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الایزاروشبهCA125سنجشکیت 

:کاربردحیطه

سرطان تخمدان بیماراندر تشخیصکمک ابزاریکعنوانبهکیتاین. استشدهطراحیانسانسرمدر CA125کمی سنجشبرايطب،پیشتازCA125الایزايکیت
محتوي این کیت تنها براي تشخیص آزمایشگاهی می باشد. د.رومیکاربهو روشهاي تشخیصیبالینیتظاهراتسایربامراه ه

:مقدمه

CA125 نیز نامیده می شود، یک آنتی ژن سطحی مرتبط با سرطان سلولهاي اپی تلیال تخمدان محسوب می شود. 16که موسینCA125 در سرم همراه با گلیکوپروتئینی با وزن مولکولی
CA125در حال حاضر در افرادي با اندومتریوز شدید و کارسینوماي تخمدان مشاهده می شود.CA125بالا می باشد. مطالعات چاپ شده نشان داده اند که افزایش سطح سرمی 

در سایر CA125درصد بیماران مبتلا به تومور اپی تلیال تخمدان افزایش می یابد. 90تا 75در CA125اشد. غلظت سرمی متداول ترین بیومارکر در دسترس براي سرطان تخمدان می ب
% 6یم تخمدان و % زنان سالم با بیماریهاي خوش خ3% زنان سالم، 1سرمی در CA125افزایش می یابد. در این راستا لگنیالتهابيماریو بي، بارداریقاعدگشرایط غیر توموري مانند 

تهاب پریتوئن، پریکارد یا پلور افزایش می یابد. بیماران با شرایط غیر بدخیمی مانند سه ماه اول بارداري، اندومتریوزیس، فیبروز رحمی، عفونت حاد لوله هاي فالوپ، بیماریهاي کبدي، ال
CA125ران سرطان تخمدان کاربرد دارد. اگرچه نقش آن در غربالگري و تشخیص زودرس سرطان تخمدان به علت سرمی براي پایش پاسخ به شیمی درمانی، عود و پیشرفت بیماري در بیما

همراه سرطان تخمدان بیماراندر تشخیصکمک ابزاریکعنوانبهمی تواندطبپیشتازCA125الایزايکیتپایین بودن حساسیت و اختصاصیت محدود می باشد. از این رو 
. برده شودکاربهروشهاي تشخیصی مانند التراسونوگرافی داخل واژن سایربا

:آزمایشاساس

علیه مونوکلونالساندویچ و با استفاده از آنتی بادیهاي مونوکلونال می باشد. در این روش چاهکها توسط آنتی باديالایزاي ه روش بCA125کمی سنجشاساس کیت
پس از انکوباسیون و ، ). نمونه بیماران با آنتی بادي پوشش داده شده در ته چاهکها مجاور شدهCoatingداده می شوند (پوششCA125آنتی ژنیک هايشاخصی ازیک

CA125به چاهکها اضافه شده و انکوبه می گردد. مقدار کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها با غلظت HRPمتصل به آنزیم CA125آنتی بادي ثانویه ضد ، شستشو

) وکروموژن است داخل چاهکها ریخته می شود که رنگ آبی پدید آمده H2O2محلول رنگزا که محتوي هیدروژن پراکسید (،پس از شستشو. ونه ها متناسب استدر نم
450ي را در طول موج است. با افزودن محلول متوقف کننده رنگ آبی به زرد تبدیل می شود که بهترین جذب نورا متناسب با کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکه

نانومتر دارد. 

:کیتمحتویات

CA125بادي منوکلونال ضد آنتیباشدهدادهپوششچاهکعدد 96دارايپلیتیک عدد)1

)آبی رنگ-مصرفبرايآماده(هانمونهکردنرقیقجهتمحلولحاويمیلی لیتري 6ویالیک ) : Assay Bufferبافر( ی) محلول اس2
-مصرفبرايآماده(پراکسیدازآنزیمبهشدهمتصلCA125ضدباديآنتیمحلول حاويمیلی لیتري12ویالیک : )Enzyme Conjugate(کنژوگهآنزیممحلول) 3

)قرمز رنگ
Standardsاستانداردها (ي) سر4 Set شامل : (400و 200‚100‚25‚0هايبا غلظتاستانداردمیلی لیتري از1الیو5U/ml ازCA125 استاندارد صفر)تریلیلیم2

)سبز رنگ-مصرفبرايآماده(باشند) یمتریلیلیم1استانداردها ریو سا
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عنوانبهپروتئیندارايبافريمحلولرقیق شده در CA125مقدار مشخص حاويمیلی لیتري سرم انسانی 1ویالیک ): Low Control Serum(پایینکنترلسرم) 5
. غلظت دقیق کنترل روي ویال ذکر شده است .)رنگآبی- مصرفبرايآماده(محافظمادهعنوانبهکاتن% 05/0وکنندهپایدار

عنوانبهپروتئیندارايبافريمحلولرقیق شده در CA125مقدار مشخص حاويمیلی لیتري سرم انسانی 1ویالیک ): High Control Serum(بالاکنترلسرم) 6
غلظت دقیق کنترل روي ویال ذکر شده است ..)رنگقرمز- مصرفبرايآماده(محافظمادهعنوانبهکاتن% 05/0وکنندهپایدار

)بی رنگ-مصرفبرايآماده(اکسیژنهآبوبنزیدینمتیلتتراحاويمیلی لیتري 12ویالیک : )Chromogen-Substrate(ايمرحلهیکرنگزايمحلول) 7
محلولتهیهجهت;توئین%05/0وفسفاتبافرمحلولداراي(20x)غلیظشستشويمحلولحاويمیلی لیتري 50ویالیک : )Wash Buffer(شستشومحلول) 8

.نماییدرقیق20/1نسبتبهمقطرآببارانیازموردمقدارمصرف،آمادهشستشوي
نرمال1کلریدریکاسیدحاويمیلی لیتري 12ویالیک : )Stop Solution(کنندهمتوقفمحلول) 9

پلیتمخصوصبرچسبیک عدد ) 10
) دستورالعمل مصرف 11

:باشندنمیموجودکیتدرکهنیازموردوسایلومواد

) رفرانسفیلترعنوانبهنانومتر630امکانصورتدر(نانومتر450فیلتردارايالایزاریدردستگاه) 1
میکرولیتري و سر سمپلرهاي مخصوص یکبار مصرف100و 50و کالیبرهدقیقهايسمپلر) 2
نمگیرکاغذ) 3
مقطرآب) 4

:کنندگانمصرفبرايذکرقابلنکات

.هستنداستفادهقابلکیتهمیندرمصرفبرايتنهاکیتاین) محتویات1
) تمامی محتویات کیت تنها براي استفاده تشخیصی در آزمایشگاه می باشند . 2
) تنها پرسنل آموزش دیده بایستی از این تست استفاده نمایند .3
.استشدهساختهوطراحیانسانیسرمدرCA125گیرياندازهجهتصرفاکیتاین) 4
.نماییدخودداريجداًمختلفساختهايشمارهباهاکیتمحتویاتکردنمخلوطاز) 5
بهتراحتیاطجهت.باشندمیعواملاینفاقدواندگردیدهکنترلHIVوHCVبادیهايوآنتیHBsAgوجودنظرازدارندسرمیمنشاءکهکیتدرموجودموادکلیه) 6

.و از وسایل ایمنی لازم در آزمایشگاه استفاده نمایندبپرهیزندموادبامستقیمتماسازکنندمیکارکیتباکهکاربرانیاست
محلولهاي واکنش گر و معرفها باید مطابق با تمامباید به عنوان پسماندهاي عفونی در نظر گرفته شوند. ،کنترلها و چاهکهاي استفاده شدهاستانداردها،ونه بیماران،من)7

مقررات ملی دفع پسماندهاي عفونی امحاء شوند .

: نگهداريشرایط

.  نماییدنگهداريگرادسانتیدرجه8تا2دمايبینیخچالدرراکیت) 1
. نماییدنگهدارينمگیرباهمراهپلیتمخصوصکیسهدرراچاهکها) 2
.باشدمیآنهاازیکهررويبرشدهنوشتهانقضايمدتپایانتاکیتمحتویاتپایداري) 3
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درراویالکریستالها،شدنحلبرايکار،شستشويمحلولتهیهازقبل.نمایدنمیایجادرامشکلیامراینکهشودتشکیلکریستالغلیظشستشويمحلولدراستممکن) 4
2-8شرایطدرهفتهیکمدتبه) مصرفآماده(محلولاین،نماییدرقیقمقطرآببابه میزان مورد نیاز 20/1نسبتبهراشستشومحلول. دهیدقرارگرادسانتیدرجه37

.باشدمیمصرفونگهداريقابلگرادسانتیدرجه

: نمونهسازيآمادهوآوريجمع

ازبیشنگهداريبرايولیشودنگهداريگرادسانتیدرجه2-8دمايدرروزدومدتبرايتواندمینمونه.نموداستفادهخونلختهازنمودنجداازپستوانمیراسرم
انجامجهتمیکروبیآلودگیبهمشکوكهاينمونهاز). شودپرهیزنمونهنمودنFreeze-thawازبایدضمندر(گردداستفادهگرادسانتیدرجه-20دمايازبایدروزدو

.نشوداستفادهآزمایش

:عمومیتوضیحات

پلیت را بعد از رسیدن به دماي محیط از کیسه مخصوص آن خارج کرده و چاهکهاي . برسنداتاقحرارتدرجهبهبایدهانمونهوموادتمامآزمایشمراحلشروعازقبل) 1
مورد نیاز را بردارید . 

از خشک شدن چاهکها در بین مراحل انکوباسیون پرهیز شود ..پذیرندانجامتوقفبدونبایدمراحلکلیهآزمایششروعمحضبه) 2
.شوداستفادهنمونههربرايمصرفباریکسمپلرنوكازحتما) 3
.باشدمیقرائتقابلساعتنیمتاحداکثرهاچاهکنوريجذبکننده،متوقفمحلولافزودنازپس) 4
.   شوندتخلیههاچاهکازشستشوازپسقطراتآخرینوگرفتهصورتکاملصورته بهاچاهکشستشويبایدمطلوبنتایجکسببراي) 5
رانیازموردمحلولهايوموادتمامآزمایششروعازقبلگرددمیپیشنهادبنابراین. باشدمیمناسبانکوباسیونزمانمطلوب،نتیجهحصولدرفاکتورهامهمتریناز) 6

. شودمیتردقیقنتایجباعثسمپلینگمراحلبینزمانیفاصلهکاهشباعملاینکنید،بازراآنهادربونمودهآماده

: آزمایشانجاممراحل

.ببندیدراآندربودادهقرارپلیتنگهداريمخصوصکیسهدروننمگیرهمراهبهراچاهکهاسایروکردهانتخابرانظرموردچاهکهايتعداد) 1
یمعننیاستفاده شود بدتیکیصورت داپله گردد که از استانداردها و نمونه ها بیمشنهادیپد،یزیاز هر استاندارد، سرم کنترل و نمونه را به داخل هر چاهک برتریکرولیم50) 2

دستورطبقراهانمونهوکنترلاستانداردها، سرم هاي .دیکناستفادهجیمحاسبه نتايآنها برايجذب نورنیانگیو در انتها از مدیزیکه هر استاندارد و نمونه را در دو چاهک بر
.کنیداستفادههانمونهبرايراهاچاهکسایروبراي استانداردهاي مختلف، دو چاهک بعدي به ترتیب براي سرم کنترل پایین و بالا لواپنج چاهک .بریزیدهاچاهکدرزیر
.مخلوط شوندیخوبه آن باتیتا محتودیتکان دههیثان15به مدت یرا به آرامتی) را به هر چاهک اضافه نموده و پلAssay Bufferبافر (یاز محلول استریکرولیم50) 3

.دییگراد) انکوبه نمایدرجه سانت22-28در درجه حرارت اتاق (قهیدق60پوشانده و چاهکها را به مدت تیدرب چاهکها را با برچسب مخصوص پل
ازتوانمینباشددسترسدراتوماتیکواشردستگاهچنانچهشستشوبراي.بشوییدمصرفآمادهشستشويمحلولبابار5راهاچاهکوکردهخالیراهاچاهکمحتویات) 4

هردر. گرددآزمایشنتیجهدرخطاایجادموجبتواندمیزیرانشودوارددیگرچاهکبهچاهکیکازشستشومحلولکهبودمواظببایدولینموداستفادهکاناله8سمپلر
راهاچاهکشستشو،عملیاتانتهايدرونماییدخالیتکاندنوکردنوارونهباراهاچاهکسپسوریختهچاهکهردرشستشومحلولمیکرولیتر300حدودشستشودفعه

.شوندخارجاضافیقطراتتابکوبیدنمگیرکاغذیاپارچهیکرويبرملایمضرباتباووارونهحالتدر
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پلیت،مخصوصبرچسبتوسطهاچاهکپوشاندنازپس،بریزیدهاچاهکداخلبهرامصرفآماده) Enzyme Conjugate(کنژوگهآنزیممحلولازمیکرولیتر100) 5
.درجه سانتی گراد) انکوبه نمایید22-28دماي اتاق (دردقیقه30مدتبهراچاهکها

.)4بندهمانند(بشوییدمصرفآمادهشستشويمحلولبابار5راچاهکهاوکردهخالیراهاچاهکمحتویات) 6
.دهیدقرارتاریکیدرواتاقحرارتدرجهدردقیقه15مدتبهراهاچاهک،نماییدافهاضچاهکهر به) Chromogen-Substrate(رنگزامحلولمیکرولیتر100) 7
ازچاهکهرنوريجذبسنجشبراي. نماییدمتوقفراآنزیمیهايواکنشچاهک،هربه(Stop Solution)کنندهمتوقفمحلولمیکرولیتر100کردناضافهبا) 8

.گردداستفادهرفرانسفیلترعنوانبهnm630فیلترازشودمیتوصیه. نمائیدقرائتراهاچاهکنوريجذبونمودهاستفادهnm450فیلترباریدرالایزادستگاه

ارزشیابی آزمایش:

:این آزمایش با داشتن شرایط زیر ارزشمند و قابل گزارش تلقی می گردد
قابل قبول است. 4/1و بیشتر از 1/0ازکمتر به ترتیب U/ml400استاندارد صفر و جذب نوري -

: نتایجمحاسبه

.نموداستفادهتوانمیnm450موجطولدرنوريجذبسنجشقابلیتباالایزاریدردستگاههراز
.بخوانیدnm630رفرانسفیلترمقابلدرامکانصورتدروnm450موجطولدرالایزاریدردستگاهکمکبهراهانمونهوهاکنترلاستانداردها، نوريجذب) 1
يمحور عمودياستانداردها را رويصورت که جذب نورنیبه ادی) رسم کنPoint to point(ياستانداردها و غلظت معلوم آنها نموداريجذب نورنیانگیبا استفاده از م) 2
)Y (یمحور افقيآنها را رو) و غلظتXتا دییوصل نماگریکدینقاط بدست آمده را به س، سپدیهر استاندارد بدست آوريرا برايغلظت و جذب نوری) برده و نقطه تلاق

.دیبدست آیمنحن
خط نیاکهیبطوردییوصل نمایبه منحنیسپس نقطه مذکور را توسط خطد،یکندایآن راپيجايمحور عموديهر نمونه را بدست آورده و رويبرايجذب نورنیانگی) م3

مقدار غلظت را نشان خواهد ین خط با محور افقیای، نقطه تلاقدیوارد کنیخطی عمود بر محور افق،یخط و منحنیکاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقيبر محور عمود
داد .

استانداردها

)U/ml(
جذب نوري

( 450/630 nm )

0 < 0.1

400 > 1.4

استانداردها

)U/ml(
جذب نوري

( 450/630 nm )

0 0.02

25 0.18

100 0.68

200 1.3

400 2.3
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CA125 Standard Curve

.: جذبهاي نوري و منحنی مربوطه فقط به عنوان نمونه می باشد و هر آزمایشگاه در هر دفعه انجام آزمایش باید منحنی جدیدي رسم نمایدتوجه

مقادیر مورد انتظار: 

قرار زیر می باشد ولی پیشنهاد می گردد که هر آزمایشگاه مقادیر نرمال خود را ه دست آمده به که توسط تستهاي مکرر به روش الایزا بمقادیر نرمال درسرم افراد طبیعی 
:بدست آورد

شد. مقدار محاسبهU/ml8.5با انحراف معیار ) %95اطمینانحدودبا U/ml)8.5-10.5 9.5خانم سالم اندازه گیري شد. میانگین داده ها283در CA125مقادیر سرمی
mean+3SD نمونه هاي نرمالU/ml35.محاسبه شد

محدودیت هاي روش اندازه گیري:

از جمله آنتی ،ود در نمونه سرمهر چند طراحی این کیت به گونه اي است که از تاثیر عوامل مداخله گر تا حد امکان جلوگیري شود اما به ندرت امکان دارد بعضی عوامل موج
ت اتوآنتی بادي ها و نظایر اینها بر نتیجه آزمایش اثر بگذارند. بنابر این بهتر است تفسیر نتیجه آزمایش با در نظر گرفتن نتایج معاینا،برخی داروها،بادي هاي هتروفیلیک

یافته هاي تشخیصی دیگر و شرح حال بیمار انجام گیرد .،بالینی

:اجراییشاخصهاي
مقایسه ایی :مطالعه)1

بیمار با تشخیص قطعی سرطان تخمدان خوش خیم و بدخیم مراجعه 154شرکت پیشتاز طب با کیت تجاري مربوطه مقایسه شد. نمونه هاي سرم CA125سنجش تیک
نمونه سرم افراد نرمال مراجعه کننده به آزمایشگاه تشخیص طبی براي تستهاي مقایسه ایی استفاده شدند. 105کننده به یکی از بیمارستانهاي ریفرال انکولوژي به همراه 

% بین کیت پیشتاز طب و کیت تجاري معتبر بود. 7/98نتایج تستهاي مقایسه ایی بروي نمونه هاي ذکر شده بیانگر همبستگی 
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:حداقل مقدار قابل اندازه گیري)2

.باشدیمU/ml6/1تیکنیدر اCA125حداقل غلظت قابل تشخیص ) SD(اریاستاندارد صفر و سه برابر انحراف معياساس جذب نوربر 

دقت آزمایش: ) 3

با غلظتهاي سرمینمونه سهوسیلهه پذیري کیت، آزمونهاي دقت درون سنجی (در یک کیت) و میان سنجی (بین چند کیت از یک سري ساخت) بجهت بررسی تکرار
.آمده استمربوطهانجام شد که نتایج آن در جداول CA125متفاوت 

-Intra)آزمون دقت درون سنجی-1جدول  assay):

U/ml(SD(میانگین تستتعداد دفعات تکرار (U/ml)CV %

12011.530.464.00نمونه 

220256.581.710.67نمونه 

320319.849.633.00نمونه 

-Inter)میان سنجیدقت آزمون-2جدول  assay):

U/ml(SD(میانگینتستتعداد دفعات تکرار (U/ml)CV %

12011.281.099.66نمونه 

220244.8113.685.59نمونه 

320379.1015.264.02نمونه 
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:ریکاوري آزمایش) 4

:آمده استمربوطهافزوده شد و ریکاوري آنها محاسبه گردید که نتایج آن در جدول CA125مقادیر معلومی ازسه نمونه سرم با به CA125مقادیر مشخصی از 

جهت تست ریکاوري از استانداردهاي کیت استفاده نشود .*

:ریکاوري-3جدول

(%)ریکاوري  مقدار بدست آمده 
(U/ml)

مقدار مورد انتظار
(U/ml)

افزوده CA125مقدار
(U/ml)شده 

موجود CA125مقدار 
) U/mlدر سرم ( نمونه

101.4 108.85 107.3 185.3 29.3 1
99.6 62.7 62.925 96.55 29.3 1
103.4 25.75 24.9 20.5 29.3 1
100.2 153.2 152.95 185.3 12.6 2
95.8 104.05 108.575 96.55 12.6 2
99.9 70.45 70.55 20.5 12.6 2
95.9 211.75 220.85 185.3 256.4 3
92.4 163.1 176.475 96.55 256.4 3
99.8 138.15 138.45 20.5 256.4 3

:خطی بودن آزمایش) 5

محاسبه شد که در و درصد ریکاوري تهیه گردید و نتایج بر اساس ضریب رقت CA125نمونه سرم با غظت مشخص از 3رقتهاي سریالی از،براي تایید خطی بودن تست 
نتایج آن آورده شده است.مربوطهجدول 

:خطی بودن-4جدول

موجود در سرم CA125مقدار نمونه
)U/mlرقیق نشده (

(%)ریکاوري 

16/1رقت 8/1رقت 4/1رقت 2/1رقت 
1360.695.7796.2594.2191.11

2321.26100.85103.75104.93108.89

3204.7793.5890.1694.190.75

:)Hook Effectاثر هوك () 6

) صورت گرفت که پدیده هوك مشاهده نشد.U/ml50000ي با غلظت بسیار بالا از این آنالیت ( تا هاجهت سرمCA125آزمایش 

) واکنش متقاطع:7
. مشاهده نشدCEA, AFP, PSA, CA19.9, CA15-3آنتی ژن هايواکنش متقاطعی با
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صورت شماتیکه بCA125روش انجام آزمایش
CA125ضدچاهکهاي کوت شده با آنتی بادي 

نمونه سرم کنترل استاندارد محلولها
- - میکرولیتر50 استاندارد
- میکرولیتر50 - سرم کنترل

میکرولیتر50 - - نمونه
میکرولیتر50 میکرولیتر50 میکرولیتر50 اسی بافر

و سپس دهانه چاهکها را با برچسب ثانیه تکان دهید تا محتویات چاهکها بخوبی مخلوط شوند15پلیت را به ملایمت براي مدت 
طبق دستور برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنیددقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید.60بپوشانید.مخصوص پلیت 

.یدیبار چاهکها را بشو5شستشو 
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 نژوگهوآنزیم ک

برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید.30.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید
ید.یبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو .خالی کنید

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

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 کنندهمتوقفمحلول 
قرائت کنید.نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس)630امکان ودرصورت(نانومتر450جذب نوري چاهکها را در طول موج 


