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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 12/6/91: تاريخ پذيرش         15/3/91: تاريخ دريافت  1391ماهسوم آبانهفته/205شماره /ام سيسال

  
 بروسلوز عليه بر بادي آنتي زمان هم شناسايي منظور به مستقيم غير ELISAكيت  طراحي

  آلوده انسان و گاو در
  

  3بوترابي مهدي ، دكتر2ميرجليلي علي ، دكتر1سمواتي نازنين
  
  

  چكيده
 و سريع تشخيص .است ايران در شده شناخته يكآندم يها بيماري از و دارد جهاني انتشار كه است دام و انسان بين مشترك بيماري يك بروسلوز :مقدمه
 Enzyme-linked immunosorbent assay كيت يك طراحي ،تحقيق اين از هدف .دارد عمومي بهداشت بهبود در مؤثري نقش بيماري اين مناسب

)ELISA( جهت مناسب ينيجايگز عنوان به بتواند كه بود آلوده دام يا انسان در بروسلوز زمان هم تشخيص جهت غير مستقيم SAT وارد يها كيت و 
 .رود كار به خارجي كشورهاي از شده

 به كه تنسيس ملي بروسلا و آبورتوس بروسلا) S-LPSيا  Smooth lipopolysaccharide(صاف  ساكاريد ليپوپلي از تحقيق اين در :ها روش
 129 روي بر مستقيم غير ELISA روش .شد استفادهها  ميكروپليت نكرد كوت جهت ژن آنتي عنوان به بودند شده تهيه بالا خلوص با و تجاري صورت
 طبي تشخيصي يها آزمايشگاه به كننده مراجعه از بيماران) منفي سرم نمونه 41 و مثبت سرم نمونه 10(انساني  سرم ي نمونه 51 شامل سرمي ي نمونه
 در دامپزشكي يها آزمايشگاه به شده فرستاده يها نمونه از) منفي سرم نهنمو 48مثبت و  سرم نمونه 30(دامي سرم نمونه 78 و همدان، ساري، تهران
 .گرفتند قرار ارزيابي مورد) SATيا  Serum agglutination test( استاندارد اي لوله آگلوتيناسيون روش باها  سرم تمام .گرفت صورت البرز استان

 ELISA كيت با بودند، شده گزارش مثبت Wright تست با كه) دامي سرم نمونه 30 و انساني سرم نمونه 10( سرم ي نمونه 40 ي همه :ها يافته
 در .دادند نشان منفي ي نتيجه نمونه 86، )دامي سرم نمونه 48و  انساني سرم نمونه 41( منفي سرم ي نمونه 89 از. داشتند مثبتي نيز نتايج شده طراحي

و  مقدار حساسيت .درصد بود 56/97 و 100 به ترتيببراي كيت انساني  و درصد 83/95 و 100 ويژگي براي كيت دامي به ترتيب حساسيت و مطالعه اين
 .گرديد عيينت 13/0 نيز) Cut off( يا آستانه حد ميزان اساس همين بر .بود درصد 73/96 و 100راي كيت تركيبي طراحي شده ويژگي ب

 ويژگي و دقت، حساسيت. دارد زمان هم طور به را آلوده انسان يا دام در بروسلوز شناسايي توانايي كونژوگه، دو از دليل استفاده به كيت اين: گيري نتيجه
  .است سرولوژيكي يها تست ساير با مقايسه در روش اين مزاياي از آزمايش انجام سرعت همراه به بالا

  تنسيس ليم آبورتوس، بروسلا ساكاريد، بروسلا مستقيم، ليپوپلي غير ELISAبروسلوز،  :واژگان كليدي
 

  مقدمه
ــلوز ــك بروس ــاري ي ــترك بيم ــين مش ــان ب دام  و انس

)Zoonosis (در بـومي  بيمـاري  يك عنوان به كه است 
 مديترانـه  سـواحل  كشـورهاي  و لاتـين  آمريكاي، آسيا

ــيوع ــي ش ــم مســايل از و دارد فراوان ــتي مه  در بهداش
 ايـران  مـا  كشـور  جملـه  از توسـعه  حال در كشورهاي

 بيمـاري  اين مناسب و ريعس تشخيص ).1-2(باشد  مي

 صدمات و دارد عمومي بهداشت بهبود در مؤثري نقش
، جنـين  سقط به منحصرها  دام در بيماري اين اقتصادي
 تجـارت  مـانع  بلكـه  نيست، شير كمبود و وزن كاهش

 اقتصـاد  در عمـده  ي يـك مسـأله   عنـوان  بـه  المللي بين
 و مختلـف  مطالعـات  ).3(آيـد   مـي  حساب بهها  دولت
 بهتـر  و تـر  سـريع  يهـا  روش بـه  رسيدن هتج زيادي

 اسـتاندارد  چـه  اگـر  ).4(اسـت   گرفته انجام تشخيصي
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 از بـاكتري  ايزولاسـيون  بيمـاري  ايـن  تشخيص طلايي
 مشكوك چركي تجمعات يا استخوان مغز خون، كشت
 بـه  و مثبـت  خـون  كشـت  به رسيدن عمل در اما است

 بـا  بروسـلوز،  بـراي  تشخيصـي  ي شـيوه  اين كارگيري
 خطـر  بـودن،  گيـر  وقـت  جملـه  از اي عديده تمشكلا
 مواجـه  كـاذب  منفي يها جواب گرفتن، پرسنل ابتلاي
 ضـروري  سـرولوژيكي  يها تست انجام بنابراين است؛
  ). 5-8(است 

 پيگيـري  عنـوان  بـه  متعددي سرولوژيك يها تست
 عليه بادي آنتي ارزيابي جهت بروسلايي عفونت ردپاي
 ترين قديمي جمله از كه است شده برده كار به بروسلا

يـا   SAT(اي  لولـه  اسـتاندارد  آگلوتيناسيون تستها  آن
Serum agglutination test( تست يا Wright باشد مي 

 شـده  ابـداع  1897 سال در Smit و Wright توسط كه
ــا روش .)9(اســــت  ــا  Coombs Wright يهــ يــ

 )Anti-human globulin test( گلوبـولين انسـاني   آنتي
يـا   Complement fixation test(مان كمپل فيكساسيون

CFT(، ــيون ــانول-2 آگلوتيناســ  ،)ME-2( مركاپتواتــ
 از لام روي سريع آگلوتيناسيون و تست رينگ رزبنگال

 بروسـلوز  تشـخيص  در سـرولوژيكي  يها روش ديگر
 بـراي  ELISAروش  گيري كار به .)10-12(باشند  مي

 بـر  هـايي  مزيـت  تئوريـك  لحاظ به بروسلوز تشخيص
ــت ــيونآ تس ــتاندارد گلوتيناس ــه اس  روش. دارد اي لول

ELISA تست به نسبت بالاتري ويژگي و حساسيت از 
 اسـت  برخوردار كمپلمان فيكساسيون و SATاستاندار 

 نشـان  را Mو  G ايمونوگلوبـولين  دو هـر  توانـد  مي و
 خـاص  كـلاس  يـك  بررسـي  جهـت  ايـن روش . دهد

 فطـر  از. باشـد  مـي  اسـتفاده  قابل هم ايمونوگلوبولين
 كه ييها بادي آنتي كل دادن نشان ضمن ELISA ،ديگر
، انـد  شـده  ايجـاد  بروسلا سطحي ژن آنتي با واكنش در

 شده ايجاد يها پيچيدگي و ها آشفتگي تمام از تواند مي
بـه   .كنـد  ممانعـت  ناكامـل  يـا  بلوكان بادي آنتي توسط

 بروسـلوز  تـوان  مـي  آسـاني  به روش اين همين دليل با
ــاد ــزمن از ار ح ــناختب م ــاني و ازش ــه زم ــير ك  تفس
 شـود  مـي  مواجـه  ابهامـاتي  بـا  آگلوتيناسيون يها تست
نمـود   قطعـي  ELISA تسـت  انجام با را پاسخ توان مي

بـه   حساسـيت  بـا  روشـي  SAT اين كه وجود با ).13(
 زحمـت  و زمـان  صـرف  نيازمنـد  اما ،است بالا نسبت
 بايد آزمايش نتايج خواندن هنگام و است زيادي بسيار
 از يكـي  ELISA امـا  شود؛ انجام زيادي تمركز و دقت
 فاز در كه است ايمني سيستم پاسخ سنجش يها روش
 عيوب از بسياري دليل همين به و گيرد مي انجام جامد
 زمـان  جملـه  از مـايع  فاز در ايمني سنجش يها روش

 اختصاصـي  غيـر  اتصالات و اوليه سازي طولاني، آماده
 امــروزه ).13(شــود  نمــي مشــاهده روش ايــن در بــالا

 و چـين  متحـده  ايـالات  كوبـا، ، آلمـان  مثل كشورهايي
 پاسخ تشخيص جهت ELISA يها كيت توليد به اقدام
 بـا  .اند كرده يا حيوان و انسان در بروسلا عليه بر ايمني
 از بســياري در شــده انجــام يهــا پــژوهش بــه توجــه
انسـاني   يهـا  ايمونوگلوبـولين  آنتـي  ELISA يها كيت
IgM  ياIgG گيرنـد   مـي  قـرار  اسـتفاده  مورد تنهايي به

 توأم صورت به IgGو  IgMنيز  تعدادي در ).15-14(
 اين در شوند؛ مي مصرف كونژوگه عنوان به يكديگر با

 دو هـر  در بيمـاري  تشخيص به قادر شرايط اين تست
 ايـن  از هـدف  ).16-17(اسـت   مزمن و حاد ي مرحله
 جهـت  مستقيم غير ELISAكيت  يك طراحي ،تحقيق

 طـور  بـه  آلـوده  انسـان  و گـاو  در بروسـلوز  تشخيص
 مناسـب  جـايگزين  عنـوان  بـه  بتوانـد  كـه  بود زمان هم

ــت و SAT جهــت ــا كي  كشــورهاي از شــده وارد يه
 . رود كار به خارجي
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از  اسـتفاده  بـا  تـا  نمـوديم  تلاش ما تحقيق اين در
 Smooth lipopolysaccharide( ساكاريد صاف پليوليپ

 از گيـري  بهـره  همچنـين  و سلابرو باكتري) S-LPSيا 
 تشخيص براي مناسب ELISA كيت ،ها كونژوگه انواع
 .كنيم تهيه انساني يها نمونه همچنين و دامي يها نمونه
ژن،  آنتـي  غلظـت  تعيـين  ي اوليـه  مراحـل  انجام از پس
 بخـش  دو در مراحـل  ي بقيـه  كونژوگـه،  و سـرم  رقت

Optimize هـا بلوكر انواع از استفاده شامل كيت كردن 
ــق بافرهــاي و ــده  رقي ــه ي كنن ــق و نمون ــده رقي  ي كنن

ــه ــه و كونژوگ ــا Validation ي مرحل  اعتبارســنجي ي
 كيـت  روي بـر  كيفـي  كنترل مختلف يها تست شامل
   .پذيرفت انجام
  
  ها روش

 نمونـه  10شامل  مثبت سرم نمونه 40 از تحقيق اين در
 آزمايشــگاه بــه كننــده مراجعــه بيمــاران انســاني ســرم

 يهـا  نمونـه  از نمونه سـرم دامـي   30و  بيط تشخيصي
تهـران،   در دامپزشـكي  هـاي  آزمايشگاه به شده فرستاده

 نمونه 41( منفي سرم نمونه 89 و كرج ساري، همدان،
 .گرديـد  اسـتفاده ) دامـي  سـرم  نمونـه  48 انساني، سرم

 .گرفتند قرار ارزيابي مورد SATروش  باها  سرم تمامي
 انجـام  زمـان  تـا  منفـي  و مثبـت  گـروه  دو درهـا   سرم

 گـراد  سـانتي  ي درجـه  -20 دمـاي  در ELISA آزمايش
  . شدند نگهداري
 S-LPS تحقيـق  ايـن  در اسـتفاده  مورد يها ژن آنتي
 بـه  كـه  بودنـد  آبورتوس بروسلا و تنسيس ملي بروسلا
 تهيـه  مناسـب  كيفيت و بالا خلوص با تجاري صورت
 بروسلا، S-LPS يها ژن آنتي كردن كوت جهت .شدند

 و صـاف  تـه  )Biomat(اي  خانه 96 يها كروپليتمي از
 از كيت طراحي جهت .شد استفاده استيرن پلي جنس از

مشـخص شـد    .گرديد استفاده Checker board روش
 بروسـلا  و آبورتـوس  بروسـلا  يهـا  ژن آنتي از بايد كه
 ليتـر از  ميكروگـرم در ميلـي   75/0 ميزان به تنسيس ملي

 مقـدار  بـه  شـود و  حل كننده كوت بافر در اوليه غلظت
  . ريخته شود چاهك هر داخل در آن از ميكروليتر 100

 در )Overnight( شـب  يـك  مدت به پليت ادامه در
 اتمـام  از پـس  .شـد  انكوبـه  گراد سانتي ي درجه 4 دماي

 بـافر  بـا  بـار  سـه  و شـدند  خـالي هـا   نمونه انكوباسيون
 05/0و ) PBS )Phosphate buffered saline[ شستشـو 
 تحقيـق  اين در .داده شدند شستشو )Tween 20 درصد

 Bovine serum albumin بلاكينـــگ محلـــول دو از
)BSA( در شـده  يك درصد و كازئين يك درصد حل 

   افـزودن  بـا  بلاكينـگ  عمـل  .شـد  استفاده فسفات بافر
 درجه در انكوباسيون و بلاكر محلول از ميكروليتر 100

 پـس . گرفت صورت ساعت يك مدت به اتاق حرارت
 مـدت  بهها  پليت شد و خالي محتويات ساعت يك از
 تـا  شدند  داده قرار اتاق حرارت درجه در ساعت 4-2

 بـافر  بـا  1:100 نسبت به سرم يها نمونه .شوند خشك
 تحقيـق  اين در .)18-20(شد  رقيق، سرم ي كننده رقيق

يـا   Serum diluents(سـرم   ي كننده رقيق بافر نوع 6 از
SD (شد استفاده رزي تركيبات با مختلف:  

SD1 : درصد،  5/2كازئين يك درصد، سوكروزPBS 
مــول  ميلــي pH ،20Tween  ،15=  2/7مــولار بــا  01/0

EDTA ،NaOH  ،يك نرمالKathon 25/0 درصد  
SD2 :Nacl 6/8  ،گــــرمNa2HPO4 5/1  ،گــــرم

Na2po4 + H2O  ،يك گرمBSA ،20 يك گرمTween 

گرم،  25، گرم، سوربيتول EDTA 39/0ليتر،  ميلي 5/0 
  ليتر ميلي 1000تا  D.Wكازيين يك درصد، 

SD3 :    درصـد،   5/2كازئين يـك درصـد، سـوكروز
PBS 01/0  2/7مـــــولار بـــــا  =pH ،20Tween  
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  مولار 2درصد، اوره  Kathon 25/0درصد،  05/0
SD4 :BSA  درصــد،  5/2يــك درصــد، ســوكروز

PBS 01/0  2/7مـــــولار بـــــا  =pH ،20Tween    
  درصد Kathon 25/0درصد،  05/0

SD5 :    درصـد،   5/2كازئين يـك درصـد، سـوكروز
PBS 01/0  2/7مـــــولار بـــــا  =pH ،20Tween    

  درصد Kathon 25/0مولار،  2درصد، اوره  05/0
SD6 :    درصـد،   5/2كازئين يـك درصـد، سـوكروز

PBS 01/0  2/7مـــــولار بـــــا  =pH ،20Tween    
گـرم،   ميلـي  NaCl 150درصد، اوره يك مـولار،   05/0

NaOH ك نرمال، يKathon 25/0 درصد  
 هـر  داخل شده رقيق سرم از ميكروليتر 100 ميزان به
. شـد  انكوبـه  اتـاق  دمـاي  در دقيقـه  30 ريخته و چاهك
 شستشو بافر باها  چاهك ، نمونه كردن خالي از پس سپس
 دامـي  ايمونوگلوبولين آنتي از .داده شد شستشو مرتبه پنج

IgG1 انســاني ايمونوگلوبــولين آنتــي و IgG كونژوگــه 
 آزمـايش  و معين يها نسبت به پراكسيداز آنزيم با شده
 اضافه شـد  چاهك هر به ميكروليتر 100 ميزان به شده
 صـورت  انكوباسـيون  اتـاق  دماي در دقيقه 30 مدت و

 بـا  مرتبـه  پـنج  پليت يها چاهك ادامه در. )18(گرفت 
 تتـرا  سوبسـتراي  از سـپس  .شـدند  شسته شستشو بافر
 بـه  )Tetramethylbenzidineيا  TMB(بنزيدين  متيل
 بـه  و ريختـه شـد   چاهك هر در ميكروليتر 100 مقدار

 تـاريكي  در و اتـاق  حـرارت  درجـه  در دقيقه15 مدت
ــه ــد و انكوب ــان در ش ــا پاي ــافه ب ــردن اض ــول ك  محل
 كلريـدريك  اسـيد  ليتر ميلي 45( واكنش ي كننده متوقف

ــر يــك در درصــد 98 ــه) مقطــر آب ليت ــزان ب  100 مي
   .شد متوقف واكنش چاهك، هر در يترميكرول

 طـول  در ELISA reader دسـتگاه  بـا  نوري جذب
 نــانومتر 630 فيلتــر رفــرانس بــا و نــانومتر 450 مــوج
 طراحـي  كيت ارزيابي جهت .شد قرائت و گيري اندازه
 حساسـيت،  دقـت،  همچـون  مختلفـي  فاكتورهاي شده

 و منفـي  اخبـاري  ارزش ،مثبت اخباري ارزش ويژگي،
 قـرار  بررسـي  مـورد  Wright تست با نتايج خواني هم

   .)18-20(گرفت 
  

  ها افتهي
 بروسـلا  S-LPS يهـا  ژن آنتي كوتينگ ي مرحله از بعد
 بـا هـا   ميكروپليـت  كـف  در آبورتـوس  و تنسـيس  ملي

 كـه  شـد  ، مشـخص Checker Board روش از استفاده
 ميـزان  آبورتـوس  و تنسيس ملي بروسلا ژن آنتي از بايد
 بـودن  بيشـتر  بـه  توجه با ليتر ر ميليميكروگرم د 75/0

 و مثبـت  سرم )ODيا  Optical density(جذب نوري 
 يهـا  نمونه سري دو هر در منفي سرم ODبودن  پايين

 شــود اســتفاده كــوت كننــده بــافر در دامــي و انســاني
  ).2و  1 جداول(

  
 انساني يها سرم در ELISA جهت نياز مورد ژن آنتي غلظت تعيين. 1جدول 

  1غلظت 
 ليتر ميكروگرم در ميلي

  75/0غلظت 
 ليتر ميكروگرم در ميلي

  5/0غلظت 
 ليتر ميكروگرم در ميلي

  25/0غلظت 
 ليتر ميكروگرم در ميلي

  انساني يها نمونه
 تست تيترهاي(

Wright( 

040/0 039/0 036/0 051/0 1:20 

440/0 509/0 399/0 448/0 1:80 

440/1 467/1 303/1 400/1 1:160 
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  دامي يها سرم در ELISA جهت نياز مورد ژن آنتي غلظت تعيين. 2جدول 
  1غلظت 

 ليتر ميكروگرم در ميلي

  75/0غلظت 
 ليتر ميكروگرم در ميلي

  5/0غلظت 
 ليتر ميكروگرم در ميلي

  25/0غلظت 
 ليتر ميكروگرم در ميلي

  دامي يها نمونه
 تست تيترهاي(

Wright( 

041/0 036/0 033/0 046/0 1:20 

420/0 526/0 292/0 322/0 1:80 

480/1 495/1 300/1 02/1 1:160 

  
  مختلف نگيدو نوع بافر بلاك يريحاصل از به كارگ جينتا. 3 جدول

  جذب نوري

 نمونه درصدBSA1 درصد 1كازئين

011/0 034/0 BLANK 

 سرم منفي 127/0 161/0

 سرم منفي 094/0 077/0

 سرم منفي 119/0 164/0

181/0 321/0 Wright 1:20 

812/1 381/2 Wright 1:320 

179/2 943/2 Wright 1:1280 
 

BSA: Bovine serum albumin 

  
 از كننـده  بلاك بافر نوع ترين مناسب انتخاب جهت

 محلـول  همچنـين  و كـازئين  حـاوي  بلاكر محلول دو
 نهايـت  در. شـد  اسـتفاده  گـاوي  آلبـومين  سرم حاوي
BSA دارا واي  زمينه جذب كاهش علت به يك درصد 
 از جلـوگيري  و مثبت يها نمونه در OD بيشترين بودن

 بـه  كننـده  بـلاك  بافر عنوان به غير اختصاصي اتصالات
  ).3جدول (شد  برده كار

 در شـده  سـاخته ) SD(م سر ي كننده قيرق بافر 6 از

 ،SD1، SD2، SD3، SD4 شــامل كــه شــتازيپ شــركت
SD5 و SD6 جينتـا  بـه  توجـه  بـا  .شـد  استفاده ،بودند 
 نيبـالاتر  چـون  SD2 ي كننده  قيرق بافر 5 و 4  ولاجد

 جـذب  نيكمتـر  و مثبت يها سرم يبرا را OD نسبت
ي  كننـده  قيرق بافر نيبهتر ، به عنوانبود دارا را يا نهيزم

  .شد انتخاب در تحقيق سرم
 قـرار  آزمـايش  مـورد  كونژوگه مختلف يها غلظت

  ).6جدول ( گرفت
  

  يسرم انسان ي كننده قيقبافر ر نيانتخاب بهتر. 4 جدول

  جذب نوري

SD6 SD5 SD4 SD3 SD2 SD1 انساني يها نمونه 

 منفي 045/0 027/0 028/0 037/0 050/0 040/0

 مثبت 253/0 329/0 322/0 228/0 325/0 324/0
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 دامي سرم ي كننده رقيق بافر بهترين انتخاب. 5جدول 

  جذب نوري

SD6 SD5 SD4 SD3 SD2 SD1 اميد يها نمونه 

  منفي 042/0 028/0 032/0 042/0 068/0 050/0

 مثبت 236/0 402/0 367/0 243/0 286/0 343/0

  
 عنوان گاوي به IgG1 آنتي انساني و IgG آنتي مخلوط. 6جدول 

 انساني و دامي يها نمونه در كونژوگه

  130000/1 انساني IgG آنتي
 13000/1گاوي  IgG1 آنتي

  نمونه

  انساني يها نمونه  
023/0 Wright 1:40 

410/0 Wright 1:80 

957/2 Wright 1:160 

135/3 Wright 1:320 

  ي دامي نمونه  
033/0  Wright 1:40  
306/0  Wright 1:80  
468/1  Wright 1:160  
345/2  Wright 1:320  

  

انسـاني   IgG  آنتي براي 130000/1 رقت نهايت در
شـد   گاوي انتخاب IgG1 آنتي براي 17000/1 رقت و
  .)7جدول (

حساسيت، ويژگي، ارزش اخباري مثبـت و منفـي،   
OA )Overall agreement (ي برش بـراي هـر    و نقطه

 در شـده  محاسـبه  نتـايج . هـا تعيـين شـد    يك از كيـت 
  .نشان داده شده است 8-10  جداول
 كـردن  بهينـه  از بعـد  شـده  انجـام  يهـا  بررسـي  در

 سرم نمونه 89 تعداد روي بر آزمايش انجام و آزمايش
 03/0منفـي   يها سرم نوري جذب ميانگين منفي شاهد

ي بـرش   و بر همـين اسـاس نقطـه   ). 18(آمد  به دست
  .تعيين گرديد 13/0

  
  گاوي IgG1 آنتي انساني و IgG آنتي ي كونژوگه مخلوط براي مناسب رقت. 7جدول 

  جذب نوري

 دامي يها نمونه 17000/1گاوي  IgG1 آنتي+  130000/1 انساني IgG آنتي ي كونژوگه

094/0 Wright 1:40  

085/0 Wright 1:40  

62/1 Wright 1:320 

  
  انساني كيت ويژگي و حساسيت بررسي جهت Wright تست و ELISA روش از حاصل نتايج. 8جدول 

SAT – 
ELISA – 

SAT – 
ELISA + 

SAT + 
ELISA – 

SAT + 
ELISA + 

40 1 0 10 

OA  
 )درصد(

  ارزش اخباري منفي
 )ددرص(

  ارزش اخباري مثبت
 )درصد(

  ويژگي
 )درصد(

  حساسيت
 درصد

03/98 100 90/90 56/90 100 
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) Inter assay( بـرون سـنجي   دقت ي محاسبه براي  
 سـه  در رفته كار به يها سرم(آزمايش  مورد يها نمونه
، )شـدند  انتخاب قوي مثبت و ضعيف منفي، مثبت فاز

 ي فاصـله  با و دو بار روز هر طي سه روز متوالي و در

 قـرار  بررسـي  مـورد  مختلف هايRUN در ساعت دو
نشـان   11-14جـداول   در به دست آمده نتايج .گرفتند

 سـنجش  بـالاي  دقـت  ي دهنده نشان كه داده شده است
  .است

  
  يدام تيك ويژگيو  تيحساس يجهت بررس Wrightو تست  ELISAحاصل از روش  جينتا. 9 جدول

SAT – 
ELISA – 

SAT – 
ELISA + 

SAT + 
ELISA – 

SAT + 
ELISA + 

46 2 0 30 

OA  
 )درصد(

  ارزش اخباري منفي
 )درصد(

 ارزش اخباري مثبت
 )درصد(

 ويژگي
  )درصد(

  حساسيت
 )درصد(

43/97 100 75/93 83/95 100 

  
  شده يطراح تيك ويژگيو  تيحساس يجهت بررس Wrightو تست  ELISAحاصل از روش  جينتا. 10 جدول

SAT – 
ELISA – 

SAT – 
ELISA + 

SAT + 
ELISA – 

SAT+ 
ELISA+ 

86 3  0 40 

OA  
 )درصد(

  ارزش اخباري منفي
 )درصد(

 ارزش اخباري مثبت
 )درصد(

 ويژگي
  )درصد(

  حساسيت
 )درصد(

72/97 100 02/93 73/96 100 

  
 انساني هاي سرم سنجي در درون دقت ي محاسبه .11جدول 

  
 يانسان يها در سرم يسنج دقت برون ي محاسبه .12 جدول

 انحراف
 معيار

CV  
 درصد

 ميانگين
 روز اول روز دومروز سوم روز

 تكرار 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

004/0 42/7 053/0 053/0 048/0 051/0 055/0 05/0 048/0 056/0 053/0 054/0 057/0 062/0
سرم
 منفي

002/0 26/0 77/0 771/0 775/0 769/0 772/0 770/0 768/0 768/0 771/0 770/0 769/0 772/0
سرم
 مثبت
ضعيف

11/0 87/3 84/2  709/2 744/2 895/2 706/2 957/2 897/2 957/2 954/2 709/2 924/2 744/2
سرم

مثبت 
 قوي

CV  
 درصد

 1 2 3 4 5 6 7 8 ميانگين انحراف معيار
سرم

  انساني
97/1 001/0 08/0 082/0 086/0 082/0 085/0 084/0 081/0 082/0 084/0 1 
42/1 011/0 77/0 772/0 779/0 8/0 768/0 779/0 775/0 759/0 776/0 2 

77/3 107/0 85/2  709/2 924/2 954/2 957/2 897/2 957/2 706/2 744/2 3 
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  يدام يها در سرم يسنج دقت درون ي محاسبه. 13 جدول
CV  
 1 2 3 4 5 6 7 8 ميانگين انحراف معيار  درصد

سرم
 دامي

27/6 003/0 05/0 06/0 054/0 059/0 052/0 058/0 054/0 052/0 05/0 1 

72/1 013/0 77/0 796/0 779/0 8/0 779/0 768/0 779/0 755/0 776/0 2 

96/0 016/0 71/1 709/1 724/1 744/1 685/1 697/1 706/1 715/1 717/1 3 

  
  دامي يها سرم در سنجي برون دقت ي محاسبه. 14جدول 

انحراف 
 معيار

CV  
 درصد

 ميانگين
 روز اول روز دومروز سوم روز

 تكرار 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

002/0 13/5 05/0 053/0 051/0 048/0 055/0 05/0 056/0 048/0 052/0 054/0 05/0 049/0 
سرم
 منفي

022/0 23/4 52/0 540/0 520/0 498/0 508/0 51/0 540/0 507/0 504/0 481/0 554/0 543/0 

سرم
 مثبت

ضعيف

044/0 %45/3 282/1 270/1 350/1 220/1 29/1 36/1 310/1 300/1 22/1 283/1 253/1 250/1 

سرم
مثبت 
 قوي

  
ــانگين حالــت دو هــر در ــرات ضــريب و مي  تغيي
 تغييـرات  ضريب شدند محاسبه شده تست يها نمونه

)CV( بود  قبول قابل آمده به دست) مقـدار  چـه  هـر 
CV برخوردار بيشتري دقت از آزمايش باشد تر پايين 
  ).18( )است
  
  بحث

 اندميك بيماري يك هم هنوز گاوي و انساني بروسلوز
 اي مديترانــه يهــا كشــور و لاتــين آمريكــاي ،آســيا در
 از برخـي  در بيمـاري  ايـن  ايـن كـه   وجود با .باشد مي

 انتشـار  همچنـان  ولـي  اسـت  شـده  كـن  ريشه كشورها
، ايران جمله از سوم جهان كشورهاي در و دارد جهاني
رود  مي شمار به انسان سلامتي تهديد رايب مهمي عامل

 ميـزان  ،جهـاني  معيارهاي اساس بر كلي طور به ).21(
 نزديكـي  بسيار بستگي كشوري هر در مالت تب شيوع

 .دارد كشـور  آن در حيوانـات  بروسـلوز  شيوع ميزان با
 در را بيمـاري  كنـي  ريشـه  و كنترل موضوع اهميت اين

 در يمـاري ب .كنـد  مـي  چنـدان  دو كشور دامي جمعيت
 توليـد  يهـا  بـادي  آنتي اساس بر مزمن و حاد ي مرحله
 قابـل  بروسـلا  يهـا  سـويه  S-LPS بـه  پاسـخ  در شده

 ). 22(است  تشخيص

Araj تســـت همكـــاران و SAT  و روشELISA 
 بيمـاراني  در انتخابي را تست ELISAمقايسه كردند و 

 ،باشـند  مـي  بروسـلوز  بـه  مشـكوك  كلينيكي نظر از كه
  ).23(نمودند  معرفي

Chaudhuri 28 نوتركيـب  پـروتئين  از همكاران و 
 بروســلا) OMP28( خــارجي غشــاي كيلودالتــوني

 ايـن  .كردنـد  اسـتفاده  ژن آنتـي  عنـوان  بـه  تنسـيس  ملي
 و بز گوسفند، گاو، ايمني سيستم القاي توانايي ژن آنتي
 ژن آنتـي  اين از ناشي ويژگي و حساسيت. دارد را سگ
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 درصـد  93 و درصد 7/88 اب برابر ترتيب به تركيب نو
 در شـده  اسـتفاده  SLPS ژن با آنتـي  مقايسه در كه بود
 برخـوردار  كمتـري  ويژگي و حساسيت از بررسي، اين
  ). 24(بود 

 IgGبراي  ELISA يك مطالعه در كويت، انجام در
 حساسيت از مزمن، يا حاد بروسلوز مبتلا به در بيماران

 مطالعه اين محققان. بود برخوردار درصد 98ويژگي  و
 يها باكتري تشخيص در ELISAتست  كه داشتند بيان

ــلا ــان، در بروس ــك انس ــريع، روش ي ــاس س  و حس
 از نمـايي  بـر ايـن كـه    مشـروط  باشـد؛  مـي  اختصاصي

 حـاد  بروسلوز در تشخيص ايمونوگلوبولين يها كلاس
 را ELISA روش تـوان  مي نتيجه در. شود  تهيه مزمن و

 ايـن  وژيكيسـرول  تشـخيص  بـراي  منتخب روش يك
  ).16(ناميد  بيماري

 كـه  دهـد  مي نشان شده انجام تحقيقات و مطالعات
ELISAي نتيجـه ها  تست ديگر كه زماني ، به خصوص 
 تشــخيص جهــت كــاملي باشــند، روش داشــته منفــي

 تمـام  روش ايـن  عـلاوه  بـه  .باشـد  مي مزمن بروسلوز
 موجـود  فرد به منحصر اختصاصي يها ايمونوگلوبولين

 آشكار زياد دقت و سرعت با را آزمايش مورد سرم در
 غيـر  ELISA اخيـر  يهـا  سـال  در). 16-17(سازد  مي

ــتقيم ــيار مس ــرفت بس ــوده پيش ــت نم ــر در و اس  اكث
 خـالص  S-LPS متغيري مقدار از شده انجام آزمايشات

 ).16(است  شده استفاده ژن آنتي عنوان به شده

 علـت  به تحقيق اين يك درصد در BSA از استفاده
 از جلـوگيري  در زيـادي  توانايي، اي زمينه ذبج كاهش

 در OD بيشـترين  بـودن  دارا و اختصاصي غير اتصالات
 مفيـد  بسـيار  كننـده،  بلاك بافر عنوان به مثبت يها نمونه
 انسـاني و  IgG آنتـي  ي كونژوگه 2 از استفاده ).12(بود 
 ايـن  تحقيـق  ايـن  در زمان هم طور گاوي به IgG1 آنتي

 زمـان  هـم  طـور  بـه  بتـوان  كـه  سـاخت  فراهم را امكان
ــلوز ــاو در را بروس ــان و گ ــوده انس ــخيص آل  .داد تش

 اسـت  جديدي كار كونژوگه 2 اين از زمان هم ي استفاده
 ايـن  درنيـز   اي مقالـه  و نشـده  انجام ايران در تاكنون كه

 كـه  ايـن  بـه  توجـه  بـا  .ه استنشد يافت ايران در زمينه
 ـ OD مقـدار  توانـد  مـي  كونژوگـه  2 اين تركيب الاتري ب
 خارجي گران قيمـت  تجاري يها به علاوه كيت و  بدهد

ي  هزينه تشخيصي و دامپزشكي هاي آزمايشگاه هستند و
 اين كه اين به توجه با همچنين كنند و ها را تقبل نمي آن

 توانـايي  كونژوگـه  دو زمـان  هـم  ي استفاده دليل به كيت
 انتو ميدارد،  را آلوده انسان و دام در بروسلوز شناسايي

 در هـم  و دامپزشـكي  مصـارف  بـراي  هـم  كيـت  اين از
  .كرد استفاده تشخيصي هاي آزمايشگاه
 كيـت  يـك  تأييـد  جهـت  در اقدام نخستين هميشه

 .باشد مي آن از تكرار قابل نتايج آوردن دست به جديد
 دقـت  اجرايي يها شاخص كنترل براي منظور همين به

 قمطـاب  سنجي برون و سنجي درون روش دو با آزمايش
 ارزيـابي  در قبـولي  قابـل  نتـايج  و شد انجام استاندارد

 .آمـد  بـه دسـت   ضـعيف  مثبت و منفي شاهد يها سرم
 15 از كمتـر ) CVدرصـد  (تغييرپذيري  ضريب درصد

 شده طراحي كيت بودن مناسب دلايل از يكي تواند مي
  ). 18(باشد 
 در شـده  طراحـي  كيت و ELISA روش مزاياي از

 ميـزان  از اسـتفاده  دامـي،  و انسـاني  بروسلوز تشخيص
، بـالا  علاوه بر اين سـرعت . است بيمار سرم كم بسيار
، بـالا  حساسـيت  ،آزمايش انجام در سهولت زياد، دقت

مـزمن از   و حـاد  ي مرحله در بيماري تشخيص قابليت
ي ديگـر ايـن كـه     نكتـه . هسـتند  ELISAمزاياي ديگر 

نسـبت   ELISAبـه در روش   بروسلوز تشخيص زمان
يابـد   دقيقه كاهش مـي  75ساعت  24از  SATبه روش 
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 تعـداد  تشخيصي بـراي  تست و اين مسأله امكان انجام
ــادي ــه زي ــاني ي محــدوده ايــن را در نمون مقــدور  زم

 ELISA روش در كيفـي  گيـري  اندازه يك در. سازد مي
 ارزش عبـارتي  به يا منفي از مثبت ي نمونه تفكيك حد
 و يستنس ملي بروسلا تشخيصي تست براي آستانه حد

 بـر  .گرديـد  تعيـين  13/0 حيوان و انسان در آبورتوس
شده  خوانده نوري جذب ميزان چه چنان اساس همين

 منفـي  نتـايج  باشـد  كمتر 13/0 از سرمي يها نمونه در
 بيشـتر  آسـتانه  حـد  ايـن  از نوري جذب اگر و هستند
 ي مقايسـه  بـه  توجه با .شود مي تلقي مثبت نمونه باشد
 تسـت  و مسـتقيم  غيـر  ELISAروش  از حاصل نتايج

Wright، 73/93 ويژگـي ، درصد 100 حساسيت ميزان 
 ارزش، درصــد 02/93 مثبــت اخبــاري ارزش ،درصــد
 كيـت  همـاهنگي  ميـزان  و درصـد  100 منفـي  اخباري

ELISA اي لولـه  آگلوتيناسـيون  روش بـا  شده طراحي 
 در ايـن نتـايج  . آمـد  به دسـت  درصد 72/97 استاندارد

  ).18(بود  قبولي قابل نتايج تساير مطالعا با مقايسه
  
  گيري نتيجه

 توجه با وها  بيماري شناسايي كارامد و سريع گسترش با
 دارد جهـاني  انتشـار  همچنان بروسلوز بيماري كه اين به
 عامـل  مـا  كشـور  جملـه  از سوم جهان كشورهاي در و

 آيـد،  مي شمار به دام و انسان سلامت تهديد براي مهمي
 بـه  بروسـلوز  درمـان  و خيصتش ـ تسـريع  براي توان مي

 تجاري يها كيت از استفاده و طولاني زمان صرف جاي
 از معمول يها آزمايش انجام جهت قيمت گران خارجي
  .نمود استفادهها  آزمايشگاه در ELISA روش

  
  تشكر و قدرداني

طب زمان و بخصوص از  وسيله از شركت پيشتاز بدين
محتـرم   عامـل  جناب آقاي بهروز حاجيان تهراني مدير

 . مقدرداني و تشكر مي نمايي شركت
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against Brucellosis in Cattle or Humans 
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Abstract 

Background: Brucellosis is a zoonotic disease with global spread. It is also a well-known endemic 
infectious disease in Iran. Therefore, its appropriate and rapid diagnosis has a critical role in public 
health improvement. The purpose of this research was to design an indirect enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) kit for detection of brucellosis in humans or animals. Such a kit can 
replace serum agglutination test (SAT) and kits imported from foreign countries.  

Methods: Smooth lipopolysaccharide (S-LPS) of Brucella melitensis and Brucella abortus were used 
as antigens to coat ELISA microplates. Indirect ELISA was performed on 51 human serum samples 
(10 positive and 41 negative samples) from patients who had referred to laboratories in Tehran, Sari 
and Hamadan (Iran). It was also performed on 78 bovine serum samples (30 positive and 48 negative 
samples) that had been sent to veterinary laboratories in Alborz Province (Iran). All samples were also 
evaluated by SAT. 

Findings: The designed ELISA kit could detect all 40 positive serum samples (10 human and 30 
bovine samples) as positive and all 89 negative serum samples (41 human and 48 bovine samples) as 
negative. The sensitivity and specificity of the bovine kit were thus determined as 100% and 95.83%, 
respectively. The corresponding values for the human kit were 100% and 97.56%. On the other hand, 
the combined kit had a sensitivity of 100% and a specificity of 96.73%. The estimated cutoff point 
was calculated as 0.13. 

Conclusion: The designed ELISA kit uses two conjugates and is hence able to detect brucellosis in 
animals or humans at the same time. In general, high sensitivity and specificity and shorter required 
time are among the superiorities of our kit over similar ELISA kits. 

Keywords: Brucellosis, Indirect enzyme-linked immunosorbent assay, Smooth lipopolysaccharide, 
Brucella abortus, Brucella melitensis 
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