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زایبه روش الاIgEت سنجشیک

:مقدمه

وزن مولکولیمعرفی گردید.Johnssonو Bennichبعنوان پنجمین کلاس ایمونوگلوبولینها کشف و توسط Ishizakaمیلادي توسط 1960در سال IgEمولکول 
IgE اپسیلون) تشکیل شده استکیلو دالتون و از دو زنجیره سبک (کاپا و لامبدا) و دو زنجیره سنگین (190در حدود .IgE درصد از 001/0در حدود کمتر از

، دستگاه تنفسی و سیستم لنفوئیدي هاي موجود در طحال ، دستگاه گوارش، پلاسماسلخون محیطیBایمونوگلوبولینهاي سرم را تشکیل میدهد و توسط لنفوسیتهاي 
سرم غیر IgE. در بدو تولددنمیباشIgEزوفیلها و ماست سلهاي بافتی داراي رسپتورهاي سطحی براي ، باترشح میشود. گروههاي خاصی از گلبولهاي سفید از جمله

IgEتوپی و تب یونجه مقادیر بالایی از ، درماتیت آآتوپینیز افزایش می یابد. در بیماریهاي آلرژي آتوپی مانند آسم IgEقابل سنجش میباشد اما با افزایش سن سطح

نشاندهنده افزایش احتمال واکنشهاي IgE. عموما مقادیر افزایش یافته ) شناخته میشودreagenicراجینی (همچنین بعنوان یک آنتی باديIgE. مشاهده میشود
گاما گلوبولینمی ، در هایپو IgEمیشود. کاهش سطح IgE، یا آلودگیهاي قارچی (آسپرژیلوس) باعث افزایش ( کرمهاي قلابدار). آلودگیهاي انگلیآلرژیک میباشد

سرم یا خون بند ناف در کودکان میتواند بعنوان یک پیش آگهی براي وقوع IgE. سطح ، سرطان و مالاریا دیده میشود، کولیت اولسراتیو، هپاتیتبیماریهاي اتوایمیون
.را با اختصاصیت و حساسیت بالا دارا می باشدIgEکیت حاضر قابلیت اندازه گیري و تیتراسیون . واکنشهاي آلرژیک در آینده در نظر گرفته شود

:شیاساس آزما

IgEک یژنیک شاخص آنتیه یعلییهایبادین روش چاهکها توسط آنتی. در اباشدیمونوکلونال ميهایبادیچ و با استفاده از آنتیت به روش ساندوین کیاساس ا

IgEه ضد یثانويبادیآنت،ون و شستشویپس از انکوباس، پوشش داده شده در ته چاهکها مجاور شدهيادبیماران با آنتی. نمونه ب)Coatingشوند (یپوشش داده م

پس از .در نمونه ها متناسب استIgEل شده در چاهکها با غلظت یتشکیمنیمقدار کمپلکس ا.گرددیبه چاهکها اضافه شده و انکوبه مHRPم یمتصل به آنز
یمنید آمده متناسب با کمپلکس ایپدیشود که رنگ آبیخته میرکروموژن است به داخل چاهکها) وH2O2د (یدروژن پراکسیهيومحلول رنگزا که محت، شستشو

. نانومتر دارد450را در طول موج ين جذب نوریشود که بهتریل میبه زرد تبدیبا افزودن محلول متوقف کننده رنگ آب.ل شده در چاهکهاستیتشک

:تیات کیمحتو

.(IgECoated Plateضد يبادیپوشش داده شده با آنتيچاهکهايخانه حاو96ت یپل)1 (Anti- IgE

.تر (آماده مصرف)یلیلیم12يال حاویک وی: )Enzyme Conjugateم کنژوگه (یمحلول آنز)2

Standardsاستانداردها (يسر)3 Set( مقابل استاندارد کالیبره شده درال استانداردیو6: شاملWHO 2nd IRP 75/502250 ,100 ,50 ,10 ,0يبا غلظتها

,500IU/ml ازIgE . باشند)یتر میلیلیم1ياستانداردها حاوسایرتر و یلیلیم2حاوي(استاندارد صفر.
. الیبرچسب ويمشخص درج شده بر روهايتر سرم کنترل با غلظتیلیلیم1يحاوهر کدامالیودو: سرم کنترل)4
.(آماده مصرف)تریلیلیم24يال حاویو: یک (Assay Buffer )بافریمحلول اس)5
.تر (آماده مصرف)یلیلیم12حاويال یویک: (Chromogen-Substrate)يک مرحله ایيمحلول رنگزا)6
از را یمقدار مورد نآماده مصرفيه محلول شستشوی. جهت ته)X20ظ (یغليتر محلول شستشویلیلیم50يال حاویک وی: (Wash Solution)محلول شستشو)7

.دییق نمایرق20/1مقطر به نسبت با آب 
.نرمال 1اسید کلریدریک تریلیلیم12حاويال یک وی: )Stop Solutionمحلول متوقف کننده ()8
. تیبرچسب مخصوص پل)9

:باشندیت موجود نمیاز که در کید نل موریمواد و وسا

.نانومتر630نانومتر و در صورت امکان 450با طول موج ریدرزایالادستگاه ) 1
.قیتر دقیکرولیم200و 100و 20يسمپلر ها)2
.آب مقطر)3

: مصرف کنندگانينکات قابل ذکر برا

شده است .یطراحت ین کیمصرف در هميت براین کیات ایمحتو)1
د .یینماياردمختلف جداً خوديتها با شماره ساختهایات کیاز مخلوط کردن محتو)2
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، جهت باشندین عوامل میده اند و فاقد ایکنترل گردHIVو HCVوآنتی بادي هاي ضد HBsAgدارند از نظر وجود یت که منشاء سرمیه مواد موجود در کیکل)3
.   دنزیم با مواد بپرهید از تماس مستقنکنیت کار میکه با ککاربرانیبهتر است اط یاحت

:يط نگهداریشرا

د .یینمايگراد نگهداریدرجه سانت8تا 2يدمان یخچال بیدرت را یک)1
د .یینماير نگهداریت همراه با نمگیسه مخصوص پلیچاهکها را در ک)2
.باشدیک از آنها میهر يشده بر رونوشتهمدت انقضاء ان یت تا پایات کیمحتويداریپا)3
درجه سانتی گراد قابل نگهداري و مصرف می 2-8با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط20/1محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت )4

.باشد

نمونه :يو آماده سازيجمع آور

یمدت زمان طولانيا برایگراد و یدرجه سانت8تا 2يتوان به مدت دو روز در دمایاز جدا نمودن از خون استفاده نمود، نمونه را متوان پس یا پلاسما را میسرم 
. ز شودینمودن نمونه پرهFreeze-thawد از یبادر ضمن. نموديگراد نگهداریدرجه  سانت- 20يروز) در دما30حداکثر تاتر(

: یحات عمومیتوض

. کنواخت شوندید تا کاملاً یتکان دهیش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق رسانده و بخوبیقبل از شروع مراحل آزما)1
.رندیه مراحل بدون توقف انجام پذیش کلیبهتر است به محض شروع آزما)2
.دیهر نمونه استفاده کنيک بار مصرف برایاز نوك سمپلر )3
.باشدیم ساعت قابل قرائت میچاهکها حداکثر تا نيپس از افزودن محلول متوقف کننده جذب نور)4
.   ه شودین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیچاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخريد شستشویج مطلوب بایکسب نتايبرا)5
از یمورد نيمواد و محلولهاش تمام یگردد قبل از شروع آزمایشنهاد مین پی، بنابراباشدیون مناسب میانکوباسجه مطلوب زمانیصول نتحن فاکتورها در یاز مهمتر)6

. شودیقتر میج دقینگ باعث نتاین مراحل سمپلیبین عمل با کاهش فاصله زمانی، ادیاز را باز کنیمورد نيرا آماده نموده و درب محلولها
.انجامدیبطول نقه یدق5ازشیختن نمونه ها بیبهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زمان ر6ند ل مشابه در بیبه دل)7

ش : یمراحل انجام آزما

.دیت قرار داده و درب آن را ببندیپليسه مخصوص نگهداریر درون کیچاهکها را به همراه نمگسایرمورد نظر را انتخاب نموده و يتعداد چاهکها) 1
ن یت استفاده شود بدیکیگردد که از استانداردها و نمونه ها بصورت داپلیشنهاد می، پدیزی، سرم کنترل و نمونه را به داخل هر چاهک براز هر استانداردتریکرولیم20)2

.دیج استفاده کنیمحاسبه نتايآنها براين جذب نوریانگید و در انتها از میزیکه هر استاندارد و نمونه را در دو چاهک بریمعن
مخلوط یات آن بخوبید تا محتویه تکان دهیثان15به مدت یت را به آرامی) را به هر چاهک اضافه نموده و پلAssay Bufferبافر (یتر از محلول اسیکرولیم200) 3

.دییگراد) انکوبه نمایدرجه سانت22-28اق (قه در درجه حرارت اتیدق30ت پوشانده و چاهکها را به مدت یشوند درب چاهکها را با برچسب مخصوص پل
د مواظب یبایکاناله استفاده نمود ول8توان از سمپلر یشستشو ميد (براییآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5کرده و چاهکها را یات چاهکها را خالیمحتو) 4

تر یکرولیم300ش گردد، در هر دفعه شستشو حدود یجه آزمایجاد خطا در نتیند موجب اتوایرا میگر وارد نشود زیک چاهک به چاهک دیبود که محلول شستشو از 
ات شستشو چاهکها را در حالت وارونه و با ضربات یعمليد و در انتهایینمایخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خالیمحلول شستشو در هر چاهک ر

.خارج شوند)ید تا قطرات اضافیزنر بیا کاغذ نمگیک پارچه یيم بر رویملا
22-28قه در درجه حرارت اتاق (یدق30را به هر چاهک اضافه نموده و چاهکها را به مدت ) Enzyme Conjugateم کنژوگه (یتر از محلول آنزیکرولیم100) 5

. دییگراد) انکوبه نمایدرجه سانت
.)4د (همانند بند ییآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5کرده و چاهکها را یات چاهکها را خالیمحتو) 6
.دیی) به هر چاهک اضافه نماChromogen-Substrateتر محلول رنگزا (یکرولیم100) 7
.دییانکوبه نمایکیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریدق15چاهکها را به مدت ) 8
از يسنجش جذب نوريد. براییرا متوقف نمایمیآنزيبه هر چاهک ادامه واکنشها(Stop Solution)ه تر محلول متوقف کنندیکرولیم100با اضافه کردن ) 9

.لتر رفرانس استفاده گردد)یبه عنوان فnm630لتر یشود از فیه مید (توصییاستفاده نماnm450لتر یدر با فیزاریدستگاه الا
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ج :یمحاسبه نتا

توان استفاده نمود . یمnm450در طول موجيت سنجش جذب نوریبلبا قاریدر زایالار دستگاه از ه
. دی) بخوانnm630لتر رفرانس ی(و در صورت امکان در مقابل فnm450در طول موج ریدر زا یالاها و نمونه ها را به کمک دستگاه استاندارديجذب نور) 1
محور ياستانداردها را روين صورت که جذب نورید به ای) رسم کنPoint to point(يظت معلوم آنها نموداراستانداردها و غلين جذب نوریانگیبا استفاده از م) 2

گر یکدی، سپس نقاط بدست آمده را به دیهر استاندارد بدست آوريرا برايغلظت و جذب نوری) برده و نقطه تلاقX(یمحور افقي) و غلظت آنها را روY(يعمود
.دیبدست آیند تا منحییوصل نما

ن یکه اید بطوریوصل نمائیبه منحنی، سپس نقطه مذکور را توسط خطدیدا کنیآن راپيجايمحور عموديهر نمونه را بدست آورده و رويبراين جذب نوریانگیم) 3
مقدار غلظت را نشان ین خط با محور افقیاینقطه تلاق،دیوارد کنیبرمحورافقعمود، خطی یخط و منحنیکاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقيخط بر محور عمود

.خواهد داد

د.یرسم نمايدیجدید منحنیش بایشگاه در هر دفعه انجام آزمایباشد و هر آزماینمونه ممربوطه فقط به عنوان یو منحنينوريجذبها:توجه

: ر مورد انتظاریمقاد

ر نرمال خود را یشگاه مقادیگردد که هر آزمایشنهاد میپیباشد ولیر میزا بدست آمده بقرار زیمکرر به روش الايکه  توسط تستهایعیسرم افراد طبر نرمال دریمقاد
: بدست آورد

)IU/ml(برحسب واحدمرجعمحدوده  
سن میانگین )%حدود اطمینان95(محدوده مرجع 

کمتر از یک سال 5 10کمتر از 
سال5تا 1 27 68کمتر از 
سال15تا 6 32 115کمتر از 

بالغین 40 160کمتر از 

IU/ml × 2.4 = ng/ml

:ییاجرايشاخصها

:يریحداقل مقدار قابل اندازه گ)1

.باشدیمIU/ml1ت ین کیص در ایقابل تشخIgE) حداقل غلظت SDار (یسه برابر انحراف معاستاندارد صفر و يبر اساس جذب نور

استانداردها 
IU/ml)( جذب نوري

0 016/0
10 2/0
50 9/0
100 44/1
250 25/2
500 71/2
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: شیدقت آزما)2

سري آزمایشات نمونه در یک غلظت مشخص ازی(همخوانیاس- نتری) و ایک سري آزمایشنمونه در یک غلظت مشخص ازی(همخوانیاس- نترایايشهایآزما
:آمده است2و 1د که در جداول یانجام گردIgEمختلف يسرم با غلظتها3ز ) با استفاده امختلف

:)یاس- نترای(ا1جدول شماره

%IU/ml(SDCV(نیانگیمتستتعداد دفعات تکرارنمونه

1242014/17/5
2241335/84/6
324271169/5

:)یاس-نتری(ا2جدول شماره 

%IU/ml(SDCV(میانگینتستاد دفعات تکرار تعدنمونه

1102/2282/12/8
2101371/104/7
3102823/198/6

انجام شده است .Duplicateش بصورتیآزمايهر سر

:شیآزمايکاوریر)3

:ر آمده استیج آن در جدول زید که نتایآنها محاسبه گرديکاوریرافزوده شد و IgEمشخص يسرم با غلظتها4به IgEاز یر معلومیمقادسه نمونه سرم با 

موجود در سرمIgEمقدارنمونه
( IU/ml)

IgEمقدارافزوده شده

)IU/ml(
مقدار مورد انتظار

)(IU/ml

مقدار بدست آمده
)IU/ml(يکاوریر(%)

11250312890
1121005659105
112250131142108
285505/676495
2851005/929097
2852505/16715693
32125013112898
321210015614895
321225023122597
435850204211103
4358100229237103
4358250304317104
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:شیبودن آزمایخط) 4

ج آن آورده یر نتایب رقت محاسبه شد که در جدول زیج بر اساس ضرید و نتایه گردیتهIgEظت مشخص از لنمونه سرم با غ3یمتواليبه کمک استاندارد صفر رقتها
.شده است

ق نشدهیموجود در سرم رقIgEمقدار  نمونه
(IU/ml)

(%)يکاوریر

32/1رقت 16/1رقت 8/1رقت 4/1رقت 2/1رقت 
146810810210010693
232699104969591
31421019898102104

:)Hook Effectاثر هوك ()5

.ده هوك مشاهده نشدی) صورت گرفت که پدIU/ml20000ت ( تا ین آنالیار بالا از ایبا غلظت بسییجهت سرمهاIgEش یآزما
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کیرت شماتبصوIgEش یروش انجام آزما

IgEضديبادیکوت شده با آنتيچاهکها

نمونه سرم کنترل استانداردها محلولها
- - تریکرولیم20 استانداردها
- تریکرولیم20 - سرم کنترل

تریکرولیم20 - - نمونه
تریکرولیم200 تریکرولیم200 تریکرولیم200 بافریاس

.دثانیه تکان دهید تا محتویات چاهکها بخوبی مخلوط شوند و سپس دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانی15پلیت را به ملایمت براي مدت 
.یدیبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو .برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید.دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید30

تریکرولیم100 تریکرولیم100 تریکرولیم100 م کنژوگهیمحلول آنز
طبق .برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید.دماي اتاق انکوبه کنیددقیقه در30.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید

.یدیبار چاهکها را بشو5دستور شستشو 
تریکرولیم100 تریکرولیم100 تریکرولیم100 محلول رنگزا

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

.دیقرائت کنلتر رفرانس)ینانومتر به عنوان ف630(و در صورت امکان نانومتر450چاهکها را در طول موج يجذب نور


