
  
  شير گاوهاي نآلرژاختصاصي   IgEگيري   كيت اندازهطراحي

 

 
 1389 ، خرداد3  ، شماره68ي تهران، دوره كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

  
  
 

 

  الايزاروش   به شير گاوهاي نآلرژاختصاصي  IgEگيري   اندازه كيتطراحي

  
  

  
  1غلامعلي كاردر
  *2زهرا پورپاك

  

  دانشجوي دكتري ژنتيك مولكولي -1
  ايمونولوژي گروه -2
  

 ،آسم و آلرژي مركز تحقيقات ايمونولوژي،
  دانشگاه علوم پزشكي تهران

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 ،بان دكتر محمد قريبخيا ،تهران :نويسنده مسئول*

مركز تحقيقات  ، مركز طبي كودكان،62 شماره
  14185-863: پستي صندوق، و آلرژي  آسم،ايمونولوژي

  66935855: تلفن
email: pourpakz@sina.tums.ac.ir 

 29/02/1389:     تاريخ پذيرش21/01/1389: تاريخ دريافت مقاله                                                                            

 

ترين آلرژي  سال و آلرژي به شير گاو شايع كمتر از يكان، كود كي دريترين سن بروز آلرژي غذا شايع :زمينه و هدف
هاي متعدد اختصاصي  ت از آزمونبراي تعيين نوع آلرژني كه بيمار به آن حساس اس. باشد ي در اين سن مييغذا

در اين . گردد استفاده مي، باشد  اختصاصي عليه آلرژن ميIgEها ارزيابي  ترين آن تشخيص آلرژي، كه يكي از مهم
ين يگيرد بر عليه سه نوع پروت روش الايزا انجام مي  اختصاصي كه بهIgEهاي سنجش  مطالعه يكي از بهترين روش

هاي حامل  ابتدا ديسك: روش بررسي .اندازي شده است  راهبتالاكتوگلبولين لاكتالبومين وآلفا ين،يشير گاو شامل كاز
ها  پس از انكوبه كردن سرم. هاي مورد مطالعه تهيه شد آلرژن، طي انكوباسيون كاغذ نيتروسلولزي با هر يك از آلرژن

سازي كليه  پس از بهينه.  گرديدهاي آلرژن، كونژوگه آنزيمي آلكالن فسفاتاز براي تست استفاده بر روي ديسك
هاي سرم مثبت و منفي با آن همزمان با  شكل يك كيت طراحي شده و نمونه ها در كنار هم به متغيرها، همه آن

 ها با  اختصاصي در نمونهIgEنتايج حاصل از ارزيابي  :ها يافته .هاي تجاري استاندارد ارزيابي و مقايسه گرديد كيت
هاي طراحي شده در اين طرح براي  هاي تجارتي نشان دادند كه ويژگي كيت مقايسه كيتهاي طراحي شده در  كيت
% 3/81، %3/86ترتيب  ها به و حساسيت آن% 8/82و % 7/89، %93ترتيب  بتالاكتوگلبولين به آلفالاكتالبومين و ين،يكاز
: گيري  نتيجه.)دار ديده نشد  معنياختلاف( هاي تجاري مشابه بودند دست آمده از كيت هبوده و با مقادير ب% 6/89و 
گيري  توان نتيجه هاي تجاري مي هاي طراحي شده و نتايج مشابه با كيت توجه به حساسيت و ويژگي بالاي كيت با

جايگزين عنوان  هها را ب آن تهيه نموده و تر توان در داخل با قيمت تمام شده ارزان ها را مي نمود كه اين كيت
  .كار برد هيمت جهت امور تشخيصي بق هاي تجاري گران كيت

  . اختصاصيIgEاندازي،  آلرژي، شير گاو، الايزا، راه: ليديكلمات ك

 

  
سال  كترين آلرژي در كودكان زير ي حساسيت به مواد غذايي شايع

 Cow’s هاي شير گاو ينيپروت ها آلرژي به باشد، كه از ميان آن مي

Milk Allergy (CMA)كه اغلب  با وجود اين. است تر  از همه شايع
لاكتوگلبولين  ين، بتايزا هستند ولي كاز هاي شير بالقوه آلرژي ينيپروت

با توجه به . باشند هاي عمده شير گاو مي لاكتالبومين از آلرژن و آلفا
ها در  اي و بهداشتي مهمي كه اين نوع حساسيت مشكلات تغذيه
منظور حذف آن  زا به د، شناسايي نوع ماده آلرژيكنن نوزادان ايجاد مي

از رژيم غذايي كودك و جايگزين كردن آن با شير مناسب در رژيم 
به اين جهت  1.باشد هاي مهم مي غذايي بيمار يكي از ضرورت

  شود، كه يكي از  هاي اختصاصي تشخيص آلرژي درخواست مي تست

  

در اين تست  2. است اختصاصي ضد آلرژنIgEها ارزيابي  ترين آن مهم
باشد و بر اساس سابقه   ميInvitroكه در حقيقت يك نوع تست 

بيماري فرد و با استفاده از اطلاعات پرسشنامه بيمار، براي تعدادي از 
شود، و نهايتاً نوع آلرژني را كه  هاي مشكوك آزمايش انجام مي آلرژن

ايي كه ه روشمهمترين  3و4.نمايد   فرد به آن حساس است تعيين مي
 اختصاصي در افراد مبتلا به آلرژي انجام IgEامروزه براي تعيين ميزان 

هاي پيشرفته  هاي اتوماتيك با دستگاه روش) الف: گيرد عبارتند از   مي
ImmunoCAPاتوآناليزر نظير 

روش  هاي معمولي نظير  روش) و ب5و6
ز اين هاي آلرژن، كه در اين مطالعه نيز ا الايزا با استفاده از ديسك
هاي   البته قابل ذكر است كه روش6و7.روش استفاده شده است

 IgEهاي معمولي بر اساس واكنش  اتوماتيك نيز همچون روش

مقدمه
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استفاده از روش الايزا  8.اند  با عصاره آلرژني بنا شدهاختصاصي
ها توسط  ينيهاي اختصاصي عليه اين پروت بادي منظور رديابي آنتي به

 اين روش توسط تعدادي از 9.رش شده استبسياري از محققين گزا
هاي آماده الايزا  هاي تهيه كننده مواد آزمايشگاهي، در تهيه كيت شركت

صورت تجاري نيز در  هكار رفته و ب هو در مورد اكثر مواد آلرژن ب
هاي تشخيصي آزمايشگاهي ديگر،  برخلاف كيت 10.باشد اختيار مي

كت محدود در دنيا هاي تشخيص آلرژي در انحصار چند شر كيت
هاي فوق  كه دستيابي به هر يك از انواع كيت طوريه باشد، ب مي

همين دليل اين  هكند، ب مشكل بوده و هزينه زيادي را نيز طلب مي
 تاكنون تلاشي .گردد آزمون فقط در چند آزمايشگاه معدود انجام مي

 لذا. ي در ايران انجام نشده استيها در زمينه تهيه اين چنين كيت
ها   عليه آلرژن اختصاصيIgE گيري اندازي روش اندازه منظور راه به

كمك به كودكان ايراني حساس به شير گاو، در ابتدا  جهت خصوصاً
ين، يكاز يعني گاو هاي شير ينيترين پروت  مهم11در يك مطالعه

آلفالاكتالبومين و بتالاكتوگلوبولين جداسازي گرديد و در ادامه با انجام 
 اختصاصي در سرم با IgE بادي گيري آنتي ه كيت اندازهاين مطالع
  .سازي گرديد  بهينه تهيه شده وروش الايزا

  

  
 1384در سال كه اربردي است كاين مطالعه از نوع مطالعات بنيادي 

ز تحقيقات ايمونولوژي آسم و آلرژي دانشگاه علوم پزشكي كدر مر
  .تتهران انجام شده اس

افراد مورد مطالعه اين پژوهش كه براي ارزيابي حساسيت : الف
(Sensitivity) و ويژگي (Specificity)هاي طراحي شده مورد   كيت

 كودك سالم كه سابقه بيماري آلرژي به 29: بررسي قرار گرفتند شامل
ي يهاي سرپا شير گاو نداشتند و از بين بيماراني كه براي انجام جراحي

ها نيز تاييد  ه مركز طبي مراجعه كرده بودند و سلامتي آننظير ختنه ب
ها  شده بود انتخاب شدند و از نمونه اضافي آزمايشات روتين آن

) نمونه كنترل منفي(هاي اين تحقيق استفاده گرديد  جهت انجام آزمون
ها به شير   كودك مبتلا به آلرژي به شير گاو كه حساسيت آن153و 

 تأييد RASTآزمون تست پوستي و آزمون گاو بر اساس شرح حال، 
  ).نمونه كنترل مثبت(شده است 

اين مطالعه با  هاي طراحي شده در براي مقايسه نتايج كيت) ب
هاي استاندارد از دو گروه كيت استاندارد مشابه از دو شركت  روش

 ,Allergen Basic Test و Allergopharma Co. Italyهاي  معتبر به نام

Biocheme Immune Systeme Ltd. Germanyاستفاده گرديد .  
براي تهيه ديسك : ها  كوت كردن آلرژنبراي تعيين بهترين فيلتر) ج

ها  بايستي نوع فاز ثابت يعني نوع ديسكي كه بايد آلرژن آلرژن ابتدا مي
 انتخاب گردد، از بين چند نوع كاغذ (Coating)روي آن كوت شوند 

فيلترهاي استات :  تحقيقاتي شاملهاي و فيلتر موجود در آزمايشگاه
 براي (Filtrak) كن  و كاغذ خشكيكسلولز، نيتروسلولز، كاغذ واتمن 

هاي اين مرحله  در آزمون. انتخاب بهترين فيلتر استفاده گرديد
  .متر تهيه شد  ميليششي به قطر يها ديسك

پس از : تعيين بهترين غلظت آلرژن براي كوت كردن روي فيلتر) د
 11هاي تخليص شده بايستي غلظت مناسب آلرژن ز ثابت ميانتخاب فا

 50هاي سريال از  لذا غلظت.  كوت كردن روي فيلتر تعيين گرددبراي
ليتر براي تعيين  گرم در ميلي  ميلي2/3ليتر تا غلظت  ميكروگرم در ميلي

سپس اجازه داده شد در . ها كوت گرديد غلظت مناسب برروي ديسك
ا خشك شده و پس از آن با محلول بلوكه ه دماي آزمايشگاه ديسك

) سرم آلبومين گاوي در بافر فسفات سالين% 3هاي  محلول(كننده 
در   ساعت در دماي اتاق بلوكه گرديد ودوسطوح خالي ديسك طي 

ها را شستشو داده و در شرايط مرطوب در يخچال تا زمان  ادامه آن
  12و13.انجام آزمون نگهداري گرديد

هاي تجاري  در كيت: ن آنزيم براي تهيه كونژوگهتعيين بهتري) ه
عنوان آنزيم   فسفاتاز بهآلكالن اختصاصي، معمولاً از IgEسنجش 

 آنزيم رايج در دودر اين مطالعه ابتدا . گردد كونژوگه استفاده مي
 انساني IgEن فسفاتاز و پراكسيداز ضد لهاي الايزا يعني آلكا كيت

(Allergopharma Co.)براي كونژوگاسيون آنتي . سه شدند با هم مقاي
IgEبادي ضد  گرم آنتي  ميلي5/0بادي با آلكالن فسفاتاز،   آنتيIgE 

گرم آنزيم   ميلييك با (RhIgE, specific  chain, Dako)انساني 
 مخلوط (Phosphatase Alkaline 7500 U, Roche)آلكالن فسفاتاز 

 درجه چهارر  دPBS (PH 7.4) گرديده و يك شب در شرايط بافر
محلول گلوتارآلدئيد افزوده شد و % 2/0دياليز گرديد و به اين مخلوط 

 ساعت انكوبه گرديده و دوپس از مخلوط كردن در شرايط آزمايشگاه 
مولار اتانول آمين افزوده شد و پس   ميلي100به هم حجم آن محلول 

 يك PBS ساعت انكوباسيون در شرايط آزمايشگاه، در شرايط دواز 
 RPM 20000پس از آن محلول دياليز شده با دور . ب دياليز گرديدش
 و محلول رويي واجد  دقيقه سانتريفوژ گرديد20مدت  به

  بررسيروش
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سرم % 1هاي كونژوگه شده جدا گرديد و پس از افزودن  بادي آنتي
 سديم آزايد در %2/0مولار كلريد منيزيم و   ميليپنجآلبومين گاوي، 

  10و14و15.ري گرديدگراد نگهدا  درجه سانتيچهار
براي اين منظور : هاي آلرژن و آنزيم تعيين زمان پايداري ديسك) و

 60 و 45، 30، 15فواصل زماني  ديسك آلرژن و آنزيم تاييد شده در
  .ها محاسبه گردد  تا حداكثر زمان ماندگاري آنشده  ارزيابيروز مجدداً

 در كنار هم بايستي همه متغيرها پس از تعيين بهترين متغيرها مي) ز
هاي مثبت و منفي با آن ارزيابي  شكل يك كيت قرار گرفته و نمونه به

گردد و همزمان تست در كيت تجاري نيز انجام شده و نتايج مقايسه 
هاي  شرايط آزمايش و روش انجام آزمون مانند زمان. گردد

بافر فسفات سالين واجد  با گذاري و شستشو انكوباسيون، ميزان نمونه
ابتدا . ، مشابه كيت تجاري در نظر گرفته شد)PBS/T (20توين  05/0%

هاي سرم مثبت و منفي، ديسك آلرژن در ته چاهك  به تعداد نمونه
هاي استاندارد  ميكروپليت ته صاف قرار داده شد و همزمان از ديسك

 نمونه سرم l50 كيت تجاري براي رسم منحني استفاده شد، سپس
. ساعت انكوبه گرديد  درجه يك37اي روي هر ديسك اضافه و در دم

 شستشو شده و پس از دور PBS/Tها سه بار با بافر  آن چاهك پس از
  از100/1 ميكروليتر از رقت 50ل ي به هر وِريختن بافر اضاف

پس از سه ساعت انكوباسيون . كونژوگه آلكالن فسفاتاز اضافه گرديد
تشو داده و به  سه بار شسPBS/Tها را با   درجه، چاهك37در دماي 

ليتر  گرم در ميلي  محلول يك ميلي- ميكروليتر سوبسترا200هر چاهك 
4-Nitrophenol Phosphate (Roche)ساعت  پس از يك.  اضافه گرديد

 درجه و دور از نور، واكنش آنزيمي با 37انكوباسيون پليت در دماي 
 200 جذب، ODبراي خواندن . محلول سود يك نرمال متوقف گرديد

روليتر از هر ول برداشته و به ميكروپليت جديدي منتقل گرديده و ميك
با .  نانومتر خوانده شد405 در طول موج ELISA Readerبا دستگاه 

ها از نظر منفي يا مثبت بودن   استانداردها، نمونهODمقايسه نتايج با 
 با مقايسه نتايج حاصل از  نهايتا16ً.نسبت به هر آلرژن بررسي گرديدند

يت ك يت تجاري وكهاي مثبت و منفي در  هاي همزمان نمونه نآزمو
  .ها محاسبه گرديد يتكطراحي شده، درصد حساسيت و ويژگي 

  

  
يت كامل با توجه به متغيرهاي زياد مطالعه در ابتدا كبراي تهيه 

ت و گرف ي مورد بررسي قرار مييتنها يك از متغيرها به بايستي هر مي

يك  براي اين منظور از. گرديد  در كنار هم يك كيت طراحي مينهايتاً
كه در هر مرحله يكي  طوريه ب. كيت استاندارد تجاري استفاده گرديد

از اجزا با كيت تجاري كه آن جزء آن جايگزين شده است بر روي 
عنوان مثال در مرحله اول  هاي مثبت و منفي انجام گرديد، به نمونه

 تعيين بهترين فيلتر براي تهيه ديسك آلرژن، پس از تهيه طرح يعني
 كه از -هاي مثبت و منفي با كيت تجاري چند نوع ديسك، سرم

ارزيابي گرديدند  - هاي تهيه شده در اين مطالعه جايگزين شد ديسك
هاي تجاري قرار  ن و ديسكآو مورد مقايسه به كيت تجاري معادل 

دليل  ه آمده، فيلتر نيتروسلولزي بدست هتوجه به نتايج ب با .گرفتند
 را براي نمونه ODهاي مثبت و كمترين   در نمونهOD داشتن حداكثر

منفي نشان داده است، بهترين انتخاب براي تهيه ديسك آلرژن بوده 
هاي مختلف  عمل آمده بر روي غلظت ههاي ب نتايج آزمون. است
 ،mg/ml1 ها جهت تهيه ديسك آلرژن نشان داد كه غلظت آلرژن

 براي تهيه ، را داده استODحداقل غلظت از آلرژن كه بيشترين 
همچنين نتايج حاصل از اكتيويتي . ها كافي است ديسك در اين آلرژن

 روز در يخچال 45ها تا  هاي آلرژن نشان داد كه اين ديسك ديسك
هاي اوليه  آزمون .باشند قابل نگهداري بوده و حساسيت لازم را دارا مي

دليل  خاب نوع آنزيم جهت استفاده در كيت نشان داد كه بهبراي انت
بيشتر بودن حساسيت آلكالن فسفاتاز در اين سيستم و واكنش غير 

 فسفاتاز انتخاب شده و آلكالناختصاصي آنزيم پراكسيداز با فيلتر، 
پس از تهيه كونژوگه آنزيمي، در يك سري تست . كونژوگه گرديد

ي يهاي نها وگه جهت انجام آزمونپايلوت، رقت مناسب براي كونژ
 با 100 به يكدست آمده كونژوگه، نسبت  هرقت ب. دست آمد هب

 و از آنجا كه كونژوگه  رقيق شده و استفاده گرديدكننده، محلول بلوكه
 ماه  كننده بود، در شرايط يخچال فقط يك تهيه شده فاقد پايدار

سازي  ز بهينهپس ا. فعاليت لازم را براي انجام آزمون داشته است
ين، يهاي كاز  اختصاصي ضد آلرژنIgE هاي طراحي شده، مقادير كيت
 هاي مثبت و منفي و در هر لاكتوگلبولين در نمونه لاكتالبومين، بتا آلفا

 شدنتايج مقايسه هاي تجاري و طراحي شده ارزيابي و  يك از كيت
هاي ارزيابي حساسيت و ويژگي و نتايج  با كمك فرمول. )1جدول (

هاي سنجش  ، حساسيت و ويژگي هر يك از كيت1مندرج در جدول 
IgEدست آمده  ه اختصاصي عليه سه آلرژن مطالعه شده در طرح ب

گزارش شده در   با مقادير2طور خلاصه در جدول  هب است كه
  .هاي تجاري مقايسه گرديده است كيت بروشور

 هايافته
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  (.Allergopharma Co) شده با كيت طراحي شده و كيت تجاري هاي انجام دست آمده از آزمون همقايسه نتايج ب :1-جدول
  )n=29(نمونه منفي   )n=153(نمونه مثبت   آلرژن

  مثبت كاذب  طرحيت ك  تجارتييت ك  منفي كاذب  طرحيت ك  تجارتييت ك  
 2 27 29  10 63 72  كازيين

 3 26 29 9 39 48  آلفالاكتالبومين

 5 24 29 7 60 64  بتا لاكتوگلبولين

  
  شده در اين طرح هاي تجارتي و كيت طراحي  مقايسه حساسيت و ويژگي كيت:2-جدول
  )درصد (ويژگي  )درصد( حساسيت  كيت

  بتا لاكتوگلبولين  لاكتالبومين آلفا  كازيين  بتا لاكتوگلبولين  لاكتالبومين آلفا  كازيين  
 100 100 100 <90 <90 <90  *كيت تجارتي

  99  99  99  65  65  65  **كيت تجارتي
 8/82 7/89 1/93 6/89 3/81 3/86  طرحكيت 

* ELISA: Allergopharma Co. Italy ،) هاي آلرژن ديسك سيستمالايزا با(    ** ELISA: Allergen Basic Test, Biocheme Immune Systeme Ltd. Germany) اويدين -الايزا با سيستم بيوتين( 

  

  
  

گردد كه حساسيت  مده در اين طرح، مشاهده ميدست آ هطبق نتايج ب
هاي تجاري  هاي طراحي شده در مقايسه با كيت كيت

Allergopharmaه  مشابه بوده است و اختلاف چشمگير ندارند ب
تر است، در بقيه موارد  جز كيت آلفالاكتالبومين كه پايين كه به طوري

 تجاري البته اين حساسيت نسبت به كيت. اختلاف كمي وجود دارد
باشد و در  اويدين مي -روش الايزا با سيستم بيوتين دوم كه آن هم به

 3طور كه در جدول  همان.  مقايسه شده است، بيشتر است3 جدول
هاي طراحي شده در اين طرح اگر چه  شود ويژگي كيت مشاهده مي
و براي بتالاكتوگلبولين % 7/89، براي آلفالاكتالبومين %93ين يبراي كاز

طور كلي كمتر از ويژگي هر يك  هكه بسيار خوب است ولي ب% 8/82
 مقادير حساسيت و ويژگي هر يك از . استاز دو كيت تجاري

 كمپاني كه در آن Data Sheetهاي تجاري بر اساس بروشور يا  كيت
مشخصات كيت درج گرديده است استخراج و در جدول جهت 

هاي  بي ويژگي كيت پايين بودن نساحتمالاً. مقايسه درج گرديده است
دليل عدم استفاده از  تواند به هاي تجاري مي طرح در مقايسه كيت

كه ممكن است طي مراحل نگهداري،  طوريه ب. ها باشد پايداركننده
ها  هاي آلرژن در يخچال، ماهيت آلرژن خصوص نگهداري ديسك هب

تغيير كرده و در نتيجه در حساسيت و ويژگي كيت نقش مهمي 

شود   مشاهده مي2طور كه در جدول  همان 3و8.شته باشدتواند دا مي
هاي اين مطالعه كه در  كيت هاي منفي كاذب در علاوه بر جواب

هاي  اند، در چند مورد از نمونه گيري حساسيت محاسبه شده اندازه
هاي  هاي اين مطالعه مثبت بوده ولي در كيت مثبت، جواب با كيت

عداد منفي كاذب و تعداد  مجموع ت- تجاري جواب منفي بوده است
 كه طبق موارد زير آناليز -مثبت مساوي تعداد مثبت تجاري نيست

ها با شرح حال، تست پوستي  ي كه مثبت بودن آنيها نمونه: گرديدند
عنوان مثبت واقعي در فرمول حساسيت در  و چالش تائيد گرديد به

و  )شود براي كيت تجاري منفي كاذب تلقي مي(نظر گرفته شده است 
ها مورد تائيد تست پوستي و چالش  ي كه مثبت بودن آنيها نمونه

در فرمول ويژگي در نظر گرفته عنوان مثبت كاذب  نبوده است به
هاي اتوماتيك جديد براي تشخيص بيماران آلرژيك  روش 5و17.اند شده

 اختصاصي با عصاره آلرژن بنا نهاده IgEهمچنان بر پايه واكنش 
 كه امروزه ImmunoCAPثال روش اتوماتيك عنوان م به. اند شده

نمايند بر همين  بسياري از مراكز تشخيصي جهان از آن استفاده مي
 بر Lee توسط 2009اي كه در سال  در مطالعه. اساس استوار است

 و ImmunoCAPروي سرم بيماران مبتلا به آلرژي انجام شد دو روش 
Immuliteن داد روش اخير كه نتايج اين مطالعه نشا. سه گرديدي مقا

يك روش ايمونواسي كمي لومينسانس است از حساسيت و ويژگي 
همچنين در مطالعه .  برخوردار استImmunoCAP اي با روش مشابه

بحث
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Hamilton كه در سال اخير انجام شده است IgE اختصاصي ضد 
هاي شير گاو با سه روش اتوماتيك ارزيابي گرديده و نتايج با  آلرژن

نتايج آن مطالعه نشان داد با . كرواري مقايسه گرديدندروش جديد مي
هاي  هاي چشمگير در طراحي و ساخت دستگاه وجود پيشرفت

ها   اختصاصي، حساسيت اين روشIgEاتوماتيك سنجش سريع 
هاي  كه حساسيت روش طوريه افزايش چشمگيري نداشته است ب

در اين ه كه در مقايسه با روشي كباشد   مي%90-95 فوق در محدوده
بنابراين با  5و8و18.دهند مطالعه بهينه گرديد ترقي چشمگيري نشان نمي

هاي   اختصاصي، روشIgEهاي نوين و اتوماتيك سنجش  وجود روش
سازي شده است  ه در اين مطالعه بهينهكتر نظير روشي  معمولي و ساده

ه كست  ااين در حالي. باشند همچنان مورد اعتماد و قابل استفاده مي
قيمت  هاي پيشرفته و گران هاي معمولي احتياجي به دستگاه روش

ريدر قابل انجام   دستگاه الايزاكانات ساده و يكنداشته و تنها با ام
هاي مطالعه پايدار نبودن كونژوگه آنزيمي  يكي از محدوديت. باشند مي

را   بوده است كه مصرف آن(Stabilizer) علت نداشتن پايدار كننده به
را به  توان آن كه نمي طوريه كند ب ت با مشكل مواجه ميدر دراز مد

بايستي در مطالعات بيشتر فرمول تهيه  شكل تجاري تهيه كرد و مي
هاي مشابه به كار برده  دست آورده و براي اين كيت و كيت هرا ب آن

 روز براي 45هاي آلرژن تهيه شده نيز تنها تا  همچنين ديسك. شوند
هاي مطالعه   هستند كه اين نيز از محدوديتانجام تست قابل استفاده

در نهايت با در نظر گرفتن امكانات موجود و همچنين  16.باشد مي
انجام چنين طرحي براي اولين بار در كشور، نتايج حاصل از اين 

هاي تشخيصي را در  توان چنين كيت دهد كه مي مطالعه نشان مي
هاي  زينهداخل توليد كرد و ضمن عدم وابستگي به خارج، ه

  .اهش دادكبيماران آزمايشگاهي را در اين 
اين مطالعه با حمايت مالي معاونت پژوهشي دانشگاه  :سپاسگزاري

علوم پزشكي تهران، در قالب يك طرح تحقيقاتي در مركز تحقيقات 
  .ايمونولوژي، آسم و آلرژي انجام شده است
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Background: The hypersensitivity to cow’s milk allergens is the most common 
allergies in children at the first year of life. The specific IgE evaluation is one of the 
important methods in diagnosis of allergic disease. The aim of this study was 
development of a sensitive and credible procedure for detection of cow’s milk 
allergens specific IgE. 
Methods: The allergen discs were prepared by coating of allergens on nitrocellulose 
paper. After incubation of allergen discs with patients serum, anti-human IgE 
conjugated were used. In following optimization of any step of ELISAs test, a complete 
kit was designed. Efficiency of designed kits were evaluated by determination of 
specific IgE in normal (n= 29) and patient (n= 153) children serum samples and 
compared with commercial kits. 
Results: The specific IgE against three allergrns involving casein, -lactalbumin and -
lactoglobulin were measured on normal and patient children serum with designed and 
commercial ELISA kits. Results were demonstrated specificity of 93%, 89.7% & 82.8% 
and sensitivity of 86.3%, 81.3% & 89.6% respectively for casein, -lactalbumin and -
lactoglobulin specific kits and these results were similar and comparable with 
commercial kits. 
Conclusion: The Designed kits in comparison with the commercial kits were showed 
equivalent sensitivity and specificity. The designed kit stability was ultimately one 
month, probably due to don’t using of stabilizers for prepared allergen discs. We 
suggest these kits for commercial product in Iran and we hope be helpful for easier 
accesses for Cow’s milk allergy diagnosis and extend that for other allergens. 
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