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Background and Aim: Among Enterobacteriaceae, Shigella dysenteriae produce a shiga 

toxin, and have cytotoxicity, enterotoxin and neurotoxin activity. The toxin causes diseases such 

as diarrhea, gastroenteritis, intravascular coagulation disorder. Today diarrhea is the most 

important challenge for the human health. The classic and conventional microbiological 

detection methods are sensitive and specificity, but there are limitations. This study was 

designed between Bahman 93 and Farvardin 94 to identify S. dysenteriae in shortest time and the 

amount of toxin Stx1 with high sensitivity and specificity using PCR-ELISA method. 

Materials and Methods: The stx1 sequence (490bp) as a target gene was amplified by 

Dig-dUTP labeled, then product was coating on microplate and detection was done using an 

antibody against digoxigenin conjugated. Also the specificity and sensitivity of the method were 

examined by clinical specimens. 

Results: Sensitivity detection of bacteria in the samples was 1.56 pg using genomic DNA 

for S. dysenteriae and specificity of technique didn’t show acceptable OD in other species of 

Enterobacteriaceae family. ELISA had significant absorption for genomic DNA Up to dilution 

0.156 pg. As well as among 70 clinical samples which were analyzed, 3 samples contained the 

stx1 gene. 

Conclusions: Efficiency PCR-ELISA techniques showed that it was simple, faster, high 

specific and sensitive methods. This technique is more suitable than culture and PCR method 

also it was easy can apply in each medical laboratory. 
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بالینی در استان مازندران با  یهانمونهجدا شده از شیگلا دیسانتریه از stx1 شخیص ژنت

 PCR-ELISAروش استفاده از
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 پروتئینی توکسین تولید یلبه دل دیسانتریه شیگلا ،نتروباکتریاسها خانواده هایباکتری میان در زمینه و اهداف:

و  گاستروانتریت اسهال، هایییماریبموجب  ینینوروتوکسو  سیتوتوکسینی فعالیت با داشتن شیگاتوکسین عنوان تحت

 هرچند .باشندمی مطرح هاانسان سلامتی برای چالش ترینمهم عنوانبه امروزهکه  شودیمعروقی  داخل انعقاد اختلال

های خاص تیمحدوداما  ،باشندیم و اختصاصیبرای تشخیص حساس  کلاسیک و متداول میکروبیولوژی هایروش

شیگلا  در کمترین زمان و میزان در Stx1 ها و شناسایی توکسینرفع محدودیت منظوربه مطالعه لذا این ،رادارندخود 

انجام  39تا فرودین  39در بازه زمانی بهمن  PCR-ELISA تکنیک وسیلهبه بالا و اختصاصیت حساسیت با دیسا نتریه

 شد.

سپس  تکثیر و دارنشان DIG-dUTPاستفاده از  ژن هدف با عنوانبه stx1 (bp094) توالیمواد و روش کار: 

ه گکانژو ینژنکسیدیگوضد  بادیآنتیبا استفاده از  درنهایتو  هکوت شد یزاکف میکروپلیت الشده  دارنشان محصول

 .تگرف قرار موردبررسی بالینی یهانمونه با یکتکن ینا یتاختصاص و یتحساس ینهمچن. شدانجام  ییشناسا

 برای شیگلا pg 65/1 یژنوم DNAاز با استفاده  شدهبررسیدر نمونه  یباکتر یصتشخ حساسیت: هایافته

 انتروباکتریاسه خانواده هایدیگرگونه دیسانتریه شیگلا غیرازبه تکنیک این اختصاصیت بررسی و در تعیین دیسانتریه

 نمونه 00 از داشت. داریمعنی از جذب پیکوگرم 165/0ت رق تا ژنومی DNA به مربوط الیزا. نداشتند قبولی قابل جذب

 .شد شناسایی یکتکن ینبا ا stx1 ژن حاوی نمونه 9 ،موردبررسی بالینی

 حساسیت از و برخورداری بودن ، سریعیداد علاوه بر سادگ نشان PCR-ELISAیک تکن ییاکار :گیرینتیجه

 هر در شدن کاربردی قابلیت راحتیبهو  باشدیم PCR کشت و روش برای مناسب جایگزینی بالا واختصاصیت

 .دارد را طبی آزمایشگاه

 PCR-ELISA ین،ژنکسیدیگو، شیگاتوکسین، دیسانتریه شیگلا کلیدی کلمات
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 مهمقد

 گلادیسانتریهشی نتروباکتریاسه،ا خانواده هایباکتری میان از

 عنوان تحت پروتئینی توکسین تولید که است باکتری ترینمهم

 هایژن توسط توکسین این. نمایدمی (Stx) شیگاتوکسین

 سیتوتوکسینی، فعالیت بودن با دارا و( 1-1) شده کد کروموزومی

 چالش ترینمهم عنوانبه امروزه ینیونوروتوکس نتروتوکسینیا

 توکسین این(. 2) باشدمی حمطر ها نسانا سلامتی برای

 بوده، توکسین AB5 گروه به متعلق ساختمانی ازلحاظ پروتئینی

 که باشدمی توکسیک غیر پنتامریک، صورتبه توکسین B قسمت

 Gb3 نام به پیدییگلیکول گیرنده یک طریق از اختصاصی طوربه

 ندوسیتوزا فرایند طریق از سپس و متصل هدف سلول سطح به

 از پس(. 3) شودمی منتقل سلول داخل به زیکولو یک صورتبه

 A1قطعه  ،A بخش در فورین آنزیم توسط پپتیدی پیوند برش

و  آزاد شودمی محسوب توکسین این کاتالتیک بخش عنوانبه که

  فعالیت با و شده سیتوزول وارد شدن فعال از پس

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 

 1311 آذر و دی – 1شماره  – 16سال 
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N–28 از آدنین باز یک حذف با گلیکوزیدازیSrRNA  در زیر 

 پپتیدی زنجیره شدن طویل از جلوگیری با ریبوزومی s61 واحد

 موجب وسیلهبدین و کرده مهار سلول در را سازیپروتئین فرآیند

 این(. انتقال 4) شودمی میزبان در سلولی مرگ شدن فراهم

 – دهان طریق از و آلوده دستان طریق از اول در مرحله بیماری

 نقش ها یوهوم یجاتزسب یی،مواد غذا آب، منابع. باشدمی مدفوع

 این توسط ایجادشده یها(. عفونت0) دارندانتقال  در یمهم

 یعموما در کشورها انتشار و جهانی صورتبه توکسین

 یزانآن از م یوعش و بنگلادش یمرکز یایو آس توسعهدرحال

دارد  یوعش اندمیک صورتبه ایران در و باشد می برخوردار بالایی

 خانواده هایاز باکتری برخی بلکه نتریهدیسا شیگلا تنهانه(. 0)

 انتروباکترکلوآکه ،E.coli O157:H7 مانند نتروباکتریاسها

(Enterobacter cloacae ،)فروندی سیتروباکتر (Citrobacter 

freundii)، هیدروفیلا آئروموناس (Aeromonas hydrophila)، 

 هاییناستر دیگر و( Aeromonas caviae) کاوئی آئروموناس

 ،O89:H19، O146:H21 مانند شیاکلییرشا

O126:H8،ONT:H19 O146:H21، O128:H2 تولید به قادر 

 معرض در سنی هایگروه تمام(. 2) باشندمی شیگاتوکسین

 55 عموماً و داشته قرار دیسانتریه شیگلا توکسین به آلودگی

 ایمنی، سیستم ضعف دلیل به سال 5 زیر کودکان درصد

(. 1) باشندمی توکیسن این معرض در سنی گروه ترینحساس

 ی،فلج عصب ی،انسفالوپات ،تشنج گاستروانتریت، ،اسهال دیسانتری،

 یستمس یلتعد ید،شد خونیکم، ینعقاد داخل عروقا اختلال

 باشندیم هایییماریب ترینمهماز  Hus و Ekiriسندروم  یمنی،ا

 رومیمرگ موجب که ایجاد یسانتریهد یگلاش ینکه توسط توکس

 و یسرولوژ ،کشت هایروش یصتشخ برای(. 16) شوندیم

اما  ،شوندیمحسوب م یصیتشخ هایروش ترینمهم از یملکول

و  یتاز اختصاص هرچند یملکول و یککلاس هایروش ینا

 خاص هایییتمحدود دلیل به برخوردارند ییبالا حساسیت

اد استفاده از تعد در و محدودیت زیاد هزینه زمان، صرف ازجمله

مواد  یریگبکار و یدمیدر زمان اپ زمانهم طوربهها نمونه یادز

 این رفع برای(. 11) اندشدهواقع موردتوجهکمتر  زاسرطان

 PCR-ELISA بر اساس تکنیکی تشخیصی هاییتمحدود

 بالا یتاختصاص حساسیت، برداشتن علاوه که ،یطراح

 یراحبا ط یکتکن در این .گرددیموجود رفع م هاییتمحدود

، DIG-dUTPبا  محصول تکثیر و Stxژن  اختصاصی یمرپرا

 جهت وکوت  یکروتیترم یها یتشده در کف پل دارنشانمحصول 

 بابیوتین که شدهطراحی اختصاصی پروب از محصول شناسایی

 هیبرید DIG با شده دارنشان قطعه با اختصاصی طوربه و دارنشان

 ژنینکسیدیگو ضد بادینتیآ نمودن اضافه با که استفاده، شودمی

 درکمترین شناسایی قابلیت Stx پراکسیداز، ژن آنزیم با کانژوکه

 دارد. بالارا حساسیت با ممکن زمان

 هاروشمواد و 

 یباکتر هاییهسو

 المللیبین با شناسه یگلادیسانتریهش استاندارد هاییهسو

RITCC1875 شیگلا سونئی، شیگلا فلکسنری، شاهد از دانشگاه، 

از مرکز  E.coli O157:H7و  ینوزاآئروژ سسودومونا ،یبریوکلراو

 یه)عج( ته ...ا یهبق یدانشگاه علوم پزشک یکروبیولوژیم یقاتتحق

 و یوشیمیاییب یهاکشت، تست هایروشو با استفاده از 

 .مجدد قرار گرفتند یدمورد تائ یمونولوژیکیا

 مورداستفادهمواد 

 DIG-DUTP از شرکت  همورداستفادکانژوکه  وRoche، 

شرکت  زا Taq DNA polymerase،Ladder 100bp یمآنز

 و MgCl2،dNTP ،Lysozyme ،RnaseA،Proteinase K ،فرمنتاز

 و یمرهاپرا ینشد. همچن یداریکلون خر یناشرکت س ز ازگارآ

 .ندسنتز شد یستتکاپو ز شرکتتوسط  ،مورداستفاده پروب

 یباکتر یژنوم DNA هیته

شد.  استفاده Boilingروش  ازژنومی  DNA یهته جهت 

منطقه اول کشت  XLD یطمح در یگلادیسانتریهش کشت از پس

پس از  شدقیح تل یعما LBمحیط کشت  به برداشته و لوببا 

 5/1متوقف و  یرشد لگاریتمی گرماده فازبه  هایباکتر یدنرس

دقیقه  5به مدت ی باکتریایی هاسلول از سوسپانسیون لیترمیلی

به  وخارج  ییسپس محلول رو .شد یوژسانتریف rpm0111 با دور

اضافه و  TE از بافر میکرو لیتر 311مقدار  ،حاصل سلولیرسوب 

حمام  در یقهدق 15به مدت  در ادامه و یدبا ورتکس مخلوط گرد

 ییرو یع( ما(Vortexورتکس  ازپس  .آب جوش قرار داده شد

(Supernatant) عنوانبه برداشته و DNA  یبراالگو PCR  استفاده

 .شد

 مناسب پروب و پرایمر و طراحی ژنی ةقطع انتخاب

 Stx1 توکسین بیماری ایجاد اصلی عامل اینکه به با توجه

 عنوانبه A واحد زیر جهت همین به باشدمی دیسانتریهشیگلادر

 آن روی از و استخراج ژنی بانک از آن سکانس کاتالتیک، بخش

 Stx1 ژن قطعه تکثیر جهت رپرایم جفت یک طراحی به اقدام
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 و Stx1 یافته تکثیر یهاژن تائید نهایی منظوربه ادامه در ونموده 

 که نمودیم پروب طراحی به اقدام PCR محصول شناسایی برای

 تعریف چنان و دارنشان بیوتین با پروب 5' در انتهای موجود باز

 نیز و( سری سنجاق ساختمان) ثانویه ساختارهای تشکیل که شد

 کیفیت و ویژگی همچنین. برسد حداقل به پروب شدن دایمر

 دلتا لوپ، تشکیل احتمال ،Tm دمای ،GC درصد مانند پرایمرها

G (ΔGو ) پرایمرهای جفت از یک هر در پرایمرها شدگیجفت 

 ،Primer3 ملکولی افزارهاینرم از استفاده با معکوس، و پیشرو

BLAST، IDT گرفتند قرار موردبررسی مجزا طوربه. 

 شدهطراحی پروب و یمرهااطلاعات مربوط به پرا :1دول ج

 تعداد نوکلئوتید جایگاه بر روی ژن کد کننده سم سکانس پرایمروپروب پرایمروپروب

Ah stx1F TTGTTTGCAGTTGATGTCAGAGG 111-133 13 

Ah stx1R CAGGCAGGACACTACTCAACCTTC 656-511 10 

Ah stx1P 5'Biotin-TGTTGCAGGGATCAGTCGTACG-3' 000-011 11 

 

 و PCRواکنش با  Stx1ژن  و تکثیر جداسازی

 PCRمحصول  نمودن دارنشان

 15 در حجم Stx1ژن  یرجهت تکث PCRواکنش  یاجزا

 یمآنز از لیترمیکرو 5/1الگو،  DNA لیترمیکرو 1شامل  لیترمیکرو

Taq DNA polymerase (U/µL5،) 1 یمراز هر پرا لیترمیکرو 

pmol/ µL)11 ،)5/1 بافر  لیترمیکروPCR ،X 11, 5/1 

 5/16و  dNTP کرولیتریم 1 مولار(، یلیم 51) 2MgCl لیترمیکرو

نمودن محصولات  دارنشان شد و برای مقطر انجام آب لیترمیکرو

 شامل PCRهر چرخه . شداستفاده  DIG-dUTPاز  dNTP یبجا

 یقه،دق 3 درجه به مدت 30( در Denaturation) یهاول یواسرشتگ

 53( در (Annealing، اتصال ثانیه 05درجه  35در  یواسرشتگ

و  یقهدق یکدرجه 51( در Extension) یرتکث یه،ثان 05درجه 

 یکلس 35با  و یقهدق 5درجه به مدت  51در  یینها یرتکث

مطابق  دمایی چرخه 31در  PCRواکنش  .صورت گرفت یریتکث

، محصول PCRحصول م ی. جهت بررسگرفت( انجام 1با جدول )

تحت ولتاژ  یقهدق 05درصد به مدت  یکز گارآواکنش توسط ژل 

نور  یربعد از الکتروفورز ز PCRمحصول  و هالکتروفورز شد 55

UV از ژل با استفاده از دستگاه  یریتصو مشاهده و 

Gel document یدگرد یهته. 

 stx1ژن  یرجهت تکث PCRواکنش  ینحوه اجرا :2جدول 

 مرحله درجه حرارت زمان لیکتعداد س

 1 یهدناتوره شدن اول درجه 30 یقهدق 3 یکلس 1

 

 یکلس 31

 یهثان 05

 یهثان 05

 یقهد ق 1

 درجه 30

 درجه 53

 درجه 51

 یهدناتوره شدن ثانو

 اتصال

 یرتکث

 

1 

 

 3 یینها یرتکث درجه 51 یقهدق 5 یکلس 1

 

 تکنیک با شده دارنشان محصول شناسایی
 PCR-ELISA 

بافر  لیترمیکرو 35با  یدیناسترپتواو لیتررومیک 5ا ابتد

شده  دارنشان PCRمحصول  لیترمیکرو A،11چاهک  به یپوشش

 (Coating Buffer) یبافر پوشش لیترمیکرو 31با  ینژنکسیدیگوبا 

( با دارنشان یر)غ یعاد PCRمحصول  لیترمیکرو B،11در چاهک 

 لیترمیکرو D، 111و  Cدر چاهک  یبافر پوشش لیترمیکرو 31

 PCRمحصول  لیترمیکرو E، 5 ( در چاهک- Ag) یبافر پوشش

ساعت در  1و به مدت  یختهر یبافر پوشش لیترمیکرو 35با  یعاد

بار بافر  3ها را انکوبه کرده سپس چاهک درجه سلسیوس 35

PBST ( شستشو دادهیینتو %15/1 یحاو ین)فسفات سال، 

  BSA%3 لیترمیکرو 111ها از چاهک هرکداممرحله بعد به 

درجه  35در  ساعت یک و کردهاضافه  Blacking Buffer عنوانبه

 PBSTبار با بافر  3ها را چاهک سپس. یمانکوبه کرده نمود

 PCRمحصول  لیترمیکرو 11مرحله  ینبا ا زمانهم، شستشو داده

 سازیبافر دورگه لیترمیکرو 31را در  DIGشده با  دارنشان

SSC)یخ داخل دقیقه 5 سپس و جوشانیمیم یقهقد 11 یخته( ر 

آن  5 یکه انتها دارنشانپروب  لیترماکرو 11به آن  و داده قرار



 1335 آذر و دی▐ 5 شماره 11 سال▐مجله میکروب شناسی پزشکی ایران 

15 

 

درجه قرار داده  55ساعت در  1شده اضافه و به مدت  یوتینیلهب

 35ساعت در  1 یخته،ر Aچاهک  یمخلوط را رو ینسپس ا

 111مقدار  PBSTبار شستشو با بافر  3درجه قرار داده بعد از 

با  یدازبا پراکس دارنشان ینژنکسیدیگوضد  بادیآنتی لیترمیکرو

ساعت در  1ها اضافه کرده، از چاهک هرکدامبه  1111/1رقت 

 PBST111مجدد با  یدرجه قرار گرفت پس از شستشو 35

 لیترمیکرو OPD+111 گرممیلی 1از محلول سوبسترا ) لیترمیکرو

Detection buffer +5 به هر چاهک %31 کسیژنهاآب لیترمیکرو )

توقف  ی. برایدگرد ینگهدار یکدر اتاقک تار یقهاضافه و چند دق

مولاراستفاده شد  5/1 اسیدسولفوریک لیترمیکرو 111واکنش از 

 (Bio-Rad)با استفاده از دستگاه  یسپس جذب نور

 ELISA Reader  (.12نانومتر خوانده شد ) 031در 

ا استفاده از ب PCR-ELISAتعیین حساسیت تکنیک 

 PCRمحصول 

 یسانتریهدشیگلا یژنوم DNAحداقل غلظت  یینتع برای

 گیریاز اندازه پسگردد  ییروش شناسا ینتوسط ا تواندیکه م

 یینو جهت تع یهته یژنوم DNA از رقت سریال ینور جذب

-PCR با تکنیک استفادهسپس  و PCR، ابتدا با روش یتحساس

ELISA محصول  ییدتأ یبرا ینصورت گرفت، همچن یابیارز

PCR  ژنStx1 سازیدورگهروش  دیسانتریه شیگلا یباکتر 

 .شد کاربردهبه

 استفاده با PCR-ELISA تکنیک اختصاصیت تعیین

 باکتریایی هایسویه از

از  استفاده با تکنیک اینبودن  یاختصاص یبررس برای

 دیگر از دیسانتریه شیگلابه همراه  شدهطراحی آغازگرهای

 مانند نتروباکتریاسها خانواده هایباکتری ه های شیگلا وسروگرو

 E.coli و ینوزاآئروژ سسودومونا ،ویبریوکلرا ،سالمونلاتیفی

O157:H7  تکنیک  با و سپساستفادهPCR-ELISA جذب  میزان

 .گرفت قرار ارزیابی موردها  از سوش هریک ینور

 از تکنیک استفاده با بالینی هاینمونه تشخیص
 PCR-ELISA 

 با هویتمدفوع  از کشتمثبت حاصل  بالینی نمونه 51 از

 کنندگانمراجعهمربوط به  فلکسنری ،سونئی ،یگلادیسانتریهش

مراکز خصوصی  و هابیمارستانتشخیص طبی  هایآزمایشگاه

 30 اردیبهشت یال 33اسفند  ماه از 3 یدرط که استان مازندران

، هاسویه هویت تعیین، مجدد کشت از پس، بود شدهآوریجمع

 PCR-ELISA تکنیک با و سپس انجام DNA، PCR استخراج

 گرفتند. قرار موردبررسی

 هایافته

 PCRمحصول  و نشاندارشدن PCRواکنش  بررسی

 یهسو شدهاستخراج یژنوم DNAبا  PCRواکنش 

مطابق  شدهطراحی یاختصاص یمرهایباپرا یسانتریهدیگلاش

مربوط به ژن  یجفت باز 031قطعه  تکثیرانجام گرفت  (1)شکل 

Stx1 ازلحاظ تکثیرشده قطعات صحت بر دلیل این که باشدیم 

است  شدهداده نشان( 1)شکل  در که طورهمان. باشدمی اندازه

 دارنشان PCR محصولات باندهایشدن محصول،  دارنشانپس از 

 کمی نشده دارنشان PCR محصول به نسبت DIG-dUTP با شده

 در ژنینکسیدیگو وجود امر این علت که است هقرارگرفت بالاتر

 شدن سنگین باعث که باشدمی شده دارنشان PCR محصول

 .است گردیده موردنظر قطعه

. 

 شیگلا دیسانتریاز  شدهاستخراج با ژنوم PCRواکنش  :1ل شک

 :2ستون  DNA (100bp DNA Ladder،) نشانگر اندازه :1ستون 

مربوط  bp416)قطعه  Shigella dysenteriaeاز ژنوم  PCRمحصول 

 است( stx1به ژن 

 
 PCR کردن محصول دارنشان: تصویر ژل آگارز مربوط به 2شکل 

: 2 سایز مارکر: DIG-dUTP. 1 وسیلهبه شیگلا دیسانتریهژنومیک 

شده  دارنشان PCRمحصول  :3 (stx1)نشده  دارنشان PCRمحصول 
(stx1) 
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از  استفاده با PCR-ELISA تعیین حساسیت تکنیک

DNA ژنومی 

ژنومی حداقل  DNAمختلف از  هایرقتپس از تهیه 

برابر  PCRشود باروش ژنومی که باعث آلودگی می DNAغلظت 

پیکوگرم  156/1 کهدرحالی (الف 3بوده )شکل  pg 56/1 با

 از جذبب( که  3شکل ) باشدژنومی می DNAکمترین غلظت 

 باشد.ردار مینوری قابل قبولی با تکنیک الیزا برخو

 
 PCR-ELISAتکنیک  حساسیتبررسی میزان  :3شکل 

 -DNA 2نشانگر اندازه  -1 شیگلا دیسانتریهژنومی  DNAبا نمونه  PCR-ELISAتکنیک  حساسیتژل آگارز مربوط به بررسی میزان  الف( تصویر 

ng110  محصولPCR رقت 1تا  3 نشده دارنشان ng110  تاpg 110/6  محصولPCR حساسیتتعیین  ب( شده. دارنشان PCR-ELISA  با استفاده

 Stx1ژن  PCRاز محصول 

 PCR-ELISA تعیین اختصاصیت تکنیک

در این روش برای بررسی اختصاصی بودن آغازگرهای 

 فلکسنری وسونئی شیگلا و دیسانتریهشیگلاعلاوه بر  شدهطراحی

 غیرازبهنتروباکتریاسه استفاده شد که اهای خانواده از دیگر سویه

 شکل) هیچ باندی بر روی ژل آگارز مشاهده نشد دیسانتریهشیگلا

میزان جذب نوری  PCR-ELISA درروشدر بررسی با  الف( و 0

از میزان جذب بالاتری برخوردار  شیگلادیسانتریهدر نمونه 

 بود از مقادیر کنترل تریینپا هایهسوجذب نوری دیگر  کهدرحالی

 ب(. 0شکل )

 
 PCR: تعیین اختصاصیت 4شکل 

 -3 شیگلا دیسانتریه Stx1 نشده ژن دارنشان PCRمحصول  -DNA 2نشانگر اندازه  -Stx1 :1ژن  PCRالف( ژل آگارز مربوط به تعیین اختصاصیت 

 شیگلا سونئی -1 شیگلا فلکسنری -4 شیگلا دیسانتریه Stx1 شده ژن دارنشان PCRمحصول 

 PCR-ELISAبررسی تعیین اختصاصیت روش  ب( O157:H7 E.coli -2 ویبریوکلرا -0 ینوزاس آئروژسودومونا -0 
 



 1335 آذر و دی▐ 5 شماره 11 سال▐مجله میکروب شناسی پزشکی ایران 

15 

 

 های بالینی با استفاده از تکنیکبررسی نمونه
 PCR-ELISA 

 نمونه بالینی 51کاربردی نمودن این تکنیک، تعداد  برای

که در طی سه  سونئی و فلکسنری ،شیگلادیسانتریهکه با هویت 

تشخیص  هایآزمایشگاه از 30 تا اردیبهشت 33اسفند  ه ازما

 آوریجمعخصوصی از استان مازندران  و مراکز هابیمارستانطبی 

 Stx1 ژن حاوی نمونه 3قرار گرفتند  موردبررسیو با این تکنیک 

الف( نشان داد  5 شکل) PCRاز  آمدهدستبهبوده است که نتایج 

ری قابل قبولی برخوردار های مثبت از میزان جذب نونمونه

از طریق کشت  آمدهدستبهباشند همچنین این نتایج با نتایج می

 کاملأ مطابقت داشت.

 
نشانگر اندازه  -Stx1. 1های بالینی حاوی ژن بررسی نمونه :1شکل 

DNA 2 4 تا- PCR  ژنStx1 های بالینی مثبتاز نمونه 
 

 بحث

 که 1 تیپ یهشیگلادیسانترانتروباکتریاسه از خانواده 

ای در انسان محسوب روده زایبیماریعامل  ترینمهم عنوانبه

تولیدتوکسینی بنام شیگاتوکسین که دارای  به دلیل( 13) شودمی

 باشدتروتوکسیک میان سیتوتوکسیک و خاصیت نوروتوکسیک،

افراد مسن به  سال و 5در کودکان زیر  ومیرمرگ( علت مهم 14)

 عصبی، فلج ی،انسفالوپات ،مانند تشنج هایییماریبدلیل ابتلا به 

شدید، ترومبوسیتوپنی،  خونیکم انعقاد داخل عروقی، اختلال

 و Ekiri، Husیت، سندروم گاستروانتر تعدیل سیستم ایمنی،

این باکتری انتشار آن  کهازآنجایی (.16باشد )یم یسانترید

 نوانعبهباشد اندمیک می صورتبهایران  در جهانی و صورتبه

 تهدیدی جدی برای سلامت بخصوص در کودکان محسوب شده

، شیگلا دیسانتریهشناسایی توکسین شیگا در هایروشلذا  ،(11)

برخوردار  توجهیقابلها از اهمیت نحوه پیشگیری ودرمان آن

 RPLA یزا وال کلاسیک مانند کشت سلولی، هایروش باشد.می

  توکسین برخوردار شناسایی این از حساسیت بالایی در اگرچه

صرف  به دلیل داشتن معایبی از قبیل آهسته بودن، اما ،باشندمی

نیاز به افراد  مشکل در استاندارد نمودن، هزینه زیاد، وقت و

کشت سلولی  اختیار داشتن امکاناتی نظیر محدودیت در ،باتجربه

نیاز به  و سازیخنثیمخصوص جهت  توکسینآنتیو 

پلی کلونال ضد توکسین استفاده چندانی از  و های مونوبادیآنتی

، PCR تشخیص ملکولی مانند هایروش (.10-10) شودآن نمی

Real time در  روزافزون هاییشرفتپبا توجه به  سازیدورگه و

باشند. زمینه تشخیص توکسین شیگا هنوز دارای معایب می

حال  ( تاKarchتوسط ) 1353که از سال  PCR تکنیک ملکولی

ها کاربرد  برای شناسایی شیگاتوکسین آمیزیموفقیت طوربهکه 

با توجه به اینکه از سرعت، اختصاصیت و حساسیت بیشتری  دارد

استفاده  به دلیلباشد برخوردار می شدهگفته هایروشنسبت به 

 ژل، آمیزیرنگی اتیدیوم بروماید جهت زاسرطانماده  روزمره از

 محیط را بالامی برد. آزمایشگاهی و کارکنانآلودگی  خطر

دیگر  از زمانهم طوربه هانمونههمچنین محدودیت در تعداد 

که گسترش بیماری  درزمانی را PCRمواردی است که تکنیک 

ساخته  روبرو با مشکل شودیم آندمی ظاهر پاندمی و صورتبه

تا حال مطالعات  Fortinتوسط  1111از سپتامبر  (.12) است

زی شیگاتوکسین ها با استفاده از روش متعددی در مورد جداسا

Real time اما با توجه به داشتن اختصاصیت  ،صورت گرفته است

حساسیت بالای واکنش به دلیل ناتوانی این  درصدی و 111

 استفاده از  و تکثیرشدهتکنیک در برآورد اندازه محصول 

 کمبود افراد و هزینه بالا فلورسنس دار مخصوص و هایپروب

(. 11محدودیت مواجه نموده است ) این روش را با اتجربهب ماهر و

برای شناسایی شیگاتوکسین ها که درسال  سازیدورگهروش 

ارائه شد با توجه به اینکه  همکارانش و Thomasتوسط  1331

اختصاصی با استفاده  و بسیار حساس یک تکنیک مولکولی مؤثر،

اما  ،باشدیموتین بی سیژنین وکاز مواد غیر رادیواکتیو مانند دیگو

های بالینی در تعداد زیاد نمونه در موردبه دلیل عدم کارایی آن 

(. 26) واقع نشده است موردتوجهتشخیص طبی  هایآزمایشگاه

ن یکی پس از دیگری سعی در برطرف نمودن یاگرچه محقق

 هایروشولی تلاش برای  ،اندنمودهن یشیپ هایروشب ایمع

قبلی برطرف شده  هایروشمعایب جدیدی که در آن برخی از 

قبل از حساسیت و سرعت عمل  هایروشباشد و یا نسبت به 

محققین بوده است. با  مدنظربیشتری برخوردار باشد، پیوسته 

لکولی بر پایه وتوجه به نکات فوق در این تحقیق روش م

به همراه پروب اختصاصی  PCRهیبریداسیون محصول 

رفع  باهدف PCR-ELISAتحت عنوان تکنیک  شدهطراحی

انتقال،  معایب گفته به دلیل ساده بودن مراحل کار که شامل
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باشد وبه دلیل استفاده از پروب افزایش وانکوباسیون می

 کارگیریبهعدم  حساسیت واکنش و بالا بردناختصاصی برای 

، جهت شناسایی سریع و اختصاصی توکسین شیگا مواد رادیواکتیو

 مناسب ،خطرکمیک روش شناسایی  عنوانبه شیگلا دیسانتریه در

برای  1111برای اولین بار بکار گرفته شد. در سال  اعتمادقابلو 

همکارانش  و Fachسال  در همینو همکارانش و  Beileiاولین بار 

سیکل تکثیری  31ساعت با  5در مدت  PCR-ELISAتکنیک  با

 O157:H7 E.coliژنومی توانستند  DNAاز  611با حساسیت 

توسط  1111در سال  E.coli O157:H7 (.21راشناسایی نمایند )

Daly و همکارانش با تکنیک PCR-ELISA  ساعت با  5در مدت

ژنومی  DNAاز  511با حساسیت  سیکل تکثیری 31-35

نشان  1113و همکارانش در سال  Morata(. 22شناسایی شد )

 31ا ژنومی ب DNAاز  511دادند که باکتری بروسلا با حساسیت 

(. در 23) ساعت قابلیت شناسایی دارد 5سیکل تکثیری در مدت 

را  ویبریوکلراو همکارانش توانستند باکتری   1115Mousaviسال 

سیکل  5با حداقل  ساعت 0در مدت  PCR-ELISAبا تکنیک 

ژنومی مورد شناسایی قرار  DNAاز  511با حساسیت  و تکثیری

 و Mousaviتوسط  1115در سال  سالمونلا تیفی(. 24دهند )

 5-31ساعت با  0مدت  در PCR-ELISA همکارانش با تکنیک

 ژنومی شناسایی شد DNAاز  511 با حساسیت سیکل تکثیری

(21.) Elmi نشان دادند که باکتری  1111همکارانش در سال  و

سیکل  31ژنومی با  DNAاز  311 با حساسیت هلیکوباکتر پیلوری

 (.20شناسایی دارد )ساعت قابلیت  5تکثیری در مدت 

Esfandiyari  0توانستند در مدت  1110و همکارانش در سال 

 611توکسین را با حساسیت  LTسیکل تکثیری ژن  11ساعت با 

 در تحقیقاما نتایج ما  (،20) یندنمابا این تکنیک شناسایی 

سیکل  31با  ساعت 0در مدت  دیسانتریهشیگلاحاضر نشان داد 

PCR-با تکنیک  ژنومی DNA از 611حساسیت  و باتکثیری 

ELISA .قابلیت شناسایی دارد 

نمود که روش  گیرینتیجه طوراینتوان از این مطالعه می

PCR-ELISA  تشخیصی دارای چندین  هایروشنسبت به بقیه

با یک مرحله  PCRترکیب شدن محصول  به دلیلباشد: مزیت می

های  لیترود، استفاده از پصحت کار بالا می سازیدورگه

وجود دارد و  زمانهم طوربهنمونه  36میکروتیتر امکان بررسی 

تشخیص کاهش  و زمانحساسیت و اختصاصیت آن بیشتر 

در  Stx1 حساسیت این روش برای تشخیص سم کهطوریبه

ژل آگارز  برابر بیشتر از روش الکتروفورز 111 دیسانتریهشیگلا

م نیاز به دستگاه شود. عدساعت شناسایی می 0در مدت  بوده و

 هایروشاتاق تاریک، امکان آلودگی کم نسبت به  ژل داکت،

 درروشکه  قیمتگرانعدم استفاده از مواد  ساترن و یگذارلکه

Real-time رود از دیگر محاسن این تکنیک محسوب بکار می

در قابلیت استاندارد شدن  راحتیبهتکنیک این  ازآنجاکه شود.می

در  سریع و روشی یص طبی داشته وتشخ هایآزمایشگاه

ی برای گریسک آلود در ضمن و باشدمی اجراقابل کوتاه زمانمدت

یک روش  رسدمیبه نظر  یابدمیاه کاهش شگآزمای کارکنان

 شیگاتوکسین هابرای تشخیص  اعتمادقابلاهی مناسب و شگآزمای

 باشد.

 تقدیر و تشکر

 رشدکارشناسی ا نامهیانپا از یبخش حاضر قیتحق

 یآمل ...ا تیآآزاد اسلامی واحد  دانشگاه مصوب ولوژیمیکروبی

 .است

 تعارض منافع:

شناسی پزشکی ایران بین نویسندگان و مجله میکروب

 تعارض منافعی وجود ندارد. گونهیچه
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