
نامنويسندگان مجلهعلميپژوهشيدانشگاهعلومپزشكيارتشجمهورياسلاميايران

تابستان1392 صفحات89تا95 شماره2 ساليازدهم

مقاله
تحقيقاتي

 طراحی روش آگلوتیناسیون جهت تشخیص آنتی ژن مانو پروتئین جدا شده 
از مخمر كاندیدا آلبیكنس
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چكيده
سابقه و هدف: مخمرهای جنس كاندیدا از عوامل مهم عفونت های بیمارستانی هستند. آمار جهانی سیر فزاینده میزان شیوع و بروز 
عفونت های ناشی از كاندیدا را نشان می دهد. تشخیص این عفونت كشنده و مهاجم به علت غیر اختصاصی بودن علایم بالینی 
مشکل می باشد. هدف از این مطالعه طراحی روش سریع، آسان و حساس آزمایشگاهی استفاده از ذرات طلا برای تشخیص كاندیدا 

آلبیکنس در شرایط آزمایشگاهی می باشد. 
مواد و روش ها: در این پژوهش آزمایشگاهی در ابتدا آنتی ژن مانوپروتئین دیواره سلولی كاندیدا آلبیکنس با استفاده از روش افینیتی 
كروماتوگرافی و با استفاده از ستون كانکاوالین A تخلیص و الکتروفورز گردید. سپس عصاره حاوی این آنتی ژن به خرگوش ها 
تزریق و پس از تولید آنتی بادی پلی كلونال در خرگوش علیه مانان، خونگیری از خرگوش انجام شد. سپس سرم آن با استفاده 
از ستون DEAE-سلولز، آنتی بادی پلی كلونال خرگوشی علیه آنتی ژن مانان كاندیدا آلبیکنس تخلیص گردید. در مرحله بعد این 

آنتی بادی به ذرات طلا متصل وآزمایش آگلوتیناسیون با استفاده از ذرات طلا جهت شناسایی مانوپروتین انجام شد. 
یافته ها: نتایج تست آگلوتیناسیون با چشم غیرمسلح و بر اساس تغییر رنگ از قرمز به آبی مشخص نمود كه این آزمایش می تواند 

برای تشخیص سریع آسان و حساس جهت آنتی ژن كاندیدا آلبیکنس استفاده شود. 
بحث و نتیجه گیری: این مطالعه نشان داد كه استفاده از روش های مبتنی بر سنجش ایمنی مانند آگلوتیناسیون ذرات طلا در صورتی 
كه حساسیت آن افزایش یابد به علت سهولت و سرعت می تواند از سنجش های مناسب و دقیق برای كاندید یازیس سیستمیك باشد. 
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مقدمه
كاندیدیازیس از شایع ترین عفونت های قارچی در انسان است كه 
توسط گونه های مختلف جنس كاندیدا به ویژه كاندیدا آلبیکنس 
ایجاد می شود. وقوع آنها در سالهای اخیر همواره با استفاده از 
آنتی بیوتیك های وسیع الطیف و افزایش بیماران مبتلا به نقص ایمنی، 
رشد چشمگیری یافته است )2-1(. این عفونت امروزه چهارمین 

علت شایع عفونت های بیمارستانی محسوب شده و از كشت های 
خون بیماران مختلف جدا می شوند. میزان وقوع كاندیدا در خون 
در اروپا نیز افزایش چشمگیری یافته است. آلودگی با گونه های 
كاندیدا در بخش های پزشکی بسیار شایع بوده و تقریباً نیمی از 
آنها در بخش مراقبت های جراحی روی می دهد. میزان مرگ  و میر 
ناشی از كاندیدیمی بسته به مراقبت های بیمارستانی از 40 تا %60 
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متغیر است )4-3(. فقدان علایم اختصاصی در مرحله بالینی و 
دشواری در تشخیص به موقع و اختصاصی عفونت كاندیدایی از 
دلایل مشخص این مرگ ومیر است )6-5(. با اینکه پیشرفت هایی 
در زمینه آزمایشات كشت خون انجام شده است اما این روش هنوز 
حساسیت كافی را ندارد. بهمین دلیل دانشمندان برای مواجهه با این 
مشکلات روش های سرولوژیك ابداع نموده اند. برتری این روش ها 
سادگی و سهولت آنها می باشد. بسیاری از تستهای سرولوژیك كه 
در سال های اخیر برای كمك به تشخیص كاندیدیازیس  سیستمیك 
یا احشایی ابداع شده اند به جای آنتی بادی، آنتی ژن های كاندیدا 
متعددی  سرولوژی  تست های  می نمایند.  جستجو  خون  رادر 
مورد ارزیابی قرار گرفته اند كه در میان آنها آگلوتنیاسیون ذرات 
طبی  تشخیص  آزمایشگاه های  در  الایزا  روش های  و  لاتکس 
 به علت سرعت، دقت و حساسیت به صورت روزمره استفاده 

می شوند )6-7(. 
از سال1980 به جای استفاده از كونژوگة لاتکس در تست های سریع 
تشخیصی مانند تست های آگلوتیناسیون كه در آن زمان معمول بود 
از كونژوگة طلا بیشتر استفاده گردید. با توجه به محاسنی كه برای 
ذرات كلوئیدی طلا شمرده شده است می توان از آنها برای تشخیص 
آنالیت ها استفاده نمود. از مزایای كلوئید طلا این است كه در صورتی 
كه شرایط لازم برای جذب ماكرومولکول به ذره طلا تعیین گردد )مثل 
غلظت و pH(، این ذرات پایداری لازم را نشان می دهند. استفاده از 
كلوئید طلا بر نشان هایی مثل گلبول قرمز و لاتکس ارجحیت دارد. 
با توجه به عملکرد ذرات طلا در محدودة  گسترده ای از pH از آنها 
می توان برای اتصال به انواع ماكرومولکول ها از جمله آنتی بادی ها 
استفاده نمود. این سنجش ها سریع بوده و در زمان كوتاهی در حدود 
چند دقیقه، نتایج آگلوتیناسیون به طور چشمی قابل مشاهده است 

و مواد نیاز به نگهداری در یخچال ندارند. )8-9(. 
باتوجه به توضیحات فوق كه مزایای استفاده از طلا در روش های 
از آن در آزمایشات  استفاده  امروزه  سرولوژی را نشان می دهد 
سرولوژی و ایمونوكروماتوگرافی رایج شده است. همچنین منطق 
استفاده از این روش ها بر این اساس است كه در زمان كوتاهتری 
نسبت به كشت خون و قبل از گسترش بیماری بتواند نتیجه قابل 
قبولی فراهم نماید. لذا طراحی یك روش تشخیصی سریع و آسان 
در  منظور  بدین  است.  آلبیکنس ضروری  كاندیدا  مخمر  جهت 

مرحله اول این تحقیق، آنتی ژن مانوپروتئین از دیوارة سلولی كاندید 
آلبیکنس استخراج و سپس ذرات طلا تهیه و با آنتی بادی پلی كلونال 
خرگوشی علیه مانو پروتئین كونژوگه گردید. در مرحله بعدی با 
استفاده از كونژوگه طلا-آنتی بادی تشخیص آنتی ژن مانوپروتئین 

با موفقیت انجام شد.

موادوروشها
از محیط كشت  آلبیکنس،  كاندیدا  انبوه مخمر  منظور كشت  به 
GYEP استفاده گردید. این محیط شامل گلوكز 2%، عصارة مخمر 

 ،)100 Iu/ml( 0/3%  و پپتون 0/1% بوده و آنتی بیوتیك های پنی سیلین
استرپتومایسین )µg/ml 100( و كلرآمفنیکل )mg/ml 50( به آن اضافه 
شد. مقدار 2000 میلی لیتر از این محیط تهیه و در 4 ارلن استریل 
كاندیدا  نمونه  از  تقسیم شدند. سوسپانسیونی  میلی لیتری   1000
آلبیکنس مورد مطالعه به تعداد 106 سلول در هر میلی لیتر و به 
میزان 8 میلی لیتر تهیه شد. به هر كدام از ارلن  ها 2 میلی لیتر از این 
سوسپانسیون اضافه گردید و سپس ارلن ها به انکوباتور شیکردار با 
دور 100 در دقیقه منتقل و در درجه حرارت 30 درجه سانتی گراد 
به مدت 48 ساعت انکوبه شدند. بعد از 48 ساعت نمونه ها با بافر 
فسفات 10 میلی مولار و با استفاده از سانتریفوژ یخچال دار )5 درجه 
سانتی گراد و دور g 800( 3 مرتبه شستشو و جمع  آوری شدند. از 
2000 میلی لیتر محیط كشت مقدار 20/95 گرم كاندیدا آلبیکنس 

مرطوب به دست آمد. 
به منظور تهیه عصار مخمری دیواره سلولی از روش Casanova و 
همکارانش با پاره ای تغییرات استفاده شد )10(. بعد از جمع آوری 
محیط  تغییر  و  پروتئین ها  از  نمك  جداسازی  جهت  نمونه ها 
بافری نمونه، از كیسه دیالیز استفاده شد. برای اندازه گیری غلظت 
پروتئین های بدست آمده در تمام مراحل از این روش استفاده گردید. 
در این روش رنگ كوماسی بریلیانت بلو G وارد ساختمان ملکول 
پروتئین می شود. ماكزیمم جذب كمپلکس حاصل در طول موج 
nm 595-425 می باشد و در این شرایط از استاندارد پروتئینی نیز 

استفاده می شود )10(. 
جهت تخلیص عصارةمانو پروتئین دیوارة سلولی از كروماتوگرافی 
تمایلی (Affinity chromatography) استفاده شد.كانکاوالین A تمایل 
كه  آنجا  از  دارد.  مانوزیلی  واحدهای  به  اتصال  برای  زیادی 
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مانوپروتئین دارای واحدهای پلی مانوز می باشد، اغلب محققین 
برای تخلیص آن از این تركیب استفاده نموده اند. در این مطالعه 
نیز برای تخلیص مانوپروتئین عصارة خام دیوارة سلولی كاندیدا از 
ژل كانکاوالین A متصل به سفادكس كه از شركت سیگما خریداری 
گردید مطابق با روش گفته شده در پروتکل آن شركت استفاده شد. 
با آنتی بادی لازم  جهت تهیة ذرات طلا و پوشانیدن این ذرات 
است اندازه، pH و غلظت مناسب به دست آید كه این پارامترها 
از مطالعه رجبی و همکاران در تهیة ذرات طلا بکار گرفته شد 
)9-11(. آنتی بادی پلی كلونال در خرگوش به منظور مطالعة اولیه 
برای سنجش مانوپروتئین با استفاده از طلای كلوئیدی از آنتی بادی 
پلی كلونال خرگوشی استفاده شد. این آنتی بادی به شرح زیر تولید 

و تخلیص گردید. 
انستیتو رازی خریداری شد. سپس   از  دو عدد خرگوش سفید 
تعداد 107 سلول كاندیدا آلبیکنس شمارش شده با لام نئوبار به 
یك میلی لیتر سرم فیزیولوژی اضافه و به آن یك میلی لیتر ادجوانت 
كامل فروند اضافه شد و خوب مخلوط گردید. سپس یك میلی لیتر 
از این مخلوط به شکل داخل عضلانی به خرگوش )به میزان 250 

میکرولیتر درهر عضله( تزریق گردید. 
به منظور تزریق های یادآور،  107 سلول كاندیدا آلبیکنس در یك 
میلی لیتر سرم فیزیولوژی حل شده و سپس یك میلی لیتر ادجوانت 
ناقص اضافه گردید و پس از مخلوط شدن كامل به نقاط مختلف 
دست و پای خرگوش ها تزریق شد. تزریق یادآور یك هفته بعد 
از تزریق اول صورت گرفت. تزریقات یادآور هر 3 هفته تا مدت 
3 ماه تکرار شد. برای سنجش تیتر آنتی بادی مناسب 1/2000 بعد 

از یك ماه هر 2 هفته الایزا (ELISA) انجام شد. 
به منظور تعیین تیتر آنتی بادی پس از هر خونگیری از حیوان و یا 
استفاده از روش الایزا، مقدار 5 میکروگرم از آنتی ژن مانوپروتئین 
را در كف چاهك ها پوشانیده و پس از 16 ساعت انکوباسیون در 
دمای C° 37 پلیت ها با بافر pH=7/2( PBS( شسته و با استفاده از 
محلول یك درصد سرم آلبومین گاوی (BSA) بلوكه شدند. سپس 
پلیت ها شسته و رقت های مختلف آنتی بادی در بافر 10 میلی مولار 
فسفات با pH =7/2 به آن اضافه و به مدت 2 ساعت انکوبه شدند. 
در پایان مدت انکوباسیون چاهك ها شسته و به آنها آنتی بادی ثانویه 
ضدایمونوگلوبولین خرگوش كه با HRP نشان دار شده بود اضافه 

و به مدت 2 ساعت انکوبه شدند. این آنتی بادی از شركت سیگما 
خریداری گردید. در پایان انکوباسیون، چاهك ها به مدت 5 بار 
شسته و محلول سوبسترای TMB به آنها اضافه شد. پس از ده دقیقه 
واكنش با استفاده از اسیدكلریدریك 0/5 نرمال متوقف و رنگ در 

450 نانومتر قرائت شد. 
برای جداسازی آنتی بادی از سرم خرگوشی، از نمك سولفات 
آمونیوم 37% استفاده شد. سولفات آمونیوم سائیده شده به آرامی 
به ظرف حاوی سرم كه در حال مخلوط شدن توسط مگنت بود 
اضافه گردید. این عمل در سرما و در داخل ظرف یخ انجام شد. 
سپس این سوسپانسیون در 3500 دور در دقیقه و دمای چهار 
درجه سانتی گراد سانتریفوژ گردید. بعد ازجدا كردن محلول رویی، 
رسوب در حداقل بافر فسفات 15 میلی مولار با )pH =7/5( حل 
شد. محلول فوق را در كیسة دیالیز با Cut off 12000 ریخته و در 
مقابل بافر فسفات 15 میلی مولار )pH=7/5( به مدت 24 ساعت 

با سه بار تعویض دیالیز گردید )9(. 
برای تخلیص ایمونوگلوبولین خرگوشی با استفاده از كروماتوگرافی 
تعویض یونی ژل مورد استفاده جهت این روش دی اتیل امینو اتیلن 
سلولز -DEAE( سلولز( می باشد. گروه تعویض یونی یون مثبت 
مستقر بر روی گروه آمین است كه به صورت شارژ شده باقی می ماند 
و قابلیت و كاركرد در pH بین 2 تا 9 را دارا می باشد. آماده سازی 

ژل فوق و تخلیص آنتی بادی پلی كلونال انجام گردید. 
پس از تهیة ذرات طلای نانومتری و تنظیم pH آن با استفاده از 
كربنات پتاسیم 0/2 مولار، آن را فیلتر كرده، سپس محلول كلوئید 
طلا را در داخل ظرف مناسب ریخته و در دمای آزمایشگاه و در 
حالیکه به طور مداوم بهم می خورد، آنتی بادی به آن اضافه گردید. 
غلظت نهایی برای این پروتئین یك میلی گرم در میلی لیتر مشخص 
گردید. پس از اضافه نمودن پروتئین، دو الی سه دقیقه اجازه داده 
شد تا به آرامی در دمای آزمایشگاه مخلوط گردد. سپس از محلول 
یك درصد پلی اتیلن گلیکول 20/000 اضافه نموده و پنج دقیقه 
در دمای آزمایشگاه قرار داده شد تا خوب مخلوط شوند بعد از 
این مرحله، محتویات به لوله سانتریفوژ منتقل شده و به مدت 45 
دقیقه در دمای چهار درجه سانتی گراد و در 14000 دور در دقیقه 
4 حجم مایع رویی بیرون 

5
سانتریفوژ شد. بعد از سانتریفوژ اول، 

ریخته شد و رسوب در باقیمانده محلول به آرامی حل شده سپس 
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به آن بافرفسفات حاوی یك درصد BSA اضافه شد. میزان بافر 
اضافه شده به قدری است كه برابر حجم اولیه كلوئید طلا می شود و 
مجدداً در 14000 دور در دقیقه به مدت 45 دقیقه و در دمای چهار 
درجه سانتریفوژ گردید. بعد از خالی كردن مایع رویی، رسوب 
در بافر فسفات حاوی یك درصد BSA به میزان چهار برابر حجم 
رسوب حل گردیده و در 14000 دور در دقیقه و دمای چهار درجه 
به مدت 30 دقیقه سانتریفوژ شده بعد از خالی كردن مایع رویی به 
همان میزان قبلی، رسوب در باقیمانده بافر حل شده و در تاریکی 

و دمای چهار درجه نگهداری شد. 
جهت آزمایش آگلوتیناسیون، ذرات طلای پوشیده شده با آنتی بادی 
پلی كلونال خرگوشی را در مقادیر مساوی داخل سه میکروتیوب 
ریخته و به آنها غلظت های مساوی از بافر فسفات )به عنوان كنترل 
منفی(، BSA )به عنوان كنترل منفی(، عصارة خام دیواره مانوپروتئین 
آسپرژیلوس  عصارة  همچنین  گردید.  اضافه  تست(  عنوان  )به 
فومیگاتوس نیز به عنوان آنتی ژن دارای واكنش متقاطع )به دلیل 

شباهت( بررسی شد.این آزمایش ها به تناوب تکرار شد. 

یافتهها
نتایج حاصل از تولید كشت انبوه كاندیدا آلبیکنس و تعیین میزان 
پروتئین به دست آمده از عصارة خام دیواره سلولی و مانوپروتئین 
تخلیص شده با روش كروماتوگرافی تمایلی با استفاده از روش 

برادفورد در جدول 1 نشان آورده شده است. 
نتایج حاصل از تخلیص مانوپروتئین كاندیداآلبیکنس با استفاده از 
ستون كروماتوگرافی تمایلی (Con-A) در شکل 2 آورده شده است. 
این شکل منحنی جذب نوری نمونه های جمع آوری شده از ستون 
كروماتوگرافی را با دو پیك (Peak) را نشان می دهد. پیك اول 

مربوط به پروتئین های ناخواسته )OD = 3/90( و پیك دوم مربوط 
به تخلیص مانوپروتئین می باشد )OD = 1/7( كه به كانکاوالین 
A متصل بوده و با استفاده از قند α ـ متیل D ـ مانوزیل آزاد شد. 
)شکل1(. بررسی الگوی الکتروفورزی نمونه های جمع آوری شده 
مربوط به پیك دوم با استفاده از SDS-PAGE یك باند قوی را در 
محدودة 55 كیلودالتون و یك باند بسیار ضعیف در محدودة 35 

كیلودالتون را نشان می دهد )شکل 2(. 
آنتی بادی  با  پوشیده  طلا  ذرات  آگلوتیناسیون  از  حاصل  نتایج 
مانوپروتئین دیوارة  باآنتی ژن  تهیه شده در خرگوش  پلی كلونال 
سلولی كاندیدا آلبیکنس و عصاره قارچ آسپرژیلوس فومیگاتوس 
پس از پوشانیدن ذرات طلا با آنتی بادی پلی كلونال، مقادیر مساوی 
از این محلول در داخل4 میکروتیوب ریخته شد. 2 تیوب به عنوان 
كنترل منفی در نظر گرفته شد و به آنها فقط BSA و بافر فسفات 
اضافه گردید و به دو تیوب دیگر به ترتیب عصاره آسپرژیلوس 

Sample Condition Amount Steps  NO:  
C. albicans  Wet 22 g 2L culture  1  
C. albicans Dry 13 g Freeze dry  2  

Cell wall extract  ---- 30 mg Crud extract  3  
Protein purified ---- 1/5 mg ConcanavalinA  4  

 

جدول 1- نتایج حاصل از تولید كشت انبوه و میزان غلظت پروتئین با استفاده از روش برادفورد درعصارة خام و مانو پروتئین تخلیص شده از مخمر كاندیدا 
آلبیکنس

ستون  از  شده  جمع آوری  نمونه های  نوری  جذب  منحنی   -1 شکل 
.A كروماتوگرافی تمایلی با استفاده از كانکاوالین
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فومیگاتوس وآنتی ژن مانوپروتئین تخلیص شده از دیواره كاندیدا 
آلبیکنس با غلظت های مشخص اضافه شد. پس از 2 تا 5 دقیقه 
مشاهده شد كه میکروتیوب حاوی BSA بدون تغییر باقی مانده 
است. اما دو میکروتیوب دیگر كه به آنها مانوپروتئین وعصارة 
آسپرژیلوس فومیگاتوس اضافه شده بود، تغییر رنگ داده كه در 
مورد مانوپروتئین از قرمز به سمت بنفش كمرنگ رفته و سپس 
بی رنگ گردیدند و شروع به رسوب نمودند.تغییر رنگ مربوط به 
آسپرژیلوس فومیگاتوس ازشدت كمتری برخوردار بود. نتایج از 
طریق چشم كاملًا مشهود بوده و درشکل 3 قابل مشاهده می باشد. 
همچنانکه در شکل مشهود است این تغییر رنگ در رابطه با آنتی ژن 

مانوپروتئین كاندیدا آلبیکنس بسیار مشخص تر می باشد. 

بحثونتيجهگيری
سپسیس های  شایع  علت  چهارمین  اخیر  درسالهای  كاندیدیمیا 
بیمارستانی بوده و در حدود 8% عفونت های بیمارستانی را تشکیل 
می دهد. میزان مرگ و میز ناشی از این عفونت ها بسیار بالاتر از 
موارد مشابه یعنی سپسیس های باكتریایی می باشد و تخمین زده 

می شود كه این میزان در حدود 80-38% باشد )5-1(..
از آنجائیکه پیش آگهی این بیماری وخیم می باشد و درصد مرگ و 
میر ناشی از آن بالا است، لذا تشخیص سریع و درمان این عفونتها 
ضروری است.از موارد تشخیصی كشت خون می باشد كه علیرغم 
بالاترین میزان مثبت در اغلب بیماریهای عفونی، در این بیماران 
معمولاً منفی گشته و یا با تأخیر مثبت می گردد. بیوپسی نیز در اغلب 
این بیماران به علت تهاجمی بودن توصیه نمی گردد. به همین دلیل 
روشهای سرولوژی در دهه های اخیر به طور وسیعی برای تشخیص 

كاندیدیازیس سیستمیك مورد استفاده قرار گرفتند. 
در طراحی یك تست آزمایشگاهی ویژگی و حساسیت بالا حائز 
اهمیت می باشد تا بتواند تفاوت میان كلونیزاسیون و عفونت را 
تشخیص دهد. تستهای جدید باید روشهای قبلی را بهینه كرده و 
سریعتر پاسخ دهند تا امکان تشخیص بهتر اشکال مهاجم بیماری 
فراهم شود. روش هایی چون رادیوایمونواسی، همآگلوتیناسیون، 
كانترایمونوالکتروفورز نیز به طور تجربی مورد استفاده قرار گرفته اند. 
اما در كارهای روزمره از آنها استفاده نمی شود. اغلب این تست ها 
از مانان به عنوان یك ماركر تشخیص در خون استفاده كرده اند. 
مانان ها در مقایسه با گلوكان بسیار ایمونوژن هستند و متشکل از 
تعداد زیادی قند مانوپیرانوز هستند. فاكتورهای آنتی ژنیك موجود 
در مانان باعث تحریك ایمنی هومورال و تولید آنتی بادی می شود. 
این آنتی بادی ها پلی كلونال و یا منوكلونال بوده و می توان از آنها 

در درمان و تشخیص آزمایشگاهی استفاده نمود )12-8(. 
امروزه استفاده از تستهای سریع در زمان كوتاهی توجه محققین را 
به خود جلب نموده است. اغلب این روشها براساس آگلوتیناسیون، 

ایمونوكروماتوگرافی و روش های ملکولی می باشد. 
استفاده از كلوئید طلا به دلیل بررسی نتایج با چشم غیر مسلح و 
نیز پایداری ذرات و محدودة پایداری وسیع pH آن كه بین 4 تا 
10 می باشد بر نشان هایی مثل گلبول قرمز و لاتکس در طراحی 
تست های سریع ارجحیت دارد.همچنین با توجه به انجام واكنش 

شکل 2- بررسی الگویی الکتروفورزی مانوپروتئین تخلیص شده با استفاده 
از ستون كروماتوگرافی تمایلی كانکاوالین.

شکل 3- نتایج چشمی حاصل از واكنش آگلوتیناسیون ذرات طلای پوشیده 
شده با آنتی بادی پلی كلونال خرگوشی به ترتیب با BSA )كنترل سمت راست، 
شماره 1(، آنتی ژن مانوپروتئین دیوارة سلولی كاندیدا آلبیکنس )شماره2(، 
با عصاره قارچ آسپرژیلوس فومیگاتوس )شماره3( و كنترل منفی با بافر 

Dفسفات )سمت چپ، شماره4(.
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در یك مرحله و بررسی نتایج از طریق چشم غیر مسلح و افراد 
مبتدی می توان آنالیت هایی بسیاری از از جمله پروتئین  را مورد 

بررسی قرار داد. 
در این مطالعه از سنجش های ایمنی مانند آگلوتیناسیون ذرات طلا 
بجای لاتکس، برای تشخیص مانوپروتئین استفاده شد. در مرحلة 
اول آنتی ژن مانوپروتئین را كه آنتی ژن اصلی و ایمونودومینانت سلول 
كاندیدا آلبیکنس است انتخاب گردید و با استفاده از كانکاوالین 

A تخلیص گردید. 
نتایج حاصله از آنالیز الکتروفورزی عصارة خام و نمونة تخلیص شده 
با استفاده از ژل 12% سدیم دودسیل سولفات پلی اكریل آمید برای 
عصارة خام حدود 22 باند پروتئین را در محدودة 250 كیلودالتون تا 
30 كیلودالتون و برای مانان یك باند قوی در محدودة  55 كیلودالتون 
و یك باند بسیار ضعیف در محدوده 35 كیلودالتون را نشان  داد. 
استفاده از رنگ آمیزی نیترات نقره برای نمونة مانوپروتئین تخلیص 

شده از ستون كانکاوالین  A هیچگونه باند دیگری را نشان نداد.
جهت طراحی روش تشخیص سریع، ذرات طلا با اندازه های متفاوت 
تهیه شده و با توجه به زمان پایداری این ذرات، ذرات بیست نانومتری 
انتخاب گردید.مرحله بعد بهینه سازی غلظت آنتی بادی بر روی 
ذرات طلا و پایداری آنها می باشد. كونژوگه آنتی بادی –طلا بدست 
آمده به مدت شش ماه بررسی شده و نتایج نشان از دوام و كیفیت 
لازم برای بررسی مانان می باشد. نتایج آزمایشات آگلوتیناسیون با 
استفاده از ذرات طلا نشان داد كه كونژوگه آنتی بادی ـ طلا كت 

شده در آزمایش توانست آنتی ژن مانوپروتئین جدا شده ازمخمر 
كاندیدا آلبیکنس را شناسایی نماید.شناسایی اختصاصی مانان توسط 
تست سریع طراحی شده حائز اهمیت می باشد اما بررسی واكنش 
متقاطع و شناسایی اختصاصی نشان داد كه كونژگه طلا-آنتی بادی 
پلی كلونال توانست عصارة قارچ آسپرژیلوس فومیگاتوس را به 
طور ضعیف نیز شناسایی نماید. البته همچنانکه نتایج نشان می دهد 
تغییرات رنگ در آزمایشات آگلوتیناسیون ذرات طلا برای آنتی ژن 
مانوپروتئین كاندیدا آلبیکنس نسبت به اسپرژیلوس فومیگاتوس 
بیشتر است و جهت افزایش اختصاصیت این آزمایشات بایستی 
درآزمایشات آتی از آنتی بادی های اختصاصی تر مانند آنتی بادی های 
منوكلونال استفاده نمود. باتوجه به اینکه تست طراحی شده دراین 
مطالعه قادر به شناسایی اولیه بوده كه این امر حائز اهمیت می باشد. 
پس از بکارگیری آنتی بادی منوكلونال، ارزیابی و غربالگری نمونه ها 
با استفاده از سایر روش ها انجام خواهد شد. طراحی تست سریع 
برای آنتی ژ ن های قارچی با گزارش كمتری همراه می باشد.طراحی 
تست های سریع برای سایر عوامل عفونی گزارش شده است كه 
در مقایسه با سایر تست ها از ویژگی و حساسیت لازم برخوردار 
برای  ایران  اینکه طراحی تست سریع در  به  با توجه  می باشند. 
موادی مانند مورفین، آلبومین و...صورت پذیرفته است. این اولین 
گزارش از طراحی تست تشخیص سریع جهت شناسایی مانان 
قارچ در ایران می باشد و تحقیقات جهت بهینه نمودن این تست 

ادامه دارد. )13-18(
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Abstract

Background: Candida albicans is one of the most common causes of hospital infections. The aim of this 

study was to develop a rapid, easy and sensitive way to detect candida albicans. 

Material and Methods: Polyclonal antibodies were prepared in rabbits. The antibodies were purified by 

salt concentration and Ion exchange chromatography. The purified antibody was coated onto the colloidal 

gold. 

Results: Color change (red to blue) was observed when the purified antigens (mannoprotein of Candida 

albicans cell wall) were added to Polyclonal antibodies. The method was sensitive and easy. 

Conclusion: This study indicated that using colloidal gold particle agglutination method can be used for 

accurate and rapid candida detection Method. 

Keywords: Candida Albicans, Mannoproteins, Antigen, Agglutination, Gold
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