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4b4 وa ایزوآنزیمی سروتیپهاي و پروتئینی تعیین الگوي
MLEE و SDS-PAGE روش به Listeria monocytogenes

bb

در
78 بهار 1387 شماره آبزیان امور دام و

چکیده
 PAGE SDS-PAGE و روش به خام  شیر از شـده جدا L. monocytogenes 4b سـروتیپ 4a و دو در مطالعه حاضر
با گرفت و قـرار مورد بررسـی باکتريها پروتئینی پروفیل SDS-PAGE آزمایـش در گرفـت قرار مـورد شناسـایی
ولی بوده هم به نزدیک سروتیپ دو پروفیل پروتئینی که شد معلوم و ارزیابی  پروتئینی مولکولی از نشـانگر اسـتفاده
پروتئینی باندهاي تراکم بیشترین کیلو دالتون بودند. منطقه 68 کیلو دالتون و 29 تا 18 مناطق در تفاوتهایی داراي
، (MLEE)ایزوآنزیمها الکتروفورتیکی ارزیابـی منظور PAGE به آزمایش در بود. دالتون کیلـو 97 تا 14 د ر منطقـه
4a سروتیپ در شد که مطالعه AP ،GPI ،ME ،6PGDH ،GaLDH ،G6PD ،GLDH ،LDH آنزیمی 8 سیسـتم
الکترومورفسها در بیشترین تفاوت نتایج اساس بود.بر فعال ایزوآنزیم 13 تعد اد 4b ودر سروتیپ ایزوآنزیم 15 تعداد
استفاده با شد بنابراین مشاهده 6PGDH و GLDH، GaLDH، ME آنزیمی در سیستمهاي سروتیپ د و بین در

تفریق نمود. هم را از مختلف سیستمهاي آنزیمی میتوان جدایههاي سایر در کنار سیستم این 4 از

SDS-PAGE، MLEE ایزوآنزیم، پروتئین، ،Listeria monocytogenes کلمات کلیدي:
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مقدمه
بدون غیرهاگزا ــکل ش میله اي مثبت، گرم ــاي باکتريه از ــتریاها  لیس
تا قطر0/4 و به اختیاري بیهوازي منفی، ــیداز اکس مثبت، کاتالاز ــول، کپس
در ــند. گرد می باش انتهاي با میکرو متر 2 تا 0/5 به طول و ــر میکرومت 0/5
گرد، شکل و به بوده قطر 0/5 تا 1/5 میلیمتر داراي مغذي کلنی آگار سطح
دیده رفته تو ــاي و لبهه قوام نرم تحدب اندك با با ــکی قطره اش ــفاف و ش
نور در و داشته خاکستري آبی مستقیم ظاهر نور تابش در کلنی ــوند. می ش
همولیز نوع نیز خوندار آگار سطح می دهد.در نشان ــبز س - آبی تلالو مورب
معاد ل  pH و ــانتیگراد 37 درجه س در دماي  بتا تولید مینماید باکتري

.(28 ، 20 مینماید(9، رشد به خوبی 6-9
ــوده ب زا ــاري د ام بیم ــان و در انس ــه ک ــتریا لیس ــه گون ــن مهمتری
و در بوده ــت دوس ــرما س این باکتري ــد می باش L. monocytogenes گونه
ــراد گ ــانتی س درجه دماي 4 د ر و ــد میکند رش خوبی به یخچال ــاي دم
کند.لذا این ــل تحم طعام را ــک نم درصد 2/5 ــد غلظت میتوان ماه 4 ــا ت
و ــده ــان منتقل ش انس به مواد غذایی طریق از میتواند راحتی ــري به باکت
ــان انس در بیماري عوارض مهمترین ــود. ش غذایی ــمومیتهاي مس موجب
و عفونتهاي کانونی مرکزي،  عصبی ــتم سیس عفونت سمی، شامل سپتی

.(8) میباشد دستگاه تولید مثل عفونتهاي
طبیعت در ــاد زی ــتردگی گس با ــاپروفیت س .L یک monocytogenes

از ــیاري بس بدن باکتري در ــن ای ــد میباش مخزن اصلی آن خاك و ــوده ب
به آنها ــیله بوس و دارد وجود ــان ماکی اهلی و حیوانات ــه جمل از ــوران جان
نیز ایران ــد.د ر میباش هم زئونوز باکتري یک لذا ــود میش منتقل ــان انس
دیگر و ــیر ش از 2c4 وa ، 2a  ، 2b  ، 4b ــروتیپ هاي 1371 س ــال س در
از سروتیپهاي ــی ــد. بیشترین درصد آلودگی ناش ش جدا لبنی محصولات
ــقط س علائم با مادران ــرولوژیکی س مطالعه ــت(1). در اس بوده  4b و 4a

اساس گزارشات ــت.بر اس شده جدا 4a و 2a، 2b ــروتیپ هاي س جنین نیز

L. monocytogenes با منشا ــان انس در غذایی عفونتهاي بیشترین(٪90)
.(9 است (3، بوده  2a ،4a ،4b سروتیپهاي ناشی از

وپادتنهاي تاژکی پادگنهاي با L. monocytogenes ــروتایپینگ در س
مهمترین است که این گونه شناسایی شده سروتیپ در تاکنون 16 پیکري

.(9) 2c ،2b ،2a ،4a ،4b از عبارتند بیماري زا سروتیپهاي
جداسازي و ــرولوژي س ــاس اس ــان بر و انس دام در بیماري ــایی شناس
ــروتایپینگ، س یکی از روشهاي از ــتفاد ه اس با عامل هویت تعیین عوامل و
پروفیل ــی بررس مولکولار مانند ــاي روشه یا و ــگ فاژتایپین ــگ، بیوتایپین
(IEE=MLEE)2ایزوآنزیمی ــی الگوهاي ، بررس SDS-PAGE1 با پروتیینی
،DNA-Probe و PCR ،RFLP با ــتهاي هس ــیدهاي اس ساختار ــی بررس یا
سرعت، به ــته الذکر بس روشهاي فوق یک از ــت.هر اس قابل انجام  PFGE

قوتی و ضعف نقاط داراي نیاز مورد امکانات و بودجه ویژگی، و ــیت حساس
استفاده روش چند یا از یک توقعات و ــرایط ش اساس بر ــت اس لازم و بود ه

.(20، 9 نمود (3، 7،
ــی تنوع بررس براي مولکولی ــده ش ــتاندارد اس تکنیکهاي MLEE از

بر که ــوده ارگانیزمها ب و ــا باکتري ه فیلوژنی ــولار مولک و ــی اپیدمیولوژیک
میگرد ند. این تفریق ژل ــطح س در ایزوزیمها الکتروفورزي حرکت ــاس اس
واقع در رفته بکار آنزیمی ــتم مطالعه سیس براي الکترومورفی ــاي پروفیله
آنزیمها زیرا میدهد نشان ژنومی هرجدایه را ساختار ــتقیم مس غیر به طور
ژنوم ــطح س در مربوطه ــاس کدهاي اس بر و بوده پروتئینی ــت داراي ماهی
SDS- در 25)؛ ،23 ،14 ــد (10، مینماین ــت فعالی ــده و ش تولید باکتري
اساس وزن بر و الکتریکی مید ان در ارگانیزم پروتئینی پروفیل نیز  PAGE

.(28 میگرد د(10، تفکیک هم از مولکولی
 L. منشا با غذایی  آلودگیهاي یا و بالینی جدایههاي د رسال هاي اخیر  
15 طی در است، شده مطالعه MLEE ازتکنیک استفاده با monocytogenes

و ساختمان ژنتیکی مطالعه براي وسیعی سطح در MLEE گذشته روش سال

Pajouhesh & Sazandegi No 78 pp: 130-138

Proteins  and isoenzymes patterns evaluation in 4a and 4b serotypes of  Listeria monocytogenes by SDS-PACE 

and MLEE

By: A.R. Nabinejad, Vet. Dept., Isfahan Research Centre of Agriculture and Natural Resources

V. Noaman,Vet. Dept., Isfahan Research Centre of Agriculture and Natural Resources

H. Dadras, Avian Medicine Dept., School of Vet. Med., Shiraz University

S.M. H. Hoseiny, Immunochemistry Dept., Razi Institute Branch of Fars 

In current study 2 Isolated serotypes of Listeria monocytogenes included 4a and 4b were studied for protein profiles 

and Isoenzyme analysis using SDS-PAGE and MLEE. In SDS-PAGE the protein profiles of 2 serotypes mostly were 

the same to each other but in  compersion to standard protein marker,  there were much differences in 18 to 29 Kd and 

zone of 68 Kd. It was obviused that the most concentration of protein bands were distributed between zone of 14 to 97 

Kd. In PAGE  for MLEE, 8 enzymatic systems included AP,GPI, ME, 6PGDH, GaLDH, G6PD, GLDH, LDH were 

studied and in 4a serotype 15 isoenzymes and in 4b serotypes 13 isoenzyme were active; Based on the  zymograms,  it 

is concluded that  the most differences between 2 serotypes were seen in GLDH, GaLDH, ME and 6PGDH systems, 

therefore using these enzymatic systems can differentiate L. monocutogenes isolates. 
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تکنیک این است، گرد یده استفاده مختلف باکتريهاي اپید میولوژیکی تنوع
جانوري کشت سلولی لاینهاي در تیپها تحت و سویه تفریق و مطالعه براي

مورد  مایکوپلاسماها قارچها و ریکتزیاها، باکتري ها، یاختهها،  تک گیاهی، و
قبولی قابل دقت مولکولی از با سایر روشهاي مقایسه در گرفته و قرار استفاد ه
شمار به روشهاي رفرانس از جهانی ــت بهداش ــازمان س در و برخوردار بوده

.(28 ،25 ،23 ،14 میرود(10،
شود و حفظ همچنان پروتئین بیولوژیکی فعالیت ــت د ر MLEE لازم اس
انجام نمونه ها روي دمایی اسیدیته و کنترل شده شرایط تحت که عملی تنها
ــت. آمید اس آکریل پلی ژل روي نمونه الکتروفورز یعنی PAGE3 ــود، میش
جریان تاثیر تحت ــلول س د ر ــکل موجود ش به همان پروتئینها عمل این در
مولکولی وزن الکتریکی، بر آیند بار بر اساس د اخل ژل در مستقیم الکتریسته
بیولوژیکی فعالیت این بنابر میشوند، تفکیک ازیکد یگر فضایی ــاختمان س و
میتوان مبنا همین بر و ــته داش اد امه همچنان آنزیم ها) جمله پروتئینها (از
واقع در ــرد. ایزوآنزیمها ک تفریق هم از را آنزیم ــک ی ــاي مختلف ایزوآنزیمه
و مولکولی وزن داراي همگی که بود ه آنزیم یک مختلف اشکال یا آلوتیپها
الکتریکی بار و فضایی در ساختمان ولی بوده،  یکسان اختصاصی سوبستراي
ژنوم از طریق پروتئینها مانند دیگر آنزیمها آنجا که از و همدیگر متفاوتند از
تفاوتهاي یک ایزوآنزیم براساس مختلف تشکیل انواع میشوند لذا دهی کد
میتوان این روش از ــتفاده اس همین دلیل با به و بود ه ظریف ــیار بس ژنتیکی
مطالعات انجام تفکیک نمود.در یک ارگانیزم را از هم مختلف و سویههاي گونه
گیاهی جانوري و سلولی پر و سلولی تک ارگانیزمهاي مختلف روي انواع شده
حساسیت با مختلف سویههاي و گونهها تحت گونهها، MLEE از ــتفاده با اس
همدیگر ژنتیکی از ــایر روشهاي مولکولی س از دقیقتر زیاد وگاهی ــیار بس

.(30، 28 ،10 ،7 ،3) تفریق شد هاند
ــده از .L جدا ش monocytogenes ــه جدای دو ــز نی حاضر ــه مطالع در
و نیز MLEE روش از ــتفاده اس با 4b4وa ــروتیپ با س ــواد  غذایی آلوده م

گرفت. قرار موردشناسایی SDS-PAGEروش

روشها و مواد
باکتري سویههاي

ــواد م ــیر و از ش ــده ش ــدا ج L. monocytogenes از ــروتیپ س دو
جداگانه در ــور ط به 4b   انتخاب و و  4a ــروتیپهاي س ــامل ش لبنی
انکوباتور ــاعت در س 48 براي ــذي ــت مغ آبگوش محیط لیتر ــد ار یک مق
ــتفاد ه اس با را ــلولی توده س ــپس س و د اده قرار ــانتی گراد س د رجه 37
ــد رت ق با ــانتیگراد س ــه ــاي 4 درج د م ــا ب ــال دار یخچ ــانتریفوژ س از
را سلولی پلت در اد امه نمود ه، ــیب ترس د قیقه 20 مد ت براي 10000g

سپس و نموده شستشو بار 3 براي ــتریل اس نرمال سالین از ــتفاده اس با
مقدار افزایش با رسوب داده و را سلولی ــانتریفیوژ مجدد پلت س با انجام
MSF مدل ــونیکاتور س از ــتفاده اس با ــتریل اس آب مقطر لیتر یک میلی
9 تا 6 با قدرت 9-6 مرحله در طی براي مد ت90-60 ثانیه،  100 Watt

سانتریفیوژ با سپس و سلولی تخریب یخ پلت پودر مجاورت در میکرون
دقیقه مدت 10 براي 20000g در سانتیگراد د رجه 4 در دماي مجدد
در  SDS-PAGE و MLEE ــش آزمای براي انجام را ــري باکت ــیرابه ش

.(28 ،21 ،7) ــد ش ــانتیگراد نگهداري س درجه 80 فریزر
MLEE و SDA-PAGE انجام

الکتروفورز ــتر عنوان بس به آمید آکریل ــی پل ژل حاضر از ــه مطالع در
ــیل دودس ــدیم س دترژنت از SDS-PAGE انجام ــراي ب گردید . ــتفاد ه اس
لذا ــتفاده شد، اس الکتروفورز بافر و ــترا سوبس بافر ژل، ترکیب د ر ــولفات س
نموده حرکت ــول ژل ط د ر خود مولکولی وزن ــاس اس بر فقط ــا پروتئینه
بی در آن ــی  فضای ــکل ش و الکتریکی بار مانند پروتئینها صفات ــایر س و
ــت بیولوژیکی از فعالی هیچ SDS-PAGE در علت همین ــه ب ــند می باش اثر

.(31 ،10 نیست(9، انتظار مورد پروتئین
ــري باکت  4b و 4a ــروتیپهاي  س ــوه ــت انب کش ــام از ا نج ــس پ

با  آن در ــود پروتئین موج ــدار مق ــیرابه، ش ــه تهی و  L . monocytogenes

براي نمونه ها ــد. ش تعیین 100 mg/ml معادل ــوري آزمایش ل از ــتفاده اس
آمید آکریل و 12/5٪ پلی ٪10 ،٪7/5 ــاي ژله بر روي ــورز الکتروف ــام انج
50 تحت µg 25 µg ،12/5 µg غلظت هاي با از نمونههایی ــتفاده اس با و
٪10 غلظت با ژل در آزمایش نتیجه بهترین نهایت در و گرفت قرار آزمایش

 SDS-PAGE آزمایش 8). در ــد (7، ش حاصل 25µg ــت غلظ با ــه نمون و
(واجد ــه نمون ــاوي بافر مس را با مقدار نمونهها از ــک ی هر از 5 µl ــدار مق
تا قرار داده ــوش ج در آب د قیقه 5-3 براي مدت نموده، ــوط 2ME) مخل

و شده د ناتوره پروتئین د ر یکنواخت منفی شارژ ایجاد ــبب س SDS دترژنت
(28 ،9) گرد د زنجیره احتمالی در S-S باند هاي شکستن ــبب س نیز 2ME

همچنین و ( 25 µg نهایی پر(غلظت نمونه ژل با در ــده ایجاد ش چاهک و
Gibco- Rpl-ــتانداري پروتئینی اس ــانگر نش از چپ ــمت س اول حفره در
از ــد.پس ش ــتفاد ه اس 200kd 14kd تا ــی مولکول وزن ــا 020-26041 ب
20 د ر دقیقه 105 و ــر آمپ 17میلی در دقیقه 12 ــراي الکتروفورز(ب ــان پای
شده خارج ستون از ژل شد)، برقرار مستقیم الکتریسته جریان آمپر میلی
مدت براي و سپس ــی رنگ کوماس داخل در ژل را د قیقه 30 مدت براي و
پروتئینی پروفیل باندهاي تا داده قرار ٪10 ــتیک اس ــید اس در ــاعت س 48

.(28 شود (8، مشخص
از یک هر از 5 µl ــدار در آزمایش  MLEE،  مق PAGE ــام ــراي انج ب
و است) مخلوط 2ME و SDS که فاقد) بافر نمونه مساوي مقدار با نمونهها 
SDS-PAGE مشابه الکتریسیته جریان داد ه و قرار ژل حفرات فاصله در بلا
تهیه از پس بود ، MLEE انجام الکتروفورز از منظور صورتیکه شد.د ر برقرار
دقیقه 45 مدت براي قرار داده و آن در داخل ژل را ــترا، حاوي سوبس بافر
به توجه با نموده، نگهد اري ــانتیگراد س درجه 37 در انکوباتور را ــه مجموع
آنزیم و سوبسترا واکنش چنانچه NBT5 و PMS4رنگزاي معرفهاي وجود
بنفش رنگ به  ــاي محل واکنش باند/بانده در ــد، باش مثبت مطالعه ــت تح

.(27 ،23) میشود رویت آبی مایل به
مطالعه، آنزیمی تحت ــماره 1 سیستمهاي ش جدول در خلاصه طور به
MLEE در آزمایش استفاده مورد کوفاکتور و کوآنزیم ، ــتراها، بافر سوبس
به ــت اس ــده ش ارائه 4b  L. monocytogenes و 4a ــروتیپهاي روي س بر
LDH و  G6PDآنزیمی ــتمهاي سیس براي آنزیمی، فرایند کنترل منظور

شد.. استفاده مثبت ازکنترل

مشاهدات و نتایج
در پروتئینی ــاي باند ه ــم تراک ــترین بیش  SDS-PAGE ــش آزمای د ر
خلاف ــر ب ــد  ش ــاهده کیلو دالتون مش تا 14 ــون ــو دالت کیل 97 ــه منطق
دالتون 14 کیلو تا دالتون منطقه 18 کیلو بین 4aدر سروتیپ ،4bسروتیپ

و... پروتئینی الگوي تعیین
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29 منطقه 4a در تیپ سرو در همچنین بود. مشاهده پروفیلی قابل تراکم
و دو متراکم پروتئینی پروفیل دالتون، تعداد پنج کیلو 18 تا ــو د التون کیل
در 4b ــروتیپ س در حالیکه بود در ــاهده مش قابل ظریف پروتئینی پروفیل
پروتئینی پروفیل ــه س و متراکم پروتئینی ــه پروفیل س فقط مذکور منطقه
4a دو ــروتیپ س در دالتون کیلو 68 ــه منطق در بود. ــت روی قابل ــف ظری

میشد. دیده 4b پروتئینی متراکمتر از سروتیپ پروفیل
مطالعه، ــت آنزیمیتح ــتم در 8 سیس مجموع در MLEE ــش آزمای در
به سروتیپ مربوط ایزوزیم 15 تعداد که ــد ش ــاهده مش ایزوزیم 28 تعداد
ــتم هاي بود سیس 4b ــروتیپ ــه  س ب ــوط ــم مرب ایزوزی 13 ــداد و تع 4a

ــه ب AP،GPI،ME،6PGDH،GaLDH،G6PD،GLDH،LDH ــی آنزیم
2و2، 1و2، 2و2،  و1،  2 1و1، ــد اد تع    4bو 4a ــروتیپ ــب درس ترتی
بنابراین ــد ش ــاهد ه مش (الکترومورفس) ایزوآنزیمی 1و1 باند 2و2، 4و2، 
فعالیت سروتیپ دو در بین  MEو GaLDH, GLDHآنزیمی ــتمهاي سیس
در تفاوت بر علاوه آنزیمی مذکور ــتم سیس ــه س د اد.د ر ــان را نش متفاوتی
طول در باند ــی الکتروفورتیک حرکت باند، ضخامت در ــا، ایزوآنزیمه تعداد
محل نیز 6PGDHدر سیستم آنزیمی ــت. د اش وجود تفاوت باند تراکم ژل و
نتایج ــه اختصار 2 ب بود جدول متفاوت ــروتیپ س د ر دو دوم باند ــتقرار اس
را آمید آکریل پلی ژل ــطح س در مختلف الکتروفورز ایزوآنزیمهاي آزمایش

مید هد. نشان
آنزیم/ با ــترا سوبس واکنش انجام از پس باند رنگ ــدت ش به باند : تراکم
ــود، میش گفته گیرند ه الکترون زاي رنگ معرفهاي ــور در حض ــم ایزوآنزی
،(VF=Very faint) ــگ کمرن ــیار بس صورت به زیاد به کم از ــگ رن ــدت ش
ــیار بس و (D=Dens)متراکم ، (M=Moderate)ــط متوس ،(F=Fient)کمرنگ

است. شده بندي تقسیم (VD=Very dens)متراکم
الکترومورفس در یا حرکت باند طول باند: به حرکـت الکتروفورتیکی
میلی 75 ژل طول موارد تمام در میشود. گفته ژل طول کل به ــبت ژل نس

است. بوده متر

نتیجهگیري و بحث
میتوان SDS-PAGE از ــتفاده اس ــا ب ــق تحقی این ــج نتای ــاس اس بر
تیپ ــت و تح ــه ــد گون ح در را L. monocytogenes ــف مختل ــاي جدایهه
تراکم و ــی پراکندگ وضعیت SDS-PAGE ــرا زی ــود،  نم ــدا ج ــر یکدیگ از
نشان بالا وضوح با خوبی و را به مطالعه ــازند ه لیستریا تحت پروتئینهاي س
ــتند، پروتئینی هس پادگنهاي باکتري عمدتاً داراي ماهیت و چون می دهد
قد رت پروتئینی پروفیل به کیفیت ــته بس و پروتئین ها آنالیز ــاس براس لذا
مربوطه ژل قطعات سازي جدا با بررسی است و قابل ارگانیزم ژنسیتی آنتی
پادتن اختصاصی آن ــه علی بر و ــایی شناس را مورد نظر پروتئین ــوان میت
انواع ــتریاها میتوان لیس پروتئینی  ــی پروفیل بررس با .(28 ،20) تهیه کرد
و 18 مناطق 29، نیز حاضر مطالعه د ر نمود . تفریق یکدیگر را از ــروتیپ س
بود. 4b و 4a تفریق سروتیپ براي ارزش کیلو دالتون داراي بیشترین 68
ــتفاده از اس با L. monocytogenes مختلف جدایههاي مطالعه ــک ی در
روش دو هر نتیجه در ــه ــی قرار گرفت ک بررس مورد SDS-PAGE و PCR

عین در ــوده و تفریق نم ــابه مش و مجزا دو گروه د ر را مختلف ــاي جد ایه ه
این گردیددر ــا توصیه تیپه تحت ــی بررس براي SDS-PAGE روش حال
مقایسه در L. monocytogenes پروتئینی پروفیل ــد که ش ــخص مش روش
این مختلف ــرووارهاي س بین متفاوت است ودر لیستریا گونه هاي ــایر س با
بود البته پروتئین هاي 4bو 2a/1 سروتیپهاي بین بیشترین تفاوت در گونه
ــابه مش L. monocytogenes ي ــروتیپها تمام س در ــطحی س پادگن هاي
با ــه ادام د ر بود و ــع دالتون واق ــو کیل 64-68 منطقه د ر ــا تمام ــه ک ــود ب
68-98 منطقه باندهاي ــد که ش ــیمی مشخص ایمیونوش روشهاي کمک
L. ــري این باکت ویرولانس ــئول مس پروتئینهاي ــده نماین ــون دالت ــو کیل

.(28) است monocytogenes

AP8GPI٧ME۶۶PGDH۵GaLDH۴G۶PD³GLDH²LDH¹:Enzymes

parnitro pheanil 
phos.

Glucose

١phoph

Malic

acid

۶-Phospho-

gluconicacid
D-Galactose

D-Glucose

6- phosphat
D-GlucoseCa.Lactate:Substrates

T.GT.GT.GT.GT.GT.GT.G
Tris-*
Glycin
(TG9)

Buffer

Mg cl2Mg cl2Mg cl2Mg cl2Mg cl2Mg cl2Mg cl2Mg cl2Cofactor

NADNADNADNADNADNADNADNAD**Coenzyme

هر آنزیم مربوط به کوآنزیم و کوفاکتور و شده آنزیمیاستفاده جدول شماره 1:سیستمهاي

1. Lactate dehydrogenase  2. Glucose dehydrogenase  3. Glucose- 6- phosohate dehydrogenase 5-Galactose dehydrogenase  5.  Phosphogluconate 

dehydrogenase      6-Malic enzyme  7-Glucose  phosphate isomerase      8-Alkaline phosphatase

* Tris-glycerin buffer prepared as: 3,03 g Tris Hcl (PH=8,3)+14,4 g Glysin + 100 ml Distilled water    
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L. monocytogenes ــی بررس نتایج ــن بهتری SDS-PAGE در Pierre

ــراي تعیین دیگري ب مطالعه در ــد(20). آوردن ــت دس ــه ب ٪10 ژل روي را
جنوبی کره در ــتوریزه پاس ــیر ش ــط توس منتقله عفونت ایجاد عامل هویت
آلود گیها توسط ٪90 شد که لیستریا مونوسیتو ژنز جدا ــیر ش نمونه از 50

.(3) به دست آمد 2b و 4a سرووارهاي
LDH, ــیتوژنز، سیستمهاي ــتریا مونو س روي لیس MLEe آزمایش در
(10) بود شده نیز استفاده قبلی در مطالعات (GPI)PGI و G6PD,6PGDH

بار اولین براي 6PGDH و GLDH ،GaLDH، APآنزیمی سیستمهاي ولی
آنزیمیدر ــتمهاي سیس فعالیت و گرفت قرار ــی بررس تحت مطالعه این در
مطالعات ــن در همچنی ــت. داش همخوانی قبلی ــات مطالع با تحقیق ــن ای
(10) شده بود استفاده تیتان ژل یا ــلوژل یا س نشاسته ژل از ــتر قبلی بیش
ــیار منافذ بس داراي که آمید٪10 آکریل پلی ژل مطالعه آنکه دراین ــال ح
روي قبلی مطالعات در TG نیز بافري سیستم رفت. بکار میباشد ریزتري

ــتفاده  اس با ــج نتای ــاس ــر اس ب ــود. ب ــده نش ــه تجرب L. monocytogenes

ــف مختل ــویههاي س و ــروتیپ ها س ــوان میت MLEE ــش آزمای از
از هم  را ــتریا) جنس لیس مختلف گونههاي ــز نی (و را L. monocytogenes

کوچکترین ــوده و ب بالایی ــیت و ویژگی حساس با تفریق این نمود ــق تفری
جدایه د و نیز تفریق ــر حاض مطالعه در معرفی مینماید. را در ژنوم ــاوت تف

(23 گرفت (10، انجام روش این با 4bو 4a (سروتیپ)
ــواع ان ــائی شناس ــراي ب MLEE از ــکاران هم و Dominique

MLEE روش از ــذا غ ــط انتقال توس ــل قاب ــزا بیماری L. monocytogenes

تا 8 ــتفاده از با اس و شد ــی بررس ــویه س 80 این مطالعه در نمود. ــتفاد ه اس
ایشان ــد . ش ــاهده الکترومورفس مش 15 تا آنزیمی تعداد 14 ــتم سیس 23
ژنتیکی ساختمان مطالعات براي گذشته سال 15 در که نمودند خاطرنشان

اینکه به توجه با است.و شد ه ــتفاده اس اپیدمیولوژیکی گونههاي باکتريها و
واقع در میشوند واقع ــتناد اس مورد مولتی لوکوس ژنوتیپهاي MLEE در
از این استفاده ــی میشوند.همچنین با بررس جدایهها تمام کروموزمی ژنوم
ــده ش ــخص مش L. monocytogenes جدایه در175 الکتروتیپ، 45 روش
ناشی از دام و انسان د ر بیماري موارد 2/3 ــد معلوم ش در نهایت که ــت اس
ایشان است .L بوده monocytogenes گونه هم به و نزدیک مشابه کلون دو
که و نشان دادند نمود ه ارزیابی 0/825 تا 0/925 را  MLEE تفریق قدرت
باکتري کشت تابع شرایط آن الکترومورفسی کیفیت ژل یا در آنزیم حرکت
بین آنتی ژنیکی رابطه میتوان MLEEروش مطالعه نمیباشد(10).با تحت
انجام ــا را ارگانیزمه معرفی و طبقهبندي را ــف مختل ــویههاي س و گونهها

داد(10و28).
توجیه را ــا ایزوآنزیمه ــکیل تش متعددي ــیمیایی بیوش ــاي مکانیزمه
هترومولتی ــاي آنزیمه ترجمه6، از ــس پ تغییرات ــه جمل آن از ــد ، میکن
ایزوآنزیمهاي فضائی9 ــابه8، مش فعالیت با ــاختمانی س چند ژنهاي مریک7،
ــت اس علاوه ممکن ــتند؛ به هس کوفاکتورها فعالیت و واکنش تفاوت در و
د یگر غیرفعال ــرایطی و درش یک باکتري فعال در ــرایطی در ش آنزیم ــک ی
کرده رشد تعداد ارگانیزم در تفاوت از ــت عبارتس آن اصلی دلایل که ــد باش
فعالیت میزان و استخراج مراحل طی در آنزیم ماندن پایدار ــت، آبگوش در

.(17) مطالعه میباشد شرایط تحت در آنزیم
یا ایزوآنزیم ها ــورزي الکتروف آنالیز ــاس براس زیادي مطالعات ــون تاکن
این ــت،  اس پذیرفته انجام (MLEE) ــورز الکتروف ــم ــوس آنزی لوک ــی مولت
در ارگانیزم،  آنزیمیاختصاصی در سیستمهاي با انتخاب میتوان تکنیک را
مشخص را پاتوژن ماهیت و مطالعه انجام ارگانیزم تحت با شد ه آلوده بافت
ایزوآنزیمها در الکتروفورزي مطالعه منابع ــی بررس ــاس براس کرد (7، 17).

باند تراکم باند* الکتروفورتیکی حرکت باندصخامت باند* سیستم آنزیمی کیفیتتعداد

4b4a4b4a4b4a4b4aEnzymes inL. m

MM1/751/751111LDH

FM,D1/752/75،67/7511,212GLDH

M,VDM,VD1/75،73/751/75،73/751,2/51,222G6PD

D,MD1/75،68/751/751,4121GaLDH

VD,FVD,F1/75،3/751/75،6/751,11,1226PGDH

F,MVD,F,VD,M1/75،45/75
1/75،2/75

49/75،70/75
1,21,2,2,1,524ME

D,MD,M1/75,4/751/75،4/751,1/51,1,522GPI

VFVF1/751/751111AP

است. شده داد ه نتایج آزمایش MLEE نشان خلاصه طور به :2 جدول

به زیاد به رنگ از کم میشـود، شدت گفته گیرنده الکترون رنگ زاي معرفهاي حضور د ر با آنزیم/ایزوآنزیم واکنش سوبسـترا انجام از پس باند رنگ باند : به شـدت تراکم *
است. بندي شده تقسیم (VD=Very dens)متراکم بسیار و (D=Dens)متراکم ، (M=Moderate)متوسط ،(F=Faint)کمرنگ ،(VF=Very faint)بسیار کمرنگ صورت

است. بوده متر 75 میلی ژل موارد طول تمام میشود.در گفته ژل طول کل به نسبت ژل در الکترومورفس یا باند حرکت الکتروفورتیکی باند:به طول حرکت

و... پروتئینی الگوي تعیین
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براي روش این آنها، از است، پس پذیرفته انجام و آکلوپلاسماها مایکوپلاسماها روي ابتدا
گونهاي داخل بین گونهاي و تفریق نیز و مورفیسم پلی ژنتیک تفاوتهاي ژنتیکی،  مطالعه
ــپیروکت ها، اس باکتريها، در انواع تنوع اپیدمیولوژیکی وقوع نیز و تیپها) تحت (تیپ،
گیاهی و سلولی و تیرههاي ــلولی س ــتهاي کش کرمی، انگلهاي قارچ ها، یاختهها،  تک
شده استفاده آزمایشگاهی حیوانات و گیاهی مختلف واریتههاي شناسائی حتی و جانوري
باکتريها و تک یاختهها شناسائی در معتبر روشهاي از حال حاضر در روش این ــت، اس

معرفی رفرانس روش ــوان عن به ــاب میآیدو به حس WHOنزد
مطالعات در همچنین  ،(28 ،27 ،24 ،17 ،14 میگردد (7، 
موارد زیادي در آلود گی منبع تعیین و ــوژي اپیدمیول مولکولار
روشهاي سایر از تر اختصاصی یا ــابه نتایج مش ،MLEE روش
،REA، RFLP ،PCR ،RAPD ،PFGE ــد  مانن ــی مولکول
الیزا، سروتایپینگ، روش هاي انواع و ایمنوبلات ریبوتایپینگ،

.(18 ،17 ،8 ،7) داشته است تایپینگ  فاژ
ــه ب IEEاز ــتفاده اس ــا ب  ،1989 ــال س در  Schultz

و ــیگلا ش ،E. coli هیبریدهاي ــن انواع بی ــی تفاوت هاي راحت
سرعت ــده بود را با ش تهیه سازي ــن واکس براي که ــالمونلا س
ــواع باکتري ان کرد که ــزارش گ داد و ــان نش بالائی ــی ویژگ و
گانه جدا ــورت بص آن غیر پاتوژن ــواع ازان را میتوان ــوژن پات
انواع شناسائی در را روش استفاده از این وي نمود، طبقهبندي
را آمیبها هموفیلوس و سالمونلا، بوردوتلا، کریپتوکوکوس،

اشاره مینماید (24).
ایزوآنزیمها الکتروفورز از ــتفاده اس با ــکاران هم و Yarkus

Mycobacterium avium از ــی مختلف ــاي جدایهه ــتند توانس
کنند ــازي ایدز جد اس به مبتلا افراد در را مرغی) ــل س (عامل

.( 32)
را (IEE) MEE ــه جمل روش از 10 ــکاران هم و Patton

استفاده کمپیلوباکتر سویه هاي اپیدمیولوژیکی ــخیص تش براي
ــوترن س ــروتایپینگ،  س ،REA میان از نهایت د ر و ــد کردن
ــگ،  آنالیز ــگ، فاژتایپین بیوتایپین ــگ، ریبوتایپین ــلات10، ب
MEE، REA به نتایج مربوط و بهترین حساسترین ــمید پلاس

.(20) بود
مختلف سویههاي بین شباهتهاي همکاران و Whitham

ایزوآنزیمها و ــز آنالی ــیله بوس را نوزادان ــهال اس عامل E. coli

:055 سویه را بیشترین نتیجه در که نمودند سرولوژي بررسی
.(31) نمودند معرفی H7

Salmonella ــاي جدایهه ــواع ان Schoeter و Helmuth

و پلاسمید به روشهاي RFLP، MLEE، آنالیز را entritiolis

.(11) DNA مطالعه نمودند بررسی و LPS

ــویههاي س ــی کلن 187 (1995) ــکاران هم Maslow و

با را ــاران بیم ــون خ گردش از ــده ش ــدا ج E. coli ــف مختل
در ــابهی نتایج مش و ــی بررس ریبوتایپینگ ،MLEE روشهاي

.(15) به دست آوردند روش د و این
Prevotella ــواع ان ــق تفری در ــکاران هم و  Pearce

بهترین ــگ ریبوتایپین و MLEE، Rea ــیله nigrescense بوس

آوردند (19). به دست MLEE از را نتیجه
Entrococcus مختلف ــاي جد ایهه Murray و Tomayko

قرار دادند مطالعه تحت PFGE و MLEE ــط توس را faecalis

به نسبت را تري متنوع جدایه هاي تعد اد MLEE نهایت در که
.(29) معرفی کرد PFGE

ژنتیکی ــه MLEe مطالع ــک کم ــا ب ــکاران Leaves و هم

ــام انج را Haemophilus influenza ــواع ان ــی اپید میولوژیک و

ترتیب به پایین به بالا از Gibco استاندارد پروتئینی نشانگر اول ستون در ،SDS-PAGE نتایج تصویر1:
مقاله این به مربوط 2 الی 6 میدهد. ستون هاي نشان را د التون کیلو و 14 18 ،29  ،43 ،68 ،92 ،200 مقادیر

8 پروفیل پروتئینی ستون و 4a سروتیپ 7 پروفیل پروتئینی ستون و نبوده
میدهد. نشان را 4b L. monocytogenes  سروتیپ

است ژل مشخص د ر بنفش به مایل قرمز رنگ با GPI آنزیمی سیستم در ایزوآنزیمها حرکت :2 تصویر
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.( 12) دادند
ــاً انواع اساس ژنتیکی از نظر که نمودند ــاهد ه مش MLEE با کمک ــکاران و هم Pupo

قرار مجزا د و گروه در و ــود ه ب متفاوت همدیگر با E. coli و غیرپاتوژن ــوژن پات ــویه هاي س
.( دارند (21

Omithobacteriumr جدایه 55 اپیدمیولوژي مولکولار مطالعه همکاران و Amonsim

PCR و MLEE روش را به از طیور جدا شد ه hinotracheale

معرفی را باکتري از ــویه س روش 6 دو هر که نمودند ــی بررس
.(2) کردند

E. جد ایههاي فیلوژنی ــولار مولک همکاران و Lecointre

RNA RFLP r و MLEE،  PAPD روشهاي ــط توس coli را

نمودند (13). مطالعه
ریبوتایپینگ و MLEE روشهاي ــکاران هم و Blackale

جدا Pasteurella multocida مختلف سویههاي ژنتیکی تنوع
نتایج مشابهی روش هر دو در بررسی کردند و را از طیور شده

.(6) آوردند د ست به
ــاز پزود مون ــف مختل ــویههاي س ــکاران هم Sikorski و

را بالینی ــاي نمونهه و ــلاب،  خاك فاض دریا، از ــده ش ــدا ج
بین ژنوتیپی براي تعیین تفاوتهاي PCR و MLEE ــیله بوس

.(22) کردند بررسی باکتري مختلف فنوتیپهاي
Vibrio جدایه ــواع تنوع ژنتیکی ان ــکاران هم و Beltran

279 و دادند قرار تحت مطالعه MLEE ــیله بوس cholerae را

دو به تفکیک قابل ــه ــخیص دادند ک الکتروفورتیکی تش تیپ
بودند (4). II و I بزرگ گروه

نیز قارچها ژنتیکی ــائی براي شناس MLEE از ــتفاد ه اس
انجام و همکاران Rodriguez و ــکاران هم و Bertout ــط توس
اپیدمیولوژي مولکولار ترتیب به محققان ــت. این اس پذیرفته
Aspergillus و (5) Cryptococcus neoformans ــواع ان

.(22) د اد ند قرار مطالعه مورد را fumigatus

مطالعه براي را MLEE روش از استفاده همکاران و Shah

هوازي بی ژنتیکی باکتريهاي تنوع آنزیمها در مورفیسم پلی
آنزیم در ــت فعالی که یاد آوري نموده اند و ــد ان ــرح نموده مط
باکتري ژنوم ــاخص ش ــدت نحوه فعالیت متابولیکی و واقع م
گونه، تحت براي تشخیص روش مناسبی MLEE ــت. لذا اس
و نمونههائی MLEE انجام نحوه و سویه باکتري هاست و گونه
روي کار از ــت آمده دس به زیموگرامهاي یا ــس الکترومورف از
را پپتواسترپتوکوکوس و فوزباکتریا وتلا، پري باکتریوایدس،

.(23) اند داده نشان
و ایزوآنزیمها ــز آنالی از ــتفاده اس با ــکاران هم Silveria و

با طیور ــده از ش جدا E. coli ــویههاي س انواع ــگ ریبوتایپین
پرندگان سالم نیز ناف و التهاب  بند سر11(SHS) و علائم تورم
شد ــخص مش نهایت و در دادند مولکولی قرار را تحت مطالعه
r-RNA- از بهتر E. coli انواع تشخیص در MLEE نتیجه که
مختلف جدایههاي در ــا ایزوآنزیمه آنالیز و ــد RFLP میباش

مقایسه از همچنین دهد، ــان نش بین آنها تفاوت را ــت توانس
(جدا پاتوژن غیر و پاتوژن E. coli انواع بین در MLEE نتایج
و ژنتیکی بین پیشینه که شد معلوم ــالم) س پرندگان شد ه از
وجود مستقیم رابطه آن بیماریزایی و باکتري اپیدمیولوژیکی
از انواع پاتوژن را انواع ــویه س یک در حتی میتوان و لذا دارد

.( 26 ،24) نمود طبقهبندي جدا غیرپاتوژن
مایکو روش ــن ای ــتفاده از اس با ــکاران هم و Nabinejad

داکیومنتور نشان ژل با در تصویر برد اري را G6PD در سیستم آنزیمی ایزوآنزیمها وضعیت تصویر 3:
و 4a سروتیپ ترتیب مربوط به و8 ستونهاي 6، 7 و نبود ه به این مقاله مربوط 5 می دهد.ستون هاي1 تا

میباشد مثبت .L کنترل monocytogenes 4bو

مید هد. نشان داکیومنتور با ژل برداري در تصویر آنزیمیME را در سیستم ایزوآنزیمها وضعیت :4 تصویر
4bو 4a سروتیپ مربوط به ترتیب 7 و 6 ستون هاي و نبوده این مقاله به مربوط 5 تا 1 ستونهاي

میباشند . L. monocytogenes و

و... پروتئینی الگوي تعیین
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شناسایی را و سویههاي مختلف تفریق هم را از پاتوژن طیور ــماهاي پلاس
نمودند(16).

براي  صرفه اي به مقرون و مناسب روش الکتروفورز، آنزیم مولتی لوکوس  
انواع واجد  ارگانیزم هاي و ایزوآنزیمی باکتريها و آنزیمی ماهیت به برد ن ــی پ
بر اساس آنزیم نوع و... میباشد(16)، انتخاب تکثیر متابولیزم یا در آنزیم دخیل
حتی و تیپها داشته تحت تفریق تاثیر زیادي در و نقش متابولیزم ارگانیزم نوع
نگهداري ــرایط  در ش فقط که باکتري از کلون یک میتوان اعضاء روش با این
آنزیمی مختلف براي سسیستمهاي توسعه دلیل به متفاوتند( هم از نوع تغذیه و
این نمود که ــق تفری یکدیگر از را مختلف)، ــرایط ش و ــتفاده از مواد مغذي اس
MLEE تکنیک حال هر به میتوان یافت، تکنیکها کمتر د یگر د ر را پتانسیل
تشخیصی تکنیک یک لازمه ــنی که محاس از  زیادي بخش دلیل دارا بودن به
مشابه کارهاي و مقاله این اصلی هدف دارد که بیشتر معرفی به نیاز است، خوب
آن ترویج و معرفی این تکنیک، تحقیقی کاربردهاي علمیو گزارش بر ــلاوه ع
چنانکه مشاهده (23 ،17  ،16 ،7) می باشد روشهاي مطرح سایر قیاس با در
ــروتیپ س دردو آیزوآنزیمی و ــی پروتیین تفاوتهاي ــز نی مطالعه این ــد د ر ش

SDS-PAGE و  روش به آلوده لبنی مواد از ــده ش جدا L . monocytogenes

گرد ید. نشانگر) معرفی آنزیمیو کنار کنترل (در MLEE

پاورقیها
1 -Sodium dodecyl sulfate poly acrylamid gel electrophoresis  

2 -Isoenzyme electrophoresis=Multi locusenzyme electrophoresis

3 -Polyacrilamid gel electrophoresis

4- Phenazine methasulfate

5-Nitroblue tetrazolium     

6-Posttranslational enzyme modification     

7-Heteromultimeric enzymes

8 - Multiple structural genes for enzymes with the same activities

9 -Conformatinal isoenzyme

10-Southern blot

11- Swellen head syndrom
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