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 : کيده چ

ابتلاء به عفونت در . سوپلاسما گوندي از تک ياخته هاي ايجاد کننده بيماري در انسان و بسياري از حيوانات خونگرم استتوک :نه وهدفيزم

باعث   ،مبتلا به نقص ايمني  فعال شدن عفونت در افرادنيهمچن. شودجنين مي زنان باردار سبب ايجاد عوارض شديد مغزي و عصبي در 

 صيتشخ ن رابطهيدر ا.  بيماري را به دنبال دارد بهبوددرمان سريع و, تشخيص سريع عفونت در مرحله حاد . توکسوپلاسموز منتشر مي گردد

 .دهد ي از عفونت حاد  بدست ميف بهترير تع،  اجزاي آنانگل و

 با استفاده از  ژن محلول توکسوپلاسماي آنت. به توکسوپلاسموز حاد جمع آوري شدمبتلا نمونه سرم از افراد ۲۰ ،اين بررسيدر  :روش کار

 کلونال با ي پلي باديآنت.  ژن ايمن شدندين آنتي خرگوش با ايتعداد. استخراج شد RHه ي سوي زوئيت هاي از تاکروش سونيکاسيون

 با استفاده از  آزمون ايمنوبلاتينگ. از سرم  خرگوش ها استخراج شديونيبادل  تيوماتوگراف رسوب سرم در نمک و کرياستفاده از روش ها

تک ياخته براي B1  با استفاده از يک جفت پرايمر از ژن PCR  آزمون  .دشآنتي ژن توکسوپلاسما راه اندازي  براي تشخيص ي بادين آنتيا

 .  در اين نمونه سرمها انجام شدآن  در DNAتشخيص وجود 

 bp۵۷۰ سرم قطعه نيادر . مشاهده شدنگ يمنوبلاتي با روش ا کيلو دالتوني آنتي ژن۳۰ قوي نوارست سرم ي ب از اين نمونهدر يک :جينتا

ين نتايج مثبت در هر دو آزمون مربوط به فردي بود که در محيط ا. دي مشاهده گردزين PCR انگل با روش  درDNAحاصل از تکثير 

 .  به صورت اتفاقي آلوده شده بود و در فاز حاد بيماري قرار داشتC56بيماريزاي تقريباً آزمايشگاه با سويه 

 ص استي قابل تشخ  PCRنگ ويمنوبلاتي اي حاد با روشها در مرحله نشان داد که توکسوپلاسموزين بررسيج حاصل از اي نتا:يريجه گينت

 . داردياتينقش ح يمنيستم ايان به نقص سي مبتلاو  در يص ودرمان توکسوپلاسموز مادرزادين امر در تشخيکه ا

 

 PCR آزمون ، ايمنوبلاتينگ ، توکسوپلاسما گوندي :کليدي گان واژ
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٢  شجاعی و همکاران هسعيد/  

 : مقدمه

بيماري است با گسترش نوعی توکسوپلاسموزيس 

  اد ـجهاني که توسط تک ياخته توکسوپلاسما گوندي ايج

باشد  خوش خيم و  گذرا مي" عفونت معمولا. مي شود

(Bastien 2002). ابتلاء مادر باردار سبب ايجاد عوارض 

در افراد مبتلا به نقص ايمني و در . شديد درجنين مي گردد

, شدن عفونت  مبتلايان به ايدز يا گيرندگان پيوند نيز فعال

 (Ahn et al. 1997). سبب انتشار آن درتمام بدن مي شود

صاب درمان مناسب حتي در ابتلاء به موارد شديد سيستم اع

 درمان در نوزادان بدون , همچنين؛ي کارايي داردکزمر

 . علامت در اوايل عفونت نقش پيشگيري کننده دارد

ر پايه روشهاي  بتشخيص توکسوپلاسموزيس

 که)  .Van E van et al (1991سرولوژيک استوار است 

صاصي عليه تآنتي بادي هاي اخن روشها يبا استفاده از ا

 .(Raizman and Neva 1975)رددگ  تعيين ميعفونت 

  ؛ دارندکارايي کمي" روشهاي سرولوژيک معمولا

 ؛اد مبتلا به نقص سيستم ايمنيبخصوص در نوزادان و در افر

 تشخيص آن مي تواند يبنابراين تشخيص انگل و يا اجزا

 .Hafid et al( به دست دهد,عفونت حاد  از رابهتري

يوانات ح رپاره اي از مطالعات انجام شده د). 2001

    ي را درطول دوره م آنتي ژن,انسان هاآزمايشگاهي و 

 . کرده اندافت يوندي ــونت حاد با توکسوپلاسما گعف

Van Knapen et al. 1977; Araujo and) 
(Remington 1980 .در مطالعات متعدد وجود همچنين 

پارازيتمي درطول عفونت حاد در موارد تجربي و انساني 

 .(Bastien 2002)  است گزارش شده

تلايان به بم سرم تعدادي از در ,بررسي حاضر در

 آنتي ژن هاي توکسوپلاسما ,د توکسوپلاسموزاشکل ح

انگل با روش  DNAنگ و يگوندي با روش ايمنوبلات

PCRجستجو شده است  . 

 
 

 : روش کار

ابتدا آنتي , به منظور تهيه آنتي بادي جهت ايمنوبلاتينگ 

موش هم   سر۲۰تعداد . هيه شدژن محلول توکسوپلاسما ت

  باتاکي زوئيت هاي Balb/cوزن و هم سن از نژاد 

  تلقيح مورد به صورت داخل صفاقيRHتوکسوپلاسما سويه 

 شستشوتوسط محتويات صفاق  , پس ازچهارروز.  شدندواقع

انجام مراحل  پس از.  خارج شد,با سرم فيزيولوژي استريل

 ,قهيدور در دق۱۰۰۰۰رسونيکاسيون و سانتريفوژ د, و شستش

ي حاصل از سانتريفوژ برداشت و با روش برادفورد يمايع رو

 ۵۰۰ هر خرگوش حدود ي برا.اندازه گيري پروتئيني انجام شد

 با  يولوژيزيسرم فتر ي ليليم۵/۰ميکروگرم پروتئين در حجم 

ادجوانت کامل فروند بخوبي مخلوط شد و به تر ي ليليم۵/۰

دو تزريق . وش تزريق گشتصورت داخل پوستي به خرگ

ماه انجام شد و سپس خونگيري از  يادآور بافواصل يک

آنتي بادي با استفاده ازرسوب سرم . خرگوش صورت پذيرفت

 يوني خالص تبادلو کروماتوگرافي سولفات آمونيوم در نمک 

 . شد

 حاد شکل به مشکوک سرم از افراد ي هانمونه

 ي تورم غدد لنفاو چون تب وي علائميکه داراتوکسوپلاسما 

اين سرمها ابتدا با . جمع آوري شدر بغل بودند يگردن و ز

استفاده از روش ايمنوفلورسانس غير مستقيم ارزيابي و 

 بودند انتخاب ۴۰/۱ بالاتر از IgMکه داراي تيتر  مواردي

اين سرمها به .  تهيه شد۱۰/۱از نمونه هاي سرم رقت . شدند

 و سرم منفي و مارکر , سما  آنتي ژن محلول توکسوپلاموازات

 پس . الکتروفورز شدند,پلي اکريل آميد% ۱۰استفاده از ژل با 

  نوارهاي ,از بلات شبانه ژل بر روي کاغذ نيتروسلولز

  نيتروسلولز درمعرض آنتي بادي خالص شده خرگوش و

پس .  قرار گرفتنددازي پراکسIgG رابيت ي کونژوگه آنتسپس

 برروي نوارهاي نيتروسلولز مشاهده  نتايج,از افزودن سوبسترا

 . گشت

 آزمون ، توکسوپلاسما گونديDNAبراي تشخيص 

PCR  با استفاده از ژن B1 تکرار بار۳۵اين تک ياخته   که در 
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 ... /  در توکسوپلاسماگوندی DNA                                                                                                                    تعيين آنتی ژن و

 

٣

  ها يبا اين توال دو پرايمر .انجام شد ,شود يم

5’ATTGCCCGTCCAAACTGCAACAACTG و 

5’TGGGTCTACGTCGATGGCATGACAA
C  ند شديطراح .DNA با استفاده از کيت  توکسوپلاسما

استخراج و با استفاده از  سرم از  QIA Gene  يکمپان

 ۹۴ دريپس از دناتوراسيون ابتداي. شدتکثير ، PCRروش 

 چرخه شامل ۳۵,  دقيقه۴بمدت  گراد يدرجه سانت

 ۵۸اتصال در, بمدت يک دقيقه  درجه۹۴دناتوراسيون در

 دقيقه و ۱  بمدت ه درج۷۲تکثيردر ,  ثانيه ۴۵مدت  بدرجه

 دقيقه انجام ۱۰بمدت گراد يدرجه سانت ۷۲ درينهاي تکثير

نتايج . الکتروفورز شد% ۱ در ژل آگار PCRمحصول . شد

 با اتيديم برومايد با استفاده ازدستگاه يپس از رنگ آميز

 . ترانس الميناتور مشاهده گشت

 

 :نتايج 

 پس از انجام تزريق آنتي ژن به خرگوش  از حيوان

 افزايش قابل     ELISAبا انجام آزمون. خونگيري شد

پس از . ملاحظه اي در آنتي بادي توليدي مشاهده گشت

رسوب در نمک و (اتمام مراحل خالص سازي 

و  انجام شد SDS – PAGEالکتروفورز ) کروماتوگرافي

.  منفرد از خلوص آن اطمينان حاصل شدنواربا مشاهده يک 

يمنوبلاتنيگ با آنتي ژن بکار آنتي بادي خالص شده در ا

 .  آن نيز مشاهده شديويژگکه  ;رفت

پس از انجام ايمنوبلاتنيگ بر نمونه هاي سرم افراد 

در يک مورد از سرمها باند آنتي ژني  , حادمبتلا به شکل

 ينواردر سرم کنترل منفي .  کيلو دالتوني مشاهده شد۳۰قوي

 .)۱شکل (ديده نشد

شکل  هاي سرم افراد مبتلا به  بر نمونهPCRپس از انجام 

 مشاهده شد bp ۵۷۰نوارحاد توکسوپلاسموز در يک مورد 

 در کنترل نواراين . که حکايت از وجود پارازيتمي داشت

 استخراج شده از تاکي زوئيتهاي DNA (مثبت

 ينواردر کنترل منفي هيچ . نيز مشاهده شد) توکسوپلاسما

 .)۲شکل (ديگردمشاهده ن

 

 : بحث

مطالعات معدودي درزمينه تشخيص آنتي ژن 

اين مطالعات . توکسوپلاسما در موارد حاد انجام شده است

 سفيد کوچک ي هادرمدل تجربي و با استفاده از موش" عمدتا

  وهمکاران Hafidبه عنوان مثال . آزمايشگاهي انجام شده اند

 آنتي ژني را در موشهاي تلقيح شده با ينوارها ندتوانست

لاسما گوندي از روز اول تا هفتم بعد از عفونت با توکسوپ

 و همکاران  Huskinson.دنگ تشخيص دهنروش ايمنوبلاتي

 سرم موش ي نمونه هانيز آنتي ژن هاي توکسوپلاسما را در

ص يشخ ت ELISAبعد از تلقيح با روش چهار روز

 .(Huskinson et al. 1989)ندداد

به فرم " را سرم که ظاه۲۰از تعداد  ،بررسي حاضر در

گ در يک نحاد عفونت مبتلا بودند پس از انجام ايمنوبلاتي

اين فرد به صورت اتفاقي و . نتي ژني مشاهده شدنوار آمورد 

 مبتلا به C56بيماريزاي تقريباً در محيط آزمايشگاه با سويه 

وي نمونه  حاد بيماري از توکسوپلاسموز شده بود که در فاز

نوبلاتينگ نتيجه مثبت مشاهده  و با روش ايمگيري بعمل آمد

 . گشت

 از روش ،اين تک ياخته براي تعيين پارازيتمي در

PCRاين مورد نيز مطالعاتي صورت گرفته  در.  استفاده شد

جوندگان  است که قسمت عمده آنها استفاده از مدل تجربي در

 پارازيتمي در موشهاي تلقيح شده با ،به عنوان مثال. بوده است

توکسوپلاسما از روز اول تا هفتم عفونت با سويه ويرولان 

 ;Weiss 1995(  تشخيص داده شده استPCR روش
Angel et al. 1997; Hafied et al. 1992; Nguyen 

et al. 1996; Jose et al. 1993.(  

 براي تشخيص PCRزمون  آ,در مدل انساني

وتيک انجام ينتوکسوپلاسموز جنيني و با استفاده از مايع آم
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٤  شجاعی و همکاران هسعيد/  

 تا ۶۵حساسيت و  )(Grover et al. 1990  است دهيگرد

 . شده استارش  آن گزيبرا% ۸۰

 نتايج PCR, در مبتلايان به آنسفاليت توکسوپلاسمايي     

 .Lamoril et al (% ۱۶که از ؛ متفاوتي را نشان داده است

 با استفاده از خون (Filice et al. 1993)  %۸۶تا ) 1996

 . محيطي متغير بوده است

 مورد مبتلا به فرم حاد ۲۰ از ,بررسي حاضردر 

نه تشخيص  انگل در يک نمو DNAتوکسوپلاسموزيس

 در محيط آزمايشگاه C56 که با سويه بيماريزاي داده شد

 .آلوده شده بود

 

 :يريجه گينت

پارازيتمي در مدت بسيار کوتاهي از ابتلاء به   آنتي ژنمي و

  ر مورد توکسوپلاسموز صورت مي پذيرد و اين زمان د

 .سويه هاي غير بيماريزا کمتر از سويه هاي بيماريزا است

روشهايي که در تشخيص سريع توکسوپلاسموز در  استفاده از

 قدمي در درمان سريع موارد نديآکار ه مرحله حاد ب

 ع عفونت دريآورد و درمان سر يم مــ فراهتوکسوپلاسموز

 يـص ايمنجنيني و افراد مبتلا به نق توکسوپلاسموز موارد

 . باشد مي يـاتيح

 

 : اني دتشکر و قدر

 حليمه صميمي از مساعدت و همکاري سرکار خانم ها

اين مقاله نتيجه .  مي گرددتشکر و قدردانيو شيرين جعفريان 

 معاونت پژوهشي ,۲۲۴۰ شماره  مصوباز طرحقسمتي 

     تهران  و خدمات بهداشتی، درمانیدانشگاه علوم پزشکي

 .مي باشد
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 ... /  در توکسوپلاسماگوندی DNA                                                                                                                    تعيين آنتی ژن و

 

٥

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 

                                                             a             b            c                                                      

  ايمنوبلاتينگ نمونه سرم انساني در فاز حاد توکسوپلاسموز‐١شکل 

a : مارکر)IgGرنگ شده با پانسواس ، ) ، آلبومين ، اوالبومين ،b :  ،آنتي ژن محلول توکسوپلاسما 

c : سرم انسان مبتلا. 

 

 
  

 
 
 

              500bp                                                                                                               570 bp 
 

     
 

                             c                                                                   b           a 

 

  استخراج شده از سرم انساني مبتلا به توکسوپلاسموزDNA نمونه PCR ‐٢ شکل

a :  محصولPCR نمونه DNAاستخراج شده از سرم انساني مبتلا به توکسوپلاسموز  

b : ٦کر شماره مار) Roche( 
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