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مقدمه 

فوزاريوم يكي از شايعترين قــارچهايی است که مي تواند سبب واكنش هاي آلرژيك تنفسي در انسان شود(1). اين قارچ در شرايط مستعد چون نوتروپني و ايدز، پيوند مغز استخوان، سرطان، سوختگي، تروما، ديابت مي تواند بيماريهايي نظير آندوكارديت، آندوفتالميت، عفونت منتشره، پريتونيت و كراتيت ايجاد نمايد، فوزاريوزيس يك بيماري قارچي مهم است كه نسبت به درمان مقاوم بوده و اغلب تو سط فوزاريوم سولاني ايجاد مي شود(2). راه ورود گونه هاي فوزاريوم دستگاه تنفس و پوست مي باشد. جايگاه اصلي عفونت به ترتيب پوست و خون و ريه است. قارچ پس از ورود و استقرار از طريق خون در بدن منتشر شده اعضايي چون ريه، قلب، كبد، طحال و كليه را درگير مي كند(3). فوزاريوم زندگي بيماران لوسميك و يا دچار آنمي آپلاستيك را تهديد مي كند(4). ورما آلرژنهاي فوزاريوم سولاني سويه 3596 متعلق به انسيتوي تحقيقات كشاورزي دهلي هندوستان(1). واني تاناكوم آنتي ژنهاي پروتئيني پني سيليوم مارنفئي را در خلال رشد و كپكي با روش ژل الكتروفورز و وسترن بلاتينگ مشخص نمود(5). هدایتی  و همکاران با روش ایمو نو بلاتینگ ثابت نمودند ژنهاي 25 و 52 كيلو دالتوني كانديداآلبيكنس با آنتي بادي IgG سرم هاي بدست آمده از بيماران مبتلا به واژينيت مزمن كانديدايي در 100 درصد موارد واكنش  مثبت نشان مي دهد(6). لذا این مطالعه به منظور  شناسایی آنتي ژنهاي سوماتيك سويه بالینی 7419 UAMH و سويه محيطي 3317 UAMH فوزاريوم سولاني با استفاده از روش الکتروفورز روی ژل پلی اکریل آمیـــد در حضـــور SDS  (SDS-PAGE) و وسترن بلاتينگ انجام شد تا بتوان در آينده نقش آنتي ژنيكي پروتئينهاي جدا شده را مورد مطالعه بيشتري قرار داد. 

مواد و روش ها

دو سويه فوزاريوم سولاني 7419 UAMH و 3317UAMH از كانادا تهيه شد، سويه 7419UAMH  از بيمار و سويه 3317UAMH  از هوا جدا شده بود، اين دو سويه به محيط سابوروي مايع منتقل شدند. ارلن مايرهاي محتوي كشت مايع به مدت 14 روز در حرارت ºc30 نگهداري و هر روز چند بار تكان داده شدند تا از رشد ارگانيسم بصورت ورقه ميسليال (Sheet) در سطح محيط مايع جلوگيري شود، كشت حاصله بعد از گذشت 14 روز، پس از حصول اطمينان از خالص بودن نمونه ها به روش ميكروسكپي، به روش فيلتراسيون با فيلتر 45/0 ميكرون از مايع جدا گرديدند، توده هاي ميسليومي در ظروفي استريل جمع آوري شدند و در دماي c º40- نگهداري گرديدند، 4 گرم از توده ميسليومي در 10 ميلي ليتر از فسفات بافر نمكي با 4/7= pH حاوي مهـار كننده هاي پروتئازي مخلوط شده و با دستگاه هموژنيزور (Edmund Buhler) با دور rpm 2000 خرد شده، ميسليومهاي خرد شده در هموژنيزور نوبت اول و براي بار دوم با هموژنيزور (B.Broun) به كمك گلوله هاي شيشه اي با دور rpm4000 خرد شدند(7). محلول شيري بدست آمده طي دو مرحله در  g ×2200 بمدت 15 دقيقه و در  g  ×25000 بمدت 45 دقيقه در ºc4 سانتريفوژ شد(Beckan Avantij-25) و مايع روئي از رسوب جدا گرديد(8). آنگاه مايع حاصل (عصاره سوماتيك) بمدت 24 ساعت در برابر آب مقطر در ºc4 دياليز شد (sigma , cut off 12000) سپس مايع دياليز شده ليوفيليزه گرديد(Freeze Dryer FD-1 EYELA) و در c º40 - نگهداري شد(9). عمل سنجش پروتئين عصاره سوماتيك به روش برادفورد انجام گرفت، و عصاره سوماتيك بدست آمده در حضور  SDS-PAGE ژل 10 درصد تعيين وزن مولكولي شد، براي آنكه دانسته شود آنچه كه تهيه شده قدرت توليد آنتي بادي را دارد از چهار خرگوش سفيد آزمايشگاهي استفاده شد، و عصاره سوماتیک با ادجوانت کامل و ناقص مخلوط وبه خرگوش تزریق شدند(10). قبل از ايمن سازي خرگوش از سرم خرگوش ها با روش (CIE) Counter Immuno electrophoresis در مقابل عصارة سوماتيك سويه هاي فوزاريوم  سولاني آزمايش بعمل آمد، دو هفته بعد از آخرين تزريق از سرم pooled خرگوشها به روش CIE و عصارة پروتئينهاي سوماتيك آزمايش بعمل آمد، جهت ايمنوبلاتينگ، انتقال پروتئينهاي الکتروفورز شده در ژ ل 10٪ SDS-PAGE به غشا نیتروسلولوز در تانک انتقال (وسترن بلاتینگ) با شدت جریان 50 میلی آمپر بصورت overnight   انجام شد(11).

جهت سنجش پاتوژنيسيتي سويه محيطي3317 UAMH  و سويه باليني 7419 UAMH به ايجاد عفونت تجربي در حيوان آزمايشگاهي اقدام شد ، نتيجه براي سويه محيطي منفي بود در حاليكه سويه باليني موفق شد از 5 موش سوري تزريق شده سه موش را دچار عفونت و مرگ نمايد(12). 

يافته های پژوهش 
سرم خرگوش هاي شاهد كه با تست  CIE  برضد عصاره هاي سوماتيك سويه فوزاريوم كنترل شدند تمامي منفي و فاقد آنتي بادي بودند، بعد از ايمن سازي به كمك عصاره پروتئينهاي سوماتيك همراه با ادجوانت، سرم خرگوش ها با تست   CIE تا تيتر 64/1  مثبت بود و با تست اليزا سرم خرگوشها تا تيتر 640/1 كه آزمايش ادامه يافت مثبت بود، با روش SDS- PAGE مشخص شد كه فوزاريوم سولاني سويه 7419  UAMH كه از انسان جدا شده، 21 باند پروتئيني و فوزاريوم سولاني سويه 3317 UAMH  كه از هوا جدا شده داراي 16 باند پروتئيني و پروتئينهاي جدا شده در هر سويه بين 14 تا 100 كيلو دالتون بود، در اينجا سويه باليني نسبت به سويه محيطي داراي باند پروتئيني بيشتري بود.
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شکل 1 . الگوی الکتروفورتیکی عصاره های پروتئین های سوماتیک فوزاریوم سولانی ، نمونه های ( A ) سویه UAMH 7419   با غلظت های مختلف . نمونه های ( B ) سویه UAMH 3317 با غلظت های مختلف.همراه با مارکر ملکولی ( M ) بر روی ژل 10 درصد به روشSDS-PAGE .
با استفاده از سرم خرگوش هيپرايميون بصورت Pooled  تعداد 16 باند پروتئيني آنتي ژنيك به روش ايمنوبلاتينگ براي سويه باليني 7419 UAMH بصورت(KD)14-18-22-27-36-40 –43-48-50- 54- 56- 61- 66- 92- 95- 100 بــدست آمد (شكل 3) و با استفاده از سرم خرگوشي هيپرايميون بصورت  ‍Pooled  تعداد 11 باند پروتئيني آنتي ژنيك به روش ايمنوبلاتينگ براي سويه محيطي 3317  UAMH  فوزاريوم سولاني بصورت(KD)14-18-22-27-36-43-52-56-61-66-95-بدست آمد(شكل2 ).                                                                                                            
در اين بررسي باندهاي پروتئيني(KD)40-48-50-54-92-100منحصرأ توسط سويه باليني 7419  UAMH مشاهده گرديد، همچنين باند پروتئيني 52 كيلو دالتون فقط در سويه محيطي 3317UAMH ديده شد وبقيه باندهاي پروتئيني (KD)14-18-22-27-36-43-56-61-66-95 در هر دو سويه مشترك ديده شدند.

شكل2. پروتئينهاي آنتي ژنيك قابل مشاهده با سرم خرگوش در روش ايمنوبلاتينگ با رنگ آميزي  دي آمينو بنزيدين  . شماره 5و6 سويه 7419UAMH. شماره 4 و7سويه 3317 UAMH
بحث و نتيجه گيري

از روشSDS-PAGE  و وستــــرن بـلاتینگ می توان برای تفکیک و اختلافات ژنوتیپی سویه های بالینی و محیطی  میکرو ارگانیسم ها استفاده کرد. در مطالعه حاضر از سويه باليني 7419UAMH  باند آنتي ژنيك بيشتري در مقايسه با سويه محيطي 3317 UAMH بدست آمد، اين تفاوت مهم بوده و مي تواند دليلي براي داشتن قدرت پاتوژنيسيتي بيشتر توسط سويه باليني باشد(2). در اين بررسي از روش SDS-PAGE  براي جداسازي زير واحدهاي پروتئيني استفاده شد، اوهنو نيز آميلاز 1 و 2 خارج سلولي را از گونه هاي فوزاريوم با اين روش تعيين وزن مولكولي نمود(14). هرن از روش  SDS-PAGE  و وسترن بلاتينگ براي نشان دادن اختلافهاي آنتي ژنيك سويه هاي آسپرژيلوس فوميگاتوس استفاده كرد(13). زريم سك با استفاده از روش وسترن بلاتينگ آنتي ژنهاي تريكوفيتون منتاگروفيتس را در خرگوشي داراي کچلی ورم مشخص ساخت (15). ورما در مطالعه با روش ايمنوبلاتينگ بر فوزاريوم سولاني سويه 3596 انستيتوي تحقيقات كشاورزي دهلي بين  IgG سرم Pooled انسانهاي آلرژيك و عصاره ميسليومي قارچ مزبور 15 باند آنتي ژنيك بدست آورد(1). هاياشي آنتي ژن مهم 55 كيلو دالتوني ميسليال فوزاريوم اكسي سپوروم را با روش وسترن بلاتينگ شناسايي كرد(16). پي تارچ با روش وسترن بلاتينگ آنتي ژن هاي كانديدا آلبيكنس را 
در سرم بيماران با بدخيمي خوني و داراي كانديديا زيس سيستميك شناسايي كرد(17). هو با تست وسترن بلاتينگ تفاوت هاي مهم اپي توپ هاي سه استرين كانديدا آلبيكنس را شناسايي نمود(18). اين اختلالات پروتئيني ايجاد شده درتخمک خوك هاي دريـــافت كننده ي سم زي رالنون مترشحه از فوزاريوم را با روش وسترن بلاتينگ بررسي كرد(19). در تحقيق حاضر، ما نيز با استفاده از روش ايمنوبلاتينگ بين سرم Pooled  خرگوشهاي ايمن شده و عصاره ميسليومي سويه باليني 7419 UAMH 16 باند آنتي ژنيك و بين IgG سرم  Pooled خرگوشهاي ايمن شده و عصاره ميسليومي سويه محيطي 3317 UAMH 11 باند آنتي ژنيك بدست آورديم، به اين ترتيب تعداد باندهاي آنتي ژنيكي شناسايي شده توسط خرگوش در سويه اي كه از بيمار جدا شده است بيشتر بود احتمالا همين تفاوتهاي پروتئيني است كه به سويه باليني اجازه ايجــاد بيماري مي دهد. در حالي كه سويه محيطي چنين قدرتي را ندارد و در عمل نيز تزريق سويه باليني 7419 UAMH همراه با تزريق سيكلوفسفاميد موفق به كشتن موش سوري شد در حاليكه همين آزمايش با سويه محيطي 3317 UAMH منفي بود. آنتي ژنها مسئول ايمنوپاتوژنر بيماري قارچي بوده و به همين دليل شناخت بهترآنها لازم است ، مطالعه الگوی آنتی ژنیکی عامل بیماری میتواند در کنترل بیماری موثر باشد و این موضوع میتواند با وسترن بلاتینگ صورت گیرد.
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Abstract 
Introduction: Western blotting pattern of somatic protein antigens extracted from fungi can be useful in identification of different species and strains, and also helps to find the infectious agent. This study was undertaken to determine the somatic protein antigens pattern extracted from Fusarium Solani.
Materials& Methods: The Fusarium Solani strains UAMH 7419 and UAMH 3317 used in our study to prepare the somatic protein antigens extracts from young mycelia were originally isolated from a patient and the environment in Canada, respectively. Determination of numbers and the protein antigen characteristics was carried out using sodium dodecy sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS- PAGE) and western blotting technique.
Findings :Analysis of western blotting patterns of somatic proteins from F. Solani UAMH 7419 and UAMH 3317 demonstrated 16 and 11 antigen bands, respectively. The molecular weights of protein antigens were between 14 to 100 KD.
Conclusion :The F. Solani strain UAMH 7419, isolated from the patient, showed more antigenic bands in western blotting than the F. Solani strain UAMH 3317 isolated from the environment.
*  *  *
Key words: Fusarium Solani, western blotting, antigen
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چكيده


مقدمه: الگوي وسترن بلاتينگ آنتي ژنهاي پروتئيني عصاره هاي سوماتيك قارچها در تشخيص گونه و سويه هاي آنها مفيد بوده و مي تواند كمك با ارزشی در تشخيص عامل عفونت باشد.


اين مطالعه به منظور تعيين الگوي آنتي ژنهاي پروتئيني عصاره سوماتيك فوزاريوم سولاني انجام شد.


مواد و روش ها : در اين مطالعه سويه 7419 UAMH و 3317 UAMH  فوزاريوم سولاني كه اولي از بيمار و دومي از هوا جدا شده بود جهت بررسي الگوي آنتي ژنيكي سوماتيك ميسليومهاي جوان استفاده گرديد، روش الكتروفورز روی ژل پلي اكريل آميد در حضور SDS (SDS-PAGE) و وسترن بلاتينگ براي تعيين تعداد و مشخصات آنتي ژنهاي پروتئيني موجود در عصاره ها بكار گرفته شد.


يافته های پژوهش : در آناليز وسترن بلاتينگ عصاره سوماتيك سويه 7419UAMH فوزاريوم سولاني 16 باند آنتي ژنيك و سويه 3317UAMH فوزاريوم سولاني 11 باند آنتي ژنيك با وزن ملکولی 14 تا 100 كيلو دالتون شناسايي گرديد.


بحث و نتیجه گیری: سويه 7419 UAMH فوزاريوم سولاني كه از بيمار جدا شده بود در مقايسه با سويه محيطي 3317 UAMH  فوزاريوم سولاني باندهای آنتي ژنيك بيشتري ظاهر ساخت.











 ( نويسنده مسئول : دكتر محمد رضا آقاميريان استاديار بخش انگل شناسي و قارچ شناسي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي و درماني قزوين 


Email :aghamirian2001@yahoo.com
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