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Abstract 
Aim and Background: Escherichia coli O157:H7 is one of the most dangerous foodborne pathogenic bacteria 

transmitted through food worldwide. Many detection techniques based on molecular and serological detection 

have limitations. In recent years, aptamers as small nucleic acid molecules have been utilized in many different 

applications and played an essential role as screening tools in various diagnostic systems. In this study, two 

aptamers were compared and evaluated for the detection of  Escherichia coli cells. 

Material and Methods: Specific primers were designed for each aptamer using the Oligo 7 software. The enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) was used to determine the detection limit and optimal concentration of the 

aptamers. The binding affinity of the aptamers to O157:H7 bacterial cells was investigated using a surface plasmon 

resonance instrument. 

Results: The detection limits for E. Coli 73 and E. Coli 81 aptamers were determined to be 103 CFU/mL. The 

binding affinities of the E. Coli 73 and E. Coli 81 aptamers were 1.8137 E -9 and 5.1674E-8 mol/L, respectively. 

Conclusion: Both aptamers showed good binding affinity  to O157:H7 bacterial cells. However, the E. Coli 81 

aptamer had higher sensitivity and specificity compared to the E. Coli 73 aptamer. Therefore, the E. Coli 81 

aptamer could be a suitable candidate for the detection of  O157:H7 bacterial cells in future applications. 

Keywords: Aptamer, Escherichia coli O157:H7, ELISA, Surface resonance plasma. 
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 .coli  Eصیتشخ جهت یاختصاصآپتامر دو  تیقدرت اتصال و حساس یبررس

 7H:157O  استفاده از روش  باELISA 

 1یجعفر هیهان ،2ینیرحسیم یعل دیس ،2یامان جعفر ،*2ینیحس محمودزاده دهیحم ،1یعیشف سهینف

 رانیا تهران، ،یاسلام آزاد دانشگاه قات،یتحق و علوم واحد ،یشناسستیزگروه .1

 رانیا تهران، ،)عج(الله هیبق یپزشک علوم دانشگاه ،یپزشکستیز یهایفناور ۀپژوهشکد ،یکاربرد یولوژیکروبیم قاتیتحق مرکز. 2

 

 دهیچک
 راسرس در غذا قیطر از که است زایماریب یهایباکتر نیترخطرناک از یکی O157:H7 یاکلیشیاشر یباکتر :هدف و سابقه

در چند  .دارند ییهاتیمحدود یکیسرولوژ و یمولکول صیتشخ بر یمبتن یصیتشخ یهاکیتکن از یاریبس .شودیم منتقل جهان

در اند و کار گرفته شدهمختلف به یاز کاربردها یاریکوچک، در بس کینوکلئدینوع اس کیعنوان ها بهپتامرآ ر،یسال اخ

 ییو شناساآپتامر دو  ۀسیدف مقامطالعه، با ه نیاند. در اداشته یعنوان ابزار غربالگربه ینقش مهم ص،یمختلف تشخ یهاستمیس

 است.انجام شده یاکلیشیراش یسلول باکتر

 با آپتامر ۀنیبه غلظتو  صیتشخ حدانجام شد.  Oligo 7 افزارنرم با هاآپتامر یبرا یتصاصاخ غازگرآ یطراح: هاروش و مواد

 یطحس رزونانس یپلاسما دستگاه از استفاده باO157:H7  یبه سلول باکتر آپتامر یبیترک لیشد و م نییتع ELISAروش 

 .شد یبررس

E. و 73oli C .E آپتامر اتصال لیمو  مدآ دستهب 81Coli  E.، mLCFU/ 310 و 73Coli  .E آپتامر یبرا صیتشخ حد :هاافتهی

coli 81  8ترتیب به باکتریسلول بهE- 1674/5  9وE - 8137/1 محاسبه شد.  مولار 

 تیحساس یدارا E. Coli 81 آپتامرنشان دادند. اما  O157:H7 یرا به سلول باکتر یاتصال خوب لیم آپتامردو  هر: یریگجهینت

 یمناسب برا هادشنیپ کیعنوان به تواندیم E. Coli 81 آپتامر، روازاین بود. E. Coli 73 آپتامرنسبت به  یشتریب یژگیو و

 مطرح شود. ندهیدر آ O157:H7 یباکتر یهاسلول صیتشخ

 .یسطح رزونانس یپلاسما ،O157:H7، ELISA یاکلیشیاشر یباکتر ،آپتامر: یدیکل ژگانوا

 
  مقدمه

و  عیشرررا یۀسرررو کی H157O1:7 شررریاکلییاشرررر یباکتر

ست  ییایباکتر عفونتخطرناک از    یاز غذاها یدر برخکه  ا

سان  شت    یان صولات گو   .شود یم افتی اتیو لبن یاعم از مح

ش به یسم   ۀماد یباکتر نیا س  گاینام    کندیم دیتول نیتوک

 یهایماریب از یعیوس  فیط جادیا در یدیکل عامل کی که

                                                           
1 Escherichia coli O157:H7 

 و کیهموراژ تیکول تا گرفته یآبک اسرررهال از ،یگوارشررر

ن، یبر اعلاوه. (2, 1)اسرررت کی تیهمول -کی اورم سرررندم 

 ستمیس یهادستگاه یحاو O157:H7 یاکلیرشیاش یباکتر

 ن،یمینتیامانند    یثرؤ( و عوامل م T3SS) 3نوع  یترشرررح

شح  یهانی( و پروتئTir) نیمینتیا ۀرندیگ  (Esps)شده  تر

ست.   صال منجر به  (Effectors) افکتورها نیاا به  یباکتر ات

سبند  عاتیضا  جادیو ا زبانیم ۀرود الیتلیاپ یهاسلول   هچ

   .(3, 1) دشونیم بافت ۀبرند نیب از و

با افراد  میتماس مستق ایآلوده، آب  یغذا قیطر از هیسو نیا

 رد O157:H7 یاکلیشیراش یباکتر شود.یآلوده منتقل م
عنوان است و بهشدهجهان شناخته یکشورها ریو سا کایمرآ

کشورها درنظر گرفته  نیامشکل بهداشت عمومی در  کی

( در CDCها )یماریاز ب یریشگیمرکز کنترل و پ .شودمی

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

  نویسنده مسئول:

 یهایفناور ۀپژوهشکد ،یکاربرد یولوژیکروبیم قاتیتحق مرکز

  رانیا تهران، ،)عج(الله یهبق یپزشک علوم دانشگاه ،یپزشکستیز

 hosseini361@yahoo.comپست الکترونیکی: 

  14/05/1402:دریافت تاریخ

 30/07/1402 تاریخ پذیرش:
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باعث سالانه  یماریب نیا زند کهیم نیمتحده تخم الاتیا

 مارستانیشدن در ب یبستر 2200 ،یماریب مورد 73000

توجه به  با. (4) شودیمتحده م الاتیدر ا تنهامرگ  60و 

و  ریمومرگ ،یماریب عوارضموقع از به صیتشخ نکهیا

 یثر براؤم یهاکاهد، استفاده از روشیمدرمان  یاهنهیهز

 یاکلیشیاشر یباکتر ییشناسا یبرا .است یضرور صیتشخ
O157:H7بر کشت و واکنش  یمبتن ییشناسا یها، روش

استاندارد  یهاعنوان روش( بهPCR) مرازیپل یارهیزنج

بر کشت  یمبتن یها. روش(5) شوندیدرنظر گرفته م

که یارائه دهند، درحال را یو درست قیدق جیتوانند نتایم

PCR حال، نیابادارد.  یشتریب تیاختصاصو  تیحساس

 باًی)تقربر لازم، هر دو روش زمان یِسازیغن شیپ لیدلبه

به  یاز آلودگ یریجلوگ یهستند و براساعت(  48-56

 یها. در سال(6) ددارن ازین رانهیگسخت یشگاهیآزما طیشرا

از جمله  د،یجد صیتشخ یهااز روش یاریبس ر،یاخ

 ی، سنجش مبتن(8) ، ژنوسنسورGeneChip (7))) پیچژن

 Surface plasma) یپلاسمون سطح دیبر تشد

resonance) (SPR) (9) سنجفیبر ط یو روش مبتن 

. اندافتهیتوسعه  (10)( FTIR) هیفور لیقرمز تبدمادون

جذاب را مانند  یهایژگیاز و یها برخروش نیاگرچه ا

دارند، اما  عیسر صیبالا و تشخ یاتیتوان عمل و تیحساس

 زاتیبه تجه ازین ها،یژگیو نیا ۀبه هم یابیدست یبرا

 نیبا ا ن،یبنابرا ماهر دارند. یفن یرویو ن دهیچیپ ،نهیپرهز

 یکشورها در نآ انجام ایدر محل  عیسر صیتشخ ها،روش

 یبرا یادیز یتقاضا ن،یتوسعه دشوار است. بنابرا حالدر

ارزان،  O157:H7 یاکلیشیاشر صیروش تشخ ۀتوسع

 یکشورها یحساس در محل برا اریو بس عیحمل، سرقابل

 شرفتهیپ شگاهیآزما بدون دورافتادهدرحال توسعه و مناطق 

 .(11) دارد وجود

ها نیبه پروتئ کینوکلئ یدهایاتصال اس ۀدیا 1980 سال در

 آپتامرنام بههای جدید منجر به کشف مولکول کهمطرح شد 

های در واقع قطعات کوچک از توالی آپتامر .(12) شد

 یشگاهیآزما طیشرا در کهست ایکی توئدنوکلپپتیدی یا اسی

 توسط گاندهایل کیستماتیس تکامل نامبه یروش قیطر از

 ندیفرآ نیا .(13) شوندیم جدا (SELEX) یینما یِسازیغن

تا  است یسازیغن و انتخاب دور نیچند ملشا یتکامل

 یعدبُسه یساختارها و بالا یاتصال خواص با ییهاآپتامر

ساختارهای  نیاساس هم بر. (14) دیآ دستهب فردمنحصربه

اختصاصی  طوربه تا سازدیم قادر را هانآ که، تاس عدیبُسه

 ییایمیش یهامولکولجمله  از (15) به مولکول هدف

 یحت و (17) هاماکرومولکول (14) هاونی ،(16) کوچک

 هایتیخصوص نیا .متصل شوند (18) کامل یهاسلول

ای هاندازهها با نآ اما استها بادیها درست مانند آنتینآ

 نیبنابرا. هستند تریقتصادا تر،یداری بالاپا ،کوچکتر

 یمناسب ۀها دارند، گزینرآپتامرکه  یتیمز نیا براساس

کاربردهای از ها در بسیاری بادیعنوان جایگزین آنتریبه

 هستند یصیتشخ و یدرمان یکابردها جمله ازبیولوژیک 

 آپتامر دو ۀسیمنظور مقابه مطالعه نیا رونیازا .(19-21)

 یسطح یهانیپروتئ ییبا هدف شناسا یاختصاص

 و ELISAبه روش  O157:H7 یاکلیرشیاش یهاسلول

 هندیآ هایقیتحق در تا شد انجام رزونانس یِسطح یپلاسما

 .استفاده گردد یتست نوار ین براآاز 

 هاروشو  مواد

 باکتری ۀیسو ۀیته

 قاتیتحق مرکزاز  O157:H7ۀ یسو یاکلیشیراش یباکتر

 .شد افتیالله در هیبق یدانشگاه علوم پزشک یکروبیم

خاب  تامر  انت  ــ ssDNA یها آپ ــاص   یباکتر  یِاختص

  O157:H7 ۀیسو یاکلیشیاشر

 ,Scopus یگاهایپا در O157:H7 یاکلیرشاش آپتامر

Pubmed, Google scholar and google patent جووجست 

عنوان منابع به تیریافزار مددر نرم موارد یتمام .شدند

توسط  ییمنابع ثبت شدند. مراحل انتخاب نها ۀکتابخان

 (.1 شکل) دشدن تیهدا PRISMAپروتکل 
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 PRISMA  براساس نمودار  آپتامرمراحل انتخاب  -1 شکل

  هاآپتامرساختار دوم  یبررس

 از استفاده  با هی، ساختار ثانو شده انتخاب آپتامر دو هر یبرا

  mfold (http://www.unafold.org/mfold) سرررررور وب

 .شد ینیبشیپ

 برگشت و رفت یهاآغازگر یطراح

افزار با استفاده از نرم هاآپتامر از کیهر یها1غازگرآ یراحط

 یبر رو ثرؤم یهایژگیشد. تمام و انجام Oligo 7 زیآنال

 یدما ،غازگرآطول از جمله  آغازگر تیو اختصاص ییکارا

در طول  GCدرصد  ،به الگو غازگرآاتصال  یدما ،آنذوب 

 ه،یثانو یساختارها ،CG (clamp CG) کلامپ ،غازگرآ یتوال

ها آن نیباز  قرار گرفت. یموردبررس یتکرار یهایتوال

 )جدول دیداشت انتخاب گرد یبهتر طیکه شرا یآغازگر

با روش  برگشت و رفت یهاغازگرآاز  کیهر سنتز .(1

سفارش داده شد.  ونیمتاب یِبه شرکت آلمان HPLC صیتخل

طبق شد.  لهینیوتیب ELISAرفت به جهت  غازگرآ

مقطر ها آبالیبه هرکدام از و سازندهدستورالعمل شرکت 

در عنوان استوک به µM  100اضافه شد و با غلظت لیاستر

دست هب ی. براشد ینگهدار سلسیوس ۀدرج -20 زریفر

با  مجدداًها ک، استو PCRتر درنییآوردن غلظت پا

 مناسب یهانسبت به تا دشدن قیرق لیمقطر استرآب

 .برسند

 برگشت و رفت یآغازگرهامربوط به  یتوال -1 جدول

 

 (5' - 3') یتوال آغازگرها

-E. Coli 73 Biotin رفت

ATCCGTCACACCTG

CTCTAC 

 

E. Coli 73 ATACGGGAGCCAA برگشت

CACCATA 
 

-E. Coli 81 Biotin رفت

CATACGTTCG

ACTGCTACTC

TG 

 

E. Coli 81 CTAGTCTGTACATC برگشت

TCACATTTCGT 

 

                                                           
1 Primer 
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 یارهیتوسط واکنش زنج یآپتامر یهایتوال ریتکث

 PCR)) مرازیپل

 یریگهانداز یبرا یارشتهکت یهایتوال ریتکث منظوربه

 PCR از یباکتر یغشا نیشده با پروتئنشیگز آپتامر لیتما

 طیز لحاظ شراانامتقارن  PCRاست. استفاده شده نامتقارن

تفاوت که  نیبا ا ،است یمعمول PCRمشابه  واکنش،

 هاغازگرآ از یکی مقدار رشته، دو از یکی ریمنظور تکثبه

به کمک دستگاه  ریتکث .است شتریب گرید غازگرآنسبت به 

شده نییتع ییروند دما ی( و طکایمرآ ورد،یبا) کلریترمال سا

 .ها انجام شدآپتامراز  کیهر یبرا 3 و 2با جدول  طابقم

با  فتر غازگرآ هدف، ۀشتر ریتکث یبرا زین پژوهش نیا در

 واکنش محلول در برگشت رغازگآنسبت به  1/0غلظت 

( تریکرولیم 25) PCR حصولاتم .(4)جدول  شد اضافه

. شدند یسربرولت  90ا ولتاژ بدرصد  2 گارزآ ژل یرو

شدند.  یسازخالصاتانول  رسوباستفاده از روش  با سپس

 20سرد ) مطلقاتانول  تریکرولیم 500 که بیترت نیبد

 مولار 3شد و با  اضافه PCRتحصولام( به سلسیوس ۀدرج

مخلوط  ژنکویگل تریلیلیم در گرمیلیم 20 و میسد استات

 ۀجدر -20 یدما در شب کی مدتبه مخلوط. دیگرد

با  قهیدق 30 مدتبه مخلوط سپس. شد انکوبه سلسیوس

 سلسیوس ۀدرج 4 یدر دما قهیدور در دق 14000

 رسوب .شد ختهیدور ر ییرو عیشد و ما فوژیسانتر

، ریتقط دوبار مقطربآ تریکرولیم 20در  یدیگونوکلئوتیال

حل و غلظت محلول به کمک نانودراپ و با توجه به جذب 

 .شد نیینانومتر تع 260 موجدر طول

 

 

 E. Coli 73  آپتامر یبرا PCR واکنش ییِروند دما -2 جدول

  کلیس دما مدت مراحل

 1 95 قهیدق DNA 5 هیاول یسازواسرشت

  95 قهیدق DNA 30 هیاول یسازواسرشت

 18 50 قهیدق 30 هاازگرآغ اتصال

  72 قهیدق DNA 30 یسازلیطو

 1 72 قهیدق DNA 5 یلیتکم یسازلیطو

 E. Coli 81 آپتامر یبرا PCR واکنش ییِروند دما -3 جدول

 کلیس دما مدت  مراحل

 1 95 قهیدق DNA 5 هیاول یسازواسرشت

  95 قهیدق DNA 30 هیاول یسازواسرشت

 19 54 قهیدق 30 هاازگرآغ اتصال

  72 قهیدق DNA 30 یسازلیطو

 1 72 قهیدق DNA 5 یلیتکم یسازلیطو

 DNA یآپتامر یهایتوال ریتکث یبرا الیدر هر و PCR واکنش یمحتوا -4 جدول

 مواد مقدار

10 Taqman master mix 10x 

 رفت غازگرآ 8/0

 برگشت غازگرآ 1

5/0 Template DNA(100pM) 

 زهیونیآب د 7/12
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 یاکلیشیاشر یباکتر یهاسلول یسازمادهآ
O157:H7 

 کشتطیمح تریلیلیم 5در  O157:H7 یاکلیشیراش یباکتر

 24مدت به سلسیوس ۀدرج 37 یدما درو  کشت داده براث

 دستگاه سپس، با استفاده از. گرماگذاری شد ساعت

)معمولاً  یموج مشخصسپکتروفتومتر، جذب نور در طولا

 ابتدا درمنظور،  نیا یبرا. دش یریگنانومتر( اندازه 600

ن صفر آ یباکتر یکه جذب نور کشتطیمح کی با دستگاه

 ی. سپس باکترصفر شدعنوان بلانک به (یاست )کنترل منف

سپکتروفتومتر ان با آ یشده و جذب نورقیب مقطر رقآبا 

 1000، دیموردنظر رس ODکه به یشد. زمان یریاندازگ

  منتقل و با دور وپیکروتیداخل من بهآاز  تریماکرول

rpm8000 که  ییروعیماشد.  فوژیسانتر قهیدق 10مدت به

رسوب و به  شد خارجاست  یباکتربدون کشت طیمح یحاو

با  قهیدق 10مدت بهاضافه و PBS  تریماکرول 1000 یباکتر

شسته   PBSباها سلول تا شد فوژیسانتر rpm  8000 دور

 یباکتررسوب به آخر . در شدتکرار مرتبه  3کار  نی. اشوند

 هایباکترتا ن حل شد آدر  واضافه  PBS تریماکرول 10

 د.نوش مادهآELISA یبرا

 indirect-ELISAبا روش تیحساس یبررس

حررررداقل  نییتع ه،شدنشیگز آپتامر لینسپتا یبررس یبرا

رت   است  ییشناساقابلتوسط آپتامر  که یباکتر سلولغلظ

شد یم یضرور  ستفاده از روش   با .با ستق یغ ELISAا  میرم

تدا    .شرررد نییتع صیتشرررخ حد    یها رقت برای اینکار، اب

 mLCFU/ 810، 710 ،610 ،510 یمختلف از سررلول باکتر

چاهکی   96های صررفحات درون چاهک شررد. هیته 410 و

 4چال )خسرراعت در ی کیمدت زا پوشررانده شررد و به یالا

رم وها فچاهک بهگراد( قرار گرفت. پس از آن سانتی  ۀدرج

اتاق انکوبه شد.   یدر دما قهیدق 20کرده  اضافه %2 دیلدهآ

 نیتوئ یحاو که PBS (pH=7.2) بافرسررپس سرره مرتبه با 

05/0% (PBSTاست شسته شد. مرحلررر )بعررررررد بررره    ۀ

بافر   تررررررریکرولیم 100هررررررا اهررررررکچهررررکرررررردام از 

رافه     مسدودکننده ر  سلسیوس ۀدرج 37 در قهیدق 45 واض

ر چاهک .دیگرد انکوبه ر  ۀها همانند مرحل شرو  وشست یقبل

 شده در قیرق آپتامر نانومول 100 هنگام نیا در ،شد  داده

قرار  خی یور حرارت داده سپس بر  قهیدق 10اتصال را   بافر

فت و   مه   درگر تامر میکرولیتر از  100ادا هک     آپ چا ها  به 

 ۀدرج  37دقیقه در دمای    120مدت  اضرررافه شررردند و به    

شدند. چاهک  میگراد با تکان ملاسانتی  سه بار  انکوبه    باها 

PBST 05/%0       ند و ته شررررد  میکرولیتر 100شرررسررر

به هر  PBS در بافر 1:5000با رقت   HRP- نیدیاسترپتواو

دقیقه در دمای   45مدت ها بهچاهک. چاهک اضررافه شررد 

سررپس چهار  وانکوبه  میملا تکان باگراد سررانتی ۀدرج 37

میکرولیتر  100شسته شدند. سپس،      PBST 02/%0 بار در

به هر چاهک اضرافه گردید. در   (TMBمحلول سروبسرترا )  

با       نگ گرفتن، واکنش  یت پس از ر ها مولار  4SO2H 5/2ن

نانومتر     جذب در   توسرررطنانومتر   450متوقف شررررد و 

 .   خوانده شد  Bio-Radریدر-میکروپلیت

    آپتامرغلظت  یسازنهیبه

 یهاغلظت ،آپتامر ۀنیبه تیفعال یریگمنظور اندازهبه

 (nmol 10، 50، 100، 150، 200، 250) آپتامر ازمختلف 

 .شدند هیته 7H:157O (mLCFU/ 610) یباکترغلظت  و

 بالابرطبق بند  میمستقریغ ELISAروش  به سپس

 .شد یریگهانداز

 یپلاسما روش از استفاده با یبیترکلیم نییتع

 رزونانس یِسطح

 دستگاه توسطشده نشیگز آپتامر یبیترکلیم نییتع

 (Autolab  ESPRIT) یسطح پلاسمون رزونانس

از بافر استات  ،SPR یریگاندازه طول در .شد یریگاندازه

 استفاده Running bufferعنوان بافر به( مولاریلیم 10)

سطح  ی( بر روLm/CFU 610) 7H:157O یباکتر .شد

 قهیدق در تریلیلیم 30 انیجر سرعت. شد تیتراشه تثب

 دیکاند یهاآپتامرمختلف  یهاغلظت. بود قهیدق 15 مدتبه

 25 انیجر سرعت با PBS در نانومولار 2000تا  20از 

 یبازساز .شد قیتزر قهیدق 2 مدتبه قهیدق در تریلیلیم

 Glycin-HCL 1با آپتامرشده با سطح پوشش داده

 ای کیتفک ثابت ریمقاد .آمد دستبه (pH = 2) مولاریلیم

KD ( (dissociation constantتیآنال مدل از استفاده با 

 سرعت یهاثابت نسبت عنوانبه 1:1 ریلانگمو کنشبرهم

 .شد محاسبه (ثابت نرخ ثابت :kon رفعال،یثابت نرخ غ)

 یآمار لیتحلوهیتجز

 جینتا. ندشد تکرار مشابه طیشرا با دوبار هاشیآزما تمام

 با هاداده و ارائه شد اریمعانحراف ± نیانگیعنوان مبه یکم 

 .گرفت قرار لیتحلوهیتجز مورد Excel افزارنرم از استفاده

 هاافتهی
 هاآپتامرو سنتز  ینتخاب، طراحا

   آپتامر یتوال دوداده،  یهاگاهیپا زیمقالات و ن یبررسرر یط

    آپتامرن دو عنوابه E. Coli 81و  E. Coli 73 یصرریتشررخ

 .انتخاب شدند O157:H7 یاکلیشیاشر یباکتر یاختصاص
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 یارشتهتک آپتامر یتوال DNA، E. Coli 73: 
5'-

ATCCGTCACACCTGCTCTACGGCGCTCCCA

ACAGGCCTCTCCTTACGGCATATTATGGTG

TTGGCTCCCGTAT-3' 

 یارشتهتک آپتامر یتوال DNA،E. Coli 81 : 
5'-

CATACGTTCGACTGCTACTCTGAGTCTGAC

CTTACAGTCAGTCAATCATGGGACATACGA

AATGTGAGATGTACAGACTAG-3' 

 یبه شرکت آلمان HPLC صیبا روش تخل سنتز یبرا

 سفارش داده شد. ونیمتاب

 دوم  ساختار نییتع

 حداقل وE. Coli 81 و  E. Coli 73 یهاآپتامر یۀثانو ساختار

 .شد ینیبشیپ Mfold سرور وب از استفاده با زادآ یانرژ

و   E. Coli 73  یهاآپتامر یبرا بیترتآزاد به یانرژ حداقل

E. Coli 81 بیترتبه و Kcal.moL 16/6-  و Kcal.moL 

آزاد  یحداقل انرژ E. Coli 73 آپتامر ن،یبنابرااست.  -34/5

ارائه  5در جدول  جینتا .است دارتریپا و دارد را یکمتر

 .استشده

 زادآ یانرژ با همراه هیثانو ساختار ینیبشیپ -5 جدول

∆𝑮1-moLKcal.  دوم ساختار 
 نام

 آپتامر

-6.16 

 

E. 

Coli 

73 

-5.34 

 

E. 

Coli 

81 

  (PCR) مرازیپل ایرهیاکنش زنجو

 یدیگونوکلئوتیال یتوال یارشتهتک ریتکث دییأظور تمنبه

 الکتروفورزدرصد  2ژل آگارز  ینامتقارن رو PCR محصولات

 50-100 ۀمحدوددر  یباندتک یدارا PCR محصولشد. 

 یتوال موفق ریتکث ۀدهندنشان که هبود دیوکلئوتن

 است یانتخاب یبا استفاده از آغازگزها یدیگونوکلئوتیال

 .(2)شکل 
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 E. Coli 81 آپتامر: E. Coli 73 ، 2آپتامر: DNA bp)50 ،)1: نشانگر  Mنامتقارن،  PCRشده با استفاده ازنشیگز یتوال ریتکث -2 شکل

 صیتشخ حد نییتع

 با ELISA قیاز طر یاکلیشیاشر یباکتر صیتشخ حد

 O157:H7 یاکلیشیاشر یباکتر سلول مختلفغلظت 

(mLCFU/ 810، 710، 610، 510، 410، 310) شد.  نییتع

است، مقدار جذب نشان داده شده 3طورکه در شکل همان

 O157:H7 یاکلیشیاشر یغلظت سلول باکتر شیافزا با

 E. Coli وE. Coli 81  یبرا صیتشخ حد .ابدییم شیافزا

 جهینت نیا محاسبه شد. 410 و mLCFU/ 310 بیترتبه73 

 اریبس صیتشخ حد یدارا E. Coli 81 آپتامر که داد نشان

 .E ،نیبنابرا. است E. Coli 73 آپتامر به نسبت یترحساس

Coli 81 کیاستفاده در  یبرا یشتریب لیپتانس یدارا 

 .باشدیم یصیتشخ ستمیس

 

 
 یباکتر سلول مختلف یهاغلظت( الف ELISA. روش از استفادهبا  O157:H7 یمختلف سلول باکتر یهاغلظتبا  آپتامر تیحساس یبررس -3 شکل

O157:H7 آپتامربرابر  در  E. Coli 73، یباکتر سلول مختلف یهاغلظت( ب O157:H7  آپتامردر برابر   .E. Coli 81  

  هاآپتامرغلظت  یسازنهیبه

 E. Coli یهاآپتامرمختلف  یهاحاضر، غلظت ۀمطالعدر 

 ،ELISAروش  از استفاده با و دشدن هیتهE. Coli 73  و 81

 شکل طورکههمان. شد محاسبهها آپتامرغلظت  یِسازنهیبه

مقدار جذب  ،آپتامر نییپا یهادر غلظتکه دهد یم نشان 4

 شیافزانیز  آپتامر ،غلظت شیبا افزا جیتدرکم است و به

 الف

 

 ب
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، در غلظت E. Coli 73 یجذب برا مقدار نیشتریب. ابدییم

 ۀبالاتر رابط یهادست آمد و در غلظتنانومولار به 150

 زینE. Coli 81  آپتامر یبرا نهینشد. غلظت به دهید یخط

 . استنانومولار  200 حدود

 
ب(   O157:H7. یسررلول باکتر برابر در  E. Coli 73آپتامرمختلف  یهاغلظتالف(  ELISA.با اسررتفاده از روش  آپتامرغلظت  یسررازنهیبه -4شررکل

 .O157:H7 یسلول باکتر برابر در E. Coli 81  آپتامرمختلف  یهاغلظت

 SPRبا استفاده از  KD)) کیتفک ثابت یبررس

 E. Coliهاآپتامرو  O157:H7 یسلول باکتر نیاتصال ب لیم

)رزونانس   SPRبا استفاده از روش  E. Coli 81)و  (73

 (KD) تعادل کیتفک ثابت. شد یابیارز( یسطح پلاسمون

 حاسبهم E. Coli 81 و E. Coli 73 یهاآپتامراتصال  یبرا

 است مولار 9E- 8137/1 و 8E- 1674/5 بیترتبه و شد

 نشان را یبالاتر اتصال لیمE. Coli 81  آپتامر (.5)شکل

 .داد

 
   مولاریلیم 10 غلظت با PBST نانومولار( در بافر 2000 و 150، 15 ،5/2) آپتامر. غلظت مختلف SPRاسررتفاده از دسررتگاه  با KD یابیارز -5 شررکل

)7.4pH = (سلول باکتر   یرواز  وشده  هیته صال ب  لیم یابی( ارزفلا .کرد عبور7H:157O (mLCFU/ 610 ) یسطح    با 7H:157O یسلول باکتر  نیات

  E. Coli 81. آپتامر با O157:H7 یباکتر سلول نیب اتصال لیم یابیارز( ب ، E. Coli 73آپتامر

 ب

 ب

 الف

 

 الف
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 بحث
پاتوژن مشترک بین  کی، O157:H7کلی شیایاشر یباکتر

 ۀو از مهمترین عوامل باکتریایی ایجادکنند است دامانسان و 

 در اتیح ۀدکنندیتهد طیشرا به منجر که استاسهال 

هنگرام برروز عفونت  دراین باکتری  .(22) شودیم انسان

هرای سرلول درشردید  هرای تخریبریِقادر است که آسریب

حضور این باکتری در . ایجراد کنرد روده الیتلیاپ

های لبنی و سپس متعاقب آن آلودگی فرآورده ،اهدامداری

 شکلات اقتصادی و بهداشتیم جادیا سبب ،انرسانیجوامع 

 صیتشخ یهاای به روشهتوجه ویژ نی. بنابرااستشده

از  رییشگیبرای اتخاذ درمان مناسب و پ عیمعتبر و سر

 ر،یچند سال اخ یط  )23، 2) استعفونت معطوف شده

 مختلف یهاستمیس در یغربالگر ابزار عنوانبه هاآپتامر

 یروش به و اندداشته یتوجهقابل شرفتیپ صیتشخ

 ییدارو و یکیوتکنولوژیب یقاتیتحق مطالعات در استاندارد

 یاثربخش یبا هدف بررس قیتحق نیا .(17) اندشده لیتبد

 یشاغ یهانیپروتئ ییشناسا یبرا یاختصاص آپتامر دو

 ELISAبر روش  هیبا تک O157:H7شیاکلی یاشر یباکتر

 یبرا ندهیآ قاتیدست آمده در تحقبه جیشد تا نتا نجاما

 صیتشخ یبرا دیجد یهاروش یطراح ای یتست نوار دیتول

منظور  نیا یباشد. برا دیمف ییایباکتر یهاو درمان عفونت

دوم  ساختارهمچنین  .ندانتخاب شد آپتامردو 

 ،هاآپتامراز  کیهر یراب Mfold سرور توسط شدهینیبشیپ

 دوم ساختاررا نشان داد.  stem-loop ۀدیچیپ یساختارها

 لیلوپ بزرگ تشک کیو  hairpin سهاز  E. Coli 73  آپتامر

لوپ  کی و hairpin دو شامل E. Coli 81 آپتامرو  استشده

با  آپتامر ۀنیبه غلظتو  صیتشخ حد. استبزرگ 

 لیتما ند کهداد نشان ما جینتاشد.  دهیسنج  ELISAروش

رزونانس  یسطح یشده با دستگاه پلاسمایریگهانداز اتصال

 به E. Coli 81 و E. Coli 73شده نشیگز یهاآپتامر یبرا

. بود 9E- 8137/1 و 8E- 1674/5 بیترتبه هدف مولکول

  آپتامراما  دنشویم متصل یباکتر سلول به هاآپتامررو نیااز

E. Coli 81یباکتر به سلول آپتامر یاتصال بالا لیتما 

حد  نیهمچن .داد نشانرا  O157:H7 شیاکلییاشر

بررای  یسرتگیارقرام شا نیاز مهمترر یکی ،صیتشخ

 رنیای است کره در اهیهای مختلف تجزروش ۀسیمقا

 .دسرت آمدبره mLCFU/ 310 صیحد تشخ مطالعه

Susana Díaz-Amaya 2019 و همکاران در سال 

سلول  صیتشخ یبرا آپتامربر  یمبتن SERS وسنسوریب

 CFU /mL  210را  صیحد تشخو  یطراح 7H:157O کامل

و همکاران در سال  Bo Pang نیهمچن. (24) گزارش کردند

2018، ELISA عیسر صیتشخ یبر کاغذ برا یمبتن 

 CFU/mL 410 صیحد تشخو کردند  جادیا یاکلیشیاشر

و همکاران  Yuexin Liu 2020. در سال (11) مدآ دستهب

واکنش  براساس O157:H7 یاکلیشیاشر صیتشخ یبرا

حد و استفاده کردند  آپتامرو  ونیداسیبریه یارهیزنج

 . (25) شد محاسبه CFU/mL 10×5 صیتشخ

تا  نیا ،یطور کلبه  تامر  هر دو که   دن دهینشررران م جین   آپ

هستند که   7H:157O یباکتر یهاسلول  ییِقادر به شناسا  

حال،  نیااسررت. با آپتامراتصررال هر دو  یبالا ییِتوانا انگریب

  یبالاتر یِبیترک لیو تما تیحسررراسررر 81Coli  .E آپتامر

هد ینشرررران م نابرا د تامر  ن،ی. ب ند یم 81Coli  .E آپ   توا

سب  نیگزیجا شخ  یهاتیک در یبادیآنت یبرا یمنا  یص یت

 .باشد یبادیآنت بر یمبتن

  یریگجهینت
 E. Coli 73 شده نشیگز یهاآپتامر حاضر، از  ۀمطالعدر 

اتصال به  یبرا یاختصاص یهاآپتامرعنوان به  E. Coli 81و

 یاثربخش .استفاده شدO157:H7  یباکتر یهاسلول

 از استفاده با شدهنشیگز یهاآپتامر (راندمان)

 LoD مقدار .گرفت قرار یابیوردارزم  ELISAروش

 /mLCFU حدود در 81Coli  .E و 73Coli  .E یهاآپتامر
 بیترتبه E 1674/5، 9-E 8137/1-8 حدود KD با 310

نسبت  E. Coli 81 یژگیو و تیحساس نیرابناب. شد محاسبه

 انتخاب رسدیمنظر بهو  است شتریب E. Coli 73 آپتامربه 

 .باشد O157: H7 یباکتر یهاسلول صیتشخ یبرا یبهتر

فرد منحصربه یایمزا یدارا آپتامر یهاکه مولکولییآنجااز

و کاربرد  یکیولوژیب یداریپا ،یسازآماده ،یگردر غربال

عنوان عوامل به ندهیکه در آ رودیهستند، انتظار م

داشته باشند و با  یخوب یِانداز کاربردچشم ،یصیتشخ

 یشیها پموارد از آن یرقابت کنند و در برخ هایبادیآنت

 از یمتعدد یهاچالش با هاآپتامر یفناور البته،. رندیبگ

 رایاست، ز مواجه SELEXروش برزمان تیماه جمله

 ماندیم یباق یدر هر دور جداساز ترنییپا آپتامر یهاغلظت

واکنش  ن،یبر اعلاوه .استفاده شود یتا در فاز تکرار بعد

 از بدن داخل در هاآپتامر یستیز یِداریو پا آپتامرمتقابل 

 در دیبا که است نهیزم نیا در موجود یهاچالش گرید

 .ردیگ قرار یموردبررس یآت مطالعات

 یاخلاق ملاحظات
 ندارد.

 منافع تعارض

 .ندارندوجود دارند که تعارض منافعی اعلام می نویسندگان
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 سپاسگزاری

قای دکتر رمضانعلی طاهری، رئیس مرکز آوسیله از  بدین

تحقیقات بیوتکنولوژی نانو دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله 

که ما را در اجرای بخشی از این تحقیق یاری نمودند 

 گردد.گزاری میسپاس
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