ctxAو   Zot ،Ace ،tcpAيوجود ژن هافراوانی 

ماران مبتلا به وبا یوکلرا جدا شده از بیبریو يه هایسو

با روش ران یا 1384تابستان سال  یدمیاپ ناشی از
PCR می باشد.  

  مواد و روش ها 
 ناشیوکلرا یبریو يها يباکتر کشت: و يجداساز

 یمارستانیران از مراکز بیا 1384تابستان سال  یدمیاز اپ
از وبا مشاهده شده  يکه موارد ییها استان

 ستان، قم، تهران، همدان، سیستان و بلوچستان)(گلبود
نتون یط کشت مولر هی. نمونه ها در محنددیه گردیته

درجه  37ساعت در  24آگار کشت داده شدند و به مدت 
که روي  یهای باکتريون انجام شد. یگراد انکوباسیسانت

در محیط ، رشد کرده بودندآگار مولر هینتون 
و در دماي داده  (مرك آلمان) کشت  TCBSاختصاصی

ساعت در انکوباتور قرار  24درجه سانتیگراد به مدت  37
، رــمورد نظمشاهده کلنی هاي  از پس .ه شدندداد

سیون لایاز جمله  تست دکربوکس يدییتا يتست ها
نوز و یآراب ير قندهای، تست تخماسید هاي آمینه

 يو تست ها(وگس پروسکوئر) VPتست سوکروز و 
و  O١سرم گروه  یون با آنتیناسیلوتهمانند آگ يسرولوژ
  د.یانجام گرد O١نگ گروه یپیسروتا

ک یابتدا  ،DNAجهت استخراج  :DNAاستخراج 
ساعت در  18به مدت  LBط یدر مح ياز باکتر یکلون
ان ید و پس از پایگراد انکوبه گردیدرجه سانت 37 يدما

 5ع کشت داده شده به مدت یط مایون، محیانکوباس
وژ یفیقه سانتریدور در دق 3000وژ با یفیرقه در سانتیدق

مورد استفاده  DNAد و رسوب جهت استخراج یگرد
  قرار گرفت. 

استفاده   Diatomتیاز ک DNAجهت استخراج 
  GuSCN-Silica Gelاستفاده از  يشد که بر مبنا

  شده است. یطراح
PCR:  پس از استخراجDNA،  هر نمونه تا انجام

PCR سکانس  د.یگرد ينگهدار  -20 يدر دما
 ياز قطعات ژن ها یر بخشیمرها جهت تکثیپرا

Zot،Ace ، tcpA  وctxA یکه در مطالعات قبل 
ان ــــــــت زیر نشــرا در قسم ده اندیگرد یطراح

شده اند  یطراح يمرها طورین پرای). ا14،13(داده ایم،
ژن  يجفت باز برا 301به طول  يقادرند قطعه ا که

ctxAيت باز براـــجف 451به طول  يعه اـــــ، قط 
ت باز ـــجف 600به طول  يه اــــ، قطعtcpAژن 
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 يجفت باز برا 947به طول  يو قطعه ا Aceژن  يبرا
  ند. یر نمایرا تکث  zotژن 
  :   ctxAژن  يمرهایپرا
  شرو: یمر پیپرا

F  ٥' – CTC AGA CGG GAT TTG TTA GGC ACG – ٣' 
  مر معکوس: یپرا

R   ٥' – TCT ATC CTC GTA GCC CCT ATT AAC G-٣' 
  :tcpAژن  يمر هایپرا
  :شرویمر پیپرا

٥'- CAC GAT AAG AAA ACC GGT CAA GAG–٣'  
  :مر معکوسیپرا

R  ٥' – CGA AAG CAC CTT CTT TCA CGT TG – ٣' 
  :Aceژن  يمرهایپرا
  شرو:یمر پیپرا

F ٥'-AGA GCG CTG CAT TTA TCC TTA TTG -٣'  
  مر معکوس:یپرا

R  ٥'-AAC TCG GTC TCG GCC TCT CGT ATC-٣' 
  :Zotژن  يمر هایپرا
  شرو:یمر پیپرا

 F  ٥'-TCG CTT AAC GAT GGC GCG TTT T-٣' 

  مر معکوس:یپرا
 R  ٥'-AAC CCC GTT TCA CTT CTA CCC A-٣' 

  
 Zot،Ace ، tcpA  يژن ها يبرا PCRواکنش 

 ،رــورد نظـــــــعه مـر قطیثــــــجهت تک :ctxAو 
ک حجم یدر   ctxAو   Zot ،Ace ، tcpAياژن ه از

مراز، همراه  یپل taqم یواحد از آنز 5/2 يتریکرولیم 50
کرومولار از هر کدام یم 200مر، یکومول از هر پرایپ 50

تر از یکرولیک میچهار گانه،  يد هاینوکلئوت یاز دزوکس
DNA ،10م، ــیزیدمنیمولار کلر یلیم 5/1 الگو 

مولار  یلیم 50و  (٨/٣ pH) Tris–Hclمولار یلـــیم
  د. یم استفاده گردیدپتاسیکلر

 يژن ها لوله ها را در ترموسایکلر براي
Zot،tcpA   وctxA 95ه یون اولیدناتوراس يبا دما 

کل در یس 35قه و سپس یدق 5گراد به مدت یدرجه سانت
  هـــــدرج 52، دقیقه کی درجه سانتیگراد به مدت 95

درجه سانتیگراد به  72و  دقیقه کی به مدت سانتیگراد
ر یجهت تکث پایانانجام گرفت و در  دقیقه کیمدت 

 10 به مدت درجه سانتیگراد 72 يدمادر قطعات ناتمام 
   د.یانجام گرددقیقه 

همانند برنامه بالا  Aceژن  يبرا PCRواکنش 
مرحله اتصال  ين تفاوت که دمایانجام گرفت با ا

ک یگراد به مدت یدرجه سانت annealing (55مرها(یپرا
  . استفاده شدقه یدق

دست آمده ه از محصول بمیکرولیتر  5-15حدود 
د یوم برومایدیاتحاوي درصد  2 ژل آگارزدر  PCRاز 

 UVد و سپس باند ها با استفاده از یالکتروفورز گرد
   .دندیمشاهده گرد ناتور یترانس لوم

  پژوهش  يافته های
 یدمیاپ وکلرا متعلق بهیبریه وینه سو و یاز س

به سروگروپ  یران، همگیا 1384تابستان سال  يوبا
Oد از ــــبودند. بعمتعلق نابا یپ ایو سروتا ١PCR ،

عنوان ه جفت باز ب 301دست آمده با وزن ه ب يباند ها
دست آمده با ه ب ي، باندهاctxAقطعه مورد نظر از ژن 

عنوان قطعه مورد نظر از ژن ه جفت باز ب 451وزن 
tcpA دست آمده با ه ب يرفته شدند باند هاـــگ در نظر
عنوان قطعه مورد نظر از ژن ه جفت باز ب 600وزن 
Ace جفت باز  947دست آمده با وزن ه ب يو باند ها

در نظر  Zotه مورد نظر از ژن ــــوان قطعـــــعنه ب
وان ـــــــعنه ب بیــــدند و به ترتـه شــــگرفت
، ctxA ،tcpA يده ژن هاــــــحمل کنن يه هایسو

Ace  وZot 1شکل .(ندـــرار گرفتــــظر قـــــمد ن (  
ه یوـــــو نه س یان سیـــــدر کل در م

همگی حمل  ،شدند PCRکه  O١وکلرا یرـــــبیو
و پنج  یـــــ، در سبودند Zotو  Ace يژن هاکننده 

و  یو در س ctxAدرصد) ژن  74/89ه(یوـــس
ص ـــمشخ tcpA) ژن 61/84ه(یه سوـــــــس

  د.یگرد
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  چپ به راست: از ctxAو  Zot،Ace ، tcpA  يمربوط به قطعات  ژن ها PCRالکتروفورز محصول ل . ژ 1شکل 
  یمارکر مولکول 4ف یمثبت، رد  tcpAنمونه 3ف یمثبت، رد  ctxAنمونه 2ف ی، ردیبه کنترل منف 1ف یرد 

 .مربوط می گردد مثبت Zotنمونه  6ف یبت و ردمث ace نمونه 5ف ی، رديجفت باز 100 

  
   يریجه گیبحث و نت
 امیـــتمج اشاره شد در یطور که در نتا همان

 PCRکه  O١وکلرا یبریه ویسو در صد) 100(و نه یس
دند، در ــیمشخص گرد Zotو  Ace يژن ها  ،شدند

و در  ،ctxAدرصد) ژن  74/89ه(یوـــو پنج س یس
مشخص  tcpA) ژن صددر 61/84ه(یو سه سو یس

ن ژن ها در یا یزان با فراوانـین میا اــــام ،دیگرد
مختلف  يجدا شده از کشور ها يوکلرایبریو يه هایسو

  فرق داشت. 
Leal 2004(رزیلـــباران در ــــو همک (

اده ــــــرا با استف O١يوکلراــــیبریو يها ویهــــس
مطالعه قرار دادند و  مورد RAPD-PCRک یاز تکن

ن یرا در ا ctxA و Ace،Zot ، tcpAهاي  حضور ژن
ج ینتادادند. قرار  یمورد بررس PCRه ها با روش یسو

رولانس یو يها وجود ژن یبررس  يدست آمده براه ب
 PCRبا روش   ctxAو   Ace ، Zot، tcpAيها ژن

 يمورد مطالعه دارا يه هایمشخص نمود که تمام سو
  )15(.چهار ژن هستند

ع و همکاران یحمدرضا پورشفم يدر مطالعه 
جدا شده  وکلرایبریو  يه هایسو یز مولکولی، آنال2000

  قرار گرفت. در  یدر تهران مورد بررس یماران عفونیاز ب
  

  
مشخص شد که  PCRک یآن مطالعه با استفاده از تکن

ژن  يمورد مطالعه دارا يه هایصد درصد سو
 tcpA  ،3/97ژن يدرصد دارا ctxA ،100رولانس یو

د ــــدرص 1/99و   Aceژن يا داراــه هیدرصد سو
  Zotژن يدارا یبررسآن مورد مطالعه در  يه هایسو

  )16.(بودند
ع و همکاران یمحمدرضا پورشف يدر مطالعه 

  يه هایسو یپیفنوت و ی، مشخصات مولکول2002
 آنقرار گرفت. در  یران مورد بررسیو کلرا در ایبریو

وکلرا یبریاز و یکینیکل يزوله یست ایدو ،مطالعه
از  non-O١٣٩و  O١،  non-O١يسروگروپ ها

ز یشده بودند. آنال يران جمع آوریمختلف ا ياستان ها
PCR وکلرا یبریوOکد  يان داد که ژن هاــــشـن ١

 درصد 97تا  55، در Zotو  ctx ،tcp ،Aceکننده 
مختلف  يان هاــــوکلرا در استیرــــبیو يزوله هایا

 يژن ها ،ه جدا شده از تهرانیسو 58 در وجود دارند.
tcpA  ،ctxA ،Ace وZot  92ب در ـــــیبه ترت 
 دـــــدرص 100و  درصد 92، دــدرص 78، درصد

ه جدا شده از یوــــس 29زوله ها وجود داشت. در یا
   يوکلرایرـــبیق به وــــمتعل یگـــاشان که همــــک
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ژن  يدارا درصد 9بودند، فقط  O١٣٩ریو غ O١ریغ
tcpA 60مورد نظر بودند. از  يه فاقد ژن هایو بق  

،  tcpAيژن ها ،ه جدا شده از استان خوزستانیسو
ctxA ،Ace  و ژنZot  58، درصد 81ب در یبه ترت 
از زوله ها وجود داشتند. یادرصد  97و درصد  79، درصد

،  tcpA يژن ها ،ه جدا شده از استان کرمانیسو 44
ctxA ،Ace  و ژنZot دــدرص 97ب در ــــیبه ترت ،

زوله ها وجود یادرصد  100و درصد  67، درصد 55
 PCRا با روش ــکه م يعه اـــدر مطال). 17،(داشتند

 یدمیاپ جدا شده از  O١يوکلرایبریو يه هایسو يرو
ا عدم یوجود  یبررس يران برایا 1384تابستان سال 
انجام  ctxAو   Zot ،Ace ،tcpAيوجود ژن ها

 Aceتمام سویه ها داراي ژن  مشخص شد که  ،میداد
هر چهار ژن مورد مطالعه داراي نمونه  30 بودند، Zotو 

 مثبت و ctxA نمونه داراي 5درصد)،  92/76بودند(
tcpA )نمونه داراي 3درصد)،  82/12منفی بودند ctxA 

 ctxA نمونه 1درصد) و  69/7مثبت( tcpA منفی و
  ودند.درصد) ب 56/2منفی(  tcpAمنفی و
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Abstract 
 

Introduction: V. cholerae, a Gram-
negative bacterium is the causative agent of 
Cholera. V. cholerae O1 produces cholera 
toxin (CT) which is responsible for 
diarrhea. The zonula occludens toxin (Zot) 
acts on intestinal tight junctions to increase 
intestinal permeability. The accessory 
cholera enterotoxin (Ace) increases the 
potential difference across intestinal 
epithelium and alters ion transport. V. 
cholerae athogenicity depends on a 
combination of factors known as ability to 
produce a cholera toxin (CT) and to adhere 
and colonize small intestine through 
colonization factor known as toxin-
coregulatedpilus (TCP). 
  
Material & Methods: Thirty nine El Tor 
variants were obtained from outbreaks 
during 2005 in Iran. After detection of 
isolates by biochemical methods, and 
serotyping, chromosomal DNA was 
extracted by standard phenol/chloroform 
method. The oligonucleotide primers for 
each of the selected virulence-associated 
factors were designed based on available 
GenBank sequences for V. cholerae O1 E1 

Tor for all the genes. PCR assay was 
performed and the PCR product was run 
and visualized in 1,5% agarose gels stained 
with ethidium bromide. 
 

Findings: In the present study, PCR was 
used to detect the presence of ctxA, Zot, 
Ace, and tcpA genes on 39 V. cholerae 
strains isolated from the summer epidemic 
2005 in Iran. With the specific primers, the 
V. cholerae isolates were analysed by PCR 
for the presence of tcpA, ctxA, Ace and Zot 
genes. PCR showed that the genes 
encoding cholera toxin (ctxA), toxin co-
regulated pilus (tcpA), accessory cholera 
enterotoxin (Ace) and zonula occludens 
toxin (Zot) were present in 89,74%, 84,6%, 
100% and 100% of the isolates, respectively.  
 
Discussion & Conclusion: The results of 
our study confirm that strains without ctxA 
gene, Ace and Zot genes are important and 
can be the causative agent of cholera.  
 
Keyword: Vibrio cholerae, ctxA, tcpA, 
Ace, Zot 
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