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 في التحري ELISA بالإنزيم  المناعي المرتبطالامتصاصاستخدام تقنية 
 المصلية لضمات الھيضة الوبائية بالأنواعالمصابين  وتشخيص المصابين وغير
  Ogawa, Inaba, NAGsالوبائية  وغير

  

   عبد الحسين المياحالإلهعبد 
  العراق ،جامعة البصرة، لةة الصيدكليفرع الأدوية، 

  

 المصلية لضمات الھيضة بالأنواعاستخدمت مصول لأشخاص مصابين  المستخلص 
 لغرض تحديد التراكيز أصحاء لأشخاص وأخرى NAGs و Ogawa, Inaba الوبائية
 وبيان مستوى الاختبارمن المستضد والتخافيف الملائمة من المقترن والمصل قيد ى المثل

في ضمات الھيضة  حيث وجد ELISA المتواجدة في المصول بواسطة اختبارالأضداد 
عند ومل /مايكروغرام 5 الأمثل للمستضد ھوالتركيز  أن Ogawaالوبائية للنوع المصلي

 التركيز الأمثل لمستضد ضمات  أما.على التوالي 1:100 و 1:50 مقترنلوالمصل ل تخفيف
 و 1:50 لمقترنوالمصل لو مل/ مايكروغرام10 ھي Inaba الھيضة الوبائية للنوع المصلي

 NAGs مستضد ضمات الھيضة غير المتلازنة التركيز الأمثل لأما. على التوالي 1:100
كما وجد  .على التوالي 1:100 و 1:50 لمقترنوالمصل لوتخفيف  مل/مايكروغرام 10ھو 
  للنوع بين بضمات الھيضة الوبائية عند الأشخاص المصاللأضدادمستوى  أعلى أن

لاه المصابين بالأنواع المصلية وت Inaba ثم المصابين بالنوع المصلي Ogawa المصلي
القيم مقدرة بالكثافة 1.55 و 1.72 ،  1.97 وھي على التوالي NAGs المختلفة الأخرى

 نتائج غير المصابين بضمات أعطتبينما  نانومتر 492 الضوئية عند الطول الموجي
كيز أضداد لنفس الطول  تراNAGs و,Ogawa  Inabaالوبائية الھيضة الوبائية وغير 

 معدل الاختباراظھر  .للأنواع المصلية على التوالي 0.36 و 0.39 ،0.4 الموجي وھي
في  ELISA وعليه يمكن اعتماد تقنية%  90 ومعدل خصوصية%  95 حساسية

وبائية وغير  المصلية لضمات الھيضة البالأنواعالتشخيص وتحري المصابين والأصحاء 
  .NAGs وOgawa, Inaba الوبائية

  

  ةمالمقد
ًأخذت الاسھالات الجرثومية حيزا مھما في تفكير الإنسان على مر العصور وأحدھا ھو  ً

ضة والذي قد يظھر على شكل أعراض حادة من ي المسبب من قبل زمرة ضمات الھالإسھال
منظمة الصحة ( أعراض أقل حـدة شكل الوفاة أو بإلى، قيء وجفاف قد تؤدي  مائي قاسإسھال
  .)1997 ،العالمية

النمط   ضمات الھيضةCholera Group of Vibriosتتضمن زمرة ضمات الھيضة 
، Hikojem المسببة لمرض الھيضة في الإنسان والذي يشمل بدوره الأنواع المصلية 01الأول

Ogawaو Inaba (Shimada and Arakawa, 1993)يع المصل النو1992في عام هُ بع وت  
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  ).Bengal 0139 )Ramamurthy et al., 1993 الوبائي
-NAGs Non; أما المجموعة الأخرى غير الوبائية فھي ضمات الھيضة غير المتلازنة

Agglutinable Vibrios (Shimada and Arakawa, 1993).  
ًأخذ تشخيص ضمات الھيضة الوبائية حيزا كبيرا في مجال البحث والتطبيق العملي  ًبتداءا اً

ًمن الفحص الجرثومي التقليدي مضافا له الاختبارات السيرولوجبة المختلفة وبلغ تشخيص ھذه 
 .)PCR)Katsuaki et al., 1998  الضمات ذروته عندما أدخلت تقنية تفاعل سلسة إنزيم البلمرة

 )WHO, 1976(التشخيص  لفحوصات المتقدمة والأكثر دقة في من اELISAعد طريقة تُكما 
مع  ً كبيرة جدا مقارنةة بدرجAgوالمستضد  Ab اختبار حساس لقياس معقدات الضد ووھ

    .فحوصات التلازن والترسيب
ية المناعية المرتبطة اختبار المعايرة الامتصاص  إمكانية اعتمادإلى الدراسة الحالية أستندت

  ، Ogawaلھيضة الوبائية وللأنواع المصليةبالإنزيم في التحري وتشخيص المصابين بضمات ا
Inaba وNAGs.  
 حساسية وخصوصية عاليتين وسرعة في تشخيص لما له من ELISAار بلأھمية اختو
 بدل الفحص التقليدي والذي يعتمد على الفحص يستغرق التشخيص ساعتين المصابين

البكتريولوجي والاختبارات الكيميوحيوية ومن ثم الفحص السيرولوجي والذي قد يستغرق ذلك 
  فيELISA استخدام تقنية  الدراسة الحاليةتارتأ  لذا، مقابل الكلفة المــادية الكبيرةأيامخمسة 

 الوبائية وغير الھيضة المصلية لضمات بالأنواعالتحري وتشخيص المصابين وغير المصابين 
  . استخدام له في العراقأولوالذي يعتبر   NAGs و  Ogawa, Inabaلوبائيةا

  
   العملالمواد وطرق

مع بإنزيم  معلم  IgGجسم مضاد مثل ھو استعمال مقترن ELISA قنيةتالمبدأ العام ل
  .)مصل الإنسان( المضادة قيد الاختبار الأجسام

  :ضمات الھيضة المستعملة في ھذه الدراسة )1(
  

Vibrio cholerae Ogawa Biotype Eltor  
V. cholerae Inaba Biotype Eltor  
V. cholerae O139 Bengal Biotype Eltor (Almayah et al., 2001) 
V. cholerae Non Agglutinable Vibrios Biotypes Eltor 

 
 2003اخضعت العزلات السريرية اعلاه وبالتعاون مع المختبر المركزي للوقاية الصحية عام  )2(

فحوصات التشخيصية الكيميوحيوية والاختبارات السيرولوجية واستخدمت ضمات الاوكاوا لل
  .بغداد/ ًوالانابا كقرائن ضبط والمرسلة مسبقا الى مختبر الصحة العامة 

تم استخدام الأنواع المصلية لضمات الھيضة :  V. choleraeضمات الھيضة غير المتلازنة 
والتي تؤلف ) 2002المياح واخرون، (ي بحث سابق  المستخدمة فNAGsغير المتلازنة 

بمجموعھا مجموعة مستضدية شاملة لأغلب مستضدات الأنواع المصلية لضمات الھيضة غير 
  .NAGsالمتلازنة 
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   :المستخدمة المصول  )3(

 مصابين أو أصحاء ھيضةبضمات ال  مصابين وغير مصابينلأشخاصخدمت مصول است
بعد التأكد منھم بالطريقة التقليدية وھي نقل المفرغات المعوية على وسط أخرى  بأمراض

 Alkaline peptone water  ھوثم يتبعه استنبات على وسط انتقائي )Sea salt water(ناقل
)APW(،ھوئي تشخيصي وانتقا ثم على وسط  Salt Sucrose Thiosulfate Citrate 

Bile  (TCBS) Agar ، عدة إلىعدھا خضعت المستعمرات النامية سط مغذي بوثم على 
اوا كميوحيوية وباستخدام مصول متعددة التكافؤ وأحادية التكافؤ ضد أوياختبارات ك

)Monovalent anti Ogawa( وأحادية التكافؤ ضد أنابا) Monovalent anti Inaba( 
 O139 Bengalوأحادية التكافؤ ضد )2002 ،المياح واخرون( محضرة في المختبـر

Biomurex, France)( تم . النوع المصلي المسبب للھيضة  تحديد يمكنوالتي بواسطتھا
عشرة جُمعت كل  .ELISAـ كاختبار ضابط لمقارنة حساسية اختبار ال أعلاهاعتبار الطريقة 

  .)Issa, 1997(  واحدةعينات من الأمصال في عينة
  

  ELISAـ اختبار ال
 Somatic Antigen Preparationتحضير المستضد الجسمي  .1

  وسط على أطباقNAGsو  Ogawa ،Inaba  ،0139 Bengalنُميت العزلات المصلية الوبائية
BHIA Brain - Heart Infusion Agar  مئويةدرجة  37 في درجة حرارة ساعة 18لمدة .
جمعت المستعمرات في %.  0.85 جيولومستعمرات النامية بماء الملح الفيزيسلت الُوبعدھا غ

 ضبطت الرسابةُسلت ثلاث مرات بماء الملح الفيزيولوجي وُوغمل  25قناني بلاستيكية حجم 
 Shimada and) مل ماء مقطر/خلية 109 ×6.4 تركيز إلىالجرثومية لكل نوع مصلي 

Arakawa, 1993).لمدة  درجة مئوية 100  حرارةبدرجة  مائي وضعت القناني في حمام
 توضع القناني تحت جھاز التردد الصوتي الفائقومن ثم  تجميد العينات يتبعھا تينساع

Ultrasonic, 465 رسبت الخلايا .العملية ثلاث مرات بعد كل تجميدعاد تُ ولمدة خمس دقائق 
عتبر الراشح ھو احيث  دقيقة 15دقيقة لمدة / دورة3500طة جھاز الطرد المركزي المجزأة بواس

 2.67سب الراشح بإضافة رُ .)Almayah, 1996( يلص المستضدي لذلك النوع المصلالمستخ
 بدرجة )ساعة15(  ليلة كاملةتًمولاري من كبريتات الامونيوم تدريجيا مع التحريك بعدھا ترك

دقيقة،  15 ة لمدةدقيق/ دورة12000 الراشح مركزيا بسرعة  بعد ذلك طرد. درجة مئوية4 حرارة
 لمدة  ديلزة خاصة مع ماء جاريأكياسمن الماء المقطر ووضع في  مل 5 لق الراسب فيعُ

 Fluka (Shimadaالفحم الفعال  غم من 20وي على تمقطر يح ساعة في ماء 18ساعتين ثم 
and Arakawa, 1993)،بعدھا جفدت العينات بواسطة جھاز التجفيد  Lyophilization 

Pirani 0.l أما مستضدات الأنواع . فظت المتستضدات في مكان جاف وبوجود ھلام السيلكاُثم ح
 فقد تم جمع أوزان متساوية منھا وبشكل مفرد  NAGsالمصلية لضمات الھيضة غير المتلازنة

aliquots)  ،2001التميمي.(  
  ).polystyrene microtiterplate( 12 × 8 صفيحة بلاستيكية تحوي حفر .2
 Na2من غم 21.3 بيذأ: Phosphate Buffer Saline (PBS)لفوسفـات  ادارئمحلول  .3

HPO4من  غم  20.4 في لتر من الماء المقطر وKH2 PO4 8.8 لتر من الماء المقطر و في 
 100 و مل 24 ،مل 76 الحجوم الآتيةتخلط . في لتر من الماء المقطروأذابتھا  NaCl  منغم
 ).Appassakij et al., 1987( 7.2 الھيدروجيني الأس .على التوالي مل
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روكسيد يحوي ي مقترن بإنزيم البالأرنبالبشر محضر من مصل  IgG ضدالوھو  المقترن .4

 .(Bioelisa) ومثبتات البروتين حافظة صبغة حمراء ومواد
 مع صوديوم ازايد كمادة حافظة وھو محلول منظم مع مثبت البروتين لعيناتمخفف ا .5

(Bioelisa). 
%  0.01 و 20توين  % 1وھو منظم فوسفاتي يحوي  (Bioelisa) محلول الغسـل .6

 .ثايميروسال
يتات يحوي بيروكسيد اس- محلول منظم لسترات وھو (Bioelisa) الأساسمحلول المادة  .7

 .الھيدروجين
في  مذاب TMB 3,3,5,5,' Tetramethylbenzidinوھو  (Bioelisa)الكروموجين .8

dimethyl sulphooxide . 
مضادة لتلك  بضمات الھيضة ويحوي أضداد ين مصابخاصش وھو مصل لأالسيطرة الموجبة .9

 .ٍالضمات كل على حدة
 .غير مصابين بضمات الھيضة ٍخاصشلأ السيطرة السالبة وھو مصل .10
  .1Nحامض الكبريتيك  عبارة عن وھو محلول الإيقاف .11
 

  راء الاختبارإج
صفيحة الوباستخدام .  جميع الكواشف في درجة حرارة الغرفةتوضع  الاختبارإجراءقبل 

 تُرك منھا ستة .ةحفر 12 × 8 والتي تحوي على polystyrene microtiter plate بلاستيكيةال
 Checkerة معاير ولغرض اجراء ال. لثابت معايرة جھازالمطياف والسيطرة استخدمتحفر

board (titration( ھيوبتراكيز مختلفةَ المشار لھا سابقا استخدمت مستضدات ضمات الھيضة  
من محلول  مايكرولتر 200 في ،مل/مايكروغرام  20،مل/ مايكروغرام 10،مل/مايكروغرام 5

ُأزيلت . ولمدة ليلة كاملة درجة مئوية 4ت في مكان رطب ودرجة حرارة فظُالتخفيف ثم ح
ُوكررت عملية السحب  مايكرولتر 300 ًبايتقر محتويات الحفر وملئت بالكامل بمحلول الغسل

. الملتصق السائل لإزالةوالغسل اكثر من خمس مرات بعدھا جففت الصفيحة بواسطة ورقة ترشيح 
من المصول قيد  1:800 و 1:400 ،1:200 ،1:100 ،1:50  ھياستخدمت تخافيف مضاعفة

 مصول لأشخاص غير  كما استخدمت وغير المصابين بضمات الھيضةالمصابين الاختبار
أو  Brucellosis و Toxoplasmosisضة لكنھم مصابين بأمراض أخرى مثل مصابين بالھي

Viral hepatitis ) غُطيت .  لكل حفرة مايكرو مل100 وبواقع ) الرعاية الصحيةإلىالوافدين
ُ سحبت محتويات الحفر .لمدة ساعة واحدةودرجة مئوية  37  حرارةُالأطباق وحضنت بدرجة

 من خمسة أكثر عملية السحب والغسل تكرر. مايكرولتر 300 ُوملئت بالكامل بمحلول الغسل
  . السائل الملتصقلإزالةُمرات بعدھا جففت الصفيحة بواسطة ورقة ترشيح 

 البشر المحضر من مصل IgGضد الوالذي ھو  تخافيف مختلفة من المقترن تاستخدم
نقل  ُ.1:800 و 1:400, 1:200, 1:100 ھيالتخافيف  و.رنب والمقترن بأنزيم البيروكسيديزالأ

غُطيت الصفيحة بالغطاء المخصص لھا .  الضابطة كل حفرة ماعدا الحفرإلى مايكرولتر 100
دقيقة الأخيرة من  10 – 5، وخلال لمدة نصف ساعةدرجة مئوية  37بدرجة حرارة 

 من الكروموجين مايكرولتر 280 أضيفالمادة الأساس حيث -ينالحضن حُضر محلول كروموج
TMBصفيحة كاملةإلىمن محلول منظم المادة الأساس وھي كمية تكفي  مل14  إلى . 

ُأزيل غطاء الصفيحة وسحب المحلول وبعدھا غسلت بمحلول الغسل أكثر من أربعة مرات ُ  
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 ضُبط المطياف عند الطول .TMB- من محلول المادة الأساسمايكرولتر 100ُوبعدھا أضيف 
-Organon Micro بواسطة جھازالامتصاصيةُقرئت مع الحفر الضابطة و نانومتر  492الموجي

ELISA reader  مايكرو  100 ُبعدھا أضيف.في درجة حرارة الغرفة دقيقة 30لكل حفرة خلال
 - محلول المادة الأساسأضيفالتوزيع وبنفس ) 1N حامض الكبريتيك( محلول الإيقاف من مل

TMB)Issa, 1997(.  
  

      Cut-off point determinationتحديد نقطة القطع
  -:حددت نقطة القطع بواسطة المعادلة الآتية

SD)  * X+ (2                       Cut-off point=  
   :أنحيث 

X =  للأشخاص غير المصابينالامتصاصيةمعدل قراءات .  
SD =المعياري للقراءات السالبةالانحراف .  

 أمѧا اقل مѧن نقطѧة القطѧع تعتبѧر سѧالبة أوالتي تساوي  OD بذلك فان قراءة الكثافة الضوئيةو
  .القراءة الأكبر من ھذه القيمة تعتبر قراءة موجبة

  
  الإحصائيالتحليل 

معѧѧѧѧدل الحѧѧѧѧساسية،  .SE=0.02 م معѧѧѧѧدلھاا وتѧѧѧѧم اسѧѧѧѧتخدمѧѧѧѧرات 5-3 كѧѧѧѧررت الاختبѧѧѧѧارات
  :كالآتي ELISAالخصوصية والدقة لاختبار 

  
Sensitivity = { a/a + c   × 100}; 
specificity = { d/b + c   ×100} 
and accuracy = { a + d  / a + b + c + d  } × 100  

  :أنحيث 
a :  العينات الموجبة الصادقةعدد.  
b : عدد العينات الموجبة الخاطئة 
c : عدد العينات السالبة الخاطئة 
d : عدد العينات السالبة الصادقة 

 اعتبѧرت عينѧات الطريقѧة التقليديѧةوالسالبة فѧي اختبѧار  ELISA العينات الموجبة في اختبار
 الطريقѧѧة التقليديѧѧةوجبѧѧة فѧѧي اختبѧѧار  والمELISA العينѧѧات الѧѧسالبة فѧѧي اختبѧѧار أمѧѧا. موجبѧѧة خاطئѧѧة

 .)Appassakij et al., 1987(اعتبرت عينات سالبة خاطئة 
  

  النتائج والمناقشة
  المعايرة نتائج اختبار

  :الوبائيةالمستضدات المستخدمة من ضمات الھيضة الوبائية وغير 
Vibrio cholerae  Ogawa Biotype Eltor  
V. cholerae  Inaba Biotype Eltor  
V. cholerae  O139 Bengal Biotype Eltor 
V. cholerae   Non Agglutinable Vibrios Biotypes Eltor  
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يѧѧان التراكيѧѧز  والѧѧسالبة والمقتѧѧرن تѧѧم اسѧѧتخدامھا بتراكيѧѧز مختلفѧѧة لغѧѧرض بمѧѧصول الموجبѧѧةال
حيѧث لѧوحظ فѧي ) 9 -1(  وكمѧا مبѧين فѧي الأشѧكالELISA المثلى التي يمكن اعتمادھا فѧي اختبѧار

 ھѧو التركيѧز الأمثѧل للمستѧضد  أن)3-1 الأشكال( Ogawa ات الھيضة الوبائية للنوع المصليضم
  وعليѧѧه يمكѧѧنعلѧѧى التѧѧوالي 1:100 و 1:50 وعنѧѧد تخفيѧѧف للمѧѧصل والمقتѧѧرن مѧѧل/مѧѧايكروغرام 5

 لتحѧѧري وتѧѧشخيص المѧѧصابين وغيѧѧر المѧѧصابينل ELISA فѧѧي اختبѧѧار  علѧѧى تلѧѧك التراكيѧѧزالاعتمѧѧاد
  التركيѧѧز الأمثѧѧل لمستѧѧضد ضѧѧمات الھيѧѧضة الوبائيѧѧة للنѧѧوع المѧѧصليأمѧѧا. Ogawa بѧѧالنوع المѧѧصلي

Inaba ايكروغرام 10 ھي 6-4 موضح في الأشكال وكماѧل/مѧرن، مѧصل والمقتѧف للمѧد تخفيѧوعن 
مستѧضد ضѧمات  التركيز الأمثل لأنلوحظ ) 9 - 7(  في الأشكال أما.لتواليعلى ا 1:100 و 1:50

 و 1:50 وعنѧد تخفيѧف للمѧصل والمقتѧرن مѧل/مايكروغرام 10  ھوNAGs الھيضة غير المتلازنة
 عنѧد الأشѧخاص للأضѧداد مѧستوى أعلѧى أنكمѧا لѧوحظ عنѧد التراكيѧز المثلѧى . على التوالي 1:100

 Inaba ثم المصابين بѧالنوع المѧصلي Ogawaة  للنوع المصلي المصابين بضمات الھيضة الوبائي
 1.72 ،1.97 وھي كانت على التوالي NAGs نواع المصلية المختلفة الأخرىوتلاه المصابين بالأ

بينمѧا  .)2001التميمѧي، ( )نѧانومتر 492القيم مقدرة بالكثافة الضوئية عند الطول الموجي( 1.55 و
 NAGsو ,Ogawa  Inabaت الھيضة الوبائيѧة وغيѧر الوبائيѧة  نتائج غير المصابين بضماأعطت

  .للأنواع المصلية على التوالي 0.36و  0.39،  0.4 أضداد لنفس الطول الموجي وھيتراكيز 
 ممثلѧѧة بعينѧѧة واحѧѧدة  فإنھѧѧاO139 Bengal  بالنѧѧسبة لѧѧضمات الھيѧѧضة الوبائيѧѧة للنѧѧوع المѧѧصليأمѧѧا

   .)Steel, 1960(إحصائيا  عليھا الاعتماديمكن  وبذلك لا
للتمييѧز  عتبѧر الحѧد الأدنѧىتѧي تال 0.4  امتѧصاصية لھѧمأعلى أنوجد  العينات السالبة غير المصابين
 .بين العينات الموجبة والسالبة
 والتѧي الاختبѧار التراكيز المثلى من المستضد والمقتѧرن والمѧصل قيѧد تدالدراسة الحالية حد

ة ـة الوبائيـات الھيضـ بضمحاءـوالأصن ــص المصابيـيري وتشخـي التحـا فـــ عليھادـالاعتميمكن 
 حѧѧѧساسية وخѧѧѧصوصية عѧѧѧاليتين ارالاختبѧѧѧ أعطѧѧѧى .NAGs و ,Ogawa Inabaالوبائيѧѧѧة  رـѧѧѧـوغي

 التقليدي والذي يعتمد على التلازن البسيط على الѧشريحة الزجاجيѧة حيѧث انѧه فѧي بالاختبارًمقارنتا 
ً سلبا حيث يعتمد فيه على العѧين المجѧردة بينمѧا أمًإيجابا يمكن الجزم بنتيجة التلازن   كثيرة لاأحيان

أن الطريقѧѧة كمѧѧا . )WHO, 1976(  النتѧѧائج بواسѧѧطة جھѧѧاز المطيѧѧافتقѧѧرئ ELISA فѧѧي اختبѧѧار
عيѧة غاليѧة الѧثمن ا زرأوسѧاطالتقليدية في التحري عѧن المѧصابين بѧضمات الھيѧضة الوبائيѧة تتطلѧب 

 بينمѧا فѧي اختبѧار. kligler iron agar  وكѧذلك وسѧط وماء الببتѧون القاعѧدي وسط ملح البحرمثل 
ELISA  وادѧѧب مѧѧاريتطلѧѧب الاختبѧѧر ويتطلѧѧي المختبѧѧضيرھا فѧѧن تحѧѧا يمكѧѧدة  منھѧѧط عѧѧايكرو فقѧѧم
 ضѧمات الھيѧضة بواسѧطة الأوسѧاط إكثار الطريقة التقليدية والتي تعتمد على أتباع أنكما . تغراما

  .لضماتللتلوث البيئي بتلك ا الزرعية قد يكون ذلك مصدر
 ) فѧي وقѧت واحѧدأشѧخاص ولعѧدة يستغرق التشخيص ساعتين(  تشخيص المصابين سرعةأن

 الفحص التقليدي والѧذي يعتمѧد علѧى الفحѧص البكتريولѧوجي والاختبѧارات  استعمالا منأسھليجعله 
 مقابѧل الكلفѧة الماديѧة أيѧامالكيميوحيوية ومن ثم الفحص السيرولوجي والذي قد يستغرق ذلك خمسة 

ѧѧѧة, رةالكبيѧѧѧتخدام تقنيѧѧѧب اسѧѧѧن المناسѧѧѧه مѧѧѧة انѧѧѧة الحاليѧѧѧرى الدراسѧѧѧه تѧѧѧوعلي ELISAيѧѧѧري  فѧѧѧالتح 
  الوبائيѧѧة وغيѧѧر الوبائيѧѧةالھيѧѧضة المѧѧصلية لѧѧضمات بѧѧالأنواعوتѧѧشخيص المѧѧصابين وغيѧѧر المѧѧصابين 

Ogawa, Inabaو NAGs .   
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e f g h

a 1.3 1.53 1.74 1.86 1.97
b 1.1 1.32 1.54 1.76 1.95
c 0.98 1.14 1.31 1.53 1.66
d 0.4 0.62 0.8 1 1.2
e 0.21 0.23 0.25 0.26 0.29
f 0.2 0.22 0.24 0.25 0.27
g 0.17 0.19 0.21 0.23 0.25
h 0.15 0.17 0.19 0.2 0.21

(1:800 1:400 1:200 1:100 1:50)

 (5µg ) تركيز المستضد(Og) تخافيف المقترن للمصابين بـ   

(Og) تخافيف المقترن لغير المصابين بـ 
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أشخاص   وتخافيف مختلفة من المقترن مع تخافيف مختلفة لأمصال(µg 5)تركيز المستضد : 1شكل 
  .Ogawaمصابين بضمات الھيضة  الوبائية ال مصابين وغير
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a 1.11 1.34 1.52 1.82 1.96
b 1.1 1.29 1.6 1.74 1.91
c 1 1.21 1.32 1.5 1.57
d 0.5 0.75 1 1.15 1.2
e 0.2 0.21 0.24 0.28 0.3
f 0.21 0.22 0.25 0.28 0.29
g 0.19 0.21 0.24 0.25 0.26
h 0.16 0.17 0.19 0.2 0.21

(1:800 1:400 1:200 1:100 1:50)

 (10µg ) تركيز المستضد(Og) تخافيف المقترن للمصابين بـ   

(Og) تخافيف المقترن لغير المصابين بـ 
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 وتخافيف مختلفة من المقترن مع تخافيف مختلفة لأمصال أشخاص (µg 10)تركيز المستضد : 2شكل 
  .Ogawaمصابين بضمات الھيضة  الوبائية ال  وغيرمصابين
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a 1.13 1.36 1.52 1.73 1.95
b 1 1.2 1.4 1.62 1.82
c 0.93 1.11 1.21 1.42 1.6
d 0.53 0.72 0.99 1.21 1.34
e 0.2 0.23 0.24 0.26 0.27
f 0.19 0.21 0.23 0.26 0.28
g 0.18 0.2 0.22 0.25 0.26
h 0.16 0.17 0.19 0.2 0.21

(1:800 1:400 1:200 1:100 1:50)

 (20µg ) تركيز المستضد(Og) تخافيف المقترن للمصابين بـ   

(Og) تخافيف المقترن لغير المصابين بـ 
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 وتخافيف مختلفة من المقترن مع تخافيف مختلفة لأمصال أشخاص (µg 20)تركيز المستضد : 3شكل 
  .Ogawaيضة  الوبائية مصابين بضمات الھال مصابين وغير
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a 0.21 0.23 0.25 0.26 0.29
b 0.2 0.22 0.24 0.25 0.27
c 0.17 0.19 0.21 0.23 0.25
d 0.15 0.17 0.19 0.2 0.21
e 0.91 1.13 1.24 1.42 1.62
f 0.81 1.14 1.23 1.45 1.61
g 0.75 0.94 1.12 1.34 1.52
h 0.63 0.91 1.13 1.24 1.43

(1:800 1:400 1:200 1:100 1:50)

 (5µg ) تركيز المستضد(In) تخافيف المقترن للمصابين بـ   

(In) تخافيف المقترن لغير المصابين بـ 
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 وتخافيف مختلفة من المقترن مع تخافيف مختلفة لأمصال أشخاص (µg 5)تركيز المستضد : 4شكل 
 .Inabaمصابين بضمات الھيضة  الوبائية ال مصابين وغير



  ELISA بالإنزيم        استخدام تقنية الامتصاص المناعي المرتبط                            156
 
 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

.

a b c d

e f g h

a 0.2 0.23 0.24 0.26 0.27
b 0.19 0.21 0.23 0.26 0.28
c 0.18 0.2 0.22 0.25 0.26
d 0.16 0.17 0.19 0.2 0.21
e 0.8 1.05 1.26 1.42 1.64
f 0.93 1.13 1.25 1.41 1.63
g 0.62 0.95 1.14 1.32 1.58
h 0.5 0.91 1.11 1.24 1.44

(1:800 1:400 1:200 1:100 1:50)

 (10µg ) تركيز المستضد(In) تخافيف المقترن للمصابين بـ   

(In) تخافيف المقترن لغير المصابين بـ 
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 وتخافيف مختلفة من المقترن مع تخافيف مختلفة لأمصال أشخاص (µg 10)تركيز المستضد : 5شكل 
  .Inabaمصابين بضمات الھيضة  الوبائية ال مصابين وغير
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a 0.2 0.23 0.24 0.26 0.27
b 0.19 0.21 0.23 0.26 0.28
c 0.18 0.2 0.22 0.25 0.26
d 0.16 0.17 0.19 0.2 0.21
e 0.8 1.05 1.26 1.42 1.64
f 0.93 1.13 1.25 1.41 1.63
g 0.62 0.95 1.14 1.32 1.58
h 0.5 0.91 1.11 1.24 1.44

(1:800 1:400 1:200 1:100 1:50)

 (20µg ) تركيز المستضد(In) تخافيف المقترن للمصابين بـ   

(In) تخافيف المقترن لغير المصابين بـ 
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 وتخافيف مختلفة من المقترن مع تخافيف مختلفة لأمصال أشخاص (µg 20)تركيز المستضد : 6شكل 
  .Inabaلھيضة  الوبائية مصابين بضمات اال مصابين وغير
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a 0.21 0.23 0.25 0.26 0.29
b 0.2 0.22 0.24 0.25 0.27
c 0.17 0.19 0.21 0.23 0.25
d 0.15 0.17 0.19 0.2 0.21
e 0.94 1.12 1.24 1.41 1.54
f 0.8 1.03 1.17 1.36 1.53
g 0.61 0.73 0.95 1.15 1.31
h 0.55 0.7 0.85 0.91 0.98

(1:800 1:400 1:200 1:100 1:50)

 (5µg ) تركيز المستضد(NAGs) تخافيف المقترن للمصابين بـ   

(NAGs) تخافيف المقترن لغير المصابين بـ 
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 وتخافيف مختلفة من المقترن مع تخافيف مختلفة لأمصال أشخاص (µg 5)تركيز المستضد : 7شكل 
  .NAGsالوبائية غير مصابين بضمات الھيضة  ال مصابين وغير
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a 0.99 1.11 1.26 1.4 1.55
b 0.89 0.99 1.17 1.31 1.52
c 0.56 0.73 0.93 1.13 1.35
d 0.336 0.477 0.64 0.788 0.92
e 0.2 0.21 0.24 0.28 0.3
f 0.21 0.22 0.25 0.28 0.29
g 0.19 0.21 0.24 0.25 0.26
h 0.16 0.17 0.19 0.2 0.21

(1:800 1:400 1:200 1:100 1:50)

 (10µg ) تركيز المستضد(NAGs) تخافيف المقترن للمصابين بـ   

(NAGs) تخافيف المقترن لغير المصابين بـ 
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 وتخافيف مختلفة من المقترن مع تخافيف مختلفة لأمصال أشخاص (µg 10)تركيز المستضد : 8شكل 
  .NAGsالوبائية غير مصابين بضمات الھيضة  ال مصابين وغير
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a 0.85 1.09 1.23 1.4 1.48
b 0.71 0.89 1.13 1.25 1.41
c 0.53 0.72 0.92 1.12 1.2
d 0.36 0.49 0.62 0.78 0.95
e 0.15 0.23 0.24 0.26 0.27
f 0.19 0.21 0.23 0.26 0.28
g 0.18 0.2 0.22 0.25 0.26
h 0.16 0.17 0.19 0.2 0.21

(1:800 1:400 1:200 1:100 1:50)

 (20µg ) تركيز المستضد(NAGs) تخافيف المقترن للمصابين بـ   

(NAGs) تخافيف المقترن لغير المصابين بـ 
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 وتخافيف مختلفة من المقترن مع تخافيف مختلفة لأمصال أشخاص (µg 20)المستضد تركيز : 9شكل 
  .NAGsالوبائية غير مصابين بضمات الھيضة  ال مصابين وغير
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infected people by epidemic and non-epidemic V. cholerae 
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Abstract   Infected patient's sera by epidemic and non-epidemic cholera 

Ogawa, Inaba, and NAGs and other from healthy persons were used to 

determine the optimum antigen concentrations and different dilutions of 

conjugate and serum under study. The optimum concentration of Ogawa 

antigen was 5 μg/ml with serum and conjugate dilution was 1:50 and 

1:100 respectively, for Inaba antigen was 10 μg/ml with serum and 

conjugate dilution 1:50 and 1:100 respectively, while for NAGs, the 

optimum antigen concentration was 10 μg/ml with serum and conjugate 

dilution was 1:50 and 1:100 respectively. The highest antibodies 

concentration were recorded in person infected by Ogawa then Inaba 

and NAGs infection had less antibody concentration 1.97 , 1.72 and 1.55 

respectively (value estimated by optical density 492 nm). The results of 

healthy person non infected by epidemic Ogawa, Inaba nor non-

epidemic NAGs which reached about 0.4, 0.39 and 0.36 respectively. 

The present study show high sensitivity and specificity rate were 95 % 

and 90 % respectively. Hence the present study recommends depending 

ELISA test for diagnose and screening infected and non-infected 

population by epidemic Ogawa, Inaba or non-agglutinable (NAGs). 

 
  


