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زای) به روش الاIgGکا (یولا هپاتیت سنجش فاسیک

:مقدمه

ز گزارش شده است، به گزارش سازمان ینيمارین بیانسانها به ايابتلاید ولینمایميماریجاد بیشتر در دامها ایاست از کلاس ترماتودها که بیکا انگلیولا هپاتیفاس
در یدمیا وجود دارد و موارد اپیدر اکثر نقاط دن˝باین انگل تقریاش داشته است.یافزاینسانها به صورت محسوسبه بعد درصد ابتلا در ا1980از سال یبهداشت جهان

يس به علت ورود انگل به کبد و مهاجرت آن به مجاریولازیفاسيماریران از آن جمله اند. عوارض بیلان و مازندران ایدر گیدمیوسته که اپیبوقوع پیمختلفيکشورها
یميصفراويدر مجاریو سمیکیعات مکانیو ضايباعث گشاديصفراويب نسج کبد شده و وجود کرم بالغ در مجاریباشد که عمل مهاجرت باعث تخریميوصفرا

يکبديتوان قولنج هایمدر انسان يماریبیاز علائم اصلگردد.یروز منجر میشوند که به سییایعات دچار عفونت باکتریممکن است که ضاییگردد، در مراحل انتها
با يماریبیص قطعیتشخدر خون را نام برد.یلینوفیو ائوزینامنظم همراه عرق فراوان، اسهال، کم خوني، سر درد و تبهاه شکمیهمراه با استفراغ و سرفه، درد در ناح

ص یتشخيز براین نویناسیو تست ممانعت از هماگلوتيجلديتستهایخثبوت مکمل و بريگرفت، تستهایعشر صورت میا توباژ اثنین انگل در مدفوع یدن تخم اید
ه عفونت گذشته یازده هفته از زمان اولید هفت تا یدن تخمها در مدفوع حداقل بایديبراستند.یبرخوردار نیت کافیک از حساسیچ یبه کار گرفته شده اند که هيماریب

ن روشها در یاز معتبر تریکیس).یولازی(سودوفاستواند باعث مثبت جلوه دادن فرد شودیتخم استفاده کرده باشد ميکه فرد از کبد آلوده حاوی، در ضمن در صورتباشد
معتبر ينمود، با استناد به رفرانسهاییمار را دو تا چهار هفته بعد از ابتلا به انگل شناسایتوان فرد بین روش میباشد که در ایزا میس روش الایولازیص فاسیتشخ

یبرخوردار مییت بالایده لذا تست از اختصاصیاهده گردشس میازیستوزومین تست فقط با شیباشد، در ضمن واکنش متقاطع در ای% م95ش از یزا بیت روش الایحساس
.ار نادر است) یستوزوما بسیران که موارد شیباشد (به خصوص در ا

:شیاساس آزما

شوند. در یخته میاخل چاهکها ردق شده یرقيش نمونه هایدر خلال آزما.(coating)ده اند یداخل چاهک ها متصل گردکافاسیولا هپاتیيژنهایت آنتین کیدر ا 
م یکه به آنزانسانی IgGضد يبادیبا افزودن آنت.گردندیکف چاهک متصل ميژنهایها به آنتیبادین آنتیافاسیولا هپاتیکايژنها یه انتیعليبادیصورت وجود آنت

HRPد آمده با یپدیکه رنگ آبشود.یخته میمحلول رنگزا داخل چاهکها ر، پس از شستشوو، این آنتی بادي به آنتی بادي ضد فاسیولا متصل گردیده متصل شده
450را در طول موج يجذب نورنید که بهترینمایل میرا به زرد تبدیافزودن محلول متوقف کننده رنگ آب.ل شده در چاهکها متناسب استیتشکیمنیکمپلکس ا

.نانو متر دارد

:تیات کیمحتو

Fasciola)ت کوت شدهیکروپلیم) 1 Antigen Coated plate) :کا آماده استفادهیولا هپاتیژن انگل فاسیخانه کوت شده با آنت96ت یکرو پلیمیک.
.کایولا هپاتیه فاسیعلIgGيبادیسرم فاقد آنتتریلیلیم2يال محتویویک: (Negative Control)یکنترل منف) 2
. کایولا هپاتیه فاسیعلIgGيبادیآنتيتر سرم حاویلیلیم1يال محتویویک: (Positive Control)کنترل مثبت) 3
.  یسرميق کننده نمونه هایتر محلول رقیلیلیم50يال حاویودو: (Sample Diluent)ق کننده نمونهیمحلول رق) 4
داز آماده مصرف .یم  پر اکسیومن کنژوگه شده با آنزیهیتر آنتیلیلیم12يال حاویک وی) : Enzyme Conjugateم کنژوگه (یآنز) 5
.)X20(يتر محلول شستشویلیلیم50يال محتویک وی) : Wash Solutionمحلول شستشو () 6
) .آماده استفاده(رنگزايک مرحله ایتر محلول یلیلیم12يوال حایک وی) : Substrateسوبسترا (-محلول کروموژن) 7
نرمال . 1اسید کلریدریک تر محلول یلیلیم12يال حاویک وی: )Stop Solutionمحلول متوقف کننده واکنش () 8
.برچسب مخصوص پلیت) 9

:باشندیت موجود نمیاز که در کیل مورد نیوسا

.نانومتر 630نانو متر و در صورت امکان 450لتر یبا فریدرزایدستگاه الا) 1
.قیدقمیکرولیتري100و10يسمپلر ها)2
.آب مقطر)3
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: مصرف کنندگانينکات قابل ذکر برا

ه شده است .یت تعبین کیمصرف در هميت براین کیات ایمحتو) 1
.دیینمايداردجداً خومختلف ساختهايتها با شماره یات کیاز مخلوط کردن محتو) 2
توصیه اط یاحتبه منظورباشند، یزا میماریده اند و فاقد عوامل بیکنترل گردHIVو HBsAg ،HCVدارند از نظر وجود یت که منشاء سرمیه مواد موجود در کیکل) 3

.   دنزیم با مواد بپرهیاز تماس مستقمیشود تا کاربرانی که با این کیت کار می کنند 

: ينگهدارطیشرا

.  دیینمايگراد نگهداریدرجه سانت8تا 2ين دمایخچال بیت را دریک) 1
د .یینماير نگهداریت همراه با نمگیسه مخصوص پلیچاهکها را در ک) 2
.باشدیک از آنها میهر يشده بر رونوشتهيان مدت انقضایت تا پایات کیمحتويداریپا) 3
درجه سانتی گراد قابل نگهداري و مصرف می 2–8با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط 20/1ف که به نسبت ) محلول شستشوي آماده مصر4

باشد .

:یحات عمومیتوض

. انیدبه درجه حرارت اتاق برسرا ش تمام مواد و نمونه هایقبل از شروع مراحل آزما) 1
.درنید بدون توقف انجام پذیه مراحل بایش کلیمحض شروع آزماه ب) 2
.کنیدنه استفاده هر نمويک بار مصرف برایاز نوك سمپلر ) 3
.دباشیم ساعت قابل قرائت میچاهکها حداکثر تا نيپس از افزودن محلول متوقف کننده جذب نور) 4
.   ه شودیاز شستشو از چاهکها تخلن قطرات پس یچاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخريد شستشویج مطلوب بایکسب نتايبرا) 5
از را یمورد نيش تمام مواد و محلولهایگردد قبل از شروع آزمایشنهاد مین پی، بنابراباشدیون مناسب میجه مطلوب زمان انکوباسیصول نتحن فاکتورها در یاز مهمتر) 6

.شودیقتر میج دقینگ باعث نتاین مراحل سمپلیبیله زمانن عمل با کاهش فاصید، ایاز را باز کنیمورد نيآماده نموده و درب محلولها

:شیمراحل انجام آزما

ت قرار داده و یپليسه مخصوص نگهداریر درون کیچاهکها را به همراه نمگی) مورد نظر را انتخاب کرده و باقCoated Wellsپوشش داده شده (يتعداد چاهکها) 1
. دیدرب آن را ببند

. ق کننده نمونه)یتر محلول رقیلیلیم1تر نمونه با یکرولیم10د (یق کنیرق101به 1ق کننده نمونه به نسبت یبا کمک محلول رقنمونه ها را ) 2
.ندارنديق سازیبه رقيازیت آماده مصرف بوده نیکيکنترلها:توجه

:دیزیها برر در چاهکیق شده را طبق دستور زیرقيتر از کنترلها و نمونه هایکرولیم100) 3
دیزینريزیچاهک اول را به عنوان بلانک انتخاب نموده و در آن چ.
د . یریک چاهک  را در نظر بگیکنترل مثبت يدو چاهک و برایکنترل منفيبرا
دینمونه ها استفاده کنيه چاهک ها را برایبق.
.دیاتاق  انکوبه کنيقه در دمایدق30مدت يت، چاهکها را برایپس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پل) 4
توان یک در دسترس نباشد میشستشو چنانچه دستگاه واشر اتوماتي. (برادییآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5کرده و چاهکها را یات چاهکها را خالیمحتو) 5

،ش گرددیجه آزمایجاد خطا در نتیتواند موجب ایرا میگر وارد نشود زیک چاهک به چاهک دیز د مواظب بود که محلول شستشو ایبایکاناله استفاده نمود ول8از سمپلر 
ات شستشو یعمليد و در انتهایینمایخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خالیتر محلول شستشو در هر چاهک ریکرولیم300در هر دفعه شستشو حدود

.خارج شوند)ید تا قطرات اضافیر بکوبیا کاغذ نمگیک پارچه یيم بر رویا ضربات ملاچاهکها را در حالت وارونه و ب
.دیزیچاهک بلانک بريه چاهکها به استثنایرا به داخل کلکنژوگهمیاز محلول آنزتریکرولیم100) 6
.دیینکوبه نمارت اتاق اقه در درجه حرایدق30ت چاهکها را به مدت یپس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پل) 7
.) 5د (همانند بند ییآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5کرده و چاهکها را یات چاهکها را خالیمحتو) 8

د .یی) به هر چاهک اضافه نماChromogen-Substrateتر محلول رنگزا (یکرولیم100) 9
د .ییوبه نماانکیکیارقه در درجه حرارت اتاق و در تیدق15چاهکها را به مدت ) 10
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هر يسنجش جذب نوري. برادییرا متوقف نمایمیآنزيبه هر چاهک ادامه  واکنشها(Stop Solution)تر محلول متوقف کننده یکرولیم100با اضافه کردن ) 11
عنوان بهnm 630لتر یشود از فیه می. (توصدییت نمالانک قرائچاهکها را در مقابل بیتماميد و جذب نورییاستفاده نماnm 450لتریدر با فیزاریچاهک از دستگاه الا

.)لتر رفرانس استفاده گرددیف

:شیآزمایابیارزش

:گرددیمیر ارزشمند و قابل گزارش تلقیط زیش با داشتن شراین آزمایا

بلانک از جذب يجذب نوردر موارد زیر باید محلول رنگزا آلوده شده است. بلانک احتمالاً يشتر بودن جذب نوری، در صورت ببلانکيبرا1/0کمتر از يجذب نور■
.ذکر شده کم شوديکنترلهاينور
ش را دوباره ی، آزماح صورت نگرفته استیاحتمالاً شستشو به طور صحين جذب نوریشتر بودن ای، در صورت بیکنترل منفيبرا2/0کمتر از ين جذب نوریانگیم■

.دیمراحل شستشو دقت کنانجام داده و در
. دیکنیبررسرا ت یخ انقضاء کی، تاراستکیت کنترل یا انگر خراب شدن یبجذب. کمتر بودن کنترل مثبتيبرا6/0شتر از یبين جذب نوریانگیم■

: جیمحاسبه نتا

:ه نمودتوان استفادیمnm450در طول موج يت سنجش جذب نوریبا قابلریدرزایاز هر دستگاه الا

. دی) بخوانnm630لتر رفرانس ی(و در صورت امکان در مقابل فnm450در طول موج ریدرزایکنترل ها و نمونه ها را به کمک دستگاه الايجذب نور) 1
.کم نمود)همه نمونه ها و کنترلها يد از جذب نوریبلانک را بايد (جذب نورییر استفاده نمایاز فرمول زCut-offجهت محاسبه ) 2

Cut-Off=  0/ 25+  یمنفيکنترل هاين جذب نوریانگیم

.شوندیمیولا مثبت تلقیضد فاسیاختصاصIgGدارند از جهت داشتن cut-offبالاتر از يکه جذب نوریینمونه ها■
.شوندیمیتلقیمنفولایضد فاسیاختصاصIgGدارند از جهت داشتن cut-offکمتر  از يکه جذب نوریینمونه ها■

ی :یشاخص هاي اجرا

بیمار با 12بیماري که با علائم و نشانه هاي مرتبط با فاسیلوزیس به پزشک مراجعه کرده بودند ، مشخص شد که تعداد 134از کل حساسیت و اختصاصیت : ) 1
نتایج تست الایزا با یافته هاي روش کوپرولوژي در نفر از آنها منفی بودند .122و روش کوپرولوژي (حضور تخم انگل فاسیولا در نمونه مدفوع) بصورت مثبت تایید شدند

جدول زیر مورد مقایسه قرار گرفت :

کلالایزاي پیشتاز طب -مشکوك+
روش 

کوپرولوژي
+11-112
-8-114122

134کل نمونه ها

12/11×100% = 92حساسیت :
122/114×100= % 93اختصاصیت :

134/125×100% = 93صحت :
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نمونه سرم مثبت 4سرم بیمار با کیت فاسیولاي پیشتاز طب به روش الایزا و کیت الایزاي مرجع تست شدند که با هر دو روش تعداد 183تعداد :ت همبستگی ) تس2
.%) 97نمونه سرم منفی بودند (همبستگی 175و 

پیشتاز طب به روش الایزاکیت فاسیولاي 

کیت الایزاي 
مرجع

کل-+
+426
-2175177

6177183کل

اسی (همخوانی غلظت مشخص از یک نمونه در سري آزمایش –و اینتر اسی (همخوانی غلظت مشخص از یک سري آزمایش)–آزمایشهاي اینترا :تکرار پذیري ) 2
آمده است :2و 1ل هاي مثبت و منفی فاسیولا انجام گردید که نتایج آن در جداول هاي مختلف) با استفاده از کنتر

:اسی)–(اینترا 1جدول شماره 

میانگینتعداد دفعات تکرار تست
(OD)

SDCV
(%)

24055/0003/04/5کنترل منفی
245/104/07/2کنترل مثبت

اسی) :–(اینتر 2جدول شماره 

میانگینتکرار تستتعداد دفعات 
(OD)

SDCV
(%)

1006/0006/010کنترل منفی
1094/106/01/3کنترل مثبت
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کیبصورت شماتFasciola hepatica (IgG)شیروش انجام آزما
ولا یفاسيژنهایت شده با آنتکويچاهکها

ق شدهیرقنمونه کنترل ها بلانک محلولها
- تریکرولیم100 - کنترل ها

تریکرولیم100 - - ق شدهینمونه رق
برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را .دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید30.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید
.یدیبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو .خالی کنید

تریکرولیم100 تریکرولیم100 - م کنژوگهیآنز
برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی .دقیقه دراتاق انکوبه کنید30.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید

.یدیا را بشوبار چاهکه5طبق دستور شستشو .کنید
تریکرولیم100 تریکرولیم100 تریکرولیم100 محلول رنگزا

.دیانکوبه کنیکیاتاق و در تاريقه در دمایدق15
تریکرولیم100 تریکرولیم100 تریکرولیم100 محلول متوقف کننده

.دیلتر رفرانس) قرائت کنیوان فنانومتر به عن630(و در صورت امکان نانومتر450در طول موج چاهکها رايجذب نور


