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 (SEA)های  نآنتروتوکسی صدر جهت تشخی زادات الای تطراحی کی

 زا،الای چآن با روش ساندوی سهاورئوس و مقای لوکوکوسباکتری استافی

  اییهای خامهآن در نمونه نان صصحت تشخی نتعیی

  *3انوار یرعلیدامی، س 2 ی،  حامد اهر1 ییالسادات بطحا سارا

 

 چکیده
اورئوس به کمک  لوکوکوسیاستاف نیآنتروتوکس ییساو شنا صیمطالعه تشخ نیدر ا

مطالعه از کاغذهای  نیدر اشده است. انجام  Dot ELISAحساس  تیک یطراح

یاد بستر  یبر روشده است، عنوان بستر استفاده به میکرون 22/0ی با منافذ تروسلولزین

کوت  500/1با رقتاورئوس  لوکوکوسیاستاف نینتروتوکسآ یبادی اختصاصآنتی شده

ه داده شد مجاورت شده دهیهای چسببادیآنتی هباختصاصی  نیو سپس توکس گردیده

 ،دهیاضافه گرد 2000/1با رقت  HRP میدار شده با آنزبادی نشاندر ادامه آنتی است؛

ها ؛ در این آزمایش نمونهسوبسترا اضافه شد ،مجدد یشستشو وباگذشت زمان 

طلایی   عنوان استاندارد وش ساندویچ الایزا بهصورت دستی آلوده شده و سپس با ربه

لیتر به بالا نانوگرم بر میلی 50مورد مقایسه قرار گرفت، این کیت قادر به تشخیص 

صورت و چنانچه میزان توکسین کمتر از این مقدار باشد آن را به بوده  Aتوکسین 

مونه مثبت ن 4شده، آورینمونه جمع 40منفی گزارش کرده، در این آزمایش از 

شده آلوده بوده است؛ آوریهای جمع% نمونه 10دهد که حدود شده، نشان میگزارش

نسبی،  و ویژگی تیحساسعنوان روش سریع با امروزه با استفاده از کیت الایزا دات به

های استافیلوکوکوس در نان Aجهت تشخیص آنتروتوکسین تکرارپذیری توان می

 ایی را بهبود بخشید.خامه

 .نیاورئوس، آنتروتوکس لوکوکوسیاستاف زا،یدات الا تیک واژگان کلیدی

 20/1/1398تاریخ پذیرش:    30/7/1397تاریخ دریافت: 
 

 مقدمه
مشکلات  نیترعیاز شا یکیاز غذا  یناش یهایماریامروزه ب

از طرف  هایماریب نیدر جهان است، ا یاهیو تغذ یبهداشت

از مواد  یناش یهایماریبعنوان به یسازمان بهداشت جهان

 گردد،یم دجایکه با مصرف غذا و آب ا یسم ای کنندهآلوده

از  یاریدر بس یوکلوکیاستاف تی(. مسموم1شده است)اعلام

  عنوان به اول تا سوم قرار دارد، یهاگاهیاز جا یکیکشورها در 
 رانین، اتهرا تقایواحد علوم و تحق  یاسلامدانشگاه آزاد  ییغذا عیو صنا یکارشناس ارشد دانشکده علوم کشاورز .1

 رانیان، اتهر قاتیواحد علوم و تحق  یدانشگاه آزاد اسلام ییغذا عیو صنا یدانشکده علوم کشاورز اریدانش .2

هران، یقات تواحد علوم و تحق یو بهداشت دانشکده علوم تخصصی دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلام هیگروه علوم پا* 

  (saaa4824@gmail.comایران: )

 

ز ابعد  2000تا  1999 یهاسال نیمثال در کشور فرانسه ب

 از مصرف غذا یناش تیعامل مسموم نیسالمونلا، دوم یباکتر

و  ژنزیپرفر ومیدیبعد از کلستر کایدر آمر نیبوده، همچن

عامل  نیتراورئوس مهم لوکوکوسیاستاف یسالمونلا، باکتر

شده ذا شناخته از مصرف غ یناش تیو مسموم یماریب

شده توسط ترشح نیآنتروتوکس ،ی(. برخلاف خود باکتر2)ستا

 (. 3است) دارینامساعد نسبتاً پا طیآن در شرا

از  ییگسترده ا فیط لیاورئوس به دل لوکوکوسیاستاف

که به  واناتیاز ح یمختلف یهاها که در انسان و گونهعفونت

اورئوس جز  لوکوکوسیمورد توجه است؛ استاف آوردیوجود م

 نیبه هم شودیسم در غذا شناخته م دیتول ییزایماریعوامل ب

 یعنی  SFP (Staphylococcal food poisoning)ها به آن لیدل

 دیکه تول شودیگفته م یلوکوکیاستاف ییغذا یهاتیمسموم

و  یگوشت یهاآن در غذاها بخصوص فرآورده نیانتروتوکس

از  لوکوکوسیاستاف یها نیاست؛ انتروتوکس شتریب یلبن

 تا 27 نیب یوزن مولکول ریانگیبا م یارهیتک زنج یهانیپروتئ

34 KDa (4( است )لودالتونیک.) 

 یها نیجز خانواده توکس یلوکوکیاستاف یها نیآنتروتوکس

که  شودیم یبنددسته ( Eتا  Aکه از ) دیآیحساب مبه زایماریب

توسط گونه  مختلف یها نیدوازده گونه از آنتروتوکس نیا

  A نیآنتروتوکس شود،یاورئوس ترشح م لوکوکوسیاستاف

 ییذاغ تیعامل وقوع مسموم نیترعینوع و شا نیتریسم

 (.5است) یلوکوکیاستاف

 صیتشخ یبرا رفتهیصورت پذ قاتیتحق یبررس رغمیعل

 صیتشخ نهیدرزم شتریب یبه بررس ازیحال ن نیها، با ا نیتوکس
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SEA وجود دارد؛ تست  عیبه روش سرهم آن ییدر مواد غذا

 یجستجو یاست که معمولاً برا یحساس اریروش بس زایال

با  اضرح قیراستا تحق نیرود، در ا یبکار م یبادیآنت ای ژنیآنت

 صیدر جهت تشخ Dot ELISA تیک یهدف طراح12

اورئوس و  لوکوکوسیاستاف یباکتر SEA یها نیآنتروتوکس

 ییاخامه یهانآن در نمونه نا صیصحت تشخ نییتع

آمده دستبه یهاآزمون, داده دیتائ یبرا تیگرفته و درنهاانجام

  شده است. سهیمقا چیساندو زایدات با روش الا زایاز روش الا

 

 کارمواد و روش
از  شدهیآورجمع ییاخامه ینیرینمونه ش 40مجموع  در

و  طیدر شرا یصورت تصادفشهر تهران به 5منطقه  یهایقناد

و از کاغذ  دهیمنتقل گرد شگاهین مناسب به آزمازما

 زایالا یها تیعنوان بستر در پلهب  ( Bio-Rad) یتروسلولزین

-Sigmaمارک  SEA هیاول یبادیقرار داده شد و آنت یرانیا

Aldrichنیسرم آلبوم نی، بوو(BSA)  ارک مSigma-Aldrich 

 لوکوکوسیاستاف A نیعنوان بلاک کننده و آنتروتوکسبه

 جادیجهت تست با بافر و ا Sigma-Aldrichاورئوس مارک 

، (PBS)نی، فسفات بافر سالAکنژوگه  یبادیآنت ،یدست یآلودگ

و  Farming Intelligene Techارک م  (H2ODD) زهیونیآب 

 یشده و برا هیمارک پادتن علم ته (TMB) نیدیبنز لیتترامت

 .دیاستفاده گرد زایالا چیساندو تیساخت ک

 coating مرحله 

 یآگار، سلولز، پل تواندیفاز جامد که م کیcoatingمرحله   در

 تروین یهاورقه ن،یاستر یپل د،یآم لیاکر یپل د،یکلرا لیون

مختلف  یهااول به نسبت یبادیباشد، استفاده شد؛ آنت یسلولز

شد، بهترین  ختهیها رورقه یو رو شدهقیبا بافر کربنات رق

ان کوت زم یساعت برا کیانتخاب و های جواب از بین رقت

 داده شد.

 : blocking مرحله

 ده،یگرد یساعت محتویات چاهک خال کیاز گذشت  پس

ده قرار داده ش یهایبادیزمان ضروری است تا آنت نیگذشت ا

جا را ها همهبادیصفحات بچسبند؛ در این مرحله آنتی یبر رو

ین ه لذا در اممکن است پر نکرده و یک سری مناطق خالی ماند

عمل توسط موادی  نیا رد،یشدن صورت بپذ cealمرحله عمل 

 یستیفاقد پروتئاز با Bovine Serum Albumin (BSA)مانند  

، اگر بلاک کننده حاوی پروتئاز باشد رایاستفاده گردد؛ ز

 د؛ینمایم جادیرا لیز نموده و اختلال در عملکرد ا هایبادیآنت

رقت  نیبهتر ید انجام شده و برتردرص 10تا  1از  یسازقیرق

قرار  یها مورد بررسبادیآنتی نیبلاک جهت پر کردن فواصل ب

 گرفت.

 ژنآنتی افزودن

بافر با  اورئوس در لوکوکوسی( استافنی)آنتروتوکس هاژنیآنت

میکرولیتر به  100اندازه شده و بهمختلف آماده یهارقت

ست در جلسات شد، لازم به ذکر ا ها اضافه نمودهچاهک

شده و ها را تستو بالاتر از این رقت ترنییهای پامختلف رقت

 در دمای اتاق قرار تعسا کی د،یها را انتخاب گردرقت نیبهتر

 20به  1که به نسبت  Washingداده شد، سپس با محلول 

م برای و نمک طعا 20و دارای مواد دترجنت، توئین  شدهقیرق

 300ا انجام داده، به میزان است عمل شستشو ر PHتنظیم 

داده  دقیقه زمان 3تا  2ها اضافه و میکرولیتر از محلول به گوده

 دهیبادی متصل نشده خارج گردکه به آنتی ییهاژنیشد و آنت

 بوده و شستشو بسیار مهم یالایزا مراحل نمونه بردار در است.

 بار تکرار گردد. 5پس بهتر است عمل شستشو 

 کونژوگه یبادین آنتاضافه کرد مرحله

با  HRP (Horsradish peroxidase)کونژوگه با  بادیآنتی

ها مختلف رقیق شد، به درون گوده یهابه نسبت کنندهقیرق
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 نیبه بهتر دنیرس یو لازم به ذکر است که برا دیاضافه گرد

شده، تا بهترین مختلف تست یهارقت به تعداد دفعات رقت

 PBS(Phosphat buffer کنندهقیقر ماده پاسخ دریافت گردد.

salin)  با ترکیبNAOH 1/0  نرمال باBSA 15/0  گرم در هر

بوده که نقش افزایش پایداری را داشته، حال پس از  تریلیلیم

ها، اجازه داده تا یک بادی کونژوکه به چاهکاضافه کردن آنتی

 گردد. یاتاق نگهدار یساعت در دما

 شستشو مرحله

ه ماد یله شستشو بوده که با محلولی که حاومرح یبعد مرحله

 یهایبادیآنتکه در  رفت،یبار صورت پذ 5توئین عمل شستشو 

 تیامتصل نشده بودند جدا و درنه ژنیکونژوکه ای که به آنت

مای ت ددا زایالا یبر طراح رگذاریتأث یشسته شدند، از فاکتورها

زمان  باشد ترنییآزمایشگاه بوده، بطوریکه هر چه دما پا

درجه  30بهترین دما حدود  افته،یشیها افزاانکوباسیون

 است. تیحائز اهم اریدما بس لبوده پس کنتر گرادیسانت

 :Substrate Reagentکردن محلول سوبسترا  اضافه

اعث بباند شده و  میمرحله سوبسترا با قسمت فعال آنز نیا در

 زانیم به توانیخصوص م نیدر ا گردد،یرنگ م رییتغ جادیا

و  TMB(Tetra methyle benzidin)یتر از  میکرول 10-100

OPD (O-phenylediamine) ا استفاده نموده، در این مرحله ر

تبدیل کرده  ینگرا به یک محصول ر  TMBبادی کونژوگه،آنتی

 لیبیشتر به آبی م TMBبادی بیشتر باشد که هر چه این آنتی

سبت ناز هر دو نوع به  دارد که Bو  Aدو نوع   TMB د،ینمایم

ه مساوی مخلوط شده و حدوداً چند دقیقه زمان لازم که بست

 وده است.سرعت آبی شدن متغیر ببه

 هانمونه خواندن

و  نیدهنده حضور آنتروتوکسنشان یآب یرنگ یلکه مشاهده

دهنده عدم حضور نشان یآب یرنگ یعدم حضور لکه

آن  یکنترل بصر روش نیا یهاتیبوده، از مز نیآنتروتوکس

 یکاغذها(. 6،7است که استفاده از آن را راحت کرده است)

 24 تیمربع برش خورده و در پل متریسانت 1به ابعاد  تروسلولزین

 3 زانیبه م SEA یبادیقرار داده شد، آنت زایالا ییخانه ا

 میمدت ن یو پس از ط دهیکوت گرد 500/1با رقت  تریکرولیم

بر  یبادیبعد از خشک شدن آنت(. 8) دیگرد ساعت خشک

 شدهقیرق PBSکه با  % BSA 3 یکاغذها, بلاک کننده یرو

 بارکیها ساعت چاهک 1و بعد از گذشت  دهیبوده اضافه گرد

 نیکنترل مثبت آنتروتوکس یهاچاهک به (.9شسته شده) PBSبا 

 یهاو به چاهک تریکرولیم 300 زانیبه م ng/ml 50با غلظت 

ساعت  1اضافه شد و به مدت  زانیبه همان م PBS, یکنترل منف

تا اتصالات صورت گرفته، در آزمون  ماندهیاتاق باق یدر دما

 1/0 وبیکروتیابتدا به هر م ییاخامه یهاها، ابتدا از ناننمونه

 دیها آب اضافه گردبه آن تریلیلیم 1 زانیشد و به م ختهیگرم ر

مونه ها را داخل شد سپس ن کنواختی یخوببه vortexو با 

 500سطح قرارگرفته،  یخامه، رو یقرار داده تا چرب وژیسانترف

و بعد  دیها اضافه گردبه گوده یاز قسمت فاقد چرب تریکرولیم

ساعت  1, نمونه به مدت هاچاهکها در از کوت کردن نمونه

صورت  یخوببه نگیکوت ندیشد تا فرا یاتاق نگهدار یدر دما

با  قهیدق 1ها دو بار و هر بار به مدت گرفته سپس تمام چاهک

 یحاو شدهقیکنژوگه رق یبادی(. آنت8،9بافر شسته شده است)

BSA  یآماده و بر رو تریکرولیم 300 زانیبه م  2000/1با رقت 

 یساعت در دما 1به مدت  تیشده و مجدداً پل ختهیر هاگوده

 Washها دو بار با چاهک ی(. همه8،9اتاق قرارگرفته است)

buffer کاغذ  یسرعت شسته شده و کاغذها با پنس بر روبه

خشک  یخوببه قهیدق یو در مدت زمان س افتیانتقال  یمعمول

 (.8،9شد)
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 نانومتر 450موج در طول کنژوگهبادی جذب آنتی زانیم -1جدول 

 3جذب میزان  2میزان جذب  1میزان جذب  بادی دوممیزان آنتی

2000/1 897/1 733/1 678/1 

4000/1 858/0 799/0 795/0 

8000/1 348/0 342/0 355/0 

16000/1 095/0 091/0 088/0 

32000/1 067/0 061/0 063/0 

64000/1 023/0 021/0 026/0 

256000/1 017/0 012/0 014/0 

 

 ا روش الایزا و مقایسه آن با نتایج حاصل از دات الایزابمیزان جذب توکسین -2جدول 

 نتایج حاصل از کیت الایزا دات نانومتر الایزا 450در جذب  توکسین

 آبی 93/0   ± 873/0 100

 آبی 564/0 ± 33/0 50

 رنگبی 429/0 ± 65/0 25

 رنگبی 326/0 ± 52/0 5/12

 رنگبی 348/0 ± 15/0 0

 

 یبر رو تریکرولیم 20 زانیبه م TMBاز خشک شدن کامل,  بعد

 10از گذشت مدت زمان  شده است. بعد ختهیتمام کاغذها ر

و کنترل  دیگرد انینما یخوبرنگ کاغذها به رییتغ قهیدق

 یبرا مانده،یرنگ باق دیسف ها،یو کنترل منف رنگیها، آبمثبت
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شد که  رنگیآب ونهنم 4نمونه  40از  ش،یمورد آزما یهانمونه

طور که در ادامه به دیگرد سهیمقا چیساندو زایحاصله با الا جینتا

طبق دستور عمل در  .(8،9به آن پرداخته شده است) مفصل

شد؛ که  یداریاول خر یبادیآنت گمایبروشور شرکت س

   2000/1و وسترن بلات  زایروش الا یمناسب برا زانیم

کوت  یغلظت برا نیمنظور از هم نیذکرشده است؛ به هم

مناسب  زانیاستفاده شد اما م زایاول در روش الا یبادیآنت

جذب  زانیم ده؛بو  500/1زایده در روش دات الامورد استفا

است. سپس نمودار  دهیتکرار، ثبت گرد 3حاصل از  نیتوکس

در شکل نشان داده شده, براساس  شدهیطراح یزایالا تیک

 شده است: 9025/0برابر  2R یآمده از منحندستبه یمعادله

 

 نمودار استاندارد کیت الایزا :1نمودار

Y= 0056/0 X+ 2977/0  

R2 =0/9763 

y   نتروتوکسینآدر معادله فوق برابر با میزان جذب A ر د

غلظت  x  ی استاندارد ونانومتر در نمونه 450موج طول

شده بعد از طراحی دات الایزاکیت  بوده،نتروتوکسین آ

 آن طراحی گردید تا تکرارپذیری ماه مجدداً یکگذشت 

قایسه با م ، نتایجمورد بررسی قرار گیرد طبق مشاهدات

 ه است.بود 2یزا ساندویچ نتایج مانند جدول لاروش ا

 نشان داده شده که آمدهدستآمار توصیفی به نتایجبا بررسی 

های استاندارد ، غلظتاستکیت دارای دو رنگ آبی و سفید 

 ینهکمخوانده شده با الایزا ساندویچ برای کیت سفید دارای 

 50نه کیت آبی دارای کمیو برای  نانوگرم 50بیشینه نانوگرم،  0

آمده از دستنانوگرم بوده است, نتایج به 100نانوگرم، بیشینه 

ا لایزابا جدول و نمودار استاندارد کیت دات  الایزا ساندویچ

ان ( مطابقت داده شد و مشاهده گردید بیشترین میز2جدول )

که  ایمیانگین غلظت سم آنتروتوکسین در نمونه نان خامه

 ، در گروه غلظتگردیدهنگ کیت دات الایزا باعث تغییر ر

ها هقرار داشته و با مقایسه با نمون ng/ml 100استاندارد 

( =28/3SDتوسط الایزا ساندویچ دارای این میانگین )

(11/90 =AVG) میزان وده، به همین ترتیب کمترین ب

ای که میانگین غلظت سم آنتروتوکسین در نمونه نان خامه

 یت دات الایزا نگردیده است، در گروهباعث تغییر رنگ ک

ها مونهقرار داشته و با مقایسه با ن ng/ml 0 غلظت استاندارد

 (،SD=73/0توسط الایزا ساندویچ دارای این میانگین)

(28/5= Avg. ).بوده است 

منظور تحلیل بیشتر و به دست آوردن نتیجه آماری قابل به

دات الایزا در شده استناد مبنی بر مؤثر بودن کیت طراحی

های مختلف، اقدام به تشخیص سم آنتروتوکسین در غلظت

های انجام آزمون آنالیز واریانس یک متغیره، با استفاده از داده

نتایج تحلیل آماری  (.4خام موجود گردید )جدول 

شده دهد، به لحاظ آماری، کیت طراحیآمده نشان میعملبه

ین موجود در دات الایزا توان تشخیص سم آنتروتوکس

نانوگرم بر  100و  50های ای در غلظتهای نان خامهنمونه

همچنین با  (.F( ،)00/0=α=840/60)لیتر را دارد میلی

مشاهده گردیده است،  (5( و )4بررسی بیشتر جداول )

 ( و 1شده کیت دات الایزا نمودار )نمودار استاندارد طراحی
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 ریانسجدول آنالیز وا -4جدول 

 ng/ml غلظت بر حسب  وابسته:متغیر 

 .F Sig درجه آزادی مبدأ آماری

 /000 840/60 1 رنگ کیت دات الایزا

 /000 415/689 4 غلظت استاندارد

    

 

 غلطت استاندارد آنتروتوکسین -5جدول 

غلظت استاندارد  

 تعداد آنتروتوکسین

 میانگین گروه استاندارد غلظت

 1 2 3 4 5 

 Tukeyآزمون 

aDHS 

0 ng/ml 22 27909/5     

5/12 ng/ml 3  37897/14    

25 ng/ml 6   21230/30   

50 ng/ml 7    17262/45  

100 ng/ml 2     11310/90 

       

 

 

 اشیه ای تخمینی غلظت آنتروتوکسینمیانگین ح -2نمودار

 بحث 

Kuang  به روش  یپادتن یرو 2013و همکاران در سال

 A  نینتروتوکسآ ییشناسا یبرا زایالاساندویچ 

مطالعات  نیاند که اانجام داده یمطالعات لوکوکوسیاستاف

 یژاپن مورد بررس انگیانیدر ج یو رسم یطور قانونبه

پادتن  10و انتخاب  نیقرارگرفته و بعد از انجام مراحل روت

، A  نینتروتوکسآبه  یخانوادگ ازنظرک ینزد اریبس

آن محدوده  یکه برا یمتد د؛یام رسهایی به انجآزمایش

در نظر گرفته  ییه شناسادو محدو یصورت خطبه یجنبش
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 06/0و  0282/0حدود  بیشد به ترت افتیکه  یشد و مقدار

، B نیبا آنتروتوکس نجایپذیری در ا، واکنشبود ng/ml 2 تا

C، D  وE اند که رسیده جهینت نیبه ا هاآن، بود زیناچ اریبس

 اریبس  A نینتروتوکسآ ییشناسا یبرا زایالا چیروش ساندو

بوده است در راستای تحقیق مذکور نشان داده که مؤثر 

عنوان گلد استاندارد بسیار انتخاب روش الایزا ساندویچ به

 .(10)مناسب است

Hassani  به مسدود کردن ژن  2014و همکاران در سال

موجود در  رئوساو لوکوکوسیاستاف در A نیآنتروتوکس

 نیاند، هدف از ادر تهران اقدام کرده یسنت یمحصولات لبن

شده از  دیتول A نیآنتروتوکس یمطالعه جداساز

صورت  PCR روشبه بود که  رئوسوا لوکوکوسیاستاف

و حساس  عیروش سر کیروش  نیگرفته بود نشان داد که ا

نبوده و برخلاف تحقیقات ها  نیآنتروتوکس صیتشخ یبرا

 تری بوده بنابراینمذکور روش الایزا دات روش بسیار سریع

 .(6)استصرفه بهازنظر زمانی و هزینه بسیار مقرون

Nagaraj  بر روی شناسایی  2016و همکاران در سال

اند، با روش الایزا ساندویچ کار نموده G آنتروتوکسین

طورمعمول بر روی آنتروتوکسین ها صورت گرفته بهآزمایش

صورت گرفت، در این تحقیق بر روی  A-Eهای کلاسیک 

مطالعاتی صورت گرفته که  Gآنتروتوکسین غیر کلاسیک 

بوده است؛ کارایی الایزا با تجزیه و  SECمتعلق به خوشه 

هایی که شد که آن شامل تمام سویهمقایسه  PCRتحلیل 

بودند برای تولید سموم مثبت بود، حد  SEGحاوی 

نانوگرم بر  1تشخیص حساسیت با الایزا ساندویچ در حدود 

لیتر بوده است، برخلاف تحقیق مذکور که روی میلی

آنتروتوکسین های غیر کلاسک کار نموده است، این تحقیق 

ولی مطالعات  روی توکسین های کلاسیک بوده است،

مورد نیاز  SEGبیشتری جهت طراحی کیت الایزا دات برای 

است، به علت وابستگی کامل این روش به قوه بصر و عدم 

های آزمایشگاهی طراحی کیت الایزا دات استفاده از دستگاه

 .(11)مورد نیاز است

Wu  صورت مقایسه ایی به به 2016و همکاران در سال

استافیلوکوکوس بررسی متدها برای تشخیص توکسین های 

ترین و پیدا کردن روشی پایه برای الایزا که سریع اورئوس

ترین روش باشد پرداختند، تنها چند جواب دهی و دقیق

 برای ایجاد استافیلوکوکوس اورئوسمیکروگرم از توکسین 

در راستای تحقیق  استمسمومیت غذایی در جامعه کافی 

تواند کمک زیادی به تشخیص مذکور کیت الایزا دات می

داشته  استافیلوکوکوس اورئوسسریع توکسین های 

 .(12)باشد

Nia  های شناسایی روش 2016و همکاران در سال

  Bهای را مقایسه کردند، برای شناسایی توکسین باکتری

در بافر شیر استفاده کردند و  استافیلوکوکوس اورئوس

 در را نویسندگان گزارش دادند که الایزا غلظت آنتروتوکسین

کند، ها تعیین میتر از سایر مدلهای غذا دقیقها و نمونهمدل

ی در راستای این تحقیق، استفاده از کیت الایزا دات برا

شناسایی توکسین ها بسیار حیاتی بود، بخصوص این قبیل 

عنوان بیوتروریسم که به Bمطالعات برای آنتروتوکسین 

 .(13)بودهبسیار لازم و ضروری  استمطرح 

Singh  ای تحت طی مطالعه 2017 سالدر و همکاران

برای ارزیابی سریع بلات _دات عنوان توسعه و تکامل روش

در  استافیلوکوکوس اورئوس  A نتروتوکسینآو تشخیص 

را  A نتروتوکسینآند ه انجام گرفت توانستغذا که در هند ا

در مواد غذایی مختلف  ng/ml 48 به میزان تقریبی

 Dot_blot روش این مطالعه از دودر  دهند،تشخیص 
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استفاده گردید و از کاغذ نیتروسلولز  میرمستقیو غ میمستق

حساسیت و اختصاصی  ،هعنوان بستر انتخابی استفاده شدبه

د آزمون رمو PCR روش یلهیوسبودن روش یادشده به

%  99و  100آمده به ترتیب دستقرارگرفته و نتایج به

  آمده نشان داد که روش ارزیابیدستنتایج به؛ گزارش شد

Dot_blot عنوان روشی سریع و اولیه برای غربالگری و به

در غذا که موجب مسمومیت در فرد  SEA تشخیص

ین تحقیق الایزا شده است، در راستای همشود استفاده می

توکسین  ng/ml 50 هم قادر به تشخیصشده طراحی دات

SEA  بوده است، اما برخلاف تحقیق مذکور روش الایزا

دات دارای یک مرحله کمتر بود به همین جهت روشی 

 .(9است)جویی در زمان بوده مناسب جهت صرفه

nouri  ای با عنوان طی مطالعه 2017در سال و همکاران

 A نتروتوکسینآبرای تشخیص  مستقیمیزای لاا طراحی کیت

نشان ، های شیر خامدر نمونه استافیلوکوکوس اورئوس 

شده بیشترین صحت را در تشخیص که کیت طراحی ندداد

 و در %98/0ضریب اطمینان کیت مذکور بوده است، سم دارا 

تهران,  3برداری شده در منطقه ی شیر خام نمونهنمونه 60

ین نتروتوکسآنمونه حاوی  15تروتوکسین و آن نمونه فاقد 45

غلظت  با A نتروتوکسینآها % نمونه 23کیت مذکور در  هبود

ی نتروتوکسین هاآو هیچ واکنشی بین  هرا تشخیص داد 6/15

ه است تحقیق مذکور دیگر درطی انجام کار وجود نداشت

شده، محدوده کمتری از برخلاف کیت الایزا دات طراحی

ات را شناسایی کرده اما برخلاف آن الایزا دآنتروتوکسین 

نیازی به دستگاه برای خواندن مقدار جذب نداشت و به 

 .(14)روش چشمی صورت پذیرفته است

Ahari  ر روی تشخیص ب 2017و همکاران در سال

سازی های تصفیه و پاککیت برای محل 4سالمونلا تایفی از 

آب استفاده کردند، به دلیل اینکه دانش کمی برای شناسایی 

های آب وجود داشت خود در نمونه ژن سالمونلا تایفیآنتی

دلیلی برای طراحی روش الایزا با تغییر نسبت بافر کربنات 

شش گروه متفاوت از در کیت گردیده است؛ مطالعه با 

یک  و  810و 60 410 صورتغلظت سالمونلا تایفی به

های مختلف بافر کنترل منفی و دو کنترل مثبت با رقت

مورد   در  800/1و 400/1، 200/1، 100/1کربنات شامل 

کیت  4گیری شده در اندازه ODاستفاده قرارگرفته است؛ 

(، کنترل مثبت دوم 49/3 ± 00/0شامل، کنترل مثبت اول )

( شده، در کنترل  P ≥ 05/0( و حدوداً )75/3 ± 00/0)

گیری گردیده؛ (، با کیت اول اندازه27/3 ± 00/0مثبت )

همچنین از سوی دیگر تغییرات ضریب کیت اول، دوم و 

گیری شد ، ها اندازهجز کنترل منفیها بهسوم برای همه گروه

  800/1افر کربنات با رقت  گیری نهایی نشان داد که بنتیجه

آن موردنظر توانایی تشخیص بیشتر سالمونلا تایفی در  از

های آب در روش الایزا داشته است برخلاف این نمونه

تحقیق که نیازمند الایزا ریدر بوده است کیت الایزا دات 

 .(8)تری بوده استنیازمند دستگاه نبود و بسیار روش ساده

 نتیجه گیری کلی

های مختلفی ، از طیفآمده در این پژوهشدستج بهطبق نتای

برای  بادی کنژوگهژن و آنتیبادی، آنتیهای آنتیبرای رقت

  A نتروتوکسینآ صدر تشخی الایزا دات طراحی کیت

و درنهایت با کیت استفاده شده  استافیلوکوکوس اورئوس

علت این کار برای   الایزا ساندویچ مقایسه گردیده است

ت دقت کیت الایزا دات طراحی شده بوده و از تعیین صح

جهت دیگر برتری کیت الایزا دات به علت صرفه جویی در 

وقت است زیرا در مرحله اول کوتینگ در الایزا ساندویچ 

ساعت زمان نیاز می باشد اما در الایزا دات این  24حدودا به 

مرحله به نیم ساعت رسیده و با انجام تحقیقات تکمیلی 
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بهترین  .ساسیت هر دو به یک اندازه خواهد رسیدمیزان ح

بادی کنژوگه و برای آنتی 500/1بادی اول رقت برای آنتی

آمده، که توانسته کمترین میزان توکسین دستبه 2000/1

نانوگرم را شناسایی کند و همچنین از چندین بلاک  50یعنی 

ا کننده استفاده گردید که بووین سرم آلبومین بهترین جواب ر

شده برای تشخیص الایزا دات طراحی داده است.

و تشخیص آلودگی  استافیلوکوکوس اورئوسآنتروتوکسین 

ویژگی  ،دارای حساسیتشهر تهران  5ایی در منطقه نان خامه

دقیقه تغییر رنگ را  10وده، که طی و تکرارپذیری ب یبنس

صورت رندوم گرفته، که بههای و از میان نمونه نشان داده

شده، که نمونه منفی گزارش 36نمونه مثبت و  4 حدود

را  5های منطقه ایی شیرینی فروشیهای خامهنان %10حدوداً 

 شامل شده بود.
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