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 مقاله پژوهشي

 

 تهيه آنتي ژن سوماتيك از فوزاريوم سولاني جهت تشخيص 
  سرولوژيك فوزاريوزيس

   
  **فريده زينيدكتر ،  *محمدرضا آقاميرياندكتر 

 
 ٣٠/٥/٨٤:   ،  پذيرش  ٢٦/١٢/٨٣ :دريافت 

 

 :چكيده
شـود و    وسط فوزاريوم سـولاني ايجـاد مـي        فوزاريوزيس بيماري قارچي سيستميك با اهميتي مي باشد كه اغلب ت           :مقدمه و هدف  

تهيه آنتي ژن مناسب از فوزاريوم سولاني در تشـخيص فوزاريـوزيس توسـط تسـتهاي سـرولوژيك                  . نسبت به درمان مقاوم است    
 ـ                    . ميتواند مفيد باشد   دنبـال  ه  اين مطالعه به منظور تهيه آنتي ژن سوماتيك از فوزاريوم سولاني انجام شد، آنتـي ژن تهيـه شـده ب

 .ريق به خرگوش منجر به پيدايش آنتي بادي گرديدتز
 فوزاريوم سولاني جهت استخراج آنتـي ژن اسـتفاده شـد، عصـاره آنتـي       UAMH ٧٤١٩از سويه   تجربي   در اين مطالعه     :روش كار 

 فوزاريوم سولاني بدسـت آمـد و پاسـخ     UAMH ٧٤١٩ژنيك مورد استفاده از طريق كشت متحرك و خردكردن ميسليوم سويه            
 الايزاو   Immunoelectrophoresis Counter (CIE( بادي بدنبال تزريق آنتي ژن عصاره سوماتيك به خرگوش از طريق تستهاي              آنتي

 .بررسي گرديد و همچنين آنتي ژن سوماتيك فراكشنه شد
يـوم   فوزارUAMH ٧٤١٩ بدنبال اجراي كشت متحرك و خردكردن ميسـليوم و فراكشـنه كـردن عصـاره سـماتيك سـويه                 :نتايج  

سولاني دو جزءآنتي ژنيك متفاوت تحت عنوان آنتي ژن خام و فراكشن هاي آنتي ژنيك بدست آمد، فراكشن هـاي آنتـي ژنيـك          
 . ي ايجاد نمود كه از طريق تست اليزا مورد بررسي قرار گرفتتردر مقايسه با آنتي ژن خام پاسخ هاي ايمونولوژيك مؤثر

يك مناسب در جهت شناسايي سرولوژيك بيماريهاي قارچي فرصت طلب نقش بسـزايي را               دسترسي به منابع آنتي ژن     :نتيجه نهائي   
 .ايفا مي نمايد

  

  فوزاريوم سولاني / سزيفوزاريو / آنتي ژن سوماتيك : كليد واژه ها
 

 :مقدمه 
فوزاريوزيس يك بيماري قارچي مهم است كه نسـبت               

  ايجـاد   به درمان مقاوم بوده و اغلـب بـا فوزاريـوم سـولاني            
مي شود، اين قارچ رشته اي ساپروفيت واجد ديواره عرضي          

)Septate( شفاف رشته با و(hyaline) مستعد  درشرايط كه است
نوتروپني وايدز، پيوند مغزاسـتخوان، سـرطان، سـوختگي،         

،  انـدوكارديت  هـايي نظيـر    بيمـاري  تواند تروما، ديابت، مي  
 كراتيـت ايجـاد   و ، پريتونيت ، عفونت منتشره اندوفتالميت

 بسـياري از  به    عفونت منتشره ناشي ازاين قارچ      .)١( نمايد
 
 

ــه هــاي . )٢(داروهــاي معمــول مقــاوم اســت  راه ورود گون
فوزاريوم دستگاه تنفس وپوست مي باشـد، جايگـاه اصـلي           
 عفونت به ترتيب پوست وخون وريـه اسـت، قـارچ پـس از             

ضـايي  ورود و استقرار از طريق خون دربدن منتشر شده، اع         
  )٣(كنـد  چون ريـه، قلب،كبـد، طحال،كليـه رادرگيـر مـي          

گونه هاي شايعي كه ازعفونتهاي انساني گزارش شـده انـد           
 و فوزاريــوم )Fusarium solani(شــامل فوزاريــوم ســولاني

 و فوزاريــوم مونيليفــورم )F.oxysporum(اكســي ســپوروم 
)F.moniliform( باشند مي)معمولترين  فوزاريوم سولاني .)٢ 
 
 

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ   
 )aghamirian2001@yahoo.com( قزويندانشگاه علوم پزشكي انگل شناسي و قارچ شناسي دانشكده پزشكي  گروه ريااستاد *

 استاد گروه انگل شناسي و قارچ شناسي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران **
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عامل فوزاريوزيس بوده و همچنين قادر بـه ايجـاد آسـم و             
ــرژي در انســان اســت   ــراي تشــخيص    مــي.)٤(آل ــوان ب ت

عفونتهاي ناشي از فوزاريوم از تستهاي سرولوژيك استفاده         
ژن اختصاصـي دارد و از       كرد كه اين تستها احتياج به آنتي      

. آنجا كه آنتي ژن قارچ مزبور در كشور ما تهيه نشـده بـود             
 مبادرت به تهيه آنتي ژن از عصاره سـوماتيك          ين هدف با ا 

فوزاريوم سولاني گرديد، ورما نيز با استفاده از فيلترة كشت 
 .)٥(فوزاريوم سولاني آلرژن هاي متعددي بدست آورد

 :روش كار
دانشكده  آزمايشگاه قارچ شناسي   در تجربياين مطالعه         

 سـوية   .بهداشت دانشگاه علوم پزشـكي تهـران انجـام شـد          
 UAMH (University of Alberta ٧٤١٩فوزاريوم سولاني 

Microfungs collecion & Herbarium)   از كانـادا تهيـه 
گرديد اين سويه از بيمار جدا شده بود، سويه مزبور برروي           
محيط جامد سابورو دكستروز آگـار محتـوي كلرامفنيكـل          
تجديد كشت گرديـد و سـپس از ايـن محـيط بـه محـيط                

ارلـن مايرهـاي محتـوي كشـت      . ايع منتقل شد  سابوروي م 
گـراد     درجـه سـانتي    ۳۰  روز در حـرارت    ١٤مايع به مـدت     

نگهـداري و هـرروز چنــدبار تكـان داده شــدند تـا از رشــد     
 در سـطح محـيط      (sheet)ارگانيسم بصورت ورقه ميسليال     

 روز جهت حصـول  ۱۴پس از گذشت    مايع جلوگيري شود،    
 به صورت ميکروسـکوپي     ها  بودن ، نمونه    از اطمينان خالص  

هـاي   و ميسـليوم  هاي آلوده حـذف گرديـد         بررسي و نمونه  
ميكرون از مـايع    /. ٤٥قارچي به روش فيلتراسيون با فيلتر       

هـاي ميسـليومي را دوبـار بـا آب مقطـر             تـوده . جدا گرديد 
سپس در ظرفي استريل جمع آوري       و استريل شستشو داده  

 نگهـداري  -٤٠° Cشدند و پس از تزريق كـردن در دمـاي      
ليتر از فسفات    ميلي ١٠در ميسليومي تودة از گرم٤. گرديدند

پروتئـازي   هـاي  كننـده   حاوي مهـار   pH =٤/٧بافر نمكي با  
 بـا  (Edmund Buhler)مخلوط شده با دستگاه همـوژنيزور  

 ثانيـه خـرد     ٣٠ بار و هر بار براي     ١٠ براي   ٢٠٠٠ rpmدور  
ل بـا   شد، ميسليومهاي خرد شـده در همـوژنيزور نوبـت او          

 به كمك گلوله هـاي شيشـه اي بـا        (B.Broun)هموژنيزور  
 ثانيه خـرد    ٣٠ بار و هر بار براي       ١٤ براي   ٤٠٠٠ rpmدور  
 محلول شـيري بدسـت آمـده طـي دو مرحلـه در            )٦(شدند

g  × دقيقه و در١٥ به مدت ٢٢٠٠ g  × به مدت ٢٥٠٠٠ 
 درجه سـانتيگراد سـانتريفوژ شـد و مـايع           ٤ دقيقه در    ٤٥

، )٦((Beckan Avanti j-25)ب جـدا گرديـد   رويي از رسـو 
 به مــــــدت)  سوماتيـــــكعصارة(ل ــآنگاه مايع حاص

 
  ديــاليز شــد  ٤ ° C در برابــر آب مقطــر در   ســاعت ٢٤

(sigma, cut off 12000)) سـپس مـايع ديـاليز شـده     )٧ ،
 در   و (Freeze-Dryer FD-1 EYELA)ليـوفيليزه گرديـد  

C °نجش پروتئين در محلول    س عمل )٣( نگهداري شد  -٤٠
حاوي يك ميلي گرم پودر عصارة سوماتيك در يـك ميلـي      

و عصـارة   ) ٨(ليتر آب مقطر به روش برادفورد انجام گرفت         
% ١٠ ژل   SDS-PAGEسوماتيك بدست آمـده در حضـور        

تعيين وزن مولكولي شد، براي آنكه دانسته شود آنچه كـه           
ار خرگوش  تهيه شده قدرت توليد آنتي بادي را دارد از چه         

سفيد آزمايشگاهي استفاده شد براي ايمن سازي خرگوش        
 ميكروگـرم پـروتئين عصـارة سـوماتيك         ٢٥٠هربار مقـدار  

مخلوط با ادجوانت در حجمي مساوي در چهار نوبت اول با           
و  Freund`s complete adjuvant (FCA(ادجوانـت كامـل  

ــاقص    ــت نـــ ــا ادجوانـــ ــدي بـــ ــاي بعـــ  در نوبتهـــ
)Freund`s incomplete adjuvant (FIA   ــه ــا ب ، تزريقه

قبـل از ايمـن   ) ٨(فاصله سه هفته بـا هـم صـورت گرفـت       
 در مقابل عصارة (CIE)سازي خرگوش از سرم آنها با روش 

سوماتيك سويه هاي فوزاريوم سولاني آزمايش بعمل آمـد،         
 هفته بعد از آخرين تزريـق از سـرم خرگوشـها بـا روش               ٢
)Immunoelectrophoresis Counter( CIE  ــارة و عصـــــ

پروتئينهاي سوماتيك آزمايش بعمل آمد، آنچـه كـه تهيـه           
شد آنتـي ژن خـام بـود سـپس عصـارة سـوماتيك سـويه                
فوزاريوم جهت تهيـه فراكشـن آنتـي ژنيـك از سـفادكس             

١٠٠- G و ستون cm١×٤٠ Pharmacia با بافر M و ١٥/٠ 
٢/٧ = pH ٢ و پيــك ١پيــك  عبــور داده شــد و) Peak1 ، 

Peak2()  بدست آمدند و ضـمنا    ) ٢٨ و   ١٢شن  اكحاوي فر" 
دو فراكشن با روش الكتروفورز ژل پلي اكريل آميـد در            هر

ــين وزن  ژل دهSDS (SDS-PAGE)حضــور  درصــد تعي
 و  ٢٨ و   ١٢و سپس برروي فراكشـن هـاي        . مولكولي شدند 

 )pooled(پولـد   آنتي ژن خام با سـرم خرگوشـها بصـورت           
ا اليزاريدر خوانده   آزمايش اليزا انجام شد و بعد نتيجه كار ب        

 با هـم    ٤٠٥ nmهاي خوانده شده در طول موج       ODشد و   
مقايسه شدند، همچنين در موش به كمك سيكلوفسفاميد        

ــويه   ــولاني سـ ــوم سـ ــا فوزاريـ ــاد UAMH ٧٤١٩بـ  ايجـ
فوزاريوزيس تجربي شد و سپس از موشها خون گرفته و بر           

 . انجام شداليزاسرم آنها تست 
 :نتايج 

هـاي    برضـد عصـاره    CIE شاهد كه با     سرم خرگوشهاي      
 سوماتيك سوية فوزاريوم كنترل شدند تمامي منفي و فاقد 
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 ارةـــــــو بعد از ايمن سازي به كمك عص. بادي بود آنتي

پروتئينهاي سوماتيك همراه با ادجوانت، سرم خرگوشها بـا         
CIE ١شكل (مثبت بود٦٤/١ تا تيتر(.  

 
 
 
 
 
 
 
 

خام  هيپرايميون خرگوش با آنتي ژن سرم CIE آزمايش:۱شكل 
فوزاريم  سوماتيك  پروتئينهايUAMH 7419فوزاريوم سولاني 

هاي   شاهد منفي و شماره۱ شماره UAMH 7419سولاني سويه 
  مي باشندهاي تزريق شده بعدي مربوط به سرم خرگوش

 

 كـه آزمـايش ادامـه    ٦٤٠/١و با اليزا سرم خرگوشها تا تيتـر          
 ـ      ود و همچنـين مشـخص شـد كـه          يافت واكـنش مثبـت ب

ژن خـام بـا      هاي عصارة سوماتيك نسبت بـه آنتـي        فراكشن
هـاي    بكـار رفـت جـواب      پولدسرم خرگوشها كه به صورت      
 مشخص شـد    (SDS-PAGE)بهتري ارائه نمودند، با روش      

 ١٠٠ تـا    ١٤ بانـد پروتئينـي از       ٢١كه آنتي ژن خام داراي      
 ٩٥ و   ٨٦ داراي وزن مولكـولي      ١٢كيلو دالتون و فراكشـن      
 ٤٣ و   ٣٦ داراي وزن مولكـولي      ٢٨كيلو دالتون و فراكشـن      

 سـرم موشـهاي     الايزاكيلو دالتون است، همچنين در تست       
 و  ١پيـك   (داراي فوزاريوزيس تجربي با آنتي ژن سوماتيك      

 تـا تيتـر     UAMH ٧٤١٩ فوزاريوم سولاني سـويه      )٢پيك  
 بـه   ٢٨ و   ١٢ فراكشـن    ODو  ) ٢شـكل   (مثبت بـود     ٦٤٠/١

 OD برابـر    ٧ برابـر و بـراي آنتـي ژن خـام            ٨ و   ١١ترتيب  
 .)١جدول (بلانك بود 

 

 با pooledمقايسه نتايج بدست آمده از سرم موش  : ١جدول 
آنتي ژن خام ) Peak2 (٢٨و فراكشن ) Peak1 (١٢فراكشن 

  با روش اليزاUAMH 7419فورازيوم سولاني سويه 
 آنتي ژن خامOD ٢٨ فراكشن OD ١٢  فراكشنOD  معكوستيتر

٢٠/١ 
٤٠/١ 
٨٠/١ 
١٦٠/١ 
٣٢٠/١ 
٦٤٠/١ 
 )١(بلانك 
 )٢(بلانك 

٧٦٩/١ 
٦٨٤/١ 
٦٩٢/١ 
٦٦٥/١ 
٦٤٤/١ 
٥٨٩/١ 
١٤٧/٠ 
١٢٢/٠ 

٧٧٨/١ 
٦٨٤/١ 
٦٣٩/١ 
٦٥١/١ 
٥٩٦/١ 
٥٢٠/١ 
١٩٠/٠ 
١٧٠/٠ 

٥١٥/١ 
٤١٢/١ 
٣٢٦/١ 
٢٦١/١ 
٠٩٣/١ 
٠٤٤/١ 
١٤٠/١ 
١٣٩/٠ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 سرم موش با آنتي ژن خام و فراكشنهاي اليزاش آزماي : ٢شكل 
آنتي ژنيك فورازيوم سولاني سويه ) Peak2 , Peak1 (٢٨و١٢

UAMH 7419 
 

 :بحث
فوزاريوزيس يك بيماري خطرناك قارچي است كه بـا               

استفاده از آنتي ژن مناسب و تستهاي سرولوژيك مي توان          
ژنز آنتـي ژنهـا مسـئول ايمنوپـاتو       . به تشـخيص آن رسـيد     

بيماريهاي قارچي بوده به همين دليل شناخت بهتر رابطـه          
. قارچ با ميزبان و بررسي و شناسايي آنتي ژنهـا لازم اسـت            

گونه فوزاريوم سولاني متعلق به كلاس دوترومايست اسـت         
ترين آئروآلرژنها و عامل مهـم ايجـاد كننـده           و يكي از مهم   

ه عصارة   براي تهي  مطالعه در اين    .)٩(فوزاريوزيس مي باشد  
سوماتيك فوزاريوم سـولاني از كشـت متحـرك در محـيط            
ســابوروي مــايع و بــراي خردكــردن از روش مكــانيكي، بــا 
دستگاه هموژنيزور و گلوله هاي شيشـه اي اسـتفاده شـد،            
ــا    ــارائي روشــهايي چــون شــوك اســمزي ي ــدم ك ــرا ع زي

هاي مكرر انجماد و ذوب در تهيه عصـارة سـوماتيك       سيكل
ي زياد و آسيب ناپـذير بـودن ديـوارة          قارچها به علت سخت   

آنها ثابت شده است، پـس از خـرد كـردن سـلول، بقايـاي               
ــل ــوارة ســلول و ارگان ــه كمــك   دي هــاي داخــل ســلولي ب

 جداسازي شـد تـا پروتئينهـاي        ٤ ° Cسانتريفوژ در دماي    
درون سلولي آزاد شده تحت تأثير گرمـاي محـيط دنـاتوره     

ازي پـروتئين   هـا بـراي جداس ـ      خرد شدن سلول   .)٨(نشوند
بنـابراين  ،  سبب رهاسازي پروتئازهـاي سـلولي مـي شـود           

بايستي از اثر آنها برروي پروتئينهاي ارگانيسـم جلـوگيري          
نمود به همين دليل در بررسـي اخيـر بـراي تهيـه عصـارة              

 بولاگسوماتيك از مهار كننده هاي پروتئازي همانطور كه         
خشـك   جهت تغليظ و     .)٦(پيشنهاد كرده بود استفاده شد    

كردن نمونه هـا از روش ليوفيليزاسـيون اسـتفاده شـد تـا              
 ، ودـــــنگهداري طولاني مدت آنتي ژن ها امكان پذير ش

      ١       ٢       ٣       ٤      ٥      ٦        ٧        ٨ 
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توان براي تغليظ پروتئين از روشهاي ديگري هـم          البته مي 
استفاده كرد كه بعضي از اين روشهاي تغليظ سبب دناتوره          

 نــــ در اي.)٦(شدن غير قابل بازگشت پروتئين مي شوند
بررسي جهت ايجاد آنتي بادي در خرگوش از چهار تزريـق           

 فوزاريـوم   UAMH ٧٤١٩عضلاني عصارة سوماتيك سـوية      
سولاني و ادجوانت كامل و ناقص اسـتفاده شـد ادجوانتهـا            
موادي هستند كه پاسخ ايمني را تشديد مي كنند و باعـث   
بقاي بيشتر آنتي ژنها در بدن موجـود زنـده شـده و بطـور               

 را افـزايش مـي دهنـد،    T و B تعداد لنفوسـيتهاي    انتخابي
ها  سپس براي جستجوي پاسخ آنتي بادي در بدن خرگوش        

 خرگوشــها پولـد  و اليـزا بـا اسـتفاده از سـرم     CIEاز روش 
هــاي بيشــتري را  ژن  آنتــيپولــداســتفاده شــد زيــرا ســرم 

 وجــود واكــنش متقــاطع بــين .)١٠(شناســايي مــي نمايــد
سليوم، آسپرژيلوس، كلادوسپوريوم،   پني   فوزاريوم، آلترناريا، 

 پـس در آزمايشـات      .)١١(استمفيلوم نشان داده شده است    
سرولوژيك شايسته است از فراكشن آنتـي ژنيـك مناسـب           
استفاده شود، و با استفاده از روش ژل فيلتراسيون كه خود           
نوعي كروماتوگرافي مي باشد مـي تـوان از مجموعـه اي از             

ورما نيز انتي ژنهاي فيلترة     . آنتي ژنها فراكشن بدست آورد    
 را با استفاده    FUSS ١٣٥٩٦كشت فوزاريوم سولاني سويه     

ــيون   ــوني و ژل فيلتراس ــويض ي ــاتوگرافي تع  از روش كروم
 FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)و 

كه همه فراكشنها فعاليت آلرژيك      نمود ثابت و نمود فراكشنه
 .)٥(قدرت را دارا مـي باشـد      دارند اما يكي از آنها بيشترين       

ــيون و      ــتفاده از ژل فيلتراس ــا اس ــز ب ــه ني ــن مطالع در اي
 براي سويه فوزاريوم سولاني مـورد نظـر         G-١٠٠سفادكس

وزن مولكولي   (١٢فراكشن تعدادي فراكشن بدست آمد كه    
 و ٣٦وزن مولكـولي   (٢٨و فراكشن )  كيلو دالتون٩٥ و   ٨٦
،  اليـزا    ك با روش  با آنتي ژن خام سوماتي    )  كيلو دالتون  ٤٣

OD با انتخاب فراكشن آنتـي ژنيـك   . بهتري را نشان دادند 
مناسب براي تشخيص فوزاريوزيس از ايجاد جوابهاي مثبت     
كاذب بخاطر تشابه آنتي ژنيك با قارچهاي ديگر جلوگيري         
شده ويژگي تست در مقايسه با آنتي ژن خام افـزايش مـي       

گلوكـوس و   ژيلوس  ريابد، آسپرژيلوس فوميگـاتوس و آسـپ      
آسپرژيلوس فلاووس داراي تشابه آنتي  ژنيك زياد هستند         
اما هركدام از اين سه گونه هـم بـراي خـود آنتـي ژنهـاي                

 و مهم دستيابي به اين ژنهاي       .)١١(منحصر به فردي دارند   
  ، تسـتهاي سـرولوژيك اسـت      اختصاصي گونه جهت انجام   

 رـيشتبنابراين لازم است درموارد لازم آنتي ژنهاي قارچها ب

 
ــا       ــا ب ــوان از آنه ــا بت ــوند ت ــتاندارد ش ــده اس ــالص ش  خ
ــاط     ــن ارتب ــه دراي ــرد، البت ــتفاده ك ــتر اس ــان بيش  اطمين
 ثابـت نگهداشـتن شـرايط كشـت بـراي يكنواخـت مانــدن       
آنتي ژنهاي مربوطه نيز لازم است فاكتورهـاي رشـد مثـل            
دما، مدت انكوباسـيون وجـود اكسـيژن و تركيـب محـيط             

ــي ژ  ــاد آنت ــت در ايج ــت   كش ــائز اهمي ــارچي ح ــاي ق  نه
 .)١٠(هستند 

  : نتيجه نهائي
دسترسي بـه منـابع آنتـي ژنيـك مناسـب در جهـت                    

شناسايي سرولوژيك بيماريهاي قارچي فرصت طلب نقـش        
 .بسزايي را ايفا مي نمايد
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