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چکيد ه 

در این مطالعه یک روش الایزای غیرمستقیم طراحی گردید تا تیتر آنتی بادی تولید شده در برابر سم مار کبری پس از هر مرحله تزریق اسب مورد 
سنجش قرار گیرد. به منظور ایمن سازی اسب ها از فراکسیون های سمی زهر مار ناجا ناجا اکسیانا به عنوان آنتی ژن استفاده شد. این روش امکان 
آن را فراهم می کند که بتوان افزایش مقدار آنتی بادی در پاسخ به تزریق سم را مورد بررسی قرار داد و از این طریق کارایی فرآیند ایمن سازی را 
ارزیابی کرد. به منظور طراحی الایزای غیرمستقیم، رقت های 1/50، 1/500 و 1/1000 از سرم کنترل مثبت و سرم کنترل منفی برعلیه غلظت های 
0/5، 1 و µg/well 2 از سم استفاده شد.  غلظت µg/well 2 از سم و رقت 1:1000 از سرم برای ارزیابی آنتی ونوم انتخاب گردید. پس از راه اندازی 
سیستم الایزا، سرم های حاصل از خونگیری اسب ها مرحله به مرحله پس از تزریق سم مورد آزمایش قرار گرفت تا روند افزایش تیتر آنتی ونوم 
مورد ارزیابی قرار گیرد. میانگین جذب نوری سرم ها پس از تزریق سوم 1/213 بود؛ این مقدار 5/8 برابر میانگین جذب نوری نمونه ها پس از مرحله 
اول ایمن سازی است. تمامی اسب ها پس از تزریق پنجم به تیتر مناسبی از آنتی ونوم رسیدند. نتایج بدست آمده نشان داد که الایزای طراحی شده 

می تواند برای سنجش مقدار آنتی ونوم سرمی اسب ها به ویژه در ابتدای ایمن سازی مورد استفاده قرار گیرد.

كلمات كليدی: سم مار کبری، آنتی ونوم، الایزا.
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In this study, an indirect ELISA test was developed for the determination of the level of antibodies against Cobra 
venom in equine sera after each injection step. Toxic fractions of Naja naja oxiana snake venom was used as antigen. 
The test allowed to reveal an increase of antibodies in response to the venom injection and it can be applied to the evalu-
ation of the efficacy of immunization. To the development of the indirect ELISA, dilutions of 1/50, 1/500, and 1/1000 
of positive and negative control sera against concentrations of 0.5, 1, and 2 µg/well of the venom were used. From this 2 
µg/well of venom and 1:1000 serum dilution was found to be sufficient enough for the estimate of antisnake antibodies. 
After ELISA development, serums obtained from blood samples of horses immunized with venom were tested to evalu-
ate the trend of increase in antivenom titer at each stage of venom injection. The average optical density of samples after 
the third injection was 1.213; this is 5.8 times that of the horse samples behind the first step of immunization. All horses 
had an adequate antivenom titer after the fifth injection. The results suggest that ELISA can be used to determination 
of antivenom titer in horse sera especially during the initial stages of immunization.

Key words: Cobra snake venom, antivenom, ELISA.

مقدمه
مارگزیدگی یکی از مسائل بسیار مهم در بحث سلامت انسانی است که 
واقع شده است  فقیرنشین مورد غفلت  بویژه در کشورهای گرمسیری 
)2، 8(. تعداد افرادی که در سراسر دنیا با این مسئله روبرو می شوند 1/8 
میلیون نفر برآورد شده که از این تعداد سالیانه حدود 9400 نفر از بین 
می روند )11(. استفاده از آنتی ونوم تنها راه موثر در درمان مارگزیدگی 
اسب  و  گوسفند  نظیر  حیواناتی  در  معمولا  ونوم ها  آنتی  تولید  است. 
صورت می گیرد. به این منظور حیوان مورد نظر با دوزهای غیرکشنده 
یک یا چند سم مختلف ایمن شده و در فواصل مشخص از آن خونگیری 
آنتی ونوم  آنتی بادی های خنثی کننده آن تخلیص شده و  می شود. سپس 
افزایش  زمینه  در  فراونی  تحقیقات  اخیر  سال های  در  می گردد.  تولید 
توانمندی و دستیابی به آنتی ونوم ها صورت گرفته است )6، 7، 21(. یکی 
و  موثر  ایمن سازی  انجام  پرتوان،  ونوم  آنتی  تولید  برای  مهم  مراحل  از 

صحیح می باشد.
ونوم  آنتی  سرم  با  مار  سم  خنثی سازی  ونوم،  آنتی  با  درمان  اساس 
برآورد  طریق  از  ونوم ها  آنتی  کارایی  حاضر  حال  در  است.  اختصاصی 
به ویژه موش  اثر کشندگی سم در مدل های حیوانی  میزان خنثی سازی 
مورد ارزیابی قرار می گیرد. اساس روش خنثی سازی، انکوباسیون مقدار 
مشخصی از سم با رقت های مختلف آنتی ونوم پیش از تزریق به حیوان 
در  استاندارد  روش  یک  عنوان  به  سم  خنثی سازی  روش  اگرچه  است. 

تمام دنیا پذیرفته شده است )18، 19(، اما به دلیل محدویت هایی نظیر 
 )in vitro( هزینه بالا و استفاده از حیوان، استفاده از روش های برون تن
از  استفاده  بعلاوه روش  است.  بوده  توجه  مورد  اطمینان همواره  قابل 
حیوان، بسیار پرزحمت، گران، و  زمان بر می باشد )20(. بنابراین با توجه 
گزینه های  از  است  لازم  موضوع،  این  اخلاقی  و  اقتصادی  جنبه های  به 
جایگزین برون تن استفاده شود تا از یک طرف در مصرف هزینه و زمان 
صرفه جویی کرد و از طرف دیگر استفاده از حیوانات آزمایشگاهی را به 

حداقل تعداد ممکن کاهش داد )8، 9(.
امروزه آزمایش های برون تن جهت غربال گری آنتی ونوم ها، در سراسر 
دنیا درحال اجرا می باشد )5، 17(. انجام تست های برون تن آسان بوده 
و نتایج حاصل از آن نامتناقض و تکرارپذیر می باشد، درحالی که حصول 
سخت  بسیار   )in vivo( تن  درون  آزمایش های  از  استفاده  با  نتایج  این 
فعالیت  برآورد  برای  می تواند  همچنین  تن  برون  تست   .)10( می باشد 
از   .)13( بگیرد  قرار  استفاده  مورد  نیز  ونوم  آنتی  و  ونوم  بیولوژیکی 
آزمون  به  می توان  شده،  گزارش  تا کنون  که  تنی  برون  تست های  جمله 
الایزا، سنجش رده سلولی )10، 11(، هماگلوتیناسیون، سنجش های آنزیمی 
)پروتئیناز، فسفولیپاز A2(، سنجش میزان سمیت عصبی در محیط برون 
تاکنون  اشاره کرد که طبق اطلاعات موجود  آنتی ونومیکس )4(  تن، و 
هیچ یک از این روش ها به شکل متداول مورد استفاده قرار نگرفته اند. با 
درنظر گرفتن این موضوع، روش الایزای جدیدی جهت برآورد توانمندی 
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تولید آنتی ونوم توسط اسب ها بعد از تزریق سم مار کبری )کفچه مار 
ایرانی( و خونگیری از آن ها، راه اندازی گردید تا بتوان به عنوان یک تست 
غربالگری اولیه از آن استفاده کرد و از تزریق نابجای اسب های کم توان 

یا ناتوان در تولید آنتی ونوم جلوگیری بعمل آورد. 
  

مواد و روش ها
تهیه سم و نمونه های سرمی

مخلوطی  که  آماده  محلول  شکل  به   )Naja naja oxiana( مارکبری  سم 
از فراکسیون های سمی F3 و F4  می باشد )1(  از بخش جانوران سمی 
 5-10( اسب   19 سرم  همچنین  شد.  دریافت  رازی  سرم سازی  موسسه 
سال( در مراحل قبل از تزریق، پس از 8 مرحله تزریق با سم مار و نیز 
یک مرحله استراحت به شکل آماده از بخش ایمن سازی و تهیه پلاسمای 
کبری  مار  سم  علیه  بر  اسب ها  ایمن سازی  گردید.  تهیه  مذکور  موسسه 
مطابق جدول 1 صورت گرفته است و پس از انجام خونگیری از اسب ها 
در مراحل مختلف )قبل و بعد از تزریق سم مار کبری( سرم آن ها جدا 
نگهداری  سانتی گراد  درجه   -20 فریزر  در  استفاده  مرحله  تا  و  گردیده 

شده است.

)Lowry( پروتئین سنجی به روش لوری
روش لوری یکی از متداول ترین روش های رنگ سنجی در تعیین میزان کلی 
پروتئینی  غلظت   .)16( می باشد   10-1000  µg/ml با حساسیت  پروتئین 
فراکسیون های سمی زهر مار ناجا ناجا اکسیانا بر اساس این روش و با 

استفاده از سرم آلبومین گاوی به عنوان استاندارد، اندازه گیری شد.

بررسی پروتئین های موجود در سم مار کبری
جهت تعيين وزن مولکولی پروتئين هاي سمی موجود در سم مار کبری، 
)SDS-PAGE( )15( آن پس از تعیین غلظت پروتئینی سم،  الکتروفورز 
تحت شرایط غیر احیایی و بر روی ژل 20% پلی آکریل آمید انجام گردید. 

طراحی الایزا
به منظور طراحی الایزا از یک آنتی ونوم اسبی که برعلیه سم مار کبری 
تهیه شده و توانمندی آن در تست درون تن خنثی سازی در بخش جانوران 
سمی موسسه رازی تائید شده بود به عنوان نمونه مثبت و از سرم نرمال 
اسب به عنوان نمونه منفی استفاده گردید. سپس جهت تعیین غلظت و 
)چکربورد(  متقاطع  آزمون صفحه  از  آنتی ژن-آنتی بادی،  بهینه ی   رقت 
 µg/well استفاده شد. به همین منظور غلظت های مختلف سم )0/5، 1 و
2(  در مقابل رقت های مختلف آنتی بادی )1/50، 1/500، 1/1000 از سرم 

منفی و مثبت( تیتر گردید. 

ارزیابی میزان پاسخ های ایمنی با استفاده از الایزای غیرمستقیم
جهت جداسازی اسب هایی با پاسخ ایمنی ضعیف )نسبت به تزریق سم 
مار کبری( از اسب هایی با تیتر آنتی ونوم بالا از روش الایزای غیرمستقیم 

استفاده گردید. 
غلظت  و  آنتی بادی  رقت  بهینه سازی  برای  الایزا  آزمون  انجام  روش   
یکسان  اسب   19 خون گیری  از  حاصل  سرم های  آزمایش  نیز  و  آنتی ژن 

می باشد.

جدول 1- زمان بندی تزریق اسب ها برعلیه فراکسیون های سمی زهر مار کبری و خونگیری آن ها.

خونگیریتزریقزمان بندی تزریق و خونگیری

سرم نرمال )خونگیری اولیه(-

-مرحله اولهفته اول

مرحله دوممرحله دومهفته دوم

مرحله سوممرحله سومهفته سوم

مرحله چهارممرحله استراحتهفته چهارم

 مرحله پنجم )خونگیری مرحله استراحت(مرحله چهارمهفته پنجم

مرحله ششممرحله پنجمهفته ششم

مرحله هفتممرحله ششمهفته هفتم

مرحله هشتممرحله هفتمهفته هشتم

مرحله نهممرحله هشتمهفته نهم

مرحله دهم-هفته دهم

طراحی یک روش الایزای غیرمستقیم  ...
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)Antigen coating( نشاندن آنتی ژن در کف پلیت
100 میکرولیتر از غلظت بهینه سم مار کبری )مخلوط فراکسیون های سمی 
pH:9/6( 50 mM( به هر چاهک  بافر کربنات  F4( تهیه شده در  F3 و 
درجه   4 دمای  در  یک شب  مدت  به  و  اضافه شد  الایزا  میکروپلیت  از 
سانتی گراد انکوبه گردید. سپس چاهک ها، 4 مرتبه با بافر فسفات حاوی 
غلظت  بهینه سازی  زمان  در  شدند.  شستشو   )PBST(  20 توئین   %0/05

آنتی ژن، از غلظت های مختلف سم مار استفاده گردید.

)Blocking( مسدودسازی
300 میکرولیتر از بافر مسدودسازی )PBST حاوی 5% شیر خشک بدون 
چربی یا Skim milk( در هر یک از چاهک ها ریخته شد و به مدت 90 
دقیقه در دمای 37 درجه سانتی گراد در انکوباتور انکوبه گردید. سپس 

چاهک ها 4 مرتبه با بافر PBST شسته شدند.

)Antibody dilution( رقیق سازی آنتی بادی
100 میکرولیتر از رقت بهینه آنتی سرم های تهیه شده در بافر رقت سازی 
)PBS حاوی Skim milk 2%( به هر یک از چاهک ها اضافه گردید و پس 
از 80 دقیقه انکوباسیون در دمای 37 درجه سانتی گراد، 4 مرتبه با بافر 
PBST شستشو شدند. در مرحله بهینه سازی رقت آنتی بادی، از رقت های 

مختلف آنتی بادی در برابر غلظت های مختلف آنتی ژن استفاده گردید.

افزودن کنژوگه و سوبسترا
ايمونوگلبولين  ضد  ثانويه  آنتي بادي   1/10000 رقت  از  میکرولیتر   100
بافر  در  تهیه شده   )Sigma chemicals, USA(   HRP به  اسبی متصل 
به  الایزا  میکروپلیت  سپس  گردید.  اضافه  چاهک ها  از  هریک  به   PBS
مدت 1 ساعت در دمای 37 درجه سانتی گراد انکوبه و به دنبال آن 5 بار 
شستشو شد. در مرحله بعد 100 میکرولیتر سوبسترای TMB به هر یک 
از چاهک ها اضافه شد و پلیت به مدت 30 دقیقه در تاریکی و در دمای 
محیط قرار گرفت. قبل از قرائت پلیت، 50 میکرولیتر از محلول متوقف 
کننده )1M،H2SO4( به هر یک از چاهک ها اضافه شد و خوانش آن ها 

در طول موج 450 نانومتر صورت گرفت.

آنالیز آماری
گردید.  ترسیم   Excel 2013 نرم افزار  از  استفاده  با  گراف ها 
 Mean±SD صورت  به  داده ها  و  شد  تکرار  بار  دو  حداقل  آزمایش ها 
(  GraphPad Prism از  استفاده  با  آنالیزها  تمام  گردید.   بیان 

GraphPad Software, version 8.0( انجام شد. تفاوت معنی داری آماری 
آزمون  از طریق  الایزا  در  آنتی بادی  میانگین سطوح   )P-value )شاخص 

واریانس یک طرفه )ANOVA( محاسبه گردید. 

نتایج
تعیین غلظت پروتئین سم مار کبری

غلظت پروتئینی فراکسیون های سمی زهر مار کبری با استفاده از منحنی 
 4/26  mg/ml گاو،  آلبومین سرم  غلظت  براساس  شده  ترسیم  استاندارد 

تعیین گردید. 

تعیین وزن مولکولی پروتئین های سمی موجود در سم مار کبری 
سم مار کبری از دو فراکسیون سمی )F3 و F4( تشکیل شده است که از 
پلیت  در کف چاهک های  آنتی ژن  عنوان  به  فراکسیون  دو  این  مخلوط 
براساس  فراکسیون  دو  این  مخلوط  مولکولی  وزن  شد.  استفاده  الایزا 
گرفت  قرار  کیلودالتون   10-20 محدوده  در  شده،  انجام  الکتروفورز 
 F4 F3 و  انجام شده بروی فراکسیون های جداگانه  )شکل1(.  مطالعات 
پروتئینی  باندهای  از  فراکسیون در بخشی  این دو  که  داده است  نشان 
الکتروفورز مخلوط  این موضوع در  با یکدیگر تداخل دارند )1( و  خود 

فراکسیون های F3 و F4 در شکل 1 کاملا مشهود می باشد. 

تعیین غلظت و رقت بهینه آنتی ژن-آنتی بادی در آزمون الایزا
مختلف  رقت های  برابر  در  آنتی ژن  مختلف  غلظت های  از  استفاده  با 
از سم   2 µg/well الایزا مشخص گردید که غلظت  آزمون  آنتی بادی در 
آنتی ژن و رقت  از سرم، مناسب ترین غلظت  مار کبری و رقت 1/1000 
آنتی بادی محسوب می شوند که در این نقاط بیشترین تفاوت جذب نوری 
بین سرم کنترل مثبت و منفی وجود دارد و می توان از آن ها برای تست 
سرم های خون گیری شده از 19 اسب در آزمایش های بعدی الایزا استفاده 

کرد )شکل 2(.  

تعیین تیتر آنتی ونوم سرم های خونگیری شده از اسب ها در مراحل 
مختلف تزریق، در سیستم الایزا

جهت تعیین تیتر آنتی ونوم سرم های حاصل از خونگیری اسب ها پس از 
سیستم  در  اولیه  خونگیری  از  ابتدا سرم حاصل  تزریق،  مختلف  مراحل 
الایزای طراحی شده مورد آزمایش قرار گرفت و مشخص گردید که تیتر 
آنتی ونوم سرمی همه اسب ها کمتر از 0/1 جذب نوری می باشد )شکل 
مرحله  )خونگیری  اول  تزریق  از  حاصل  ونوم سرم  آنتی  تیتر  الف(.   -3
قرار گرفت )شکل 3-ب(، در  نوری  دوم( در محدوده 0/3-0/14 جذب 
حالی که این مقدار برای سرم اسب ها پس از تزریق دوم به صورت قابل 
توجهی افزایش یافت )شکل 3-ج(؛ بالاترین جذب نوری )0/93( مربوط 
به اسب شماره 13 و کمترین آن مربوط به اسب های شماره 3 )0/29(، 
10 )0/13( و 16 )0/23( بود. در چهارمین مرحله از خونگیری تیتر آنتی 
بالاترین جذب  بطوری که  داد  نشان  افزایشی  روند  اسب ها  ونوم سرمی 
نوری معادل 1/44 )مربوط به اسب شماره 19( بود. تیتر سرم اسب شماره 
در  رسید؛  نوری  1/22 جذب  مقدار  به  و  یافت  افزایش  به شدت  نیز   3
حالی که این افزایش در اسب شماره 16 کمتر بوده )0/87( و اسب شماره 
10 تقریبا بدون تغییر )0/38( باقی ماند )شکل 3-د(. در مرحله استراحت 
تیتر آنتی ونوم سرمی بعضی از اسب ها نسبت به مرحله قبل افزایش و 
بعضی کاهش نشان داد، اما میزان این افزایش و کاهش بسیار ناچیز بود 
به اسب شماره  نوری )0/33( مربوط  افزایش جذب  بیشترین  بطوری که 
10 و کمترین تغییر مربوط به اسب شماره 9 بود که جذب نوری تغییری 
نکرده بود. در این مرحله تیتر آنتی ونوم سرمی اسب شماره 16 با کمی 
 10 اسب شماره  نوری  معادل جذب  تقریبا   )0/75 نوری  )جذب  کاهش 
)0/72( قرار گرفت؛ با این وجود اسب شماره 10 و 16 در این مرحله نیز 
کمترین جذب نوری را نشان دادند )شکل 3-ه(. آزمایش سرم های حاصل 
از اولین تزریق بعد از استراحت )خونگیری مرحله ششم( نشان داد که 
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جذب نوری تمامی سرم ها بیش از 1 بوده و بیشترین جذب نوری مربوط 
به اسب شماره 13 )1/52( می باشد؛ با این وجود سرم اسب شماره 10 و 
16 نسبت به سایر اسب ها از کمترین مقدار جذب برخوردار بودند )شکل 
3- و(. تیتر آنتی ونوم سرمی اسب ها در دومین خونگیری پس از مرحله 
نوری 1/2-1/58  استراحت )خونگیری مرحله هفتم( در محدوده جذب 
قرار گرفت و جذب نوری سرم اسب های 10 و 16 به 1/4 افزایش یافت 
)شکل 3- ز(. جذب نوری سرم اسب ها در خونگیری مرحله هشتم )شکل 
3- ح(، نهم )3- ط( و دهم )شکل 3- ی( به ترتیب در محدوده 1/48-

1/19، 1/4-1/08 و 1/39-1/09 قرار گرفت.   

بحث
تنها درمان موثری است که  اختصاصی  آنتی ونوم  با  درمان مارگزیدگی 
تاکنون شناخته شده است. با این وجود تولید و سنجش کیفی آنتی ونوم، 
است.  نرسیده  نتیجه  به  کامل  بطور  هنوز  که  است  پیچیده ای  فرآیند 
هرچند کارهای ارزشمندی در راستای رفع این مشکل به انجام رسیده، 
اما تا به امروز تعیین اثربخشی آنتی ونوم، تنها بر پایه ی تست درون تن 
خنثی سازی استوار بوده است. بنابراین طراحی یک روش جایگزین برای 
سنجش توانمندی آنتی ونوم که بتوان آن را به جای تست سنتی و متداول 
کار  این  اصلی  می رسد. هدف  بنظر  بسیار ضروری  برد،  بکار  تن  درون 
کاهش آسیب به حیوانات تحت آزمایش و یا اصلاح تست درون تن به 
گونه ای است که بتوان درد و ناراحتی حیوان را کاهش داد و یا بطور کلی 
از بین برد. بعلاوه تست های سنجشی برون تن علاوه بر اینکه اقتصادی 
هستند، از پیچیدگی و دشواری بسیار کمتر و حساسیت و ویژگی بالاتری 

برخوردار می باشد)14(. 
تولید آنتی ونوم فرآیندی متشکل از چندین مرحله ایمن سازی است که 
طی آن تیتر آنتی بادی مورد نظر به حد مطلوب خود می رسد )14(. در 
هر مرحله از ایمن سازی لازم است توانمندی حیوان جهت تولید آنتی بادی 
مورد نظر تعیین شود. در مطالعه ی اخیر یک آزمون الایزا طراحی شد که 
بوسیله ی آن بتوان توانمندی تولید آنتی ونوم توسط اسب ها را در حین 
ایمن سازی با سم مار کبری ارزیابی کرد. به این دلیل ابتدا نمونه های سرمی 
19 اسب )در محدوده ی سنی 10-5 سال( طی 8 مرحله تزریق از بخش 
جانوران سمی موسسه سرم سازی رازی دریافت گردید و میزان آنتی ونوم 
تولید شده در هریک از نمونه ها در سیستم الایزای طراحی شده سنجش 
آوردن  بدست  و  الایزا  طراحی  مورد  در  متعددی  گزارش های  گردید. 
نتایج رضایت بخش در مورد آنتی بادی های سرمی برعلیه سموم مارهای 
گوناگون وجود دارد؛ اما هیچ یک از آن ها جزئیات الایزا را با دیدگاهی که 
بتوان آن را بصورت تستی متداول بکار برد، ارزیابی نکرده اند. کومار و 
همکارانش در سال 2014 يک سيستم الايزاي غيرمستقيم را طراحی کردند 
تا بتوانند به وسیله آن توانمندی آنتی سرم پلی والان را آزمایش کرده و 
قابلیت آن را به عنوان یک تست غربالگری اولیه در حین فرآیند تولید 
آنتی ونوم تجاری مورد ارزیابی قرار دهند. این افراد پس از استاندارد و 
معتبرسازی الایزا، از این سیستم برای ارزیابی توانمندی آنتی ونوم تخلیص 
شده ضد سم مار کبری و آنتی ونوم پلی والان مار استفاده کردند. آن ها 
آنتی ژن-آنتی بادی  بهینه  تعیین غلظت های  را جهت  متغیرهای مختلفی 
و شرایط نشاندن آنتی ژن، مورد آزمایش قرار دادند و طبق توصیه های 

نهایت  در  نمودند.  معتبرسازی  را  روش  این  جهانی  بهداشت  سازمان 
کردند.  تائید  را  آن  از  حاصل  نتایج  تکرارپذیری  و  ویژگی  و  حساسیت 
همچنین این افراد نتایج بدست آمده از روش الایزا را با روش درون تن 
مقایسه کرده و نشان دادند که روش الایزا می تواند با دقت بسیار بالایی 
میزان آنتی بادی )علیه سم مار کبری(  موجود در سرم را اندازه گیری کند 
و به عنوان یک تست غربالگری اولیه به جای تست درون تن در مراحل 
پژوهشگران   .)14( بگیرد  قرار  استفاده  مورد  ونوم  آنتی  تولید  ابتدایی 
ایرانی نیز در سال 2016 سیستم الایزای رقابتی را برعلیه سم پلی والان 
مار طراحی کردند تا به این طریق میزان اتصال آنتی ژن-آنتی بادی و به 
دنبال آن قابلیت خنثی سازی سم توسط آنتی ونوم را اندازه گیری کنند. 
از سیستم  نتایج بدست آمده  این مطالعه نشان دادند که بین  آن ها در 
ارتباط  سم  خنثی سازی  تست  از  حاصل  نتایج  و  شده  طراحی  الایزای 
در  همکارانش  و  کینگ  نیز   2018 سال  در   .)3( دارد  وجود  معنی داری 
بتوانند  این طریق  از  الایزا طراحی کردند که  کشور میانمار یک سیستم 
 Daboia ظرفیت خنثی سازی سرم اسبی را بعد از ایمن سازی آن با سم مار
siamensis ارزیابی کنند. نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که روش 
برای جایگزینی تست  ویژگی لازم  و  از حساسیت  الایزای طراحی شده 
درون تن خنثی سازی سم در طول فرآیند ایمن سازی اسب برخوردار است 
تست  جایگزینی  الایزا جهت  روش  محدودیت های  به  آن ها  البته   .)11(
درون تن نیز اشاره کرده و متذکر شده اند که اگر چه همبستگی خوبی 
بین نتایج الایزا و تست درون تن وجود دارد، اما این ها یکسان نیستند. 
که  ونوم  آنتی  که جایگاه های شناسایی  است  آن  از دلایل موضوع  یکی 
می تواند به فعالیت خنثی سازی سم در موش مرتبط باشد، ممکن است در 
سیستم الایزا به صورت کامل در معرض آنتی ژن قرار نگیرند؛ همچنین 
این امکان وجود دارد که آنتی ونوم در سیستم الایزا بتواند جایگاه های 
سم  خنثی سازی  فعالیت  به  که  کند  شناسایی  سم  بروی  را  آنتی ژنیکی 

توسط آن در بدن موش ارتباطی نداشته باشد )12(. 
در این مطالعه برای راه اندازی الایزا و تعیین غلظت مناسب آنتی ژن و 
رقت بهینه آنتی بادی، از رقت های مختلف نمونه های کنترل مثبت و منفی 
 F4 و F3 پلاسما برعلیه غلظت های مختلف مخلوط فراکسیون های سمی
استفاده شد؛ غلظت µg/well 2 از سم به عنوان آنتی ژن و رقت 1/1000 
از سرم به عنوان آنتی بادی انتخاب گردید. در این نقاط بیشترین تفاوت 
جذب نوری بین سرم مثبت و منفی مشاهده گردید. سپس سرم 19 اسب 
قرار  سنجش  مورد  الایزا  تست  توسط  مرحله   10 طی  شده،  خونگیری 
گرفت. نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که تقریبا تیتر آنتی ونومی 
تمامی اسب ها به جز دو اسب )اسب شماره ی 10 و 16( پس از سومین 
اسب  ونوم  آنتی  تیتر  می باشد.  نزدیک  بسیار  نهایی خود  تیتر  به  تزریق 
شماره ی 3 نیز تا دومین تزریق بسیار به تیتر آنتی ونومی اسب های 10 و 
16 نزدیک بود، در حالی که پس از تزریق سوم، به یک جهش 4/18 برابری 
نسبت به تزریق دوم خود رسید. این در حالیست که اسب شماره ی 3، 9 
ساله و اسب های شماره ی 10 و 16 به ترتیب 7 ساله و 6 ساله بودند و 
پس از تزریق پنجم به تیتر نهایی خود رسیدند. به نظر می رسد که عامل 
تاثیرگذار  ونوم  آنتی  تیتر  کاهش  یا  افزایش  در  نمی تواند  تنهایی  به  سن 
باشد. میانگین مجموع جذب نوری آنتی ونوم 19 اسب پس از تزریق سوم 
1/213 بوده که نسبت به میانگین مجموع جذب نوری تزریق اول، 5/8 

طراحی یک روش الایزای غیرمستقیم  ...
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 )P > 0/05( و نسبت به تزریق دوم یک افزایش 1/95 برابری )P > 0/05(
نشان داد. در حالی که میانگین جذب نوری پس از سه تزریق اول بعد از 
دوره استراحت نسبت به آخرین تزریق پیش از مرحله ی استراحت )تزریق 
سوم( افزایش بسیار ناچیزی نشان داد و حتی پس از تزریق هفتم و هشتم 
کاهش یافت؛ بنابراین در مورد اکثر اسب ها می توان تنها با تزریق سوم به 
تیتر آنتی ونوم خوبی برعلیه سم مار کبری دست یافت و به این ترتیب 
می توان هم در مصرف سم صرفه جویی کرد و از طرف دیگر تا حد ممکن 

از ایجاد اثرات جانبی تزریق در اسب، جلوگیری بعمل آورد.
نتایج بدست آمده نشان داد که می توان روش الایزا را به عنوان یک تست 
استفاده  ونوم  آنتی  تولید  در  اسب ها  توانمندی  سنجش  برای  غربالگری 
کرد. کاربرد روش الایزا بیشتر در مراحل اولیه ی ایمن سازی حائز اهمیت 
یا  و  نمی دهند  پاسخ  ایمنی زائی  به  که  اسب هایی  تشخیص  زیرا  است؛ 
مقادیر  می توان  الایزا  روش  در  است.  ضروری  می دهند،  ضعیفی  پاسخ 
بسیار اندک آنتی بادی را نیز تشخیص داد، در حالی که تشخیص آنتی بادی 
تن، سخت می باشد.  با روش سنتی درون  ایمن سازی  اولیه ی  مراحل  در 
همچنین عدم ایمن سازی حیوانی که به تولید آنتی ونوم پاسخ نمی دهد، 
از نظر اخلاقی بسیار حائز اهمیت می باشد. با در نظر گرفتن این عامل 

می توان به مقدار زیادی در هزینه و زمان صرفه جویی کرد )14(.

نتیجه گیری
نتایج حاصل از مطالعه ی اخیر نشان می دهد که روش الایزا را می توان 
اولیه  مراحل  در  ونوم  آنتی  تولید  در  اسب ها  توانمندی  سنجش  برای 
را  تن  درون  خنثی سازی  تست  حالی که  در  کرد،  استفاده  ایمن سازی 
هرچند  کرد.  استفاده  ونوم  آنتی  تولید  پایانی  مراحل  در  تنها  می توان 
مطالعات کنترل شده تر، بسیاری از مسائل را روشن تر خواهد کرد و مسیر 

را برای پذیرش این موضوع باز خواهد کرد.

تشکر و قدردانی
از پرسنل موسسه تحقیقات واكسن و سـرم سـازي رازي كـرج به خاطر 

یاری ایشان در انجـام مراحـل مختلف اين مطالعه سپاسگزارم. 
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شکل 1- الکتروفورز )SDS-PAGE( پروتئین استاندارد و سم مار کبری بروی ژل آکریل آمید 20% در شرایط غیر احیایی. وزن مولکولی فراکسیون های سمی 

موجود در سم مار کبری )F3 و F4( در محدوده 20-10 کیلو دالتون قرار گرفت.
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شکل2- تعیین غلظت بهینه آنتی ژن )مخلوط فراکسیون های سمی F3 و F4 زهر مار کبری( و رقت مناسب آنتی سرم )سرم کنترل منفی و مثبت(. در غلظت 

µg/well 2 از آنتی ژن و رقت 1/1000 از آنتی بادی، بیشترین تفاوت جذب نوری بین سرم کنترل مثبت و منفی وجود داشت.
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شکل3- نتایج حاصل از واکنش سرم های حاصل از تزریق فراکسیون های سمی  )F3 و F4( زهر مار کبری در سیستم الایزای غیرمستقیم برای ارزیابی توانمندی 

اسب ها در تولید آنتی ونوم طی مراحل مختلف ایمن سازی. نوزده اسب در 8 مرحله تزریق، فراکسیون های سمی زهر مار کبری را دریافت کردند و سپس طی 

10 مرحله، خونگیری از آن ها انجام شد. الف- مرحله خونگیری اولیه )پیش از شروع تزریق(، ب- خونگیری بعد از تزریق اول، ج- خونگیری بعد از تزریق دوم، 

د- خونگیری بعد از تزریق سوم، ه- خونگیری پس از یک هفته استراحت)بدون تزریق(، و- خونگیری بعد از تزریق چهارم، ز- خونگیری بعد از تزریق پنجم، ح- 

خونگیری بعد از تزریق ششم ط- خونگیری بعد از تزریق هفتم، ی- خونگیری بعد از تزریق هشتم )خونگیری نهایی(. 
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