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٩١مھر–ش اولویرای

به روش الایزاBrucellaباکتري اختصاصی علیه IgMنجش آنتی بادي س

:مقدمه

که ایجاد کننده بیماري است، طیف وسیعی از بروسلاگردد. باکتري هاي مشترك انسان و دام محسوب میترین بیماريبیماري تب مالت یا بروسلوز به عنوان یکی از مهم
هاي مبتلا و همچنین به علت ابتلاي و نازایی دامعقیمی، شیردر دام، کاهش تولید جنینسازد. این بیماري به علت ایجاد سقط را مبتلا میاهلی و وحشیپستانداران

، پنیر) و یا محصولات گوشتی حیوانات مصرف شیر، محصولات لبنی (کرهگیرد.مورد توجه قرار میبهداشتیو اقتصاديانسان به بیماري تب مالت، همواره از دو بعد 
برد. اسید امکان بروز بیماري را بالا میاسید معدهآن به دلیل کاهش جراحیو سابقهمعدهوخیم یا مشکلات خونیکمشود. آلوده موجب سرایت بیماري به انسان می
دهد. به طور کلی این بیماري در میان افرادي که با حیوانات زیاد در تماس هستند (کشاورزان، دامداران، قصابان، دامپزشکان) و معده تا حدودي احتمال ابتلا را کاهش می

و IgGو سپس IgMدر این بیماري نیز مانند سایر بیماري ها در اواخر هفته اول ویا دوم مرحله حاد ابتدا بتدریج تر است.کنند شایعآلوده سفر میافرادي که به مناطق 
IgAاختصاصی بر علیه شاخص هاي آنتی ژنیک باکتري بالا می رود و پس از چند هفته عیارIgG ازIgM درمان مناسب انجام شود نیز بیشتر می شود. در صورتی که
تشخیص بیماري بر اساس جدا نمودن باکتري از بیمار و کشت آن در محیط هاي مخصوص می باشد ایجاد نمی شود.IgGکاهش می یابد ولی تغییري در تیتر IgMتیتر 
تستهاي سرولوژیک مورد استفاده استفاده می شود.ین بودن حساسیت آن بیشتر از روشهاي تشخیص سرولوژیک در تشخیصیبدلیل طولانی بودن زمان کشت و پاولی 

، رایت،(رز بنگالتست هاي آگلوتیناسیون در بروسلوز را میتوان در دو دسته تستهاي اولیه و تستهاي تاییدي جاي داد. تستهاي اولیه که نقش غربالگري دارند همچون 
با توجه فاده می شود. براي قابل رویت شدن واکنش از ذراتی مانند رنگ رزبنگال استفاده می شوداستبا حرارت از سوسپانسیون باکتري کشته شده ) هغیرکمبس رایت و

استفاده از یک نوع ازآنتی ،عدم قدرت تفکیک نوع آنتی بادي،همچنین بروز پدیده منطقه اي یا پروزون،اختصاصیت پایین،به مدت زمان طولانی این دسته از آزمایشات
ورتوس) در این دسته از آزمایشات که گاهاٌ منجر به از دست دادن واکنشهاي حاصله از بروسلا ملی تنسیس میگردد و همچنین وجود برخی آنتیژن (تنها بروسلا اب

لایزا یکی از این دسته تست ابادیهاي  بلوکان که منجر به بروز منفی کاذب در آزمایش میشوند امروزه از تستهاي دسته دوم یعنی تستهاي تاییدي بیشتر استفاده میشود. 
روش آزمایش ساده و کوتاه بوده نمی شوددر این تست پدیده منطقه اي یا آنتی بادي هاي بلوکان دیدههمراهست. حساسیت و ویژگی بسیار بالااز آزمایشات بوده که با 

کلاس آنتی بادي موجود حتی آختصاصی می توان تفاده از آنتی بادي هاي با اسشایع ابورتوس و ملی تنسیس در آن استفاده شده ويدو نوع بروسلاو از آنتی ژنهاي هر
.در سرم را نیز مشخص نمود

:اساس آزمایش

Brucellaگونه شایع باکتري هر دو(SLPS)آنتی ژنهاي سطحیچاهکهاي پلیت توسطاین کیتدر abortus & melitensisپوشانده شده اند.(coating) در
ها به آنتی ژنهاي کف این آنتی باديBrucellaدر صورت وجود آنتی بادي علیه انتی ژنهاي مونه هاي رقیق شده داخل چاهکها ریخته می شوند. هنگام آزمایش، ن

آنتی هیومن ،IgMاز نوع Brucellaآنتی بادي هاي ضد متصل شده، در صورت وجودHRPکه به آنزیم IgMسپس با افزودن آنتی بادي ضد چاهک متصل می گردند.
IgMمحلول رنگزا داخل چاهکها ریخته می شود که شدت رنگ آبی، متناسب با کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها نیز به آنها متصل می گردد. پس از شستشو ،
.ومتر داردنان450. افزودن محلول متوقف کننده، رنگ آبی را به زرد تبدیل می نماید که بهترین جذب نوري را در طول موج است

محتویات کیت :

.Brucella(SLPS)سطحی باکتري آنتی ژنهاي خانه حاوي چاهک هاي پوشش داده شده با 96پلیت ) 1
.میلی لیتر محلول جهت رقیق کردن نمونه ها50ویال حاوي 1: (Sample Diluent)محلول رقیق کننده نمونه ) 2
هانمونهدرIgGجهت مهار کردن روماتویید فاکتور و غلظتهاي بالاي Anti human IgGمیلی لیتر محلول 5/7ال حاوي ویAssay Buffer : (1) محلول اسی بافر (3
.انسانی متصل شده به  آنزیم پراکسیدازIgMمیلی لیتر آنتی بادي ضد 12: یک ویال حاوي (Enzyme Conjugate)محلول آنزیم کنژوگه آماده مصرف ) 4
کاتن به عنوان ماده محافظ و 05/0داراي پروتئین به عنوان پایدار کننده و ،میلی لیتر محلول بافري5/1: یک ویال حاوي (Positive Control)مثبت ) سرم کنترل 5

.Brucellaعلیه IgMآنتی باديحاويسرم انسانی غیر فعال شده ، 
% کاتن به عنوان ماده محافظ و سرم انسانی منفی از نظر 05/0لیتر محلول داراي بافر فسفات و میلی 2: یک ویال حاوي (Negative Control)سرم کنترل منفی) 6

.Brucellaعلیه IgMآنتی بادي
.اکسیژنه (آماده براي مصرف)میلی لیتر تترا متیل بنزیدین و آب12حاويویال 1: (Chromogen-Substrate)محلول رنگزاي یک مرحله اي) 7
% توئین . جهت تهیه محلول 05/0محلول بافر فسفات و داراي)X10میلی لیتر محلول شستشوي غلیظ (50ویال حاويدو:(Wash Buffer)ومحلول شستش) 8

.دییرقیق نما10/1شستشوي آماده مصرف، مقدار مورد نیاز را با آب مقطر به نسبت 
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نرمال .1ی لیتر اسید کلریدریک میل12حاوي: یک ویال )Stop Solutionمحلول متوقف کننده () 9
. برچسب مخصوص پلیت) 10

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

.نانومتر  به عنوان فیلتر رفرانس)630نانومتر (و در صورت امکان 450داراي فیلتر ریدردستگاه الایزا) 1
.سمپلر هاي دقیق) 2
.آب مقطر)3
.درجه سانتی گراد37اتور دستگاه انکوب)4

نکات قابل ذکر براي مصرف کنندگان: 

محتویات این کیت تنها براي مصرف در همین کیت قابل استفاده هستند .) 1
ید .یساختهاي مختلف جداً خودداري نمااز مخلوط کردن محتویات کیتها با شماره)2
.ر سرم و پلاسماي انسانی طراحی و ساخته شده استدAnti Brucella IgMاین کیت صرفا جهت اندازه گیري ) 3
، جهت احتیاط  اند و فاقد این عوامل می باشندکنترل گردیدهHIVو HCVوآنتی بادیهاي HBsAgکلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرمی دارند از نظر وجود ) 4

.پرهیزندند از تماس مستقیم با مواد بنبهتر است 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.یدینگهداري نماچاهکها را در کیسه مخصوص پلیت همراه با نمگیر) 2
.نوشته شده بر روي هر یک از آنها می باشدپایداري محتویات کیت تا پایان مدت انقضاي) 3
دن کریستالها ، ممکن است در محلول شستشوي غلیظ کریستال تشکیل شود که این امر مشکلی را ایجاد نمی نماید . قبل از تهیه محلول شستشوي کار، براي حل ش) 4

2-8این محلول (آماده مصرف) به مدت یک هفته در شرایط ؛ با آب مقطر رقیق نمایید 10/1محلول شستشو را به نسبت در جه سانتی گراد قرار دهید . 37ویال را در 
درجه سانتیگراد قابل نگهداري و مصرف می باشد.

جمع آوري و آماده سازي نمونه : 

درجه سانتی گراد نگهداري شود ولی براي 2-8دماي ، نمونه میتواند براي مدت دو روز درخون استفاده نمودسلولهايسرم یا پلاسما را می توان پس از جدا نمودن از
از نمونه هاي مشکوك به .نمودن نمونه پرهیز شود)Freeze-thawباید از (در ضمندرجه سانتی گراد استفاده گردد-20نگهداري بیش از مدت دو روز باید از دماي 

.آلودگی میکروبی جهت انجام آزمایش استفاده نشود

:ولیه نمونه هاآماده سازي ا

محلول رقیق کننده نمونه) . میکرولیتر500میکرولیتر نمونه با 10رقیق کنید (51به 1نمونه ها را با کمک محلول رقیق کننده نمونه به نسبت الف:
.کیت آماده مصرف بوده و نیازي به رقیق سازي ندارندکنترلهاي :توجه

دقیقه در دماي اتاق 20سپس به مدت .کنیدمیکرولیتر از محلول اسی بافر به آنها اضافه75شده را داخل لوله دیگري ریخته و میکرولیتر از نمونه هاي رقیق75:ب
.گرددBrucellaدقیقه ممکن است منجربه جذب آنتی بادیهاي اختصاصی علیه 20توجه نمایید که نگهداري مدت زمان طولانی تر از ؛نگهداري نمایید

:حات عمومیتوضی

. 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
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.جذب نوري چاهکها حداکثر تا نیم ساعت قابل قرائت می باشد،پس از افزودن محلول متوقف کننده)4
.   دنبراي کسب نتایج مطلوب باید شستشوي چاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیه شو)5
ن پیشنهاد می گردد قبل از شروع آزمایش تمام مواد و محلولهاي مورد نیاز را بنابرایزمان انکوباسیون مناسب می باشد.ن فاکتورها در حصول نتیجه مطلوب،از مهمتری)6

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

:مراحل انجام آزمایش

.قرار داده و درب آن را ببندیدمخصوص نگهداري پلیتهکها را به همراه نمگیر درون کیسهچاسایرتعداد چاهکهاي مورد نظر را انتخاب کرده و ) 1
چاهک اول را براي بلانک و کنترل مثبت در نظر دو ؛ طبق دستور زیر در چاهک ها بریزیدرا شدهآمادهنمونه هاي ازمیکرولیتر100و کنترل هامیکرولیتر از100) 2

، چاهکها را پس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پلیت؛ را براي نمونه ها استفاده کنیدچاهک هاسایربه صورت دوپلیکیت ریخته و کنترل منفی را.بگیرید
.قرار دهیددرجه سانتی گراد 37دمايدر دقیقه 30مدت براي 

براي شستشو چنانچه دستگاه واشر اتوماتیک در دسترس نباشد می توان .یدیرف بشوبار با محلول شستشوي آماده مص5حتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را م)3
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 سرنگکاناله و یا 8از سمپلر 

ید و در انتهاي یا وارونه کردن و تکاندن خالی نمامیکرولیتر محلول شستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ها را ب300. در هر دفعه شستشو حدودآزمایش گردد
.دبکوبید تا قطرات اضافی خارج شونبا ضربات ملایم بر روي یک پارچه یا کاغذ نمگیروچاهکها را در حالت وارونه،عملیات شستشو

،پس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پلیت؛ بریزیدبه استثناي چاهک بلانکهاچاهککنژوگه آماده مصرف را داخلآنزیممیکرولیتر از محلول 100)4
.قرار دهیددرجه سانتی گراد37دمايدر دقیقه 30چاهکها را به مدت 

.) 3ید ( همانند بند یبشوبا محلول شستشوي آماده مصرفبار5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را )5
.قرار دهیددقیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریکی 15چاهکها را به مدت ؛ د ییاضافه نماهاچاهکهمه ) به Chromogen-Substrateمیکرولیتر محلول رنگزا (100)6
. براي سنجش جذب نوري هر چاهک از یدینشهاي آنزیمی را متوقف نماواک،به هر چاهکStop)(Solutionمتوقف کنندهمیکرولیتر محلول 100با اضافه کردن )7

.به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گرددnm630وصیه میشود از فیلتر ت. یدیو جذب نوري چاهکها را قرائت نمانمودهاستفاده nm450دستگاه الایزاریدر با فیلتر 

: ارزشیابی آزمایش

:ط زیر ارزشمند و قابل گزارش تلقی  می گردداین آزمایش با داشتن شرای
.، در صورت بیشتر بودن جذب نوري بلانک احتمالاً محلول رنگزا آلوده شده استبراي بلانک05/0جذب نوري کمتر از-
، آزمایش را دوباره انجام داده ورت نگرفته استصصحیح طور احتمالاً شستشو به،، در صورت بیشتر بودن این جذب نوريبراي کنترل منفی1/0جذب نوري کمتر از-

.و در مراحل شستشو دقت کنید
.براي کنترل مثبت6/0جذب نوري بیشتر از -

:محاسبه نتایج

.می توان استفاده نمودnm450از هر دستگاه الایزاریدر با قابلیت سنجش جذب نوري در طول موج
.بخوانیدnm630رفرانس و در صورت امکان در مقابل فیلترnm450ها را به کمک دستگاه الایزاریدر در طول موج جذب نوري کنترلها و نمونه )1
.جذب نوري بلانک را از کنترلها و نمونه ها کم کنید)2
.را طبق فرمول زیر بدست آوریدCut Offمقدار )3

Cut Off value=میانگین جذبهاي نوري کنترل منفی +2/0

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

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

می باشد مشکوك بوده و 9/0- 1/1مقدار ایندکس آنها بین  نمونه هایی که .منفی قلمداد می شوند9/0مثبت و پایین تر از 1/1بر اساس این فرمول مقادیر بالاتر از 
.آزمایش شونداًده از سرم یا پلاسماي تازه مجددباید پس از مدتی با استفا
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:بررسی نتایج

 جواب منفی نشان دهنده عدم وجود آنتی باديIgM علیهBrucellaمی باشد .
لت ه عمثبتی که در تکرار مجدد منفی میشوند، باید منفی گزارش گردند. مثبت شدن آزمایش در مرتبه اول می تواند بجوابهاي مثبت باید مجدداً تکرار شوند. نمونه هاي 

.یا نمونه برداري باشدوشستشومراحلخطاي کاري در

:ییشاخصهاي اجرا

. با مثبت بودندمورد1619آزمایش شدند کهبا این کیتي مرجع کمی لومینسانس والایزارایت،2MEرایت، روشباید شده یت تاعدد سرم مثب1620:حساسیت) 1
.بوده و با کیتها و روشهاي تاییدي معتبر قابل مقایسه می باشددرصدBrucella،93/99علیه IgMتوجه به نتایج بدست آمده حساسیت کیت جهت اندازه گیري آنتی بادي

بر اساس نتایج بودند.منفینمونه 77این کیتشدند که با روش آزمایش کیت و روش کمی لومینسانس اینبابه طور همزمان سرم منفی عدد78: اختصاصیت) 2
.درصد می باشد71/98کیت این بدست آمده اختصاصیت 

اخت) بوسیله کنترل پذیري کیت، آزمون هاي دقت درون سنجی (در یک کیت) و میان سنجی (بین چند کیت از یک سري سجهت بررسی تکرار:دقت آزمایش) 3
.منفی و مثبت و یک نمونه سرمی مثبت ضعیف انجام شد که نتایج آن در جداول زیر آمده است

-Intra)آزمون دقت درون سنجی- assay):

%SDCVمیانگین جذب نوريتستتعداد دفعات تکرار

2032/105/08/3کنترل مثبت
20023/0002/07/8کنترل منفی

12028/0024/06/8ضعیفمثبتنمونه 
2203/002/07/6ضعیف نمونه مثبت
320533/0027/01/5ضعیف نمونه مثبت

-Inter)میان سنجیدقت آزمون- assay):

%SDCVمیانگین جذب نوريتستتعداد دفعات تکرار

1035/1052/08/3کنترل مثبت
10025/00023/02/9کنترل منفی

110288/0025/07/8ضعیف مونه مثبتن
210327/0022/07/6ضعیف نمونه مثبت
310542/0029/03/5ضعیف نمونه مثبت

صورت دوپلیکیت انجام شده است .ه ب،هر سري آزمایش*
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به صورت شماتیکBrucella.IgMروش انجام تست

میکرولیتر از محلول اسی بافر 75میکرولیتر از نمونه هاي رقیق شده را با75سپس.رقیق کنید51به 1نمونه ها را با کمک محلول رقیق کننده نمونه به نسبت *
.دقیقه در دماي اتاق قرار دهید20مخلوط کرده و به مدت 

Brucellaاختصاصیهايچاهکهاي کوت شده با آنتی ژن

نمونه کنترل ها بلانک محلولها
- میکرولیتر100 - کنترل ها

میکرولیتر100 - - آماده شدهنمونه

سانتی گراد انکوبه نمایید . درجه37دقیقه در دماي 30را به مدت وص پلیت بپوشانید و آندهانه چاهک ها را با چسب مخص
.یدیبار چاهکها را بشو5،طبق دستور شستشو.برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید

میکرولیتر100 میکرولیتر100 - آنزیم کنژوگه
سانتی گراد انکوبه نمایید . درجه37دقیقه در دماي 30به مدت راپلیت بپوشانید و آندهانه چاهک ها را با چسب مخصوص

.یدیبار چاهکها را بشو5،طبق دستور شستشو.برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول رنگزا

.قرار دهیدیقه در دماي اتاق و در تاریکی دق15پلیت را به مدت 
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده

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


