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  چكيده 
بروسلوز در ايران به صورت آندميك بوده و شناسايي آنتي باديهاي بروسلايي روش مناسبي براي تشخيص بيماري مي  :سابقه و هدف

هدف اين مطالعه طراحي و تعيين اعتبار الايزاي غيرمستقيم براي تشخيص بروسلوز انساني در مقايسه با ساير روشهاي . باشد
   .سرولوژيكي معمول است

مي يفنل داغ همراه با هضم آنز با روش LPS. استفاده شد S99از بروسلا آبورتوس ) LPS(تهيه ليپوپلي ساكاريد  براي: روش كار
 anti human براي الايزاي غيرمستقيم  از آنتي بادي كونژوگه منوكلونال . كوت شدند LPSميكروپليت هاي الايزا با . استخراج شد

IgG1استفاده شد.   
. با استفاده از نمونه هاي سرمي منفي تعيين گرديد) %P(مثبت بودن % 92/17-63/21برابر با ) cutoff(حد آستانه : هايافته 

، ارزش اخباري % 33/93، ارزش اخباري مثبت % 100حساسيت آن . محاسبه شد% 5/95اختصاصيت الايزاي غيرمستقيم طراحي شده 
  .آمدبه دست % 98/96و همخواني نتايج % 100منفي 

  .الايزاي غيرمستقيم طراحي شده ، روشي حساس ، اختصاصي ، سريع و آسان براي تشخيص بروسلوز انساني مي باشد: نتيجه گيري
  .ليپوپلي ساكاريد، بروسلوز ، الايزاي غيرمستقيم  :  واژگان كليدي

  

  مقدمه
، كوكوباسيلهاي گرم منفي هستند كه در انسان و حيوانات ايجاد هابروسلا

بروسلاها پس از ورود از راه مخاط يا پوست ، در ). 1(اري مي كنندبيم
اي  هاي چند هسته نزديكي محل ورود خود بوسيله مونوسيتها يا لكوسيت

فاگوسيتوز شده و به دليل توانايي بقاي درون فاگوسيتي با جريان خون در 
كبد ، طحال و ساير ارگانها مانند قلب، كليه، مفاصل، سيستم اعصاب 

  ).2(شوند زي و دستگاه تناسلي پخش ميمرك
-50در . ماه نيز به طول مي انجامد 6- 7هفته و گاهي تا  1-3دوره كمون 

موارد ، شروع بيماري به صورت حاد و در ساير موارد تدريجي مي % 30
بروسلوز در انسان به سه فرم باليني حاد ، تحت حاد و مزمن ديده ). 2(باشد

  ). 4و3(مي شود
براي تشخيص . تشخيص بروسلوز است راه ترين سلا قطعيجداسازي برو

براي . توان ازكشت هاي خون، غدد لنفاوي و مغز استخوان استفاده نمود مي
از معايب اين . گيري كرد گرفتن نتيجه بهتر بايد در دوره تب از بيمار نمونه

روش وقت گير بودن ، خطر ابتلا پرسنل و گرقتن جواب هاي منفي كاذب 
  ). 6و5(مي باشد

 Wright(سروآگلوتيناسيون يا تست رايت  ،يكي از روشهاي سرولوژيكي
test (تست كومبس رايت . مي باشد)Coombs wright test ( در

شود و ممكن است اين جواب منفي به  مواردي كه تست رايت منفي مي
از آزمايش . گردد استفاده مي علت وجود آنتي باديهاي بلوكه كننده باشد، 

مل و آنتي بادي فلورسانت نيز براي تشخيص استفاده ثبوت مك
  ). 7و5(شود مي

الايزا يكي از روشهاي سنجش پاسخ سيستم ايمني بوده كه در فاز جامد 
انجام مي گيرد و به همين دليل بسياري از عيوب روشهاي سنجش ايمني 
در فاز مايع از جمله زمان طولاني روش ، آماده سازي اوليه و اتصالات 

  ). 9و8(تصاصي بالا در اين روش مشاهده نمي شودغيراخ
در الايزاي غير مستقيم سرم به آنتي ژنهاي كوت شده در فاز جامد اضافه 
شده و در مرحله بعد آنتي بادي ضد آنتي بادي اول كه نشاندار مي باشد 

در صورت وجود واكنشهاي اختصاصي بين آنتي ژن و .  افزوده مي شود
 .ستراي كروموژن، واكنش رنگي ايجاد مي شودآنتي بادي و تجزيه سوب

- 10(حساسيت اين روش در مقايسه با روش الايزاي مستقيم بيشتر است
پژوهش طراحي و تعيين اعتبار الايزاي غير مستقيم براي هدف اين ). 8

  . تشخيص بروسلوز در انسان بود
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  روش كار
 biovar 1  Brucella abortusبروسلا از LPSبراي تهيه آنتي ژن 

S99   صاف بوده و براي رشد نيازي به حضور  سويه مورد نظر. استفاده شد
از انستيتو پاستور كرج  باكتري مورد نظر. حيط ندارددي اكسيد كربن در م

با استفاده از روش فنل داغ  LPSاستخراج . به صورت ليوفيليزه تهيه شد
گرم  50به طور خلاصه به . انجام گرفت )11-14(همراه با هضم آنزيمي 
ميلي ليتر محلول  190ميلي ليتر آب مقطر ،  170وزن مرطوب سلولي در 

دقيقه هم زده مي  30براي  C 66°فزوده و در حرارت ا) v/v%  (90فنل 
توسط متانول سرد رسوب داده  LPSسپس لايه فنلي را جدا كرده و . شود

در برابر آب مقطر دياليز شده تا فنل از آن خارج  LPS محلول . مي شود
 K  )50با متانول سرد رسوب داده شده و به آن پروتئيناز  LPS. گردد

و آنزيمهاي ) ميلي گرم پروتئين محلول 10ازاي هر  ميكرو گرم آنزيم به
DNase  و RNase )50 ميلي گرم اسيد  1ميكرو گرم آنزيم به ازاي هر

در دو مرحله جداگانه براي حذف آلودگي هاي پروتئيني ) نوكلئيك  محلول
با افزودن متانول سرد  LPSدر انتها . و اسيدهاي نوكلئيك افزوده شد

بروسلا با  LPSميزان آلودگي نمونه .ي گرديدرسوب داده و فريز درا
پروتئين به روش برادفورد و ميزان آلودگي با اسيدهاي نوكلئيك با اندازه 

اندازه گيري مقدار كلي همچنين . تعيين گرديد A260در  گيري
در  LPSغلظت و  سولفوريك اسيد-كربوهيدراتها با استفاده از روش فنل

-DMB )1,9-Dimethyl نمونه استخراج شده با كمك معرف
Methylene Blue ( محاسبه شد)نمونه هاي سرم انساني   ).11-14

نمونه  98شامل ) IELISA(مورد نياز براي طراحي الايزاي غير مستقيم 
نمونه هايي كه كشت مثبت بودند و بروسلا در كشت خون اين افراد (مثبت 

نمونه  100و  نمونه سرم منفي از افراد ساكن در شهر 100،)  جدا گرديد
سرمي منفي از افراد ساكن در مناطق روستايي بدون سابقه برخورد با 

براي به . بروسلا و يا مصرف فرآورده هاي گوشتي و لبني مشكوك بود
براي كوتينگ در چاهكهاي ) LPS(دست آوردن رقت مناسب آنتي ژن 

انساني  IgG1پليت ، رقتهاي مناسب سرمي و همچنين رقت مناسب آنتي 
نوكلونال كونژوگه با آنزيم هورس رديش پراكسيداز از روش جدول مو

در بافر  LPS).15-19(استفاده شد) پليت چكر بورد(متقاطع تيتراسيون 
با غلظت نهايي يك ميكروگرم بر ميلي  :pH 6/9مولار با  05/0كربنات 

پليت به . ميكروليتر به هر چاهك افزوده شد 100ليتر تهيه و به مقدار 
بافر (قرار داده شد و پس از شستشو  C 4°شب در دماي مدت يك 

، % ) 05/0،  20حاوي توين  pH: 7.2مولار با  PBS.01/0شستشو شامل 
مولار با  PBS.01/0شامل (ميكرو ليتر  300محلول بلوكه كننده به مقدار 

pH: 7.2  آلبومين سرم گاوي و % 1به همراه % 05/0،   20حاوي توين
05/0 %NaN3 (پس از شستشو ، نمونه هاي سرمي . كها افزوده شدبه چاه

 pH: 6.3مولار با  PBS.01/0(در بافر رقيق كننده  1000/1را با رقت 
ميلي مولار  5/7و  EDTAميلي مولار  5/7، %  05/0،  20حاوي توين 

EGTA ( ميكرو ليتر  به چاهكها اضافه شد 100رقيق كرده و با مقادير .
انساني مونوكلونال  IgG1ته شده و آنتي دقيقه چاهكها شس 30پس از 

با ) Rockland(كونژوگه با آنزيم هورس رديش پراكسيداز با منشاء موشي 
ميكرو ليتر به چاهكها اضافه و پليت براي  100به مقدار  10000/1رقت 

پس از شستشو ، محلول . يك ساعت پليت در دماي اتاق انكوبه شد
 20ه هر چاهك اضافه و پليت براي ميكرو ليتر ب 100سوبسترا به مقدار 

محلول (پس از افزودن محلول متوقف كننده . انكوبه شد C 37°دقيقه در 
4 %SDS ( نانومتر با دستگاه  450ميزان جذب نوري پليت در طول موج

لازم به ذكر است كه نمونه ها به صورت سه تايي . الايزا ريدر قرائت شد

الايزاي  )Cutoff(ن حد آستانه تعيي).15- 19( كار شدند) تريپلي كيت(
مقدار جذب  Positivity% (P%)غيرمستقيم طراحي شده براساس 

ميانگين نمونه هاي سرم منفي برابر با آن ميزان از درصد مثبت بودن و با 
 Positivity% (P%)=(mean OD sample/mean ODفرمول 

strong positive) ×100 براي تعيين دقت ). 15- 19(محاسبه شد
)Precision  ( ، و تكرار پذيري الايزاي از سه نمونه سرمي مثبت قوي

برون  و) Intra assay(درون سنجي مثبت ضعيف و منفي سنجشهاي 
نتايج حاصل از قرائت جذب نمونه ها . انجام گرفت )Inter assay(سنجي 

 Standard Deviation(، انحراف از معيار ) Mean(به صورت ميانگين 
or SD ( ضريب تغييرات و ميزان)Coefficient of variation or 

CV ( محاسبه شد)همچنين شاخصهاي حساسيت   ).15- 19
)Sensitivity ( اختصاصيت ،)ويژگي) (Specificity ( ارزش اخباري ،

، ارزش اخباري منفي ) Positive Predictive Value(مثبت 
)Negative Predictive Value ( و همخواني نتايج
) AgreementlOveral  (طبق فرمولهاي مربوطه محاسبه شد )19 -

نمونه خون وريدي افراد مشكوك به بروسلوز در محيط كشت دي ).15
% CO2 5و   C37° گرماگذاري  در دماي  . فازيك كاستاندا تلقيح شد

هفته نگهداري و سپس نتيجه گزارش  8نمونه هاي منفي تا . انجام گرفت
آگلوتينه شدن با آنتي سرم استاندارد نمونه هاي مثبت از لحاظ . مي شد
) تهيه شده از انستيتو پاستور كرج واحد توليد واكسنهاي باكتريال(بروسلا 

در اين تحقيق اعتبار الايزاي طراحي شده با نتايج دو روش .تاييد مي شدند
معمول سرولوژيكي مورد استفاده در تشخيص بروسلوز انساني ، تست 

و تست كومبس رايت مورد مقايسه قرار ) SAT(آگلوتيناسيون لوله اي 
و تست كومبس رايت طبق ) SAT(تست آگلوتيناسيون لوله اي . گرفت

  ).5(روش استاندارد انجام گرفتند
  

 يافته ها
LPS  بروسلا آبورتوسS99  استخراج شده با روش فنل داغ همراه با هضم

مونـه  و ميزان آلـودگي ن  %87به كربوهيدرات  LPSآنزيمي از لحاظ نسبت 
به پروتئين كمتر از دو و اسيد نوكلئيك كمتر از يك بعد از تيمـار آنزيمـي   

در محاسبه غلظتها و رقتهاي مناسب آنتي ژن كوتينگ ، سـرم و آنتـي   .بود
، غلظـت  ) پليت چكربـورد (ژن كونژوگه به روش جدول متقاطع تيتراسيون 

بـراي   )S99ليپوپلي ساكاريد بروسلا آبورتـوس  (مناسب آنتي ژن كوتينگ 
مناسـب تـرين رقـت    . ميكروگرم بر ميلي ليتر به دست آمـد  1كوت كردن 

همچنـين بهتـرين رقـت آنتـي ژن كونژوگـه      . محاسـبه شـد   1000/1سرم 
در آزمايشات بعـدي از رقتهـاي ذكـر شـده بـراي      . به دست آمد 10000/1

ميـانگين جـذب    1در  جـدول  .انجام روش الايزاي غيرمستقيم استفاده شد
، نمونـه  ) چاهك فاقـد آنـزيم كونژگـه   (اي چاهكهاي بلانك بر) OD(نوري 

هاي سرمي منفي ، نمونه هاي سرمي مثبت قوي و نمونه هاي سرمي مورد 
حـد آسـتانه براسـاس    . ارائـه شـده اسـت   ) كشت آنها مثبت بود(آزمون كه 

Positivity% (P%) براساس نمونـه هـاي منفـي تهيـه     . محاسبه گرديد
و بـراي   P%92/17 حد آسـتانه برابـر بـا     شده از ساكنين مناطق شهري 

به  P%63/21 نمونه هاي منفي تهيه شده از ساكنين روستايي حد آستانه 
به ترتيب نتايج حاصل از قرائـت جـذب نـوري     3و  2در جداول .دست آمد

 Inter(و برون سنجي ) Intra assay(آزمايش درون سنجي نمونه ها در 
assay ( استفاده از نمونه سرمي منفي ، مثبـت  براي الايزاي غيرمستقيم با

با توجه به نتايج جداول و اينكه مقدار . ضعيف و مثبت قوي ارائه شده است
مي باشد ، بنـابراين دقـت و   % 15كمتر از ) %CV(درصد ضريب تغييرات 

  ).15-19(قابليت تكرار پذيري اين روش اثبات مي گردد
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در ) IELISA(نتايج حاصل از تعيين اعتبار الايزاي غيرمستقيم  4در جدول 

و آزمايش كومبس رايت ) SAT(مقايسه با روشهاي آگلوتيناسيون لوله اي 
)Coombs( مورد نمونه سرمي كه كشت خون اين  98از . ارائه شده است

افراد مثبت شده است ، در روش الايزاي غيرمستقيم همه مثبت و مبتلا به 
و براي روش  92برابر با  SATاين موارد براي روش . بروسلوز شناخته شدند

بنابراين روش . نمونه كشت مثبت بوده است 98مورد مثبت از  94كومبس 
در حالي كه . يزاي غيرمستقيم طراحي شده فاقد جواب منفي كاذب مي باشدالا

منفي كاذب در اين بررسي مي  6داراي   SATو روش  4روش كومبس داراي 
 100(نمونه سرمي منفي تهيه شده از ساكنين مناطق شهري  200از . باشد
ي بوده كه كشت خون آنها از لحاظ بروسلا منف) نمونه 100(و روستايي ) نمونه

و بدون سابقه ابتلا به بروسلوز و مصرف گوشت و فرآورده هاي لبني مشكوك 
اما در . و كومبس هر دو فاقد جواب مثبت كاذب بودند SATبودند ، آزمونهاي 

مورد از  7مورد از نمونه سرمي تهيه شده افراد شهري و  2الايزاي غيرمستقيم 
بيشترين ميزان . اذب بودنمونه سرمي افراد روستايي داراي جواب مثبت ك

با (حساسيت در بين روشهاي مورد استفاده ، متعلق به الايزاي غيرمستقيم 
) ويژگي(و كومبس داراي اختصاصيت  SAT روشهاي. بود% ) 100حساسيت 

به % 5/95اين مورد براي الايزاي غيرمستقيم . در اين بررسي بودند% 100
 ري مثبت مربوط به روشهايهمچنين بيشترين مقدار ارزش اخبا. دست آمد

SAT  و بيشترين مقدار ارزش اخباري منفي مربوط به %) 100(و كومبس
  . بود%) 100(روش الايزاي غيرمستقيم 

  
  نمونه ها براي الايزاي غيرمستقيم) OD(ميانگين جذب نوري .  1جدول

 )*mean±SD(جذب نوري  نمونه
 08/0±006/0    بلانك

 12/0±01/0  اطق شهريمنفي تهيه شده از ساكنين من
 145/0±017/0  منفي تهيه شده از ساكنين مناطق روستايي

 83/1±22/0  مثبت قوي

 67/0±27/0  نمونه هاي مورد آزمون و كشت مثبت 
*SD : Standard deviation 

  
آزمايش درون نتايج حاصل از قرائت جذب نوري نمونه ها در .  2جدول 

  براي الايزاي غيرمستقيم) Intra assay(سنجي 
سنجش             

  نمونه  
 ميزان جذب  نوري در آزمايش درون سنجي

ميانگين 
)Mean(  

انحراف از معيار
)SD(  

ضريبدرصد
تغييرات 

)CV% (  
  

تعداد دفعات
  تكرار

 10 31/2  02/0  1/0 منفي
 10 04/3  15/0  65/0 مثبت ضعيف
 10 31/3  31/0  85/1 مثبت قوي

  
آزمايش برون نتايج حاصل از قرائت جذب نوري نمونه ها در . 3دول ج

  براي الايزاي غيرمستقيم) Inter assay(سنجي 
سنجش             

  نمونه  
 ميزان جذب  نوري در آزمايش برون سنجي

ميانگين 
)Mean(  

انحراف از معيار
)SD(  

ضريبدرصد
تغييرات 

)CV% (  
  

تعداد دفعات
  تكرار

 10 85/2  03/0  09/0 يمنف
 10 1/4  13/0  67/0 مثبت ضعيف
 10 72/4  42/0  81/1 مثبت قوي

  

نتايج حاصل از تعيين اعتبار الايزاي غيرمستقيم  .4جدول 
)IELISA ( در مقايسه با روشهاي آگلوتيناسيون لوله اي)SAT ( و

  )Coombs(آزمايش كومبس رايت 
آزمون                    

  شاخص    
SAT Coombs  IELISA    

+  -  +  -  +  -    
نمونه هاي مثبت در 

  )مورد 98(كشت 
92  6  94  4  98  0    

نمونه هاي منفي از 
ساكنين مناطق شهري 

  )مورد 100(

0  100  0  100  2  98  

نمونه هاي منفي از 
ساكنين مناطق روستايي 

  )مورد 100(

0  100  0  100  7  93  

    100  92/95 88/93  (%)حساسيت 
  5/95  100 100  ) (%)گيويژ(اختصاصيت

  33/93  100 100  (%)ارزش اخباري مثبت 
  100  04/98 09/97  (%)ارزش اخباري منفي 

  98/96  66/98 99/97  (%) همخواني نتايج 

  
  بحث 

به استثناي تعداد محدودي از كشورهاي جهان . بروسلوز مشكلي جهاني است
اند، اكثريت كشورها به كه عاري از بيماري بوده يا موفق به ريشه كني شده 

  ).2- 4(اين بيماري آلوده اند
كشت باكتريولوژيك و تستهاي سرولوژيكي آگلوتيناسيون بيشترين تستهاي 

امروزه . مورد استفاده در تشخيص عفونتهاي انساني و حيواني بروسلوز هستند
فناوري الايزا به طور چشمگيري توانسته در بسياري از موارد به عنوان يك 

علت اين امر سريع ، . اسب تشخيصي جايگزين روشهاي قبلي شودروش من
آسان ، قابليت طراحي براي انواع آنتي ژنها ، توانايي سنجش تعداد زياد نمونه 

). 21،20(به طور همزمان ، خطاي كمتر و مقرون به صرفه بودن مي باشد 
پژوهش نيز طراحي روشهاي تشخيصي جديد با حساسيت و هدف اين 
و مقرون به صرفه بودن در تشخيص بروسلوز انساني  بالا ، سادگياختصاصيت 

  .است
 B.abortus S99 (Weybridge)  سويه  متداول مورد استفاده در توليد

آنتي ژنهاي بروسلا براي موارد تشخيصي مي باشد ، كه دليل آن پايداري آنتي 
ق نيز از در اين تحقي). 12(ژنيكي و عدم تغيير فاز كلوني سويه نامبرده است

B.abortus S99  براي تهيهLPS ضمن اين كه . استفاده شد LPS  تهيه
مي تواند به عنوان آنتي ژن در تهيه كيت هاي  S99شده از بروسلا آبورتوس 

تشخيصي براي عفونتهاي بروسلا ملي تنسيس و سوئيس نيز استفاده شود 
)21،20.(  

خالي موجود در چاهكهاي  استفاده از بافر بلوكه كننده براي پر كردن فضاهاي
بدين منظور از . پليت الايزا و جلوگيري از واكنشهاي غيراختصاصي مي باشد

آلبومين سرم گاوي % 1به همراه % 05/0،   20حاوي توين  PBS.01/0بافر 
)BSA ( كه بيشترين بافر بلوكه كننده مورد استفاده در توليد انواع كيتهاي

الايزاي غيرمستقيم و رقابتي استفاده شد  تجاري الايزا مي باشد ، در طراحي
تا علاوه بر بر پر كردن فضاهاي خالي ، به بهترين وجه  از بروز ) 19-15(

  .واكنشهاي غيراختصاصي جلوگيري نمايد
همچنين براساس تحقيقات ساير محققان بر روي انواع بافرهاي رقيق كننده 

ه كارايي ك EGTAو  EDTA،  20حاوي توين . PBS، بافر ) 30-23(
  .بيشتري را در جلوگيري از بروز پديده پروزون نشان داده بود ، استفاده شد

. فرمولهاي متعددي براي محاسبه حد آستانه در انواع روشهاي الايزا وجود دارد
استفاده مي  %Pامروزه اغلب براي محاسبه حد آستانه الايزاي غيرمستقيم از 

  .تانه با اين روش محاسبه شددر اين مطالعه نيز حد آس). 15-19(شود 
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 هريحد آستانه در صورت استفاده از سرمهاي منفي تهيه شده از افراد ش

P% 92/17  و در صورت استفاده از سرم افراد روستاييP% 63/21  به
علت استفاده از دو نوع نمونه سرم منفي اين بود كه حد آستانه . دست آمد

افتراق بين نمونه هاي مثبت و منفي بروسلوزي در بين هر دو جمعيت 
زيرا كه روستائيان در . شهري و روستايي به صورت دقيق تري تعيين شود

مقايسه با افراد شهري به دليل احتمال برخورد و تماس بيشتر با بروسلوز 
كه يك بيماري دامي مي باشد ، در سرم خود داراي آنتي باديهايي هستند 

كه معمولا مثبت (كه مي تواند در تفسير تست تذاخل كرده و جواب كاذب 
يق يك بنابراين در تعيين اعتبار دق). 11،5(ايجاد نمايد) كاذب مي باشد

  . الايزا بايد تمامي جوانب را مد نظر قرار داده و بررسي نمود
در طراحي الايزاي غيرمستقيم خود براي ) 15(سامارتينو و همكارانش 

  .گزارش كردند P% 40بروسلوز كاوي حد آستانه را برابر با 
استفاده از آنتي ژنهاي كونژوگه پلي كلونال سبب ارزان تمام شدن قيمت 

اما از ضعفهاي مهم اين نوع آنتي ژنها وجود مقدار . ل مي شودنهايي محصو
بالاي جذب نوري زمينه اي است كه باعث كاهش اختصاصيت روش مي 

از آنتي ژن كونژوگه منوكلونال ) 15(سامارتينو و همكاران ). 8-11(شود 
طبق نتايج ايشان استفاده از اين آنتي ژن به . استفاده كردند IgG1عليه 

ژن پلي كلونال سبب بهبود اختصاصيت روش تشخيصي مي جاي آنتي 
زيرا كه در اين حالت احتمال انجام واكنشهاي متقاطع بين ليپوپلي . شود

ساكاريد بروسلا با آنتي باديهاي موجود در سرم افراد عليه برخي از 
باكتريهاي داراي واكنش متقاطع با ليپو پلي ساكاريد بروسلا از جمله 

و ايجاد جواب مثبت كاذب بسيار كم مي  O:9ليتيكا يرسينيا اينتروكو
براي  IgG1در تحقيق حاضر نيز از آنتي ژن كونژوگه منوكلونال عليه . شود

  .همين هدف استفاده گرديد
  در مقايسه نتايج حاصل از تعيين اعتبار الايزاهاي طراحي شده با روش 

SAT قيم مشخص مي شود كه الايزاي غيرمست) 4جدول (و روش كومبس
در شاخص اختصاصيت . را دارا مي باشد%) 100(حداكثر حساسيت 

براي . بودند%) 100(و كومبس داراي حداكثر SAT  دو روش ) ويژگي(
  .محاسبه شد% 5/95الايزاي غيرمستقيم اين شاخص 

اقدام به طراحي  دو روش الايزاي  غيرمستقيم ) 15(سامارتينو و همكاران 
طبق گزارش ايشان در . ز گاوي كردندو رقابتي براي تشخيص بروسلو

. بود% 6/98و روش غيرمستقيم % 8/99گوساله اختصاصيت روش رقابتي 

براي % 8/95براي روش رقابتي و % 5/97در گاو اين شاخص به ترتيب 
  .روش غيرمستقيم به دست آمد

روش الايزاي غيرمستقيم برابر ) در گوساله و گاو(براي شاخص حساسيت 
همچنين ايشان گزارش . محاسبه گرديد% 5/97رقابتي  و روش% 2/98با 

كردند كه ساير روشهاي سرولوژيكي تشخيصي بروسلوز مقايسه شده با دو 
  ).15(روش الايزا ، اختصاصيت بسيار كمتري را نشان دادند 

در طراحي الايزاي غيرمستقيم براي بروسلوز ) 17(ساگرمن و همكاران 
 IgG2و  IgG1كلونال اختصاصي عليه گاوي از دو آنتي ژن كونژوگه منو

و براي % IgG2  ،63/99 -32/98اختصاصيت روش براي . استفاده كردند
IgG1  ،26/98-08/96 %اما در حساسيت هر دو مشابه . محاسبه شد
  .بودند

در طراحي الايزاي غيرمستقيم براي بروسلوز انساني ) 22(ارج و همكارانش 
نتيجه گرفتند  IgMو  IgGال عليه با استفاده از آنتي ژنهاي پلي كلون

شاخص . است% IgM 100و روش % IgG 91حساسيت روش 
  .گزارش شد% 100اختصاصيت براي هر دو الايزا 

روش الايزاي غيرمستقيم خود را با استفاده از ) 23(ارتك و همكارانش 
براي بروسلوز انساني  IgMو  IgGآنتي ژنهاي كونژوگه پلي كلونال عليه 

 IgM، الايزاي % IgG 3/81حساسيت براي الايزاي  . دطراحي كردن
 IgGاختصاصيت براي الايزاي  . بود% IgG+IgM 75و الايزاي % 8/93

  .گزارش شد% IgG+IgM 4/94و الايزاي % IgM 85، الايزاي % 95
ساعت مي  2- 3مدت زمان تشخيص بروسلوز با استفاده از الايزا در حدود 

در . ز نمونه ها را همزمان آزمايش نمودباشد و مي توان تعداد زيادي ا
مقايسه با ساير روشهاي سرولوژيكي و كشت بروسلا روش الايزا اگر 
حساسيت و اختصاصيت قابل قبولي در مقايسه ساير روشهاي تشخيصي 
داشته باشد ، مي تواند به عنوان يك تست مناسب ، نياز كم به نمونه ، 

سريع و با كارايي بالا در  سهولت انجام ، مقرون به صرفه ، حساس ،
اين موارد با ). 5،11،12(تشخيص بروسلوز جايگزين روشهاي روتين شود

 3- 3و  2- 3همچنين جداول . نتايج حاصل از اين بررسي كاملا تاييد گرديد
نشان دادند كه ضريب تغييرات در بررسي هاي درون سنجي و برون سنجي 

  . تاييد مي شود بوده و لذا تكرار پذيري نتايج% 15كمتر از 
امروزه استفاده از فناوري الايزا در تشخيص بسياري از بيماريهاي عفوني و 
غيرعفوني در ايران به تدريج رايج شده و مي توان به همه گير شدن 

  . استفاده از اين روش در آزمايشگاههاي تشخيص طبي اميدوار بود
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