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  ده يچك
 ـ          عي شا اريبس حيوان   - بيماري مشترك انسان   كيلپتوسپيروز  : سابقه و هدف    لاني در جهـان اسـت و در اسـتان گ

 تـشابه آن بـا اغلـب        ليليني به دل   لپتوسپيروز با اتكا به علائم با      صيتشخ.  دارد كاران ي در شال  ژهيو   و به  ي فصل وعيش
 ـ زي كشت ن  و دارد   ي اندك تي حساس ميچون مشاهده مستق  . هاي حاد مشكل است    عفونت  ـدل  ه ب رشـد بـودن      كنـد  لي
هاي سرولوژيكي در تشخيص لپتوسپيروز جايگـاه        آزمون  دارد، يادي كاذب ز  ي بوده و موارد منف    ريگ  وقت اري بس يباكتر

 و قابل اجرا در ني روتشي آزماكي يشود ول  استاندارد طلايي محسوب مي)MAT( ونيناسي آگلوتكروي م.مهمي دارند
.  ضرورت اسـت كي بالا يژگي و وتي حساس يتر و دارا    آسان يها  و توسل به روش    ستي ن ي طب صي تشخ يها شگاهيآزما

 اسـتخراج شـده از      يهـا  ژن ي با استفاده از آنت    ،يكم يتجارري غ يزاي روش ال  كي يابيو ارز  يانداز  مطالعه راه  نياهدف  
  . بوده استراني در اعي شاي بومهنوگچند 

 ـ نمونـه شـاهد در ا      30و   آزموده شده بودند     MAT كه با  ي نمونه منف  54 نمونه مثبت و     98تعداد  : ها مواد و روش    ني
 ـي تجاريزاي التي ككي از ،ي خانگيزاي الي براcut off  نييجهت تع.  شدنديرسمطالعه با روش ذكر شده بر ه  معتبر ب

 ـ حاصـله بـا آن مقا  جي استفاده شـد و نتـا  .IgM SERION ELISA classic leptospeira  نام  و يسـاز  برابـر  سه،ي
  .دياستاندارد گرد

 ـدر ال .  مورد مثبت كاذب حاصل شد     كي كاذب و    ي مورد منف  كي ي تجار يزاي ال يبرا: ها يافته  تعـداد   ي خـانگ  يزاي
 ـي، و تيحساس ريمقاد. ود عدد ب  كي كاذب   ي و موارد منف   10موارد مثبت كاذب      ـ  مثبـت    ي، ارزش اخبـار   يژگ و  يو منف

  .  شدنييتع 2/94 و 8/98 ، 7/90 ،1/89 ،99 بي به ترتي خانگيزاي تمام اليبالاخره درست
 ـ مطالعه و تشابه نزد    ني شده در ا   يانداز  راه ي خانگ يزاي ال ي بالا يژگي و و  تيسبا توجه به حسا    :گيري نتيجه  آن  كي

 ـ     ي تجار يها تياز ك  ها  كه اغلب آن   گريم شده توسط محققان د     انجا يبا مطالعات قبل   تـوان   ي استفاده نموده بودنـد، م
  . نمودي تلقد ارزشمني انسانروزي لپتوسپصي را در تشخIgM-ELISAتست 
  

  يژگيو ت،يحساس ،زايال، روزيلپتوسپ: هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
- مشترك انسان  يها ترين بيماري   از شايع  يكيپتوسپيروز  ل

سيري  سيري، نيمه گرم   رمحيوان در جهان است كه در مناطق گ       

ــه مرطــوب شــيوع دارد ــان اهلــي و پچهار. ]4-1 [و معتدل اي
بـاكتري از   وحشي و جوندگان مخزن ايـن بيمـاري هـستند و            

 اكتوانند در آب و يـا خ ـ       كنند كه مي   طريق ادرار خود دفع مي    
مرطوب زنده مانده و از طريق خراش جلدي، به بـدن ميزبـان             

   :honarmand_36yahoo.comEmail                                     0131 -  6690007  :نمابر          0911341011  :تلفننويسنده مسئول،  *
]   3/9/1387 :   تاريخ پذيرش19/2/1387 :تاريخ دريافت
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لپتوسـپيروز  . ]1،2،5،6 [ردنـد وارد گ ) حيوان يا انـسان   (بعدي  
 در استان گيلان    ژهيو ه خزر ب  ياي در هيانساني در ايران در حاش    

كار و در فصول گـرم سـال         طور عمده در كشاورزان شالي     هو ب 
  عي شـا  ي آن از معضلات بهداشت    صيتشخ و   ]8 ، 7 [شيوع دارد 

لپتوسپيروز با اتكا به علائـم بـاليني         صيتشخ . متطقه است  نيا
هـاي    تـابلوي بـاليني آن بـا اغلـب عفونـت           رايزمشكل است   

، بنابراين تشخيص   ]3،4[باكتريايي يا ويروسي حاد تشابه دارد       
 اگـر زود    يماري ب نيا. ]4 [ دارد ياديآزمايشگاهي آن اهميت ز   

 وگرنـه احتمـال     دشـو  راحتي مـداوا مـي     هتشخيص داده شود ب   
 مرگ وجـود    يحتفت بيماري به سمت نارسايي كليوي و      پيشر

هـاي سـرولوژيكي بـراي تـشخيص         آزمون. ]9[ داشت   خواهد
ا مشاهده مـستقيم    زير ]10،11[لپتوسپيروز جايگاه مهمي دارند     

وپ زمينه تاريك   هاي باليني توسط ميكروسك    باكتري در نمونه  
 و جـدا     نـدارد  الاييويژگي ب  بسيار مشكل است وحساسيت و    

وش كـشت بـسيار     هاي بـاليني بـا ر      كردن باكتري نيز از نمونه    
به . ]2،4[و طولاني بوده و اغلب ناموفق است        گير شكل، وقت م

ــون م ــل آزم ــين دلي ــي آگلوتكــرويهم ــراي ) MAT (ونيناس ب
شـود ولـي     بيماري استاندارد طلايي محسوب مي    تشخيص اين   

 دائمـي تعـداد كـافي از        داريانجام اين آزمون به داشتن و نگه      
 نـه يهزپرآنها نياز دارد كـه      هاي استاندارد و پاساژ دائمي       سويه

 ـ كاركنـان آزما   يبوده و برا   ضـمناً  .  اسـت  نيآفـر   خطـر  شگاهي
 ـگيري نتايج اين آزمون به تخصص و تجربه ز         اندازه  نيـاز   يادي
 ـ شي آزما كي به عنوان    ني بنابرا ]5 ، 4 ، 2[دارد    ي بـرا  ني روت
 به  دي ناچار با  ،]7 [ستي مناسب ن  ي طب صي تشخ يها شگاهيآزما
 ي بـالائ  يژگ ـي و و  تي از حـساس   اً ضـمن  تر كه   آسان يها روش

  ].4،11 [ متوسل شدزاياز جمله البرخوردارند 
هـاي سـطحي    پادگناختـصاصي ضـد    IgM هـاي  پـادتن 

لپتوسپيرا اغلب از روز ششم بيماري در خـون قابـل سـنجش             
دو هفتـه پـس از شـروع عفونـت      IgG  ولـي ]12،13 [هستند

 يدر اغلب مطالعات برا. ]12[يابد  ها دوام مي پديدار شده و ماه
،  ويژگي قابـل تـوجهي گـزارش شـده اسـت           اليزا حساسيت و  

بـرداري بـستگي تـام داشـته و در            نمونه مانحساسيت آن به ز   
 سـريع و قابـل اطمينـان        ،عنوان يك روش حـساس     همجموع ب 

براي تشخيص لپتوسپيروز، از اواخر هفته اول بيمـاري كـاربرد           
  ]10،11 [دارد

 ـ و مقا  نيي اين مطالعه تع   هدف  شخيـصي هـاي ت    ارزش سهي
 شده با   يانداز  راه ي خانگ ي اليزا كي ...)حساسيت و ويژگي و   (

 عي شـا  ي بوم يها هي استخراج شده از سو    يها ژن يآنت استفاده از 
  با روش مرجـع سهيدر منطقه، در تشخيص لپتوسپيروز در مقا

)MAT (بوده است. 

 
  ها مواد و روش

 نمونـه سـرم متعلـق بـه         200 تعـداد    1385 سال   زييدر پا 
 موجـود در مركـز بهداشـت        روز،ي مشكوك بـه لپتوسـپ     مارانيب

 ـ مربوطـه، جهـت انجـام ا       ني با موافقت مسئول   لان،ياستان گ   ني
 ـ تـست ال   يانداز  راه يبرا. ديمطالعه اخذ گرد    4 ،ي خـانگ  يزاي

: يمتعلق به سرووارها    در منطقه،  عي شا يزا يماري ب ي بوم هيسو
.  شدند  انتخاب فوزايتپويو گر   پومونا، هارجو  ،ي هموراژ كترويا

 EMJH عي كـشت مـا    طي مزبور در مح   يها هيكشت انبوه از سو   
 ـكه    ـي كـشت اختـصاص  طي مح ـكي  رشـد دادن  ي بـرا ي و غن

 كـشت،    طيكدر شدن هر مح    پس از .  شد هي است ته  راهايلپتوسپ
در طـول مـوج       آن توسـط اسـپكتروفتومتر،     يياي باكتر تيجمع
به  استاندارد مربوطه، محاس ـ   ي نانومتر و با رجوع به منحن      450

 ـ    يمورد استخراج آنت  % 6 بالاتر از    ODو   . گرفتنـد  يژن قـرار م
 فـالكون  يهـا  صورت جداگانه به لولـه    هها ب   كشت طيسپس مح 

ml   15   انتقال داده شده و با دورrpm  6000ـمدت  ه، ب   كي
 شده و رسوب    ختهي دور ر  يي رو عيما. شدند  وژيفيساعت سانتر 

هـا را بـه    ام آنسپس تم. شد يشستشو م  دوبارPBS حاصله با 
 بار،  5 لوله انتقال داده و با روش ذوب و انجماد، به تكرار             كي
كـه از نـوع      شد ي م هي ته نواخت كي يژن ي آنت وني سوسپانس كي
 . قابل استفاده است   زاي مصارف تست ال   يبرا بوده و ژن تام    يآنت
 نانومتر بـا    550 در طول موج     اه  آن OD يساز استاندارد يبرا

  .شد يرسانده م % 7  افزودن آب مقطر به
 رني است ي خام از جنس پل    زاي ال يها تي مطالعه از پل   ني ا در

 ونياز سوسپانـس   ml 100ر  مقـدا . با كف مسطح اسـتفاده شـد      
 ـحفره اضـافه كـرده و پل      ژن را به هر    يآنت  37 ي را در دمـا    تي
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 ـ شدن، پلري تا پس از تبخ   ميداد يدر انكوباتور قرار م   درجه     تي
  . دژن پوشانده شو ياز آنت

 ونيناس ـيهـا بـا انجـام تـست آگلوت          تمام نمونه سـرم    ابتدا
 ي بـرا  يـي كـه آزمـون اسـتاندارد طلا      )  MAT (يكروسكوپيم

و  شدند و مـوارد مثبـت        يگر  است غربال  روزي لپتوسپ صيتشخ
 ي بـرا  ي بوم هي سو 4 از همان    زي مورد ن  نيدر ا .  شد نيي تع يمنف

 منــدرج در هيطبــق توصــ.  اســتفاده شــدMATانجــام تــست 
 ـ نمونـه سـرم و       كي ي برا 1:800 يترهاي ت WHO يهنمارا  اي
 ـ   ،ي برابر در دو نمونه سـرم متـوال        4 تري ت شيافزا  ي مـلاك قطع

. ]4 [ است روزي لپتوسپ يماريمثبت بودن آن نمونه سرم از نظر ب       
 ذكـر شـده را      يها  نمونه مثبت كه ملاك    98 تعداد   بي ترت نيبد

 داشـتند   ا ر تريت نيتر  كه كم  ي نمونه سرم منف   52داشتند و تعداد    
 مـاران ي نمونه سرم شـاهد كـه بـه ب         30ضمناً  . دنديانتخاب گرد 
 استفاده زي و بروسلوز متعلق بودند ن د،يفوئي، ت B تيمبتلا به هپات  

 ـ اليبـرا   cut off نيـي  و تعيسـاز جهت استاندارد .شدند  يزاي
 تيــ معتبــر بــا معروفي تجــاريزايــ التيــ ككيــ از ،يخــانگ

 ـ نيب  SERION ELISA classic leptospeira بـه نـام   يالملل

IgM ســاخت شــركت Gebrauchanweisungور آلمــان  كــش
 ـ   يها تمام نمونه . استفاده شد   ـ و شـاهد  بـا ك       ي مثبت و منف  تي

 شيق و طبق دستورالعمل كارخانه سازنده مورد آزما        فو يزايال
 ـقرار گرفتند و سپس توسط ال       شـدند و    ي بررس ـ ي خـانگ  يزاي

 ـ صورت گ  طلوب م  به نحو  يساز كساني كه ني ا يبرا  ي بـرا  رد،ي
 نـــوع كونژوگـــه كيـــ  زازيـــ ني خـــانگيزايـــ الياجـــرا
ــار  Antihuman IgM conjugated with alkalin)يتج

phosphatase.Bethyl,lot A80-100AP)    نوع كي از زيو ن 
ــسترا ــاريسوبــــــ  Paranitrophenol)ي تجــــــ

pyrophosphate.Sigma,lot 010k-8200)  كـه  يمشابه انواع 
 ـ منظور   نيبد. استفاده شد  موجود بودند    يار تج يزايدر ال   كي

  تـر ي ت ي تجـار  يزاي و در ال   ي مثبت قو  MATنمونه سرم كه در     

ــه ا ــالا  داشــت را در نظــر گرفت ــا 1:10 يهــا ز آن رقــتب  ت
 ي تجار يزاي ذكر شده، ال   يها  تمام رقت  ي و برا  هي ته 1:40960
 cut نيـي  تعي مطالعه برانيدر ا.  شدسهي انجام و مقايو خانگ

off  را با دو برابر     ي منف يها  نمونه تري ت نيانگي  م  ي خانگ يزايال 
) cut off(عنوان مبنا  هرا ب  جمع نموده و آناريمقدار انحراف مع

 ـ تمـام آزما   جي ذكر است كه نتا    انيشا. ميدر نظر گرفت    در  شاتي
 ـ ذخEXCEL ,OFFICE 2003نرم افزار   پـردازش  شـده،  رهي

 ـ و مورد تجز   دهيگرد  ـ و تحل  هي بـراي تعيـين   .  گرفتنـد   قـرار  لي
موع مقادير حساسيت از فرمول تقسيم مقدار مثبت واقعي بر مج 

 ـ 100عـي ضـرب در     قمنفي كاذب بـا مثبـت وا         ين و بـراي تعي
مـوع مقـادير    ويژگي از فرمول تقسيم مقدار منفي واقعي بر مج        

  .دش استفاده 100عي ضرب در قمنفي كاذب با منفي وا
  

  نتايج
 و شاهد   ي نمونه منف  82  مجموع   نمونه مثبت و   98از تعداد   
 ـ ال يها كه با روش    ـ ال ،ي تجـار  يزاي  و لاتكـس    ي خـانگ  يزاي

 ـ قرار گرفته شدند، در تست ال      ي مورد بررس  ونيناسيآگلوت  يزاي
 ـ و مـورد مثبـت   97 عدد مثبت تعداد  98 از   يتجار  عـدد  كي

 81 اد شاهد، تعد–ي مورد منف82و از تعداد . دي گرديمورد منف
 ـ ترت نيدست آمد و بد    ه مثبت ب   عدد كي  و يمورد منف   ـ بي  كي
 ـ  كي كاذب و    يمورد منف  ت كـاذب بـا روش مزبـور         مورد مثب

 ـ  98 از   ي خانگ يزايدر ال . حاصل ثبت شد   تعـداد   ،ت مورد مثب
 مـورد   84 حاصل شـد و از       ي مورد منف  كي  مورد مثبت و   97
 ـ 10 و ي مورد منف  74 شاهد تعداد    –يمنف دسـت   ه عدد مثبـت ب
 و 10بور، تعداد مـوارد مثبـت كـاذب     با روش مز   نيابنابر .آمد

 حاصـله و    جيبا توجه بـه نتـا     .  عدد بود  كي كاذب   يموارد منف 
، ارزش  يژگ ـي، و تيرحـساس ي مربوطـه، مقاد   يهـا  طبق فرمول 

 ـ تمـام تـست ال     يو بالاخره درسـت    يو منف  مثبت   ياخبار  يزاي
  .)1جدول (  محاسبه شد يخانگ

 
   استاندارديها ون بر اساس ملاكيناسيزا و لاتكس آگلوتي اليها  تستيابيارز. 1جدول

  ٭ تاميدرست  ي منفيارزش اخبار   مثبتيارزش اخبار   يژگيو  تيحساس  نوع تست
  2/94  8/98  7/90  1/89  99  ي خانگيزايال

٭  Accuracy 
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  گيري بحث و نتيجه
 به  هي كه با تك   ي و اختصاص  كيگونوم علائم پاتو  روزيلپتوسپ

 ـ دل نيندارد و به هم    را شود     ريپذ  امكان يني بال صيآن تشخ   لي
ــه آزما ــا ب ــاتك ــشگاهي ــتي الزام ــ] 3،4 [ اس ــشخيول  صي ت

، يني نمونه بال  ميمشاهده مستق .  است زدشواري آن ن  يشگاهيآزما
 بـوده و    ك در نمونه اند   ي تعداد باكتر  راي دارد ز  ي كم تيحساس

 ـيبري ف يهـا   است كه بـا رشـته      يا  آن به گونه   يشكل ظاهر   ين
 ـ   ياعنخ -ي مغز عيموجود در خون و ما     شـود و در     ي اشـتباه م

 كشت  گر،ياز طرف د   .]15 [گردد ي م هي به سرعت تجز   زيادرار ن 
 راي زستي ن روزي لپتوسپ صي تشخ ي برا يروش مناسب و حساس   

 هفتـه جـواب     6 اسـت و زودتـر از        ادي كاذب آن ز   يموارد منف 
 ـ MAT آزمـون    لي دل نيو به هم   دهد ينم عنـوان اسـتاندارد     ه ب

 ]3،4،13 [ شده است  رفتهي پذ وزري لپتوسپ صي تشخ ي برا ييطلا
 ـ و ن  صي تشخ دي تائ ي رفرانس، برا  يها شگاهيو در تمام آزما     زي

 ـروش مزبور   . ]4 [شود ي استفاده م  راي لپتوسپ نگيپي تا يبرا  كي
 از تنـوع    يكيژ سـرولو  يهـا  آزمـون .  است يكيتست سرولوژ 

 ت،يحـساس  اجـرا،  خوردار بـوده و از نظـر سـهولت         بر ياديز
 ـ تفاوت ز  زاتي به تجه  ازيو ن  ، تام يدرست ،يژگيو .  دارنـد  يادي

 يهـا  يمـار ي ب صي در تـشخ   ري اخ يها ها در سال    از آن  يتعداد
  نيتـر   از متـداول   يكي زايال. اند افتهي ي مستحكم گاهي جا يعفون
 ـ    يكي سـرولوژ  صي تـشخ  يهـا  تست  صي تـشخ  يرا اسـت و ب

 ـ را اري بـس  ي عفون يها يماريب  شـده اسـت و بـا توجـه بـه            جي
 كه در اغلب مطالعـات نـشان        يجه قابل تو  يژگي و و  تيحساس

 متعدد  لي   كه به دلا     MAT ي برا ي مناسب نيداده است به جانش   
 متـشكل از كـشت زنـده        ي پـانل  ي دائم ـ يدار  لزوم نگه  ژهيبه و 
 ـزما قابـل اجـرا در آ    ي استاندارد و بـوم    يها هيسو  يهـا  شگاهي

ــ ني طبــصيتــشخ  در ].5،10،11 [ شــده اســتليتبــد ،ستي
 ـ يجار ت تي ك ني چند ري اخ يها سال در اغلـب     شـده و   ي معرف
 ـال. اند ها مورد مصرف قرار گرفته     شگاهيآزما  ـ در مقا  زاي  بـا   سهي
  سـهولت اجـرا،    نـه، ي از نظـر هز    يكي سـرولوژ  يها  روش ريسا

 ـ ن و ،يژگيو ت،يحساس  ـ بـه تجه   ازي  در داشـته و     ي برتـر  زاتي
 دارد و يتـر   كـم يژگ ـي و وتي گرچه حـساس MAT با   سهيمقا
 ـ   صي را تـشخ   يارم ـيوار مسوول ب  تواند سرو  ينم  از  ي دهـد ول
 ـ مزنينـد چ  ـقابل: خـوردار اســت از جملـه  ر بتي  ســنجش تي

 ـ، عدم لزوم كـار كـردن بـا كـشت ز        IgG  و IgMجداگانه   ده ن
. ]4،10،11،13[ جي و بالاخره سـهولت خوانـدن نتـا        ييايباكتر
 ـ عامل وابسته است به و     ني به چند  زاي ال يژگي و و  تياسحس  ژهي

 ـ يه آنت  و به مجموع   يداربر به روز نمونه    ـكـه پل   يژن  بـا آن    تي
 ـ روزيچـون لپتوسـپ   . ]13 [پوشانده شـده اسـت      يمـار ي ب كي

 آن ارزش ي بــراIgM حــاد اســت، تنهــا ســنجش ييايــباكتر
 بـه حـد     يمـار ي بعد از روز ششم ب     IgM تريو ت   دارد يصيتشخ
در   IgM-ELISA تي حـساس  نيرسـد بنـابرا    ي م سنجشقابل  

 و  ]10،11 [ابدي يم شي كم و از هفته دوم افزا      يماريهفته اول ب  
 ـ استخراج شـده از      يژن يها با مجموعه آنت    تياگر پل   ـ و   كي  اي
 يجا  هدر محل ب   عيشا يزا يماري و ب  ي بوم هيسوندچ از   عاًيترج
 ، اسـتفاده شـود    از يمـار يبري غ يها هيو سو  استاندارد   يها هيسو

 زايال .]13 [ابدي ي م شي تست به مراتب افزا    يژگي و و  تيحساس
:   قرار گفته شـدند از جملـه       يابي مورد ارز  در مطالعات مختلف  

 بـا   IgM-ELISA) 1998(  و همكـاران   Camargoدر مطالعه     
 مبـتلا بـه     مـاران ي نمونـه سـرم جفـت ب       108 يآزمودن بر رو  

 ـ     كه مثبت بودن آن    روزيلپتوسپ  ـ برابـر    4 تـر ي ت شيزاها بـا اف  اي
 ـ     245 شده بود و     دي تائ MAT در   تر شيب  و  ي نمونـه سـرم منف

 ـ% 99 آن را    يژگي و و  تيد كه حساس   ش يشاهد بررس  دسـت   هب
در مطالعــه خــود، ) 2000(  و همكــارانSmits .]16 [آوردنــد
 مبـتلا   ماراني نمونه سرم ب   187  يبرا   را  IgM-ELISAتست    

 شده  دي تائ MATها در آزمون      كه مثبت بودن آن    روزيبه لپتوسپ 
 ـ   ي نمونه سرم منف   245 ي برا زيبود و ن   كـار بردنـد و      ه و شاهد ب
، ي منف يارزش اخبار   مثبت، يارزش اخبار  ،يژگي، و تيسحسا

، 6/87، 9/97، 5/85 بيــ را  بــه ترتIgM-ELISAتــست 
  و همكـاران   Vitaleدر مطالعـه    . ]17 [ مشخص نمودند  4/97و
 روزي لپتوسـپ  صي تـشخ  در IgM-ELISA تـست      زين) 2004(

 مبـتلا بـه     ماراني نمونه سرم ب   19 ي با آزمودن آن بر رو     يانسان
 شده بـود    دي تائ MATها در آزمون      آن صي كه تشخ  زرويلپتوسپ
 آن  ياسـت بـرا     %100 يژگ ـي و و  تي شد كه حـساس    يابيارز
) 2006(  و همكـاران   Ootemanدر مطالعه   . ]18[ دست آمد  هب

ــست ــا ت ــشخ  راIgM-ELISAو  PCR و MAT يه  صيدر ت
 علائم  ي دارا ماريب125 يها  با آزمودن سرم   ي انسان روزيلپتوسپ

 ـ مـورد ارز   روزي لپتوسپ ينيبال  ـ  و مقا   يابي و  قـرار گرفـت      سهي
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 ـ  به ترت   زاي  ال  يژگي و و  تيحساس اعـلام    % 3/93 و   6/96 بي
ــدر . ]19 [شــد ــه توســط  كي ــه جــامع ك   و Banjani مطالع

 سرم جفت مربوط به     ه نمون 128 يكه بر رو  ) 2003(همكاران  
 نمونه سرم افراد سـالم  بـا         642 و   روزي مبتلا به لپتوسپ   مارانيب

، IgM-ELISA: يكي تـست سـرولوژ    4هـا توسـط      آنآزمودن  
ــيهماگلوت ــستقري غونيناس - IHA (IgM-Dipstick،dot (ميم

ELISA IgM ــساس ــت، حـ ــورت گرفـ ــي و وتي صـ   يژگـ
 IgM-ELISA  ـدر ا . دست آمد  ه ب % 97 و   5/86 بي به ترت   ني

 ـ  ه بMAT از   زيمطالعه ن   اسـتفاده  يعنوان تست اسـتاندارد طلائ
  .]20 [شد

 مربـوط بـه اواخـر هفتـه اول و           يها سرم در مطالعه ما از     
 هي سـو  4 استخراج شـده از      يها ژن يو از آنت   يماريهفته دوم ب  

 ـ ارز يهـا   استفاده شد و مـلاك     يبوم  ـ     يابي  تـر  شي در آن بـا ب
  . داشتكي شده مشابهت نزدانيمطالعات ب

 ـ  ع مطالني حاصله از ا  جينتا  يه و مطالعات مـشابه كـه معرف
 صي در تـشخ   IgM-ELISAدهنـد كـه تـست        يشدند نشان م  

 ـ ارزشمند است و در مقا     ي انسان روزيلپتوسپ  بـه   MAT بـا    سهي
 ـ    ص،ي تشخ يعنوان استاندارد طلائ   مثـل   ي قابل اعتماد است ول

 : دارد از جملهيبي محاسن و معاگر،يهر تست د

 و ي اختــصاصيشگاهيــ آزمازاتيــ انجــام آن بــه تجه-1
 يول معم ي طب صي  تشخ  يها شگاهي ندارد و در آزما    ازي ن ياديز

 .باشد ي قابل اجرا مزي نرمجهزيو غ

 را جداگانـه    IgM چون قادر است     IgM-ELISAتست  -2
 را بـا مواجهـات      يمـار ي و فعال ب   ديتواند موارد جد   يبسنجد م 

 . دهدكي تفكيقبل

سـاز    سـرووار سـبب    ستي قادر ن  IgM-ELISA تست   -3
  . دهدصي را تشخيماريب

  
  قدرداني تشكر و

 و مهنـدس    ي دكتـر رضـوان    اني مقاله از آقا   ني ا سندگانينو
 ـسرور كارشـناس آزما     محمود خوش  ي و از آقا   ييرسا  شگاهي

 ي گوارش و كبد به خـاطر همكـار        يها يماري ب قاتيمركز تحق 
  .ها كمال تشكر را دارند  نمونهيآور  در جمعمانهيصم
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Background: Leptospirosisis a very common zoonosis in the world. Culture is low sensitive with 

high rate false negative. So, serological assays are best alternative way for its diagnosis. Microscopic 
agglutination test (MAT) is gold standard but performing it requires a panel of some standard strains 
and need periodic subculturing of them, and also requires double sera with at least two weeks interval 
to investigate seroconversion. Furthermore, other serological methods should be investigated. The aim 
of this study was to evaluate an in-house IgM-ELISA developed by using antigen extracted from 
endemic isolates. 

Material and Method: I4 endemic isolates belonged to the serogroups: Icterohaemorrahgia, 
Pomona, Hardjo, and Gripotyphosa, were inoculated in EMJH to take well grown cultures. Whole 
antigen was extracted from each culture by Freezing-Thawing method in distilled water. Same amount 
of extraction of each culture with same OD number in 550nm were mixed together and were used for 
coating Elisa plates. Antihuman IgM conjugated with alkaline phosphatase were used in this assay. We 
used a commercial quantitative IgM-ELISA (SERION ELISA classic) for cut off determination. MAT 
was used for confirmation positive and negative cases. Sera with titer ≥ 1:100 in MAT and positive 
criteria in commercial quantitative IgM-ELISA were considered as positive cases. 

Results: 98 positive cases and 54 negative cases were chosen by screening 200 sera of patients 
suspected to leptospirosis by using MAT and commercial quantitative IgM-ELISA. We also used 30 
sera of patients affected by hepatitis B, salmonelosis, and brucellosis as control cases. 88 of 98 positive 
cases were positive (false negative=10), 1 of 54 negative and all control case were negative (false 
positive =1) in the test. Sensitivity, specificity, PPV, NPV, and accuracy of the test were evaluated 
:99.0% ,  89.1% , 90.75 , 98.8% , and 94.25 , respectively. 

Conclusions: ELISA for measuring specific IgM to leptospires antigen(s) could be a good 
alternative to MAT, which is not a routine diagnostic assay to perform in clinical diagnostic 
laboratories and only is reliable when there is paired sera. Sensitivity and specificity of the assay is 
dependent to several factors, especially to the type of antigen coated on plates, quality of assay 
materials, and also to the time of sampling. Sera of days ≥ 6 of the disease has enough antibodies to 
measure and a common antigen extracted from several common pathogenic leptospires, especially 
from endemic isolates, could be more helpful to increase accuracy of the assay. 

 
Keywords: Leptospirosis, IgM-ELISA, Sensitivity, Specificity 
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