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چکيد ه 
از مهم ترین   ،)BVD( اسهال ویروسی گاوی  )IBR( و  )Neospora caninum(، رینوتراکئیت گاوی  کانینوم  نئوسپورا  بیماری زای  سه عامل 
عوامل عفونی بروز سقط جنین در  گاو در جهان هستند. جهت تشخیص این عفونت ها از روش الیزا استفاده می شود. هدف از این مطالعه 
طراحی تست تشخیصی بود که قادر به شناسایی راحت و هم زمان  این عوامل عفونی باشد. بدین منظور نمونه های سرم از 184 گاو با سابقه 
سقط در یک سال گذشته در مناطق شمال فارس جمع آوری گردید سپس نمونه ها با استفاده از کیت های  تجاری الیزا و  روش الیزای نقطه ای 
چندگانه ارزیابی گردید. نتایج بدست آمده از کیت تجاری نشان داد که میزان موارد مثبت برای سه عامل عفونی مورد مطالعه به ترتیب 
32 درصد برای نئوسپورا کانینوم، 98.2 درصد برای IBR و 64.1 درصد برای BVDV می باشد در حالی که نتایج مثبت با استفاده از روش 
الیزای نقطه  ای برای همین سه مورد به ترتیب 29.3 درصد، 93.5 درصد و 79.3 درصد است. با استفاده از روش آماری کاپا توافق این دو 
روش برای تک یاخته نئوسپورا کانینوم، ویروس IBR و ویروس BVDV در حد مناسب تا خیلی خوب ارزیابی گردید. همچنین نتایج آماری 
مک نمار نشان داد که بین دو روش برای هیچ کدام از عوامل مورد نظر در این پژوهش تفاوت معناداری وجود ندارد. با توجه به نتایج این 
مطالعه مشخص شد که کیت الیزای نقطه ای چندگانه، می تواند به عنوان روشی ساده و مقرون به صرفه جهت تشخیص هم زمان سه عامل 
مهم سقط در گاو  مورد استفاده قرار گیرد. این مطالعه گامی نخست در طراحی یک کیت چندگانه برای تشخیص عوامل عفونتی سقط در 

گاو برای اولین بار در جهان می باشد و می تواند در آینده با انجام مطالعات تکمیلی به عنوان یک کیت تجاری معرفی گردد.

کلمات کلیدی: الیزای نقطه ای چندگانه، الیزا، نئوسپورا کانینوم، رینوتراکئیت گاوی، ویروس اسهال گاوی
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The major agents cause abortion in cattle are Neospora caninum, Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR), and Bovine 
Viral Diarrhea (BVD). These infection agents cause reproductive disorders which can lead in economic loss in dairy 
and beef herds. Serological test including ELISA are calculated as the best diagnostic ways for Neospora caninum, 
IBR, and BVD. The aim of this study was to develop a multiplex Dot-ELISA kit for simultaneous detecting of three 
abortion agents: Neospora caninum, IBR, and BVD. The blood samples were collected from 184 cows with a history 
of abortion in the northern of Fars province. Sera were analyzed by Multiplex Dot-ELISA and commercial ELISA kits, 
and the results were compared to each other. The commercial kit showed 32%, 98,9% and 64.1% positive results for 
Neospora caninum, IBR, and BVD, respectively. On the other hand, positive results for Multiplex Dot-ELISA showed 
29.3%, 93.5% and 79.3% for these agents. Kappa agreement assessment demonstrated that appropriate agreement 
between multiplex Dot-ELISA results and ELISA kits, and McNemar test showed that both methods have the same 
efficacy for the identification of these abortion agents. The results of this study revealed that multiple Dot-ELISA kit, 
could be a simple and economical method for the simultaneous detection of three abortion agents in cattle. This experi-
mentally kit is designed as the first step in designing a multiple kit for the diagnosis of infections in cows which could 
be introduced with complementary studies as a commercial kit in the future.
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مقدمه
رینوتراکئیست  ویروس  کانینوم1  نئوسپورا  انگل  عفونی   عامل  سه 
گاویIBR(۲( و ویروس ویروس اسهال گاوی3 )BVD( از مهمترین عوامل 
سقط در گاوهای شیری و گوشتی می باشند  )16 ,6،1(. نئوسپورا کانینوم 
موجب بیماری نئوسپوروزیس در گاو می شود که بیشتر در گله های شیری 
بیماری زاست ولی در گله های گوشتی نیز می تواند موجب آلودگی و سقط  
از عوامل شایع سقط جنین در گاو در سراسر  این تک یاخته یکی  شود. 
پستی  خانواده  از   BVD گاو  اسهال  ویروسی  عامل   .)6( می باشد  جهان 
ویروس است. BVD معمولا ایجاد بیماری های ملایمی در گله می کند ولی 
آلوده شدن جنین گاو می تواند منجر به مرگ و سقط جنین گردد )3(. 
آلودگی به IBR که هرپس ویروس است موجب بروز طوفان های سقط 
در گله های گاو می شود به طوری که در مواردی تا 60 درصد از گزارشات  

سقط در گله ها با آلودگی به این ویروس مرتبط است )۲6 , 16(.
روش الیزا به عنوان روشی حساس و دقیق برای بررسی سرولوژیک 
عفونت های  نئوسپورا کانینوم  IBR و BVD استفاده محسوب می گردد 
)9,14,17,18( با این وجود مشکلاتی مانند زمان بر بودن آزمایش، نیاز به 
تجهیزات آزمایشگاهی مناسب و پرسنل فنی آموزش دیده، استفاده از این 
روش را محدود می کند. روش ایمونواسی رنگی یا دات الیزا روشی مقرون 

پیشرفته  تجهیزات  داشتن  به  نیاز  که  است  ساده  و  سریع  صرفه،  به 
مواد  این،  بر  علاوه  می سازد؛  مرتفع  را  دیده  آموزش  فنی  پرسنل  و 
تشکیل دهنده این آزمایش نیازی به دمای یخچال نداشته و در بسیاری 
فراوانی  کاربرد  دارای  دام،  بیماری های  میدانی  تشخیص  موارد  از 

می باشد )3,4,۲1( .
این سه عامل مهم  برای تشخیص  الیزای نقطه ای  این روش  از  پیش 
تاکنون  اما   ،)1۲,۲0,۲5( است  شده  استفاده  جداگانه  صورت  به  سقط 
گزارشی مبنی بر استفاده از این روش برای تشخیص هم زمان این عوامل 
نقطه ای  الیزای  این مطالعه،  روش  در  است.  نشده  منتشر  عفونی سقط 
جنین  سقط  بیماری زای  عامل  سه  برای  تشخیصی  کیت  طراحی  جهت 
گاوی، یعنی  نئوسپورا کانینوم  IBR و BVD به کار گرفته شد و  از این 
روش به صورت چندگانه برای اولین بار در جهان به منظور شناسایی سه 

عامل ذکر شده در گاوهای سقط داده شده استفاده گردید.

مواد و روش ها
تعداد 184 نمونه خون از گاوداری های منطقه شمال استان فارس با 
سابقه سقط جنین اخذ گردید و پس از جدا سازی سرم  تا زمان آزمایش 

در فریزر ۲0- درجه سانتی گراد نگهداری گردید. 
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انجام الیزا
به این منظور، سه کیت الیزای تجاری شامل: کیت سنجش آنتی بادی 
سنجش  کیت   ،)Herdcheck, IDEXX's, USA( کنينوم  نئوسپورا  علیه 
 ،)BVD )Svanova Biotech, Uppsala, Sweden آنتی بادی بر علیه ویروس
 IBR (Svanova Biotech, Uppsala, علیه   بر  آنتی بادی  سنجش  کیت 
Sweden(، مورد استفاده قرار گرفت و طبق دستورالعمل شرکت سازنده 

عمل شد.
روش انجام الیزا نقطه ای به صورت چندگانه )مولتیپلکس(

برای انجام این کار ابتدا آنتی ژن برای هر کدام از عوامل مورد نظر 
تهیه گردید. برای تهیه آنتی ژن تک یاخته نئوسپورا کانینوم بر روی رده 
جنین  سرم  درصد  DMEM4 و10  سلولی  کشت  محیط  از   Vero سلولی 
گاو به همراه آنتی بیوتیک با مقادیر100 واحد در میلی لیتر پنی سیلین و 
100 میكروگرم در میلی لیتر استرپتومایسین، 50 میكروگرم در میلی لیتر 
جنتامایسین و ضد قارچ آمفوتریسین ۲5 میکروگرم در میلی لیتر استفاده 
شد. در مطالعه حاضر، ایزوله مورد استفاده برای آزمایش Nc-1 بود که 
در  مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی شعبه شیراز موجود بود. 
 MDBK سلولی  رده  همراه  به   NADL سویه   BVD بذر  ویروس 
حساس به آن از مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی تهیه گردید. 
 Gibco,( حاوی 10 درصد سرم گوساله DMEM با استفاده از محیط کشت
فلاسک های  در   MDBK سلول   ،)BVD antibody and antigen free
به سلول ها  به 10   1 MOI۵ با    BVD تکثیر شد. ویروس  کشت سلولی 
اضافه شد و فلاسک های کشت در دمای 37 درجه سانتی گراد نگهداری 
شدند. پس از 40 تا 48 ساعت که اثرات سیتوپاتیک)CPE(  در 80 درصد 
دمای  در  سلول   کشت  فلاسک های  گردید،  مشاهده  سلولی  کشت های 
انجماد،  و  از سه دوره ذوب  بعد  گردیدند.  فریز  ۲0- درجه سانتی گراد 
محتویات فلاسک ها با دور RPM 3000  به مدت 30 دقیقه در دمای زیر 
10 درجه سانتی گراد سانتریفیوژ  600g به مدت ۲0 دقیقه گردید. مایع 
دمای  در  میلی لیتری،   5 لوله های  در  تقسیم  از  پس  و  جمع آوری  رویی 

80- فریز شد. تیتر ویروس تکثیر یافته در واحد حجم با استفاده از روش 
رید و مونچ )1938(، بدست آمد. میزان محتوای پروتئینی با استفاده از 
روش برادفورد سنجش شد و میزان آنتی ژن با ۲ میلی گرم در میلی لیتر از 
پروتئین معادل سازی شد )1۲(. همچنین ویروس بذر IBR نیز از موسسه 
تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی تهیه و مانند ویروس BVD روی رده 
سلولی MDBK تکثیر و فریز شد. با این تفاوت که جهت تکثیر ویروس 

IBR،  سلول ها با MOI 0/01 از ویروس IBR تلقیح گردیدند )11 , 10(.
چندگانه  صورت  به  نقطه ای  الیزای  آزمون  آنتی ژن ها  تهیه  از  پس 
و  آنتی ژن  مختلف  مقادیر  بکارگیری  با  نقطه ای  الیزای  گرفت.  صورت 
متفاوت  رقت های  همچنین  و  منفی  و  مثبت  سرم  متفاوت  رقت های 
آنتی بادی کونژوگه در چندین مرحله برای هرکدام از سیستم های آنتی ژنی 
بررسی گردید و در نهایت روش کار با مقدار آنتی ژنی ۲ میکروگرم به 
برای  تاکی زوایت  میلیون  آنتی ژن های ویروسی و ۲  برای  نقطه  ازاء هر 
تعیین  کونژوگه  آنتی بادی   1/4000 رقت  و  سرم   1/50 رقت  نئوسپورا 
به  نیتروسلولوز  کاغذ  ابتدا  که  بود  صورت  بدین  تست  انجام  گردید. 
صورت قطعات مربع دارای ابعاد 0.5 در 1.5 سانتی متر بریده شد. قطعات 
بریده شده را شماره گذاری کرده و به چهار قسمت مساوی که یک بخش 
برای کنترل و سه بخش دیگر برای آنتی ژن های مورد نظر منظور گردید. 
آن قطعات  از  بعد  گرفتند.  قرار  در آب مقطر  دقیقه  ده  کاغذها  سپس 
داده  قرار  پروتئین  یا  چربی  هرگونه  از  عاری  تمیز  ظرف  یک  روی  بر 
یا آلودگی موجب تداخل در کار می شود،  شد زیرا هر گونه پروتئین و 
سپس کاغذها در انکوباتور 37 درجه سانتی گراد برای خشک شدن قرار 
داده شدند. با استفاده از سمپلر مقدار 1 میکرولیتر از آنتی ژن های سه 
گانه )با رقت های متفاوت آنتی ژن(، یعنی IBR،BVD و نئوسپورا کانینوم 
تا 15 دقیقه  روی نقاط مشخص شده قرار گرفت. قطعات به مدت 10 
در انکوباتور 37 درجه سانتی گراد نگه داری شد تا محلول حاوی آنتی ژن 
خشک شده و فیکس شود این عمل تا سه مرتبه تکرار گردید تا پروتئین 
آنتی ژن به کاغذ نیتروسلولز متصل شود. برای بلوکه شدن، تمام قطعات به 

شکل 1- نمونه های مثبت منفی و منفی در آزمایش الیزای نقطه ای چندگانه. نقاط تیره نشان دهنده مثبت شدن نمونه می باشد. 

بررسی استفاده از روش دات - الیزای سه گانه  برای ...
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صورت جداگانه در محلول 1 درصد سرم گاو به مدت یک  ساعت در دمای 
اتاق روی دستگاه تکان دهنده به صورت ته به سر قرار داده شدند. این 
عمل باعث بلوکه شدن قسمت های خالی کاغذ نیتروسلولز می شود. سپس 
قطعات برای سه مرتبه به مدت 3 دقیقه با محلول فسفات بافر سالین 
)PBS( توئین، شسته می شوند تا پروتئین های اضافی و غیر متصل از سطح 
کاغذ شسته شوند. قطعات شسته شده به مدت 1 ساعت در دمای اتاق 

درون محلول سرم 1/50 رقیق شد.
اتمام  از   هر نمونه درون دستگاه تکان دهنده قرار داده شد. پس 
زمان انکوباسیون به منظور حذف آنتی بادی های متصل نشده با آنتی ژن، 
مرتبه  سه  توئین   PBS محلول  از  استفاده  با  نیتروسلولز  کاغذ  قطعات 
شست و شو داده شدند. پس از این مرحله قطعات کاغذ نیتروسلولز در 
آنتی آنتی گلوبولین g گاوی، کونژوگه با آنزیم پروکسیداز 6 )رقیق شده 
اتاق  دمای  در  ساعت   1 مدت  به   ،)1/4000 میزان  به  توئین   PBS با  با 
آنتی بادی  به  آنتی بادی در محیط  تا در صورت حضور  داده شدند  قرار 
متصل  کونژوگه  آنتی گلوبولین  حذف  برای  سپس  شود.  متصل  کونژوگه 
نشده قطعات با محلول PBS توئین سه مرتبه شست و شو داده شدند 
)14(. در مرحله بعد قطعات در محلول حاوی DAB )دی آمینو بنزویین، 
و آب اکسژنه( به مدت 5 تا 10 دقیقه قرار داده شدند که پس از ظاهر 
از  نیتروسلولز  کاغذ  قطعات  مثبت،  کنترل  قطعه  روی  رنگی  لکه  شدن 
محلول سوبسترا و ماده رنگ زا خارج شده و با آب شسته شد تا واکنش 
متوقف گردد. بدیهی است که نمونه هایی که طی این زمان قهوه ای شده 
منفی  ندهند  نشان  را  رنگ  که  نمونه هایی  و  قلمداد شده  مثبت  باشند 

می باشند. )شکل 1(

ارزیابی آماری
کیت  با  مقایسه  در  به صورت چندگانه  نقطه ای  الیزای  نتایج  آنالیز 
تجاری الیزا با استفاده از سایت آماری Graphpad و روش های آماری كاپا 

)Kappa Test( و مك نمار )McNemar( انجام گرفت.

نتایج
از تعداد 184 نمونه آزمایش شده با کیت تجاری الیزا، تعداد 59 نمونه 
از نظر وجود آنتی بادی بر علیه نئوسپورا کانینوم مثبت )3۲ درصد( و 1۲5 
نمونه منفی )68 درصد(  ارزیابی شدند در حالی که نتایج برای ویروس 
IBR، فقط تعداد ۲ نمونه از سرم های مورد بررسی منفی تشخیص داده 
شد )1.1 درصد( و مابقی نمونه ها یعنی 18۲ نمونه مثبت )98.9 درصد( و 
برای ویروس BVDV، 146 نمونه مثبت )79.3 درصد(، و 38 نمونه منفی 
نمونه  تعداد 184  از  1(. همچنین  ارزیابی شدند )جدول  )۲0.7 درصد( 
آزمایش شده با الیزای نقطه ای چندگانه برای تک یاخته نئوسپورا کانینوم 
تعداد 54 رأس گاو از نظر آنتي بادي ضد نئوسپورا كانينوم مثبت )۲9.3 
درصد(، و 130 رأس نيز نمونه های )70.7 درصد( تشخیص داده شد. در 
 93.5( مثبت  نمونه   17۲ مطالعه  مورد  سرم های  از   IBR ویروس  مورد 
نتایج  همچنین  شدند.  ارزیابی  درصد(   6.5( منفی  نمونه   1۲ و  درصد( 
 64.1( مثبت  نمونه  به صورت 118   BVD ویروس  برای  نقطه ای  الیزای 

درصد( و 66 نمونه منفی )35.9 درصد( تشخیص داده شد )جدول 1(.
و  غیرمستقیم  الیزای  روش  دو  كاپا  آزمون  آماری  روش  اساس  بر 

الیزای نقطه ای به صورت چندگانه دارای توافق بسیار خوب در تشخيص 
بودند، در مورد ویروس  کانینوم  نئوسپورا  بر علیه تک  یاخته   آنتی بادی 
IBR، این توافق نسبتا خوب و برای ویروس BVD به صورت خوب نشان 
داده شد. در ضمن در آزمون مك نمار نيز دو روش فوق  الذكر در تشخيص 
آنتی بادی سرمی ضد سه عامل عفونی تفاوت معنی داری را نشان ندادند 

.)p > 0/05 دامنه اطمینان 95 درصد و(
حساسیت و ویژگی نسبی برای هر دو روش ارزیابی گردید )جدول ۲، 
جدول 3 و جدول 4(. نتایج برای تک یاخته نئوسپورا کانینوم نشان دهنده 
مورد  نمونه   4 در  بود.  منفی  مورد   119 و  مثبت  مورد   55 در  توافق 
آزمایش، الیزای غیرمستقیم مثبت شد در صورتی که الیزای نقطه ای منفی 
بدست آمد، از طرفی برای 6 نمونه الیزای غیرمستقیم منفی بدست آمد 

در حالی که الیزای نقطه ای برای آن ها مثبت بدست آمده بود. 
در مورد ویروس IBR نیز توافق مثبت دو روش الیزای غیر مستقیم 
الیزای نقطه ای به روش مولتیپلکس در 17۲ مورد دیده شد و توافق  و 
منفی در ۲ مورد ثبت گردید. همچنین در 10 مورد الیزای غیرمستقیم 
مثبت شد و الیزای نقطه ای منفی در حالی که هیچ موردی مشاهده نشد 
که در  الیزای غیرمستقیم منفی بوده و نتیجه آزمایش الیزای نقطه ای آن 

مثبت شود.
و در آخر در مورد ویروس BVDV، دو روش الیزای غیرمستقیم و 
الیزای نقطه ای در 11۲ مورد دارای توافق مثبت بوده و 40 مورد دارای 
توافق منفی بود. همچنین در 3۲ مورد الیزای غیرمستقیم مثبت شد در 
موردی  هیچ  همچنین  داد  نشان  منفی  نقطه ای  الیزای  آزمون  حالی که 
آزمایش  نتیجه  و  بوده  منفی  غیرمستقیم  الیزای  در  که  نشد  مشاهده 

الیزای نقطه ای آن مثبت شود.
بر این اساس حساسیت و ویژگی الیزای نقطه ای چندگانه در مقایسه 
 90.۲ کانینوم  نئوسپورا  تک یاخته  برای  ترتیب  به  غیرمستقیم  الیزای  با 
درصد و 96.7 درصد، برای ویروس IBR 100درصد و 16.7 درصد و برای 

ویروس BVDV 100 درصد و 55.5 درصد ارزیابی گردید

بحث و نتیجه گیری
همواره به منظور مطالعه پاسخ سرمي تعداد زيادي از دام ها در برابر 
عوامل عفونی نياز به ارائه روش هایي است كه هم سريع باشند وهم ارزان 
قيمت. علاقه روزافزوني در جهت تشخيص سرولوژیك بيماری های انگلي 
و ميكروبی توسط روش های سريع، ساده و ارزان به وجود آمده است. 
روش های سرولوژیك موجود چون آگلوتيناسيون غيرمستقيم، اليزا و روش 
آنتي بادي درخشان غيرمستقيم هر يك كم و بيش دارای اشكالاتي مانند 
پر زحمت بودن روش آزمايش، مشكل استانداردكردن، دشوار بودن تفسير 
نتايج، مصرف زياد مواد و آنتي ژن، نياز به پرسنل متبحر و دستگاه های 
گران  قيمت مانند ميكروسكوپ فلئورسانس و عدم امكان انجام آن ها در 
از روش های ساده تر و مقرون به صرفه تر  استفاده  لذا  فيلد هستند )8(، 

مانند الیزای نقطه ای براستفاده ازکیت های الیزا ترجيح دارد. 
با توجه به اینکه در حال حاضر هیچ روشی برای تشخیص هم زمان  
سه عامل عفونی ذکر شده وجود ندارد و با نظر به طبیعت هر سه عامل 
در ایجاد مقاومت در برابر سیستم ایمنی و همچنین ایجاد گوساله های 
مبتلا و آلود کننده، اهمیت تشخیص سرولوژیک بیماری های عفونی منجر 
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به سقط جنین در گله های گاو در مقیاس های وسیع در جهان بیش از پیش 
احساس می شود )7(. این نکته قابل توجه است که هر سه عامل عفونی 
نئوسپورا کانینوم، IBR و BVDV در ایران دارای شیوع بالایی هستند و 
در مطالعات انجام گرفته در گاوهای جنوب غرب ایران، میزان شیوع برای 
آن ها به ترتیب 33 درصد، 39 درصد و 51 درصد گزارش شده است )19(.

علیه سه  بر  آنتی بادی  بررسی سرولوژیک  برای  پژوهش حاضر،  در 
ارزان  و  راحت  روش  از   BVD و   IBR کانینوم،  نئوسپورا  عفونی  عامل 
الیزا مقایسه  با کیت تجاری  نتایج  و  استفاده شد  نقطه ای  الیزای  قیمت 
گردید که با استفاده از روش آماری مک نمار مشخص شد بین روش الیزای 
نقطه ای به صورت چندگانه و الیزای تجاری برای هر سه عامل نئوسپورا 

کانینوم، IBR و BVD تفاوت معناداری وجود ندارد. 
الیزا، در مطالعات  به عنوان روش ساده شده  نقطه ای  الیزای  روش 
متعددی به کار رفته است )15، ۲۲، ۲7(. پیش از این نیز الیزای نقطه ای 
انجام   BVD و  IBR ویروس  کانینوم،  نئوسپورا  تک یاخته  تشخیص  برای 
گرفته است. در مورد تک یاخته نئوسپورا کانینوم مطالعات موفقی انجام 
گرفته از جمله نعمت اللهی و همکاران )۲011(، که حساسیت و ویژگی را 
به ترتیب 71 درصد و 100 درصد گزارش نمود، حمیدی نژاد و همکاران 
)۲013(، بلانکو و همکاران )۲014(، که با استفاده از پروتئین نوترکیب 
به عنوان آنتی ژن از الیزای نقطه ای استفاده کردند. برای ویروس IBR و 
BVD نیز مطالعات در این زمینه انجام شده از جمله همت زاده )138۲(، 
ژائو و همکاران )۲009(، شیروانی و همکاران )۲011(. این مطالعه برای 
برای تشخیص  به صورت چندگانه  نقطه ای  الیزای  توانایی روش  بررسی 
عامل  سه  که  آنجا  از  گرفت.  انجام  شده  یاد  عوامل  این  سرولوژیک 
نئوسپورا کانینوم، IBR و BVD می توانند اثر یکدیگر را در سقط جنین 
گاو تقویت نمایند، در مطالعه حاضر روش الیزای نقطه ای چندگانه برای 
تشخیص تیتر سرمی علیه هر سه عامل سقط جنین در گاو طراحی گردید 

که نتایج قابل قبولی نیز ارائه نمود.
روش الیزای نقطه ای به صورت چندگانه نسبت به کیت های تجاری 
الیزا از سادگی بیشتری برخوردار بوده و به امکانات وسیعی نیاز ندارد 
برای  حتی  شود  ارائه  راحت  و  مطلوب  بسته بندی  صورت  به  اگر  و 
نیز مناسب خواهد  اولیه  امکانات  با  به کارگیری در سطح دامداری هایی 
بود، زیرا یکی از مشکلات دامداری ها دور بودن آنها از مراکز شهر و عدم 
از  استفاده  با  که  می باشد،  تشخیصی  آزمایشگاه های  به  سریع  دسترسی 
این روش که قابل اجراء در سطح دامداری ها فیلد می باشد تاحدودی این 

مشکل مرتفع خواهد شد. 
درصدی   71 حساسیت   ،)۲011( همکاران  و  اللهی  نعمت  مطالعه 
توجه  با  دادند؛  گزارش  کانینوم  نئوسپورا  برای  را  نقطه ای  الیزای  روش 
به اینکه حساسیت این روش به صورت چندگانه برای نئوسپورا کانینوم 
90.۲ درصد بدست آمد می توان اینگونه بیان کرد که روش الیزای نقطه ای 
چندگانه نشان داد حساسیت بالاتری نسبت به روش الیزای نقطه ای به 
صورت تک دارد. حساسیت برای هر دو عامل ویروسی نیز 100 درصد 
نئوسپورا  تک یاخته  برای  روش  این  اختصاصیت  همچنین  و  آمد  بدست 
 BVD 16.7 درصد و برای ویروس IBR کانینوم 96.7 درصد برای ویروس
از میزان 55.5 درصد برخوردار بود؛ و می توان این چنین نتیجه گیری کرد 
که استفاده از روش الیزای نقطه ای به صورت چندگانه، قادر به کاهش 

نتایج مثبت اشتباه می باشد. 
علاوه بر این نتایج آماری آزمون کاپا نشان دهنده توافق قابل قبولی 
برای هر سه عامل در مقایسه با کیت تجاری الیزا می باشد. با توجه به 
بالا بودن حساسیت این روش برای هر سه عامل عفونی می توان این گونه 
بیان داشت که استفاده از الیزای نقطه ای به صورت چندگانه می تواند به 
عنوان روشی مناسب و مقرون به صرفه برای بررسی چند عامل عفونی 

بروز سقط جنین در گاو به کار رود.  

نتیجه گیری نهایی
برای  نقطه ای چندگانه  الیزای  روش  از  بار  اولین  برای  پژوهش  این 
از  می تواند  و  نمود  استفاده  گاو  در  جنین  عفونی سقط  عوامل  بررسی 
و  مناسب  ایده ای  عنوان  به  و  گرفته  قرار  توجه  مورد  نیز  تجاری  جنبه 
ابتکاری برای کارهای مطالعاتی آینده در زمینه تهیه کیت های دیسپرس 
مورد  تخصص خاصی  به  نیاز  بدون  و  فیلد  در  رنگی  کیت های سریع  و 
دارا  نیز  را  تجاری  کیت  به  شدن  تبدیل  پتانسیل  و  گیرد  قرار  استفاده 

می باشد.
 تشکر و قدردانی

و  واکسن  تحقیقات  موسسه  توسط  مطالعه  این  انجام  هزینه های 
به شماره  ۲-84-18-91116   پروژه تحقیقاتی  سرم سازی رازی در قالب 
ان  اجرایی  مراحل  نئوسپورا  ملی  آزمایشگاه  در  و  است  گردیده  تامین 

انجام گرفته است.
پاورقی ها

1- Neospora caninum
2- Infectious Bovine Rhinotracheitis
3- Bovine Virus Diarrhea 
4- Dulbeco's modified Eaggle medium
5- Multiplicity of infection
6- Anti-Bovine IgG (whole molecule)−Peroxidase antibody pro-
duced in rabbit (A8917 SIGMA)
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جدول 1- توزیع نتایج دو آزمون الیزا و الیزای نقطه ای چندگانه

جدول 2- داده های مورد استفاده در تعیین حساسیت و ویژگی نسبی الایزای غیرمستقیم در مقایسه با الیزای نقطه ای برای تک یاخته نئوسپورا کانینوم

BVD V جدول 3- داده های مورد استفاده در تعیین حساسیت و ویژگی نسبی الایزای غیرمستقیم در مقایسه با الیزای نقطه ای برای ویروس

عامل عفونی
ویروس BVDویروس IBRنئوسپورا کانینوم

روش آزمون

3298/964/1 الیزا مثبت (درصد)

681/135/9الیزا منفی (درصد)

29/393/579/3الیزای نقطه ای (درصد)

70/76/520/7الیزای نقطه ای (درصد)

الیزای نقطه ای

الیزای غیرمستقیم

++

a+b =59 b =4a =35  +

c+d =125d =119c=6-

a+b+c+d =184b+d =123a+c =61

الیزای نقطه ای

الیزای غیرمستقیم

++

a+b =144 b =32a =112  +

c+d =40d =40c=0-

a+b+c+d =184b+d = 72a+c =112

بررسی استفاده از روش دات - الیزای سه گانه  برای ...


