
١
١۴٩۴٧٣۴۴۶٣کد پستی ، ١شھرک گلستان، بلوار گلھا، خیابان یاس سوم، نبش خیابان یاسمن، پلاک ،تھران

۴٢١٩٧٠٠٧فکس ۴٢١٩٧٠٠٠تلفن 
comww.pishtazteb.winfo@pishtazteb.com300071402sms

١٣٩٣تیر –سوم ویرایش 

ضد توکسوپلاسما گوندي به روش الایزاIgGکیت سنجش آنتی بادي

:مقدمه

میزبان خود را از این جونده گرفته است.گونهگوندي توصیف شد و نامکتنوداکتیلوستوکسوپلاسما انگلی با انتشار جهانی است که اولین بار در یک جونده آفریقایی به نام
و به خودي خود دندر بزرگسالان خوش خیم میباشاکثر عفونتهاي انسانی با توکسوپلاسما.هستندنواع خاصی از دیگر اعضاي گربه سانان نهایی این انگل گربه خانگی و ا

تیکه مادر در صور.شدیدترین نوع توکسوپلاسموزیس نوع مادرزادي آن است.دنهاي نسجی ایجاد شده تا سالها در بدن شخص باقی می ماناما کیستدنبهبود می یاب
کسب عفونت در سه شود.عوارض گوناگونی باعثو در زمان حاملگی عفونت را کسب کند انگل در فاز حاد می تواند از جفت عبور کرده وبه عفونت مبتلا نشده باشد"قبلا

لسیفیکاسیون مغز و به میزان کمتر هیدروسفالی و میکروسفالیاما در سه ماهه دوم منجر به تولد نوزاد با نقایصی نظیر کماهه اول جنینی ممکن است باعث سقط جنین شود.
کسب عوارض غیر قابل برگشت بوده و نوزادانی که زنده می مانند با علائم عقب ماندگی دست به گریبانند..اختلالات حرکتی با منشاء عصبی نیز شایع است.می شود

امروزه از از این رو تشخیص عفونت در دوران حاملگی حایز اهمیت می باشد.نظیر کوریورتینیت می شود.منجر به عوارض چشمی بعدي "عفونت در سه ماهه آخر معمولا
توکسوپلاسما به طور ضدIgGاز آنجا که آنتی بادي .توکسوپلاسما استفاده می شودضدIgMوIgGروشهاي ایمونوفلورسانس و الایزا جهت تشخیص آنتی بادي از نوع

10در دو نمونه سرمی که حداقل به فاصله IgGافزایش عیار آنتی بادي این انگل براي تشخیص دقیق و درست عفونت با ،عیتهاي مختلف دیده می شودمعمول نیز در جم
توکسوپلاسما را با ضدIgGابلیت سنجش آنتی بادي قکیت حاضر در یک نمونه منفرد لازم است.توکسوپلاسمااختصاصی ضد IgMیا شناسایی وروز گرفته شده باشد

.حساسیت و اختصاصیت بالا دارا می باشد

:ساس آزمایشا

داخل چاهکها ریخته می شوند. در ،نمونه هاي رقیق شده ،آزمایشهنگامدر (coating).به داخل چاهک ها متصل گردیده اندتوکسوپلاسمادر این کیت آنتی ژنهاي 
که به آنزیم IgGبا افزودن آنتی بادي ضد سپس.این آنتی بادیها به آنتی ژنهاي کف چاهک متصل می گردندکسوپلاسما توژنهاي آنتیصورت وجود آنتی بادي علیه

HRPاز نوع توکسوپلاسما در صورت وجودآنتی بادي هاي ضد ،متصل شدهIgG، آنتی هیومنIgGمحلول رنگزا داخل ،پس از شستشو.نیز به آنها متصل می گردد
رنگ آبی را به زرد تبدیل می نماید که ،متناسب با کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها است. افزودن محلول متوقف کننده،که شدت رنگ آبیه می شودچاهکها ریخت

نانومتر دارد.450بهترین جذب نوري را در طول موج 

محتویات کیت :

.(Toxoplasma coated plate)ا توکسوپلاسمحاوي چاهکهاي پوشش داده شده با آنتی ژنهاي خانه 96پلیت )1
.هانمونهمحلول جهت رقیق کردنمیلی لیتر50حاويهر یک ویالدو:(Sample Diluent)محلول رقیق کننده نمونه)2
.شده به آنزیم پراکسیدازانسانی متصل IgGمیلی لیتر آنتی بادي ضد 12: یک ویال حاوي (Enzyme Conjugate)محلول آنزیم کنژوگه آماده مصرف )3
Standards)هااستاندارد)4 set) :5200, 100, 50, 10, شامل غلظت هاي صفراستانداردویالIU/mlاز نوع توکسوپلاسما ضداز آنتی باديIgG ،شده در هکالیبر

میلی لیتر می باشند) .  5/1استانداردها حاوي میلی لیتر و سایر 2حاوي 10(استانداردهاي صفر و .WHOمقابل استانداردهاي مرجع 
.علیه توکسوپلاسما با غلظت مشخص درج شده بر روي برچسب ویال میباشدIgGمیلی لیتر سرم که داراي 5/1: ویال حاوي (Control Serum)سرم کنترل )5
.اکسیژنه (آماده براي مصرف)آبلیتر تترا متیل بنزیدین ومیلی 12حاويویال یک : (Chromogen-Substrate)محلول رنگزاي یک مرحله اي )6
تـوئین . جهـت تهیـه محلـول     % 05/0محلول بافر فسفات و داراي)X20میلی لیتر محلول شستشوي غلیظ (50: یک ویال حاوي )(Wash Bufferمحلول شستشو)7

.یدیرقیق نما20/1، مقدار مورد نیاز را با آب  مقطر به نسبت شستشوي آماده مصرف
نرمال .1کلریدریکمیلی لیتر اسید12حاوي: یک ویال )Stop Solutionمحلول متوقف کننده ()8
. برچسب مخصوص پلیت)9

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

.عنوان فیلتر رفرانس)نانومتر به630نانومتر (و در صورت امکان 450داراي فیلتر ریدر الایزادستگاه )1
.دقیقمیکرولیتري 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
Anti-Toxoplasmaاین کیت صرفا جهت اندازه گیري ) 2 IgGی طراحی و ساخته شده استدر سرم و پلاسماي انسان.
ید .یساختهاي مختلف جداً خودداري نمااز مخلوط کردن محتویات کیتها با شماره) 3
اند و فاقد این عوامل می باشند، جهـت احتیـاط   کنترل گردیدهHIVو HCVضد وآنتی بادیهاي HBsAgکلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرمی دارند از نظر وجود ) 4

.د از تماس مستقیم با مواد بپرهیزندنت کاربرانی که با کیت کار می کنبهتر اس

شرایط نگهداري : 

.  یدیدرجه سانتی گراد نگهداري نما8ا ت2یخچال بین دماي کیت را در) 1
.ماه میباشد4س از باز کردن کیسه آن پري پلیت اپایدید .یپلیت همراه با نمگیر نگهداري نماچاهکها را در کیسه مخصوص ) 2
.پایداري محتویات کیت تا پایان مدت انقضاي نوشته شده بر روي هر یک از آنها می باشد) 3
درجه سانتی گراد قابل نگهداري و مصرف می باشد .2-8با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط 20/1) محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت 4

ماده سازي نمونه : جمع آوري و آ

درجه سانتی گراد نگهداري شود ولی براي 2-8خون استفاده نمود، نمونه میتواند براي مدت دو روز در دماي سلولهايسرم یا پلاسما را می توان پس از جدا نمودن از
از نمونه هاي مشکوك به آلودگی .نمودن نمونه پرهیز شود)Freeze-thawاز باید (در ضمندرجه سانتی گراد استفاده گردد-20نگهداري بیش از مدت دو روز باید از دماي 
.میکروبی جهت انجام آزمایش استفاده نشود

:توضیحات عمومی

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

. رب آن را ببندیدقرار داده و دمخصوص نگهداري پلیتچاهکها را به همراه نمگیر درون کیسهسایرتعداد چاهکهاي مورد نظر را انتخاب کرده و )1
محلول رقیق کننده نمونه) . میلی لیتر 1میکرولیتر نمونه با 10رقیق کنید (101به 1نمونه ها را با کمک محلول رقیق کننده نمونه به نسبت )2

.نیازي به رقیق سازي ندارندوکیت آماده مصرف بودهو سرم کنترلاستانداردها:توجه
چاهک بعد سـرم  2و در اول استانداردها ردیفچاهک 10در:نمونه هاي رقیق شده را طبق دستور زیر در چاهک ها بریزید، سرم کنترل و ستانداردها امیکرولیتر از100)3

.بقیه چاهک ها را براي نمونه ها استفاده کنید.ترتیب بریزیدصورت دوپلیکیت و به را به کنترل 
.درجه سانتی گراد) انکوبه کنید22–28دماي اتاق (دقیقه در30، چاهکها را براي مدت تب مخصوص پلیپس از پوشاندن چاهکها توسط برچس)4
براي شستشو چنانچه دستگاه واشر اتوماتیک در دسترس نباشد می توان از .یدیبار با محلول شستشوي آماده مصرف بشو5حتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را م) 5

استفاده نمود ولی باید مواظب بود که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا می تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایشسرنگناله و یا کا8سمپلر 
ید و در انتهاي عملیات یا وارونه کردن و تکاندن خالی نمامیکرولیتر محلول شستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ها را ب300. در هر دفعه شستشو حدودگردد

.دبکوبید تا قطرات اضافی خارج شونبا ضربات ملایم بر روي یک پارچه یا کاغذ نمگیروچاهکها را در حالت وارونه،شستشو
.بریزیدهاچاهککنژوگه آماده مصرف را به داخلمیکرولیتر از محلول آنزیم100) 6
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.یدیدرجه سانتی گراد) انکوبه نما22–28دقیقه در درجه حرارت اتاق (30چاهکها را به مدت ، وشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پلیتپس از پ) 7
.)5(همانند بند یدیبا محلول شستشوي آماده مصرف بشوبار5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را ) 8
ید .یاضافه نماها) به چاهکChromogen-Substrateمیکرولیتر محلول رنگزا (100) 9

ید .یدقیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریکی انکوبه نما15چاهکها را به مدت ) 10
وري هر . براي سنجش جذب نیدیواکنشهاي آنزیمی را متوقف نماادامه،به هر چاهکStop)(Solutionمتوقف کنندهمیکرولیتر محلول 100با اضافه کردن ) 11

.به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گرددnm630وصیه میشود از فیلتر تید. یو جذب نوري چاهکها را قرائت نمانمودهاستفاده nm450چاهک از دستگاه الایزاریدر با فیلتر 

: ارزشیابی آزمایش

:گردداین آزمایش با داشتن شرایط زیر ارزشمند و قابل گزارش تلقی می

تشو به طور صحیح صورت نگرفته و یا محلول کروموژن کیت در صورت بیشتر بودن این جذب نوري احتمالاً شس. براي استاندارد صفر1/0یانگین جذب نوري کمتر از م) 1
.کنیدکرده و محلول کروموژن را از نظر وجود رنگ آبی بررسی در مراحل شستشو دقت،آزمایش را دوباره انجام داده.آلوده شده است

باید بیشتر از استاندارد صفر باشد .10میانگین جذب نوري استاندارد ) 2
در این . استکیت ر خراب شدن استاندارد و یا بیانگ200براي استاندارد 5/1جذب نوري کمتر از .ضروري است200براي استاندارد5/1میانگین جذب نوري بیشتر از ) 3

.رد را بررسی کنیدحالت تاریخ انقضاء کیت و استاندا

: محاسبه نتایج

می توان استفاده نمود . nm450با قابلیت سنجش جذب نوري در طول موج ریدر الایزاهر دستگاهاز 
. انید) بخوnm630(و در صورت امکان در مقابل فیلتر رفرانس nm450در طول موج ریدر الایزانمونه ها را به کمک دستگاه واستانداردهاجذب نوري 

: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 راو غلظت آنها(X)تایدیبه دست آورید . نقاط بدست آمده را به یکدیگر وصل نماي هر استانداردجذب نوري را برابرده و نقطه تلاقی غلظت و

.  منحنی استاندارد رسم شود
ید بطوریکه خط بر یوصل نمانقطه مذکور را توسط خطی به منحنی میانگین 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 بر محور افقی رسم کنیدعمودیخط،از محل تلاقی خط و منحنیسپسکاملاً عمود باشد و محور عمودي
.از این مقدار مثبت تلقی می شونددار منفی و بالاترقپایین تر از این ممقادیر .می باشد10IU/mlمعادل استاندارد cut-offمقدار،جمعیت نرمال یکدر.خواهد داد

.آزمایش شوند"مجددابا استفاده از سرم و یا پلاسماي تازه پس از مدتی باید وبودهکوك می باشد مش9IU/ml-11آنتی بادي آنها بین مقدارافرادي که 

:اصلهحنمونه جذب نوري استاندارد ها و نمودار 

Standard curve
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جذبهاي نوري و منحنی مربوطه فقط به عنوان نمونه می باشد و هر آزمایشگاه در هر دفعه انجام آزمایش باید منحنی جدیدي رسم نماید.:توجه
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:محاسبه کیفی)ب

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

Cut-off value = Mean OD of standard 10 IU/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 از 9/0-1/1نمونه هایی که مقدار ایندکس آنها منفی قلمداد می شوند.9/0مثبت و پایین تر از 1/1تر از بر اساس این فرمول مقادیر بالا
.آزمایش شوند˝امدتی با استفاده از سرم یا پلاسماي تازه مجدد

: ییشاخصهاي اجرا

با توجه به نتایج .آزمایش شدند که همگی مثبت بودنداین کیتیزاي مرجع توسط می لومینسانس و الاروش کبهعدد سرم مثبت تائید شده 150:حساسیت) 1
.یدي معتبر قابل مقایسه می باشدیصد بوده و با کیتها و روشهاي تادر100علیه توکسوپلاسما IgGجهت اندازه گیري آنتی بادياین کیتبدست آمده حساسیت 

مثبت سرم1منفی وسرم119کیت حاضر شدند که باآزمایش روش کمی لومینسانس و کیت این بابه طور همزمان نمونه سرم منفی 120تعداد :اختصاصیت) 2
.می باشددرصد 100اساس نتایج بدست آمده اختصاصیت کیت در حدودسرم مذکور منفی گزارش گردید. بر،در تکرار مجدد.با کیت تکرار شدنمونه مجددانایکه بودند 

کیت از یک سري ساخت) بوسیله سرم پذیري کیت، آزمون هاي دقت درون سنجی (در یک کیت) و میان سنجی (بین چندجهت بررسی تکرار:آزمایشدقت )3
.آمده استزیرانجام شد که نتایج آن در جداول ضعیفمثبت و مثبت منفی،

:)Intra-assay(سنجیدرونآزمون دقت 

%IU/ml(SDCV(تمیانگین غلظتستعات تکرارتعداد دف

10852/05/6نمونه منفی
1101502/115/7نمونه مثبت 
210325/28/7نمونه مثبت 

:)Inter-assay(سنجیمیانآزمون دقت 

%IU/ml(SDCV(میانگین غلظتتستتعداد دفعات تکرار

107/871/02/8نمونه منفی
1106/1428/151/11نمونه مثبت 
2108/3316/33/9نمونه مثبت 

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

چاهکهاي کوت شده با آنتی ژنهاي توکسوپلاسما
نمونه سرم کنترل استانداردها محلولها

- - میکرولیتر100 استانداردها
- میکرولیتر100 - سرم کنترل

میکرولیتر100 - - نمونه رقیق شده
برچسب پلیت را برداشته و .دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید30چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید.دهانه

.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.سب مخصوص پلیت بپوشانیددهانه چاهکها را با برچ
.یدیبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو .محتویات چاهکها را خالی کنید

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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