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  چکیده
های گرم، وقتی باکتری بتواند در  در ماه است. وبا عمدتاًویبریوکلرا باکتری بیماریزا گرم منفی است که عامل وبا بیماری اسهال کشنده  مقدمه: 

ها به شدت وضعیت بهداشت و  گردد. این بیماری یک نوع اسهال شدید است که در طی قرن آب آلوده به مدفوع به سرعت تکثیر کند مشاهده می
بل اعتماد برای شناسایی ویبریوکلرا به عنوان یک بیماری مسری و ه یک روش سریع و قائطراحی و ارا دهد. اقتصاد جوامع مبتلا را تحت تاثیر قرار می

 باکتری سریع شد و قابل انتقال یکی از چالش های این دهه می باشد.

دست آمده از سرم تام در  های به نیوزیلندی با سلول کامل ویبریوکلرا اگاوا و اینابا ایمن شدند. گاماگلوبین های سفید خرگوش مواد و روش ها:

آمونیوم تخلیص و تغلیظ گردید و سپس خلوصاین پادگن ها با به کارگیری کروماتوگرافی میلی ترکیبی در مرحله بعد  مرحله اول توسط ترسیب سولفات
های سواب رکتال  نمونه متصل گردید. cowan 1 NCTC-8325های کامل استافیلوکوکوس اورئوس  ها به سلول بادی افزایش یافت. .این آنتی

درجه قرار گرفتند. یک قطره از هر نمونه را با یک  37ساعت در دمای  5( غنی شده تلقیح گردید و به مدت pH 8.6به یک محیط آب پپتونه قلیایی)
 دقیقه گزارش گردید.  2-3عرض  قطره از کمپلکس کوآگلوتیناسیون ویبریوکلرا مخلوط و نتایج در

و دقت آزمون طراحی شده در مقایسه با روش کشت استاندارد به ترتیب  ویژگی ری حساسیت،نتایج حاصل از اندازه گی یافته های پژوهش:

 کارگیری در شیوع اندمیک یا همه گیر بیماری کشنده وه درصد حاصل گردید که به عنوان یک روش سریع و قابل اعتماد جهت ب 98 و 99 ،97برابر 
 قابل انتقال وبا روش کارآمدی به حساب می آید.

روش کوآگلوتیناسیون طراحی شده در این پژوهش یک روش ساده، سریع و قابل اعتماد برای تشخیص ویبریوکلرا در  نتیجه گیری: بحث و

خصوص در زمان همه گیری در مناطق با  کنترل موارد اسهال شدید حاصل از بیماری وبا به نمونه مدفوع می باشد که می تواند در شناسایی سریع و
 میر توسط این بیماری مسری گردد. آزمایشگاهی حداقل مورد استفاده قرار گیرد و مانع شیوع و مرگ وامکانات 
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 مقدمه
 میلیون نفر را 5تا  3سالانه ویبریوکلرا یا بیماری وبا 

تا  011111 باعث مرگ و میرکند و  جهان آلوده می در
عنوان یک بیماری مسری  به و می گرددنفر  021111

(. 0،2)خطرناک از سالیان دور تا امروز شناخته می شود
قرن گذشته  دهد که در طی دو نشان می ژوهش هاپ

این بیماری عامل اصلی مرگ و ایجاد عوارض چشمگیر 
در بسیاری از کشورهای در حال توسعه نقش داشته 

   .است
  elوتیـپـــبی 4 دارای سمـــاین میکروارگانیـ

tor،cholera albenis   وproteus  است. بیوتیپ
cholera ا وel tor  سبب وبای به دلیل تولید سم

هستند. البته  O1سروگروپ  جزءشوند و کلاسیک می
تولید  سم O1های  سروگروپبیوتیپ های برخی از 
. ردندـــنمی گموجب بیماری ایجاد و  نمی کنند

 اختصاصیبا پادتن  proteusو  albenis های بیوتیپ
های  سویه و معمولاً آگلوتیناسیون ایجاد نمی کنند

بیوتیپ . (3-5)شوند غیرآگلوتینه یا غیرکلرا نامیده می
 سـروتیپ 3نیز به  یآنتی ژن اراز نظر ساختویبریوکلرا 

ogawa ،inaba  وhicojima گردد.  می تقسیم بندی
 7وبـا بیمـاری مخـتص انـسان بـوده و تـاکنون باعث 

 شده کـه نتیجـه آن هـزاران مـرگ و میـر عالم گیری
بـزرگ اجتماعی و اقتصادی بوده  آسیب هایو 

 .(6)است

پژوهش انجام شده با تهیه یک کواگلوتیناسیون  در
حاصل از اتصال پادگن اختصاصی ویبریوکلرا به 

 یک روش ساده، باکتری استافیلوکوکوس، Aپروتئین 
زمون آسریع و با دقت و حساسیت بالا طراحی و مورد 

 مزیت این روش علاوه بر سرعت، قرار گرفته است.
سادگی انجام آزمون حتی مناطق  دقت و حساسیت بالا،

ایشگاهی ـــتجهیزات آزم حداقل فضا و دور افتاده و با
های  ی از روشاگر چه امروزه شمار زیاد می باشد.

نگ ـــتایپیت، سروــــمیکروب شناسی از قبیل کش
های  یون روشـــاندامگان از طریق آگلوتیناسریز

شناختی، سنجش سم، الایزا و  شیمیایی و زیست زیست
یافته که برای تشخیص  ایمنوفلورسانس توسعه

زا به کار می رود ولی اغلب پر هزینه  ویبریوکلرای سم
ن دارای ـــچنی هم و(. 7،8)تندـــسگیر هو وقت

هایی مختلف از نظر زمانی، نتایج کاذب،  محدودیت
 (9-00)عدم حساسیت به مقادیر کم بیماری هستند

 ها مواد و روش

 اگاواسویه استاندارد  :ایمن شده پادگنتهیه 

(Ogava)اینابا ، (Inaba)باکتری ویبریوکلرا O1 از 
اساس پروتکل  برتهیه و ی یهای باکتریا بخش واکسن

 Brain heartدر محیط اختصاصی بخش مربوطه

infusion(Sigma-Aldrich) و بعد از  کشت داده شد
لحاظ  ازرشد جهت اطمینان از سویه مورد استفاده 

اکسیداز  آزمون، ریخت شناسی ،بیوشیمیایی خصوصیات
 های اختصاصی وبا با آنتی سرمو واکنش آگلوتیناسیون 

 inabaو  ogawa های سویه. قرار گرفتند بررسیمورد 
 کشت برین هارت اینفیوژنمحیط  درکشت داده شده 

 بیومیکرلیظ ــمایع غ رشد و ایجاد  پس از آنمایع 
  .گردیدآوری  جمع

بی وکرـــمی ظـــمایع غلی :ژن تزریقی تهیه آنتی
 5/1سرم فیزیولوژی فنیکه)ابتدا در آوری شده  جمع

درجه  4 دمای در ساعت 24 و ردیدــحل گ (درصد
دو بار با بافر فسفات  قرار گرفت سپس گراد سانتی
اعت در ــو یک س دادهشو ـــ( شستpH=7.2)نمکی

، پس از گرفتگراد قرار  درجه سانتی 61 ،ماری بن
018حدود  سوسپانسیونی ،شستشوی مجدد

سلول در  9×
 مک فارلند تهیه شد. IIIشماره لوله میلی لیتر معادل 

خرگوش ماده سفید نیوزلندی با  سرم: آنتی تهیه
اساس دستورالعمل  برکیلوگرم تهیه و  2وزن تقریبی 

تولید پادگن در خرگوش در بخش تولید پادگن های 
سوم، پنجم، هفتم و  هفته روز اول ودر  (02)باکتریایی

ر از ــــلی لیتــمی 3و  5/2، 2، 5/0، 0نهم به ترتیب، 
ژن تزریقی تهیه شده، از طریق رگ مارژینال  آنتی

 سپسهای انتخابی تزریق گردید  گوش به خرگوش
 05 ،7گیری آن پس از  دومین و سومین خوناولین، 
از آخرین تزریق انجام  استراحت پس ماه دو روز و

در ساعت  2گرفته شده به مدت  خون  گرفت و سپس
در ادامه با دوبار   گراد نگهداری گردید و درجه سانتی 4

دقیقه سرم آن جدا  31هر بار  g 3511در سانتریفوژ 
هایی که تیتر بالای  سرم خرگوشدر نهایت  .گردید
برای . شدرا از خود نشان دادند با یکدیگر مخلوط  641
سرم خرگوش را با سولفات ابتدا  ،IgG سازیجدا
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برای و  (03،04)نموده ترسیب اشباع درصد  51 آمونیوم
در مرحله بعد از ستون کروماتوگرافی خلوص بیشترسرم 

حاصل سرم خلوص آنتی  .تعویض یونی استفاده گردید
 مورد بررسی قرار گرفت. SDS-PAGE باگردیده 

  .گیری گردید اندازه با روش لورینیز ین غلظت پروتئ
 تافیلوکوکوس اورئوســــری اســــویه باکتــس

Staphylococcus aureus 8325ناسایی ـــش کد با 
NCTC بی واز بانک میکریزه ــیوفیلـــبه صورت ل

گردید و خصوصیات تهیه و کشت انستیتوپاستور ایران 
ی، یا اسالیدی و لوله لازز، کواگولاشامل کاتا بیوشیمیایی

جهت اطمینان از باکتری  Dnase مانیتول سالت آگار و
  مورد استفاده مورد ارزیابی قرار گرفت.

حجم سلول  :گلوتیناسیونآکمپلکس کو تهیه
رسانده و  میلی لیتر 01 را بهاستافیلوکوکوس اورئوس 

 سوسپانسیوناضافه گردید.  درصد فنل 5/1به آن 
ساعت در دمای آزمایشگاه قرار گرفته و  24 حاصل
درجه  61اری ــــم کر بنـــدر شیساعت  0 سپس
ت داده شد و در یخچال نگه داری گراد حرار سانتی
ات ـــسفـــ. سپس سه بار توسط بافر فگردید
در آخرین شستشو رسوب و  شسته شده( pH 7.2نمکی)
( حل pH 7.2بافر فسفات نمکی) میلی لیتر 01را در 
حساس شدن  و نمودنبه منظور فیکس  و نموده

درصد اضافه  37 درصد فرم آلدئید 5/1ها  باکتری
درجه  81 ماری شیکر بندر دقیقه  5پس س. گردید
. گرفته و بلافاصله سرد گردیدگراد قرار  سانتی

دقیقه  05 به مدت rpm3511  در بار 2 سوسپانسیون
سپس به و  گردیده سانتریفیوژدرجه سانتی گراد  4 در

میلی لیتر، بافر فسفات  01 حاصل سلولیتوده 
مرتیولات اضافه  01111به  0اوی ح (pH 7.2)نمکی
 میلی لیتر از سوسپانسیون توده 0س به . سپگردید

سرم اینابا و  میلی لیتر آنتی 2/1سلولی حساس شده، 
درجه  56 سرم اگاوا که قبلا در میلی لیتر آنتی 2/1

اضافه گردید،  است دقیقه حرارت دیده 31 ،سانتی گراد
ها  بین رفتن کمپلمان ها باعث از سرم )حرارت آنتی

ساعت در دمای  3این سوسپانسیون را شود(.  می
 6/5 و با ودهـــنمداری  آزمایشگاه بر روی شیکر نگه

به  0( حاوی pH 7.2میلی لیتر، بافر فسفات نمکی)
این سوسپانسیون به رتیولات رقیق گردید، م 01111

یناسیون)کمپلکس ــــوتـــکوآگل گر شـــواکنعنوان 
 شود. کوآگلوتیناسیون( شناخته می

های  بررسی اثر کمپلکس کوآگلوتیتاسیون بر نمونه
ابتدا یک قطره روی شیشه تقسیم  :حاوی ویبریوکلرا

 ، هملوژی برای کنترل منفی قرار داده گردیدسرم فیزیو
، و inabaبریوکلرا ــــاوی ویــــچنین سوسپانسیون ح

ogawa سپس قرار داده شدنیز مجزا دو سویه  و هر ،
هر یک کوآگلوتیناسیون بر روی  واکنشگریک قطره از 

با  برای ایجاد اگلوتیناسیون و ها اضافه گردید از آن
پس از گذشت  وبا هم مخلوط گردید اپلیکاتور استریل 

دقیقه آگلوتیناسیون ایجاد شده مورد مطالعه قرار  5-4
های آزمایشگاهی را با روش  . سپس نمونهگرفت

 به منظور مورد بررسی قرار گرفت.کوآگلوتیناسیون 
 که به صورت روتین درروش کلاسیک  مقایسه

برای تشخیص ویبریوکلرا ها  ها و بیمارستان آزمایشگاه
با این روش  رددـــــتفاده می گـــاسوع ــدر مدف

 کوآگلوتیناسیون مورد سنجش قرار گرفت.

افرادی که از نظر بالینی  :ملاک انتخاب نمونه  
پزشک به آزمایشگاه معرفی توسط مشکوک بوده و 

 21)گردیده استها  ویبریوکلرا از نمونه آن و گردیده
زمون آکه جواب افرادی  به عنوان شاهد مثبت و مورد(

به عنوان شاهد  مورد(05)ها منفی بود ویبریوکلرا آن
 .سالم انتخاب گردیدند

به منظور  :ها به روش کوآگلوتیناسیون رسی نمونهبر
ها، سوآپ  رشد سریع ویبریوکلرای موجود در نمونه

درجه  37( در pH 8.6)قلیاییرکتال را در آب پپتونه 
برای و  گرفتساعت قرار  5به مدت گراد  سانتی

بررسی به روش کوآگلوتیناسیون ابتدا روی شیشه 
تقسیم تمیز، یک قطره از کشت فوق را با یک قطره از 
کمپلکس کوآگلوتیناسیون قرار داده و با کمک اپلیکاتور 

دقیقه توسط چشم غیر  5 تا 4مخلوط کرده وپس از 
 .گردیدبررسی  مسلح مورد بررسی قرار گرفت و

 یافته های پژوهش

کمپلکس  آوری شده به وسیله های جمع نمونه  
یون تهیه شده بررسی شد. روش ــــکوآگلوتیناس

روش  هایی که به وسیله کوآگلوتیناسیون بر نمونه
کشت بیمار)مثبت( و شاهد سالم گزارش شدند، انجام 

بررسی حساسیت و ویژگی روش کوآگلوتیناسیون،  شد.
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مبنای انتخاب  روش کوآگلوتیناسیون بر مقایسه با
 011های بیمار و شاهد سالم به روش کشت) نمونه

 05درصد سالم( بوده است. از  011درصد بیمار و 
مورد نیز توسط کمپلکس  04نمونه بیمار توسط کشت، 

کوآگلوتیناسیون مثبت تلقی شد زیرا آگلوتیناسیون 
سالم به روش نمونه شاهد  21مشاهده گردید و از 

مورد منفی)سالم(، با روش کوآگلوتیناسیون  21کشت، 
 ها آگلوتیناسیون مشاهده نگردید. ثبت شد زیرا در آن

محاسبات آماری زیر حساسیت و ویژگی روش 
آن با روش  هــــایســــیون و مقــکوآگلوتیناس

های مورد مطالعه، را نشان  کشت)کلاسیک(، در نمونه
 . (0 شماره )جدولدهد می

 
 مقایسه نتایج روش کوآگلوتیناسیون با کشت کلاسیک در تشخیص ویبریوکلرا .1شماره  جدول

 ردیف محاسبه حساسیت و ویژگی روش های کلاسیک و کواگلوتیناسیون

 0 نمونه مثبت مورد آزمون مثبت به روش کشتنتایج  نتایج مثبت به روش کواگلوتیناسیون حساسیت روش کشت حساسیت روش کواگلوتیناسیون

14/15 = % 93 15/15 = %100 04 05 05 2 

 4 نمونه منفی مورد آزمون نتایج منفی به روش کشت نتایج منفی به روش کواگلوتیناسیون ویزگی روش کشت ویزگی روش کواگلوتیناسیون

100% 100% 21 21 21 5 

 حساسیت روش کوآگلوتیناسیون بر روش کشت =05/04×011 = %3/93 
ت را نشان می دهد، که بیانگر نسبت ارتباط تعداد موارد مثبت کوآگلوتیناسیون که به نحو صحیح با روش کشت نیز مثبت گزارش شده بود به تعداد کل موارد مثبت کش 2 و 0ردیف 
 حساسیت روش است.  دهنده نشان

 آگلوتیناسیون بر روش کشت ویژگی روش کو=  21/21×011 = %011
ت را نشان می دهد، که بیانگر نسبت ارتباط تعداد موارد منفی کوآگلوتیناسیون که به نحو صحیح با روش کشت نیز منفی گزارش شده بود به تعداد کل موارد منفی کش 4 و 3ردیف 
 ویژگی روش است دهنده نشان

    
دهد، حساسیت  نشان می طور که محاسبات همان

 011، و ویژگی آن درصد 3/93روش کوآگلوتیناسیون 
این روش کوآگلوتیناسیون  بر . بنا(05)گردیددرصد 

های مورد  معادل روش کشت کلاسیک از نمونه تقریباً
چنین  باشد. هم نظر است و روشی قابل اطمینان می

تری بررسی  ها را در مدت زمان کوتاه توان نمونه می

باشد، و  تر در دسترس می نمود، و نتایج حاصله سریع
  .باشد تر می هزینه از نظر اقتصادی کم

پیک سمت چپ اولین پروتئین خروجی از ستون است 
باشد و پیک  بادی مورد نظر ما می که همان آنتی

سرمی مانند آلبومین های  ک دیگر پروتئینـــبعدی پی
 (.0شماره باشد)شکل  می

 

 
 affinity chromatographyبه روش  آنتی بادی و آلبومین تخلیصنمودار منحنی  .1شماره  شکل

 

باندهای مشاهده شده بعد  2 شماره بر اساس شکل
ها در  موجود در نمونه SDS-PAGEاز انجام روش 

ادل ــــکیلودالتون قرار گرفته که مع 051محدوده 
است. وجود  Gمحدوده وزن مولکولی ایمنوگلوبولین 

گر بعد از خال سازی به روش ـــدهای دیــــبان
affinity chromatography  ل شکستن ــــبه دلی

ک و سنگین ـــه سبریــــاد زنجــــپادگن ها و ایج
 است.
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   protein Ladder  1 شماره . IgGبرای مطالعه تخلیص  SDS-PAGEروش . 2شماره  شکل

  affinity chromatography نتی بادی تخلیص شده به روشآ 3 و 2و شماره 

  
 

دهنده اختصاصی بودن  نشان 3 شماره شکل
کواگلوتیناسیون تهیه شده برای شناسایی باکتری 

ویبریوکلرا می باشد و فقط در حضور باکتری فوق 
 ایجاد اگلوتیناسیون ایجاد شده و قابل مشاهده است.

 

 

 
 تست منفی 1شماره  .بر نمونه حاوی ویبریوکلرااثر کوآگلوتیتاسیون تهیه شده .  3 شماره شکل

 اتست مثبت حاوی باکتری ویبریوکلر 2شماره  و فاقد ویبریوکلرا 

 

 نتیجه گیری و بحث
و وبا اولین و به موقع ویبریوکلرا یا سریع شناسایی 

بیماری این به موقع در تشخیص ترین مرحله  مهم
 فقطاین است که در این بیماری نکته مهم  باشد. می

قادر به ایجاد بیماری این باکتری های دارای سم  گونه
که نیاز  باشند می و اپیدمی مرگ شدید، اسهال آبکی

های  روش(. 06،07)به تشخیص سریع می باشند
متداول میکروبیولوژی که جهت شناسایی ویبریوکلرا 

و شت باکتری ـــشوند که شامل ک به کار برده می
باشند  ونولوژیک میـیایی و ایمـــبیوشیمآزمون های 

 ،دـــبه طول می انجامچند روز  وقت گیر بوده واغلب 

دقیق اصل  این در حالی است که شناسایی سریع و
وجود یک  لذا مهم در این بیماری کشنده می باشد

قادر به که در زمان کوتاه آسان  سریع وروش 
و از حساسیت و ویژگی بالایی  جوابگویی باشد

  .(08-20)برخوردار باشد لازم و ضروری است
طولانی برای  و روتین نیاز به زمانروش کلاسیک 

دارد ولی این در حالی است که تشخیص ویبریوکلرا 
تواند موجب مرگ و میر به  عدم شناسایی به موقع می

سریع  تشخیص لذا سال شود 6ویژه در کودکان زیر 
های سریع  بیماری دارای ارزش بالایی است. روش

 ریوکلرای موجود در مدفوع ـــدیگر برای تشخیص ویب

1                                         2                3 

150 kD 

1 
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توان به روش قطره معلق که  بیان شده است که می
حساسیت  روشی ساده و سریع است اما ویژگی و

 . (22-24)مناسبی ندارد اشاره کرد

مطالعات انجام شده در سایر کشورها حاکی از 
های  افزایش روند مقاومت ویبریوکلرا به آنتی بیوتیک

چنین موارد زیادی از مقاومت  هم رایج دارد
دیکسیک اسید، ــــنسبت نالی O1 لرایـــریوکـویب

 ورازولیدون گزارش شده است.ــــکوترریموکسازول وف
مقاومت دارویی چندگانه در ویبریوکلرا مورد توجه 

ه ئدر مطالعاتی که در خصوص ارا .(25)باشد زیادی می
تکنیک های شناسایی و تشخیص وبا انجام گرقته است 

 نآبا  (26)روش معرفی شده توسط بنسون و همکاران
که از دقت و اختصاصیت بالایی برخوردار است ولی نیاز 

ک دارد که در همه ــینه تاریـــبه میکروسکوپ زم
روش دیگر تکنیکی هست  زمایشگاه موجود نمی باشد.آ

ه شده ئاین و همکاران اراکه توسط فرانک اشت
کارگیری پادگن ه ولی از معایب آن ب (27)است

فلوئورسنت می باشد که این روش را گران و نیازمند 
اگر دیگر  ماید.ــرفی می نــــتجهیزات خاص مع

 روش جوداسون وتکنیک های به ثبت رسیده مربوط به 
همکارن می باشد که به دلیل جواب های کاذب فراوان 

تکنیک مناسب دیگر که  نمی تواند روش مناسبی باشد.
اگر چه  (28)توسط لسمانا و همکارن معرفی شده است

روش بسیار دقیق و اختصاصی می باشد ولی کل آزمون 
ماری ـــرای بیــساعت به طول می انجامد که ب 08

 در د.ـبی نمی باشاســسریع الانتقالی مانند وبا روش من

ه شده در این پژوهش تلاش گردیده است که ئروش ارا
ای قبلی که در بالا آمده ـــبسیاری از نواقص روش ه

روش  ردد.ــاست تحت پوشش قرار گیرد و تصحیح گ
های  لوتیناسیون جهت سروتایپ باکتریــسریع کوآگ

ا، نایسریا  ریا گنورهـــون نایســـچ ی همـــبیماریزای
وکوس پنمونیه، اشرشیاکلی ــرپتوکـــمننژیتیدیس، است

به صورت آنتروپاتوژن، کمپیلوباکتر، سالمونلا و بروسلا 
  .(29،31)مورد استفاده قرار گرفته استآمیزی  موفقیت

د که روش کوآگلوتیناسیون ــــده نتایج نشان میو   
هزینه برای  روشی حساس اختصاصی آسان سریع و کم

باشد که با امکانات کم قابل  ویبریوکلرا میتشخیص 
چنین روشی مناسب  ست هما ها استفاده در آزمایشگاه

این  بر بنا باشد. برای کنترل و تشخیص بیماری وبا می
این روش با حساسیت و ویژگی بالایی که دارد و برتری 

تواند جایگزین  لاسیک میـــنسبت به روش کشت ک
 یشتر مراکز درمانی شود.های معمول در ب آزمایش

 سپاسگزاری
 پاستور انستیتوپرسنل محترم  همکاری صمیمانه از

 ایران، مجتمع تولیدی تحقیقاتی کرج که امکانات و
سویه های مورد نیاز را جهت انجام این تحقیق در 

هم . ، تشکر و قدردانی می گردداختیار ما قرار دادند
عضو مدی ــجت احـــدکتر ح جناب آقای ازچنین 

آقای ناب ــــجپاستور ایران و  ت علمی انستیتوئهی
تریال که ـــنجاتی رییس بخش آنتی سرم های باک

کر ـــ، تشمشاور علمی و تکنیکی در این پروژه بودند
 می گردد.
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Abstract 

Introduction: Vibrio cholera is a gram-

negative bacterium that causes cholera 

which is an acute diarrheal illness. Cholera 

outbreak mostly happens in hot seasons 

when the bacteria reproduce rapidly in 

water contaminated with feces. Severe 

diarrhea and mortality have been the 

prevalent symptoms of cholera which affect 

the hygienic status and economic features 

of humans during centuries. There is a 

challenge currently to plan and propose a 

quick and reliable method to detect vibrio 

cholera which has been one of the fast 

growing and contagious disease in this 

decade. 

 

Materials & Methods: New Zealand white 

rabbits were immunized with vibrio cholera 

Ogawa and Inaba whole cells. The obtained 

gamma globulin from the whole serum was 

purified through ammonium sulfate 

precipitation method and then concentrated 

in this study. Subsequently, the purity of 

these antigens increased with the use of 

mixed mode-chromatography in the next 

step. The purified antibodies were 

connected to staphylococcus aureus cowan 

1 NCTC-8325 whole cells. Rectal swab 

samples were inoculated into an enriched 

Alkaline Peptone Water medium (pH 8.6) 

incubated for 5 h at 37 °C. One drop from 

each sample was mixed with one drop of 

vibrio cholera co-agglutination complex. 

Subsequently, the results were read in 2-3 

min. 

 

Findings: The obtained results showed 

97%, 99%, and 98% of sensitivity, 

specificity, and accuracy from the proposed 

assay, respectively, compared to the 

standard culture methods. This proposed 

assay is considered as a rapid and reliable 

method to evaluate endemic or epidemic 

transmission of fatal illnesses.  

 

Discussion & Conclusions: The proposed 

co-agglutination test is a simple, rapid, and 

reliable method to detect Vibrio cholera in 

fecal specimens. This method can be 

utilized to detect and control severe 

diarrhea which results from vibrio leading 

to the prevention of mortality, especially in 

areas with minimal laboratory facilities.  

 

Keywords: Coagglutination, Complex 

coagglutination, Protein A, Staphylococcus 

aureus, Vibrio cholera 
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