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      چكيده

 
ــي بيماري لوپوس اريتماتوز  (anti-dsDNA) ايدو رشــته DNA هاي ضــدباديآنتي زمينه و هدف: يكي از نشــانگرهاي اختصــاص

تميك يسـ دت بيماري، به (SLE) سـ تند كه ارتباط نزديكي با شـ ي دارند. با وجود آنكه روشهسـ ترده به  ELISA ويژه نفريت لوپوسـ طور گسـ
شـود، احتمال بروز نتايج مثبت كاذب در آن وجود دارد. در مقابل، آزمون ايمونوفلورسـانس غيرمستقيم با ها اسـتفاده ميباديبراي شـناسـايي اين آنتي

تفاده از  تفاده  SLE عنوان روش تأييدي در تشـخيصتواند بهبه دليل ويژگي بالاي خود، مي  Crithidia luciliae (CLIFT)اسـ مورد اسـ
براي شـناسـايي    Crithidia luciliaeقرار گيرد. هدف اين مطالعه، طراحي و ارزيابي لام تشـخيصـي ايمونوفلورسـانس غيرمسـتقيم بر پايه  

 .بود ELISA آن با روش و مقايسه عملكرد dsDNA بادي ضدآنتي
سـازي و فيكسـاسـيون  در شـرايط اسـتاندارد كشـت داده شـدند. پس از آماده  Crithidia luciliaeهاي  در اين مطالعه، سـلول  :روش كار

-anti نمونه منفي از نظر 50نمونه مثبت و  50) بيمار 100ها، تســت ايمونوفلورســانس غيرمســتقيم با اســتفاده از ســرم ها بر روي لامســلول
dsDNA طبق نتايج ELISA) انجام شــد. نتايج آزمون CLIFT بيني مثبت و منفي، دقت كلي و  از نظر حســاســيت، ويژگي، ارزش پيش

  .مقايسه و تحليل آماري شد ELISA ضريب توافق كاپا با روش
  حدود منفي  بينيپيش ارزش و %100 مثبت  بينيپيش ارزش ،%46 حساسيت ،%100داراي ويژگي  CLIFT نتايج نشـان داد كه روش  :هايافته

ريب و %73 آزمون  كلي  دقت. بود 64.9% ط  توافق( 0.46 با   برابر كوهن  كاپاي ضـ ر آزمون. بود)  متوسـ ان  فيشـ  بين  معنادار  آماري  اختلاف دهندهنشـ
 .بود) p= 0001/0( روش دو نتايج

ــيار بالا، به CLIFT روش  :گيرينتيجه ــيت محدود، نميبا وجود ويژگي بس ــاس عنوان ابزار غربالگري اوليه مورد تنهايي بهتواند بهدليل حس
ــتفـاده قرار گيرد؛ اما در كنار ــخيص و پايش بيماران مبتلا بهتواند بههاي باليني، ميو يافته ELISA اسـ  عنوان روش تأييدي با ارزش در تشـ

SLE ســازي فاكتورهايي مانندكار رود. همچنين بهينهبه pHتواند در افزايش حســاســيت اين روش  ، قدرت يوني بافر و نفوذپذيري ســلولي مي
  .مؤثر باشد
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Abstract    
 
Background & Aims: Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic, systemic 
autoimmune disorder that can affect various tissues and organs including the skin, joints, 
kidneys, and the central nervous system. The pathogenesis of SLE involves the production of 
autoantibodies that target nuclear and cytoplasmic antigens, leading to immune complex 
formation and widespread tissue inflammation. Among these autoantibodies, anti-double-
stranded DNA (anti-dsDNA) antibodies are highly specific for SLE and are considered a key 
biomarker for diagnosis and disease monitoring, especially in lupus nephritis (1,4,5,6,7). 
These antibodies may be detected in the serum up to two years before the onset of clinical 
symptoms (5), and their titers often correlate with disease activity. Rising levels of anti-dsDNA 
antibodies can serve as an early predictor of disease flare-ups, particularly within six months. 
Moreover, their presence is associated with increased risk of renal involvement and 
progressive kidney damage (6). 
Multiple laboratory techniques are currently used to detect anti-dsDNA antibodies, each with 
distinct strengths and limitations. ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) is widely 
utilized due to its high sensitivity, ease of use, and capability for high-throughput processing 
(14). However, ELISA can produce false-positive results due to nonspecific binding of 
antibodies or cross-reactivity with other nuclear components (10). On the other hand, the 
Crithidia luciliae immunofluorescence test (CLIFT) offers superior specificity by utilizing 
Crithidia luciliae, a flagellated protozoan that contains a unique organelle known as the 
kinetoplast a highly concentrated, circular, double-stranded DNA structure devoid of 
interfering nuclear proteins (9,10). The kinetoplast’s composition provides a highly specific 
antigenic target for anti-dsDNA antibodies, minimizing the likelihood of cross-reactivity and 
nonspecific results (11). 
Despite this advantage, CLIFT generally exhibits lower sensitivity compared to ELISA. This 
limitation is primarily due to the inaccessibility of some antigenic epitopes within the compact 
kinetoplast DNA and the intracellular location of the dsDNA, which may limit binding by low-
affinity antibodies (11,14). Given the complementary nature of these two methods, a combined 
approach may improve diagnostic confidence. 
The objective of this study was to design and evaluate a diagnostic immunofluorescence slide 
using Crithidia luciliae as the substrate for the indirect detection of anti-dsDNA antibodies and 
to compare its diagnostic performance with that of a commercially available ELISA kit. 
Methods: Crithidia luciliae cells were cultured aerobically in RPMI 1640 medium (pH 7.4) 
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 1% L-glutamine, and 1% 
penicillin-streptomycin. The culture was maintained at 26°C and harvested at the stationary 
growth phase after approximately 72 hours (13). To improve morphology and antigen 
exposure, the cells were washed with PBS and treated with 40 mM hydrogen peroxide. A 10 
µL aliquot of the suspension (2 × 10⁷ cells/mL) was applied to each slide well, air-dried, and 
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fixed using 96% ethanol. Slides were stored at –20°C until use. Microscopic examination 
confirmed the preservation of cell morphology and the uniform distribution of cells. 
A total of 100 human serum samples were analyzed, including 50 samples previously 
confirmed positive and 50 confirmed negative for anti-dsDNA IgG antibodies using a 
commercial ELISA kit (Generic Assay, Germany). According to the manufacturer, the kit 
reports a sensitivity of 94.6% and specificity of 99%. 
For the indirect immunofluorescence assay, serum samples were diluted 1:10 in PBS and 
applied to the prepared slides. Following a 30-minute incubation in a humid chamber, slides 
were washed with PBST and treated with FITC-conjugated sheep anti-human IgG antibodies. 
After a second 30-minute incubation, final washes were performed, and slides were mounted 
with glycerol-PBS before examination under a fluorescence microscope. The presence of 
specific fluorescence in the kinetoplast region was interpreted as a positive result. 
Statistical analysis included calculation of sensitivity, specificity, positive predictive value 
(PPV), negative predictive value (NPV), and overall accuracy. Agreement between CLIFT and 
ELISA was evaluated using Cohen’s Kappa coefficient, and the statistical significance of the 
differences between methods was assessed using Fisher’s exact test. 
Results: Microscopic evaluation confirmed intact morphology and even distribution of 
Crithidia luciliae cells on the diagnostic slides. The kinetoplast, a distinct organelle rich in 
dsDNA, was clearly visible under high magnification and provided a consistent substrate for 
antibody detection. 
Among the 50 ELISA-negative samples, all tested negative by CLIFT, yielding a specificity 
of 100%. Of the 50 ELISA-positive samples, only 23 tested positive by CLIFT, resulting in a 
diagnostic sensitivity of 46%. The test demonstrated a PPV of 100%, an NPV of approximately 
64.9%, and an overall accuracy of 73%. Cohen’s Kappa coefficient was calculated as 0.46, 
indicating moderate agreement between the two methods. Fisher’s exact test showed a 
statistically significant difference between CLIFT and ELISA results (p ≈ 0.0001), confirming 
that the discrepancy is unlikely to be due to random variation. 
Conclusion: The designed CLIFT slide demonstrated excellent specificity but moderate 
sensitivity in detecting anti-dsDNA antibodies. These findings are consistent with prior 
studies, which reported similarly high specificity for CLIFT but noted its inability to detect 
antibodies with lower avidity or reduced access to intracellular DNA targets (11,14). The 
superior specificity of CLIFT is attributed to the use of kinetoplast dsDNA, which is highly 
pure and structurally distinct from other nuclear antigens (10). 
However, the test’s limited sensitivity may restrict its use as a primary screening tool. Instead, 
CLIFT is better suited as a confirmatory assay, particularly in cases where ELISA yields 
equivocal or potentially false-positive results. A combined approach involving ELISA and 
CLIFT—alongside clinical assessment and measurement of disease activity markers such as 
serum complement levels (C3, C4, CH50, C1q) and complement split products (C3dg, C4d)—
is recommended for improving diagnostic reliability in SLE (15,16,17). 
To enhance the performance of CLIFT, further optimization of immunological parameters is 
warranted. Buffer pH and ionic strength can influence antibody-antigen binding affinity, and 
strategic adjustment of these conditions may improve test sensitivity. Additionally, the use of 
permeabilizing agents such as saponin could facilitate antibody access to intracellular dsDNA, 
though such interventions must be carefully balanced to preserve the structural integrity of 
Crithidia luciliae cells. 
In conclusion, this study supports the use of CLIFT as a valuable adjunct in the serological 
diagnosis of SLE and provides a foundation for future improvements in immunofluorescence-
based detection systems. 
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 و همكاران گرمحمدرضا گونه

  مقدمه
اديآنت اي بـ ه DNA ضــــد  ي هـ ــتـ -anti) ي ادو رشـ

dsDNA) ب ـ ــا  ب ــاً  مــدت ار  ي مــاري ـعـ وس  وپـ وزي ـلـ مــاتـ   تـ
تميس ـ تند، اما ممكن اسـت در   (SLE) كيسـ مرتبط هسـ

ــا ــوگرن،    رينظ يمنيخودا  ي هاي ماريب ريس ــندرم ش س
 ــآرتر  ــرومــاتوئ  تي ــكول  د،ي  ــواسـ ــكلرودرم   تي اسـ   يو 

 SLE شـيوع جهاني  .)1(  مشـاهده شـوند زين  كيسـتميس ـ
ــت و بين  بـه   3000تـا    2/3طور قـابـل توجهي متغير اسـ

ــت كه اين   100مورد در هر   ــده اس هزار نفر گزارش ش
ايي و نژادي متفـاوت   ــتـه بـه عوامـل جغرافيـ اختلاف بسـ
ا و  ــور كلمبيـ ــيوع در كشـ الاترين ميزان شـ ــت. بـ اسـ

ده اسـت. يك مرور  پايين ترين آن در اوكراين گزارش شـ
سـيسـتماتيك و فراتحليل، شـيوع سـالانه متوسـط اين 

اً   تقريبـ را  اعلام    100در هر    مورد  5بيمـاري  هزار نفر 
، از  SLE راي بررسـي و پايش بيماري ب .)2(  كرده اسـت
جهت  (ENA) اي قابل اسـتخراجهاي هسـتهژنپنل آنتي

ايي خودآنتي ناسـ ته را هدف  بادي شـ هايي كه اجزاي هسـ
تفاده ميقرار مي ود. اين تسـتدهند، اسـ توانند ها ميشـ

بادي را شــناســايي كنند  نوع مختلف آنتي  11تا   2بين 
ــي و پيشكه هر يك داراي ارزش ــخيص آگهي  هاي تش

بادي ها، تست آنتيدر ميان اين  .)3(  خاص خود هستند
ــد ــي بالايي براي  dsDNA ض ــخيص  داراي ويژگي تش

SLE   ،ــت و ارتبـاط نزديكي بـا فعـاليـت بيمـاري دارد اسـ
  .)4( ويژه در موارد مرتبط با نفريت لوپوسيبه

ــت كـه آنتي ــدبـادي نكتـه قـابـل توجـه آن اسـ  هـاي ضـ
dsDNA  ــال پيش از بروز علائم ــت تا دو س ممكن اس

طح آن وند و افزايش سـ ايي شـ ناسـ رم شـ ها  باليني در سـ
ور شــدن بيماري را در شــش ماه آينده  تواند شــعلهمي

كنــدپيش آنتي).  5(  بيني  اين  ــادي همچنين  ــا ب ب هــا 
افزايش خطر درگيري كليوي و آسـيب پيشـرونده كليه 

ــتنـد هسـ مرتبط  لوپوس  بـه  مبتلا  بيمـاران   .)6(  در 
ــد IgG هاي بادي آنتي   90تا   60در حدود   dsDNA ض

شـوند و توسـط يافت مي SLE درصـد بيماران مبتلا به
 هاي لوپوس سيستميكالمللي كلينيككنسرسيوم بين

(SLICC) ناخته  به ي شـ خيصـ انگر كليدي تشـ عنوان نشـ
  .)7( اندشده

ــايي اين آنتيروش ــناس ها  بادي هاي مختلفي براي ش
هـاي  هـا و محـدوديـتوجود دارد كـه هر يـك داراي ويژگي

د. يكي از اين روش ــتنـ ه خود هسـ ا، آزمون مختص بـ هـ

ــتفاده از  ــتقيم با اس ــانس غيرمس كريتيديا  ايمونوفلورس
يليا (  Crithidia luciliae indirect flourescenceلوسـ

test,CLIFT( كمي محســوب اســت كه يك روش نيمه
شـــود. در اين روش، از ســـاختار كينتوپلاســـت در  مي

Crithidia luciliae  شـود. عنوان بسـتر اسـتفاده ميبه
ــت، يك اندامك حاوي  ــته DNA كينتوپلاس اي  دو رش

ــرم بيمار حاوي  ــت. هنگامي كه س حلقوي و خالص اس
ــدآنتي ــد، اين آنتي dsDNA بـادي ضـ  هـا بـهبـادي بـاشـ

DNA شوند و سپس  كينتوپلاست متصل مي  موجود در
شـناسـايي  FITC شـده بابادي ثانويه كونژوگهتوسـط آنتي

  .)8( گردندمي
Crithidia luciliae   ــت كـه  انگـل تـاژك  يـك دار اسـ

خـانگي روده مگس  در   (Musca domestica) معمولاً 
ت مي افـ ــوديـ انواده  .  )9(  شـ ه خـ ه بـ ــم كـ انيسـ اين ارگـ

دارد،   (Trypanosomatidae) تـريـپــانـوزومــاتـيــده تـعـلـق 
اختاري متراكم و  ت؛ سـ ت اسـ اختار كينتوپلاسـ داراي سـ

آل براي كه آن را به بســتري ايده DNA ســرشــار از
كند. از  تبديل مي dsDNA هاي ضدبادي شـناسـايي آنتي

ــاختـار فـاقـد آنتي ــتـه ژنآنجـايي كـه اين سـ اي  هـاي هسـ
هاسـت، بسـتر بسـيار خالصـي  انسـاني و سـاير پروتئين

ــوب مي ابراين آزمونمحسـ ــود و بنـ داراي   CLIFT شـ
بت به ي بالاتري نسـ خيصـ ت كه  ELISA ويژگي تشـ اسـ

ج هاي غيراختصـاصـي، نتايممكن اسـت به دليل اتصـال
  .)10( مثبت كاذب ارائه دهد
از نظر حسـاسـيت داراي   CLIFT با اين حال، آزمون

محدوديت است و در مطالعات مختلف، دامنه حساسيت  
با در  .  )11( درصـد گزارش شـده اسـت  55تا   13آن بين  

ويـژگـي گـرفـتـن  ظـر  روشنـ دو  مـكـمــل   CLIFT هــاي 
ــعـه لام  ELISAو العـه طراحي و توسـ ، هـدف از اين مطـ

ــتفاده از   ــتقيم جديد با اسـ ــانس غيرمسـ ايمونوفلورسـ
Crithidia luciliae   ه ابي دقيق  بـ ــتر و ارزيـ عنوان بسـ

عملكرد تشـخيصـي آن از نظر حسـاسـيت و ويژگي در  
رايج تجـاري  روش  ك  يـ ا  بـ براي  ELISA مقـايســــه 

هاي در نمونه dsDNA هاي ضــدبادي شــناســايي آنتي
  .سرمي بيماران بود

  
 روش كار 

در اين مطالعه، از مواد و تجهيزات زير اسـتفاده شـد: 
، )، انگلستانGibco شركت RPMI 1640 (محيط كشت
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ــرم جنيني گاوي  ــتانGibco ؛(FBS سـ -L)، ، انگلسـ
  ، بافر فســفات ســالين)، انگلســتانGibco(  لوتامينگ
)BS؛DNAbiotech(  20، توئين  )، ايرانDNAbiotech ،

د، آنتي)ايران فندي ضـ اني كونژوگه   IgG بادي گوسـ انسـ
؛ ســينا بيوتك، FITC(  با فلورســانس ايزوتيوســيانات

 BX40 (Olympus) ، و ميكروسـكوپ فلورسـانس)ايران
 .جهت مشاهده نتايج ايمونوفلورسانس

ه انـمـونـ ــرم  يهـ از    ني ـا  يطـراح ـ  در  :س مـطــالـعــه، 
داردهـا انـ ــتـ ــه اسـ ــسـ ــتورالعمـل مؤسـ ال  ي دسـ و   ينيبـ

ــگاهيآزما ــهيمقا ي ) براCLSI(  يش  يفيك  ي هاآزمون س
ــگاهيآزما ــد.   يش ــتفاده ش ــتورالعمل،   ناي  طبقاس دس

نج ي نمونه برا  100حداقل    آزمون لازم اسـت  ياعتبارسـ
 ينمونه ســرم انســان  100اســاس، از    ني. بر هم)12(

ــد كه  ــتفاده ش ــاملاس نمونه  50نمونه مثبت و    50  ش
 تيبود. وضـع  dsDNAضـد  IgG  ي باديآنت ي برا يمنف

ــتفـاده از   ترشيهـا پنمونـه  نيا  يمنف  اي ـمثبـت   كي ـبـا اسـ
  نيي ، آلمان) تعGeneric Assay(  ي تجار  ELISA  تي ـك

ده بود. ا ازنده   تيك  نيشـ ركت سـ اس اطلاعات شـ بر اسـ
. اسـت  %99  يژگوي و  %6/94  يبيتقر  تيحسـاس ـ  ي دارا

مثبت و  جيانجام شـــد كه نتا  اي گونهبه  هانمونه  انتخاب
ــد تـا بـه  يكـاملاً قطع  ELISAهـا در  آن  يمنف عنوان بـاشـ

مورد   ديعملكرد روش جد ســهيمقا ي مرجع مطمئن برا
  .رندياستفاده قرار گ

ــلول  كشــت ســلولي:   Crithidia luciliaeهاي  س
ــورت هوازي و در دماي  به ــانتي 26ص گراد در  درجه س

ــت ــت داده   pH 4/7  با RPMI 1640 محيط كش كش
ــت بـا   ــدنـد. محيط كشـ ــرم  %10شـ  گـاوي   جنيني  سـ

 ،)دقيقه  30  مدت به  درجه  56 دماي   در(  شــدهغيرفعال
1% L- براي   اسـترپتومايسـين-سـيلينپني  %1گلوتامين و 

  حدود  از  پس. شــد  غني  باكتريايي آلودگي  از  جلوگيري 
  ايســتا رشــد  مرحله به  هاســلول كه  زماني ســاعت،  72

يدند، لول 2 ×   710  تقريبي  تراكم با  رسـ   ليترميلي  در سـ
  تازه  محيط به  بيشــتر توســعه براي  يا و شــده  برداشــت
  .)13( شدند منتقل

هاي  سـلول: هاي ايمونوفلورسـانسسـازي لامآماده
شـسـته  PBS سـه مرتبه با  C. luciliaeشـده  برداشـت

مولار پراكســيد  ميلي  40شــدند و ســپس در محلول  

دروژن ــده بود،  (H₂O₂) هيـ ه شـ ه در آب مقطر تهيـ كـ
لول دند تا نماي ظاهري سـ يون شـ پانسـ وسـ ها بهبود بازسـ

آنتي و  ــافتــه  اين ژني از  ــونــد.  شـ نمــايــان  بهتر  هــا 
 2 ×   710ميكروليتر با غلظت    10سـوسـپانسـيون، مقدار  

  در و  شــد چكانده  لام  ناحيه  هر  روي   ليترميلي/ســلول
ــك  اتاق دماي  ــد خش ــپس. ش   فيكس  %96 اتانول  با  س
ــده ــانتي  درجه  20 منفي دماي   در و  ش  زمان  تا  گرادس

تفاده دند  نگهداري   اسـ لول  مورفولوژي   كيفيت. شـ  و  هاسـ
ــتفـاده  بـا  لام  روي   بر  هـاآن  يكنواخـت  توزيع   از  اسـ

 تأييد  و  بررسي  X40  نماييبزرگ با نوري   ميكروسكوپ
  .شد

براي انجام    :آزمون ايمونوفلورسـانس غيرمسـتقيم
رقيق   PBS در  1:10هاي ســرم با نســبت تســت، نمونه

پس   دند. سـ ده و با ورتكس مخلوط شـ ميكروليتر    15شـ
شده روي هر ناحيه از لام چكانده شد و به از سـرم رقيق

دت   اق    30مـ اي اتـ ه در محفظـه مرطوب در دمـ دقيقـ
ــيون، لام  ها دو بار با بافرانكوبه گرديد. پس از انكوباسـ

PBST آرامي شــســته شــدند. پس از خشــك شــدن به
ــدن كامل)،   ــبي (بدون خشــك ش ميكروليتر از    15نس

به هر ناحيه اضـــافه   FITC بادي ثانويه كونژوگه باآنتي
ــد و بـه مـدت   دقيقـه ديگر انكوبـه گرديـد. پس از    30شـ

ها با آن، دو مرحله شـسـتشـوي نهايي انجام شـد و لام
 ــ ها  مونته شــدند. ســپس لام  PBS رول ومخلوط گليس

تحت مشـاهده ميكروسـكوپ فلورسـانس مورد بررسـي  
 .قرار گرفتند

نجي و تحليل آماري شــده  كيت طراحي  :اعتبارسـ
ــي، ويژگي، تكرارپذيري  ــخيص ــيت تش ــاس  از نظر حس

(Repeatability)    ــري ــذيـ ــدپـ ــيـ ــولـ ــازتـ بـ  و 
(Reproducibility)  مورد ارزيابي قرار گرفت. 

يت،  اسـ به پارامترهاي حسـ امل محاسـ تحليل آماري شـ
  بيني مثبتارزش پيش )Accuracy( ويژگي، دقت كلي

( Positive Predictive Value, PPV)  ارزش و   ،
يـش يپـ فـ نـ مـ نـي  يـ    ,Negative Predictive Value )) بـ

NPV)    بود. همچنين براي ارزيـابي ميزان توافق بين دو
كـوهـنCLIFT و ELISA روش كــاپــاي  ــريــب  ضـ  ، 

(Cohen’s Kappa)    د. تفاوت بين نتايج دو محاسـبه شـ
  .گرديدروش نيز با استفاده از آزمون دقيق بررسي 
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 انو همكار گرمحمدرضا گونه

 هايافته
  72س از گذشت  پ  :Crithidia luciliaeمورفولوژي  

ــلول ــت، س ــاعت از آغاز كش به فاز   C. luciliaeهاي  س
دند.  يدند و براي تهيه لام برداشـت شـ د رسـ تاي رشـ ايسـ

ژن و ها براي ارائه مؤثر آنتيمورفولوژي مناســب ســلول
دقت در شـناسـايي فلورسـانس بسـيار حائز اهميت اسـت. 
ه شـــده و در   ك لام از كشـــت تهيـ دين منظور، يـ بـ

با ميكروسـكوپ نوري بررسـي شـد. در   X40نمايي  بزرگ
 DNA اين بررسـي، كينتوپلاسـت، كه اندامكي مملو از

 dsDNA هاي ضـدبادي اي و هدف اصـلي آنتيدو رشـته
مناسـبي داشـت،    وضـوح مشـاهده شـد و سـاختاراسـت، به
ان لولكه نشـ تفاده دهنده آمادگي مناسـب سـ ها براي اسـ

  ).1(شكل  در آزمون ايمونوفلورسانس بود
پانسـ  دييتأ  وسـ لول  ونيسـ ده آماده  يسـ از    پس  :شـ

  دي با آب مقطر و پراكس ــ  يســلول  ونيســوســپانس ــ  ماريت

  كروســكوپيها مجدداً با ممورفولوژي ســلول  دروژن،يه
ها  سـلول  ي سـاختار  تيشـد تا از حفظ تمام  يبررس ـ ي نور

ازپس از مراحل آماده ود. نتا  نانياطم  ي سـ ل شـ  جيحاصـ
لول اختار خود را حفظ كردهنشـان داد كه سـ اند و ها سـ

 نيا د،يي). پس از تأA2(شـــكل   دارند  يكنواختيتراكم  
ــلول هسـ ا بـ الام  ي رو  كنواخـتيطور  هـ ــوص    ي هـ مخصـ

ــده، در دما ــده و با اتانول   ي چكانده ش ــك ش اتاق خش
  مونوفلورسـانسيلام ا يينها  ريشـدند. تصـو  كسفي  96%

كل آماده ده در شـ ت. توز  B2شـ ده اسـ ان داده شـ  عينشـ
ــلول كنواختي   ندســت آورد به ي ها برالام ي ها بر روس

ا ابـل تكرار در آزمون  قيدق  جينتـ  ــو قـ ا بسـ   يات ي ـح  اري ـهـ
  است.

تقيم انس غيرمسـ و تحليل    آزمون ايمونوفلورسـ
اري: ــتقيم    آمـ غيرمسـ ــانس  ايمونوفلورســ آزمون  در 

نمونه  50شــامل  ) نمونه ســرم  100شــده بر روي  انجام

  
  يا دو رشته   DNA  يحاو  يساختار اختصاص  نتوپلاست؛ي) كA(؛ )  X40  يينمارشد (بزرگ  يستايدر فاز ا  Crithidia luciliae  يهاسلول  مورفولوژي  -1  شكل

  ) هسته سلولB( است dsDNAضد  يباديكه محل اتصال آنت

  
 ــه ديبــا آب مقطــر و پراكس ــ مــاري(شــامل ت يســازپــس از انجــام مراحــل آماده Crithidia luciliae يهاســلول وني) سوسپانس ــA( -1شــكل  )، دروژني

ــلول ــاختار س ــل س ــظ كام ــه حف ــتي عيـ ـو توز يك ــان م كنواخ ــديرا نش ــا(بزرگ ده ــاX40 ).(B يينم ــانسياز لام ا يي) نم ــامل آماده مونوفلورس ــده ش ش
  .يصيكاربرد تشخ يلام، آماده برا ينواح يبر رو كنواختيصورت به شدهعيو توز شدهكسيف يهاسلول
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، تمامي (ELISA نمونه منفي تأييدشــده با  50مثبت و 
روش  50 در  ي  فـ نـ مـ ــه  ون مـ ون  ELISA نـ آزمـ در  ز  يـ نـ

كه   )3، شــكل 1جدول  ( ايمونوفلورســانس منفي بودند
بود.  CLIFT درصــدي روش  100دهنده ويژگي  نشــان

 ELISA نمونه مثبت در  50مورد از    23در مقابل، تنها  
دند،  ايي شـ ناسـ انس نيز مثبت شـ در آزمون ايمونوفلورسـ

ــان ــيـت  كـه نشـ ــاسـ ــدي روش    46دهنـده حسـ درصـ
ت. تكرارپذيري و بازتوليدپذيري آزمون طراحي ده اسـ شـ

د  تأييد)  %100صـورت كامل (به ان  آماري   تحليل. شـ  نشـ
ه  داد دار  كـ ت  بينيپيش  ارزش  مقـ آزمون   (PPV)  مثبـ

ــا   ب آن (NPV)   منـفـي  بيـنـيپيـش  ارزش  و  %100برابر 
اً   الي  در  بود،  %9/64تقريبـ ه  حـ ــحـت  كـ   %73  آزمون  صـ

ــبه ــد  محاس ــريب  همچنين. ش  با  برابر كوهن  كاپاي   ض
 بين  متوسـط توافق  دهندهنشـان كه  آمد  دسـتبه  46/0

اســت. براســاس آزمون دقيق   ELISA و CLIFT روش
فيشر، اختلاف بين نتايج دو روش از نظر آماري معنادار 

در  )  p=  0001/0( بود اوت واقعي  تفـ انگر وجود  ه بيـ كـ
  بادي ضــدعملكرد اين دو روش در شــناســايي آنتي

dsDNA  هاي  اســت و لزوم تفســير نتايج در كنار يافته
  .سازدها را برجسته ميباليني و ساير آزمايش

  
 بحث

ــي مبتني بر   ــخيصـ ه، يـك كيـت تشـ العـ در اين مطـ
تفاده از   تقيم با اسـ انس غيرمسـ  Crithidiaايمونوفلورسـ

luciliae   ابي قرار  بـه ــتر طراحي و مورد ارزيـ عنوان بسـ
هاي سرمي گرفت. عملكرد اين روش با استفاده از نمونه

تعيين   ELISA ها از طريق كيت مرجعكه وضــعيت آن
 شــده بود، بررســي شــد. نتايج نشــان داد كه روش

CLIFT  يافته داراي ويژگي تشـخيصـي بسـيار  توسـعه
بتاً پايين )%100( بالا يت نسـ اسـ ت. ) %46( ولي حسـ اسـ

ــين مـاننـد مطـالعـهاين يـافتـه  هـا بـا نتـايج مطـالعـات پيشـ
Janyapoon  ) تا هسـتند كه ) هم2003و همكاران راسـ

ــاســـيت بالاتر ( ELISA در آن نيز  تا  %61داراي حسـ
 شد،  گزارش)  %39  تا  29%( CLIFT با  مقايسه  در)  64%
الي  در ا   CLIFT كـه  حـ الاي خود (تـ   را)  %100ويژگي بـ

  .)14( بود كرده حفظ

و    )Crithidia luciliae indirect flourescence test, CLIFTكريتيديا لوسيليا (آزمون ايمونوفلورسانس غيرمستقيم با استفاده از  نتايج   -1 جدول
  روش مرجع 

  مجموع   CLIFTنتيجه منفي   CLIFTنتيجه مثبت   CLIFTنتايج روش 
  50  27  23  نتايج مثبت روش مرجع
  50  50  0  نتايج منفي روش مرجع

  100  77  23  مجموع 
  

 
كل انس (بزرگ  -3  شـ لول (A) ؛)  X40نمايي  نتيجه مثبت آزمون ايمونوفلورسـ ته سـ ان  (B)هسـ انس، نشـ ت داراي فلورسـ ور آنتيكينتوپلاسـ ددهنده حضـ  بادي ضـ

dsDNA در نمونه سرم  
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ه،   العـ ه   ELISAدر اين مطـ عنوان روش مرجع براي  بـ
ــعيت مثبت و منفي نمونه ــد و تعيين وض ها انتخاب ش

دلايـل منطقي متعـددي براي اين انتخـاب وجود دارد. از  
آن توان به حســاســيت بالا  مي ELISA جمله مزاياي 

هاي  بادي تر آنتياشـاره كرد كه امكان شـناسـايي گسـترده
ه آنتيdsDNA  ضــــد از جملـ ادي ،  ا افينيتي  بـ اي بـ هـ
ايين ميپـ فراهم  داراي  تر را  روش  اين  همچنين،  د.  كنـ

ــيع در   ت وسـ ه و مقبوليـ الاي پردازش نمونـ ت بـ ظرفيـ
ــگاه ــتفاده از چنين روش  آزمايش ــت. اس هاي باليني اس

يت بالا به اسـ اي محكم عنوان مرجع، پايهمعتبر و با حسـ
 .كندايجاد مي CLIFT براي بررسي عملكرد

 DNA توان به استفاده ازرا مي CLIFT ويژگي بالاي 
  Crithidia luciliaeطبيعي موجود در كينتوپلاســـت  

ت داد؛ اين ــبـ ه DNA نسـ ــتـ املاً دو رشـ د كـ اقـ اي و فـ
گر (مانند  هاي مداخلهاي يا پروتئينهاي هســتهژنآنتي

ــت، كـه در برخي كيـت ــولفـات) اسـ امين سـ  هـاي پروتـ
ELISA   .وند ممكن اسـت موجب نتايج مثبت كاذب شـ

 CLIFT شده درتر مشاهدهبا اين حال، حساسيت پايين
  50مورد از    23كه در اين مطالعه با شـــناســـايي فقط 

هاي  مشهود بود، يكي از محدوديت ELISA نمونه مثبت
ار   ــمـ ه شـ اران بـ ه بيمـ الگري اوليـ مهم اين روش در غربـ

 .رودمي
به  CLIFT تردليل اصــلي براي حســاســيت پايين

موجود  DNA ؛گرددژن در اين روش برميمـاهيـت آنتي
رده   Crithidiaدر كينتوپلاسـت   اختاري متراكم و فشـ سـ

ها را از دســترس  توپدارد كه ممكن اســت برخي اپي
ايـنآنـتـي هـمـچـنـيـن،  كـنــد.  خــارج  ــادي  درون   DNA ب

ترسـي فيزيكي  يتوپلاسـم قرار دارد و ممكن اسـت دسـ سـ
ادي آنتي د. اين بـ ايـ دود نمـ ايين را محـ ا افينيتي پـ اي بـ هـ

ــيت تشــخيص   ــاس عوامل در مجموع باعث كاهش حس
ــوند. در مقابل، روشمي خالص و  DNA از ELISA ش

كند كه شــده بر ســطح جامد اســتفاده ميدادهپوشــش
دهد و در  هاي بيشـتري را در دسـترس قرار ميتوپاپي

ايي طيف   ناسـ يعنتيجه امكان شـ ها  بادي تري از آنتيوسـ
ازد، اگرچه ممكن اسـت با كاهش ويژگي  را فراهم مي سـ

ل، روش ه همين دليـ اشـــد. بـ ب  CLIFT همراه بـ اغلـ
مورد اسـتفاده   (Confirmatory) عنوان آزمون تأييدي به

 .گيرد نه آزمون غربالگري اوليهقرار مي
ســازي  ، بهينهCLIFT براي بهبود حســاســيت روش

ائز اهميـت   ار حـ ــيـ اي ايمونولوژيـك بسـ ارامترهـ برخي پـ
ــت ــت كـه   pH اسـ بـافر يكي از فـاكتورهـاي كليـدي اسـ

را   DNA بادي وتواند ســـاختار و بار الكتريكي آنتيمي
تحت تأثير قرار داده و در نتيجه بر افينيتي اتصال تأثير  

دقـيـق تـنـظـيـم  بـرهـممـي pH بـگــذارد.  ــد  هــاي  كـنـشتـوان
تاتيك بين آنتي ژن را تقويت كرده  بادي و آنتيالكترواسـ

هاي با افينيتي  بادي و منجر به شـــناســـايي حتي آنتي
 .تر شودپايين

املات   افر نيز در اين تعـ درت يوني بـ از طرف ديگر، قـ
افر مي درت يوني بـ اهش قـ اي  نقش دارد؛ كـ د نيروهـ توانـ

ه بين مولكول ــال بهتري دافعـ ا را كـاهش داده و اتصـ هـ
ه العـ د. مطـ اد كنـ ــطايجـ و  Karsten Conrad اي توسـ

ال  ان داد كه تغييرات در بافر   2009همكاران در سـ نشـ
يتتواند بهواكنش مي اسـ را   CLIFT طور معناداري حسـ
  ).11( افزايش دهد

ه ايي كـ دف در DNA از آنجـ درون   CLIFT مورد هـ
سـيتوپلاسـم سـلول قرار دارد، افزايش نفوذپذيري سـلولي 
تراتژي مناسـب براي بهبود حسـاسـيت اسـت.  نيز يك اسـ

تواند با مي (Saponin) اسـتفاده از موادي مانند سـاپونين
ي   ترسـ لولي، امكان دسـ اي سـ ايجاد منافذ موقت در غشـ

ــت را فراهم كند. با اين بادي بهتر آنتي ها به كينتوپلاس
ت فراوان و در   ا دقـ د بـ ايـ امي اين تغييرات بـ ال، تمـ حـ

هاي بهينه صـــورت گيرند تا ســـاختار ســـلولي غلظت
Crithidia    ،و ويژگي بالاي تسـت حفظ شـود. بنابراين

يافتن تعادل بين افزايش حسـاسـيت و حفظ ويژگي بالا، 
الش هيكي از چـ اي مهم در بهينـ ن ســـازي اين آزموهـ
 .شودمحسوب مي

دقــت  زايـش  افـ راي  بـ ي،  كـ يـ نـ كـ تـ رات  يـ يـ غـ تـ ر  بـ لاوه  عـ
ــخيص در بيماري  ــت نتايجSLEتش  CLIFT ، لازم اس

ــير  همراه با ديگر داده ــگاهي و باليني تفس هاي آزمايش
 هاي مكمل سرم مانندشوند. اين شامل ارزيابي شاخص

C3 ،C4 ،CH50 و C1q  ــت كه معمولاً در فاز فعال اس
اهش مي اري كـ دبيمـ ابنـ دازه ).15(  يـ گيري  همچنين انـ

هفرآورده اي تجزيـ دهـ اننـ ان مـ ، iC3b  ،C3dg اي كمپلمـ
C3d و C4d د مي اري مفيـ اليـت بيمـ ايش فعـ د در پـ توانـ
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 ).16شد (با
اخص هاي باليني مانند پروتئينوري،  از طرف ديگر، شـ

نتـايج  ــير  تفسـ در  نيز  بيمـار  علائم  و  كليوي  عملكرد 
د. تركيـب اين داده ار اهميـت دارنـ ــيـ ايش بسـ ا آزمـ ا بـ هـ

ــخيص  هاي ايمنييافته ــي، زمينه را براي تشـ ــناسـ شـ
ويژه با به SLE تر و پيگيري بهتر بيماران مبتلا بهدقيق

  .)17د (سازدرگيري كليه فراهم مي
  

  گيرينتيجه
ه   الاي روشدر نتيجـ ار بـ ــيـ ه ويژگي بسـ ه بـ ا توجـ  بـ

CLIFTه د بـ ايـ دي  ، اين آزمون بـ أييـ ه (عنوان ابزار تـ نـ
الگري اوليـهبـه هـا و در كنـار ديگر روش  )عنوان روش غربـ

ــود. هرچنـديـافتـه قـادر بـه  CLIFT هـا بـه كـار گرفتـه شـ
شــناســايي همه موارد مثبت نيســت، اما توانايي آن در  
اجتناب از نتايج مثبت كاذب، آن را به ابزاري ارزشـمند  

كند. زماني كه اين تشـخيص لوپوس تبديل مي  رونددر  
انهELISAروش همراه با هاي  هاي باليني و شـاخص، نشـ

ود، مي تواند باعث افزايش  آزمايشـگاهي ديگر تفسـير شـ
  .اعتماد تشخيصي و بهبود مديريت بيماران شود

  
  تقدير و تشكر

وســيله نويســندگان از دانشــگاه علوم پزشــكي  بدين 
اخت ركت ايران بابت تأمين زيرسـ ي و از شـ هاي پژوهشـ

پادياب طب بابت تأمين مواد آزمايشـگاهي و پشـتيباني  
فني لازم براي اجراي موفق پژوهش، صـميمانه قدرداني  

 .نمايندمي
  

  ملاحظات اخلاقي
ــاس موازين اخلاقي و    همه مراحل اين مطالعه بر اسـ

ه از   ديـ أييـ ه اخلاق در پژوهش  پس از كســـب تـ كميتـ
راندانشـــگــاه   ايـ ي  ــكـ زشـ پـ وم  لـ لاق  عـ اخـ كــد  ــا   ب

IR.IUMS.FMD.REC.1402.526  شده است انجام .  
  

  مشاركت نويسندگان
ا گونه گر، ا مشـاركت  نجام آزمايشـات عملي، محمدرضـ

اشكان ،  نويس مقالهو مرور و ويراستاري پيش نگارشدر  
مشـاركت در  و  انجام آزمايشـات عملي ، كمك در  دهقاني

مشـاور فني و مشـاور  ، دكتر اميد كياني ؛  آوري دادهجمع
طراحي    ،دكتر محمد علي عصــاره زادگان ؛  علمي پروژه

مرور و ويراسـتاري  نگارش،    پروژه،متدولوژي، سـوپروايزر  
 . نهايي مقاله
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