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چکیده

. باسیل گرم منفی از خانواده انتروباکتریاسه می باشدیک ماري طاعون، یرسینیا پستیس عامل سببی بی
این باکتري بر طبق طبقه بندي مرکز کنترل و پیشگیري بیماري ها در آمریکا، به دلیل نرخ بالاي مرگ 

در . عوامل بیولوژیک قرار گرفته استAومیر و انتقال آسان از طریق آئروسل هاي تنفسی آلوده در دسته 
بررسی ها نشان . هاي تشخیصی رایج، مولکولی و مدرن انجام شده استطالعه، مروري جامع بر روشاین م

. شودداد براي تشخیص این باکتري از روشهاي مختلف باکتریولوژیک، سرولوژیک و مولکولی استفاده می
- تفاده میها اسهاي متعدد تجاري و دستی براي تشخیص این باکتري در آزمایشگاهدر حال حاضر کیت

هاي مولکولی سریع و قابل اعتمادند و داراي روش. هاي مبتنی بر کشت دشوار و وقتگیر استروش. شود
ها هستندپتانسیل بالایی براي تشخیص در آزمایشگاه

سالیرسینیا پستیس، طاعون، روش تشخیص:کلیديواژه هاي
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984و همکارانخاطره کبیري...اهیگمروري بر روش هاي تشخیص آزمایش
مقدمه

از ،عامل بیماري طاعونسیا پستیرسینی:طاعون در جهان
جوندگان به انسان و از طریق آئروسل هاي طریق کک

این .]1[انتقال می یابد یا حیوانات دیگر تنفسی به انسان
ها انسان میلیونمرگسببپاندمیطی سهدربیماري

-546م(اولین پاندمی یا طاعون ژوستینی . شده است
میلیون 100جر به مرگ اروپا منوآفریقادر آسیا،) 541

در قرن مشهور به مرگ سیاهدومین پاندمی. گردیدنفر
50منجر به مرگ ) 1347-1350م(میلادي چهاردهم

در این پاندمی بیشترین مرگ و میر . شدمیلیون نفر
- 1903م(سومین پاندمی .مربوط به اروپایی ها بوده است

هاي تجاري شتیکنگ شروع و توسط کدر هنگ) 1894
در همین دوره الکساندر . در همه جهان انتشار یافت

1970سال در .کردرا شناساییاین بیماريامل ع1یرسین
. ]4، 3، 2[نام گرفت این ارگانیسم یرسینیا پستیس 

ن کاهش یافته است اما گرچه ابتلا به طاعوادر حال حاضر 
تقریبا در همه کشورها به ،طاعون خیزهنوز هم مناطق 

جز استرلیا، مدار استوا و اطراف آن و مناطق گرمسیري 
البته . درجه سانتیگراد وجود دارد40- 55داراي دماي 

وهاي طبیعی طاعون تحت تاثیر عواملی چون آبکانون
بر .هستندبیعت زمین و مهاجرت جوندگان متغیر هوا، ط

بیشترین اپیدمی 2ت جهانیاساس گزارشات سازمان بهداش
طی سال وآسیا مربوط به 1970در دهههاي طاعون 

)1شکل(مربوط به آفریقا بوده است 1980- 2009هاي 
]4 ،5 ،6[.

1  - Alexandre Yersin
2 -World Health Organization

مورد مرگ، 8و مورد ابتلا 19چین در 2004در سال 
طاعون بدنبال شکار و کشتن سنجاب هاي آلوده به

هداشت بر اساس گزارش سازمان ب.]7[گزارش شده است
، چندین اپیدمی 2006و 2005در سال هاي ،جهانی

این کشور به عنوان یکی از .استدر کنگو رخ دادهطاعون 
مناطق طاعون خیز فعال داراي اهمیت بسیاري است به 

در این مورد ابتلا به طاعون 1000حدود سالانهطوري که
984در حدود 2009در سال .]8[می گرددت ثبکشور 

ناشی از این بیماري در دنیامرگمورد 71ومورد ابتلا 
به ترتیب مربوط به موارد که بیشترین شده ثبت

بوده است، اوگاندا، پرو و چین رکشورهاي کنگو، ماداگاسکا
مورد 256، 2012سال همچنین در ماداگاسکار طی.]6[

مورد 2103،42و در سالمورد مرگ 60و ابتلا به طاعون 
. ]9[مرگ ثبت گردیده است

رساله مانند هایی از پزشکان ایرانی نسخه:طاعون در ایران
به جا درباره این بیماري و کتاب قانون طاعون، طب ملکی 

طاعون در ) 1495-1735م(دردوران صفویه . مانده است
و جمله قزوین و اردبیل همه گیر هاي مختلف ازشهر

زمان سلطنت شاه در . گردیدهزار نفر 30منجر به مرگ 
وبا و طاعون از قزوین شروع شیوع ) 1587-1628م(عباس 

. شدنفرهزار20و سبب مرگ و به شهر هاي دیگر سرایت 
نیز بار دیگر طاعون جان 1731و 1727هايدر سال

درسقز 1871طاعون در سال . ه استهزاران ایرانی را گرفت
اپیدمی ستان و خراساندر کرد1913در سال و بانه و

علت بسیاري از مرگ) 1925-1974(در دوران قاجار . شد

.]6[2009تا 1969گزارش سازمان بهداشت جهانی در سال هاي : 1شکل
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985)4(6؛ دوره93سالکی خراسان شمالی      مجله دانشگاه علوم پزش
دکتر بالتازار 1946درسال . میرها وبا و طاعون بوده استو

کردستان را شناسایی خیز طاعون ، کانونو دکتر کریمی
گونهمنجر به شناسایی چهارآنها نتیجه تحقیقات . کردند
و مریون 1مریون لیبیکوسدو گونه شد کهجونده

و دو گونه دیگر به نام نسبت به طاعون مقاوم2پرسیکوس
نسبت به 4و مریون وینوگرادوي3مریون تریسترامیهاي 

در طی سال هاي .آن بسیار مستعد و آسیب پذیر بودند
بار طاعون اپیدمی 9در ناحیه غرب ایران1956تا 1947

.]10[گشتنفر 156منجر به مرگو 
آخرین گزارش رسمی مبنی بر مشاهده طاعون در بین 

واقع شهرستان سراب در1978مربوط به سال ،جوندگان
آن به مدت سه پس از. استان آذربایجان شرقی استدر

2011در سال .نگرفتبر روي طاعون انجاممطالعهدهه
لعه بر تیم تحقیقاتی انیستیتو پاستور ایران به منظور مطا

محدوده (غرب ایران ناحیهروي حیوانات مخزن طاعون در 
به ، منطقه اي)کردستان و همداناستان هاي مرز بین 
بررسی کرده و یک قلاده سگ را مربعمتر 2000مساحت 

در سال در ادامه تحقیقات.نمودشناسایی آلوده به طاعون 
منطقه اي (متر مربع 1200در حدودمنطقه اي 2012
گ سسه قلادهوبررسی ) گ آلوده مشاهده شده بودکه س

نشان آنهانتایج .مشاهده شدو یک جونده مبتلا به طاعون 
1966سال ازگرچه گزارش رسمی از طاعون انسانی ا،داد

به همچنان اما این منطقه استاین منطقه گزارش نشده
. ]11[مطرح می باشدطاعون خیز فعالکانونعنوان یک 

بینناقلهاىککباکترى توسطهایى،ونکانچنیندر
انتقالحالبیمارى دربهنسبىمقاومتداراىجوندگان

هرگاه انتقال.آوردمىوجودبهانزیوسىیکواست
باعثدهدرخبیمارىاینبهحساسجوندگانبهباکترى

فراوانمیرومرگباکهگرددمىاپیزیوسىبروز یک
ایجادلحاظاززیوسىیپاوقوع. همراه استجوندگان

جمعیتبیندراپیدمىرخداد یکبراىمناسبشرایط
نتایج مطالعات اپیدمیولوژیک در ایران . دارداهمیتانسانى

نشان داده است که وقوع یک اپیزیوسی می تواند به مدت 
].12، 11[سال به طول انجامد3-4

1 - Meriones libycus
2  -Meriones persicus
3  -Meriones tristrami
4 - Meriones vinogradovi

انتقال :سوءاستفاده از یرسینیا پستیس در بیوتروریسم
از طریق آئروسل هاي آلوده به راحتی انجام ریويطاعون 
200بطوري که در طی سه پاندمی مهم طاعون، . می شود

طبقه بر اساس .میلیون نفر از طریق تنفس مبتلا شده اند
مرکز کنترل و پیشگیري بیماري ها در آمریکا این بندي 

از . می گیردعوامل بیوتروریسمی قرار Aباکتري در دسته 
انسان و نرخ انتقال آسان انسان به دسته،خصوصیات این 

از یرسینیا پستیس بدلیل . باشدمیبالاي مرگ و میر 
، موثر بودن در حالت خشک و قابلیت سهولت در دسترسی

پخش توسط آئروسل ها براي ساخت سلاح هاي بیولوژیک 
اولین بار ژاپنی ها در جنگ جهانی . استفاده شده است

وم از این باکتري براي ایجاد اپیدمی طاعون در چین د
ایالات متحده و شوروي سابق نیز بر روي . استفاده کردند

انجام داده طاعون به عنوان سلاح زیستی مطالعات زیادي 
بر طبق گزارشات سازمان بهداشت جهانی در صورتی .اند

کیلوگرم باسیل یرسینیا پستیس به صورت 50که حدود 
میلیون نفر 5بر فراز شهري با جمعیت ) ئروسلآ(افشانه 

هزار 36وریويطاعونمورد هزار 150حدود گردد،رها 
.  ]15، 14، 13، 6[مورد مرگ بدنبال خواهد داشت 

یرسینیا پستیس از :خصوصیات فیزیولوژیِک و ژنتیکی
هاي و داراي سه بیوتیپ بنامخانواده انتروباکتریاسه

این . ]2[باشدمی7و مدیاوالیس6، ارینتالیس5آنتیکوا
گرم منفی، بدون حرکت، اسپور و باکتري کوکوباسیل 

درجه سانتیگراد 4-40گرچه در دماي . باشدکپسول می
درجه30تا 28کند اما دماي بهینه رشد آن رشد می
اما است2/7-6/7بهینه براي آن pH. استسانتیگراد

در . کندرا نیز تحمل می5- 6/9بین PHشرایط سخت 
33که کپسول واقعی ندارد اما در دماي بالاتر از حالی

ژنپوشش کربوهیدراتی بنام آنتی،درجه سانتیگراد
و به بیش این باکتري کند رشد . پیدا می کندf1کپسولی 

. نیاز داردایجاد کلنی مشخصساعت براي 48تا 24از 
- میبیماریزاییداراي سه پلاسمید موثر دراین باکتري 

(پلاسمید . باشد pPCP1pPla ،pPst ( دارايkb5/9
فعال کننده پلاسمینوژن، کد کننده پروتئینطول است و 

5  -Antigua
6  -Orientalis
7 - Mediaevales
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986و همکارانخاطره کبیري...اهیگمروري بر روش هاي تشخیص آزمایش
) (pMT1pFraپلاسمید . باشدپستیسین میکوآگولاز و

و f1ژن کپسولی آنتیکد کننده طول و kb100داراي
یرسینیا فقط دراین دو پلاسمید. باشدورین میتوکسین م
به 1pCD)pCad ،(pYVپلاسمید . ارندوجود دپستیس 

یرسینیا پستیس، یرسینیا درkb70طول
و بوده کا مشترك یسودوتوبرکلوزیس و یرسینیا انتروکولیت

عملکرد آن، پاسخ به افت کلسیم و بیان سیستم ترشحی 
.]16، 7، 3[سه می باشد تیپ

طاعون به سه شکل بیماري :علائم بالینی طاعون
طاعون .مشاهده می شود3ریويو 2ی، باکتریم1خیارکی

منتقل می به انسانخیارکی در اثر نیش کک جوندگان
در محل گزش التهاب، تورم و قرمزي پوست معمولاً . شود

باکتري از طریق سیستم لنفاوي به . مشاهده می شود
) شاله ران، زیر بغل و گردنک(نزدیک ترین گره لنفی 

از علائم این . می گرددالتهابو سبب تورم و منتقل 
و تورم غدد التهاب، لرز، سردرد، )C40 -39°(تب ،بیماري

لنفی به خصوص در ناحیه کشاله ران، افزایش ضربان قلب 
در طاعون باکتریمی نمونه .و کاهش فشار خون می باشد

کشت خون فرد بیمار مثبت است ولی در فرد هیچگونه 
طاعون .لنفوآدنوپاتی و ذات الریه اي مشاهده نمی شود

از طریق آئروسل هاي تنفسی منتقل میمعمولاًریوي
از علائم . مشابه آنفولانزا استو علائم اولیه آنگردد

همراه (بالینی آن می توان به تب بالا، لرز، سردرد، سرفه 
و تنگی نفس اشاره ) با خلط شفاف یا خونی و آبکی

. ]13، 3، 2[کرد
نی مورد هاي بالینمونه:روش هاي تشخیص کلاسیک

استفاده جهت تشخیص این باکتري خون، آسپیراسیون 
غده هاي لنفاوي، خلط گلو، مایع مغزي نخاعی در افراد 

پوستی، شستشوي ناي و زخم هايمشکوك به مننژیت، 
.]18، 17، 3[باشدطحال مینمونه بافت 

جداسازي و براي :کشت و تست هاي بیوشمیایی باکتري
آگار، هاي کشت بلادز محیطاباکتري،تهیه کشت خالص 

بر روي . آگار استفاده می شودآگار و مک کانگی نوترینت
هاي ساعت کلنی24-48آگار بعد از کانگیمکمحیط 

1 - Bubonic plague
2 - Septicaemic plague
3 - Pneumonic plague

هاي مشخص ساعت کلنی72ضعیف مسی رنگ و بعد از 
این باکتري کند رشد البته . ایجاد می شودتر تر و پررنگ

طول به هاي آن نیروز ظهور کل6است و ممکن است تا 
آمیزي و مشاهده جهت رنگ،کشتاز این .بیانجامد

-هاي رشد در محیطمیکروسکوپی، مشخص کردن ویژگی

هاي بیوشیمیایی و هاي مایع و جامد، توصیف ویژگی
-میحساسیت به باکتریوفاژ اختصاصی استفادهسنجش

آمیزي رایت،بررسی میکروسکوپی از طریق رنگ. شود
در نمونه هاي رنگ آمیزي . شودن انجام میگیمسا و وایسو

هاي شده، یرسینیا پستیس و سایر یرسینیاها، باکتري
اي و برخی باکتري هاي گرم منفی به ویژه پاستورلا روده

به همین دلیل رنگ . ظاهري دو قطبی پیدا می کنند
-تست. آمیزي یک تست انحصاري براي این باکتري نیست

، کاتالاز و آزداز، ایندول، اورههاي بیوشیمیایی مانند اکسی
از یرسینیا سودوتوبرکلوزیس این باکتريبراي تمایزغیره

ته در الب. و یرسینیا انتروکولیتیکا استفاده می شود
انتقال نمونه ها از دسترس نبودن روش هاي مناسب

عث خشک وده به مراکز تشحیصی ممکن است بامناطق آل
، 3[گ باکتري ها گرددشدن آنها، آلودگی نمونه ها یا مر

12 ،19[.
هاي تشخیصی جدید سبب سهولت و استفاده از کیت

این . شده استروش هاي مبتنی بر کشتسرعت در 
هاي کشتها داراي تعدادي تیوب حاوي محیطکیت

بعضی . باشندمیمربوط به تست هاي بیوشیمیایی مختلف
به صورت نیمه BBL Crystal:ها ماننداز این کیت

Vitek GNI card: مانندو بعضی دیگر وماتیک هستند ات

.]22، 21، 20[دنمی شوستفادهبه صورت اتوماتیک ا
1930در سال :حساسیت به باکتریوفاژ اختصاصی

ازحساسیت به باکتریو فاژ اختصاصی برا ي فاژ تایپینگ و 
فاژهاي . ه گردیدهاي عفونی استفادتشخیص ارگانیسم

، Pokrovskaya ،φA1122 ،L-413Cاختصاصی
Yep-phi براي تشخیص این باکتري مورد استفاده قرار
گاهی این روش بدلیل نیاز به شرایط آزمایش.می گیرند

مناسب چندان) ساعت36تا24(خاص و وقتگیر بودن 
.]24، 15،23[نیست

جوندگانی مانند موش و:تلقیح به حیوانات آزمایشگاهی
-ا پستیس استفاده میبراي تلقیح یرسینیخوکچه هندي
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در این روش سوسپانسیونی از باکتري تهیه کرده و . دنشو

مرگ حیوان به . به حیوان آزمایشگاهی تلقیح می کنند
روز 3حداقل عنوان نتیجه مثبت در نظر گرفته می شود و 

.آن لازم استبراي زمان
از 1999و همکاران در سال 1لتالرانگ،طی یک مطالعه

وانات آزمایشگاهی براي تشخیص روش تلقیح به حی
نمونه هاي بدست نها آ. یرسینیا پستیس استفاده کردند

آنتی بادي آمده از حیوانات تلقیح شده را با روش هاي 
نشان نتایج . نیز بررسی کردندPCRفلورسنت، کشت و 

شده بودنددر ابتدا تمامی موش ها به طاعون مبتلا که داد 
تاخیر ها به باکتري سبب از موش برخینسبی اما مقاومت 
استفاده از روش تلقیح و بنابراین . گردیده بوددر مرگ آنها
،آزمایشگاهی به عنوان نقطه انتهایی سنجشمرگ حیوان

. ]26، 25[نتایج منفی کاذب می شودباعث
تشخیص سرولوژي این هايروش:روش هاي سرولوژي

تشخیص یا در سرمباديباکتري مبتنی بر سنجش آنتی
.]27[می باشدآنf1ژن کپسولیآنتیباکتري از طریق 

f1براي تشخیص آنتی ژن 1995و همکاران درسال 2کائو

این تکنیک . از بیوسنسورهاي فیبر نوري استفاده کردند
f1داراي دقت بالایی است و براي تشخیص آنتی ژن

هاي سرم و خون نمونهدرng/ml400-50هايدرغلظت
ng/ml5حد تشخیص این روش . باشدیقابل استفاده م

این روش به لحاظ زمان و سرعت تشخیص بسیار . باشدمی
مقایسه با جداسازي وکشت باکتري،مناسب است و در

و 3سوزوکی.]28[تر و خطر کمتري نیز دارد آسان
دو روش آگلوتیناسیون بر روي از 1977در سالهمکاران 

براي تشخیص آنتی لام و تیتراسیون آنتی بادي در لوله
استفاده در سرم بیماران f1ژن کپسولیبادي ضد آنتی

از روش 1982در سال و همکاران4ویلیامز. ]29[کردند
و آگلوتینانسیون و الایزا براي تشخیص آنتی بادي استفاده 

و همکاران5توماس. ]30[دادند را نشانحساسیت الایزا 
به مقایسه کیت هاي ایمونوفلورسنس 2007در سال 

میکروسکوپی، الایزا، فلوسایتومتري و ایمونوکروماتوگرافی 

1 -Engelthaler
2 - Cao
3  - Suzuki
4  - Williams
5 - Tomaso

f1آنتی ژن کپسولیباکتري بر اساس براي تشخیص 

طی روش ایمونوفلورسنت میکروسکوپی گرچه . پرداختند
به کشت باکتري دو ساعت انجام می شود اما به دلیل نیاز 

:مانندکروماتوگرافیایمونوکیت هاي. وقت گیر می باشد

BTA Strips (Tetracore, Gaithersburg, MD)و
ABICAP columns (Senova,Jena,Germany)

. هستنداستفادهبه صورت دستی نیز قابل سریع هستند و
این کیت ها نیاز به تجهیزات خاصی ندارند و از نظر 

پر هزینه روش فلوسایتومتري . باشندمیباقتصادي مناس
می توان چندین هدف مختلف را همزمان است اما

شناسایی کرد و براي نمونه هایی با تعداد بالا مناسب است 
]31[ .

دوکیت 2009و همکاران در سال 6راجرزان
ایمونوکروماتوگرافی براي تشخیص آنتی بادي ضد این 

لایزا مقایسه کردندباکتري طراحی و نتایج آن را با ا
. ]32[) 2شکل(

:روش هاي تشخیص مولکولی
Standard PCR :از 1993و همکاران در سال 7هینباچ

PCRنمونه ازبراي تشخیص جدایه هاي یرسینیا پستیس
استفاده )هر چهار قارهبدست آمده از (و انسان ککهاي 
یاز مورد ن) ساعت8(، ویژگی بالا، زمان کوتاهنتایج. کردند

و مناسب بودن روش براي بررسی هاي اپیدمیولوژیک را 
.]33[نشان داد

Multiplex PCR :از 1996و همکاران در سال 8تسوکانو
براي تشخیص یرسینیا پستیس Multiplex PCRروش

ها انتروباکتریاسهگونه هاي پاتوژن یرسینیا واز سایر
.]34[استفاده کردند و آن را مناسب ارزیابی کردند

PCRاز روش1999و همکاران در سال 9آلمدیا

Multiplexاز . براي تشخیص این باکتري استفاده کردند
باعث نتایج منفی caf1دست دادن پلاسمید حاوي ژن 

ها و ها، انسانکاذب در نمونه هاي بدست آمده از کک
استفاده از این روش سبب شد به اهمیت . جوندگان بود

مید مختلف به صورت همزمان پی بررسی حضور چند پلاس
.]35[ببرند 

6 - Rajerison
7  -Hinnebusch
8  - Tsukano
9  -Almeida
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Uniplexاز روش 2010سلیمانی و همکاران در سال 

PCR وMultiplex PCR براي تشخیص این باکتري
گونه باکتري به عنوان 14در این بررسی از . استفاده کردند

ه بکنترل منفی و از ژنوم سوش وحشی یرسینیا پستیس
حد تشخیص این روش . عنوان کنترل مثبت استفاده شد

برابر با Plaکپی و براي ژن 370برابر با caf1براي ژن 
به Multiplex PCRدر مقایسه دو روش، . کپی بود21

.]12[تر ارزیابی شد لحاظ زمان و هزینه مناسب

Multiplexش از رو2013کریمی و همکاران در سال 

PCR براي شناسایی سالمونلا تیفی، باسیلوس آنتراسیس
آنها نشان دادند این . و یرسینیا پستیس استفاده کردند

واحد 10تا 1کپی ژنوم و یا 10تا 1روش قادر است 
کلنی ساز براي هر کدام از باکتري هاي به طور اختصاصی 

.]36[تشخیص دهد 
بر PCRاز روش 2012سلیمانی و همکاران در سال 

یرسینیا پستیس استفاده plaو caf1ژن هاي اساس
نمونه خون و سرم که به 50در این مطالعه از آنها . کردند

A:و IgMتست ایمونوکروماتوگرافی براي شناسایی :2شکل .IgGتستSIgT ،:B تستHIgM ،:C تست کنترل
در این روش نوار ایمونوکروماتو . IgM anti-F1تست مثبت براي Ig anti-F1 ،:Eبراي تست مثبت D:منفی،

. در بالاي نواحی مذکور قسمت کنترل قرار گرفته است. گرافی از سه قسمت جذب، اتصال و واکنش تشکیل شده است
در ناحیه . شودزوده مینمونه سرم بیمار در ناحیه جذب افطراحی شده ابتداIgGکه براي شناسایی SIgTدر تست 

ژن در این ناحیه کمپلکس شده و توسط بادي و آنـتیآنتی. پوشیده از طلا قرار گرفته استf1ژن کپسولی اتصال، آنتی
-آنتیFcبراي به دام انداختن ناحیه Aدر قسمت واکنش، پروتئین . کنندخاصیت مویینگی به سمت بالا حرکت می

تغییر رنگ . ژن در این ناحیه سبب تولید سیگنال می شودبادي و آنتـیکمپلکس آنتیتجمع. ها قرار گرفته استبادي
براي تایید صحت و درستی آزمایش ناحیه کنترل نیز طراحی شده . این ناحیه به رنگ صورتی نشانه واکنش مثبت است

ژن به این ناحیه سبب تغییر تیاتصال آن. قرار گرفت استf1ژن بادي ضد آنتیدر ناحیه کنترل مونوکلونال آنتی. است
طراحی شده است و در ناحیه واکنش آن IgMبراي شناسایی HIgMکیت . رنگ این ناحیه به صورتی می شود

anti-human IgM 32[قرار گرفته است[
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غیر آلوده نمونه 50طور مصنوعی آلوده شده بودند و از 

برابر با ویژگیحساسیت ودر این بررسی . استفاده کردند
.]37[گزارش گردید%100

Suicide PCR :از روش 2000و همکاران در سال 1ترال
شخیص یرسینیا پستیس برا ي تsuicide PCRروش 

از دندان یک کودك و دو بدست آمدههايدر نمونه
هاي نمونه. استفاده کردند)14مربوط به قرن(بزرگسال 

هاي  مختلف هستند و در معرص آلودگیباستانی معمولاً
و سبب نتیجه در آنها کلونیزهنیز ممکن است فلور طبیعی 

مثبت 
روش سبب به حداقل رسیدن این استفاده از .کاذب گردد

.]38[گردیدنتایج مثبت کاذب 
PCRNested :از این 1993و همکاران در سال2کمبل

بدست نمونه 43روش براي تشخیص یرسینیا پستیس در
آنها نتایج .استفاده کردندکک و جوندهاز انسان،آمده

سویه هاي نزدیک روش و عدم تکثیر ویژگی بالاي این 
را کا یمانند یرسینیا سودوتوبرکلوزیس و یرسینیا انتروکولیت

.]39[نشان داد
Variable-Number Tandem Repeat (VNTR) :

با استفاده از روش 2000و همکاران در سال 3آدیر
به شناسایی VNTRیاتکرارهاي تصادفی با تعداد متغیر 

. پرداختندlcrVژن(CAAA)ري تترا نوکلئوتیدهاي تکرا
35این ناحیه نوکلئوتیدي متغیر داراي تنوع زیادي در 
هاي سویه مورد مطالعه بود و این امر موجب تمایز سویه

این روش ابزاري با وضوح بالا براي . مختلف از یکدیگرشد
هاي مختلف هاي اپیدمیولوژیک و شناسایی سویهبررسی

.]40[می باشد یرسینیا پستیس
Real-time PCR:از 1998و همکاران در سال 4هیگینز
Real-time PCRبا پروبTaq Man براي تشخیص

دراین بررسی . یرسینیا پستیس استفاده کردند
در بین . کپی بدست آمد1/2×105حدتشخیص برابر با 

یک مورد منفی به دلیل از دست دادن پلاسمید ،نتایج
.]41[حاوي ژن هدف مشاهده شد 

1 - Raoult
2 - Campbell
3 - Adair
4 Higgins

Real-time PCRاز 2001و همکاران در سال 5ندلرلی

هاي مقاوم به خیص یرسینیا پستیسبراي تش
سیپروفلوکساسین یکی . سیپروفلوکساسین استفاده کردند

هایی است که یرسینیا پستیس به بیوتیکاز مهمترین آنتی
بیوتیک با تاثیر بر روي این آنتی. دهدآن مقاومت نشان می

-سبب اختلال در  همانند سازي میژیراز DNAعملکرد 

نوع موتاسیون 4مقاومت به سیپروفلوکساسین در اثر . شود
در . آیداي و یا تغییر در عملکرد غشا به وجود مینقطه

تشخیص کلاسیک مقاومت به سیپروفلوکساسین، رشد 
انتشار آنتی بیوتیک بر (ارگانیسم در حضور آنتی بیوتیک 

ن ارگانیسم در غلظت هاي یا انکوباسیو) روي محیط آگار
این . استفاده می شودMICمختلف دارویی براي تعیین 

دو روش وابسته به رشد باکتري و بسیار وقت گیر می 
اي از ژن در این بررسی پروب و پرایمرها براي ناحیه. باشند
gyrA)طراحی گردید ) کد کننده مقاومت به کینولون

]42[.
Real-timeروش از2003و همکاران در سال 6لویز

PCR آلوده به یرسینیا ریويبراي بررسی نمونه هاي
آنها به هر واکنش یک کنترل . پستیس استفاده کردند

مثبت داخلی براي بررسی وجود یا عدم وجود مهارکننده 
در اينتایج نشان داد زمانی که مهار کننده. اضافه کردند

ابر برآنو حساسیت100%ویژگی روشواکنش ها نباشد 
مدت ،در صورت وجود مهارکننده. استCFU/ml102با 

و براي تشخیص به شدهزمان انجام آزمایش طولانی تر 
. استاز باکتري نیازCFU/ml104غلظتی برابر با حداقل

حملات بیوتروریسم و در هنگام استفاده براي ،روشاین 
.]43[توصیه گردیدطاعون ریويموارد همچنین 

با Real-time PCRاز 2005ن در سال و همکارا7زچا
-MGB Eclipse probe ،Simpleاستفاده از سه پروب 

ProbeوTaqMan براي تمایز یرسینیا پستیس از
.]1[یرسینیا سودوتوبرکلوزیس استفاده کردند 

Real-time PCRروش 2010و همکاران در سال 8ریم

-ایمونورا با روش هاي ) نوکلئاز و پروب هیبریداسیون5´(

بیمار 149کروماتوگرافی و کشت بر روي نمونه هاي 

5 - Lindler
6 -Loiez
7 - Chase
8  - Riehm
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از این تعداد، . مشکوك به طاعون خیارکی مقایسه کردند

مورد توسط 88مورد توسط کشت، 40
و caf1مورد با تکثیر ژن 120ایمونوکروماتوگرافی، 

با مقایسه دو پروب . مثبت شدplaمورد با تکثیر ژن 119
بی براي تشخیص افراد نوکلئاز روش مناس5´فوق، 

.]44[مشکوك به طاعون خیارکی معرفی شد 
-Realاز روش 2010و همکاران نیز در سال 1شی کیو

time PCR با استفاده از پروبTaqMan براي تشخیص
هایی را آنها تلاش کردند روش. استفاده کرنداین باکتري

وکیوم و . ها معرفی کنندگربراي پایداري بیشتر واکنش
هاي پایین ک کردن واکنشگرها سبب پایداري غلظتخش

.]27[روزشد 79هاي بالا براي روز و غلظت49براي 
Real-timeاز روش 2013و همکاران در سال کبیري

PCR با استفاد ه از پروبTaq Manبر براي تشخیص
کمترین حد تشخیص . استفاده کردندcaf1ژن اساس

سرعت ، دقت و قابل نتایج،. کپی بود3×102برابر با 
.]45[نشان داد اطمینان بودن روش را 

یک کنترل مثبت 2013کبیري و همکاران در سال 
caf1وplaبراي تشخیص ژن هاي ) IPC(داخلی رقابتی 

طراحی Real-time PCRبا استفاده از روش باکتري 
مخمر پیکیا Aox1از ژن IPCترادفساخت براي. کردند

نتایج نشان داد استفاده از یک .پاستوریس استفاد شد
کنترل مثبت داخلی از نتایج منفی و مثبت کاذب 
جلوگیري می کند و سبب اطمینان بخشیدن به نتایج می 

.]46[شود 
Quadruplex Real-time PCR:و همکاران 2توماس

با Real-time PCRMultiplexاز روش 2006درسال 
سینیا پستیس به تشخیص یرTaq Manاستفاده از پروب
و 100%ژگی این روش وی. ژن پرداختند4با هدف گذار ي 
.]47[رسید cfu85کمتر ازحساسیت آن به

از روش  2008و همکاران در سال 3استوارت
Quadruplex Real-time PCR با استفاده از پروب

TaqMan براي تشخیص یک ژن کروموزومی و سه ژن
yihnژن کروموزومیتکثیر .پلاسمیدي استفاده کردند

1 - Shi Qu
2 - Tomaso
3- Stewart

و ژن 98%ویژگیcaf1وplaهاي ، ژن100%ویژگی
lcvVاین روش به دلیل . نشان دادرا75%ویژگی

، Multiplexحساسیت پایین ناشی از انجام واکنش
هاي جدا شده از کشت بیشتر براي تایید یرسینیا پستیس

.]48[مناسب است 
TaqMan Array Card :سال و همکاران در 4راشوال

براي تشخیص TaqMan Array Cardاز روش 2012
این روش به طور معمول براي . این باکتري استفاده کردند

از این روش براي شناسایی . ها کاربرد داردبررسی بیان ژن
رسینیا پستیس، تعدادي از عوامل باکتریایی از جمله ی

، فرانسیسلا تولارنسیس و باسیلوس بورخولدریا مالئی
که همگی داراي پتانسیل استفاده در آنتراسیس

نتایج نشان داد که . بیوتروریسم هستند استفاده شد
-می) 100(%مربوط به یرسینیا پستیس ویژگیبالاترین 

.]49[باشد 
Immuno-PCR : براي اولین بار از 1992در سال
Immuno-PCR) ترکیبی از الایزا وPCR( به منظور

از 2012اران درسال و همک5مالو. تشخیص استفاده شد
هاي یرسینیاپستیس در نمونهاین روش براي تشخیص 

) قرن چهاردهممتعلق به نمونه دندان اجساد 34(باستانی
، PCRمورد توسط 10نمونه، 34از بین . استفاده کردند

Immuno-PCRمورد توسط 14مورد توسط الایزا و 3

پ در این بررسی ابتدا به پروتئین هاي پال. مثبت شد
افزوده و سپس شستشو داده می f1ضددندان آنتی بادي

در مرحله دوم آنتی بادي ضد آنتی بادي اول افزوده . شود
و در مرحله آخر بعد از شستشو، آنتی بادي که حاوي 

DNAدر صورتی که هر سه آنتی . است افزوده می شود
متصل به آنتی بادي سوم DNAبادي متصل شده باشند، 

تکثیر و نمودار آن مشاهده می Real-time PCRتوسط 
-10000ویژگیاین کار سبب افزایش حساسیت و . شود
. ]50[) 3شکل (می شود برابر نسبت به الایزا100
:نوینهاي تشخیصروش

و همکاران 6آیادوراي: MALDI-TOFروش توده سنجی 
از این روش براي تشخیص یرسینیاپستیس 2010در سال 

4  - Rachwal
5 - Malou
6 - Ayyadurai
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در این روش حساس و سریع از پروفایل . استفاده کردند
ها پروتئینی براي تشخیص جنس، گونه و زیر گونه باکتري

هاي ابتدا سوسپانسیون حاوي پروتئین. استفاده می شود
هاي مخصوص ریخته و نور لیزر یرسینیا پستیس در پلیت

سپس طیف حاصل توسط دستگاه ،به آن تابانده
- مجموعه اي از طیف. نجیده می شوداسپکتوفوتومتري س

- هاي مختلف باکتري به این طریق تهیه میهاي بیوتایپ

ها، به سویه شود و در زمان ظهور بیماري، با مقایسه طیف
این روش هر سه در . برندباکتري مورد آزمایش پی می

تولید شده هايبیوتایپ یرسینیا پستیس از طریق طیف
، MALDI-TOFوش راز مزایاي . شناسایی می شود

آماده سازي نمونه ها، اخذ داده ها و امکان کم و هزینه 
.]51[می باشداتوماتیک به صورتهاارزیابی آن

هاي کلاسیک روش: روش هاي نوین استفاده از فاژ
با توجه . تشخیص باکتري توسط فاژ بسیار وقت گیر است

-و نیاز به درمان آنتیبیماريبه پیشرفت خیلی سریع 

با استفاده از فاژ سریعیکی صحیح، چندین روش بیوت
ها آزاد شدن ازجمله این روش. ]23[بررسی شده است 

ATPهایی مانند آدنیلات کیناز و بتاگالاکتوزیداز یا آنزیم

هنگامی که به تیوب . ]15[سلول است اتتوسط لیز
فاژهاي اختصاصی افزوده شود حاوي باکتري مورد نظر

. شودخارج میATPباکتري لیز و محتویات آن از جمله 
اگر به این تیوب آنزیم لوسیفراز افزوده شود در حضور 

ATPوقتی محققین علاوه بر . شودنور تولید میATPاز
آنزیم آدنیلات کیناز نیز به عنوان بیومارکر استفاده کردند 

4شکل (بیشتري تولید شد نتیجه بهتري گرفتند و نور
. ]52[) مقایسه اي این دو حالت را نشان می دهد

تشخیص بر اساس آزاد شدن آنزیم بتا گالاکتوزیداز نیز 
روشی مبتنی بر استفاده از باکتریوفاژ اختصاصی و لیز 

هنگام لیز سلول آنزیم بتا گالاکتوزیداز آزاد . سلول است
اي الکتروشیمیایی هشود و محققین با استفاده از روشمی

این روش دقیق . کننداین مارکر سلولی را اندازه گیري می
نوع . ]56[ساعت نیاز دارد 6-8است و به مدت زمان 

هاي تشخیص توسط باکتریوفاژ، تشخیص دیگري از روش
غیر مستقیم باکتري با استفاده از فاژهاي مهندسی شده 

فلورسنت براي بیان ژن هاي گزارشگر لوسیفراز و پروتئین
در روش مشابه . ]15[و سایر ژن ها است) GFP(سبز 

. می گرددφA1122دیگر ژن لوسیفراز وارد فاژ اختصاصی 

.]50[یرسینیا پستیسf1ژن براي تشخیص آنتیImmuno-PCRتست :3شکل
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شود وقتی به تیوب حاوي باکتري، فاژ نوترکیب اضافه می
شود که توسط دستگاه لومینیتور نور سبز ي تولید می

]53، 23[قابل سنجش است

Real-timeتکنیک از2010و همکاران در سال 1وسرگو

PCRاستفاده کردندباکتریوفاژهاي اختصاصیبه همراه .
اندازه پلاك، طول چرخه لایتیک و مدت در این بررسی

و L-413دو باکتریوفاژ اختصاصی  توسط زمان لیز 
φA1122 حساسیت تشخیص هنگام . گردیدبررسی

و در مورد CFU/ml103ا ببرابرφA1122استفاده از فاژ 
هاي در روش. شدباکتري تعیین 100حدود L-413فاژ 

،یص بر اساس ژن هاي پلاسمیدي استتشخکه مولکولی 
از دست دادن پلاسمید حاوي ژن هاي هدف سبب به 

1 - Sergueev

شود اما استفاده از فاژ وجود آمدن نتایج منفی کاذب می
پلاسمید ندارد و می توان از این طریق هايارتباطی با ژن 

این روش تنها براي تشخیص . بر این نتایج کاذب غلبه کرد
.]15[مناسب است ،نمونه هایی که داراي باکتري زنده

Fluorescent In Situ Hybridization (FISH):
با FISHروش از2008و همکاران در سال 2کنی

استفاده (PNA)سید پپتید نوکلئیک ااستفاده از پروب
به PNAپروب بر پایه اتصال FISHروش اساس. کردند

نتایج نشان داد این . باشدمیRNAمناطق اختصاصی از 
روش قادر به تشخیص باکتري زنده می باشد و از آن براي 
تشیخص سریع در جنگ هاي میکروبی می توان استفاده 

.]13[کرد

2 - Kenny

مقایسه سنجش آنزیم آدنیلات کیناز در افزایش نور توسط آنزیم لوسیفراز در آزمایش تشخیص باکتري با استفاده :4شکل 
.]52[از لیز سلولی توسط فاژ اختصاصی
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بحث 

هاي تستهاي تشخیص کلاسیک مانند روش
تریوفاژ اختصاصی، رنگ بیوشیمیایی، حساسیت به باک

بدلیل کند اما . آمیزي و غیره، مبتنی بر کشت می باشند
بسیار وقت انکوباسیون و تشخیص آن ،رشد بودن باکتري

به دلیل همچنین . روز طول بکشد5ممکن است گیر و 
مبتنی بر روش هاي کلاسیکخطرناك بودن باکتري، 

قابل استفاده BSL3داراي ایشگاه هاي کشت تنها در آزم
روش هاي رنگ آمیزي ایمونوفلورسنت و . می باشد

رادیوایزوتوپ هاي بر چسب دار نیز نیاز به کشت باکتریایی 
.دارند و وقت گیر می باشند

فقط بین f1ژن کپسولیهاي سرولوژي، آنتیروشدر
ن دلیل انکوبه شود به همیبیان میC○37 -33دماي 

بیش از و این طیفدر دماي کمتر از ت باکتريکردن کش
گرچه .ه نتیجه منفی کاذب می شودبساعت منجر 30

کپسولیروش ایمونوکروماتوگرافی براي تشخیص آنتی ژن
f1 اما دقیقه زمان لازم دارد 20، سریع بوده و اجراي آن

به طور کلی. تجاري آن هنوز در دسترس نیستکیت
تاییدواپیدمیولوژیکالعاتمطروش هاي سرولوژي براى

تشخیصبراىاماهستند،عفونت مناسبنگرگذشته
دربنابراین. دارندارزش کمىبیمارىحادفازدرعفونت
هاىتستازاستفادهبیوتروریستىحملاتهنگام

علاوه . بودخواهدکنندهتشخیص، نگرانبراىسرولوژى
وع آنتىتنداراىارگانیسمیکبر این یرسینیا پستیس

تغییر براىورزىدستظرفیتداراىبنابراین. استژنیک
موجباستممکنکهباشدمىنیزژنتیکىهاىترادف

گرد تشخیصدررایجسنسورهاىازشدن استفادهاثربى
در روش تلقیح به حیوانات آزمایشگاهی ].50، 44، 12[

نیز مشاهده مرگ جاندار به عنوان نقطه انتهایی سنجش 
.]26[به وجود آمدن نتایج منفی کاذب می شود سبب 

Real-timeوPCR(روش هاي تشخیص مولکولی 

PCR ( غالباً سریع)و قابل اطمینان براي ) ساعت4-8
براي شناسایی یرسینیا این روش ها . هستندشناسایی
غذایی، در نمونه هاي مختلفی از جمله مواد پستیس 

باستانی و ونه هاي نمبالینی، حقیقی یا شبیه سازي شده، 
ها تشخیص بر اساس ین روشدر ا. می شونداستفاده غیره 

که caf1وplaهایی مانندژن. هاي بیماري زا می باشدژن

قرار pMT1وpPCP1به ترتیب بر روي پلاسمید هاي 
گرفته اند بدلیل انحصاري بودن براي یرسینیا پستیس 

هاي ن ژندر بی. بهترین ژن ها براي تشخیص می باشند
دلیل آنکه منحصراً بهirp2وyinhی، ژن هايکروموزوم

در . نیز مناسب می باشنددارنددر یرسینیا پستیس قرار 
زا وجود هر سه پلاسمید بیمارياکثر سویه ها معمولاً

هاي غیر معمولی سویه،بیمارانبعضی دارند ولی گاهی در 
ز شوند که فاقد یک یا تعداد بیشتري امشاهده می

زا هستند در نتیجه سبب ایجاد نتایج يهاي بیمارپلاسمید
-راحیمنفی کاذب می گردند به همین دلیل در بیشتر ط

ژن براي تشخیص ینچندهاي تشخیص مولکولی معمولاً
DNAالبته. ]48، 35، 12،15، 1[د ناستفاده می شو

با سویه تشابه 90%دارايسویه هاي یرسینیا پستیس
ودوتوبرکلوزیس، سویه هاي پاتوژن انتریک هاي یرسینیا س

و سویه هایی که به طور معمول از نمونه هاي محیطی 
ممکن این تشابه نوکلئوتیدي . می باشندآیند بدست می

این . گرددسبب به وجود آمدن نتایج مثبت کاذب است 
انعطاف پذیري ژنومی نتیجه عناصر ژنتیکی متحرك از 

حاقی متحرك وسپوزون ها، قطعات الجمله تران
تکنیک هاي . ]54[باکتریوفاژهاي ادغام شونده می باشد

مولکولی داراي مزایاي بسیاري زیادي نسبت روش هاي 
در آزمایشگاه هاي بالینی هنگامی که . کلاسیک هستند

پرسنل با نمونه هاي آلوده براي انجام کشت، تست هاي 
یس بیوشیمیایی و غربالگري نمونه هاي آلوده یرسینیا پست

نمونه DNAاما اگر . سروکار دارند امکان ابتلا وجود دارد
، ایمن تر و ها بطور اتوماتیک استخراج و خالص شود

ریسک احتمال آلودگی پرسنل تنها درمدت زمان 
. خواهد داشتوجود DNAمحدودي قبل از استخراج 

سرعت و برخورداري از روش هاي مولکولی علاوه بر 
نیزغیرزندههاىباکترىیصتشخقادر بهسیت بالا حسا
یک زمان اضافی براي آنالیز PCRدر روش .باشندمى

توسط الکتروفورز ژل آگارز لازم است که PCRمحصول 
امکان آلودگی این،سبب زمان بر شدن می شود علاوه بر 

وجود PCRمتقاطع محیط آزمایشگاه توسط محصول 
روفورز به الکتينیازReal-time PCRاما در روش .دارد

درنتیجه در زمان هم صرفه جویی می ،محصول نیست
که باید فرایند تکثیر کامل PCRهمچنین بر خلاف . شود
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انجام شود تا محققین بتوانند نتیجه کار خود را مشاهده 
کنند در این روش به کمک فلورسنتی که پروب ساطع می 

وجود کند امکان مشاهده پیشرفت لحظه به لحظه واکنش 
، Multiplex PCRتکنیک هاي مچنین ه. دارد

Quadruplex Real-time PCR وMultiplex Real-

time PCR به دلیل آنکه چند ژن را هدف قرار می دهند
را و امکان بررسی چندین پلاسمید تنها در یک واکنش 

،12[، سبب کاهش نتایج منفی کاذب می گردنددارند
15،35 ،47،48[.

نتیجه گیري 
ر روش هاي کلاسیک و نوین متنوعی براي در حال حاض

هر کدام از . تشخیص باکتري یرسینیا پستیس وجود دارد
اما مقایسه . این روش ها داراي معایب و مزایایی می باشند

آنها نشان دهنده اهمیت و سرعت روش هاي مولکولی، به 
Real-timeخصوص  PCRمطالعات انجام گرفته و . است

ختلف براي تولید و ارائه همچنین تلاش شرکت هاي م
کیت هاي تشخیص مولکولی برا ي این باکتري، 

وجود کانون طاعون خیز . نشاندهنده این واقعیت می باشد
بیوتروریسم و همچنین ایران، اهمیت سوء استفاده در در

3کمبود آزمایشگاه هاي مجهز داراي سطح ایمنی زیستی 
ي براي کشت این باکتري، اهمیت توجه به روش ها

. مولکولی را بیشتر می کند
تشکر و قدردانی

نویسندگان مقاله مراتب قدردانی و تشکر صمیمانه خود را 
از کلیه مسئولینی که در دانشگاه علوم پزشکی آجا در 
.انجام این مطالعه همکاري نموده اند، ابراز می کنند
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Abstract

Yersinia pestis, the causative agent of plague is a Gram negative rod belonging
to family of Entrobacteriaceae. CDC has categorized the organism as a priority
A biological agent because of its high morbidity and mortality and easy
distribution through infective respiratory droplets. We conducted a
comprehensive study for the conventional, molecular and modern diagnostic
methods of the organism. Biological safety, cultivation and detection assays are
the main parts of the present paper. Y.pestis can be recognized in the laboratory
by bacteriologic, serologic and molecular methods. Currently, there are various
homemade and commercially molecular methods to apply in the clinical
laboratories. Culture based methods to detect Yersinia pestis are laborious and
time consuming. The molecular methods are rapid, accurate and reliable, so they
have high potential to apply in clinical laboratories.
Key words: Yersinia pestis, Plague, Diagnosis method
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