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  مطالعه اعتبار نتايج اليزاي خانگي و به دست آوردن بهترين نقطه برش 
)Cut off (لكوز گاوانيبه منظور بررسي سرواپيدميولوژيك  

  
  4 و فهيمه باقري3، هادي جباري2، غلامعلي مقدم1جوزاني اله جعفري رضي

  
  16/10/90: تاريخ پذيرش      28/12/89:  تاريخ دريافت

  
  خلاصه

 مقايسه اعتبار يك اليزاي خانگي با يك اليزاي تجاري براي به دسـت آوردن بهتـرين نقطـه بـرش بـه منظـور                         به منظور  حاضر   مطالعه    
هاي ويروس لكوز گاوي به راحتي از طريق روشي كـه            پروتئين  .صورت گرفت ) BLV(هاي ضد ويروس لكوز گاوي       بادي تشخيص آنتي 

 اليزاي خانگي از روش چكر بـورد اسـتفاده          طراحيبراي   . ائه شده است، استخراج شد    هاي واگير دام ار    توسط سازمان مبارزه با بيماري    
عنوان آزمايش مرجع در نظـر گرفتـه شـده اسـت مـورد              ه   تهيه و در يك اليزاي تجاري كه در اين مطالعه ب           ها  سرم از گاوداري   454 . شد

سـرم اسـتاندارد    (جز يكي   ه  هاي كنترل منفي ب     تمامي سرم   .شدند ها با نتايج اليزاي خانگي مقايسه      آزمايش قرار گرفتند و سپس نتايج آن      
هـاي كنتـرل     تجزيه و تحليل آماري سرم .از طريق اليزاي تجاري انتخاب شد) E5 ،اروپايي براي پايش پاسخ سرمي به ويروس لكوز گاو  

آيد لذا  لي از حساسيت و ويژگي نسبي به دست مي مقادير قابل قبو30/0 تا 26/0منفي نشان از آن دارد كه با در نظر گرفتن نقاط برش از 
نسبي )  درصد88(و ويژگي )  درصد86( بهترين حساسيت  .يابد در اين فاصله خطر رخداد موارد مثبت كاذب در اليزاي خانگي كاهش مي           

 10 درصد و 8 به ترتيب  حيوانات مورد آزمايشميان فراواني پاسخ سرمي مثبت در  .گردد  حاصل مي27/0با در نظر گرفتن جذب نوري 
  . با اليزاي خانگي و اليزاي تجاري محاسبه گرديددرصد

  
   ويژگي نسبي اليزا، حساسيت نسبي، ويروس لكوز گاوي، : كليديكلمات

  
  مقدمه

ويروس لكوز گاو متعلـق بـه جـنس دلتـا ويـروس از                  .
اين ويروس بسيار وابـسته     .)4( خانواده رتروويريده است  

 محيطي كه در نتيجـه      Bهاي    در لنفوسيت  به سلول است و   
هاي  از بين دام    .)7( گردد  مستقر مي  اند،  عفونت تكثير يافته  

مختلف تنها گاو به طور طبيعـي بـه ايـن ويـروس آلـوده               
نـد ويـروس را بـه       ا  هطـور تجربـي توانـست     ه  اما ب  شود، مي

پـس از قـرار       .هاي مختلفي از حيوانات منتقل كننـد       گونه
حالـت   ممكن است چهار   رض ويروس، گرفتن گاو در مع   

عدم بروز عفونت به دليل مقاومت ژنتيكـي         -1،    رخ دهد 
بـروز عفونـت پايـدار و توليـد          -2  .ءدام در معرض ابتلا   

 
 
  اهي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه تبريزاستاديار گروه علوم درمانگ 1
  استاد گروه علوم دامي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه تبريز 2
 استاديار دانشكده رياضي، دانشگاه فردوسي مشهد 3
 اي دامپزشكي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه تبريز دانشجوي دكتري حرفه 4

آزمـايش   بروز عفونت پايـدار،    -3  .بادي قابل رديابي   آنتي
خيم بـوده و بـه       سرمي مثبت و لنفوسيتوز پايدار كه خوش      

 بـروز عفونـت پايـدار،      -4  .شـود  لنفوساركوما تبديل نمي  
آزمايش سرمي مثبت همراه يا بـدون لنفوسـيتوز پايـدار و            

 با توجه به اينكـه بيمـاري در          .)8 و 1( وقوع لنفوساركوما 
شكل آندميك يافته وجود آزمايـشاتي كـه         كشور ما، ايران،  

بتوانند وضعيت پاسخ سـرمي گاوهـا را بـه ايـن ويـروس              
همـواره بـه      .د بـود  مشخص نمايند، بسيار راهگشا خواه ـ    

هـا در برابـر    منظور مطالعه پاسخ سرمي تعداد زيادي از دام  
  هايي است كـه سـريع        آزمايشنياز به   ويروس لكوز گاوي    

  

E-mail: rjoozani@tabrizu.ac.ir                  )نويسنده مسئول(  
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 استفاده از اليزا در مطالعه پاسـخ        لذا . باشند و ارزان قيمت  
در اين   . ارزش فراواني دارد  ويروس لكوز گاوي    سرمي به   

 ـ       انـواع   بـر واع اليـزاي خـانگي را    ميان برخي اسـتفاده از ان
ترين علل اين موضوع     دهند، از عمده   تجاري آن ترجيح مي   

الخصوص با توجـه بـه       توان به صرفه اقتصادي آن علي      مي
  .شرايط كشور اشاره نمود

گونـه از آزمايـشات      اما آنچه كه استفاده گسترده از اين          
نمايد، اين اسـت كـه در مطالعـات مختلـف            را محدود مي  

سير نتايج آزمايشات بـه اشـكال گونـاگوني ارائـه شـده             تف
 Cut (نقطه برش به ويژه اين مساله در مورد تعيين  .است

Off (  شــود كــه در مطالعــات مختلــف      مــشاهده مــي
 نقطـه بـرش  سرواپيدميولوژيكي، اعداد گوناگوني به عنوان   

 مقـادير   ،گذشته از اين مـورد     . )13 و 11( اند گزارش شده 
هـاي متقـاطع     ي پس زمينـه و واكـنش      گوناگون جذب نور  

انـدازي يـك     ها جوانب ديگري از پيچيـدگي راه       بادي آنتي
را با ساير مطالعـات مـشخص        اليزاي خانگي و مقايسه آن    

ه دست آوردن حـساسيت     هدف از اين مطالعه ب      .سازد مي
يژگي نسبي اليزاي خانگي در مقايسه با نوع تجاري به          و و 

ن حـال محاسـبه بهتـرين    ازاي نقاط برش مختلف و در عي 
  .باشد نقطه برش مي

  
  مواد و روش كار

اخذ  گاو   454از   نمونه خون    در چهار گاوداري صنعتي       
شد و سرم آنها پس از جدا شدن تا زمان انجام آزمايـشات    

  .هداري گرديدگراد نگ در فريزر منفي بيست درجه سانتي
  

  اليزاي تجاري
 )Chekit Leucose IDEXX, US ( از كيت اليزاي تجـاري   

  .  انجام شداليزا مطابق توصيه شركت سازنده  واستفاده 
  

  اليزاي خانگي
ژن در  از اليزاي غير مستقيم غير رقابتي كـه در آن آنتـي               

قرار گرفتـه  ) Nunc, Denmark(هاي پليت اليزا  كف حفره

ژن مطابق روش توصيه شـده        روش تهيه آنتي    .استفاده شد 
بوده و  ) OIE(هاي دام     از عفونت  توسط سازمان پيشگيري  

 . مقدار يك ميكروگرم از آن در هر گوده پوشش داده شـد           
 Koma(بـادي كونژوگـه    سرم و آنتـي  رقت مناسب از آنتي

Biotech, S. Korea ( توسط چكر بوردهاي مختلف تعيين
عنوان سوبسترا استفاده شـد و      ه  از تترامتيل بنزيدين ب    . شد

 و در )DANA 3200, Iran (ريدرنتايج توسط دستگاه اليزا 
  . نانومتر قرائت شد450طول موج 

براي كاهش جذب نوري پس زمينه براي هر آزمـايش              
ژن قرار داده شد و جذب نـوري هـر           نتيآيك كنترل فاقد    

گوده پس از كسر نتيجه گوده كنتـرل مـورد اسـتفاده قـرار          
  .گرفت

 سـرم  (E5هـاي كنتـرل مثبـت از سـرم           عنوان سـرم  ه  ب    
استاندارد اروپايي براي پـايش پاسـخ سـرمي بـه ويـروس        

 سـرم كنتـرل منفـي كـه بـا آزمـون             24 و تعداد ) لكوز گاو 
  .تجاري مورد تاييد قرار گرفته بود، استفاده شد

به منظور بررسي توافق بين دو آزمـايش تشخيـصي از               
و يك  ) شانس(آماره كاپا بين صفر      . آماره كاپا استفاده شد   

 باشد، بدين صورت كه مقادير بين      متغيير مي ) توافق كامل (
 4/0 و   21/0صفر و دو دهـم معـادل توافـق جزئـي، بـين              

 معادل توافق متوسط،    6/0 و   41/0معادل توافق اندك، بين     
 تا  81/0توافق قابل ملاحظه و بين       معادل   8/0 و   61/0بين  

  .باشد يك معادل توافق بسيار كامل مي
  

 تجزيه و تحليل آماري

عنوان آزمايش  ه  ب(يج اليزاي خانگي و اليزاي تجاري       نتا    
 ويرايش شانزدهم مـورد     SPSSدر نرم افزار آماري     ) مرجع

  .مقايسه قرار گرفتند
  

ــسبي      ــزاي خــانگي مطــابق حــساسيت و ويژگــي ن الي
  :محاسبه شدهاي زير  فرمول

هاي مثبت در هر دو      تعداد نمونه = (درصد حساسيت نسبي  
تعـداد  +هاي مثبت در هـر دو روش       تعداد نمونه ) / (روش
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هاي مثبت بـا آزمـايش مرجـع و منفـي بـا آزمـايش                نمونه
 100×)اليزاي خانگي

هـاي منفـي بـا هـر دو          تعداد نمونه = (درصد ويژگي نسبي  
تعـداد  +هاي منفـي بـا هـر دو روش         تعداد نمونه ) / (روش
هاي منفي با روش مرجـع و مثبـت بـا روش اليـزاي        نمونه

  100×)خانگي
طور همزمـان حـساسيت و      ه   ب 1(ROC) سم منحني با ر     

  .ويژگي نسبي مورد مقايسه قرار گرفت
از سوي ديگر با در نظر گـرفتن نقـاط بـرش مختلـف                  

ميزان حساسيت و ويژگي نسبي به ازاي هـر نقطـه بـرش             
  .محاسبه گرديد

  نتايج
هـاي نـسبي در آزمـايش اليـزاي          ها و ويژگي   حساسيت    

 .  شده استخانگي در جدول يك ارائه

طور كه مشخص است در هر نقطـه بـرش ميـان             همان    
% 80 حساسيت و ويژگي نسبي كمتر از      3050/0 و   2650/0

نخواهد بود لذا اين منطقه بهترين محل براي انتخاب نقطه          
 نتايج مثبت و منفي هر       .شود برش اصلي در نظر گرفته مي     

دو اليــزاي خــانگي و تجــاري در جــدول دو بــا يكــديگر 
 دوازده مورد مثبت كاذب و يك مـورد          .يسه شده است  مقا

  .منفي كاذب در نتايج اليزاي خانگي وجود دارد

  
  

و )  درصد95با سطح اطمينان ( هاي متناظر  خانگي مختلف همراه با حساسيت و ويژگياليزاي ارزيابي نقاط برش در : 1جدول .
  مقايسه آن با آزمايش تجاري

  ويژگي-1 حساسيت نقاط برش  ويژگي-1 حساسيت اط برشنق  ويژگي-1 حساسيت نقاط برش

0/0000 1/000 1/000 0/1950 0/923 0/722 0/3650 0/759 0/022 
0/0550 1/000 0/996 0/2050 0/904 0/649 0/3750 0/733 0/008 
0/0750 1/000 0/993 0/2150 0/897 0/580 0/3850 0/667 0/000 
0/0850 1/000 0/990 0/2250 0/897 0/473 0/4000 0/633 0/000 
0/0950 1/000 0/985 0/2350 0/897 0/419 0/4250 0/567 0/000 
0/1050 1/000 0/980 0/2450 0/897 0/338 0/4350 0/533 0/000 
0/1150 1/000 0/976 0/2550 0/897 0/276 0/5450 0/500 0/000 
0/1250 1/000 0/970 0/2650 0/864 0/167 0/4750 0/467 0/000 
0/1350 1/000 0/965 0/2750 0/864 0/120 0/4850 0/433 0/000 
0/1450 1/000 0/951 0/2850 0/825 0/095 0/4950 0/333 0/000 
0/1550 1/000 0/907 0/2950 0/825 0/081 0/5050 0/300 0/000 
0/1650 1/000 0/872 0/3050 0/802 0/070 0/5250 0/200 0/000 
0/1750 0/967 0/833 0/3150 0/802 0/058 0/5450 .133 0/000 
0/1850 0/967 0/765 0/3400 0/789 0/041 0/5550 0/100 0/000 

  

 
 

1- Receiver operatin characteristic 
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هاي محاسبه شده در هر نقطه برش از اليزاي خانگي و مقايسه آن با نتايج اليزاي تجاري  ، حساسيت و ويژگيROC منحني: 1شكل 

  ه عنوان آزمايش مرجعب
  

  .ميان اليزاي خانگي و اليزاي تجاري وجود دارد) 82/0( داد كه توافق محكمي محاسبه آماره كاپا نشان    
 .محاسبه شد% 10و با اليزاي تجاري % 8  پاسخ سرمي مثبت با اليزاي خانگي تقريباًفراواني    

  
  مقايسه فراواني موارد مثبت و منفي در اليزاي خانگي و مقايسه آن با اليزاي تجاري : 2جدول 

  گياليزاي خان
  

  منفي  مثبت
  جمع

  419  407  12  تعداد
  %0/100  %1/97  %9/2  درصد در اليزاي تجاري
  %3/92  %8/99  %1/26  درصد در اليزاي خانگي

  موارد منفي

  %3/92  %6/89  %6/2  درصد در تعداد كل
  35  1  34  تعداد

  %0/100  %9/2  %1/97  درصد در اليزاي تجاري
  %7/7  %2/0  %9/73  رصد در اليزاي خانگيد

  اليزاي تجاري

  موارد مثبت

  %7/7  %2/0  %5/7  درصد در تعداد كل
  454  408  46  تعداد

  %0/100  %9/89  %1/10  درصد در اليزاي تجاري
  %0/100  %0/100  %0/100  درصد در اليزاي خانگي

  جمع

  %0/100  %9/89  %1/10  درصد در تعداد كل
  

  بحث
ــه      ــارانChoiدر مطالع ــت  )2002 ( و همك ــق مثب  تواف

)Positive Agreement (ي خانگي بـا  ت اليزاميان يك تس
 محاسبه شده است كه     74/0  ميزان ،سرولوژيكيك آزمون   

  .)2( به توافق مثبت در اين مطالعه نزديك است
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كه بـه   )2003(و همكارن  van den Heuvelدر مطالعه     
 ويروس لكوز گـاوي   بادي عليه    منظور بررسي حضور آنتي   

در شير گاوها صورت گرفت، بدون در نظـر گـرفتن يـك             
يت بـا خطـاي     ون مرجع ميزان حـساس    عنوان آزم ه  آزمون ب 

اين حساسيت بـا در نظـر گـرفتن          . محاسبه شد % 99،  5%
 دست آمده است  ه   ب نقطه برش عنوان  ه   ب 2/0جذب نوري   

)13(.  
  و همكـاران   Juliarenaدر گزارش ديگري كـه توسـط            

نقطـه   منتشر شده است اعداد گوناگوني به عنـوان      )2007(
انـدازي شـده در نظـر گرفتـه         براي اليزاي خانگي راه    برش

 موجـب  2/0عتقدند كه جذب نـوري       ايشان م   .شده است 
برابري حساسيت و ويژگي آزمايش اليزاي خانگي در حد         

هاي آماري بـر روي نتـايج مطالعـه          بررسي  .گردد مي% 96
 معادل  نقطه برش دهد كه با در نظر گرفتن        حاضر نشان مي  

 حساسيت آزمون خانگي در مقايسه با آزمون تجاري         16/0
 ويژگـي آزمـون     48/0 معادل   نقطه برش و با درنظر گرفتن     

%) 100(ي در مقايسه با آزمون تجاري به شكل كامل          خانگ
  .)6( خواهد بود

يكي از مزاياي اليزاي خانگي، سهولت و سرعت تهيـه              
ژن مورد استفاده در اليـزاي       خلوص آنتي  . باشد ژن مي  آنتي

كاهـد امـا در      غير مستقيم از جذب نوري پـس زمينـه مـي          
بـراي  هـا و زمـان مـورد نيـاز           مقابل موجب افزايش هزينه   

  ). 3( گردد انجام آزمايش مي
 بـستگي بـه     نقطـه بـرش   از آنجايي كه برقـراري يـك            

توان بـا كـاهش جـذب نـوري          استراتژي محققين دارد مي   
سـوي  از   از ميزان رخداد منفي كاذب كاست و         نقطه برش 

توان از هزينه تحميل شـده بـر اثـر           ميديگر با افزايش آن     
 در   .را كاهش داد   آنموارد مثبت كاذب جلوگيري نمود يا       

 يك امر ديناميك است كه با توجـه         نقطه برش واقع تعيين   
 گردد به هدف آزمايش و جمعيت مورد آزمايش برقرار مي        

  .)12 و 10(
تـوان نتـايج ايـن مطالعـه را در           به اشكال گوناگوني مي       

رسـد كـه در مـورد        به نظر مـي    . كار برد ه  ها ب  بررسي گله 
 هنـوز   م حضور پـاتوژن در آنهـا      ر يا عد  هايي كه حضو   گله

مشخص نيست بهترين كار اين است كـه حتـي بـه ميـزان      
و در   نيز توجـه گـردد       )20/0 تا   18/0 (اندك جذب نوري  

صــورت وجــود ايــن ميــزان از جــذب نــوري در برنامــه  
اي و ادامـه     هـاي دوره    گيري مشخصي اقدام به انجام نمونه    

ن و پاسخ   اما در صورتي كه حضور پاتوژ       .ها گردد  بررسي
 نقطه برش سرمي به آن در يك گله محرز است بهتر است           

 زمـاني كـه      . قرار داد  30/0 تا   26/0را معادل جذب نوري     
به اسـتراتژي مـورد     توان با توجه     باشد مي  هدف حذف مي  

 بـا   نظر از نقطه برش با جذب نوري بالا و از نقطـه بـرش             
جذب نوري پايين اسـتفاده نمـود، بـدين صـورت كـه در              

 تـوان از جـذب نـوري بـالاتر          گاوهاي ارزشمند مـي    مورد
 تا  26/0ه گله از جذب نوري      در مورد بقي   و   40/0 تا   35/0
  .استفاده كرد 30/0
ــط        ــه توس ــري ك ــه ديگ ــارانMontiدر مطالع   و همك

 در نظر   261/0مرزي    انجام شده است بهترين حد     )2005(
، IDEXX از كيت تجاري      اين مطالعه  در .گرفته شده است  

 هـاي  مقايـسه   .عنوان تست مرجع استفاده شـده اسـت       ه  ب
دهد كه حـساسيت و ويژگـي ايـن اليـزاي        آماري نشان مي  

شير گاوها سازگار شـده اسـت        تجاري كه براي استفاده از    
 بـا ايـن حـال        .باشـد  مـي % 90در مقايسه با اليزاي سرمي      

ايشان اعلام كردند كه اين اليزاي خانگي تعداد بيـشتري از           
گاوهاي سقط كرده را در مقايسه با اليـزاي تجـاري مثبـت       

  .)9( ص داده استتشخي
مرجع مورد اسـتفاده در مطالعـه       از آنجايي كه آزمايش         

Gonzalez با مطالعه حاضر يكي است )1999( و همكاران 
 ـ   توان به نزديك بـودن حـد       مي مـده در   آدسـت   ه  مـرزي ب

 در مطالعـه     .مطالعه ايشان و تحقيـق حاضـر اشـاره نمـود          
ه ب 27/0حاضر بالاترين حساسيت و ويژگي در حد مرزي         

 آيد بدين صورت كـه در ايـن مقطـع حـساسيت            دست مي 
  .)5( محاسبه گرديده است% 88و ويژگي % 86
 791(هـا     از تعداد بسيار زيادي از نمونـه       در اين مطالعه      

 در  63/0كه حد مـرزي     استفاده شده است و زماني      ) مورد
 ـ% 79و حـساسيت    % 100 ويژگي نسبي    نظر گرفته شد،   ه ب

  .دست آمد
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در ايـن مطالعـه      حيوانات با پاسخ سرمي مثبت       فراواني    
اي  دست آمده است و از آنجايي كه مطالعـه        ه  ب% 7بيش از   

تـوان   در اين سطح تا كنون در منطقه انجام نشده است مي          

براي مطالعـات بعـدي اسـتفاده       عنوان مبنا   ه  اين ميزان را ب   
  .نمود

  

  تشكر و قدرداني
پژوهانـه   (گـردد  اه تبريز كه از اين مطالعه حمايت مالي نمودند تشكر و قدرداني مي            بدين وسيله از معاونت پژوهشي دانشگ         

سـرم اسـتاندارد اروپـايي بـراي        "  والكمپ از انستيتو لوفلر آلمان كه       دكتر طور از جناب آقاي     و همين  )د/3290/27-12شماره  
  .ددگر  سپاسگزاري مي، را فراهم كردند")E5(پايش پاسخ سرمي به ويروس لكوز گاو 
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