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به روش الایزاHSV1,2هاي اختصاصی علیه ویروسIgMنجش آنتی بادي س

:مقدمه

دار و از شایع ترین عوامل عفونت هاي انسانی در تمام جهان هستند. عفونت ویروسی هرپس سیمپلکس DNAهرپس ویروس ها شامل گروه بزرگی از ویروس هاي 
بیشتر نواحی تناسلی را گرفتار می (HSV2)2بیشتر نواحی غیر تناسلی وتیپ (HSV1)1می شود. ویروس تیپدایجا2و تیپ 1دو نوع مختلف ویروس تیپ توسط
cold)تبخال غیر تناسلی 1به عفونت ایجاد شده بوسیله ویروس تیپ کنند. sore)درصد 90که يطورشود. بهین شروع میین پایبه آن از سنيگفته می شود و ابتلا

ار یبسيبوسیله تاول هایه تناسلیناحیه، و گاهیه دهان، ندرتاً قرنی، معمولاً لب ها، لثه ها و ناحيمارین بیدر اکنند.یدا میروس تماس پیبا ویسالگ5بل از افراد تا ق
ت به نور، و یوجود دارد، حساسيزیچن که در چشم یچشم، احساس ايچون درد و قرمزیمیز دچار عفونت شود، علایاگر چشم نشوند.یکوچک و دردناك گرفتار م

که یتبخال تا زمانيابد. تاول ها و زخم هاییا مدفوع انتقال می، ادرار ی، چشمیا تماس با ترشحات بزاقیق تماس فرد به فرد یروس از طریوکنند.یزش بروز میاشک ر
.استیت جنسیکند و تماس با آن بیشتر در دوران بعد از بلوغ و شروع فعالیجاد میایتناسليهااغلب تبخال(HSV2)2روس نوع یوهستند.يافته باشند مسریبهبود ن
. البته، در اغلب موارد، ابتلا بدون علامت می باشد. عفونتهاي می نمایدروس بروزیويا ترشحات حاویروس یروز بعد از تماس با فرد حامل و7تا 4معمولاً يماریعلائم ب

د. همچنین عفونتهاي هرپسی در افراد مبتلا به نقص سیستم ایمنی و بیماران تحت درمان با ندر خلال حاملگی و در افراد سالم رخ دهند نمی تواHSVبدون علامت 
که بعداً پاره استیۀ تناسلیکوچک آبدار در ناحيهاش تاولیدای، پجادی، در صورت اتبخال تناسلیيمارین علامت بیترعیشاد.نداروهاي ایمونوساپرسیو معمول می باش

یروس به دستگاه عصبیافراد به دنبال انتشار وینال هم مشاهده شود. در برخیواژیها ممکن است ترشحات آبککنند. در خانمیجاد میایدردناکيهاشوند و زخمیم
افراد ی، تماس پوست با ترشحات تنفسیوه بر تماس جنسعلاشود.یجاد میایعات تناسلیروز بعد از ضا12تا 3گردن یاستفراغ و سفت،، سردردهمچون تبیعلائم

يبرايشتریها در معرض خطر بشگاهی، کارکنان بیمارستان ها و آزمااز جمله دندانپزشکانین حرف خاصیشود لذا شاغلیتبخاليهاتواند باعث انتقال عفونتیآلوده م
طیHSV2وHSV1علیهIgMهايآنتی بادي.مهم انتقال استياز راههایکیمان ین زایفرزند در حن انتقال از مادر بهیهمچنهستند.یتبخاليهايماریاکتساب ب

اختصاصی تولید شده IgMجداسازي آنتی بادي.می دهندIgAو IgGجاي خود را به آنتی بادي هاي ودنو سپس در طی زمان کاهش می یابیافتهافزایش اولیهعفونت
.می باشدمفیدویروس در تشخیص عفونت حادبر علیه آنتی ژنهاي این 

:شیساس آزماا

ق شده به داخل چاهکها یرقينمونه ها،شیآزماهنگامدر . (coating)ده اندیبه داخل چاهک ها متصل گردHSV2و HSV1ویروسهاي يژنهایت آنتین کیدر ا 
یبا افزودن آنتسپس.گردندیکف چاهک متصل ميژنهایها به آنتيبادین آنتیاHSV2وHSV1يژنهایه انتیعليبادیدر صورت وجود آنت.شوندیخته میر

پس .گرددیز به آنها متصل مینIgMومن یهیآنت،IgMاز نوع HSV2وHSV1ضديهايبادیدر صورت وجودآنت،متصل شدهHRPم یکه به آنزIgMضد يباد
رنگ ،ل شده در چاهکها است. افزودن محلول متوقف کنندهیتشکیمنیمتناسب با کمپلکس ا،یکه شدت رنگ آبشودیخته میمحلول رنگزا داخل چاهکها ر،از شستشو

.نانومتر دارد450را در طول موج ين جذب نورید که بهترینمایل میرا به زرد تبدیآب

ت :یات کیمحتو

.HSV2(HSV1,2 coated plate)وHSV1حاوي چاهکهاي پوشش داده شده با آنتی ژنهايخانه 96پلیت )1
.میلی لیتر محلول جهت رقیق کردن نمونه ها50ویال حاوي یک: (Sample Diluent)محلول رقیق کننده نمونه )2
در نمونه IgGي بالاي جهت مهار کردن روماتویید فاکتور و غلظتهاAnti human IgGمیلی لیتر محلول 5/7) : یک ویال حاوي Assay Buffer) محلول اسی بافر (3

ها .
.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 سرم 05/0نوان پایدار کننده و داراي پروتئین به ع،میلی لیتر محلول بافري2: یک ویال حاوي (Positive Control)) سرم کنترل مثبت 5

.HSV1,2علیه IgMآنتی باديحاويانسانی غیر فعال شده، 
% کاتن به عنوان ماده محافظ و سرم انسانی منفی از نظر 05/0میلی لیتر محلول داراي بافر فسفات و 2: یک ویال حاوي (Negative Control )سرم کنترل منفی) 6

.HSV1,2علیه IgMآنتی بادي
.)آماده براي مصرفاکسیژنه (میلی لیتر تترا متیل بنزیدین و آب12حاويویال یک: (Chromogen-Substrate)محلول رنگزاي یک مرحله اي )7
% تـوئین . جهـت تهیـه محلـول     05/0فسفات و محلول بافر داراي)X20میلی لیتر محلول شستشوي غلیظ (50: یک ویال حاوي (Wash Buffer)محلول شستشو)8

.یدیرقیق نما20/1، مقدار مورد نیاز را با آب  مقطر به نسبت شستشوي آماده مصرف
نرمال .1میلی لیتر اسید کلرید ریک 12حاوي: یک ویال )Stop Solutionمحلول متوقف کننده () 9
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. برچسب مخصوص پلیت)10

:باشندیت موجود نمیدر کاز کهیل مورد نیمواد و وسا

.لتر رفرانس)ینانومتر  به عنوان ف630نانومتر (و در صورت امکان 450لتر یفيدارادریرزایدستگاه الا)1

.قیدقيسمپلر ها)2
آب مقطر)3
C°37بن ماري یا انکوباتور )4

:مصرف کنندگانينکات قابل ذکر برا

ت قابل استفاده هستند .ین کیمصرف در همت تنها برايین کیات ایمحتو) 1
Antiاین کیت صرفا جهت اندازه گیري ) 2 HSV1,2 IgMدر سرم و پلاسماي انسانی طراحی و ساخته شده است.
د .ییتها با شماره ساختهاي مختلف جداً خودداري نمایات کیاز مخلوط کردن محتو) 3
اط بهتر یباشند، جهت احتین عوامل میاند و فاقد ادهیکنترل گردHIVو HCVوآنتی بادیهاي HBsAgاز نظر وجود دارندیت که منشاء سرمیه مواد موجود در کیکل) 4

.زندیم با مواد بپرهیند از تماس مستقنکیت کار میاست کاربرانی که با ک

:يط نگهداریشرا

.  دیینمايگراد نگهداریدرجه سانت8تا 2ين دمایخچال بیت را دریک)1
.ماه میباشد4س از باز کردن کیسه آن پري پلیت اپاید.دیینماينگهدارریت همراه با نمگیسه مخصوص پلیچاهکها را در ک) 2
.باشدیک از آنها میهر ينوشته شده بر رويان مدت انقضایت تا پایات کیمحتويداریپا) 3
میلی لیتر از 50(بطور مثال می توان با آب مقطر رقیق کنید20به 1غلیظ را به نسبت يلول شستشوجهت تهیه محلول شستشوي آماده مصرف، مقدار لازم از مح) 4

هفته در یخچال قابل ذکر است که پس از تهیه محلول شستشوي آماده مصرف می توان آنرا یک. غلیظ را با آب مقطر به حجم یک لیتر رساند)ي محلول شستشو
. دیگر قابل استفاده نمی باشد،نگهداري کرد و پس از یک هفته

نمونه : يو آماده سازيجمع آور

يبرایشود وليگراد نگهداریدرجه سانت2-8يمدت دو روز در دمايتواند برایخون استفاده نمود، نمونه مسلولهايتوان پس از جدا نمودن ازیا پلاسما را میسرم 
از نمونه هاي مشکوك به .ز شود)ینمودن نمونه پرهFreeze-thawد از یبا(در ضمنگراد استفاده گرددیدرجه  سانت-20يد از دمایش از مدت دو روز بایبينگهدار

.آلودگی میکروبی جهت انجام آزمایش استفاده نشود

:یحات عمومیتوض

. د به درجه حرارت اتاق برسندیش تمام مواد و نمونه ها بایقبل از شروع مراحل آزما) 1
.رندید بدون توقف انجام پذیه مراحل بایش کلیمحض شروع آزماه ب) 2
.هر نمونه استفاده شوديک بار مصرف براید از نوك سمپلر یبا) 3
.باشدیم ساعت قابل قرائت میچاهکها حداکثر تا نيجذب نور،پس از افزودن محلول متوقف کننده) 4
.   دنه شوین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیصورت کامل صورت گرفته و آخرچاهکها بيد شستشویج مطلوب بایکسب نتايبرا) 5
.دیزینگ تمام محلولها و نمونه ها را در وسط و ته چاهکها بریدر هنگام سمپل) 6
از را یمورد نيش تمام مواد و محلولهایروع آزماگردد قبل از شیشنهاد مین پیبنابراباشد.یون مناسب میزمان انکوباسجه مطلوب،ین فاکتورها در حصول نتیاز مهمتر) 7

شود.یق تر میج دقینگ باعث نتاین مراحل سمپلیبین عمل با کاهش فاصله زمانید، ایرا باز کنآنها آماده نموده و درب 
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:شیمراحل انجام آزما

:آماده سازي اولیه نمونه ها

ق کننده نمونه) . یمحلول رقمیکرولیتر500تر نمونه با یکرولیم10د (یق کنیرق51به 1ق کننده نمونه به نسبت ینمونه ها را با کمک محلول رق:الف
.ندارنديق سازیبه رقيازیت آماده مصرف بوده و نیککنترلهاي :توجه

دقیقه در دماي اتاق 10ه مدت سپس بکنید.از محلول اسی بافر به آنها اضافهمیکرولیتر 75میکرولیتر از نمونه هاي رقیق شده را داخل لوله دیگري ریخته و 75:ب
.نماییدنگهداري

:روش انجام تست

د.یقرار داده و درب آن را ببندتیپليمخصوص نگهدارسهیر درون کیمورد نظر را انتخاب کرده و بقیه چاهکها را به همراه نمگيتعداد چاهکها)1
:دیزیر در چاهک ها بریرا طبق دستور زشدهآمادهيترازنمونه هایکرولیم100و کنترل هاتر ازیکرولیم100)2

پس از پوشاندن .دینمونه ها استفاده کنيرا براچاهک هاسایرچاهک اول را براي بلانک و کنترل مثبت در نظر بگیرید.کنترل منفی را به صورت دوپلیکیت ریخته و دو 
.قرار دهیددرجه سانتی گراد37يدمادرقهیدق30مدتيت، چاهکها را برایب مخصوص پلچاهکها توسط برچس

توان یک در دسترس نباشد میشستشو چنانچه دستگاه واشر اتوماتيبرا.دییآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5کرده و چاهکها را یات چاهکها را خالیحتوم)3
گر وارد نشود یک چاهک به چاهک دید مواظب بود که محلول شستشو از یبایفاده نمود ولاستسرنگا یکاناله و 8از سمپلر 

خته و سپس چاهک ها را با وارونه یتر محلول شستشو در هر چاهک ریکرولیم300ش گردد. در هر دفعه شستشو حدودیجه آزمایجاد خطا در نتیتواند موجب ایرا میز
خارج ید تا قطرات اضافیبکوبریا کاغذ نمگیک پارچه یيم بر رویبا ضربات ملاوچاهکها را در حالت وارونه،ات شستشویعمليهاد و در انتیینمایکردن و تکاندن خال

.دشون
چاهکها ،تیلپس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پ.دیزیبربه استثناي چاهک بلانکهاچاهککنژوگه آماده مصرف را به میتر از محلول آنزیکرولیم100)4

.قرار دهیددرجه سانتی گراد37يدمادر قه یدق30را به مدت 
) 3(همانند بند .دییآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5کرده و چاهکها را یات چاهکها را خالیمحتو) 5
.قرار دهیدیکیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریدق15را به مدت چاهکهاد .ییاضافه نماهاچاهکهمه ) به Chromogen-Substrateتر محلول رنگزا (یکرولیم100) 6
هر چاهک از يسنجش جذب نوري. برادییرا متوقف نمایمیآنزيواکنشها،به هر چاهکStop)(Solutionمتوقف کنندهتر محلول یکرولیم100با اضافه کردن ) 7

.لتر رفرانس استفاده گرددیبه عنوان فnm630لتر یشود از فیه میوصتد. ییچاهکها را قرائت نمايب نورو جذنمودهاستفاده nm450لتر یدر با فیزاریدستگاه الا

: شیآزمایابیارزش

:گرددیمیر ارزشمند و قابل گزارش تلقیط زیش با داشتن شراین آزمایا
.لاً محلول رنگزا آلوده شده استبراي بلانک، در صورت بیشتر بودن جذب نوري بلانک احتما1/0جذب نوري کمتر از-
صورت نگرفته است، آزمایش را دوباره انجام داده و صحیحطوراحتمالاً شستشو به،، در صورت بیشتر بودن این جذب نوريبراي کنترل منفی15/0جذب نوري کمتر از-

.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 فیلترnm450جذب نوري کنترلها و نمونه ها را به کمک دستگاه الایزا ریدر در طول موج ) 1
از کنترلها و نمونه ها کم کنید.جذب نوري بلانک را) 2
را طبق فرمول زیر بدست آورید.Cut Offمقدار ) 3

Cut Off value=+ میانگین جذبهاي نوري کنترل منفی15/0
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: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 باید پس 9/0-1/1نمونه هایی که مقدار ایندکس آنها بین منفی قلمداد می شوند.9/0مثبت و پایین تر از 1/1بر اساس این فرمول مقادیر بالاتر از 
.آزمایش شوند"از مدتی با استفاده از سرم یا پلاسماي تازه مجددا

:سی نتایجبرر

 جواب منفی نشان دهنده عدم وجود آنتی باديIgM علیهHSV1,2می باشد. جوابهاي مثبت باید مجدداً تکرار شوند. نمونه هاي مثبتی که در تکرار مجدد منفی میشوند  ،
.ا نمونه برداري باشدیوشستشومراحللت خطاي کاري دره عباید منفی گزارش گردند. مثبت شدن آزمایش در مرتبه اول می تواند ب

:ییشاخصهاي اجرا

مثبت بودند. با توجه به نتایج بدست آمده مورد59آزمایش شدند کهبا این کیتروش کمی لومینسانس والایزاي مرجع باعدد سرم مثبت تائید شده 60:حساسیت)1
.کیتها و روشهاي تاییدي معتبر قابل مقایسه می باشدبوده و بادرصدHSV1,2،98علیه IgMحساسیت کیت جهت اندازه گیري آنتی بادي

بر اساس .بودندمنفینمونه 500تمامیاین کیتشدند که با روش آزمایش کیت و روش کمی لومینسانس اینبابه طور همزمان سرم منفی عدد500:اختصاصیت)2
.درصد می باشد100کیت این نتایج بدست آمده اختصاصیت 

، آزمون هاي دقت درون سنجی (در یک کیت) و میان سنجی (بین چند کیت از یک سري ساخت) بوسیله کنترل منفی جهت بررسی تکرارپذیري کیت: زمایشدقت آ)3
.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 نوريتستد دفعات تکرارتعدا

200/113/013کنترل مثبت
2005/0003/06کنترل منفی

2023/0013/06/5ضعیفنمونه مثبت

-Inter)میان سنجیدقت آزمون- assay):

%SDCVمیانگین جذب نوريتستتعداد دفعات تکرار

101/114/07/12کنترل مثبت
1005/0004/08منفیکنترل

1024/002/03/8ضعیفنمونه مثبت

صورت دوپلیکیت انجام شده است .ه ب،*هر سري آزمایش
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93خرداد–ش دومویرای

به صورت شماتیکHSV1,2-IgMروش انجام تست 
میکرولیتر از محلول اسی بافر مخلوط 75میکرولیتر از نمونه هاي رقیق شده را با 75سپس.دیق کنیرق51به 1ق کننده نمونه به نسبت ینمونه ها را با کمک محلول رق*

.دقیقه در دماي اتاق قرار دهید10کرده و به مدت 

HSV 1,2یاختصاصهايژنیکوت شده با آنتيچاهکها

نمونه کنترل ها بلانک محلولها
- تریکرولیم100 - کنترل ها

میکرولیتر100 - - ماده شدهآنمونه
برچسب پلیت را برداشته .قرار دهیددرجه سانتی گراد 37دقیقه در دماي 30دهانه چاهک ها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید . 

.یدیبار چاهکها را بشو5،طبق دستور شستشو.و محتویات چاهکها را خالی کنید
تریکرولیم100 تریکرولیم100 - م کنژوگهیآنز

برچسب پلیت را برداشته .قرار دهیددرجه سانتی گراد 37دقیقه در دماي 30ک ها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید . دهانه چاه
.یدیبار چاهکها را بشو5،طبق دستور شستشو.و محتویات چاهکها را خالی کنید

تریکرولیم100 تریکرولیم100 تریکرولیم100 محلول رنگزا
.قرار دهیدیکیاتاق و در تاريقه در دمایدق15

تریکرولیم100 تریکرولیم100 تریکرولیم100 محلول متوقف کننده
لتر رفرانس) قرائت ینانومتر به عنوان ف630(و در صورت امکان نانومتر450چاهکها را در مقابل بلانک و در طول موج يجذب نور

د.یکن


