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های ژنبا آنتی( Dot-blot ELISAای )سازی سیستم الایزای نقطهطراحی و بهینه

 برای تشخیص ساده و سریع مشمشهاختصاصی 
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 مقدمه
های واگير خطرناک و مشترک بين انسان و حيوان است که ترين بيماریاز قديمي مشمشه

شود. با ای در پوست و غشاهای مخاطي مشخص ميبا ظهور جراحات گرانولوماتوزی قرحه

 وجلوگيری از انتشار آن با شناسايي لزوم توجه به گزارش حتي يک مورد بيماری و 

های حائز حساسيت و ام بيماری با روشيي زودهنگشناسا، های آلودهسازی ميزبانمعدوم

منظور طراحي و  از اهميت بالايي برخوردار است. مطالعۀ حاضر به ،ويژگي قابل قبول

جهت های اختصاصي ژنبا آنتي( Dot-blot ELISAای )سازی سيستم الايزای نقطهبهينه

 گرفت.سانان انجام های سرمي اسبتشخيص ساده و سريع مشمشه در نمونه

 هامواد و روش

کشت داده د درص 4مايع نوترينت همراه با گليسيرول  در محيطي بورخولدريا مالئ هایسويه

کلرو های کل سلول باکتری با استفاده از روش سونيکاسيون و ترسيب با تریژنشدند. آنتي

بادی با روش تيتراسيون چکر آنتي-ژن( استخراج شد. غلظت بهينه آنتيTCAاستيک اسيد )

سازی با ژن باکتری روی کاغذ نيتروسلولز مفروش و بعد از متوقفبورد معين شد. آنتي

اضافه گرديد و  HRPا ببادی کونژوگه شده شيرخشک، سرم حيوان مشکوک و سپس آنتي

 ها رهگيری شد.، سيگنالTMBبا استفاده از سوبسترای 

 هایافته
 ای، مثبت گزارش شد.نمونۀ سرم با استفاده از آزمون الايزای نقطه 90 نمونه از 4تعداد 

درصد برآورد گرديد. کشت و جداسازی  100و  62/96ترتيب ويژگي و حساسيت آزمون، به

  های باليني حيوان، اعتبار تست را تاييد کرد.از نمونهي بورخولدريا مالئ

 گیرینتیجه
ای حائز حساسيت، ويژگي و دقت بالا در تشخيص نقطهروش الايزای  ها نشان داديافته

 صرفهدليل سرعت، سهولت تفسير بدون نياز به ابزار خاص، مقرون به مشمشه بوده و به

 .باشدميو قابليت کاربردی صحرايي آن، روش کاربردی و کارآمد  بودن

 کلمات کلیدی
 بادیآنتيای، مشمشه، الايزای نقطه ،يبورخولدريا مالئ
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 مقدمه

های واگير خطرناک و ترين بيماریمشمشه يکي از قديمي

مشترک بين انسان و حيوان است که با ظهور جراحات 

ای در پوست و غشاهای مخاطي گرانولوماتوزی قرحه

شود. علت سببي مشمشه، باسيل گرم منفي مشخص مي

(. ميزبان عمدۀ 1است ) بورخولدريا مالئيغيرمتحرک 

ها است و انسان ميزبان تصادفي سميبيماری، تک

 1گيربوده و مشمشه در انسان بيماری تکبورخولدريا مالئي 

طور معمول در افراد در تماس نزديک و مکرر با است که به

(. 2تواند رخ دهد )های آنها ميهای آلوده يا بافتسميتک

بسيار  2نظر سازمان جهاني بهداشت حيواناتمشمشه از 

 3هادارای اهميت است و مرکز مبارزه و پيشگيری از بيماری

عوامل تهديد زيستي  Bنيز عامل اين بيماری را در گروه 

(. روند بيماری در ميزبان به سه شکل 1اند )بندی کردهطبقه

شود. فرم حاد با علائم حاد، تحت حاد و مزمن ديده مي

های لنفاوی و طناب لنفي همراه نفسي، تورم گرهشديد ت

است. در فرم تحت حاد، علائم پوستي )سراجه(، عفونت 

دستگاه تنفسي فوقاني و ترشحات بيني )نازال( بروز پيدا 

کند. فرم مزمن، بدون علائم باليني بوده و اغلب با مي

(. تاکنون، واکسن تجاری برای 3درگيری ريه همراه است )

های کنترل و مشمشه وجود ندارد و برنامه پيشگيری از

کني بيماری بر محور شناسايي موارد باليني مشکوک، ريشه

(. 4های آلوده و حذف آنها است )سميغربالگری تک

 های اخير در منطقۀبازپديدی بيماری مشمشه در سال

های آلوده از کشورهای سميورود غيرمجاز تک ،خاورميانه

بيماری و آندميک شدن فزايندۀ شيوع همجوار که موجب 

تشخيص سرولوژی  روش ه است، لزوم طراحيشد در ايران

حائز اختصاصيت ، رديابي سريع، ساده هایبا قابليتبيماری 

                                                           
                                                           

 1Sporadic 

 2World Organisation for Animal Health (OIE) 

 3Centers for Disease Control and Prevention (CDC) 

 4Dot Immunobinding Assay/Dot blot ELISA 

صرفه از نظر و در عين حال مقرون بهو حساسيت بالا 

 طلبد.را مياقتصادی 

 کي 4یانقطه-ایبصورت لکه يمنيسنجش اتصال ا کيتکن

-ژنيواکنش آنت يجهت بررس يليو تکم هيپا کيتکن

هر  ياساس يژگيو یانقطه یزايالا کياست. تکن یباديآنت

تفاوت  نيدهد، با ايبلات را نشان مو وسترن زايالا تکنيکدو 

تر است. بر خلاف روش دهسا اريروش بسدو که نسبت به آن 

 يچگال يابيارز مندازياست و ن يمرسوم که روش کم زايالا

 یزاي، روش الااست زاينمونه با دستگاه خوانشگر الا 5ینور

نقطه در  ايلکه  کياست و با مشاهده  يفيعموماً ک یانقطه

روش بر  نيا نيگردد. همچنيانجام م ديسف یبستر کاغذ

به صفحات ژل  نگيبلاتخلاف روش وسترن

ای، در روش الايزای نقطه ندارد.نياز  6یديآمليکرآيپل

و  شدهقرار داده کاغذی  یغشا یبر رو 7یسرم گاو نيآلبوم

 .رديگيقرار م يخرگوش مورد بررس نيآلبومبا سرم ضد

و سوبسترا  8کونژوگه شده با پراکسيداز تربچه بادیآنتي

شود. اين آزمايش بادی استفاده ميجهت تشخيص آنتي

ساعت و با کمترين تجهيزات و با استفاده  3ساده در کمتر از 

جود قابل انجام است. روش الايزای از واکنشگرهای مو

دهد، را نشان مي یباديآنت-ژنواکنش واقعي آنتي ای،نقطه

است که در  بنابراين اصل اين آزمايش مشابه واکنشگرهايي

(. مطالعه 5شوند )بکار برده ميسريع  يتشخيص هایکيت

حاضر با هدف تشخيص ساده و سريع بيماری مشمشه در 

روش بهينه شده الايزای  سانان باهای سرمي اسبنمونه

های کل سلولي ژنو با استفاده از پروتئين/آنتي 9اینقطه

 انجام گرفت. بورخولدريا مالئي

 هامواد و روش

 ژنسازی آنتیصهای باکتری و خالسویه

5 Optical Density (OD) 
6 Polyacrylamide Gel Electrophoresis )PAGE( 
7 Bovine Serum Albumin 
8 Horseradish Peroxidase (HRP) 
9 Dot-blot ELISA 
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 4، تعداد 31زيستي سطح -ا استانداردهای ايمنيبمطابق 

سويۀ استاندارد  1و  بورخولدريا مالئيجدايۀ ايراني حاد 

(Burkholderia mallei Razi 325 (Razi Type Culture 

Collection; RTCC 2375) موجود در آرشيو ميکروبي )

سازی رازی، در محيط موسسه تحقيقات واکسن و سرم

درجۀ  37درصد در  4نوترينت براث حاوی گليسيرول 

ساعت در شرايط هوازی کشت  24گراد و به مدت سانتي

درجۀ  70سازی ارگانيسم در ه شد. پس از غيرفعالداد

 × دقيقه،  سوسپانسيون باکتری در  20مدت گراد بهسانتي

g12000 گراد درجۀ سانتي 4دقيقه در  10مدت به

 PBSسانتريفوژ شد. رسوب باکتری با بافر فسفات نمکي )

0.01 M, pH 7.2 سه مرتبه شستشو داده شد. رسوب )

حاوی فنيل متان سولفونيل فلورايد  مجددا در بافر فسفات

(PMSF 1 mM حل شد. سوسپانسيون حاصل روی يخ با )

با استفاده  Amplitude 90ای و با شدت دقيقه 1سه سيکل 

از دستگاه سونيکاتور، بمباران صوتي شد. مايع رويي متعاقب 

دقيقه با بافر ليز کنندۀ  5مدت به g12000 ×سانتريفوژ در 

کلرو استيک اسيد . مايع رويي با تریمولار تيمار شد 1

(TCA )40  درصد ترسيب داده شد و نهايتا در بافر فسفات

های استخراج شدۀ باکتری حل گرديد. غلظت کل پروتئين

با روش برادفورد و با استفاده از آلبومين سرم گاوی بعنوان 

 (.6استاندارد سنجيده شد )

 های سرمنمونه

های مشکوک به مشمشه با نمونه سرم از اسب 90تعداد 

توجه به علائم باليني، از مناطق مختلف ايران )آذربايجان 

غربي، البرز، اصفهان، کرمانشاه، فارس و خراسان رضوی( 

ها با آوری شد. وضعيت مثبت و يا منفي بودن سرمجمع

ای )دات بلات الايزا( بررسي استفاده از روش الايزای نقطه

های مالئيناسيون، شامل آزمون های ترکيبيگرديد و با روش

                                                           
                                                           

الايزا، ثبوت عناصر مکمل و همچنين کشت ارگانيسم و 

 های مولکولي مقايسه و اعتبارسنجي شد.روش

 ایالایزای نقطه

يتراسيون چکر بادی با روش تآنتي-ژنغلظت بهينۀ آنتي

شه های سرمي مثبت و منفي مشمبورد و با استفاده از نمونه

م ژن تاآنتيميکرو گرم در ميلي ليتر  2ارزيابي شد. حدود 

 ,Macherey-Nagelباکتری بر روی کاغذ نيتروسلولز )

Germany گراد بمدت درجۀ سانتي 4( پوشانده شد و در

 مولار 01/0روز تيمار شد. غشا با بافر فسفات يک شبانه

درصد(، سه مرتبه شستشو داده شد  05/0) 20حاوی تويين 

درصد در بافر  3)شير خشک وقف کننده تو سپس محلول م

های سرم با استفاده ويين( اضافه گرديد. از نمونهت-فسفات

تهيه و بعد از سه  1:200از محلول متوقف کننده، رقت 

سازی، اضافه شد. مرتبه شستشو متعاقب مرحله متوقف

 بادی ثانويهمجدداٌ غشا سه مرتبه شستشو داده شد و آنتي

IgG  کونژوگه شده با پراکسيداز( تربچهHRP )

(Amersham BioSciences, UK توسط بافر تريس نمکي )

 ,TBS-T: Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mMدار )توئين

pH 7.5 and Tween 20, 0.05% 1:10000نسبت ( به 

مرتبه شستشوی نهايي،  5سازی و اضافه گرديد. پس از رقيق

( در TMBترا متيل بنزيدين )ت-5'و5و3'و3سوبسترای 

 (.7ها رديابي شد )تاريکي اضافه و سيگنالشرايط 

  و بحث هایافته

ای )دات نمونۀ سرم بررسي شده با آزمون الايزای نقطه 90از 

مورد مثبت گزارش شد. همچنين،  4بلات الايزا(، تعداد 

آوری شده از حيوان )ترشحات های کلينيکي جمعنمونه

منخرين و نازال، زخم، خون( بصورت موازی جهت 

جداسازی احتمالي باکتری، کشت داده شد. جداسازی و 

های ژن PCRمولکولي  شناسايي مولکولي ارگانيسم با آزمون

( ضمن مشاهدۀ BimA، IS407-flipاختصاصي ارگانيسم )

1Biosafety level 3 (BSL-3) 
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علائم باليني حيوان و تشخيص اوليه با آزمون مالئيناسيون 

و  1ثبوت عناصر مکملهای و نيز تاييد تشخيص با آزمون

ای اعتبارسنجي الايزا حساسيت و ويژگي آزمون الايزی نقطه

های تاييدی تشخيص و بنا بر فرمول شد. به استناد آزمون

محاسبه حساسيت، ويژگي، ارزش اخباری مثبت و منفي، 

نمونه سرم، مثبت کاذب گزارش شد. ويژگي و  3تعداد 

 100و  62/96ترتيب ای بهحساسيت آزمون الايزای نقطه

و ارزش اخباری  2رآورد شد. ارزش اخباری مثبتدرصد ب

درصد تخمين  100و  14/57ترتيب آزمون نيز به  3منفي

-های تست و سرمزده شد. آزمون دات بلات الايزا برای سرم

 1عنوان کنترل( در شکل های مثبت و منفي مشمشه )به

 نشان داده شد.

 
 ( سرم مثبت مشمشه3( سرم کنترل مثبت 2( سرم کنترل منفي 1های کنترل و تست. ای سرمالايزای نقطه -1شکل 

 

در اين مطالعه، روش بهينه شده و کاربردی جهت تشخيص 

ارائه های سرم، با استفاده از نمونه بورخولدريا مالئيعفونت 

 ایداد که روش الايزای نقطهنشان مطالعۀ حاضر  .شده است

سريع و با حساسيت و اختصاصيت بالا جهت يک روش 

تشخيص مشمشه است. اين روش در موارد کمبود زمان و 

ويژه در مرزهای کشور که امکانات و شرايط آزمايشگاهي به

های تشخيصي مطلوبي نيست و يا زمان کافي برای آزمون

ترين ت که قطعيشود. ترديدی نيسوجود ندارد، توصيه مي

راه تشخيص مشمشه، جداسازی عامل عفوني است. با اين 

آميز و بسيار مخاطره بورخولدريا مالئيحال، جداسازی 

زيستي مقدور است. از دشوار است و در شرايط خاص ايمني

طرف ديگر، جداسازی باکتری از موارد مزمن و مخفي 

از  مشمشه به سادگي ميسر نيست و در چنين مواردی بايد

                                                           
                                                           
 1Complement fixation test: CFT 

-های آلرژيک و يا آزمونهای تشخيصي مانند آزمونروش

اکنون تشخيص (. هم8های سرولوژيکي استفاده کرد )

ن آگلوتيناسيون، ثبوت عناصر مکمل بيماری متکي بر آزمو

دنبال تلقيح داخل به 4و واکنش ازدياد حساسيت تاخيری

(. آزمون مالئيناسيون حداقل 9-11پوستي مالئين است )

زمان لازم دارد و تزريق ارگانيسم کشته شده  ساعت 48

بادی عليه برای انجام آن ممکن است باعث توليد آنتي

منجر به مثبت شدن ناخواسته ساير  بورخولدريا مالئي شده و

ثبوت عناصر مکمل ويژه آزمون های سرولوژيکي بهآزمون

تنها ثبوت عناصر مکمل ، آزمون OIEگردد. بنا به توصيه 

رسمي برای تشخيص مشمشه و در موارد  آزمون سرمي

ها است. مطالعات مختلف نشان داده سميتجارت جهاني تک

 90-95 تياز حساسثبوت عناصر مکمل روش  است که

مشمشه برخوردار بوده و  يسرم صيتشخ یبرا یدرصد

2  Positive Predictive Value: PPV 
3  Negative Predictive Value: NPV 
4  Delayed-Type Hypersensitivity: DTH 
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طور به است. هفته کيدر کمتر از  يدهجهينت تيقابل یدارا

 طولاني مدتمبتلا به مشمشه مزمن به وانيمعمول سرم ح

از طرف  .(11) مثبت استثبوت عناصر مکمل از نظر پادتن 

تاحدی غير اختصاصي و بعضاً ثبوت عناصر مکمل  ديگر،

-دليل واکنش متقاطع با بيماریدارای نتايج مثبت کاذب به

هايي همچون گوروم، آنفولانزای اسبي و تب خونريزی 

توان در را نميعناصر مکمل  ثبوتپتشي است. همچنين، 

 (.12هايي که فعاليت ضد کمپلمان دارند، بکار برد )سرم

 رنگيلکه  ايبر اساس ظهور نقطه ای الايزای نقطهروش 

بوده و قادر به رقابت  ژنياز آنت شدهدهيواضح در منطقه پوش

 نيا رازي. است صرفهمقرون به يصيتشخ یهاروش ريبا سا

ثبوت  یهابا روش سهيدر مقا یشتريب تيحساس یروش دارا

کانتر و  1هماگلوتيناسيون غيرمستقيمعناصر مکمل، 

 شآزماي ترو آسان ترعيبوده و انجام سر 2ايمونوالکتروفورز

محسوب  يشگاهيروش آزما نيا یايمزا گريد زتوسط کاربر ا

عوامل بالقوه ضد کمپلمان بر روش  ني. همچنشودمي

 .(13و7) ستندين رگذاريتأث اینقطه یزايالا

ورما و همکاران از دات بلات الايزا جهت تشخيص مشمشه 

ۀ آنها آزمون دات بلات عها استفاده کردند. در مطالدر اسب

های ژنعليه آنتي IgGبادی الايزا بر اساس تشخيص آنتي

داده متصل به غشای نيتروسلولزی پوشش بورخولدريا مالئي

شده روی نوارهای پلاستيکي بود. انجام واکنش با يک 

و  4ضد اسبي بيوتينه شده IgGبا  3بيوتين-ويدينسيستم آ

صورت گرفت. از تعداد  HRPکونژوگه شده با  Dاويدين 

مورد اسب  48مورد عفوني و  6سرم تست شده، تعداد  810

های ثبوت يج تست با آزمونحساس تشخيص داده شد. نتا

عناصر مکمل، هماگلوتيناسيون غيرمستقيم و کانتر 

ايمونوالکتروفورز مقايسه گرديد. دات بلات الايزا از 

های ديگر از حساسيت بالايي برخوردار بود و نسبت به تست

                                                           
                                                           

 1Indirect Hemagglutination: IHA 

 2Counter Immunoelectrophoresis: CIE 

جهات سرعت و سهولت و سادگي تفسير برتری داشت. 

تست نداشت.  فعاليت ضدکمپلمان سرم نيز تاثيری در روند

بادی را در همان مراحل توانست آنتياز طرف ديگر مي

ابتدايي تشخيص دهد. مطالعۀ ورما و همکاران نشان داد که 

جهت مطالعات  1:200های تست با رقت سرم

 (.13شود )اپيدميولوژيکي توصيه مي

های مختلف را جهت بکارگيری در ژنجان و همکاران آنتي

تشخيص مشمشه استانداردسازی  تکنيک دات الايزا برای

، CFTهای ژنکردند. استانداردسازی دات الايزا با آنتي

ژن نوترکيب ( و آنتيPPD) 5پروتئين خالص شدۀ مالئين

و  98/139، 52/131ژني به ترتيب های بهينه آنتيغلطت

گذاری در بستر نانوگرم را جهت پوشش 72/138

های سرم 1:200نيتروسلولزی دات الايزا نشان داد. رقت 

بادی ثانويه آنتي 1:7000تست مشمشه و نيز رقت 

 هایژن)کونژوگه( توصيه شد. بررسي تست دات الايزا با آنتي

ژن درصد حساسيت، با آنتي 100ثبوت عناصر مکمل 

درصد حساسيت و با پروتئين خالص شدۀ  91/90نوترکيب 

 (.14درصد حساسيت را نشان داد ) 47/97مالئين 

تحت  وانيکه ح یدر موارد زايالا دات بلات روشانجام 

 رايز رد،يصورت گ ريبا تأخ ديبوده است با نيآزمون مالئ

 جيتا مدت شش هفته در نتا واناتيدر ح ونيناسيانجام مالئ

 اريکم پادتن )ع ري. مقادکنديمايجاد تداخل  اینقطه یزايالا

اسب  يعيسالم و طب تيدر جمع تواندي( م1:100کمتر از 

 زيو ن يعيمبتلا به عفونت طب یهايسمشود. تک دهيد

( نمالئي آزمون دنبالحساس شده )از جمله به یهايسمتک

 شيدر آزما 1:25600تا  1:400 يپادتن یارهايع یدارا

مثبت  یارهاي. ممکن است عباشندمي اینقطه یزايالا

شش روز بعد از آلوده  يدر عرض چهار ال اینقطه یزايالا

و به حداکثر عيار خود  مشاهده شده يسمتک شدن

3 Avidin-Biotin 
4 Biotinylated anti-horse IgG 
5 Purified Protein Derivative: PPD 
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داشته و قابليت و حداقل تا هفت هفته دوام ( برسد 1:2000)

 (.15و10شناسايي داشته باشد )

ای قطهنيکولز و همکاران نيز اظهار داشتند که تيتر الايزای ن

ماند. تری )هفته يازدهم( مثبت باقي ميبرای زمان طولاني

های ثبوت عناصر مکمل تيتر آزموناين در حالي است که 

 و هماگلوتيناسيون غيرمستقيم و کانتر ايمونوالکتروفورز

 (.16کند )تر کاهش پيدا ميسريع

 گیرینتیجه

های تشخيصي مبتني بر سرم، به حساسيت، کارايي آزمون

اختصاصيت، دقت، ارزش اخباری و قابليت کاربردی 

داد که روش (. مطالعۀ ما نشان 17صحرايي آنها دارد )

های مذکور بوده و دارای ای حائز ويژگيالايزای نقطه

دليل سرعت، سهولت بيشترين مقدار حساسيت است و به

تفسير، قابليت کاربردی صحرايي آن در مناطق آندميک 

ويژه در مناطق مرزی کشور جهت شناسايي و بيماری و به

های آلوده، روش کاربردی و کارآمد سميسازی تکمعدوم

 رسد.نظر ميبه

 تشکر و قدردانی

مطالعۀ حاضر، با حمايت مالي موسسه تحقيقات واکسن و 

سازی رازی کرج انجام گرفت. نويسندگان مراتب سرم

قدرداني و سپاس خود را از موسسه تحقيقات واکسن و 

 آورند.سازی رازی بعمل ميسرم

 تعارض منافع

 نويسندگان هيچ تعارض منافعي ندارند.
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A B S T R A C T  Short Communication 

Article 
Introduction 

Glanders is one of the oldest contagious and dangerous zoonotic diseases 

manifesting ulcerative granulomatous lesions on the skin and mucous 

membranes. Early methods possessing desirable sensitivity and specificity is 

important to diagnose the disease considering the just only one case report 

and preventing disease by identification and eradication. The present study 

was aimed to design and optimize Dot-blot ELISA system using specific 

antigens for simple and rapid detection of glanders using equine sera samples. 

Materials & Methods 

Burkholderia mallei strains were cultured in nutrient broth supplemented with 

glycerol 4%. Whole cell antigens of bacterial strains were precipitated by 

trichloroacetic acid (TCA) followed by sonication method. The optimum 

concentrations of antigen-antibody were determined by checkerboard 

titration. The nitrocellulose membrane was coated by antigen, then stopped 

by skimmed milk as a blocker. The suspicious equine serum was added to the 

membrane following HRP-conjugated antibody, the signals were detected by 

TMB as a substrate. 

Results  

4 out of 90 sera samples were positive by Dot-blot ELISA. The specificity 

and sensitivity of the test were evaluated 96.62% and 100%, respectively. B. 

mallei culture and isolation from clinical specimens of the horses validated 

the test.  

Conclusion 

Our study showed that the Dot-blot ELISA is specific and sensitive in 

glanders diagnosis and it seems to be practical and efficient test due to the 

rapid, easy interpretation without any special tools, cost-effective and also 

field-friendly. 

Keywords 

Burkholderia mallei, glanders, Dot-blot ELISA, antibody 

 
Received: 14 May 2019 

Accepted: 10 Oct 2019 

 *Corresponding Author: 

Nader Mosavari, Department 

of Tuberculin & Mallein, Razi 

Vaccine & Serum Research 

Institute, Agricultural 

Research, Education and 

Extension Organization 

(AREEO), Karaj, Iran.   

TEL: +98 9122611438 

Email: nmosavari@gmail.com 

► Please cite this article as: Yazdansetad S, Mosavari N, Tadayon K, Mehregan I. Design and optimization of Dot-blot 

ELISA system using specific antigens for simple and rapid diagnosis of glanders. Neyshabur Univ Med Sci 2019;7(2):15-
22. 

 

 

mailto:nmosavari@gmail.com

