
 5 -10، 1386 زمستان 2 شماره 1دوره ) پياورد سلامت(مجله دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران 

  

  بررسي روشهاي تشخيصي يرسينيا انترو كلي تيكا
  

     ، 4دكتر سعيد اشراقي  ، 3 فريبا متين ، 2دكتر محمدرضا خرمي زاده ،*1دكتر محمدمهدي سلطان دلال   
   9سيده زهرا روحاني رانكوهي ، 8فاطمه صابرپور  ، 7 روناك بختياري ، 6آذر برهمه   ، 5صديقه جديدي

   
  چكيده                         

آن در ايجـاد بيمـاري در انـسان دخيـل      تيكا يك باكتري گرم منفي است كه سويه هايي از        يرسينيا انتروكلي  : و هدف  زمينه
 كريـستال ويولـه و      ، از تستهايي از قبيل جـذب كنگـو رد         ، از غير بيماريزا   ی اين باکتری    جهت افتراق انواع بيماريزا   . هستند  

 كه به علـت عـدم       است، كيلو دالتوني    ٧٠-٧٥ اين تستها بر مبناي وجود پلاسميد        .اده مي شود  تست وابستگي به كلسيم استف    
لذا راه اندازي روشي بر مبناي وجـود ژنهـاي كرومـوزومي عامـل              .پايداري پلاسميد گاهاً نتايج منفي كاذب حاصل مي شود        

رسي با هدف مقايسه روشهاي تشخيصي معمـولي        اين بر  . مي تواند اين مشكل را برطرف نمايد       ،بيماريزايي كه پايدار هستند   
  .و مولكولي در شناسايي سويه هاي بيماريزاي يرسينيا انتر و كلي تيكا انجام شده است 

 ، سـالمونلا تـايفی  ، سـوش از گونـه هـای شـيگلا فلکـسنری     ۳ سوش ميکربی شامل ۱۳بررسی از در اين  :بررسیروش 
 سـوش از نمونـه مـدفوع        ۵  سوش از منـابع محيطـی آب و        ۴ تيکا شامل     سوش يرسينيا آنتروکلی   ۱۰وپروتئوس ميرابليس و  

 با PCRدر اين بررسی جهت تشخيص سريع و دقيق يرسينيا آنتروکلی تيکا، روش . انسانی و يک سوش کنترل استفاده گرديد
  . به کار برده شده استailهدف قراردادن ژن کروموزومی

 درجـه   ٢٥ حركـت مثبـت در       ، قابليت تخمير قند گلوكز بدون توليد گـاز        مانند نتايج تمامي واكنشهاي بيوشيميايي    :يافته ها 
 , LDC , ADH تخمير لاكتوز منفي و تستهاي، مثبتONPG ، مثبتODC ،اوره مثبت ، درجه سانتيگراد٣٧سانتيگراد و منفي در 

SH2  بودن سويه های مورد بررسی بوده است يرسينياانتروكلي تيكامويد ،  منفي .  
 به دست آمده از سوشـهاي مـورد   PCR ژنوم باكتريهاي مورد استفاده پس از ژل الكتروفورز محصولات PCR حاصل ازنتايج 

در حالي كه هيچ باندي در الكتروفورز نمونه        .  مثبت داشتند    PCR  يرسينيا آنتروکلی تيکا انسانی،     سوش ٤استفاده در مجموع    
 هيچ بانـدي ديـده   DNAعلاوه بر اين با نمونه بدون  ،  طي مشاهده نگرديد   پروتئوس و يرسينياهاي محي    ، سالمونلا ،هاي شيگلا 

   .استنشد كه نمايانگر عدم آلودگي 
 آمده نشان داد که اغلب سويه های بيماريزای يرسينيا آنتروکلـی تيکـا ی انـسانی مـورد مطالعـه                     به دست نتايج  : نتيجه گيری 

  . هستندailدارای ژن 
  ail ژن ،PCR ، بيماريزايي،و كلي تيكا يرسينيا انتر :واژه هاي كليدي 

 
  1386 بهمن ماه :   پذيرش مقاله  -   1386 آذر ماه :   دريافت مقاله -

  

  مقدمه 
اي است  يرسينيا انتروكلي تيكا يكي از باكتريهاي روده

   ).1(كه انتشار وسيعي در محيط و مواد غذايي دارد 
  

  انشگاه علوم پزشكي تهران استاد گروه پاتوبيولوژي دانشكده بهداشت د1
 انشگاه علوم پزشكي تهران د،دانشكده بهداشت روه پاتوبيولوژي دانشيار گ2
  دانشگاه علوم پزشكي تهران دانشكده بهداشت روه پاتوبيولوژي كارشناس ارشد گ3
  دانشگاه علوم پزشكي تهران گروه پاتوبيولوژي دانشكده بهداشت دانشيار 4
  دانشگاه علوم پزشكي تهران يولوژي دانشكده بهداشتگروه پاتوب كارشناس ارشد 5
  دانشگاه علوم پزشكي تهران گروه پاتوبيولوژي دانشكده بهداشت كارشناس 6
 دانشگاه علوم پزشكي تهران گروه پاتوبيولوژي دانشكده بهداشت كارشناس 7
  دانشگاه علوم پزشكي تهران هداشتبگروه پاتوبيولوژي دانشكده  كارشناس ارشد 8
  دانشگاه علوم پزشكي تهران هداشتبدانشكده  گروه پاتوبيولوژيارشناس  ك9

عفونت ناشي از يرسينيا انتروكلـي تيكـا شـامل طيـف            
ــود    ــتروانتريت خ ــم اســت و از گاس ــيعي از علائ وس

 تــا گرفتاريهــاي جــدي تــر از قبيــل ،محــدود شــونده
  ).2و3( تريت راكتيو را شامل مي شودرآ

ا انتروكلــي تيكــاي  ســروتايپ يرسـيني 60-70از ميـان  
ــه     ــا از جمل ــي از آنه ــداد كم ــا تع ــده تنه ــناخته ش ش

 در ي با بيمارO:3 , O:9 , O:8 , O:5/27 سروتايپهاي
و از آنجايي كـه ايـن بـاكتري بـه           ،  انسان ارتباط دارند  

عنوان يك پاتوژن منتقله از طريق مواد غـذايي از نظـر            

  : نويسنده مسئول * 
دكتر محمد مهـدي سـلطان دلال؛       
دانشكده بهداشت دانـشگاه علـوم      

    تهرانپزشكي
email: 
Soltan D @ sina. tums 
.ac. ir 
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 ،اقتــصادي و بهداشــت عمــومي حــائز اهميــت اســت
خيص سويه هاي بيماريزا از غيـر بيمـاريزا         توانايي تش 

اهميت زيادي در كنترل اين پـاتوژن در مـواد غـذايي            
  ).4و 5( دارد

 تشخيص يرسينيا انتروكلي تيكـا قـادر        روشهاي سنتي   
به تفكيك انواع بيماريزا و غير بيمـاري زا از يكـديگر            

ــست ــه  ).6( ني ــه اينك ــه ب ــا توج ــك روش PCR ب  ي
يكروبهاي مختلـف از    تشخيصي مناسب در شناسايي م    

جمله يرسينيا انتـر و كلـي تيكـا در غـذا و حيوانـات                
 با به كارگيري ايـن روش بـا هـدف قـرار دادن              ،است

ژنهاي دخيل در بيماريزايي مي توان انـواع بيمـاريزا را          
  ).7و 8( از غيربيماريزا شناسايي نمود

 ailيكي از ژنهاي كروموزومي مسئول بيمـاريزايي ژن  

(attachment invasion locus)پــروتئين .  اســت
 در اتـصال و نفـوذ بـه    Ail تئينآن يعني پرو   حاصل از   

ســلول و مقاومــت بــه خاصــيت ضــدميكروبي ســرم  
دخالـت دارد و تـوالي كامــل آن تنهـا در سـويه هــاي     

  در ايـن تحقيـق بـه    ).9و 8( بيماريزا يافت مـي شـود   
ــارايي ــرار دادن ژن PCRبررســـي كـ ــا هـــدف قـ  بـ

شخيص يرسينيا انتروكلي تيكـاي   در تail كروموزومي
  .بيماريزا پرداخته شده است 

  
  روش بررسي

 سوش 3 سوش ميكروبي شامل 13در اين بررسي از 
و ،  سالمونلا تايفي،از گونه هاي شيگلا فلكسنري

 رسينيا انتروكليي سوش 10پروتئوس ميرابيليس و 
 آب رودخانه هاي سوش از منابع محيطي4  تيكا شامل

، 0:7/13، 0:6/30 با سروتايپهاي جرودمناطق كن و جا
نمونه هاي مدفوع  سوش از5و  0:7/13، 0:7/8/19

، 0:5كودكان مبتلا به گاسترو آنتريت با سروتايپهاي  
 1 جدا شده بود و كه قبلاً 0:9، 0:8، 0:21، 0:1/2/3

 به 0:9 سوش يرسينيا آنتروكلي تيكا با سروتايپ
  .عنوان كنترل مثبت استفاده گرديد

 ،مي سوشهاي يرسينيا از نظـر واكنـشهاي اكـسيداز         تما
 ، توليد گـاز   ، تخمير لاكتوز  ، تخمير گلوكز  ، اوره ،اندول

 , SH2 , ODC درجـه سـانتيگراد  37 و 25حركت در 

LDC , ADH  ONPGمورد ارزيابي قرار گرفتند .  
 كليه سوشهاي يرسينيايي مورد مطالعه ابتـدا در محـيط         

BHI     وباتور با درجـه     ساعت در انك   18 براث به مدت
 سـپس   ، درجه سانتيگراد نگهـداري شـدند      25حرارت  

 CINيك لوپ از محيط مايع كدر شده بر روي محيط         
 BHIساير سوشها بر روي محـيط     . آگار انتقال داده شد   

براث و در مرحله بعد بـر روي محـيط هكتـون آگـار              
  .كشت داده شد

PCR  :          250اين تكنيك جهت شناسـايي يـك قطعـه 
 DNA.  بكار گرفته شدail  كروموزومي روي ژن،بازي

جداسازي و تا زمـان   )Becunano/1994)10 به روش
 درجه سانتيگراد نگهـداري     -20 در فريزر    PCR انجام
 ميكروليتر در لوله هـاي      50 در حجم نهايي     PCR. شد

آب ديونيزه دوبار   : اپندورف نيم ميلي ليتري با تركيب       
 بـه  PCP(10X) بـافر  ، ميكـرو ليتـر    35تقطير به ميـزان     

 ، يك ميكروليتـر   dNTPs(10mM) ، ميكروليتر 5ميزان  
 GAA CTC -'5 بـا سـكانس   پرايمرهـاي فرادسـت  

GAT GAT ACC TGG GGA – 3' بـا  فرودست و 
-CTG CCC CGT ATG CCA TTG-'5سـكانس  

 DNA ، يك ميكروليتـر   ، هر يك  (20pm) از ذخيره      '3
با غلظت تقريبي يـك ميكروگـرم بـر         ( استخراج شده   

 پليمـراز   Taq  ميكروليتر و آنزيم   5به ميزان   ) وليترميكر
 ميكروليتـر بـا     2/0بـه ميـزان     )  يونيت بر ميكروليتر   5(

 درجــه 62 ، درجــه ســانتيگراد يــك دقيقــه94: برنامــه
 درجه سانتيگراد يك دقيقـه     72 و   ،سانتيگراد يك دقيقه  

 با اسـتفاده    PCR محصول.  سيكل انجام گرفت   36در  
  .شناسايي گرديداز الكتروفورزژل آگارز 

 بــه عنــوان كنتـرل مثبــت از ســوش  PCRدر واكـنش  
 و بــه عنــوان O:9 يرسـينيا انتروكلــي تيكــا سـروتايپ  

. كنترل منفي از آب ديونيزه دوبار تقطيـر اسـتفاده شـد           
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 دكتر محمد مهدي سلطان دلال و همكاران    

1386 زمستان2 شماره 1دوره ) رد سلامتپياو(مجله دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران                                   ٧

 8ماركر شماره  جهت شناسايي باند ايجاد شده از سايز   
علاوه بر اين جهـت     .  استفاده شد    Roche  شركت 9و  

 سـالمونلا و پروتئـوس   ، شـيگلا  DNA،كنترل ويژگي
  .مورد استفاده قرار گرفت

  
  يافته ها

   نتايج حاصل از واكنشهاي بيوشيميايي-
نتايج تمامي واكنشهاي بيوشيميايي انجام شده بر روي        

بـه  . تيكـا مويـد آنهـا بـود        انتروكلي سوشهاي يرسينيا 
 ،عبارتي قابليت تخمير قند گلـوكز بـدون توليـد گـاز            

 37 درجه سـانتيگراد و منفـي در         25حركت مثبت در    
 ONPG ، مثبـت  ODC ، اوره مثبـت   ،درجه سـانتيگراد  

 , LDC , ADH تخمير لاكتوز منفي و تـستهاي ،مثبت

SH2   , منفي بودند.  
 ژنـوم باكتريهـاي مـورد    PCR  نتـايج حاصـل از  -

  استفاده 
 بـه دسـت     PCRپس از ژل الكتروفـورز محـصولات        
 4  فقـط  مجمـوع آمده از سوشـهاي مـورد اسـتفاده در          

مشابه با سـوش كنتـرل       PCRبا منشاء  انساني     سوش  
 در حالي كه هيچ بانـدي در الكتروفـورز     ،مثبت داشتند 

 پروتئوس و يرسـينياهاي     ، سالمونلا ،نمونه هاي شيگلا  
علاوه بر اين با نمونـه بـدون       ،  محيطي مشاهده نگرديد  

DNA          هيچ باندي ديده نشد كه نمايانگر عدم آلـودگي 
 باندهاي حاصل از موارد مثبت را نشان        1شكل  . است

  .مي دهد

  
 PCR حاصل از الكتروفورز محصولات لژ : 1شكل 

  )وم باكتريهاي يرسينيايين زPCRنتايج (
  

  )نمونه محيطي (O:7/13يرسينيا انتروكلي تيكا  -1
  )نمونه محيطي (O:6/30يرسينيا انتروكلي تيكا  -2
  )نمونه محيطي (O:7/8/19يرسينيا انتروكلي تيكا  -3
  )نمونه انساني (O:5يرسينيا انتروكلي تيكا  -4
  )نمونه انساني (O:1/2/3يرسينيا انتروكلي تيكا  -5
  )نمونه انساني (O:21يرسينيا انتروكلي تيكا  -6
 VIIIسايز ماركر  -7

  )نمونه انساني (O:8يرسينيا انتروكلي تيكا  -8
  )نمونه انساني (O:9يرسينيا انتروكلي تيكا  -9

  )      نمونه محيطي (O:7/13يرسينيا انتروكلي تيكا -10
  )O:9سوش( كنترل مثبت -11
  )آب دوبار تقطير( كنترل منفي -12
  

  بحث 
باكتري يرسينيا انتروكلـي تيكـا يكـي از عوامـل مهـم             

عفونـت بـا ايـن      و  بيماريزاي دستگاه گـوارش اسـت       
هر چنـد در    . باكتري اغلب باعث انتروكوليت مي شود     

شكم درد  اغلب مواقع علائم مي تواند به صورت يك         
خود محدود شونده باشد ولي اشكال خـارج روده اي          

 كوله سيستيت و سـپتي سـمي   ،شامل آبسه هاي طحال 
 درصد مرگ و مير در افراد داراي نقـص ايمنـي            50با  

  ).11،4( گزارش شده است
اين باكتري امروزه بـه عنـوان يـك پـاتوژن منتقلـه از              

از . طريق مواد غذايي براي انسان حائز اهميـت اسـت         
 سـروتايپ شـناخته شـده    60-70طرف ديگر از ميـان      

تنها تعداد اندكي سروتايپ در ايجاد بيماري در انـسان        
لذا تفكيك انواع بيماريزا از غير بيماريزا       . دخيل هستند 

جهت كنتـرل ايـن پـاتوژن در موادغـذايي از اهميـت             
  ).12،13 (بالايي برخوردار است

 تـاكنون  جهت تفكيـك انـواع بيمـاريزا از غيربيمـاريزا     
 در اين راستا صرف نظر      ،روشهايي پيشنهاد شده است   

كريــستال ويولــه، كنگــو رد، (   in vitroروشــهاي از 
بررسـي   (in vivoروشـهاي     و)وابستگي به كلـسيم  
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ويرولانس  با ايجاد كونژوكتيويت در خوكچـه هنـدي          
(Sereny test) و تزريق آنتروتوكسين باكتري به موش 

 ،) و بررسي تغيرات ايجاد شـده بالغ و موش شير خوار  
جهـت  ،  آن محـرز اسـت      كه مشكل و طـولاني بـودن        

بررسي بيماريزايي يرسينيا انتروكلي تيكا پيشنهاد شـده        
  ).15،14،9( است

بــديهي اســت كــه ايــن تــستها براســاس فاكتورهــاي  
فاكتورهـاي   . اسـت بيماريزاي يرسينيا انتروكلـي تيكـا       

ــه دو دســته پلا  ــاكتري ب ســميدي و بيمــاريزاي ايــن ب
تستهايي از قبيل جـذب     . كروموزومي تقسيم مي شوند   

كريستال ويوله و كنگـو رد و وابـستگي بـه كلـسيم از              
جمله تستهايي هستند كـه براسـاس وجـود پلاسـميد           

 مگا دالتوني عامل بيماريزاي يرسينيا كلي تيكـا         45-40
 1986 در سـال     Bhaduirدر بررسي كه    . استوار است 

 ـ   ،انجام داد  ه هـاي داراي پلاسـميد مـذكور         كليـه نمون
جذب كريستال ويوله مثبت داشتند و جذب كريـستال         

 فاقــد ايــن پلاســميد منفــي ســويه هــايويولــه بــراي 
 توسـط   1991سي ديگـري كـه در سـال         برر). 16(بود

Bhaduri  جـذب كنگـو رد مـورد بررسـي        ، انجام شد 
ي حـاوي   يدر اين بررسي نيـز نـشان نهـا        . قرار گرفت 

پلاسميد در محيط حاوي كنگو رد با جذب كنگـو رد           
ايي كـه فاقـد   سويه ه ـهاي قرمز ايجاد نمودند و       كلني

سـفيد يـا    ( كلني هـاي روشـن       ،پلاسميد مذكور بودند  
 همچنين  ). 17(در سايز بزرگتر ايجاد نمودند    ) نارنجي

 بـا  BHIدر اين بررسي نشان داده شد بـر روي محـيط     
 كلني  ،ي حاوي پلاسميد  ه ها سوي ،غلظت پايين كلسيم  

هــاي ســفيد يــا نــارنجي روشــن در ســايز كوچــك و 
 همچنين كلني ها را در سايز       ،استرينهاي فاقد پلاسميد  

  .بزرگ ايجاد مي كنند 
اشكال اينگونه تستها چه بررسـي مـستقيم پلاسـميد و        

ن از طريق جذب كريستال ويوله و كنگـو    آچه بررسي   
آن اســت كــه ، رد و يــا تــست وابــستگي بــه كلــسيم

ميد در كشتهاي مكـرر از بـين مـي رود و پاسـخ              سپلا
  ).7( غيربيماريزا مي شودسويه هايشبيه 

در برسي هـاي انجـام يافتـه نـشان داده شـده كـه ژن                
پلاسميد در كشتهاي مكرر از بين رفته و خـصوصيات          
 ،بيماريزايي باكتري پس از مدتي قابل شناسايي نيستند       

ط بـا ژن كرومـوزومي      در حاليكه خصوصياتي كه مرتب    
هستند حتي پس از گذشت زمان و كـشتهاي مكـرر از    

  . بين نرفته و پايدار باقي مي مانند
 1995 در سـال     Burtonچنانچه در بررسي كه توسط      

 مورد يرسينيا انتروكلي تيكاي بيماريزا      45انجام شد از    
 ail كروموزومي    كه از ژن   PCRهمه موارد توسط متد     
 شناسايي شدند ولـي     ،ه شده بود  به عنوان هدف استفاد   

ــتفاده از ژن پلاســميدي  ــا yadAدر اس ــورد 39 تنه  م
  ).18(جواب مثبت داشتند

 در سـال   Thisted Lambertzهمچنـين در بررسـي   
 كه  يرسينيا انتروكلي تيكاي بيماريزا   سويه     9از  ،  1991

 بـه   ail كروموزومي   ژن با استفاده از     PCRتوسط متد   
بـا بـه      مـورد  4 تنهـا    بـود،  شناسايي شده  عنوان هدف 

  ).7(شناسايي شدند virFكارگيري ژن پلاسميدي 
ــي      ــت يعن ــاريزاي ثاب ــاكتور بيم ــي ف ــابراين بررس بن
كروموزوم باكتري در مقايـسه بـا پلاسـميد ارجحيـت           

ــاكتري  . دارد  ژنهــاي مختلــف كرومــوزومي توســط ب
 به عنوان هـدف مـورد اسـتفاده         PCRشناسان در متد    
 Thisted توسـط  ail مثـال ژن وربه ط. قرار گرفته اند

Lambertz, Burton, Harnett, Jourdan     به كـار
 جهـت   rfbc ژن   از  ). 20،19،18،7( برده شـده اسـت    

و ) 21(  اسـتفاده شـده اسـت    O:3تشخيص سروتايپ   
مـورد   براي خاصيت توكسين زايي باكتري        نيز ystژن  

 را Ailپـروتئين  ail  ژن ).22( تاستفاده قرار گرفته اس
 كه در چـسبيدن و تهـاجم بـاكتري نقـش            ،ي كند كد م 

ايـن  . دارد و همچنين سبب مقاومت سرمي مي شـود          
ي بيماريزاي يرسينيا انتروكلي تيكا     سويه ها ژن تنها در    
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لذا جهت تحقيق حاضر اين ژن به عنوان        . وجود دارد   
  ).15،9(هدف مورد استفاده قرار گرفت
  مـشاهده شـد كـه      PCRبا توجه به نتـايج حاصـل از         

 بيمـاريزاي يرسـينيا انتروكلـي تيكـا يعنـي           سويه هاي 
 تشكيل باند O:9 , O:8 , O:21 ,O:1/2/3سروتايپهاي 

ــد و   ــورز  دادن ــوط را در ژل الكتروف ــا  PCRمرب  آنه
   منفـي بـود،     PCR داراي   O:5 و سـروتايپ     مثبت شد 

ضمن اينكه هيچ يـك از يرسـينيا انتروكلـي تيكاهـاي            
همچنـين هـيچ   . را ندادندغيربيماريزا تشكيل باند فوق  

 كنتـرل   بـه عنـوان   يك از سـه بـاكتري مـورد اسـتفاده           
  . مثبت نداشتند PCR)  و پروتئوسلا سالمون،شيگلا(

 Burtonرنتايج فوق كاملاً منطبق بر نتايج حاصل از كا

 به طـوري كـه در بررسـي        ).18( است 1995ر سال    د
 O:21 , O:9 , O:8 , O:1/2/3آنهـا نيـز سـروتايپهاي     

  دارايO:5 , O:7/8 مثبت و سروتايپهاي PCRرايدا

PCR  اين بررسي ها نشان مي دهـد  نتايج. منفي بودند 
 تنهـا در سـويه هـاي بيمـاريزاي     ail  كـه حـضور ژن  

  .يرسينيا انتروكلي تيكا مشاهده مي شود
  

   قدردانيتشكر و 
ــوم    ــشگاه عل ــشي دان ــت پژوه ــدانيم از معاون لازم مي

ن تحقيـق مـا را يـاري        پزشكي تهران كه در انجـام اي ـ      
 ،نمودند و كليه هزينه هاي اين طرح را بعهـده گرفتنـد    

  . تشكر و قدرداني نماييم 
اين مقاله بخشي از پايان نامه خـانم فريبـا متـين            اً  ضمن

  .استدانشجوي كارشناسي ارشد ميكروبشناسي 
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