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ABSTRACT 
Background and Aim: Brucellosis is a zoonotic disease and is one of the major health 
problems in our country. Considering its nonspecific symptoms, diagnosis of this disease is 
often made by laboratory methods. The purpose of the present study was to compare the 
sensitivity and specificity of ELISA and a relatively new modified Rose Bengal test in the 
diagnosis of brucellosis. 
Material and Methods: In this cross-sectional study, blood samples were taken from 162 
patients who had been diagnosed by an infectious disease specialist as suspected brucellosis. 
We used clot tube for serum preparation and anticoagulant tube to prevent coagualation. 
Serum was used for modified Rose Bengal test and ELISA tests and blood with anticoagulant 
was used for PCR test, as a gold standard test. 
Results: The results of this study showed that modified Rose Bengal test had high sensitivity 
(94%) and relatively good specificity (70%), compared to PCR. In addition, ELISA test for 
IgG specific to Brucella antigen also had the same sensitivity and specificity as the modified 
Rose Bengal test (sensitivity 94% and specificity 71%). In contrast, ELISA test for IgM 
specific to Brucella antigen, showed high (84%) specificity, but low (65%) sensitivity. 
Conclusion: The results of this study showed that the sensitivity and specificity of the 
modified Rose Bengal test were similar to those of ELISA test for IgG and could be a good 
alternative to this expensive and complex test in the diagnosis of brucellosis. 
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 چکیده

 به، بیماري این تشخیص. شود می محسوب کشور مهم بهداشتی مشکلات از و است زئونوز بیماري یک بروسلوز :هدف و زمینه

 اي مقایسه بررسی حاضر مطالعه از هدف. گیرد می صورت آزمایشگاهی هاي روش کمک به اغلب، غیراختصاصی علائم دلیل

 .بود بروسلوز بیماري تشخیص در شده اصلاح رزبنگال آزمایش و الایزا آزمایش ویژگی و حساسیت

، لخته لوله به خون این از بخشی .شد گرفته خون نمونه بروسلوز به فرد مشکوك 162 از، مقطعی مطالعه یک در :هامواد و روش

 الایزا آزمایش و شده اصلاح رزبنگال آزمایش انجام جهت سرم. شد منتقل انعقاد ضد واجد لوله به دیگر بخش و سرم تهیه جهت

 .گرفت قرار استفاده مورد، طلایی استاندارد عنوانبه، PCR آزمایش انجام براي انعقاد ضد واجد خون و شد استفاده

 و) %94( بالا شده، داراي حساسیت اصلاح رزبنگال آزمایش، PCR روش با مقایسه در نتایج این مطالعه نشان داد که :هایافته

 با بروسلا نیز داراي حساسیت و ویژگی مشابه ژن آنتیضد  IgG براي الایزا بعلاوه آزمایش .بود) %70(خوب  نسبتاً ویژگی

، بروسلا آنتی ژن ضد IgM براي الایزا در مقابل، آزمایش %).71 ویژگی و% 94 حساسیت( بود شده، اصلاح رزبنگال آزمایش

 .نشان داد )%65( پایین اما حساسیت ؛)%84( بالا ویژگی

 IgG براي الایزا آزمایش با مشابه شده اصلاح رزبنگال آزمایش ویژگی و حساسیت که داد نشان مطالعه این نتایج :گیري نتیجه

 .باشد بروسلوز بیماري تشخیص در، پیچیده و پرهزینه آزمایش این براي مناسبی جایگزین تواند می و بوده

 مراز پلی ايزنجیره واکنش، IgM الایزاي، IgG الایزاي، شده اصلاح رزبنگال :کلیديکلمات

  20/8/98: پذیرش  19/8/98 :اصلاحیه نهایی 14/5/98:  وصول مقاله
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 مقدمه

» اي مدیترانـه  تـب «، »مواج تب« عنوانبه که بروسلوز بیماري

 جـنس  هـاي  باکتري توسط، شودیم شناخته نیز» مالت تب« یا

 اثـر  در، انسـان  در، بیمـاري  ایـن . )1(شـود مـی  ایجـاد  بروسلا

 محصـولات  یـا  آلوده حیوانات با غیرمستقیم یا مستقیم تماس

. )2, 3(شـود می ایجاد غیرپاستوریزه لبنیات مصرف یا و ها آن

 یصـنعت  رفتـه  پـیش  کشـورهاي  در گرچـه  مالـت  تب بیماري

، هنـد ، )ایـران  جمله از( خاورمیانه در اما است؛شده کن ریشه

ــک ــاي، مکزی ــزي آمریک ــوبی و مرک ــایع جن  از و بــوده ش

 .)4(رودمی بشمار کشورها این در بهداشتی مهم مشکلات

 بـالینی  علائـم  اسـاس  بـر  عمـدتاً  مالـت  تـب  بیماري تشخیص

 ماننـد  آزمایشـگاهی  هايروش نتایج و اپیدمیولوژي، بیماري

 هـــايروش و ســـرولوژیک هـــايآزمـــایش، خـــون کشـــت

-دقیـق ، خـون  کشـت  گرچـه . )5(گیردمی صورت مولکولی

 شـود؛ مـی  محسوب بیماري تشخیص روش معتبرترین و ترین

 انتقـال  خطـر  بعـلاوه ، شـود مـی  مثبـت  خیلی کـم  عمل در اما

، بنابراین ؛)6(دارد بر در نیز را آزمایشگاه کارکنان به بیماري

ــخیص ــگاهی تش ــب آزمایش ــت ت ــدتاً مال ــا عم ــتفاده ب  از اس

 و آســان، ســاده هــاییروش کــه ســرولوژیک هــايآزمــایش

 سرولوژیک هايآزمایش. )7(گیردمی صورت، هستند ارزان

، رزبنگــال: شـامل  بروســلوز بیمـاري  تشــخیص بـراي  متـداول 

ــت ــریع رای ــیون، س ــتاندارد آگلوتیناس ــه اس ، )SAT(اي لول

ــانول -2، رایـــت-کـــومبس  - ME -2( رایـــت-مرکاپتواتـ

 و غیرمسـتقیم  ایمنوفلورسـانس ، کمپلمان فیکساسیون، )رایت

 رزبنگـال  آزمـایش ، میـان  ایـن  در. )8, 9(هسـتند  الایزا روش

ــان و ســریع روش یــک ــراي آن از معمــولاً کــه اســت آس  ب

 اسـتفاده ، مثبـت  هـاي نمونـه  تعیـین  و هاسرم نمونه گري غربال

 آزمـایش  نام به آن از دیگري شکل، اخیر سالیان در. شودمی

 بـه  نسـبت  شودمی ادعا که شده معرفی شده اصلاح رزبنگال

. )10(دهــدمــی نشــان بــالاتري حساســیت معمــولی رزبنگــال

 1994 سال بار در اولین که روش این، است حاکی هابررسی

 بـالاتري  حساسیت، شد داده شرح همکاران و بلاسکو توسط

 روش، دیگـر  طـرف  از. )11(دارد معمـولی  رزبنگال به نسبت

 شـود می شناخته بالا حساسیت با آزمایش یک عنوان به الایزا

 IgG و IgM هـاي بـادي آنتـی  جداگانه سنجش با آن در که

 از حـاد  بروسـلوز  شناسـایی  امکـان ، بروسلا هاي ژن آنتی ضد

 هـاي معـرف  متنوع کیفیت وجود این با. دارد وجود نیز مزمن

, 13(سـازد می دشوار کمی را آن نتایج مقایسه، الایزا تجاري

12(.  

ــار در ــایش کن ــايآزم ــرولوژیک ه ــنش، س ــره واک  ايزنجی

 کـم  بسیار مقادیر تشخیص توانایی واسطه به، )PCR( پلیمراز

DNA بــراي قدرتمنــد ابــزاري عنــوانبــه، ســرم یــا خـون  در 

ــخیص ــاري تش ــلوز بیم ــوب بروس ــی محس ــودم  .)14, 15(ش

بـه طـوري   ، دارد بـالایی  ویژگی و حساسیت PCR آزمایش

 هـاي آزمـایش  بـه  نسـبت  و بوده ترحساس خون کشت از که

ــداول ــالاتري ویژگــی ســرولوژیک مت ــه. )16(دارد ب ــل ب  دلی

 امـــروزه، PCR روش بـــالاي بســـیار ویژگـــی و حساســیت 

، خـون  کشت جاي به که کنند می پیشنهاد زیادي متخصصین

 بـراي  بودن خطربی و کمتر بريزمان دلیل به، تکنیک این از

 اســتفاده طلایــی اســتاندارد عنــوانبــه، آزمایشــگاه کارکنــان

 .)15, 16(شود

ــه نظــر ــر مطالعــات اینکــه ب ــالاي حساســیت از حــاکی اخی  ب

 بروسـلوز  بیماري تشخیص در شده اصلاح رزبنگال آزمایش

 و حساسـیت  بـا  آزمـایش  یک عنوان به نیز الایزا بعلاوه، است

 دو این تاکنون اینکه به توجه با و شودمی شناخته بالا ویژگی

 هـدف ، انـد نگرفته قرار مقایسه مورد ايمطالعه هیچ در روش

 روش دو ایـن  ویژگـی  و حساسـیت  مقایسـه  حاضـر  تحقیق از

 روش حضــور در، بروســلوز بیمــاري تشــخیص در آزمــایش

 اسـتاندارد  عنـوان بـه ، )PCR( مـراز  پلـی  ايزنجیـره  واکنش

 .بود طلایی

 

 هامواد و روش

 گیرينمونه

 تا و شده شروع 1394 فروردین از که مقطعی مطالعه یک در

 به کننده مراجعه بیماران بین از، یافت ادامه 1394 بهمن پایان
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ــب ــک مط ــص پزش ــونی متخص ــع، عف ــز در واق ــهر مرک  ش

 مـورد  دو حداقل واجد که هایی آن، معاینه از پس، کرمانشاه

ــانه و علائـــم از ــاي شـــواهد نشـ ــدمیولوژیک هـ ، مثبـــت اپیـ

ــالی ــت، ارگانومگ ــژي، آرتری ــب و آرترال ــد ت ــط، بودن  توس

 و شـده  داده تشـخیص  بروسـلوز  به مشکوك مربوطه پزشک

 اسـاس  بـر . شدند معرفی تشخیصی هايآزمایش انجام جهت

 در و )15, 16(شـد  تعیـین  نفر 160 نمونه حجم قبلی مطالعات

 65زن و  97شـامل  ( 162، شـده  گرفتـه  نظـر  در زمانی فاصله

 ایـن  از .شـدند  مطالعـه  وارد بروسـلوز  بـه  کوكمش ـ فرد) مرد

نفر  14 سال، 0-10در محدوده سنی %)23/1(نفر  2 ،نفر 162

در )%22/22(نفر  36، سال 10-20در محدوده سنی ) 64/8%(

در محـدوده  %) 93/25(نفـر   42، سـال  20-30محدوده سـنی  

-50در محـدوده سـنی   %) 37/20(نفـر   33سال،  30-40سنی 

 14سـال،   50-60در محدوده سنی ) %88/9(نفر  16سال،  40

ــر  ــنی  ) %64/8(نفـ ــدوده سـ ــال و  60 -70در محـ ــر  5سـ نفـ

 ایـن  از یـک  هـر از  .بودنـد  70-80در محدوده سنی )09/3%(

 2، شـد  گرفتـه  خون لیترمیلی 8، رضایت کسب از پس، افراد

 ضـد  لولـه واجـد   بـه  PCR آزمـایش  انجام براي آن لیترمیلی

ــاد ــل) EDTA( انعق ــی 6 و شــد منتق ــرمیل  انجــام جهــت لیت

 .شد منتقل لخته لوله به الایزا و شدهاصلاح رزبنگال آزمایش

هـاي التهـابی و عفـونی     معیار خروج از مطالعه ابتلا به بیمـاري 

دیگر بود که به تشخیص پزشک متخصص عفونی از مطالعـه  

شدند و تنهـا بیمـارانی کـه بـر اسـاس شـواهد و        کنار گذاشته 

علائم بالینی مشکوك به بیماري بروسلوز بودند وارد مطالعـه  

مضـاء کردنـد و   نامـه را مطالعـه و ا  بیماران فرم رضایت. شدند

شد و بـه هـر بیمـار    ها کاملاً محرمانه نگاه داشته  اطلاعات آن

 .شدیک کد داده 

 آزمایش انجام روند

، بروســلوز بــه مشــکوك بیمــاران تمــام ســرم نمونــه روي بــر

-آنتـی  بـراي  الایزا آزمایش و شده اصلاح رزبنگال آزمایش

 کیــت از اسـتفاده  بــا، بروسـلا  ضــد IgM و IgG هـاي بـادي 

 همچنـین . شـد  انجام آلمان، IBL شرکت الایزاي تشخیصی

 آزمـایش ، افـراد  ایـن  انعقـاد  ضـد  واجـد  خـون  نمونه روي بر

PCR ،تشـخیص  بـراي ، طلایـی  اسـتاندارد  آزمایش عنوانبه 

 .شد انجام بروسلا هاي جنسباکتري DNA وجود

ــایش  Modified Rose( شــده اصــلاح رزبنگــال آزم

Bengal test(: رزبنگـال  یافتـه  تغییـر  شـکل  آزمـایش  این 

سـرم   حجـم  مجاور شدن یک بجاي آن در که است معمولی

 بیمـار  سـرم  حجم سه، ژن بروسلاآنتی حجم معادل از با بیمار

 منظور این براي. شودمی ژن بروسلا مجاورآنتی حجم یک با

 25 بـا  بیمـار  سـرم  از میکرولیتر 75، سفید کاشی یک روي بر

 از پــس و کــرده مجــاور ژنآنتــی سوسپانســون از میکرولیتــر

. داده شـد  دورانـی  حرکـت  دقیقـه  4 مدت به، کردن مخلوط

 بررسـی  آگلوتیناسـیون  نظـر  از نمونـه  پس از مدت زمان فوق

 نتیجـه ، شـد مـی  مشـاهده  واضـح  آگلوتیناسـیون  چنانچه، شد

شـد، در غیـر ایـن صـورت     مـی  گرفتـه  نظر در مثبت آزمایش

آزمـایش رزبنگـال اصـلاح     .شدنتیجه منفی در نظر گرفته می

-ها، بر روي آنها انجـام  سازي سرمشده بلافاصله پس از جدا

ها تا زمان انجـام  شد؛ اما براي انجام آزمایش الایزا نمونه سرم

-گـراد نگهـداري  درجـه سـانتی   -20آزمایش الایزا در دماي 

 نیز تا زمـان انجـام آزمـایش    DNAپس از استخراج، . شدند

PCR  آنتـی  .شدگراد نگهداري ه سانتیدرج -20در دماي-

 پاسـتور  انسـتیتیو  از مطالعـه  ایـن  در استفاده مورد رزبنگال ژن

  .گردید تهیه ایران

 ELISA (Enzyme-Linked( الایـــــزا آزمـــــایش

Immunosorbent Assay(:  ســنجش ســطح   جهــت 

 بــه بیمــاران ســرم در بروســلا ضــد IgG و IgM بــاديآنتــی

ــزاي روش ــت از، الای ــزاي کی ــرکت الای ــان IBL ش  و آلم

 اسـتفاده  Stat Fax 4200 مـدل  ریـدر  میکروپلیت دستگاه

 .شد

، مطالعـه  ایـن  در :)DNA )DNA extractionاستخراج 

ــراي ــتخراج ب ــه از DNA اس ــون نمون ــاران خ ــت از، بیم  کی

. شـد  اسـتفاده ) جنـوبی  کـره  ،DNA )GeneAll استخراج

 هـاي کلنی از، مثبت کنترل جهت نیاز مورد DNA همچنین
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 اســتخراج، )پاســتور انســتیتو از شــده تهیــه( بروســلا بــاکتري

 .گردید

 :طراحی پرایمر

 از، PCR روش بـه  بروسـلا  جنس مولکولی تشخیص جهت 

 کیلودالتونی 31 پروتئین یک کننده کد که ،BCSP31 ژن

 بروسـلا  هـاي گونـه  يهمـه  سلولی خارج غشاي در ایمونوژن

 جـز  به بروسلا هايگونه تمامی در ژن این. شد استفاده، است

 جفت یک منظور این براي. استشده حفاظت اویس بروسلا

 نـرم  از پرایمـر  طراحـی  بـراي ). 1 جـدول ( شد طراحی پرایمر

 از اسـتفاده  بـا  سـپس . گردیـد  استفاده AlleleID 6.0 افزار

 سـایر  و مربوطـه  تـوالی  بـه  هـا پرایمر اتصال BLAST برنامه

 شـرکت  بـه  پرایمرهـا  سنتز. گرفت قرار بررسی مورد هاتوالی

 .شد داده سفارش جنوبی کره ماکروژن

 Polymerase (PCR)( واکـنش زنجیـره اي پلـی مـراز     

Chain Reaction:( DNA خون نمونه از شده استخراج 

بـراي انجـام    .قرار گرفت PCR آزمایشهدف  افراد، تمامی

 مســترمیکس از DNAهــاي بــر روي نمونــه PCRواکــنش 

 دستگاه از استفاده و واکنش با شداستفاده  سیناکلون شرکت

 انجـام  )C1000 Touch مدل Bio- RAD( ترموسایکلر

ــد ــدول( ش ــد ).1 ج ــام از بع ــنش انج ــول ،PCR واک  محص

  .شد الکتروفورز واکنش

 آماري تحلیل و تجزیه

 ایـن  در اسـتفاده  مـورد  هـاي آزمـایش  از آمده دست به نتایج

 تجزیـه  مورد 16 نسخه SPSS افزار نرم از استفاده با مطالعه،

روش از اھدادهبـراي تحلیـل    .گرفـت  قـرار  آمـاري  تحلیل و

 و فراوانـی  استاندارد، انحراف میانگین،( توصیفی آمار ايھ

 .اسـتفاده شـد   )X2( دو خـی  آزمون و استنباطی، از) صددر

 و راهـه  یـک  تحلیـل واریـانس   آزمون اي کیفی،ھداده براي

نتایج هر یـک   مقایسه براي .دانت استفاده شد تعقیبی آزمون

اسـتفاده   فریـدمن  آزمـون  از PCR آزمایش با هااز آزمایش

 هاي مختلف آزمایش بین همانندي میزان براي همچنین. شد

 .شد پیرسون آزمون اي همبستگی مانندھآزمون از

-آزمایش منفی و مثبت اخباري ارزش و ویژگی و حساسیت

 در IgG و IgM براي الایزا و شده اصلاح رزبنگال هاي

 .شد سنجش) طلایی استاندارد( PCR آزمایش با مقایسه

 و مثبت اخباري ارزش ویژگی، حساسیت، تعیین جهت

 استفاده زیر هايفرمول از ها،آزمایش منفی اخباري ارزش

  :شد

 تعـداد / کاذب منفی موارد تعداد+  حقیقی مثبت موارد تعداد

 حساسیت=  حقیقی مثبت موارد

 تعداد/  کاذب مثبت موارد تعداد+  حقیقی منفی موارد تعداد

 ویژگی=  حقیقی منفی موارد

 مثبــت مــوارد تعــداد+  کــاذب مثبــت مــوارد تعــداد(×  100

 مثبت اخباري ارزش) = حقیقی مثبت موارد تعداد/ حقیقی

 افـرادي  در، بیمـاران  درصـد  بیـانگر =  مثبـت  اخباري ارزش(

 .)استبوده مثبت ها آن آزمایش نتیجه که است

 کاذب منفی موارد تعداد+  حقیقی منفی موارد تعداد(×  100

 منفی اخباري ارزش) = حقیقی منفی موارد تعداد/ 

 افـرادي  در، هـا  سـالم  درصـد  بیـانگر =  منفی اخباري ارزش(

 .)استبوده منفی ها آن آزمایش نتیجه که است

 

  ها یافته

بـا  دلیـل تمـاس بیشـتر     که زنان، بـه  نتایج این مطالعه نشان داد

لبنـی   هـاي  وردهآفـر و سـایر   حیوانات آلوده و تماس بـا شـیر  

همین دلیـل در   بیشتر در معرض ابتلا به این بیماري هستند، به

همچنین بیشتر . این مطالعه تعداد زنان بیمار بیش از مردان بود

ــنی  ) %37/70(مبتلایــان  ــال قــرار   20-51در محــدوده س س

ا جمعیت فعال جامعه به عبارت دیگر بیشتر مبتلایان ر داشتند؛

  .دادندتشکیل می

 بیمار 162 خون نمونه روي بر PCR آزمایش :PCR نتایج

 عنـوان بـه  آزمایش این از. گردید انجام بروسلوز به مشکوك

 63 در PCR آزمـایش  نتیجـه . شـد  استفاده طلایی استاندارد

  .شد منفی) %61( مورد 99 و در مثبت) %39(مورد 

 ایـن  انجـام  با ):MRB( شده اصلاح رزبنگال آزمایش نتایج

 کـه  گردید، مثبت آن مورد 89 سرم، نمونه 162 از آزمایش،
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ــورد 59 ــورد 63 از م ــت م ــده مثب ــا ش ــد( PCR روش ب  گل

 30 آزمـایش،  ایـن  در بنـابراین،  ؛دادمی پوشش را) استاندارد

 داشــت وجــود کــاذب منفـی  مــورد 4 و کــاذب مثبــت مـورد 

حساسیت و ویژگی ایـن آزمـایش بـه شـرح زیـر      ). 2 جدول(

= ، ارزش اخباري مثبت %70= ، ویژگی%94= حساسیت : بود

 .بود% 95= و ارزش اخباري منفی آن % 66

ــایج ــزا نت ــراي الای ــی ب ــاديآنت ــد IgM ب  نتیجــه :بروســلا ض

 در بروسلا ژنآنتی ضد IgM باديآنتی براي الایزا آزمایش

 در بـادي  آنتـی  سطح( شد مثبت، سرم نمونه 162 از نمونه 57

 نمونـه  57 ایـن  از). 3 جـدول ( )بـود  واحـد  10 از بیشـتر  ها آن

 تنهـا ، بروسلا ژنآنتی ضد IgM باديمثبت شده از نظر آنتی

 دادنـد  نشـان  مثبـت  نتیجه نیز PCR روش در ها آن مورد 41

% 65: ترتیـب  به آزمایش این ویژگی و حساسیت). 3 جدول(

% 72: ترتیـب بـه  آن منفی و مثبت اخباري ارزش و بود% 84 و

همچنــین نتــایج ایــن مطالعــه نشــان داد کــه اکثــر . بــود %79 و

مثبت گردیـد،   ها آندر  PCRهایی که نتیجه آزمایش نمونه

بروسـلا پـایین، حتـی تیتـر      ضـد  IgMبـادي  آنتـی داراي تیتر 

 ).4جدول (صفر، بودند 

 ایـن  انجـام  بـا  :بروسـلا  ضـد  IgG بـادي آنتـی  الایـزاي  نتایج

 داراي ســرم نمونــه 88 تعــداد، ســرم نمونــه 162 از، آزمــایش

 مثبت بنابراین، بودند واحد 10 از بیشتر IgG باديآنتی سطح

، مثبـت  سـرم  نمونه 88 این از). 5 جدول( شدند گرفته نظر در

 دادنـد؛  نشـان  مثبت نتیجه نیز PCR روش در هاآن مورد 59

 از. شــد منفــی ســرم نمونــه 29 در PCR آزمــایش نتیجــه امــا

 IgG بـادي  آنتـی  سـطح  کـه  سـرمی  نمونه 74 از دیگر طرف

 4 در PCR آزمــایش نتیجــه، بــود واحــد 10 از کمتــر هــا آن

 داد نشـان  نتایج همچنین). کاذب منفی( شد مثبت سرم نمونه

 بیمـار  احتمـال ، باشـد  بـالاتر  IgG بـادي آنتـی  تیتر چه هر که

 ایـن  ویژگـی  و حساسـیت ). 6 جـدول ( اسـت  بیشتر فرد بودن

 مثبـت  اخبـاري  ارزش و% 71 و %94: ترتیببه آزمایش روش

 .بود% 95 و% 67: ترتیببه آن منفی و

 بـا ) MRB( شـده  اصـلاح  رزبنگـال  آزمـایش  نتـایج  مقایسه

 سرم نمونه در آزمایش نوع دو این نتایج مقایسه :IgM الایزا

 کـه  مـواردي  تعـداد  کـه  داد نشان بروسلوز به مشکوك افراد

 مقـدار  هـم  و شده مثبت ها آن در MRB آزمایش نتیجه هم

 بـود  مـورد  50، بـود  واحد 10 از بیشتر ها آن IgM باديآنتی

 تعـداد  دیگـر  طرف از. بودند مثبت PCR ها آن مورد 39 که

 ولـی  شـد؛  منفـی  هـا آن در IgM الایـزاي  نتیجه که مواردي

 مـورد  39، گردید مثبت هاآن شده اصلاح رزبنگال آزمایش

، مقابــل در. بودنــد مثبــت PCR هــا آن از مــورد 20 کــه بــود

 بـوده؛  واحد ده از بیشتر هاآن IgM سطح که مواردي تعداد

 شده منفی ها آن در شده اصلاح رزبنگال آزمایش نتیجه ولی

 PCR هـاي  نمونـه  ها آن از مورد دو تنها که بود مورد 7، بود

 ).7 جدول( بودند مثبت

 بـا ) MRB( شـده  اصـلاح  رزبنگـال  آزمـایش  نتـایج  مقایسه

 بـا  شـده  اصـلاح  رزبنگـال  آزمایش نتایج مقایسه :IgG الایزا

: بـود  زیـر  صـورت  بـه  ،)Cut-off ˃ 10 بـا ( IgG الایـزاي 

 مثبـت  هـا  آن MRB آزمـایش  نتیجـه  هـم  که مواردي تعداد

 مـورد  76 بـود،  واحد 10 از بیشتر هاآن IgG سطح هم و بود

 تعـداد . بودنـد  مثبـت  PCR هاينمونه هاآن مورد 57 که بود

 IgG سـطح  امـا  بـود؛  مثبـت  ها آن MRB نتیجه که مواردي

 مـورد  دو تنهـا  کـه  بود مورد 13 بود، واحد 10 از کمتر ها آن

 کـه  مـواردي  تعداد مشابه طور به. بودند مثبت PCR ها آن از

 ولـی  بـود؛  واحـد  10 از بیشـتر  هـا  آن IgG آنتی بـادي  مقدار

 دو کـه  بـود  مورد 12 بود، منفی ها آن MRB آزمایش نتیجه

  ).8 جدول( بودند مثبت PCR ها آن از مورد
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 و توالی پرایمرهاي مورد استفاده در واکنش PCRجدول زمان بندي دمایی واکنش  .1جدول 

)گسترش(اکستنشن  تعداد سیکل گسترش نهایی اولیه دناتوراسیون دناتوراسیون انیلینگ    

72 
30 

72 65 95 95 
درجه (دما 

)گرادسانتی  

دقیقه 5 ثانیه 30  ثانیه 20  ثانیه 30  دقیقه 3   زمان 

)جفت باز(طول   پرایمر سکانس  

جفت باز 446  
5′-TCC GAT TGG TGG TCT GAT C-3′ فوروارد 

5′-CAC CAT CTT TCA GCC TCT C-3′ معکوس 

 

 

  PCRبا  مقایسهدر) MRB(رز بنگال اصلاح شده آزمایش  ویژگی و حساسیت. 2 جدول

  

  

  

  

 

  PCR مقایسه بادر  IgM الایزاي آزمایش حساسیت و ویژگی. 3 جدول

  

  

 

  

 
  

 PCR با نتیجه آزمایش IgM الایزاي بادي درتیتر آنتیرابطه . 4 جدول

250-200  200-150  150-100  100-50  50 -10  10 -0    IgM تیتر    

سرم نمونه تعداد 105 37 14 6    

PCR مثبت   22 23 12 6   تعداد     

 

 

 

 

   آزمایش رز بنگال اصلاح شده جمع

  منفی مثبت 

PCR آزمایش   منفی 69 30 99 

 مثبت 4 59 63

 جمع  73 89 162

آزمایش الایزا  IgM    جمع   

  منفی مثبت 

PCR آزمایش    منفی 83 16 99 

 مثبت 22 41 63

 جمع  105 57 162
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  PCR مقایسه بادر  IgG الایزاي آزمایش حساسیت و ویژگی. 5 جدول

  

 

تیتر ارتباط  . 6 جدول

بادي آنتی الایزاي در

نتیجه  IgG  با

  PCR آزمایش

٣٠٠>  300-250  250-200  200-150  150-100  100-50  50 -10  10 -0    IgG تیتر    

سرم نمونه تعداد 74 19 13 25 18 2 2 7  

PCR مثبت  4 3 11 17 18 2 2 6 تعداد     

 

هاي افراد مشکوك به بروسلوز با با بررسی نمونه سرم

نمونه مثبت  63استفاده از آزمایش رزبنگال اصلاح شده، از 

نمونه سرم  4مثبت شد؛ اما نمونه  PCR، 59شده با آزمایش 

 بهنمونه سرم نیز  30کاذب منفی شد، بعلاوه  صورت به

در  MRBبه این ترتیب آزمایش . کاذب مثبت شد صورت 

و % 94حساسیت ) استاندارد طلایی عنوان به( PCRمقایسه با 

هاي افراد بررسی نمونه سرم .نشان داد% 70ویژگی 

ضد  IgM رايالایزا بمشکوك به بروسلوز با آزمایش 

نمونه مثبت شده با  63ژن بروسلا، نشان داد که از آنتی

 IgMبادي نمونه سرم واجد تیتر آنتی PCR، 41آزمایش 

؛ اما بود) مثبت(واحد  10هاي بروسلا بیشتر از ژن ضد آنتی

ژن بروسلا ضد آنتی IgMبادي تیتر آنتینمونه سرم  22در 

نمونه سرم  16، بعلاوه )منفی کاذب(بود  واحد 10کمتر از 

ها منفی بود، تیتر آن PCRنیز در حالیکه نتیجه آزمایش 

واحد  10هاي بروسلا بیشتر از ژنضد آنتی IgMبادي آنتی

 الایزايبه این ترتیب آزمایش ). مثبت کاذب( نشان دادند

IgM  در مقایسه باPCR )استاندارد طلایی عنوان به (

طور که  همانn.نشان داد% 84ویژگی و % 65حساسیت 

هایی که نتیجه آزمایش دهد اکثر نمونه جدول نشان می

PCR  با تیتر پایین هاییمثبت شده بود، نمونه سرم ها آندر 

نتیجه  .ضد بروسلا بودند IgMبادي و حتی تیتر صفر آنتی

هاي افراد مشکوك به بروسلوز با آزمایش بررسی نمونه سرم

 63ژن بروسلا، نشان داد که از ضد آنتی IgG الایزا براي

ها با  نمونه آن PCR، 59نمونه مثبت شده با آزمایش 

نمونه سرم  4اما ؛ مثبت شدندنیز  IgG الایزايآزمایش 

. نمونه سرم نیز مثبت کاذب شد 29منفی کاذب شد، بعلاوه 

 PCRدر مقایسه با  IgG الایزايبه این ترتیب آزمایش 

% 71و ویژگی % 94حساسیت ) استاندارد طلایی عنوان به(

نتایج مطالعه نشان داد که ارتباط مستقیمی بین تیتر  .نشان داد

وجود  PCRو مثبت شدن نتیجه آزمایش  IgGبادي آنتی

بالاتر باشد، احتمال  IgGبادي دارد، هر چقدر تیتر آنتی

  .بیشتر است PCRمثبت شدن آزمایش 

  

 

 

تیتر  <  IgM    جمع 10IU  

  منفی مثبت 

PCR  منفی 70 29 99   آزمایش 

 مثبت 4 59 63

 جمع  74 88 162
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1399 مرداد و شهریور/  مپنجدوره بیست و / مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان   

  ژن بروسلاضد آنتی IgM الایزاي با) MRB( شده اصلاح رزبنگال آزمایش نتایج مقایسه. 7 جدول

  

  

 
 

بررسی نمونه 

آزمایش نشان  نوع دو سرم افراد مشکوك به بروسلوز با این

 و الایزاي MRB آزمایش با هر دو نمونه سرم 50داد که 

IgM نمونه سرم با هر دو آزمایش 66و نتیجه  مثبت شدند 

 الایزاي نتیجه که مواردي تعداد دیگر طرف از .منفی شد

IgM ها آن در 

 مثبت ها آن شده اصلاح رزبنگال آزمایش ولی شد؛ منفی

همچنین تعداد مواردي که نتیجه . بود مورد 39، گردید

 آزمایش شد؛ولی مثبت ها آن در IgM آزمایش آلایزاي

  .مورد بود 7گردید،  منفی ها آن شده اصلاح رزبنگال

 

  ژن بروسلاضد آنتی IgGبا الایزاي ) MRB( شده اصلاح رزبنگال تست نتایج مقایسه. 8 جدول

  

  

  

  

  

ــایج مقایســه  افــراد ســرم نمونــه در آزمــایش نــوع دو ایــن نت

نمونـه سـرم در    76 که نتیجـه  داد نشان بروسلوز به مشکوك

 و نتیجـه  مثبـت شـد   IgG و الایـزاي  MRB آزمایش هر دو

 دیگـر  طـرف  از .نمونه سرم در هر دو آزمایش منفی شـد  61

شـد؛   منفـی  هـا  آن در IgG الایـزاي  نتیجه که مواردي تعداد

 مـورد  13، گردیـد  مثبت شده اصلاح رزبنگال آزمایش ولی

 در IgG تعداد مـواردي کـه نتیجـه آزمـایش الایـزاي     بود و 

 هـا  آن شـده  اصـلاح  رزبنگـال  آزمایش ولی شد؛ مثبت ها آن

این نتایج حاکی از مشـابه بـودن   . مورد بود 12 ،گردید منفی

 .نتیجه این دو روش آزمایش بود

  

 بحث

، ساده اسلایدي آزمایش یک شده اصلاح رزبنگال آزمایش

 بـه  نسـبت ، قبلـی  مطالعـات  اسـاس  بر که است سریع و ارزان

ــایر ــایش س ــاي آزم ــرولوژي ه ــیت از س ــالاتري حساس  در ب

 همچنـین  .)11(اسـت  برخـوردار  بروسـلوز  بیمـاري  تشـخیص 

 و حساسـیت  بـا  آزمـایش  یـک  عنـوان بـه  نیـز  الایـزا  آزمایش

 مطالعـات  در، دیگـر  طـرف  از. شـود مـی  شناخته بالا ویژگی

 ویژگی و حساسیت بالا، ایمنی دلیل به، PCR روش گذشته

 تشـخیص  در آزمایشـگاهی  هـاي  روش سـایر  بـه  نسـبت  زیاد

ــا و )17-19(بروســلوز بیمــاري ــه توجــه ب  و هــا محــدودیت ب

 گرفته نظر در طلایی استاندارد عنوانبه، کشت روش معایب

 عنـوان  بـه  PCR آزمـایش ، نیـز  حاضر مطالعه در. است شده

   نظر در طلایی استاندارد آزمایش

 توانـایی  ايمطالعـه  هـیچ  در تـاکنون  اینکـه  به نظر. شد گرفته

 تشـخیص  در الایزا آزمایش و شده اصلاح رزبنگال آزمایش

 از هـدف  لذا، است نگرفته قرار مطالعه بروسلوزمورد بیماري

 آزمـایش  دو ایـن  ویژگـی  و حساسـیت  مقایسه حاضر مطالعه

، PCR آزمـایش  حضـور  در، بروسـلوز  بیماري تشخیص در

 .بود، طلایی استاندارد آزمایش عنوان به

IgM    جمع تیتر  <  10IU  

  منفی مثبت 

MRB  منفی 66 7 73   آزمایش 

 مثبت 39 50 89

 جمع  105 57 162

تیتر  ≤  IgG    جمع 10IU  

  منفی مثبت 

MRB  منفی 61 12 73   آزمایش 

 مثبت 13 76 89

 جمع  74 88 162
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ــایج ــه نت ــر مطالع ــان حاض ــه داد نش ــیت ک ــی و حساس  ویژگ

 PCR آزمـایش  حضـور  در، شده اصلاح رزبنگال آزمایش

 بود %70 و %94 ترتیب به، طلایی استاندارد آزمایش عنوان به

 کــه اي مطالعــه در. بــود %95 نیــز آن منفــی اخبــاري ارزش و

 داده نشــان، شــد انجــام )1390( گــرگین و همکــاران توســط

 بسیار حساسیت شده اصلاح رزبنگال آزمایش که ه استشد

 تشخیص در سریع رایت و معمولی رزبنگال به نسبت بیشتري

. )10(دارد بروسـلا  ضـد  بـادي آنتـی  نظـر  از مثبـت  هاينمونه

 کــه کــرده تائیــد ايمطالعــه در فریــرا بنــام محققــی همچنــین

 سـودمندي  جایگزین تواندمی شده اصلاح رزبنگال آزمایش

 غربـالگر  آزمـایش  عنـوان  بـه  معمولی رزبنگال آزمایش براي

 اصـلاح  رزبنگـال  آزمـایش  نتیجـه  مطالعـه  این در. )20(باشد

 هــا آن PCR آزمــایش کــه هــایینمونــه از مــورد 4 در شــده

 در کــاذب منفــی نتیجــه. گردیــد منفــی، بودنــد شــده مثبــت

 بـودن  پـایین  از ناشی تواندمی شده اصلاح رزبنگال آزمایش

 وجود از ناشی یا، بروسلوز بیماري شروع در باديآنتی سطح

 از ناشـی  یـا ، پـایین  آگلوتیناسیون خاصیت با هاي کلاس زیر

 دلیـل  بـه  اینکـه  یـا  و) پـروزون  پدیـده ( بـادي آنتی بالاي تیتر

 از. )13(باشـد  هیپوایمنوگلوبـولینمی  عـوارض  با هاییبیماري

 آزمـایش  نتیجـه  کـه  هـایی نمونه از مورد 30 در، دیگر طرف

 آزمـایش  نتیجـه ، بـود  شده مثبت ها آن شده اصلاح لرزبنگا

PCR رزبنگــال آزمــایش دیگــر عبــارت بــه گردیــد؛ منفــی 

 نتـایج . بود شده مثبت کاذب صورت به ها آن در شده اصلاح

 توانـد مـی  شـده  اصـلاح  رزبنگـال  آزمـایش  در کاذب مثبت

-باکتري مانند دیگر عفونی عوامل با متقاطع واکنش از ناشی

 ماننـد  غیرعفـونی  هـاي بیمـاري  بعـلاوه . باشد منفی گرم هاي

 میولومـا  مولتیپـل  یـا  و سیسـتمیک  اریتروماتوز لوپوس، لنفوم

 کـاذب  مثبـت  مـوارد  و متقـاطع  هـاي  واکنش سبب توانندمی

 ضـد  IgM بـادي آنتـی  سـطح  بررسـی  نتیجه .)13، 21(شوند

 داد نشان بروسلوز به مشکوك بیماران سرم نمونه در بروسلا

 IgM باديآنتی براي الایزا آزمایش ویژگی و حساسیت که

 بعـلاوه . اسـت % 84 و% 65 ترتیب به بروسلا هايژنآنتی ضد

 IgM بـادي  آنتـی  سـطح  چـه  هـر  مطالعـه  این نتایج اساس بر

. اسـت  بیشتر بروسلوز بیماري به فرد ابتلا احتمال، باشد بالاتر

 بروسـلا  ضـد  IgG بـادي  آنتی سطح بررسی، دیگر طرف از

 کـه  داد نشـان  بروسـلوز  بـه  مشـکوك  بیمـاران  سرم نمونه در

 IgG بـادي آنتی براي الایزا آزمایش شدن مثبت مرز چنانچه

ــر، را بروســلا ضــد  ســازنده شــرکت دســتورالعمل اســاس ب

)IBL ،ــان ــد 10، )آلم ــر در واح ــریم نظ ــیت، بگی  و حساس

 اخبـاري  ارزش و% 71 و% 94 ترتیـب  به آزمایش این ویژگی

 ویژگی و حساسیت با مشابه که بود خواهد% 95 نیز آن منفی

. است، شده اصلاح رزبنگال آزمایش منفی اخباري ارزش و

 نیـز  همکـاران  و )Ferreira( فریـرا  ،نتایج این با موافقت در

 Gomez). 20(یافتند دست مشابهی نتیجه به خود مطالعه در

 روش حساسـیت  کـه  کردند نیز گزارش) 2008( همکاران و

 هـاي آزمـایش  از بیشـتر  انسـانی  بروسـلوز  تشـخیص  در الایزا

ــه رایــت و رزبنگــال و  Ciftçi مطالعــه در. )9(نیســت ايلول

بـراي   الایـزا  حساسیت نیز ترکیه کشور در) 2005(همکاران 

IgG ،3/94 بــراي و درصــدIgM ، 4/71 گــزارش درصــد 

 همچنـین . اسـت  مـا  مطالعـه  نتایج با مشابه که، )22(استشده

 کـــه داد نشـــان) 2011( همکـــاران و Fadeelي مطالعـــه

 بـراي  الایـزا  آزمایش از ترحساس IgG براي الایزا آزمایش

 و Araj مطالعـه  در وجـود  این با. )23(است IgM باديآنتی

 IgG الایزا از بالاتر IgM الایزا حساسیت) 2005( همکاران

 Araj مطالعـه  نتیجـه  بـودن  متفاوت. )24(است شده گزارش

 در کننـده  شـرکت  بیمـاران  کـه  باشـد  دلیـل  ایـن  به تواندمی

ــدبــوده بروســلوز بیمــاري حــاد مرحلــه در ایشــان مطالعــه   .ان

 هماننــد کــه داد نشـان  بیمــاران سـرم  در IgG ســطح بررسـی 

-آنتـی  سطح بین، )SAT( استاندارد آگلوتیناسیون آزمایش

 وجـود  مسـتقیم  يرابطـه  فـرد  بودن بیمار احتمال و سرم بادي

 قطعیـت  بـا ، باشـد  بـالاتر  IgG بـادي آنتـی  سطح هرچه. دارد

 چنـد  هـر ، گذاشـت  صحه فرد بودن بیمار بر توان می بیشتري

 بیمـار  نیـز  بـالا  بـادي آنتـی  سطح با فردي است ممکن گاهی

 نتیجـه  بـا  IgGالایـزاي   آزمـایش  نتیجه مطالعه این در. نباشد

 امـر  ایـن . داشت تطابق %97 تا شده اصلاح رزبنگال آزمایش

مـی  واقـع  در. اسـت  آزمـایش  دو ایـن  بالاي تطابق از حاکی
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 رزبنگــال بــه نســبت IgG الایــزاي مزیــت کــه گفــت تــوان

-آنتـی  سـطح  و مثبت هاينمونه زمان هم تعیین، شده اصلاح

 آزمـایش  در کـه  حـالی  در. است هانمونه در این IgG بادي

 تـا  و مثبـت  هـاي نمونـه  تـوان مـی  تنهـا ، شده اصلاح رزبنگال

 بـراي  امـا  ساخت؛ مشخص را ها آن شدن مثبت شدت حدي

 ماننـد  تکمیلـی  هـاي آزمـایش  بـه  نیـاز  بـادي آنتـی  تیتـر  تعیین

، مطالعـه  ایـن  نتـایج  اساس بر، بنابراین است؛ SAT آزمایش

 آزمـایش  یـک  کـه  شـده  اصـلاح  رزبنگال آزمایش توانمی

 IgG بـراي  الایـزا  آزمـایش  جایگزین را است ارزان و ساده

ــایش یــک کــه ــه آزم ــد و پرهزین ــواد نیازمن  هــايکیــت و م

 ایـن  بـا . کـرد ، اسـت  قیمت گران هاي دستگاه و آزمایشگاهی

 شـده  اصـلاح  رزبنگـال  آزمایش نتیجه مطالعه این در، وجود

 هــاآن IgG الایــزا آزمــایش نتیجــه کــه ســرمی نمونــه دو در

 منفــی، دادنـد  نشـان  بـالایی  بـادي آنتـی  سـطح  و شـده  مثبـت 

 هـاي بـادي آنتـی  وجـود  از ناشـی  توانـد مـی  امـر  ایـن . گردید

 از دسـته  این که چرا. باشد هاسرم نمونه این در غیرآگلوتینان

 شـده  اصـلاح  رزبنگـال  آزمایش با که حالی در ها باديآنتی

 تشـخیص  خـوبی  بـه  الایـزا  آزمـایش  با، نیستند تشخیص قابل

 نسـبت  الایزا آزمایش امتیازهاي از یکی این و شوندمی داده

 .شودمی محسوب آگلوتیناسیون بر مبتنی هايآزمایش به

 لذا، است اندمیک ما کشور در بروسلوز بیماري اینکه به نظر

 وجـود  افراد برخی سرم در باديآنتی از پایینی سطح همواره

 آزمـایش  در کاذب مثبت موارد کاهش یا حذف براي. دارد

 معیـار  عنـوان بـه  را بـالاتري  Cut-off بایستی، IgG الایزاي

، مطالعـه  ایـن  در چنانچـه  گرفت؛ بنابراین نظر در بودن مثبت

 را بروسـلا  ضـد  IgG بـراي  الایـزا  آزمـایش  شدن مثبت مرز

ــا بیشــتر ــریم نظــر در واحــد 30 معــادل ی  کــه حــالی در، بگی

ــدمــی تغییــر بــدون آزمــایش حساســیت  ویژگــی، )%94( مان

 بـه  توجـه  بـا . رسـد  مـی  %80 سطح به و یافته افزایش آزمایش

 اکثـراً  بروسـلا  ضـد  هـاي  باديآنتی سنجش هاي کیت اینکه

 در بروســلوز بیمــاري وضــعیت بــا متناســب و بــوده خــارجی

 کـه  انـد شـده  استانداردسـازي  و تهیـه  هـایی کشـور  یـا  کشور

 لـذا ، اسـت  مـا  کشـور  در بروسلوز بیماري شرایط از متفاوت

 مـلاك  را هـا کیـت  ایـن  در شـده  تعیـین  Cut-off تواننمی

 الایـزا  آزمـایش  Cut-off اسـت  نیاز لذا. داد قرار تشخیصی

 بــا متناســب بروســلا هــاي ژنآنتــی ضــد IgM و IgG بــراي

  .شود سازياستاندارد و تعیین ما کشور شرایط

 

 گیري نتیجه

 رزبنگـال  آزمـایش  که داد نشان مطالعه این نتایج کلی طور به

 کـه  اسـت  سـریع  و ارزان، سـاده  آزمایش یک، شده اصلاح

 IgG الایـزاي  آزمـایش  بـا  مشـابه  ویژگی و حساسیت داراي

ــاري تشــخیص در ــت بروســلوز بیم ــا. اس ــه توجــه ب  اینکــه ب

 و پیچیده، قیمت گران آزمایش یک، IgG الایزاي آزمایش

ــا ــان ب ــريزم ــوده بیشــتر ب ــد و ب ــواد نیازمن  هــايدســتگاه و م

 شده اصلاح رزبنگال آزمایش انجام با لذا، است قیمت گران

 .ساخت مرتفع را الایزا آزمایش به نیاز توانمی
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