
 

                                                       )مجله پژوهشي دانشكده پزشكي(پژوهش درپزشكي               

                      دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شهيد بهشتي      

  315 تا 311صفحات ، 1386 مستانز، 4، شماره 31 دوره          

  

 استرونژيلوئيدس استركوراليس) L3(شناسايي پروتئينهاي لارو فيلاريفرم 

  به روش وسترن بلات
  * دكتر هوشنگ خزان ،دكتر بهرام كاظمي ،مهري محمودي ،دكتر سهيلا روحاني

 
 يد بهشتي دانشگاه علوم پزشكي شه ،دانشكده پزشكي ،شناسي و قارچ شناسي انگلگروه  *

  چكيده

لارو  جستجوي. پراكنده  است گرمسير جهان نيمهاسترونژيلوئيدس استركوراليس انگلي است كه در مناطق گرمسير و  :سابقه و هدف

تعداد كمي لارو به صورت متناوب  آلودگي خفيف،با  يماران مزمنشناسي در مدفوع مشكل است، زيرا بخش بزرگي از ب هاي انگلآزمونبا 

ژن  اما هنوز آنتي باشند اران مزمن و بدون علامت ميقادر به شناسايي بيم) ELISA ،IFA( هاي سرولوژيكيتست. كنند دفع مي

هاي  ژن اين بررسي با هدف تشخيص آنتي .باشد استرونژيلوئيدس استركوراليس به منظور استفاده روتين تشخيصي در دسترس نمي

 .ن انجام شده استايمونوژن اين انگل براي اولين بار در ايرا

هاي لارو بيمار، 2در  .اتر و كشت آگار پليت بيماران شناسايي شدند –با آزمايش مدفوع به سه روش مستقيم، فرمالين : بررسي روش

 25روز بعد از انكوباسيون مدفوع در محيط آگار پليت در دماي  6-7هاي فيلاريفرم لاروبعد از كشت،  .مشاهده شد (L1)م رابديتي فر

سپس ميزان پروتئين . هاي پروتئاز سونيكه شدند حاوي مهاركنندهPBS  ميكروليتر 250لارو در  12000. ه سانتيگراد بدست آمدنددرج

تفكيك شده و به روي كاغذ نيتروسلولز منتقل  SDS-PAGEانگل با روش  پروتئينهاي لارو فيلاريفرم. روش برادفورد تعيين شد با

توكسوكاريازيس، هيداتيدوزيس ( هاي انگليعفونت استرونژيلوئيدس استركوراليس و ديگر افراد مبتلا بهسرم تست وسترن بلات با  .شدند

  .انجام شد )0/ 001و  01/0،  1/0(هاي مختلف در رقت سرم فرد سالم و )و آمبيازيس

هيچ  در همين رقت .ناسايي شدندش )1/0رقت  در(كيلودالتوني توسط سرم افراد مبتلا  41و  30، 28، 23باند پروتئيني  4: هايافته

با  هاپروتئينولي بعضي از . هاي لارو فيلاريفرم با سرم فرد سالم و با سرم فرد مبتلا به آميبيازيس  واكنشي نشان ندادندم از پروتئينكدا

كيلودالتوني با سرم  41ها فقط پروتئين با رقيق كردن سرم. نشان دادندسرم بيماران مبتلا به هيداتيدوزيس و توكسوكاريازيس واكنش 

  .گردد معرفي ميترين  پروتئين  ايمونوژن ذا  اين  پروتئين، بعنوان  مهماسترونژيلوئيديازيس واكنش نشان  دادند  ل بيماران  مبتلا به

بق كرده هاي ژنتيكي و فيزيولوژي ميزبان، خود را منطژن اين انگل در ايران كه با ويژگيهاي ايمونوشناسايي پروتئين: گيرينتيجه

    .در اين راستا باشدگامي مهم تواند  مي

  .SDS –PAGE ،Western blot ،لارو فيلاريفرم ،استرونژيلوئيدس استركوراليس :واژگان كليدي

  

  1مقدمه

 اســترونژيلوئيدس اســتركوراليس انگلــي اســت كــه در منــاطق

اين گونه مخصوص انسـان   .استشايع  گرمسير گرمسير و نيمه

                                                 
دانشكده پزشكي گروه انگل شناسي و  ،د بهشتيدانشگاه علوم پزشكي شهيتهران، : آدرس نويسنده مسئول

  )email: srouhani11@yahoo.com( ي سهيلا روحان دكتر ،قارچ شناسي

  5/7/1386: تاريخ دريافت مقاله

  7/11/1386 :تاريخ پذيرش مقاله

م انگـل از طريـق پوسـت    فـر ورود لارو فيلاري آلودگي بـا  .است

وي در روده بـه كـرم بـالغ    شود كه بعد از مهاجرت ري ايجاد مي

تنها نماتودي است كه قادر به تكثيـر در بـدن   . گردد تبديل مي

طـولاني    آلودگي است بدين ترتيب سـاليان  دبيمار و ايجاد خو

دشده در اكثر موارد عفونت ايجا. كند در بدن ميزبان زندگي مي

بدون علامت است و گـاهي بـا درد خفيـف در ناحيـه شـكم و      

علائم غيراختصاصـي  . كند سهال با دوره كوتاه مدت تظاهر ميا
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و ريـوي اسـت كـه بـا توجـه بـه        يشامل علائم پوستي، گوارش

  ).1(شود  مهاجرتي انگل در بيمار ايجاد مي الگوي

ايي نبال مصرف داروهاي ايمونوساپرسـيو، ابـتلا بـه بيماريه ـ   بد

، پيوند اعضاء، سوء تغذيـه و  ها ها و ساير  بدخيمي نظير لوسمي

، سيستم ايمني تضـعيف يـا سـركوب گـردد    يا به هر نحوي كه 

ه و  و باعـث بـروز مـوارد    تظاهرات باليني بيمـاري تغييـر كـرد   

  ).2( شود منتشر مي

دقيقي از ميزان شيوع اين انگل در ايران وجـود نـدارد و    اطلاع

كشور بخصوص اسـتانهاي   از مناطق گوناگونآمارهاي مختلفي 

 طبـق گـزارش  . گزارش شده اسـت ) مازندران و گيلان( شمالي

ميزان شـيوع ايـن انگـل در     1378روحاني و همكاران در سال 

و فراهاني و همكاران در ) 3% (4/1روستاهاي شهرستان ساري 

ــودگي را در منــاطق روســتايي اســتان   1383ســال  ميــزان آل

ــدران  ــال ) 4( %4/2مازن ــدگان  1375و صــدفي در س در گيرن

% 1داروهاي تضعيف كننده سيستم ايمنـي ميـزان آلـودگي را    

  ).5( گزارش نمودند

تشخيص قطعي عفونت با ديدن لارو در مدفوع  و مايع دئودنوم 

پذير است ولي به دليـل ظرفيـت    امكانهاي بيمار  ا ساير نمونهي

از طريق مدفوع  ئيدديتوپايين توليد تخم و دفع نامنظم لارو راب

شناسي مشكل  روشهاي انگل ميزبان، تشخيص به موقع انگل با

اين نيـاز  بنـابر . مانـد  مـي تا مدتي عفونت ناشناخته باقي  است و

هاي مناسب و حساس جهت تكميـل  مبرم براي بكارگيري روش

شناسـي در بيمـاران مبـتلا بـه فـرم مـزمن بـه         هاي انگـل روش

ايمنـي و پيگيـري درمـان    ص سيستم خصوص در بيماران با نق

زا  مـرگ منتشـر و   مـوارد  خـورد تـا از بـروز    ا به چشـم مـي  هآن

  . جلوگيري به عمل آيد

Conway هـاي   بعـد از آنـاليز پروتئين  1993ر سال د و همكاران

 توسـط روش  اسـترونژيلوئيدس اسـتركوراليس  فيلاريفرم لارو 

SDS-PAGE  و انجام تست Western blot  مشخص كردند كه

كيلودالتون بـه ترتيـب بـا     41و  31 ،28هاي اي با وزنهپروتئين

نگل واكنش نشـان  مبتلا به اين ا  سرم افراد% 91و % 88 ،90%

 .دادنـد نبا سرم افراد سالم هيچ واكنشي نشان  دادند در حاليكه

 و% 12، % 9هاي تفكيك شده بـه ترتيـب فقـط بـا     اين پروتئين

  ).6( نشان دادندسرم افراد مبتلا به ساير نماتودها واكنش % 14

Siddiqui  ــال ــاران درس ــور   1997و همك ــه منظ ــا ب در آمريك

 ايمونوژن لاروفيلاريفرم اين انگل از دو تست   ژن شناسايي آنتي

SDS-PAGE  و Western blot  بعـد از انجـام   . استفاده كردنـد

  96تـا     26ژن بارز بـا وزن ملكـولي بـين     آنتي 8اين دو روش 

ردندكه بيشترين واكنش بين پـروتئين  كيلودالتوني را معرفي ك

هـا  اين پروتئين. مشاهده شد كيلودالتوني و سرم افراد مبتلا 41

ايـن محققـين   . با سرم افراد غيرآلـوده واكنشـي نشـان ندادنـد    

و اســتفاده آن در    ژن ايـن آنتـي   in vitroمعتقدنـد كـه توليـد    

  ).7(هاي سرولوژيكي بسيار مفيد و با ارزش است  تست

، با ELISAمانند تلف هاي سرولوژي مخي اخير از روشدر سالها

ه از لاروفيلاريفـرم بـه   هاي خـام تهيـه شـد    ژن استفاده از آنتي

هاي تكميلـي در تشـخيص ايـن بيمـاري اسـتفاده      عنوان روش ـ

ايـن انگـل از   هـاي    ژن گردد ولي عـدم دسترسـي بـه آنتـي     مي

  . ها استمشكلات اصلي اين روش

هـاي ايـن انگـل    اسـايي پروتئين متعددي در زمينه شنمطالعات 

كايـت  كه همگي حاست توسط پژوهشگران در دنيا انجام شده 

اي اين انگل و سـپس توليـد   ه ژن از آن دارد كه شناسايي آنتي

هاي نوتركيب آنها در بـالا بـردن حساسـيت و ويژگيهـاي روش ـ    

ين پژوهش با هـدف  لذا ا. سرولوژي مانند اليزا بسيار موثر است

ــايي پروتئين ــشناسـ ــل  هـ ــرم انگـ ــوژن لارو فيلاريفـ اي ايمونـ

استرونژيلوئيدس استركوراليس بـه روش وسـترن بـلات بـراي     

  .اولين بار در ايران انجام شده است

  

  مواد و روشها

اي  و تكنيـك آن مشـاهده  اين تحقيق بنيادي از نوع توصـيفي  

از مـددجويان   براي شناسايي مبتلايان آزمـايش مـدفوع  . است

به سـه    )بهشهر شهرستان( ال ايرانشم توانبخشي در تهران و

، فرمالين اتر و كشت آگار پليـت انجـام   روش گسترش مستقيم

درجـه   -20هـا در بعـد از شناسـايي افـراد مبـتلا، سـرم آن     . شد

ساعته بيمار بعد از   24 نمونه مدفوع تازه. گراد ذخيره شدسانتي

اطمينان از زنده بودن لاروهاي رابـديتي فـرم در محـيط آگـار     

. درجه سانتيگراد انكوبه شدند 25شت داده و در دماي پليت ك

آوري لارو فيلاريفرم  با بررسي روزانه كشتها، بهترين زمان جمع

لاروها به كمك پيپت پاستور در . روز بعد از كشت مدفوع بود7

استريل سـه بـار   PBS  آوري شدند و با بافر ها جمع ميكروتيوب

دار  فوژ يخچــالدقيقــه در ســانتري 20مــدت بــه  g600 بــا دور

حـاوي   PBSدقيقـه در   5سپس لاروها به مـدت  . شسته شدند

سيلين قرار گرفته و مجددا به روش فوق  استرپتومايسين و پني

درجه سانتيگراد فريـز    -70سه بار شستشو شدند و در انتها در

ــدند ــدود  .شـ ــتريل PBS لارو در 12000در حـ ــاوي  اسـ حـ

 و  EDTA (Ethylen diamine tetra acetic acid)هـاي  پروتئاز

PMSF )Phenyle methyl sulphonyl fluorid(  2بــه مــدت 

هاي حـاوي   سپس لوله .سونيكه شدندداخل ميكروتيوپ  دقيقه

درجه سانتيگراد قرار گرفتنـد  و   4لارو به مدت يك ساعت در 

ژ ، سـانتريفو دار دقيقـه بـا سـانتريفوژ يخچـال     15بعد به مدت 

   -20آوري و در  جمـع ژن  يمـايع رويـي بـه عنـوان آنت ـ    . شدند
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ميزان پروتئين اين محلول بـه روش   .درجه سانتيگراد فريز شد

  .فورد تعيين شددبرا

ميكروليتـر از محلـول    SDS-PAGE )8(، 50 براي انجام تست

را با حجم برابر از بافر نمونه مخلـوط كـرده و    L3ژني لارو  آنتي

قيقـه  د 5درجه سانتيگراد به مـدت   100سپس اين محلول در 

  .جوشانده شد

ر كنــار مــاركر نهايــت ايــن محلــول در تانــك الكتروفــورز ددر 

ها بـر اسـاس    الكتروفورز شد و پروتئين% 12پروتئيني روي ژل 

  .باندهاي مختلفي را ايجاد نمودند وزن مولكولي تفكيك شده و

هـا از ژل بـه   ابتـدا پروتئين  ،)8( براي انجام تست وسترن بـلات 

 4ايــن كاغــذ بــه نوارهــاي . ندل شــدكاغــذ نيتروســلولز منتقــ

مجـاورت سـرم افـراد مبـتلا بـه      متـري بريـده شـد و در     ميلي

 سـرم مربـوط بـه بيمـاران مبـتلا بـه       2 هاي انگلي شاملعفونت

سـرم   3استرونژيلوئيدس استركوراليس كه از آن لارو جدا شد، 

كيسـت هيداتيـد و    توكسـوكارا،  مربوط به بيمـاران مبـتلا بـه    

 در سـه رقـت   )فرد سالم(سرم كنترل  1و  انتامبا هيستوليتيكا

ــت 001/0و 01/0، 1/0 ــرار گرف ــوان   .ق ــيداز بعن ــزيم پراكس آن

تمـام نوارهـا بـا     سـپس   .تهيـه شـد   0/ 001با رقت  كونژوگه و

در آخر با  و ساعت انكوبه شدند1-2به مدت  سرم كونژوگه آنتي

بـه   و مجـاور شـدند   )نزيـدين دي آمينوب 3وDAB )4 سوبسترا

سوبسـترا و   بـا تخليـه   .دقيقه دور از نور قرار گرفتنـد  10مدت 

در طي ايـن اعمـال   . افزودن آب ديونيزه واكنش متوقف گرديد

  رايمونوژن بودن هر يك از باندهاي پروتئيني تفكيك شـده د 

SDS-PAGEاي رنگ روي كاغذ نيتروسـلولز   قهوه ، بصورت نوار

  .مشخص شد

  

  هايافته

روز بعـد از كشـت در آگـار پليـت      7 تـا  6لاروهاي فيلاريفـرم  

در ايــن بررســي، ايــن زمــان بهتــرين زمــان  . مشــاهده شــدند

بـا  SDS-PAGE  بـا انجـام روش   .آوري اين لاروها نيز بود جمع

له بـين  چندين باند پروتئيني در فاصL3   ژني لارو محلول آنتي

، 41، 38، 33 ،28،30 ،25 ،23 كيلودالتــون شــامل 90تــا  10

  . )1شكل ( دست آمدبكيلودالتون  85و  74 ،66 ،48،60

سرم افراد مبـتلا بـه    ،1/0، در رقت با انجام تست وسترن بلات

ــا  ــترونژيلوئيديازيس بــ ــروتئين  4اســ   41 و 30، 28، 23پــ

سرم فرد آلوده به توكسوكارا با . كيلودالتون واكنش نشان دادند

تلا بـه  سرم فـرد مب ـ  ون وكيلودالت 60و 33، 25،30پروتئين  4

كيلودالتـون   42 و تقريبـا  33، 30ژن  آنتي 3هيداتيديوزيس با 

ها با سرم فرد مبتلا به انتامبـا  اين پروتئين. واكنش مشاهده شد

  .هيستوليتيكا و سرم فرد سالم هيچ واكنشي نشان ندادند

 2، سرم افراد مبتلا بـه اسـترونژيلوئيديازيس بـا    01/0در رقت 

 بـــه كيلودالتـــون و ســـرم فـــرد مبـــتلا 30 و 41پـــروتئين 

ني واكنش نشان دادند كيلودالتو 42هيداتيديوزيس با پروتئين 

  .نشان ندادندها هيچ واكنشي و  بقيه سرم

، فقط سرم افراد مبتلا به اسـترونژيلوئيديازيس  001/0در رقت 

بقيـه  در حاليكه  ندكيلودالتون واكنش نشان داد 41با پروتئين 

  .شان ندادندهيچ واكنشي ن تدر اين رق هاسرم

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  بحث

لارو (زا  ژنيكـي لارو عفونـت   هـاي آنتـي   در اين مطالعه پروفايـل 

  .انگل استرونژيلوئيدس استركوراليس شناسايي شد) فيلاريفرم

ــه روش بعــد از تفكيــك پروتئين  SDS-PAGE، 11هــاي لارو ب

 ،60 ،48، 41، 38، 33 ،30 ،28 ،25 ،23( ژنيكـي  نتيتركيب آ

با انجام تست وسترن .  ده شدمشاه )كيلودالتون 85و  74 ،66

پـروتئين ايمونـوژن بـا     4 ،در بين اين باندهاي پروتئينـي  بلات

سرم افراد مبتلا  ي باكيلودالتون 41 و 30 ،28 ،23وزن ملكولي 

بـا افـزايش رقـت    . به استرونژيلوئيديازيس واكنش نشان دادنـد 

ايـن  سـرم   بـا  كيلودالتـون  41 ، فقط پـروتئين 001/0 سرم به

  .بيماران واكنش نشان داد

ــرم  ــت س ــرين رق ــي در كمت ــه  1/0ها يعن ــان ب ــرم مبتلاي ، س

استرونژيلوئيدس استركوراليس، آنتامبا هيستوليتيكا و كيسـت  

كيلودالتـوني واكـنش متقـاطع نشـان      30هيداتيد با پـروتئين  

  . ها حذف گرديدين واكنش متقاطع با رقيق شدن سرما. دادند

  
سمت  و سمت راست ماركر  SDS----PAGEژل -1شكل 

 .چپ  محلول حا صل از سونيكاسيون لارو فيلاريفرم
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Conway  6( 1993و همكاران در سال(، John   و همكـاران در

 1999و همكـاران در سـال    Uparanukraw و) 9( 1994سال 

به روش وسترن بلات سه پروتئين ايمونودامينت بـا وزن  ) 10(

هـاي   ژن كيلودالتون را بـه عنـوان آنتـي    41 و 31، 28ملكولي 

ــترونژيلوئيديازيس در    ــي اسـ ــخيص اختصاصـ ــد در تشـ مفيـ

ــه ــد  نمون ــروتئين  .هــاي ســرم شناســايي كردن ــه جــزء پ  23ب

نتايج اين بررسي با نتايج مطالعات ساير محققـين    ،كيلودالتوني

نتايج بررسي مـا تنهـا در    .مشابه و يا اختلاف بسيار جزئي دارد

  .كيلودالتوني با بررسي اين محققين مغايرت دارد 205پروتئين 

سـاير محققـين    با نتـايج  بعضي از اين اختلافات مشاهده شده 

ژن و يـا   سـازي آنتـي   مربوط به تفاوت در تهيه و آماده تواند مي

  .هاي ايمونوبلات باشدروش

Conway  در بررسي خـود لاروهـاي    1993و همكاران در سال

 فيلاريفرم انگل را از كشت مدفوع بيماران مبـتلا تهيـه كردنـد   

)6.(Siddiqui     و همكاران اين لاروها را از كشت مـدفوع سـگ

ا آلودگي تجربي بـه اسـترونژيلوئيدس اسـتركوراليس بدسـت     ب

 2003و همكـاران در ســال    Lucianaدر حاليكـه  )7( آوردنـد 

براي اولين بار جهت تشخيص استرونژيلوئيديازيس در انسان از 

موجـود در مــدفوع  ) S.ratti(لاروهـاي اسـترونژيلوئيدس راتـي    

Rattus rattus اده نمودنـد استف ،كه به طور تجربي آلوده شدند .

تركيـب   11 ،وسـترن بـلات   با استفاده از ايـن لاروهـا در روش  

هاي افـراد آلـوده   ژنيكـي ايمونودامينـت بـه وسـيله سـرم      آنتي

ــاي  . شناســايي شــدند ــه لاروه ــد ك ــن پژوهشــگران معتقدن اي

هـاي   ژن آنتـي شـود   يكـه از مـوش جـدا م ـ    S.rattiزاي  عفونت

يازيس در براي تشـخيص اسـترونژيلوئيد   ترسمناسب و در دس

  ).11(انسان است 

Brindley ژن سـطحي لارو فيلاريفـرم    و همكاران تعدادي آنتي 

ترشـحي   -ژن دفعـي  كيلودالتوني و تعـدادي آنتـي   30له جماز

كيلودالتــوني را شناســايي  40و  30 ،25هــاي  ژن شــامل آنتــي

دالتـوني  كيلو 30ترشـحي   -ژن دفعـي  كـه آنتـي  ) 12(نمودند 

  .باشد ايمونوژن در بررسي ما ميپروتئين  4مشابه يكي از 

واند در نتايج چنين بررسـي  ت گي تهيه لارو نيز ميمنبع و چگون

انگـل در نقـاط    رفيسـم در وم ضمن آنكـه پلـي   .گذار باشدتاثير

  .ها باشدواند توجيهي ديگر براي اين تفاوتت مي مختلف دنيا

و مقايسه با تحقيق حاضر بنظر  نتايج ساير محققين با توجه به

هاي ايمونوژن اين انگل پروتئينهـاي   ژن رسد مهمترين آنتي مي

بـا رقيـق    ،در بررسـي حاضـر  . كيلودالتوني اسـت  41 ،30 ،28

كردن سرم بيماران مبتلا بـه اسـترونژيلوئيديازيس تعـدادي از    

كيلودالتـوني بـه وضـوح     41باندها حـذف شـدند و فقـط بانـد     

 ينلـذا ايـن پـروتئين بعنـوان مهمتـرين پـروتئ      . مشاهده شـد 

  .گردد ايمونوژن در اين بررسي معرفي مي

با توجه به شيوع اين انگل در مناطق شـمالي كشـور و بـدليل    

تيكـوتراپي،  ها، كور واردي مانند بيماري ايدز، بدخيميافزوني م

آلودگي بـه ايـن انگـل از    ... گر ايمني و كاربرد داروهاي سركوب

ي كه بتوانـد  ا از اين رو هر يافته. دار استاي برخور اهميت ويژه

  . مارا در تشخيص بهنگام اين انگل ياري دهد، ارزشمند است

وژن ايــن انگـل در ايــران كــه بــا  هــاي ايمونــشناسـايي پروتئين 

يزبان، خود را منطبـق كـرده   گيهاي ژنتيكي و فيزيولوژي مويژ

تئين نوتركيـب  دست يافتن به پـرو . تواند در اين راستا باشد مي

تواند حساسـيت و   يلودالتوني ميك 41 اين انگل مانند پروتئين

 افزايش دهد هاي سرولوژي مانند تست اليزا رااختصاصيت تست

)9،6 .(  
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