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Abstract 
Background and Aim: Neisseria meningitidis is a leading cause of death in children in developed countries. 

Meningococcus has 13 sero-groups based on the capsule antigens. Rapid diagnosis of the bacteria results in timely selection 

of the right anti-microbial treatment. The present study, conducted in 2019, aimed to produce a highly pure antiserum for 

diagnostic assays for the detection of meningococcus sero-groups. 

Methods: The type of research study was research and development. Inactivated bacterial suspension was intravenously 

injected into white New Zealand Rabbits. Serum was collected after the last injection. Purification process was performed 

using precipitation, chromatography, and tangential flow filtration. The produced antiserum was used in Agglutination and 

ELISA assays. The purified antiserum had a purity of more than 98% at a suitable quantity. Agglutination test with the 

primary antigen showed 4+ result. To develop the ELISA assay, the optimized concentration of primary and biotinylated 

antibodies was 1 and 80 micrograms, respectively. The results of positive predictive value were 100% and negative 

predictive value was 96%, for the designed assay. 

Results: The purified antiserum had a purity of more than 98% at a suitable quantity. Agglutination test with the primary 

antigen showed 4+ result. To developed the ELISA assay, the optimized concentration of primary and biotinylated 

antibodies was 1 and 80 micrograms, respectively. The results of positive predictive value were 100% and Negative 

predictive value was 96%, for the designed assay. 

Conclusion: Serum-based assays are recommended for the timely diagnosis of the disease since these assays are specific, 

sensitive, inexpensive, and rapid. The antiserum produced in the present research is highly pure. Therefore, we recommend 

the antiserum for the development of agglutination and ELISA assays for the detection of N. meningitides. 
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 خلاصه
سرولوژیکی    هایویژگی یافته است. مننگوکوک بر اساس  دیس یکی از عوامل منجر به مرگ در کودکان کشورهای توسعه ینایسریا مننژیتو هدف:    سابقه

انتخاب درمان ضد  ه. شناسایی سریع باکتری در دورشوندبندی میهسروگروپ طبق  13کپسولی به  های  ژنآنتی در اسرع وقت    میکروبیبیماری سبب 

 . استهای تشخیصی  استفاده در تست  با درجه خلوص بالا برایهای مننگوکوک  سروگروپ   انواع  سرم علیهآنتی  هد. هدف از این تحقیق، تهیشومی

آوری سرم یک هفته بعد لندی تزریق شد. جمعیبه خرگوش سفید نیوز  باکتری  ه سوسپانسیون غیرفعال شدنوع مطالعه تحقیق و توسعه است.    :روش کار

انجام   انجام  تانژنشیال فلوفیلتریشن    ،دهیهای رسوب با روش   سازیخالص   .شداز آخرین تزریق  سرم تولید شده در تست  آنتی از    شد.و کروماتوگرافی 

 و طراحی آزمون الایزا استفاده شد.   یناسیونآگلوت

از    درصد(98، بیشتر از  خلوص بالا  هسرم به دست آمده از لحاظ کیفیت )درجها نشان داد که آنتییافته  ها:افته ی و کمیت )غلظت پروتئین مناسب( 

اولیه به صورت  تست آگلوتیناسیون با آنتی.  استبالایی برخوردار    هدرج ه  میکروگرم ب  80و    1های بهینه برای طراحی آزمون الایزا  + بود. غلظت 4ژن 

درصد و ارزش پیشگویی    Positive predictive value   100به دست آمد. نتایج ارزش پیشگویی مثبت یا    بادی اولیه و بیوتینیلهآنتی   برایترتیب  

 شده به دست آمد. درصد برای آزمون طراحی  Negative predictive value  96منفی  

و سرعت عمل بالا و هزینه ت  های سرمی که دارای حساسیت، اختصاصیهای مختلف مانند تستوسیله آزمایش ه  تشخیص سریع بیماری ب :یریگجهینت

های مختلف، از  سرم در تستتوان از این آنتی، میاین مطالعهی به دست آمده در خلوص بالا ههمچنین با توجه به درج .شودتوصیه می هستند،کمتری 

 . کرداستفاده    الایزا  آگلوتیناسیون و  قبیل

 تانژنشیال فلوفیلتریشن  ؛الایزا  ؛درجه خلوص بالا  ؛آنتی سرم  ؛مننگوکوک  :یدیکلواژگان 

 به این مقاله، به صورت زیر استناد کنید:
Hejazi M, Paryan M, Shokri R. Design and development of ELISA technique for detection of IgG against Neisseria 

meningitidis using purification of antisera. Pejouhesh dar Pezeshki. 2022;46(2):30-39. 
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 مقدمه
  مننگوکوک به عنوان یکی از عوامل مهم مرگ و میر در کودکان 

و   یافته  توسعه  سببکشورهای  و    اپیدمی  همچنین  آسیا  در 

اپیدمی  .(4-1)ریقاستـآف از اگرچه  باکتریایی  مننژیت  شناسی 

ولی   است،  وسیعی  تغییرهای  دارای  دیگر  کشور  به  کشور  یک 

های متعددی همراه  های مختلف مننگوکوک با اپیدمیسروگروپ 

کشورهای  (.  5اند)بوده هر    پیشرفتهدر  از  باکتریایی  مننژیت 

می  نفر  6/2-6نفر،    100000 آلوده  کشورهای    کند را  در  و 

(.  7،6)  رسدبرابر این میزان می  10توسعه یافته به کمتر از  کمتر 

کودکی  دوران  اغلب  بیماری  این  به  ابتلا  زمان  که  آنجا  و    از 

بیماری  ،است  نوجوانی عوارض  تنها  به   نه  منجر  شدید  فرم  در 

بلکه  می  درصد  10-15مرگ   آن معلولیتشود  از  ناشی    های 

.  کند بتلا را سالیان متمادی درگیر میفراد مدرصد ا 10-20حدود

اقتصادی و اجتماعی نامطلوب آن نیز جامعه را همچنین   عواقب 

سازد. بیماری مننژیت در پزشکی همواره به عنوان یک ثر میأ مت

 (. 9،8) استبسیار مهلک  و مورد اورژانسی مطرح بوده

ابتدا آزمایش خون   افراد مشکوک به مننژیت،  بررسی   برایبرای 

پروتئین  گرنشان )مانند  التهاب   C-Reactiveی  واکنش  Cهای 

Protein کشت خون انجام   همچنینهای خون( و  ، شمارش سلول

نظر   ،مننگوکسمی  خصوصدر    .(10)  شودمی از  خون  نمونه 

رین آزمایش برای مهمت . (13-11) شودوجود باکتری بررسی می

مایع   نمونه  از  باکتری  مننژیت، کشت  رد  یا  نخاعی  -مغزیتایید 

مغزی  است، مایع  اولیه  نشانه-ظاهر  است  ممکن  از نخاعی  ای 

باشد.   نشان  CSFعفونت  پروتئین،  کدر  از  بالاتری  دهنده سطوح 

نتیجه ممکن است    لگلبو باکتری است و در  یا  و  قرمز و سفید 

باشد.  باکتریایی  مننژیت  وجود    CSFنمونه    نشانه  لحاظ  از 

گلبولگلبول سفید،  قرمزهای  سطح  های  و  پروتئین  غلظت   ،

مایع مغزی  .( 14)شود  میگلوکز سنجش   مقدار گلوکز    -بررسی 

که مقدار    شودمینخاعی در تشخیص مننژیت باکتریایی استفاده  

بالای  سطح  است.  آن  طبیعی  مقدار  از  کمتر  مننژیت  در  آن 

دهنده احتمال وجود مننژیت باکتریایی را  نشان  CSFلاکتات در  

می اگر افزایش  از    دهد.  کمتر  لاکتات  در  میلی  35سطح  گرم 

آنتی بیوتیک دریافت نکرده    پیش از آنباشد و شخص  لیتر  دسی

معمولباشد،   طور  رد    به  را  باکتریایی  مننژیت  وجود 

آزمایش(16،15)کندمی هم  .  را  دیگری  متنوع  تخصصی  های 

روش   .(19-17توان برای تشخیص عوامل مننژیت انجام داد)می

از دقت   درصدی برخوردار است، کشت    85تا    70تشخیصی که 

زمان  است،میکروبی   روش  این  از  ولی  پس  نتایج  و  بوده    48بر 

می آماده  گلبول ساعت  انواع  درصد  بررسی  سفید شود.  های 

و   باکتریایی  مننژیت  در  مننژیت وسیت لمف)نوتروفیل  در  ها 

اری کارایی  ویروسی( دیگر روش تشخیصی است که در شروع بیم

همچنین ائوزینوفیل با درصد بالا، احتمال انگلی یا    ،لازم را ندارد

می قوت  را  بیماری  عامل  بودن  شناسایی    (. 20)بخشدقارچی 

بیماری سبب انتخاب درمان ضد میکروبی    هسریع باکتری در دور

ایمنی از  استفاده  با  پیشگیری  را شده و ضرورت  اختصاصی  زایی 

می از    دهد.نشان  روشیکی  لاتکس  این  سریع  تست  ها، 

آنتی نمونهآگلوتیناسیون  روی  و  ژن  خون  اما    CSFهای  است، 

ها را با محدودیت مواجه پایین بودن حساسیت استفاده بالینی آن 

 (. 10) کرده است

آنتی تهیه  تحقیق  این  انجام  از  بالا   سرمهدف  خلوص  درجه    با 

باستفاده در کیت  برایعلیه مننگوکوک   اساس  های تشخیصی  ر 

آنتیستالایزاو    آگلوتیناسیون روشسرم.  با  اختصاصی  های  های 

و   بیماری  عامل  سریع  تشخیص  در  و  بوده  مقایسه  قابل  کشت 

 غربالگری کلنی کاربرد دارد. 

 روش کار
مطالعه دسته   ،نوع  در  تحقیق  هدف  اساس  و بر  تحقیق  بندی 

  عه است.توس

باکتری سوش   100 ابتدا  :کشت   مننگوکوکمیکرولیتر 

در  (Cو    A  ،Bهای  سروگروپ) لوله  حاوی  پیچ  به    میلی   10دار 

به علاوه    Brain Heart Infusion broth (BHI)لیتر محیط کشت

ایزوویتالکسومیکر  10  ™BD BBL™ IsoVitaleX)  لیتر 

Enrichment)  37ساعت در دمای    48به مدت    . سپساضافه شد  

سانتی قرار  درجه  انکوباتور  داخل  در  رشد  گراد  باکتری  تا  گرفت 
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و    سازیغیرفعال آنتیباکتری  به خرگوشتزریق  برای    :ژن 

در  لولهسازی،  غیرفعال ساعت  نیم  مدت  به  باکتری  حاوی  های 

سانتی  55دمای   گرفتند.  درجه  قرار  ماری  بن  شیکر  داخل  گراد 

گراد  درجه سانتی  4ساعت و در دمای    یکها به مدت  لوله سپس  

سرعت با  دقیقه  3000 و  بر   Hettich)وژ  یسانتریف(  rpm)  دور 

EBA 200 Centrifuge 8 x 15 mL Zentrifuge OVP)  شدند  .

آماده  را  مایع رویی    سپس برای مرحله بعد  دور ریخته و رسوب 

به    آمیزی گرم انجام شد.اطمینان از رشد خالص، رنگ  برای  .شد

تا    شددست آمده از سانتریفیوژ، سرم فیزیولوژی اضافه  ه  رسوب ب

استاندارد   به  آن  فارلند  3کدورت  109.0×8 )معادل    مک 

CFU/mLاسپکترو دستگاه  توسط  سپس  برسد.    تومترف( 
Thermo Scientific™ GENESYS™ 30 Visible 

Spectrophotometer    آن تعیین   نانومتر غلظت  600با طول موج  

باربار    چهار  سپس  شد. در   (لیترمیلییک    )هر  محلول  این  از 

زمانی   ب  72فاصله  به  ه  ساعت  گوش  وریدی  داخل  صورت 

 لندی تزریق شد.  یخرگوش سفید نیوز

سرمخون  جداسازی  و  از   : گیری  هفته  یک  گذشت  از  پس 

تزریق خرگوش خون مرحله    نخستین  ،آخرین  از  انجام  ها  گیری 

هفته و در فواصل زمانی یک هفته    سهگیری به مدت  . خونشد

میان   خونبوددر  بار  هر  از  پس  برای  .  سرم،   ه  گیری،  آوردن 

مدت    دو  یوژسانتریف به  دمای    30بار  در  و  درجه   4دقیقه 

و  سانتی سرعتگراد  شد  3000 با  انجام  دقیقه  بر  ب.  دور  ه  سرم 

 شد.  گهداریدست آمده در فریزر ن

آگلوتیناسیون آنتی  :تست  اولیه  بررسی  ببرای  دست  ه  سرم 

اسلاید شیشه روی  آگلوتیناسیون  تست    30.  انجام شد ای  آمده، 

آنتی از  با  میکرولیتر  را  آنتی  30سرم  از  )باکتری میکرولیتر  ژن 

شیشه  صفحه  روی  مننگوکوک(  شده  مخلوط  غیرفعال  .  شدای 

 . شد پس از یک دقیقه نتایج آگلوتیناسیون مشاهده و بررسی 

آنتیتخلیص   کیفیت  بررسی  خالص  :بادیو  سازی برای 

رسوب  عمل  ابتدا  سولفات  پروتئین  آمونیوم  از  استفاده  با   دهی 

(Merck, Cat. No. 101217)  شد سرم    . انجام  از  مساوی  حجم 

محلول  خرگوش  .NaCl(0.15M)  (Merck, Cat. No,  به 

  200سرعت  اضافه شد و مخلوط حاضر روی همزن با    (106404

دقیقه   بر  دمای  دور  سانتی  4در  سپس  درجه  گرفت.  قرار  گراد 

اشباع از آمونیوم سولفات  گرم    100درصد،    100)  حجم مساوی 

در   سولفات  آمونیوم  و  میلی  100از  شده  ریخته  مقطر  آب  لیتر 

ویی به  شود و از محلول رروز روی استیرر گذاشته مییک شبانه

استفاده می اشباع  سولفات  آمونیوم  قطره شود(  عنوان  به صورت 

دقیقه روی    30به مخلوط اضافه و به مدت    ورقطره با کمک پیپت

شد. داده  قرار  دمای    همزن  در  مخلوط  بعد،  مرحله    درجه4در 

مدت    گرادسانتی سرعت  30به  با  و  دقیقه1500دقیقه  بر   دور 

رویی  شدوژ  یسانتریف شفاف  محلول  رسوب  را  .  و  ریخته  دور 

آمده  به سولفاترا  دست  آمونیوم  اشباع  نیمه  محلول   50)  با 

سانتریفیوژ مشابه مرحله قبل انجام   دوباره  داده،  شستشو  درصد(

در یک   ،و رسوب دور ریختهرا در نهایت محلول شفاف رویی   .شد

مح در  اصلی  سرم  میزان  حـس  NaCl 0.15 Mلول  ـسوم  ل  ـرد 

ح(21)شد برای  آمونـی ذف  ـ.  سـهای  تغلـونیوم  و  یظ  ـولفات 

دسـنم از   tangential flow filtration  (Labscale تگاهـونه، 

Tangential Flow Filtration System, Merck)،  با  ـفی -cutلتر 

off  100  ونی  ـیلودالتـکXL50 with  ®(Merck, Pellicon

 100 kDa Membrane, C screen, 50 cm², Cat. No. ®Biomax

PXB100C50)     و در برابر محلولbuffered saline -Phosphate

(PBS; Gibco, Cat. No.18912014)  با pH: 6.4   .شد استفاده 

تست نسلر انجام شد.   ،های آمونیوم سولفاتبرای تایید حذف یون

یکرولیتر معرف  م  20میکرولیتر پروتئین،    150برای این منظور،  

و   پتاسیم  25نسلر   .Merck, Cat)هیدروکسید   میکرولیتر 

No.105033)    میکروتیوب مخلوط بی  شد در یک  بودن  که  رنگ 

 . (21) بود سولفات های آمونیومگر حذف یونمحلول نشان

یونی تعویض  کروماتوگرافی  بعد  مرحله  ژل    در  از  استفاده  با 

 Fast  ®(DEAE Sepharoseفلواتیل آمینو اتیل سفاروز فست  دی

Flow, GE17-0709-01 Sigma)   ناخالصی  برای های  حذف 

متعادل(21انجام شد)مانده  باقی از  .  استفاده  با  حجم    پنجسازی 

 Solution)شامل دو محلول:  لیتر( بافر فسفات  میلی  50ستون )

1: NaH2PO4·H2O, 2.76 g, H2O, distilled, to 1000ml 

Solution 2: Na2HPO4, 2.84 g, H2O, distilled, to 1000 

mL    قسمت از محلول دو    9سپس یک قسمت از محلول یک با

انجام شد.   شود( مخلوط می pH:7.6در یک بشر برای تهیه بافر با 
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نمونه   اعمال  شد سپس  فسفات      دوبارهو    انجام    pH:7.6بافر 

زمانی تا  شد  خارج  افزوده  پروتئین  کل  بررسی  22شد)که   .)

دستگاه  فراکشن از  استفاده  با  نمونه   UV detectorهای 

(Amersham Biosciences AKTA UV-900 Monitor) که  ،

( نوری  جذب  دستگاه،  کار  محدوده  ODاساس  در  یعنی  بوده   )

موج   غلظت    280طول  اینکه  محض  به  و  کرده  عمل  نانومتر 

خارج    پروتئین پروتئین  اگر  شده،  ثبت  نشانگر  توسط  رود  بالا 

نشان که  داده  منحنی  پیک  یک  دستگاه  زمان  شود  دهنده 

است.  جمع  پروتئین  آنتی آوری  کیفیت  بادی  همچنین 

تکنیک  تخلیص از  استفاده  با   Poly acrylamide gelشده 

electrophoresis (SDS-Page)  Sodium dodecyl sulphate- 
کمی   ایبرو    شدبررسی   برادفورد از  پروتئین    تارزیابی  روش 

 . شداستفاده 

آنتیکونژوگه بدست کردن  بیوتین  بادی  به   برای آمده 

الایزا  در  ساندویج: استفاده  میکروگرم    ی  یک  مرحله  این  در 

 180در   (Sigma, Biotin-NHS, Cat. No. 35013-72-0) بیوتین

( تزریق  قابل  آب  شد.  Water for Injectionمیکرولیتر  حل   )

به  مخلوط  مدت  سپس  به  آمده  اتاق    50دست  دمای  در  دقیقه 

 انکوبه شد.  

گرم(  میلی  122/13بادی از غلظت )لیتر آنتیمیلی  079/1مقدار  

از کروماتوگرافی ژل فیلتریشن  به مخلوط اضافه شد و در نهایت 
-0033-25 Medium, Sigma, Cat. No. GE17-G ®(Sephadex

استفاده شد  برای  (01 بافر  فراکشن23)  تعویض  بررسی  و  های  ( 

دستگاه   از  استفاده  با   UV detector (Amershamنمونه 

Bioscience)  .انجام شد 

ساندویج:الایزا  آزمونطراحی   در آنتی  ی  اولیه  بادی 

کوتینگ    10،5،2،1های  غلظت بافر  کمک  به  بافر  یا  میکروگرم 

 Na Carbonate, 3.332و    Na-Bicarbonate,5.76 gr)   کربناتبی

gr    در یک لیتر آب مقطر(pH:9.7)   و سپس فیلتراسیون با فیلتر

شد(  2/0 انجام  چاهک  میکرون  به  و  اضافه  تهیه  بعدها  به    شد، 

دمای   در  شب  یک  قرار    گرادسانتیدرجه    4مدت  شیکر  روی 

 گرفت.  

و  سپس محتوای چاهک ریخته شد  بار ها دور  با  شو  وشست  سه 

 TBST  (Tris (200 mM) ,NaCl (1.5M) ,Tween-20بافر  

شد.    ((1%) آنتی  برایانجام  میکرولیتر   250بادی،  بلاکینگ 

  با غلظت  (BSA,Sigma, Cat. No. A2153) آلبومین سرم گاوی

  د.و به هر چاهک اضافه و به مدت  لیتر  میلی گرم بر میلی  01/0

شو داده  وساعت در دمای اتاق روی شیکر انکوبه و سپس شست

آنتی مرحله  این  در  تماشد.  به  فعال  غیر  باکتری  همان  یا  م  ژن 

های ردیف بلانک و کنترل منفی اضافه و  ها به جز چاهکچاهک

انکوبه شد.   گراد  سانتیدرجه    37ساعت در دمای    یکبه مدت  

سه   شدوشست   بارسپس  داده  بیوتآنتی  و  شو  به  یبادی  را  نیله 

بافر کو غلظت  نژوگهکمک  میکروگرم   80و  40،20،10،5  های در 

تمام چاهک به  و  اضافه شد.  رقیق  شو وشست  بار  چهار  دوبارهها 

 انجام شد.  

استرپتواویدین    ,HRP  (HRP-Streptavidin, Sigmaکونژوگه 

Cat. No. RABHRP3-600UL)  چاهک تمام  ببه  جز  ه  ها 

  گراد   سانتیدرجه    37های ردیف بلانک اضافه و در دمای  چاهک

 دقیقه قرار داده شد.   30به مدت 

پنج   سوبستروشست  بارسپس،  انجام شد.  تمام   زارنگ   ایشو  به 

دقیقه در تاریکی قرار داده    15ها اضافه و پلیت به مدت  چاهک

 Stop solution  کننده واکنش متوقف  شد. در این مرحله محلول

آخر، پلیت محتوای نمونه   . در مرحله شد ها اضافه  به تمام چاهک

دستگاه  Microplate Readerالایزا    خوانش  در 

(Hiperion)+MPR4  450و جذب نوری در طول موج  گرفت قرار  

 . (24، 21شد)نانومتر قرائت 

 هایافته
برای بررسی کیفیت و    :ایآگلوتیناسیون روی اسلاید شیشه

آنتی  تیتر  شده،  تعیین  تهیه  روی سرم  آگلوتیناسیون  تست 

 .  انجام شدقبل از انجام عمل تخلیص سرم آنتی

آنتی استفاده  از  نیز  منفی  کنترل  عنوان  به  پنوموکوک  .  شدژن 

نور بررسی  اسلاید  پس از گذشت یک دقیقه     شد. روی لامپ پر 

شکلهمان در  که  می  1  طور  به   شود، مشاهده  آگلوتیناسیون 

 . یت بودؤخوبی قابل ر
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آنتیآزمون    -1شکل   شدهآگلوتیناسیون  تهیه  اسلاید    سرم  روی 

آنتیژن  آنتی  -1ای:  شهشی با  با  مننگوکوک  سرم منفی خرگوش )تیمارنشده 

مننگوکوک(آنتی آنتیآنتی  -2  ؛ ژن  با  پنوموکوک  مننگوکوکژن  -3  ؛ سرم 

آنتیآنتی با  پنوموکوک  خرگوشژن  منفی  با  آنتی  -4  ؛ سرم  مننگوکوک  ژن 

شیشهآنتی اسلاید  روی  آگلوتیناسیون  که  مننگوکوک  یک  سرم  از  بعد  ای 

در   فقط  شماره  دقیقه  آنتی  4چاهک  از  است.  رویت  ب قابل  پنوموکوک  ه  ژن 

پلی  دلیل کپسول  کنترل  دارابودن  عنوان  به  مننگوکوک  با  مشابه  ساکاریدی 

 منفی استفاده شد. 
 

آنتی  :بادیتخلیص آنتی ارزیابی کیفی  الکتروفورز  برای  از  بادی 

احیا  درصد12ژل   شرایط  در  آمید  استفاده    (Reducing)  آکریل 

روش    بادیآنتی  میکروگرم  15  شد. با  پروتئین  تخلیص  از  بعد 

، بعد از  (Non-Reducing)آمونیوم سولفات در شرایط بدون احیا  

احیا   شرایط  در  سولفات  آمونیوم  روش  با  پروتئین  تخلیص 

(Reducing) تانژنشیال روش  از  استفاده  با  فیلتراسیون  از  بعد   ،

التونی در شرایط احیا و در نهایت  کیلود  30فلوفیلتریشن و فیلتر  

یونی تعویض  کروماتوگرافی  از  فیلتراسیون    بعد    100و 

تانژنشیال فلوفیلتریشن در شرایط کیلودالتونی با استفاده از روش  

روی ژل برده (  مرکاپتواتانول  -2  احیاکننده  ماده  حضور  در)احیا  

نشان  25و    50د  بان   دو  .شد بالای  کیلودالتونی  خلوص  دهنده 

 . ( 2)شکل  استبادی تیآن

به    شده با استفاده از روش برادفوردسازیبادی خالصآنتیغلظت  

از بعد  )  آمونیم  با   دهی رسوب   ترتیب  بر  میلی  3/20سولفات  گرم 

گرم  میلی  23/17یونی )  تعویض  کروماتوگرافی   از  لیتر(، بعدمیلی

میلی خالصبر  از  بعد  نهایت  در  و  با    سازیلیتر(  و    TFFنهایی 

 لیتر( شد. گرم بر میلیمیلی 122/13کیلودالتونی ) 100فیلتر 

الایزا  ساندویج:  آزمون  بهین  ابتدای  و  آنتی   همیزان  اولیه  بادی 

بررسی   نوری در طول   شدبیوتینیله شده  میزان جذب  و سپس 

دهد جذب نوری  ها نشان مییافته.  شدنانومتر قرائت    450موج  

سرم   و  بلانک  نمونهافرابرای  مورد  در  و  بوده  صفر  سالم  بر د    ها 

غلظت بحسب  متفاوت  ه  های  رفته  جذب استکار  بیشترین   .

  80بادی اولیه( و  میکروگرم )آنتی  یکهای  نوری مربوط به غلظت

  1جدول  . نتایج حاصل در  استبادی بیوتینیله(  میکروگرم )آنتی

 است. نشان داده شده 

 
بادی تخلیص شده در سه ژل  خلوص آنتی   هبررسی درج  -2شکل  

پروتئینی  Aجداگانه:   مارکر  شرکت    15-170:  ؛  Fermentasکیلودالتونی 

B  احیا بدون  شرایط  در  سولفات  آمونیوم  روش  با  پروتئین  تخلیص  از  بعد   :

(Non-Reducing)  ؛C  آمونیوم سولفات با روش  پروتئین  تخلیص  از  بعد   :

: Eکیلودالتونی؛    170-15: مارکر پروتئینی  D؛  (Reducing)در شرایط احیا  

فیلتر   و  فلوفیلتریشن  تانژنشیال  روش  از  استفاده  با  فیلتراسیون  از    30بعد 

از کروماتوگرافی تعویض  F؛  (Reducing)کیلودالتونی در شرایط احیا   بعد   :

ف  یونی روش    100یلتراسیون  و  از  استفاده  با  تانژنشیال  کیلودالتونی 

احیا   شرایط  در  پروتئینی  G؛  (Reducing)فلوفیلتریشن  مارکر   :15-170  

 .کیلودالتونی

 

الایزا   اختصا  برای آزمون  بهینهصیت:  بررسی  از   کردنپس 

آنتیغلظت اختصاصیبادیهای  بیوتینیله،  و  اولیه    آزمون   تهای 

در  شدبررسی   غلظت.  تست  ب  80و    یکهای  این  ه  میکروگرم 

شد. همچنین از   استفادهبادی اولیه و بیوتینیله  آنتی  برایترتیب  

پنوموکوک  آنتی  Streptococcus pneumoniae strain)ژن 

IBRC-M 10819) استفاده شد.   آزمونارزیابی  برای 

شده  آزمون طراحی که    دندهمینشان    2جدول    مندرج در  نتایج

 تاختصاصی  هدهند نشان  که  استپنوموکوک منفی    باکتریبرای  

 .آزمون است
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های عمودی  و ستون  (لیترمیکروگرم بر میلی)  یوتینیلهب  یباد یغلظت آنتهای افقی  ستون  بادیهای مختلف آنتیجذب نوری نمونه در غلظت  -1جدول  

و    40،  20،  10،  5بادی بیوتینیله شده به ترتیب )هر غلظت به صورت دوبار تکرار گذاشته شده است. غلظت آنتی.  (لیترمیکروگرم بر میلی)  یهاول  یبادیغلظت آنت

 . (کنترل منفی :C-بلانک،  : Bمیکروگرم( تهیه شد )  10و  5، 5/2، 1بادی اولیه به ترتیب )میکروگرم( و غلظت آنتی 80

 

Pneumococcus (1/100) Pneumococcus Meningococcus (1/100) Meningococcus C- B 
0.000 0.009 0.856 3.238 0.00 0.00 
0.001 0.004 0.839 3.194 0.00 0.00 

شده مننگوکوک و  رقیق  100/1آزمون، در این آزمون یک نمونه مننگوکوک و نمونه    تاختصاصیحساسیت و    بررسی  برایالایزا  آزمون  نتایج    -2جدول  

بلانک،    :Bرقیق شده پنوموکوک برای بررسی حساسیت و اختصاصیت به صورت دوبار تکرار گذاشته شد. )  1/ 100همچنین یک نمونه پنوموکوک و نمونه  
-C: مثبت پیشگویی همچنین مقدار (کنترل منفی (PPV ) و منفی(NPV) است.  درصد 96و  100، اندازی شده به ترتیببرای کیت تشخیصی راه 

 
 

 تشخیص واقعی 
 

 شده تشخیص در روش طراحی
 جمع منفی مثبت

 15 15 0 مثبت

 57 55 17 منفی

 72 55 17 جمع 

پیشگویی  -3جدول   کیت    آزمایش  منفی  و  مثبت  مقادیر  برای 

راه درصد؛   100:  (PPV)مثبت    پیشگویی شدهاندازیتشخیصی 

 درصد. 96:  (NPV)پیشگویی منفی

 بحث 

آزمون  باز  برای تشخیص مننژیت  بررسی    ،رودکار میه  هایی که 

( نخاعی  مغزی  پروتئینCSFمایع  گلوکز،  میزان  لحاظ  از  و  (  ها 

بروش  .(26،25ست)هاسلول  اکنون  که هم  تشخیصی  کار  ه  های 

)نمونهمی موارد روند  برخی  در  و  کشت  نخاع،  از  گیری 

که  عکسبرداری(   گیرنده  است  بر  در  هم  و  بوده  زمانبر  هم 

گیری های بسیار زیادی است و حتی ممکن است با نمونههزینه

صدم نخاع  از  شود.  جبران  هایهناصحیح  وارد  بیمار  به  ناپذیری 

ب بیماری  سریع  آزمایشه تشخیص  که  وسیله  مختلف  دارای  های 

اختصاصی بالا    و  تحساسیت،  عمل  توصیه   هستند،سرعت 

تست(27)شودمی به  .  توجه  با  لام  روی  آگلوتیناسیون  های 

مقبولیت از  آن،  پایین  قیمت  و  روش  برخوردار    خوبی  سهولت 

مطالع در  روش  این  دارد  هایهاست.  کاربرد  نیز    .اپیدمیولوژی 

آنتی از  پلیسرم استفاده  گهای  تشخیص  در  های  روه والان 

، از دو  2006سال در ای  در مطالعهباکتریایی سفارش شده است. 

، A  ،W135های    روش تشخیصی سریع برای شناسایی سروگروپ

C    وY    آنتی  . آنکردنداستفاده از  استفاده  با  تولید  بادیها  های 

سروگروپ این  علیه  سروگروپشده  که   W135و    Aهای  ها، 

عمد  کردند)  هعوامل  شناسایی  را  بودند  آفریقا  در    . (28مننژیت 

این مطالعه با پژوهش حاضر قابل مقایسه بوده که در آن با تولید  

پلیآنتی خرگوش  بادی  در  تست  برایکلونال  در  های  استفاده 

می الایزا،  آگلوتیناسیون،  همچون  سروگروپمختلفی  های  توان 

کرد. را شناسایی  مننگوکوک  اران در سال  و همک  Nato  مختلف 

آنتی1991 پلیبادی،  و  مونوکلونال  کپسول های  علیه  کلونال 

دند.  کرمننگوکوک تولید  Cو    A  ،Bهای ساکاریدی سروگروپپلی

اینآن  توسع  ها  برای  را  ایمونولوژیکی  معرف  هکار   برایهای 

آنتی  و ژن تشخیص  مننگوکوکی  مننژیت  طول  در  محلول  های 

 غلظت آنتی بادی بیوتینیله شده

80 µg 40 µg 20 µg 10 µg 5 µg -C B  

3.069 3.328 2.130 1.898 1.258 1.297 0.248 0.151 0.004 0.008 0.000 0.000 1 µg 

غلظت 

بادی آنتی

 اولیه

3.038 3.067 2.090 1.919 1.079 0.929 0.159 0.098 0.010 0.000 0.000 0.000 2.5 µg 

2.891 2.800 2.067 1.942 0.998 0.860 0.124 0.169 0.004 0.002 0.000 0.000 5 µg 

2.797 2.744 1.707 1.696 0.638 0.625 0.075 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 10 µg 
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سروگروپ آنتیتعیین  کشتهای  انجام  ژنی  مننگوکوک  های 

های لاتکس آماده شده با  ها نشان داد معرفهای آندادند. یافته

پلیبادیآنتی سروگروپ  های  علیه  تشخیص   Bکلونال  به  قادر 

غلظت   )در  ساکاریدی  پلی  بر  میلی  یککپسول  لیتر( میلیگرم 

،  Aهای  حاضر آنتی سرم علیه سروگروپ  هدر مطالع  .(29)  ستنی

B    وC  پلی تهیه  به صورت  از   شدکلونال  بیش  آن  و حساسیت 

  ت از لحاظ اختصاصیلیتر است. همچنین  یک میکروگرم در میلی

گونه سایر  پنوموکوک،  علیه  مانند  مننژیت  عامل  باکتریایی  های 

متقاطع مشاهده   واکنش  و  آن1)شکلنشدبررسی شد  برای (.  ها 

آنتی پلیتولید  از  بادی  آن  تخلیص  برای  و  خرگوش  از  کلونال 

یونی  روش تعویض  کروماتوگرافی  و  نمک  با  جداسازی  های 

(DE52  استفاده ایمنی،  دندکر(  با  ما  نیز  حاضر  پژوهش  زایی  در 

آنتی روشخرگوش،  از  و  کرده  تولید  رسوب سرم  با    دهی های 

( یونی  تعویض  کروماتوگرافی  و  سولفات   DEAEآمونیم 

Sepharose Fast Flow  .کردیم استفاده  مطالعه(  دیگر  های  از 

علیه مننگوکوک میانجام شده در راستای تولید آنتی توان بادی 

سال    Beloتوسط  که  ای  مطالعهبه   در  همکاران  روی    2004و 

آنتیآنتی علیه  مونوکلونال  ساببادی  ،  مننگوکوک  9تایپ  ژن 

مننگوکآنتیتولید   ساکارید  لیپوپلی  علیه  مونوکلونال    بادی 

سال    Sugasawara  توسط   در  همکاران  همچنین   1983و  و 

ساکاریدی  بادیآنتیتهیه   پلی  کپسول  علیه  مونوکلونال  های 

در     Reyesتوسط  Yو    A  ،C  ،W135های  سروگروپ  و همکارن 

کرد)  2013سال   اشاره  روش32-30نیز  برای  (.  مختلفی  های 

آنتیخالص میسازی  که  است  شده  گزارش  به  بادی  توان 

-دهی، استخراج مایعهای غیرکروماتوگرافی از قبیل رسوب روش

روش و  ژلی، مایع  فیلتراسیون  مانند  کروماتوگرافی  پایه  بر  های 

 (. 34،33ریز و تمایلی اشاره کرد)گتعویض یونی، برهم کنش آب

ایمنی تحقیق،  این  ورید در  به  تزریق  طریق  از  خرگوش  زایی 

گوش   شدکناری  اسلاید  انجام  روی  آگلوتیناسیون  تست   .

آنتیشیشه  از  استفاده  با  مننگوکوک  سرم  ای  با  و  تولیدی  علیه 

مننگوکوکژن آنتی مثبت   های  نتایج  و  انجام  پنوموکوک  و 

ب با  )آگلوتیناسیون(  آگلوتیناسیون(  )عدم  منفی  و  مننگوکوک  ا 

مشاهده   نشان  شدپنوموکوک  با    هدهندکه  متقاطع  واکنش  عدم 

استفاده    برایعلاوه بر این  است.  های عامل مننژیت  سایر باکتری

آنتی  کیتاز  در  شده  تولید  الایزا،  سرم  مانند  اختصاصی  های 

خالص مراحل  بلات،  وسترن  انجاایمونوفلئورسانس،  .  شدم  سازی 

دستگاه   از  حاضر،  مطالعه  فیلتر    TFFدر  دالتونی   100با  کیلو 

که مزایای فراوانی از جمله    شداستفاده  جداسازی و تغلیظ    برای

روز چند دیالیز پروتئین با حجم زیاد، کاهش مدت زمان دیالیز از 

ها با استفاده از  ساعت، حذف بسیاری از ناخالصی  چهار تا    سهبه  

)فیلترهای   آمونیم   برایکیلودالتونی    30فیلتر  از  مختلف  حذف 

فیلتر    و  سولفات ناخالصیبرای  کیلودالتونی    100از  هایی  حذف 

آلبومین   شدهمچون  در همچنین    (، استفاده  پروتئین  تغلیظ 

کیس به  نسبت  بالا  دستگاه  ه  حجم  از  استفاده  داراست.  را  دیالیز 

TFFآنتی تخلیص  در  روشی،  به    است  بادی  منجر   هتهی که 

بالاتر در مدت زمان کمتری میآنتی با درجه خلوص  . شودبادی 

درج  برایهمچنین   به  روش    هدستیابی  از  بالاتر،  خلوص 

( یونی  تعویض  (  DEAE Sepharose Fast Flowکروماتوگرافی 

خالصشداستفاده   بادی  آنتی  با .  کمیت  لحاظ  از  شده  سازی 

نوری   جذب  روش  از  ترتیب  (OD:280nm)استفاده  از   به    بعد 

)  آمونیم  با  دهیرسوب  میلیمیلی  04/21سولفات  بر  لیتر(، گرم 

 401/23کیلودالتونی )  30و فیلتر    TFF  استفاده  با   دیالیز  از  بعد

میلیمیلی بر  بعد گرم  یونی    تعویض  کروماتوگرافی  از  لیتر(، 

میلیمیلی  123/18) بر  خالصگرم  در  نهایت  در  و    سازی لیتر( 

با   فیلتر    TFFنهایی  )  100و  بر  میلی  369/14کیلودالتونی  گرم 

و  میلی روش  لیتر(  از  استفاده  ترتیببا  به  از   برادفورد    بعد 

  لیتر(، بعد گرم بر میلیمیلی  20/ 3سولفات )  آمونیم  با   دهیرسوب 

فیلتر    TFF  استفاده  با   دیالیز  از )  30و   2/19کیلودالتونی 

میلیمیلی بر  بعد گرم  یونی    تعویض  فیکروماتوگرا  از  لیتر(، 

میلیمیلی  23/17) بر  از خالصگرم  بعد  نهایت  در  و   سازیلیتر( 

با   فیلتر    TFFنهایی  )  100و  بر میلی  122/13کیلودالتونی  گرم 

با استفاده از روش  بادی تخلیص شده آنتیکیفیت لیتر( شد. میلی

SDS-PAGE    درج  شدبررسی و  غلظت  که  داد  نشان  نتایج    هو 

آنتی بالاستبسیبادی  خلوص  می  ار  کیتو  در  های  توان 

الایزا،   برایاختصاصی   مانند  مننگوکوک،  سنجش 

 د. کراز آن استفاده  ... ایمونوفلئورسانس و 

همچنین    مطالعه  این  آنتی  آزمون در  از  استفاده  با    بادی الایزا 

 ههای بهینبرای تعیین غلظت  . شدسازی شده نیز طراحی  خالص

بادی اولیه  آنتی  فهای مختلغلظتاز  بادی اولیه و بیوتینیله،  آنتی

آنتی  10و    5،  2،  1) و  )میکروگرم(  بیوتینیله  ،  20،  10،  5بادی 

. پس از انجام الایزا و استفاده از شدمیکروگرم( استفاده    80و    40

 ههای بهینژنی که برای ایمونیزاسیون آماده شده بود، غلظتآنتی
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ب  80و    یک آنتیه  میکروگرم  برای  بیوتینیله  ترتیب  اولیه و  بادی 

آمده  ب غلظتکه    دست  این  بود. در  بالاتر  نوری  میزان جذب    ها 

اختصاصی  برای بهینه  ،آزمون  تبررسی  از  غلظتپس  های  سازی 

  ت آن های اولیه و بیوتینیله، اختصاصیبادیآنتی  باره مورد نیاز در  

آنتیشد،  بررسی   از  تست  این  پنوموکوک  در  ارزیابی   برایژن 

جذب نوری پایین )صفر(    هدهنداستفاده شد و نتایج نشان  آزمون

بود    بارهدر    آزمونبالای  ت  اختصاصی  هدهندنشان  کهپنوموکوک 

مقدار.  است منفی  (  PPV)  مثبت  پیشگویی  همچنین    (NPV)و 

راه  ترتیب  برای کیت تشخیصی  به    96درصد و  100اندازی شده 

است.   این،    علاوهدرصد   Limit of Detectionی  بررس  برایبر 

(LoD)  آزمایش  آزمون انجام  به  بیشتر    هاینیاز  . استتکمیلی 

از   آزمونهمچنین  نمونه   این  برای  استفاده  باید  نیز  بالینی  های 

 .شود

 گیری نتیجه
سازی آن با  و خالص  کلونالسرم پلیدر این تحقیق با تولید آنتی

روش از  فلوفیلتریشن،استفاده  تانژنشیال  چون  علیه   هایی 

های آگلوتیناسیون که زمان  مننگوکوک علاوه بر استفاده در روش

تسریع می را  تمام مراحل میبخشد،  تشخیص  انجام  از  بعد  توان 

کیفی   کیتکنترل  استفاده  در  نیز  الایزا  مانند  اختصاصی  های 

 کرد.

 انی تشکر و قدرد

پایان اساس  بر  مطالعه  مریم  این  خانم  ارشد  کارشناسی  نامه 

ایران پاستور  انستیتو  در  تولیدی،  حجازی  تحقیقاتی    -مجتمع 

 کرج انجام شده است.

 یقملاحظات اخلا
اخلاق   کد  با  حاضر  شورای   IR.PII.REC.1399.006مطالعه  در 

 پژوهشی انستیتو پاستور ایران تصویب شده است. 

 تأمین بودجه
 اظهار نشده است. 

 تعارض منافع
 اند. نویسندگان، تعارض منافعی را گزارش نکرده
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