
 في تشخیص جرثومة ELISAاستخدام فحص 
 Salmonella typhi  وتقییم نتائج اختبار ویدالWidal Test  

  ٢بشرى دلي حمدو  ١محسن ایوب عیسى

 ) ٢٠٠٧/   ١١/  ١٤، قبل  ٢٠٠٧/   ٥/  ٢٣(استلم  
  ، الموصل، جمهوریة العراقجامعة الموصل، كلیة العلوم، قسم علوم الحیاة١
   ، الموصل، جمهوریة العراقجامعة الموصل ،یة التربیةقسم علوم الحیاة، كل٢
  

  الملخص:
 Salmonellaجرثومـة فـي تشـخیص  ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbant Assay(الالیـزا اجري هذا البحث بهدف دراسـة امكانیـة اسـتخدام فحـص 

typhi بــار ویــدال المســببة للحمــى التایفوئیدیــة ومــن ثــم اســتخدام هــذا الفحــص لتقیــیم نتــائج اختWidal Test  الــذي یجــرى فــي مختبــرات التحلیــل البكتریولــوجي
ان هنالك تبایناً في قابلیة المستضدات المختلفة في التحسس والتحـري عـن الاجسـام المضـادة لهـذه الجرثومـة ووجـد ان اعلـى حالـة تحسـس حیث اظهرت النتائج 

مقارنـة بفحـص ویـدال  ELISA) ووجد ان النتـائج الموجبـة قـد ازدادت باسـتخدام طریقـة الــ  H) والمستضد السوطي (  Oكانت باستخدام المستضد الجسمي ( 
.  

  :المقدمة

مـــن الاختبـــارات الحدیثـــة والمتقدمـــة فـــي عملیـــة   ELISAیعـــد اختبـــار الــــ
تشــخیص جرثومــة الحمــى التایفوئیدیــة وهــو مــن الاختبــارات المناعیــة الســریعة 

فــي مصــل المصــابین بــالإمراض  والحساســة لقیــاس معیــار الاجســام المضــادة
الجرثومیة وكانت الحمى التایفوئیدیة أحد الحقـول المهمـة لتطبیـق هـذه التقنیـة 

) وجماعتـــه عـــام  Nassauوفـــي مقدمـــة البـــاحثین فـــي هـــذا المجـــال الباحـــث(
وكـأي اختبــار منــاعي   S.typhiالـذین اســتخدموا مستضــد جرثومـة   ١٩٧٦

ار هـــي احـــدى العوامـــل المهمـــة فـــأن طبیعـــة المستضـــد المســـتخدم فـــي الاختبـــ
تســتخدم فــي   ELISAالتــي تحــدد حساســیة هــذا الاختبــار ومــا زالــت تقنیــة 

دعم تشخیص اصابات الحمى المعویـة ومعظـم التحـورات والتطـویر الحاصـل 
علــى هــذه التقنیــة هــو اســتخدام انــواع مختلفــة مــن المستضــدات التــي یرافقهــا 

] ١[منـاعي لهـذا المـرض تغیر في حساسیتها وخصوصـیتها فـي التشـخیص ال
] ،٢. [  

ویعــد   IgGعــادةً التحــري عــن الكلوبیــولین المنــاعي  ELISAیشــمل اختبــار 
حالیـا مـن اكثـر الطرائـق الدقیقـة المسـتعملة للكشـف   IgG-ELISA فحـص

عــن الاجســام المضــادة لجرثومــة الســالمونیلا ویعتمــد علــى اســتخدام الجرثومــة 
الغشــــــاء الخلــــــوي او ان تســــــتخدم باكملهــــــا والمتكونــــــة اغلبهــــــا مــــــن بــــــروتین 

ــداخلي للحفــر المصــنعة  المستضــدات الذائبــة اذ یلصــق المستضــد بالســطح ال
، عنـد  Microtitreمن البولسترین والمرتبة بشـكل صـفائح لقیـاس المعیاریـة 

اضافة المصل المراد اختباره الى الحفر لتلصق الاضـداد الموجـودة فیـه علـى 
لكشف عـن الاضـداد المرتبطـة بالمستضـد المستضد الملتصق بالحفر ، فیتم ا

والمعلـــم بـــالانزیم فیـــتم  Anti antibodiesباضـــافة مضـــاد الجســـم المضـــاد
القیـــاس الكمـــي للانـــزیم باضـــافة المـــادة الاســـاس لیعطـــي تفاعلـــه معهـــا اللـــون 
الــذي یمكــن قیــاس شــدته التــي تتناســب مــع كمیــة الاضــداد المرتبطــة ، وفــي 

ــــة جدیــــدة ١٩٨٠عـــاـم (  للتحــــري عــــن الكلوبیــــولین المنــــاعي  ) ابتكــــرت تقنی
لتشــخیص حمــى التایفوئیــد   ELISAباســتخدام اختبــار  IgMالمتخصــص 

]٤] ، [٣  . [  

 ELISAاجریــت هــذه الدراســة بهــدف معرفــة مــدى امكانیــة اســتخدام فحــص 
وتقیــیم نتــائج اختبــار ویــدال  فــي التشــخیص المنــاعي لمــرض حمــى التایفوئیــد

بكتریولـوجي المختلفـة فـي محافظـة نینـوى الذي یجرى فـي مختبـرات التحلیـل ال
.  
  

  :المواد وطرائق العمل
    :المواد -١

  ].  ٥[ ELISAالمحالیل المستخدمة في تجارب 
  Carbonate Bufferبفر الكاربونیت  -

غم ١,٥٩كاربونات الصودیوم (  (  
غم ٢,٩٣بیكاربونات الصودیوم (  (  

    ٣) سم١٠٠٠الماء المقطر (
  ) .  ٩,٦هیدروجیني على (تذاب المواد ویضبط الأس ال

  )  Phosphate Buffer Saline )PBSبفر ملح الفوسفیت الفسلجي  -
غم ٠,١٤٤فوسفات البوتاسیوم (  (  
غم ٠,٧٩٥فوسفات الصودیوم (  (  
غم ٩,٠كلورید الصودیوم (  (  

    ٣) سم١٠٠٠الماء المقطر (
تــذاب المــواد تباعــاً فــي المــاء المقطــر ویضــبط الأس الهیــدروجیني 

  )  ٧,٤على (
 PBS containing 5% BSA + 0.05محلـول مثبـت المستضـد ( -

TT(  
غم ٥٠) (Bovin Serum Albumin )BSAالبومین المصل البقري   (  

غم ٠,٥) (Tween 20 )TTتوین   (  
PBS   )٣) سم١٠٠٠  
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  )PBS containing 1% BSA + 0.05 TTمحلول مخفف المصل ( -
BSA  )ملغم١٠,٠ (  

TT )غم ٠,٥  (  
PBS )٣) سم١٠٠٠    

  )  Biokit, Spainوالمحالیل الآتیة محضرة تجاریاً ( -
ـــالأنزیم المركـــز ١( ـــارة عـــن  Concentrated conjugate) المقتـــرن ب عب

Rabbit Anti – Human IgG Antibody  المقتــرن بــانزیمHorse radish 
peroxidase    

 Citrate – Acetateعبـــارة عـــن   Substrate) المـــادة الأســـاس ٢(
Buffer containing Hydrogen peroxide  

 Tetra Methyl `5-5 ,`3-3وهيـ  Chromogen) المـادة الصـبغیة ٣(

Benzidin (TMB) ) المذابة فيDMSO (Dimethyl sulphoxid   

  ELISAلاختبار محالیل المستضدات التجاریة المستخدمة 
ـــــــل شـــــــركة  ـــــــة والمصـــــــنعة مـــــــن قب ـــــــة الآتی أســـــــتخدمت المستضـــــــدات التجاری

(Plasmate Laboratory Products Limited.UK.)   :  
Salmonella typhi H Salmonella typhi O 

Salmonella H paratyphi A Salmonella O paratyphi A 

Salmonella H paratyphi B Salmonella O paratyphi B 

Salmonella H paratyphi C Salmonella O paratyphi C 
  

  :طریقة العمل -٢
المرضى الذین یعانون مـن حمـى التایفوئیـد للفتـرة  عینة دم من ١١٠تم جمع 

وقــد وقــع الاختیــار علــى عشــرین نمــوذج ، قســمت  ١/٩/٢٠٠٤ - ١/٧مــن 
  قسمین : الى عینة الدم المسحوبة 

جــــري لــــه فحــــص ویــــدال ( اســــتخدام المصــــل ) فــــي مختبــــرات االقســــم الأول 
  النتیجة . التحلیل البكتریولوجي في محافظة نینوى وسجلت 

وقد ستخدم المصل ) ا(  ELISAفي فحص فقد استخدم سم الثاني أما الق
عینة متنوعة في نتائجها لاختبار ویدال وقورنت  ٢٠وقع الاختیار على 

النتائج علماً أن نتائج فحص ویدال في المختبرات قد حولت إلى قیم كثافة 
 Positiveبطریقة ریاضیة بالإستعانة بقیم  Optical densityضوئیة 

control  وCut off level  في تجربةELISA  لغرض توحید النتائج
  المقارنة . واجراء 

  ] .٥] ، [٦استنادا الى : [ ELISAاجري فحص 
  

  * تثبیت المستضدات :
  أخذت صفیحة بولي أستیرین معقمة وثبتت المستضدات وكما یأتي : 

) مــایكرولیتر مــن كــل مستضــد إلــى الحفــر فــي ١٠٠أضــیف مــا مقــداره ( -أ
م مدة لیلة واحدة . ٤ة وحفظت بدرجة (الصفیح ْ (  

) مــایكرولیتر مــن ٢٠٠أزیــل المحلــول المتبقــي مــن المستضــد وأضــیف ( -ب
 PBS containing 5% BSA + 0.05%محلـول مثبـت المستضـد (

TT) ْم . ٣٧). وحفظت ساعتین بدرجة حرارة  (  

بعـــد مـــرور الســـاعتین أزیـــل المحلـــول المثبـــت وغســـلت الصـــفیحة ثـــلاث  -جــــ
بـــالبفر ولأجـــل تأكیـــد عملیـــة التثبیـــت أضـــیف محلـــول تثبیـــت المستضـــد  مـــرات

م ثــم أزیــل ٤) ســاعة بدرجــة (١٨مــایكرولیتر ) وتــرك لمــدة ( ٢٠٠ثانیــة (  ْ (
ْم ٤المحلول المثبـت وغسـلت الصـفیحة بـالبفر ثـلاث مـرات وتركـت بدرجـة (  (

  لحین الاستخدام . 
  

  -* طریقة الإختبار :
 PBSكرولیتر مــــن مخفــــف المصـــل () مـــای٢٠٠أضـــیف مــــا مقــــداره ( -أ

containing 1% BSA + 0.05% TT إلـــى كـــل حفـــرة محملـــة (
  بالمستضد . 

) مــــایكرولیتر مــــن المصــــل مــــع ملاحظــــة الإضــــافات فــــي ١٠أضــــیف ( -ب
  الحفر الآتیة . 

Positive control  . وضع فیها مصل سیطرة موجب وغیر مخفف =  
Negative control وغیر مخفف = وضع فیها مصل سیطرة سالب   .  

Blank control . لم یوضع فیها مصل =  
ْم .٣٧حضنت الصفیحة بعد ذلك مدة ساعة بدرجة (  (  

وقلبــــت  PBSأجریــــت عملیــــة الغســــل ثــــلاث مــــرات بإســــتخدام محلــــول  -جـــــ
  الصفیحة على ورقة ترشیح لإزالة محلول الغسل الزائد . 

ـــالأنزیم١٠٠أضـــیف ( -د ـــرن ب ـــول المقت ـــى الحفـــر  ) مـــایكرولیتر مـــن المحل إل
  علماً أن هذا المحلول حضر قبل الإضافة وكما یأتي : 

 PBS containing 1% BSA + 0.05%المحلول المخفف ( ٣) سم١٢(

TT) + (مایكرولیتر من الأنزیم المركز المقترن بالأنزیم . ٢٤٠ (  
ْم ٣٧) دقیقة بدرجة حرارة (٣٠حضنت الصفیحة بعد ذلك مدة (  (  

یتر مـــن مـــواد الصـــبغ المخفـــف بمحلـــول المـــادة ) مـــایكرول١٠٠أضـــیف ( -هــــ
الأســاس الــى كــل حفــرة ومــن ضــمنها البلانــك . علمــاً أن المحلــول فــي أعــلاه 

  حضر قبل الإضافة وكما یأتي : 
) مایكرولیتر من محلول ٢٤٠من محلول المادة الأساس + ( ٣) سم١٢(

الصبغ المركز تركت الصفیحة بعد ذلك في الظلام مدة نصف ساعة 
  حرارة الغرفة .  وبدرجة

) بمقــدار (  Sulphuric Acid  )1Nیضــاف محلــول ایقــاف التفاعــل  -و
  ) مایكرولیتر اذ یتحول الى اللون الاصفر . ١٠٠

) نـــانومیتر ٤٥٠بعــد إیقــاف التفاعــل قرئــت النتیجــة علــى طــول مــوجي ( -ز
ــــار الألیــــزا ( ــــى جهــــاز المطیــــاف الضــــوئي الخــــاص باختب  Brganonعل

Teknika-Belgeum  .(  
  بعد الحصول على القراءات قیمت النتائج كما یأتي :  -ح

(  Optical Densityالموجبـــة الضـــعیفة = تمتلـــك قــــراءة كثافـــة ضـــوئیة 
O.D  تساوي او أكثـر مـن قیمـة (Cut off level  وأقـل مـن قـراءةO.D  للــ

Positive control   .  
ـــك قـــراءة  ـــة = تمتل ـــراءة  O.Dالموجبـــة القوی ـــر مـــن ق للــــ  O.Dتســـاوي أو أكب

Positive control  
  . Cut off levelالسالبة = القراءة التي أقل من قیمة 
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  النتائج والمناقشة:
ـــــدال لعـــــدد منهـــــا فـــــي  ـــــائج اختبـــــار وی ـــــة دم كانـــــت نت اختیـــــرت عشـــــرون عین

ـــــــرات ســـــــالبا (  ـــــــة لاخـــــــرى فیمـــــــا یتعلـــــــق  ٨المختب ـــــــت موجب ـــــــات ) وكان عین
  عینة ) .   ١٢الجسمیة والسوطیة (  S. typhiبمستضدات جرثومة 
باســتخدام ثــلاث ا البحــث ) نتــائج هــذ ٣( و )  ٢( و )  ١توضـح الاشــكال ( 

مجموعــــات مــــن المستضــــدات لبیــــان تــــاثیر هــــذه المستضــــدات فــــي حساســــیة 
الفحــص كمــا ان نتــائج فحــص ویــدال للمختبــرات الــذي اجــري علــى العینــات 

لـــت الـــى قـــیم كثافـــة ضـــوئیة مـــن ا ّ جـــل تمثیلهـــا ومقارنتهـــا بنتـــائج المختبـــرة حو
  لهذه العینات  . ELISAاختبار 

) یلاحــظ ان هنالــك تباینــاً فــي  ٣( و )  ٢( و )  ١وبــالعودة الــى الاشــكال ( 
قابلیــة المستضــدات المختلفــة علــى التحســس والتحــري عــن الاجســام المضــادة 

ویلاحـــظ ان اعلــــى حالـــة تحســــس  S. papratyphiو S.typhiلجرثومـــة 
والمستضـد  Oستخدام المستضدات الخاصـة بالمستضـد الجسـمي كانت عند ا

) اذ اظهــرت حــوالي  ٢الشــكل (  S.typhiلجرثومــة الســالمونیلا  Hالســوطي 
  ) نتیجــــــــــــــة موجبــــــــــــــة قویــــــــــــــة ضــــــــــــــمن قیاســــــــــــــات هــــــــــــــذه الطریقــــــــــــــة  ١٧( 

)  Positive control( النتیجــة الموجبــة القویــة تســاوي او اكبــر مــن قیمــة 
واقـل   Cut off levelاكبـر او تسـاوي قیمـة ونتیجة موجبة ضعیفة واحـدة ( 

 Cut. ونتیجتـین سـالبتین اقـل مـن قیمـة  ) Positive controlمـن قیمـة 

off level  الـــذي یمثـــل الحـــد الفاصـــل بـــین النتـــائج الموجبـــة والســـالبة بهـــذه
فـي قابلیـة تحسسـها  S.typhiالطریقة تلـت ذلـك المستضـدات الخـام لجرثومـة 

) حـــالات  ٨) حـــالات موجبـــة قویـــة و (  ٨(  للاجســـام المضـــادة اذ اظهـــرت
) حـــالات ســالبة ولـــم یظهــر اخـــتلاف المستضــد الخـــام  ٤موجبــة ضــعیفة و( 

فروقــا واضــحة فــي قابلیــة التحســس بــین المستضــدات المســتخدمة علــى الــرغم 
مـــن التفـــوق البســـیط للمستضـــدات الخـــام للســـلالات المحلیـــة الـــذي ربمـــا كـــان 

)  ١ادة لاصابات محلیة ایضـا الشـكل ( اقدر في التحري عن الاجسام المض
.  

باســـــتخدام  ELISAالمتضـــــمن نتـــــائج اختبـــــار  ٣لشـــــكل اامـــــا فیمـــــا یخـــــص 
فـیلاحظ ان قابلیـة التحسـس فـي هـذه الحالـة  S. paratyphi Bمستضـدات 

لم تكن بمسـتوى اسـتخدام المستضـدات السـابقة ومـع ذلـك فقـد ظهـر أن هنـاك 
) ســـالبة لان هـــذه  ٥ضـــعیفة و( ) موجبـــة  ٧) نتـــائج موجبـــة قویـــة و (  ٨( 

 .Sالنتــائج الموجبــة قــد تمثــل تحسســا للاجســام المضــادة الخاصــة بجرثومــة 

paratyphi B  او قد یمثل عدد منها تفـاعلا مشـتركا مـع الاضـداد الخاصـة
بانواع اخرى من السـالمونیلا او عـدد مـن انـواع العائلـة المعویـة نظـرا للتشـابه 

  ] .٨] ، [٧المستضدي [

مقارنــــة  ELISAلنتــــائج الموجبــــة التــــي ازدادت باســــتخدام طریقــــة كمــــا ان ا
بفحــص ویــدال للمختبــرات وللمستضــدات جمیعــا المســتخدمة فــي هــذه الدراســة 

ــــد تــــرتبط بدرجــــة التحســــس العالیــــة لهــــذه الطریقــــة [ ] او بالارتفــــاع ٢] ، [٩ق
الطبیعي لاضـداد هـذه الجـراثیم لـدى الافـراد الاصـحاء المتعرضـین علـى نحـو 

لهــذه الجــراثیم ومــا یقابــل ذلــك مــن قــدرة تحســس عالیــة لهــذه الطریقــة مســتمر 
كمــا ذكــر انفــا ممــا یســتدعي اجــراء دراســة بشــأن معــدل عیاریــة هــذه الاضــداد 

لـدى الاشـخاص الطبیعیـین   S. paratyphiو  S. typhiالخاصة بجرثومـة 
ضمن مجتمعنا لیتسنى وضع حد  فاصل دقیق بین النتـائج الموجبـة والسـالبة 

او أي اختبـار منـاعي یتحـرى عـن الاجسـام المضـادة  ELISAء لطریقـة سوا
ـــذین  Carriersلهـــذه الجـــراثیم فضـــلا عـــن اجـــراء دراســـة لحـــاملي الجرثـــوم  ال

ــة [ ] ، ١٠یبقــون محتفظــین بعیاریــة عالیــة لهــذه الاضــداد مــدة قــد تكــون طویل
]١١. [  

هــو احــد الفحوصــات المناعیــة المهمــة والحساســة التــي  ELISAإن فحــص 
ستخدم غالبا لتشخیص الجـراثیم ومـن ضـمنها جـراثیم السـالمونیلا اذ تسـتخدم ت

عـــــدة اســـــالیب لاجـــــراء هـــــذا الفحـــــص، الاســـــاس فیهـــــا تطـــــویر المستضـــــدات 
المستخدمة وجعلها اكثر نقـاوة وخصوصـیة بمـا یضـمن الحصـول علـى اعلـى 
حساســـیة ممكنـــة لهـــذه الطریقـــة التـــي ظهـــرت كـــذلك اهمیتهـــا فـــي التشـــخیص 

] . لقد اثبتت هـذه الدراسـة امكـان اسـتخدام ١٣] ، [١٢الاصابة [ المبكر لبدء
فــــي التشــــخیص المنــــاعي لجرثومــــة التایفوئیــــد بعــــد تثبیــــت  ELISAفحــــص 

الطریقـة الملائمـة والدقیقـة لوضـع الحــد الفاصـل بـین النتـائج الموجبـة والســالبة 
 )Cut of level  الـذي یعتمـد علـى نـوع الجهـاز المسـتخدم وطریقـة اجـراء (
فحص وخاصة فیما یتعلق بنـوع المستضـد المسـتخدم الـذي اظهـرت الدراسـة ال

ان تغیــــره یــــؤدي الــــى تغییــــر فــــي حساســــیة الفحــــص كمــــا یجــــب استحضــــار 
العیاریــة الطبیعیــة لاضــداد هــذه الجــراثیم لــدى الاصــحاء فــي المجتمــع فضــلا 

  عن حاملي الجرثوم عند وضع المعاییر لهذا الفحص .
ن مكلفـــا فـــي حالـــة تـــوفره ولكنـــه ممكــــن قـــد یكـــو  ELISAان اجـــراء فحـــص 

الاجـــراء وفـــي الامكـــان اعـــداده وتـــوفیره وخاصـــة ضـــمن المختبـــرات المرتبطـــة 
بمؤسســـات الدولـــة وكـــذلك المختبـــرات الخاصـــة الجیـــدة ولاســـیما عنـــدما یكـــون 
الهــدف الارتقــاء بمســتوى التشــخیص المختبــري للجــراثیم ودقــة الحصــول علــى 

یــق للمــرض ثــم وصــف دقیــق للعــلاج نتائجــه ومــا یتبــع ذلــك مــن تشــخیص دق
  وانعكاس ذلك ایجابیا على المستوى الصحي للمجتمع .
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العینات

Tor  = المستضد الجسمي لجرثومةS.typhi)نتائج فحص الیزا(

THr  =المستضد السوطي لجرثومةS.typhi)نتائج فحص الیزا(

TO  = المستضد الجسمي لجرثومةS.typhi)نتائج فحص ویدال للمختبرات(

TH   = المستضد السوطي لجرثومةS.typhi) نتائج فحص ویدال للمختبرات(

S.typhiباستخدام المستضد الجسمي والسوطي لجرثومة ELISA نتائج اختبار فحص2الشكل 

  

nm)Cut-off level 
(0.27 nm) 

nm)Positive 
control (0.36 nm) 

العینا)نانومتر/الضوئیة
 

 )الیزا فحص نتائج(   القیاسیة للسلالة الخام المستضد

 L  =الیزا فحص نتائج( المحلیة للعزلات الخام المستضد( 

 )نانومتر/الضوئیة

 والعزلات القیاسیة العزلة من لكل الخام المستضد باستخدام ELISA فحص اختبار نتائج): 1 الشكل(
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Use of ELISA Test in Diagnosis of Salmonella typhi and Evaluation of Widal Test 

 

Muhsin A. Essa1 and Bushra D. Hamad2 
 

1 Department of Biology, College of Science, University of Mosul, Mosul, Iraq 
2 Department of Biology, College of Education, University of Mosul, Mosul, Iraq 
 
Abstract: 
The search was conducted to study the possibility to use Enzyme Linked Immunosorbant Assay (ELISA) in diagnosis 
of Salmonella typhi that cause typhoid fever, then using ELISA evaluation of Widal Test which done in laboratories of 
bacteriological analysis. The results showed differences in the ability of various antigens in sensitivity and detection of 
Salmonella typhi antibodies, it was found that the higher sensitivity by using somatic antigen (O) and flagellar antigen 
(H) and it was found that the positive results were increased when ELISA method used in comparison with Widal Test.
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