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٩٣آبان–سوم ویرایش

ضد اکینوکوکوس به روش الایزاIgGکیت سنجش آنتی بادي

:مقدمه

گرگ و روباه مشاهده ،میلیمتر که گونه هاي مختلف آن بیشتر در سگ سانان شامل سگ6تا 1انگلی است از کلاس سستودها به طول گرانولوزوساکینوکوکوس
ی یدر روده باریک میزبان نهااکینوکوکوس. کرم بالغ ) را می نمایددماري اکینوکوکوزیس (هیداتیدوز یا بیماري هیداتیآلودگی انسان به لارو این انگل ایجاد بی.گردیده اند

،یط اطراف پخش می گردندزندگی می کند و تخمهاي زیادي را از طریق پروگلوتیدهاي بالغ خود به داخل روده آزاد می کند که این تخمها از طریق مدفوع میزبان به مح
در داخل روده باریک این میزبان باز شده و انکسفر از آن خارج می گردد که این انکسفر دیواره روده را سوراخ ،چنانچه این تخمها توسط میزبان واسط مناسب بلعیده شوند

. معمولاً ین می گردد و در آنجا ایجاد کیست می نمایدبویژه کبد و ششها) جایگز(کرده و وارد سیستم گردش خون گردیده و سپس در یکی از ارگانهاي بدن میزبان واسط 
در اکثر موارد ،م بالینی بوده و تنها در زمانیکه کیست بزرگ شده و به عضو مورد تهاجم فشار می آورد مشخص می گرددئآلودگی به این انگل براي سالها بدون علا

از نظر پراکندگی اکینوکوکوس گرانولوزوس .قلب و سایر ارگانها نیز بوجود می آید،استخوان،ر مغزکیست در کبد و ششهاي میزبان واسط ایجاد میگردد ولی به ندرت د
اگر چه عفونت انسان به لارو این انگل به .تقریباً در تمامی دنیا مشاهده می گردد ولی فراوانی آن در مناطقی که سگها از لاشه هاي آلوده تغذیه می کنند بیشتر است

تا کنون.ت عدم درمان می تواند کشنده باشدولی ابتلا انسان به این لارو با ایجاد کیست یا تومور انگلی در ارگانها همراه  میباشد که در صور، ق می افتدندرت اتفا
از حساسیت و اختصاصیت االایزمیان تست آنابداع گردیده اند که در ELISAوIFA،IHAشاملهیداتیدوزروشهاي مختلف سرولوژي جهت تشخیص بیماري 

به نظر می رسد که ایجاد ،البته پاسخ ایمنی بدن نسبت به این انگل به مسائل دیگري از جمله محل ایجاد کیست و اندازه آن نیز بستگی دارد،مناسبی برخوردار می باشد
در ضمن مشاهده گردیده است که پارگی و ترکیدن ، تري همراه استطحال و مغز با ایجاد آنتی بادي قابل سنجش بیش،کیست در استخوان و کبد نسبت به ششها

.  باعث تحریک ناگهانی سیستم ایمنی در ترشح آنتی بادي می گرددکیست

:اساس آزمایش

شده داخل چاهکها ریخته در خلال آزمایش نمونه هاي رقیق، (Coating)به داخل چاهکها متصل گردیده استاکینوکوکوسدر این تست آنتی ژنهاي خالص شده 
IgGبا افزودن آنتی بادي ضد ، این آنتی بادي ها به آنتی ژنهاي کف چاهک متصل می گردنداکینوکوکوسمی شوند در صورت وجود آنتی بادي علیه آنتی ژنهاي 

، پس از شستشو،نیز به آنها متصل می گرددIgGیومن آنتی هIgGاز نوع اکینوکوکوسمتصل شده در صورت وجود آنتی بادي هاي ضد HRPانسانی که به آنزیم 
افزودن محلول متوقف کننده رنگ ،محلول رنگزا داخل چاهکها ریخته می شود که شدت رنگ آبی پدید آمده با کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها متناسب است

. نانومتر دارد450آبی را به زرد تبدیل می نماید که بهترین جذب نوري را در طول موج 

:محتویات کیت

Echinococcus)اکینوکوکوسحاوي چاهکهاي پوشش داده شده با آنتی ژنهاي خانه 96پلیت )1 Coated Plate).
.میلی لیتر محلول جهت رقیق کردن نمونه ها50ویال حاوي 2: (Sample Diluent)محلول رقیق کننده نمونه )2
.آماده مصرفشده به آنزیم پراکسیدازانسانی متصلIgGمیلی لیتر آنتی بادي ضد 12: یک ویال حاوي (Enzyme Conjugate)محلول آنزیم کنژوگه )3
.میلی لیتر آماده مصرف2ویال حاوي یک: (Negative Control)کنترل منفی )4
.میلی لیتر آماده مصرف1ویال حاوي یک: (Positive Control)کنترل مثبت )5
.)X20میلی لیتر محلول شستشوي غلیظ (50: یک ویال حاوي (Wash Solution)محلول شستشو)6
.میلی لیتر (آماده مصرف)12یک ویال محتوي :(Chromogen-Substrate)محلول رنگزاي یک مرحله اي )7
.میلی لیتر12: یک ویال محتوي)Stop Solution(همحلول متوقف کنند)8

.مواد و نمونه هامواد داخل چاهکها در هنگام انکوباسیونجهت جلوگیري از تبخیرسب مخصوص پلیتبرچ)9

:وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نمی باشند

.رفرانس)نانومتر به عنوان فیلتر630امکان (و در صورت نانومتر450با فیلتر ریدردستگاه ا لایزا)1
.دقیقمیکرولیتري100و 10سمپلر هاي)2
.آب مقطر)3
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: نکات قابل ذکر براي مصرف کنندگان

شده است .تعبیه محتویات این کیت براي مصرف در همین کیت ) 1
.یدیداري نمادمختلف جداً خولاتهاياز مخلوط کردن محتویات کیتها با شماره ) 2
جهت ، کنترل گردیده اند و فاقد عوامل بیماریزا می باشندHIVو HCVو آنتی بادي هاي ضدHBsAgز نظر وجود کلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرمی دارند ا) 3

.از تماس مستقیم با مواد بپرهیزدنندکه با کیت کار می کبهتر است کاربرانیاحتیاط
.درجه سانتی گراد قابل نگهداري و مصرف می باشد2-8ک هفته در شرایط با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت ی20/1محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت ) 4

:شرایط نگهداري

ید .یدرجه سانتی گراد نگهداري نما8ا ت2یخچال بین دماي کیت را در) 1
ید .یپلیت همراه با نمگیر نگهداري نماچاهکها را در کیسه مخصوص ) 2
.شده بر روي هر یک از آنها می باشدیادضايپایداري محتویات کیت تا پایان مدت انق) 3
.درجه سانتی گراد قابل نگهداري و مصرف می باشد2-8رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط 20/1محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت )4

:جمع آوري و آماده سازي نمونه

درجه سانتی گراد نگهداري شود ولی براي 8تا 2، نمونه می تواند براي مدت یک هفته در دماي استفاده نمودسرم یا پلاسما را می توان پس از جدا نمودن از خون 
.درجه سانتی گراد استفاده گردد-20نگهداري بیش از مدت یک هفته باید از دماي 

: توضیحات عمومی

. رارت اتاق برسندقبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه ها باید به درجه ح)1
.محض شروع آزمایش کلیه مراحل باید بدون توقف انجام پذیرنده ب) 2
.باید از نوك سمپلر یک بار مصرف براي هر نمونه استفاده شود) 3
.پس از افزودن محلول متوقف کننده جذب نوري چاهکها حداکثر تا نیم ساعت قابل قرائت می باشد) 4
.   شودباید شستشوي چاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیهبراي کسب نتایج مطلوب) 5
.در هنگام سمپلینگ تمام محلولها و نمونه ها را در وسط و ته چاهکها بریزید) 6
هاد می گردد قبل از شروع آزمایش تمام مواد و محلولهاي مورد نیاز را ، بنابراین پیشنصول نتیجه مطلوب زمان انکوباسیون مناسب می باشدحاز مهمترین فاکتورها در ) 7

.آماده نموده و درب محلولهاي مورد نیاز را باز کنید، این عمل با کاهش فاصله زمانی بین مراحل سمپلینگ باعث نتایج دقیقتر می شود
.دقیقه بطول نیانجامد5ن ریختن نمونه ها بیش از بهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زما7به دلیل مشابه در بند ) 8

:مراحل انجام آزمایش

چاهکها را به همراه نمگیر درون کیسه مخصوص نگهداري پلیت قرار داده و سایر) مورد نظر را انتخاب کرده و Coated Wellsتعداد چاهکهاي پوشش داده شده () 1
. درب آن را ببندید

.میلی لیتر محلول رقیق کننده نمونه)1میکرولیتر نمونه با 10رقیق کنید ( 101به 1مک محلول رقیق کننده نمونه به نسبت نمونه ها را  با ک) 2
.کنترلهاي کیت آماده مصرف بوده نیازي به رقیق سازي ندارند:توجه

:بریزیدمیکرولیتر از کنترلها و نمونه هاي رقیق شده را طبق دستور زیر در چاهک ها100) 3
چاهک اول را به عنوان بلانک انتخاب نموده و در آن چیزي نریزید.
 . براي کنترل منفی دو چاهک و براي کنترل مثبت یک چاهک  را در نظر بگیرید
چاهک ها را براي نمونه ها استفاده کنیدسایر.
.دقیقه در دماي اتاق  انکوبه کنید30، چاهکها را براي مدت پس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پلیت) 4
. (براي شستشو چنانچه دستگاه واشر اتوماتیک در دسترس نباشد می توان یدیبا محلول شستشوي آماده مصرف بشوبار5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را ) 5

، ظب بود که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا می تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش گرددکاناله استفاده نمود ولی باید موا8از سمپلر 
ید و در انتهاي عملیات شستشو یمیکرولیتر محلول شستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خالی نما300در هر دفعه شستشو حدود

.ا را در حالت وارونه و با ضربات ملایم بر روي یک پارچه یا کاغذ نمگیر بکوبید تا قطرات اضافی خارج شوند)چاهکه
.کنژوگه را داخل کلیه چاهکها به استثناي چاهک بلانک بریزیدمیکرولیتر از محلول آنزیم100) 6
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.یدیدر دماي اتاق انکوبه نمادقیقه 30پس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پلیت چاهکها را به مدت ) 7
.) 5(همانند بند یدیبا محلول شستشوي آماده مصرف بشوبار5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را ) 8
ید .ی) به هر چاهک اضافه نماChromogen-Substrateمحلول رنگزا (رمیکرولیت100) 9

ید .یو در تاریکی انکوبه نمارت اتاق دقیقه در درجه حرا15چاهکها را به مدت ) 10
. براي سنجش جذب نوري هر یدیواکنشهاي آنزیمی را متوقف نمابه هر چاهک ادامه(Stop Solution)میکرولیتر محلول متوقف کننده 100با اضافه کردن ) 11

عنوان بهnm630. (توصیه میشود از فیلتر یدیل بلانک قرائت نمارا در مقابید و جذب نوري تمامی چاهکها یاستفاده نماnm450چاهک از دستگاه الایزاریدر با فیلتر
.فیلتر رفرانس استفاده گردد)

:ارزشیابی آزمایش

:این آزمایش با داشتن شرایط زیر ارزشمند و قابل گزارش تلقی می گردد
 احتمالاً محلول رنگزا آلوده شده است، در صورت بیشتر بودن جذب نوري بلانک براي بلانک1/0جذب نوري کمتر از .

.جذب نوري بلانک از جذب نوري کنترلهاي ذکر شده کم شوددر موارد زیر باید
 آزمایش را دوباره ، در صورت بیشتر بودن این جذب نوري احتمالاً شستشو به طور صحیح صورت نگرفته استبراي کنترل منفی2/0میانگین جذب نوري کمتر از ،

.داده و در مراحل شستشو دقت کنیدانجام
 تاریخ انقضاء کیت و کنترل را بررسی کنیداستمعرف یا کنترلبیانگر خراب شدن 6/0. کمتر بودن از  براي کنترل مثبت6/0میانگین جذب نوري بیشتر از ، .

: محاسبه نتایج

می توان استفاده نمود . nm450با قابلیت سنجش جذب نوري در طول موجریدراز هر دستگاه الایزا
. ) بخوانیدnm630(و در صورت امکان در مقابل فیلتر رفرانس nm450در طول موج ریدرجذب نوري کنترل ها و نمونه ها را به کمک دستگاه الایزا) 1
Cutجهت محاسبه ) 2 - offهمه نمونه ها و کنترلها کم نمود)د (جذب نوري بلانک را باید از جذب نوري ییاز فرمول زیر استفاده نما.

25/0Cut-off+میانگین جذب نوري کنترل هاي منفی =

بالاتر از 10ی که جذب نوري ینمونه ها %cut-off دارند از جهت داشتنIgG مثبت تلقی می شونداکینوکوکوساختصاصی ضد.
کمتر  از 10ی که جذب نوري ینمونه ها %cut-offد از جهت داشتن دارنIgG منفی تلقی می شونداکینوکوکوساختصاصی ضد.
پائین تر از 10ی که جذب نوري آنها در فاصله ینمونه ها %cut-off بالاتر از 10تا %cut-off قرار دارد از جهت داشتنIgG مشکوك اکینوکوکوساختصاصی ضد

ً در فاصله ذکر ˝ا بر روي نمونه سرم و یا پلاسماي تازه تکرار نمود که چنانچه جذب نوري نمونه مجدداهفته بعد دوباره تست ر4تا 2تلقی شده و باید به فاصله 
.منفی تلقی می شوداکینوکوکوساختصاصی ضد IgGشده باقی بماند از جهت داشتن 

:شاخص هاي اجرایی

:حساسیت و اختصاصیت)1
از این تعداد نمونه.مورد بررسی قرار گرفتندبودندکیست هیداتیدنشانه هاي مرتبط باعلق به افراد داراي علایم ونمونه مشکوك به عفونت اکینوکوکوس که مت36تعداد

با کیت بنابراین نتایج به دست آمده از کیت الایزاي پیشتاز طب .عدد از نمونه ها منفی شدند25وعدد آنها با کیت الایزاي تجاري به صورت مثبت تایید گردید11، 
. الایزاي تجاري مورد مقایسه قرار گرفتند

11/10×100=%91:حساسیت نسبی
25/24×100=%96:اختصاصیت نسبی

36/34×100=%94:صحت نسبی

کیت الایزاي پیشتاز طب

کیت الایزاي تجاري
مجموع نمونه هامنفیمثبت

+10111
-12425

36مجموع
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:) تست همبستگی2

نمونه سرم منفی 167مونه سرم مثبت ون5با هر دو روش تعداداز کل نمونه ها . نمونه سرم با کیت الایزاي پیشتاز طب و کیت الایزاي مرجع تست شدند175تعداد 
.درصد توافق بین دو روش)98(شدند

:) تکرار پذیري3

ها در ODدر این ارتباط ضریب تغییرات به دست آمده براي.در روزهاي مختلف می باشداز تست کنترل منفی و کنترل مثبتبه دست آمدهبصورت محاسبه نتایج
.درصد مشخص گردید3-10نانومتر بین450طول موج

:اسی)-(اینترا1جدول شماره

:اسی)-(اینتر2جدول شماره 

.انجام شده است Duplicateهر سري آزمایش بصورت
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کیت الایزاي پیشتاز طب
(Hydatid IgG)

کیت الایزاي تجاري

مجموع نمونه هامنفیمثبت
+527
-1167168

6169175مجموع

CV
(%)

SD
میانگین
OD

تعداد دفعات تکرار تست

6/6 004/0 06/0 24 کنترل منفی
1/3 074/0 35/2 24 کنترل مثبت

CV
(%)

SD
میانگین
OD

عات تکرار تستتعداد دف

8/9 0069/0 07/0 10 کنترل منفی
5/4 108/0 41/2 10 کنترل مثبت
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بصورت شماتیکEchinococcusروش انجام آزمایش

چاهکهاي کوت شده با آنتی ژنهاي اکینوکوك
نمونه نترل هاک بلانک هامحلول

- میکرولیتر100 - کنترل ها
میکرولیتر100 - - نمونه رقیق شده

برچسب پلیت را .دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید30.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید
.دیشویبار چاهکها را ب5طبق دستور شستشو .برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید

میکرولیتر100 میکرولیتر100 - کنژوگه آماده مصرف
برچسب پلیت را دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید.30.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید
.یدیبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید.

میکرولیتر100 رولیترمیک100 میکرولیتر100 محلول رنگزا
.دقیقه در دماي اتاق و در تاریکی انکوبه کنید15

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده

نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس) قرائت 630(در صورت امکان نانومتر450جذب نوري چاهکها را در طول موج 
.کنید


