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Abstract 
Objective: Yersinia pestis, the causative agent of the zoonotic plague infection, is a ma-
jor public health concern both as a threat and potential bioweapon. The objective of the 
present study was to establish a uniplex and multiplex - polymerase chain reaction (PCR) 
test for the specific detection of Y. pestis.
Materials and Methods: PCR reactions performed by three pair primers which targeted 
the caf1 and pla genes located on the pFra and pPst plasmids and the irp2 chromosomal 
gene located on the ‘pathogenicity island’. After TA cloning of the PCR products, the test’s 
limit of detection (LOD) was determined. For evaluating the specificity, PCR reactions 
were performed with negative control bacteria.
Results: Assays were performed with the genome of Y. pestis which produced three DNA 
fragments of the expected sizes 300, 400 and 520 bp which corresponded to the irp2, 
caf1 and pla genes, respectively. The lower LoD was 370 copy numbers for the caf1 gene 
and 21 for the pla gene. In PCR reactions that used negative control bacteria, detectable 
fragments were not observed.
Conclusion: Our method clearly discriminated Y. pestis DNA. The rapidity, specificity 
and sensitivity of this procedure suggest that it can serve as a useful alternative method 
for the inoculation of laboratory animals or the use of specific culture media for routine 
plaque surveillance and outbreak investigations. Another vital result of this study was the 
establishment of Y. pestis molecular detection technique in Iran.
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مقدمه
آلودگى  دنبال  به  كه  است  خطرناكى  و  مهلك  بيمارى  طاعون 
ايجاد  انسان  و  جوندگان  اغلب  در   Yersinia pestis باكترى  با 
و  حركت  فاقد  منفى،  گرام  كوكوباسيل  باكترى،  اين   .(1) مى شود 
جوندگانى  بين  انزيوتيك  شكل  به  معمول  طور  به  كه  مى باشد  اسپور 
اكتو  گزش  طريق  از  بيمارى  عامل   .(2) مى شود  منتقل  موش  مانند 
از   Xenopsilla cheopis كك  ويژه  به  آلوده،  پارازيت هاى 

جوندگان به انسان قابل انتقال است (3، 4). 
بيمارى طاعون به سه شكل بالينى خياركى (Bubonic)، سپتيسمى 
بالينى  حالت  شديدترين  بيمارى  تنفسى  فرم  مى شود.  ظاهر  تنفسى  و 
بيمارى را ايجاد مى كند. اين حالت از بيمارى بيشترين موارد مرگ و 
مير را به همراه دارد و به راحتى از انسان به انسان قابل انتقال است (5). 
اين توان بالقوه باكترى سبب شده است كه بتوان از آن به عنوان يك 

سلاح بيولوژيك استفاده كرد (6، 7).
تا  مسيح  ميلاد  از  قبل  از  و  دارد  طولانى  قدمت  طاعون  بيمارى 
جنگ جهانى دوم همواره پاندمى و اپيدمى هاى وسيعى را ايجاد كرده 
هنوز  كه  مى دهد  نشان  متعدد  گزارشات  نيز  اخير  ساليان  طى  است. 
طاعون نه تنها در بين جوندگان حتى در بين جمعيت انسانى وجود دارد 
(8). سابقه طاعون در ايران به شكل مستند و مكتوب مربوط به دوره 

طراحى روش واكنش زنجيره اى پليمراز مالتيپلكس جهت تشخيص 
Yersinia pestis مولكولى باكترى
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چكيده 
* هدف: طراحى يك روش تشخيص مولكولى سريع جهت تشخيص باكترى Yersinia pestis با صرف حداقل زمان و هزينه 

ويرولانس ژن هاى  روى  بر   (Polymerase Chain Reaction; PCR) پلى مراز  زنجيره اى  واكنش  روش ها:  و  مواد   *
 irp2, caf1, pla به صورت مالتيپلكس و يونيپلكس طراحى و انجام شد. پس از تعيين ويژگى به منظور تعيين حساسيت، ابتدا 
محصول PCR ژن هاى pla و cfa1 در TA كلونينگ وكتور كلون شده و سپس كمترين غلظتى از پلاسميد حامل ژن كه بتواند 

باند واضحى را روى ژل آگاروز ايجاد كند به عنوان حد تشخيص تعيين شد. 
* يافته ها: نتايج PCR مربوط به سه ژن مذكور در هر دو شكل، به ترتيب قطعاتى با طول bp ،300 bp 400 و bp 520 را ايجاد 
كرد. كمترين تعداد كپى قابل تشخيص مربوط به ژن pla، 21 كپي و براى ژن caf1 370 كپى در يك واكنش 25 ميكروليترى به 

دست آمد. هم چنين مثبت شدن واكنش هضم آنزيمى وجود محصولات PCR اختصاصى را تاييد كرد.
تشخيص  ابزار  نمودن  فراهم  در  مى تواند  مطالعه  اين  ايران،  در  خيز  طاعون  هاى  كانون  وجود  به  توجه  با  نتيجه گيري:   *
روش هاى  طرفى  از  باشد.  موثر  بسيار  خطر  تحت  مناطق  پايش  منظور  به  جوندگان  ارزيابى  براى  مطمئن  و  سريع  مولكولى 
بيوتروريستى  موارد  در  باكترى  اين  تشخيص  و  جست وجو  براى  هزينه  كم  و  سريع  دقيق،  ابزارى  مطالعه  اين  در  شده  طراحى 

مى نمايد. فراهم 

* كليدواژگان: يرسينيا پستيس، تشخيص، واكنش زنجيره اى پليمراز 

مقاله اصيل

ناصرالدين شاه و هم چنين سال هاى 997 الى 1871 ميلادى مى باشد. در 
سال 1871 ميلادى بيمارى طاعون خياركى به صورت اپيدمى در نواحى 
شمالى سقز و بانه ظهور كرد و در سال 1913 ميلادى بيمارى به شكل 
اپيدمى در كردستان و خراسان ظاهر شد. آخرين واگيرى در ايران در 
آذربايجان  و  كردستان  در  ميلادى   1966 الى   1951 سال هاى  فاصله 

غربى گزارش شده است (9). 
نقش Y. pestis در جهت به كارگيرى در سلاح هاى بيولوژيك 
به قرن 14 برمى گردد. در جنگ جهانى دوم ارتش ژاپن از طريق همين 
عامل توانست اپيدمى وسيعى را در چين ايجاد كند. به همين دليل طى 
چندين دهه گذشته يكى از مهم ترين وظايف مراكز كنترل و پيشگيرى 
بيمارى ها در اكثر كشورها، پايش مناطق انزيوتيك در معرض خطر و 
هم چنين شناسايى و تشخيص سريع عوامل بيولوژيك به منظور مديريت 

حملات بيوتروريستى و جنگ هاى ميكروبى مى باشد (8). 
معمول  كشت  هم چون  باكتريولوژيك  معمول  روش هاى  چه  اگر 
تشخيص  براى  رايج  روش هاى  جزو  و  طلايى  استاندارد  ارگانيسم، 
به  ارگانيسم  رشد  تقريب  به  كه  آنجا  از  اما   ،(10) مى باشند  باكترى 
عوامل   A گروه  در  عامل  گرفتن  قرار  طرفى  از  و  مى باشد  آهستگى 
بيولوژيك، كشت آن را محدود به آزمايشگاه هاى داراى سطح ايمنى 

زيستى سه (Biosafety Level 3; BSL3) مى كند (10، 11).

فصلنامه پزشكى ياخته، سال دوازدهم، شماره 3، پاييز 89، صفحات: 363-370

364 364          فصلنامه پزشكى ياخته، سال دوازدهم، شماره 3، پاييز 89



در تشخيص كلاسيك اين باكترى از انجام تست هاى بيوشيميايى، 
حيوانات  به  تلقيح  اختصاصى،  باكتريوفاژ  به  حساسيت  بررسى 
از  مى گردد.  استفاده  اختصاصى  محيط هاى  در  كشت  و  آزمايشگاهى 
طرف ديگر، در دسترس نبودن روش هاى مناسب براى انتقال نمونه ها از 
مناطق آلوده به مراكز تشخيصى ممكن است باعث خشك شدن آنها، 

آلودگى نمونه ها يا مرگ باكترى ها گردد (12).
Yersinia pestis در محيط هاى كشت غنى عمومى رشد مى كند 
اما رشد آن نسبت به انواع باكترى هاى ديگر كندتر است. بنابراين ممكن 
است حضور آن در محيط توسط ساير باكترى ها پوشيده شود. رنگ آميزى 
دو قطبى كه در تشخيص آن به كار مى رود يك تست انحصارى براى 
باكترى هاى  ديگر  و  روده اى  باكترى هاى  يرسينياها،  ساير  نيست.  آن 
نشان  خود  از  را  ويژگى  چنين  پاستورلا  گونه هاى  ويژه  به  منفى  گرم 
مى دهند. ويژگى رشد توده اى در محيط كشت مايع نيز كه در تشخيص 
انواع از  بعضى  و  نمى باشد  انحصارى  ويژگى  يك  مى رود  كار  به  آن 

 Streptococcus pneumonia و Yersinia pseudotuberculosis
نيز چنين ويژگى را نشان مى دهند. ليستى از انواع نقاط ضعف روش هاى 
ارايه  مختلف  مقالات  در  باكترى،  اين  تشخيص  براى  باكتريولوژيك 

شده است (13، 14). 
اين  تشخيص  براى  نيز  سرولوژى  بر  مبتنى  تشخيصى  روش هاى 
تشخيصى  تست هاى  بيشتر  يافته اند.  توسعه  طاعون  بيمارى  يا  باكترى 
سريع مبتنى بر كشف آنتى ژن كپسولى مى باشند (15). گرچه روش هاى 
سرولوژى مبتنى بر تشخيص تيتر آنتى بادى ضد اين باكترى مانند ديگر 
عفونت  گذشته نگر  تاييد  و  اپيدميولوژيك  مطالعات  براى  عفونت ها 
ارزش  بيمارى  حاد  فاز  در  عفونت  تشخيص  براى  اما  هستند،  مناسب 
از  بيوتروريستى  استفاده  احتمال  هنگام  در  بنابراين   .(16) دارند  كمى 
تشخيص،  براى  سرولوژى  هاى  تست  از  استفاده  بر  تكيه  باكترى،  اين 

تنوع  داراى  ارگانيسم  يك  باكترى  اين  بود (17).  خواهد  نگران كننده 
تغيير  براى  ورزى  دست  ظرفيت  داراى  بنابراين  است.  آنتى ژنيك 
شدن  بى اثر  موجب  است  ممكن  كه  مى باشد  نيز  ژنتيكى  ترادف هاى 

استفاده از سنسورهاى رايج در تشخيص گردد.
روش هاى مولكولى نسبت به روش هاى تشخيصى كلاسيك داراى 
چندين مزيت مى باشند. علاوه بر سرعت وحساسيت، اين روش ها قادر 
براى  آنها  جداسازى  و  مى باشند  هم  غيرزنده  باكترى هاى  تشخيص  به 

تشخيص ضرورى نخواهد بود. 

مواد و روش ها 
دانشگاه  انجام طرح تحقيقاتى حاضر پس از بررسى در كميته اخلاق 

علوم پزشكى آجا و تصويب نهايى صورت پذيرفت. 

گونه هاى باكتريايى
ژنوم سوش وحشى باكترى Y. pestis از انستيتوپاستور ايران تهيه و 
از آن به عنوان كنترل مثبت در اين تحقيق استفاده شد. ليست و مشخصات 
باكترى هاى كنترل منفى مورد استفاده نيز در جدول 1 آورده شده است. 

كشت و استخراج ژنوم باكترى ها
به  همگى  منفى،  كنترل  باكترى هاى  كه  آنجايى  از 
كشت  محيط  در  ابتدا  آنها  تمامى  شدند،  تهيه  ليوفيليزه  شكل 
محيط  در  سپس  و   Brain Heart Infusion Broth (Merk)
شدند  داده  كشت   Brain Heart Infusion Agar (Merk) كشت 
سانتى گراد،  درجه   37 دماى  در  انكوباسيون  ساعت   24 از  پس  و 
سيناژن شركت   DNA استخراج  كيت  از  استفاده  با  آنها  ژنوم 

DNP Tm Kit (DNA Purification kit) استخراج گرديد.

PCR طراحي روش مالتيپلكس

جدول 2: مشخصات پرايمرهاي مورد استفاده در اين مطالعه
ترادف پرايمرهاژن هدفاندازه محصول PCRمحل قرارگيرى ژن هدفطراحى پرايمر

bpcaf1Forward 5'- ccgtagcdaagacgacgtcatc 400پلاسميد pFraمطالعه حاضر
Reverse 5'- tcagttccgttatcgccattgc

bpplaForward 5'- tggacttgcaggccagtatcgc 520پلاسميد pPstمطالعه حاضر
Reverse 5'- ccatgcctgaaagacgtggag

bpirp2Forward 5'- aaggattcgctgttaccggac 300كروموزوم (12)
Reverse 5'- tcgtcgggaagcgtttcttct

جدول 1: ليست باكترى هاى كنترل منفى مورد استفاده در اين تحقيق
نام ميكروارگانيسمشماره سويهمحل تهيه

انستيتو پاستور
ايران

ATCC 25923
ATCC 6051
ATCC 9290
ATCC 25922
ATCC 29212
ATCC 27853
ATCC 7881

Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis
Shigella sonnei
Escherichia coli
Enterococcus faecalis
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae

سازمان 
پژوهش هاى علمى
و صنعتى ايران

PTCC 1480
PTCC 1482
PTCC 1244
PTCC 1079
PTCC 1600
PTCC 1111
PTCC 1609

Yersinia enterocolitica 
Yersinia intermedia 
Yersinia pseudotuberculosis 
Proteus vulgaris 
Citrobacter freundii 
Serratia marcesens 
Salmonella typhi 
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طراحى پرايمرها
 irp2, caf1, pla شامل مطالعه  اين  در  شده  هدف گذارى  ژن هاى 
سكانس  و   pPst, pFra پلاسميدهاى  روى  بر  ترتيب  به  كه  مى باشند 
Pathogenicity Island باكترى قرار گرفته اند. طراحى پرايمرها به كمك 
نرم افزار Gene Runner انجام و ساخت آنها توسط شركت سيناژن انجام 
شد. هم چنين سكانس پرايمرها، مكان آنها بر روى ژنوم و اندازه قطعه تكثير 
شده در جدول 2 نشان داده شده است. هم چنين به منظور بررسى نهايى 
اختصاصى بودن آنها از سرويس  پرايمرهاى طراحى شده و اطمينان از 
(NCBI) سايت Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
National Center for Biotechnology Information استفاده شد. 

PCR واكنش
با   irp2, caf1, pla هدف  ژن  سه  ارزيابى  جهت   PCR واكنش 
شرايط برقرارى واكنش در حجم استاندارد 25 ميكروليتر انجام شد. در 
اين حجم، 2 ميلى مولار يون منيزيم، 2 ميلى مولار dNTPs، 100نانوگرم 
ژنوم باكترى، 0/5 ميكرومولار از پرايمرهاى عقبى و جلويى و 1 واحد 
با  تكثير  گرفت.  قرار  استفاده  مورد   Taq DNA Polymerase آنزيم 
استفاده از برنامه مشخص براى 35 سيكل در شرايط دماى دناتوراسيون 
اوليه 94 درجه سانتي گراد به مدت 2 دقيقه سپس 94 درجه سانتي گراد 
به مدت 1 دقيقه و دماى اتصال 62 درجه سانتي گراد به مدت 45 ثانيه و 
دماى تكثير 72 درجه سانتي گراد به مدت 45 ثانيه انجام شد. هم چنين 
يك واكنش 25 ميكروليترى با شرايط مشابه و استفاده از آب ديونيزه به 

جاى ژنوم باكترى به عنوان كنترل منفى انجام شد.
محصول  از  ميكروليتر   7 آمپيليفيكاسيون،  واكنش  اتمام  از  پس 
X بافر TBE با ولتاژ 100  واكنش بر روى ژل آگارز 1درصد در 0/5 
نظر،  مورد  باند  رويت  منظور  به  نهايت  در  گرديد.  الكتروفورز  ولت، 
ترانسلومينيتور  با  و  رنگ آميزى  برومايد  اتيديوم  رنگ  با  آگاروز  ژل 
به  هم  ژن  سه  هر  براى  واكنش  كه  است  ذكر  به  لازم  شد.  مشاهده 

صورت يونيپلكس و هم مالتيپلكس انجام شد. 

تعيين ويژگى 
 irp2, caf1, pla ژن هاى  پرايمرهاى  ويژگى  بررسى  منظور  به 
بر  فوق  شرايط  با   PCR واكنش  نظر،  مورد  باكترى  تشخيص  جهت 
روى ژنوم استخراج شده باكترى هاى كنترل منفى انجام شد. هم چنين 
به كارگيرى  در  شده  استخراج   DNA قابليت  از  اطمينان  منظور  به 
واكنش PCR و عدم وجود مهار كننده در آن، واكنش PCR بر روى 
بر  دارد،  وجود  باكترى ها  تمام  در  كه   16S rRNA كروموزومى  ژن 

اساس مطالعه چيانگ انجام شد (18). 

كلونينگ محصولات PCR و تهيه كنترل مثبت 
و  مناسب  مولكولى  تشخيص  روش  يك  به  دست يابى  منظور  به 
مطمئن، وجود كنترل مثبت امر مهمى محسوب مى گردد كه براى تهيه آن 
از روش كلونينگ محصولات PCR در وكتور مناسب استفاده شد. به اين 
منظور پس از تكثير ژن هاى مورد نظر و خالص سازى با استفاده از كيت

واكنش   ،ACCU Prep PCR Purification Kit (BIONEER)
كيت  سازنده  روش  با  مطابق   pTZ57R/T وكتور  تى-  به  آنها  اتصال 
انجام   InsTAclone PCR Cloning Kit (Fermentas)
 E. coli top 10 F' پذيراى  باكترى  آماده سازى  از  پس  گرفت. 
ترانسفورماسيون انجام و در نهايت باكترى هاى ترانسفورم شده در محيط

برومو 4-كلرو 3-ايندوليل  حاوى 5-   Luria-Bertani agar (Merk)
بتا دى گالاكتو پيرانوزيد (X-gal) با غلظت 40 ميكروگرم در ميلى ليتر، 
Isopropyl-[beta]-D-;  IPTG) بتادى تيوگالاكتوپيرانوزيد  ايزوپروپيل 

ميلى ليتر،  در  ميكروگرم   38/4 غلظت  با   (Thiogalactopyranoside
آمپى سيلين با غلظت 100 ميكروگرم در ميلى ليتر و تتراسيكلين باغلظت 

20 ميكروگرم در ميلى ليتر كشت داده شدند. 
ارزيابى اوليه كلونينگ بر اساس انتخاب پرگنه هاى سفيد به عنوان 
موارد مثبت و پرگنه هاى آبى به عنوان موارد كنترل منفى انجام گرفت. 
كشت هاى  از  ماتريكس  تهيه  از  پس  منفى،  و  مثبت  موارد  تاييد  جهت 
هر  براى  بالا  در  شده  ذكر  شرايط  با   Colony-PCR واكنش  اوليه، 
كلون هاى  نهايى  تاييد  منظور  به  هم چنين  شد.  انجام  ژن ها  از  يك 
كيت  از  استفاده  با  پلاسميد  استخراج  از  پس  اينسرت،  كننده  دريافت 
 ،ACCU Prep Plasmid Mini Extraction Kit (BIONEER)
 XbaI  (Fermentase) آنزيم  از  استفاده  با  آنزيمى  هضم  واكنش 
آنزيم   2 از  استفاده  با  آنزيمى  هضم  واكنش  و   caf1 قطعه  روى  بر 
 pla بر روى قطعه HindIII (Fermentase) BglII ,(Fermentase)
انجام شد. واكنش هضم آنزيمى مربوط به اينسرت caf1 به صورت تك 
هم چنين  و  وكتور   Multiple cloning site در  برش  ايجاد  با  آنزيمى 
 ،330 bp يا   70 bp طول  با  قطعه اى  ايجاد  پيش بينى  و  اينسرت  ابتداى 
درحجم 20 ميكروليتر با به كارگيرى 1 واحد آنزيم براى 1ميكروگرم 
ايجاد  براى  آنزيمى  دو  هضم  واكنش  هم چنين  گرديد.  انجام  پلاسميد 
برش توسط آنزيم HindIII در Multiple Cloning Site وكتور و برش 
توسط آنزيم BglII در اينسرت pla و پيش بينى حصول قطعه اى با طول 
bp 150 يا bp 500 درحجم 20 ميكروليتر با به كارگيرى 1 واحد از هر 

يك از آنزيم هاى مذكور بر روى 1ميكروگرم پلاسميد انجام شد.

(Limit Of Detection; LOD) تعيين حساسيت و حد تشخيص
 pla قطعات  مورد  در  كلونينگ   TA واكنش  انجام  از  پس 
اسپكتروفتومتر  با  اينسرت  حاوى  پلاسميد  غلظت  ابتدا   ،caf1 و 
حداقل  واكنش،  حساسيت  تعيين  جهت  سپس  و  شد  مشخص 
باند   PCR واكنش  در  بتواند  كه  نظر  مورد  قطعه  از  كپى  تعداد 
متوالى هاى  رقت  منظور  بدين  گرديد.  محاسبه  كند،  ايجاد  واضحى 

(8-10 الي 1-10) از پلاسميد مورد نظر با غلظت مشخص تهيه شد. پس از 
انجام واكنش PCR روى رقت هاى متوالى پلاسميد، كمترين رقتى از آن 
كه باند مشخص و واضحى را نشان داد، به عنوان حد تشخيص تعيين شد. 

يافته ها 
irp2, caf1, pla مربوط به سه ژن PCR واكنش

نتايج واكنش PCR مربوط به 2 ژن پلاسميدى caf1, pla و ژن 
بود.  مثبت   Multiplex و   Uniplex شرايط  دو  در   irp2 كروموزومى 
 ،400 bp،520 bp به ترتيب با طول irp2, caf1, pla قطعات تكثير يافته

bp 300 بر روى ژل مشخص گرديد (شكل 1).

واكنش PCR مربوط به تعيين ويژگى
تمام  در   irp2, caf1, pla ژن  سه  به  مربوط   PCR واكنش 
ويژگى  دهنده  نشان  تا  نكرد  ايجاد  را  باندى  منفى،  كنترل  باكترى هاى 
 PCR در اين مطالعه باشد. هم چنين مثبت شدن واكنش PCR واكنش
ژنوم  حضور   ،475 bp طول  با   16S rRNA يونيورسال  ژن  به  مربوط 

استخراج شده قابل PCR را تاييد نمود (شكل 2).
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تهيه كنترل مثبت
اينسرت  كننده  دريافت  كلون هاى  روى  بر   PCR واكنش 
ترتيب به  كه   caf1 و   pla ژن هاى  مورد  در  مثبت)  (كنترل 

ترتيب  به  انتظار  مطابق  شدند،  نام گذارى   pTVcaf1 و   pTVpla
نمود.  ايجاد  آگاروز  ژل  در   400  bp و   1520 اندازه  به  باندهايى 
ذكر  آنزيم هاى  با  نظر  مورد  قطعات  نهايى،  تاييد  منظور  به  هم چنين 
طبق  آنزيمى  هضم  از  پس  گرفتند.  قرار  آنزيمى  هضم  مورد  شده 
 330 bp قطعه   caf1 ژن  و   500 bp قطعه   Pla ژن  مورد  در  انتظار 

شد.  مشاهده 

تعيين حد تشخيص
آخرين رقتى از پلاسميد pTVcaf1 با غلظت اوليه 120 ميكروليتر 
بر نانوگرم كه باند قابل مشخصى ايجاد نمود، 5-10 و در مورد پلاسميد 
pTVpla با غلظت اوليه 80 ميكروليتر بر نانوگرم ، 6-10 به دست آمد 
ذكر  فرمول  از  استفاده  با  و  حاصل  نتايج  به  توجه  با   .(3  A-B (شكل 
شده در جدول 3 كمترين تعداد كپى قابل تشخيص مربوط به هر دو 
ژن تعيين گرديد (19). اين ميزان براى ژن caf1، 370 كپى و براى ژن 

pla 21 كپى در يك واكنش 25 ميكروليترى PCR به دست آمد. 

جدول 3: فرمول تعيين تعداد كپى هاى قابل تشخيص 

= تعداد كپى هاى قابل تشخيص

كمترين غلظت سكانس هدف كه در واكنش PCR قابل تشخيص است 
 6/023 × 10 

عدد آووگادرو = مول / مولكول 23
اندازه سازه ژنى = (طول وكتور + ژن هدف) 

6/6 × 10 

تبديل bp به كيلودالتون = 5

M
N
L
D

DL
NM

×
×

 irp2 و ژن كروموزومى caf1, pla مربوط به 2 ژن پلاسميدى PCR شكل 1: نتايج واكنش
Multiplex و Uniplex در دو شرايط

 

 

 

 

 

 

 

520 bp

300 bp 400 bp 

 Ladder          pla             caf1                 irp2             multiplex    control-ve 
 

B. subtilis
 Y.pestis
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 E. coli
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 K. pneum
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 P. aeruginosa
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475 bp 

شكل 2: واكنش PCR مربوط به سه ژن irp2, caf1, pla در باكترى Y.pestis و ژن كروموزومى 16S rRNA در 
 irp2, caf1, مربوط به سه ژن PCR باكترى هاى كنترل منفى. در هيچ يك از باكترى هاى كنترل منفى در واكنش
pla باندى ديده نشد. مثبت شدن واكنش PCR مربوط به ژن كروموزومى 16S rRNA با طول bp 475 حضور ژنوم 

استخراج شده با قابليت انجام PCR را تاييد مى كند. 
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Yakhteh Medical Journal, Vol 12, No 3, Autumn 2010           367 367



400 bp

10-6 10-5   10-4  10-3   10-2      10-1  10

520 bp

10-6 10-5   10-4   10-3   10-2      10-1  10
 

A

B

با   pTVcaf1 پلاسميد  از  رقتى  كمترين   10-5 رقت   :A  :3 شماره  شكل 
 25 واكنش  در  كه  مى باشد،  ميكروليتر  بر  نانوگرم   120 اوليه  غلظت 
از  رقتى  كمترين   10-6 رقت   :B است.  تشخيص  قابل   PCR ميكروليترى 
پلاسميد pTVpla با غلظت اوليه 80 نانوگرم بر ميلي ليتر مى باشد، كه 

در واكنش25 ميكروليترى PCR قابل تشخيص است.

بحث
 Multiplex PCR و   Uniplex PCR روش  از  مطالعه  اين  در 
براى تشخيص مولكولى سريع باكترى Yersinia pestis استفاده شد. 
روى  بر  ترتيب  به  كه  بودند   irp2, caf1, pla مطالعه  مورد  هاى  ژن 
قرار   Pathogenicity Island ترادف  و   pPst ،pFr پلاسميدهاى 
فرد  به  منحصر   Y.pestis باكترى  گونه  در  پلاسميدها  اين  گرفته اند. 
اين  طبيعت  در  موجود  وحشى  گونه هاى  تحت  بيشتر  طرفى  از  و  بوده 

پلاسميدها را در خود حفظ نموده اند (20، 21). 
هينباچ و شوام درسال 1993 در مطالعات خود براى بررسى ژنوم 
باكترى Y.pestis در تحت گونه هاى مختلف آسيا، آفريقا و آمريكا 
از پرايمرهاى ژن pla جهت شناسايى قطعى باكترى استفاده كردند و 
نيل  جهت  در   PCR واكنش  انجام  كه  داد  نشان  آنها  تحقيقات  نتايج 
اپيدميولوژيكى  بررسى هاى  و  بيمارى  كنترل  و  تشخيصى  اهداف  به 
قابل استناد است (22). از سويى طبق بررسى هاى انجام شده، مشخص 
 ،Y.pestis شده است كه استفاده از اين ژن ها جهت شناسايى باكترى
 Y.entercolitica, نظير  مشابه  گونه هاى  ساير  با  كاذب  مثبت  نتايج 
نمى كند  ايجاد   Rickettsia typhi و   Y.pseudotubesculosis
(22).  انگلتالر و همكارانش نيز در سال 1999 براى شناسايى باكترى 
Y.pestis روش PCR را با روش تلقيح به حيوان آزمايشگاهى مقايسه 
كردند. نتايج تحقيقات آنها نشان داد كه شناسايى باكترى Y.pestis با 
برخى  مقاومت  دليل  به  را  كاذب  منفى  مشكلات  تنها  نه   PCR روش 
روشى  بلكه  نمى كند  ايجاد   Y.pestis به  آزمايشگاهى  حيوانات  از 
مقرون به صرفه از نظر هزينه، امكانات و زمان مى باشد. بنابراين نتيجه 
همچون  تشخيصى  معمول  روش هاى  به  نسبت  روش  اين  كه  گرفتند 

باكتريولوژى و تلقيح به حيوان آزمايشگاهى بسيار حساس تر و  كشت 
دقيق تر است و مى تواند يك روش مناسب در جهت تشخيص، كنترل 
و مراقبت بيمارى طاعون به شمار آيد (23). تحقيق حاضر نيز حساسيت 
 LOD بالاى پرايمرهاى طراحى شده را نشان داده است، به طورى كه
 caf1 براى ژن PCR برابر 370 كپى در يك واكنش 25 ميكروليترى
و21 كپى در يك واكنش 25 ميكروليترى PCR براى ژن pla در اين 
راستا قرار مى گيرد. تعيين حد تشخيص يكى از مهم ترين شاخص هاى 
كيت هاى تشخيص مولكولى مى باشد و محققين از روش هاى مختلف 
براى محاسبه آن استفاده نموده اند. يكى از اين روش ها، تهيه رقت هاى 

سريال از باكترى زنده و سپس شمارش آنها و تعيين
واحدهاى كلونى ساز (Colony Forming Unit; CFU) مى باشد. 
با  و  انجام  ژنوم  استخراج  باكترى  مختلف  رقت هاى  از  روش  اين  در 
PCR كردن آنها حد تشخيص محاسبه مى گردد. بر خلاف داشتن دقت 
بالاي اين روش، مهم ترين نقطه ضعف آن نياز به باكترى زنده مى باشد 
و به دليل خطرناك بودن كار با باكترى Y.pestis و نياز به BSL3، در 
اندازه گيرى   ،LOD تعيين  ديگر  روش  نشد.  استفاده  آن  از  تحقيق  اين 
غلظت ژنوم، تهيه رقت هاى سريال از آن، تخمين تعداد كپى ژنوم در هر 
رقت، انجام PCR در مورد هر رقت و در نهايت تخمين حد تشخيص 
مى باشد. دقت پايين مهم ترين نقطه ضعف اين روش مى باشد. بر اساس 
سپس  و  پلاسميد  در  هدف  ژن  كلونينگ  مختلف،  محققين  مطالعات 
روش هاى  بهترين  از  يكى   PCR انجام  و  آن  از  سريال  رقت هاى  تهيه 
تعيين LOD مى باشد، بنابراين در مطالعه حاضر نيز از اين روش استفاده 

گرديد.
روى  بر   PCR روش  اساس  بر   Y.pestis تشخيصى  روش هاى 
 ،24) باكتريايى  كشت هاى  و  آلوده  موش   ،(23) بيمارى  ناقل  كك 
محل  و  موقعيت  اساس  بر  روش ها  اين  بيشتر  است.  شده  انجام  نيز   (25
قرارگيرى ژن هاى مهم پلاسميدهاى pFra و pPst مى باشد. اما برخى 
پلاسميد pFra را  دارند،  وجود  طبيعت  كه در   Y.pestis گونه هاى از 
از دست داده اند ولى كماكان جزو گونه هاى وحشى و بيمارى زا مطرح 
ايجاد  را  كاذب  منفى  موارد  بيمارى  تشخيص  در  مى توانند  و  مي باشند 
كنند (12). لذا در مطالعه حاضر، روش مالتيپلكس كه بر اساس دو ژن 
پلاسميدى caf1, pla و ژن كروموزومى irp2 پايه گذارى شد مى تواند 
تا حد زيادى بر اين مشكل غلبه نموده و موارد منفى كاذب را به حداقل 
Multiplex- روش  از  سال 1996  در  نيز  همكاران  و  تسوكانو  برساند. 
Yers- پاتوژن  گونه هاى  ساير  از   Y.pestis شناسايى  جهت   primers

inia و ساير انتروباكترياسه ها استفاده و آن را مفيد ارزيابى كردند (26). 
در سال 1999، المديا و ليل بر مبناى روش Multiplex-PCR باكترى 
Y.pestis را مورد شناسايى قرار دادند. اين محققين طى اين مطالعه 4 
ژن بيمارى زايى irp2, caf1, pla وlcrV را در نمونه هاى بالينى و انواع 
سويه هاى وحشى و غيروحشى باكترى مطالعه كردند و نشان دادند كه با 
به كارگيرى روش Multiplex، تمام موارد منفى كاذب از مطالعه حذف 
 Uniplex نسبت به روش Multiplex بنابراين روش خواهد شد (12). 
نه تنها كم هزينه تر و سريع تر مى باشد بلكه موارد منفى كاذب را نيز به 

طور كامل حذف خواهد كرد. 
از  بسيارى  در  اكنون  هم  طاعون،  بيمارى  نسبى  كنترل  خلاف  بر 
در  دارد.  وجود  طبيعى  طور  به  خيز  طاعون  كانون هاى  دنيا  مناطق 
خيز  طاعون  كانون  عنوان  تحت  كانونى  حاضر  حال  در  نيز  ما  كشور 
باكترى  كانون هايى،  چنين  در  كلى  طور  به  دارد.  وجود  كردستان 
بيمارى  به  نسبى  مقاومت  داراى  جوندگان  بين  ناقل  كك هاى  توسط 
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طاعون در حال انتقال است و يك انزيوسى به وجود مى آورد. هرگاه 
انتقال باكترى به جوندگان حساس به اين بيمارى رخ دهد باعث بروز 
همراه  جوندگان  فراوان  مير  و  مرگ  با  كه  مى گردد  اپيزيوسى  يك 
رخداد  براى  مناسب  شرايط  ايجاد  لحاظ  از  اپى زيوسى  وقوع  است. 
قابليت  سويى  از  دارد.  اهميت  انسانى  جمعيت  بين  در  اپيدمى  يك 
به  در  آلوده،  آيروسل هاى  طريق  از  عفونت  انتقال  در  باكترى  اين 
كارگيرى در سلاح هاى بيولوژيك مدت هاست مورد توجه قرار گرفته 
است و طبق طبقه بندى مركز كنترل و پيشگيرى بيمارى ها در آمريكا

در   ،(Center for Disease Control and Pervention; CDC)
از  مى گيرد.  قرار  بيوتروريسم  نظر  از  مهم  بيولوژيك  عوامل   A دسته 
خصوصيات اين دسته مى توان به موارد زير اشاره كرد: آسانى انتقال از 
انسان به انسان، نرخ مرگ و مير بالا، فشار بالا بر سيستم هاى بهداشتى- 
به  نياز  عمومى و  افكار  بر  شديد  روانى  روحى -  فشار  ايجاد  پزشكى، 
آمادگى بالا براى مقابله با آنها. با توجه به نكاتى نظير توان بالقوه باكترى 
و  اپيزيوسى  وقوع  احتمال  و  بيوتروريستى  اهداف  جهت  استفاده  در 
اپيدمى در كانون هاى طاعون خيز، لزوم آشنايى با روش هاى تشخيص 
سريع و حساس باكترى به طور كامل محسوس است. اگر چه روش هاى 
استاندارد  ارگانيسم،  معمول  كشت  همچون  باكتريولوژيك  معمول 
باكترى مى باشند (10)،  طلايى و جزو روش هاى رايج براى تشخيص 
اما از آنجا كه به تقريب رشد ارگانيسم به آهستگى مى باشد و از طرفى 
قرار گرفتن عامل در كاتگورى A عوامل بيولوژيك، شرايط كشت آن 
را محدود به آزمايشگاه هاى داراى ايمنى زيستى سطح 3 مى كند (10، 
تشخيصى  معمول  روش هاى  بودن  پرهزينه  و  پرخطر  و  وقت گير   .(11
سبب شده است كه بررسى روش هاى تشخيص مولكولى سريع جهت 
شناسايى عامل مورد هدف اين مطالعه قرار گيرد. اهميت اين موضوع 

زياد  علاقه مندى  موجب  سپتامبر،  يازده  وقايع  از  پس  خصوص  به 
متخصصين در زمينه طراحى روش هاى تشخيص سريع باكترى گرديده 
است كه اين واقعيت با مشاهده افزايش مقالات منتشر شده در اين زمينه 

در چند سال اخير روشن مى گردد.

نتيجه گيرى
سيتم  و  ارگان  هيچ  ايران  در  حاضر  حال  در  اين كه  به  توجه  با 
بهداشتى و يا نظامى اقدام به پايش مناطق آلوده و تحت خطر با استفاده 
از روش هاى تشخيص مولكولى ننموده است و هيچ روش تنظيم شده اى 
در اين زمينه ارايه نشده است، اين مطالعه مى تواند در فراهم نمودن ابزار 
تشخيص مولكولى مناسب براى ارزيابى جوندگان و كك هاى آلوده به 
منظور پايش مناطق تحت خطر بسيار موثر باشد و مناطق تحت خطر را 
حتى براى رديابى از نظر ايجاد يك اپيزيوسى كنترل و مراقبت كند. از 
طرفى روش هاى طراحى شده در اين مطالعه، ابزارى دقيق، سريع و كم 
هزينه براى جست وجو، تشخيص و رديابى اين باكترى در موارد استفاده 
عمدى از آن مانند عمليات بيوتروريسمى يا جنگ هاى ميكروبى فراهم 

مى نمايد.

تقدير و تشكر
ايران  اسلامى  جمهورى  ارتش  مالى  حمايت  با  طرح  اين  انجام 
مربوطه  فرماندهان  كليه  از  مقاله  نويسندگان  و  است  گرفته  صورت 
دكتر  آقايان  از  نويسندگان  همچنين،  كنند.  مى  تشكر  و  سپاسگزارى 
نوراير پيازك از بخش انگل شناسى انستيتو پاستور ايران و دكتر كيهان 
آزادمنش از بخش هپاتيت انستيتو پاستور ايران كه در انجام اين تحقيق 

همكارى نمودند، تقدير و تشكر مى كنند. 
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