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چکیده �
تشــخیص، شناســایی و اندازه گیری کمی پاتوژن های 
میکروبی برای محافظت از ســلامت عمومی حیاتی اســت. 
علیرغم این که در حال حاضر تســت های مبتنی بر کشت 
میکروبی و تکنیک های مولکولــی متدوال ترین روش های 
مورد اســتفاده هســتند، این تکنیک ها زمان بر بوده و نیاز 
به ابزار پیچیده و افراد آموزش دیده دارند. در نتیجه، آنالیز 
این تکنیک ها هزینه بر می باشــد. پیدایش آپتامر، منجر به 
بر طرف نمودن نواقص ســایر روش هــای مولکولی گردید. 
همچنیــن، توانایی اتصــال اختصاصی آپتامرهــا به اهداف 
مختلف، پتانســیل بزرگی در آن ها به وجود آورده است که 
می توان از آن ها در شناسایی پاتوژن های گوناگون استفاده 
کــرد. آپتامرها توســط یک فرآیند آزمایشــگاهی تدریجی 
به نــام SELEX از کتابخانه های ترکیبی جدا می شــوند. 
 مراحل SELEX شــامل تکرار مراحل ســاخت کتابخانه، 
اتصال/ جداســازی و تکثیر اســت. این مطالعــه مروری بر 
روی کاربــرد آپتامرها به عنوان عامل شناســایی و درمانی 
باکتری های بیماریزا اســت. آپتامرها با توجــه به پایداری 
بالا و همچنین میل ترکیبی بالا در اســتفاده های بالینی در 
درمان و تشــخیص باکتری های بیماریزا کاربردهای وسیع 
و گســترده ای دارند. قابلیت هــا و کاربردهــای آپتامرها و 
حسگرهای ساخته شده از آن ها در زمینه های علوم مختلف 
به خصوص تشــخیص و شناسایی ویروس ها، توکسین ها و 

باکتری های بیماریزا اهمیت تحقیق و مطالعه هرچه بیشتر 
این زمینه را نشان می دهد.

کلمات کلیــدی: آپتامر، باکتری هــای بیماریزا، تکنیک 
SELEX

مقدمه �
تشــخیص، شناســایی و اندازه گیری کمی پاتوژن های 
میکروبی برای محافظت از ســلامت عمومی حیاتی اســت. 
تست های بر پایه کشــت میکروبی و آزمایش های مولکولی 
)تکنولوژی هــای ایمنــی شناســی یــا نوکلئیک اســید( 
متدوال ترین روش هایی هســتند که در حــال حاضر مورد 
استفاده قرار می گیرند )1(. این تکنیک ها زمان بر بوده و نیاز 
به ابزار پیچیده و افراد آموزش دیده دارند، بنابراین منجر به 
افزایش هزینه آنالیز می شــوند. تکنیک های تشخیص سریع 
باید شناسایی قابل اعتماد، به موقع، با کاربرد آسان و ارزان، 
همراه با حساسیت، اختصاصیت و قابلیت تکرار پذیری برابر 

یا بیشتر را فراهم کنند )2(.
شناســایی و تعییــن مقــدار مولکول هــا در پیشــرفت 
مطالعات پایه و بررســی های کلینیکی نقــش حیاتی دارد. 
تکنولوژی هایی کــه امکان شناســایی اختصاصی و تعیین 
دقیق مولکول ها را فراهم می نمایند در پی یافتن آنالیت های 
جدید برای بهبود تکنیک های موجود می باشــد. امروزه این 
تکنولوژی های پیشــرفته به محققان این امکان را می دهد 
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کــه هویت مولکول ها را بنا بر خواســت خود تغییر دهند و 
بنابراین مولکول های جدیــدی تولید نمایند که کاربردهای 
متنوعــی دارند به گونــه ای که حتی گاهی ایــن کاربردها 
می تواند کاملًا متفاوت با طبیعت اولیه این مولکول ها باشد. 
برای مثال مولکول های آنتی بادی که آنتی ژن ها را با تمایل 
و اختصاصیت بالا شناســایی می کنند در حال حاضر دچار 
تغییرات درونــی برای کاتالیز کــردن واکنش های مختلف 

شده اند تا همانند یک آنزیم عمل نمایند )3(.
بر اســاس مطالعه Lazcka و همکاران در سال 2007، 
تکنولوژی بیسنســور 1یک زمینه با سریع ترین پیشرفت در 
شناســایی پاتوژن ها اســت. آپتامرها، الیگونوکلئوتیدهایی 
 ssDNA و RNA از جنــس مولکول های تک رشــته ای
یا مولکول های پپتیدی هستند که به علت ســـاختار ســـه 
بعـــدی خاصشـان می توانند بـا اختصاصیت و تمایل بالا به 

اهدافشان متصـل شـوند )4(.
در آزمون های تشــخیصی، آپتامرهــا می توانند به عنوان 
یک عامل تشــخیصی جایگزین برای آنتی بادی ها باشــند. 
آپتامرهاهــا از طریــق فرآیندهایــی در in vivo انتخاب 
می شوند که هزینه و تنوع کمتری نسبت به آنتی بادی های 
تولید شده در شرایط in vivo نشان می دهند. علاوه بر این 
توکســین ها و مولکول هایی که موجب پاسخ ایمنی خوبی 
نمی شــوند، می توانند برای تولید آپتامر هایی با افینیتی بالا 

استفاده شوند )5(.
مطالعات معتبر فراوانی روی آپتامرها انجام گرفت تا این 
که فرآیند انتخاب در محیط آزمایشگاه اولین بـــار در سال 
 Szos tak و گــروه Gold 1990 توســط گروه محققین
SELEX 2 نامیده شــد )7،6( با گسترش SELEX که 
امروزه یک تکنیـک پایه ایی برای جدا سازی آپتامرهاست، 
بسیاری از آپتامرهـــا مستقیماً به صـورت in vitro علیـه 
اهـــداف مختلـــف از بیومولکول های کوچــک گرفته تا 

پروتئین ها و حتـی سلول ها انتخاب می گردند )8(.
آپتامــر ها می توانند بــرای تنوع گســترده ای از اهداف، از 
مولکول های کوچک تا ســلول کامل انتخاب شــوند. اهداف 

SELEX شــامل پروتئین هــا، آنزیم هــا، آنتــی بادی ها، 
آنتی بیوتیک ها و توکســین ها می باشــند. همچنین اهداف 
کمپلکس شــامل ســلول کامل، مولکول های سطح سلولی، 
قطعات غشــایی، لیزات باکتریایی و ذرات ویروس هستند که 
می توانند به عنوان هدف باشند )9،10(. امــروزه آپتامرهــا در 
دو کــلاس عمــده آپتامرهــای DNA/RNA و آپتامرهای 
پپتیدی تقسیم بندی می شوند )11(. آپتامرهای پیشرفته به 
طور اولیه به عنوان ابـــزار درمـانی و تشخیصی مطرح شدند. 
آغاز استفاده از آپتامرهـــا به عنـــوان درمان در سال 1990 
بود، اما 15 ســال طول کشــید تا اولین آپتامر درمانی بـــه 
بهـره بـرداری بـالینی برسـد )12(. در حـال حاضـر آپتامرها 
بـــرای درمـان مـاکولار دجنریشـــن، سندرم کرونری حاد، 
اخـتلال مربـوط به فاکتور ون ویلبراند، لوکمی میلوئید حاد، 
سرطان سلول کلیوی، سـرطان ریـه، پورپورای ترومبوتیـک 
ترومبوسیتوپنیک، دیابـت نـوع 2، نفروپاتی، لوپوس و همچنین 
آپتامرهایی علیه ویروس ها در مراحل مختلف توسـعه و بـالین 
هســـتند، بنـابراین آینـــده روشنی برای آپتامرها به عنوان 
عوامل درمانی در پیش اســت )4(. تکنولوژی آپتامر به عنوان 
یک تکنولوژی معتبر و مؤثر گسترش یافته و مطالعات زیادی 
از کاربردهـای آپتامرهـا انجام گرفته است و امروزه آپتامرها در 
جنبه های مختلف به عنـوان یـک ابـزار تشخیصـی و درمـانی، 
در گسـترش داروهای جدید و سیستم های تحویل دارو و غیره 

به کار می روند )4( )شکل 1(.

شکل 1. کاربردهای مختلف آپتامرها

1-  biosensor technology
2-  Sys tematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment
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کاربردهای کلینیکی آپتامرها شــامل اســتفاده آن ها به 
عنــوان عوامل درمانــی )13(، عوامل ضــد عفونی )14( و 

مولکول های تحویل دارو )15( می باشد.
آپتامرها طی چرخه ای به نام SELEX به طور شیمیایی 
ســنتز می شــوند، در واقع این چرخه یک تکنیک قدرتمند 
در انتخــاب آپتامر بــا اختصاصیت بالا نســبت به هدف از 
الیگونوکلئوتیدهای  از تعــداد زیــادی  میان کتابخانــه ای 
 تصادفی می باشــد. در این چرخه ابتدا یک کتابخانه شامل

 1015-1013 الیگونوکلئوتید به طور شیمیایی سنتز می شود. 
هر یــک از این قطعات دارای یک قســمت میانی تصادفی 
اســت که حدود 60 نوکلئوتید را شامل می شوند. در مرحله 
بعد این کتابخانه در معرض هدف مورد نظر )به عنوان مثال 
پروتئین تخلیص شــده یا سلول ســرطانی( قرار می گیرد. 
بدین ترتیب آپتامرهای دارای تمایل و اختصاصیت به هدف 
مورد نظر به آن متصل می شــوند. قطعات متصل شــده از 
متصل نشده جداسازی شــده و سپس قطعات متصل شده 
تکثیر می شوند و به عنوان کتابخانه جدید در معرض هدف 
قرار می گیرد. این چرخه چندین بار تکرار می شــود تا نهایتاً 
قطعه ای با بیشترین اختصاصیت انتخاب، تکثیر و توالی یابی 

می شود )16(.

SELEX شکل 2. تصویری از سه مرحله فرآیند

اولیــن آپتامرهــا از کتابخانه هــای DNA و RNA ای 
جدا شــدند که اسیدهای نوکلئیک طبیعی داشتند بنابراین 
این آپتامرها طول عمر کوتاهی در محیط های فیزیولوژیک 
داشــتند. در ســال های بعد اصلاحاتی روی آپتامرها انجام 

شــد که نه تنها روی مقاومت و پایــداری آن ها، بلکه روی 
عملکرد آن ها نیز تأثیر مثبت گذاشت. پایدار سازی می تواند 
با پوشــاندن ســرهایَ  3 وَ  5 الیگونوکلئوتیدها و همچنین 
ایجاد اصلاحات روی قند ریبوز و گروه فســفات میسر شود 

)شکل 3( )17(.

شکل 3. اصلاحات سرهای َ 3 و َ 5 الیگونوکلئوتیدها )12(
از آنجــا که آپتامرها همانند آنتــی بادی ها قدرت اتصال 
بــه مولکول های آنتی ژن را دارنــد بنابراین اکثر روش های 
تشخیصی کمی آنتی ژن به کمک آنتی بادی می تواند برای 
آپتامر ها نیز مورد استفاده قرار گیرند. از جمله این روش ها 
می توان به الایزا بر پایه آپتامر، فلوســایتومتری، الکتروفورز 
 ،)HPLC( لوله موئین، کروماتوگرافی فاز مایع با کارایی بالا
 )MALDI-TOF( روش های اسپکترومتری جرمی مانند

و )LC-MS( اشاره کرد )18، 19(.
باکتری ها میکروارگانیسم هایی هستند که طول آن ها چند 
میکرومتر اســت و از نظــر مورفولوژیکی به صورت میله ای، 
کروی یا مارپیچ دیده می شــوند. آن ها می توانند به تغییرات 
دما و pH، گرسنگی تغذیه ای یا منابع غذایی جدید، سموم، 
تنش ها و سیگنال ها حســاس باشند. تشخیص و شناسایی 
پاتوژن های میکروبی برای ســلامت عمومی و ایمنی مواد 
غذایــی حیاتی اســت. مناطقی که تشــخیص پاتوژن های 
میکروبی حیاتی اســت شــامل تشــخیص بالینی، تجزیه و 
تحلیل آب و محیط زیست و ایمنی مواد غذایی است )20(. 
در حــال حاضر، آزمایش های مبتنی بر کشــت میکروبی و 
آزمایش های مولکولی )تکنولوژی های ایمونولوژیک یا اسید 
نوکلئیک( یکی از روش های رایج در تشــخیص و شناسایی 
پاتوژن های میکروبی هســتند و یکــی از دلایل اصلی که 
منجر به دنبال روش جدید می شود ممکن است پیچیدگی 
این روش ها باشــد، زیــرا این روش ها شــامل تکنیک های 
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مختلفی در فرآیند تهیه و تشــخیص نمونه مانند استخراج 
نمونه، تصفیه، غنی سازی و جداسازی است. به همین دلیل 
در حال حاضر، روش تشــخیص مبتنی بــر آپتامر می تواند 
در ســلامت عمومی و ایمنی مواد غذایی محدود شود. اکثر 
آپتامر انتخاب شده در برابر باکتری های بیماریزا، با استفاده 
از روش های SELEX معمولی در شکل 4 نشان داده شده 

است.

شکل 4. آپتامر انتخاب شده بر علیه باکتری های 
SELEX بیماریزا با استفاده از

دشــواری در تشــخیص زود هنــگام عفونت های خاصی 
که توســط باکتری ها ایجاد می شــود، نیاز به جســتجوی 
تکنیک های جدید برای این منظور را به دنبال داشته است، 
زیرا این فنون ها نیاز به درمــان طولانی با آنتی بیوتیک ها 

دارند.
پاتــوژن ها گونه های مضــری از باکتری ها هســتند که 
باعــث آلودگی و شــیوع بیماری های واگیردار می شــوند و 
در نتیجه بسیاری از مشــکلات جدی را به وجود می آورند. 
از میان این باکتری ها می توان اشرشــیا کلی و ســالمونلا، 
هلیکوباکترپیلوری، نایسریا گونوره آ، نایسریا مننژیتیدیس، 
اســتافیلوکوکوس اورئوس )عامل شــایع مســمومیت های 
غذایی، جوش، ســلولیت، آبسه، عفونت زخم، سندرم شوک 
سمی، پنومونی( و استرپتوکوک )پنومونی، مننژیت، عفونت 

گوش و فارنژیت( و غیره را نام برد )21, 22(.
بیماری هــای عفونی یکی از علل عمــده مرگ و میر در 

سرتاســر جهان هستند و باعث مرگ میلیون ها نفر در سال 
و بستری شــدن آن ها می شوند. ســازمان بهداشت جهانی 
)WHO( بیماری های عفونی و انگلی را در ســال 2004 به 
عنوان دومین علت مرگ در سراســر جهان شناسایی کرده 
است. این بیماری های عفونی یا مسری و پاتوژن های منتقل 
شــده از غذا در کشــورهای کم درآمد، مانند کشــورهایی 
در آفریقــا، که در آن فاقد تجهیزات پزشــکی و روش های 
تشخیصی و درمانی اســت نیز جدی هستند. اشرشیا کلی 
O157: H7، ســالمونلا، کمپیلوباکتــر ژژونی و لیســتریا 
مونوسیتوژنز علل اصلی بیماری های غذایی باکتریایی و آب 

هستند )23(.
بیماری های عفونی در سرتاســر جهان تقریباً 40% است 
که ســالانه 50 میلیون مــرگ و میر را در بــر می گیرد. با 
توجه به این آمار، شناســایی پاتوژن هــای میکروبی برای 
ســلامت عمومی و امنیت غذایی بسیار مهم و حیاتی است. 
حوزه هایی که شناسایی پاتوژن های میکروبی در آن ها حائز 
اهمیت اســت عبارتند از: تشخیص بیماری های درمانگاهی 
)کلینیکــی(، آنالیزهای محیطی و آب، امنیت غذایی و دفاع 
زیستی. تست های میکروبی و تجزیه و تحلیل های مولکولی 
)ایمنی شناســی یــا تکنولوژی های اســید نوکلئیکی( در 
میان روش های به کار رفته معمولی در شناســایی و تعیین 
پاتوژن های میکروبی رایج تر است )24(. روش های معمول 
تشخیص و شناسایی مبتنی بر آزمایشگاه باکتری ها معمولاً 
زمــان پردازش طولانی دارند، ممکن اســت حساســیت و 
ویژگی خاصی نداشته باشند و نیاز به تجهیزات تخصصی و 
کاربردهای آموزشی داشته باشند و در نتیجه هزینه زیادی 
در پی دارد. به طور مثال، نمونه ها )به عنوان مثال خون، بزاق، 
ادرار یا نمونه غذایی( بــرای تجزیه و تحلیل میکروبیولوژی 
باید با اســتفاده از تکنیک های مختلف مانند میکروسکوپ 
و کشت ســلولی، آزمایش های بیوشــیمیایی، آزمایش های 
ایمونولوژیک و یا تجزیه و تحلیل ژنتیکی بررســی شــوند. 
مشــاهده میکروســکوپی شــامل رنگ آمیزی باکتری ها و 
الگوی رنگ آمیزی آن ها و نســبتاً سریع است اما مشخص 
نیست، در حالی که ممکن اســت کشت باکتری ها بر روی 
محیط های کشــت انتخابی تا چند روز طول بکشــد. علاوه 
بر این، تمام باکتری ها نمی توانند در آزمایشــگاه کشت داده 
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شوند. آزمایش های بیوشیمیایی شامل تشخیص آنزیم های 
خاصی اســت. آزمایش های ایمونولوژیکی شامل آنزیم های 
مرتبط با ایمنی بدن می باشــند )ELISA( و تســت های 
آگلوتیناسیون معمولاً برای شناسایی اپی توپ های سطحی 
خاص استفاده می شود. این فرآیندها به علت کارکنان فنی و 
تجهیزات مورد نیاز، تمام وقت و با هزینه زیاد هستند. ظهور 
تکنیک های مولکولی مانند تجزیــه و تحلیل ژنتیکی باعث 
 PCR.شناســایی ســریع تر گونه های باکتریایی شده است
تکنیک فوق العاده حســاس که امکان شناسایی باکتری ها 
را بر اســاس مواد ژنتیکی خود فراهــم می کند، با توجه به 
حجم نمونه کوچک مورد نیاز، به مرحله کشت باکتری نیاز 
نــدارد. PCR نیاز به پروب های ژنتیکی پیشــین دارند تا 
بتوانند بــه طور صحیح با دنبالــه باکتری های هدف جفت 
شوند. جفت شدن اشتباه ممکن است منجر به نتایج مثبت 
کاذب شــود و جهش های ژنتیکی جهش یافته ممکن است 
از تطبیــق پروب صحیح فرار کنند. بــا این حال، این هنوز 
یک روش طولانی و گران قیمت اســت که می تواند چندین 
روز طول بکشــد. تجزیه و تحلیــل واقعی PCR در عرض 
چند ساعت می تواند ســریع تر انجام شود، اما همچنان نیاز 
بــه تجهیزات و واکنش های ویژه دارد. به طور بحرانی، تمام 
ایــن تکنیک ها زمان می گیرند، نیاز به تهیه نمونه و واکنش 
دهنده هــای خاص و تجهیزات دارنــد و از این رو پر هزینه 
هستند، بنابراین یک تقاضای فوری برای آزمایش سریع تر، 
کارآمد و حساس وجود دارد که می تواند کل باکتری ها را در 
حوزه و یا در حین مراقبت شناسایی کند و از پردازش چند 
مرحله ای جلوگیری کند، به ویژه برای تشــخیص و درمان 
بالینی و همچنین تشــخیص سریع باکتری ها می تواند برای 

نتایج بالینی بسیار حیاتی باشد )23(.

روش بررسی �
مطالعــه بر روی آپتامر و کاربردهــای آن به عنوان عامل 
شناســایی باکتری هــای بیماریزا اســت. در ایــن مطالعه 
مروری با اســتفاده از کلمات کلیــدی آپتامر، باکتری های 

 بیماریــزا، تکنیــک SELEX در پایگاه هــای اطلاعاتــی
 Google scholar, Scopus و PubMed جستجوی 
کاملی انجام گرفت ســپس مطالعــات مرتبط و معتبر طی 

بیست سال اخیر گردآوری و مورد بررسی قرار گرفت.

یافته ها �
کاربرد آپتامر در شناسایی کمپیلوباکتر ژوژنی

 2005 ســال  در  همــکاران  و   S tratis-Cullum
)25( اســتفاده از آپتامرها برای شناســایی ســلول کامل 
کمپیلوباکتر ژوژنی را گزارش کردند. در این گزارش، ارزیابی 
اختصاصیت آپتامر نشــان داد که هیچ واکنش متقاطعی با 
 سالمونلا تیفی موریوم ندارد، اما واکنش متقاطع محدودی با

 E.coli O157:H7 دارد. با این حال، برخی واکنش های 
متقاطع با هلیکوباکتر پیلوری و گونه های لیستریا در غلظت 
 SELEX بالا نشان داده شــد. در این مطالعات نه فرآیند
و نه توالی آپتامر کمپیلوباکتر ژوژنی شــرح داده شده بودند 

.)27 ،26(

کاربرد آپتامر در شناسایی باسیلوس تورینجنسیس �
شناســایی باکتری ها با استفاده از اپتاسنسور ها یک زمینه 
نسبتاً جدید است. اخیراً دو استراتژی متفاوت برای شناسایی 
سلول کامل با استفاده از QDs3 و CNTs4گزارش شده است.
QDs برای شناسایی اســپورهای باسیلوس تورینجنسیس 
استفاده شــد. در آن مطالعه، QDs با استفاده از یک آپتامر 
اختصاصی شده برای باسیلوس تورینجنسیس کاربردی شده 
بود. بعد از انکوباسیون QD-aptamer با هدف، اسپورها شسته 
شــده بودند و برای اندازه گیری فلورسنس جمع آوری شده 
بودند. چندین کنترل با QDs و بدون اسپور برای اندازه گیری 
اتصال غیر اختصاصی QDs به اسپور و فلورسانس تست شده 
بود. حساسیت گزارش شده 103CFU/ml بود. برای منظور 
اختصاصیت، اســپور B.globigii و B.subtilis نیز تست 
شده بود. این سیســتم قادر به تمایز B.thuringiensis از 

B.globigii در غلظت بالای 105CFU/ml بود )28(.

3- quantum dots
4- carbon nanotubes
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کاربرد آپتامر در شناسایی باسیلوس آنتراسیس �
اســپورهای سویه باســیلوس آنتراســیس نیز به عنوان 
اهداف ســلولی کامــل در SELEX مورد اســتفاده قرار 
گرفته بودند. با روش آپتامر و با استفاده از هدف اسپورهای 
باکتری توانســتند این باکتری را تشخیص دهند )29-31(. 
بهینه سازی های pos t- SELEX بیشتر به منظور استفاده 
از آپتامرهــای DNA جدا شــده در پلتفرم های توســعه 

تشخیص ضروری است.

کاربرد آپتامر در شناسایی سالمونلا �
برخی از اجــزای باکتــری و همچنین کل ســلول های 
باکتریایی می توانــد به عنوان لیگاند بــرای انتخاب آپتامر 
استفاده شود. RNA آپتامر S-PS8.4 به طور خاص پیلی 
IVB را از نوع ســالمونلا انتریکا ســرووار تیفی با استفاده 
از یک پروتئین ســاختاری پیلین به عنــوان هدف انتخابی 
به دســت آمده را شناسایی کرده بود. پیشــنهاد شده بود 
که این آپتامرها به طــور بالقوه می تواند به عنوان جایگزین 
برای درمان مبتنی بر آنتی بیوتیکی اســتفاده شود. آپتامر 
 S-PS8.4بر روی ســطح نانو لوله های کربنی تک سلولی 
کربوکسیل شده کوانتومی تحمیل شده به عنوان یک عنصر 
تشــخیصی از یک سنسور پتانســیومتری5 برای تشخیص 

باکتری در محلول استفاده شده بود.
برای انتخــاب DNA آپتامر در برابر ســالمونلا انتریکا 
ســرووار تایفی موریوم، مخلوطی از پروتئین غشای خارجی 
)OMP( به عنوان هدف انتخاب مثبت مورد اســتفاده قرار 
گرفته بود. طرح تشخیص بسیار پیچیده بود و شامل چندین 
مرحله می شــدند. ابتدا، یک مولکول کایمر ساخته شده از 
DNA آپتامر و پراکسیداز DNAzyme به صورت ناقص 
کوانتومی به نانو لوله های کربنی تک محور متصل شد. پس از 
اضافه کردن یک کشت باکتریایی که باید آنالیز شود، آپتامر 
به هدف متصل می شــود و از سطح نانو لوله ها جدا می شود. 
 DNAzyme بعــد همین به مخلوط تجزیه، کــه مولکول
را تشــکیل می دهد و ساختار فعال DNAzyme را ایجاد 
می کنــد، اضافه می شــود. در مرحله نهایــی، پس از اضافه 

کردن لومینول، دومی با پراکسید هیدروژن واکنش می دهد 
که یک ســیگنال شیمیایی توسط یک اســپکتروفتومتری 

فلورسنت تشخیص داده می شود )32(.

کاربرد آپتامر در شناسایی استافیلوکوک اورئوس �
اســتافیلوکوک اورئوس یک باکتری گرم مثبت است که 
می تواند طیف گســترده ای از بیماری هــا را از عفونت های 
خفیف به بیماری های خطرناک مانند پنومونی، اندوکاردیت، 
سپتی سمی و سندرم شوک سمی ایجاد کند. تا به امروز، دو 
مطالعه در مورد انتخاب DNA آپتامر در برابر استاف اورئوس 
منتشر شده است. Chang و همکاران در سال 2013 تمام 
ســلول های باکتریایی را به عنوان اهداف SELEX مورد 
اســتفاده قرار دادند، جایی که هر دور انتخابی شامل مرحله 

انتخاب منفی علیه استاف اپیدرمیدیس بود.
آپتامرهای 62 نوکلئوتیدی SA17 و SA61 در مقایسه 
با تعدادی از باکتری های دیگر مانند: باسیلوس سوبتیلیس، 
ســیتروباکتر فروندی، اشرشــیا کلی، کلبســیلا پنومونیه، 
لیستریا مونوسیتوژنز، موراکسلا کاتارالیس، سالمونلا انتریکا، 
شیگلا بویدی، شــیگلا فلکسنری، استرپتوکوکوس بوویس، 
استرپتوکوکوس پنومونیه، استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس 
و استافیلوکوکوس همولیتیکوس انتخاب شد. با این وجود، 
اتصال هر چند در حد بســیار پایین تر، با S. اپیدرمیدیس و 
ســودوموناس مشاهده شد. جالب توجه است که بی حرکت 
شــدن آپتامرهای SA17 و SA61 روی سطح نانو ذرات 
طلا منجر به افزایش وابســتگی هدف شــد. برای توســعه 
داروهای بالقوه در برابر عفونت های استافیلوکوکی، آپتامرها 
DNA قادر به شــناخت یک توکسین از استافیلوکوکوس 
اورئوس انتخاب شــدند. انتروتوکسین B از استاف اورئوس 
نیز به عنوان یک لیگاند برای انتخاب استفاده شد. با استفاده 
از روش آپتامر و هدف انتروتوکســین B اســتاف توانستند 
این باکتری را تشــخیص دهند، همچنین توسط این روش، 
آپتامر توانســت انتروتوکســین B را خنثی کنــد. در واقع 
علاوه بر کاربرد تشــخیص در این باکتــری، کاربرد درمانی 
نیز داشت )33(. انتروتوکسین A از استاف اورئوس همانند 

5-  potentiometric biosensor
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انتروتوکســین B نیز بــه عنوان یک لیگاند بــرای انتخاب 
استفاده شد و آپتامر برای این انتروتوکسین هم در تشخیص 

و هم در درمان نیز کاربرد داشت )34(.

کاربرد آپتامر در شناسایی اشرشیا کلی �
اشرشیا کلی یکی از رایج ترین و بی خطرترین باکتری های 
موجود در دســتگاه گوارش حیوانات خون گرم است. با این 
حــال، برخی از ســویه های اکلای پاتوژن هــای خطرناک 
  E.coli O157: H7غذایی هســتند. به عنــوان مثــال
می تواند باعث ایجاد طیف گسترده ای از بیماری هایی مانند 
اســهال هموراژیک و غیر هموراژیک، نارسایی ناگهانی کلیه 
یا ســندرم اورمیک همولیتیک شــود. به منظور به دســت 
آوردن آپتامرهای جدید علیه اشرشیا کلی، هم کل باکتری 
 SELEX و هم اجزای باکتری می توانــد به عنوان اهداف
اســتفاده شــوند. DNA آپتامر در برابر لیپوپلی ساکارید 
E.coli O111: B4 انتخاب شــد و به عنوان پایه ای برای 
یک اتصال با پروتئین C1qrs انســان اســت که سیستم 
کمپلمان مسئول مقاومت غیر اختصاصی به باکتری را فعال 
می کند. اتصال حاصل از آن یــک فعالیت ضد باکتریایی را 
در حضور پروتئین های مکمل نشان داد و توانست به عنوان 
یک داروی ضد باکتریایی در نظر گرفته شود. متأسفانه این 
رویکرد تاکنون توسعه نیافته اســت. DNA آپتامر اتصال 
 Lee توسط K88 پروتئین فیمبریه از اکلای انتروپاتوژنیک
و همکاران دریافت شد. از آنجایی که این سویه تنها سویه با 
فیمبریه است، آپتامر به دست آمده می تواند برای تشخیص 
پاتوژن خاص استفاده شود. سویه K88 انتروپاتوژنیک اکلای 
نیز برای ســلول SELEX یک آپتامر DNA استفاده شد 

.)35(
 F-RNA- 20و همکاران در ســال 2008 یک آپتامر So
را در برابر ســلول های E.coli DH5a به دست آوردند که 
بعدها به عنوان یک عنصر شناخته شده باکتری شناخته شد 
)36(. ابتدا ســلول های باکتری بر روی دانه های مغناطیسی 
پوشــانده شــده با آنتی بادی های خاصی جایگزین شدند، 
پس از آن آپتامر اضافه شــد و پس از دناتوراسیون حرارتی 

 RT-PCR مجتمع هــای هــدف آپتامــر، آن را بــا روش
شناسایی کرد )37(.

کاربرد آپتامر در شناسایی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس �
ســل 6(MTB) یک عفونت خطرناک گسترده است، به 
 MTB ویژه به دلیل وجود تعداد زیادی از گونه های مقاوم
مقاوم به دارو، توســعه عوامل دارویی جدید می تواند درمان 
در این زمینه را بهبود بخشــد. مطالعات بیشــتر نشان داد 
که همه آپتامرها دارای وابســتگی بالایی نسبت به یکدیگر 
هســتند، در حالی که آپتامــر NAP2 موثرترین گیرنده 
)Kd=31  نانومتــر( و توانایــی مهــار تهاجــم MTB به 
ماکروفاژها است. این آپتامر می تواند به عنوان عوامل درمانی 
امیدوار کننده در نظر گرفته شــوند و همچنین برای توسعه 
پروب های مولکولی برای مطالعه مکانیسم حمله باکتریایی 
به ســلول ها مورد توجه اســت. یکی دیگر از رویکردهای به 
 Shum دســت آوردن آپتامرهای ضد توبرکلوزیس توسط
و همکاران در سال 2011 توســعه یافت )38(. آپتامرهای 
با کاربر بالقوه درمانی بــرای مایکوباکتریوم توبرکلوزیس با 
استفاده از استراتژی سلول کامل SELEX شناسایی شدند 
)39(. توالی های آپتامر انتخاب شــده، که 30 درصد مخزن 
نهایی را تشکیل می دادند، به طور اختصاصی مایکوباکتریوم 
توبرکلوزیس استرین H37Rv را از مایکوباکتریوم بوویس 
شناسایی کردند. مولکول های هدف اختصاصی با استفاده از 
یک آنالیز پروتئاز تا اندازه ای به عنوان پروتئین های غشایی 
شناخته شده بودند. سلول های مایکوباکتریوم توبرکلوزیس 
بــا اســتفاده از تریپســین و پروتئیناز K قبــل از مرحله 
انکوباســیون با توالی آپتامر تیمار شده بودند. برای واکنش 
اتصال بین ســلول های تیمار شــده و آپتامر نتایج منفی به 
دســت آمده بود. این مطلب نشان داد که سایت اتصالی به 
وســیله تیمار پروتئاز برداشته شــده بود و به احتمال زیاد 
این سایت اتصالی پروتئین های غشایی می باشد. این ارزیابی 
پروتئازی می تواند برای شناســایی اولیه مولکول های هدف 

در رویکردهای سلول کامل SELEX استفاده شود.
آنزیم پلی فســفات کیناز PPK2( 2( بــه عنوان هدف 

6-  Mycobacterium tuberculosis
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SELEX مورد استفاده قرار گرفت. PPK2 یک نوکلئوتید 
کیناز دی فسفات وابسته به پلی فسفات است که نقش مهمی 
در سنتز اســید مایکولیک و دیگر پلی ساکارید سطح برای 
بقا باکتریایی در طول رشد فعال حیاتی ایفا می کند. آپتامر 
همچنین می تواند به عنوان پایه ای برای یک سیستم جدید 
تشخیص MTB استفاده شود. آپتامر L64QA که در این 
کار انتخاب شده بود بر روی سطح میکروپلیت پلیستیرول7 
برای جابجایی مولکول های آنالایزر قرار گرفت و یک آپتامر 
دیگــری M64RA به عنوان یک عامــل reporter مورد 

استفاده قرار گرفت.
ایــن سیســتم در 7 نمونه از فیلترهای کشــت شــامل 
مایکوباکتریوم توبرکلوزیس و سایر گونه های مایکوباکتریوم 
آزمایش شــده بود و حساســیت و ویژگی خاصی از آزمون 
را نشــان داد. پروتئین هــای DNA نیــز در مقایســه با 
 دیگر نشــانگرهای بیولوژیک ســل، پروتئیــن هترودایمر 

CFP-10.ESAT-6 انتخاب شده بودند.

کاربر                               د آپتامر در شناسایی هموفیلوس آنفولانزا �
هموفیلوس آنفولانزا یک باکتری مهم اســت که ســبب 
ایجاد طیف بیماری های عفونی می شود. سوسپانسیون های 
H.influenzae یکی از شــش کپسول متمایز ساختاری و 
آنتی ژنیک )a-f( را تولیــد می کند که Hib8 یکی از علل 
مهــم بیماری باکتری های مهاجم خــون در کودکان زیر 2 
سال اســت. اغلب موارد مرگ و میر ناشی از Hib ناشی از 
مننژیت و پنومونی اســت. Hib و ترکیبات پلی ساکاریدی 
کپسول اجزای مهم واکسن هســتند. هموفیلوس آنفولانزا، 
اســترپتوکوکوس پنومونیــه، اســترپ گروه B، لیســتریا 
مونوسیتوژنز، نایسریا مننژیتیدیس و استرپتوکوک آگالاکتیه 
پاتوژن های شایع مننژیت باکتریال حاد )ABM( هستند. 
با اســتفاده از روش آپتامر همانند سایر باکتری ها توانستند 

این باکتری را از سایر باکتری ها تشخیص دهند )40(.

بحث و نتیجه گیری �
یکی از مشــکلات بهداشــت عمومــی، مقاومت در حال 

رشــد داروهای مختلف برای پاتوژن های میکروبی اســت. 
انتخــاب آپتامرهای ضد میکروبی علیه باکتری های بیماریزا 
نشــان دهنده یک راه جدید برای غلبه بر این مشکل است. 
سیســتم های تشــخیص مبتنی بر آپتامر امکان تشخیص 
پروتئین های بیماریزا یا باکتری های کامل را به طور مستقیم 
در یــک ماتریس پیچیده واقعی بدون غلظت اولیه یا تصفیه 
هدف میکروبی فراهم می کنند. این تشخیص مستقیم امکان 

سنجی زمان و هزینه را کاهش می دهد.
در ســال های اخیر، بیوسنســور به عنــوان یک تکنیک 
ســریع، حساس، بســیار خاص و کم هزینه برای تشخیص 
پاتوژن ها مورد اســتفاده قرار گرفته اســت )40(. تشخیص 
سریع پاتوژن های باکتریایی و سموم در مواد غذایی ضروری 
است تا نتایج در زمان واقعی برای کاهش شیوع بیماری های 
خوراکی ضروری باشــد. روش های غنی ســازی کشت، هر 
چند که بیشــتر مورد اســتفاده قرار می گیرنــد، زمان گیر 
هستند و بنابراین برای تشخیص سریع بیماری از نمونه های 
غذا ناکافی هستند. توسعه روش های جدید تشخیصی سریع 

زمان را به طور چشمگیری کاهش داده است.
علیرغــم پیشــرفت قابل توجــه در تشــخیص و درمان 
بیماری های عفونــی در طول نیم قرن گذشــته، هنوز هم 
بســیاری از مشــکلات مربوط به توســعه روش های سریع 
تشــخیص هزینه ای و جلوگیری از عــوارض جانبی عوامل 
درمانــی و مقاومت دارویــی پاتوژن وجــود دارد. آپتامرها 
می توانند یک ابزار قدرتمند برای توسعه هر دو روش جدید 
تشــخیصی و عوامل درمانی که قادر به مسدود کردن توابع 
میکرو ارگانیســم های بیماریزا هستند را ارائه دهند. امروزه 
تکنولوژی SELEX شــامل تکنیک های متنوعی می شود 
و بــه اندازه کافــی قابل انعطاف و قابل تنظیم اســت تا هر 
پروتئینی مورد علاقه یا کل یک باکتری یا ذرات ویروسی را 
هدف قرار دهــد. همچنین تعدادی از راه های افزایش ثبات 
بیولوژیکی آپتامرها با استفاده از تغییرات شیمیایی مختلف 

وجود دارد )37(.
RNA و DNA آپتامر که قادر به اتصال به طور خاص به 
عوامل تعیین کننده میکرو ارگانیسم ها و ویروس ها می توانند 

7-  polys tyrol microplate
8- H influenzae type b
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به عنوان عناصر تشخیص برای سیستم های تشخیصی جدید 
مورد اســتفاده قرار گیرند. چنین خصوصیاتی از آپتامرها به 
عنــوان پایداری حرارتی و شــیمیایی، هزینه پایین و تنوع 
کمتــر رویکرد مبتنی بر آپتامــر را جایگزین امیدوار کننده 
برای روش های ایمونولوژیک می کند. علاوه بر این، وابستگی 
بالا به آپتامر اجازه می دهد تا اهداف مرتبط بسیار نزدیک را 
تشخیص دهد )به عنوان مثال ایزوفرم های مختلف پروتئین 
در بعضــی از مــوارد(. آپتامر ها همچنیــن می توانند توابع 
پروتئین های هدف را مســدود کننــد و در نتیجه می توانند 
به عنوان پایه ای برای توسعه درمان های جدید برای درمان 

عفونت باشند )37(.
از مطالــب بیان شــده می تــوان چنین اســتنباط نمود 
کــه توانایی عملکــرد باکتری های پاتــوژن در روش آپتامر 
مزیت های قابل توجهی برای آن ها دارد، به عنوان مثال آپتامر 
در باکتری هــای پاتوژن آن ها را بــرای مقابله با اهداف مهم 
مجهز می سازد. از آنجایی که بسیاری از باکتری های پاتوژن 
از آپتامر اســتفاده می کنند، طراحی تکنیک هایی به منظور 

مداخله با آپتامر، راهکار بســیار مناسبی برای پیشگیری از 
بیماریزایــی پاتوژن هــا و مداوای عفونت های ایجاد شــده 
توسط آن ها خواهد بود. از طرفی به علت مقاومت یافتن اکثر 
باکتری ها به آنتی بیوتیک هــا، نیاز به روش درمانی جدید 
به شــدت احساس می شود. تا به امروز آپتامرهای جدا شده 
بر علیه میکروارگانیسم ها برای کاربردهای کلینیکی انتخاب 
شده اند. کاربرد آپتامرها در شناسایی پاتوژن های محیطی و 

منتقله از راه غذا یک زمینه نوید بخش برای تحقیق است.
همه ایــن داده ها نشــان می دهد که در آینــده نزدیک 
تکنولوژی مبتنی بر آپتامــر می تواند جایگزین واقعی برای 
روش های ســنتی جهت تشــخیص و درمــان بیماری های 
عفونی شــود. از آنجا که احتمــال مقاومت یافتن باکتری ها 
بــه این روش درمانــی هم وجود دارد، یکــی از زمینه های 
تحقیقاتی بســیار مهم در آینده بررسی این موضوع خواهد 
بــود که آیا پس از این که مدتــی روش آپتامر به کار رفت، 
پاتوژن هایی که تحت تشــخیص و درمان با این روش قرار 

گرفته اند نسبت به آن مقاومت حاصل می نمایند یا خیر.
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