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Abstract 
 

Background and purpose: Clostridium difficile is an obligate anaerobic, gram positive bacillus. 

The purpose of this study was to develop and optimize Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) 

technique for assessing the prevalence of Clostridium difficile infection in the samples of watery diarrhea. 

Material and methods: This cross-sectional qualitative study was performed in 48 samples of 

watery diarrhea (fecal samples were obtained from 24 patients with nosocomial diarrhea and 24 patients 

with antibiotic-associated diarrhea). All samples were cultured in the specialized CDMN Agar medium. 

Six specific primers were applied for the LAMP Assay and the LAMP reaction was conducted under 

optimal conditions. Furthermore, sensitivity and specificity of LAMP were determined to detect 

Clostridium difficile. 

Results: In this study, the optimized LAMP technique was determined to be 10 bacterium. In 

addition, LAMP technique showed a high specificity for detecting the bacteria. Among the patients with 

nosocomial diarrhea and antibiotic-associated diarrhea, 18.2% and11.5% were reported to be positive, 

respectively. 

Conclusion: LAMP was found as an applicable, sensitive, and quick technique for detection of 

Clostridium difficile. 
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 پژوهشي

 مبتلا به اسهال با ماراني دربليسيفي دوميدي كلستري مولكولصيتشخ
 ي حلقه اي تك دمارياستفاده از روش تكث

  
       1سيده فرسين حسيني

       2ي الماسني محمد ام
        3ي كاردي محمد تق

        4شراره مقيم
 5وجيهه كرباسي زاده

  چكيده
دقيق وسريع يكي از مسائل مهم در   تشخيص. بي هوازي اجباري است،ت باسيل گرم مثبكلستريديدم ديفيسيل :هدف و سابقه 

سازي روش مولكولي تكثير هم دمايي به واسطه  بهينه اندازي و  هدف از اين پژوهش راه. استكلستريديوم ديفيسيلكنترل عفونت 
  .ماران استهاي اسهالي آبكي بي  در نمونهكلستريديوم ديفيسيل شيوع عفونت براي ارزيابي) LAMP(حلقه 

 بـه   بيمـار مبـتلا    24(بيمار مبتلا به اسـهال آبكـي        48توصيفي بر روي     -اين پژوهش به صورت مقطعي     :ها مواد و روش  
 يرو  مبـتلا بـه اسـهال بـر        مـاران ينمونـه ب   .انجام شد  )بيوتيك بيمار مبتلا به اسهال متعاقب مصرف آنتي       24 اسهال بيمارستاني، 

به كار گرفته شـد و واكـنش         LAMPپرايمر اختصاصي براي تكنيك      6.  شدند آگار كشت داده   CDMN ي اختصاص طيمح
LAMP     ويژگي تكنيك    تشخيص حساسيت و   .تحت شرايط بهينه انجام شدLAMP  برخوردار بـوده    يي بالا اري بس يژگياز و 

  .مورد بررسي قرار گرفت كلستريديوم ديفيسيل كه جهت تشخيص
 مبـتلا بـه اسـهال       مـار ي ب 24از  . ذره باكتريايي بـود    LAMP  ،10سازي شده    هدر اين مطالعه حساسيت روش بهين      :ها يافته

 بـه وسـيله تكنيـك    درصـد  5/11 و درصد  2/18بيوتيك به ترتيب      مبتلا به اسهال متعاقب مصرف آنتي      ماريب 24 بيمارستاني و 
LAMP مثبت گزارش شدند.  

  .باشد يم ديفيسيل ديومحساس و سريع در تشخيص كلستري ،روشي كاربردي LAMPتكنيك  :استنتاج
  

  ، كلستريديوم ديفيسيل اسهال آبكي،LAMP تكنيك: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
هاي عفوني است و     ن بيماري تري اسهال يكي از شايع   

يكــي از معــضلات بهداشــتي اكثــر جوامــع بــه خــصوص 
 كشورهاي جهان سوم را تشكيل داده است كه در اين ميـان         

، علت شايع اسـهال     فيسيلكلستريديوم دي اسهال وابسته به    

بيمـاري  مرگ و مير ناشي از ايـن        . )1(باشد بيمارستاني مي 
 سـريع   تـشخيص . كنند  ميليون نفر گزارش مي    10را ساليانه   
هاي باليني، نقـش      در نمونه  كلستريديوم ديفيسيل عفونت  

   كه لاف اينـبر خ .)2(اري داردـرل بيمـي در كنتـزايـس به
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هـاي   هـوازي و همچنـين تـست       هاي كشت بي   اكثر روش 
سرولوژي، پيجيـده وزمـان بـر بـوده و فاقـد حـساسيت و               

هوازي كلستريديوم   ، كشت بي  )4(باشند ويژگي كافي مي  
 آگار از حساسيت و ويژگي      CDMNديفيسيل در محيط    
 در حـــال حاضـــر روش .باشـــد مـــي كـــافي برخـــوردار
cytotocity AssayوEnzyme Immune Assay  كه نشان

باشند از   دهنده مستقيم توكسين كلستريديوم ديفيسيل مي     
. باشـند  هـا مـي   هاي تشخيصي روتين در آزمايـشگاه    روش

از ) EIA(روش آنـزيم ايميـون اسـي         با توجه به ايـن كـه      
باشـد ولـي حـساسيت آن        اي برخوردار مـي    تكنيك ساده 
 پيكوگرم از توكسين  1000تا   100حضور و متفاوت بوده 

ارزيـابي  . جهت مثبـت شـدن ايـن تـست ضـروري اسـت            
كـشت بافـت نيـز       سيتوتوكسي سيتي كـه بـه آن ارزيـابي        

ــي ــست م ــد ت ــودهGold Standard گوين ــه  ب جهــت  ك
و زمان بر وهزينه     باشد تشخيص كلستريديوم ديفيسيل مي   

هـــاي اخيـــر براســـاس تكثيـــر  در ســـال .)3،4(بـــر اســـت
ــيدنوكلئيك ــاكتري روشاس ــي   ب ــاي مولكــولي مختلف  ه

ــه ــي   پاي ــه م ــدند ك ــذاري ش ــك    گ ــيد نوكلئي ــد اس توانن
 ميكروارگانيزم را در فاصله زماني كوتـاه تكثيـر كـرده و           

تـرين روش مولكـولي بـراي        رايـج . نتيجه را اعـلام كننـد     
، امـا   )4(باشـد  مـي  PCRتشخيص كلستريديوم ديفيـسيل،     

ده از اســـتفا هـــاي دقيـــق و لـــزوم تجهيـــزات و دســـتگاه
پرزحمت بـراي تـشخيص محـصولات تكثيـر          هاي روش

شده از جمله عواملي هستند كه اسـتفاده از ايـن روش را             
به عنـوان تكنيكـي روتـين در مراكـز تشخيـصي محـدود        

ــي ــد م همكــارانش  و Notomi ،2000در ســال  .)5،6(كنن
 براي اولين بار تكنيـك تكثيـر هـم دمـا بـه واسـطه حلقـه          

LAMP1    ،ختـصاصيت وسـرعت بـسيار      ا را كه از ويژگي
تكنيـك تكثيـر     .)7(بالايي برخوردار است ابـداع نمودنـد      

 روشي سـريع، حـساس و      LAMP هم دما به واسطه حلقه    
باشد كـه قـادر اسـت        ساده براي تكثير اسيدنوكلئيك مي    

DNA         6بـا اسـتفاده از       هدف را تحت شرايط هـم دمـا و 
مـر  پراي 6اسـتفاده از     .)9 ،8(پرايمر اختصاصي تكثيـر كنـد     

ــه   ــصاصي ك ــدف    8اخت ــوالي ه ــزا را روي ت ــوالي مج ت
                                                 
1. Loopmediated isothermal amplification  

تكنيـك را    حـساسيت ايـن    ويژگـي و   كنند، شناسايي مي 
پرايمر  2علاوه بر    ،LAMPدر واكنش   . دهند افزايش مي 

ــي  ــر خــارجي  2و BIP، (FIP(داخل ــه  B3،(F3(پرايم ك
توان از يك جفـت      كنند، مي  را مشخص مي   منطقه هدف 

ــوان پرايمر   ــافي تحــت عن ــر اض ــه  پرايم ــژه حلق ــاي وي   ه
)LB  ،(LF              نيز اسـتفاده نمـود تـا بـدين طريـق حـساسيت

، واكـنش   PCRبـرخلاف    .)10-12(تكنيك افـزايش يابـد    
LAMP       نياز بـه ترموسـايكلر ودناتوراسـيون DNA   الگـو 

 هــا نداشــته و بــا اســتفاده از خــصوصيت جــايگزين رشــته
(standard displacement)  توســطDNA  پليمــرازBst 

تـر از يـك      ايـن واكـنش قـادر اسـت كـم          .شود انجام مي 
 كپي توليـد كنـد و      109، تعداد   DNAساعت از يك كپي   

بـدون   محصولات تكثيري حاصل بـا چـشم غيرمـسلح و         
ايـن روش بـا     .نياز به ژلالكتروفـورز قابـل مـشاهده اسـت         

مـشاهده در زيـر      ودرصـد    1/0افزودن رنگ سايبرگرين    
ــور  ــان كــم UVن ــل    در زم ــه شناســايي عام ــادر ب ــري ق ت

  .)14 ،13(باشد يم
  

  ها  روشمواد و
 24( نمونـه اسـهال آبكـي        48در اين مطالعـه تعـداد       

ــي    ــصرف آنت ــب م ــهال متعاق ــه اس ــارمبتلا ب ــك  بيم بيوتي
كننده به آزمايشگاه تشخيص طبي مهديه اصفهان        مراجعه

الزهـرا   مبـتلا بـه اسـهال بـستري در بيمارسـتان           بيمار 24 و
نمونه بيمـاران    ناي كه مورد بررسي قرار گرفتند   ) اصفهان
آگـار   CDMNروي محيط اختـصاصي      به اسهال بر   مبتلا

هاي اسهال آبكي پـس از       تمامي نمونه . كشت داده شدند  
روز در دمـاي    3 به مدت    CDMNتلقيح در محيط مغذي     

پــس از شــوك  گــراد انكوبــه شــدند و  درجــه ســانتي37
 آگـار  CDMNبه روش كشت خطـي در محـيط          الكلي،

هــوازي اجبــاري بــه  رايط بــيدر شــ و كــشت داده شــدند
 CDMN كــه بــه دليــل ايــن .روز انكوبــه شــدند 2مــدت 

 محيط اختصاصي باكتري كلـستريديوم ديفيـسيل اسـت،        
اختـصاصي ديگـري جهـت       هاي افتراقي و   نيازي به تست  

  .)15(باشد تشخيص اين باكتري نمي
  



 
   و همكارانحسينيسيده فرسين      
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 پژوهشي

  :DNA استخراج
DNA وسـيله كيـت     به كلستريديوم ديفيسيل باكتري

Russia، Ribo preb amplisens) Cat: k2-9-et-100 (
  .ها استخراج گرديد از نمونه
  

  :LAMPپرايمرهاي ويژه
 ،از مقالـه  LAMPپرايمرهاي مورد استفاده در واكنش      

Kato براساس توالي ژني2005همكاران در سال    و tcdB 
)GenBank accession no.KC292192(  ــد ــتفاده ش  اس
  .)16() 1جدول شماره (

  
  LAMPوالي پرايمرهاي مورد استفاده در واكنش ت :1شماره  جدول

  

FF 3 GTATCAACTGCATTAGATGAAAC 

B B 3 CCAAAGATGAAGTAATGATTGC 

FFIB CTGCACCTAAACTTACACCATCTATCCTTCCTACATTATCTGAAGGATT 

BBIP GAGCTAAGTGAAACGAGTGACCCGCTGTTGTTAAATTTACTGCC 

FLB AATAGTTGCAATTATAGG 

BLF AGACAAGAAATAGAAGGCTAGG 

  
   :  LAMPمخلوط واكنش

 مـايكروليتر و    25مخلوط واكـنش در حجـم نهـايي         
 mM 4/1، 8 بـــه غلظـــت  DNTPميكروليتـــر1شـــامل 

 آنـزيم  ميكروليتر M 8/0  ،5/2 ميكروليتر بتائين به غلظت   
(New England Biolabs) Bst، 5/2 ــافر  ميكروليتــر ب

 Kcl (10Mm) ،Tris-Hcl حـاوي  1Xآنزيم بـه غلظـت   

(20mM) ،Mgso4 (9mM) ،(NH4)2 SO4 (10mM) ،
 هر كـدام بـه غلظـت        B3 و   F3پرايمرهاي   ميكروليتر 5/0

20MP، 2 پرايمرهاي   ميكروليتر FIP   و BIP      هر يـك بـه 
 LB و   LFميكروليتر پرايمرهاي لـوپ      1و PM20غلظت  

  .باشد  ميPM20هر يك به غلظت 
  

  :LAMPارزيابي واكنش 
د در  گـرا   درجه سانتي  60 در دماي    LAMPواكنش  

 دقيقه انجام گرفت، سـپس بـه        60هات بلاك و به مدت      
 1/0 مــايكروليتر از ســايبرگرين 1هــر لولــه نمونــه مقــدار 

.  مـشاهده شـد    UVاضـافه گرديـد و در زيـر نـور           درصد  
هـاي منفـي بـه رنـگ          هاي مثبت به رنگ سبز و لولـه         لوله

  .نارنجي خيلي كم رنگ ديده شدند
  

  : LAMPتعيين حساسيت تست 
هــاي  رقــت ،LAMPين حــساسيت تــست بــراي تعيــ

ــا  DNAمختلـــف  ــون تـ ــاكتري از يـــك ميليـ   ذره 10 بـ
ــق   ــه روش رقي ــاكتري ب ــازي  ب ــا(Serial-Dilution)س   ي

Kochs Methodمورد بررسي قرار گرفتند  تهيه و.  
  

  :LAMPتاييد ويژگي تست 
 ،HCV هـاي LAMP ،DNAبراي تاييد ويژگي تكنيك 

Clostridium histolyticum،Staphylococcus aureus، 
Klebsiellapneumoniaكنترل منفي بررسي شدند ، ونمونه.  

  

  يافته ها
بعــد از پايــان واكــنش بــه دنبــال اضــافه كــردن       

لوله مثبت به رنگ سبز روشن ولوله منفي به          سايبرگرين،
 )1 شـماره    تصوير( رنگ نارنجي خيلي كم رنگ ديده شد      

ــنش   ــاروز   LAMPو محــصول واك ــيله ژل آگ ــه وس  2ب
 توجه به تست ويژگـي،     با .ورد تاييد قرار گرفت   مدرصد  

 كلستريديوم ديفيسيل  در تشخيص باكتري   LAMPتكنيك  
  ).2 شماره تصوير( بوده است درصد 6/95 داراي ويژگي

  

  
  

 و 2، 1لوله : UV زير نور LAMPتشخيص واكنش : 1 شمارهتصوير 
  . كنترل منفي4 كنترل مثبت، لوله 3
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   درصد2  روي ژل آگارزLAMPرز محصول الكتروفو: 2شماره تصوير 
M :DNAسايز ماركر bp  100 2،3،4كنتـرل مثبـت، لايـن    :1، لاين :

  كنترل منفي: 5نمونه هاي مثبت، لاين 
  

  
هـاي اسـهال      بر روي نمونـه    LAMPنتايج حاصل از    

 نمونـه از افـراد بـستري        24آبكي نشان داد كه از مجموع       
 نمونــه از 24و از مجمــوع )  درصــد2/18(در بيمارســتان 

افــراد مبــتلا بــه اســهال متعاقــب مــصرف آنتــي بيوتيــك  
)  درصد 5/11(كننده به آزمايشگاه تشخيص طبي       مراجعه

 حـساسيت   . بودنـد  كلستريديوم ديفيـسيل  مبتلا به عفونت    
LAMP   ــشت ــسه باك ــتاندارد (در مقاي ــوان اس ــه عن در ) ب
 درصـد   6/95 درصد و ويژگـي آن       100هاي باليني    نمونه

 بـه   LAMPرزش اخبـاري مثبـت و منفـي         ا. گزارش شـد  
  .درصد محاسبه گرديد100 درصد و 3/95ترتيب 
  
  بحث

ــسيل  ــستريديوم ديفي ــت،    كل ــرم مثب ــيل گ ــك باس ي
ــي ــت    ب ــسين اس ــده توك ــپوردار وتوليدكنن ــوازي، اس  .ه

توكسين   با ايجاد دو اگزوتوكسين،    كلستريديوم ديفيسيل 
A )انتروتوكسين (  وتوكسينB ) موجـب   )سايتوتوكـسين

پـاتوژن وعوامـل ميزبـان نقـش         .شـود  ت واسهال مي  كولي
ــدميولوژي  ــي در اپي ــسيل  مهم ــستريديوم ديفي ــازي كل  ب

هـاي   كه در حـال حاضـر روش       با وجود اين   .)17(كنند مي
هــاي بــسياري  پيــشرفت كلــستريديوم ديفيــسيلتــشخيص 

هـا در تـشخيص      ولي به دليل معايب ايـن روش       اند، داشته

 عفونت بـه حـساب      عفونت، معيار مناسبي براي تشخيص    
ــي ــد نم ــن رو لازم اســت روش .آين ــاي مولكــولي   از اي ه

 .)18(ايمونولـوژيكي شـوند    هاي كشت و   جايگزين روش 
هاي اخير مطالعاتي در ارتباط با بررسي فراوانـي          سال طي

كـه از    اسـت   انجـام شـده    كلـستريديوم ديفيـسيل   عفونت  
: تـوان بـه مـوارد زيـر اشـاره نمـود       جمله اين مطالعات مي  

Gursoy ــال  همكــارانش و ــا روش كــشت 2007در س  ب
از مبتلايـان بـه      درصـد    7/27سلولي مشخص كردند كـه      
  افـراد   درصـد    14 بيوتيـك و   اسهال متعاقب مصرف آنتـي    

 كلستريديوم ديفيـسيل در بيمارستان دچار عفونت      بستري
هـوازي   با كشت بـي    1999در سالاريدز سال    . )19(هستند
 18ي مـشخص كـرد      هاي مـدفوع اسـهال بيمارسـتان       نمونه

كلـستريديوم  افراد مورد مطالعه مبـتلا بـه عفونـت          درصد  
ــسيل ــدديفي ــه در .)20( بودن ــال   مطالع ــه در س  2011اي ك

هـاي   همكارانش بر روي نمونـه     و Noren ميلادي توسط 
 مدفوع بيماران مبتلا به كلستريديوم ديفيسيل انجـام شـد،         

ــك  ــسه تكني ــشت و   LAMP در مقاي ــك ك ــا دو تكني  ب
 تكنيـــك اختـــصاصيت ، حـــساسيت وBن سيتوتوكـــسي

LAMP درصد   98 را ppv=92%)،(npv>99%  گزارش
اختصاصيت ايـن تكنيـك تاكيـد        برحساسيت و  و كردند
 پس  2012 همكارانش در سال   و Boyanton. )21(كردند

و آنـزيم   Real time PCRبـا   LAMP از مقايسه تكنيك
بـه عنـوان يـك آزمـون       ،LAMP ايمينو اسي از تكنيـك    

 درصـد   2/95مقرون به صرفه بـا حـساسيت         قيق،د سريع،
)ppv=83.3%، npv=99.2% (ــد در . )22(گــزارش كردن

ــر  ــه حاضــ ــساسيت مطالعــ ــد LAMP ،100 حــ  درصــ
)ppv=95.3%، npv=100%(  چنـين  هم. محاسبه گرديد 

مبتلايـان بـه     ودرصد   2/18 مبتلايان به اسهال بيمارستاني   
ــي   ــصرف آنت ــب م ــهال متعاف ــك  اس ــد 5/11بيوتي  درص

 LAMP جديــد در مطالعــه مــا تكنيــك. رش شــدندگــزا
 براي اولـين    كلستريديوم ديفيسيل جهت تشخيص باكتري  

 با مقايسه مطالعه كنوني مـا و      . برده شد در ايران به كار    بار
ــا روش    ــاط ب ــده در ارتب ــام ش ــات انج در  LAMP مطالع

توان بيان كرد    ، مي كلستريديوم ديفيسيل تشخيص باكتري 



 
   و همكارانحسينيسيده فرسين      
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 پژوهشي

نسبت به مطالعات ديگـر در تـشخيص         LAMP كه روش 
ــاكتري ــسيل  ب ــستريديوم ديفي ــساسيت و كل ــت  از ح دق

  .بالاتري برخوردار است

علاوه بر سادگي    LAMP نتايج حاصل نشان داد كه    
ويژگي بالايي بوده    داراي حساسيت و   كم هزينه بودن،   و
توانــد بــه عنــوان روشــي روتــين در مراكــز   مــيابراين بنــ

  .تشخيصي مورد استفاده قرار گيرد
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