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  ده يچك

 بينـي  و حلـق  و گـوش  هـاي  عفونـت  عامل ترين اصلي A گروه هموليتيك بتا استرپتوكوك باكتري: سابقه و هدف  
 گلومرونفريـت  و حاد روماتيسمي تب مانند جدي اختلالات به منجر درماني، اقدامات در تاخير يا درمان عدم. باشد مي
 تهيـه . دارد كـاربرد  عفونت اين تشخيص در ماركر يك عنوان به O-استرپتوليزين ضد بادي آنتي يريگ اندازه. شود مي

 ضد بادي آنتي گيري اندازه جهت مطالعه اين در. است آلودگي با راه هم و گير وقت باكتري كشت محيط از استرپتوليزين
  .شد استفاده الايزا روش راحيط در ژن آنتي عنوان به نوتركيب O-استرپتوليزين از O-استرپتوليزين

 در فـوق  ژن. گرديـد  تكثيـر  يا رهيزنج مرازيپل روش با پيوژن استرپتوكك از O-استرپتوليزين ژن: ها مواد و روش  
 بـا  پـروتئين  توليد. شد BL21-DE3-plySs سويه ياشريشياكل يباكتر وارد و گرديد كلون pET28a پلاسميدي ناقل
 الايـزا  پليـت  ميكرو در مختلف هاي غلظت در بينوترك پروتئين. گرفت صورت طياشر يساز نهيبه و IPTG توسط القا

 روش بـا  اسـترپتوليزين  ضـد  بادي آنتي ميزان. شد فهاضا مختلف هاي رقت در بيماران سرمي هاي نمونه. شد پوشانده
  .گرفت ارقر تحليل و تجزيه و مقايسه مورد هموليز مهار روش با نتايج. شد گيري اندازه الايزا آنزيمي
 كـه  داد نشان هموليز مهار روش با الايزا روش به O-استرپتوليزين ضد بادي آنتي سنجش از حاصل نتايج :ها افتهي
 شده طراحي الايزاي ويژگي و حساسيت چنين هم). p ، 97/0=r=0001/0 (دارد وجود روش دو بين داري معني بستگي هم
  .دبو درصد 83 و 100 ترتيب به نوتركيب پروتئين با

 كـه  است قبولي قابل ويژگي و حساسيت داراي بينوترك پروتئين اساس بر شده طراحي الايزاي روش :يريگ جهينت
  .كرد هموليز مهار روش گزين جاي را روش اين توان مي

   
  O-استرپتوليزين ضد بادي آنتي الايزا، نوتركيب، O-استرپتوليزين پيوژن، استرپتوكك: يدي كليها واژه

  

  مقدمه
 از بــسياري عامــل لانــسفيلد A گــروه هــاي اســترپتوكك

 ناشي عوارض ترين مهم. باشند مي انسان در چركي هاي عفونت
 درد گلـو  لنفانژيـت،  سلوليت، شامل انسان در ها باكتري اين از

 چنـين  هم ها باكتري اين. باشد مي زخم زرد و سرخ باد چركي،
 تــب جملــه از چركــي غيــر رس ديــر عــوارض بــروز باعــث

ــسان در گلومرولونفريــت و روماتيــسمي ]. 2،1[ شــوند مــي ان
 سازي جدا (كشت پايه دو بر استرپتوككي هاي عفونت تشخيص

  :habtahi2001@yahoo.com  Email                                0861-4173521:نمابر 0861-4173502  :تلفنسنده مسئول، يون *
]   29/6/1390 :رشيخ پذي   تار9/11/1389 :افتيخ دريتار 
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 از يكــي. اســت اســتوار ســرولوژيك هــاي تــست و) بــاكتري
 جهـت  سـرولوژيك  آزمايـشات  در كـه  هايي ژن آنتي ترين مهم

 ترشـح  O-اسـترپتوليزين  گيرد مي قرار استفاده مورد تشخيص
 بـر  بـادي  آنتـي  تيتر تعيين و سنجش]. 3[ است باكتري از شده
 سـير  ارزيابي به عفونت، تشخيص بر علاوه استرپتوليزين عليه

 سنجش جهت مختلفي هاي روش]. 4[ كند مي كمك نيز بيماري
 هـاي  روش از يكـي . دارد وجـود  استرپتوليزين ضد بادي آنتي
 صـورت  در روش ايـن  در]. 5[ است هموليز مهار روش رايج،
 لولـه  در قرمـز  گلبـول  بيمـاران،  سرم در بادي آنتي وجود عدم

 از چند هر روش اين. شود مي ليز استرپتوليزين توسط آزمايش
 باعـث  و گيـر  وقت ولي است برخوردار خوبي نسبتاً حساسيت
 خطاهاي خاطر به چنين هم. گردد مي استرپتوليزين زياد مصرف

 وجود آزمايش در تداخل امكان قرمز گلبول ليز و پاراكلينيك
 بـادي  آنتـي  تـشخيص  كيت طراحي جهت تلاش كنون تا. دارد
 انجام محققين برخي توسط الايزا پايه بر O-استرپتوليزين ضد
  الايـزا  روش از بـار  اولـين  بـراي  1986 سـال  در. است شده

 (Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) جهت 
]. 6[ شـد  اسـتفاده  O-اسـترپتوليزين  ضـد  بـادي  آنتي سنجش

Moscoso روش از نيــز) 1989 (همكــاران و ELISA جهــت 
. نمودنـد  استفاده O-استرپتوليزين ضد بادي آنتي كمي سنجش
 بـستگي  هم كه داد نشان نمونه 137 روي بر شده انجام بررسي
 وجـود ) همـوليز  مهار (استاندارد روش و روش اين بين خوبي
 دست هب O-استرپتوليزين پروتئين از مطالعات اين در]. 7[ دارد
 از وليزيناسـترپت  تهيـه . گرديد استفاده ها باكتري كشت از آمده
 بـه  پروتئين كه صورتي در و باشد مي هزينه پر نيز كشت طريق
.  دارد وجـود  كـاذب  مثبـت  واكنش امكان نشود خالص خوبي
 ژنتيـك  مهندسـي  هـاي  روش از ها پروتئين توليد جهت امروزه

 هـاي  پـوتئين  خلـوص  و مقـدار . شـود  مـي  استفاده) نوتركيب(
 هـاي  روش بـا  مقايـسه  در نوتركيـب  روش از آمـده  دسـت  هب

-استرپتوليزين از كه اي مطالعه تنها. باشد مي بهتر سازي خالص
O اسـترپتوليزين  ضـد  بـادي  آنتـي  سنجش جهت نوتركيب-O 

ــد، اســتفاده ــود تحقيقــي گردي ــه ب  توســط 2005 ســال در ك
Velazquez وكتور از مطالعه اين در]. 8[ شد انجام همكاران و 

pGEX-2T معايـب  از]. 8[ شد استفاده الحاقي پروتئين حاوي 
 بـه  پـروتئين  يـك  شـدن  اضافه الحاقي، پروتئين حاوي وكتور

 مولكـولي  وزن افزايش باعث كه است اصلي نوتركيب پروتئين
 ممكـن . شـود  پـروتئين  سـاختار  در تغيير سبب است ممكن و

 يها يباد يآنت يبرخ با متقاطع واكنش باعث ئنيپروت نيا است
 بـه  توجـه  با.  گردد روش تيحساس كاهش باعث و شود بدن

 ـ نيزياسـترپتول  از استفاده بيمعا و مشكلات  از شـده  صيتخل
 در يالحـاق  نيپروت يحاو يوكتورها بيمعا نيچن هم و كشت
 جهـت  مطالعـه  ايـن  در ،O-نيزياسـترپتول  بينوترك فرم ديتول

 ـ نوتركيب O-استرپتوليزين از الايزا طراحي  از آمـده  دسـت  هب
 جهت) pET28a لاسميديپ ناقل (الحاقي پروتئين بدون وكتور

  .شد استفاده O-استرپتوليزين ضد بادي آنتي سنجش
 

  ها مواد و روش
 ديتول pET28a يديپلاسم ناقل از استفاده با قيتحق نيا در

بـه  . ]9[ گرديـد  توليـد  يالحاق نيپروتئ بدون O-استرپتوليزين
 ـپ اسـترپتوكوك  يباكتر DNA طور خلاصه،  اسـاس  بـر  وژني

 جهـت  ياختـصاص  يمرهايپرا. دش جدا  CTAB/NaCl روش
 ـگرد يطراح O-نيزياسترپتول ژن  ـتكث از پـس  و دي  بـا  ژن ري

 ديپلاسـم  دو در ژن (PCR) مـراز يپل يا رهيزنج واكنش روش
pSK و  pET28α ـترت به و شد كلون   مـستعد  سـلول  وارد بي
 دييتا. ديگرد BL21-DE3-plySs و  DH50هيسو ياكليشياشر

 يآلمـان  شـركت  توسـط  (Sanger) سـنگر  روش با ژن ترادف
MWG نيزيل استرپتو نيپروتئ ديتول. گرفت صورت-O توسط 

 ـاشر  بـا  شـده  تراريخـت BL21-DE3-plySs  هيسـو  ياكليشي
. شـد  انجـام  IPTG يحاو طيمح در pET28 α-SLO پلاسميد
 خالص Ni-NTA تيك از استفاده با O-نيزيل استرپتو نيپروتئ

  .ديگرد فادهاست بلات وسترن روش از نيپروتئ دييتا جهت و
 ـل استرپتو نيپروتئ  و 20 ،10 ،5 يهـا  غلظـت  در O-نيزي

 100 حجم با سالين فسفات بافر در ليتر ميلي در ميكروگرم 40
  الايـــــزا تيـــــپل يهــــا  حفـــــره بـــــه ميكروليتــــر 

 (Nunc, Maxsorb, Denmark) ـپل. شـد  اضافه   پوشـيده  تي
 شـب  كي مدت به O-نيزيل استرپتو بينوترك نيپروتئ با شده
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 شستـشو  بافر با بار سه سپس و. شد انكوبه درجه 4 يدما در
 شـسته  (Tween20) درصـد  5/0 يحـاو  نيسال فسفات بافر(

 درصـد  1 يحـاو  نيسـال  فـسفات  از كـردن  بلوكه جهت. شد
 از ميكروليتـر  200 حجـم . شد استفاده (BSA) يگاو نيآلبوم
 ـ سـپس  و اضـافه  حفره هر به بافر اين  يدمـا  در سـاعت  كي
 شستـشو،  بافر با بار سه تيپل مجدداً. ديگرد انكوبه شگاهيآزما
 100 بـه  1 ،10 به1 يها رقت با يسرم يها نمونه و شد شسته

 و اضـافه  حفـره  هر به ميكروليتر 100 حجم در 1000 به 1 و
 ـآزما يدما در ساعت 2 مدت به تيپل  ـگرد انكوبـه  شگاهي . دي

 ياختصاص يباد يآنت قبل، مرحله مانند تيپل يشستشو از پس
 بـا  پراكـسيداز  ميآنز با شده كونژوكه يانسان يها يباد يتآن ضد
 ساعت 2 مدت به و اضافه ها حفره يتمام به 1000 به 1 رقت

 جــاذب كاغــذ بــا و شستــشو تيــپل مجــدداً. ديــگرد انكوبــه
 فنـيلن -ارتـو  ميآنـز  ياختـصاص  يسوبسترا. شد يريگ رطوبت
 ـگرد اضـافه  هـا  حفـره  به دستورالعمل طبق  (OPD)ديامين . دي

 از اسـتفاده  بـا  نـانومتر  492 موج طول در (OD) رنگ تشد
 يرو از. ديگرد ثبتStat Fax-2100  مدل درير زايالا دستگاه
 مـورد  O-استرپتوليزين ضد يباد يآنت غلظت استاندارد يمنحن
  .گرفت قرار يريگ اندازه

 ـا در مطالعه مورد يسرم يها نمونه: هموليز مهار روش  ني
 توسـط  O-اسـترپتوليزين  ضـد  يباد يآنت زانيم نظر از قيتحق

 يهـاي  نمونه از و گرفتند قرار سنجش مورد هموليز مهار روش
 ـ از مـشخص  غلظـت  يدارا روش نيا در كه  ضـد  يبـاد  يآنت

 ـالا روش در اسـتاندارد  عنـوان  بـه  بودند O-استرپتوليزين  زاي
  .شد استفاده

 همـوليز  روش بـا  الايـزا  روش بـين  ارتباط: آماري آناليز
 قـرار  بررسي مورد  (Correlation)بستگي هم ونآزم با مهاري
 زيـر  طريق به الايزا روش ويژگي و حساسيت چنين هم. گرفت

  :آمد دست هب
   100× ] حقيقي مثبت موارد+ كاذب منفي موارد ÷حقيقي مثبت موارد= [ حساسيت

  .100× ] حقيقي منفي موارد + كاذب مثبت موارد ÷حقيقي منفي موارد= [ گيويژ
  
 

 

  جينتا
 و الايـزا  روش بـا  O-اسـترپتوليزين  ضـد  بادي آنتي يترت

 ميكروگـرم  10 غلظـت  كـه  داد نـشان  نتـايج  . مهاري هموليز
 در و باشد مي Coating جهت غلظت بهترين  نوتركيب پروتئين

  . دارد وجود اي زمينه رنگ حداقل غلظت اين
 بـه  1 تـا  10 به 1 هاي رقت با استاندارد سرم هاي نمونه از
 در و اضافه ميكروليتر 100 حجم با سريالي رتصو به 1320
 بـر  نـوري،  جـذب  ميـزان  كونژوگه كردن اضافه با آخر مرحله
 كمـك  بـا  هـا،  روش فصل در شده داده توضيح پروتكل اساس
 اضـافه  براي مناسب رقت). 1شكل (گرديد ثبت الايزا دستگاه
 ايـن  در و كنـد  ايجـاد  را اي زمينـه  رنگ حداقل كه سرم كردن
  . باشد مي 10 به 1 رقت دهد پوشش را ها نمونه اكثر رقت

-ميزان جذب نوري بر حسب غلظت آنتي بادي ضد استرپتوليزين        . 1شكل  
O) منحني استاندارد(  
  

 نـوري  جـذب  اساس بر استرپتوليزين ضد بادي آنتي ميزان
)OD (ـ نتايج با و شد گيري اندازه استاندارد منحني و   دسـت  هب

 آماري آناليز). 1جدول( شد ايسهمق هموليز مهار روش از آمده
 وجـود  روش دو بـين  داري معنـي  بستگي هم يك كه داد نشان
   .)= CI= 95  % ،0001/0 p 95/0 -99/0( دارد

 تعيـين  جهـت . شـده  طراحـي  زايالا روش حساسيت تعيين
 مهـار  روش اسـاس  بـر  كـه  ييها نمونه الايزا، تست حساسيت
 O-سـترپتوليزين ا ضـد  بـادي  آنتـي  تيتر و بودند مثبت هموليز

 انتخـاب  مثبـت  نمونـه  عنوان به بود تاد  250 از رت  بيش ها آن
 روش با ها نمونه اين O-استرپتوليزين ضد بادي آنتي ميزان. شد
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 در نيـز  هـا  نمونه تمام كه داد نشان نتايج. شد گيري اندازه الايزا
 100 روش حـساسيت  بنـابراين  و هـستند  مثبـت  الايزا روش
  .باشد مي درصد
 روش دو از ويژگي تعيين جهت. الايزا روش ژگي    وي نتعيي
 روش اسـاس  بر ها آن ASO غلظت كه هايي نمونه. شد استفاده
 بـا  هـا  نمونـه  ايـن  و انتخـاب  بـود  واحـد  50 از تر كم مهاري
. گرفتند قرار بررسي مورد الايزا روش در 100 به 1 هاي رقت
 روش يـن ا در نمونـه  10 تنهـا  نمونه 60 از كه داد نشان نتايج
 O-استرپتوليزين با ابتدا ها نمونه دوم روش در. باشند مي مثبت

 حـذف  و جـذب  باعـث  عمـل  ايـن  كـه  شده مخلوط تجارتي

 بـه  هـا  نمونـه  اين از. گردد مي O-استرپتوليزين ضد بادي آنتي
 نمونـه  5 نيـز  روش ايـن  در. گرديد استفاده منفي كنترل عنوان
. بودنـد ) Cut off (بـرش  نقطه حد از بالاتر نوري جذب داراي

 و درصـد  83 اول روش در الايزا روش ويژگي اساس، اين بر
  .باشد مي درصد 90 دوم روش در

 تكرارپذيري جهت. شده طراحي زايالا روش پذيري تكرار
 اين و شده انتخاب مختلف هاي غلظت با نمونه 16 تعداد روش
 قـرار  سـنجش  مـورد  الايـزا  روش بـا  مرحلـه  سه در ها نمونه
 جـذب  ميزان در داري معني تغييرات كه داد نشان نتايج. گرفتند
  ).2جدول (شود نمي مشاهده آزمايش تكرار با ها نمونه نوري

  
 هاي سرمي با روش الايزا  ميزان جذب نوري در نمونه.1 جدول

  جذب نوري ASOتيتر   شماره بيمار  جذب نوري ASOتيتر   شماره بيمار  جذب نوري ASOتيتر   شماره بيمار
1  50  15/0 42 50  18./  62 50  2/0 

4  400  91/0 43 50  15/0 63 100  35/0 

8  100  2/0 44 50  15/0 64 50  23/0 

9  200 48/0 45 100  22/0 65 50  21/0 

11  50  2/0 46 25 1/0 66 400  98/0 

12  100  27./ 47  100  3/0 67  3200  3> 

26  100  27./ 48  200  5/0 68  50  19/0 

29  50  18./  49  25  12/0 69  50  21/0 

30  50  2/0 50  50  25/0 70  25  12/0 

31  25  1/0 51  50  25/0 71  25  14/0 

32  100  3/0 52  25  1/0 72  100  36/0 

33  200  35/0 53  100  33/0 74  50  2/0 

34  25  1/0 54  25  1/0 75  50  18./  
35  100  25/0 55  25  12/0 76  50  18./  
36  10  1/0 56  100  29/0 77  200  53/0 

37  50  18./ 57  25  1/0 78  25  15/0 

38  200  45/0 58  50  2/0 79  50  2/0 

40  50  15/0 59  25  11/0 80  100  34/0 

41  100  25/0 60  50  22/0 85  50  2/0 

86 400 1 87 200  51/0 88 50  2/0 
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 ها نتايج حاصل از تكرار آزمايش الايزا بر روي نمونه. 2جدول 

شماره 
  بيمار

تيتر 
ASO 

جذب 
  نوري

 جذب نوري
  )تكرار دوم(

  جذب نوري
  )تكرار سوم(

1  50  ١٧/٠ ١٧/٠ ١٥/٠ 

4  400  ٩١/٠ 1 ٩٥/٠ 

8  100  ٢/٠ ٢١/٠  ٢/٠ 

9 200 ٥٢/٠ ٥/٠ ٤٨/٠ 

66 400 ٩٦/٠ ٩٥/٠ ٩٨/٠ 

67  3200  ٣ ٣ ٣ 

77  200  ۵٥١/٠  ٥/٠  ٣/٠ 

80  100  ٣٦/٠  ٣٦/٠ ٣٤/٠ 

  
  يريگ جهيبحث و نت

 ـ تـشخيص  جهت طلايي استاندارد  از ناشـي  هـاي  تعفون
 انـدام  يـا  بافت از سازي جدا A گروه استرپتوكوك هاي باكتري
 ـ يمـار يب رفت پيش روند بررسي ولي. است آلوده  ـموفق اي  تي
 ـتع و يـابي  رد پايـه  بـر  درمان  عليـه  بـر  بـادي  آنتـي  تيتـر  يني
  .باشد مي O-استرپتوليزين جمله از باكتري مهم هاي ژن آنتي
 هيــعل يبــاد يآنتــ نيــيتع جهــت متــداول روش در 

 اسـترپتوكك  از شـده  هيته يعيطب نيپروتئ از O-نيزياسترپتول
 ـ استفاده وژنيپ  اسـترپتوليزين  نوتركيـب  پـروتيين  از. شـود  يم

 در. كـرد  استفاده اختصاصي بادي آنتي تشخيص جهت توان مي
 ـتحق نيا  ـتول pET28a يديپلاسـم  ناقـل  از اسـتفاده  بـا  قي  دي

 جهـت . گرديـد  توليـد  يالحاق نيپروتئ بدون O-استرپتوليزين
 طـرح  نيا در شده ديتول بينوترك نيپروتئ تهيسيژن يآنت سهيمقا
 اسـتفاده  بـلات  وسـترن  آزمون از يتجارت O-نيزياسترپتول با

 تيخاص ـ داراي شـده  ديتول نيپروتئ كه داد نشان جينتا. ديگرد
 ـ بـا  ييشناسا به قادر و بوده كيژن يآنت  ضـد  يهـا  يبـاد  يآنت

  .اشدب يم O-نيزياسترپتول
 از گرمميكرو 10تا 5 غلظت كه داد نشان مطالعه اين نتايج
)  Coating( پوشاندن جهت O-استرپتوليزين نوتركيب پروتئين

 در O-اسـترپتوليزين  غلظـت  مقايسه. است مناسب الايزا پلت
 و بـستگي  هـم  يـك  كـه  داد نشان الايزا روش با مهاري روش
 اسـاس  بر. رددا وجود روش دو بين داري معني و مثبت ارتباط

 ضـد  بـادي  آنتي تيتر كه هاي نمونه شده، تهيه استاندارد منحني
 تـاد  واحد 50 از تر كم مهاري روش در ها آن O-استرپتوليزين

 ييها نمونه و دارند را جذب ميزان ترين كم اليزا روش در باشد،
 5/0 از تـر  بـيش  اليـزا  روش در هـا  آن نـوري  جذب ميزان كه
 واحـد  250 از بـالاتر  تيتر داراي يزن مهاري روش در باشد مي
 را الايزا برش نقطه جهت اين از. شود مي تلقي مثبت و بوده تاد
 و گرفـت  نظـر  در 5/0 برابـر  نـوري  جذب حسب بر توان مي

 از تـر  بيش هاي نمونه و منفي عنوان به را آن از تر كم هاي نمونه
  .كرد تلقي مثبت را آن

 سرم از هايي رقت از دبو لازم استاندارد منحني به توجه با
 منحنـي  محـدوده  در ها نمونه اكثر رقت، آن در كه شود استفاده

 1 ،10 به1 رقت چهار با ها نمونه بنابراين. گيرد قرار استاندارد
. گرفتنـد  قـرار  سنجش مورد 1000 به 1 و 500 به 1 ،100 به

 در 100 بـه  1 رقـت  بـا  ها نمونه درصد 95 كه داد نشان نتايج
 در بنــابراين و گيرنــد مــي قــرار اســتاندارد منحنــي محــدوده
 تـوان  مـي  تشخيص در كيت اين از استفاده براي نيز آزمايشگاه

 95 رقـت  اين و كرد استفاده مربوطه رقت با را سرم هاي نمونه
  . دهد مي پوشش را ها نمونه درصد

 كه داد نشان نيز ويژگي و حساسيت تعيين از حاصل نتايج
 خــصوص در. باشــد مــي درصــد 100 روش ايــن حــساسيت

 در هـا  آن O-اسـترپتوليزين  ضـد  بادي آنتي تيتر كه ييها نمونه
 تـر  كـم  حساسيت اين بود تاد واحد 250 از تر كم مهاري روش
  . بود درصد 90 تا 83 بين روش اين ويژگي. باشد مي

 از استفاده با همكاران و) Reitano (ريتانو 1986 سال در
 روش يك باكتري كشت از دهآم دست هب استرپتوليزين پروتئين
 طراحـي  O-اسـترپتوليزين  ضد بادي آنتي سنجش هتج الايزا
 مهـار  روش و الايزا روش بين كه دادند نشان ها آن]. 6[ كردند
 در). r=707/0( دارد وجـود  داري معنـي  ارتبـاط  يك هموليز
 باشـد  مي يك به نزديك ارتباط اين حاضر مطالعه در كه حالي

)97/0=r .(الايـزا  روش بين كه شد داده نشان ديگر مطالعه در 
 O-اسـترپتوليزين  ضد بادي آنتي سنجش جهت مهاري روش و

 ايـن  در. دارد وجود) r=86/0 (داري معني و مثبت ارتباط يك
 93 و درصـد  91 ترتيـب  به روش ويژگي و حساسيت تحقيق
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 اسـترپتوليزين  پـروتئين  از مطالعـات  ايـن  در]. 7[ بـود  درصد
 شـده  اسـتفاده  ژن آنتي عنوان به باكتري تكش از آمده دست هب

 بـه  نوتركيـب  پـروتئين  از حاضـر  تحقيق در كه حالي در است
 مطالعـه  در الايـزا  بالاي حساسيت. شد استفاده ژن آنتي عنوان
.  باشـد  نوتركيـب  پروتئين از استفاده دليل هب است ممكن حاضر

 همكـاران  و Velazquez توسط شده انجام تحقيق حال هر در
 اسـترپتوليزين  نوتركيـب  پـروتئين  از كه داد نشان نيز) 2005(

 از مطالعه اين در]. 8[ كرد استفاده عفونت تشخيص در توان مي
 ].9[ شـد  اسـتفاده  الحـاقي  پروتئين حاوي pGEX-2T وكتور

 شــاخص در تغييــر باعــث توانــد مــي الحــاقي هــاي پــروتيئين
 در كه حالي در گردد، متقاطع هاي واكنش افزايش و ژنيك آنتي

 توليـد  جهـت  الحـاقي  پروتيئن بدون وكتور از حاضر پژوهش
 افــزايش باعــث امــر ايــن كــه گرديــد اســتفاده اســترپتوليزين

  .گردد مي روش حساسيت
 از استفاده مبناي بر شده طراحي الايزاي روش مجموع در
 قابل ويژگي و حساسيت از O-استرپتوليزين نوتركيب پروتئين
 روش بـا  مثبتـي  ارتبـاط  و خواني هم و است خوردار بر قبولي
 در جـويي  صرفه باعث روش اين از استفاده. دارد هموليز مهار
 مختلـف  هـاي  تيـپ  ايـزو  گيـري  انـدازه  و دقـت  افزايش وقت،
  .شود مي بادي آنتي

  

  يقدردان تشكر و
 و آموزش دانـشگاه علـوم       قاتي از معاونت تحق   لهينوسيبد
 ـ ا ي مـال  نهي هز ني اراك جهت تام   يپزشك  يقـات يحق طـرح ت   ني

  .گردد يتشكر م
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Introduction: Group A, β hemolytic streptococci are among the major causative agents of 

otorhinolaryngology infections. Inadequate treatment of disease may lead to serious disorders such as acute 
rheumatic fever and glomerulonephritis. Anti-streptolysin-O (ASO) is commonly used as a marker in the 
diagnosis of infection. Purification of native streptolysin-O has several difficulties and its industrial 
production process is time consuming with very low yield and the risk of biological contamination. In this 
study, we used a recombinant streptolysin-O protein as an antigen to detect ASO antibodies in enzymes-
linked immunosorbent assay (ELISA). 

Materials and Methods: We amplified streptolysin-O gene by polymerase chain reaction (PCR) method 
and subcloned in prokaryotic expression vector PET28a. E.coli. BL21-DE3-plySs strain was transformed 
with PET28a-streptolysin-O and gene expression was induced by IPTG. ELISA microplates were coated 
with different concentration of streptolysin-O protein. Level of ASO antibodies were detected by ELISA 
method. The results obtained from ELISA method were compared with inhibition of hemolysis assay as a 
standard method.  

Results: The results showed that there is a positive significant correlation between the ELISA and 
inhibition of hemolysis method(r=0.97, p=0.0001). The sensitivity and specificity of ELISA for detection of 
ASO anti bodies were 100% and 83%, respectively. 

 Conclusion:  ELISA  developed with recombinant streptolysine O showed a good sensitivity for 
detection of ASO antibodies. It is suggested that this method could be suitable for immunoassays. 

 
Keywords: Streptococci pyogene, Recombinant streptolysin-O, Anti-streptolysin-O antibodies, Enzyme-

linked immunosorbent assay 
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