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زایبه روش الا1،2HSVضدIgGيبادیت سنجش آنتیک

:مقدمه

عفونت ویروسی هرپس سیمپلکس توسط .از شایع ترین عوامل عفونت هاي انسانی در تمام جهان هستنددار وDNAهرپس ویروس ها شامل گروه بزرگی از ویروس هاي 
به . بیشتر نواحی تناسلی را گرفتار می کنند)2HSV(2تیپبیشتر نواحی غیر تناسلی وHSV)1(1ویروس تیپ .می شودایجاد2و تیپ1دو نوع مختلف ویروس تیپ

cold)تبخال غیر تناسلی 1عفونت ایجاد شده بوسیله ویروس تیپ  sore)درصد افراد تا قبل 90که يطور. بهشودین شروع میین پایبه آن از سنيگفته می شود و ابتلا
ار کوچک و دردناك یبسيبوسیله تاول هایه تناسلیناحی، و گاههی، ندرتاً قرنه دهانی، لثه ها و ناح، معمولاً لب هايمارین بیدر ا.کنندیدا میروس تماس پیوبا یسالگ5از 

بروز ریزش اشک ت به نور، و ی، حساساردوجود ديزین که در چشم چیچشم ، احساس ايچون درد و قرمزیمی، علاز دچار عفونت شودیاگر چشم نشوند.یگرفتار م
افته باشند یکه بهبود نیتب خال تا زمانيابد. تاول ها و زخم هاییا مدفوع انتقال می، ادرار ی، چشمیا تماس با ترشحات بزاقیق تماس فرد به فرد یروس از طریوکنند.یم

7تا 4معمولاً يماریعلائم ب.استیت جنسیتماس با آن بیشتر در دوران بعد از بلوغ و شروع فعالکند ویجاد میایتناسليهااغلب تبخال2تیپروس یوهستند.يمسر
می تواند HSV. عفونتهاي بدون علامت ، ابتلا بدون علامت می باشد، در اغلب موارد. البتهمی نمایدروس بروزیويا ترشحات حاویروس یروز بعد از تماس با فرد حامل و

همچنین عفونتهاي هرپسی در افراد مبتلا به نقص سیستم ایمنی و بیماران تحت درمان با داروهاي ایمونوساپرسیو معمول می .املگی و در افراد سالم رخ دهدحدوراندر 
جاد یایدردناکيهاشوند و زخمیپاره ماست که بعداًیۀ تناسلیکوچک آبدار در ناحيهاش تاولیدای، پجادی، در صورت اتبخال تناسلی يمارین علامت بیترعیشا.باشد

، استفراغ و ، سردردهمچون تبیعلائمیروس به دستگاه عصبیافراد به دنبال انتشار وی. در برخنال هم مشاهده شودیواژیها ممکن است ترشحات آبک. در خانمکنندیم
یتبخاليهاتواند باعث انتقال عفونتیافراد آلوده می، تماس پوست با ترشحات تنفسیر تماس جنسعلاوه ب.شودیجاد میایعات تناسلیروز بعد از ضا12تا 3گردن یسفت

ن انتقال یهمچن.هستندیتبخاليهايماریاکتساب بيبرايشتریها در معرض خطر بشگاهی، کارکنان بیمارستان ها و آزمااز جمله دندانپزشکانین حرف خاصیشود لذا شاغل
و سپس در طی زمان کاهش می یافتههفته پس ازعفونت افزایش 4-6معمولا1،2HSVًآنتی بادیهاي مهم انتقال است.ياز راههایکیمان ین زایزند در حاز مادر به فر

.کلینیکی مهم می باشد، در غیاب علائم جداسازي آنتی بادي اختصاصی تولید شده بر علیه آنتی ژنهاي اختصاصی این ویروس در تشخیص عفونت حاد یا مزمنیابند.

:شیساس آزماا

. در صورت شوندیخته میق شده داخل چاهکها ریرقينمونه ها،شیآزماهنگامدر (coating).ده اندیبه داخل چاهک ها متصل گرد1،2HSVيژنهایت آنتین کیدر ا 
متصل HRPم یکه به آنزIgGضد يبادیبا افزودن آنتسپس.گردندیچاهک متصل مکفيژنهایها به آنتیبادین آنتیا1،2HSVيژنهایه انتیعليبادیوجود آنت

یخته میمحلول رنگزا داخل چاهکها ر،پس از شستشو.گرددیآنها متصل مز به ینIgGومن یهیآنت،IgGاز نوع 1،2HSVضد يهايبادیآنتدر صورت وجود،شده
ين جذب نورید که بهترینمایل میرا به زرد تبدیرنگ آب،. افزودن محلول متوقف کنندهل شده در چاهکها استیتشکیمنیامتناسب با کمپلکس،یکه شدت رنگ آبشود

.نانومتر دارد450را در طول موج 

ت :یات کیمحتو

1،2HSVHSV 1,2يژنهایداده شده با آنتپوشش يچاهکهايحاوخانه 96ت یپل)1 coated plate)(.
ها.نمونهق کردنیمحلول جهت رقتریلیلیم50يحاوهر یکالیودو:(Sample Diluent)ق کننده نمونهیمحلول رق)2
.دازیم پراکسیآنزمتصل شده به یانسانIgGضد يبادیتر آنتیلیلیم12يال حاویک وی: (Enzyme Conjugate)م کنژوگه آماده مصرف یمحلول آنز)3
Standards)هااستاندارد)4 set) :5200و100, 50, 10, صفريشامل غلظت هااستانداردالیوAU/ml1،2ضديبادیاز آنتHSV از نوعIgG)صفر و استاندارد

.)می باشندمیلی لیتر5/1حاوي میلی لیتر و سایر استانداردها2حاوي 10
.با غلظت مشخص درج شده بر روي برچسب ویالHSVعلیه IgGر سرم حاوي میلی لیت5/1: یک ویال شامل (Control Serum)سرم کنترل )5
.)آب اکسیژنه (آماده براي مصرفتر تترا متیل بنزیدین ویلی لیم12حاويال یویک : (Chromogen-Substrate)ک مرحله اي یمحلول رنگزاي )6
Wash)محلول شستشو)7 Solution) :ظ (یحلول شستشوي غلتر میلی لیم50ال حاوي یک ویX20(ه محلـول  ی ـ% تـوئین . جهـت ته  05/0محلول بافر فسـفات و  داراي

.دییق نمایرق20/1از را با آب  مقطر به نسبت ی، مقدار مورد نشستشوي آماده مصرف
نرمال .یکتر اسید کلریدریک یلی لیم12حاويال یک وی: )Stop Solutionمحلول متوقف کننده ()8
. تیصوص پلبرچسب مخ)9
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:باشندیت موجود نمیاز که در کیل مورد نیمواد و وسا

.لتر رفرانس)ینانومتر  به عنوان ف630نانومتر (و در صورت امکان 450لتر یفيداراریدر زایالادستگاه)1
.قیدقمیکرولیتري 100و 10يسمپلرها)2
.آب مقطر)3

: مصرف کنندگانينکات قابل ذکر برا

ت قابل استفاده هستند .ین کیت تنها براي مصرف در همین کیات ایمحتو) 1
-Antiاین کیت صرفا جهت اندازه گیري ) 2 HSV 1,2 IgGدر سرم و پلاسماي انسانی طراحی و ساخته شده است.
د .ییتها با شماره ساختهاي مختلف جداً خودداري نمایات کیاز مخلوط کردن محتو) 3
 ـ، جهـت احت باشـند یم ـن عوامل یاند و فاقد ادهیکنترل گردHIVو HCVضد وآنتی بادیهاي HBsAgدارند از نظر وجود یت که منشاء سرمیوجود در که مواد میکل) 4 اط  ی

.زندیم با مواد بپرهید از تماس مستقنکنیت کار میبهتر است کاربرانی که با ک

: يط نگهداریشرا

.  دیینمايگراد نگهداریدرجه سانت8تا 2ين دمایخچال بیت را دریک) 1
.ماه میباشد4س از باز کردن کیسه آن پري پلیت اپایدد .یینماير نگهداریت همراه با نمگیسه مخصوص پلیچاهکها را در ک) 2
.باشدیک از آنها میهر ينوشته شده بر رويان مدت انقضایت تا پایات کیمحتويداریپا) 3
میلی لیتر از 50(بطور مثال می توان با آب مقطر رقیق کنید20به 1غلیظ را به نسبت يلول شستشوي آماده مصرف ، مقدار لازم از محلول شستشوجهت تهیه مح) 4

ته در یخچال نگهداري هفقابل ذکر است که پس از تهیه محلول شستشوي آماده مصرف می توان آنرا یک. غلیظ را با آب مقطر به حجم یک لیتر رساند)ي محلول شستشو
. دیگر قابل استفاده نمی باشد،کرد و پس از یک هفته

نمونه : يو آماده سازيجمع آور

يگهدارنيبرایشود وليگراد نگهداریدرجه سانت2-8يمدت دو روز در دمايتواند برای، نمونه مخون استفاده نمودسلولهايتوان پس از جدا نمودن ازیا پلاسما را میسرم 
از نمونه هاي مشکوك به آلودگی میکروبی .ز شود)ینمودن نمونه پرهFreeze-thawد از یبا(در ضمنگراد استفاده گرددیدرجه سانت- 20يد از دمایش از مدت دو روز بایب

.جهت انجام آزمایش استفاده نشود

:یحات عمومیتوض

. د به درجه حرارت اتاق برسندیها باش تمام مواد و نمونه یقبل از شروع مراحل آزما) 1
.رندید بدون توقف انجام پذیه مراحل بایش کلیمحض شروع آزماه ب) 2
.هر نمونه استفاده شوديک بار مصرف براید از نوك سمپلر یبا) 3
.باشدیم ساعت قابل قرائت میچاهکها حداکثر تا نيجذب نور،پس از افزودن محلول متوقف کننده) 4
.دنه شوین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیچاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخريد شستشویج مطلوب بایکسب نتايراب) 5
.دیزینگ تمام محلولها و نمونه ها را در وسط و ته چاهکها بریدر هنگام سمپل) 6
از را یمورد نيش تمام مواد و محلولهایگردد قبل از شروع آزمایشنهاد مین پیبنابرا.باشدیون مناسب میزمان انکوباس،جه مطلوبین فاکتورها در حصول نتیاز مهمتر) 7

.شودیق تر میج دقینگ باعث نتاین مراحل سمپلیبین عمل با کاهش فاصله زمانی، ادیرا باز کنآنها آماده نموده و درب 

:شیمراحل انجام آزما

. دیقرار داده و درب آن را ببندتیپليمخصوص نگهدارسهیر درون کیچاهکها را به همراه نمگسایرتخاب کرده و مورد نظر را انيتعداد چاهکها)1
ق کننده نمونه) . یتر محلول رقیلیلیم1تر نمونه با یکرولیم10د (یق کنیرق101به 1ق کننده نمونه به نسبت یبا کمک محلول رقنمونه ها را )2
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.ندارنديق سازیبه رقيازینوت آماده مصرف بودهیکو کنترلااستاندارده:توجه
:دیزیر در چاهک ها بریق شده را طبق دستور زیرقينمونه ها، سرم کنترل و تر ازاستانداردها یکرولیم100)3

.دینمونه ها استفاده کنيچاهک ها را براسایر.دیزیب بریترتصورت دوپلیکیت و بهرا به چاهک بعد سرم کنترل 2و در اول استانداردها ردیفچاهک 10در
د.یدرجه سانتی گراد) انکوبه کن22–28(اتاقيقه در دمایدق30مدت ي، چاهکها را براتیپس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پل)4
توان از یک در دسترس نباشد میشستشو چنانچه دستگاه واشر اتوماتيبرا.دییآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5کرده و چاهکها را یات چاهکها را خالیحتوم)5

ش یجه آزمایجاد خطا در نتیتواند موجب ایرا میگر وارد نشود زیک چاهک به چاهک دید مواظب بود که محلول شستشو از یبایاستفاده نمود ولسرنگا یکاناله و 8سمپلر 
،ات شستشویعمليد و در انتهایینمایخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خالیتر محلول شستشو در هر چاهک ریکرولیم300ستشو حدود. در هر دفعه شگردد

.دخارج شونید تا قطرات اضافیبکوبریا کاغذ نمگیک پارچه یيم بر رویبا ضربات ملاوچاهکها را در حالت وارونه
.دیزیبرهاچاهککنژوگه آماده مصرف را  به داخلمیمحلول آنزتر ازیکرولیم100) 6
د.یینماانکوبه) گرادسانتیدرجه22–28(قه در درجه حرارت اتاقیدق30چاهکها را به مدت ، تیپس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پل)7
.)5(همانند بند دییآماده مصرف بشويوبار با محلول شستش5کرده و چاهکها را یات چاهکها را خالیمحتو) 8
د .ییاضافه نماها) به چاهکChromogen-Substrateتر محلول رنگزا (یکرولیم100) 9

د .ییانکوبه نمایکیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریدق15چاهکها را به مدت )10
هر چاهک از يسنجش جذب نوريد. براییرا متوقف نمایمیآنزيادامه واکنشها،به هر چاهکStop)(Solutionمتوقف کنندهتر محلول یکرولیم100با اضافه کردن ) 11

.لتر رفرانس استفاده گرددیبه عنوان فnm630لتریشود از فیه میوصت. دییچاهکها را قرائت نمايو جذب نورنمودهاستفاده nm450لتر یدر با فیزاریدستگاه الا

: شیآزمایابیارزش

:گرددیمیر ارزشمند و قابل گزارش تلقیط زیش با داشتن شرایمان آزیا
ح صورت نگرفته و یا محلول کروموژن کیت یتشو به طور صحاحتمالاً شسين جذب نوریشتر بودن ایدر صورت ب. استاندارد صفريبرا1/0کمتر از ين جذب نوریانگیم

.کرده و محلول کروموژن را از نظر وجود رنگ آبی بررسی کنیدحل شستشو دقتدر مرا،ش را دوباره انجام داده یآزما.آلوده شده است
شتر از استاندارد صفر باشد .ید بیبا10استاندارد ين جذب نوریانگیم
در این استکیت ا یرد و ر خراب شدن استانداانگیب200براي استاندارد 5/1جذب نوري کمتر از .ضروري است 200استاندارد يبرا5/1شتر از یبين جذب نوریانگیم .

. دیکنیرا بررساستانداردو ت یخ انقضاء کیحالت تار

: جیمحاسبه نتا

توان استفاده نمود . یمnm450در طول موج يت سنجش جذب نوریبا قابلریدر زایالااز هر دستگاه
. دی) بخوانnm630لتر رفرانس ی(و در صورت امکان در مقابل فnm450در طول موجریدر زایالانمونه ها را به کمک دستگاه واستانداردها يجذب نور

:محاسبه کمی) الف

يمحور عمودياستانداردها را روين صورت که جذب نوریبه ادیرسم کن(Point to point)ياستانداردها وغلظت معلوم آنها نمودارين جذب نوریانگیبا استفاده از م) 1
(Y)یمحور افقيروارو غلظت آنها(X)تادییگر وصل نمایکدید . نقاط بدست آمده را به یبه دست آورهر استاندارديرا برايجذب نورغلظت ویبرده و نقطه تلاق

.  استاندارد رسم شودیمنحن
که خط بر ید بطوریوصل نمائیبه منحنیذکور را توسط خطنقطه مد . یدا کنیمحل آن را پيمحور عموديهر نمونه را به دست آورده و رويبراين جذب نوریانگیم) 2

مقدار غلظت را نشان خواهد ین خط با محور افقیای. نقطه تلاقدیرسم کنیبر محور افقعمودیخط،یخط و منحنیاز محل تلاقسپسکاملاً عمود باشد و يمحور عمود
.داد

مقدارکه يافراد.دار منفی و بالاتر از این مقدار مثبت تلقی می شوندقپایین تر از این ممقادیر.می باشد10AU/mlمعادل استاندارد cut-offمقدار ،ت نرمال یجمعدریک
.آزمایش شونداًمجددتازه يا پلاسمایبا استفاده از سرم و یپس از مدتباید وبودهکوك باشد مشیم9AU/ml-11ن یآنها بيبادیآنت
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:اصلهحدارد ها و نمودار استانينمونه جذب نور

Standard curve
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.دیرسم نمايدیجدید منحنیش بایشگاه در هر دفعه انجام آزمایهر آزماباشد وینمونه ممربوطه فقط به عنوان یو منحنينوريجذبها:توجه

:یمحاسبه کیف)ب

:را بدست آوریدAU/ml10میانگین جذب نوري استاندارد  ،Cut-offمقدارجهت محاسبه) 1

Cut-off value = Mean OD of standard 10 AU/ml

:بدست آوریدCut-offمقدار ایندکس را از تقسیم جذب نوري نمونه ها بر مقدار ،براي تعیین جوابهاي مثبت و منفی) 2

Cut-off Index (COI) = OD of sample/Cut-off value

می باشد مشکوك بوده و باید پس 9/0-1/1نمونه هایی که مقدار ایندکس آنها .منفی قلمداد می شوند9/0مثبت و پایین تر از 1/1بر اساس این فرمول مقادیر بالاتر از 
.آزمایش شونداًاز مدتی با استفاده از سرم یا پلاسماي تازه مجدد

: ییاجرايشاخصها

:حساسیت) 1

این با توجه به نتایج بدست آمده حساسیت .آزمایش شدند که همگی مثبت بودنداین کیتزاي مرجع توسط یروش کمی لومینسانس و الابهید شده یعدد سرم مثبت تا250
.یدي معتبر قابل مقایسه می باشدیروشهاي تادر صد بوده و با کیتها و1،2HSV100علیه IgGجهت اندازه گیري آنتی باديکیت

: اختصاصیت)2

اساس نتایج بدست آمده اختصاصیت . برهمگی منفی بودندکیت حاضر شدند که باآزمایش روش کمی لومینسانس و کیت این بابه طور همزمان نمونه سرم منفی 120تعداد
.می باشددرصد100کیت در حدود

:آزمایشدقت )3

ضعیفمثبت و مثبت کیت از یک سري ساخت) بوسیله سرم منفی ،پذیري کیت ، آزمون هاي دقت درون سنجی (در یک کیت) و میان سنجی (بین چندجهت بررسی تکرار
.آمده استزیرانجام شد که نتایج آن در جداول 

AU/mlاستانداردها  )

(
جذب نوري 

0 03/0
10 36/0
50 28/1
100 70/1
200 20/2
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:)Intra-assay(سنجیدرونآزمون دقت -
%AU/ml(SDCV(تگین غلظمیانتستتعداد دفعات تکرار

205/33/06/8نمونه منفی
1201372/58/3نمونه مثبت 
220149/04/6نمونه مثبت 

:)Inter-assay(سنجیمیانآزمون دقت -
%AU/ml(SDCV(میانگین غلظتتستتعداد دفعات تکرار

100/437/02/9نمونه منفی
1101461/62/4نمونه مثبت 
210150/17/6نمونه مثبت 

.، به صورت دوپلیکیت انجام شده است*هر سري آزمایش
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به صورت شماتیکIgGHSV1,2روش انجام آزمایش

1،2HSVيژنهایکوت شده با آنتيچاهکها

نمونه سرم کنترل استانداردها محلولها
- - میکرولیتر100 استانداردها
- میکرولیتر100 - سرم کنترل

میکرولیتر100 - - نمونه رقیق شده
برچسب پلیت را برداشته و .دقیقه  در دماي  اتاق  انکوبه کنید30.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید

.یدیبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو .محتویات چاهکها را خالی کنید
یترمیکرول100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 کنژوگه آماده مصرف

برچسب پلیت را برداشته و .دقیقه  در دماي  اتاق  انکوبه کنید30.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید
.یدیبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو .محتویات چاهکها را خالی کنید

میکرولیتر100 لیترمیکرو100 میکرولیتر100 محلول رنگزا
د.یانکوبه کنیکیاتاق و در تاريقه در دمایدق15

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده
نانومتر450چاهکها را در طول موج يجذب نور

د.یلتر رفرانس) قرائت کنینانومتر به عنوان ف630(و در صورت امکان 


