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به روش الایزاسایتومگالوویروسضد IgMکیت سنجش آنتی بادي 
:مقدمه

، هـرپس ویروسـها ویروسـهاي بـزرگ    .هرپس ویروسی است که در همه جا پراکنده بوده و از عوامل شایع بیماري در انسان به شمار مـی رود (CMV)سایتومگالوویروس 
بزرگترین محتواي CMV.استپایدار در میزبان و ایجاد دوره هاي فعالیت مجدد ته آنها توانایی در ایجاد عفونت دو رشته اي خطی می باشند که ویژگی برجسDNAداراي 

مخفی و بدون علامت در بدن ایجاد کـرده و در  ،تحت بالینی بوده و این ویروس می تواند عفونت پایدارCMVاکثر عفونتهاي .ژنتیکی را بین هرپس ویروسها دارا میباشد
گلو و ادرار دفع می راهها بطور متناوب ازل. ویروس پس از عفونت اولیه ماهها تا سارگانهایی از جمله کلیه و قلب و همچنین در سلولهاي لکوسیت تک هسته اي باقی بماندا

اولین عامل مرگ و CMV، پنومونی بینابینی با استخواندر دریافت کنندگان مغز.در کودکان سنین بالاتر و بزرگسالان مشاهده می شودCMVمونونوکلئوز ناشی از شود.
ممکن است در داخـل رحـم و یـا بلافاصـله پـس از تولـد رخ       این ویروسعفونت مادرزادي با .، منتشر می شودمیر بوده و در افراد مبتلا به ایدز عفونت سایتومگالوویروس

میکروسفالی ، تورم همزمان کبد و طحال(هپاتواسـپلینومگالی) و عقـب مانـدگی ذهنـی را بـه      وارضی نظیر دهد.این نوع عفونت ممکن است منجر به مرگ جنین شده و یا ع
افـزایش عیـار آنتـی    سـایتومگالوویروس براي تشخیص دقیق و درست عفونت با .تشخیص عفونت در دوران حاملگی حایز اهمیت می باشد،رواز این .دنبال داشته باشد

ابلیـت  قکیت حاضـر  .در یک نمونه منفرد لازم استCMVاختصاصی ضد IgMیا شناسایی ودنروز گرفته شده باش10سرمی که حداقل به فاصله در دو نمونهIgGبادي 
.را با حساسیت و اختصاصیت بالا دارا می باشدضد سایتومگالوویروسIgMسنجش آنتی بادي

:ساس آزمایشا

.نمونه هاي رقیق شده داخل چاهکها ریخته می شوند،آزمایشهنگامدر (coating).داخل چاهک ها متصل گردیده اندIgMهیومنبادي از نوع آنتی در ا ین کیت آنتی 
ژنبا افزودن آنتی سپس.کف چاهک متصل می گردندبادي هاياین آنتی بادیها به آنتی سایتومگالوویروسنتی ژنهاي آعلیه IgMدر صورت وجود آنتی بادي

آنها متصل نیز به HRPوژنآنتی مجموعه ،IgMاز نوع سایتومگالوویروسدر صورت وجودآنتی بادي هاي ضد ،متصل شدهHRPکه به آنزیم تومگالوویروس سای
. افزودن محلول استمتناسب با کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها ،که شدت رنگ آبیمحلول رنگزا داخل چاهکها ریخته می شود،پس از شستشو.می گردد

نانومتر دارد.450رنگ آبی را به زرد تبدیل می نماید که بهترین جذب نوري را در طول موج ،متوقف کننده

محتویات کیت :

.IgMبادي از نوع آنتی هیومنآنتی داده شده با حاوي چاهکهاي پوششخانه 96پلیت ) 1 (Anti-human IgM coated plate)

.نمونه هامیلی لیتر محلول جهت رقیق کردن50حاوي هر یک ویال دوSample Diluent):(محلول رقیق کننده نمونه ) 2
.متصل شده به  آنزیم پراکسیدازCMVآنتی ژن میلی لیتر12یال حاوي یک و: (Enzyme Conjugate)محلول آنزیم کنژوگه آماده مصرف ) 3
% کاتن به عنوان ماده محافظ و سرم 05/0روتئین به عنوان پایدار کننده و داراي پ،میلی لیتر محلول بافري2: یک ویال حاوي (Positive Control)کنترل مثبت سرم ) 4

.سایتومگالوویروسعلیه IgMآنتی باديحاويانسانی غیر فعال شده ، 
% کاتن به عنوان ماده محافظ و سرم انسانی منفی از نظر آنتی 05/0میلی لیتر محلول داراي بافر فسفات و 2اوي : یک ویال ح(Negative Control)سرم کنترل منفی) 5

.سایتومگالوویروسعلیه IgMبادي
مصرف).آب اکسیژنه (آماده براي میلی لیتر تترا متیل بنزیدین و12حاويویال یک: (Chromogen-Substrate)محلول رنگزاي یک مرحله اي ) 6
% تـوئین . جهـت تهیـه محلـول     05/0محلـول بـافر فسـفات و    داراي)X20میلی لیتر محلول شستشوي غلیظ (50: یک ویال حاوي (Wash Buffer)محلول شستشو) 7

رقیق نمائید.20/1مقطر به نسبت ، مقدار مورد نیاز را با آب شستشوي آماده مصرف
نرمال .1میلی لیتر اسید کلرید ریک 12حاوي: یک ویال )Stop Solutionمحلول متوقف کننده () 8
. برچسب مخصوص پلیت) 9

:مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نمی باشند

.به عنوان فیلتر رفرانس)نانومتر 630نانومتر (و در صورت امکان 450داراي فیلتر ریدردستگاه الایزا)1
.سمپلر هاي دقیق)2
.طرآب مق)3
.C°37بن ماري یا انکوباتور )4
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نکات قابل ذکر براي مصرف کنندگان: 

.در همین کیت قابل استفاده هستندمحتویات این کیت تنها براي مصرف) 1
Antiاین کیت صرفا جهت اندازه گیري ) 2 CMV IgM پلاسماي انسانی طراحی و ساخته شده استدر سرم و.
.یدیاري نماختهاي مختلف جداً خوددمحتویات کیتها با شماره سااز مخلوط کردن ) 3
، جهت احتیاط  بهتر اند و فاقد این عوامل  می باشندکنترل گردیدهHIVو HCVآنتی بادیهاي وHBsAgکلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرمی دارند از نظر وجود ) 4

.تقیم با مواد بپرهیزندند از تماس مسناست کاربرانی که با کیت کار می ک

شرایط نگهداري : 

.  یدیدرجه سانتی گراد نگهداري نما8ا ت2یخچال بین دماي کیت را در) 1
.ماه میباشد4س از باز کردن کیسه آن پري پلیت اپاید.یدیپلیت همراه با نمگیر نگهداري نماچاهکها را در کیسه مخصوص ) 2
.یان مدت انقضاي نوشته شده بر روي هر یک از آنها می باشدپایداري محتویات کیت تا پا) 3
.گراد قابل نگهداري و مصرف می باشدیدرجه سانت2-8با آب مقطر رقیق 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 2-8خون استفاده نمود، نمونه میتواند براي مدت دو روز در دماي سلولهايان پس از جدا نمودن ازسرم یا پلاسما را می تو
ونه هاي مشکوك به ز نما.نمودن نمونه پرهیز شود)Freeze-thawباید از (در ضمندرجه سانتی گراد استفاده گردد-20نگهداري بیش از مدت دو روز باید از دماي 

.جهت انجام آزمایش استفاده نشودو لیپمیک شدید، همولیز، داراي کدروتیآلودگی میکروب

:توضیحات عمومی

. قبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه ها باید به درجه حرارت اتاق برسند) 1
.جام پذیرندمحض  شروع آزمایش کلیه مراحل باید بدون توقف انه ب) 2
.باید از نوك سمپلر یک بار مصرف براي هر نمونه استفاده شود) 3
.جذب نوري چاهکها حداکثر تا نیم ساعت قابل قرائت می باشد،پس از افزودن محلول متوقف کننده) 4
.   دناز چاهکها تخلیه شوبراي کسب نتایج مطلوب باید شستشوي چاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو ) 5
.در هنگام سمپلینگ تمام محلولها و نمونه ها را در وسط و ته چاهکها بریزید) 6
بنابراین پیشنهاد می گردد قبل از شروع آزمایش تمام مواد و محلولهاي مورد نیاز را .زمان انکوباسیون مناسب می باشدن فاکتورها در حصول نتیجه مطلوب ،از مهمتری) 7

.، این عمل با کاهش فاصله زمانی بین مراحل سمپلینگ باعث نتایج دقیق تر می شودرا باز کنیدآنها آماده نموده و درب 

:مراحل انجام آزمایش

:آماده سازي اولیه نمونه ها
. محلول رقیق کننده نمونه)میکرولیتر1000میکرولیتر نمونه با10رقیق کنید ( 101به 1با کمک محلول رقیق کننده نمونه به نسبت نمونه ها را 

.کیت آماده مصرف بوده و نیازي به رقیق سازي ندارندکنترلهاي :توجه
.قرار داده و درب آن را ببندیدپلیتمخصوص نگهداريچاهکها را به همراه نمگیر درون کیسهسایرتعداد چاهکهاي مورد نظر را انتخاب کرده و )1
:را طبق دستور زیر در چاهک ها بریزیدآماده شدهنمونه هاي ازمیکرولیتر100و کنترل هامیکرولیتر از100) 2

.را براي نمونه ها استفاده کنیدهاچاهکسایرکنترل منفی را به صورت دوپلیکیت ریخته و .چاهک اول را براي بلانک و کنترل مثبت در نظر بگیریددو 
.قرار دهیددرجه سانتی گراد37دمايدردقیقه30، چاهکها را براي مدتها توسط برچسب مخصوص پلیتپس از پوشاندن چاهک

دستگاه واشر اتوماتیک در دسترس نباشد می توان از براي شستشو چنانچه.یدیبار با محلول شستشوي آماده مصرف بشو5را خالی کرده و چاهکها را حتویات چاهکهام)3
محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا می تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش استفاده نمود ولی باید مواظب بود کهسرنگو یا کاناله8سمپلر 

ید و در انتهاي عملیات یماخالی نمیکرولیتر محلول شستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن300دفعه شستشو حدودگردد. در هر
.دبکوبید تا قطرات اضافی خارج شوننمگیربا ضربات ملایم بر روي یک پارچه یا کاغذوچاهکها را در حالت وارونه،شستشو
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.بریزید(به استثناي چاهک بلانک)هاچاهککنژوگه آماده مصرف را  به داخلمیکرولیتر از محلول آنزیم100)4
.قرار دهیدگراددرجه سانتی37دمايدردقیقه30چاهکها را به مدت ،چاهکها توسط برچسب مخصوص پلیتپس از پوشاندن

.بشویید)3بار با محلول شستشوي آماده مصرف (همانند بند 5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را ) 5
ید .یاضافه نماهاچاهکهمه) بهChromogen-Substrateمیکرولیتر محلول رنگزا (100) 6

.قرار دهیددقیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریکی 15چاهکها را به مدت 
. براي سنجش جذب نـوري هـر چاهـک از    یدینماواکنشهاي آنزیمی را متوقف،به هر چاهکStop)(Solutionمتوقف کنندهمیکرولیتر محلول 100با اضافه کردن ) 7

.به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گرددnm630وصیه میشود از فیلتر ت. یدیرا قرائت نماو جذب نوري چاهکهانمودهاستفاده nm450فیلتر دستگاه الایزاریدر با 

: ارزشیابی آزمایش

:این آزمایش با داشتن شرایط زیر ارزشمند و قابل گزارش تلقی  می گردد
.صورت بیشتر بودن جذب نوري بلانک احتمالاً محلول رنگزا آلوده شده استدر ،براي بلانک1/0جذب نوري کمتر از)1
، آزمایش را دوباره انجام داده و در صورت نگرفته استصحیحطوراحتمالاً شستشو به،، در صورت بیشتر بودن این جذب نوريبراي کنترل منفی15/0جذب نوري کمتر از)2

.مراحل شستشو دقت کنید
.براي کنترل مثبت6/0نوري بیشتر از جذب)3

:محاسبه نتایج

.می توان استفاده نمودnm450از هر دستگاه الایزاریدر با قابلیت سنجش جذب نوري در طول موج 
.بخوانیدnm630نس و در صورت امکان در مقابل فیلتر رفراnm450جذب نوري کنترلها و نمونه ها را به کمک دستگاه الایزاریدر در طول موج ) 1
جذب نوري بلانک را از کنترلها و نمونه ها کم کنید.) 2
:را طبق فرمول زیر بدست آوریدCut Offمقدار ) 3

-Cut=کنترل منفینوريهاي+ میانگین جذب15/0 Off value

:بدست آوریدCut-offر تقسیم جذب نوري نمونه بر مقدامقدار ایندکس را از ،براي تعیین جوابهاي مثبت و منفی)4

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

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

:بررسی نتایج

. می باشدسایتومگالیروسوعلیه IgMجواب منفی نشان دهنده عدم وجود آنتی بادي -
لت ه عزمایش در مرتبه اول می تواند ب. مثبت شدن آباید منفی گزارش گردند،تی که در تکرار مجدد منفی میشوند. نمونه هاي مثبجوابهاي مثبت باید مجدداً تکرار شوند-

.یا نمونه برداري باشدوشستشومراحلخطاي کاري در

:ییشاخصهاي اجرا

. با توجه به نتایج بدست آمده آزمایش شدند که همگی مثبت بودندبا این کیتروش کمی لومینسانس والایزاي مرجع باید شده یعدد سرم مثبت تا45:حساسیت)1
بوده و با کیتها و روشهاي تاییدي معتبر قابل مقایسه می باشد.درصد100،ویروس سایتومگال علیه IgMت جهت اندازه گیري آنتی باديحساسیت کی

. ت بودندمثبنمونه2منفی ونمونه 248این کیتشدند که با روش آزمایش کیت و روش کمی لومینسانس اینبابه طور همزمان سرم منفی عدد250: اختصاصیت)2
درصد می 99مثبت گزارش شدند. بر اساس نتایج بدست آمده اختصاصیت کیت در حدودسرمیک سرم منفی وکه در نتیجه یکشدندآزمایش با کیت نمونه مجددا2این 
باشد.

چند کیت از یک سري ساخت) بوسیله کنترل منفی و جهت بررسی تکرارپذیري کیت ، آزمون هاي دقت درون سنجی (در یک کیت) و میان سنجی (بین :دقت آزمایش) 3
:مثبت و یک نمونه سرمی مثبت ضعیف انجام شد که نتایج آن در جداول زیر آمده است
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٩٢اردیبھشت –ویرایش چھارم

-Intra)آزمون دقت درون سنجی- assay):

%SDCVمیانگین جذب نوريتستتعداد دفعات تکرار

1004/0003/05/7کنترل منفی
110023/106/09/5کنترل مثبت
21029/002/09/6نمونه مثبت 

-Inter)آزمون دقت میان سنجی- assay):

%SDCVمیانگین جذب نوريتستتعداد دفعات تکرار

10052/0004/07/7کنترل منفی
110038/105/08/4کنترل مثبت
21031/0015/08/4نمونه مثبت 

دوپلیکیت انجام شده است .*هر سري آزمایش ، به صورت 
References:

1- Mahy B.W.J and Meulen V.T. (2005). Topley and Wilson’s Microbiology and Microbial Infections: Virology. Volume 2. Tenth
edition. London. Hodder Arnold.
2-Lennette E.H. and Smith T.F. (1999). Laboratory diagnosis of viral infections. Third edition. New York. Marcel Dekker.
3-Connie R.M. and Manuselis G. (2000). Text book of diagnostic microbiology. Second edition. Philadelphia. W.B. Saunders.
4-Major M.E., Rehermann B. and Feinstone S.M. (2001). Fields Virology. Fourth edition.Philadelphia. Lippincott Williams and
Wilkins.

به صورت شماتیکCMV-IgMروش انجام تست

IgMآتنی هیومن کهاي کوت شده با چاه

سرم رقیق شدهنمونه کنترل ها بلانک محلولها

- میکرولیتر100 - کنترل ها
میکرولیتر100 - - سرم رقیق شدهنمونه

طبق دستور برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید..قرار دهیددرجه سانتی گراد 37دماي دقیقه در 30
.یدیبار چاهکها را بشو5،شستشو

میکرولیتر100 میکرولیتر100 - آنزیم کنژوگه
طبق دستور هکها را خالی کنید.برچسب پلیت را برداشته و محتویات چا.قرار دهیددرجه سانتی گراد 37دقیقه در دماي 30

.یدیهکها را بشوبار چا5،شستشو
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول رنگزا

.قرار دهیددقیقه در دماي اتاق و در تاریکی 15
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده

نانومتر به عنوان فیلتر 630(و در صورت امکان نانومتر450نک و در طول موج جذب نوري چاهکها را در مقابل بلا
.رفرانس) قرائت کنید

2021
ا


