
 

 

Majallah-i mīkrub/shināsī-i pizishkī-i Īrān. مجله میکروب شناسی پزشکی ایران 

1 

 

 

 

 

Evaluation of indirect immunofluorescence assay for the diagnosis of 

bacterial agent of glanders 
 
 

Shima Jamooli1, Nader Mosavari2, Mehdi Asmar3 

 

1. Departeman of Microbiology, Faculty of Advance Sciences & Technology, Pharmaceutical Sciences Branch,  

Islamic Azad University, Tehran, Iran 

2. Department of Tuberculin and Mallein Production and Research , Razi Vaccine and Serum Research Institute, Agricultural Research, 

Education and Extension Organization (AREEO), Tehran, Iran  

3. Department of Parasitology, Pasteur Institute of Iran, Tehran, Iran 

Article Information 
 

 

 

 

 

Abstract 

Article history: 
Received: 2015/09/10 
Accepted: 2016/04/15 

Available online: 2016/07/16 

 

Article Subject: 

Medical Bacteriology 

 

IJMM 2016; 10(3): 01-10 

Background and Aim: Glanders is one of the most dangerous and oldest communicable 

zoonotic diseases and causes many deaths in equines, carnivores, and humans. Because of the 

sudden increase of the rate of glanders in the Middle East and the use of its pathogen as a 

biological weapon, the detection of this disease is necessary by use of rapid diagnostic tests. This 

study was conducted to diagnose causative agent of glanders by immunofluorescence method in 

horses. 

Materials and Methods: Burkholderia mallei strain was cultured in glycerinated gelose 

and bouin medium to produce mallein in the Department of Research and production of 

tuberculin and mallein in Razi Vaccine and Serum Research Institute, then identified using 

molecular techniques (Such as DNA extraction and PCR). A suspension was prepared and then 

heated to inactivate the bacteria. A bacterial smear was prepared and fixed on a slide. By 

injecting the microbial suspension to the horse, an antibody produced which was added to an 

anti-horse conjugated with fluorescein. The slide was examined using an immunofluorescent 

microscope. 

Results: There were clearly luminous bacilli on the slide with positive serum, but dark 

bacilli were hardly observable on the slide with negative serum. 

Conclusions: The results of observation of prepared slides from the positive and negative 

serum by ELISA, Malleination and CFT tests are match with the results of the 

immunofluorescence method and the validity of this method was confirmed. As a result, this 

method can be used for diagnosis causative agent of glanders. 
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 مشمشهعامل باکتریایی ارزیابی روش ایمونوفلورسانت غیر مستقیم در تشخیص 
 

3آسمار، مهدی 2یمصورنادر ، 1یجمولشیما 
 

 تهران، ایرانگروه میکروبیولوژی، دانشکده فناوری های نوین، دانشگاه آزاد آسلامی، واحد علوم داروئی،  .1

 یران(، تهران، اAEREO)سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی  و سرم سازی رازی،ن موسسه تحقیقات واکس،  تحقیق و تهیه توبرکولین و مالئینبخش  .2

 و پاستور ایران، تهران، ایرانتیت، انسیشناسانگل گروه .3
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 باشدیم هایسمئونوز در تک واگیردار ز هایبیماری ترینیمیقدو  ینترخطرناکمشمشه یکی از  زمینه و اهداف:

و انسان را ایجاد نموده است. افزایش ناگهانی این بیماری  خوارانگوشتکه تاکنون موارد زیادی از تلفات در تک سمیان، 

 هاییکتکنیک سلاح بیولوژیک، طراحی و استفاده از  عنوانبهدر منطقه خاورمیانه و استفاده از عامل این بیماری 

با مشمشه در اسب ص عامل بیماری یتشخ باهدف. این مطالعه نمایدیمرا بسیار ضروری  یماریب نیع ایسر یصیتشخ

 روش ایمونوفلورسانس انجام شد.

مورد استفاده در تولید مالئین بخش تحقیق و تهیه  بورخولدریامالئیسویه تولیدی باکتری مواد و روش کار: 

رازی در محیط کشت ژلوز و بویون گلیسرینه کشت  یسازسرمو توبرکولین، مالئین و یونین موسسه تحقیقات واکسن 

هویت گردید. در ادامه  ( تعیینPCRو  DNAاستخراج مولکولی )مانند  هاییکتکن یلهوسبهداده شد و سپس 

گردید. سپس اسمیر باکتری بر روی لام تهیه و ثابت گردید، با اضافه  یرفعالغسوسپانسیون تهیه و توسط حرارت 

، لام دارنشاندتن تهیه شده از تزریق سوسپانسیون میکروبی به اسب و آنتی هورس کنژوگه با فلورسئین نمودن پا

 میکروسکوپ ایمنوفلورسنت مشاهده گردید. یلهوسبه

باشند، ولی در لام با سرم منفی می یترؤقابلهای درخشان با وضوح در لام با سرم مثبت باسیل: هایافته

 تی قابل مشاهده بودند.های تیره به سخباسیل

، الیزا یهاتستمثبت و منفی که توسط  سرم هاینتایج حاصل از مشاهده اسلایدهای تهیه گردیده از : گیرینتیجه

، با نتایج بدست آمده از روش ایمنوفلورسانس، همخوانی دارد و صحت این تست ثبوت عناصر مکملمالیئناسیون و 

 ار برود.کجهت تشخیص عامل بیماری مشمشه به  تواندیمروش  نیاجه یدر نت .نمودیم یدتائروش را 

 ، ایمنوفلورسنت، بورخولدریا مالئیمشمشه کلیدی کلمات 

 پزشکی ایران محفوظ است. شناسیمیکروببرای مجله این مقاله  و استفاده علمی از نشر حق چاپ، :© رایتکپی

 :نویسنده مسئول

 یمصور نادردکتر 

 و نیبرکولتو هیته و قیتحق بخش

و  واکسن قاتیتحق موسسه ن،یمالئ

 ن.رایا کرج، ،یراز یسازسرم

 6929121252329 تلفن: 

 

 پست الکترونیک:

n.mosavari@rvsri.ac.ir 

  

 مهمقد

 ترینیمیقدو  ینترخطرناکمشمشه یکی از باکتری 

را مبتلا  زئونوز است که اغلب تک سمیان یردارواگهای بیماری

گرم منفی غیر متحرک و  عامل این بیماری، باکتری. سازدیم

 (Burkholderia mallei) بورخولدریا مالئینام بدون اسپور به

که  باشدمیاختیاری  یسلولدرون انگل رگانیسمااست. این میکرو

معمولی از بین  هایکنندهیضدعفونبه آسانی با نور، گرما و 

های معمول درگیر ها از گونهها، قاطرها و الاغاسب .رودمی

هستند. انسان میزبان اتفاقی به این عامل عفونی است و در 

 (.1شود )ارد، بیماری ناشی از آن منجر به مرگ میمو تریشب

، فوقانیسرایت عامل بیماری از طریق مجاری تنفسی 

افتد که در اتفاق می و اغلب از راه بلع مواد غذائی آلوده پوست

بسزایی  نقش ،حاملانآلوده و  خورهای مشترکِاین زمینه آبش

همانند شیر با خوردن گوشت  یخوارانگوشتخواهند داشت. 

شوند. در حال حاضر دچار بیماری می بورخولدریا مالئیآلوده به 

 یهاروش)سازمان بهداشت جهانی حیوانات(  OIE رفرنسطبق 

 (.2، 3) متنوعی برای تشخیص مشمشه موجود است

ا روش پیشگیری یاین بیماری واکسن و  یبرا متأسفانه

مهار بیماری بر پایه شناسایی و  هایروش ینترمهموجود ندارد و 
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ای کامل شرایط قرنطینه یترعاحیوانات آلوده و  یسازمعدوم

روش تشخیصی روتین در کشور ایران تست مالئین است است. 

تست مالئین روش تشخیصی معمول در ایران است که بسیار 

. همچنین این روش تشخیصی وابسته باشدمیبر ینههزیر و گوقت

ه تشخیص اشتباه موجب ک یی است، به طوربه قضاوت فرد

 یافزایش عفونت و به وجود آمدن اپیدمی در منطقه خاص

 .گرددیم

شمسی، میزان آلودگی و شیوع آن در  1231در سال 

، کردستان، ، آذربایجانگرگانجمله از ایران  مناطقتعدادی از 

قط لرستان، خوزستان، فارس، تهران و اصفهان بالا بود و آلودگی ف

، آخرین 1312. در سال (4) در کرمان و مکران گزارش نشده بود.

 د. درآندمی )فراگیری محدود( مشمشه در دزلی کردستان رخ دا

رأس اسب تلف و پنج نفر  211حدود  گیریاین همه جریان

 .(1، 5شدند ) انسان فوت

های ، شکل مخفی مشمشه در اسب1311در سال 

در  1313 ماهید. در جزیره کیش شیوع یافت یامسابقه

پارک ارم تهران یک قلاده ببر آمور نر )وارد شده از  وحشباغ

روسیه( بر اثر ابتلا به مشمشه تلف شد و به دنبال آن شیرهای 

ارم تهران به علت ظن به مشمشه معدوم شدند. منشأ  وحشباغ

از عراق توسط  یآلودگی مصرف گوشت تازه الاغ واردات

، 3)ه فاقد تست مالئین بودند کاعلام شد  وحشباغ خوارانگوشت

0). 

تشخیص آزمایشگاهی مشمشه به دلیل خطراتی که برای 

انسان دارد، باید در آزمایشگاه طبق شرایط خاص صورت گیرد. 

های بالینی یا آلوده کردن جوندگان در برای بررسی نمونه

آزمایشگاه، تجهیزات و وسایل آزمایشگاه با سطح ایمنی زیستی 

 (.7ورد نیاز است )سه م

از  عامل عفونیجداسازی  در شکل حاد بیماری مشمشه

مایه مالئین بکار گرفته شده صورت می گیرد.  های آلوده بافت

از کشت باکتری مشمشه در پیرامون بویون  پادگنی که از

شود که تزریق در حیوان آید گرفته میگلیسرینه بدست می

آلوده )راکتور( سبب تورم  ولی در حیوانات ،ضرر بودهتندرست بی

خوکچه آلوده به شدت  .گرددو تراوش چرک از گوشه چشم می

این مشاهده گردد. های بیضه میدچار التهاب صفاق و پرده

 روز بعد از تزریق واکنش اشتراوس  2-3ها به فاصله نشانه

(Straus Reactionنامیده م )(2، 9) شودی. 

ش تشخیص ترین رودقیق ست ثبوت عناصر مکملت

مشمشه است. سرم دام مبتلا پس از یک هفته از  شناسیسرم

 هایشکلباشد و تا مدت طولانی در ابتلای آن قابل آزمایش می

به  01به  1ماند. عیار مزمن بیماری نیز سرم، مثبت باقی می

 12حدود  تست ثبوت عناصر مکملگردد. عنوان مثبت تلقی می

هفته مثبت  0ثنایی پس از روز پس از عفونت و در موارد است

ن روش، امکان یدرصد است. در ا 33گردد. ویژگی تست می

 بورخولدریا سودومالئیو  بورخولدریا مالئیواکنش متقاطع بین 

 .(16) نیز وجود دارد

دارای ویژگی  OIE رفرنسطبق  تست ثبوت عناصر مکمل 

از یزات خاصی نیباشد و به تجهو قابلیت اجرایی راحت می 111%

و از  شودمیدقیقه حاصل  2ن آزمون، در مدت یدارد. نتایج ان

 .(11) دارد را فیلدی شرایططرفی قابلیت اجرایی در 

های است که برای تشخیص و نگ از روشیوسترن بلات

شود. این روش یک آزمایش یها استفاده مآنالیز پروتئین

 تراختصاصی CFTو  الیزااست و در مقایسه با تست  ییدکنندهتأ

ولی از حساسیت کمتری برخوردار است. وسترن  ،باشدمی

شود به عنوان اولین ینگ آزمایشی نسبتاً گران محسوب میبلات

ن تست بیشتر در تأیید نتایج مثبت یگیرد. اآزمایش انجام نمی

توسط  2111رود. این روش در سال به کار می الیزاشده تست 

Elschner (12) اده شدهمکارانش برای تشخیص مشمشه استف. 

ازدیاد حساسیت های مالئین نشان دادن اساس آزمایش

ه ک یاست، به طور بورخولدریا مالئیناشی از عفونت با  تاخیری

در  یول ،به همراه ندارد ینشکوانات سالم وایق آن در حیتزر

و ترشح  یل تورم، پرخونیاز قب هایینشانهوانات آلوده سبب یح

 (.13) گرددیاز چشم م کچر

به معنی کسب فلوروکروم یا فلوروفور است  فلورسانسوش ر

کند. اساس این روش بر که نور را در طول موج خاصی جذب می

، حساسیت، اختصاصیت و انتخابی بودن است. بالاوضوحمبنای 

 هاآنکند، تصویر منبع نور اختصاصی را کسب می فلورسانس

ی نور ضبط های پیشرفته الکتریکمعمولاً به وسیله جداکننده

های شود. روش ایمنوفلورسنت جهت تشخیص بیمارییم

، طاعون، تب کریمه کنگو، هاری، زخمسیاهمتعددی از جمله، 

های دیگری کاربرد ، سندرم داون و بیماریتوکسوپلاسموزیس

 ای در دنیا وجود ندارد.ولی در مورد بیماری مشمشه سابقه ،دارد



 به روش ایمونوفلورسانس غیرمستقیم مشمشه یصتشخ |ران و همکا جمولی
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، برای مشاهده یه عفونردن نمونکص مشمشه و جدا یپس از تشخ

های ها یا مولکولنمونه به وسیله میکروسکوپ فلورسنت بخش

 یزیآمرنگ نورافشانویژه در داخل سلول با مواد فلورسنت یا 

های خاص یا جایگاه شوند. زمانی که هدف تشخیص پروتئینمی

ها که پروتئین یزیآمرنگهای معمول ها در سلول باشد، روشآن

کنند قابل استفاده نیستند. برای رنگ می را به طور عام

های اختصاصی متصل به از پادتن معمولاًاختصاصی،  آمیزیرنگ

ن راستا، از روش ی(. در ا14) شودمواد فلورسنت استفاده می

ایمنوفلورسانت غیرمستقیم در جهت سرعت بخشیدن برای 

 د.یتشخیص بیماری مشمشه استفاده گرد

 هاروشمواد و 
 

اخذ شده ه یشامل، سوبورخولدریا مالئی  یترکبا هایسویه

ه مورد ی، سوپارک ارم تهران وحشباغببر مبتلا به مشمشه در  از

است سویه تزریقی به اسب ) 321 سویهاستفاده در تولید مالئین، 

 ازاست که بورخولدریا مالئیاز  سویه ایمربوط به  321که شماره 

ش توبرکولین و بخوارد  13-12-15شهر استکهلم به شماره 

، سویه تزریقی به بیضه راست (موسسه رازی شده استیونین 

بورخولدیا سودومالئی خوکچه هندی، سویه لیوفیلیزه، سویه 
 هی(، سو1-12-1325از انستیتو پاستور فرانسه به شماره  ی)واردات

، نمونه های حاصل از حیوانات آلوده با سودوموناس ائروژینوزا

سه، در محیط ژلوز و بویون گلیسیرینه  رعایت اصول ایمنی سطح

باکتری رشد  یکشت داده شدند. بعد از گذشت دو روز کلنی ها

های آزمایش جداگانه های رشد یافته در لولهردند. کلنیک

که  باشدمیلوله(. لازم به توضیح  2آوری شدند )از هر سویه، جمع

 خونگیری از حیوانات حساس شده یک ماه پس از تزریق انجام

 .شودمی

ه مورد استفاده در یسوهای حاصل از کشت ژندر ادامه آنتی

تقسیم  b و a و سویه تزریقی به اسب، به دو گروه نید مالئیتول

به مدت  سلسیوس درجه 11، در دمای aهای گروه شدند. باکتری

به  سلسیوس درجه 31، در دمای bگروه های دقیقه و باکتری 31

 دند.یفعال گرد یرغ OIE عملدقیقه طبق دستورال 11مدت 

 مرحله آماده سازی آنتی بادی

ند فارل کم یکیک میلی لیتر از سوسپانسیون با استاندارد 

( تهیه شده از کشت باکتری های مذکور به همراه 311×511)

روز  10ادجوانت ناقص به اسب سالم در سه مرحله به فاصله 

 الیزامون های بار تزریق شد و سپس میزان آنتی بادی توسط آزیک

 نیو تست ثبوت عناصر مکمل، مورد بررسی قرار گرفت. از سرم ا

  یاسب ها به عنوان کنترل مثبت استفاده گردید. برا

ز از سرم اسب هایی که قبلا توسط ین ینترل منفک یهانمونه

و تست ثبوت عناصر مکمل سلامت  الیزامالئیناسیون،  یروش ها

 (.3) ه گردیدآنها تائید گردیده بود، استفاد

 مالئینمیلی لیتر از سوسپانسیون  1/1در تست مالیناسیون 

 1-3)قسمت بیرونی پلک پایینی به فاصله  به زیر پلک حیوان

ساعت از  01. با گذشت زمان شودمیمیلیمتر از لبه پلک( تزریق 

 و تفسیر نتایج صورت  شودمیتزریق نتیجه آزمون قرائت 

ساعت پس از  01بعد از  نشکواعدم مشاهده هرگونه  می گیرد.

ا مشاهده تورم مختصر با قوام یمورد عمل و  کق در پلیزمان تزر

 یجه آزمون به عنوان منفیم در پلک چشم مورد عمل، نتک

جه آزمون به عنوان ینت در صورت مشاهده تورمود. شیمحسوب م

 (.3، 15) می گرددمثبت اعلام 

شده و در کف  رقت سریالی از آنتی ژن تهیه الیزا در روش

. در مرحله بعد بافر کد کننده اضافه شده شودمیپلیت قرار داده 

. سپس با استفاده از محلول بافری شودمیو انکوبه گذاری 

. بعد از افزودن آنتی هورس انکوبه گذاری شودمیشستشو داده 

. در نهایت بعد از شودمیصورت گرفته و سپس شستشو داده 

 ده و انکوبه گذاری نتایج قرائت افزودن محلول خاتمه دهن

 (.3 ،15) می گردد

ص مشمشه در یتشخ یش ثبوت عناصر مکمل برایآزما

 یبالائ تیشود و از حساسیکار گرفته مشتر کشورها بهیب

م ین مدتبهرا موردنظر ش سرم ین آزمایبرخوردار است. در ا

مورد استفاده  سگرم و سپ سلسیوس درجه 51در حرارت  ساعت

ه و یکروب مشمشه تهیاز را از کشت مین موردنتدهند. پادیقرار م

و  یدهم منفکیتر حاصل تا یکنند. تیم ن استفادهیا از مالئی

در ابتدا از  شود.یم یچهلم مثبت تلقکیستم مشکوک و یبکی

آنتی ژن و آنتی بادی رقت سریالی تهیه شده و در پلیت کد 

انکوبه گذاری  وسسلسی درجه 31دقیقه در  31. به مدت شودمی

درجه  31. در مرحله بعد کمپلمان افزوده شده و در شودمی

شده و نتایج قرائت  دقیقه انکوبه گذاری 31به مدت سلسیوس 

 (.3، 15) گرددمی
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 شناسایی مولکولی

از باکتری کشته شده به میکروتیوب اضافه  میکرولیتر 311

رویی دقیقه(. مایع  11دور  12111د )یشد و سانتریفوژ گرد

مانده انجام  یخارج شد و مراحل استخراج در مورد رسوب باق

 گرفت.

( اضافه EDTA-سی)تر TE1Xمیکرولیتر لیزوزیم  111

شد. به منظور مخلوط شدن لیزوزیم ورتکس صورت گرفت و در 

دقیقه نگهداری شد. برای  31 سلسیوسدرجه  31ترموسایکلر 

 K  پروتئینازر میکرولیت 111و  SDSمیکرولیتر  1111نمونه  11

در هر میکروتیوب  میکرولیتر 111نیاز است. از مخلوط حاصل 

د و در یاضافه شد و در ادامه میکروتیوب ها را ورتکس گرد

دقیقه قرار گرفت. به  21به مدت  سلسیوسدرجه  51ترموسایکلر 

د و به منظور یمولار اضافه گرد 1نمک  یکرولیترم 111 میزان

درجه  51)که در دمای CTXB افزایش ویسکوزیته محلول

 ترموسایکلر قرار گرفته بود( اضافه شد.

میکروتیوب ها ورتکس شد تا محلولی شیری رنگ حاصل 

دقیقه ترموسایکلر  11درجه به مدت  51شود. سپس در دمای 

کلروفرم به هر میکروتیوب -ایزوآمیل الکل میکرولیتر 111د.یگرد

ورتکس شدند.  اهآناضافه شد و به منظور مخلوط شدن مواد 

دقیقه( انجام گرفت و لایه  1دور به مدت  12111سانتریفوژ )

 011به میکروتیوب دیگری منتقل شد. در هر میکروتیوب  رویی

میکرولیتر ایزوپروپانول اضافه گردید. )در این مرحله با تکان دادن 

قابل رویت است(. میکروتیوب ها را به  DNAمیکروتیوب کلاف 

قرار گرفت و  درجه سلسیوس -21در دمای دقیقه  31-01مدت 

دقیقه سانتریفوژ شد. با حذف  11به مدت  12111سپس در 

 %11اتانول  یکرولیترم 1111 مایع رویی، در هر میکروتیوب

دقیقه  1دور به مدت  12111افزوده شد و دوباره در نمونه در 

د. مایع رویی دوباره خارج شد و پس از گذشت یسانتریفوژ گرد

به هر  TE1X یکرولیترم 21ساعت، به میزان  11-21حدود 

به مدت یک ساعت در د و در ادامه یمیکروتیوب اضافه گرد

 قرار گرفت. درجه 31ترموسایکلر 

های مورد مطالعه، استخراجی از باکتری DNAبر روی 

در  PCR. مواد متشکله برای هر آزمون گرفت انجام PCR آزمون

ریخته شد و برای جلوگیری از میلی لیتری  1/1میکروتیوب های 

اتلاف زمان بر حسب تعداد نمونه مورد آزمایش یک مخلوط اصلی 

(Master Mixتهیه گرد )د. برای انجام هر واکنش یPCR  مواد

مورد نیاز به شرح زیر با یکدیگر مخلوط شدند. مخلوط تجارتی 

میکرولیتر  1 ،میکرولیتر، پرایمر جلو برنده 1 ؛PCRآماده مصرف 

پیکومول(، آب  1میکرولیتر ) 1 ،یکومول(، پرایمر پس رانپ 1)

مخلوط  DNAمیکرولیتر  2میکرولیتر و  0مقطر دو بار تقطیر 

میکرولیتری  10با تقسیمات  PCRفوق به میکروتیوب های 

 (.3) انتقال داده شد

استخراج شده به غلظت حدود  DNAتر از هر یمیکرول 2

 15دید و حجم نهائی به اضافه گر PCRنانوگرم به مخلوط  111

میکرولیتر رسانیده شد. مخلوط فوق به کمک یک 

ثانیه سانتریفوژ گردید  1به مدت  g× 12111میکروسانتریفوژ در 

 شد لر گذاشتهیکسادستگاه ترمو داخل و سپس میکروتیوب ها

(3.) 

بورخولدریا استخراج شده سویه  DNAاز نترل مثبت کبرای 
کولین موسسه تحقیقات واکسن و مولد مالئین بخش توبر مالئی

سرم سازی رازی که قبلاً مثبت بودن آن تائید شده بود، استفاده 

ی اجزاء میکروتیوب تمام، میکروتیوب حاوی ینترل منفکو شد

آب مقطر  ،DNAبود که به جای  الگو DNAکنترل مثبت و فاقد 

 الکتروفورز PCR پس از گذشت زمان فوق محصول. اضافه شد

 (.3) گردید

ر یبه شرح ز PCRانجام  یپرایمر های مورد استفاده برا 

 :باشدمی

Bma-IS407-flip forward:  

5´-TCA-GGT-TTG-TAT-GTC-GCT-CGG-3´ 
Bma-IS407-flip-reverse: 

 5´-CTA-GGT-GAA-GCT-CTG-CGC-GAG-3´ 

مراحل انجام روش ایمنوفلورسانس در تشخیص 

 مشمشه

ها به  یترکادایره ای شکل از سوسپانسیون ب یگستره ا

در دمای پادگن د. اسلاید یتهیه گرد پادگنمنظور طراحی اسلاید 

خشک گردد. بر روی  کاملاً پادگناطاق قرار داده شد تا لکه های 

با فیکساتور های مختلف پادگن های لام میکروسکوپی، لکه

اتانول، متانول، استن فریز شده و حرارت(  میکرولیتر 11)شامل 

 د.یثابت گرد

 حدود pH( با PBSورد نظر را توسط بافر فسفات )سرم م

، 1:0، 1:2با رقت های  U-Shape یدر میکروپلیت ها 0/1-2/1
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تیترشد. پس از افزودن سرم  1:121و  1:50، 1:32، 1:15، 1:1

، اسلایدها در اطاقک مرطوب پادگنهای تیتر شده بر روی لکه

قه دقی 31به مدت  سلسیوس درجه 31 یقرار گرفت و در دما

 انکوبه شد.

دقیقه با محلول  1هر بار به مدت و مجموعه فوق را دوبار 

در ادامه . گردیدبه کمک شیکر ملایم شستشو فسفات  بافر

پادگن های بر روی لکه میکرولیتر 11با رقت نژوگه ومحلول ک

 با محلول بافرعمل شستشو و همانند مرحله قبل شد افزوده 

زیر میکروسکوپ  ونه درفسفات انجام گردید. در نهایت نم

 فلورسانس مشاهده شد.

 پادتن-ارزیابی اتصال پادگن

پادتن و شناسایی -برای شناسایی بهترین میزان پادگن

منطقه هم ارز و عدم تشکیل پیش شبکه و یا پس شبکه، از 

 آزمون های آگلوتیناسیون و ژل دیفیوژن استفاده شد. در

های متفاوتی از تست های آگلوتیناسیون و ژل دیفیوژن رقت  

مورد ارزیابی قرار گرفت و  11/11تا  11/1از پادگن و پادتن 

مناسب ترین رقت به منظور اتصال مناسب پادگن به پادتن 

 مشخص گردید.

 به منظور ارزیابی میزان آنتی هورس مورد استفاده از

، آسکولی و تست ثبوت عناصر مکمل استفاده الیزاتست های  

ادگن به پادتن در روش ایمنوفلورسانس، گردید. پس از اتصال پ

ابد. به یدر مرحله بعد، آنتی هورس به کمپلکس فوق اتصال می 

نژوگه به ومنظور تعیین رقت مناسب جهت اتصال آنتی هورس ک

مورد  121/1تا  2/1پادتن رقت های متفاوتی از -کمپلکس پادگن

 بررسی قرار گرفت.

فیت نتایج، زمان با احتمال تأثیر تغییر زمان شستشو بر کی

دقیقه تغییر داده شد. با احتمال تغییر  1ثانیه تا  31شستشو از 

محلول شستشو دهنده بر کیفیت نتایج، آب مقطر، سرم 

فیزیولوژی و بافر فسفات به عنوان محلول شستشو دهنده استفاده 

 شدند.

حساسیت و اختصاصیت تست به منظور کنترل روش 

ن منظور حساسیت یا یطراحی شده مورد بررسی قرار گرفت، برا

تست با تهیه رقت های متفاوت سنجش شد. اختصاصیت تست 

ن باکتری های دیگری یو همچنبورخولدریا مالئی نیز با باکتری 

ان به عنوسودوموناس آئروژینوزا و بورخولدریا سودومالئی نظیر 

.  دین گردییتعپادگن 

 پادتن-آزمون های مختلف جهت ارزیابی اتصال پادگن: 1جدول 

  1  2  3  0  1  5  1  1 

 +  +  _  _  +  +  +  +  مالیناسیون

 +  +  _  _  +  +  +  +  الیزا

CF  +  +  +  +  _  _  +  + 

 +  +  _  _  +  +  +  +  فلورسانس

 +  +  _  _  _  _  _  _  ژل دیفیوژن

است که سویه تزریقی به اسب ) 321 سویهه مورد استفاده در تولید مالئین، ی. سو2، پارک ارم تهران وحشباغمبتلا به مشمشه در  ببر اخذ شده از یهسو .1

. 3، (موسسه رازی شده استبخش توبرکولین و یونین  وارد 13-12-15ازشهر استکهلم به شماره است که  بورخولدریا مالئیاز یه سومربوط به  321شماره 

. 5(، 1-12-1325از انستیتوپاستور فرانسه به شماره  ی)وارداتبورخولدیا سودومالئی . سویه 1. سویه لیوفیلیزه، 0سویه تزریقی به بیضه راست خوکچه هندی، 

 .2ونه حیوان آلوده شماره . نم1. 1حیوان آلوده شماره نمونه  .1، سودوموناس ائروژینوزاهیسو

 

 هایافته

ماهیت باکتری مورد استفاده در پژوهش را  PCRروش 

 رن خالص در فریزو( و مشخص شد که است1تایید کرد )شکل 

ردن نمونه باکتری کنگهداری شده بهترین فیکساتور جهت ثابت 

ند ایمنوفلورسنت غیرمستقیم، ی.در طی فراباشدمیلام  یبر رو

دقیقه ای برای شستشو در وضوح  1ه زمان مشخص گردید ک

 ی شستشو هانانسبت به دیگر زم فلورسانس هاییباکتررویت 

 
وضوح بهتری مشاهده گردید. سرم  ن زمانیبهتر است و در ا

فیزیولوژی به دلیل رسوب نمک بر روی باکتری درخشندگی رنگ 

ل سرم فیزیولوژی و ین دلیو به هم دهدیمفلورسین را کاهش 

ن یر محلول مناسبی جهت شستشو نیستند. مناسب ترآب مقط

 .باشدمیمحلول جهت شستشو بافر فسفات 
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نتیجه تعیین هویت باکتری مورد استفاده در پژوهش با : 1شکل 

اخذ شده از ببر مبتلا به مشمشه در ه یسو. 2 لدر .PCR1:استفاده از

ه مورد ی. سو3درجه،  76در  غیرفعال شده پارک ارم تهران وحشباغ

است که سویه تزریقی به اسب ) 325 هیسواستفاده در تولید مالئین، 

ازشهر است که از بورخولدریا مالئی  سویه ایبه  مربوط 325شماره 

موسسه بخش توبرکولین و یونین  وارد 19-12-50استکهلم به شماره 

قی به بیضه تزری هیسو .4درجه،  76غیرفعال شده در  (رازی شده است

. سویه لیوفیلیزه 5درجه،  76راست خوکچه هندی غیرفعال شده در 

 76. نمونه حیوان آلوده غیرفعال شده در 0درجه،  76غیر فعال شده در 

 ی)وارداتبورخولدیا سودومالئی . سویه 2حیوان آلوده،  نمونه .7درجه، 

ه ی. سو9(، 5-12-1320از انستیتوپاستور فرانسه به شماره 

ه ی. سو12منفی،  کنترل .11منفی،  کنترل .16،وناس ائروژینوزاسودوم

غیرفعال  پارک ارم تهران وحشباغاخذ شده از ببر مبتلا به مشمشه در 

 325 هیسوه مورد استفاده در تولید مالئین، ی. سو13درجه،  96شده در 

از  یسوشمربوط به  325 است که شمارهسویه تزریقی به اسب )

 وارد 19-12-50ازشهر استکهلم به شماره ست که ابورخولدریا مالئی

غیرفعال شده در  (موسسه رازی شده استبخش توبرکولین و یونین 

. سویه تزریقی به بیضه راست خوکچه هندی غیرفعال 14درجه،  96

 .17درجه،  96. سویه لیوفیلیزه غیر فعال شده در 15درجه،  96شده در 

 منفی. کنترل
 

به پادتن و اتصال این مجموعه به  با ارزیابی اتصال پادگن

مشخص شد که ایجاد شرایط  فلورسئیننژوگه با وآنتی هورس ک

ت اتصال آنها یمرطوب موجب اتصال بهتر پادگن به پادتن و در نها

 شود.ینژوگه با فلورسین موبه آنتی هورس ک

ه ک یم، حرارتیریگ یجه میبا مشاهده باسیل درخشان، نت

استفاده شد، بر تخریب آنتی ژن و  یترکبرای غیرفعال نمودن با

موجود در  فلورسئیننداشت و رنگ  یریتغییر فرم دیواره آن تأث

 (.2)شکل  یدگردآنتی هورس به دیواره باکتری متصل 

لام های تهیه شده با سرم مثبت، باکتری های  یبا بررس

د )شکل یبه وضوح مشاهده گردفلورسانس بصورت درخشان و 

ی که توسط سرم منفی تهیه شده بود، باکتری ولی در لام ها ،(3

ستند و باکتری های تیره، غیرفلورسانس و به یها فلورسانس ن

 .(0 )شکل سختی قابل رؤیت بود

 

ثر حرارت در غیرفعال سازی باکتری مورد بررسی قرارگرفت ا :2شکل 

 و مشخص شد تغییر درجه حرارت در غیرفعال سازی باکتری

تاثیری در شکل ظاهری نداشته و دیواره باکتری به بورخولدریا مالئی 

 منظور اتصال رنگ فلورسانت بدون تغییر باقی مانده است.
 

مثبت و منفی بدست آمده از  سرم هایبا مشاهده لام های 

تست ثبوت عناصر ، مالیئناسیون و الیزافیلد، که توسط تست های 

مخوانی و صحت روش ه قبلاً تأیید شده بود، هک مکمل

توجه به  با د.ین روش ها تأیید می نمایایمنوفلورسانس را با ا

ت و دقت تست با یدرصد حساس ار شدهک یتعداد نمونه ها

مرتبه بود و  یکشت در کون و یناسیو مالئ الیزاسه با یمقا

 .باشدمی الیزادرصد  31ت یت آن در حد حساسیحساس

مورد شناسایی  50/1و  32/1 یحساسیت پادتن به رقت ها

 یاختصاص بورخولدریا مالئییترکبا یقرار گرفت و پادتن تنها برا

سودوموناس و بورخولدریا سودومالئی ر باکتری ها نظیر یبود و سا
 شناسایی نشدند.آئروژینوزا 

 بحث

ل افزایش یمشمشه بدل یماریع بیص سریت تشخیاهم

ران از یدر اوع آن یناگهانی این بیماری در منطقه خاورمیانه و ش

سو و احتمال ورود عامل این بیماری از کشورهای همسایه با یک

ن یگر و همچنیران از طرف دیر مجاز به ایغ یهایسم کورود ت

از نظر قابلیت استفاده از آن به  ،بورخولدریا مالئیژه یاهمیت و

 .(10) باشدیاز میش مورد نیش از پیعنوان یک سلاح بیولوژیک ب
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جهت  ینون واکسن مناسبکه تاکنیبه ا تین با عنایهمچن

ر در ید نشده و در صورت تاخیتول یمارین بیاز ا یریشگیپ

ن یزان تلفات ایم ،ه شدهیتوص یهادرمان با ی، حتصیتشخ

گزارش شده است، لذا لزوم  %31و بدون درمان تا  %11تا  یماریب

 دو چندان است ،مرگ و میر ل جلوگیری ازیتشحیص سریع را بدل

(17). 

با توجه به تحقیقات صورت گرفته مشخص شد که هیچ 

گونه سابقه ای در زمینه تشخیص مشمشه به روش 

ایمنوفلورسانت غیرمستقیم وجود ندارد و از طرف آزمایشگاه 

مشمشه در آلمان نیز تایید گردید. از طرفی با توجه به  رفرنس

و  وزارت بهداشت و درمان و آموزش پزشکیدرخواست های مکرر 

ان دامپزشکی کشور در ارتباط با طراحی روشی سریع جهت سازم

تشخیص مشمشه پژوهش حاضر صورت گرفت. به دلیل عدم 

وجود سابقه ای در مورد روش مذکور، این روش با سایر روش 

های مورد های تشخیصی مشمشه مورد مقایسه قرار گرفت. روش

تایید متعددی جهت تشخیص مشمشه وجود دارد که روش 

 شود.یها مقایسه مرسنت غیرمستقیم با آنایمنوفلو

  
 

 

به  بورخولدریا مالئی( )از سرم حیوان آلوده به بورخولدریا مالئیفلورسانت با استفاده از سرم مثبت )سرم حیوان آلوده به بورخولدریا مالئی :3شکل 

 .عنوان آنتی بادی استفاده شده است(
 

 

()از سرم حیوان سالم در برابر باکتری بورخولدریا مالئیسرم منفی )سرم حیوان سالم نسبت به باکتری  غیر فلورسنت با بورخولدریا مالئی :4شکل 

 به عنوان آنتی بادی استفاده شده است.( سودوموناس آیروژینوزا وبورخورلدریا سودومالئی ،بورخورلدریا مالئی

 

باکتری قطعی ترین روش مورد قبول کشت و تعیین هویت 

ولی کشت  ،تمام مجامع علمی و محققان صاحب نظر است

باکتری زمانی امکان پذیر است که اسب به مرحله بیماری رسیده 

ولی با استفاده از روش های  ،نمایدو باکتری را دفع می

تر از رسیدن  توان حیوان عفونی را بسیار سریعایمونولوژیک می

ماری شناسایی نمود. از طرفی دیگر کشت عامل به مرحله بی

بیماری نیاز به کارشناس و متخصص ورزیده و سطح بالای ایمنی 

نیاز داشته و زمان مورد نیاز جهت کشت و تعیین هویت باکتری 
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( قضاوت تست مالئین وابسته 3 ،16) باشدمیساعت  01حداقل 

 به فرد است و احتمال اشتباه وجود دارد.

زمان بر و نیاز به صرف  PCRکولی مانند روش های مول

روش تلقیح به حیوانات آزمایشگاهی تنها (. 19) باشدمیهزینه بالا 

های کلینیکی کاربرد دارد. این روش نیاز به صرف در مورد نمونه

زمان و هزینه زیادی است. مهارت نیروی انسانی در پاسخ دریافتی 

. حضور حیوان در باشدمیاز این تست دارای اهمیت به سزایی 

 این تست مخاطرات متعددی را برای نیروی انسانی در بر دارد.

در حال حاضر مورد تایید ترین  تست ثبوت عناصر مکمل

روش جهت تشخیص مشمشه است و با گذشت یک هفته از 

های ن روش نسبت به بقیه روشیعفونت این تست کارآیی دارد. ا

ری است. پاسخ مورد استفاده دارای ارزش تشخیصی بیشت

دریافتی از این تست ارتباط مستقیم با مهارت نیروی انسانی دارد. 

پذیر  طراحی و استاندارد نمودن آن در هر آزمایشگاهی امکان

باشد به نحوی که در حال حاضر تنها یک مرکز و یک نمی

آزمایشگاه در ایران موفق به انجام آن شده است و از طرفی دیگر 

مواد مصرفی تازه و قابل اطمینان دارد و زمان  این آزمایش نیاز به

مورد نیاز برای یک جواب قابل قبول در حدود یک روز بطول 

انجامد. این در حالی است که در مرزهای کشور برای نقل و می

 انتقال تک سمیان امکان انجام روش مذبور موجود نیست.

وسترن بلات اهمیت زیادی در تشخیص عامل بیماری 

ولی در حال حاضر به دلیل نیاز به استاندارد سازی  ،دمشمشه دار

ست و تنها در یآن، در تمام مراکز تشخیصی دنیا انجام پذیر ن

(. از 26) مشمشه واقع در آلمان انجام می پذیرد رفرنسآزمایشگاه 

طرفی دیگر محدودیت های ذکر شده قبلی مانند صرف هزینه 

ورزیده و زمان را بالا، نیاز به آزمایشگاه مجهز و متخصصین 

و نمی توان از آن جهت  باشدمیمطابق با دیگر روش ها دارا 

 (.26) غربالگری و در زمان کوتاه استفاده نمود

تست رز بنگال به منظور تشخیص اسب آلوده و دیگر 

حیوانات حساس در روسیه پایه گذاری شد و بعد از آن در 

پلیت  پاکستان مورد بررسی قرار گرفت. تست رزبنگال در

باشد، شود. این تست نیز دارای معایبی مییآگلوتیناسیون انجام م

در اسب مبتلا به مشمشه مزمن پاسخ منفی کاذب در این تست 

شود. این روش در حال حاضر در تمام دنیا کاربرد یمشاهده م

 (.19) ندارد

تست مالئین روش روتین کشور ایران است. این روش در 

ارد. دارای بیشترین میزان حساسیت مناطق آندمیک کاربرد د

این تست به زمان  انجام های تشخیصی است.نسبت به سایر روش

از دارد. بالا بودن هزینه و احتمال آلودگی نیروی انسانی یطولانی ن

. به دلیل تزریق به داخل جلد باشدمین تست یب اینیز از معا

ب ها پلک پایین حیوان مورد آزمایش مورد استقبال صاحبان اس

نبوده و بیشتر اسب داران تقاضای جایگزین نمودن آنرا با تست 

اولویت آنرا در چاپ  یزن OIE ثبوت عناصر مکمل دارند از اینرو

است جدید از اولین تست تشخیصی به چهارمین تست تنزل داده 

(1.) 

پژوهش دیگری در مورد تشخیص مشمشه صورت گرفته 

تشخیص باکتری طراحی است که در این تحقیق پروب به منظور 

شده است، این روش نیز نسبت به روش ایمنوفلورسانس نیاز به 

(.لذا با توجه به تمام موارد 21دارد )صرف زمان و هزینه بیشتری 

ذکر شده و با توجه به درخواست های مکرر سازمان دامپزشکی 

جهت طراحی  وزارت بهداشت و درمان و آموزش پزشکیکشور و 

تشخیصی، تست ایمونوفلورسانس غیر  یک آزمون سرولوژی

مستقیم بدلیل سهولت انجام و عدم نیاز به متخصص مجرب و 

سرعت تشخیصی بالا، برای غربالگری تک سمیان پیشنهاد می 

که می  مکان هاییگردد و بهتر است تا از این آزمایش در تمامی 

 بایستی سریع قضاوت نمود، استفاده کرد.

 تقدیر و تشکر 

ین مقاله از اعضای محترم بخش توبرکولین، نویسندگان ا

یونین و مالئین موسسه واکسن و سرم سازی رازی وجناب آقای 

دکتر رحمتی هولاسو در بخش بیماری ماهی دانشکده دامپزشکی 

دانشگاه تهران به دلیل همکاری صمیمانه در تهیه تصاویر 

 ر را دارند.کفلورسنت در این پژوهش کمال تش

 تعارض منافع:

پزشکی ایران هیچ  شناسیمیکروبن نویسندگان و مجله بی 

 وجود ندارد. گونه تعارض منافعی
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