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Abstract: The present study was included performance of some immunological tests to assure 

identification of Plesiomonas shigelloides 5 isolates were used detecting from 50 samples collected from 

sewage water, while we cannot obtain any isolate of this bacterium from 50 drinking water samples. Direct 

agglutination test, Haemagglutination test and ELISA test were performed; the results showed the ability of 

bacterial isolates to agglutinate directly while it cannot agglutinate sheep RBC and the ELISA test gave 

positive result to assure identification of this bacterium as most fast and accurate results. 
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 استخدام بعض الاختبارات المناعية لتأكيد تشخيص جرثومة
Plesiomonas shigelloides المعزولة من المياه 

 

 د.أميرة محمود الراوي                             يسرى يحيى آغـا     
 

 كلية العلوم/قسم علوم الحياة/جامعة الموصل
 

 
 الملخص

 
 Plesiomonasشملتتتتتر اة ااستتتتتع اااةيتتتتتع اارمتتتتتاد ة تتتتتد اشخربتتتتتااا  ا ناايتتتتتع ةر كيتتتتت  ت تتتتت ي   ر و تتتتتع         

shigelloides    اينتتع  يتتار  تتاام    يمتتا   يتتر   50( اتتتش   تتر امر و تتع ل اايتتول الي تتا  تتر 5حيتتا استتر   ر
 Directع . ا ريتر اخربتااا  اةتر الم ا با تر اينت   50اايول الت  ايتع اتةتع ةلور و تع  تر اينتا   يتار اة ترة اةباة تع 

agglutination  واةتتر الم اةتت  ومHaemagglutination  واخربتتاا اشةيتتتاELISA test    وأوضتت ر اةنرتتا
التت  احتت ات اةتتر الم ا با تتر واتت ى قتت ا ا التت  تحتت ات تتت الم كتتر   اةتت ى   P. shigelloidesقتت اع اتتتش   ر و تتع 

 اخرباا اشةيتا نريوع  و بع في تأكي  ت  ي  امر و ع وتاطاء نرا   سري ع ودقيقع.اامر ةلأغناى  يما اة ى 
 

 المقدمة
 

تسر  ى اةرفتاا   ا ناايتع كطترل ةلر ترم اتر ا مرضتا  كويتا ت طت   سترو   ااةيتع  تر اايوةتيع وااساستيع ا ناايتع 
و ن ا اخرباا اةر الم ا با ر اةذم ي رف بانه تكوير ا  ق  ا ناا  اةنات   تر ااتبتاخ خت   او ا ستاى  تد اشضت اد اااةتع 

تكتتر   او عم تتا  تتترى باة تتو اتيتتردع واةتتي تفيتت  في ت تت ي  حتتاش   رضتتيع بهتتا واتتادع يوضتتل تفااتت  اةتتر الم  يتتول 
اةتذم ي ترف الت  انته ااتبتاخ اشضت اد  تد  Haemagglutination testا يت ع  اضتا ع اا اخربتاا اةتر الم اةت  وم 

لمضتتي. . الم اول ا سرضت ا  اةستط يع الت  كتر   اةت ى اامتراء اةتتذم ي ت  ك طتوع اوا شةريتال امر و تع واستر ماا ا ة

http://proceedings.sriweb.org/


 

Global Proceedings Repository 
American Research Foundation 

ISSN 2476-017X 

 
Available online at http://proceedings.sriweb.org 

 

 

http://arab.kmshare.net/ 

 

340 

 

وخاةيع اةر الم اةت  وم ترميتت بهتا اة  يت   تر اةكا نتا   1941ااى  Hirst ر وضد اسس اخرباا اةر الم اة  وم اة ا  
اتي ريع وذةك ةقاةلير ا ال  اشةريال ال  سطل كريي دى حمراء في آلم واح  واادع يجرم اشخرباا ا ا باسر  اى اشناةيب 

 لي ستتتتتتتر ير حيتتتتتتتتا يركتتتتتتتولم في ق تتتتتتتتر حفتتتتتتتر اةيتتتتتتتفي ع  تتتتتتتتبكع  تتتتتتتر كتتتتتتتتر   اةتتتتتتت ى اامتتتتتتتتراء  او باستتتتتتتر  اى ةتتتتتتتفي ع اةبتتتتتتتتو 
  Gerald et al., 1996 ) 

وي تت  اخربتتتاا اشةيتتتتا  تتتر اشخربتتتااا  ا ناايتتتع اةستتتري ع وااساستتع ةقيتتتاا اش ستتتاى ا ضتتتادع في  يتتت  ا يتتتاةو ة تتتر  ستتتراع 
  Schuursثم  تتتتر قبتتتت   1971اتتتتاى  Perlmannو  Engvallاةر تتتت ي  وقتتتت  وةتتتت. اشةيتتتتتا شول  تتتترع  تتتتر قبتتتت  

و و يو ر طريقع س لع وا ينع ةقياا ا سرض   ر اةكميع اةكليتع ة  ينوكلوةيتوةو حيتا  1977ااى  Van weemenو
 Heterogeneous immunosorbent assaysةتنفر اشةيتتا ضتمر طترل اش ريتاا ا نتاا  اة ت   روتانس 

 واةي  ي ا .
 اش ينوكلوةيوةو  اةرواةط( يفي   يت و ً ة مليع اة س  . امتء ا رتبط واار  ر   •
 ا طلوة قياسه يكولم  رتبط ا ا  با رع او ةطرل غ   با رع  د اةطوا اةيلب .  Igاةض   •

   ناك انواع مخرلفع ة ةيتا ل تطوير ا اش الم اةطرل اة ا  ع اشسر مال يمكر تقسيم ا اا  ا يد مخرلفع اارماداً ال  اشسس 
 اةراةيع :  

 اة ا   ا راد اةك . انه او اةكميع ا راد تح ي  ا سواءاً كانر  سرض  او ض   ر ي  او اشةيتا اةنوايع او اةكميع .  •
 ( . Amplified assaysتحض  طريقع اةقياا ة ك   با ر ، غ   با ر  اةسان وي ( او طرل قياا اخرى   •
 ا سر   ع  ا لونع( . طبي ع ا ادع اشساا  •

 ( عتتتتتتتتتتتترم باشناةيتتتتتتتتتتتتب وا تتتتتتتتتتتتايكرواةيتا Macro-ELISAكميتتتتتتتتتتتتع ا تتتتتتتتتتتتواد ا رفاالتتتتتتتتتتتتع ا ستتتتتتتتتتتتر   ع   تتتتتتتتتتتت   تتتتتتتتتتتتاكرواةيتا  
 Micro-ELISA  او باسر  اى طبق ا قياا اة قيق )Mirco-ELISA. ) 
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 المواد وطرائق العمل
 

 تحضير المستضدات : 
 (. Finegold,1978اارماداً ال  طريقع   O antigenوامسم   H antigenل تحض  ا سرض  اةسوط   

 
   Preparation of antiseraالمصل المضاد   تحضير  

( ك ت  2-1.5(  ت ر وةتوالم  8-6ة متر   Albino( أاانب نيواةن يع ةيضاء  ر نوع 4ةر ض  ا ي  ا ضاد ل حقر  
رير في اةفقترع اةستاةقع . حيتا حقنتر ا اانتب  Hوا سرضت  اةستوط   Oةواقد  كراير ةكت   تر ا سرضت  امستم   الُمحضتر

 نتته، ثم  3ستت  2 تتر ا سرضتت  اا  3ستت  0.5وحستتب  تت ول ااقتتر اةرتت اءً ةتتت  intravenousاتتر طريتتق اةوايتت  اشذ  
حقنع   ع سب ع ا ى ، جمد ة   ا اة ى  ر اشاانب وةضمن ا اانتب اةستيطرع ةطريقتع ط نتع اةقلتب ، تركر اشاانب ة   اخر 

 (. Finegold , 1978ى  -20 ي  ا ي  وحفظ حتى يحو ا راء اشخرباا ة ا ع حرااع 
 

   Preparation of Bacterial Suspentionتحضير المعلق البكتيري  
ر  ااتتتت   باستتتتر  اى اةطتتتترد ا ركتتتتتم وحُ  IBGل تلقتتتتيل امر و تتتتع في وستتتتط  ر في  تتتتروف   اةيتتتتع ةلنمتتتتو ، جماُ تتتتر  5000ضتتتتر

ر ا  لتق امر تو   ةزكيتت  7.0دقا ق ، ثم غسلر بم لول اةفوستفا  ا تن   باا  يت او ي   10دواع/دقيقع   ع  ، ثم حُضتر
 باسر  اى طريقع اة   باشطبال . 3خليع/س  910

 
 باستخدام التلازن بطريقة الشريحة   P. shigelloidesالتحري عن الاجسام المضادة لمستضد جرثومة 

 ةلور و ع كما في اةفقرع  ر اشخربااا  ا ناايع . Hو سرض   Oل تحض  ك   ر  سرض   •
 تايكروةيز  تر محلتول  50ووضد ال   ريحع ا ا يتع ن يفتع كمتا وضتد  O ايكروةيز  ر محلول ا سرض   50ل اخذ  •

 اةفوسفا  ا ن   ال  اة ريحع كاخرباا سيطرع.
  ايكروةيز  ر ا ي  ا فيول  ر اشانب ا ياة واانب اينع اةسيطرع ك  ال  تنفراد . 50اضي.  •
  تج ا ي   د محلول ا سرض  و د محلول اةسيطرع . •
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دقيقتع ، ستولر اةنريوتع ا و بتع ة شةتع حت وت تت الم وات ى   توا اةتر الم يت ل الت  ستلبيع  3-2ع  ت ع اُ رر اة تريح •
 اشخرباا .

 .      Hكرا  نفس اة مليع باةنسبع ةلمسرض   •
 
   Haemagglutinationالتلازن الدموي    

 ; Carvalho & Teixeria , 1995 ;  Styriak et al ., 1999أُ ترم اشخربتاا اارمتاداً الت           
Elsner et al ., 2000 ل جمتد اينتا   تر  تا يد دى اشنستالم هةتنا ه اشاة تع . )A , B , O , AB  تضتا ع اا

اينع دى اغناى في اناةيب اخرباا   قمع ، أ رم غست  ةكتر   اةت ى اامتراء بم لتول اةفوستفا  ا تن   ثم القتر ةته وةزكيتت            
  ايكروةيز  ر محلول اةفوسفا  ا ن   ةك  حفرع في ةفي ع اةبولي سر ير . 50% حو /   ( ، أضي.  1 

ةلم لق امر و   ة ر  اايول ال  حوت   Two fold serial dilutionsفع أ رير سلسلع  ر اةر ا ي. ا ضاا
رع ااتت ر اا جميتتد  50 تتايكروةيز/حفرع ، اضتتي.  50يتتا    قتت اار   تتايكروةيز  تتر   لتتق كتتر   اةتت ى اامتتر ة نتتواع الُمحضتتر

 50ن   اا حفتر اةستيطرع  تد  ايكروةيز  ر محلول اةفوستفا  ا ت  50اافر  ضً  ار ذةك أ رم اخرباا اةسيطرع بإضا ع 
ر اةيتتفي ع ا تتتاً خفيفتتاً  تتت ع دقيقتتع واحتتت ع ،   تتايكروةيز  تتتر   لتتق كتتتر   اةتت ى اامتتتر دولم تضتتا ع ا  لتتتق امر تتو   ، اُ تتتر

نر ة ا تتع حتترااع  ورلر اةنرتتا   ة تت  اشخربتتاا ة تتك   و تتب انتت  ا تكتتولم كتتر   اةتت ى  37حُضتتر ى وة تت   تتروا ستتاارو ستتُ
ك   تتبكع كا لتتع اتتلأ قااتت ع اافتترع ، ا تتا اةنريوتتع اةستتاةبع  ركتتولم ةزستتيب كتتر   اةتت ى اامتتر في ق تتر اامتتر  ر انتتع التت   تت 

 اافرع ال   ك  ةق ع  نر مع ااواف . 
 

 المحاليل والمواد الخاصة باختبار اليزا        
 اوشً : المحضرع في ا  ربر   

(   محلتتتتول PBS-TT  محلتتتتول اة ستتتت    PBS     (  داائ  لتتتتل اةفوستتتتفير اةفستتتتيوةو  0.05داائ اةكااةونيتتتتر   
(   محلتول ايقتاف اةرفاات . BSA + 0.05 % TT) PBS (1%)%(   محلتول مخفت. ا يت  5  بتر ا سرضت   

 Steinhoff et al.,   1980 ; Mannig & Chen , 1980 ; Budavari et al., 1989 ;  
Salinas-Carmona et al., 1993; Ostyn et al., 1997 . ) 

  

http://proceedings.sriweb.org/


 

Global Proceedings Repository 
American Research Foundation 

ISSN 2476-017X 

 
Available online at http://proceedings.sriweb.org 

 

 

http://arab.kmshare.net/ 

 

343 

 

 ثانيا : المحاةي  مُحضررع عاا ً  
 المحلول ا قزلم باشنتيم ا ركت   ا ادع اةيب يع   محلول ا ادع اشساا   المحلول ا قزلم باشنتيم ا  ف.  

 
 اختبار اليزا  

 تحضير الصفيحة 
 ( حيا ل اوشً تحض   WHO , 1976ل ا راء اخرباا اةيتا باشارماد ال  طريقع  

 ى او اشسر  اى   4لي سر ير وحف ر اةيفي ع المحملع با سرض  ة ا ع حرااع ةفي ع اةبو 
( بم لول مخف.  500:   1 ايكروةيز  ر ا ي  ا ضاد الُمحضرر في اشاانب ة   الم ل تخفيفه ةنسبع    200اضي.  -1

 ا ي  اا ك  حفرع محملع با سرض   د  راااع ترك   ت حفر : 
 .  Blankتبق   ااغع دولم تضا ع كك.ء   -اافرع ا وا 
  ايكروةيز  ر ا ي  ا و ب  دولم تخفي.(.  200أضي. تةي ا  -اافرع اة انيع 
  ايكروةيز  ر ا ي  اةساةب  دولم تخفي.(.   200أضي. تةي ا  -اافرع اة اة ع 

 ى .  37ل ت طيع اةيفي ع ، وحُضرنر   ع سااع واح ع ة ا ع حرااع  -2
 غسلر اةيفي ع بم لول اة س    ت  را  ، وقلبر ال  وال تر يل لإااةع المحلول.  -3
 ر    3س  12 ايكروةيز  ر المحلول ا قزلم با نتيم ا  ف. ةك  حفرع محملع با سرض  اةذم حُضرر بمتج  100أضي.  -4

  ا ركت .   ايكروةيزاً  ر  ا قزلم با نتيم  240محلول مخف. ا قزلم با نتيم  د 
 ى .   37حُضرنر اةيفي ع ا  طاع   ع سااع واح ع ة ا ع حرااع  -5
 ر محلول ا ادع ا ساا  د   3س 12 ايكروةيز  ر ا ادع اشساا ة نتيم اا ك ر حفرع اةذم حُضرر  ر  100أضي.  -6

 ع ة ا ع حرااع اة ر ع .  ايكروةيزاً  ر محلول اةيبغ ا ركت ، تركر اةيفي ع في اة  ى   ع ني. ساا  240
 (. 1N ايكروةيز  ر محلول حا د اةكبريريك ا ركت   100أضي.  -7
 Organonنانو يزاً بج اا ا طياف اةضو   اااا باخرباا اشةيتا   450قر ر اةنريوع ال  طول  و    -8

Teknika-Belgeum .ل تيف  ام اا  فرع اةك.ء . ) 
 اةي ت ربر اا  اةفاة  ةو اةنرا   ا و بع واةساةبع اارماداً ال  اة  قع   Cut-off valueل حساة قيمع  -9

Cut - off = NCx +  0.300  
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 Absorbance mean of negative( ا      ل اةقراءع اش رياةيع ةلسيطرع اةساةبع  NCxحيا ألم  
control    : وكالم تقيي  اةنرا   كما يأتي ، 

 .     Cut-off valueاك ر  ر قيمع ا و بع : قراءع اش رياةيع 
   Cut-off valuاةساةبع  : قراءع اش رياةيع اق   ر قيمع 

 
 النتائج والمناقشة

 
نريوتتع ايجاةيتتع في اخربتتاا اةتتر الم ا با تتر ة  تتوا  HوP. shigelloides  Oةقتت  اةتت   كتت   تتر  سرضتت ا   ر و تتع 

 ( .Collins & Lyne , 1987 بكع ناعع  ر اتحاد اشض اد  د  سرض  امر و ع وباشارماد ال  طريقع  
ةتتتوحظ اتتت ى ا كانيتتتع امر و تتتع  Haemagglutination testو تتتر ختتت ل   ح تتتع نرتتتا   اخربتتتاا اةتتتر الم اةتتت  وم 

ة ةريال ةكر   اة ى اامر ة غناى .واةذم اادع تسر  ى  كر   اةت ى اامتراء ةل يتوانا   اشغنتاى( في اشخربتاا نريوتع 
ى تضتا ع اا الم كتر   اةت ى  4ةرو ر ا وس وةع اسر  ا  ا تذ يمكر اشحرفاظ بها ةفتزع استبوع اا استبواو ة ا تع حترااع   

اء ةل يوانا  و ن ا اشغناى تُ  ر ات داً كبت اً  تر اةبروتينتا  اةستكريع واةت  ولم اةستكريع واةتي يمكتر اشسترفادع  ن تا في اامر 
 ( .Clyen & Drumm , 1996ت  ي  اة  ي   ر اةس ش  امر و يع                       
( اةنريوع ا و بع ة شةع   وا اةلولم اشاال 1ع في اةيواع  ا ا  يما ير لق باخرباا اشةيتا  ق  ا  ر  نرا   اشخرباا ا وض 

( نانو يز ااط  ا يت  ا ضتاد 450في اافر اااويع ال  تخا ي.  سرض  امر و ع وةقياا اش رياةيع ان  طول  و    
تتت  ا ستتتاويع  اةتتتي ا تتت  اةفاةتتت  ةتتتو اةنرتتتا   ا و بتتتع واةستتتاةبع Cut-off valueا  فتتت. ا رياةتتتيع أالتتت   تتتر قيمتتتع اةت

( دشةع ال  ايجاةيع اشخرباا . وق  ل اسر  اى اخرباا 0.389( في حو ةلغ    ل قراءع اش رياةيع ة خرباا  0.300 
باستر  اى ات د  تر  V. choleraاشةيتا ةل  يت   تر امترا ي  لمحاوةتع   ر تع وت ت ي  اشةتاةع بهتا  قت  استر  ى في حاةتع 

تتتت اةستتتت ش  واكتتتت   اةنرتتتتا   ايجاةيتتتتع  اشخربتتتتاا ة شةتتتتع   تتتتوا اةلتتتتولم اشاال ا  ضتتتتر دشةتتتتع التتتت  ا كانيتتتتع انرتتتتاج امر و تتتتع ةلت
Enterotoxin   ا سبب ااش  اشةاةع بهاJanda , 1998. ) 

وترم   اهميع اخرباا اةيتا في اسر  ا ه في اة ااسا  اةوبا يتع تذ ي ت   تر اةطترل اةر  ييتيع اةروتينيتع اةست لع في اةر ترم اتر 
اشةاةع امر و يع كما الم اشخربتاا شي رمت  الت  ااتتع اةنستيويع في اةر ترم اتر اشةتاةع و تذا يجنتب ا يتاة انتاء   ت  
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 ت  اهميرته في اةر كتت   تر لاتاا اتت ج اشةتاةع بامترا ي  . واتتادع تستر  ى طريقتع اةستتان وج اةنتا وا كمتا الم اخربتاا اشةيتتتا ترم
The double antibody sandwich assay  ةر  يتت  ا سرضتت  وت رمتت  التت  اد يتتااadsorbent 

 The indirectا تتتتا اةطريقتتتتع اة تتتت   با تتتترع  Polystyreneاش ستتتتاى ا ضتتتتادع التتتت  ةتتتتفي ع اةبتتتتولي ستتتتر ير 
immunosorbent  واةتتي تستتر  ى ةر  يتت  اةضتت  وت رمتت  التت  اد يتتاا ا سرضتت  التت  ستتطل حفتترع اةبتتولي ستتر ير

 Elmer et al., 1997. ) 
 

 
 ( اختبار الاليزا 1الصورة ) 
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