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Abstract 
 

Background and purpose: Tuberculosis is one of the major global health problems with high 

mortality. Establishing a rapid and low-cost identification method is significant, especially in developing 

countries. In this study, we aimed to design an indirect ELISA system with low molecular weight antigens 

secreted by Mycobacterium tuberculosis strain C, for identification of Mycobacterium tuberculosis 

Complex infection in human. 

Materials and methods: The secretory proteins from culture filtrate of Mtb strain C extracted 

by Sephadex-G50 were used as target antigen in designing an indirect ELISA system. Then, human sera 

with tuberculin skin test, culture, acid-fast bacilli smear, and PCR test results were selected to detect 

human serum antibodies against these low molecular weight proteins. 

Results: During gel chromatography and SDS-PAGE (12.5%) analysis, the purified protein F2 

fractions with approximately 0.7 mg/ml and molecular weights in the range of 14-40 kDa were used as 

the target antigen in designing the indirect ELISA system. The ELISA system designed by F2 showed 

78% sensitivity and 92% specificity in identifying tuberculosis. 

Conclusion: The ELISA results based on low molecular weight proteins, with the sensitivity and 

specificity achieved in this study, might support the hypothesis that the Mtb culture filtrate antigens could 

be used as a rapid and sensitive assay in ELISA test for detection of pulmonary TB. 
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  نـدراـــازنـــی مـکــــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج
  )90- 101(   1401آبان    سال     214سی و دوم    شماره دوره 

  91      1401، آبان  214و دوم، شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                     دوره سی               

 پژوهشـی
 

در  کمپلکس سمایکوباکتریوم توبرکولوزیشناسایی عفونت 
 يهانیپروتئ ، با استفاده ازمیرمستقیغانسان به روش الایزاي 

 C سویه Mtb از فیلتراسیون کشت آمدهدستبه وزنسبک
  

       1مژگان خسروبیگی
        2نادر مصوري
        3میترا صالحی
        4ناهید مژگانی
  5مجید اکبري

  چکیده
ناسایی سریع و ارزان ومیر بالاست. ایجاد یک روش شبا مرگاصلی سلامت جهانی  تمشکلاسل از  :و هدف سابقه

رو در این مطالعه، طراحی سیستم الایزاي غیرمستقیم با ازاین توجه است.، بسیار قابلتوسعهدرحالبه خصوص در کشورهاي 
جهت ، C سویه توبرکوزیس مایکوباکتریوم از فیلتراسیون کشت جداشدهپایین،  مولکولی وزن با يهاژنیآنتاستفاده از 

  در انسان، مورد هدف قرار گرفت. Mycobacterium tuberculosis Complexشناسایی عفونت 
 ژنیآنتــ عنوانبــه Sephadex-G50بــا  جداشده Cسویه  Mtb یترشح يهانیپروتئدر این مطالعه، از  ها:مواد و روش

ت، اســمیر استفاده شد. سپس نمونه سرم موارد بــالینی داراي نتــایج تســت توبرکــولین، کشــ هدف، در طراحی سیستم الایزا
توســط سیســتم الایــزاي  ،وزنســبکي هــانیپروتئي علیــه ایــن بــادیآنتــردیابی  باهدف ،PCRمیکروسکوپی اسید فست و 

  ی قرار گرفتند.موردبررس، شدهیطراح
 mg/ml7/0 ) با غلظت تقریبــیF2از کروماتوگرافی، فرکشن دوم ( آمدهدستبهاز میان فرکشن هاي پروتئینی  ها:یافته

هــدف در طراحــی  ژنیآنتــ عنوانبــه، SDS-PAGE (12.5%)کیلودالتون در آنالیز  14-40پروتئینی در محدوده  باندهاي و
درصــد ویژگــی در شناســایی 92درصــد حساســیت و 78، شدهیطراحقرار گرفت. سیستم الایزاي  مورداستفادهسیستم الایزا 

  افراد مبتلا به سل ریوي داشت.
 آمدهدستبهوزن، با حساسیت و ویژگی هاي سبکیزاي غیرمستقیم بر پایه پروتئیننتایج حاصل از سیستم الا استنتاج:

 Mtb کشــت فیلتراســیون در موجــود ي بــا وزن مولکــولی پــایینهاژنیآنت که کندیم پشتیبانی را فرضیه در این مطالعه، این
  قرار گیرند.مورداستفاده  ریوي سلتلابه مب بیماران عنوان ابزار شناسایی مفید در شناساییدر تست الایزا به توانندیم

  
  الایزاي غیرمستقیم، SDS-PAGEوزن، هاي سبک، پروتئینمایکوباکتریوم توبرکلوزیس واژه هاي کلیدي:

  

  مقدمه
سل، بیماري عفونی حاد یا مزمنی اســت کــه باعــث 

ها هاي مختلــف بــدن، بــه خصــوص ریــهدرگیري ارگان
 ،(COVID-19)کرونا ي ویروس ریگهمهشود. تا قبل از می

  ناشی از یک عامل عفونی  ریوممرگسل، عامل اصلی 
  

  :n.mosavari@rvsri.ac.ir E-mail    بخش تحقیق و تولید توبرکولین و مالئین ،ي رازيسازسرمموسسه تحقیقات واکسن و کرج:  - نادر مصوري مولف مسئول:
  شگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال، تهران، ایرانزیستی، دان علوم گروه . دانشجوي دکتراي میکروبیولوژي،1
  ي رازي، البرز، کرج، ایرانسازسرم. دانشیار، بخش تحقیق و تولید توبرکولین و مالئین، موسسه تحقیقات واکسن و 2
  علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال، تهران، ایران گروه. استادیار، 3
  ي رازي، البرز، کرج، ایرانسازسرمتولید توبرکولین و مالئین، موسسه تحقیقات واکسن و  . استادیار، بخش تحقیق و4
  . استادیار، گروه میکروبیولوژي، دانشگاه علوم پزشکی اراك، اراك، ایران5
 : 20/6/1401 تاریخ تصویب :             2/5/1401 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            11/3/1401 تاریخ دریافت  
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  کمپلکس در انسان سیتوبرکولوز ومیکوباکتریعفونت ما
 

  1401، آبان  214دوم، شماره  مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                    دوره سی و         92

 طبق آخرین. )1(قرار داشت HIV/AIDS بود که بالاتر از
نفــر  4000) روزانــه WHOآمار سازمان بهداشت جهانی (

 و ســالیانه دادهدســت ازل جان خود را ـاري سـدر اثر بیم
و  شــوندیمــلا ـاري مبتـاین بیم ا بهـر در دنیـنف میلیون 10

 درمــان و يریشــگیپقابل بیمــاري یــک با وجود ایــن کــه
این آمار  و رندیمیم سل از سال در نفر میلیون 5/1 است،

ــه را آن ــل ب ــونی قات ــا عف ــدیل دنی ــت تب ــرده اس . )2،3(ک
Mycobacterium tuberculosis ،عامــل بیمــاري ســل ،

 جــنس و Mycobacteriaceae از خانوادهزا اي بیماريگونه
ي آزمایشــگاهی رایــج در هــاروش است. مایکوباکتریوم
کشــت از ، پوستی توبرکــولینتست  ؛شاملتشخیص سل 

 بــرداريآمیزي اسید فســت و عکسرنگنمونه بالینی بیمار، 
ي شــماریبي هاتیمحدود، )4(اشعه ایکس از قفسه سینه

ویژگـــی و حساســـیت پـــایین تســـت پوســـتی  جملــه از
توبرکولین، حساسیت بسیار پایین اسمیر اسیدفست، زمان 

هــاي روش دري بــالا هانــهیهزطــولانی جهــت کشــت و 
، ســرولوژیک يهاشیآزما) 5(دارد PCRمولکولی مانند 

 ،بــادي در ســرمحضور آنتی، یعنی پاسخ ایمنی هومورال
 کند.گیري میرا اندازه Mtb اختصاصی هايژنعلیه آنتی

در  ترعیســرولوژیک نســبت بــه کشــت ســر يهاشیآزما
را ندارد،  مشکلاتی مانند عدم رشددسترس قرارگرفته و 

یــین تع .)6(هســتندبرخــوردار  ياژهیــجایگاه و درنتیجه از
 هايمایکوباکتريتر و بیش BCGکه در  Mtbمناطق ژنوم 

بــراي توســعه  یرصــت، فشــودینمــدیده  غیرتوبرکلوزیس
 DNA. بررســی کنــدیجدیــد فــراهم مــ یابزار تشخیصــ

 هايســویه را در CFP-10و ESAT-6حضور دو ژن ژنومی، 
دهــد، می نشــان مایکوباکتریوم توبرکلــوزیس کمــپلکس

تواننــد در هــر ســویه واکســن که این دو ژن نمیدرحالی
BCG  و درNTM )Non-Tuberculosis Mycobacteria (

ژنــوم  RD-1ناحیــههــا کــه در این پروتئین .)7(دیده شوند
اند، رمزگـــذاري شـــده یسمایکوبـــاکتریوم توبرکولـــوز

از تمامی و شده هستند تر از مشتقات پروتئین تصفیهدقیق
ــاي محیطــی بیشــتر مایکوبــاکتریومو  BCGهاي یهســو ه

ي پروتئینــی هــاژنیآنتي کدکننده هاحذف و داراي ژن

ــایین  ــا وزن مولکــولی پ ــهب ــکمــپلکس  ازجمل ــیآنت   یژن
/CFP-10 ESAT-6 ـــ ـــندیم ـــب  .باش و  ESAT-6ترکی
CFP-10 ،سل تشخیص محیطی و آزمایشگاهی  به هردو

ــان ــن ها، حســاس هســتند. در انس ــب ای ــد  73ترکی درص
 .)8(اســتداشــته  PPDبه درصد دقت نسبت  93حساسیت و 

ESAT-6  ي هنــدي و هاخوکچــهپاسخ پوستی مثبــت در
  .)9(کندایجاد می Mtbانسان آلوده به 

ي سرولوژیک در تشخیص بیماري هاروشیکی از 
، یــزاالاسل که به تــازگی موردتوجــه قرارگرفتــه، تســت 

اختصاصــی  هــايژنبــادي علیــه آنتیجهت ردیــابی آنتی
Mtb  بــه در نمونه سرم افراد مسلول هســت. تســت الایــزا

نتــایج ســریع و نســبتاً ارزان،  و يریگدلیل سهولت نمونــه
بــراي . است شناسایی عفونت سلآزمایش مطلوبی براي 

 لابادي با درجه خلــوص بــاژن و آنتییزا به آنتیانجام الا
 در این پژوهش، طراحــی سیســتم رونیازا. )10(نیاز است

، در انسان Mtb Complexالایزا، جهت شناسایی عفونت 
 اســتخراجي هــاژنیآنتــي علیه بادیآنتبه کمک ردیابی 

 Mtbبا وزن مولکولی پــایین (از فیلتراســیون کشــت  شده
  انجام شد. موردمطالعه) در سرم بیماران C سویه

  

  مواد و روش ها
  ي خونسازآمادهي و ریگنمونه

 مراجعــهي از بیمــاران ی خــون وریــدسیس 3مقدار 
به مرکز درمانی گرفته و بعد از ســانتریفیوژ، ســرم  کننده

ي شــدند. لازم بــه دارنگــه -20بیماران جــدا و در فریــزر 
 دییــپــس از تأ ي انسانی در این مطالعههانمونهذکر است 

در پزشکی دانشگاه علوم پزشکی اراك، با کمیته اخلاق 
و  IR.ARAKMU.REC.1397.273 یاخلاقــاخــذ کــد 

  شدند. يآوررضایت آگاهانه از بیماران جمع
  

  مورداستفاده وزنسبک ژنیآنت يهاژنیآنت
ي با وزن مولکــولی پــایین، از فیلتراســیون هاژنیآنت

ـــت  ـــی  6کش ـــه 8ال ـــویه  Mtb ياهفت ـــماره Cس ـــا ش   ب

ATCC 35808 TMC 116 در موسسه تحقیقات و ساخت  
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  همکاران ومژگان خسروبیگی      

 

  93      1401، آبان  214دوره سی و دوم، شماره                                                                                      مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران              

 پژوهشـی
 

تلخــیص ي رازي کرج، جداســازي و سازسرمواکسن و 
شده و در طراحــی سیســتم الایــزاي غیرمســتقیم در ایــن 

 .)11(قرار گرفتند مورداستفادهمطالعه، 
  

  )Checker board( چکربورد
بهتــرین رقــت و  ژنیجهت تعیین بهترین غلظت آنت

محلــول  کهطوريه . ب)12(انجام شد چکربورد ي،بادیآنت
 )pH:9.6( کربنــاتیب_افر کربناتبا استفاده از ب ژنیآنت
و  تیــدر عــرض پل یالیطور سربهبافر کوتینگ،  عنوانبه

 شــدند. قیــرق تیــدر طــول پل نگیکوت يبادیمحلول آنت
   آنــزیم بــا هدار شــدنشــان هیــثانو يبــادیآنتــیــک  سســپ

)HRP Goat Anti-Human ( غلظــت ثابــت بــه  یــکدر
 با کامل شدن مراحــل ســنجش،فزوده و ها اتمام چاهک

  .)12- 14(شدمحاسبه  يبادیو آنت ژنیمناسب آنت يهاغلظت
  

  کوتینگ
بــا غلظــت  F2 ژنیآنت، صیتلخبعد از جداسازي و 

 (از پـــروتئین کـــل بـــا غلظــــت mg/ml 7/0تقریبـــی 
mg/ml662/1 (ـــه ـــ عنوانب ـــدف،  ژنیآنت ـــورتبهه  ص

خانه تســت  96هاي سریالی در عرض پلیت (میکروپلیت
) رقیــق JET BIOFILاز شــرکت  شــدهيداریــخرالایزا، 

را  ژنیآنتــ معمولاًدر فرایند چکربورد  کهییازآنجاد. ش
، بــا توجــه بــه کننــدیمــکــوت  µg/ml20با غلظــت اولیــه

اولیه براي شروع فرایند کوتینــگ  F2فرمول زیر غلظت 
  :در تست چکربورد تعیین شد

F2 = 0.7 mg/ml = 700 µg/ml 

M1V1 = M2V2 1000 X 20 = 700 X F2 ~30 λ / Plate  
 

لانــدا  970در  F2 ژنیآنتلاندا از  30زان بنابراین می
ي ردیــف هــاچاهکپس در بافرکوتینگ رقیــق شــد. ســ

و بــه بقیــه  ژنیآنتــلاندا از این محلــول  200اول، مقدار 
 در لاندا بــافر کوتینــگ اضــافه شــد. 100فقط  هاچاهک

ــد از  ــه بع ــاچاهکمرحل ــتون اول، ه ــه  100ي س ــدا ب لان
د. در مرحلــه بعــد ي ســتون دوم انتقــال داده شــهاچاهک

ي ستون دوم به ستون سوم انتقــال هاچاهکلاندا از  100
... تا یــک ســریال رقــت افقــی ایجــاد آخریالداده شد و 

ي ســتون یــازدهم هــاچاهکلاندا از  100 تیدرنهاشود. 
در طــول  ژنیآنت، بیترتنیابهبرداشته و دور ریخته شد. 

ــت  ــت از رق ــا  1پلی ــد از پا 1024/1ت ــد. بع ــق ش ــان رقی ی
 ژنیآنتي ردیف اول حاوي فقط هاچاهکي، سازقیرق
ي ردیف آخر، حــاوي فقــط بــافر کوتینــگ هاچاهکو 

پلیــت بــا فویــل پوشــانده و بــه ي، ســازقیرقبودند. بعد از 
بــر روي یــک ســطح صــاف در ســاعت  18تــا  16مــدت 

  ي شد.دارنگه 4 در دماي سردخانه 
  

  بلاکینگ
و محتویــات هــا از ســردخانه خــارج روز بعــد پلیــت

 اندازهبهها سه بار و هر بار ی خالی شد. پلیتآرامبه هاآن
لاندا با بافر فسفات بــدون تــوئین شستشــو داده شــد.  300

 Blocking Buffer لاندا 150سپس به هر چاهک، میزان 
گرم سرم آلبــومین  2اضافه شد. جهت تهیه بلاکر، میزان 

 یســیســ 100) در Bovine Serum Albuminگــاوي (
هــا بافرفسفات حل شد. بعد از ریختن بلاکر، روي پلیــت

فویل کشیده و به مدت یک ساعت در دماي اتــاق قــرار 
دقیقه در دمــاي اتــاق  20ها خالی و داده شد. سپس پلیت

  قرار داده شد تا خشک شوند.
  
  ي انسانیاهسرم يسازقیرقمرحله 

ي اولیه، با اســتفاده بادیآنت عنوانبههاي انسانی سرم
ــزان  Serum Diluentاز  ــه می در  100/1و  50/1، 20/1ب

لانــدا از هــر نمونــه بــه  100طول پلیت رقیق شدند. سپس 
ــا فویــل آلومینیــومی د. پلیــتـاضــافه شــ هــاچاهک هــا ب

پوشانده و به مدت سی دقیقه در دماي اتاق انکوبــه شــد. 
خــالی و بــا بــافر  هــاچاهکبعد از گذشــت ســی دقیقــه، 

ــوئین بــافر فســفات شستشــو ( ــا ت ــهدرصــد  01/0ب  عنوانب
Washing Buffer (5  لانــدا،  300بار و هر بــار بــه میــزان

  شستشو داده شد.
  

  ي ثانویهبادیآنتاضافه کردن 
ــدا آنــزیم 100ي ثانویــه، میــزان بــادیآنتــبــراي     لان
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HRP Goat Anti-Human  شــدههیته 10000/1بــا رقــت 
ي بــادیآنتاستفاده شد. بعد از ریختن  Abcamاز شرکت 

دقیقــه در دمــاي اتــاق انکوبــه  30ها به مدت ثانویه، پلیت
  شستشو داده شدند. مجدداًشده و 
  

  ODمتوقف کردن واکنش و خواندن 
 TMBلانــــــــــدا  100در ایــــــــــن مرحلــــــــــه 

)Tetramethylbenzidine (زارنــگسوبســتراي  عنوانبه 
دقیقه  10ها به مدت اضافه شد. سپس پلیت هر چاهکبه 

ماي اتاق انکوبه شدند. با مشاهده رنگ آبــی تاریکی و ددر 
جهــت توقــف  STOPلانــدا محلــول  100، هاچاهکداخل 

واکــنش بــه هــر چاهــک اضــافه شــد. بعــد از اضــافه کــردن 
STOPها، تبدیل به رنــگ زرد شــد.، رنگ آبی میکروپلیت 
ریــدر  الایــزادســتگاه با اســتفاده از ها چاهک ODسپس 

Bio Rad خوانده شد. نانومتر 450موج در طول  
  
 Cutoffتعیین 

نمونه سرم از افراد  30جهت تعیین کات آف تعداد 
 استخراجي هاژنیآنتسالم تهیه و تست الایزا با استفاده از 

اســت  بــه ذکــرانجــام شــد.لازم  هانمونــه، براي ایــن شده
ي بــادیآنتــرقــت  نیترمناســبو  ژنیآنتبهترین غلظت 

اصل از چکربــورد جهت انجام تست، با توجه به نتایج ح
 375چاهــک میــزان  30به طوري که براي  آمد. به دست

ــه هــر  3000در  F2لانــدا  ــافر کوتینــگ حــل و ب ــدا ب لان
لاندا از این مخلوط اضافه شد. ســرم افــراد  100چاهک، 

رقیق شدند. بعد از انجام تست الایزا،  100/1نیز به میزان 
ــاداده ــل  ه ــل اکس ــتاندارآورجمــعدر فای ــزان اس د ي، می

 هاداده) حاصل از Mean) و میانگین (SDمعیار (انحراف
بــا  مشــخص و مقــدار کــات آف Excelافــزار نرمتوسط 

 .شدمحاسبه  Cut off= (Mean+2SD) استفاده از فرمول
 شدهیطراحتست الایزاي  حساسیت و ویژگیچنین، هم
  :شداستفاده از فرمول زیر تعیین با 

  

Sensitivity= True Positives /(True Positives+False Negatives) 
Specificity = True Negatives /(True Negatives+False Positives) 

  یافته ها
  نتایج چکربورد

 F2 ژنیآنتــدر طراحی سیستم الایزاي غیرمستقیم، 
 (از پروتئین کل بــا غلظــت mg/ml 7/0با غلظت تقریبی 

mg/ml662/1 (بــا  اصــلی اســتفاده شــد. ژنیآنت عنوانبه
جهــت  F2 ژنیآنتــاز  µg/ml20توجه بــه  غلظــت اولیــه

 30تــایی،  96شروع فرایند کوتینگ، به ازاي هــر پلیــت 
لاندا بــافر کوتینــگ رقیــق و  970خالص با  ژنیآنتلاندا 

ــپس  صــورتبه ــد. س ــق ش ــزا رقی ــت الای ــریالی در پلی س
و  50/1، 20/1ي هــارقتدوتایی بــا اســتفاده از  صورتبه

 مثبــت و فــرد ســالم (مشخصــات TBی فرد سرم انسان 100/1
آورده شده) چکربورد انجــام  1در جدول شماره  هانمونه

در عــرض پلیــت و ســرم  F2 ژنیآنتــشد، به طوري کــه 
). 1شــماره  تصــویرانسانی در طــول پلیــت رقیــق شــدند (

در هر گروه با استفاده از  هادادهسپس با محاسبه میانگین 
نتــایج حاصــل از چکربــورد  و با توجه به Excelافزار نرم

از  هر گروهبراي  Signal/Noise)، میزان 2(جدول شماره 
 چاهــکبراي هــر  ژنیآنتتعیین و بهترین غلظت  هاداده

)Per Well (µg/ml 5/2 ــرین رقــت  و   ي بــادیآنتــبهت
)Per Well(100/1 نمــودار شــماره  بــه دســت) و  1آمــد

  ).3جدول شماره 
  

  در چکربورد شدهاستفادهي هانمونهمشخصات  :1جدول شماره 
  

 

Samples مشخصات Sputum Culture PPD .S 
Pos Sample M* 81 + > 15 mm + 
Neg Sample F** 49   - 1 mm - 

 

*Male  
**Female 

  
  هادادهنتایج چکربورد حاصل از میانگین  :2جدول شماره 

 

Ag (µg) 1 2 3 4 5 6 

A(20µg) 959/1 4595/0 645/0 2275/0 555/0 1635/0 
B(10) 253/1 3115/0 597/0 19/0 501/0 1255/0 

C(5) 143/1 309/0 567/0 176/0 492/0 1155/0 
D(2.5) 013/1 287/0 536/0 1695/0 485/0 1135/0 

E(2) 012/1 277/0 524/0 164/0 466/0 108/0 

F(1.5) 948/1 2585/0 505/0 1595/0 452/0 104/0 

G(1) 884/0 2315/0 443/0 1525/0 426/0 1025/0 

H(No Ag) 142/0 121/0 226/0 1105/0 216/0 0795/0 

 pos 20/1 neg20/1 pos50/1 neg50/1 pos100/1 neg100/1 
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 پژوهشـی
 

  
  

  هادادهنتایج چکربورد حاصل از میانگین  :1نمودار شماره 
  

    

  
  

؛ بعــد از F2 ژنیآنتــپلیت طراحی چکربــورد بــراي :1تصویر شماره 
  )b( Stopکردن و بعد از اضافه  )TMB )aاضافه کردن 

  
  هاداده Noiseبه  Signalمیزان  :3جدول شماره 

  

Ag S/N 1/20 S/N 1/50 S/N 1/100 
    

20 µg 263/4 8/2 4/3 
10 02/4 14/3 9/3 
5 6/3 22/3 259/4 
5/2 5/3 1/3 34/4 

2 6/3 2/3 27/4 
5/1 8/3 16/3 31/4 

1 8/3 9/2 1/4 

No Ag 17/1 04/2 7/2 

  
  محاسبه کات آف

نمونــه ســرم افــراد  30ف، تعــداد آ براي تعیین کات
منفی بودند، تهیه و الایزاي غیرمســتقیم بــا  قطعاًسالم که 

ــراي ایــن F2اده از اســتف انجــام شــد (جــدول  هانمونــه، ب
 100/1و سرم افراد بــه میــزان  8/1به میزان  F2). 4شماره 

 بــه دســت 81501/0رقیق شد. میزان کــات آف برابــر بــا 
مــرز بــین  کنندهمشــخصکــات آف  کهییجا ازآنآمد. 

هاي بالاتر  ODي بعدي، هاتستمثبت و منفی است، در 
 عنوانبــهاز آن  ترنییپــاهــاي  ODاز کات آف، مثبت و 

  گرفته شدند. در نظرمنفی 
  

  ي منفی جهت تعیین کات آفهانمونهنتایج الایزا  :4جدول شماره
  

 
1 2 3 4 

A 389/0 203/0 68/0 652/0 

B 484/0 507/0 35/0 446/0 

C 339/0 676/0 23/0 446/0 

D 491/0 357/0 449/0 447/0 

E 549/0 612/0 68/0 443/0 

F 304/0 676/0 583/0 330/0 

G 354/0 376/0 715/0   
H 73/0 638/0 657/0   

  
  

 
SD = 1552101/0       Mean = 5045926/0       Cut off= (Mean+ 2SD) = 81501/0  

  
  نتایج تست الایزا بعد از گرفتن کات آف

بــه میــزان  F2ي انســانی، هانمونهي آورجمعبعد از  
 رقیق و الایــزا انجــام 100/1 سرم افراد نیز به میزانو  8/1

نمونــه کنتــرل منفــی،  وچهارچهلشد. در چاهک شماره 
در چاهک شماره شصت، کنترل مثبت و چاهــک آخــر 
بدون سرم بارگزاري شدند. نتایج تست الایزا در جــدول 

آورده  6و مشخصات بیماران در جدول شــماره  5شماره 
درصــد  5/27، شــدهانجامدر تســت الایــزاي شده اســت. 

)22n= داراي  هانمونه) ازOD≥Cut off  بودند که از این
ــت  ــایج تس ــه نت ــه ب ــا توج ــان، ب ــزا، PPDمی ــمیر ، الای اس

جــدول  براي هر بیمار که در PCRمیکروسکوپی، کشت و 
) =16nدرصـــد ( 20اســـت،  شـــدهدادهنشـــان  7شـــماره 

 5 و LTBIمبتلابــه ) =2nدرصــد ( 5/2فعــال،  TB مبتلابه
بــه تشخیص داده شدند. لازم ) مثبت کاذب =4nدرصد (

است که در تفســیر کلیــه نتــایج، اســتاندارد طلایــی  ذکر
  تشخیص، نتیجه کشت در نظر گرفته شد.

  
  بررسی همبستگی بین نتایج الایزا و کشت

جهت بررسی نتایج حاصــل از الایــزا در مقایســه بــا 
 بــه آمدهدســتبهکشت، کلیه نتایج با توجه به کات آف 

 افــزارنرممنفی) تعریف شد و توسط  کیفی (مثبت و صورت
جــدول  IBM SPSS Statistics (version 26.0) يآمار

  آمد. به دست 7مطابق جدول شماره  دو متغیر 2x2توافقی 
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  نتایج تست الایزا :5جدول شماره 
  

 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

A 416/0 551/0 219/0 486/0 687/0 657/0 408/0 575/0 539/0 197/0 

B 516/0 774/0 265/0 088/1 079/1 104/1 876/0 069/1 817/0 255/0 

C 523/0 701/0 260/0 096/1 771/0 652/0 866/0 850/0 600/0 247/0 

D 519/0 764/0 263/0 433/1 398/1 446/0 413/1 314/1 524/0 277/0 

E 312/1 010/1 265/0 149/1 221/1 246/1 086/1 821/0 902/0 258/0 

F 544/0 783/0 257/0 099/1 782/0 446/0 704/0 752/0 596/0 250/0 

G 610/0 750/0 246/0 780/0 648/0 447/0 750/0 573/0 497/0 240/0 

H 301/0 325/0 266/0 738/0 345/0 443/0 639/0 342/0 711/0 04/0 

  
  در تست الایزا شدهاستفادهبیماران  مشخصات :6جدول شماره 

  

PPD(mm) مشخصات Num. PPD(mm) مشخصات Num. 

1 M 22 41 7 M76 1 
15> F 88 42 1 F 58  2 
2 M 34 43 1 M 32 3 
0 F 31(NC) 44 4 M 55 4 
15> M 40 45 15 F 90 5 
2 M 56 46 8 F 66 6 
1 F 32 47 2 F 52 7 
2 F 33 48 1 M 30 8 
1 M 22 49 1 F 39 9 
1 F 32 50 1 F 42 10 
1 F 34 51 4 M72 11 
15> F84 52 2 M 31 12 
15> M 36 53 15> F 90 13 
1 F 33 54 1 F 76 14 
1 F41 55 1 M35 15 
2 M 56 56 1 F40 16 
2 F 33 57 2 F 26 17 

15 M 45 58 8 M 63 18 
2 F 23 59 1 F47 19 
15> M 81(PC) 60 1 M3 20 
15> F 33 64 2 F37 21 
15> M44 62 - M 3 22 
1 M34 63 2 F46 23 
1 M29 64 1 F14 24 
1 M 29 65 2 F 41 25 
1 F44 66 15> M91 26 
1 F 16 67 15> F 68 27 
1 M 45 68 15> F40 28 
1 M 39 69 15> M 85 29 
1 M 18 70 15> F68 30 
2 M 47 71 1 F29 31 
8 F 66 72 1 F46 32 
1 M 41 73 1 F 46 33 
1 M 48 74 15 F 86  34 
1 M 29 75 1 F 33 35 
1 M 47 76 15> F 84 36 
1 F 66 77 15> M76 37 
1 M 41 78 2 F41 38 
1 M 33 79 2 M 56 39 

- No Ab 80 2 F 33 40 

  
  ELISAو  Cultureدو متغیر  x2 2جدول توافقی  :7جدول شماره 

 

  
 از Cultureو  ELISAجهت بررسی همبستگی بین 

 Fisher's Exact Test بــه روش Chi-Square Test آزمــون

 (با توجه به جــدول صفرنزدیک به  P . مقداراستفاده شد
  .بوددو متغیر  داریحاکی از رابطه بسیار معن )8شماره 
  

  ELISAو  Cultureنتیجه همبستگی بین دو متغیر  :8جدول شماره 
  

 Value df Asymp. Sig.  
(2-sided) 

Exact Sig.  
(2-sided) 

Exact Sig.  
(1-sided) 

Pearson Chi-Square 865/36 1 000   

Continuity Correctionb 438/33 1 000   

Likelihood Ratio 081/35 1 000   

Fisher's Exact Test    000 000 

Linear-by-Linear Association 404/36 1 000   

N of Valid Casesb 80     
 
a. 0 cells .)0% have expected count less than 5. The minimum expected count is 5.50. 
b. Computed only for a 2x2 table 

  
  شدهیطراحتعیین حساسیت و ویژگی تست الایزاي 

 یطراحجهت تعیین حساسیت و ویژگی تست الایزاي 
 80، از نتایج آخــرین تســت الایــزا بــا مطالعه در این شده

نمونه سرم استفاده شد. تفســیر نتــایج حاصــل از آخــرین 
، بــا موردمطالعــهبــراي جامعــه آمــاري  شدهانجامالایزاي 

 عنوانبــهز کشــت نمونــه بــالینی، توجه به نتایج حاصــل ا
استاندارد تشخیص و نتایج حاصل از تســت توبرکــولین، 

 است. شدهدادهنشان  9 شماره در جدول
  

 PPDتفسیر نتایج حاصل از الایزا با توجه به نتایج تست  :9جدول شماره 
 

 

Groups Definition Numbers 
PPD Pos /ELISA Pos  
But No Disease Powerful immune system 2 

PPD Pos / ELISA Pos 
Disease True Positives 15 

PPD Neg / ELISA Pos Culture Neg & No Symptoms:  
ELISA Result is False Positive 

4 

Culture Pos: Immunosuppressive 1 
PPD Pos / ELISA Neg Culture Neg: PPD Result is False Positive 

 1  آلودگی با سایر مایکوباکتریوم ها یا BCGدریافت اخیر 

Culture Pos:  ELISA Result: False Negative 4 
PPD Neg / ELISA Neg 
No Disease True Negatives 53 

 
و  درصــد 78 شــدهیطراحــبدین ترتیب حساسیت تست 

   بود. درصد 92ویژگی آن 
Sensitivity = 15 / (15 +4) x 100 = 78% 
Specificity = 53 / (53 +4) x 100 = 92% 

VAR00001 * VAR00002 Crosstabulation 

Count VAR00002 Total absent present 
VAR00001 Absent 54 6 60 

present 4 16 20 

Total 58 22 80 
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 بحث
 يهــاژنیآنتــ از استفاده مطالعه، این از اصلی هدف

ــا وزن ــولی ب ــایین،  مولک ــده ترشحپ ــویه  Mtb ازش ، Cس
تشخیصی مانند الایزاي غیرمستقیم بود. در  جهت اهداف

 ي سرم انســانیبادیآنتطراحی سیستم الایزا جهت شناسایی 
درصد و  78 ، حساسیتشدهخالصي هانیپروتئعلیه این 

 Chi-Square Testدرصد حاصل شد. در آزمون  92ویژگی 
ــه  ــزاي  Fisher's Exact Testروش ب ــایج تســت الای نت

  در مقایســه بــا اســتاندارد طلایــی کشــت، بــا  شدهیطراح
P-Value .نزدیک به صفر، داراي همبستگی بالایی بود  

 يزیآمشانس یافتن باسیل اسید فست در نمونه رنگ
. بیمــار دارد نمونــهمستقیم با تعداد باســیل در شده ارتباط 

با کشت باکتري امکان تشخیص دقیق گونــه  حالنیدرع
و  ییایمیوشیتکمیلی ب يهابا استفاده از تست مایکوباکتریوم

از  ياریبســشــد. تشخیصی میسر خواهــد  يهاسایر تست
مثبــت  ولی کشــت یمنف ریاسم يمبتلابه سل دارا مارانیب

. کنــدینمــنفــی ســل را  يمــاریب یمنف يرهایهستند. اسم
وه بر این درروش میکروسکوپی اسمیر امکان تمــایز لاع

ــو غ زايمــاریهــاي بمایکوبــاکتریوم وجــود  زايمــاریب ری
ــالینی  80. در مطالعــه حاضــر، از میــان )15(نــدارد نمونــه ب

از بیماران، اعم از خلط، شیره معده، مایع  شدهيآورجمع
ي شــده بــه روش زیآمرنــگمیر .. نتیجه اســ.سینوویال و 

وجــود  ازنظــردرصــد) 25/16نمونه ( 13اسید فست براي 
باسیل اسید فست مثبت گزارش شد، ایــن در حــالی بــود 

 ازدرصــد) نتیجــه کشــت مثبــت داشــتند.  25( نفر 20 که
در تفســیر کلیــه نتــایج در مطالعــه حاضــر،  کــهییجــاآن

 مــورد 7استاندارد تشخیص، نتیجه کشت در نظر گرفته شد، 
ي زیآمرنــگدر  TB مبتلابــهنتیجه منفی کاذب در افــراد 

  اسید فست از نمونه بالینی بیماران مشاهده شد.
بــوده  ترعیموارد منفی کاذب شامولکولی،  درروش

و ممکن است در مواردي همچون تعداد کم بــاکتري در 
آیــد. در ایــن مطالعــه، در جامعــه  بــه وجــود نمونه بــالینی

درصــد) از 25نفر ( 20) تعداد =80nی (موردبررسآماري 
بیماران نتیجه کشت مثبت داشتند که از این تعداد نتیجــه 

 16آنالیز مولکولی بر روي نمونه بالینی اولیــه بیمــاران در 
در تفســیر کلیــه  کــهییجــاازآنمورد مثبت ارزیابی شــد. 

نتایج، استاندارد طلایی، نتیجه کشت در نظر گرفته شــد، 
آنالیز مولکولی داراي نتیجه  ازنظرثبت، نفر از بیماران م 4

مبتنــی بــر تکثیــر اســید  يهاتســتمنفــی کــاذب بودنــد. 
 قــادر بــه تمــایز میکــروب زنــده از میکــروب، نوکلئیــک
و نبایستی بــراي پــایش پاســخ درمــان  باشندیغیرزنده نم

  .)16،17(استفاده شوند
 ریو ســا Mtb نیبــ زیتمــا يبــرا PPDتســت  یژگیو

و بــه علــت  کم اســت وبرکلوزيت ریغ يهايکوباکتریما
ویژگی پایین، دقت ضــعیفی در افــراد واکســینه شــده بــا 

BCG  ایمنــی ســلولی  مبتلابــهو حساسیت پایین در افــراد
 PPDکه بــر اســاس  ییهاشیآزما. شودیمضعیف دیده 

ــدهانجام ــش ــدیاند، نم ــوز،  توانن ــت توبرکول ــان عفون می
محیطــی  هايممایکوباکتریویا مواجهه با و واکسیناسیون 

منفــی  پوستیمواردي که تست . )18،19(تمایز قائل شوند
ــ ــوط  شــودیکــاذب م ــن اســت مرب ــه توبرکــولین ممک ب

ش خطــا در خــوانیــا  خطــا درروش تزریــق، شدهمصرف
. در برخــی مــوارد منفــی )20(اندوراســیون پوســتی باشــد

شده ولــی آلودهشخص با باسیل کخ کاذب، ممکن است 
هفتــه از  6تــا  2(باید باشد م داده خیلی زود تست را انجا

شــخص . یــا ممکــن اســت ورود باسیل بــه بــدن بگــذرد)
بدن قادر بــه ، شده ولی به دلیل ضعف سیستم ایمنیآلوده

 در اشخاص سالمی که قــبلاً مبــتلاچنین هم .پاسخ نیست
اند امکان منفی شدن تست توبرکولین وجــود به سل بوده

 عنوانبــه ژنیتن کامــل آنتــاین پدیده در اثر از بین رف دارد.
فرونشــاننده  يهاتیمحــرك و یــا بــه دلیــل وفــور لنفوســ

)Suppressor Cell (است)تست پوســتی 80از میان  .)17،21 ،
درصــد) مثبــت در نظــر گرفتــه  5/27نفر ( 22نتیجه تست 

 10تــر از درصد) با قطر اندوراسیون بیش 5مورد ( 4شد، 
 متــریلــیم 15ر از تــدرصد) با قطر بیش 5/22مورد ( 18و 

مورد نتیجه کشت مثبــت داشــتند.  19بودند. از این میان، 
 متــریلــیم 10دو مورد تست پوستی مثبت بــا قطــر بــالاي 

مربوط به کارکنان مرکــز بهداشــت در بخــش تشــخیص 
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ساله بــا نتیجــه  66سل و یک مورد مثبت کاذب در خانم 
ي تشخیصی منفی بود. یک مــورد هاتستکشت و سایر 

ســاله بــا نقــص  39ســتی منفــی کــاذب در آقــاي تست پو
سیستم ایمنی دیده شد، نتیجه کشت خلط در ایــن بیمــار 

  مثبت شد.
، یکیســرولوژ يهــاشیآزما جــادیا يدر تلاش بــرا

 یی با اوزان مولکــولی مختلــفایکوباکتریما يهاژنیآنت
 ،LAM ،Mtb81 ،A60دالتون،  لویک 30دالتون، لویک 38
یــا  14ي هاژنیآنتیلو دالتون، ک 19کیلو دالتون،  23-24
ــون و  16 ــو دالت ــا اســتفاده از ESAT-6کیل ــاروش، ب ي ه

با  مستقل طوربهي شده و سازخالصمختلف، شناسایی و 
ــه مــارانیآمده از بدســتبه يهــا ســرم مــورد  ســل مبتلاب

ــابی  ــدقرارگرفتهارزی ــاران در  Espitia. )22،23(ان و همک
بــا وزن  فردصــربهمنح نیپــروتئ ژنیآنتــ کی 1989سال 

 نیــاجدا کردند که  Mtbرا از  دالتون لویک 38 مولکولی
جــدا شــد و  لزســلو تــروین يبــا شستشــو از غشــا ژنیآنتــ

ســل  يمــاریب صیدر تشــخ ELISAمعــرف  کیعنوان به
 96 ی ایــن تســتژگیقرار گرفت. و شیمورد آزما يویر

 38 ژنیآنتــ .)24(بــود درصــد 68 آن تیو حساســدرصد 
اســت کــه باعــث  یمنــیا نیپــوپروتئیل کیــ یدالتون لویک

. شــودیمــ یشــگاهیآزما وانــاتیدر حی سلولقوي پاسخ 
در  Mtbدالتــون  لــویک 38 ژنیآنتــ در برابر IFN-γ سطح

 لیکه پتانس دهدینشان م نیو امثبت بالا بود  TBبیماران 
 صیتشخ همچنین و یمنیمحافظت از ا يبرا ژنیآنتاین 

  .)25(بیماري سل ریوي بالاست
C. Espitia را  شــدههیتصف يهاژنیو همکاران، آنت

ــدوده  Mtbاز  ــا  14در مح ــویک 122ت ــالص  ل ــون خ دالت
در  يبــادیآنت خاز پاس تمونوبلایا لیوتحلهیکردند. تجز

ــارانیب ــل ر م ــه س ــمبتلاب ــا او  يوی ــالم ب ــراد س ــدر اف  نی
 درصــد90دالتون با واکــنش  لویک 31-32باند  هاژنیآنت
 ژنیآنتــ بانــد. را نشــان داد ســل مبتلابــهبیمــاران  سرم از
بــود  یدالتــون لــویک 60 ژنیبا واکنش مشابه، آنت يگرید

. )24(شــدشناخته  بیماران هاياز سرم درصد82که توسط 
 Bســلول  يهــاتوپیاپــ يدالتون حــاو لویک 16 ژنیآنت

 مطالعه توسط کیاست. در  Complex Mtb يخاص برا
Senol وسترن بلات نشان داد  لیوتحلهیو همکاران، تجز

 یاختصاصــ يهايبادیآنت مارانبی از) درصد 58( نفر 30که 
IgG دالتــون،  لــویک 6در محــدوده  هــاژنیرا در برابر آنت

 نفــر31و  دالتون لویک 16) در محدوده درصد 50( نفر 26
. )26(نشان دادنــددالتون  لویک 38) در محدوده درصد60(

در این مطالعه، باند شارپ  F2در آنالیز پروفایل پروتئینی 
ـــدوده  ـــی در مح کیلودالتـــون بـــر روي ژل  14پروتئین

چنین در تست الایزاي . هم)11(آکریل آمید دیده شدپلی
تــا  14پروتئینی در محــدوده  ژنیآنتتوسط  شدهیطراح

درصــد در  92درصد و ویژگی  87دالتون، حساسیت  41
ــاران  ــایی بیم ــهشناس ــل  مبتلاب ــهس ــتب ــزان دس ــد. می  آم

همبستگی نتایج حاصل از الایزا در مقایســه بــا اســتاندارد 
نزدیک به صــفر، همبســتگی  P-Valueبا  طلایی کشت،

بالایی را نشان داد. نتایج حاصل از این مطالعه نشــان داد، 
تشخیصــی قبول و ارزش قابــل تیحساســ ELISA تســت

آن را در  تــوانیمــ و مثبت دارد ادبالایی در شناسایی افر
 ی،صــیدقــت تشخ شیافــزا يها براروش ریابا س بیترک

  .کشت، استفاده کرد یدر موارد منف ژهیوبه
حساســیت و ویژگــی روش الایــزا بــراي  ازآنجاکــه

ي توســط طورجــدبهي در ســرم افــراد، بادیآنتتشخیص 
در  مرتبط ریغهاي اتصال غیراختصاصی ایمونوگلوبولین

کل ، ایــن مشــردیگیمسرم، به فاز جامد تحت تأثیر قرار 
ي ضــد ســل، هــايبــادیآنتدرمورد . باید به حداقل برسد

شده، همراه با عدم واکــنش ناهمگن مشاهده یمنیپاسخ ا
ــه  ــب ــ کی ــواحــد،  ژنیآنت ــا  ای ــب گــروه خــاص از  کی
 نیدر افراد و همچنــ راتییاز وجود تغ ی، حاکهاژنیآنت

از احتمــالات  یکــی است. يماریتنوع با توجه به مرحله ب
، يمــاریمرحلــه ب ریو تــأث یمنــیپاسخ ا رییجبران تغ يبرا

در  يفــرد يهاتیحساســ نیبــا بــالاتر هاژنیآنت بیترک
بــا اجــازه  ژنیآنت بیترک نیا. واحد است شیآزما کی

 کیــمختلف هر  يهاتوپ یزمان اپدادن به شناختن هم
. بــا بخشــدیرا بهبــود مــ شی، عملکرد آزمــاهانیاز پروتئ

ــاکمپلکساســتفاده از  ــي ه ــژیآنت ــهی ن ــت  منظورب تقوی
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 هاژنیآنت ترخاصحساسیت آزمایش و استفاده از انواع 
بــه فــاز  هــايبــادیآنتبراي کاهش اتصال غیراختصاصی 

 از. )13،22(مشکل را تا حدودي کم کــرد توانیمجامد، 
ي پروتئینــی هاژنیآنتدر این مطالعه از کمپلکس  رونیا

تا  14دوده با وزن مولکولی پایین در مح Mtbاختصاصی 
ي غیراختصاصــی هاپاســخکیلودالتون، استفاده شد تا  41

 اختصاصــی يهــاژنیاستفاده از آنت درواقع به حداقل برسد.
 يهــايبــادیآنتــ ، ســبب حــذف اتصــالMtb وزنسبک

  شد.افزایش ویژگی تست  جهیدرنتی و راختصاصیغ
و همکــاران، سیســتم الایزایــی  Devi 2001در سال 

 IgMو  IgG ،IgA يهــايبــادینتــآجهت تخمین میــزان 
 در Mtbکیلودالتــون  38پروتئینــی خــالص  ژنیآنتــضد 
سل  بیماران ، طراحی کردند. تست الایزا برايافراد سرم

 IgG ،IgA يهــايبــادیآنت با اسمیر و کشت مثبت، براي
بــه ترتیــب داراي  کیلودالتــون، 38پــروتئین  ضــد IgM و

 ویژگــی بــا و درصــد10 و درصد30 درصد،61 حساسیت
 یدالتــون لــویک 38 نیپروتئ. )27(بود IgG براي درصد100

 یاست که با استفاده از کروماتوگراف یمنیا ژنیآنت کی
ـــایلی ـــت تم ـــط مخ ـــده و فق ـــپلکس  صجداش  Mtbکم

، 2005و همکــاران در ســال  Beckدر مطالعــه  .)22(اســت
در مقایســه  را TbF6/DPEP و TbF6نوترکیــب  ژنیآنت
در  Mtbاز فیلتراسیون کشت  آمدهستدبهي هاژنیآنتبا 

ترکیب تســت الایــزا و وســترن بــلات، جهــت شناســایی 
در  هــاژنیآنتــعلیــه ایــن  IgGي اختصاصی هايبادیآنت

سیستم ایمنی هومورال علیه باسیل سل، در ســرم بیمــاران 
نوترکیــب  ژنیآنتــســل ریــوي بــه کــار گرفتنــد.  مبتلابه
TbF6  پلی پروتئین  4شاملMTB8, 38 kDa, MTB11 

ــ و MTB 48 و ــامل  DPEPنوترکیــب  ژنیآنت ــز ش نی
بــود. در طراحــی سیســتم  MPT 32پرولین ریچ پروتئین 
ي هــاژنیآنتــهــاي کــوت شــده بــا الایزا از میکروپلیــت

 شــدهخالصي هــاژنیآنتــنوترکیب و تست وسترن بلات با 
اســتفاده شــد.  Mtbاز فیلتراســیون کشــت ســویه وحشــی 

ــتجز ــوتحل هی ــترن لی ــه  وس ــان داد ک ــلات نش ــر 30ب  نف
را  IgG یاختصاص يهايبادیآنت ،مارانبی از) درصد58(

نفــر  26دالتــون،  لــویک 6در محــدوده  هاژنیدر برابر آنت
 60( نفــر 31دالتــون و  لــویک 16در محــدوده  )درصد50(

 نیبهتــر. کنندیمی تولید دالتون لویک 38) در دامنه درصد
به دســت  TbF6/DPEP ژنیآنت بیبا ترک ELISA جینتا

درصد ویژگی همراه 91و  تحساسی درصد85 اآمد که ب
 درصــد 92درصد و ویژگــی  78بود (در مقایسه با حساسیت 

  .)28(در این مطالعه) شدهیطراحدر سیستم الایزاي 
ــفرج ــال الله ــاران در س ــی  2012ی و همک در طراح

فــاز جامــد  ستمیعنوان سبه BCG سیستم الایزاي خود از
 شــدهیطراح آزمون یحساسیت و ویژگکردند. استفاده 

. بــوددرصــد  5/93و  درصــد90ترتیــب بــه  هــاآن توسط
ــیو ــ یژگ ــاروش آن تیو حساس ــا نت ــا ب ــل از  جیه حاص

اســتفاده مشــابه  .بــود سهیمقاقابل یقبل مطالعات يهاگروه
شده بــود و گزارش يسل گاو صیقبلاً در تشخ BCGاز 

 اســتفاده ،MPT-51و  Ag85بــا  ســهیمشخص شد که در مقا
  .)13(دهدیرا نشان م تیو حساس یژگیو نیبالاتر BCG از

در سیســتم  Cut off نبــراي تعیــی حاضــردر مطالعــه 
اســتفاده شــد  Mean+2SDاز روش  شدهیطراحالایزاي 

تر بود و از طرفی براي راحت ROC Curveکه به نسبت 
تــري ســرم منفــی استفاده از این روش نیاز به تعداد بــیش

  ه به علت عدم دسترسی مقدور نشد.بود ک
کــه ترکیــب  دهــدیوضــوح پیشــنهاد مــبه هایبررس

 ییهاژنیازجمله آنتمایکوباکتریایی خاص  يهاژنیآنت
 TBشناســایی در  تواننــدیمــ CFP-10و  ESAT-6ماننــد 

در مطالعه حاضــر،  ها نقش ایفا کنند.فعال در انسان و دام
ــترکیــب  ــی  ژنیآنت ــالیز  ESAT6-CFP10پروتئین در آن

 درصد، 5/12آکریل آمید پروفایل پروتئینی بر روي ژل پلی
ــدود  ــه ح ــون  30در ناحی ــکیل  دهندهنشــانکیلودالت تش

  .)11(در این ناحیه بود وزنسبککمپلکس پروتئینی 
ــن  ــه در ای ــاانگ مطالع ــک  زهیو ب ــتمطراحــی ی  سیس

 بــا وزن مولکــولی پــایین يهاژنیاز آنت ،غربالگري اولیه
کــه  استفاده شــد Mtbاز فیلتراسیون کشت  شدهاستخراج

 اولیــه مــوردشناســایی در  توانستند بالابه علت حساسیت 
 حساســیت Mtbوزن سبکي هاژنیآنت. استفاده قرار گیرند
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ــ شناســایی عفونــت ســلرا جهــت  لازم و  دایجــاد نمودن
در  توانــدیروشی است کــه مــ میرمستقیغ الایزاي روش

 مــورد وزنسبکي هاژنین آنتای علیه يبادیردیابی آنت
 مطالعه روي جمعیــت کــوچکی البته این استفاده قرار گیرد.

انجام شد و جهت تخمین حساسیت و دقــت، مطالعــه بــر 
 يهاافتــه. یشــودیمــنیــز پیشــنهاد  تــربزرگروي جامعــه 

 يهــاژنیمطالعــه نشــان داد کــه آنتــ نیا در آمدهدستبه
 41تــا  30محدوده در  شدهییشناسااستخراج و  ینیپروتئ

 را MTBCو  NTM يهــاعفونت تواننــدیدالتون مــ لویک

در  يشــتریمطالعات ب، حالنی. باااز همدیگر افتراق دهند
ي آن ســازنهیبهو  جینتــا نیــا دییــتأ يبرا in vivoشرایط 

  است. ازین ،موردنظرجهت استفاده در فیلد 
  

  يسپاسگزار
کتــري د نامــهانیپابخشــی از  عنوانبــهمطالعــه  ایــن 

توسط مژگان خســروبیگی و بــا حمایــت گــروه تولیــد و 
ــات  ــه تحقیق ــالئین در موسس ــولین و م ــات توبرک تحقیق

  .ي رازي انجام شدسازسرمواکسن و 
 
References 
1. WHO. Global Tuberculosis Report 2021. 

World Health Organization. Geneva; 2021. 

2. WHO. Global Tuberculosis Report 2019. 

World Health Organization. Geneva; 2019. 

3. Zhang L, Jiang X, Pfau D, Ling Y, Nathan 

CF. Type I interferon signaling mediates 

Mycobacterium tuberculosis–induced macrophage 

death. J Exp Med 2021; 218(2): e20200887. 

4. Hall GS, Bailey, Scott. Diagnostic 

Microbiology. 13th Ed. American Society for 

Clinical Pathology,chicago; 2015. 

5. El-Masry S, El-Kady I, Zaghloul MH, Al-

Badrawey MK. Rapid and simple detection 

of a mycobacterium circulating antigen in 

serum of pulmonary tuberculosis patients by 

using a monoclonal antibody and Fast-Dot-

ELISA. Clin Biochem 2008; 41(3): 145-151. 

6. Marassi CD, De Souza Fonseca L, Ristow P, 

Ferreira R, Lilenbaum W, Oelemann WMR. 

Improvement of an in-house ELISA for 

bovine paratuberculosis serology in Brazil. 

Brazilian J Microbiol 2005; 36(2): 118-122. 

7. Abdel-Samea SA, Ismail YM, Fayed SMA, 

Mohammad AA. Comparative study between 

using QuantiFERON and tuberculin skin test 

in diagnosis of Mycobacterium tuberculosis 

infection. Egypt J Chest Dis Tuberc 2013; 

62(1): 137-143. 

8. Józefowski S, Sobota A, Kwiatkowska K. 

How mycobacterium tuberculosis subverts 

host immune responses. Bioessays 2008; 

30(10): 943-954. 

9. Wu X, Zhang L, Zhang J, Zhang C, Zhu L, 

Shi Y. Recombinant early secreted antigen 

target 6 protein as a skin test antigen for the 

specific detection of Mycobacterium tuberculosis 

infection. Clin Exp Immunol 2008; 152(1): 

81-87. 

10. Crowther JR. The ELISA Guidebook. Methods 

Mol Biol. New York: Humana Press; 2000. 

11. Khosrobeygi M, Mosavari N, Salehi M, 

Mojgani N,Akbari M. Isolation and Purification 

of Low Molecular Weight Proteins from 

Culture Filtrate of Mycobacterium Tuberculosis 

Strain C. Arch Razi Inst 2021; 76(2): 273-281. 

12. Kohl TO, Ascoli CA. Indirect Immunometric 

ELISA. Cold Spring Harb Protoc 2017; 

2017(5): 396-402. 

13. Farajollahi M, Hamzehlou S. Development 

of a New Indirect ELISA Method for 

Detection of Anti-Tuberculosis Antibodies in 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
2-

13
 ]

 

                            11 / 12

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-18329-en.html


     
  همکاران ومژگان خسروبیگی      

 

  101      1401، آبان  214دوره سی و دوم، شماره                                                                                      مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران              

 پژوهشـی
 

Human Serum. J Med Bacteriol 2012; 1(1): 

37-43 (Persian). 

14. Hatamifar M, Mosavari N, Kazemi J. 

Designing of Indirect ELISA system using 

secreted antigens of Mycobacterium avium 

subsp. paratuberculosis for Diagnosis of 

paratuberculosis. Iran J Med Microbiol 2017; 

11(2): 26-33 (Persian). 

15. Mekonen A, Ayele Y, Berhan Y, 

Woldeyohannes D, Erku W, Sisay S. Factors 

which contributed for low quality sputum 

smears for the detection of acid fast bacilli 

(AFB) at selected health centers in Ethiopia: 

A quality control perspective. PLoS One 

2018; 13(6): e0198947. 

16. Dinnes J, Deeks J, Kunst H, Gibson A, 

Cummins E, Waugh N, et al. Rapid diagnostic 

tests for the detection of tuberculosis infection. 

Health Technol Assess 2007; 11(3): 1-196. 

17. Azadi D, Shojaei H. The role of the laboratory 

in the diagnosis of tuberculosis. Iran J Med 

Microbiol 2016; 10(2): 1-15 (Persian). 

18. van Pinxteren LAH, Ravn P, Agger EM, 

Pollock J, Andersen P. Diagnosis of 

Tuberculosis Based on the Two Specific 

Antigens ESAT-6 and CFP10. Clin Diagn 

Lab Immunol 2002; 7(2): 155-160. 

19. Lalvani A. Diagnosing tuberculosis infection 

in the 21st century: New tools to tackle an 

old enemy. Chest 2007; 131(6): 1898-1906. 

20. Anand M, Nayyar E, Concepcion B, Salani 

M, Schaefer H. Tuberculosis in kidney 

transplant recipients: A case series. World J 

Transplant 2017; 7(3): 213-221. 

21. Diaz G, Wolfe LM, Kruh-Garcia NA, Dobos 

KM. Changes in the Membrane-Associated 

Proteins of Exosomes Released from Human 

Macrophages after Mycobacterium tuberculosis 

Infection. Sci Rep 2016; 6: 37975. 

22. Beck ST, Leite OM, Arruda RS, Ferreira AW. 

Humoral response to low molecular weight 

antigens of Mycobacterium tuberculosis by 

tuberculosis patients and contacts. Braz J 

Med Biol Res 2005; 38(4): 587–596. 

23. Uma Devi KR, Senthil Kumar KS, 

Ramalingam B, Alamelu R. Purification and 

characterization of three immunodominant 

proteins (38,30, and 16 kDa) of Mycobacterium 

tuberculosis. Protein Expr Purif 2002; 24(2): 

188-195. 

24. Espitia C, Cervera I, Gonzalez R, Mancilla 

R, Biomedicas I. A 38-kD Mycobacterium 

tuberculosis antigen associated with infection. 

Its isolation and serologic evaluation. Clin 

Exp Immunol 1989; 77(3): 373-377. 

25. Abebe F, Belay M, Legesse M. IFN-c against 

the 38-kDa antigen of Mycobacterium 

tuberculosis discriminates pulmonary 

tuberculosis from infection and infection from 

exposure: evidence from a study of human 

population in a high endemic setting.APMIS 

2018; 126(2): 135-142. 

26. Senol G, Erer OF, Yalcin YA, Coskun M, 

Gündüz AT, Biçmen C, et al. Humoral 

immune response against 38-kDa and 16-kDa 

mycobacterial antigens in tubercolosis. Eur 

Respir J 2007; 29(1): 143-148. 

27. Devi KRU, Ramalingam B, Brennan PJ, 

Narayanan SPR, Raja A. Specific and early 

detection of IgG, IgA and IgM antibodies to 

Mycobacterium tuberculosis 38kDa antigen 

in pulmonary tuberculosis. Tuberculosis 

2001; 81(3): 249-253. 

28. Beck ST, Leite OM, Arruda RS, Ferreira 

AW. Combined use of Western blot/ELISA 

to improve the serological diagnosis of 

human tuberculosis. Braz J Infect Dis 2005; 

9(1): 35-43. 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
2-

13
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            12 / 12

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-18329-en.html
http://www.tcpdf.org

