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4 4 و ايزوآنزيمي سروتيپهاي و پروتئيني تعيين الگوي
MLEE و SDS-PAGE روش به Listeria monocytogenes

��

در
78 بهار 1387 شماره آبزيان امور دام و

چكيده
- و  روش به خام  شير از شـده جدا L. monocytogenes 4 4 و سـروتيپ  دو در مطالعه حاضر
با گرفت و قـرار مورد بررسـي باكتريها پروتئيني پروفيل - آزمايـش در گرفـت قرار مـورد شناسـايي
ولي بوده هم به نزديك سروتيپ دو پروفيل پروتئيني كه شد معلوم و ارزيابي  پروتئيني مولكولي از نشـانگر اسـتفاده
پروتئيني باندهاي تراكم بيشترين كيلو دالتون بودند. منطقه 68 كيلو دالتون و 29 تا 18 مناطق در تفاوتهايي داراي
، ( ايزوآنزيمها( الكتروفورتيكي ارزيابـي منظور آزمايش به در بود. دالتون كيلـو 97 تا 14 د ر منطقـه
4 سروتيپ در شد كه مطالعه ، ، ،6 ، ، 6 ، ، آنزيمي  8 سيسـتم
الكترومورفسها در بيشترين تفاوت نتايج اساس بود.بر فعال ايزوآنزيم 13 تعد اد 4 ودر سروتيپ ايزوآنزيم 15 تعداد
استفاده با شد بنابراين مشاهده 6 و  ، ، آنزيمي  در سيستمهاي سروتيپ د و بين در

تفريق نمود. هم را از مختلف سيستمهاي آنزيمي ميتوان جدايههاي ساير در كنار سيستم اين 4 از

- ، ايزوآنزيم، پروتئين، ،Listeria monocytogenes كلمات كليدي:
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مقدمه
بدون غيرهاگزا ــكل ش ميله اي مثبت، گرم ــاي باكتريه از ــترياها  ليس
تا قطر0/4 و به اختياري بيهوازي منفي، ــيداز اكس مثبت، كاتالاز ــول، كپس
در ــند. گرد مي باش انتهاي با ميكرو متر 2 تا 0/5 به طول و ــر ميكرومت 0/5
گرد، شكل و به بوده قطر 0/5 تا 1/5 ميليمتر داراي مغذي كلني آگار سطح
ديده رفته تو ــاي و لبهه قوام نرم تحدب اندك با با ــكي قطره اش ــفاف و ش
نور در و داشته خاكستري آبي مستقيم ظاهر نور تابش در كلني ــوند. مي ش
هموليز نوع نيز خوندار آگار سطح مي دهد.در نشان ــبز س - آبي تلالو مورب
معاد ل  pH و ــانتيگراد 37 درجه س در دماي  بتا توليد مينمايد باكتري

.(28 ، 20 مينمايد(9، رشد به خوبي 6-9
ــوده ب زا ــاري د ام بيم ــان و در انس ــه ك ــتريا ليس ــه گون ــن مهمتري
و در بوده ــت دوس ــرما س اين باكتري ــد مي باش L. monocytogenes گونه
ــراد گ ــانتي س درجه دماي 4 د ر و ــد ميكند رش خوبي به يخچال ــاي دم
كند.لذا اين ــل تحم طعام را ــك نم درصد 2/5 ــد غلظت ميتوان ماه 4 ــا ت
و ــده ــان منتقل ش انس به مواد غذايي طريق از ميتواند راحتي ــري به باكت
ــان انس در بيماري عوارض مهمترين ــود. ش غذايي ــموميتهاي مس موجب
و عفونتهاي كانوني مركزي،  عصبي ــتم سيس عفونت سمي، شامل سپتي

.(8) ميباشد دستگاه توليد مثل عفونتهاي
طبيعت در ــاد زي ــتردگي گس با ــاپروفيت س .L يك monocytogenes

از ــياري بس بدن باكتري در ــن اي ــد ميباش مخزن اصلي آن خاك و ــوده ب
به آنها ــيله بوس و دارد وجود ــان ماكي اهلي و حيوانات ــه جمل از ــوران جان
نيز ايران ــد.د ر ميباش هم زئونوز باكتري يك لذا ــود ميش منتقل ــان انس
ديگر و ــير ش از 2c4 وa ، 2a  ، 2b  ، 4b ــروتيپ هاي 1371 س ــال س در
از سروتيپهاي ــي ــد. بيشترين درصد آلودگي ناش ش جدا لبني محصولات
ــقط س علائم با مادران ــرولوژيكي س مطالعه ــت(1). در اس بوده  4b و 4a

اساس گزارشات ــت.بر اس شده جدا 4a و 2a، 2b ــروتيپ هاي س جنين نيز

L. monocytogenes با منشا ــان انس در غذايي عفونتهاي بيشترين(٪90)
.(9 است (3، بوده  2a ،4a ،4b سروتيپهاي ناشي از

وپادتنهاي تاژكي پادگنهاي با L. monocytogenes ــروتايپينگ در س
مهمترين است كه اين گونه شناسايي شده سروتيپ در تاكنون 16 پيكري

.(9) 2c ،2b ،2a ،4a ،4b از عبارتند بيماري زا سروتيپهاي
جداسازي و ــرولوژي س ــاس اس ــان بر و انس دام در بيماري ــايي شناس
ــروتايپينگ، س يكي از روشهاي از ــتفاد ه اس با عامل هويت تعيين عوامل و
پروفيل ــي بررس مولكولار مانند ــاي روشه يا و ــگ فاژتايپين ــگ، بيوتايپين
(IEE=MLEE)2ايزوآنزيمي ــي الگوهاي ، بررس SDS-PAGE1 با پروتييني
،DNA-Probe و PCR ،RFLP با ــتهاي هس ــيدهاي اس ساختار ــي بررس يا
سرعت، به ــته الذكر بس روشهاي فوق يك از ــت.هر اس قابل انجام  PFGE

قوتي و ضعف نقاط داراي نياز مورد امكانات و بودجه ويژگي، و ــيت حساس
استفاده روش چند يا از يك توقعات و ــرايط ش اساس بر ــت اس لازم و بود ه

.(20، 9 نمود (3، 7،
ــي تنوع بررس براي مولكولي ــده ش ــتاندارد اس تكنيكهاي MLEE از

بر كه ــوده ارگانيزمها ب و ــا باكتري ه فيلوژني ــولار مولك و ــي اپيدميولوژيك
ميگرد ند. اين تفريق ژل ــطح س در ايزوزيمها الكتروفورزي حركت ــاس اس
واقع در رفته بكار آنزيمي ــتم مطالعه سيس براي الكترومورفي ــاي پروفيله
آنزيمها زيرا ميدهد نشان ژنومي هرجدايه را ساختار ــتقيم مس غير به طور
ژنوم ــطح س در مربوطه ــاس كدهاي اس بر و بوده پروتئيني ــت داراي ماهي
SDS- در 25)؛ ،23 ،14 ــد (10، مينماين ــت فعالي ــده و ش توليد باكتري
اساس وزن بر و الكتريكي ميد ان در ارگانيزم پروتئيني پروفيل نيز  PAGE

.(28 ميگرد د(10، تفكيك هم از مولكولي
 L. منشا با غذايي  آلودگيهاي يا و باليني جدايههاي د رسال هاي اخير  
15 طي در است، شده مطالعه MLEE ازتكنيك استفاده با monocytogenes

و ساختمان ژنتيكي مطالعه براي وسيعي سطح در MLEE گذشته روش سال
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Proteins  and isoenzymes patterns evaluation in 4a and 4b serotypes of  Listeria monocytogenes by SDS-PACE 
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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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تكنيك اين است، گرد يده استفاده مختلف باكتريهاي اپيد ميولوژيكي تنوع
جانوري كشت سلولي لاينهاي در تيپها تحت و سويه تفريق و مطالعه براي

مورد  مايكوپلاسماها قارچها و ريكتزياها، باكتري ها، ياختهها،  تك گياهي، و
قبولي قابل دقت مولكولي از با ساير روشهاي مقايسه در گرفته و قرار استفاد ه
شمار به روشهاي رفرانس از جهاني ــت بهداش ــازمان س در و برخوردار بوده

.(28 ،25 ،23 ،14 ميرود(10،
شود و حفظ همچنان پروتئين بيولوژيكي فعاليت ــت د ر MLEE لازم اس
انجام نمونه ها روي دمايي اسيديته و كنترل شده شرايط تحت كه عملي تنها
ــت. آميد اس آكريل پلي ژل روي نمونه الكتروفورز يعني PAGE3 ــود، ميش
جريان تاثير تحت ــلول س د ر ــكل موجود ش به همان پروتئينها عمل اين در
مولكولي وزن الكتريكي، بر آيند بار بر اساس د اخل ژل در مستقيم الكتريسته
بيولوژيكي فعاليت اين بنابر ميشوند، تفكيك ازيكد يگر فضايي ــاختمان س و
ميتوان مبنا همين بر و ــته داش اد امه همچنان آنزيم ها) جمله پروتئينها (از
واقع در ــرد. ايزوآنزيمها ك تفريق هم از را آنزيم ــك ي ــاي مختلف ايزوآنزيمه
و مولكولي وزن داراي همگي كه بود ه آنزيم يك مختلف اشكال يا آلوتيپها
الكتريكي بار و فضايي در ساختمان ولي بوده،  يكسان اختصاصي سوبستراي
ژنوم از طريق پروتئينها مانند ديگر آنزيمها آنجا كه از و همديگر متفاوتند از
تفاوتهاي يك ايزوآنزيم براساس مختلف تشكيل انواع ميشوند لذا دهي كد
ميتوان اين روش از ــتفاده اس همين دليل با به و بود ه ظريف ــيار بس ژنتيكي
مطالعات انجام تفكيك نمود.در يك ارگانيزم را از هم مختلف و سويههاي گونه
گياهي جانوري و سلولي پر و سلولي تك ارگانيزمهاي مختلف روي انواع شده
حساسيت با مختلف سويههاي و گونهها تحت گونهها، MLEE از ــتفاده با اس
همديگر ژنتيكي از ــاير روشهاي مولكولي س از دقيقتر زياد وگاهي ــيار بس

.(30، 28 ،10 ،7 ،3) تفريق شد هاند
ــده از .L جدا ش monocytogenes ــه جداي دو ــز ني حاضر ــه مطالع در
و نيز MLEE روش از ــتفاده اس با 4b4وa ــروتيپ با س ــواد  غذايي آلوده م

گرفت. قرار موردشناسايي SDS-PAGEروش

روشها و مواد
باكتري سويههاي

ــواد م ــير و از ش ــده ش ــدا ج L. monocytogenes از ــروتيپ س دو
جداگانه در ــور ط به 4b   انتخاب و و  4a ــروتيپهاي س ــامل ش لبني
انكوباتور ــاعت در س 48 براي ــذي ــت مغ آبگوش محيط ليتر ــد ار يك مق
ــتفاد ه اس با را ــلولي توده س ــپس س و د اده قرار ــانتي گراد س د رجه 37
ــد رت ق با ــانتيگراد س ــه ــاي 4 درج د م ــا ب ــال دار يخچ ــانتريفوژ س از
را سلولي پلت در اد امه نمود ه، ــيب ترس د قيقه 20 مد ت براي 10000g

سپس و نموده شستشو بار 3 براي ــتريل اس نرمال سالين از ــتفاده اس با
مقدار افزايش با رسوب داده و را سلولي ــانتريفيوژ مجدد پلت س با انجام
MSF مدل ــونيكاتور س از ــتفاده اس با ــتريل اس آب مقطر ليتر يك ميلي
9 تا 6 با قدرت 9-6 مرحله در طي براي مد ت90-60 ثانيه،  100 Watt

سانتريفيوژ با سپس و سلولي تخريب يخ پلت پودر مجاورت در ميكرون
دقيقه مدت 10 براي 20000g در سانتيگراد د رجه 4 در دماي مجدد
در  SDS-PAGE و MLEE ــش آزماي براي انجام را ــري باكت ــيرابه ش

.(28 ،21 ،7) ــد ش ــانتيگراد نگهداري س درجه 80 فريزر
E و - انجام 

الكتروفورز ــتر عنوان بس به آميد آكريل ــي پل ژل حاضر از ــه مطالع در
ــيل دودس ــديم س دترژنت از SDS-PAGE انجام ــراي ب گرديد . ــتفاد ه اس
لذا ــتفاده شد، اس الكتروفورز بافر و ــترا سوبس بافر ژل، تركيب د ر ــولفات س
نموده حركت ــول ژل ط د ر خود مولكولي وزن ــاس اس بر فقط ــا پروتئينه
بي در آن ــي  فضاي ــكل ش و الكتريكي بار مانند پروتئينها صفات ــاير س و
ــت بيولوژيكي از فعالي هيچ SDS-PAGE در علت همين ــه ب ــند مي باش اثر

.(31 ،10 نيست(9، انتظار مورد پروتئين
ــري باكت  4b و 4a ــروتيپهاي  س ــوه ــت انب كش ــام از ا نج ــس پ

با  آن در ــود پروتئين موج ــدار مق ــيرابه، ش ــه تهي و  L . monocytogenes

براي نمونه ها ــد. ش تعيين 100 mg/ml معادل ــوري آزمايش ل از ــتفاده اس
آميد آكريل و 12/5٪ پلي ٪10 ،٪7/5 ــاي ژله بر روي ــورز الكتروف ــام انج
50 تحت g 25 g ،12/5 g غلظت هاي با از نمونههايي ــتفاده اس با و
٪10 غلظت با ژل در آزمايش نتيجه بهترين نهايت در و گرفت قرار آزمايش

 SDS-PAGE آزمايش 8). در ــد (7، ش حاصل 25 g ــت غلظ با ــه نمون و
(واجد ــه نمون ــاوي بافر مس را با مقدار نمونهها از ــك ي هر از 5 l ــدار مق
تا قرار داده ــوش ج در آب د قيقه 5-3 براي مدت نموده، ــوط 2ME) مخل

و شده د ناتوره پروتئين د ر يكنواخت منفي شارژ ايجاد ــبب س SDS دترژنت
(28 ،9) گرد د زنجيره احتمالي در S-S باند هاي شكستن ــبب س نيز 2ME

همچنين و ( 25 g نهايي پر(غلظت نمونه ژل با در ــده ايجاد ش چاهك و
Gibco- Rpl-ــتانداري پروتئيني اس ــانگر نش از چپ ــمت س اول حفره در
از ــد.پس ش ــتفاد ه اس 200kd 14kd تا ــي مولكول وزن ــا 020-26041 ب
20 د ر دقيقه 105 و ــر آمپ 17ميلي در دقيقه 12 ــراي الكتروفورز(ب ــان پاي
شده خارج ستون از ژل شد)، برقرار مستقيم الكتريسته جريان آمپر ميلي
مدت براي و سپس ــي رنگ كوماس داخل در ژل را د قيقه 30 مدت براي و
پروتئيني پروفيل باندهاي تا داده قرار ٪10 ــتيك اس ــيد اس در ــاعت س 48

.(28 شود (8، مشخص
از يك هر از 5 l ــدار در آزمايش  MLEE،  مق PAGE ــام ــراي انج ب
و است) مخلوط 2ME و SDS كه فاقد) بافر نمونه مساوي مقدار با نمونهها 
SDS-PAGE مشابه الكتريسيته جريان داد ه و قرار ژل حفرات فاصله در بلا
تهيه از پس بود ، MLEE انجام الكتروفورز از منظور صورتيكه شد.د ر برقرار
دقيقه 45 مدت براي قرار داده و آن در داخل ژل را ــترا، حاوي سوبس بافر
به توجه با نموده، نگهد اري ــانتيگراد س درجه 37 در انكوباتور را ــه مجموع
آنزيم و سوبسترا واكنش چنانچه NBT5 و PMS4رنگزاي معرفهاي وجود
بنفش رنگ به  ــاي محل واكنش باند/بانده در ــد، باش مثبت مطالعه ــت تح

.(27 ،23) ميشود رويت آبي مايل به
مطالعه، آنزيمي تحت ــماره 1 سيستمهاي ش جدول در خلاصه طور به
MLEE در آزمايش استفاده مورد كوفاكتور و كوآنزيم ، ــتراها، بافر سوبس
به ــت اس ــده ش ارائه 4b  L. monocytogenes و 4a ــروتيپهاي روي س بر
LDH و  G6PDآنزيمي ــتمهاي سيس براي آنزيمي، فرايند كنترل منظور

شد.. استفاده مثبت ازكنترل

مشاهدات و نتايج
در پروتئيني ــاي باند ه ــم تراك ــترين بيش  SDS-PAGE ــش آزماي د ر
خلاف ــر ب ــد  ش ــاهده كيلو دالتون مش تا 14 ــون ــو دالت كيل 97 ــه منطق
دالتون 14 كيلو تا دالتون منطقه 18 كيلو بين 4aدر سروتيپ ،4bسروتيپ

و... پروتئيني الگوي تعيين
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29 منطقه 4a در تيپ سرو در همچنين بود. مشاهده پروفيلي قابل تراكم
و دو متراكم پروتئيني پروفيل دالتون، تعداد پنج كيلو 18 تا ــو د التون كيل
در 4b ــروتيپ س در حاليكه بود در ــاهده مش قابل ظريف پروتئيني پروفيل
پروتئيني پروفيل ــه س و متراكم پروتئيني ــه پروفيل س فقط مذكور منطقه
4a دو ــروتيپ س در دالتون كيلو 68 ــه منطق در بود. ــت روي قابل ــف ظري

ميشد. ديده 4b پروتئيني متراكمتر از سروتيپ پروفيل
مطالعه، ــت آنزيميتح ــتم در 8 سيس مجموع در MLEE ــش آزماي در
به سروتيپ مربوط ايزوزيم 15 تعداد كه ــد ش ــاهده مش ايزوزيم 28 تعداد
ــتم هاي بود سيس 4b ــروتيپ ــه  س ب ــوط ــم مرب ايزوزي 13 ــداد و تع 4a

ــه ب AP،GPI،ME،6PGDH،GaLDH،G6PD،GLDH،LDH ــي آنزيم
2و2، 1و2، 2و2،  و1،  2 1و1، ــد اد تع    4bو 4a ــروتيپ ــب درس ترتي
بنابراين ــد ش ــاهد ه مش (الكترومورفس) ايزوآنزيمي 1و1 باند 2و2، 4و2، 
فعاليت سروتيپ دو در بين  MEو GaLDH, GLDHآنزيمي ــتمهاي سيس
در تفاوت بر علاوه آنزيمي مذكور ــتم سيس ــه س د اد.د ر ــان را نش متفاوتي
طول در باند ــي الكتروفورتيك حركت باند، ضخامت در ــا، ايزوآنزيمه تعداد
محل نيز 6PGDHدر سيستم آنزيمي ــت. د اش وجود تفاوت باند تراكم ژل و
نتايج ــه اختصار 2 ب بود جدول متفاوت ــروتيپ س د ر دو دوم باند ــتقرار اس
را آميد آكريل پلي ژل ــطح س در مختلف الكتروفورز ايزوآنزيمهاي آزمايش

ميد هد. نشان
آنزيم/ با ــترا سوبس واكنش انجام از پس باند رنگ ــدت ش به باند : تراكم
ــود، ميش گفته گيرند ه الكترون زاي رنگ معرفهاي ــور در حض ــم ايزوآنزي
،(VF=Very faint) ــگ كمرن ــيار بس صورت به زياد به كم از ــگ رن ــدت ش
ــيار بس و (D=Dens)متراكم ، (M=Moderate)ــط متوس ،(F=Fient)كمرنگ

است. شده بندي تقسيم (VD=Very dens)متراكم
الكترومورفس در يا حركت باند طول باند: به حركـت الكتروفورتيكي
ميلي 75 ژل طول موارد تمام در ميشود. گفته ژل طول كل به ــبت ژل نس

است. بوده متر

نتيجهگيري و بحث
ميتوان SDS-PAGE از ــتفاده اس ــا ب ــق تحقي اين ــج نتاي ــاس اس بر
تيپ ــت و تح ــه ــد گون ح در را L. monocytogenes ــف مختل ــاي جدايهه
تراكم و ــي پراكندگ وضعيت SDS-PAGE ــرا زي ــود،  نم ــدا ج ــر يكديگ از
نشان بالا وضوح با خوبي و را به مطالعه ــازند ه ليستريا تحت پروتئينهاي س
ــتند، پروتئيني هس پادگنهاي باكتري عمدتاً داراي ماهيت و چون مي دهد
قد رت پروتئيني پروفيل به كيفيت ــته بس و پروتئين ها آناليز ــاس براس لذا
مربوطه ژل قطعات سازي جدا با بررسي است و قابل ارگانيزم ژنسيتي آنتي
پادتن اختصاصي آن ــه علي بر و ــايي شناس را مورد نظر پروتئين ــوان ميت
انواع ــترياها ميتوان ليس پروتئيني  ــي پروفيل بررس با .(28 ،20) تهيه كرد
و 18 مناطق 29، نيز حاضر مطالعه د ر نمود . تفريق يكديگر را از ــروتيپ س
بود. 4b و 4a تفريق سروتيپ براي ارزش كيلو دالتون داراي بيشترين 68
ــتفاده از اس با L. monocytogenes مختلف جدايههاي مطالعه ــك ي در
روش دو هر نتيجه در ــه ــي قرار گرفت ك بررس مورد SDS-PAGE و PCR

عين در ــوده و تفريق نم ــابه مش و مجزا دو گروه د ر را مختلف ــاي جد ايه ه
اين گرديددر ــا توصيه تيپه تحت ــي بررس براي SDS-PAGE روش حال
مقايسه در L. monocytogenes پروتئيني پروفيل ــد كه ش ــخص مش روش
اين مختلف ــرووارهاي س بين متفاوت است ودر ليستريا گونه هاي ــاير س با
بود البته پروتئين هاي 4bو 2a/1 سروتيپهاي بين بيشترين تفاوت در گونه
ــابه مش L. monocytogenes ي ــروتيپها تمام س در ــطحي س پادگن هاي
با ــه ادام د ر بود و ــع دالتون واق ــو كيل 64-68 منطقه د ر ــا تمام ــه ك ــود ب
68-98 منطقه باندهاي ــد كه ش ــيمي مشخص ايميونوش روشهاي كمك
L. ــري اين باكت ويرولانس ــئول مس پروتئينهاي ــده نماين ــون دالت ــو كيل

.(28) است monocytogenes
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L. monocytogenes ــي بررس نتايج ــن بهتري SDS-PAGE در Pierre

ــراي تعيين ديگري ب مطالعه در ــد(20). آوردن ــت دس ــه ب ٪10 ژل روي را
جنوبي كره در ــتوريزه پاس ــير ش ــط توس منتقله عفونت ايجاد عامل هويت
آلود گيها توسط ٪90 شد كه ليستريا مونوسيتو ژنز جدا ــير ش نمونه از 50

.(3) به دست آمد 2b و 4a سرووارهاي
LDH, ــيتوژنز، سيستمهاي ــتريا مونو س روي ليس MLEe آزمايش در
(10) بود شده نيز استفاده قبلي در مطالعات (GPI)PGI و G6PD,6PGDH

بار اولين براي 6PGDH و GLDH ،GaLDH، APآنزيمي سيستمهاي ولي
آنزيميدر ــتمهاي سيس فعاليت و گرفت قرار ــي بررس تحت مطالعه اين در
مطالعات ــن در همچني ــت. داش همخواني قبلي ــات مطالع با تحقيق ــن اي
(10) شده بود استفاده تيتان ژل يا ــلوژل يا س نشاسته ژل از ــتر قبلي بيش
ــيار منافذ بس داراي كه آميد٪10 آكريل پلي ژل مطالعه آنكه دراين ــال ح
روي قبلي مطالعات در TG نيز بافري سيستم رفت. بكار ميباشد ريزتري

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

ــف مختل ــويههاي س و ــروتيپ ها س ــوان ميت MLEE ــش آزماي از
از هم  را ــتريا) جنس ليس مختلف گونههاي ــز ني (و را L. monocytogenes

كوچكترين ــوده و ب بالايي ــيت و ويژگي حساس با تفريق اين نمود ــق تفري
جدايه د و نيز تفريق ــر حاض مطالعه در معرفي مينمايد. را در ژنوم ــاوت تف

(23 گرفت (10، انجام روش اين با 4bو 4a (سروتيپ)
ــواع ان ــائي شناس ــراي ب MLEE از ــكاران هم و Dominique

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

تا 8 ــتفاده از با اس و شد ــي بررس ــويه س 80 اين مطالعه در نمود. ــتفاد ه اس
ايشان ــد . ش ــاهده الكترومورفس مش 15 تا آنزيمي تعداد 14 ــتم سيس 23
ژنتيكي ساختمان مطالعات براي گذشته سال 15 در كه نمودند خاطرنشان

اينكه به توجه با است.و شد ه ــتفاده اس اپيدميولوژيكي گونههاي باكتريها و
واقع در ميشوند واقع ــتناد اس مورد مولتي لوكوس ژنوتيپهاي MLEE در
از اين استفاده ــي ميشوند.همچنين با بررس جدايهها تمام كروموزمي ژنوم
ــده ش ــخص مش L. monocytogenes جدايه در175 الكتروتيپ، 45 روش
ناشي از دام و انسان د ر بيماري موارد 2/3 ــد معلوم ش در نهايت كه ــت اس
ايشان است .L بوده monocytogenes گونه هم به و نزديك مشابه كلون دو
كه و نشان دادند نمود ه ارزيابي 0/825 تا 0/925 را  MLEE تفريق قدرت
باكتري كشت تابع شرايط آن الكترومورفسي كيفيت ژل يا در آنزيم حركت
بين آنتي ژنيكي رابطه ميتوان MLEEروش مطالعه نميباشد(10).با تحت
انجام ــا را ارگانيزمه معرفي و طبقهبندي را ــف مختل ــويههاي س و گونهها

داد(10و28).
توجيه را ــا ايزوآنزيمه ــكيل تش متعددي ــيميايي بيوش ــاي مكانيزمه
هترومولتي ــاي آنزيمه ترجمه6، از ــس پ تغييرات ــه جمل آن از ــد ، ميكن
ايزوآنزيمهاي فضائي9 ــابه8، مش فعاليت با ــاختماني س چند ژنهاي مريك7،
ــت اس علاوه ممكن ــتند؛ به هس كوفاكتورها فعاليت و واكنش تفاوت در و
د يگر غيرفعال ــرايطي و درش يك باكتري فعال در ــرايطي در ش آنزيم ــك ي
كرده رشد تعداد ارگانيزم در تفاوت از ــت عبارتس آن اصلي دلايل كه ــد باش
فعاليت ميزان و استخراج مراحل طي در آنزيم ماندن پايدار ــت، آبگوش در

.(17) مطالعه ميباشد شرايط تحت در آنزيم
يا ايزوآنزيم ها ــورزي الكتروف آناليز ــاس براس زيادي مطالعات ــون تاكن
اين ــت،  اس پذيرفته انجام (MLEE) ــورز الكتروف ــم ــوس آنزي لوك ــي مولت
در ارگانيزم،  آنزيمياختصاصي در سيستمهاي با انتخاب ميتوان تكنيك را
مشخص را پاتوژن ماهيت و مطالعه انجام ارگانيزم تحت با شد ه آلوده بافت
ايزوآنزيمها در الكتروفورزي مطالعه منابع ــي بررس ــاس براس كرد (7، 17).

باند تراكم باند* الكتروفورتيكي حركت باندصخامت باند* سيستم آنزيمي كيفيتتعداد

44444444.

1/751/751111

,1/752/75،67/7511,212

,,1/75،73/751/75،73/751,2/51,2226

,1/75،68/751/751,4121

,,1/75،3/751/75،6/751,11,1226

,, , ,1/75،45/75
1/75،2/75

49/75،70/75
1,21,2,2,1,524

,,1/75,4/751/75،4/751,1/51,1,522

1/751/751111

است. شده داد ه نتايج آزمايش  نشان خلاصه طور به :2 جدول

به زياد به رنگ از كم ميشـود، شدت گفته گيرنده الكترون رنگ زاي معرفهاي حضور د ر با آنزيم/ايزوآنزيم واكنش سوبسـترا انجام از پس باند رنگ باند : به شـدت تراكم *
است. بندي شده تقسيم ( = متراكم( بسيار و ( = ) ، متراكم( = متوسط( ،( = ai كمرنگ( ،( = بسيار كمرنگ( صورت

است. بوده متر 75 ميلي ژل موارد طول تمام ميشود.در گفته ژل طول كل به نسبت ژل در الكترومورفس يا باند حركت الكتروفورتيكي باند:به طول حركت

و... پروتئيني الگوي تعيين
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براي روش اين آنها، از است، پس پذيرفته انجام و آكلوپلاسماها مايكوپلاسماها روي ابتدا
گونهاي داخل بين گونهاي و تفريق نيز و مورفيسم پلي ژنتيك تفاوتهاي ژنتيكي،  مطالعه
ــپيروكت ها، اس باكتريها، در انواع تنوع اپيدميولوژيكي وقوع نيز و تيپها) تحت (تيپ،
گياهي و سلولي و تيرههاي ــلولي س ــتهاي كش كرمي، انگلهاي قارچ ها، ياختهها،  تك
شده استفاده آزمايشگاهي حيوانات و گياهي مختلف واريتههاي شناسائي حتي و جانوري
باكتريها و تك ياختهها شناسائي در معتبر روشهاي از حال حاضر در روش اين ــت، اس

معرفي رفرانس روش ــوان عن به ــاب ميآيدو به حس WHOنزد
مطالعات در همچنين  ،(28 ،27 ،24 ،17 ،14 ميگردد (7، 
موارد زيادي در آلود گي منبع تعيين و ــوژي اپيدميول مولكولار
روشهاي ساير از تر اختصاصي يا ــابه نتايج مش ،MLEE روش
،REA، RFLP ،PCR ،RAPD ،PFGE ــد  مانن ــي مولكول
اليزا، سروتايپينگ، روش هاي انواع و ايمنوبلات ريبوتايپينگ،

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

و ــيگلا ش ،E. coli هيبريدهاي ــن انواع بي ــي تفاوت هاي راحت
سرعت ــده بود را با ش تهيه سازي ــن واكس براي كه ــالمونلا س
ــواع باكتري ان كرد كه ــزارش گ داد و ــان نش بالائي ــي ويژگ و
گانه جدا ــورت بص آن غير پاتوژن ــواع ازان را ميتوان ــوژن پات
انواع شناسائي در را روش استفاده از اين وي نمود، طبقهبندي
را آميبها هموفيلوس و سالمونلا، بوردوتلا، كريپتوكوكوس،

اشاره مينمايد (24).
ايزوآنزيمها الكتروفورز از ــتفاده اس با ــكاران هم و Yarkus

Mycobacterium avium از ــي مختلف ــاي جدايهه ــتند توانس
كنند ــازي ايدز جد اس به مبتلا افراد در را مرغي) ــل س (عامل

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

استفاده كمپيلوباكتر سويه هاي اپيدميولوژيكي ــخيص تش براي
ــوترن س ــروتايپينگ،  س ،REA ميان از نهايت د ر و ــد كردن
ــگ،  آناليز ــگ، فاژتايپين بيوتايپين ــگ، ريبوتايپين ــلات10، ب
MEE، REA به نتايج مربوط و بهترين حساسترين ــميد پلاس

.(20) بود
مختلف سويههاي بين شباهتهاي همكاران و Whitham

ايزوآنزيمها و ــز آنالي ــيله بوس را نوزادان ــهال اس عامل E. coli

:055 سويه را بيشترين نتيجه در كه نمودند سرولوژي بررسي
.(31) نمودند معرفي H7

Salmonella ــاي جدايهه ــواع ان Schoeter و Helmuth

و پلاسميد به روشهاي RFLP، MLEE، آناليز را entritiolis

.(11) DNA مطالعه نمودند بررسي و LPS

ــويههاي س ــي كلن 187 (1995) ــكاران هم Maslow و

با را ــاران بيم ــون خ گردش از ــده ش ــدا ج E. coli ــف مختل
در ــابهي نتايج مش و ــي بررس ريبوتايپينگ ،MLEE روشهاي

.(15) به دست آوردند روش د و اين
Prevotella ــواع ان ــق تفري در ــكاران هم و  Pearce

بهترين ــگ ريبوتايپين و MLEE، Rea ــيله nigrescense بوس

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

قرار دادند مطالعه تحت PFGE و MLEE ــط توس را faecalis

به نسبت را تري متنوع جدايه هاي تعد اد MLEE نهايت در كه
.(29) معرفي كرد PFGE

ژنتيكي ــه MLEe مطالع ــك كم ــا ب ــكاران Leaves و هم

ــام انج را Haemophilus influenza ــواع ان ــي اپيد ميولوژيك و

ترتيب به پايين به بالا از استاندارد پروتئيني نشانگر اول ستون در ، - نتايج  تصوير1:
مقاله اين به مربوط 2 الي 6 ميدهد. ستون هاي نشان را د التون كيلو و 14 18 ،29  ،43 ،68 ،92 ،200 مقادير

8 پروفيل پروتئيني ستون و 4 سروتيپ 7 پروفيل پروتئيني ستون و نبوده
ميدهد. نشان را 4 L. monocytogenes  سروتيپ

است ژل مشخص د ر بنفش به مايل قرمز رنگ با GPI آنزيمي سيستم در ايزوآنزيمها حركت :2 تصوير
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.( 12) دادند
ــاً انواع اساس ژنتيكي از نظر كه نمودند ــاهد ه مش MLEE با كمك ــكاران و هم Pupo

قرار مجزا د و گروه در و ــود ه ب متفاوت همديگر با E. coli و غيرپاتوژن ــوژن پات ــويه هاي س
.( دارند (21

Omithobacteriumr جدايه 55 اپيدميولوژي مولكولار مطالعه همكاران و Amonsim

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

معرفي را باكتري از ــويه س روش 6 دو هر كه نمودند ــي بررس
.(2) كردند

E. جد ايههاي فيلوژني ــولار مولك همكاران و Lecointre

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

نمودند (13). مطالعه
ريبوتايپينگ و MLEE روشهاي ــكاران هم و Blackale

جدا Pasteurella multocida مختلف سويههاي ژنتيكي تنوع
نتايج مشابهي روش هر دو در بررسي كردند و را از طيور شده

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

را باليني ــاي نمونهه و ــلاب،  خاك فاض دريا، از ــده ش ــدا ج
بين ژنوتيپي براي تعيين تفاوتهاي PCR و MLEE ــيله بوس

.(22) كردند بررسي باكتري مختلف فنوتيپهاي
Vibrio جدايه ــواع تنوع ژنتيكي ان ــكاران هم و Beltran

279 و دادند قرار تحت مطالعه MLEE ــيله بوس cholerae را

دو به تفكيك قابل ــه ــخيص دادند ك الكتروفورتيكي تش تيپ
بودند (4). II و I بزرگ گروه

نيز قارچها ژنتيكي ــائي براي شناس MLEE از ــتفاد ه اس
انجام و همكاران Rodriguez و ــكاران هم و Bertout ــط توس
اپيدميولوژي مولكولار ترتيب به محققان ــت. اين اس پذيرفته
Aspergillus و (5) Cryptococcus neoformans ــواع ان

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

مطالعه براي را MLEE روش از استفاده همكاران و Shah

هوازي بي ژنتيكي باكتريهاي تنوع آنزيمها در مورفيسم پلي
آنزيم در ــت فعالي كه ياد آوري نموده اند و ــد ان ــرح نموده مط
باكتري ژنوم ــاخص ش ــدت نحوه فعاليت متابوليكي و واقع م
گونه، تحت براي تشخيص روش مناسبي MLEE ــت. لذا اس
و نمونههائي MLEE انجام نحوه و سويه باكتري هاست و گونه
روي كار از ــت آمده دس به زيموگرامهاي يا ــس الكترومورف از
را پپتواسترپتوكوكوس و فوزباكتريا وتلا، پري باكتريوايدس،

.(23) اند داده نشان
و ايزوآنزيمها ــز آنالي از ــتفاده اس با ــكاران هم Silveria و

با طيور ــده از ش جدا E. coli ــويههاي س انواع ــگ ريبوتايپين
پرندگان سالم نيز ناف و التهاب  بند سر11(SHS) و علائم تورم
شد ــخص مش نهايت و در دادند مولكولي قرار را تحت مطالعه
r- NA- از بهتر E. coli انواع تشخيص در MLEE نتيجه كه
مختلف جدايههاي در ــا ايزوآنزيمه آناليز و ــد RFLP ميباش

مقايسه از همچنين دهد، ــان نش بين آنها تفاوت را ــت توانس
(جدا پاتوژن غير و پاتوژن E. coli انواع بين در MLEE نتايج
و ژنتيكي بين پيشينه كه شد معلوم ــالم) س پرندگان شد ه از
وجود مستقيم رابطه آن بيماريزايي و باكتري اپيدميولوژيكي
از انواع پاتوژن را انواع ــويه س يك در حتي ميتوان و لذا دارد

.( 26 ،24) نمود طبقهبندي جدا غيرپاتوژن
مايكو روش ــن اي ــتفاده از اس با ــكاران هم و Nabinejad

داكيومنتور نشان ژل با در تصوير برد اري را 6 در سيستم آنزيمي  ايزوآنزيمها وضعيت تصوير 3:
و 4 سروتيپ ترتيب مربوط به و8 ستونهاي 6، 7 و نبود ه به اين مقاله مربوط 5 مي دهد.ستون هاي1 تا

ميباشد مثبت .L كنترل monocytogenes 4و

ميد هد. نشان داكيومنتور با ژل برداري در تصوير آنزيمي را در سيستم ايزوآنزيمها وضعيت :4 تصوير
4 و 4 سروتيپ مربوط به ترتيب 7 و 6 ستون هاي و نبوده اين مقاله به مربوط 5 تا 1 ستونهاي

ميباشند . L. monocytogenes و

و... پروتئيني الگوي تعيين
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شناسايي را و سويههاي مختلف تفريق هم را از پاتوژن طيور ــماهاي پلاس
نمودند(16).

براي  صرفه اي به مقرون و مناسب روش الكتروفورز، آنزيم مولتي لوكوس  
انواع واجد  ارگانيزم هاي و ايزوآنزيمي باكتريها و آنزيمي ماهيت به برد ن ــي پ
بر اساس آنزيم نوع و... ميباشد(16)، انتخاب تكثير متابوليزم يا در آنزيم دخيل
حتي و تيپها داشته تحت تفريق تاثير زيادي در و نقش متابوليزم ارگانيزم نوع
نگهداري ــرايط  در ش فقط كه باكتري از كلون يك ميتوان اعضاء روش با اين
آنزيمي مختلف براي سسيستمهاي توسعه دليل به متفاوتند( هم از نوع تغذيه و
اين نمود كه ــق تفري يكديگر از را مختلف)، ــرايط ش و ــتفاده از مواد مغذي اس
MLEE تكنيك حال هر به ميتوان يافت، تكنيكها كمتر د يگر د ر را پتانسيل
تشخيصي تكنيك يك لازمه ــني كه محاس از  زيادي بخش دليل دارا بودن به
مشابه كارهاي و مقاله اين اصلي هدف دارد كه بيشتر معرفي به نياز است، خوب
آن ترويج و معرفي اين تكنيك، تحقيقي كاربردهاي علميو گزارش بر ــلاوه ع
چنانكه مشاهده (23 ،17  ،16 ،7) مي باشد روشهاي مطرح ساير قياس با در
ــروتيپ س دردو آيزوآنزيمي و ــي پروتيين تفاوتهاي ــز ني مطالعه اين ــد د ر ش

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

گرد يد. نشانگر) معرفي آنزيميو كنار كنترل (در MLEE

پاورقيها
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

استفاده مورد منابع
L. monocytogenes بررسي س،1371؛ بيد هندي، مرادي ؛ يوسفي، ج.، وند -1

شماره 17؛ص:57-65. و سازندگي، پژوهش در ايران، پاستوريزه خام و شير در
2- Amonsin, A; Wellhan, JF; Li  LL; Vanamme, P; Lindemn, 

C; Edmano, M; Robinson RA and Kapur, V, 1997; Molecular 

epidemiology of Ornithobacterium rhinotracheale; J. Clin. 

Microbiol. 35: 2894-98. 

3- Ha,K-s,Park S-J,Seo SJ,Park J-H,Chung D-H,. 2002: Incidence 

and polymerase chian reaction assay of  Listeria monocytogenes  

from raw milk in Gyeognam province in Korea., Vol. 65, No. 1 PP:

111-118.

4- Beltron, P; Delgado, G; Navorro, A; Trujillo, F; Selander, RK. 

and Cravioto A; 1999; Genetic diversity and population structure of 

Vibro cholerae. J. Clin. Microbiol. 37(3): 581-90.

5- Bertout S. Renaud F. Swinne D. Mallie M. Bastide JM. 1999; 

Genetic multilocus studies of different strains of Cryptococcus 

neoformans: Taxonomy and gentic structure, J. Clin. Microbiol. 

37 (3): 715-20.

6- Blackall,  PJ;  Fegan, N; Chew, GT. and Hampson, DJ. 1998; 

Population structure and diversity of avian isolates of Pasteurella 

multocida from Australia. Microbiol. 144(pt2): 279-89.

7- Boerlin P.1997; Applications of mutilocus enzyme 

electrophoresis in medical microbiology J. Microbiol. Methods. 

28 (3): 221-231.

8- Bollag D.M.,Edelstein S.J.1991; Protein methods, Wily-liss 

publication,  Newyork,pp:150-197.

9-Cliver, D.O, 1990; Food borne disease, Academic press, INC., 

Harcourt Braco jovano  vich,publishers;pp:248-256. 

10-Dominque A.,C. Fraser E.,Ashton,. William F.B,mPatrick 

B.,William DS.,Christopher L.,Arthur G.,Joseph H.,Birig N., 1996; 

Mullti locus enzyme electrophoresis for characterization of Listeria 

monocytogenes isolates: Results of an international comparative 

study.;Internationmal Journal of Food Microbiology, 32,301-311.

11- Helmuth R. Schroeter A. 1994; Molecular typing methods for 

S. enteritidis Internation. LJ. Food Microbiol. 21 (1/2) 69-77.

12- Leaves N. Sisson PR. Freeman R. Jordens JZ. 1997; Pyrolysis 

mass spectrometry in epideniological and population genetic studies 

of Haemophilus  influenzae. J. Med. Microbiol. 46(3): 204-207.

13- Lecointre G. Rachdi L. Darlu P. Denamur E. 1998; Escherchia 

coli molecular phylogeny using the incongruence length difference 

test. Mol. Biol. Evol. 15 (12): 1685-1695.

14-  Leon AJ. Lee M. Ruferier CK. Berry ST. Mowers RP. 1997; 

Genetic mapping of a locus (hyp) affecting seed hypodermis color 

in sunflower (1997); Crop. Science. 36(6): 1666-1668.

15- Maslow JN. Whittam TS. Gilks CF. Wilson RA. Mulligan ME. 

Adams KS. Arbeit FD. 1995; Clonal relationships among blood 

stream isolates of Escherchia coli. Infect. Immun 63 (7) 2409-

2417.

16- Nabinejad,A.R.,Dadras,H.,Hoseini S.M.S., 2003; Evaluation 

of isoenzyme patterns for identification of pathogenic poultry 

mycoplasmas, Iranian Journal of Veterinary Research(IJVR),No3, 

Serial 13.pp:31-39.

17-O'Brien, SJ; Simonson, JM; Grabowski, MW, Marino, W and 

Barile, MF, 1981; Analysis of multiple isoenzyme expression 

among twenty two species of Mycoplasma and Acholeplasma. 

J.bacteriol. 146: 222-232.

18-Patton, CM; Wachsmuth, IK; Evins GM; Kiehlbauch, 

JA; Plikaytis, BD; Troup, N; Tompkins, L and Lior H, 1991; 

Evaluation of 10 methods to distinguish epidemic  associated 



138 آبزيان و د ام امور در

campylobacter strains. J.Clin. Microbiol. 29(4): 680-88.

19- Pearce MA. Dixon RA. Gharbia SE. Shah HN. Devine DA. 

1996; Characterization of Preuoteza intermedia and prevotella 

nigrescens by enzyme production, restriction endonuclease 

and ribosomal RNA gene restriction analysis. Oral. Microbiol 

Immunol. Vol. 11(3): p: 135-141.

20-Pierres Steffen,Dorothy A. S,Violaine D.,Edith G.,John 

A.C. And Pacale C. 2000; Listeria monocytogenes ActA 

protein interacts with phosphate in vitro. Cell motility and the 

cytoskeleton 45:58-66.

21- Pupo, GM; Karaolis, DK; Lan, R and Reeves, PR. 1997; 

Evolutionary relationships among pathogenic and nonpathogenic 

Escherichia coli strains inferred from multilocus enzyme 

electrophoresis and mdh sequence studies. Infect. Immun. 65(7): 

2685-92.

22- Rodriguez E. Symoens F. Mondon P. Mallie M. Piens MA. 

Lebeau B. Tortorano AM. Chalib F. Caylotti A. Villard J. Viviani 

M. Chapuis F. Nolard N. Grillot R. Bastide JM. 1999; Combination 

of three methods for the molecular epidemiology of Aspergillus 

fumigatus infection. J. Med. Microbiol. 48, (2): 181-194.

23- Shah NH. Gharbia SE. Rajendram D. Ulger TN. 2000; 

Multilocus enzyme electrophoresis as a tool for studies of  

enzyme polymorphism and genetic diversity of anaerobic 

bacteria; Anaerobe (6) 117-19.

24- Schultz C. 1989; Isoenzyme analysis of typhoid shigella and 

escherchia- shigella hybrid vaccines and their paretal strains, J. 

Clin. Microbiol. Dec. p: 2838-2841.

25- Sikorski, J; Rossell,  MR and Lorenz, MG. 1999; Analysis 

of genotypic diversity and relationships among Pseudomonas 

stutzeri strains by RCR- based genomic fingerprinting and 

multilocus enzyme electrophoresis. Systemic & Appl. Microbiol. 

22(3): 393-402.

26- Silveria WD. Lancelloffi M. Ferreira A. Solferini VN. 2003; 

Determination of the clonol structure of avian Escherchia coli 

strains by isoenzyme and   Ribotyping. Analysis, J. Vet. Med. B, 

50 (2): 63-73.

27- Smith AA. Vanderbank HF. 2001; Isozyme and allozyme 

markers distinguishing two morphologically similar, medically 

important mastomys species (Rodentia muridae). BMC 

Genetics,2:15,1-10.

28-Tabouret M.,Rycke deJ., and Dubray G. 2003; Analysis 

of surface proteins of  listeria in relation to soecies, serovar 

and pathogencity, Journal of General Microbiology, 138(4) 

743-753.

29- Tomayko, JF and Murray BE; 1990; Analysis of Enterococcus 

faecalis isolates from intercontinent  sources by multilocus 

enzyme electrophoresis and pulsed field- gel electrophoresis. 

J.Clin.Microbiol. 33(11): 2903-7

30- Uphoff CC. Giganc SM. Drexler HG. 1992; Mycoplasma 

contamination in human leukema cell liness. Comparsion of 

various detection methods. J. Immunol. Methods 149: 49-53.

31-Whittam TS. Wolfe ML. Wachsmuth LK. Orskovi, Wilson 

RA.1993; Clonal relationships among Escherchia coli strains 

infantil diarrhea. Infect. Immun. 6(5): 1619-1629.

32-Yarkus,M.,Reeves M. 1990; Characterization of 

Mycobacterium avium complex isolates from AIDS patients by 

multilocus enzyme electrophoresis; Abst. Annu.meet. am. Soc. 

Microbiol.,13-17,90-145.

و... پروتئيني الگوي تعيين


