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١٣٩٢مرداد –ویرایش چھارم 

ویروس سرخجه به روش الایزاضدIgGسنجش آنتی بادي کیت 

:مقدمه

نوکلئـو کپسـید بیسـت وجهـی و    ،تک رشـته اي RNAاین ویروس از یک قطعه .تنها عضو جنس روبی ویروس می باشدویروس سرخجه ،یک عضو خانواده توگاویریده و
ورود ویروس از طریق مجاري تنفسی فوقـانی  است که باي روزه) بیماري حاد تب دار3آلمانی یا سرخک بیماري سرخجه (سرخک .پوشش لیپو پروتئینی تشکیل شده است

بیماري سرخجه خفیف ترین بیماري در بین بیمـاري هـاي ویروسـی    .پشت لاله گوش وپس سر مشخص می شودلنفادنوپاتیبثورات پوستی و ایجاد ایجاد شده و به صورت 
Syndrome=CRSبا این حال عفونت با ویروس سـرخجه دردوران حـاملگی مـی توانـد بـه سـندرم سـرخجه مـادرزادي        . ستی همراه هستندعلائم پواست که بایشایع

(Congenital Rubella)ل بـارداري منجـر بـه    ماهـه او 3عفونت در طی.می باشددر ماههاي مختلف بارداري داراي اهمیت بسیار،زمان آلودگی با ویروس.منجر شود
،عقب ماندگی ذهنیناهنجاریها شاملاین .می شوداز نوزادان%15منجر به ایجاد ناهنجاري در حدود ،ماهه دوم بارداري3از نوزادان و در%85ایجاد ناهنجاري در حدود 

شناسـایی  .منجربه نقایص جنینی نمی گـردد ماهه سوم بارداري معمولا3ویرمی در .دمی باشننسفالیت و پان آنسفالیت پیشروندهمننگو آ،کري،کاتاراکت،بیماریهاي قلبی
IgGبراي تشخیص دقیـق و درسـت عفونـت بـا     .زیرا فقط یک سروتیپ از ویروس سرخجه وجود دارداختصاصی نشان دهنده وجود ایمنی نسبت به ویروس فوق می باشد

IgMد یا شناسایی نروز گرفته شده باش10در دو نمونه سرمی که حداقل به فاصله IgGافزایش عیار آنتی بادي اهمیت دارد)ویروس سرخجه (که در مورد زنان باردار بسیار

بدن الایزا روشهاي استاندارد براي شناسایی ویروس سرخجه درو)HI(ممانعت از هماگلوتیناسیونآزمونهاي.اختصاصی ضد ویروس سرخجه در یک نمونه منفرد لازم است
.قبل از انجام آزمایش باید مهار کننده هاي غیر اختصاصی را حذف نمود آزمون الایزا ترجیح داده می شودHIبا توجه به اینکه درتست می باشند و

:ساس آزمایشا

در .ي رقیق شده به داخل چاهکها ریخته می شوندنمونه ها،آزمایشهنگامدر (coating).ین کیت آنتی ژنهاي ویروس سرخجه داخل چاهک ها متصل گردیده انددر ا
HRPکه به آنزیم IgGصورت وجود آنتی بادي علیه انتی ژنهاي ویروس سرخجه این آنتی بادیها به آنتی ژنهاي کف چاهک متصل می گردند و با افزودن آنتی بادي ضد 

محلول رنگزا داخل ،پس از شستشونیز به آنها متصل می گردد وIgGآنتی هیومن ،IgGآنتی بادي هاي ضد ویروس سرخجه از نوع در صورت وجود،متصل شده
رنگ آبی را به زرد تبدیل می نماید که ،. افزودن محلول متوقف کنندهکه شدت رنگ آبی متناسب با کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها استچاهکها ریخته می شود

.انو متر داردن450بهترین جذب نوري را در طول موج 

محتویات کیت :

.(Rubella coated plate)ویروس سرخجه حاوي چاهکهاي پوشش داده شده با آنتی ژنهايخانه 96پلیت ) 1
.هاهنمونمحلول جهت رقیق کردنمیلی لیتر50حاويهر یکویالدو:(Sample Diluent)محلول رقیق کننده نمونه)2
.انسانی متصل شده به آنزیم پراکسیدازIgGمیلی لیتر آنتی بادي ضد 12: یک ویال حاوي (Enzyme Conjugate)اده مصرف محلول آنزیم کنژوگه آم)3
Standards)استانداردها )4 set) :5200, 100, 50, 10, استاندارد شامل غلظت هاي صفرویالIU/mlاز نوع یروس سرخجهوضداز آنتی باديIgG ،شده هکالیبر

میلی لیتر می باشند) .5/1میلی لیتر و سایر استانداردها حاوي 2حاوي 10(استانداردهاي صفر و .WHOدر مقابل استانداردهاي مرجع 
.با غلظت مشخص درج شده بر روي برچسب ویالRubعلیه IgGمیلی لیتر سرم حاوي 5/1: یک ویال شامل (Control Serum)) سرم کنترل 5
Chromogen)ل رنگزاي یک مرحله اي محلو) 6 - Substrate) : آب اکسیژنه (آماده براي مصرف)میلی لیتر تترا متیل بنزیدین و12حاويویال یک.
ول % توئین . جهت تهیه محل05/0محلول بافر فسفات و داراي)X20میلی لیتر محلول شستشوي غلیظ (50: یک ویال حاوي (Wash Buffer)محلول شستشو)7

.یدیرقیق نما20/1، مقدار مورد نیاز را با آب  مقطر به نسبت شستشوي آماده مصرف
نرمال .1ک میلی لیتر اسید کلریدری12حاوي: یک ویال )Stop Solutionمحلول متوقف کننده ()8
. برچسب مخصوص پلیت)9

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

.نانومتر  به عنوان فیلتر رفرانس)630نانومتر (و در صورت امکان 450داراي فیلتر الایزاریدر ه دستگا) 1
.دقیقمیکرولیتر 100و 10سمپلر هاي)2
.آب مقطر)3
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: نکات قابل ذکر براي مصرف کنندگان

محتویات این کیت تنها براي مصرف در همین کیت قابل استفاده هستند .)1
-Antiصرفا جهت اندازه گیري این کیت ) 2 Rubella IgGدر سرم و پلاسماي انسانی طراحی و ساخته شده است.
ید .یاز مخلوط کردن محتویات کیتها با شماره ساختهاي مختلف جداً خودداري نما) 3
جهت احتیـاط  ،ترل گردیده اند و فاقد این عوامل  می باشندکنHIVو HCVضد وآنتی بادیهاي HBsAgکلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرمی دارند از نظر وجود ) 4

.بهتر است کاربرانی که با کیت کار می کنند از تماس مستقیم با مواد بپرهیزند

شرایط نگهداري : 

.  یدیدرجه سانتی گراد نگهداري نما8ا ت2یخچال بین دماي کیت را در) 1
.ماه میباشد4پایداري پلیت پس از باز کردن کیسه آن .یدینمابا نمگیر نگهداري چاهکها را در کیسه مخصوص پلیت همراه ) 2
.پایداري محتویات کیت تا پایان مدت انقضاي نوشته شده بر روي هر یک از آنها می باشد) 3
.نتی گراد قابل نگهداري و مصرف می باشددرجه سا2-8رقیق 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 2-8سرم یا پلاسما را می توان پس از جدا نمودن از سلولهاي خون استفاده نمود، نمونه میتواند براي مدت دو روز در دماي 
. نمودن نمونه پرهیز شود)Freeze-thawباید از درجه سانتی گراد استفاده گردد(در ضمن- 20دماي نگهداري بیش از مدت دو روز باید از

:توضیحات عمومی

. قبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه ها باید به درجه حرارت اتاق برسند) 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 حد اکثر تا نیم ساعت قابل قرائت می باشد) 4
.   دنه شوبراي کسب نتایج مطلوب باید شستشوي چاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلی) 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 از مهمترین فاکتورها در حصول نتیجه مطلوب زمان انکوباسیون مناسب می باشد) 7

.ب محلولهاي مورد نیاز را باز کنید، این عمل با کاهش فاصله زمانی بین مراحل سمپلینگ باعث نتایج دقیق تر می شودآماده نموده و در

:مراحل انجام آزمایش

. ا ببندیدتعداد چاهکهاي مورد نظر را انتخاب کرده و بقیه چاهکها را به همراه نمگیر درون کیسه مخصوص نگهداري پلیت قرار داده و درب آن ر) 1
محلول رقیق کننده نمونه) . میلی لیتر1میکرولیتر نمونه با 10رقیق کنید ( 101به 1نمونه ها را با کمک محلول رقیق کننده نمونه به نسبت )2

.کیت آماده مصرف بوده و نیازي به رقیق سازي ندارندو کنترل استانداردها:توجه
که از استانداردها و نمونه ها به صـورت داپلیکیـت   ، پیشنهاد میگردد در چاهک ها بریزیدبه ترتیب نمونه هاي رقیق شده را ، سرم کنترل و ها استانداردتر ازمیکرولی100)3

ه کنید .اداستفاده شود بدین معنی که هر استاندارد و نمونه را در دو چاهک بریزید و در انتها از میانگین جذب نوري آنها براي محاسبه نتایج استف
.درجه سانتی گراد) انکوبه کنید22–28(دقیقه در دماي اتاق30، چاهکها را براي مدت پس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پلیت)4
اتوماتیک در دسترس نباشد می توان از . براي شستشو چنانچه دستگاه واشربار با محلول شستشوي آماده مصرف بشویید5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را )5

ا در نتیجه آزمایش کاناله و یا سرنگ استفاده نمود ولی باید مواظب بود که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا می تواند موجب ایجاد خط8سمپلر 
و در انتهاي عملیات دییمیکرولیتر محلول شستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خالی نما300حدود. در هر دفعه شستشو گردد

.یا کاغذ نمگیر بکوبید تا قطرات اضافی خارج شوند، چاهکها را در حالت وارونه و با ضربات ملایم بر روي یک پارچهشستشو
.ول آنزیم کنژوگه آماده مصرف را داخل چاهکها بریزیدمیکرولیتر از محل100)6
.دییدرجه سانتی گراد) انکوبه نما22–28دقیقه در درجه حرارت اتاق (30پس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پلیت ، چاهکها را به مدت )7
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.)5(همانند بند یدیه مصرف بشومحلول شستشوي آمادبار با 5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را )8
ید .ی) به چاهکها اضافه نماChromogen-Substrateمیکرولیتر محلول رنگزا (100)9

ید .ایدقیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریکی انکوبه نم15چاهکها را به مدت )10
. براي سنجش جذب نوري هر یدی، ادامه واکنشهاي آنزیمی را متوقف نماچاهکبه هر Stop)(Solutionمیکرولیتر محلول متوقف کننده100با اضافه کردن )11

به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گردد.nm630. توصیه میشود از فیلتریدیاستفاده نموده و جذب نوري چاهکها را قرائت نماnm450چاهک از دستگاه الایزاریدر با فیلتر 

:ارزشیابی آزمایش

:با داشتن شرایط زیر ارزشمند و قابل گزارش تلقی  می گرددین آزمایشا
در صورت بیشتر بودن این جذب نوري احتمالاً شستشو به طور صحیح صورت نگرفته و یا محلول کروموژن کیت .براي استاندارد صفر1/0میانگین جذب نوري کمتر از ) 1

.را از نظر وجود رنگ آبی بررسی کنیداحل شستشو دقت کرده و محلول کروموژندر مر. آزمایش را دوباره انجام داده ،آلوده شده است
باید بیشتر از استاندارد صفر باشد .10میانگین جذب نوري استاندارد ) 2
. در این استکیتاستاندارد و یا بیانگر خراب شدن200براي استاندارد 5/1ضروري است . جذب نوري کمتر از 200براي استاندارد 5/1میانگین جذب نوري بیشتر از ) 3

. حالت تاریخ انقضاء کیت و استاندارد را بررسی کنید

: محاسبه نتایج

می توان استفاده نمود . nm450با قابلیت سنجش جذب نوري در طول موج ریدر الایزااز هر دستگاه 
. ) بخوانیدnm630(و در صورت امکان در مقابل فیلتر رفرانس nm450طول موج درریدر الایزانمونه ها را به کمک دستگاه وجذب نوري  استانداردها 

:محاسبه کمی)الف

به این صورت که جذب نوري استانداردها را روي محور عمودي رسم کنید(Point to point)با استفاده از میانگین جذب نوري استانداردها وغلظت معلوم آنها نموداري ) 1
(Y) روي محور افقی راآنها و غلظت(X)تایدیبه دست آورید . نقاط بدست آمده را به یکدیگر وصل نمابرده و نقطه تلاقی غلظت و جذب نوري را براي هر استاندارد

.  منحنی استاندارد رسم شود

طوریکه خط بر ه ید بینقطه مذکور را توسط خطی به منحنی وصل نمامیانگین جذب نوري براي هر نمونه را به دست آورده و روي محور عمودي محل آن را پیدا کنید . ) 2
. نقطه تلاقی این خط با محور افقی مقدار غلظت را نشان خواهد بر محور افقی رسم کنیدی عمودخط،محور عمودي کاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقی خط و منحنی

. افرادي که دار منفی و بالاتر از این مقدار مثبت تلقی می شوندقپایین تر از این ممقادیر.می باشد10IU/mlتاندارد معادل اسcut-offیک جمعیت نرمال ، مقدار در.داد
.آزمایش شوند"می باشد مشکوك بوده و باید پس از مدتی  با استفاده از سرم و یا پلاسماي تازه مجددا9IU/ml-11آنتی بادي آنها بین مقدار

:اصلهحنوري استاندارد ها و نمودار نمونه جذب 
Standard curve
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.ایدجذبهاي نوري و منحنی مربوطه فقط به عنوان نمونه می باشد و هر آزمایشگاه در هر دفعه انجام آزمایش باید منحنی جدیدي رسم نم:توجه
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١٣٩٢مرداد –ویرایش چھارم 

محاسبه کیفی:–ب 

:را بدست آوریدIU/ml10،میانگین جذب نوري استاندارد  Cut-offجهت محاسبه مقدار )1

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

:وریدبدست آCut-off، مقدار 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 از 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 شوند"ه مجددامدتی با استفاده از سرم یا پلاسماي تاز

:ییشاخصهاي اجرا

:حساسیت)1

ایـن  . با توجه به نتایج بدست آمده حساسـیت  آزمایش شدند که همگی مثبت بودنداین کیتالایزاي مرجع باوش کمی لومینسانس ود شده توسط رییعدد سرم مثبت تا200
.و با کیتها و روشهاي تاییدي معتبر قابل مقایسه می باشدبودهدرصد100علیه ویروس سرخجه ، IgGجهت اندازه گیري آنتی باديکیت

:اختصاصیت)2

نمونه مجددا1این مثبت بودند ونمونه1منفی و نمونه99این کیتشدند که با آزمایشو روش کمی لومینسانس ن کیتایبه طور همزمان با نمونه سرم منفی100تعداد
.درصد می باشد100. بر اساس نتایج بدست آمده اختصاصیت کیت در حدودگزارش شدمنفی مذکورکرار مجدد سرمدر ت،یت تکرار شدبا ک

:دقت آزمایش)3

منفی و مثبت و نمونه سرمیپذیري کیت ، آزمون هاي دقت درون سنجی (در یک کیت) و میان سنجی (بین چند کیت از یک سري ساخت) بوسیله جهت بررسی تکرار
.یک نمونه سرمی مثبت ضعیف انجام شد که نتایج آن در جداول زیر آمده است

:)Intra-assayآزمون دقت درون سنجی(-

%SDCV(IU/ml)میانگین غلظتتستتعداد دفعات تکرار

205/717/03/2نمونه منفی
120785/35/4نمونه مثبت 
220148138/8نمونه مثبت 

:)Inter-assayقت میان سنجی(آزمون د-

%SDCV(IU/ml)تمیانگین غلظتستتعداد دفعات تکرار

1061/72/06/2نمونه منفی
1108/7606/43/5نمونه مثبت 
2101515/176/11نمونه مثبت 

.*هر سري آزمایش ، به صورت دوپلیکیت انجام شده است
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به صورت شماتیکRubella IgGروش انجام آزمایش 

اي ویروس سرخجهچاهکهاي کوت شده با آنتی ژنه
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

میکرولیتر100 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 .ها را خالی کنیدمحتویات چاهک

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

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده

.نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس) قرائت کنید630(و در صورت امکان نانومتر450جذب نوري چاهکها را در طول موج 
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