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سـطح درETECيبـاکتر است.ایدنسراسردرییایباکتراسهالعاملنیترعیشا(ETEC)کیژنیانتروتوکسیاکلیشیاشر:هدفوزمینه
باکهکندیمترشحرا(LT)حرارتبهحساسایو(ST)حرارتبهمقاومنیانتروتوکسبعدوشدهزهکلنیکوچکرودهیالیتلیاپيهاسلول
 ـا.گـردد یماسهالموجبتاًینهاوشدهرودهیالیتلیاپيهاسلولازتیالکترولوآبخروجباعثهاسلولبهورود ن مطالعـه بـه منظـور    ی

انجام شد.PCR-ELISAشیاکلی انتروتوکسیژنیک با استفاده از تکنیکیاشرباکتريLTتشخیص توکسین
 ـي آغازگرهـا ازاستفادهبایفیمطالعه توصنیادر:بررسیروش  ـتصیتشـخ PCR-ELISAروشکمـک بـا وی اختصاص LTنیوکس

بـه ومنتقـل نیدیاسـترپتواو يدارايهاظرفکفبه،نیژنیگوکسیدتوسطشدهنشاندارمحصولاتروشنیدر اشد.انجامETECي باکتر
 ـتايبـرا نیوتیببانشانداریداخلکاوشگرازنیهمچنند.شدییشناساکونژوگهنیژنیگوکسیدضديبادیآنتکمک PCRمحصـولات دیی

د.یگرداستفاده
 ـ9/1ت آن یزان حساسیشد و مییشناساPCR-ELISAبا کمک روش LTن یتوکس:هاهیافت  ـن اینانوگرم بود. همچن چگونـه  ین روش هی

ن خانواده نداشت.یاز اییهايواکنش متقاطع با باکتر
ارز و دستگاه الکتروفورز از به ژل آگیل عدم نیدلبوده و بهیمعمولPCRتر از روش برابر حساسPCR-ELISA100روش :گیرينتیجه

باشد.یمیقديهاروشيبراین مناسبیگزیتواند جایم
LT،PCR-ELISAنیانتروتوکس،کیژنیانتروتوکسیکلایشیاشر:هاواژهکلید
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مقدمه
هـم هنـوز حاضـر قـرن دریبهداشـت عمدهيهاشرفتیپوجودبا

جهـان سراسـر درمجـامع بـزرگ يهاینگرانازیاسهاليهاعفونت
نی ـابـه ابـتلاء ازحاصليهايماریبکهيطوربه.شوندیممحسوب

سراسـر درنفـر ونی ـلیم3بـاً یتقرری ـمو مـرگ سببسالانههاعفونت
ــان ــجهـ ــودیمـ ــادر.)1(شـ ــنیـ ــاکترنیبـ ــیاشريبـ ــکایشـ یلـ

Enterotoxigenic)کیژنیانتروتوکس ـ Escherichia coli: ETEC)

ETEC.)2(اسـت  ای ـدنسراسـر درییای ـباکتراسهالعاملنیترعیشا

کـه اسـت یجهانگرداناسهالکنندهجادیاییایباکترعاملنیترمهم
عامـل زی ـ) و ن4و3(کننـد یممسافرتکیاندمويریگرمسمناطقبه

ــرگ ــمو م ــری ــازیناش ــمدرهالاس ــانانی ــزکودک ــال5ری درس
بـه يازی ـناغلـب مسـافران اسـهال اسـت. توسـعه حالدريکشورها

تیــالکترولوآباتــلافدیــبافقــطونــداردیکیوتیــبیآنتــدرمـان 
ازETECيبـاکتر نـد.  ابییمبهبودهفتهکیازکمترگردد وجبران

ولانسریو. عوامل شودیمانسانبدنواردآلودهيغذاوآبقیطر
ازراETECون،یزاس ـکلنیعوامـل وهانیانتروتوکسمانندیاختصاص

.سـازد یم ـزیمتمـا اسـهال کننـده جـاد یایکلایشیاشريهاگروهریسا
انتروتوکســین مقــاوم بــه حــرارتيمبنــابــرETECییشناســاروش

(Heat-Stable Toxin: ST)   ــه حــــرارت ــاس بــ ــا حســ و یــ
(Heat-Labile Toxin: LT)صیتشــخ.اســتســتواراLTکیــدر
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سـطح درETECيباکتراست.آنبودنETECلیدليباکترهیسو
نیانتروتوکس ـبعـد وشـده زهکلنیکوچکرودهیالیتلیاپيهاسلول
بـه ورودبـا کـه )6و5(کنـد یمترشحراحرارتبهحساسایمقاوم
رودهیالی ـتلیاپيهاسلولازتیالکترولوآبخروجباعثهاسلول
وزنبــاLTنیانتروتوکســگــردد.یمــاســهالموجــبتــاًیانهوشــده
مشـابه يعملکـرد ويسـاختار نظرازلودالتونیک86یبیتقریملکول
وزنبهAرواحدیزکیازو)7و5(است(CT)کلراویبریونیتوکس
لـو یک57یملکـول وزنبـه Bرواحدیزپنجولودالتونیک28یملکول
).7و2(اسـت شـده لیتشـک لتـون) لودایک5/11واحدریز(هردالتون

سـنتز سـاز شیپ ـدی ـتیپیپل ـکی ـعنوانبهواحدهاریزنیاازهرکدام
BواحــدریــزوکیتوکســتیــفعاليداراAواحــدریــز.شــوندیمــ

ســـطحدرموجـــودGMIرنـــدهیگبـــهنیتوکســـاتصـــالولؤمســـ
5بـه Bرواحـد یز5نیتوکس ـاتصـال دراسـت. رودهيهاتیانتروس

بـه GML-LTکمـپلکس سـپس .)8(شـوند یملمتصGMLرندهیگ
بـه منجـر یسـم اثـر بـا Aرواحـد یزوگشـته توزیاندوس ـسلولدرون
يهـا سـلول زانمـک يهاونیجذبمهاروتیالکترولوآبترشح
ری ـاخيهـا سالدر).10و9(شودیماسهالباعثوگشتهیلیورأس

ETECمختلفيهاهیسوصیتشخيبراPCRمختلفيهاروشاز

ــتفاده ــت اس ــده اس ــومروش.)5(ش ــرامرس ــايب ــوییشناس یبررس
ــولات ــتفاده،PCRمحص ــورزژلازاس ــگوالکتروف ــآمرن ــايزی ب

نی ـاهمـه اسـت. )Hybridization(يسـاز دورگهودیبروماومیدیات
تیمحـدود زمـان، صـرف لیقبازخودخاصبیمعايداراهاروش

دمی ـدیاتهمچـون یسمموادنیهمچنوصیتشخيهانمونهتعداددر
مناسـب ینیگزیجـا PCR-ELISAروشهستند.آگارزژلودیبرما
دررایقبـول قابلتیحساسوسرعترایزاست. شدهادیموارديبرا

فـراهم يمـار یبژنیاختصاص ـيهـا یتـوال انـدك ریمقـاد صیتشخ
صیتشـخ روشکی ـ(DIG)نیژن ـیگوکس ـیدازاسـتفاده .آوردیم

فـراهم PCRمحصـولات صیتشـخ يبـرا يویواکتیررادیغومناسب
توســـطشـــدهنشـــاندارمحصـــولاتروشنیـــادر.اســـتکـــرده

کونژوگهنیژنیگوکسیدضديبادیآنتکمکبهرانیژنیگوکسید
)Anti DIG(مطالعـه بـه   ن ی ـاکنـد. یم ـییشناسـا دازیپراکسمیآنزبا

انتروتوکسـیژنیک  شیاکلییاشرباکتريLTتشخیص توکسینمنظور 
.انجام شدPCR-ELISAفاده از تکنیکبا است

بررسیروش
بــدونLTمولــدETECيبــاکترهیســویفیمطالعــه توصــنیــادر

وهی ـتهتهـران  یمارسـتان بـوعل  یس برفرانشگاهیآزماازیالمللنیکدب
نیهمچن ـ.شـد انجـام ETECبهمربوطيدییتاییایمیوشیبيهاتست

د.یردگیابیارزنیتوکسدیتوللحاظازموردنظرهیسو
روشازيبـــاکتریژنـــومDNAهیـــتهيبـــرا:DNAاســـتخراج

NaCl-CTABــد.اســتفاده ــداش ــیابت ــاکلن ــاکتريه ــدريب طیمح

ــتیاختصاصــ ــپس.شــددادهکش ــیم5/1س ــریلیل ــلولازت ــاس يه
بـه وبرداشـته راعیماLBکشتطیمحدرشدهدادهکشتيایباکتر
یسـلول رسـوب م. ینمودوژیفیانترسrpm5000دورباقهیدق5مدت

ــافدرراحاصــــل ــردهحــــلTE(Tris-EDTA)ر بــ ــهوکــ آنبــ
کرده اضافهKنازیپروتئتریکرولیم3ودرصدSDS10تریکرولیم30
م. ینمودانکوبهگرادیسانتدرجه37ير دمادساعتکیمدتبهو 

CTAB-NaClتـر یکرولیم80و5MNaClتریکرولیم100آنبهسپس

انکوبـه گـراد  یسـانت درجـه 65يدمـا درقـه یدق10مدتبهواضافه
واضـافه کلروفـرم -الکـل لیآمزویاآنبهمخلوطحجمهم.دیگرد

ــاراآن مــدتبــهگــرادیســانتدرجــه4ير دمــادrpm2000دورب
حجـم هـم وبرداشتهراییروفازسپسد. یگردوژیفیسانترقهیدق20
کلروفـرم مـراه هبـه الکـل لی ـآمزویامخلوطوفنلآنبهییروفاز

ــافه ــرداضـ ــهیدق20ومیکـ ــادقـ ــه4ير دمـ ــانتدرجـ ــرادیسـ گـ
rpm7000ــانتر ــد ووژیفیسـ ــهشـ ــازبـ ــیروفـ ــریکرولیم500یـ تـ

گرادیدرجه سانت20یمنفيدمادرساعت12واضافهزوپروپانولیا
گـراد یسـانت درجـه 4يدمـا درقهیدق20مدتبهبعد.شددادهقرار
rpm7000اتـانول تـر یلکرویم500آنرسوببهوهکردوژیفیسانتر

شـد و وژیفیسانترrpm4000درقهیدق10سپس.شداضافهدرصد70
درجـــه60يدمـــادرراآنرســـوبوختـــهیردوررایـــیروفـــاز
دررارســوب. ســپس دشــخشــکلاً کــامتــامیگذاشــتگــراد یســانت

ــریکرولیم50 ــافرتـ ــلTEبـ ــرايوحـ ــذفبـ ــالیRNAحـ احتمـ
RNaseتریکرولیم5 Aدرقـه یدق30مـدت بـه وکـرده اضـافه آنبه

م.یکردانکوبهگراد یسانتدرجه37يدما
باکتريژنومرويبرگرفتهانجاممطالعاتازپس:PCRواکنش

(LT)بـاکتري سـم بیمـاري ایجـاد اصـلی عامـل کهاینبهتوجهباو

شناسـایی يبـرا توکسـین ایـن ژنرويبـر کاراولهمرحلدراست؛
کی ـکاتالتبخـش کـه Aواحدزیرژندلیلهمینبه.گردیدمرکزمت

مـر یپراجفـت کی ـیطراح ـبهاقدامآنيروازويجداسازاست؛
هی ـتهبـه ازی ـن،یژنقطعهریتکثيم. برایکردltAژنقطعهریتکثيبرا

طراحیپرایمرهايسپسبود.ژنهريبرامناسبمریپراجفتکی
Oligoو DNASIS ،BLASTتريکـامپیو افزارهـاي نرمتوسطشده

ساختسفارشآنهابودنمطلوبازاطمینانحصولازپسوآنالیز
نقطـه ازپرایمرهـا ایـن .ک)ی ـ(جدول شددادهکلوننایسشرکتبه

واکـنش شـدند. یبررسدایمرپرایمرولوپتشکیل،Tm،∆Gنظر
PCRژنریتکثيبراltکنشواهرشد. انجامتریکرولیم25حجمدر

میآنـــز ازتیــ ـونی5/0مـــر یپراهـــر ازکرومـــول یم4/0شـــامل 
Taq DNA polymerase بـافر تـر یکرولیم5/2ناکلون)،یس ـ(شـرکت

X10PCR،مولاریلیمکیغلظتMgCl2ازمتفاوتيهاغلظتو
DNAچرخــههــر بــود. یژنــومPCR هیـ ـاولیواسرشــتگ شــامل

)Denaturation(قــه، یدق5مــدت بــه گــراد  یســانت درجــه 95در
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اتصـال قـه، یدقکی ـگـراد بـه مـدت    یسانتدرجه95دریواسرشتگ
Annealing)(ــه63در ــانتدرجــــ ــدت یســــ ــه مــــ ــراد بــــ گــــ

کی ـگراد به مـدت  یسانتدرجه72در)Extension(ریتکثه،یثان45
بـود. قـه یدق5مـدت بـه گراد یسانتدرجه72دریینهاریتکثوقهیدق

يبـرا .)2(جـدول شـد امانج ـکلیس ـ35درPCRواکـنش نیهمچن
درونPCRیینهـــامحصـــولازتـــریکرولیم5،محصـــولمشـــاهده
ــاچاهــک ــآگــاروزژليه ــتهک درصــد ی ــافرازشــدههی ،TBEب

ــورز ــدالکتروفـ ــرا. شـ ــیتعيبـ ــدازهنیـ ــولانـ نشـــانگرازمحصـ
plus ladder bp ژلسـپس شد.استفادهناژنیسشرکتساخت100

دستگاهازاستفادهباژلریتصوويزیآمرنگدیبروماومیدیاتتوسط
Gel documentافتــهیریــتکثژندیــیتايبــراد.یــگردهیــته)ltA(و

آوردندستبهازبعدمریپرایطراحهمانندPCRمحصولشناسایی
پروبم.ینمودپروبیطراحبهاقدامیژنبانکازltAیژنسکانس

ــوردنظر ــمتم ــمقس ــت.ltAژنیانی ــناس ــروبای ــاپ ــتفادب ازهاس
Primer 3و Oligoيافزارهانرم – BLAST  DNASIS منظـور بهکه

احتمـال ،GCدرصـد ،Tmيدمـا مانندپروبیژگیویبرخیبررس
یبررس ـمـورد پـروب درهب ک ـی ـترتنیبـد شـد.  انجاملوپلیتشک

درپـروب GCدرصـد .نشـد مشـاهده Tmيدمـا دريادیزاختلاف
مـوارد اکثـر درونییاپ ـ∆Gبـا زی ـنلـوپ لیتشـک .بـود یع ـیطبحد
جــادیایتــداخلپــروباتصــالدرکــهشــدمشــاهدهصــفرکیــنزد
بـا پـروب 5′انتهـاي درموجـود يبازهایینهادییتاازپسکرد.ینم

د.ی ـگردينامگـذار EsLAPاختصـاري نـام بـه وشدنشانداربیوتین
شد.دادهسفارشکلوننایسشرکتبهساختبرايسپس

PCR-ELISA:ــدا بــــانیدیاســــترپتواوتــــریکرولیم5ابتــ
محصـول تـر یکرولیمA،10چاهـک دریپوشش ـبـافر تـر یکرولیم95

PCRیپوشش ـبـافر تـر یکرولیم90بـا نیژنیگوکسیدباشدهنشاندار
(Coating Buffer)ــکدر ــریکرولیمB،10چاه ــولت PCRمحص

،DوCچاهـک دریپوششبافرتریکرولیم90بانشاندار)ری(غيعاد
تــریکرولیمE5چاهــکدر)-Ag(یپوششــبــافرتــریکرولیم100

وشــدختـه یریپوششــبـافر تــریکرولیم95بـا يعــادPCRمحصـول 
د.ی ـگردانکوبـه گـراد  یدرجه سـانت 37يدمادرساعتکیمدتبه

يحـاو نیسـال (فسـفات PBSTبـافر را سه مرتبـه بـا  هاچاهکسپس
ــدادشستشــون)ییتــودرصــد05/0 ــهبعــدمرحلــهم.ی ازکــدامهــرب

ــک ــریکرولیم100هــاچاه Blackingت Bufferومیکــرداضــافه
همانندراهاچاهکد.یگردانکوبهگرادیسانتدرجه37درقهیدق45

تــریکرولیم20مرحلــهنیــابــاهمزمــانم.یــدادشستشــویقبلــمرحلــه
ــول بــافرتــریکرولیم80درراDIGبــاشــدهنشــاندارPCRمحص

آنبـه ومیدجوشـان قـه یدق5و به مـدت ختهیر)(SSCيسازدورگه
واضـافه شـده لهینیوتیبآن5يانتهاکهنشاندارپروبکومولیپک ی

نی ـاسـپس م.یدادقرارگراد یسانتدرجه55درساعتکیمدتبه
درجــه37درســاعتکیــ، ختــهیرAچاهــکيرورامخلــوط

100دارمق ـPBSTبافرباشستشوبار3ازبعدو دادهقرارگراد یسانت
بـا دازیپراکس ـبـا نشـاندار نیژن ـیگوکسیدضديبادیآنتتریکرولیم

کی ـم. سـپس  یکـرد اضـافه هـا چاهکازکدامهربه1000/1رقت
ــاعت ــه37درس ــانتدرج ــراد یس ــسگ ــوازپ ــدديشستش 100مج

بـافر تـر یلیل ـیم4درOPDگرمیلیم5(سوبسترامحلولازتریکرولیم
ــافســفاتتراتیســ ــه، 5يمســاوpHب ــریکرولیم5همــراهب آبازت

درقـه یدقچنـد وم یکـرد اضـافه چاهـک هـر بـه )درصد30ژنهیاکس
ــتاراتاقــک ــرام.ینمــودينگهــدارکی 100ازواکــنشتوقــفيب

جـذب سـپس .شـد اسـتفاده مـولار 5/2کیسولفوردیاستریکرولیم
ELISAدستگاهازاستفادهباينور Readerخوانـده نـانومتر 492در
).11(شد

غلظـت حـداقل نیـی تعيبـرا :PCR-ELISAروشتیحساسنییتع
DNAیژنومETEC؛گـردد ییشناسـا روشنیاتوسطتوانستکه

اسـتفاده بـا تیحساسنییتعيبراوهیتهیژنومDNAازرقتالیسر
دیی ـتايبرانیهمچن.گرفتصورتیابیارزPCR-ELISAروشاز

رفت.کاربهيسازرگهدوروشETECيباکترltژنPCRمحصول
يبـاکتر ltژنبـه مربـوط افتـه یری ـتکثیژنـوم DNAدادنشـان جینتا

ltشده از ژن یپروب طراحمرها ویپرا:1جدول

دینوکلئوتیتوالدیتعداد نوکلئوت
:ATGCCCAGAGGGCATAATGAGEsLAFازب21

:GATATATTGTGCTCAGATTCTGGGEsLARباز24

:Biotin-GTTTCTGCGT TAGGTGGAAEsLAPباز19

ltتکثیر ژن يبراPCRنحوه اجراي واکنش :2ل جدو

تعداد سیکل زمان گراد)ی(سانتدرجه حرارت
1 دقیقه5 95 دناتوره شدن اولیه مرحله اول

33
هدقیق1

ثانیه45
دقیقه1

95
63
72

ثانویه
اتصال
تکثیر

مرحله دوم
)دناتوره شدن(

1 دقیقه5 72 تکثیر نهایی مرحله سوم
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ETEC.بود
 ـنییتع یاختصاص ـیبررس ـيبـرا :PCR-ELISAروشتیاختصاص

ــودن ــابــ ــيآغازگرهــ ــدهیطراحــ ــهازشــ ــاگونــ E.coliيهــ

شـد اسـتفاده E.coliری ـغيهـا گونهنیهمچنوکیژنیرانتروتوکسیغ
نیهمچند.یگردنمشاهدهآگارزژليروبريباندچیهجهینتدرکه
يهــانمونــهازحاصــلينــورجــذبزانیــمPCR-ELISAروشدر

یحـال در.بـود واکنشيهارکنترلیمقادحدازشیبETECيباکتر
بود.کنترلریمقادازترنییپاگریديهايباکترينورجذبکه

هایافته
انتخابETECيترباکصیتشخيبراهدفکیعنوانبهltژن

قرارآزمونموردPCRواکنشيسازنهیبهيبرایمختلفطیشراشد.
درجـه 63تـا 57(آغازگرهااتصالمختلفيدماهاشاملکهگرفتند

وdNTPsزانیـــم، MgCl2مختلـــفيهـــاغلظـــتگـــراد)،یســانت 
دمـاي بهتـرین مـا آزمایشـات بـود. آغازگرهاازیمتفاوتيهاغلظت
قطعـه ری ـتکثبـه منجـر کـه دادنشـان گـراد سانتیدرجه63رااتصال

bp565ــاد.یــگردمــوردنظرژن ــهاتصــاليدمــاکــاهشب تــدریجب
بانــدهايعـلاوه ند. بــهشـد ضــعیفنیـز واکــنشازحاصـل بانـدهاي 
اتصــالبیــانگرامــرایــنکــهشــد ظــاهرنیــزغیراختصاصــیضــعیف

بـود. ژنـوم ازدیگرينقاطبهپاییندمايدرپرایمرهاغیراختصاصی
هادام ـبـراي لذانشد.ظاهربانديهیچنیزگرادسانتیدرجه63بالاي

قطعـه شـد. گرفتـه نظـر درگـراد سـانتی هدرج ـ63اتصـال دمايکار
دی ـبروماومیدیاتباسپس.شدالکتروفورزآگارزژليروبرمذکور

(شـکل شـد مشـاهده ومنتیداکژلدستگاهباودیگرديزیآمرنگ
بـه نیهمچن ـ.دی ـگردنییتعنانودراپازاستفادهباآنغلظتوک)ی

قطعـات یتـوال نیـی تعPCRواکـنش ازحاصـل قطعـات دییتامنظور
بانـک ازکهیقطعاتیتوالباآنازحاصلجینتاسهیمقاوشدهریتکث

ژليروبـر محصـولات یبررس ـازپـس ؛بـود شـده اسـتخراج ژنوم
بـه sequencingيبـرا ltژنPCRمحصـولات ک درصـد،  یآگارز

گرفت.قراردییتاموردوشدارسالآورانفنژنشرکت
ــالاروشدر ــرازای ــهیابیدســتيب ــرب ــانیبهت ــانمــدتج،ینت زم

يبـاد یآنت ـرقـت شـده، نشـاندار محصـول يسازدورگهونیانکوباس
شــد.یابیــارزاســتفاده،مــوردنییتــوزانیــمونیژنــیگوکســیضدد

ــ ــنشدرنیهمچنـ ــراPCR-ELISAواکـ ــیتايبـ ــروبltژندیـ پـ
یژنــومDNAحـداقل دادنشـان جینتــاد.ی ـگرداسـتفاده یاختصاص ـ

ــتکث ــهیری ــانوگرم9/1افت ــتن ــهاس ــطک ltژنPCR-ELISAتوس

د.یگردییشناسا
DNAغلظـت حداقلنییتعي برا:PCR-ELISAتعیین حساسیت روش 

الیسـر ؛ گـردد یی شناساروشنیاتوسطتوانستکهETECیژنوم
روشازاستفادهباتیحساسنییتعبراي وهیتهی نومژDNAازرقت

PCR-ELISAمحصولدییتاي برا. گرفتصورتی ابیارزPCRژن

ltي باکترETECنشـان جیو نتـا شـد بردهکاربهي سازدورگهروش
ETECيبـاکتر ltژنبـه مربـوط افتـه یری ـتکثی ژنـوم DNAکهداد

شـده قیرقکیمژنوDNAي روازPCRواکنشانجامازپساست.
یـک درصـد   آگـارز ژلتوسـط PCRمحصولات، ETECي باکتر

ــورز ــدالکتروفــ ــهینت. شــ ــلجــ ــورزازحاصــ ــابقالکتروفــ مطــ
بررسـی الیـزا باPCRمحصولنتایجسپسالف بررسی شد.-3شکل
ب -3شـکل  درآنجـه ینتوشـد تکـرار بارسه شیآزمانیاد.یگرد

آمده است.

ltژن PCRز مربوط به محصول ژل آگارو:1شکل 

100bp plus DNAنشانگر اندازه : 1ستون 

ltژن PCRمحصول واکنش : 2ستون 

نشاندار شده با PCRژل آگاروز مربوط به محصولات : 2شکل 
: 2ستون، 100bp plus DNAنشانگر : 1ستون. نیژنیگوکسید

PCRشمحصول واکن:3ستون، ltژن PCRمحصول واکنش 

نیژنیگوکسینشاندار شده با د

ت بر حسب ین حساسییر ژل آگارز مربوط به تعیتصوالف: -3شکل 
ETECیژنومDNAزان غلظت یم

ب یه ترت: ب8تا 2، ستون 100bp plus DNAمارکر : اندازه1ستون 
یژنومDNAنانوگرم از 9/1تا نانوگرم PCR60محصول

21

321

87654321
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با استفاده از PCR-ELISAت روش ین حساسییتعب: -3شکل 
ltژن PCRمحصول 

A-Hال رقت از ی) سرng60تاng9/1

با PCRت روش ین اختصاصییژل آگارز مربوط به تعالف : -4شکل 
مختلفيهاياستفاده از باکتر

نشاندار نشده PCRمحصول )100bp plus DNA ،2مارکر) اندازه1
محصول )4،هیسانتریگلا دیحاصل از شPCRل محصو)lt ،3ژن 

PCRمحصول )5، لایحاصل از کلبسPCRحاصل از ویبریوکلرا،
محصول)7، حاصل از سودوموناس آئروجینوزاPCRمحصول )6

PCRمحصول )8، لوکوکوس اورئوسیحاصل از استافPCR حاصل
یفیاز سالمونلاپارات

با استفاده از PCR-ELISAت روشین اختصاصییتعب: -4شکل 
مختلفيهايباکتر

سودوموناس )4،ویبریوکلرا)3،لایکلبس)2،هیسانتریدگلایش)1
،یفیپاراتسالمونلا)6،لوکوکوس اورئوسیاستاف)5،آئروجینوزا

)- Abو - Ag() کنترل8و7

 ـنییتع یاختصاص ـیبررس ـيبـرا :PCR-ELISAروشتیاختصاص
ژنـومی DNAهنمون ـازثـابتی مقـدار دهشیطراحيآغازگرهابودن

ســالمونلاویبریـوکلرا، ،ETECهـاي بــاکتريازشـده يسـاز خـالص 

بـه وکلبسـیلا آئروجینـوزا، سودوموناسدیسانتریه،شیگلاپاراتیفی،
ــوان ــوعن ــتهالگ ــهبرناوبرداش ــاPCRم ــلب ــايپروتک ــیه دروقبل

محصـولات الکتروفورزوواکنشانجامازپسشد.انجامسیکل35
PCRشاننالف -4شکل مطابقنتیجهک درصد،یآگارزژلتوسط
ــدداده ــ.ش ــمPCR-ELISAروشدرنیهمچن ــذبزانی ــورج ين

بودکنترلریمقادازترنییپامختلفيهايباکتريهانمونهازحاصل
ب).-4(شکل

بحث
يبــاکترییشناســايبــراکــهيولــوژیکروبیممتــداوليهــاروش

ETECکشـت کیکلاس ـيهـا روششـامل شـوند یم ـبـرده کاربه،
روش.)12(اسـت  PCRجملهازیملکوليهاروشزیو نيسرولوژ

PCRژلازاســتفادهجملــهازیبیمعــا، بــودنمتــداولوجــودبــا
دی ـبروماومیدی ـاتهمچـون یسـم مـواد بـا يزیآمرنگوالکتروفورز

همـه نی ـابـر عـلاوه دارد.شدهریتکثمحصولاتيآشکارسازيبرا
ــا ــمعايداراهــاروشنی ــقبازخــودخــاصبی ــانصــرفلی وزم

روشقیتحقنیادرهستند.صیتشخيهانمونهتعداددرتیمحدود
PCR-ELISA يبــاکترییشناسـا يبـراETEC شــدگرفتـه کــاربـه.
PCR-ELISAدرموجــوديهــاتیمحــدودوبیــمعاازياریبســ

سرعترایزاست.ساختهطرفبرراPCRجملهازگریديهاروش
يهـا یتـوال انـدك ریمقـاد صیتشخدررایقبولقابلتیاختصاصو

بـارز يهـا یژگیوازنیهمچن.آوردیمفراهميماریبژنیاختصاص
بـا هـا نمونـه يادی ـزتعـداد همزمانزیآنالامکانیصیتشخروشنیا

است.خانه96يهاکروظرفیمازاستفاده
ــه  ــاران Langدر مطالع Multiplexروشازو همک PCRــرا يب

شـد  استفادهگلایشنیتوکسوETECيباکترLTنیتوکسصیتشخ
)13(.O'Meara بـا همـراه یسنجرنگکیتکنرلندیادرو همکاران

PCRنیتوکس ـصیتشخيبراراLT يبـاکترETEC بردنـد کـار بـه
نیهمچن ـ.گرفتانجامیانسانيهانمونهيروبرقاتیتحقنیا.)14(

يبــاکترنیــاییشناســايبــراگوســالهيهــانــهنمويرویشــاتیآزما
ــورت ــهص ــتگرفت ــارانوBlanco.اس وRajkhowaو )15(همک

یتخصصـ ـيمرهــایپراPCRروشازاســتفادهبــا) 16(همکــاران
درراETECيبـاکتر LTنیتوکستوانستندltژنيبراشدهیطراح

.کننددایپاسهالبهمبتلايهاگوساله
ســالمونلا،جملــهازاســهیانتروباکترادهخــانومــورددریقــاتیتحق

اسـت گرفتـه صـورت PCR-ELISAروشبـه وکلرای ـبریووگلایش
ــا؛)19-11( ــاکنونامـ ــتـ ــاازیگزارشـ ــهETECییشناسـ روشبـ

PCR-ELISAبـراي پژوهشـی چنـین کهرسدمینظربهونشدههیارا
شده است.انجامباراولین

PCR-ELISAمتــدزااســتفادهبــاصیتشــخنــهیزمدریقــاتیتحق

عفونتزودهنگامصیتشخيبراهمکارانوJonesشده است. انجام
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کیـ ـتکنازینــوتروپن مــارانیبدريویـ ـرلوسیآســپرژ یتهــاجم
PCR-ELISA20(کردنـد استفاده.(Machadoهمکـاران و)و 21 (
Laoboonchaiدرایمالاريهانمونهصیتشخيبرا)22(همکارانو

ــدیتا ــتفادهPCR-ELISAروشازلن ــداس ــارانوZhan.کردن همک
ازاسـتفاده بـا یانسـان سرمازBتیهپاتDNAصیتشخرديامطالعه
DNAيروZhanنی. همچن ـ)23(دادنـد انجامPCR-ELISAروش

ه استدادانجاميگریمطالعه دPCR-ELISAروشبهروسیآدنوو
گونـه پـنج ازمیمستقصیتشخهمکارانوBeifussدر مطالعه).24(

ازاسـتفاده بـا سـاعت 24یط ـینیبـال يهـا نمونهدرعیشاتیدرماتوف
حضـــورهمکـــارانوKim).25(شـــد انجـــامPCR-ELISAروش
DNAــتکنوســطتراتخمــدانســرطانبافــتدرکوپلاســمایما کی

PCR-ELISAروشزی ـنهمکـاران ويرینص ـ.)26(دادنـد صیتشخ
PCR-ELISAــهرا ــوددر مطالعـ ــهخـ ــاربـ ــدکـ ــا.بردنـ روشآنهـ

allotypingــرارا ــخيبــ ــارصیتشــ ــروهچهــ ــلازگــ ــاآلــ يهــ
HLA DRB1*01ــا ــتفادهب ــولوPCRازاس ــیبریهمحل درونیداس

).27(دادندتوسعهتریکروتیميهاظرف
گیرينتیجه

روشکـه نمـود يری ـگجـه ینتطـور نی ـاتـوان مـی کیتکننیااز
PCR-ELISAینچنــددارايیصــیتشخيهــاروشهیــبقبــهنســبت

یـک باPCRمحصولشدنترکیبدلیلهبکهایناولاست.مزیت

دلیـل هب ـکهایندوموشدهبردهبالاکارصحتسازيدورگهمرحله
وجـود يبیشـتر هنمون ـبررسـی امکانمیکروتیترهايپلیتازاستفاده

طـوري بهاست.بیشترآناختصاصیتوحساسیتکهاینسومدارد.
ازبیشـتر برابـر ETEC100تشـخیص يبـرا روشایـن حساسیتکه

داکـت، ژلدسـتگاه بـه ازینعدماست.آگارزژلالکتروفورزروش
يگـذار لکـه يهـا روشبـه نسـبت کمیآلودگامکانک،یتاراتاق

Real-timeروشدرکـه مـت یقگـران موادازاستفادهعدموساترن

شـوند. یم ـمحسـوب کی ـتکننی ـامحاسـن گریداز؛روندیمکارهب
ازبیشـتر PCR-ELISAحساسـیت کـه دادنشـان روشایننیهمچن
اینکهآنجاازاست.PCRسنجشوبرومایداتیدیومباآمیزيرنگ
سـریع اًنسـبت روشـی است؛ لـذا اجراقابلکوتاهزمانمدتدرروش
بـراي آلـودگی ن خطـر ی. همچن ـگرددمیاستانداردراحتیبهوبوده

ــان ــگاهکارکن ــاهشآزمایش ــیک ــد.یم ــهاب ــرب ــینظ ــدم روشرس
PCR-ELISAبـراي اعتمـاد قابلومناسبآزمایشگاهیروشیک

است.ETECتشخیص
قدردانیوتشکر

مرکـز  )1158شـماره  (مصــوب  یقاتیمقاله حاصل طرح تحقنیا
ــات میتحق ــوژیکروبیقـ ــاربرديولـ ــک يکـ ــوم پزشـ ــگاه علـ یدانشـ

د.یم رسآن مرکز به انجایت مالیو با حماه االله (عج) بودیبق
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________________________________________________________________________________________________________________________________

Abstract
Background and Objective: Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) are the most common agent
which causes diarrhea, worldwide. ETEC is colonized along the cells and then producing heat-labile (LT)
and heat-stable enterotoxigenic which enter into intestinal epithelial cells and causes water and electrolyte
loss from intestinal epithelial cells and eventually cause diarrhea.This study was done to detect the heat-
labile toxin in Enterotoxigenic Escherichia coli using PCR-ELISA technique.

Methods: In this descriptive study, DIG-labeled PCR products were bounded to streptoavidin-coated
wells of a microtiter plate and detected by anti-DIG–peroxidase conjugate. The biotin-labeled internal
probe was used for verification of PCR products.

Results: Heat-labile toxin was detected by PCR-ELISA method. The sensitivity of heat-labile toxin was
1.9 ng. This method did not cross-react with bacteria from this variety.

Conclusion: PCR-ELISA method is 100 times more sensitive than conventional PCR method and due to
lack of agarose gel and electrophoresis device it can be a good alternative to traditional method.
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