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  چکیده

یمهای خاصی روبرو است. برای تشخیص این بیماری، حدودیتمها و در حال حاضر تشخیص سل گاوی با چالش

آزمایشات و ویژگی  بهبود حساسیت که قادر به کرداستخراج  مایکوباکتریوم بوویسکشت از  ییکژنآنتی هایپروتئین توان

های ژنآنتی، به این منظور باشدمیغیرمستقیم طراحی سیستم الایزای  پژوهش این فاهدیکی از اد. باشنمی تشخیصی

تم و مقایسه نتایج سیس بررسی دف دیگره. شداده استفتشخیص سل گاوی  برای AN5 مایکوباکتریوم بوویس شدهخالص

 سازیخالصسپس جداسازی و  AN5 مایکوباکتریوم بوویس هایژنآنتی. باشدمیاینترفرون گاما  سنجش با شدهطراحی

 های مختلف باگاو از دامداری 230 هایسرم .شد برای طراحی سیستم الایزای غیرمستقیم استفاده ژنآنتیشدند. بهترین 

 .ددنشبا سنجش اینترفرون گاما به عنوان تست تاییدی تشخیص مقایسه  . سپس نتایج آنهاشدندآزمایش  شدهطراحیالایزای 

 الایزای سیستم حساسیت و ویژگی جام شد.ان T testو  Pearsonهای بررسی همبستگی و مستقلی بین متغیرها با آزمون

دست صفر درصد به T testو  Pearson هایآزمونبرای  p valueمیزان  بود. %80.7و  %77.8  شدهطراحی غیرمستقیم

 یلابا توجه به حساسیت و ویژگی با. داشتند بیماری شدند که قابلیت تشخیص مهمی خالصهای سبک وزن ژنآنتی آمد.

 د.کرتشخیص سل گاوی استفاده غربالگری اولیه در برای  شدهطراحیاز سیستم الایزا  توانآمده میدست هب
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 مقدمه

که  باشدمی 2مایکوباکتریوم بوویس، 1گاوی سلعامل 

بیماری مشترک بین انسان و حیوان است. پاستوریزاسیون یک 

به میزان زیادی  1930 سال شیر در کشورهای توسعه یافته در

شیوع  به دلیل. انتقال بیماری را از حیوانات به انسان کاهش داد

بسیاری از کشورها براساس کنی در بیماری برنامه های ریشه

شتار دستهکو سپس  تست پوستی توبرکولین با شناسایی

  (.1-3) باشدمی شده جمعی حیوانات آلوده

د، اقتصا، گاوی اثرات مهمی روی سلامت عمومی سل

و تولیدات حیوانی دارد. در نیوزیلند  خرید و فروش حیوانات

شناسایی برای غربالگری و  PPD 4 اب 3تست پوستی دمی

های مثبت شده با سل استفاده شد. اما واکنشحیوانات آلوده

مایکوباکتریوم و  5مایکوباکتریوم آویومبا عفونت در کاذب 
 (.2-4) دندمشاهده ش 6پاراتوبرکلوزیسزیرگونه  آویوم

PPD  های مایکوباکتریومی است که ژنآنتیشامل بسیاری از

 ،از جمله هامایکوباکتریومها در از آن تعدادی

کتریوم مایکوبای پاتوژن مثل کمپلکس هامایکوباکتریوم
اکتریوم مایکوب، مایکوباکتریوم توبرکلوزیس) 7توبرکلوزیس

ی هامایکوباکتریوم (،مایکوباکتریوم آفریکانیومو  بوویس

سویه  9و واکسن کالمت گرین 8غیرتوبرکلوزیسی محیطی

گرچه ا ،بنابراین .مشترک است مایکوباکتریوم بوویس

 بیماری به عنوان یک ابزار مهم در تشخیص PPDواکنش به 

با   BCGتشخیص واکسیناسیون  غالبا، اما باشدمی

 PPDی غیرتوبرکلوزی محیطی با استفاده از هامایکوباکتریوم

، PPDغیرممکن است. برای غلبه به محدودیت استفاده از 

 ریوممایکوباکتبرای تمایز و اختصاصیت  تریمعرف جدید
. باشدیممورد نیاز  مایکوباکتریوم بوویسو  توبرکلوزیس

 cfp10و  esat-6، حضور هر دو ژن 10روش ساترن بلاتینگ

 ،مایکوباکتریوم توبرکلوزیسها در را نشان داده است. این ژن

                                                           
1 Bovine tuberculosis 
2 Mycobacterium bovis 
3 caudal fold test 
4 Purified protein derivative 
5 Mycobacterium avium 
6 Mycobacterium avium subspecies para tuberculosis 

 مایکوباکتریوم بوویسو  مایکوباکتریوم آفریکانیوم

در  ژنند. در حالیکه این دو یا بیماریزا حضور دار ویرولانت

ی هامایکوباکتریومو  BCGیک از سویه های واکسن هیچ

مشاهده نشده است. بنابراین مشخص محیطی غیرتوبرکلوزی

بین قادر به تمایز   CFP-10و ESAT-6  هایپروتئین شده که

د نباشمی BCGشده با بیماران توبرکلوزیس و افراد واکسینه

 شده بهترین ذکرهای ژنآنتیبا  PPD کردن جایگزین (.2-5)

 (.6) باشدمی ات تشخیصیگزینه برای بهبود ویژگی آزمایش

 بررسیبرای  11سنجش اینترفرون گاما 1990در سال 

آزمایش . حیوانات آلوده به سل گاوی توسعه پیدا کرد

انکوبه نشده در خوبراساس شناسایی اینترفرون گامای آزاد

 93آزمایش  12. ویژگیباشدمی PPDهای شده با توبرکولین

سنجش اینترفرون گاما به . (3) بود % 85آن  13و حساسیت %

 . اینباشدمیمکمل توبرکلوزیس گاوی  آزمایشعنوان 

کننده گیرد که مشخصانجام می in vitroدر محیط  سنجش

. باشدمیهای درگیر های ایمنی سلولی با لنفوسیتدقیق پاسخ

یک باعث تولید و آزادسازی اینترفرون گاما ژنآنتیتحریک 

 . در مرحلهشودمی T هایلنفوسیتتوسط تعداد زیادی از 

، حضور اینترفرون گاما در پلاسمای شناور بر روی بعدی

  (.2-5) شودمی گیریاندازه ELISA تکنیک سطح با

آزمایش استاندارد تشخیص سل گاوی، تست  تاکنون

 این هایمحدودیتز جمله ااست.  PPDپوستی داخل جلدی 

، ژنآنتیپاسخ ازدیاد حساسیت تاخیری به  شاملآزمایش 

 حیوان اگربه طوری که  ،باشدمیحساسیت و ویژگی پایین 

 آویوم مایکوباکتریوم، مایکوباکتریوم بوویسدر معرض با 

حیطی مثل ی مهامایکوباکتریومزیرگونه پاراتوبرکلوزیس یا 

عیین تبوده باشد، زیرگونه آویوم  مایکوباکتریوم آویوم

 دیگرغیرممکن است.  PPDتست پوستی با  عفونت

پاسخ قوی به واسطه ایمنی سلولی حین  آزمایش، محدودیت

کم  ازدر این ف تعداد باکتریکه است عفونت  ابتدایی فاز

7 Mycobacterium tuberculosis complex 
8 Environmental Nontuberculous Mycobacteria 
9 Calmette-Guerin 
10 Southern blotting 
11 ɣ-interferon 
12 Specificity 
13 Sensitivity 
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حیوانات به آزمایشات ایمنی سلولی پاسخ همچنین . باشدمی

به  نتایج مثبت کاذبدیگر . محدودیت دهندمیخوبی نشان ن

ی محیطی و یا هامایکوباکتریومدلیل در معرض بودن با 

 که باشدمیلازم  بنابراین (.7)باشدمی BCGواکسیناسیون 

بر پایه ایمنی سلولی برای کمپلکس  in vitroآزمایشات 

 هستفادا بالاتر،حساسیت  ،مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

باکتریوم مایکوتمایز بین حیوانات آلوده با  بلیتقا تر وراحت
س و زیرگونه پاراتوبرکلوزی مایکوباکتریوم آویوم، بوویس

 ژوهشپاز این هدف  باشند.را داشته  محیطی مایکوباکتریوم

وباکتریوم مایک ژنآنتیبا طراحی سیستم الایزای غیرمستقیم 
 ه باو مقایس بررسی، سپس شناسایی عفونتبرای  سبووی

نی به خو هایسلولترشح گامااینترفرون در مقابل تحریک 

تشخیص سل گاوی  برایهای گاوی و مرغی PPDوسیله 

 .باشدمی

 هامواد و روش
 ژنآنتیاستخراج 

های از تکنیک ژنآنتیجداسازی رای ب پژوهشدر این 

جداسازی و تخلیص  برای .پروتئومیکس استفاده شد

 یهکشت فیلتر شدسبک وزن از کیژنآنتی هایپروتئین

استفاده  AN5 (ATCC35726)مایکوباکتریوم بوویس سویه 

از نمک آمونیوم سولفات و  هاپروتئینشد. برای رسوبدهی 

های مجزا برای تبدیل محلول پروتئینی جدا شده به فراکسیون

استفاده شد.  G50از کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون سفادکس 

تیب روش به تر هاپروتئینن مولکولی تعیین غلظت و وز برای

 (.8)انجام شد  SDS PAGEلاوری و الکتروفورز 

 (Indirect ELISAم )طراحی سیستم الایزای غیرمستقی

 (Checkerboard) چکربورد

 ژنینتآتعیین بهترین غلظت برای  طراحی سیستم برای

 کهطوریه انجام شد. ب چکربورد ،یبادیآنتبهترین رقت و 

س مایکوباکتریوم بوویپروتئین سبک وزن ) ژنیآنتمحلول 
 (pH:9.6) کربناتیب-افر کربناتبا استفاده از ب(  AN5سویه 

 تیدر عرض پل یالیسر طوربهبافر کوتینگ،  عنوانبه

از  شدهیداریخرخانه تست الایزا،  96میکروپلیت های )

 نگیکوت یبادیآنتمحلول و  (JET BIOFILشرکت 

 تیپل در طول های حیوانات شارژشده با مایکوباکتریوم()سرم

 یمآنز با هشد دارنشان هیثانو یبادیآنتیک  سسپ .شدند قیرق

(HRP Goat Anti-Human( )از شرکت  شدههیتهAbcam  )

ن با کامل شدفزوده و ا هاچاهکغلظت ثابت به تمام  یکدر 

 یبادیآنتو  ژنیآنتمناسب  یهاغلظت ،مراحل سنجش

 مورد استفاده در هایسرملازم به ذکر است که  شد.محاسبه 

 ، سرم1سرم شماره  است که بوده چکربورد به این صورت

سرم  ،AN5سویه مایکوباکتریوم بوویس حیوان شارژ شده با 

مایکوباکتریوم سرم حیوان شارژ شده با  ،2 شماره
شارژ  سرم حیوان ،3 شماره سرم سویه فلئی،توبرکلوزیس 

 و سرم( C) سویه سیمایکوباکتریوم توبرکلوزیس شده با 

حت ت مایکوباکتریوم اویومشماره سرم حیوان شارژ شده با 

چکربورد  ینحوه 1جدول  .باشدمی D4سویه  یویوماگونه 

دهد. را نشان می AN5سویه  مایکوباکتریوم بوویس ژنآنتی

که در راستای طولی پلیت رقیق شده است به طوری ژنآنتی

. همچنین از رقتشدبررسی  ژنآنتی 2048/1تا  2/1رقت 

 شارژ شده( هایسرم) هابادیآنتی 100/1و  50/1های 

درنظر  ژنآنتیبه عنوان ستون بدون  12استفاده شد. ستون 

از بافر کوتینگ  λ 100میزان ها گرفته شد. در تمام چاهک

به ستون اول  ژنآنتیاز  λ 100بی کربنات اضافه شد. سپس 

های از چاهک λ 100کردن با سمپلر، ریخته و پس از پیپت

د، این عمل تا دنهای ستون دوم منتقل شستون اول به چاهک

 11 های ستوناز چاهک λ 100 و نهایتا یافتادامه  11ستون 

 د.دنریخته ش به بیرون

 هاالایزای غیرمستقیم نمونهآزمایش  

انجام الایزای غیرمستقیم با توجه به بهترین رقت برای 

 بیکربنات -کربنات بافر ازدست آمده از چکربورد هب ژنآنتی

بی کربنات تجاری پودر gr 1بافر برای تهیه  استفاده شد.

برای کوتینگ  pHحل شد و  مقطر آب µl 100 در کربنات

 .شدتنظیم  9.6ها روی ژن در کف پلیتآنتی

 



 

 هنرمند کاشی و همکاران

65 Applied Microbiology In Food Industries   

 AN5سویه  مایکوباکتریوم بوویس ژنآنتی ی چکربورد. نحوه1جدول

 
1/2048 1/1024 1/512 1/256 1/128 1/64 1/32 1/16 1/8 1/4 1/2 

رقت 

Ag 

  

 ردیف 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
رقت 

Ab 

شماره 

 سرم

No Ag            A 1/ 
100 

1 

No Ag            B 1/ 50 1 

No Ag            C 1/ 
100 

1 

No Ag            D 1/ 
100 

2 

No Ag            E 1/ 50 2 

No Ag            F 1/ 
100 

3 

No Ag            G 1/ 50 3 

No Ag            H 1/ 50 4 

 دمای در 18تا  h 16 مدت به و دهپوشان فویل با هاپلیت

 %0.1شستشو )  مرحله سه سپس،ند. شد نگهداری یخچال

PBS محتویات پلیت خالی و . انجام شد( %0.5 باتوئین همراه

فضاهای  گاوی( آلبومین )سرم BSA % 2با استفاده از محلول 

 در انکوباسیون h 1 شدند وها بلاک و پوشانده خالی گوده

 خالی و طی گذشت بلاکینگ محلول .انجام شد اتاق دمای

min 20 های رقت در هاسرم شدند. خشک کاملا هاچاهک

 مدت به اتاق دمای در تهیه و آمده از چکربورددست هب

min 30 با بافر شستشو  بار 5 هاپلیت ،. سپسشدند انکوبه

آنتی 10000/1رقت ازند. شد داده شستشوبدون توئین 

 Horse Radish) پراکسیداز با کونژوگه بادیآنتی

Peroxidase (HRP) Goat pAb to cow IgG, abcam )

 مجددا اتاق دمای انکوباسیون در min 30 از پس و استفاده

 سوبسترای محلول λ 100 د.دنش داده شستشو بار 5 هاپلیت

TMB (3,3′ , 5,5′ -Tetramethylbenzidine )هر در 

 تاریکی و اتاق دمای در min 10 مدت به و افهاض چاهک،

جذب و شد کننده اضافهمحلول متوقف ،سپس د.دنش انکوبه

به کمک دستگاه الایزا ریدرخوانده  nm 450 در های نوری

  د.دنش

 Cut offتعیین 

نرم  در های نوریجذب  Cut offتعیین  برای

میزان استاندارد انحراف معیار شدند و  آوریجمع  Excelافزار

(SD( و میانگین )Mean حاصل از )سپسو  مشخص هاداده 

 :شد فرمول زیر محاسبه از استفاده با

Cut off= Mean + 2 SD 

  سنجش اینترفرون گاما
، (ɣ-interferon assay) بررسی اینترفرون گاما برای

های مورد بررسی با کیت ساندویچ الایزا بر روی نمونه

Bovigam های خون آوری نمونهجمعدر ابتدا  .انجام شد

 در h 8 در کمتر ازسازی هپارین زده شده، انتقال و ذخیره

 هانمونهاز  ml 1.5 آزمایشگاهدر  .انجام شد C 16-22° دمای

از  µl 100 . سپسندای کیت ریخته شدخانه 96های به پلیت
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مرغی  PPDگاوی و غیراختصاصی  PPDاختصاصی  ژنآنتی

از کانکاوالین برای  در هر خانه(. ژنآنتیاضافه شدند )یک 

( برای Phosphate buffered saline) PBSو از کنترل مثبت 

 h به مدت C 37° ها در دماینمونهاستفاده شد. کنترل منفی 

( به µl 100ها )گرماگذاری شدند. پلاسمای نمونه 24تا  16

 Ruminant IFN-ɣ Sandwichپلیت پوشیده شده با کیت 

ELISA  و گرماگذاری در منتقل °C 37 به مدت min 60  و

اضافه کردن ها انجام شد. پلیتشستن مرحله  5سپس 

و ( HRP Goat pAb to cow IgG, abcam) کانجوگیت

مجدد پلیتو شستن  min 60 به مدت C 37° گرماگذاری در

 TMBی اضافه کردن سوبسترامرحله(. سپس  5) انجام شدها 

دمای  تاریکی و در min 10 به مدت C 37° و گرماگذاری در

کننده واکنش با محلول متوقف متوقف کردن نهایتااتاق و 

به کمک  min 450 درانجام شد. جذب نوری نمونه ها 

شمارش نمونه/مثبت و شد و خوانده  دستگاه الایزا ریدر

 .انجام شدهای نمونه/مثبت مرجع مقایسه آن با نسبت

 ویژگی و تعیین حساسیت

ویژگی سیستم الایزای  و تعیین حساسیت برای

به عنوان استاندارد  شده، سنجش اینترفرون گاماطراحی

در نظر گرفته شد. با توجه به نتایج  (Gold standard) طلایی

حاصل از این استاندارد و مقایسه آنها با نتایج حاصل از 

فرمولطبق  حساسیت و ویژگیها، الایزای غیرمستقیم نمونه

 .شد تعیین 5تا  2 های

 تحلیل آماری

 یآمار افزارنرم در این مطالعه برای تحلیل آماری از

IBM SPSS Statistics (version 26.0) ه استفاده شد. ب

 ژنآنتیو ارتباط بین ( Correlation) که همبستگیطوری

 ،اسنجش اینترفرون گام با استاندارد طلایی شدهخالص

 مستقلی بین متغیرهای مثبتبرای بررسی و  Pearson آزمون

 شد. استفاده T testآزمون  ،و منفی

ها برای تمام نمونه S/Pشاخص  T testآزمون برای 

 .محاسبه شد 6تعریف شد که طبق فرمول

 

 

 

 ”Sensitivity= true positives/ (true positive + false negative)“                                   2رابطه               

 ”Specificity= true negatives/ (true negative + false positives)“                                3رابطه 

 

 

 مواردمثبت واقعی

+ مواردمثبت واقعی     موارد منفی کاذب
 حساسیت

 مواردمنفی واقعی

موارد منفی واقعی   +   مواردمثبت کاذب  
 ویژگی

جذب  نوری نمونه −    جذب نوری کنترل منفی 

− جذب نوری کنترل مثبت    جذب نوری  کنترل منفی
 

 نتایج

 (Checkerboard) چکربوردنتایج 

به دست آمده از جذب نوری ، مقادیر 2جدول

را نشان  AN5سویه  مایکوباکتریوم بوویس ژنآنتیچکربورد 

4رابطه   

5رابطه   

6رابطه   
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 ژنآنتی 2048/1تا  2/1دهد. در این چکربورد رقت می

، نشان داده شده 1همان صورتی که در شکل به .شدبررسی 

ت به ترتیب از رق بادیآنتیو  ژنآنتیدر هر ردیف واکنش 

بیشتر به سمت رقت کمتر )از سمت چپ به راست( اتفاق 

را بیشتر بوده رنگ سوبست ژنآنتیافتاده است و هرچه رقت 

 ژنتیآن توجه به با. باشدمیها نیز بیشتر نمایان کدر چاه

شده و همچنین تخلیص AN5سویه  مایکوباکتریوم بوویس

م مایکوباکتریواز سرم گاو شارژ شده با  Cو  A ،Bسه ردیف 
های قابل  ODاستفاده شده و مقادیر  AN5سویه  بوویس

عدم واکنش همچنین و  (2)جدول  دست آمدقبولی به

 ژنآنتیی اختصاصی بودن با سرم منفی، نشان دهنده ژنآنتی

با  .باشدمیاختصاصی موجود در سرم گاوی  بادیآنتیبا 

با میزان جذب نوری  8/1ی مقادیر جذب نوری، رقت مقایسه

مشخص  2)در جدول  ژنآنتی رقتبه عنوان بهترین  0.736

ه سرم درنظر گرفت رقتبه عنوان بهترین  100/1شده( و رقت 

 .شد

ا و سنجش هنتایج آزمایش الایزای غیرمستقیم نمونه

 اینترفرون گاما

 یرمستقیم،غ یزایالا یشاتآزما یجنتا یکلطورهب

شد. موارد  یآورنمونه جمع 230گاما  ینترفرونسنجش ا

 باشدیم ییهامربوط به نمونه (True positive) یمثبت واقع

و  گاما( مثبت ینترفرونآن )سنجش ا ییکه استاندارد طلا

ه در مثبت باشد ک یزاز آن نمونه ن یناش یرمستقیمغ یزایالا

 یناند. از بزرد رنگ مشخص شده هاییلاتبا ها 3 لجدو

 یمشاهده شد. موارد منف ینمونه مثبت واقع یکنمونه،  230

که  باشدیم ییهامربوط به نمونه (True negative) یواقع

 یزایالا و یگاما( منف رونینترفآن )سنجش ا ییاستاندارد طلا

 هایلاتایباشد و با ه یمنف یزاز آن نمونه ن یناش یرمستقیمغ

 . ندشدمشخص  یآب

 

 AN5سویه  بوویسمایکوباکتریوم  ژنآنتی( در چکربورد nm 450دست آمده )ههای نوری بجذب میزان .2جدول

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1  

0.168 0.191 0.236 0.272 0.399 0.482 0.534 0.555 0.581 0.736 0.905 0.903 A 

0.263 0.251 0.300 0.407 0.512 0.460 0.642 0.675 0.721 0.812 0.949 0.985 B 

0.214 0.242 0.276 0.351 0.487 0.564 0.642 0.657 0.668 0.781 0.894 1.022 C 

0.232 0.226 0.250 0.300 0.414 0.476 0.542 0.524 0.577 0.609 0.679 0.731 D 

0.244 0.264 0.294 0.360 0.490 0.602 0.689 0.696 0.719 0.761 0.820 0.793 E 

0.173 0.192 0.233 0.289 0.354 0.452 0.497 0.486 0.515 0.692 0.741 0.761 F 

0.198 0.197 0.238 0.333 0.164 0.573 0.658 0.638 0.674 0.881 0.938 0.990 G 

0.445 0.452 0.510 0.569 0.703 0.820 0.841 0.782 0.749  0.959 0.944 H 
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  AN5 سویه بوویس مایکوباکتریوم

 68 غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی فصلنامه 

 
 AN5سویه  مایکوباکتریوم بوویس ژنآنتیی چکربورد . نتیجه1شکل

 سنجش اینترفرون گاما و نتایج آزمایشات الایزای غیرمستقیم .3جدول

 Gamma 

number sam NO S/P OD ELISA avian Bovine 

1 8434 0.344 0.212 Neg Neg Neg 

2 9836 1.155 0.358 Pos Neg Neg 

3 9820 1.127 0.353 Pos Neg Pos 

4 8286 0.905 0.401 Neg Neg Pos 

نمونه بوده است. موارد  182 یواقع یمنف یهاتعداد نمونه

 باشدیم ییهامربوط به نمونه (False Positive) مثبت کاذب

و  یگاما( منف ینترفرونآن )سنجش ا ییکه استاندارد طلا

 از آن نمونه مثبت باشد که در جدول یناش یرمستقیمغ یزایالا

ها اند که تعداد آنقرمز رنگ مشخص شده یاهیلاتبا ها 3

 (False negative) کاذب ینمونه بوده است. موارد منف 45

آن  ییکه استاندارد طلا باشدیم ییهامربوط به نمونه

از  یاشن یرمستقیمغ یزایگاما( مثبت و الا ینترفرون)سنجش ا

سبز رنگ  هاییلاتبا ها 3در جدول باشد و  یآن نمونه منف

 شده ینمونه بررس 230نمونه از  2تعداد اند و دهمشخص ش

 .است

 ویژگی و تعیین حساسیتنتایج 

 ،یژگیو و یتمحاسبه حساس یهاتوجه به فرمول با

 یهانمونه ینهمچن ،یواقع یمثبت و منف یهاتعداد نمونه

 یرمستقیمغ یزایالا یتکاذب، حساس یمثبت و منف

به  AN5ه سوی یسبوو یکوباکتریومما ژنیآنتبا  شدهیطراح

 .دست آمدهب %80.7آن  یژگیو کهیدر حال،% 8/77میزان 

 تحلیل آمارینتایج 

نجش با س یسهدر مقا یزاحاصل از الا یجنتا یبررس برای

 آمدهدستبه cut offتوجه به با  یجنتا یهگاما، کل ینترفرونا

افزار نرم شد و توسط یف( تعری)مثبت و منف یفیصورت کبه

محاسبه شد.  IBM SPSS Statistics (version 26.0) یآمار

 ینترفرونو سنجش ا ELISA ینب یهمبستگ یبررس برای
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 رهاییمتغ ینب یمستقل یبررس نیزو  Pearson آزمون گاما،

 P-Value، مقدار شداستفاده  T testآزمون  ی،مثبت و منف

 داریمعن یاراز رابطه بس یدست آمد که حاکبه صفر به یکنزد

 .بود یردو متغ

 بحث

1ی به نام هایسلولدر خون 
APC  وجود دارند که بیشتر

قبلا با  هاسلولاگر این باشند. ها میاز نوع مونوسیت

 آلوده وویسمایکوباکتریوم بیا  مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

های ها خاطره دارد. سلولشده باشند، سیستم ایمنی علیه آن

مانند و درصورت باش میخاطره در بدن در حالت آماده

ژن، به سرعت سیستم ایمنی برخورد مجدد با همان آنتی

بارزه با و م نندکمی ژنآنتیشده و شروع به ترشح تحریک 

حیوان با  APC هایسلولاگر  .دشوشدت بیشتری انجام می

از  مجاور شوند، مایکوباکتریوماختصاصی  هایپروتئین

ها خاطره وجود دارد، ایی که در خون گاو مبتلا علیه آنآنج

کند. یکی می سیستم ایمنی شروع به آزاد کردن اینترلوکین

 .باشدمیاینترفرون  های رها شده، گامااز مهمترین اینترلوکین

 گاوی گاما PPDای با نمونه اگر در ینترفرون گامادر سنجش ا

 کوباکتریوممایاینترفرون بیشتری تحریک شد یعنی با گروه 

 مرغی گاما PPDاما اگر نمونه ای با  باشدمیپاتوژن درگیر 

وان با یعنی حی کنداینترفرون بیشتری تحریک و تولید 

 ،مثبت هاینمونه . درباشدمیآتیپیک آلوده  مایکوباکتریوم

بوده است که  مرغیPPDگاوی بیشتر از  PPDگاما اینترفرون 

 مایکوباکتریومها با گروه ی آلودگی این نمونهدهندهنشان

 .باشندمی (مایکوباکتریوم توبرکلوزیسپاتوژن )کمپلکس 

 درعدم تحریک اینترفرون گاما و عدم افزایش میزان آن 

سیستم  معنا است که به این، Aکانکاوالین صورت وجود 

برانگیختن گاما سرکوب شده و قادر به حیوان ایمنی 

این حالت ممکن است به دلیل حاملگی  .باشدمیاینترفرون ن

های ریاز بیما برخید. حیوان، بیماری ویروسی و یا لکوز باش

 برخیی ول ،اشندبمیوب کننده سیستم ایمنی کویروسی سر

بالارفتن  شوند.برانگیختن گاما اینترفرون می سبب دیگر تنها

                                                           
1 Antigen Presentation Cell 

چ حالتی که هی)گاما اینترفرون در گروه نیل  خود به خودی

به معنای درگیری حیوان با بیمری ، (ی اضافه نشدهژنآنتی

دریافت نیل و گروه) گروه ذکر شده در دو مورد  .است.

 .باشدمی( آزمایش مخدوش و قابل قبول نننده محرکک

سنجش اینترفرون گاما برای موفقیت بیشتر در تشخیص سل 

که براساس کیفیت آزاد سازی سایتوکین )گاما  شداستفاده 

های گاوی و مرغی  PPDاینترفرون( پس از مجاورت با 

صورت ه تواند حیواناتی که ب. این سنجش میباشدمی

اند در مراحل اولیه پس از عفونت آزمایشگاهی آلوده شده

کولین ست پوستی توبریعنی سریعتر از ت ،روز ابتدایی( 14)

 (9-10)شناسایی کند 

با  یهاژنیآنت از استفاده مطالعه، این از اصلی هدف

 سمایکوباکتریوم بووی ازشده ترشحپایین،  مولکولی وزن
تشخیصی مانند الایزای غیرمستقیم  ، جهت اهدافAN5سویه 

ی سرم بادیآنتبود. در طراحی سیستم الایزا جهت شناسایی 

و  % 77.8، حساسیتشدهخالصی هانیپروتئعلیه این  حیوانی

نتایج تست  T Testحاصل شد. در آزمون  % 80.7ویژگی 

سنجش در مقایسه با استاندارد طلایی  شدهیطراحالایزای 

نزدیک به صفر، دارای همبستگی  P-Value، با اینترفرون گاما

 بالایی بود.

ای ی زمینهمقایسه و همکارانش Wood، 1991در سال 

بر روی آزمایش اینترفرون گاما و تست داخل جلدی 

توبرکولین برای تشخیص سل گاوی انجام دادند. ویژگی 

تعیین شد. به این  % 98.1تا  96.2آزمایش اینترفرون گاما بین 

هایی که عاری حیوان اهلی در گله 6000ه بیش از صورت ک

 تاز توبرکلوزیس بودند، مورد آزمایش قرار گرفتند. حساسی

ای بسیار بالاتر از تست مایش اینترفرون گاما به طور ویژهآز

 93.6تا  76.8داخل جلدی توبرکولین بود که میزان آن بین 

کلی در هر دو آزمایش اینترفرون گاما گزارش شد. به طور %

ت بود. حساسی % 95.2و تست توبرکولین بیشینه حساسیت 

ی سل در کنامکان ریشه، بیشتر آزمایش اینترفرون گاما

در پژوهشی  و همکارانش Wood (.11فراهم کرد ) را استرالیا

 ژنیآنتاز  های سرولوژیکی( برای بررسی پاسخ1992دیگر )
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  AN5 سویه بوویس مایکوباکتریوم

 70 غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی فصلنامه 

تم ( در سیسMPB-70) مایکوباکتریوم بوویساختصاصی 

و  %18.1فقط. حساسیت آزمایش آنها الایزا استفاده کردند

بوده است. آنها همچنین سنجش اینترفرون  %96.4ویژگی 

 رتیبتکه حساسیت و ویژگی آن به  بررسی کردندگاما را نیز 

در این  ،هاپژوهش از سیر متفاوتبود.  % 1/99و  8/81 .

در سنجش اینترفرون  MPB-70 ژنآنتیاستفاده از  مطالعه

گاما باعث کاهش حساسیت آزمایش شد و هیچ تغییری در 

 (. 21بود )کرده ویژگی ایجاد ن

Pinxteren ( در پژوهشی مشابه با 2000) و همکارانش

و  ESAT-6 ژنآنتیدو  از تشخیص سلبرای  مطالعه حاضر،

CFP-10 ام در هنگ حساسیت بیشتری اما .استفاده کردند

 زا ازاستفاده مجنسبت به  ژنآنتیدو از  یترکیباستفاده 

ه به دست آمد آنها حساسیت خیلی کم. مشاهده شد ژنآنتی

 (. 5) مطرح کردندشان مطالعاتبه عنوان نتیجه منفی  را

در  ،و همکارانش Buddleبرخلاف پژوهش حاضر، 

یب نوترک هایپروتئیناز پپتیدها و  (2003ی )ای دیگرمطالعه

ای تشخیص سل بره د کاستفاده کردن مختلفی مایکوباکتریایی

. دشاستفاده تست پوستی مثبت  باگاوی در حیوانات 

برای سنجش حیوانات با واکنش  گزارش کردند که ،همچنین

تری های دقیقآزمایش مثبت به تست پوستی توبرکولین،

های  ژنآنتیبه این منظور، از  .باشدمیمورد نیاز 

، MPB59 ،MPB64مایکوباکتریایی مختلفی شامل 

MPB70 ،MPB83 ،ESAT-6  وCFP10  به عنوان هم

نوترکیب و هم پپتیدهای سنتتیک در آزمایش  هایپروتئین

لوزیس برکحیوانات با تو گاما اینترفرون استفاده کردند.

و  Johnشده در برابر بیماری پوستی، حیوانات واکسینه

 PPDحیوانات مثبت در آزمایش اینترفرون گاما برپایه 

یک  .. دو گروه مورد مطالعه در نظر گرفته شدشدندبررسی 

وم مایکوباکتریحیوان دارای کشت مثبت به  74گروه شامل 
حیوان غیرعفونی بود، که همه 72و گروه دیگر شامل  بوویس

ژنآنتیاز  یاستفاده ترکیبها با تست پوستی مثبت بودند. ی آن

 به صورت پپتید و پروتئین نوترکیب CFP10و  ESAT-6های 

                                                           
1 Natural Killer Cells 

مایکوباکتریوم درصدهای مشابهی از حیوانات آلوده به 
آشکار کرد، به همان صورتی که تست اینترفرون  بوویس

های مثبت کاذب داد، اما واکنش نشان PPDگاما بر پایه 

در  PPD ایهکمتری را ایجاد کرد. آزمایش اینترفرون گاما برپ

که  Johnشده در برابر بیماری متمایز کردن حیوانات واکسینه

ل گاوی س تست پوستی آنها مثبت بود از حیواناتی که به

صرف محاضر  پژوهشمشابه با موثر بود.  بسیارآلوده بودند، 

PPD  تصاصی مایکوباکتریایی شمار های اخژنآنتییا

ی توبرکلوزیس پوستهای مثبت کاذب را در حیوانات واکنش

 (. 3-4به حداقل رساند )

حساسیت و ویژگی سنجش اینترفرون  پژوهشچندین 

. در این کردندبررسی های آلوده به سل دام گاما را در

گزارش  %97و ویژگی تا  %97تا  55مطالعات حساسیت بین 

 (.12-20شده بود )

Oslen ای طی انجام مطالعه (2005) و همکارانش

ترشح گاما  باعث 1کشنده طبیعی هایسلولدریافتند که 

 کمپلکس ESAT-6های ژنآنتی اینترفرون در پاسخ به
 مومایکوباکتریوم آوی MPP14، مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

مایکوباکتریوم   PPDو  پاراتوبرکلوزیس زیرگونه
 که،حالیدر  ؛شدند از گاوهای سالم % 30در  توبرکلوزیس

مشاهده نشد درآزمایشاتشان  MPB-70هیچ پاسخی در برابر 

با  پژوهششده، در این اما برخلاف مطالعات انجام (.21)

از  شدهخالصهای سبک وزن مورد استفاده )ژنآنتیتوجه به 

( در AN5سویه  مایکوباکتریوم بوویسکشت فیلترشده 

تنها دو مورد منفی کاذب  ،سیستم الایزای غیرمستقیم

 انگیزیشگفتطور هنمونه ملاحظه شد. ب 230( از بین 0.87%)

به  %80و ویژگی نسبتا بالای  %77.8حساسیت مورد قبول 

ای را قادیر حساسیت و ویژگی بهبودیافتهدست آمد که این م

در مقایسه با حساسیت و ویژگی تست پوستی توبرکولین 

نتایج حاصل  دهد.دیگر نشان می بسیاری از مطالعات ( و75%)

قبول قابل تیحساس ELISA از این پژوهش نشان داد، تست

 و دارد مثبت تشخیصی بالایی در شناسایی حیواناتو ارزش 
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قت د شیافزا یها براروش ریبا سا بیآن در ترک از توانیم

. ، استفاده کردPPD یدر موارد منف ژهیوبه ی،صیتشخ

و  ESAT-6مهمی )های سبک وزن ژنآنتی ،بنابراین

CFP10 ) قابلیت تشخیص ،پژوهشاستفاده شده در این 

مورد  و با توجه به حساسیت و ویژگی بالا. داشتند بیماری

ی برا شدهطراحیتوان از سیستم الایزا دست آمده میهب قبول

ی سل گاویوانات آلوده به حتشخیص در غربالگری اولیه 

 د.کراستفاده 

 گیرینتیجه

کنی های کنترل و ریشهی اجرای برنامهبا توجه به نحوه

بعد از انجام آزمایشات و بیماری سل گاوی و کشتن حیوان 

های موجود  ژنآنتیهای استفاده از محدودیتهمنچنین 

(PPD ،در تشخیص درست و وجود موارد کاذب )ژنآنتی

 کلاتمشبه با توجه  .دنباشمینیاز مورد سل های تشخیصی 

سل گاوی با شناسایی  پژوهشاین  هدفذکرشده، 

ده باکتری شی سبک وزن از کشت فیلترژنآنتی هایپروتئین

با طراحی سیستم الایزا  AN5سویه  مایکوباکتریوم بوویس

لی و های ایمنی سلوها در مطالعات پاسخژنآنتیاین بود. 

توانند باعث بهبود تشخیص هومورال استفاده شدند که می

ن نولوژیکی مثل سنجش اینترفرووگاوی با آزمایشات ایمسل 

ت باعث پیشرفت و بهبود کیفیگاما و الایزا شوند و یا حتی 

های انسانی و دامی و همچنین پتانسیل افزایش واکسن

ایشات آزم ،حساسیت و ویژگی این آزمایشات دارند. بنابراین

 خیصتر و ارزشمندتری در تشمهمبرپایه ایمنی سلولی کاربرد 

های ژنآنتیاگر از این  باشدمیسل گاوی دارند. معقولانه 

 شپژوهدر این شود.  استفاده شده برای موارد حیوانیتخلیص

ینتآاز  ،غربالگری اولیه سیستمطراحی یک  زهیانگ باو 

یون از فیلتراس شدهاستخراج با وزن مولکولی پایین یهاژن

استفاده  AN5سویه  مایکوباکتریوم بوویس ژنآنتی کشت

ولیه اشناسایی در  توانستند بالاکه به علت حساسیت  شد

ن دارای بهتری به دست آمده ژنآنتیهمچنین  ،شود استفاده

 کهییاز آنجا. دئینی و وزن مولکولی مورد نظر بوغلظت پروت

طور هب ESAT-6/CFP10 مانندسبک وزن  هایژنآنتی

کاربرد های تشخیصی ایمنولوژیکی گسترده در سنجش

نیز توانایی  پژوهشاین شده در استفاده ژنآنتیبنابراین  ،دارند

 اسیتبا درنظرگرفتن حس و و قابلیت تشخیص سل گاوی دارد

ر د برای تشخیص سل گاوی تواندآن، میربردی بودن کا و

  .مورد استفاده باشد موارد بالینی

 قدردانی و تشکر

سط دکتری تو نامهانیپابخشی از  عنوانبهاین پژوهش 

ملیحه هنرمند کاشی و با حمایت گروه تولید و تحقیقات 

ی سازرمستوبرکولین و مالئین در موسسه تحقیقات واکسن و 

 .رازی انجام شد

 منابع
1. Vordermeier, H. M., Chambers, M. A., Cockle, 

P. J., Whelan, A. O., Simmons, J., & Hewinson, R. 

G. (2002). Correlation of ESAT-6-specific gamma 

interferon production with pathology in cattle 

following Mycobacterium bovis BCG vaccination 

against experimental bovine tuberculosis. Infection 

and immunity, 70: 3026-3032. 

2. Bernitz, N., Kerr, T. J., Goosen, W. J., Chileshe, 

J., Higgitt, R. L., Roos, E. O., et al.  (2021). Review 

of diagnostic tests for detection of Mycobacterium 

bovis infection in South African wildlife. Frontiers 

in Veterinary Science, 8, 588697. 

3. Borham, M., Oreiby, A., El-Gedawy, A., 

Hegazy, Y., Khalifa, H. O., Al-Gaabary, M., & 

Matsumoto, T. (2022). Review on Bovine 

Tuberculosis: An Emerging Disease Associated 

with Multidrug-Resistant Mycobacterium 

Species. Pathogens, 11(7), 715. 

4. Buddle, B. M., McCarthy, A. R., Ryan, T. J., 

Pollock, J. M., Vordermeier, H. M., Hewinson, R. 

G., ... & De Lisle, G. W. (2003). Use of 

mycobacterial peptides and recombinant proteins 

for the diagnosis of bovine tuberculosis in skin test-

positive cattle. Veterinary Record 153: 615-620. 

5. Van Pinxteren, L. A., Ravn, P., Agger, E. M., 

Pollock, J., & Andersen, P. (2000). Diagnosis of 

tuberculosis based on the two specific antigens 

ESAT-6 and CFP10. Clinical and diagnostic 

laboratory immunology, 7: 155-160. 

6. Schiller, I., Oesch, B., Vordermeier, H. M., 

Palmer, M. V., Harris, B. N., Orloski, K. A., et al.  

(2010). Bovine tuberculosis: a review of current 

and emerging diagnostic techniques in view of their 

relevance for disease control and 

eradication. Transboundary and emerging 

diseases, 57: 205-220. 

7. Koo, H. C., Park, Y. H., Ahn, J., Waters, W. R., 

Palmer, M. V., Hamilton, M. J., et al.  (2005). Use 

of rMPB70 protein and ESAT-6 peptide as antigens 

for comparison of the enzyme-linked 

immunosorbent, immunochromatographic, and 



 

 وزن سبک ژنآنتی غیرمستقیم الایزای سیستم از استفاده با گاوی توبرکلوزیس تشخیص

  AN5 سویه بوویس مایکوباکتریوم

 72 غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی فصلنامه 

latex bead agglutination assays for serodiagnosis of 

bovine tuberculosis. Journal of clinical 

microbiology, 43: 4498-4506. 

8. Kashi, M. H., Mosavari, N., Salehi, M., & 

Mojgani, N. (2020). Detection and characterization 

of purified antigenic proteins from culture filtrate 

of Mycobacterium bovis strain AN5. Iranian 

Journal of Microbiology, 12: 25. 

9. Rothel, J. S., Jones, S. L., Corner, L. A., Cox, J. 

C., & Wood, P. R. (1992). The gamma-ɣ-interferon 

assay for diagnosis of bovine tuberculosis in cattle: 

conditions affecting the production of gamma-ɣ-

interferon in whole blood culture. Australian 

Veterinary Journal, 69: 1-4. 

10. Daniel, T. M., & Janicki, B. W. (1978). 

Mycobacterial antigens: a review of their isolation, 

chemistry, and immunological 

properties. Microbiological reviews, 42: 84. 

11. Wood, P. R., Corner, L. A., Rothel, J. S., 

Baldock, C., Jones, S. L., Cousins, D. B., et al. . 

(1991). Field comparison of the interferon ɣ-

gamma assay and the intradermal tuberculin test for 

the diagnosis of bovine tuberculosis. Australian 

Veterinary Journal, 68: 286-290. 

12. Wood, P. R., Corner, L. A., Rothel, J. S., 

Ripper, J. L., Fifis, T., McCormick, B. S., et al.  

(1992). A field evaluation of serological and 

cellular diagnostic tests for bovine 

tuberculosis. Veterinary microbiology, 31: 71-79. 

13. Dondo, A., Goria, M., Scicluna, M. T., 

Amadori, M., & Lodetti, E. (1993). Comparative 

evaluation of skin-test and gamma-interferon (IFN) 

assay for the diagnosis of TB in cattle. Veterinaria 

Italiana, 28: 14-19. 

14. Ameni, G., Miörner, H., Roger, F., & Tibbo, M. 

(2000). Comparison between comparative 

tuberculin and gamma-interferon tests for the 

diagnosis of bovine tuberculosis in 

Ethiopia. Tropical animal health and 

production, 32: 267-276. 

15. Llamazares, O. G., Martı́n, C. G., Nistal, D. A., 

De La Puente Redondo, V. A., Rodrı́guez, L. D., & 

Ferri, E. R. (1999). Field evaluation of the single 

intradermal cervical tuberculin test and the 

interferon-γ assay for detection and eradication of 

bovine tuberculosis in Spain. Veterinary 

microbiology, 70: 55-66. 

16. Whipple, D. L., Palmer, M. V., Slaughter, R. E., 

& Jones, S. L. (2001). Comparison of purified 

protein derivatives and effect of skin testing on 

results of a commercial gamma interferon assay for 

diagnosis of tuberculosis in cattle. Journal of 

veterinary diagnostic investigation, 13:117-122. 

17. Neill, S. D., Cassidy, J., Hanna, J., Mackie, D. 

P., Pollock, J. M., Clements, A., et al.  (1994). 

Detection of Mycobacterium bovis infection in 

skin test-negative cattle with an assay for bovine 

interferon-gamma. The Veterinary Record, 135: 

134. 

18. Ryan, T. J., Buddle, B. M., & De Lisle, G. W. 

(2000). An evaluation of the gamma interferon test 

for detecting bovine tuberculosis in cattle 8 to 28 

days after tuberculin skin testing. Research in 

veterinary science, 69: 57-61. 

19. Scacchia, M., Lelli, R., Petrini, A., Prencipe, V., 

Calistri, P., & Giovannini, A. (2000). Use of 

innovative methods in the eradication of bovine 

tuberculosis. Journal of Veterinary Medicine, 

Series B, 47: 321-327. 

20. Lauzi, S., Pasotto, D., Amadori, M., Archetti, I. 

L., Poli, G., & Bonizzi, L. (2000). Evaluation of the 

specificity of the γ-interferon test in Italian bovine 

tuberculosis-free herds. The Veterinary 

Journal, 160: 17-24. 

21. Olsen, I., Boysen, P., Kulberg, S., Hope, J. C., 

Jungersen, G., & Storset, A. K. (2005). Bovine NK 

cells can produce gamma interferon in response to 

the secreted mycobacterial proteins ESAT-6 and 

MPP14 but not in response to MPB70. Infection 

and immunity, 73: 5628-5635. 



 

 هنرمند کاشی و همکاران

 Applied Microbiology In Food Industries  73 

 

Detection of bovine tuberculosis using indirect ELISA method of low 

molecular weight antigen of Mycobacterium bovis strain AN5  
 

Malihe Honarmand Kashi1, Nader Mosavari 2, Mitra Salehi 1*, Naheed Mojgani2  

 

1Department of Biology, Islamic Azad University of North Tehran Branch, Tehran, Iran. 
2Department of PPD Tuberculin, Razi Vaccine and Serum Research Institute, Agriculture 

Research, Education and Extension Organization, Karaj, Iran. 

 

 

 

Abstract 

The determination of bovine tuberculosis is made with different tests and with certain limitations. Antigenic 

proteins can be extracted from Mycobacterium bovis culture that can improve the sensitivity and specificity of 

diagnostic tests. One of the targets of this study is to design an indirect ELISA. For this reason, purified 

Mycobacterium bovis AN5 antigen were utilized to distinguish bovine tuberculosis. Another goal is to review and 

compare the results of the system designed to Interferon-ɣ (IFN-ɣ) assay. Mycobacterium bovis AN5 antigens 

were isolated and purified. The selected antigen was then used to design the indirect ELISA system. The sera of 

230 cows from different farms were tested with designed ELISA. Their results were at that point compared with 

interferon-gamma test as a corroborative diagnostic test. Correlation and independent study between variables 

were performed by Pearson and T test. The sensitivity and specificity of the designed indirect ELISA system were 

77.8% and 80.7%, respectively. The p value for Pearson and T test was zero percent. Noteworthy lightweight 

antigens were purified that might analyze the disease. Due to the high sensitivity and specificity gotten, the 

ELISA system outlined for starting screening within the diagnosis of bovine tuberculosis. 

Keywords: Mycobacterium bovis, antigenic protein, gamma interferon, indirect ELISA. 
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