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برای  بورخولدریا مالئیبا پیکره   ایگذاری نقطهآزمون لکهاستفاده از 

 تشخیص بیماری مشمشه در ایران

 

۲، نادر مصوری۱ سعید محمد حسینی
 ۳، لیدا عبدالمحمدی خیاو*

 ، سازمانکرج رازي سازي سرم و واکسن تحقيقات دام، موسسه بيماريزاي هايوممايكوباکتري رفرانس بخشکارشناس ارشد  .1

 کشاورزي )تات( ، تهران، ايران ترويج و تحقيقات

 ، سازمانکرج رازي سازي سرم و واکسن تحقيقات دام، موسسه بيماريزاي هايوممايكوباکتري رفرانسبخش  دانشيار .2

 کشاورزي )تات( ، تهران، ايران ترويج و تحقيقات

هوازي، آزمايشگاه تحقيقاتی باکتريايی بی بخش تحقيق و توليد واکسن هايدانش آموخته دکتري تخصصی باکتري شناسی،  .3

 ، سازمان ترويج آموزش توسعه کشاورزي، تهران، ايرانکرج کلستريديا، موسسه تحقيقات واکسن و سرم سازي رازي

 7/12/1311تاريخ پذيرش:  11/4/1311تاريخ دريافت: 

 چکیده 

در  . با توجه به کانون بيمارياست بورخولدريا مالئیعامل آن بوده که  قابل انتقال از حيوانات تک سمی ترين بيماري هايمشمشه يكی از مهم

لذا  .برخوردار می باشداهميت زيادي از  در حيوانات آنسريع شناسايی  ،اين باکتري ناشی از انتقال خطرات و ايران و احتمال آلودگی انسان

 4۴. براي اين منظور دبادي بو براي تعيين حضور حضور آنتی اي نمايی نقطهراحی يک روش تشخيص سريع شامل لكهطن مطالعه هدف از اي

 هاي سالماسبسرم و  (کنترل مثبت) بورخولدريا مالئی پيكره باکتري ژنآنتینمونه به همراه اخذ و  مختلفهاي  از  استان اسب نمونه سرم

مشخص گرديد.  براي سرم هاي مثبت و منفی چكر بورداز  استفادهبادي با  آنتی-ژن غلظت بهينه آنتیمورد آزمون قرار گرفتند.  (کنترل منفی)

 و سپس بلاکينگ محلولبا ژن  تثبيت آنتیو  قرار داده شدروي چاهک کاغذ نيتروسلولز آنتی ژن ، ايگذاري نقطهآزمون لكه طراحیپس از 

به  سوبسترا با افزودننهايتا  واضافه  کونژوگهبادي آنتیبه آن در ادامه  .شد انجامبه همراه کنترل مثبت و منفی مشكوک اسب افزودن سرم 

با در نظر گرفتن  مورد مثبت شناسايی گرديد. شش ،نمونه 4۴در اين بررسی از قرائت گرديد. به صورت ايجاد رنگ واکنش ي  نتيجهچاهک ها 

 نشان داد نتايج شد.  ٪1/11و  ٪1۴۴يژگی به ترتيب حساسيت و و ايگذاري نقطهلكهمالئيناسيون به عنوان آزمون استاندارد و مقايسه آن با 

 در صورت تاييد مراجع مسئولو قابليت کاربردي صحرايی آن،  قرائتسرعت، سهولت حساسيت بالا، دليل   اي به گذاري نقطهروش لكه

 تواند استفاده شود. میبورخولدريا مالئی عفونت با در تشخيص 

 
  .، تشخیصایگذاری نقطههلک، ، مشمشمهبورخولدریا مالئیکلیدی:  ه هایواژ
 نويسنده مسئول: نادر مصوري*

 34۰7۴۴31-۴2۰ البرز، کرج تلفن: .دام بيماريزاي هايمايكوباکتريوم بخش رفرانس ،واکسن و سرم سازي رازيتحقيقات موسسه آدرس: 
 n.mosavari@rvsri.ac.irپست الكترونيک: 
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 مقدمه

بوده  و کشنده در تک سميان زئونوزبيماري  مشمشمه

ها اولين بررسی .باشدمی مالئی بورخولدرياعامل آن  که

موارد آلودگی در ايران را بسيار بالا و در  1211در سال 

. ايران بجز کرمان و مكران گزارش نمودتمام مناطق 

نسبت آلودگی را  13۴7-1311کارپانتيه در سال هاي 

اسبان عشاير سه تا چهار درصد و در اسبان ارتش در 

با کاهش استفاده از اسب، . (۰)گزارش نمود 2۴-3۰٪

به شدت کاهش  1372موارد مشمشه انسانی تا سال 

تک مشمشه در کانون هاي تک 1373يافت. در سال 

هاي ناحيه ساوجبلاغ استان البرز و اصفهان اسب

، شكل مخفی 1377در سال . (3)گزارش گرديد 

هاي مسابقه کيش شايع شد. در سال  مشمشه در اسب

به ترتيب گزارش ابتلا به دو،  131۰و  131۰، 1312هاي 

 1311در سال . (1) سه و دو رأس اسب مثبت اعلام شد

بر اثر ابتلا به مشمشه  ،يک قلاده ببر وارد شده از روسيه

به دليل مصرف گوشت الاغ فاقد تست مالئين تلف شد 

(11).  

و عدم   انتشار از طريق آئروسل اين باکتري به دليل

ميلادي در  111۰از سال وجود واکسن و درمان موثر، 

هاي پاتوژن هاي بيولوژيک و ليست باکتريليست سلاح

CDC  وOIE  شيوع مشمشه در دو  .(11،7)قرار گرفت

دهه اخير از کشورهاي پاکستان، عراق، ترکيه، کويت، 

ت متحده عربی و سوريه گزارش شد. ابحرين، امار

کشورهاي همسايه به ويژه عراق و ترکيه به علت قاچاق 

تهديدي براي ورود  ،کالا توسط اسب سانان غير مجاز

بيماري در ايران به شمار می روند. در بررسی برومند 

و همكاران در مرز بين استان آذربايجان غربی و فر 

هاي کردستان عراق تک سميان آلوده توسط تكنيک

 .(4و۰ن و الايزا شناسايی و معدوم شدند )مالئيناسيو

در حال حاضر تشخيص مشمشه به روش ماليئناسيون و 

CF 41. آزمايش ماليئناسيون نياز به (14) باشدمی 

 بالايی برخوردار ساعت زمان داشته و از حساسيت 

 CFهاي سرولوژي نظير  باشد. از معايب تكنيکنمی

و  بورخولدريا مالئیامكان واکنش متقاطع بين 

(. با 12توان اشاره نمود )را می بورخولدريا سودومالئی

توجه به اينكه در نواحی مرزي کشور حتی اگر يک 

 ها را معدوم مورد بيماري مشاهده شود همه اسب

ه اين باعث از بين رفتن جمعيت ارزشمند نمايند کمی

ردد. لذا براي جلوگيري از خسارت گکشور می

اقتصادي نيازمند تست سريع با حساسيت و ويژگی قابل 

گذاري لكهدر اين راستا، از تكنيک  باشيم.قبول می

در جهت سرعت بخشيدن براي تشخيص  اينقطه

 .مشمشه استفاده گرديد

 مواد و روش کار

 Raziبورخولدريا مالئی  توليديالعه از سويه در اين مط

 شد.استفاده ( RTCC:2375با شماره شناسايی ) 325

 هانمونهجمع آوری 

ثلث  از وريد نمونه خون 4۴تعداد 131۰از دي تا اسفند 

هاي آذربايجان شرقی،  استان هاياسب تحتانی گردن

اصفهان، بوشهر، فارس، گلستان و مرکزي توسط 

ی اخذ و به آزمايشگاه رفرانس سازمان دامپزشك

توبرکولين موسسه واکسن و سرم سازي رازي منتقل 

 g12۴۴-1۴۴۴دقيقه در  1۴ها بـه مـدت گرديد. نمونه

 -C2۴سانتريفيوژ شده و تا زمان استفاده در دماي 

 نگهداري گرديدند.

کـه در فواصـل سـه     سـالم  اسـب  از سـرم دو  همچنـين   

و با استفاده از تسـت  ه هفته براي چهار بار خونگيري شد

آزمايشـگاه  کـه بـه صـورت روتـين در      CFهاي الايزا و 

 از نظر تيتر آنتی بادي ،شودانجام می رفرانس توبرکولين

 (سرم کنترل منفـی  در)بدون تيتر آنتی بادي  تاييد شدند

بـه ترتيـب زيـر     ژن آنتی تزريق با و از سرم دو اسب که

 اده گرديـد کنترل مثبت اسـتف  جهت بودند، شده حساس

 .)افزايش تيتر آنتی بادي(
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 تهیه نمونه سرم کنترل مثبت

 ی با سرمسوسپانسيونبورخولدريا مالئی  توليديسويه از 

 کشت گليسيرينه نوترينت محيطو در  تهيه فيزيولوژي

 معادلسوسپانسيونی از باکتري  . پس از رشد،شد داده

ليتر به يک ميلی ورقت لوله يک مک فارلن تهيه 

داخل صفاقی به خوکچه هندي تزريق شد. پس صورت 

از بيضه جدا مايع حاوي باکتري روز  سه تا پنجاز 

. در محيط کشت ژلوز گليسرينه تلقيح گرديد و هگرديد

 در محيط  هاکلونی ،به منظور تائيد پس از رشد

و  و موتيليتی  TSI،SIMهاي افتراقی کشت

پس از همچنين . ندتلقيح گرديد   API20 NEکيت

 (12) به روش ايزوآميل الكل کلروفرم DNAاستخراج  

 flipو  AmiBتوسط پرايمرهاي  PCRاز آزمون 

 پرايمرهاي مورد جهت تائيد نهايی استفاده گرديد.

  پس از تائيد آورده شده است. 1استفاده در جدول 

سوسپانسيونی از باکتري تهيه و به صورت داخل صفاقی 

ادامه مشابه مراحل قبل  .به خوکچه هندي تزريق شد

جهت تهيه گرديد.   تكرار شد تا آنتی ژن سه بار حاد

استخراج و  DNA از اين نمونه بورخولدريا مالئیتائيد 

 انجام گرفت. الذکرتوسط پرايمرهاي فوق PCRآزمون 

 بورخولدریا مالئیسویه مرجع  تعیین هویت مولکولیمورد استفاده در  یمرهایپرا -۱ جدول

 پرایمر ژن (ˊ3-ˊ5) توالی پرایمرها  منبع

(18) 
 

5-TCAGGTTTGTATGTCGCTCGG-3 flip Bma-IS407-flip-f 

(18) 
 

5-CTAGGTGAAGCTCTGCGCGAG-3 pimf Bma-IS407-flip-r 

(18) 
 

5-TTCGATCGATTCCTGCTATC-3 AmiB AmiB 

(18) 
 

5-GCGTTAAACGCCGTACTTTC-3 AmiB AmiB 

 

مراه هسوسپانسيون  از اين ميلی ليتر دوبه دو راس اسب  

به صورت  21و  14ر، با ادجوانت ناقص در روزهاي صف

تست و پس از خونگيري از سرم آن زير جلدي تلقيح 

افزايش تيتر آنتی  که منجر به انجام گرديد CFالايزا و 

به عنوان کنترل مثبت ها . از اين سرمگرديدبادي 

 استفاده گرديد.

 

 

 

 

 

 

جهت  تهیه کاست متصل به غشاء با شارژ خنثی

 ایلکه گذاری نقطه آزمون

بر روي هم گذاشته و  را یاندازه پلاستيك دو ورق هم

ورق رويی با فواصل معينی از هم سوراخ گرديد.  

متر سانتی۰/۴ممبرن نيترو سلولوز شارژ خنثی به اندازه 

متر به تعداد چاهک ها برش داده سپس هر سانتی ۰/۴در 

هاي ممبرن بر روي چاهک ها قرار گرفته ز برشکدام ا

ي آن قرارگرفت و دو و صفحه زيرين کاست بر رو

 تصوير) .ندصفحه به وسيله گيره به يكديگر متصل شد

 (2و1
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 ایگذاری نقطهلکهکاست تهیه شده برای آزمون  -۲و۱ تصویر

 

 ایگذاری نقطهآزمون لکه

ــت  ــی رق ــب آنت ــی  مناس ــرم و آنت ــادي س ــا روش  ژنب ب

 کنتـرل  هاي سرمتيتراسيون چكر بورد با استفاده از نمونه

حدود تعيين گرديد. اپتيمم رقت آنتی ژن )ت و منفی مثب

بـر روي کاغـذ    (باکتري پيكرهليتر ميكروگرم در ميلی 2

کـــوت  ((Nagel-Macherey Germany نيتروســـلولز

بـه   گـراد درجـه سـانتی   37انكوبـاتور  در کاست  .گرديد

ــدت  ــهم ــر    س ــاوي آ  مقط ــت ح ــار پلي ــاعت در کن  س

چاهـک هـا بـا     فـوق الـذکر    پس از زمـان   قرار گرفت.

PBS (pH: 7.2)    شستشـو   درصـد  ۴۰/۴ حـاوي تـوئين

 داده 

 

 

درصـد   BSA  3حلول بلاکينـگ  مشدند. در مرحله بعد 

ــافر فســفات ــويين-در ب ــا   pH):(7.2 ت روي چاهــک ه

ساعت داخل سردخانه قرار گرفت.  سهمدت  ريخته  وبه

انجـام    PBSساعت مجددا شستشو با  سهپس از گذشت 

)اپتـيمم رقـت آنتـی     ۰4/1رقـت  بعـد   در مرحله گرديد.

سرم کنترل مثبت در چاهک اول و سرم کنترل از بادي( 

هـا  ها نمونه تستمنفی در چاهک آخر و در بقيه چاهک

ــه  3۴ريختــه شــد و بــه مــدت  دقيقــه در ســردخانه انكوب

 گرديد.

توئين دار   PBSچاهک ها با  اين زمانپس از گذشت  

 آنتی بادي کونژوگه شسته و به آن
horse  IgG).-(HRP  conjugated  rabbit  anti 
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(Amersham BioSciences, UK)  توسط رقيق شده

اضافه و مجددا به مدت  (۰۴/1 رقت)توئين  فسفات بافر

زمان اين دقيقه در سردخانه انكوبه شد. پس از  3۴

سوبستراي و در نهايت دار شسته توئين PBSها با چاهک

ها اضافه به چاهک ينتترا متيل بنزيد-۰'و۰و3'و3

بادي مورد نظر در آن هر چاهک که آنتی گرديد.

وجود داشت مثبت و به رنگ آبی مشاهده شد و اگر در 

قلمداد  چاهكی تغيير رنگ صورت نمی گرديد منفی

 شد.

 مالئیناسیونآزمون 

 پايين پلک داخل مالئينسوسپانسيون  از ليتر ميلی 1/۴

 نتيجه ساعت 41ز ا پس و گرديد تزريق نظر مورد دام

در  .گرفتو تفسير نتايج صورت  قرائت آزمايش

نتيجه منفی  ،مشاهده هرگونه واکنشصورت عدم 

. چنانچه تورم همراه با پرخونی در مخاط شدگزارش 

حيوان مشكوک و در صورت  ،چشم مشاهده گردد

وجود علائم فوق همراه با ريزش ترشحات غليظ و زرد 

 . گرديدتلقی  ،ماررنگ از بينی و چشم حيوان بي

 : ویژگی و حساسیت تعیین

 آوري جمع اکسل جدول در سرم هايتمام نمونه نتايج

تعيين موارد مثبت و منفی واقعی و  پس از شده و 

 آزمون زير SPSS 1۰ کاذ  توسط نرم افزار آماري

 و حساسيت ،مجموعه کاي اسكوار )آزمون مک نمار(

هاي هدهند واکنش معيار از استفاده با آزمون هر ويژگی

 .شد ارزيابی واقعی منفی و مثبت

 =  = حساسيت

  = ويژگی

 نتایج

مالئی  بورخولدريا وجود  بيوشميايی آزمون هاي نتايج

نتايج آزمون همچنين  اثبات نمود. توليديبراي سويه را 

 در باز زوج 111و  2۰۴ قطعه توليد نيز هاي مولكولی

ماهيت  Flip و   Bim Aتوسط پرايمر PCRآزمون 

 تصوير .نمود را تاييدباکتري مورد استفاده در پژوهش 

را نشان  Bim A و Flipتعيين هويت لوکوس  آزمون 3

دهد. می

 
 Bim A و  Flipآزمون تعیین هویت لوکوس -۳ تصویر

 DNAکنترل منفی )بدون  4، ، چاهک سه بار حاد بورخولدريا مالئیسويه توليدي  3چاهک )کنترل منفی(،  بورخولدريا سودو مالئی 2، چاهک لدر 1تصوير سمت راست: چاهک 

 خالی ۰، چاهک  در محيط کشت ژلوز گليسرينه ئیبورخولدريا مالسويه  ۰ژنومی(،  چاهک 
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مورد مثبت مشمشه در  شش ،نمونه 4۴در اين بررسی از 

فارس و گلستان شناسايی  ،بوشهر ،هاي اصفهاناستان

يكی از اي گذاري نقطهنتايج لكه 4 تصويرد. گردي

 دهد.را نشان میها کاست

 

 
 بورخولدریا مالئیبه نمونه آلوده دو ای کنترل مثبت و منفی و گذاری نقطهلکه -۴تصویر 

  

  آورده شده است.  3و  2ول انتايج اطلاعات مربوط به آزمون ها در جد
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 های مختلف ایرانهای استانداریهای سرم از اسبمالئیناسیون در نمونهو   ایگذاری نقطههای لکهتایج آزمون: ن۲جدول 

 ایگذاری نقطهلکه مالئیناسیون استان شماره نمونه

 منفی منفی آذربايجان شرقی 1

 منفی منفی آذربايجان شرقی 2

 منفی منفی آذربايجان شرقی 3

 منفی یمنف آذربايجان شرقی 4

 منفی منفی آذربايجان شرقی ۰

 منفی منفی آذربايجان شرقی ۰

 منفی منفی آذربايجان شرقی 7

 منفی منفی آذربايجان شرقی 1

 منفی منفی آذربايجان شرقی 1

 منفی منفی آذربايجان شرقی 1۴

 منفی منفی آذربايجان شرقی 11

 منفی منفی آذربايجان شرقی 12

 منفی یمنف آذربايجان شرقی 13

 مثبت منفی     اصفهان 14

 منفی منفی اصفهان 1۰

 مثبت منفی اصفهان 1۰

 مثبت منفی اصفهان 17

 منفی منفی اصفهان 11

 منفی منفی اصفهان 11

 منفی منفی اصفهان 2۴

 منفی منفی اصفهان 21

 منفی منفی اصفهان 22

 منفی منفی اصفهان 23

 منفی منفی اصفهان 24

 منفی یمنف اصفهان 2۰

 منفی منفی اصفهان 2۰

 منفی منفی اصفهان 27

 منفی منفی اصفهان 21

 مثبت مثبت بوشهر 21

 منفی منفی بوشهر 3۴

 منفی منفی بوشهر 31

 منفی منفی بوشهر 32

 مثبت مثبت فارس 33

 منفی منفی فارس 34

 منفی منفی فارس 3۰

 منفی منفی فارس 3۰

 مثبت مثبت گلستان 37

 منفی منفی نگلستا 31

 منفی منفی گلستان 31

 منفی منفی مرکزي 4۴
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 ایگذاری نقطههای مالئیناسیون و لکهنتایج آنالیز برای آزمون  -۳جدول 

  لکه گذاری نقطه ای

+ -  

 تست مالئیناسیون

3 

 مثبت کاذ 

34 

 منفی واقعی
- 

3 

 مثبت واقعی

۴ 

 منفی کاذ 
+ 

 

اي گـذاري نقطـه  يون و لكـه نتايج آناليز آماري مالئيناس ـ

توسط آزمون زير مجموعه کاي اسكوار )آزمـون مـک   

ــی     ــت معن ــين دو تس ــاوت ب ــه تف ــان داد ک ــار( نش  دار نم

 (. ۰و  4جداول ( )P>0.05)باشدنمی
 

 
 ایگذاری نقطهنتایج آنالیز آماری زیر مجموعه کای اسکوار )مک نمار( برای آزمون های مالئیناسیون و لکه  -۴جدول 

Chi-Square Tests 

 

Value df 

Asymp. Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (1-

sided) 

Pearson Chi-Square 18.378a 1 .000   

Continuity Correctionb 11.878 1 .001   

Likelihood Ratio 12.993 1 .000   

Fisher's Exact Test    .002 .002 

Linear-by-Linear Association 17.919 1 .000   

McNemar Testb    .250c  

N of Valid Cases 40     

 

 
 ای گذاری نقطههای مالئیناسیون و لکهنتایج آنالیز آماری مک نمار برای آزمون  -۵جدول 

Chi-Square Tests 

 Value Exact Sig. (2-sided) 

McNemar Test  .250a 

N of Valid Cases 40  

a. Binomial distribution used. 

 
 

ندارد و با در نظر گرفتن مالئيناسيون به عنوان آزمون استا

 ، بـه ترتيـب حساسـيت   اي گذاري نقطـه لكهمقايسه آن با 

 ٪1/11،  ٪1۴۴به ترتيب  و ارزش اخباري منفی ويژگی

  شد. ٪1۴۴و 

 و نتیجه گیری بحث

بوده که در  عامل بيماري مشمشه بورخولدريا مالئی

هاي تندروي گسترش گروههاي اخير به دليل سال

گزارش  نينو هچاخير در منطقه خاورميانه مذهبی 

 مثال عنوانبه کشور  نواحی خاصی از ها دراپيدمی

و همچنين با توجه به انتقال مشمشه از فارس و کردستان 

همسايگان شرقی و غربی به ويژه کشورهاي عراق و 

. شودمحسو  میايران  برايترکيه تهديدي بالقوه 

برومند فر و همكاران در مرز بين استان آذربايجان غربی 

مواردي از بيماري را شناسايی و ن عراق و کردستا

ضرورت پرداختن به که   (۰, 4) نمودندگزارش 

 . کندمی اين باکتري را دو چندان سريع تشخيص

ترين روش شناسايی اين باکتري جداسازي عامل قطعی

در حال که با توجه به خطرات آن باشدبيماري می
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 انجام شمشه به روش ماليئناسيون حاضر تشخيص م

 . ساعت زمان دارد 41که نياز به  شودمی

 داري توان نگه با توجه به اينكه شهرهاي مرزي

هاي مشكوک را ندارند، حتی اگر يک مورد اسب

نمايند ها را معدوم میبيماري مشاهده شود همه اسب

 که اين باعث از بين رفتن جمعيت ارزشمند کشور 

 نتيجه آزمون و قرائت تزريق ز سوي ديگرا .گرددمی

اين صورت  غيردرشود.  فرد متخصص انجام توسط بايد

 شود. می اسبآسيب به  باعث

را با استفاده از  ايگذاري نقطهلكه ورما و همكاران

براي تشخيص مشمشه  بورخولدرياهاي ژنآنتی

و با تغييراتی استاندارد سازي  (2۴)استاندارد نمودند 

در  .(1)انجام شد  2۴۴1توسط جان در سال تكنيک 

فيكساسيون کمپلمان و اين تكنيک با بررسی ورما 

 هماگلوتيناسيون غيرمستقيم و کانترايمونو

لكه  ،مقايسه شد. نتايج نشان دادلكتروفورزيز ا

بالاترين حساسيت را نسبت به ساير  ايگذاري نقطه

انجام تست  ديگر از سوي ودهب داشته، سريع هاآزمون

جهيزات خاصی براي کاربر آسان بوده و نياز به ت

آنتی بادي را نسبت  پايين. همچنين ميزان (17)ندارد 

از  (21و2۴)  نمايدهاي ديگر مشخص میآزمونبه 

 براي زمان  ايگذاري نقطهلكهسويی تيتر 

ماند )حتی در يازدهمين تري مثبت باقی میطولانی

هفته( در حالی که تيتر فيكساسيون کمپلمان و 

 نوهماگلوتيناسيون غيرمستقيم و مخصوصا کانترايمو

 . کندمی تر کاهش پيداالكتروفورزيز سريع

همچنين وجود فاکتورهاي ضد کمپلمان يا ساير 

رهايی که باعث نتايج منفی کاذ  در ثبوت وفاکت

باشد. البته شوند، در اين تست تاثير گذار نمیمكمل می

 گذاري لكهبا توجه به تداخل تست مالئيناسيون با 

آزمون مالئيناسيون قرار که تحت  ی، در حيواناتاينقطه

گذاري لكههفته آزمون  ۰گيرند ممكن است تا می

مثبت شود. از مزاياي ديگر اين آزمون، تيتر  اينقطه

 کوتاهی از آلودگی  زمانبادي پس از بالاي آنتی

 .(1, 2)باشد که براي حداقل هفت هفته دوام دارد می

در و همكارانش  Wongratanacheewin بررسیدر 

مشخص مونواسی و دات اي ELISA بر روي 111۰سال 

حساسيت و اختصاصيت دات ايمونواسی بالاتر  گرديد

. لذا براي تشخيص موارد مثبت باشدمی  ELISAاز 

 .(22)رسد تري به نظر میتست مناسب

 ورأس اسب  1۰۴از  1312مظلومی و همكاران در سال 

هاي خون ، نمونهپس از انجام آزمون مالئيناسيون الاغ 

  الايزاي ونآزم هاوده و بر روي نمونهآوري نمجمع

مالئيناسيون آزمايش ها آن تمامکه  دادنداي انجام  نقطه

اي، جا که در آزمايش ايمنی نقطه منفی داشتند. از آن

نتيجه  مشاهده نگرديد،و بالاتر  2۴۴/1عيارهاي بالاي 

تطابق اي  الايزاي نقطهو مالئيناسيون گيري شد که بين 

اي نقطه الايزايتوان آزمايش  وجود داشته و می

جايگزين را  ،سنجدمی را تاخيري حساسيت ازدياد که

  .(1) نمودمالئيناسيون 

سرمسوان توسط  2۴۴۴ي در سال در بررسی ديگر

بالاتر از الايزا و  ايگذاري نقطهلكهحساسيت 

 بود. PCR و کمتر از هماگلوتيناسيون غيرمستقيم

ارزش پيشگويی منفی   ايگذاري نقطهلكههمچنين 

 جهت تشخيصکه ارزش زيادي  (1۰) داشتهبالايی 

 نمايد.موارد منفی واقعی ايجاد می

 هاي متنوعژنا آنتیب از اين تكنيک جان 2۴1۴در سال 

بررسی نتايج اين  .براي تشخيص مشمشه استفاده نمود

 با آنتی ايگذاري نقطهلكهحساسيت تست نشان داد 

ژن درصد، با آنتی 1۴۴ژنهاي ثبوت عناصر مكمل 
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 نمالئي ۀدرصد و با پروتئين خالص شد 11/1۴نوترکيب 

از مزاياي ديگر اين تكنيک . (1۴) بوددرصد  47/17

لكه باشد. همچنين امكان انجام اين تست در فيلد می

هاي متنوع در تشخيص بيماري ايگذاري نقطه

و زمينه )بک گراند( کمی در  نمايدعمل میاختصاصی 

توان به آسانی بين مقايسه با الايزا ايجاد می نمايد که می

 .نمودمنفی تمايز ايجاد  موارد مثبت و

 تريناقتصادي و ترينسريع ترين،ساده روش اين

 .است سرم نمونه زيادي تعداد براي تشخيصی آزمايش

 سهولت و سرعت دليل به لذا بوده زياد روش اين دقت

  (.1۰)  دارد برتري روشها ساير بر آسان تفسير و کار

 نتیجه گیری کلی

لكه  ، تستاي گذشتههدر اين بررسی نيز مشابه بررسی

ارزش سريع و داراي حساسيت و  ايگذاري نقطه

و نياز به تجهيزات خاصی ندارد  بالا بوده اخباري منفی

 بنابراين پيشنهاد  قابليت کاربرد در فيلد را داشته و 

سازمان )صلاح تاييد مرجع ذيدر صورت شود می

و از اين تكنيک براي تشخيص  (دامپزشكی کشور

در مناطق به ويژه  سريع موارد مشكوکسازي معدوم

  .استفاده شود کشور مرزي

 تقدیر و تشکر

 واکسن تحقيقات موسسه توسط مالی نظر از مطالعه اين

 از. است گرفته قرار حمايت مورد سازي رازي سرم و

مالئين  و توبرکولين توليد و تحقيق پرسنل بخش تمام

همكاري نمودند کمال تشكر و  تحقيق اين در که

 گذاري را داريم.پاسس
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Abstract 

Glanders is one of the most important zoonotic diseases that caused by Burkholderia mallei. 

Considering that Iran as the major center for glanders and risks of transmission of it, quick 

detection is very important. Therefore, the aim of this study is designing of Dot-Elisa system. 

So, 40 serum samples were collected from different provinces, along with antigen sample of 

Burkholderia mallei as positive control and healthy horses’ serum (negative control) was 

used. The optimum concentrations of antigen-antibody were determined by checkerboard 

titration using glanders positive and negative horse sera. After designing the dot-blot test, an 

antigen was coated into the nitrocellulose membrane wells and stopped by blocking solution 

and the suspicious equine serum was poured into the wells along with positive and negative 

control. In the following conjugated antibody was added on it, finally substrate was added to 

the wells and reaction was read as color signal. In this study, out of 40 samples, 6 positive 

cases were positive. Considering mallein test as a standard test and comparing with Dot-

Elisa, the sensitivity and specificity were 100% and 91.9% respectively. The results showed 

that dot-blot test was successful for detection of Glanders due to its high sensitivity, speed, 

readability and field applicability.  
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