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     پژوهشی  
  
  
  ازنــــــدرانـکــــــی مــــــــوم پـزشـلـشـــــگاه عـــه دانـلــــمج

   )14-20    ( 1386 سال     بهمن و اسفند    62  شماره   دهم هفدوره 

14  1386بهمن و اسفند  ، 62هم ، شماره هفد دوره                                                          مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                        

 علیه توکسوپلاسما در سرم انسان IgG طراحی کیت الیزا جهت تعیین
   و بررسی قدرت تشخیص آن ترشحی-آنتی ژن های دفعیبا استفاده از 

  

   (.M.Sc)** محمدکاظمی عرب آبادی (.Ph.D) *+ سید حسین عبداللهی
 

  چکیده
ــابقه  ــدفس ــسوپلاسموزیس   :و ه ــشخیص توک ــت ت ــج جه ــی(Toxoplasmosis) روش رای ــی تعی ــه   ن آنت ــادی علی ب

دسـت  ه   ترشـحی ب ـ   -های دفعی  ژن  از آنتی  مطالعات قبلی   در .باشد های سرولوژی می   آزمونتوکسوپلاسما در سرم به کمک      
 انگـل در مـایع صـفاق مـوش کوچـک            ،مطالعـه ایـن   در  . شـده اسـت    اسـتفاده    RPMIآمده از کشت انگل در محیط کشت        

دسـت آمـده بـه عنـوان آنتـی ژن در طراحـی کیـت الیـزای تـشخیص          بـه   هـای   و از آنتـی ژن     ه شـد  آزمایشگاهی کـشت داد   
  . شد ضد توکسوپلاسما استفاده های بادی آنتی

 روز قبل به طریق تزریق داخل صفاقی با تاکی 3مایع صفاق موش سفید کوچک آزمایشگاهی که  : ها مواد و روش
 سپس رسوب . گردیدژسانتریفیو دقیقه 15 مدت  بهg×750 به میزان کشیده شد و ،ما آلوده شده بودسهای توکسوپلا زوئیت

. داری شد در شرایط مناسب نگهE/SA از مایع رویی آن تهیه و به عنوان ترکیب حاوی )  درصد40(سولفات آمونیوم اشباع 
حاوی  های منفی و آزمایش و نمونه)  ساخت کشور ایتالیاIgGرادیم  ( الیزا(kit)اسباب های سرم انسانی با استفاده از  نمونه
IgG یزا با استفاده از ترکیب حاوی لاأیید شدند سپس مجدداً به روش  رنگ سنجی نیز تآزمون تعیین و باE/SA تهیه شده 

  .در این مطالعه آزمایش شدند
بـادی علیـه      نمونـه بـدون آنتـی      40 علیـه توکـسوپلاسما و       IgG نمونـه حـاوی      32،  با توجه بـه نتـایج آزمـایش        : ها  یافته

 78/0 الیـزا برابـر      آزمـون   نقطـه بـرش    ، اطمینان درصد 95 مطالعه با  تحت شرایط مورد نظر در این     . نتخاب شد توکسوپلاسما ا 
 تـر از   کـم IgGهـای حـاوی     عدد از نمونـه 5تر و جذب نوری  های منفی بیش تعیین گردید که جذب نوری سه عدد از نمونه       

  . محاسبه گردید درصد92و  84به ترتیب  الیزا ویژگی آزمونبنابراین حساسیت و . دست آمده  بنقطه برش
 جهت به دست مناسبیتواند ترکیب   نشان داد که مایع صفاق موش آلوده به توکسوپلاسما میحاضرمطالعه  : استنتاج
  .های تشخیص سرولوژی توکسوپلاسموزیس باشد  استفاده در روشبرای ترشحی -های دفعی ژن آوردن آنتی

  
  گوندی  ترشحی، توکسوپلاسما-های دفعی ژن وزیس، الیزا، آنتیتوکسوپلاسم :دی ـواژه های کلی

  
  
  

   دانشکده پزشکی، گروه انگل شناسی-رفسنجان  :ول ئمولف مس  +  دانشگاه علوم پزشکی رفسنجاناستادیار  ،انگل شناسیدکترای  *
E-mail: habdollahid38@yahoo.com 

  مربی دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان ،انگل شناسیکارشناسی ارشد  **
  3/11/1386:             تاریخ تصویب5/8/1386:            تاریخ ارجاع جهت اصلاحات 11/6/1386: ریافت تاریخ د
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 طراحی کیت الیزا علیه توکسوپلاسما

  

١٥  1386بهمن و اسفند  ، 62هم ، شماره هفد دوره                                                          مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                         

  مقدمه
از جمله  (Toxoplasmosis) توکسوپلاسموزیس

 اثر باشد که در های شایع در سراسر دنیا می بیماری
آلودگی به تک یاخته درون سلولی اجباری به نام 

 انسان از دو راه .)1(کند گوندی بروز می توکسوپلاسما
 سیر .)1(شود اکتسابی و مادرزادی به این انگل مبتلا می

بیماری در انسان به صورت دو مرحله حاد و مزمن می 
 اکثر عوارض، علائم و همچنین انتقال آلودگی از  وباشد

 .)2(دهد  جنین در مرحله حاد بیماری رخ میمادر به
دقیق توکسوپلاسموزیس حائزاهمیت است زیرا  تشخیص

 عوارض ناشی از ،با تشخیص به موقع و درمان مناسب
 .)3(کند این بیماری به میزان قابل توجهی کاهش پیدا می

هایی مثل  روش از برای تشخیص توکسوپلاسموزیس
 حساس، کشت سلولی و های بالینی به حیوان تلقیح نمونه

توان استفاده کرد   میهای بافتی شناسایی انگل در برش
باشند   برخوردار میی از ویژگی و حساسیت مناسبکه

ولی به دلیل نیاز به امکانات خاص، طولانی بودن زمان 
مشخص شدن نتیجه و خطر آلودگی افراد و محیط کار، 

ده های تشخیص طبی معمولاً مورد استفا در آزمایشگاه
بادی تولید شده   لذا تعیین عیار آنتی.)4(گیرند قرار نمی

های سرولوژیکی در  علیه توکسوپلاسما به کمک روش
سرم افراد مبتلا روش رایج تشخیص توکسوپلاسموزیس 

  .)3(شود محسوب می
اتی ـرکیبـایی تـور شناسـه منظـادی بـات زیـمطالع

اده ـ استفرایـژن ب یـوان آنتـه عنـا بـوپلاسمــوکسـاز ت
های تشخیص سرولوژی برای بهبود ارزش  در روش

 در این .)3،4(ه استـورت گرفتـا صـه تشخیصی آن
  ترشحی-های دفعی رابطه توجه زیادی به آنتی ژن

)(Excreted/Secreted Antigensهای   تاکی زوئیت
هایی   باتوجه به ویژگی.)5(است توکسوپلاسما جلب شده

رسد این   به نظر می،زارش شدهها گ ژن که برای این آنتی
  بادی  ها نشانگرهای مناسبی برای شناسایی آنتی آنتی ژن

  

  .)6(باشند علیه انگل در سرم می
های قابل استفاده برای تعیین  در بین تکنیک

کارگیری ه بادی ضد توکسوپلاسما در سرم با ب آنتی
 روش الیزا با توجه به ، ترشحی-های دفعی ژن آنتی

وش اجراء، در دسترس بودن مواد و سادگی نسبی ر
های  وسایل انجام آن به صورت تجاری در قالب کیت

قیمت و حساسیت  های گران آماده، عدم نیاز به دستگاه
  .)7(رسد تر به نظر می نسبتاً بالا مناسب

ی نشان داده که ـهای قبل ایج بررسیـن نتـهمچنی
 ترشحی -های دفعی روش الیزا با استفاده از آنتی ژن

توکسوپلاسما دارای ویژگی و حساسیت نسبتاً بالایی 
برای تشخیص توکسوپلاسموزیس در موش صحرایی 

 در این مطالعات معمولا مایع رویی کشت .)8(باشد می
 که RPMI- 1640سلولی توکسوپلاسما یا محیط کشت 

 شده پروراندههای توکسوپلاسما در آن  تاکی زوئیت
تفاده شده اسE/SA است به عنوان ترکیب حاوی 

ها دو مشکل اساسی   این روشاستفاده از. )8،9(است
 -های دفعی آنتی ژنکه شرایط تولید  اول این: دارد

 متفاوت (In vitro)  آزمایشگاهیانگل درمحیطترشحی 
باشد و این تفاوت   می(In vivo)  درون تنیبا محیط

ها مانند  ممکن است روی شکل آنتی ژنی این آنتی ژن
ن و دیگر تغییرات بعد ازترجمه موثر باشد گلیکوزیلاسیو

 ترشحی با این -های دفعی تهیه آنتی ژنکه  و دوم این
و نیاز به دستگاه و امکانات  بوده ها نسبتا مشکل روش

 مایع صفاق موش  ازلذا در این مطالعه. )8،9(خاص دارد
جهت درون تنی  به عنوان محیط کوچک آزمایشگاهی
 و میزان دقت و شداده ها استف تولید این آنتی ژن

ها  های الیزای تولیدی با این آنتی ژن حساسیت کیت
های   از آنتی ژنهشدهای استفاده  گیری و با کیت اندازه

 بنابراین. گردید مقایسه  آزمایشگاهیحاصل از محیط
 آزمون ارزیابی روش الیزا به عنوان ،هدف این مطالعه
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   و همکارحسین عبداللهیسید                هشی    پژو  
  

 

16  1386بهمن و اسفند  ، 62هم ، شماره هفد دوره                                                          مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                         

ا های تشخیص طبی ب آزمایشگاه حساس و رایج در
استفاده از رسوب سولفات آمونیوم اشباع مایع صفاق 

 به عنوان یتوکسوپلاسما گوندموش سوری آلوده به 
 علیه توکسوپلاسما در سرم IgGآنتی ژن برای تعیین 

  .باشد انسان می
  

  مواد و روش ها
  : تهیه آنتی ژن -1

های سفید کوچک آزمایشگاهی  مایع صفاق موش
  توکسوپلاسماRH سویههای  روزقبل با تاکی زوئیت3که

 به روش )لیتر  در هر میلیتاکی زوئیت 106(گوندی 
 با ه شد وکشید ،تلقیح داخل صفاقی آلوده شده بودند

 سپس مایع  و دقیقه سانتریفیوژ15 به مدت g×750  دور
برای تهیه . شد جدا E/SAرویی به عنوان ترکیب حاوی 

، پس از )درصد 40( رسوب سولفات آمونیوم اشباع
نمک تدریجاً به ، یین مقدار سولفات آمونیوم مورد نیازتع

ظرف حاوی مایع صفاق موش که روی همزن و در 
 سپس .محل مناسب از نظر حرارت قرار داشت اضافه شد

ول به مدت یک شب در یخچال نگهداری و پس ـمحل
 سانتریفیوژ g750 که به مدت نیم ساعت با دور از این
 رسوب در مقابل بافر مایع رویی آن خارج و ،گردید
سه ی سپس با قرار دادن ک. مولار دیالیز شد05/0تریس 
تغلیظ ) کولر گازی(ل جریان شدید هوا ـز در مقابـدیالی

. و به روش براد فورد میزان پروتئین آن تعیین گردید
دار تقسیم و ضمن افزودن آنتی  های درپیچ سپس در ویال
استفاده، تا زمان گراد   درجه سانتی-20بیوتیک در 

  .داری شد نگه
  

  : تهیه نمونه های سرم
های تشخیص  از افراد مراجعه کننده به آزمایشگاه

گیری  پزشکی رفسنجان خون طبی وابسته به دانشگاه علوم
وم ـزا رادیـت الیـاده از کیـا استفـرم بـای سـه ونهـو نم
IgG ساخت کشور ایتالیا به منظور تعیین IgG علیه 

 آزمون مواد یش شدند و با روشتوکسوپلاسما آزما
با توجه به نتایج .  نیز تأیید شدند(dye-test) رنگی

 dye-Test و IgGهای سرم با کیت الیزا  آزمایش نمونه
 نمونه منفی از نظر وجود 40 و IgG عدد سرم حاوی 32

  .آنتی بادی علیه توکسوپلاسما انتخاب گردید
  

  :طراحی الیـزا
، آنتی ژن کونژوگه مناسب های  تعیین رقتپس از

 که در شد (Cut off)  نقطه برشو سرم اقدام به تعیین
  : آورده شده است،ادامه روش

  

  : نقطه برش تعیین
در این قسمت تمام سرم های منفی با رقت مناسب 

به ) تعیین شده در مراحل قبل(آنتی ژن، سرم و کونژگه 
صورت دو تایی در قالب الیزا غیر مستقیم به صورت 

 آزمایش شدند پس از تعیین میزان جذب تک رقتی
دستگاه سنجش طیف  با (Plate)صفحه های  نوری حفره

 نانومتر، میانگین 492 چند کانالی در طول موج نور
ها محاسبه و نمودار فراوانی  های دو تایی نمونه رقت
چنین میانگین و انحراف معیار  ها رسم گردید هم آن

  .)5(ها نیز محاسبه شد میانگین
  

  :یـزالجام اان
های مورد نظر به روش  در این مرحله نمونه سرم

الیزا مستقیم به صورت تک رقتی آزمایش و با توجه به 
نتایج حاصل، ویژگی و حساسیت روش الیزا برای تعیین 

IgGعلیه توکسوپلاسما در سرم انسان محاسبه گردید .  
  

  یافته ها
  :انجام الیزا

   ژن و سرمتعیین رقت مناسب کونژگه، آنتی) الف
  : ن عوامل زیر در جدول تعیین عیارـر گرفتـبا در نظ

  هـایی    حفـره  .(Plateau-height) ارتفاع خط تـراز      -
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 طراحی کیت الیزا علیه توکسوپلاسما

  

17  1386 ، بهمن و اسفند 62 مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                  دوره هفدهم ، شماره 

 به ؛ها آنتی ژن یا آنتی بادی وجود داشت  که در آن  است  
 میـزان   ،عبارت دیگر با تعیـین رقـت آنتـی ژن و یـا سـرم              

  .ها تغییر پیدا نکرد جذب نوری در آن
 میـــزان . (Background plate) صـــفحه زمینـــه -

های غیر اختصاصی و بدون      جذب نوری ناشی از واکنش    
  . استارتباط با فعالیت آنزیم

 آخرین رقتی از آنتـی      .(End-point) نقطه انتهایی    -
زمینه که میزان جذب نوری آن بالاتر از        است  ژن یا سرم    

(Background)برای هر مورد تحت شرایط این . باشد   
500نژگــهمطالعــه رقــت کو

، رقــت مناســب آنتــی ژن 1

100
   و رقت مناسب سرم مطابق رقت مناسـب شـرکت     1

  

  .سازنده کیت مورد استفاده تعیین گردید
  

  آزمون  نقطه برشتعیین) ب
های منفی با رقـت مناسـب       تمام سرم  ،در این قسمت  

) ل قبـل  دست آمـده از مراح ـ    ه  ب( آنتی ژن، سرم کونژگه   
 غیر مسقیم به صورت تک رقتی آزمایش     یدر قالب الیزا  

 صفحههای    پس از تعیین میزان جذب نوری حفره       .شدند
 چند کانـالی در طـول مـوج         دستگاه سنجش طیف نور   با  

 محاســبه شــد و µ/ = 32 هــا  نــانومتر، میــانگین نمونــه450
 SD/. = 23 همچنـین    .نمودار فراوانی آنهـا رسـم گردیـد       

 بـه    درصـد  95 با حـدود اطمینـان        نقطه برش  که در نتیجه  
  .شرح ذیل محاسبه شد

78/0= 23/0×2+32/0Cut 0ff: µ+2SD=  
  
 الیزای غیر مـستقیم بـا       ویژگیتعیین حساسیت و    ) ج

   درصد40استفاده از رسوب سولفات امونیوم اشباع 
یـزای غیـر    های منفی بـه روش ال      نتایج آزمایش سرم  

هــای آلــوده بــه  مــستقیم در جــدول شــماره یــک و ســرم
ــسانی  ــسوپلاسموزیس ان ــدول توک ــماره درج ــده 2 ش  آم

دهـد کـه در      هـای مـذکور نـشان مـی         بررسـی داده   .است
  نقطـه بـرش    هـا از    داده ز سـه عـدد ا     ،های سرم منفی   نمونه

هـای   های سرم تر است و همچنین در نمونه  مورد نظر بیش  
. ند هـست  تـر   کـم   نقطه بـرش   ها از   از داده  مورد پنج   ،آلوده
بـرای  این با توجه به شرایط مورد نظر در این بررسی           بنابر

 92 ، اختـصاصیت      درصد 84 مورد نظر حساسیت     آزمون
 و ارزش اخبـاری   درصد90، ارزش اخباری مثبت    درصد

هچنین حدود کای دو برای  .باشد  می درصد88منفی آن 
 72-96 برابر    درصد 95 با دامنه اطمینان     آزمونحساسیت  
 درصد، بـرای  84-100برابر ن  ویژگی آزمو  برای   درصد،

ــت  ــاری مثب ــر ارزش اخب ــد80-100، براب ــرای  درص  و ب
  . محاسبه گردیددرصد 83-93ارزش اخباری منفی 

  
  
  های تهیه شده از صفاق موش با استفاده از آنتی ژنیزائ غیر مستقیم به روش ا لسرم های منفی نمونه ) OD(نتایج آزمایش  :1  شمارهجدول

OD  شماره نمونه  OD  شماره نمونه  OD  شماره نمونه  OD  شماره نمونه  OD شماره نمونه  
208./  33  261./  25  289./  17  217./  9  216./  1 

498./  34  703./  26  248./  18  307./  10  269./  2  
202./  35  277./  27  172./  19  797./  11  250./  3 

171./  36  248./  28  189./  20  958./  12  390./  4  
084/1  37  274./  29  329./  21  238./  13  278./  5  
218./  38  711./  30  270./  22  212./  14  235./  6  
210./  39  174./  31  006./  23  630./  15  211./  7  
244./  40  284./  32  754./  24  204./  16  180./  8 
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  های تهیه شده از صفاق موش  آنتی ژنبا استفاده از به روش ا لیزائ غیر مستقیم IgG سرم های حاوینمونه) OD(نتایج آزمایش : 2 شماره جدول
  

OD  شماره نمونه  OD  شماره نمونه  OD  شماره نمونه  OD شماره نمونه  
875./  25  262/1  17  524/1  9  871./  1  
257./  26  960./  18  254/2  10  855./  2 

881./  27  248/1  19  590./  11  056/2  3 

205/1  28  747./  20  496./  12  890./  4 

977./  29  554./  21  349/2  13  005/1  5 

373/1  30  260/1  22  296/1  14  850./  6 

850./  31  880./  23  268/1  15  790./  7 

798./  32  288/1  24  908./  16  001/1  8 

  
  

  بحث
های  آزمونبیشتر مشکلات در رابطه با استفاده از 

سرولوژی برای تشخیص توکسوپلاسموزیس را به آنتی 
 .)8(دهند ها نسبت می آزمونکار رفته در این ه های ب ژن

مطالعات انجام شده به منظور شناسایی ترکیباتی از 
توکسوپلاسما به عنوان نشانگر مناسب جهت بهبود 

های سرولوژی برای تشخیص  ارزش تشخیصی روش
 -های دفعی ژن دهدکه آنتی توکسوپلاسموزیس نشان می

های توکسوپلاسما در این رابطه از  ترشحی تاکی زوئیت
  .)8تا6(هستندی برخوردار اهمیت خاص

درمطالعات قبلی معمولاً از مایع رویی کشت سلولی 
 که تاکی RPMI-1640 محیط کشت درتوکسوپلاسما 

 شده بودند پروراندههای این تک یاخته در آن  زوئیت
 اگر )9( استفاده شده استE\SAبه عنوان ترکیب حاوی 

های تهیه شده با این روش از خلوص  ژن چه آنتی
ها دو   این روش استفاده از،ری برخوردار هستندت بیش

های  ژن آنتیکه شرایط تولید اول این: مشکل اساسی دارد
 (In vitro)  آزمایشگاهیانگل در محیط ترشحی -دفعی

باشد و این   می(In vivo)درون تنی متفاوت با محیط 
ها  تفاوت ممکن است روی شکل آنتی ژنی این آنتی ژن

 و دیگر تغییرات بعد از ترجمه مانند گلیکوزیلاسیون
 - های دفعی تهیه آنتی ژنکه   و دوم این)9(موثر باشد

ها نسبتا مشکل و نیاز به دستگاه و  ترشحی با این روش
  .)10(امکانات خاص دارد

های   گزارش کرد مایع صفاق موش)1998(اماتو پ
سفید کوچک آزمایشگاهی که از طریق تزریق داخل 

ای توکسوپلاسما آلوده شده ه صفاقی با تاکی زوئیت
بادی علیه  های انسانی حاوی آنتی سرم بودند با

 این محقق هم .)11(دهد توکسوپلاسما واکنش نشان می
 درصد از 30-80چنین رسوب سولفات آمونیوم اشباع 

های  ای با نمونه سرم  را به روش الیزا نقطهاین ترکیبات
 آزمایش و گزارش نمود که رسوب سولفات ،فوق
آنتی  درصدی حاوی ترکیبات 30-40ونیوم اشباع آم

 بنابراین .)11(باشد تری نسبت به بقیه اجزاء می ژنیک بیش
های توکسوپلاسما  رسد با تلقیح تاکی زوئیت به نظر می

کوچک آزمایشگاهی  های ازطریق داخل صفاقی به موش
ها را به عنوان ترکیب حاوی  توان مایع صفاق آن می

تهیه آنتی .  برداربه کترشحی  -های دفعی آنتی ژن
های دیگر  های مذکور از این طریق نسبت به روش ژن

های  باشد و با استفاده از روش تر می تر و ارزان آسان
  .ها را نیز بر طرف کرد توان آغشتگی آن تخلیص می

های قابل استفاده برای تشخیص  در بین تکنیک
   )ELISA(کارگیری روش الیزا ه  ب،توکسوپلاسموزیس
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پاک شدن هایی مثل   زیرا روش.رسد تر به نظر می مناسب
 و سنجش پرتوب ایمنی (Immunobloting)ایمنی 

(Radioimmuno Assay)  گرچه از ارزش تشخیصی
به خاطر  ها به کارگیری آن ،باشد مناسب برخوردار می
های تشخیص   در اکثر آزمایشگاه،ارپیچیدگی روش اج
 به پایین بودن مقدار آنتی  با توجه.باشد طبی مقدور نمی

 ترشحی در واحد حجم ترکیب حاوی -های دفعی ژن
س ـ، لاتک IHAد ـی ماننـهای آزمونها، در  ژن این آنتی

 عمل ثابت شدن آنتی ژن بر روی  وآگلوتیناسیون
های قرمز یا ذرات لاتکس ممکن است به خوبی  گلبول

ی  به طور؛ست احساسیت الیزا نسبتاً بالا. صورت نگیرد
 نانوگرم از آنتی ژن نیز واکنش صورت 1-5که با 

 - های دفعی گیرد این موضوع در رابطه با آنتی ژن می
ها در  ترشحی با توجه به کم بودن نسبی میزان آن

تری  ترکیب کامل نمونه حاوی آنتی ژن اهمیت بیش
  ).2 و 1  شمارهجدول(دارد 

 یزا باد که روش الده های این مطالعه نشان می یافته
)  درصد40(استفاده از رسوب سولفات آمونیوم اشباع 

مایع صفاق موش سفید آزمایشگاهی آلوده شده به 
 علیه توکسوپلاسما در IgGتوکسوپلاسما برای شناسایی 

تواند جایگزین   و میباشد  مییسرم انسانی روش مناسب
های  های به دست آمده از محیط استفاده از آنتی ژن
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