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 چکیده
 

ا گسترش جهانی است که توسط گونه بروسلا ببروسلوز یا تب مالت یک عفونت زئنوتیک باکتریایی  :زمینه و هدف

باشد. گام اساسی در کنترل شود. علائم بارز این بیماری شامل تب در انسان و سقط در حیوانات آلوده میایجاد می

 .آمد حائز اهمیت استهای تشخیصی  کاراین بیماری ، شناسایی صحیح و به موقع است؛ بنابر این توسعه روش

به تحقیقات  استفاده شده است که با استناد OMP 31در این مطالعه از تست الایزا بر پایه پروتئین نوترکیب 

هدف از این  باشد.بادی مناسب میپیشین ، یک پروتئین ایمونوژن با توانایی تحریک پاسخ ایمنی و تولید آنتی

 موجود در سرم بیماران است.  IgMو  IgGهای بادیواکنش پذیری این پروتئین با آنتی میزانپروژه بررسی 

به درون میزبان  بیانی باکتریایی انتقال  و شد کلون  pET-28a وکتور در شدهیطراح یژن کاست :مواد و روشها

داده شد. پس از تایید ماهیت پروتئین ،  حجم مناسبی از آن بیان و توسط کروماتوگرافی میل ترکیبی خالص 

پذیری آن با سرم بیماران و سازی شد. و پس از تعیین غلظت، آنتی ژن بر روی پلیت الایزا کوت شده و واکنش 

توسط  IgGو   IgMبادی حساسیت و دقت برای هر دو نوع آنتیسرم گروه کنترل ، مورد بررسی  قرار گرفت و 

 .ارزیابی شد. ROCآنالیز 

پس از بیان پروتئین نوترکیب هویت آن توسط وسترن بلات تایید شده و غلظت آن توسط تست   نتایج:

میزان  ،  باهای مورد آزمایشمیلی لیتر تخمین زده شد و واکنش مناسبی با سرم  میکروگرم بر 37/54بردفور

 گزارش شد. IgMبرای  79/62و  7/75% و ؛ IgGبرای  5/72و % 56/56حساسیت و اختصاصیت 

کنش با سرم بیماران بود و تفاوت معناداری در میزان اپروتئین نوترکیب تولید شده ، قادر به و گیری:نتیجه 

 پذیری آن با گروه بیمار و گروه کنترل  مشاهده شد.واکنش 

 ب مالتت، بروسلاسرمی،  یزا، تشخیص، الا omp31 کلمات کلیدی:

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



Abstract: 

Background and Objective: Brucellosis or Malta fever is a zoonotic bacterial infection with 

a global distribution caused by Brucella species. The hallmark symptoms of this disease 

include fever in humans and abortion in infected animals. The essential step in controlling 

this disease is correct and timely identification; therefore, the development of effective 

diagnostic methods is important. In this study, an ELISA test based on recombinant 

protein OMP 31 was used, which, based on previous research, is an immunogenic protein 

with the ability to stimulate an immune response and produce appropriate antibodies. The 

aim of this project is to investigate the reactivity of this protein with IgG and IgM antibodies 

present in the serum of patients. 

Materials and Methods: The designed gene cassette was cloned in the pET-28a vector 

and transferred into a bacterial expression host. After confirming the nature of the protein, 

an appropriate volume of it was expressed and purified by affinity chromatography. After 

determining the concentration, the antigen was coated on an ELISA plate and its reactivity 

with patient serum and control serum was examined, and the sensitivity and specificity 

for both IgM and IgG antibodies were evaluated by ROC analysis. 

Results: After expression of the recombinant protein, its identity was confirmed by 

Western blot and its concentration was estimated at 54.37 μg/ml by Bradford test, and a 

suitable reaction with the tested sera was reported, with a sensitivity and specificity of 

56.56 and 72.5% for IgG; and 75.7% and 62.79 for IgM. 

Conclusion: The produced recombinant protein was able to react with patient serum, and 

a significant difference in its reactivity with the patient group and the control group was 

observed. 

Keywords: Omp31, Brucellosis, Serodiagnosis, ELISA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 مقدمه:
 

ای، خاورمیانه، در کشورهای مدیترانهو زئونوتیک جهانی شایع بین انسان و حیوان است عفونی بیمارییک  بروسلوز

صورت اندمیک باقی مانده است . در اغلب نقاط ایران نیز این بیماری  به صورت آمریکای لاتین و آسیایی  به

 وان،یح مخاط آلوده ترشحات و لنف خون، با فرد کینزد تماس اثر در یماریب نیا .(2, 1)اندمیک وجود دارد

 یها آئروسل استنشاق قیطر از ندرت به و گوشت و خام ریش ژهیو به یباکتر به آلوده یوانیح یها فرآورده مصرف

کشت خون به عنوان روش طلایی در تشخیص انواع بروسلوز حاد به با وجود اینکه روش .(3)شود یم جادیا آلوده

تشخیص صحیح و به موقع بیماری . (4)یت کافی نداشته و زمانبر می باشداسشمار می رود ولی در موارد مزمن حس

در جلوگیری از مزمن شدن بیماری و انتخاب آنتی بیوتیک مناسب جهت بهبودی کامل بیماری و پیگیری آن 

-میLPS های ضد ی شناسایی آنتی بادیهای سرولوژیک کلاسیک عمدتاً بر پایهتست. (5)ثر می باشدبسیار مو

ها گرم منفی نظیر یرسینیا و اشرشیا سایر باکتری LPSکه نتایج مثبت کاذب را به دلیل واکنش متقاطع با باشد

به دلیل دارا بودن خاصیت آنتی  در بروسلا ها (OMPsهای غشای خارجی )پروتئین .(7, 6)دهدکلی افزایش می

و می  شوندهای تشخیصی در نظر گرفته میژنآنتی مناسبی ازگزینه ای به عنوان د پاسخ ایمنی، ژنیکی بالا و ایجا

 های سرولوژیکی به منظور کاهش نتایج مثبت کاذببرای تشخیص LPSبه جای  یجایگزین مناسبتوانند 

علاوه بر اینکه دارای پتانسیل بالایی به عنوان آنتی  ها، بروسلا در kd  31 (OMP 31)غشایی  پروتئین .(8)باشند

ویرولانس مهم گونه بروسلا  با ایمونوژنیسیتی بالا نیز می  هایفاکتور جزو ژن کاندید واکسن هستند،  همچنین

ها را   T cell قادر است هم ایمنی همورال و هم پاسخ ایمنی  T cell و B cellهای باشند و با دارا بودن اپی توپ

بنابراین آنتی . (9)ایمن سازد brucella melitensisتوجهی ایجاد کند و میزبان را در برابر عفونت  به طور قابل

حاد یا مزمن انسانی و حیوانی  بروسلوز وجود  های سرم برای تشخیصموجود در نمونه OMP 31های ضد بادی

 زانیم وسنجش  OMP 31 بینوترک نیپروتئ ساخت و یطراح،  یقاتیتحق ی پروژه نیا هدف. خواهد بود بردیکار

 در بروسلوز یماریب به مبتلا افراد سرم های نمونه در موجود هاییباد یآنت با OMP 31 ژن یآنت یریپذ واکنش

 .شود گرفته نظر در یصیتشخ تست کی عنوان به جینتا بودن مطلوب صورت در تا باشد یم سالم افراد با سهیمقا

 مواد و روش ها:
 rOmp31طراحی و ساخت سازه بیانی 

با استفاده از ژنوم استخراج شده از  1 جدول در ذکرشده یمرهایپرا ازبا استفاده   Omp31کد کننده ژن  قطعه

 شعبه مشهد یزرا یسازسرم و واکسن قاتیتحق موسسه ازتهیه شده  Rev1 هیسو سیتنسیمل بروسلاباکتری 

ها جهت کلونینگ مریپرا در EcoRI و BamHI محدودکننده یهامیآنز یبرش یهاگاهیجا. دیگردتکثیر شرق شمال

 نداشته وجود مربوطه ژن یتوال یرو بر یبرش گاهیجا چیه که شدند انتخاب یاگونهبه pET-32aدر وکتور بیانی 

 (.2و 1)شکل  نکند یرییتغ انیب هنگام در زین آزادنش خوا چارچوب نیهمچن و دباش
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 1 جدول

 پرایمر فوروارد ریورس توضیح

تکثیر ژن 
omp31  از

ژنوم 
Brucella 

melitensis 

GGATCCTTAGAACTTGTAGTTCAGACCG GAATTCATGAAATCCGTAATTTTGGC Omp31 

 



 rOmp31بیان و خالص سازی پروتئین نوترکیب 

 E.coli BL21(DE3)به باکتری  pET32a-OMP31، وکتور نوترکیب شده کلون ژن تیماه و صحت دییتا از پس

 μg/ml 50 حاوی    LB براث تریلیلیم 1 در PET-OMP31 بینوترک دیپلازم یحاو BL21 یباکترترانسفرم شد. 

 OD600 در ینور جذبپس از اینکه  .شد داده کشت C 37°در دقیقه در دمایدور  150با چرخش  نیلیسیآمپ

و هر  ( کرومولاریم 1 و25/0 ، 5/0، 75/0)  IPTG ی ازمتفاوت های غلظتبا کتریهای کشت شده با  .دیرس 4/0 به

 های اشاره شده،زمان گذشت از بعد. شد القاءشیکردار   انکوباتور درون و شبانه ( 6، 4، 2زمانهای مختلف ) باغلظت 

 .شد وژیفیسانتر rpm 8000 و قهیدق 5 مدت به و شدهبرداشته کشت هر از میکرولیتر 100

 لیآکر پلی ژل یرو بر وفورزرالکت توسط  مختلف یهازمان و IPTG مختلف یهاغلظت در نیپروتئ انیب زانیم 

 . شد بررسی (SDS-PAGE)  دیآم

ساس دستورالعمل شرکت سازنده خالص سازی و در حلال مناسب بر ا Ni-NTAپروتئین نوترکیب توسط ستون 

( حل شده و غلظت آن با استفاده از روش  pH 8/6مولار با  1درصدو تریس  SDS 1/0درصد،  10)گلیسرول 

 برادفورد تعیین شد.

 

 western blotتایید بیان پروتئین نوترکیب با استفاده از 

. مرحله بلاکینگ الکتروفورز، به غشا نیتروسلولز انتقال داده شد دیآم لیرآک پلیپس از الکتروفورزپروتئین روی ژل 

ن )تریس بافر سالی  TBSTشد و پس از شستشو با انجام  C 4ºدرصد شبانه در 5  (Skimmed milk) شیر خشک  با

ساعت  2با رقت یک به دو هزار به مدت  HRP( با آنتی پلی هیستیدین کونژوگه با  tween 20حاوی یک درصد 

و DAB (3، رنگ آمیزی آن از طریق اینکوبه کردن با  TBSTدر دمای اتاق اینکوبه شد. پس از شستشوی غشا با 

 در دمای اتاق انجام شد.دقیقه  15به مدت دی آمینو بنزیدین( - 3´

 بررسی واکنش پذیری پروتئین با سرم بیماران

 یآور جمع زنجان یپزشک علوم دانشگاه( عج)عصریلو رستانبیما یعفون بخش یهمکار با یانسان سرم یها نمونه

 و پشت ای/و مفاصل عضلات، در درد ،ییاشتها یب کسالت، سردرد، ،یخستگ ضعف، ق،یتعر لرز، و تب  علائم .شد

 به مارانیب ورود اریمع عنوان به 1:40 و 1:80 یبالابه ترتیب  2ME و تیرا یها تست یبرا یباد یآنت ونیتراسیت

 علائم تب مشابه دار تب یماریب گونه چیه سابقه که یافراد از سالم سرم یها نمونه .شد گرفته نظر در مطالعه

بود  1:40 و 1:80 به ترتیب کمتر از 2ME و تیرا آزمون با آنها یباد یآنت ونیتراسیت وند نداشت یماریب مالت

 .شد جمع آوری
 

 شکل به سرم ده گروه هر از)  pooled به صورت مالت تبو مبتلایان به  سالمافرادسرم  یها نمونه با بلات وسترن

 تروسلولزین یغشا یرو و شد لکتروفورزا SDS-PAGE %12 ژل یرو بر بینوترک نیپروتئ. شد انجام (مخلوط

 ،TBST با شستشو و اتاق یدما در ساعت 1 مدت به %5 یچرب بدون ریش در غشاء پس ازبلاکینگ .شد منتقل

 با غشاء. شدند انکوبه گرادیسانت درجه 10 یدما در شب کی 1:50 رقت در یقیفتل سرم یها نمونه با غشاها



TBST با سپس شد، شسته Rabbit Anti-Human IgG-HRP اتاق یدما در ساعت 1 مدت به 1:5000 رقت در 

جهت رنگ آمیزی باندها  اتاق یدما در قهیدق 15 مدت به DAB با غشاء ،TBST با شستشو از پس. شد انکوبه

 .شد بهانکو

 

 100) پوشش بافر در پروتئین نوترکیب از کروگرمیم 6/0 با  زایالا کیچاه 96 تیکروپلیم زا،یالا شیآزما یبرا

 200سپس چاهک ها سه بار با  .شد اینکوبه C4ºیک شبانه در دمای هر چاهک در (=pH 6/9 کربنات تریکرولیم

 تریکرولیم 200با ها چاه سپس شستشو داده شد. PBST (PBS, pH= 7.2+ Tween 20, 0.05 %  )میکرولیتربافر 

 با شستشو از پس ( به مدت یک ساعت در دمای اتاق اینکوبه شد.+BSA 1% PBS, pH= 7.2) بلاکینگبافر

PBST، اینکوباسیون)  میکرولیتر بافر 100با  1:400سبت های سرم رقیق شده به ن نمونه با ها چاهکPBST 

میکرولیتر  PBST  100 با شستشو از پس .شدند نکوبهیا ساعت در دمای اتاق ( به مدت یک BSAحاوی نیم درصد 

با منشا خرگوش به چاهک ها اضافه شد و به مدت یک ساعت  HRPانسانی کونژوگه با  IgM و آنتی  IgGاز آنتی 

 وبسترایمیکرولیتر از س 100فزودن رنگ زایی با ا PBST باپس از شستشوی چاهک ها  در دمای اتاق اینکوبه شد.

ABST (2, 2′-Azino-bis (3-ethyl benzothiazoline-6-sulfonic acid ).انجام شد 
 

 نتایج
PCR  ژنOmp31  یانیب سازه ساخت و یتنسیسملبروسلا از باکتری rOmp31 

 

 Omp31و  Omp31 Rشده یطراحبا استفاده از پرایمرهای  سیتنسیمل بروسلابر روی ژنوم باکتری  PCRواکنش 

F شد. و باند  انجامbp 723 (3)شکل   بر روی ژل آگارز مشاهد شد. 

های رشد کرده بر از کلونی ترانسفورماسیون انجام گرفت و مراحل pET32a وکتور به Omp31 بعد از اتصال قطعه

 و T7 promoter با پرایمرهای PCRواکنش کلنی  .جهت تأیید نهایی استفاده شد نیلیسیحاوی آمپ روی پلیت
T7 terminator محصول انجام گرفت .PCR  در  جفت باز 1475ای به طول قطعهبر روی ژل لود شد که تکثیر

 شده است.  نشان داده) 4شکل(
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 rOmp31بیان و خالص سازی پروتئین نوترکیب نتایج 

 2یکرو مولار  و م IPTG 25/0در حضور غلظت  His Tag 6حاوی   OMP 31پروتئین نوترکیب  بهینه بیان

پس  داده های های الکتروفورز حاصل از رسوب های جمع آوری شده از هر مرحله از القاساعت پس از القا بود. 

 ( دیده می شود.5 در )شکل SDS PAGEاز انجام 

 

 Omp31ر الکتروفورز جهت بررسی تکثیر قطعه : تصوی 3شکل 

 .Omp31 R/Fبا استفاده از پرایمرها  PCRتوسط واکنش 

 .Omp31: قطعه ژن 1، چاهک شماره Kb10: مارکر M چاهک

تائید  جهت Colony PCR الکتروفورز محصول:  4شکل 

چاهک  .E.coli BL21 ترانسفورم سازه مورد نظر در باکتری

-pET32a یبنوترکهای که وکتور یکلن: 3و  2، 1شماره 

Omp31  چاهک اندکردهرا دریافت ،Mمارکر :Kb10 



 5شکل 

 
 

 

 

 

 

 

 :روتئیننتایج حاصل از تخلیص پ

پس از اطمینان از بیان پروتئین هدف، به منظور جداسازی و خالص سازی آن از سایر پروتئین های نا خواسته از 

مجموع پروتئین های جمع آوری شده از مراحل مختلف  6 روش کروماتوگرافی میل ترکیبی استفاده شد.که شکل

های میزبان و عدم حضور سایر پروتئین OMP 31 خالص شده تخلیص را نشان می دهد و بیانگر حضور پروتئین

 است.

 

 IPTGمختلف یژن در غلظت ها انیالقاء ب زانیم یژل جهت بررس ریتصو  : 5 شکل

 IPTG کرومولاریم 1، 75/0، 5/0،  25/0 هایساعت پس از القا در غلظت دو: 4-1چاهک 

 IPTG کرومولاریم 1، 75/0، 5/0،  25/0 هایساعت پس از القا در غلظت چهار:  8-5چاهک

 IPTG کرومولاریم 1، 75/0، 5/0،  25/0 یهاساعت پس از القا در غلظت شش: 12-9چاهک 

 . IPTG کرومولاریم 1، 75/0، 5/0،  25/0 هایدر غلظت   Overnight ی: القا16-13چاهک



 7شکل 

 6شکل 

 
 

 

 

 

 :WESTERN BLOTINGتایید پروتئین هدف توسط و تعیین غلظت  نتایج حاصل از

 

بردفورد و توسط دستگاه نانو دراپ محاسبه شد. بر اساس نتایج  ئین تخلیص شده با استفاده ازروشغلظت پروت

 میکرو گرم بر میلی لیتر محاسبه شد. 37/54معادل   OMP 31ست آمده غلظت پروتئین عددی به د

با هدف تایید ماهیت پروتئین بیان شده  WESTERN BLOTINGپس از انتخاب شرایط بهینه بیان پروتئین،  

آن با انجام شد. با توجه به اینکه پروتئین نوترکیب دارای برچسب پلی هیستیدینی است شناسایی و تشخیص 

 نشان داده شده است. 7 در شکل صورت گرفت و نتایج  histidine Anti polyاستفاده از آنتی بادی

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 به روش کروماتوگرافی OMP31ربوط به تخلیص پروتئین م  SDS-PAGE  تصویر ژل:  6شکل

ستون.  برداشت های شستشوی:  4-1. چاهک های  FT :Flow through: چاهک میل ترکیبی

 : الوشن های پروتئین نوترکیب تخلیص شده است.E1-E5چاهک های 

 وسترن بلات با روشOmp31 تأیید بیان پروتئین نوترکیب :  7شکل

مارکر پروتئین ، M:چاهک : Anti His-Tagآنتی بادی 1:2000با رقت  

 تخلیص شده. Omp31پروتئین  : 1 چاهک

 



 

 نتایج حاصل از الایزا
 Anti humanبررسی واکنش پذیری پروتئین نوترکیب با سرم بیماران و سرم گروه کنترل با دو نوع آنتی بادی 

IgG  وAnti human IgM فت . پس از ازمون الایزا و اندازه گیری جذب نوری نمونه ها  داده های صورت گر

مورد بررسی قرار گرفت . با  GraphPad Prismحاصل پس از محاسبه میانگین و انحراف معیار در نرم افزار

توجه به نتایج بدست آمده که در شکل نشان داده شده است ، در هر دو گروه انتی بادی استفاده شده برای 

اکنش الایزا، تفاوت معناداری در میزان  واکنش پذیری  پروتئین نو ترکیب با سرم بیماران در مقایسه با سرم و

 گروه کنترل گزارش شد.  

با توجه به داده های حاصل از تفسیر تست الایزا میزان اختصاصیت و حساسیت آزمون صورت گرفته با پروتئین 

گزارش  7/72و % IgM  % ،79/62و برای آنتی بادی  56/55و %  5/72بترتیب %   IgGنوترکیب برای آنتی بادی

 .(9و  8) نمودار های شد
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 گیریبحث و نتیجه
-شوربروسلوز یک عفونت زئونوتیک جهانی است که تاثیر مخرب اقتصادی در دام و مشکلات سلامت عمومی در ک

که  . گام اساسی در کنترل بیماری تشخیص صحیح و به موقع آن است،(10)های در حال توسعه ایجاد کرده است

های کلاسیک موجود که غالبا سازد. حساسیت و اختصاصیت متداهمیت یک متد تشخیصی مناسب را آشکار می

 Yersiniaهای گرم منفی نظیر باشند، به دلیل ایجاد واکنش متقاطع با سایر باکتریباکتری می LPSبر پایه 

enterocolitica فاکتور اساسی در به کارگیری روش تشخیصی و ایجاد نتایج مثبت کاذب ، قابل بحث و انتقاد است .

ها توانسته اند علیه بادیمناسب، درک درست نحوه پاسخ ایمنی به پاتوژن مورد نظر است که در مورد بروسلا آنتی

-بادی است که آنتیها ترشح سیتوکاین و آنتی B cell. نقش اساسی (11)باکتری بروسلا محافظت ایجاد کنند.  

ژن همولوگ مشتق شده از باکتری های ضد بروسلا باعث آگلوتیناسیون و ایجاد رسوب در واکنش با آنتیبادی

های آنتی ژنیک دیگری ند با این وجود پروتئینشوترشح می  LPS ها علیه بادی شوند. غالب این آنتیبروسلا می

 .(12)اند ها نیز شناسایی شده OMPنظیر 



های غشای از مهمترین پروتئین OMP 31ژنیک نشان داده اند که های آنتیمطالعات پیشین با بررسی پروتئین

باشد که نقش مهمی در ایجاد پاسخ ایمنی و همورال علیه باکتری بروسلا ایفا میکند و به عنوان باکتری بروسلا می

با پتانسیل تحریکی  omp 31مطالعه از انتی ژن شود پس در این ژن ایمونودامیننت در نظر گرفته مییک آنتی

به منظور تسهیل در خالص سازسی بود. در پژوهش مربوط به  his tag استفاده شد بدین صورت که دارای توالی 

های آن مورد بررسی قرار گرفته و ژنیک بودن این پروتئین غشایی با بررسی اپی توپ، آنتی 2019ژانگ در سال 

 .(13, 12)ژن محافظ معرفی شده است به عنوان یک آنتی

ترانسفورم  Ecoli BL 21به منظور سنتز پروتئین نوترکیب، پلاسمید نو ترکیب طراحی و سنتز شده، درون باکتری 

مورد بررسی  PCR و  نوترکیبی آن با کلونی  (14)شد که با توجه به مطالعات پیشین میزبان بیانی مناسبی است 

تایید شد. پس از بیان پروتئین در  kd41 قرار گرفت و هویت پروتئین با استفاده از وسترن بلاتینگ  در محدوده 

بادی . پروتئین نوترکیب تولید شده به صورت اینکلوژن(15)حجم بالا ، با روش افینیتی کرماتوگرافی تخلیص شد

است و با استفاده از ستون  his tagاست بنابراین با استفاده از اوره لیز شد.  و چون  در ساختار خودش دارای 

 به سهولت خالص سازی شد. Anti poly histidinبادی کروماتوگرافی و با آنتی

غلظت  Image jروش در دسترس استفاده شد. ابتدا با استفاده از نرم افزار به منظور تعیین غلظت پروتئین از دو 

تعیین شد )با    g/mlµ 54محاسبه شد. در روش دوم با  تست برد فورد غلظت پروتئین   130ml / gµ پروتئین

اوت در خوانش تست برد فورد(. با وجود دو غلظت متف SDSدر نظر گرفتن تداخل ترکیبات حلال پروتئین نظیر 

برای پروتئین، به منظور انتخاب غلظت و مقدار پروتئین مناسب و قابل قبول برای انجام مراحل بعدی آزمایش و 

به عنوان مرجع برای  37/54با توجه به نتایج سایر مطالعات، که غلظت مشابهی با روش برد فورد داشتند، غلظت 

 . (17, 16)در نظر گرفته شد  OMP 31پروتئین 

 



پذیری سرولوژیکی مورد ارزیابی قرار گرفت. از آن جهت که الایزا تخلیص شده از نظر واکنش OMP 31پروتئین 

-های دیگر محدود است و میتواند آنتیترین انتخاب برای تشخیص بروسلوز، مخصوصا زمانی که روشمناسب 

بنابراین در این مطالعه واکنش پذیری پروتئین نوترکیب   (18)های کلی و اختصاصی بروسلا را آشکار سازد بادی

 .(19)های سرمی بیمار و سالم، و به صورت کمی مورد ارزیابی قرار گرفت توسط تست الایزا با نمونه 

های سرولوژیکی، بسته به مراحل مختلف بیماری متفاوت است. در مراحل اولیه بیماری پاسخ بیماران به تست

زیاد است. با  IgMهای بر پایه آگلوتیناسیون آنتی ژن است و پاسخ تست IgMبادی پاسخ غالب ایمنی، آنتی

مشاهده می شود  IgGبادی پاسخ بیشتری نسبت به آنتی IgGبادی دن تیتر آنتیپیشرفت بیماری و غالب ش

(20). 

بود، پروتئین با غلظت مناسب  OMP 31پذیری سرولوژیکی باتوجه با اینکه هدف این مطالعه بررسی واکنش

  1:1000، بارقت  Anti- human IgG HRPبادی کوت شد و ابتدا واکنش پدیری آن با آنتی درون چاهک الایزا

 1:200و رقت سرم   1:1000با رقت بارقت    Ant- human IgM HRPبادی ، سپس با آنتی 1:400و رقت سرمی 

به منظور ارزیابی  د.آپ گردی، ست checker boardو غلظت استفاده شده از قبل با انجام  مورد بررسی قرار گرفت

برای هر دو آنتی بادی ، از نظر  5/0صورت گرفت. سطح زیر منحنی بالاتر از  ROCنتایج آنالیز مربوط به نمودار 

باشد. با سرم های بیمار و کنترل می OMP 31آماری نشان دهنده تفاوت معنادار در میزان واکنش پذیری پروتئین 

Cut-off به دست آمده است. نتایج حاصل برای آنتی بادی  379/1، بزرگتر از  95ن %بهینه نیز با فاصله اطمینا

IgG  %است.یعنی  56/55و %5/72نشان میدهد که اختصاصیت و حساسیت تست الایزای طراحی شده بترتیب

 دهد.مثبت کاذب نشان می 5/27از افراد بیمار سالم را منفی نشان می دهد و % 5/72این تست % 

بادی بیانگر این است که اختصاصیت و حساسیت تست انجام شده برای این آنتی IgMبادی آنتینتایج مربوط به 

تعیین شده است.   96/0، بالاتر95با فاصله اطمینان %  Cut- off است و نقطه  7/75و % 79/62ترتیب برابر %ه ب

دست آمده است که نشان  به 83/%78و 88/%89در مطالعه دهقانی این میزان برای پروتئین هیبرید نوترکیب 

، نسبت به تک پروتئین OMP21و  OMP31  ،OMP25پذیری پروتئین هیبرید، شامل دهد میزان واکنشمی



انجام گرفت و میزان  omp 28. در مطالعه مشابه، الایزای بر پایه آنتی پروتئین نوترکیب (16)بیشتر است 

 .  (21)گزارش شد  7/88و % %8/93تیبه ترختصاصیت و حساسیت با

نوع  3باکتری بروسلا، OMPهای  پذیری پروتئینبه منظور بررسی واکنش 2015مونر و همکاران در سال 

OMP ،شامل OMP 31 ،OMP25  وOMP 28 ژن در پلیت نوع آنتی 3بی از این را کلون  بیان کردند و ترکی

گروه  331سویه   B melitetnsisشامل، گروه آلوده شده با موش  گروه 3پذیری  آن با الایزا کوت شد. و واکنش

که تست الایزا قادر به افتراق  با یرسینیا مورد بررسی قرار گرفتتزریق شده با سویه واکسن و گروه آلوده شده 

ب یکه بیانگر این است که استفاده از ترک (15)بود   100اصیت و حساسیت آن هر دو %گروه بود و اختص 3بین 

های مربوط به بادی است در حالی که حساسیت کمتر در تستایی حساس آنتیژن قادر به شناسچند آنتی

( همچنان به عنوان چالش مطرح است .  omp31%8 /81 ( و  omp 28 %(7/88  )(21) ژن  واحد، مثل آنتی

با سرم بز و گوسفند مورد بررسی قرار گرفت که نسبت به  omp 31که در این آزمایش آنتی ژن  نوترکیب 

 .(15)تر بوده است مطالعه ما حساس

و  IgM ،8/67و برای  7/73و % 9/58به ترتیب  IgGدر مطالعه دیگری میزان اختصاصیت و حساسیت برای

وجه به نتایج بادی ، حساسیت لازم را دارد . با تگزارش شده است که نشان می هد تست برای هر دو آنتی %2/72

حساسیت  IgMدر حالی که برای  اختصاصیت بیشتری  دارد.   IgGالایزای طراحی شده در این پروژه نسبت به

 . (20)تواند مربوط به فاز بیماری بروسلوز باشد دهد. که میبیشتری نشان می

ها در اولین مواجه با بروسلوز به بیمارستان مراجعه کرده ه اکثر آنشود کبا بررسی سوابق بیماران مشاهده  می

در سرم بالاتر است. ودر نتیجه  IgMبادی  و احتمال حضور آنتیها به صورت مزمن نیست اند بنابراین بیماری آن

 پذیری بیشتری نیز با سرم خواهد داشت .میزان واکنش

 نتیجه گیری:

های سرمی طراحی شده، واکنش پذیری قابل قبولی با نمونه omp 31پروتئین با توجه به نتایج به دست آمده 

 باشد.های سالم را دارا میهای سرمی مبتلا به بروسلوز و نمونهکلینیکی داشته و توانایی افتراق بین نمونه
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