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ارزيابي جزء دوم حاصل از تفكيك آنتي ژنهاي دفعي-ترشحي 
توكسوپلاسما به روش كروماتوگرافي تعويض يوني  

 براي تشخيص توكسوپلاسموز در موش صحرايي
 

     (.M.D) **       دكتر مهدي محمودي(.Ph.D) *سيد حسين عبدالهي 
 

چكيده 
توكسوپلاسماگوندي   ترشحي–با توجه به گزارشات قبلي، به نظر مي رسد كه آنتي ژن هاي دفعي سابقه و هدف:

نشانگرهاي مناسبي جهت استفاده در تست هاي سرولوژي براي تشخيص توكسوپلاسموزيس باشند. چون در بررسي هاي 
 اين آنتي ژن ها به صورت تركيب كامل مورد استفاده قرار گرفته اند، اين مطالعه به منظور ارزيابي روش الايزا "قبلي معمولا

ترشحي تاكي زوئيت هاي توكسوپلاسما گوندي، براي تشخيص توكسوپلاسموزيس –بااستفاده از اجزاي آنتي ژن هاي دفعي
صورت گرفت. 

 ترشحي حاصل ار انكوباسيون تاكي زوئيت هاي توكسوپلاسما در –تركيب حاوي آنتي ژن هاي دفعيمواد و روش ها: 
 ، تفكيك و به روش الكتروفورزpHبه روش كروماتوگرافي تعويض يون تحت شيب RPMI-1640 محيط كشت غيرسلولي

Native- PAGE  .سرموش صحرايي نر درون زاد 40شناسائي شدند  (Inbred) هفته سن و غيرآلوده به توكسوپلاسما7-10 با  
)  Dye-Testتاكي زوئيت توكسوپلاسما از طريق داخل صفاقي تزريق و سرم روزهاي 4×106 انتخاب و به هركدام )منفي 

 آزمايش و باتوجه به نتايج آن، dye-test بعد از آلودگي آنها تهيه شد در مرحله بعد نمونه هاي سرم به روش 8،15،22،60
  ترشحي آزمايش شدند.–ز اجزاء آنتي ژن هاي دفعي سرم هاي مورد نظر انتخاب و به روش الايزا با استفاده ا

 بعنوان نمونه هاي مناسب 15 و 60 با توجه به نتايج آزمايش سرم روزهاي مختلف رتهاي آلوده ،سرم روزيافته ها :
/.تعيين گرديد كه 41 درصد اطمينان برابر99 تست الايزا با Cut-offشدند. تحت شرايط مورد نظر در اين بررسي،  انتخاب

 آلودگي و دو مورد از 60 آلودگي ، سه تا از نمونه سرم هاي روز15 تمام نمونه سرم هاي روز (OD)ميزان جذب نوري 
سرم هاي منفي بالاتر از آن بدست آمد. بنابراين تحت شرايط موردنظر در اين مطالعه حساسيت و ويژگي روش الايزا با 

 بعد از آلودگي به توكسوپلاسما و افتراق آن از 15استفاده از جزء دوم كروماتوگرافي تعويض يون براي شناسائي سرم روز 
  درصد مي باشد.91 درصد و 100 آلودگي به ترتيب 60روز

 باتوجه به يافته ها چنين استنباط مي شود كه جزء دوم كروماتوگرافي تعويض يون تهيه شده تحت شرايط استنتاج :
اين مطالعه نشانگر مناسبي  براي تشخيص و افتراق سرم مراحل مختلف توكسوپلاسموزيس به نظر مي رسد. 

 

توكسوپلاسموزيس، الايزا، آنتي ژن هاي دفعي- ترشحي، توكسوپلاسما گوندي كليدي: ‌هاي‌واژه
 

 
 دكتر سيد حسين عبدالهي، گروه ميكروبيولوژي، دانشكده پزشكي، ميدان انقلاب، رفسنجان. مولف مسئول: +

       E-mail: habdollahid38@yahoo.com 
استاديار گروه ميكروبيولوژي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي رفسنجان.  *

 دانشيار گروه بيوشيمي و بيوفيزيك، ، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي رفسنجان. **
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 3 1387 ، خرداد و تير 64مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                                     دوره هجدهم ، شماره 

مقدمه 
از جمله (Toxoplasmosis) توكسوپلا سموزيس 

عفونت هاي انگلي شايع در سراسر دنيا است كه در اثر 
گوندي  آلودگي به تك ياخته توكسوپلاسما

(Toxoplasma gondii) بروز مي كند. آلودگي در افراد  
علامت يا همراه با  با سيستم ايمني سالم معمولا بدون 

براي كودكاني كه در دوران  علائم خفيف مي باشد ولي
( مادرزادي) و افراد دچار نقص  جنيني آلوده شده اند

ايمني ممكن است عوارض شديد و حتي مرگ را به 
 ).1،2دنبال داشته باشد(

تشخيص سريع و دقيق توكسوپلاسموزيس داراي 
اهميت زيادي مي باشد زيرا با تشخيص بموقع و درمان 

عوارض ناشي از اين بيماري به ميزان قابل  مناسب،
توجهي كاهش پيدا مي كند. گرچه تلقيح نمونه به حيوان 
حساس، كشت سلولي و مشاهده ارگانيسم در برش هاي 

 شده از مايعات بدن براي تشخيص بافتي يا گسترش تهيه

توكسوپلاسموزيس از حساسيت و ويژگي مناسب 
برخودار مي باشند ولي به دليل نياز به امكانات خاص، 

صرف زمان نسبتا زياد براي مشخص شدن نتيجه 
آزمايش و خطر آلودگي افراد و محيط كار(به دليل كار 

با انگل زنده) معمولا در آزمايشگاه هاي تشخيص طبي 
). 3،4مورد استفاده قرار نمي گيرند (

تعيين آنتي بادي توليد شده عليه توكسوپلاسما در 
سرم افراد، روش رايج تشخيص توكسوپلاسموزيس 

است. وجود برخي مشكلات از جمله پايداري متفاوت 
ايمنو گلبولين هاي قابل شناسايي توسط آنتي ژن هاي 

مورد استفاده در اين روش ها، بروز مثبت كاذب در اثر 
وجود عوامل روماتوئيدي و آنتي بادي هاي طبيعي، 

تفسيبر نتايج اين آزمايشات و اعلام نظر قطعي در اين 
باره را مشكل مي كنند. اكثر اين مشكلات را به 

آنتي ژن هاي مورد استفاده در تست هاي طراحي شده 
براي اين منظور نسبت مي دهند، علاوه براين، تشخيص 

و افتراق فرم مزمن از فرم حاد بيماري با اين روش ها، 
مستلزم چند بار آزمايش سرم با فاصله زماني مي باشد كه 

اين موضوع در مورد تشخيص آلودگي در خانم هاي 
باردار اهميت زياد دارد، زيرا ممكن است در فاصله 

 ).5-7زماني تعيين آلودگي، انگل به جنين منتقل شود (

 بررسي هاي زيادي  به منظور شناسايي تركيباتي از 
توكسوپلاسما جهت استفاده بعنوان آنتي ژن در 

تست هاي سرولوژي طراحي شده براي تشخيص 
توكسوپلاسموزيس به منظور برطرف شدن مشكلات 

) در اين رابطه توجه 8فوق صورت گرفته است (
 /Excreted)محققين به آنتي ژن هاي دفعي-ترشحي

Secreted antigens) تاكي زوئيت هاي توكسوپلاسما 
) 1999جلب شده است. محمودزاده و همكاران (

 (Dot-ELISA)گزارش كردند كه روش الايزا نقطه اي
با استفاده از مايع صفاق موش سفيد كوچك 

 توكسوپلا سما RHآزمايشگاهي آلوده شده با سويه  
گوندي داراي ارزش تشخيصي بالايي براي تشخيص 

). 9توكسوپلا سموزيس در موش صحرايي مي باشد(
) نشان داد كه 1994مطالعات كازابون و همكاران (

برخي از آنتي ژن هاي دفعي ترشحي توكسوپلاسما و 
آنتي بادي هاي توليد شده عليه آنها تنها در زمان خاصي 

از دوره بيماري قابل شناسايي مي باشند همچنين نوع ، و 
 IgE IgMزمان قابل شناسايي بودن ايمنوگلبولينهاي 

IgAو IgG  توليد شده عليه اين آنتي ژنها در سرم 
موش هاي آلوده به سويه هاي مختلف توكسوپلاسما 

) 2002). الساندرا و همكاران (10متفاوت ميباشد(
گزارش كردند كه تركيب دفعي -  ترشحي 

كيلودالتوني از تاكي زوئيت هاي توكسوپلاسما، در 97
 ولي در مرحله IgM و IgGفاز حاد توكسوپلاسموزيس، 

 را شناسايي مي كند بنابراين بعنوان يك IgGمزمن تنها 
نشانگر مناسب براي استفاده در تست هاي تشخيصي قابل 
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 4 1387 ، مرداد و شهريور 65 مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                                دوره هجدهم ، شماره 

) 1998). ياماموتو و همكاران (11بررسي مي باشد (
تركيبات آنتي ژني موجود در مايع  گزارش كردند كه

صفاق موش آلوده به توكسوپلاسما گوندي (رسوب 
  ,  IgG درصد) 30 درصد-80سولفات آمونيوم اشباع

IgM , IgA ضد توكسوپلاسما را در سرم انسان شناسايي 
مي كنند و كاربرد آنها به عنوان آنتي ژن در تست هاي 

). در بين 12سرولوژي قابل بررسي مي باشند (
تكنيك هاي قابل استفاده براي تعيين آنتي بادي ضد 

توكسوپلاسما در سرم با بكارگيري آنتي ژن هاي دفعي-
ترشحي، روش الايزا با توجه به سادگي روش اجرا، در 
دست بودن مواد و وسايل انجام آن به صورت تجاري 

در قالب كيت هاي آماده، عدم نياز به دستگاه هاي گران 
 بالا مناسب تر به نظر مي رسد. "قيمت و حساسيت نسبتا

روش هايي مانند ايمونوبلاتينگ و راديوايمونواسي 
گرچه از ارزش تشخيصي مناسب برخوردار مي باشند اما 
به علت پيچيدگي روش اجرا، به كارگيري آنها در اكثر 

آزمايشگاه هاي تشخيص طبي مقدور نمي باشد. باتوجه به 
پايين بودن مقدار آنتي ژن هاي دفعي- ترشحي در واحد 
حجم، تركيب حاوي اين آنتي ژن ها در تست هايي مانند 

IHA لاتكس اگلوتيناسيون، عمل ثابت شدن آنتي ژن ، 
بر روي گلبول قرمز يا ذرات لاتكس ممكن است به 
 "خوبي صورت نگيرد، همچنين حساسيت الايزا نسبتا

 نانوگرم از آنتي ژن نيز 1-5بالاست به طوري كه با 
واكنش صورت ميگيرد، اين موضوع در رابطه با 

آنتي ژن هاي دفعي- ترشحي با توجه به كم بودن ميزان 
نسبي آنها در تركيب كامل نمونه هاي آنها اهميت بيشتر 

دارد. 
 باتوجه به خصوصيات گزارش شده از 

آنتي ژن هاي دفعي-ترشحي توكسوپلاسما، به نظر 
مي رسد اين آنتي ژن ها نشانگرهاي مناسبي جهت استفاده 

در تست هاي سرولوژي براي تشخيص 
). بنابراين از آنجايي 13،14توكسوپلاسموزيس باشند (

 بصورت E/SAكه در مطالعات قبلي تركيبات حاوي 
تركيب كامل مورد استفاده قرار گرفته اند. مطالعه حاضر 

–به منظور ارزيابي استفاده از اجزاء آنتي ژن هاي دفعي

ترشحي تاكي زوئيتهاي توكسوپلاسما گوندي براي 
تشخيص توكسوپلاسموزيس به روش الايزا در موش 

صحرايي صورت گرفت  . 
 

مواد و روش ها 
تهيه آنتي ژن 

براي اين منظور از روش پيشنهادي دارسي به شرح 
 زير استفاده شد:

 حاوي RPMI-1640دو ميلي ليتر محيط كشت 
 تاكي زوئيت شسته شده به لوله هاي در پيچدار 2×108

 درجه سانتيگراد 37منتقل و به مدت يك ساعت در 
تحت تكان ملايم انكوبه گرديد.سپس محتواي هر لوله 

 سانتريفوژو مايع رويي g×1000 دقيقه با دور 15به مدت 
 كمتر Cut offآن خارج و پس از  دياليز (كيسه دياليز با 

كيلودالتون ساخت شركت بيوژن، ايران)، تغليظ و 10از 
 ترشحي  در –به عنوان تركيب حاوي آنتي ژن هاي دفعي

). 15،16گرديد ( ـ درجه سانتيگراد نگهداري20
  حاصل از انكوباسيون تاكي E/SAتركيب حاوي 

زوئيت هاي توكسوپلاسما در محيط كشت غير سلولي 
RPMI  با روش كروماتوگرافي تعويض يون به شرح 

زير تفكيك گرديد.از دستگاه كروماتوگرافي ساخت 
 كشور آلمان مجهز به گراديانت Moller-wedeشركت 

 ساز استفاده شد.  محلول جدا كننده بافر تريس- اسيد 
 در ظروف مربوطه در 10 و 3 هاي pHكلريدريك با 

دستگاه گراديانت ساز ريخته و سپس به ستون 
كروماتوگرافي متصل و جريان بافر روي ستون برقرار 

 ، پروتئين هاي pHمي گرديد، در نتيجه با ايجاد شيب 
 هاي pH  مناسب آزاد (با توجه به pHمتصل به ستون در 

Archive of SID

www.SID.ir [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

26
 ]

 

                             3 / 10

www.sid.ir
www.sid.ir
http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-479-fa.html


 ارزيابي جزء دوم تفكيك آنتي ژنهاي دفعي-ترشحي توكسوپلاسما به روش كروماتوگرافي

 

 5 1387 ، مرداد و شهريور 65 مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                                دوره هجدهم ، شماره 

ايزوالتريك متفاوت پروتئين هاي مختلف) و به همراه 
مايع خروجي در لوله ها جمع آوري مي شد. 

ستوني ازژل كربوكسي متيل سفادكس (ساخت 
سانتيمتر 15×1با ابعاد  شركت مرك كشور آلمان)

 ميلي ليتر 3استفاده شد. حجم نمونه اضافه شده به ستون 
 60 ميلي گرم پروتئين و سرعت جريان خروجي 3حاوي 

ميلي ليتر در ساعت تعيين گرديد. جداسازي تحت شيب 
pHاز مايع  ) صورت گرفت. سه ميلي ليتر10تا3 (طيف

لوله) جمع آوري و 100خروجي ستون در هر لوله (جمعاً
ميزان جذب نوري محتواي هر لوله با استفاده از 

 كشور Moller-wede ساخت شركت (اسپكتروفوتومتر
 نانومتر تعيين و منحني مربوط 280آلمان) در طول موج 

به آنها رسم گرديد. سپس محتواي لوله هاي مربوط به 
 ساعت در برابر 24 مخلوط و به مدت  هر پيك با هم

 =4/7pH/ مولار  با 05بافر تريس اسيد كلريدريك 
دياليز و پس از تغليظ ميزان پروتئين آن به روش براد 

فورد محاسبه و به عنوان يك جزء محسوب 
). 16،17گرديد(

 

شناسايي اجزاء آنتي ژن هاي دفعي- ترشحي  
 به شرح Native-PAGEبراي اين منظور از روش

زير استفاده شد: 
 ميكروليتر بافر 40 ميكرو ليتر از هر فراكشن با 40

نمونه به كمك سرنگ هاميلتون به حفره هاي تعبيه شده 
در ژل منتقل گرديد.در اين مطالعه غلظت ژل پلي اكريل 

 انتخاب شد و به 120 در صدو شدت جريان 5/7آميد 
منظور برطرف شدن اثر حرارت روي نتايج الكتروفورز ، 

درطول مدت الكتروفورز ، آب سرد به طور دايم در 
اطراف صحفه ژل جريان داشت پس ازرسيدن پروتئين 

نشانه به خط پايان صفحه الكتروفورز، ژل از صفحه جدا 
). 18و با رنگ كوماسي بلو رنگ آميزي شد.(

تهيه نمونه هاي سرم: 

 كه سرم (Inbred) سر موش صحرايي نر درون زاد 40
آنها از نظر وجود آنتي بادي عليه توكسوپلاسما منفي بود 

(نقطه پايان تيتراسيون سرم آنها با روش رنگ سنجي به 
  و به طريق تك 1 :32طريق سريال رقت كمتر از 

 درصد تاكي زوئيت ها رنگ گرفته 95حفره ايي حداقل 
 تاكي زوئيت سويه 4×106بودند) انتخاب و به هركدام 

RH توكسوپلاسما به طريق داخل صفاقي تلقيح و 
 از آنها خونگيري و سرم آن 8،15،22،60روزهاي

جداگرديد. در مرحله بعد، نمونه هاي سرم روزهاي فوق 
مربوط به آنها با روش رنگ سنجي آزمايش شد و با 

 به روش الايزا 60 و 15توجه به نتايج آن، سرم روزهاي 
 (فراكشن دوم E/SAبا استفاده از تركيب حاوي 

 تهيه شده در اين مطالعه آزمايش شدند   كروماتوگرافي)
). نمونه سرم هاي قبل از آلودگي رتها بعنوان 12،16(

).  22،19نمونه هاي منفي در نظرگرفته شد.( 
 

 طراحي الايزا
الف :تعيين رقت مناسب كونژوگه و آنتي ژن 

اين قسمت در قالب الايزا مستقيم انجام شد .به اين 
 حفره اي مخصوص 96ترتيب كه در يك ميكروپليت 

 نشاندار شده Rabbite-AntiArtالايزا ، كونژوگه (
 دانمارك) درجهت DAKOباپراكسيد از،ساخته شركت

عمودي (ستون ها) و سرم درجهت افقي (رديف ها) و 
در ميكروپليت ديگر آنتي ژن (فراكشن دوم حاصل از 
كروماتوگرافي تعويض يون) در جهت افقي و سرم در 
جهت عمودي حفره هاي ميكروپليت بصورت سريال 
رقت دوبرابر رقيق شد بطوري كه واكنش هر رقت از 
كونژوگه وآنتي ژن بطورجداگانه با تمام رقتهاي سرم 
سنجيده شود.پس از پايان مراحل الايزا ،ميزان جذب 

نوري حفرههاي پليت ها با اسپكتروفتومتر چند كانالي 
 نانومتر تعيين شد. 492در طول موج 

ب ـ تعيين رقت مناسب سرم 
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1      2       3 

براي اين منظور،سه نمونه سرم منفي و سه نمونه 
سرم مثبت بارقت بالا ، متوسط ،و پايين انتخاب ودر 
قالب الايزا غير مستقيم آزمايش شدند بطور خلاصه 

ميزان مناسب از آنتي ژن به تمام حفره هاي ميكروپليت 
 رقت دو  خانه اي مخصوص الايزا جذب و سريال96

برابر و دوتايي (در دو ستون كنارهم )از سرم هاي مورد 
نظر در جهت عمودي حفره هاي ميكروپليت تهيه 

گرديد در پايان ميزان جذب نوري حفره هاي پليت 
 492بااستفاده از اسپكتروفتومتر چندكانالي در طول موج 

نانومتر تعيين شد. 
 تست Cut-offج ـ تعيين 

با رقت  تا)40در اين قسمت تمام سرم هاي منفي (
آنتي ژن، سرم و  مناسب (بدست آمده از مراحل بالا)

كونژوگه بصورت دوتايي در قالب الايزا غير مستقيم 
اي آزمايش شدندپس از تعيين  بصورت تك حفره

ميزان جذب نوري حفره هاي پليت با اسپكتروفتومتر 
 نانومتر ميانگين رقت هاي 492چندكانالي در طول موج 

دوتايي نمونه محاسبه و نمودار فراواني آنهارسم گرديد 
همچنين ميانگين و انحراف ازمعيار ميانگين هانيز محاسبه 

). 21،22شد(
  ه ـ انجام الايزا 

دراين مرحله پس از تعيين رقت مناسب گونژوگه ، 
 تست محاسبه و cut-offآنتي ژن رقت مناسب سرم ،

نمونه هاي سرم مورد نظر(سرمهاي منفي،سرم روزهاي 
 غير مستقيم بصورت تك رقتي  )به روش الايزا15و60

ويژگي و ) وباتوجه به نتايج حاصل، 21آزمايش شدند(
 حساسيت روش مذكور براي تشخيص توكسوپلاسموزيس

در موش صحرايي محاسبه گرديد. 
 
 

نتايج 
تهيه آنتي ژن هاي دفعي- ترشحي 

با روش مورد استفاده در اين مطالعه از هر 
 بدست E/SA ميكروگرم 15تاكي زوئيت حدود 2×108

 ميلي گرم آنتي ژن تهيه گرديد.  15آمد و جمعاً 
تفكيك و شناسايي آنتي ژن هاي دفعي- ترشحي : 

از كروماتوگرافي تعويض يون آنتي ژن هاي 
دفعي- ترشحي تهيه شده در اين مطالعه دو پيك حاصل 

شد(شكل يك)كه در الكتروفورز فراكشن اول سه و 
فراكشن دوم يك باند تشكيل دادند بنا بر اين فراكشن 

دوم بعنوان آنتي ژن انتخاب گرديد. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  فراكشن هاي Native-PAGE الكتروفوز :1شكل شماره
 ELSAبدست آمده از كروماتوگرافي تعويض يون 

تركيب كامل  -1
 فراكشن اول -2

 فراكشن دوم -3

 

تعيين رقت مناسب كونژوگه،  آنتي ژن و سرم  
در جدول تعيين عيار، تحت شرايط اين مطالعه 

  32/1، رقت مناسب آنتي ژن4000/1رقت كونژوگه
 

 ميكروگرم پروتئين در ميلي ليتر 25/6(حاوي 
تركيب حاوي آنتي ژن)و رقت مناسب سرم (آنتي بادي) 

آمد.    بدست200/1
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تست   Cut-offتعيين  
 ميانگين وانحراف از معيار ميزان جذب نوري

(OD) بدست 07/ و 20 نمونه سرم هاي منفي به ترتيب /
آمد و با توجه به اينكه منحني فراواني سرم هاي منفي 

درصد اطمينان 99كشيدگي به سمت راست داشت با 
Cut-off) 21 تست عبارت است از :(

41/0=  21/0+ 20/0=    Cut-off  = µ +  3SD 
 

  آزمايش نمونه هاي سرم
آلودگي ، 15  نتايج آزمايش نمونه هاي سرم روز 

 آلودگي وسرمهاي منفي به روش الايزا با 60روز 
استفاده از فراكشن دوم كروماتوگرافي(آنتي ژن انتخاب 

آمده است (حين 1،2،3شده) به ترتيب در جداول 
 سر از رت ها مردند بنابر اين نمونه 4مراحل خونگيري 

هاي سرم آنها از مطالعه حذف شدند). بررسي دادهاي 
تمام نمونه  مذكور نشان مي دهد كه ميزان جذب نوري

  تست cut-offآلودگي ، بيشتر از15سرمهاي روز 
مي باشد در نتيجه با شرايط مورد نظر در اين بررسي ، 

حساسيت تست الايزا- غيرمستقيم براي تشخيص 
 درصد 100 آلودگي  15توكسوپلاسموزيس در روز

مي باشد. 
 نشان مي دهد كه ميزان جذب نوري 2 جدول شماره 

  cut-off بالا تر از 60سه تا از نمونه سرم هاي روز 
مي باشد در نتيجه اختصاصيت تست براي افتراق سرم 

 آلودگي به توكسوپلاسما در مدل 60 از روز15روز 
 درصد مي باشد. 91حيواني مورد مطالعه 

 
 

بحث 
استفاده از آنتي ژن هاي غشائي و سيتوپلاسمي 

توكسوپلاسما در تست هاي سرولوژي به منظور 

تشخيص دقيق و افتراق فرم حاد از مزمن 
 توكسوپلاسموزيس مشكلاتي را به دنبال دارد. 

بررسي ها نشان داده است در صورتيكه آنتي ژن هاي 
دفعي- ترشحي توكسوپلاسما به طريق مناسب تهيه و 

تخليص شوند تركيبات آنتي ژنيك مفيدي براي استفاده 
در روش هاي سرولوژي به منظور برطرف شدن اين 

). 5،12مشكلات به نظر مي رسند(
در مطالعات قبلي معمولاً از مايع رويي كشت 

سلولي تاكي زوئيت هاي توكسوپلاسما و يا مايع صفاق 
موش سفيد آزمايشگاهي آلوده شده به اين انگل از 

استفاده شده است E/SAطريق داخل صفاقي بعنوان 
 ترشحي –) ولي آغشته بودن آنتي ژن هاي دفعي 11،12(

تهيه شده از اين طريق به پروتئين  هاي صفاق موش و 
مواد حاصل از كشت سلولي ، مشكلاتي را به دنبال 

داشته است بنابر اين ما از روش انكوباسيون تاكي زوئيت 
-RPMIهاي توكسوپلاسما در محيط كشت غير سلولي 

 1988 كه توسط دارسي و همكاران در سال 1640
پيشنهاد شداستفاده كرديم زيرا علاوه بر برطرف شدن 
مشكل آغشتگي ، زمان مورد نياز براي تهيه آنتي ژن 

هاي دفعي- ترشحي به ميزان قابل توجهي كاهش پيدا 
). 15،16مي كند (

ياسوهيروسوزوكي گزارش كرد كه 1987در سال 
آنتي بادي هاي توليد شده عليه آنتي ژن هاي گردشي 

توكسوپلاسما از روز دهم آلودگي قابل شناسا يي بوده 
و در روز هفدهم به بالاترين ميزان مي رسند 

) اين آنتي بادي ها را از 1994).كازابون و همكاران (23(
 بعداز آلودگي به توكسوپلاسماشناسايي و 17-13روز

 هفته E/SA  قابل شناسايي با    IgMگزارش كردند كه
 

پس از IgG اول آلودگي ظاهر مي شوند در حالي كه 
هفته دوم قابل شناسايي مي باشد بنا بر اين هفته  دوم 
آلودگي به توكسوپلاسموزيس را زمان مناسب براي 
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تهيه نمونه سرم از اوايل آلودگي به توكسوپلاسما براي 
مطالعه در رابطه با آنتي ژنهاي دفعي ترشحي پيشنهاد 

). همچنين مطالعات قبلي نشان داده اند كه 10كردند (
برخي از آنتي ژنهاي دفعي ترشحي توكسوپلاسما تنها 
در زمان خاصي از دوره بيماري در سرم قابل شناسايي 
مي باشند همچنين آنتي بادي هاي توليد شد عليه اين 

آنتي ژنها از نظر نوع و زمان قابل شناسايي در سرم 
) بنابر 11،14،24مراحل توكسوپلاسموزيس  متفاوتند(

اين در مطالعه حاضر بمنظور بررسي اين موضوع كه ايا 
روش الايزا تحت شرايط مورد نظر در اين مطالعه با 
استفاده از اجزاء آنتي ژن هاي دفعي ترشحي قابليت 

افتراق سرم مراحل مختلف توكسوپلاسموزيس را دارد، 
بعنوان نمونه سرم اوايل آلودگي و سرم روز 15سرم روز 

 بعنوان نمونه سرم مرحله مزمن انتخاب و آزمايش 60
شدند. 

در مطالعه حاضر فراكشن بدست آمد از تفكيك 
آنتي ژن هاي دفعي ترشحي  ( فراكشن دوم 

 آلودگي 15كروماتوگرافي تعويض يون) با سرم روز 
آلودگي  را شناسايي 60واكنش نشان داد ولي سرم روز 

نكرد اين حالت ( يعني واكنش اختصاصي فراكشني از 
E/SA با سرم مرحله خاصي از توكسوپلاسموزيس) در

مطالعات قبلي بندرت گزارش شده است دلايل مختلف 
را براي بروزاين حالت مي توان ذكر كرد از جمله نحوه 

تهيه نمونه هاي سرم از مراحل مختلف 
توكسوپلاسموزيس زيرا در بررسي هاي قبلي 

اساس انتخاب IgM  و  IgGمعمولاحضور يا عدم حضور
سرم مراحل مختلف توكسوپلاسموزيس قرار گرفته 

است همانطور كه قبلا بيان شد اين ايمنوگلبولينها بخاطر 
 پايداري متفاوت به تنهايي معيارمناسبي براي اين منظور 

 
 

نيستند بنابر اين ما نمونه هاي سرم را با توجه به زمان پس 
از آلودگي و تغييرات تيتر آنتي بادي در سرم انتخاب 

كرديم البته اين كار در رابطه با موارد انساني مشكل تر و 
 ). به نظر 6،5مستلزم صرف زمان بيشتر ي مي باشد (

  E/SAمي رسد روش مورد استفاده براي تفكيك اجزا
موثر بوده است زيرا در  نيز در بروز واكنش مورد نظر

 از روش هاي E/SAاكثرمطالعات قبلي براي تخليص 
ديگر از جمله رسوب سولفات آمونيوم با درجات اشباع 

مختلف استفاده شده است در نتيجه، فراكشن هاي 
حاصل، از خلوص كافي برخودار نبوده اند و محققين نيز 

از آن بعنوان يكي از علل عدم بروز واكنش اختصاصي 
بين سرم يكي از مراحل توكسوپلاسموزيس با فراكشن 

 ذكر نموده اند و استفاده از روشهاي E/SAخاصي از 
) 15،12مناسبتر را براي اين منظور پيشنهاد كرده اند (

بنابر اين ما روش كروماتوگرافي  تعويض يون را كه 
قدرت تفكيك مناسبي دارد براي اين منظور بكار برديم. 

روش تهيه آنتي ژن هاي دفعي- ترشحي بكار رفته در 
اين مطالعه نيز در بروز واكنش اختصاصي بين سرم با 
فراكشن دوم حاصل از كروماتوگرافي موثر مي باشد 

حاصل  عاري از آغشتگي به پروتئين هاي E/SA زيرا 
 مايع صفاق موش ويا مواد حاصل از كشت سلولي 

) 15،16مي باشد (
از يافته هاي اين مطالعه استنباط مي شود كه روش 
الايزا بااستفاده از آنتي ژن هاي دفعي ترشحي تهيه شده 

با روش مورد نظر(فراكشن دوم بدست آمد از 
حاصل از E/SAكروماتوگرافي  تعويض يون 

انكوباسيون تاكي زويئت هاي توكسوپلاسما در محيط 
) در اين مطالعه روش مناسب RPMI-1640غير سلولي 

  15(ويژگي و حساسيت نسبتابالا) براي افتراق سرم روز 
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 آلودگي به توكسوپلاسموزيس در موش 60از روز 
صحرايي به نظر مي رسد و ممكن است در رابطه با 

تشخيص فرم حاد از مزمن توكسوپلاسموزيس مفيد 
باشد. بنابراين لازم است موضوع از جنبه هاي مختلف   

و همچنين در رابطه با موارد انساني مورد بررسي قرار 
گيرد.  
 

 15 روز  هاي سرمنمونه  (OD)آزمايشنتايج  :1 شمارهجدول

 استفاده از باروش الايزا   شده با توكسوپلاسما) بهآلوده(رت هاي 

جزء دوم كروماتوگرافي تعويض يون آنتي ژن هاي دفعي- ترشحي 
 

 شماره
 OD  نمونهشماره OD  نمونهشماره OD نمونه

1 00/2  15 74/1  29 64/1  

2 92/1  16 55/1  30 76/1  

3 66/1  17 59/1  31 82/1  

4 70/1  18 04/1  32 64/1  

5 67/1  19 39/1  33 94/0  

6 68/1  20 67/1  34 54/1  

7 68/1  21 92/0  35 39/1  

8 95/0  22 39/1  36 39/1  

9 33/1  23 50/1  37 14/0  

10 04/2  24 75/1  38 15/0  

11 09/1  25 70/1  39 14/0  

12 47/1  26 93/1  40 13/0  

13 57/1  27 54/1  41 15/0  

14 54/1  28 20/2  42 16/0  

 

 41،40 ،42 هاي شمارهسرم منفي و  37،38،39 هاي ماره  ش◄
 (كنترل منفي ) بدون آنتي ژن بوده اند

 

 

 (رت هاي  60 سرم روزنمونه  (OD)نتايج آزمايش:  2شماره جدول

جزء دوم  استفاده از  باالايزا‌روش  با توكسوپلاسما) بهشدهآلوده 

كروماتوگرافي تعويض يون آنتي ژن هاي دفعي-ترشحي 
 شماره
 OD  نمونهشماره OD نمونه

 شماره
 OD نمونه

1 18/0  15 17/0  29 25/0  

2 16/0  16 15/0  30 19/0  

3 32/0  17 33/0  31 15/0  

4 23/0  18 34/0  32 23/0  

5 17/0  19 15/0  33 14/0  

6 26/0  20 27/0  34 18/0  

7 33/0  21 34/0  35 14/0  

8 14/0  22 67/0  36 23/0  

9 59/0  23 19/0  37 13/0  

10 28/0  24 20./0  38 16/0  

11 12/0  25 79/0  39 17/0  

12 23/0  26 25/0  40 22/0  

13 15/0  27 18/0  41 18/0  

14 15/0  28 15/0  42 25/0  
 

بدون  40،41،42 هاي‌سرم منفي و شماره 39 ،38 ،37هاي ‌شماره ◄
 (كنترل منفي) اند‌ژن بوده‌آنتي

 
 منفي  هاي سرمنمونه (OD)نتايج آزمايش : 3 شمارهجدول

روش الايزا و استفاده از   با توكسوپلاسما) بهشدههاي آلوده ‌(رت
جزء دوم كروماتوگرافي تعويض يون آنتي ژن هاي دفعي- 

  ترشحيس
 

 شماره
 OD نمونه

 شماره
 OD نمونه

 شماره
 OD نمونه

شماره 
 OD نمونه

1 29/0  12 21/0  23 22/0  34 11/0 
2 34/0  13 13/0  24 19/0  35 13/0 
3 18/0  14 21/0  25 15/0  36 25/0 
4 18/0  15 21/0  26 18/0  37 14/0 
5 26/0  16 18/0  27 12/0  38 14/0 
6 12/0  17 18/0  28 43/0  39 15/0 
7 25/0  18 32/0  29 34/0  40 17/0 
8 16/0  19 14/0  30 27/0  41 16/0 
9 15/0  20 23/0  31 15/0  42 14/0 
10 13/0  21 19/0  32 15/0  43 64/1 
11 17/0  22 16/0  33 12/0  44 76/1 

 

 41،40 ،42 هاي شمارهسرم منفي و 37،38،39 هاي ماره  ش◄  
 بدون آنتي ژن بوده اند(كنترل منفي )
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