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 مقاله پژوهشي
 

 در تشخيص DIG-ELISA و ELISAمقايسه حساسيت روشهاي 
  سرولوژيك توكسوپلاسموزيس انساني 

   
 *** ، دكتر فاطمه غفاري فر  ** ، كاوس صلح جو * دكتر عبدالحسين دليمي اصل

 

 :چكيده
. است گونديي كسوپلاسما تو با  آلودگي مخونگر داران مهره ساير و انسان انگلي آلودگيهاي متداولترين  از           يكي

 تحقيـق  ايـن  انجام از هدف .آيند مي بشمار توكسوپلاسموزيس تشخيصي تكنيكهاي مهمترين از سرولوژيك هاي روش

  .است انساني توكسوپلاسموزيس تشخيص در  الايزا ديگ و الايزا هاي روش هاي حساسيت مقايسه

الايـزا   ديـگ  و الايـزا  روش بـادو   منفـي  نمونه ٢٠و مثبت نمونه ٤٨شامل انساني سرم نمونه  ٦٨تحقيق  اين           در
 واكنش هاله قطر اندازه  حسب بر ،DIG- ELISA (Diffusion in Gel- ELISA ) روش در. گرفتند قرار آزمايش مورد

  .اسـت  بـوده  متـر  ميلـي   ٠٨/٦واكنش  هاله ميانگين رقت اين در.  گرديد انتخاب cut off بعنوان ١:١٠٠سرمي  رقت 
 بـوده  ٧٣٥/٠  آزمـايش معـادل    ODگرديد در اين رقت  انتخاب cut off  بعنوان ١:٢٠٠سرمي   رقت الايزا  روش در

 .است

 و  %٣٧/٩٣ آزمايش با روش ديـگ الايـزا بـه ترتيـب             در تشخيص توكسوپلاسموزيس انساني حساسيت و ويژگي                
 .ورد گرديدرآ ب% ٨٥و % ٦٦/٩١و با روش الايزا به ترتيب % ١٠٠

 و حساسـيت  از ، الايـزا  روش بـا  مقايسـه  در الايزا ديگ روش كه داد نشان روش دو اين از حاصل نتايج           مقايسه
 .است  برخوردار توكسوپلاسموزيس بيماري تشخيص جهت بالايي ويژگي

 
   ديگ الايزا  / يتوكسوپلاسموزيس انسان/ وژيك تشخيص سرول/ الايزا : كليدواژه ها

  
 :مقدمه 

 سـاير  و انسـان  انگلـي  آلودگيهـاي  متداولترين از       يكي
 .است گونديي توكسوپلاسما با آلودگي ، خونگرم داران مهره

 تخمين و داشته  جهاني گسترش ياخته تك اين با آلودگي
 در مـردم  از نفـر  ميليـون  ٥٠٠از  بـيش  كـه  شـود  مي زده

 ).١(هستند  آلوده انگل اين به دنيا سرتاسر
، سوپلاسموزيسكوت بيماري تشخيص روشهاي مهمترين از    

  است روشي الايزا ديگ روش و هاي سرولوژيكي استتكنيك
 
 

 ويژگـي  و حساسـيت  از الايـزا  روش همچون كه سرولوژيكي

 جهـت  مختلـف  محققـين  توسـط  و اسـت  برخـوردار  بالايي
 دامـي بكـار   و انساني سوپلاسموزيستوك بيماري تشخيص

 آنتي سنجش ، الايزا ديگ روش در. )٢-٤(است شده گرفته
 ژلي در غلظت شيب تشكيل در آنها قدرت به بستگي بادي
 و اسـت  شـده  كـوت  پلاستيكي سطح يك روي بر كه دارد

 به متصل بادي اتصال آنتي با بادي آنتي- ژن آنتي واكنش
 و ودــش مي مشخص يباد آنتي- ژن آنتي كمپلكس به آنزيم
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 در ژل رنگي واكنش سوبسترا با توليد يك- واكنش آنزيم
  .شود مي ظاهر حاوي سوبسترا

 توكسوپلاسـموزيس  تشـخيص  بـراي  روش       از ايـن 
لذا هدف . است شده استفاده محدود وكم بصورت انساني

 دو روش تعيـين و مقايسـه حساسـيت    حاضر، از مطالعه
 الايـــزا در تشـــخيص ســـرولوژيك الايـــزا و ديـــگ

 .وپلاسموزيس انساني مي باشدتوكس
 :روش كار

 انسـاني از آزمايشـگاه   سرم نمونه ٦٨مطالعه  اين       در

 آوري جمع تهران در خون انتقال سازمان طبي تشخيص

 عنـوان  بـه  Dye test روش  از استفاده با  ها سرم  گرديد

 تعـداد  اين از .گرفتند قرار آزمايش مورد  طلائي آزمايش

 تشـخيص  مثبـت  سرم نمونه ٤٨و  منفي سرم ٢٠نمونه 

 .شد داده
 آزمايشـات  انجـام  جهت محلول ژن آنتي تهيه       براي

 توكسوپلاسما زنده هاي زوئيت تاكي از و الايزا الايزا ديگ

 بـود،  شـده  گرفتـه  هـا  مـوش  صـفاق  مايع از كه گونديي

 بـا  صفاقي داخل بصورت قبلا موشها اين. گرديد استفاده

 آلـوده  زوييـت  تـاكي  هـزار  ٢٠٠ميزان   بهRHسويه حاد

 ها ، از روش سازي تاكي زوئيت ازخالص پس. بودند شده

 تهيـه و بـه روش   ژن آنتي محلول متوالي ذوب و انجماد

 ها سرم كليه سپس) . ٥(گرديد  سنجي پروتئين برادفورد

 بـا   الايـزا  ديـگ  و ١:٢٠٠با رقـت   ELISA  روش  دو به

. گرفتنـد  قرار شآزماي  مورد ١:١٠٠و  ١:١٠، ١:١رقتهاي 
 و مكـرر  هـاي  آزمـايش  از مصـرفي پـس   ژن آنتي مقدار

 ١٠اپتـيمم در روش الايـزا بـه ميـزان      شـرايط  تعيـين 

 ٢٠،   الايـزا  ديـگ  روش در و ليتـر  ميلـي  در ميكروگـرم 

 . ليترتعيين گرديد  درميلي ميكروگرم
 بوسـيله  شده توصيف روش از استفاده با الايزا       ديگ

Cursonsتغييـرات  مختصـري  بـا  )٢ (١٩٨٢سـال    در 

 : شد  انجام زير بصورت
 متري سانتي ٨قطر  استيرني به پلي ي ها پليت ابتدا  -١

 سـطح  تـا  شـد  داده شستشـو  متانول الكل با و انتخاب را

 .شود تميز خوبي به ها پليت داخل
 شدن خشك از پس : ها پليت در ژن آنتي كردن كوت -٢

 غلظـت  بـا  محلـول  ژن آنتـي  از ليتر ميلي  ٢٠ها،  پليت

 پليـت  هـر   درون ليتر ميلي در گرم ميكرو ٢٠پروتئيني 

 سانتيگراد درجه ٣٧در  ساعت يك مدت به و شد ريخته

  يكبار مقطر آب با ها پليت مدت اين از بعد. گرديد انكوبه

 
 .شد داده شستشو

 هـر  بـه  ): درصـدي  ٥/٠ BSA (بلـوكر  كـردن  اضافه  -٣
ــي ٢٠پليــت  ــر ميل ــوكر ليت ــز بل ــيم  ودهاف  شــد و ن
 . گرديـد  انكوبـه  سـانتيگراد  درجـه  ٣٧دمـاي   در سـاعت 

 شستشـو  مقطـر  آب بـا  يكبـار  هـا  پليـت  مدت اين از بعد
 گردانيـده  بـر  كـن  خشـك  كاغـذ  روي سـپس  و شد داده
 خشـك  خوب پليت و گردد خارج آب قطرات همه تا شد

 .شود
 آگار نوبل ابتدا): درصدي يك (آگار نوبل كردن اضافه  -٤

دمـاي   تـا  آگار نوبل اينكه از پس. گرديد د تهيهدرص يك
 ليتـر  ميلـي  ٧٥/٠مقـدار   شد خنك سانتيگراد درجه ٤٠

BSA  سـطح  روي هـا  پليـت  سـپس . شـد  اضـافه  آن بـه 
 ميلـي ليتـر   ٢٥مقـدار   شد و در هر پليت گذاشته صافي

 را  هــا پليــت بهتــر اســت. (شــد ريختــه آگــار نوبــل 
 خـوبي   بـه داد تـا ژل   قـرار  يخچـال  در دقيقـه  ١٠-١٥

ــدد ــپس). ببن ــره ٦س ــر در حف ــت ه ــانچ ژل پلي  پ
  .گرديد

 )١:١ ٠٠و ١:١٠، ١:١(نظر  مورد هاي دررقت ها  سرم-٥
 لانـدا   ٢٥حفـره    هـر  تهيـه و در   فيزيولـوژي   سـرم  بـا 

 انكوبـه  سـانتيگراد  درجـه  ٣٧در  ساعت ١٦و  شد ريخته
 .شد
 ، ژل از درون پليـت  انكوباسـيون  زمـان  طـي  از  پـس -٦

 آب بـا  بار دو  و بافر با بار سه  پليتها سپس. شد برداشته

  .شد داده شستشو مقطر
 آنتي نوع از رفته بكار كونژوگه:  كونژوگه كردن  اضافه-٧

شـركت   از شده تهيه HRP با شده كونژوگه IgG  هيومن
 ١:١٠٠٠٠مناسب با رقت كونژوگه ابتدا. است بوده سيگما

 PBS بـافر  با   درصد٢/٠ BSAبا همراه انساني سرم براي

. گرديـد  اضـافه  ميلـي ليتـر   ٢٥هـر پليـت    شد و به تهيه
 روي بـر   سـانتيگراد  درجه ٣٧در  ساعت ٢پليتها  سپس

  . گرديد انكوبه شيكر
 كـرده و  راخـالي  پليتهـا  انكوباسيون زمان طي از  پس-٨
 هـا  پليـت  سـپس   گرديد شستشو  ٦مانند مرحله  بار ٥

 خشـك  خـوب  تـا  شـد  برگردانيده كن خشك كاغذ روي

 .شود
 حاوي سوبسـتراي  درصد يك آگاروز ژل سازي  آماده-٩

OPD ــد٣/٠ ــيد ) W/V( درصـ ــدروژن پراكسـ % ٥و هيـ
)V/V (منظـور  ايـن  بـراي : سـيترات ـ فسـفات    بـافر  در 

 . شد تهيه سيترات ـ فسفات بافر با درصد يك ابتدا آگاروز
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 گـرم ٧٥/٠كـه   گرديـد  عمل صورت بدين پليت سه براي

  شد اضافه سيترات ـ فسفات بافر  ليتر يليم ٧٥به  آگاروز
 كامـل  بطور و شود شفاف و بجوشد تا شده داده حرارت و

 گـرم  ميلـي  ٥/٢٢مقدار  سپس. گردد حل بافر در آگاروز

OPD سـيترات ـ فسـفات حـل و     بـافر   ليتـر  ميلي ٥ در 
 پـس از . شـد  افـزوده  پراكسيد هيدروژن لاندا  ٣٧آن  به

 شـد،  سـانتيگراد خنـك   رجـه د ٤٠دماي  تا آگاروز اينكه

ــه  سوبســترا محلــول  اضــافه و خــوب مخلــوط  آن ب
 از دور ودرجـايي  صاف سطح روي ها پليت سپس. گرديد

 آگـاروز  ليتـر   ميلـي ٢٥هرپليـت   بـه  و شـد  داده قرار نور
 دقيقـه  ١٥-٢٠مـدت   بـه  و شـد  افـزوده  سوبسترا حاوي

 آشـكار  واكـنش  هالـه  و ببنـدد  ژل تا شد گذاشته ساكن

 . گردد
 اينســت كــه درهنگــام ريخــتن     مهــم     نكتــه  

غير  در چون بخورد تكان پليتها نبايستي در پليتها آگاروز
 خارج اي دايره حالت از و نامنظم واكنش هاله صورت اين

 .مي شود
 كـه   هـر واكـنش   قطـر هالـه   دقيقـه  ٢٠از  پـس  -١٠

  تشـكيل  رنـگ  اي قهـوه  بـه  متمايـل  زرد هالـه  بصـورت 
 واكـنش  هالـه . شـد  گيـري  زهانـدا  كـش  خط با بود شده

 ثابـت  تشـكيل  از پـس ) سـاعت ١-٢(سـاعت   چنـد  تـا 
  پخـش  ژل در تمـام  اي قهـوه  رنـگ  آن از و پـس  بـوده 
  دسـت  از هـا  هالـه  گيـري  انـدازه  امكـان  و شـود  مـي 
 .رود مي

 Crowther روش  از الايزا تست انجام براي: الايزا آزمايش

 ).٦(شد استفاده
 از) Validity(تسـتها  اعتبـار  ميـزان  تعيـين        بـراي 

 و مثبـت  اخبـاري  ارزش ويژگي ، شاخصهاي حساسيت ،
 هر  در  كه ترتيب بدين. شد استفاده منفي اخباري ارزش

 ايـن   الايـزا  و ديـگ  الايـزا   هاي تست براي سرمي رقت

 نتـايج  و محاسبه مربوطه فرمول از استفاده با  ها شاخص

 .گرديد مقايسه هم با  حاصله

 :نتايج 
 الايــزا در  ديــگ آزمــايش بــه مربــوط طلاعــاتا       

نشان داده شده  ١در جدول  ١:١٠٠و  ١:١٠، ١:١رقتهاي 
 ١:١٠، ١:١رقتهـاي   در شـده  ايجـاد  هاله بطوريكه .است

و  متـر  ميلـي  ٢٩/١١،  متر ميلي ٣/١٥ترتيب  به ١:١٠٠و
 . است بوده متر ميلي ٠٨/٦

 

 
 ي سرم هاي رقت در واكنش هاله قطر اندازه  :١جدول 
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 اخبـاري  ارزش و ويژگـي  ٢جـدول   اطلاعـات  به توجه با

 توكسوپلاسموزيس بيماري تشخيص در تست اين مثبت

 صددرصـد  ١:١٠٠و  ١:١٠، ١:١رقـت   سه براي درانسان

 رقت افزايش با روش اين حساسيت حاليكه بوده است در

 ١:١رقت  در  تست حساسيت بطوريكه . يابد مي افزايش

 %٥٨/٦٤، ١:١٠، در رقت%١٠داراي كمترين مقدار يعني 
 %٣٧/٩٣يـا   حساسيت بيشترين داراي ١:١٠٠رقت  در و

، ١:١رقـت   در منفـي  اخباري ارزش  طرفي از. بوده است
 %٩٥/٨٦و  %٤٠/٥٤و% ٦٣/٥٢ترتيـب   بـه  ١:١٠٠و١:١٠
كـه حساسـيت ،    دهـد  مي نشان نتايج اين. گرديد برآورد
 مثبـت و ارزش اخبـاري منفـي    اخبـاري  ارزش ، ويژگي

 ١:١٠٠رقـت   انسـاني در  سـرم  الايزا براي ديگ آزمايش

 . باشد مي مقدار بيشترين
 
 

 ارزش و مثبت اخباري ارزش ويژگي، ، حساسيت: ٢جدول 
 الايزا و الايزا ديگ هاي آزمايش منفي اخباري
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 از آمـده  بدسـت  نتـايج  مقايسه و آماري آناليز  همچنين

 منفي انسـاني  و مثبت ايه سرم براي  الايزا ديگ آزمون

 هر دهد كه در مي نشان  ١:١٠٠و١:١،١:١٠هاي رقت در

 مثبـت  و منفـي  هـاي  سـرم  هاي بين قطر هاله رقت سه

 ). ١شكل )(>٠٥/٠P(دارد وجود داري معني اختلاف
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 ١: ١٠٠ ، ١: ١٠ ،١:١هاله هاي تشكيل شده در سه رقت  : ١شكل 
 توكسوپلاسموزيس براي تشخيص سرم هاي مثبت و منفي

 انساني در آزمايش ديگ الايزا
 
 معيـاري  بعنوان  ١:١٠٠رقت  ، مذكور مطالب به توجه با

 قطـر  مقـدار  . شد تعيين تست اين cut off تعيين جهت

   .است بوده متر ميلي ٦٥/٤رقت   اين در هاله
 تسـت الايـزا رقـت    براي شده تعيين cut off       مقدار

 به توجه با. است بوده=OD  ٧٣٥/٠با  برابر ١:٢٠٠سرمي 

 اخبـاري  ارزش ويژگـي،  حساسـيت،  نتايج بدست آمـده  

 ١:٢٠٠مثبت و ارزش اخباري منفي تست الايزا در رقت

انسـاني بـه ترتيـب     توكسوپلاسـموزيس  تشـخيص  جهت
 .گرديد محاسبه % ٩٥/٨٠و% ٦/٩٣، %٨٥، % ٦٦/٩١

 :بحث
 بعنوان يك تست حساس تـاكنون بـراي   الايزا       ديگ

 تشخيص آلودگيهـاي مختلـف انگلـي توسـط محققـين     

 بيمار  ٨٠و همكاران كومار .است شده گرفته بكار مختلف

 كردند بررسي  و الايزاIFAالايزا ،  روشهاي با را مالاريايي

 و حساسـيت  سـه روش از نظـر   ايـن  بين خوبي ارتباط و
 ديگ روش و همكاران كاستيلا.  )٧(آوردند بدست اعتبار

و  نمودنـد  اسـتفاده  شاگاس بيماري تشخيص براي را اليزا
 ارتبـاط  مقايسه كردنـد و IHA روش با را روش اين نتايج

 بدسـت  سـرولوژيك  روش دو ايـن  نتـايج  بـين  را بـالايي 

 اليـزا  ديگ روش همكاران و گارفياس-باتيستا). ٨(آوردند

 ردندك ارزيابي گوسفندي فاسيوليازيس تشخيص براي را

 و نمودنـد   مقايسـه IHAرا بـا روش  روش ايـن  نتـايج  و
 بدست درصد ١٠٠را  اليزا ديگ روش ويژگي و حساسيت

 را الايـزا  ديـگ  و همكـاران روش  دمـاتيس ). ٩(آوردنـد 
 تشــخيص آنتـي بــادي عليــه كــرم اكينوكوكــوس  بـراي 

  داد نشــان تحقيق اين نتايج. كردند استفاده گرانولوزوس

 
 بيمـاري  تشـخيص  در روش ايـن  ويژگي و حساسيت كه

 ).١٠(اسـت  سرولوژيكي يكسان روشهاي ديگر با هيداتيد

 تشـخيص  بـراي  را اليـزا  ديـگ  روش همكاران و ركيوجو

 IFA،IHA روشـهاي  و بـا  كردند ارزيابي شاگاس بيماري

 همبسـتگي  ضريب كه دريافتند و نمودند  مقايسهCFTو

 شدارد و رو وجـود  سـرولوژيكي  روشهاي اين بين بالايي
 غربـالگري  توانـد روش جـايگزين بـراي    مـي  اليـزا  ديگ

 سـرواپيدميولوژيكي  تحقيقـات  در شاگاسـي  عفونتهـاي 

 جهـت  را اليـزا  ديـگ  همكـاران روش  و گومز). ١١(باشد

 و حساسـيت  و گرفتنـد  بكـار  اونكوسـركيازيس  تشخيص
 بدسـت % ٩٦و% ١٠٠ترتيـب  بـه  را روش ويژگـي ايـن  

 ، دات الايزا ديگ  روش سه همكاران و ايبارا). ١٢(آوردند

تشخيص فاسيوليازيس  در را  مستقيم غير الايزاي و الايزا
روشـها را بـه    ايـن  ويژگي و حساسيت و بردند گاوي بكار

و % ٥/٩٦(و %) ٤/٩٥و %١/٩٣(، %) ٨٠و %٥/٩٧(ترتيــب
 ).١٣(آوردند  بدست %)٨/٩٨

 بـراي تشـخيص   را الايـزا  ديـگ  روش       كورسـونس 

 بـا  را آن بـرد و نتـايج   بكـار  انسـاني  توكسوپلاسـموزيس 

 مطالعـه ايشـان   در. نمـود  مقايسهIHA  و IFA روشهاي

 روش نمـود كـه   ادعـا  لذا. آمد بدست خوبي بسيار  نتايج

 IHA و IFA براي مناسبي جايگزين تواند مي  الايزا ديگ

 الايـزا را بـراي   ديـگ  نيلسـون روش  اگـلا و ). ٢(باشـد  

ــت    ــه عفونـ ــوده بـ ــاي آلـ ــا و خوكهـ ــخيص گاوهـ تشـ
روش  اين از حاصل نتايج و بردند بكار وكسوپلاسموزيست
 مطالعـه  در اين. كردند الايزا مقايسه وIFA روشهاي با را

 ).٣(شد مشاهده خوبي بسيار توافق  روشها اين نتايج بين
 توكسوپلاسـموزيس  تشـخيص        اگلا و نيلسون بـراي 

 بـا  را نتـايج آن  و اسـتفاده  الايزا روش ديگ از گوسفندي

 كـه  داد نشـان  بررسـي  ايـن  . نمودند ارزيابي IFA  روش

 ).٤(دارد وجود روش دو اين نتايج بين نزديكي ارتباط
  جهــت١٩٨٢ســال  در كورســونس مطالعــه       در

 با الايزا روش ديگ انساني با توكسوپلاسموزيس تشخيص

 بدست متر ميلي١٧±٥/٠با  برابر  اي هاله قطر  ١:١رقت 

 بايستي اين قطر هاله با كه دنمو پيشنهاد كورسونس. آمد

 اختصاصـي عليـه   IgM وجود نظر از "حتما سرمي چنين

 در). ٢(شود چك بيماري حاد مرحله بروز و توكسوپلاسما

 انساني  مثبت هاي سرم براي ١:١رقت  در نيز تحقيق اين

 نظر از كه آمد بدست متر ميلي ٨٨/١٧واكنش  هاله قطر

  بسيـار اختلاف سونسكور مطالعه در حاصله قطر با اندازه
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 شـود كـه   مي پيشنهاد كورسونس همانند لذا دارد جزئي

 توكسوپلاسـموزيس حـاد ، در صـورت    تشـخيص  جهت

 قطرهـاي  رقيـق نشـده و مشـاهده    هاي سرم از استفاده

 متـر، سـرم هـا    ميلي ٥٠/١٧از  بيشتر يا مساوي واكنش

 توكسوپلاسما عليه اختصاصي IgM وجود نظر از بايستي

 نمونـه گيـري   از پس چهارم تا دوم هفته در يا و آزمايش

 در اينكـه  توجـه  قابـل  نكته. شوند آزمايش  مجددا ، اول

 ٢٠ژن مطاله حاضر غلظت آنتي در شده انجام آزمايشهاي

 ١٢٥كورسونس  آزمايشهاي در و ليتر ميلي بر ميكروگرم

 مـي تـوان نتيجـه     لذا است ليتر بوده ميلي بر ميكروگرم

 بـر  ميكروگـرم  ٢٠از  بـيش   ژن آنتـي  غلظـت  كـه  گرفت
 واكـنش  هاله قطر و آزمايش نتيجه در تاثيري ليتر ميلي 

 يا رقت مساوي كه در شد مشخص حاضر درتحقيق .ندارد

 ايجاد اي هاله مثبت ، هاي سرم از بعضي  ١:٢٠٠از بيشتر
در  افزايش مـوارد منفـي كـاذب و    اين باعث و كنند نمي

 ايـن در حـالي  . گردد مي تست حساسيت كاهش نتيجه

 هـاي مثبـت داراي   سـرم   همه ١:١٠٠رقت  در كه است

 بـوده انـد و   فاقد هالـه  منفي هاي سرم اكثر و واضح هاله

 ديگر رقتها از بالاتر رقت اين در حساسيت و ويژگي چون

 .گرديد انتخاب cut off سرمي رقت بعنوان  لذا  بود
 سيتحسا نظر از الايزا ديگ و الايزا تست دو       مقايسه

 الايزا روش با الايزا ديگ روش كه دهد مي نشان ويژگي و

 الايـزا در  روش حـال گرچـه   عـين  در. كنـد  مي برابري 

 ضـد  باديهـاي  آنتي تشخيص براي مجهز آزمايشگاههاي

 بخاطر الايزا ديگ روش اما است مناسب توكسوپلاسمايي

 بـه دسـتگاههاي   نيـاز  عدم ، بودن اقتصادي  بودن، ساده

 استاندارد قابليت  ، ELISA- Reader چونهم گرانقيمت

 آنتي مختلف غلظتهاي از استفاده  و پذيري تنوع و شدن

 متـداول  روشـهاي  بـراي  مناسبي جايگزين تواند مي ژن

 توكسوپلاسـموزيس  بيماري تشخيص جهت سرولوژيكي

 .باشد سرواپيدميولوژيكي تحقيقات در بويژه
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