تهیه آنتی سرم اختصاصی بر علیه پنوموکوک جهت استفاده در کیت های تشخیصی بر اساس آگلوتیناسیون و الایزا	Comment by Mehdi Paryan: این عنوان پایان نامه می باشد برای مقاله این عنوان بهتر می باشد مثلا
تهیه و تخلیص ایمنوگلوبولین
IgG
 برعلیه پنوموکوک جهت استفاده در کیت های تشخیصی
چکیده: 	Comment by Mehdi Paryan: خلاصه یک مقاله بین 150 تا 200 کلمه باید باشد پس خلاصه شود
زمینه و هدف: پنوموکوک امروزه به عنوان عامل طيف وسيعي از عفونتهاي خفیف مانند عفونت گوش میانی، سینوزيت و همچنین عفونتهاي شديد مانند پنوموني، سپتي سمی و  مننژيت و همچنین مهم ترین عامل مرگ و میر در کودکان زير 5 سال مي باشد. تشخیص نهایی پنوموکوک با استفاده از جداسازی در خون و مایعات استریل بدن صورت می گیرد. شناسایی عامل بیماریزا با استفاده از تست های سرمی که حساسیت، اختصاصی بودن، سرعت عمل بالا و قیمت کمتری دارد توصیه می گردد. هدف از انجام این تحقیق تهیه آنتی سرم بر علیه پنوموکوک جهت استفاده در کیت های تشخیصی بر اساس آگلوتیناسیون و الایزا می باشد. همچنین در این تحقیق ارزیابی آنتی ژنهای باکتری استرپتوکوک پنومونیه انجام می شود، تا بتوان بهترین کاندید برای تحریک  سیستم ایمنی را انتخاب نموده و بطور اختصاصی آنتی سرم بر علیه این باکتری را تهیه کنیم. آنتی سرم های اختصاصی با روش های کشت باکتری قابل مقایسه است. آنتی سرم ها در تشخیص سریع عامل بیماری و غربالگری کلنی باکتری کاربرد دارد.
روش کار: در این مطالعه کشت باکتری پنوموکوک، عمل غیر فعال کردن و درو کردن باکتری انجام شد.آنتی سرم جدایه مورد بررسی پس از  5 بار تزریق به دو خرگوش بالغ نیوزلندی تهیه گردید. سپس مراحل تصفیه آنتی سرم با استفاده از رسوب دهی با آمونیم سولفات، دیا فیلتراسیون به کمک دستگاه تانژنشیال فلوفیلتریشن و کروماتوگرافی تعویض یونی انجام شد. از آنتی بادی خالص نیز برای تشخیص پنوموکوک در نمونه های بالینی بر اساس آگلوتیناسیون استفاده شد.
یافته ها: نتایج حاصل از تست آگلوتیناسیون بر روی آنتی ژن اولیه و نمونۀ بالینی +3 بود و همچنین از مننگوکوک برای کنترل منفی استفاده شد که نتیجه منفی گزارش شد. نتایج حاصل از ژل الکتروفورز در شرایط  Non-reducing (غیر احیاء) به صورت باند 150 کیلودالتونی مشاهده شد که نشانۀ درجۀ خلوص بالای آنتی سرم تولید شده بر علیه پنوموکوک است. نتایج آزمون الایزا در طول موج 450 نانومتر قرائت گردید و یافته ها نشان دهندۀ این بود که جذب نوری برای بلانک و سرم فرد سالم صفر بوده و در مورد نمونه ها بر حسب غلظت های بکار رفته متفاوت بود. بیشترین جذب نوری مربوط به غلظت های 1 میکروگرم (آنتی بادی اولیه) و 80 میکروگرم (آنتی بادی بیوتینیله) بود، همچنین نتایج آزمون الایزا جهت سنجش پنوموکوک در نمونه های بالینی در غلظت های 5/2 و 40 میکروگرم به ترتیب جهت آنتی بادی اولیه و بیوتینیله بکار برده شد. نتایج نشان داد که نمونه های بالینی مثبت و همچنین در مورد مننگوکوک (جهت بررسی اختصاصی بودن کیت)، منفی گزارش شد.
نتیجه گیری: تمامی نتایج بیانگر این بود که آنتی بادی تولید شده از نظر کمی و کیفی مطلوب بوده و دارای خلوص بالایی می باشد. روش های انجام شده برای خالص سازی آنتی سرم بر علیه پنوموکوک نشان داد که این آنتی سرم را می توان در تشخیص بالینی در آزمایشات مربوط به آگلوتیناسیون و همچنین الایزا استفاده کرد.
کلیدواژه ها: پنوموکوک- آنتی سرم- آنتی ژن- آگلوتیناسیون- الایزا

مقدمه : پنوموکوک یکی از مهمترین باکتری‌های بیماری‌زا در انسان است. این باکتری عامل اصلی بیماری پنومونی (سینه پهلو) می‌باشد.از دیگر عفونت های ایجاد شده توسط این باکتری می توان به سینوزیت، اوتیت، باکتریمی، سپسیس، مننژیت، استئومیلیت، آرتریت سپتیک، اندوکاردیت، پریتونیت و پریکاردیت اشاره کرد. همچنین پنوموکوک می تواند عامل ایجاد سلولیت و آبسه های مغزی نیز باشد. به ذات الریه ایجاد شده به وسیله پنوموکوک ذات الریه لوبار هم گفته میشود. همچنین مهم ترین عامل مرگ و میر در کودکان  زیر 5 سال می باشد.	Comment by Mehdi Paryan: بنظر خودتان آیا این مقدمه گویای کار شما می باشد؟ مقدمه باید در مورد کار انجام شده باشد
شناسایی باکتری در اوایل بیماری گامی مهم در کنترل و درمان بیماری بوده و همچنین می تواند سبب کاهش مصرف آنتی بیوتیک، مقاومت های دارویی و کاهش مرگ و میر گردد. امروزه دو تست حساسیت به اپتوچین و حلالیت در صفرا رایج ترین روش های شناسایی باکتری در آزمایشگاه ها می باشد که به تنهایی موید حضور باکتری نبوده و نیاز به انجام آزمایشات تکمیلی و کنترل کیفی می باشد. در کشور ایران متاسفانه بدلیل عدم انجام آزمایشات تکمیلی، شناسایی باکتری به درستی صورت نمی پذیرد. در اکثر کشورهای دنیا استفاده از آنتی سرم اختصاصی به منظور تشخیص پنوموکوک به علت دقت و سرعت بالا و همچنین قیمت بهینه آن از مقبولیت بالایی برخوردار است.
روش کار: 	Comment by Mehdi Paryan: در روش کار شما ابتدا کشت و درو و غیر فعال سازی و تهیه رقت تزریقی باکتری پنوموکوک با شماره استاندارد را تحت یک تیتر توضیح می دهید
تیتر تزریق و خونگیری
تیتر تخلیص و بررسی کیفیت آنتی بادی
تیتر کونژوگه به بیوتین جهت استفاده در الایزا
انجام تست الایزا
انجام تست آگلوتیناسیون

تهیه آنتی ژن و آنتی سرم: در این مطالعه از باکتری استرپتوکوکوس پنومونیه 9V-US-12  اخذ شده از انستیتو پاستور کرج استفاده گردید. پس از کشت باکتری، عمل غیرفعال کردن،و سپس کنترل پاکی کشت به کمک رنگ آمیزی گرم صورت پذیرفت. غلظت های مختلف باکتری جهت تزریق مورد بررسی قرار گرفت که مناسب ترین دوز جهت تلقیح استاندارد 3 مک فارلند گزارش شد. سپس به آنتی ژن ادجوانت آلوم(آلومینیوم هیدروکساید) اضافه گردید. به منظور ایمونیزاسیون از دو خرگوش بالغ نیوزلندی استفاده گردید و تزریق ها به مدت 5 بار و در فواصل زمانی 72 ساعت و به میزان 1 میلی لیتر از ورید کناری گوش صورت گرفت. پس از گذشت یک هفته خونگیری و جمع آوری سرم در فواصل زمانی 7 روز در میان  انجام شد.
تخلیص آنتی بادی: برای خالص سازی پروتئین استخراج شده ابتدا عمل رسوب دهی با استفاده از آمونیوم سولفات صورت گرفت. سپس از دستگاه تانژنشیال فلو فیلتریشن برای انجام دیالیز(دیافیلتراسیون) بهره گرفته شد. در مرحله بعد کروماتوگرافی تعویض یونی انجام شد و سپس برای خالص سازی نهایی مجددا عمل دیافیلتراسیون صورت پذیرفت.
کیفیت آنتی بادی تخلیص شده با استفاده از تکنیک SDS-Page مورد بررسی قرار گرفت وبه منظور ارزیابی کمی پروتئین روش برادفورد مورد استفاده قرار گرفت.
همچنین از آنتی بادی خالص برای تشخیص پنوموکوک در نمونه های بالینی بر اساس آگلوتیناسیون استفاده شد.

[bookmark: _GoBack]یافته ها:	Comment by Mehdi Paryan: براساس روش کار باید این قسمت مرتبط شود
تست آگلوتیناسیون در دونوبت برروی آنتی سرم قبل از تخلیص انجام شد. در نوبت اول از آنتی ژنی که جهت ایمونیزاسیون تهیه شده بود و همچنین باکتری مننگوکوک جهت کنترل منفی استفاده شد، نتایج در مورد مننگوکوک منفی و در مورد آنتی ژن پنوموکوک 4+ گزارش شد.
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در نوبت دوم، از نمونه بالینی (کشت مثبت خلط بیمار) تهیه شده از بیمارستان دی استفاده شد، نتایج آگلوتیناسیون 3+  گزارش شد.
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برای ارزیابی آنتی سرم از لحاظ کیفی در دو مرحله  از تکنیک SDS-PAGE  در شرایط Non-reducing (غیر احیاء) بهره گرفته شد. در مرحله اول تکنیک ژل الکتروفورز بر روی آنتی سرم بعد از کروماتوگرافی تعویض یونی صورت گرفت و از بافر نمونه فاقد احیاء کننده مانند دو مرکاپتواتانول استفاده گردید. ایجاد باند 150 کیلودالتونی نشانگر خلوص بالای آنتی سرم حاصله بود.
همچنین در مرحله بعد از آنتی بادی خالص شده (بعد از TFF) استفاده گردید. بافر نمونه نمونه فاقد احیاء کننده مانند دو مرکاپتواتانول بود. ایجاد یک باند 150 کیلودالتونی نشانگر خلوص بالای آنتی سرم  خالص شده بود.

[image: تنت]
1- بعد از کروماتوگرافی تعویض یونی
2- آنتی بادی خالص شده (بعد از TFF)

در این مطالعه جهت سنجش کیفی آنتی سرم تولید شده بر علیه پنوموکوک طراحی کیت الایزا صورت گرفت. در اولین اقدام، میزان بهینۀ آنتی بادی اولیه و بیوتینیله شده مورد بررسی قرار گرفت و سپس میزان جذب نوری در طول موج 400 نانومتر قرائت گردید.
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 =Bبلانک،C- = کنترل منفی، =S نمونه (آنتی ژن بکار رفته جهت ایمونیزاسیون)
یافته ها نشان می دهد جذب نوری برای بلانک و سرم فرد سالم صفر بوده و در مورد نمونه ها بر حسب غلظت های بکار رفته متفاوت بود. بیشترین جذب نوری مربوط به غلظت های 1 میکروگرم (آنتی بادی اولیه) و 80 میکروگرم (آنتی بادی بیوتینیله) قرائت گردید.
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پس از بهینه سازی غلظت های مورد نیاز در مورد آنتی بادی های اولیه و بیوتینیله، از کیت طراحی شده جهت سنجش پنوموکوک در نمونه های بالینی استفاده گردید. در این تست غلظت های 5/2 و 40 میکروگرم به ترتیب جهت آنتی بادی اولیه و بیوتینیله بکار برده شد. نتایج نشان داد که نمونه های بالینی مثبت و همچنین در مورد مننگوکوک (جهت بررسی اختصاصی بودن کیت)، منفی بود.
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B =بلانک، C- =کنترل منفی، نمونه بالینی1 CS1=، نمونه بالینی2 CS2=، آنتی ژن Ag = ، مننگوکوک=  Men

بحث و نتیجه گیری:
براساس مطالعه ای که توسط کلاور و همکاران صورت گرفت، آنها به مقایسه دو روش تهیه آنتی سرم که توسط ولف (1935-1939) و پروم (1943) ارائه شده بود پرداختند. تفاوت این دو روش راه های تزریق آنتی ژن بود بدین صورت که در روش ولف تزریق بصورت داخل وریدی و در روش پروم تزریق بصورت عضلانی استفاده گردیده بود.روش ولف بطور قابل ملاحظه ای نیاز به زمان، مراحل کمتر و همچنین دانش شیمیایی کمتری داشته و آماده سازی آنتی ژن و بکارگیری آن راحت تر بود.در این مطالعه ما،طبق روش کار ارائه شده از روش ولف استفاده گردید.
در مطالعه ای که توسط کراوس و همکاران در سال 1961 انجام شد، بهترین زمان برای حصول آنتی بادی پس از ایمنی زایی خرگوش 4 تا 8 روز پس از آخرین تزریق گزارش شد. در مطالعۀ ما، خونگیری از خرگوش ها پس از 7 روز از آخرین زمان تزریق آنتی ژن صورت گرفت و غلظت آنتی سرم پس از رسوب سازی با آمونیوم سولفات 25.925 میلی گرم بر میلی لیتر گزارش شد که این غلظت بالا نشانگر زمان مناسب برای خونگیری از خرگوش ها بوده است.
در سال 2017 پارکر.ای.آر و همکاران تحقیقاتی را انجام دادند که در طی آن عمل آنالیز میزان خلوص ایمونوگلوبولین IgG ضد کپسول پلی ساکاریدی پنوموکوک را با استفاده از روش SDS-PAGE انجام دادند. جدا سازی IgG، جذب سطحی کپسول پلی ساکاریدی(CPS) و کروماتوگرافی با استفاده از Pneumovax®-Sepharose انجام شد و نتیجه حاصل از آنالیزهای SDS-PAGE بیانگر این بود که IgG ضد کپسول پلی ساکاریدی درجه خلوصی بیش از 95 درصد داشت.
SDS-PAGE، روشی است که برای بررسی مراحل خالص سازی، محاسبه مقدار نسبی و تعیین وزن مولکولی پروتئین ها بکار می رود. در تکنیک SDS-PAGE به دلیل استفاده از ماده سدیم دودسیل سولفات (SDS) و همچنین ویژگی های عالی ژل پلی اکریل آمید قدرت تفکیک پروتئین ها بسیار بالا می رود. در مطالعۀ ما از روش کروماتوگرافی تعویض یونی همراه با روش دیالیز به منظور حذف ناخالصی های باقی مانده صورت گرفت. ژل مورد استفاده در روش کروماتوگرافی، دی اتیل آمینو اتیل سفاروز فست فلو بود. بررسی درجۀ خلوص آنتی بادی بعد از تخلیص، با استفاده از روشSDS-PAGE  انجام گرفت. نتایج حاصل از ژل الکتروفورز در شرایط  Non-reducing (غیر احیاء) به صورت باند 150 کیلودالتونی مشاهده شد، همچنین به دلیل کیفیت و خلوص بالای آنتی سرم باندهای غیر اختصاصی مشاهده نشد.
در سال 2004 لانکینن و همکاران و سپس در سال 2005 لی مینگ و همکاران روش Enzym-Linked ImmunoSorbent Assay معروف به EIA را که یک تکنیک بیوشیمیایی در حضور آنتی ژن یا آنتی بادی بود مورد بررسی قرار دادند. در این روش از نمونه cps پنوموکوکی موجود در سرم، سواب های نازوفارنکس و ادرار استفاده شد. اساس این روش بر این بود که مقداری آنتی ژن بر سطح یک پلیت حاوی چاهک ریخته و فیکس گردیده و پس از آن که آنتی بادی به آن اضافه می گردید به آنتی ژن متصل می شد. در واقع این آنتی بادی متصل به یک آنزیم بود که در مرحلۀ نهایی ماده ای به پلیت اضافه می شد که آنزیم بتواند برخی از سیگنال های قابل تشخیص مانند تغییر رنگ را ایجاد نمایدو
این روش از حساسیت و دقت بسیار بالایی برخوردار بود. امروزه نیز تست الایزا به عنوان یکی از مهم ترین و پر کاربرد ترین روش های تشخیص پنوموکوک مورد استفاده قرار می گیرد. در این مطالعه 98% اختصاصیت تست در مقایسه با روش های مرسوم گزارش شد. همچنین از 23 سروتیپ مختلف استفاده گردید. مدت زمان لازم برای آماده کردن نمونه ها و انجام تست 1 روز گزارش شد. همچنین در این آزمایش تمایز بین سروتیپ های مختلف امکان پذیر نبوده و تشخیص مستقیم نمونه های بالینی مثبت گزارش شد.
در مطالعه ای که ما انجام دادیم از تست الایزا به منظور سنجش کیفی پنوموکوک استفاده گردید و میزان بهینۀ آنتی بادی اولیه و بیوتینیله شده در طراحی کیت الایزا مورد بررسی قرار گرفت. همچنین از نمونۀ بالینی بیمارستان دی(نمونۀ خلط بیمار) نیز به منظور بررسی کیفی آنتی سرم تهیه شده استفاده گردید.
نتایج حاصله پس از قرائت جذب نوری نمونه ها توسط دستگاه الایزا ریدر و در مقابل طول موج 450 نانومتر نشان داد که بیشترین جذب نوری مربوط به غلظت های 1 میکروگرم (آنتی بادی اولیه) و 80 میکروگرم (آنتی بادی بیوتینیله) می باشد.
همچنین از کیت طراحی شده پس از بهینه سازی غلظت های مورد نیاز در مورد آنتی بادی های اولیه و بیوتینیله، جهت سنجش پنوموکوک در نمونه های بالینی استفاده گردید. در این تست غلظت های 5/2 و 40 میکروگرم به ترتیب جهت آنتی بادی اولیه و بیوتینیله بکار برده شد. نتایج به دست آمده بیانگر این بود که نمونه های بالینی مثبت و همچنین در مورد مننگوکوک (جهت بررسی اختصاصی بودن کیت)، منفی می باشد. در مطالعه ما مدت زمان لازم برای انجام تست و آماده کردن نمونه ها دو روز به طول انجامید.
روش های تولید، تخلیص آنتی سرم بر علیه پنوموکوک و همچنین طراحی کیت الایزا برای پنوموکوک برای اولین بار است که در ایران صورت می گیرد و از کیت های خارجی برای بررسی حضور پنوموکوک در نمونه ها استفاده می گردد.
[bookmark: _Toc22042656]نتیجه گیری
بر اساس آزمایشاتی که به صورت کمی و کیفی شامل بررسی خصوصیات کشت باکتری، آگلوتیناسیون بر روی اسلاید شیشه ای، آزمون نسلر، روش SDS-PAGE و الایزا بر روی آنتی سرم تولید شده در طی این تحقیقات صورت پذیرفت، آنتی سرم تولید شده از خلوص و کیفیت بالایی برخوردار بوده و از مقبولیت بالایی برخوردار است.
در مطالعه ما از باکتری استرپتوکوکوس پنومونیه اخذ شده از بانک میکروبی ایران که بومی کشور بوده و آنتی سرم تهیه شده از این سوش بومی در طی آزمایشات آگلوتیناسیون و الایزایی که بر روی نمونه های بالینی اخذ شده از خلط بیماران مبتلا به پنومونی بیمارستان دی صورت گرفت، استفاده شد. نتایج این آزمایشات مثبت بوده و نشان دهندۀ کیفیت بالا و کارایی محصول می باشد.
به همین دلیل قابلیت استفاده در آزمایشات تشخیصی و تحقیقاتی را دارا می باشد و می تواند جایگزین خوبی برای نمونه های خارجی باشد.
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