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Abstract 

 

Backgrounds and Objectives: Rapid identification of Vibrio cholera is important in epidemics and bioterrorism 

wars. On the other hand, the conventional method is time consuming and costly. The aim of this study was to 

develop a rapid, inexpensive and high sensitive method based on magnetic nanoparticles for trapping bacterial DNA. 

Materials and Methods: In this study, biotinalated probes were used for trapping Vibrio cholerae DNA. Finally 

designed primers were used to detect bacteria.  

Results: According to PCR identified results showed that only Vibrio cholera were identified, and; concluded 

that the biotinalated probe is specific for bacterium Vibrio choleraecholera.  

Conclusions: According to the findings of this study, Sensitive and specific detection of the bacterium  

Vibrio cholerae is assessed and validated with this method efficiently. And in terms of time and at lowest costs are 

introduced an efficient method. 
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 چکیده

میتّ میي جىگ َادس اپیذمی اسشیغ يیبشیً کلش ئیشىاسا شمیىٍ ي اَداف: تًشيسیسمی حائض اَ َای مشسًم صمان باشذ. ي اص طشفی متکی بٍ سيشَای بی
 باکتشی ي DNAابذاع سيشی سشیغ، اسصان ي با حساّسیتّ بالا ي مبتىی بش واوً رسات مغىاطیسی بشای بٍ دام اوذاخته بش ي پش َضیىٍ است. َذف اص ایه مطالعٍ 

 باشذ.می PCR شىاسایی آن با استفادٌ اص
تًیهب  اص پشيدس ایه مطالعٍ  َا:مًاد ي زيش ایدت بدا کمدک     باکتشی يیبشیً کلشا بٍ کمک بیذ مغىاطیسی ا DNAداس بشای بٍ دام اوذاخته بی ستفادٌ شدذ ي دس وُ

شٌ گشفتٍ شذ. PCRپشایمشَای طشاحی شذٌ بشای شىاسائی باکتشی بٍ کمک تکىیک   بُ
جٍ بٍ وتایج َا:يافتٍ تًیهکٍ فقط بشای يیبشیً کلشا باوذ داشت، وتیجٍ گشفتٍ می PCR با تً  داس مختص باکتشی يیبشیً کلشا میباشذ.شًد کٍ پشيب بی

دن شىاسایی باکتشی يیبشیً کلشا با سيشاختصاصی حساسیت ي گیسی:وتیجٍ ٍ،  صمان ي وظشگشدد ي اص َای مزکًس اسصیابی ي تائیذ میبً سيشدی بدا صدشفٍ     َضیىد
 گشدد.معشفی می

 
کلش َا:کلید ياضٌ رسات مغىاطیسی، يیبشیً تًیه ،PCR، اواوً  داسپشيب بی

 

 Nanodrug85@yahoo.com ایمیل نویسنده رابط:*
 

 مقدمٍ  
کلشا،یٍجش اَدٓ اص یَ ِ، خبً ًَبس ُ،  ضکل ایهیلِ ثبکتشی یٍجشی خویذ

اَصیثی س تطکیل ثذٍى ٍ هٌفی گشم اختیبسی، ّ  دسٍ  ثبضذ.هی اسپَ
لَیسن لبدس ثبکتشی ایي .داسد طَل هیکشٍى 6/2 –4/1 حذٍد  اص ثِ هتبث
فس طشیك کلشا ثش .است تخویش ٍ تٌ  ّبیطى آًتی اسبس یٍجشیَ

A,B,C ِبٌثباگ ّبیسشٍتیپ ث اٍ، ای -2) ضَدهی تمسین ّیکَخیوب ٍ ب
کلشا. (1  ایي. است هشگجبس اسْبلی ثیوبسی یک ثٍب، عبهل یٍجشیَ

دُ غزای ٍ آة طشیك اص ثیوبسی تٌمل آلَ  هطکل یک ٍ ضَدهی ه
ِ ث تب کِ سختی ّبیاپیذهی ثب ثیوبسی ایي آیذ.حسبة هی ثِ خْبًی

بی است داضتِ حبل سبًْ فتگی  .تاس گشفتِ سا صیبدی خبى اً دٍسُ ًْ
 تب 2ب چٌذ سٍص ٍ ثِ طَس هعوَل دسحذٍد ایي ثیوبسی چٌذ سبعت ت

 ،ضبهل کطت ،ضٌبسبیی آى هشسَمّبی سٍش .(3-4) سٍص است 5
ضیویبیی ٍ ِ  آصهبیطبت ثیَ طی است کِ ًیبص ثِ ٍلت ٍ ّضیٌ لََ ًَ ایو

ی ثش ًبًَ ثشای  ثبلایی داسًذ. اص ایي سٍ گشایص ثِ سٍش ّبی هجتٌ
اَة  ثبضذ.هی مشٍى ثِ غشفِه ضٌبسبیی، ذ یب خ احتوبل گشفتي ثبً

ی اص ثبکتشی دس هحیط کطت یب  PCRهثجت اص گزاضتي  ثب حدن پبئیٌ
ًَِ کن هی تیي . ثشثبضذًو ِ ایي اسبس استفبدُ اص پشٍة ثیَ داس ثشای ث

ذاختي  ٍ  خذاثبکتشی دس حدن DNAدام اً سبصی آى ثب ّبی کوتش
ثٍب حسبّسیتّ ثبلا استفبدُ اص هیذاى هغٌبطیسی ثِ  اَى اثضاسی خذیذ  عٌ

ّذف اص ایي  .(5-7) گشددهعشفی هی ِ ایي هطکلاتثشای غلجِ ث
سعِ سٍضی خذیذ ثشای خذاسبصی  اختػبغی  DNAهطبلعِ تَ

کلئیک است. ایٍجشیَ کلش بثشایي اص سبیش اسیذّبی ًَ طشاحی ّذف  ثٌ
تَیي یٍجشیَ کلشاپشٍة ثی  ،تکِ ثب حشاس است. داسٍ  اختػبغی اص 

DNA تیٌِ  ثِ پشٍة ای ضذُ ٍتک سضتِ ،دس هحیط -هیهتػل ثیَ

بٌطیسی گشدد، ستِ ثیذ هغ یٍذیي ثبّ  ُ  ثِ ا ذ ضذ هَخَد دس هحیط ثبً
ٍ  کِ ثعذ ضستطَ ثب پشٍتکل هَخَد ثب کوک هیذاى هغٌبطیسی خذا 

 .(8-9)گشدد ضٌبسبیی هی

 
 َامًاد ي زيش

اب  ضشایط ّب ٍثبکتشیدس هَسد  ّابی  طات اص هحایط ک  کطت آًْ
LB-Agar ٍ LB-Broth  تضشکاص Merck    استفبدُ گشدیاذ. ثابکتشی

ثِ هاذت  سبًتی گشاد دسخِ  37دس ضشایط استشیل کطت ٍ دس دهبی 
ثَِسبعت  18 ک  گشدیذ. اً

 



ً کلسٌ آ بٍ کمک فىآيزی واوً  12َمكازان  /  ي غلامسضا حسفٍ ديست                                                                                     زيشي وًيه بسای شىاسايي سسيع باکتسی ييبسي

بْ ًطبى هیذّذ. : 1جدول  ُ ضذُ است سا ثب کذ ثیي الوللی آً بیی کِ دس طشح استفبد ًَِ ثبکتشیّ   گ
یٍجشیَ  ثبکتشی

 کلشا
ًَ ه بس سَدٍ

َصا  آئشٍطیٌ
ضیگلا 
 فلکسٌشی

لَی کلجسیلا  اضشیطیبک
هََیًِ  پٌ

 7881 25992 29903 27583 14035 کذ ثیي الوللی

 
ثش اسبس سفشًس اسائِ ضذُ دٍ آغبصگش پیص سٍ ٍ پس سٍ طشاحی 

اَلی آى خْت سبخت ثِ ضشکت طى فٌبٍساى اسسبل   گشدیذٍ ت
د اص: .(10) الی آغبصگش پیص سٍ عجبست ثَ  تَ

5/-GAGCCGGCATTCATCTGAAT-3/ PRIMER F - 
(hlyA) 

 گشاددسخِ سبًتی 3/57ثشاثش  (Temperature Melting,TM) ثب
د اص: اَلی آغبصگش پس سٍ عجبست ثَ  ٍ ت

 5/-CTCAGTGGACTAATACGGTTCA-3/ PRIMER R - 
(hlyA) 

 ِ سبًتی گشاددسخ 4/58ثشاثش  TM ثب
تیي ثشای طشاحی پشٍة م پشٍتئیي سطحی داسثیَ َ  omp اص طًَ یٍجشی

ذاصًذُ 5/دس لسوت  .گشدیذاستفبدُ  اکلش  12تب 6 پشٍة ثِ دام اً
اَى فبغلِ CH2 صًدیشُ ٍ ثِ عٌ عت فضبیی  ذاص ثشای کن کشدى هوبً اً

بی  تْ ِ هٌظَس اتػبل ثِ ثیذ هغٌبطیسی طشاحی  3/دس اً تیي ث تٍئیي ثیَ پش
سط ضشکت طى فٌبٍساى سفبسش سٌتض دادُ ضذ. ٍ  تَ
5
/

-biotin-(CH2)-accatttgcctagccgtactt-3
/

 
          Dynabed M-280- Streptavidin هغٌبطیسی ثب ًبم تدبسی ثیذ

سط  ضشکت سیٌب طى خشیذاسی گشدیذ. تَ

اَى ثب فشّابی  1xssc,2xssc,13xscc اص ثبفشّبی ضستطاَ ٍ   تحت عٌ
 (.11) ذّیجشیذ استفبدُ گشدی

B&w (2x): اَد صیش هی  ثبضذ.ضبهل ه
  11mM tris-Hcl (PH=7.5), 2 M Nacl, 1mM EDTA 
 

داابم ثااشای ریاال ّاابیحداان ٍ غلظاات ،2 خااذٍل هطاابثك   PCR اً
 .استفبدُ گشدیذ

سد ًظش ثشای اًدبم غلظتٍ  حدن :2جدول    PCRبّی هَ

ببفر  نام هواد
x 
11 

الیگو 
نوکلئوتید 

 هب

کلرید 
 (2منیزیم)

مر پرای
1 

پرایمر 
2 

آة  آنزیم 
 مقطر

 ببکتری

 x غلظت
11 

میلی  5/2
 مولار

میلی  51
 مولار

پر  11
 مولار

پر  11
 مولار

511 
 واحد

-- --- 

حجن هورد 
استفاده برحسب 

 هیکرولیتر

 
5  

 
4 

 
2  

 
2 

 
2 

 
5/1 

 
5/33 

 
1 

 

 
 

   َايافتٍ
دٌّذُ کِ ًطبى، PCRًتبیح حبغل اص  1ضکل ضوبسُ 

دى سٍشاختػبغی ٍ ثِ عجبستی پشٍة ثِ دام  ثِ کبس سفتِ است ثَ
م ثبکتشی ذاصًذُ ثیي طًَ اَد ٍ سٍشاً -ّبی ثحث ضذُ دس لسوت ه

م  م ثبکتشی ٍیجشیَ کلشا ثِ طَس اختػبغی فمط ثِ طًَ ّب ٍ ًیض طًَ
یٍجشیَ هتػل ضذُ کِ ثب هیذاى هغٌبطیسی خذا ٍ  ثب کوک ثبکتشی 

PCR خِ ثِ ایٌکِ ضبگشددضٌبسبیی هی ّذ ثبًذ فمط ثِ . ٍ ثب تَ
م ثبکتشی ٍیجشیَ کلشا ّستین ٍ ایي ًتیدِ ًطبى دٌّذُ  کوک طًَ

دى پشٍة طشاحی ضذُ ثشای ایي ثبکتشی هی ثبضذ ٍ اختػبغی ثَ
ذ ثشای ثبکتشیویً اً  ّبی دیگش ّن هَسد استفبدُ لشاس ثگیشد.تَ

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PCRتًبیح حبغل اص 
یٍجشیَ کلش PCRتًبیح  :1شکل م  ثبکتشی  بی )طًَ م سبیش ثبکتشیّ  ا ثِ ّوشاُ طًَ

اَدٍ  سٍش  بّ(هعشفی ضذُ دس لسوت ه

 

ى ضوبسُ  ّبی ضیگلا، ضبهل ثبکتشی تشتیتِ ث 5تب  1ستَ
لَی، هبسکش، کلجسیلا، ضوبسُ  ًَبس، اضشیطیب ک  7یٍجشیَ ٍ 6سَدٍه

م ثبکتشی خِ ثِ حضَس طًَ ّبی فَق، کٌتشل هٌفی، هطبثك ضکل ثب تَ
یٍجشیَ ذی هطبّذُ هی دس ًتبیح فمط ثب  ضَد ٍ ثِ عجبستی فمط کلشا ثبً

ُ گشدد کِ ًطبى هیایي ثبکتشی ضٌبسبیی هی دّذ پشٍة طشاحی ضذ
یٍجشیَ کبسا ثبًذ هی م ثبکتشی  ُ فمط ثب طًَ ٌّذ ضَد کِ ًطبى د

دى ایي پشٍة هی ثشای ًطبى  2ثبضذ. ضکل ضوبسُ اختػبغی ثَ
م  دادى هیضاى حسبّسیتّ سٍش ثِ کبس سفتِ است. دس ایي سٍش اص طًَ

یِْ ضذ، اص ، سلتتیياستخشاج ضذُ ثِ کوک کیت ثیَ ّبی هختلف ت
م ثبکتشی  ذاختي یب اتػبل ثِ طًَ پشٍة طشاحی ضذُ ثشای ثِ دام اً

م خذا ضذُ استفبدُ ٍ بیت اص طًَ گزاضتِ ٍ ًتبیح ثشسسی  PCR دس ًْ
اص پشٍة  Aّب دس ثشسسی حسبسیت کبس کِ هطبثك ضکل گشدیذ.

لٍی دس ثی ُ ًطذُ است. Bَتیي داس استفبدُ ضذُ   استفبد
 

 
B                                                                                  A 

 
 کبس ًطبى دادى حسبسیت: 2ضکل 

A: ىِ ث تٌشل هٌفی، ضبهل هبسکش،  8تب1بّی تشتیت ستَ گش 10، 5، 5/2، 25/1، 625/0، 312/0ک لٍیتش هیًبًَ  ثبضذ.م دس هبکش
B: ِىث لٍیتش هی 625/0، 5/2، 5، 25/1ضبهل هبسکش،  5تب  1بّی تشتیت ستَ گشم دس هبکش  .ثبضذبًًَ

د کِ دس همبیسِ ثب ضکل  625/0تب  10بّی سلت Aدس ضکل  ذ ثَ ِ اص پشٍ Bداسای ثبً تَیي ک ُ است فمط دس سلتة ثی ًُ طذ ذ ثَ 5/2ٍ  5بّی داسی استفبد ذ ثبً ٍُ دین.کًِ طبى هیضبّ ٍ کیفیت کبس دس گش  Aدّذ حسبسیت 
 است. Bثبلاتش اص گشٍُ 
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 بحث
م  PCR دس ذاختي طًَ ثذٍى استفبدُ اص سٍضی ثشای ثِ دام اً
اَى ثش ایي هی 2، ثب تَخِ ثِ ًتبیح حبغل دس ضکل ضوبسُ ثبکتشی ت

ذاصًذُ ًِ تٌْب  ًکتِ اضبسُ داضت کِ ثب طشاحی پشٍ ة ثِ دام اً
ضَد ثلکِ حتی ثب ٍخَد تعذاد کن َدى کبس اسصیبثی هیثاختػبغی

ًَِ، حسبسیت ٍ کیفیت کبس ثبلا هی حتی ثب  ٍسٍد. ثبکتشی دس ًو
تیي ة استفبدُ اص پشٍ د حسبسیت ٍثیَ اَّین ثَ  داس لبدس خ

ثب  سٍش ضٌبسبیی سا خیلی ثبلاتش اص حذ اًتظبس ثبلا ثجشین. اختػبغی
لیي فبکتَس هْن دس ضٌبسبئی عَاهل عفًَی دس  تَخِ ثِ ایٌکِ اٍ

ِ دُ ٍ اص طشفی فبکتَس ّضیٌ ّب ّن ضشایط ثحشاى تطخیع سشیع ثَ
ذ ایي دٍ فبکتَس سا ثبضذ فلزا دستهطشح هی اً یبثی ثِ سٍضی کِ ثتَ

دبم گشفتِ تب ثشای تطخیع حل کٌذ لاصم هی ثبضذ کِ دس طشح اً
اى ثِ  استحذٍدی ثِ ایي هْن دست یبفتِ ضذُ است ٍ اهیذ  ثتَ

ٍ ّوکبساى ثشای  Amagliani اَى سٍضی ًَیي اص آى ثْشُ گشفت.عٌ
طًض دس آة  ضٌبسبیی لیستش ذ استفبدُ کشدُدایٌبثیذ  اصیب هًََسیتَ اً

ّوکبساى اسائِ ضذُ ٍ Thompson. دس سٍضی دیگش کِ تَسط (11)
ًَلا دس آة ثب کوک پشٍة ثِ دام ذاصًذُ  است. ضٌبسبیی سبلو اً

د ای دیگش اص ًبًَ رسات هغٌبطیسی خْت (. دس هطبلع12ِ) ُ استثَ

تیي یٍذیي استفبدُ کشدُ ٍ ثب طشاحی پشٍة ثیَ داس الذام اتػبل ثِ آ
ذاختي  ذکشدُ ثبکتشی DNAثِ، ثِ دام اً  (.13) اً

 
 گیسیوتیجٍ

اَهال   خِ ثِ هطبلعبت اخیش ٍ کبسّبیی کِ دس اهش ضٌبسبئی ع ثب تَ
دُ است ٍ ثِ خػاَظ ثاب وْاَس علاَم خ     ًَی هطشح ثَ ذیاذی  عف

ی کِ ایي علان دس کلیاِ علاَم     اًٍ چَى ًبًَ فٌبٍسی ٍ کبسثشدّبی فشا
خِ ثاِ ّاذفی کاِ اص    ِ ث خػَظ صیستی ٍ پضضکی داسد ٍ ًیض ثب تَ

دبم ایي تحمیك دًجبل هی اَى ثاب ثشسسای ًتابیح     کٌاذ. های  اسائِ ٍ اً تا
اَى  حبغل ثِ ایي ثبٍس دست پیذا کشد کِ ثب تکیِ ثش ایي علاَم های   تا

ابیی  اًَ خػاَظ دس  ِ ی ٍسایع دس کلیاِ علاَم پضضاکی ثا     ّابی ثِ ت
ب دست یبفت، ثساب کاِ ضٌبسابیی ثابکتشی      تطخیع ٍ دسهبى ثیوبسیْ
ًَی ثاب ایاي سٍش    اَهل عف یٍجشیَ کلشا دس تحمیك حبضش ٍ یب سبیش ع

اَى  گشدًاذ ٍ های  ثِ غَست سشیعتش ٍ لبثل اعتوبدتش ضٌبسبیی های  تا
ذیاذ ثی     اَهال تْ اَلع ثحاشاى یاب ع د کِ دس ه اٍس ثَ اَى   اهیذ لَاَطی ثتا

 لذهی هحکن ٍ ٍسیع دس خْت هْبس ٍ دسهبى آى ثشداضت.
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