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Abstract 

 

Background and purpose: Enteropathogenic Escherichia coli from Enterobacteriaceae family 

is one of the most common causes of chronic diarrhea in children and infants. Polymerase Chain Reaction 

(PCR) method is commonly used for detection of enteropathogenic Escherichia coli species, but there are 

some disadvantages with this method due to the use of gel electrophoresis and staining with ethidium 

bromide, including being time consuming, limits on the number of samples, and toxicity of ethidium 

bromide. The aim of this study was to evaluate the PCR-ELISA technique for detection of 

enteropathogenic E.coli. 

Materials and methods: In this study, Streptavidin was loaded in ELISA plate, and a specific 

Biotinylated probe was used to connect the PCR product. Biotinylated probe was connected to 

Streptavidin and the amplified gene was attached to the probe. Finally, the digoxigenin antibodies were 

used to identify the PCR product. The reaction was measured with an ELISA reader. 

Results: eae of enteropathogenic Escherichia coli was amplified using the gene specific primers 

which resulted in a fragment of a 999 bp. The results of PCR-ELISA showed that this technique does not 

cross-react with the bacteria in their families and its sensitivity was 11 pg. 

Conclusion: PCR-ELISA technique is an accurate and rapid test for detection of infectious 

agents by the specific gene. PCR-ELISA could be used as an alternative method instead of time-

consuming, less sensitive, and expensive techniques. 
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 پژوهشی

با  یاکلیاشرش یکانتروپاتوژن یباکتر eae یژن اختصاص یصتشخ
 PCR-ELISA یناستفاده از روش نو

 
    1سمیرا رامی

   2جعفر امانی   

 3طیبه صالح     

 چكیده
 اسهاا  زهنزن د  عللترین یکی از شایع ،اعضای خانواده انتروباکتریاسه از یکانتروپاتوژن یاکلیاشرش و هدف: سابقه

 واکهش  یهک،انتروپاتوژن یاکلیاشرشهای زختلف های زرسوم جات تشخیص گونه وشیکی از  زی باشد.زادان کودکان و نو
آزینی با اتیهدیوم بروزایهد دا ای زیهایای از  نگ ژ  الکتروفو ز و زاستفاده ا باشد که به دلیلزی (PCR) ای پلیمراززنجیره

باشهد. ایهن زهیاتیدیوم بروزاید و ژ  آگا ز  بودنچشین سمی هم ها وقایل صرف ززان، زحدودیت د  تشخیص تیداد نمونه
 .انتروپاتوژنیک انجام پذیرفت اشرشیاکلیجات تشخیص باکتری  PCR-ELISAزطالیه با هدف ا زیابی تکشیک 

 پهرو  از اسهتفاده بهاگردیهد و  با گهذا ی آویهدین اسهترپتو الاینا پلیت کفد  این زطالیه تجربی،  ها:مواد و روش
 بیهوتین. گردید استفاده PCRبا  وش  شده تکثیر eae ژن به اتصا  جات، بود شده بیوتیشه آن ابتدای قسمت که صاصیاخت

 از ناایهت د گردیهد.  زتصهل اختصاصهی پهرو  بهه نیهن یافتهه تکثیهر ژن و شهده، زتصل آویدین استرپتو به پرو  به زتصل
 گردید. گیریاندازه سشج نو  دستگاه با واکش  و شد استفاده زحصو  ششاسایی برای دیگوکسیژنین ضد بادیآنتی

 بهه قطیهه یهک آن نتیجهه که شد تکثیر یکانتروپاتوژن یاکلیاشرش eae ژن اختصاصی پرایمرهای از استفاده با ها:یافته
 دهخانوا هم هایباکتری با زتقاطیی واکش  هیچ تکشیک این که داد نشان PCR-ELISA از حاصل نتایج .بود bp999 طو  
 .شد گرم ا زیابیپیکو 11آن  حساسیت زینان چشینهم و ندا د خود

 ژن از اسهتفاده بها زایمها یب عوازهل ییششاسها یبهرا کهه بهوده یه دق و حساس  وشی PCR-ELISAیک تکش استنتاج:

 یتحساس اب رب ززان یمیقد یهایکتکش یبرا زشاسای یگنینجا تواندزی یکتکش ینزی  ود. ا کا  به یباکتر آن اختصاصی
 .باشد تری ب یشههن و کمتر
 

 eae، PCR-ELISA ،یکانتروپاتوژن یاکلایاشرشانتروباکتریاسه، واژه های کلیدی:
 

 مقدمه
 ،اشرشههیاکلی یهههاسههروتی  تههرینزاههم از یکههی

 اسهاا  اصلی علل از که هستشد انتروپاتوژنیک هایسویه
 زحسههو  توسههیه حهها  د  کشههو های د  کودکههان، د 

 1991 ههایسها  طی د  با  اولین برای هاسویه این. شودزی
  وده جدا ه هایسلو  به اتصا . شدند گنا ش 1991 تا
 این هایویژگی ترینزام از ای وده پرزهای تخریب و

 

 :jafar.amani@gmail.com E-mail           عج(بقیه الله )دانشگاه علوم پنشکی ، زیدان ونک، خیابان زلاصد ا، بید از خیابان شیخ باایی :تاران -جعفر امانیمولف مسئول: 

 رانیتاران، ا ،قیازدشتواحد  یدانشگاه آزاد اسلاز ه،یدانشکده علوم پا ،یکروبیز یوتکشولوژیکا ششاس ا شد ب. 1

 تاران، ایران بقیه الله )عج(،دانشگاه علوم پنشکی ولوژی و زسموزیت ها، انستیتو سیستم بی و ولوژی کا بردییکروبیقات زیزرکن تحق. دانشیا ، 2

 رانیتاران، ا ،قیازدشتواحد  یدانشگاه آزاد اسلاز ه،یدانشکده علوم پا گروه زیست ششاسی،. استادیا ، 3

 : 9/6/1391خ تصویب : تا ی                12/3/1391تا یخ ا جاع جات اصلاحات :            19/2/1391 تا یخ د یافت 
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 سمیرا رامی و همکاران     
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 پژوهشی

 ایجاد ترین عوازلبی  یکی از زروزها .(1-3)باشدزی هاباکتری

 باششدای زیهای  ودههای بیما ستانی باکتریعفونت کششده

های دست آزده از عفونتههای با گانیسمزیکرو  اکثرو 

 .(9،9)باشهشدزهی یبیما ستانی زقاوم به دا وهای ضد باکتریای

یلی، بسیا  کوچک، کوتاه و گرم زشفهی باس ی،لشیاکاشر

هها، توانهایی حرکهت دا نهد و دا ای تر سویهاست. بی 

 باششد.بسیا  زتیدد زی فاکتو های چساشدگی اختصاصی و

 خاص زتصل شده سطوحها به واسطه پیلی به گونه تربی 

های خاص نتیجه این اتصا ، بقای باکتری د  بافت د  و

 دا ای ژنوزی یاکلیشاشرباکتری  .(6)گرددزینبان زوثر زی

زحتوای گوانین به  زگا باز بوده و 6/9ی حلقوی با اندازه

د صههد  99تهها  39 ( آن، حههدودC+Gعههلاوه سههیتوزین )

 زایهیخصوصیات زربوط به بیما ی. (1)استزده شدهتخمین

توانهد از طریه  پلاسهمید و یها سهایر عشاصهر باکتری زهی

سهاب ایهن ویژگهی  ژنتیکی قابهل انتقها  بهه دسهت آیهد.

سهلولی  هایهای ویژه به گونهشود که باکتری د  زینبانزی

 .(9،9)کشهد یا توکسین تولید خاصی حمله کشد، بچساد و

 انتروپاتوژن یاکلیاشرش هایترین شیوع عفونت سویهبی 

(EnteropathogenicE. coli ،EPEC  ) و کودکههان د 

تقهها  ان .(8)دهههدزههیحهها  توسههیه     د  کشههو های د 

باشد و حتهی پتانسهیل زدفوعی زی -باکتری از  اه دهانی

 سهد بهه نرهر زهی .دیده شهده اسهت انتقا  آن از هوا نین

با علازت و بدون علازت به عشوان زخهنن ایهن  کودکان

اسهاا   ،و د  افراد سهالم بها دوز بهالا ردهها عمل کسویه

 دیهوا ه بهه اتصها  طریه  از ا گانیسم این. (1)ایجاد کشد

و  گردیهده سهلو  د  ساختا   یختگی هم به باعث ده و

 سهط   د A/E هیستوپاتولوژیک ضاییات ایجاد به زشجر

  وده دفهع و جهذ  پدیهده عمل این اکه ب شودزی  وده

 ،هااساا  ایجاد شده توسط این سویه. (9)گرددزی زختل

اسهاا   و گنا شاتی ههم از بودهآبکی و به صو ت حاد 

سایر علایم بهه جهن اسهاا  شهازل  .(11)زنزن وجود دا د

دسهت  استفراغ، بالا  فتن د جه حرا ت بدن )تهب( و از

 1999 د  سها  EPEC .(8،11)باشهددادن زاییات بدن زی

های برای نشان دادن ا تااط بین سروگروپ Neterتوسط 

O   (1)های زرتاط با اساا  زطرح گردیهدیکلیااشرشد .

کههرد کههه پیشههشااد  WHO سههاززان باداشههت جاههانی

 ،O26، جملهه دسهته زختلهف از 12د   EPECهای سویه

O55، O56، O111، O114، O119، O125، O127، 

O126، O128، O142، O158 ههایگهروه به عشوان سهر 

EPEC هایسویه .(12،13)دقرا  بگیرن EPEC توان  ا زی

گهروه  بشدی کهرد کهه ههرگروه فیلوژنتیکی تقسیم به دو

هههای سههویه. شههوندزل زههیهههای خاصههی  ا شههاسههروتی 

کهه  شهودهایی گفتهه زهیسویه ، بهانتروپاتوژنیک تیپیک

ژن کدکششههده پههروت ین و  eaeهههایژن بههه نههام دا ای دو

 باشهد( زهیBundel FormingPili)، Bfb غشای خا جی

 ،O127:H6، O125:H6ههای که اغلب شهازل سهروتی 

O127:H6 O119:H6، O55:H6 .ههههای سهههویه اسهههت

شود کهه هایی طلاق زیبه سویه ،آتیپیکانتروپاتوژنیک 

کههه شههازل  باشههشد، Bfpبههوده و فاقههد ژن  eaeدا ای ژن 

 ،O126:H2، O114:H2هههها از قایهههل دیگهههر سهههروتی 

O111:H2، O128:H2 زخنن اصهلی  .(19)باشدزیtEPEC 

عهلاوه بهر  aEPECههای زخهنن سهویه بهوده وتشاا انسان 

ن، زیمههو حیوانههات زختلفههی همچههون خرگههوش، انسههان،

 باشد که فرضیه زخنن بودن حیوانهاتگوسفشد و سگ زی

باشهد و ا تااط با انسان زی که د  EPEC هایبرای سویه

شههود  ا تاییههد یهها بههه عشههوان زخههنن غههذایی اسههتفاده زههی

 تشههخیص جاههت زختلفههی هههای وش .(19-11)کشههدزههی

 ژنهوم و بهر پایهه که هایی وش ازا دا د، وجود هاباکتری

DNA تشههخیص جاههت باتههری هههایتکشیههک هسههتشد 

 زحصهولات بر سی و ششاسایی برای زرسوم  وش. باششدزی

PCR بههها آزیهههنی نهههگ و الکتروفهههو ز ژ  از اسههتفاده  

 سههازید گههه و( Ethidium bromide) بروزایههد اتیهدیوم

(Hybridization )از، بهودن بهر ززهان بر علاوه که است 

 استفاده  وش این د  نین بروزاید اتیدیوم زانشد سمی زواد

 اسهههتفاده از  بهههه جهههای ازهههروزه . هرچشهههدشهههودزهههی

  ،شههودیاسههتفاده زهه safe یههااز  نههگ یههدبروزا یهدیومات

  و دقههت ههها نههگ یههنوجههود اسههتفاده از ا یههنازهها بهها ا

  PCR-ELISA.  وشندا د  ا بروزاید اتیدیوم حساسیت
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(PCR Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 
 یگهرزیهرا د است شده ادی زوا د برای زشاسب جایگنیشی

. شهودیطرف ز بر  نگ های سرطان زا ازبه استفاده  یازن

 تشهخیص د   ا قاهولی قابل حساسیت و سرعتهمچشین 

 فهراهم زابیمها ی ژن اختصاصی هایتوالی اندك زقادیر

 ،(Digoxigenin) اسههتفاده از دیگوکسههیژنین. آو دزههی

 بههرای  ا  ادیواکتیههوی غیههر و زشاسههب تشخیصههیش  و

پلیهت الایهنا فهراهم قالب  د  PCR زحصولات شخیصت

 و پرو  آغازگرهای اختصاصی ، وش این د  زی کشد.

 با '5 که د  ناحیه هدف ژن از زشخصی ناحیه اختصاصی

 نوکل وتیهدهایهمهراه  بهه ، وگهذا ی برچسهب بیهوتین

digoxigenin-11-dUTP  یههاdUTP-DIG  د  واکههش 

PCR ژن از زشخصههی ناحیههه سههشتن د  اسههتفاده جاههت 

 ترکیاهات ایهن و ود به زشجر کهاست   فته کا ه هدف ب

بهادی آنتی شود. همچشینزی PCRزحصولات  ساختا  به

Anti-DIG peroxidase زیههان ناههایی جاههت ششاسههایی 

  وش از بها اسهتفاده PCRزحصهو   و پهرو  بهین کش 

د   شههده تولیههد زحصههولات گههردد.زههی اسههتفاده الایههنا

 (Streptoavidin) ویهدینآ تواسترپ از پوشیده هایظرف

 و (Avidin)ویهدین آ شهدید تمایل اساس بر شده که  یخته

 قطیه ناایت د  چساشد.زی ظرف سط  به( Biotin) بیوتین

ضد  بادیآنتی کمک با دیگوکسیژنین حاوی یافته تکثیر

 اکسیدازرپ آننیم با( Conjugated) کونژوگه دیگوکسیژنین

(Peroxidase ) ژن از زطالیهه ایهن . د شهودزی ششاسایی 

eae ژن کدکششده پهروت ین غشهای خها جی بهاکتری  که

 eae باشد اسهتفاده شهد. ژنزی انترپاتوژنیک اشرشیاکلی

 و زحصو  شدهکد  LEE 9سیسترونیک توسط اپرون پلی

 کهه جهن  نام ایشتیمین اسهته یک پروت ین اتصالی ب ،این ژن

 .(18-22)باشهد( زهیOMPهای غشا  خا جی )دسته پروت ین

 انترپاتوژنیهک اشرشیاکلی زاییبیما ی اهمیت به توجه با

 عازهل ایهن بهه آلهودگی نهوزادان و کودکهان احتمها  و

 اختصاصهی آغازگرهای از استفاده با زطالیه این زا د بیما ی

 باکتری سریع تشخیص PCR-ELISA  وش کمک به و

 گرفت. را ق بر سی زو د انترپاتوژنیک اشرشیاکلی

 ها وشو ر مواد
 باکتری های گونه تایه

 د  تها یخ 2/99کد اخهلاق زطالیه تجربی با  این د 

انسههتیتو  اشرشههیاکلی فههران  آززایشههگاه  از، 23/8/96

 EnteropathogenicE. coliبهاکتری سهویهپاستو  ایران 

(EPEC) بهها شههما ه اسههتاندا دATCC 35218  و تایههه 

 باکتری و ،انجام قالاً آن به زربوط های بیوشیمیاییتست

 فته شد.گر تحویل ،ناایی تأیید صو ت به
 

 باکتری از ژنوزی DNA تخلیص

تهک  ،ژنهوزی بهاکتری DNAبه زشرو  دستیابی بهه 

زشتقهل  LBزیلهی لیتهر از زحهیط زهایع  9کلشی باکتری به 

 31د  دزای  rpm 191 ساعت د  6 -12شده و به زدت 

 ODکهه  ززهانی .گردیهدگهراد نگاهدا ی  د جه سهانتی

 nmو از  کهرده  شهد یبهاکتر یحهاو عیزا کشت طیزح

 .دهههی زتوقههف شههد گرزهها  سههید، 1/1بههه حههدود  611

 9/1 ههای اسهتریل زیلی لیتر از کشت فوق بهه تیهو 9/1

دقیقهه  2-9 زیلی لیتری د  پوش دا  زشتقل شد و به زدت

سههانتریفوژ گردیههد. پهه  از سههانتریفوژ،  rpm 9111 د 

 211 حاصهل د دو   یخته شده و  سو   ییزحلو   و

بهها  د صههد( 1) 21 تههویین و TE) لیتههر از زحلههو  زههاکرو

که زخلهوط یکشهواختی حاصهل  طو ی ،های شدیدتکان

دقیقهه د ون  31 زخلوط حاصل به زهدت .گردد حل شد

توقههف جوشههاندن،  بیههد از و آ  جههوش جوشههانده شههد

 یدزها د  ن یهفر د  دقیقهه 11زخلوط حاصل بهه زهدت 

په  از اتمهام ززهان تییهین  .گراد قرا  گرفتسانتی -21

 2-9زخلوط حاصل به زهدت  و خا ج شد فرین شده از 

ی یهزحلهو   و .وژ گردیهدیسهانتریف rpm 9111 دقیقه د 

وسیله سمپلر به تیوپ دیگری زشتقهل ه حاصل به آ ازی ب

 اسهتفاده زهو د کاوشگر و آغازگرها هدف، ژن .(23)شد

ری ژن کدکششده پروت ین غشای خا جی باکت که eaeژن 

هدف  توالی عشوان به باشد انترپاتوژنیک زی یاشرشیاکل

PCR افنا ههای نهرم از اسهتفاده بها انتخا  وDNAsis و 

Oligo 5گردیهد آنهالین و طراحهی نرر زو د ها آغازگر. 
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 پژوهشی

 و CTGAACGGCGATTACGCGAA، فرادسههت آغههازگر

 GCCAGACGATACGATCCAGACC ،فرودسهت آغازگر

  کههه گرفههت قههرا  اسههتفاده زههو دPCR  د  واکههش 

  بههرای .شههد بههازی جفههت 999 قطیههه تکثیههر بههه زشجههر

شهههده  حهههیطرا کاوشهههگر زا PCR زحصهههو  تأییهههد

ATGGCTTCGATATCCGTTTTAATG -Biotin 

 بهوده  eaeژن از قسمتی زکمل کاوشگر این .استفاده گردید

 . همچشهینباشهدزهی بیهوتین نشهان دا ای '5انتاهای  د  و

 بها اسهت، کهه توالی آن د ست د  وسط ژن قرا  گرفتهه

 الیگهو ایهن شد. طراحیPrimer3 plus سرو   از استفاده

 شدند. فن آو ان ساخته وسیله شرکت ژنبه نوکل وتیدها

 

 PCR واکش 

 یترتایههلیکهرو ز 29 ییناها حجهم د  PCRواکش  

(، گهرم نهانو 111الگو ) DNAیتر لیکرو ز 2شازل که شد

 91 یی)بها غلرهت ناها یهنیم،زش یهدکلریتهر لیکهرو ز یک

 ههر از) dNTPیتهر لیکهرو ز یهک(، یترلیلی/ زیکروزو ز

 9/2(، زیکرو لیتهر/ زولا زیلی 29 غلرت با بازها از کدام

 زیهاد  یهک لیتهر زیکهرو PCR10X، 9/1 بافر زیکرولیتر

 از لیتهر زیکرویک  ،Taq DNA Polymeraseآننیم  یونیت

 ( ویکرو لیتهر/زپیکهو زهو  11 اولیهه غلرت با) پرایمر هر

ه بهود (DDW) یهرتقط بها  زقطهر دو آ  یتهرلرو یکز 16

واسرشهتگی شهازل،  PCR چرخهه هر اجرای نحوه .است

(Denaturation) بهه گرادسانتی د جه 99 دزای د  اولیه 

 د جه 99 دزای د  واسرشتگی چرخه 31 دقیقه، 3 زدت

 تکثیر، گرادسانتی د جه 61 دزای د  گراد، اتصا سانتی

 و دقیقهه( 1زدت  به یک )هر ادگرسانتی د جه 12 دزای د 

 9 زهدت بهه گهرادسهانتی د جهه 12 دزای د  تکثیر ناایتاً

 زحصهو  از زیکرولیتهر 9 گرفهت. انجامبوده است که  دقیقه

 الکتروفهو ز د صهد 1ژ   هایچاهک د ون PCRواکش  

 نشهانگر از PCRزحصهو   انهدازه تییین به زشرو  شدند.

bp111 (Fermentas) زحصو .شد استفاده  PCR از بید 

 از استفاده با آزینی با اتیدیوم بروزایدو  نگ الکتروفو ز

 ( زشاهده شد.BioRad, Hercules) داکیوزشت ژ  دستگاه

 زحصهولات ششاسهایی برای PCR-ELISAتکشیک 

 ششاسههایی  کیههت از بهها دیگوکسههیژنین، شههده نشههاندا 

PCR- DIG Detection بها ههاچاهک کف شد. استفاده 

 زرتاهه سههPBST بها  سهپ  و ،دهپوشان ینویدآ استرپتو

بلاکیشههگ  تایههه زحلههو  بههرای شههد. انجههام شستشههو

(Blocking)، 31 گرمزیلی skim milk  لیتر زیلی یک د

PBST از  یتهرل یکهروز 111 چاههک هر به و یدحل گرد

 99 زهدت بهه یهناالا یهتپل .اضهافه شهد بلاکیشگزحلو  

بهه ههر  شهیوتیب گرفت. سپ  پرو  قرا  C 31°د   یقهدق

به  PCRزحصو   چاهک افنوده شد، قال از وا د نمودن

 یاعمل جوشهاندن تهک  شهته یلهوس هواکش ، ب یانجر

 Anti-DIG یهتناا د  .ها اضافه شدشد و بید به چاهک

سهاعت د   یهکو بهه زهدت  یهدگرد زشتقل هاچاهک به

 شستشهو  PBSTبها زرتاهه گرفت. سهه قرا  C 31° یدزا

 چاههک هر سوبسترا به یترکرو لیز 111و  یرفتصو ت پذ

 از اسهتفاده نمونهه بها زحض  نگ گهرفتن افنوده شد. به

زههولا  واکههش   2 یکسههولفو  یداسهه زیکرولیتههر 111

 الایهنا سهشج  از استفاده با نو ی جذ  .یدزتوقف گرد

(ELISA Reader) (DYNEX Technologies)  992 د 

 و سشجین نتایج از استفاده با سپ و  شد خوانده زتر نانو

 .(29،29)گردید تییین( cut off) سط  حداقل زینان

 

 PCR-ELISA تکشیک حساسیت تییین
 نشهاندا  eae ژن PCR زحصولات از این زشرو ، برای

و  تایهه گهرم نانو حسب بر  قت سریا  تییین غلرت از پ 

 بقیهه .شهد گرفتهه نرر د  زشفی کشتر  به عشوان چاهک یک

 دسهتگاه توسهط پهذیرفت وهمانشد بشد قال صهو ت  زراحل

 .شد گیری( اندازهELISA readerالاینا )ه خوانشد
 

 PCR-ELISA  تکشیک اختصاصیت زینان تییین

 جملهه ازهها یبهاکتر یگرد از اختصاصیت برای بر سی

Vibrio cholera،Enterotoxigenic Escherichia coli  ،
Acinetobacter ، Klebsiella pneumoniaای از نهههگو و

 بهر PCR به وسیله آغازگرهای طراحی شده EPEC یباکتر
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 هههها صهههو ت پهههذیرفت و سهههپ  زهههو د آززهههون وی آن 

PCR-ELISA .قرا  گرفتشد 
 

 ها یافته

با استفاده از ژنوم اسهتخراج  ،PCRزحصو   بر سی

 آغازگرههای از اسهتفاده با جفت بازی 999 تکثیر قطیهشده 

 تاییهد زشرهو  انجهام گرفهت. بهه شده طراحیاختصاصی 

 1آگا ز  ژ   وی لیتر از آن  ا کرویز PCR ،9زحصو  

و سهاین  بروزایهد اتیهدیوم آزیهنی نهگ بها برده و د صد

 آغازگرههای وجفهت بهازی  999 صحت قطیه اززا کر 

 (.1تصویر شما ه ) گردید حاصل اطمیشان شده طراحی

دو  ، ههرPCR DIG-labeledزحصهو   تاییهد بهرای

PCR زیمههولی و DIG-labeled یههکآگهها ز  یبههر  و 

علهت وزن ه به شهده نشهاندا  قطیهه شهد. بهرده د صهد

زیمهولی  PCRاز زحصهو   کمی بهالاتر، زولکولی بیشتر

 .(2تصویر شما ه ) قرا  گرفت

 ،شهده آغازگرهای طراحهی حساسیت بر سی برای

گهرم بها  پیکهو 11 گهرم تها نانو 211  قت سریا  ژنوم از

تایه شده به از  قت های  .گردیدتایه  TE استفاده از بافر

طاه  دسهتو الیمل  استفاده شد و PCRعشوان الگو برای 

بها  PCRزحصهو   .صو ت پهذیرفت PCRفوق واکش  

حداقل  بر سی گردید. یک د صداستفاده از ژ  آگا ز 

DNA یههکانتروپاتوژن اشرشههیاکلیبههاکتری  ژنههوزی از 

 ژ   وی  ویتهی قابهل بانهد کهه PCR اسهتفاده د  زو د

 نمود، ایجاد بروزاید با اتیدیوم شده آزینی  نگ آگا ز

 .(3تصویر شما ه ه است )بودپیکو گرم  9/1
 

 ها بر سی اختصاصیت آغازگر
 طراحهی آغازگرهای بودن اختصاصی بر سی برای

شهد،  استفاده خانواده انتروباکتریاسه هایاز باکتری شده

 یهک د صهد آگها ز ژ   وی بهر PCR و بید زحصو 

 آغازگرهههای از اسههتفاده نتیجههه د  کهههگردیههد  ا زیههابی

 از بههازی جفههت 999 قطیههه تکثیههر زشجههر بههه اختصاصههی

بانهدی از  شد و ههیچ یکانتروپاتوژن اشرشیاکلیباکتری 

 آگها ز ژ  بهر وی های خهانواده انتروباکتریاسههباکتری

واکهش   یتاختصاصه 9شهما ه  تصویرنگردید.  زشاهده

PCR ییجات ششاسا EPEC ا نشان زی دهد . 

 

 1         2         3        9 

 
 

، eae ژن PCRتصویر ژ  آگا ز زربوط به زحصهو   :1شماره  تصویر

 زحصهو  :3 سهتونی، کشتهر  زشفه :2 ستون، DNAنشانگر اندازه  :1 ستون

زحصهو   :9 ستون، Aاستخراج شده به  وش  eaeژن  PCR واکش 

  .B استخراج شده به  وش eaeژن  PCR واکش 

 
 

 
 

 PCR تصویر ژ  آگا ز زربوط به نشاندا کردن زحصهو  :2 شماره تصویر

 زحصهو  :DNA ،2نشانگر اندازه  :DIG-dUTP، 1وسیله  هب EPECژنوزی

PCR 3 ،نشاندا  نشده : EPEC  زحصوPCR نشاندا  شده EPEC.  

 

 
 

 بهر حسهب ه تییهین حساسهیتتصویر ژ  آگا ز زربوط به :3شماره  تصویر

 بهه ترتیهب :2، 9تها  2ساین زها کر  :EPEC ،1ژنوزی  DNAزینان غلرت 

 EPEC ژنوزی DNAگرم از پیکو9/1نانوگرم تا  PCR  211زحصو 

 0111 bp 

0111bp 

   3           2         0   

0111bp 999bp 
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 پژوهشی

8         1         6         9       9       3        2        1 

 
 

 EPECجاهت ششاسهایی  PCRاختصاصیت واکهش   :4 شماره تصویر

کشتهر  زثاهت  :3 ،کشتهر  زشفهی :2 ،( DNA Ladder) ساین زا کر :1

 ،کلاسهیلا پونوزونیهه :9 :EPEC، 9 :ETEC، 6، ( EPEC )گونه ای از
 اسیشتوباکتر: 8 ،ویاریو کلرا :1

 

 PCR-ELISA گیری اندازه بر سی
 ههر از ،PCR-ELISAگیری دقهت اندازه جات د 

 اسهههتفاده DIG-labeled و زیمهههولی PCRزحصهههو   دو

 یکهی شهد کهه گذاشته کشتر  نمونه دو همچشین گردید.

ه بهود Anti-DIG زشاای دیگری وPCR زحصو   زشاای

 ههانمونهه همهه هها،کشتهر  گهرفتن  نگ زحض . بهاست

 جهذ  تقریاهاً DIG-labeledنمونه های  .گردید زتوقف

 زیل دادند. نشان عادی از نمونه های بیشتر برابر 2 نو ی،

 استفاده ساب دیگوکسیژنین ضد بادیآنتی بالای ترکیای

ایمونولهوژی گردیهده  آززایشهات د  ادهزه ایهن گسترده

-DIG و PCR زحصههو   احتههی بههه بههادیآنتههی اسههت.

labeled دقهت افهنای  ساب نتیجه د  کرده ششاسایی  ا 

بهه  PCR-ELISAانهدازه گیهری  .شهودزهی گیهریاندازه

)حهاوی  ویهدینآصو ت زقایسه ای د  پلیت های فاقهد 

PBS )  نمهههودن زحصهههولات  پههه  از نشهههانداPCR، 

 زتههر توسههط نههانو 992  انجههام و جههذ  آن د  آززههای

 OD قرائههت گردیههد. زیههنان ELISA Readerدسههتگاه 

 1/1 شهده ژن برابهر نشهاندا  PCRقرائت شده زحصهو  

 قاهو  قابهل حهد قرائت شهده د  OD بوده که این زینان

ههای آشکا سهازی پلیهت ،1نمهودا  شهما ه . اسهتبوده 

فاده از ( بهها اسههتیههدین)فاقههد آو PBSزیکروتیتههر حههاوی 

  ا نشان زی دهد. eae زحصو  ژن

 
 

 )فاقهد PBS سازی پلیت ههای زیکروتیتهر حهاوی آشکا  :1شماره  نمودار

ای زحصو   صو ت زقایسه به eae،با استفاده اززحصو  ژن آویدین(

PCR  نشان دا  نشده شده و نشان دا 

 

بههه صههو ت زقایسههه ای د   PCR-ELISAانههدازه گیههری 
 ویدینآپلیت های حاوی 

آززای   ،PCRنمودن زحصولات  دا  پ  از نشان

زتههر توسههط دسههتگاه  نههانو 992انجههام و جههذ  آن د  

ELISA Reader قرائت گردید. زینان OD  قرائهت شهده

بوده کهه ایهن  1/3 شده ژن برابر دا  نشان PCR زحصو 

 حهد قابهل قاهولی بهوده اسهت  قرائت شهده د OD زینان

 (.2)نمودا  شما ه 
 

 
سازی پلیت های زیکروتیتر حهاوی آویهدین  آشکا  :2 نمودار شماره

 PCRبه صهو ت زقایسهه ای زحصهو   eae با استفاده از زحصو  ژن

 نشان دا  شده و نشان دا  نشده
 

از نمونهه  PCRسهازی زحصهو   نتیجه حاصل از آشکا 
 وسیله الیناه زستقیم باکتری ب

از نمونهه  PCRنمودن زحصهولات  دا  پ  از نشان

زواد و  وش ها بهه آن  چه د  زطاب  آن ،تریزستقیم باک

 nm 992آززههای  انجههام و جههذ  آن د   اشهها ه شههد،

قرائهت گردیهد. زیهنان  ELISA Readerتوسط دسهتگاه 

OD   قرائت شده زحصوPCR شهده از نمونهه  دا  نشان

قرائهت  ODبوده که این زیهنان  9/3 زستقیم باکتری برابر

  .(3دا  شما ه نمو) حد قابل قاولی بوده است شده د 

999bp 0111bp 

999bp 
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 PCR DIG-Labeled نتیجه حاصل ازآشکا سازی زحصو  :3شمارهنمودار 

 وسیله الیناه از نمونه زستقیم باکتری ب

 

 PCR-ELISA حساسیت

 آلهودگی و ژنهوزی DNAحد  ترینپایین آززای  این

 PCR-ELISAبها  خهالص کشهت زحیط د  دتوانکه زی  ا،

 حساسیت بر سی برای نماید.زی ششاسایی کرد، زشخص

 ایهن شد، بهرای استفاده سازی  قی   وش از تکشیک این

 قیه   2/1نسهات  شهده بهه نشاندا  PCRزحصو   زشرو 

پ  . گردید ژنوزی تایه DNA از زختلف  قت16و  شد

 eaeاز ژن  حاصهل PCR زحصولات نمودن دا  نشان از

 زتر نانو 992 د  آن جذ  و گرفت انجام الاینا آززای 

 1شما ه  نمودا  .گردید قرائت اه نو سشجیتوسط دستگ

 بها کهه باشهدزی زرحله این از آزده دست به نتایج بیانگر

کهه  یافتهه بهه طهو ی کهاه  OD غلرت، زینان کاه 

ه بهود ششاسهایی قابل نین گرم پیکو 11 تا DNAآلودگی 

 گیهریبها باهره قسمت از زطالیه این د  سشج  زینان .است

 (.9)نمودا  شما ه  است گرفته صو ت کشتر  هاینمونه از

 

 
 

بها اسهتفاده از  PCR-ELISAتییین حساسهیت  وش  :4شماره نمودار 

 گرم( پیکو 11گرم تا  نانو 911سریا   قت از) eaeژن  PCRزحصو  

 PCR-ELISA اختصاصیت 

 های طراحهی آغازگر اختصاصیت بر سی زشرو  به

اشرشهیاکلی  ،جملهه از زختلهف ههای ژنوم باکتری ،شده
 اسهتیشوباکتر بوزهانی، ،پشوزونیه کلاسیلانتروتوکسیژنیک،ا

اسههتافیلوکووس او ئههوس، سههودوزوناس آئروجیشههوزا، 
 یاکلیاشرشهه خههود بهها همههراه همچشههین ،ویاریههوکلرا

شده  ا ائه  وش گردید و زطاب  انتروپاتوژنیک استخراج

 9 شما ه نمودا  د  شده ا ائه نتایج که صو ت پذیرفت،

 قابهل سهط  .ه اسهتبود واکش  عدم وجود دهشده نشان

 از ،یکانتروپاتوژناشرشیاکلی وجود  تشخیص برای قاو 

 که جاآن از باشد.زی گیریاندازه قابل کشتر  نمونه های

 خانواده این اعضای سایر ژنوم PCRزحصولات واکش  

اختصاصهیت  تهوان اززی دهد،زی نشان  ا تریکم سط 

 از په . کهردحاصهل  اطمیشان شده طراحی هایآغازگر

 تهوانزهی 9 شما ه نمودا  به توجه با اختصاصیت بر سی

سایر  د  شده انتخا  ژنی توالی که کرد حاصل اطمیشان

 از صهلاح نتیجهه است. نشده تکرا  خانواده اعضای این

 .شد خواهد بیان بیشتری خاطر اطمیشان با آززای  این
 

 
ژنهوم  PCRزحصهو   ODتیجهه حاصهل از قرائهت ن:5 شممارهنمودار 

 ،ویاریهوکلرا :3 ،اشرشهیاکلی یهکانتروپاتوژن :2و  1باکتری های زختلهف

 ، اسهههتیشوباکتر: 6 ،کلاسهههیلا: 9، اشرشهههیاکلی یژنیکانتروتوکسههه :9

 یشوزاژسودوزوناس آئرو :8، وس او ئوسکاستافیلوکو :1

 

 بحث

 زهر  و زیهر علهلترین جن  زام اساا  باکتریایی،

ههای بیمها ی .(26)باشهدهای توسهیه یافتهه زهی کشو  د 

ای زختلهف ایجهاد ههای  ودهاساالی که توسهط پهاتوژن

ساز برای گردند، هشوز به عشوان یکی از زوا د زشکلزی
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 هاو سالانه زوا د زیادی از بیما ی باشهشدباداشت عموزی زی

. کششهد ا د  کشو های زختلف از جمله ایران ایجاد زهی

تایه  اصهلی  وپهات 6 انتروپاتوژنیک یکهی از یاکلیاشرش

 بها ایجهاد EPECزشخصات  .(13)اساا  زا است یاکلیاشرش

 تلیهالیهای اپید  سلو  Attaching-Effacementضاییات 

زشخصات تیپیک ایهن ضهاییات  .شود وده زشخص زی

 ههایهای آکتهین د  سهلو د  سط  سلو  و بازآ ایی  شته

 .(26،21)تاپی تلیا  د  زحل اتصا  باکتری به سهلو  اسه

 وی لوکهوس ر ب A/Eهای لازم برای ایجاد ضاییات نژ

تهرین ایهن زاهمیکهی از  قهرا  دا نهد. LEE کروزوزوزی

اتصهالی  تو ککششهده فهاکهدباشهد کهه زهی eaeها، ژن ژن

 ههاید  زطالیات زیادی ا تااط بین سهویه باشد.ایشتیمین زی

EPEC د  .(26،28،29)و ایجاد اساا  گنا ش شده اسهت 

 ، EPEC وی بهاکتری بر شده انجامالیات زط از بسیا ی

 هها وتهین آززایشهگاه زتهدهای توسهط باکتری ششاسایی

های زولکولی کا گیری تسته ب جمله از ،گرفته صو ت

PCR Multiplex و RealTime PCR (31،31)باشهد زهی. 

 اشرشهیاکلیباکتری  اختصاصی ششاسایی زطالیه این از هدف

باشهد. زهی PCR-ELISAتوسط تکشیهک  یکانتروپاتوژن

 خانواده انتروباکتریاسهه اعضای سایر  وی بر تحقیقاتی اخیرا

 کلاسهیلا پشوزونیهه،جمله  از PCR-ELISA تکشیک طری  از
 و اشرشهههههیاکلی ویاریهههههوکلرا شهههههیگلا، سهههههالمونلا،

 گنا شهی، تهاکشون است ولی گرفته انجام یژنیکانتروتوکس

 این  طری از انتروپاتوژنیک اشرشیاکلیششاسایی  بر زاشی

 تشخیص ززیشه د  تحقیقاتی .(32،33)است نشده اعلام تکشیک

 .است گرفته انجام PCR-ELISA زتد از استفاده با

 سهها  د  کههه همکهها ان و Laoboonchaiزطالیههه 

 تایلشهد د  زالا یها ههاینمونهه تشهخیص بهرایکه  2111

  همکهها ان و Kimو د  زطالیههات  (39)انجههام پههذیرفت 

  از B هپاتیههت HBxژن  خیصتشهه جاههت، 2119 سهها  د 

 . احمههدی د  (39)اسههتفاده گردیههد PCR-ELISA  وش

از  O1 ویاریههوکلرا، بههرای تشههخیص سههریع 1389سهها  

 (PCR-ELISAالایهنا ) -ی پلیمهراز وش واکش  زنجیره

 .(36)استفاده کرد

ر بهه 2118همکهها ان د  سهها   زوسههوی ود  زطالیههه 

 ک از تکشیههه ،کلهههرا یاریهههوو وی تشهههخیص بهههاکتری 

PCR- ELISA  کههه نشههان دهشههده یههک  شههداسههتفاده

های جهایگنین وقهت پیشرفت قابل توجه نسات به  وش

اختصاصهیت . اسهتبهوده گیر برای تشخیص این پاتوژن 

PCR نمونههه از  91سههویه باکتریههایی و 11 بهها اسههتفاده از

از  گهرم پیکو 9/1حد تشخیص  و جشو  ایران تییین شد

DNA (31)دسلو  باکتریایی بو 9 ژنوزی و. 

  وی تشهخیصر به 1386 سا  همکا ان د  ا دستانی و

 PCR-ELISA طری  سیسهتم از یومزو  یفیسالمونلاتباکتری 

 وش د  غربالگری وسیع با توجه  نکه ای استفاده کردند

 تهر،تواند ضمن تشخیص اختصاصهیبه حساسیت بالا زی

ی د  زطالیههه .(38)باشههد PCRجههایگنین خههوبی بههرای 

-PCRاز سیسههتم  1381 سهها  ان د نههو وزی و همکهها 

ELISA ژن RE  ساعت  9 د  زدت یگوندتوکسوپلاسما

د  ایهن  قرا گرفهت و ششاسهایی و با حساسهیت بهالا زهو د

قرا  گرفت. ا زیابی زو د  PCR-ELISA کا ایی زطالیه

و بهر اسهاس  دخالهت ندا نهد عوازل دیگهرد  این  وش 

و هههای ایههن  وش سههریع از زنیههتنتههایج ایههن زطالیههه، 

تهوان بشابراین زهی ،حساس و دقی  و ساده بودن آن است

د  زطالیههه  .(39)از ایههن  وش تشههخیص اسههتفاده کههرد

-PCR  وش بههها اسهههتفاده از ،اسهههفشدیا ی و همکههها ان

ELISA  توکسینLT  انتروتوکسیژنیک شیاکلیاشرباکتری 

 .(91)که نتایج خوبی  ا نشان داد شد تشخیص داده

بها اسهتفاده از  1396  ازیشی  اد و همکها ان د  سها

 ا  یبائوزهان یشتوباکتراسهبهاکتری  PCR-ELISAتکشیک 

 .(91)جداسازی و ششاسایی کردند

 بهه بها ویهروسیلو پهاپ ششاسهایید  زطالیهه ای کهه 

 انجههام ایههران د  2111 سهها  د  تکشیههک ایههن کهها گیری

  وشهی تشاهایی بهه PCR-ELISA نشان داده شد گرفت،

 .(92)باشدزی ،PCRبا  هزقایس د  تریدقی  و ترحساس

 نیههن 2119 د  سهها  همکهها ان و Nasiriد  زطالیههه 

 بهه کها  بردنهد، خهود زطالیه د   ا PCR-ELISA  وش

 از گههروه 9 تشههخیص بههرای  ا allotyping  وش هههاآن
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 زحلهو  و PCR از استفاده اب HLA DRB1*01 هایآلل

 .(93)دادنهد توسهیهتر زیکروتی هایظرف د  هیاریداسیون

 ،زطالیهه ایهن ههدف ناهاییوجه به زطالب ذکر شهده با ت

 اشرشههیاکلیششاسههایی  بههرای سههریع و دقیهه  زسههیرا ائههه 

با توجه به شیوع ناگاانی اسهاا   .باشدزی یکانتروپاتوژن

جملهه  حا  توسهیه ازکشو های د  کودکان د   حاد د 

 بههه زشرههو  ششاسههایی آن د  زقههادیر بسههیا  نههاچین ایههران،

 .(11)باشدبسیا  حائن اهمیت زی ،ترجلوگیری شیوع بی 

 تشخیصهی هاینسات به بقیه  وش PCR-ELISA  وش

ههای ایهن  وش . از زنیهتباشهددا ای چشدین زنیت زی

دلیهل ترکیهب شهدن ه ب توان به، بالا  فتن صحت کا زی

ازکههان  ،سههازیبهها یههک زرحلههه دو گههه PCRزحصههو  

هههای دلیههل اسههتفاده از پلیههته تههر بههبر سههی نمونههش بههی 

 طو یبه آنتر حساسیت و اختصاصیت بی  ویکروتیتر ز

برابر  EPEC 111 که حساسیت این  وش برای تشخیص

، اشها ه باشهدتر از  وش الکتروفو ز ژ  آگا ز زهیبی 

. عدم نیاز به دستگاه ژ  داکت، اتاق تا یک، ازکان کرد

 عهدم گذا ی سهاترن وهای لکهآلودگی کم نسات به  وش

ه به Real-time  وش کهه د  یمتران قزواد گ استفاده از

دیگهر زحاسهن ایهن تکشیهک زحسهو    وند، اززی کا 

 PCR-ELISAکهه حساسهیت  این  وش نشان داد شوند.زی

 PCRآزینی با اتیدیوم بروزاید و سشج  تر از  نگبی 

تر تر و حساسی دق Real-time PCR وش از  ایناست. 

شهدن  ی بردباشد و جات کایتر زیشهکم هن یول یستن

 باشد. ازیتر ززقرون به صرفه یصیتشخ یشگاهید  آززا

جا که ایهن  وش د  زهدت ززهان کوتهاه قابهل اجهرا  آن

بههه  احتههی هههم  سههریع بههوده و ا وشههی نسههات ،باشههدزههی

د  ضهمن  یسهک آلهودگی بهرای  گهردد.استاندا د زهی

  سهد  وشزهی به نرر .یابدپرسشل آززایشگاه کاه  زی

PCR-ELISA آززایشهگاهی زشاسهب و قابهل  یک  وش

 باشد.زی EPEC اعتماد برای تشخیص
 

 یسپاسگزار
 (23/8/96 تها یخ 2/99)کهد اخهلاق  حاضر زطالیه

  شهههت کا ششاسهههی ا شهههد نازههههپایهههان از زسهههتخرج

علهوم  دانشهکده بیوتکشولوژی گرای  زیکروبی زصو 

 واحهد اسهلازی آزاد دانشهگاه ششاسهیپایه گهروه زیسهت

 است. شرق تاران
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