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ضد توکسوپلاسما گوندي به روش الایزاIgMکیت سنجش آنتی بادي
:مقدمه

میزبان .خود را از این جونده گرفته استگونهگوندي توصیف شد و نامکتنوداکتیلوستوکسوپلاسما انگلی با انتشار جهانی است که اولین بار در یک جونده آفریقایی به نام
به خودي خود بهبود ودناکثر عفونتهاي انسانی با توکسوپلاسما در بزرگسالان خوش خیم میباش.هستنداع خاصی از دیگر اعضاي گربه سانان نهایی این انگل گربه خانگی و انو

به "رتیکه مادر قبلادر صو.نوع مادرزادي آن است،شدیدترین نوع توکسوپلاسموزیس.ندنهاي نسجی ایجاد شده تا سالها در بدن شخص باقی می مااما کیستدنمی یاب
. کسب عفونت در سه ماهه اول و در زمان حاملگی عفونت را کسب کند انگل در فاز حاد می تواند از جفت عبور کرده و عوارض گوناگونی را باعث گرددعفونت مبتلا نشده باشد

.می شودمیکروسفالینظیر کلسیفیکاسیون مغز و به میزان کمتر هیدروسفالی واما در سه ماهه دوم منجر به تولد نوزاد با نقایصی.جنینی ممکن است باعث سقط جنین شود
.کسب عفونت در سه عوارض غیر قابل برگشت بوده و نوزادانی که زنده می مانند با علائم عقب ماندگی دست به گریبانند.اختلالات حرکتی با منشاء عصبی نیز شایع است

امروزه از روشهاي .از این رو تشخیص عفونت در دوران حاملگی حایز اهمیت می باشد.ی بعدي نظیر کوریورتینیت می شودمنجر به عوارض چشم"ماهه آخر معمولا
اند ، می تواز جفت عبور می کندIgGبدلیل اینکه نوزادان در .توکسوپلاسما استفاده می شودضدIgMو IgGایمونوفلورسانس و الایزا جهت تشخیص آنتی بادي از نوع 

نمی توانند از جفت عبور کنند یافتن آن به هنگام تولد یا چند ماهگی امکان توکسوپلاسموزیس IgMولی چون آنتی بادیهاي ،چندین ماه در گردش خون نوزاد باقی بماند
روز گرفته شده باشد10نمونه سرمی که حداقل به فاصله در دوIgGبراي تشخیص دقیق و درست عفونت با توکسوپلاسما افزایش عیار آنتی بادي .مادرزادي را مطرح می کند

توکسوپلاسما را با حساسیت و اختصاصیت ضدIgMابلیت سنجش آنتی بادي قکیت حاضر .اختصاصی ضد توکسوپلاسما در یک نمونه منفرد لازم استIgMیا شناسایی و
.بالا دارا می باشد

:اساس آزمایش

Antibodyبه روش این کیت captureچاهک هاي پلیت با .طراحی شده استAnti- human IgM antibodyنمونه هاي رقیق ،آزمایشهنگامدر .پوشانده شده اند
ازپس.متصل می شوندچاهکتوکسوپلاسما) به آنتی بادیهاي کف ضدهاي IgM(از جملهموجود در نمونه سرم هاي IgMیتمام.شده داخل چاهکها ریخته می شوند

می باشد اضافه می گردد که آنتی ژن HRPشده با کنژوگهتوکسوپلاسماکیت که شامل آنتی ژن کنژوگهدر مرحله بعد شده و جدا باند نشده آنتی بادیهاي،شستشوي اولیه
متناسب با ،ه شدت رنگ آبیکها ریخته می شود، محلول رنگزا داخل چاهکپس از شستشو.نمایدایجاد کمپلکس می وشدهتصلمتوکسوپلاسمااختصاصی IgMفوق به 

.نانومتر  دارد450رنگ آبی را به زرد تبدیل می نماید که بهترین جذب نوري را در طول موج ،. افزودن محلول متوقف کنندهکمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها است

:محتویات کیت

.اخانه حاوي چاهکهاي پوشش داده شده ب96پلیت ) 1 Anti- human IgM

میکرولیتر از آنتی ژن توکسوپلاسما نشاندار شده با پراکسیداز در محلول بافري حاوي 750یک ویال حاوي :x20(Enzyme conj. 20x)غلیظکنژوگهمحلول آنزیم ) 2
. پروتئین و نگهدارنده

. پروتئین و نگهدارندهحاوي لیتر محلول بافريمیلی 15: یک ویال حاوي (Conj. Diluent)کنژوگهمحلول رقیق کننده ) 3
.جهت رقیق کردن نمونه ها،میلی لیتر محلول50حاوي ویالدو: (Sample Diluent)حلول رقیق کننده نمونه م) 4
% کاتن به عنوان ماده محافظ و سرم 05/0کننده و داراي پروتئین به عنوان پایدار،میلی لیتر محلول بافري2: یک ویال حاوي (Positive Control)سرم کنترل مثبت ) 5

.علیه توکسوپلاسماIgMآنتی باديحاويانسانی غیر فعال شده ، 
، شده% کاتن به عنوان ماده محافظ و سرم انسانی غیر فعال05/0محلول بافري داراي پروتئین به عنوان پایدار کننده و میلی لیتر2: یک ویال حاوي Cut-Offسرم کنترل ) 6

.علیه توکسوپلاسماIgMآنتی باديحاوي
% کاتن به عنوان ماده محافظ و سرم انسانی منفی از نظر آنتی 05/0میلی لیتر محلول داراي بافر فسفات و 2: یک ویال حاوي (Negative Control)سرم کنترل منفی) 7

.علیه توکسوپلاسماIgMبادي
. مصرف)براي(آمادهآب اکسیژنه تترا متیل بنزیدین ولیتریمیل12حاويویال یک :(Chromogen-Substrate)ي یک مرحله ايمحلول رنگزا)8
Wash)محلول شستشو)9 Solution):غلیظ (يلیتر محلول شستشویمیل50يیک ویال حاوX20(.جهت تهیه محلول % توئین . 05/0محلول بافر فسفات وداراي

.یدیرقیق نما20/1مقدار مورد نیاز را با آب  مقطر به نسبت ،آماده مصرفيشستشو
.نرمال 1اسید کلریدریک لیتریمیل12حاوي: یک ویال )Stop Solution(همحلول متوقف کنند)10
.برچسب مخصوص پلیت)11

:باشندیمواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نم

.به عنوان رفرانس)نانومتر630فیلترو در صورت امکان (نانومتر 450با طول موج ریدر الایزادستگاه ) 1
.دقیقمیکرولیتري 100و 10يسمپلر ها) 2
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.C°37بن ماري یا انکوباتور ) 3
.آب مقطر) 4

: ت قابل ذکر براي مصرف کنندگانانک

.قابل استفاده هستندمصرف در همین کیت يبراتنها محتویات این کیت ) 1
-Antiاین کیت صرفا جهت اندازه گیري ) 2 Toxoplasma IgMدر سرم و پلاسماي انسانی طراحی و ساخته شده است.
ید .ینماياردمختلف جداً خودساختهاياز مخلوط کردن محتویات کیتها با شماره ) 3
، جهت احتیاط ند و فاقد این عوامل  می باشنداکنترل گردیدهHIVو HCVضد ي وآنتی بادیهاHBsAgکلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرمی دارند از نظر وجود ) 4

.دنبپرهیزد از تماس مستقیم با موادنکه با کیت کار می کنکاربرانیبهتر است 

: يشرایط نگهدار

ید .ینمايگراد نگهداریدرجه سانت8تا 2يیخچال بین دماکیت را در) 1
.ماه میباشد4پایداري پلیت بعد از باز کردن کیسه آن .یدینمايصوص پلیت همراه با نمگیر نگهدارچاهکها را در کیسه مخ) 2
.باشدیهر یک از آنها ميتا پایان مدت انقضاء یاد شده بر رو(قبل از باز شدن درب کیت)محتویات کیتيپایدار) 3
درجه سانتی گراد قابل نگهداري و مصرف می باشد .2-8قیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط با آب مقطر ر20/1) محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت 4

نمونه :يو آماده سازيجمع آور

ولی براي نگهداري بیش درجه سانتی گراد نگهداري شود 2-8، نمونه میتواند براي مدت دو روز در دماي سرم یا پلاسما را می توان پس از جدا نمودن از خون استفاده نمود
از نمونه هاي مشکوك به آلودگی میکروبی جهت .نمونه پرهیز شود)کردنFreeze-thawباید از(در ضمنکرددرجه سانتی گراد استفاده - 20از مدت دو روز باید از دماي 
.انجام آزمایش استفاده نشود

:کنژوگه آماده سازي محلول

بطور مثال براي .رقیق کنید20به 1به نسبت کنژوگهرا توسط محلول رقیق کننده غلیظکنژوگه، مورد نیازکنژوگهراي تهیه مقدار ب:آماده مصرفکنژوگهمحلول 
.ماییدبه خوبی مخلوط نکنژوگهرقیق کننده محلول لیترمیکرو950با غلیظ را کنژوگهمیکرولیتر از آنزیم 50،آماده مصرفکنژوگهمیلی لیتر محلول 1تهیه 

: یتوضیحات عموم

. 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
.جذب نوري چاهکها حداکثر تا نیم ساعت قابل قرائت می باشد،توقف کنندهپس از افزودن محلول م) 4
.   دنبراي کسب نتایج مطلوب باید شستشوي چاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیه شو) 5
.یددر هنگام سمپلینگ تمام محلولها و نمونه ها را در وسط و ته چاهکها بریز) 6
بنابراین پیشنهاد می گردد قبل از شروع آزمایش تمام مواد و محلولهاي مورد نیاز را آماده .زمان انکوباسیون مناسب می باشد،از مهمترین فاکتورها در حصول نتیجه مطلوب ) 7

.یق تر می شود، این عمل با کاهش فاصله زمانی بین مراحل سمپلینگ باعث نتایج دقرا باز کنیدآنها نموده و درب 

:آزمایشمراحل انجام

. خصوص نگهداري پلیت قرار داده و درب آن را ببندیدمچاهکها را به همراه نمگیر درون کیسه سایرتعداد چاهکهاي مورد نظر را انتخاب کرده و )1
کیت کنترلهاي :توجهمحلول رقیق کننده نمونه) . میلی لیتر 1میکرولیتر نمونه با 10رقیق کنید (101به 1نمونه ها را با کمک محلول رقیق کننده نمونه به نسبت )2

.نیازي به رقیق سازي ندارندوآماده مصرف بوده
:نمونه هاي رقیق شده را طبق دستور زیر در چاهک ها بریزیدازمیکرولیتر100و کنترل هامیکرولیتر از100)3

چاهک ها را سایرریخته وچاهک بعدي دودر را بصورت دوپلیکیت Cut offسرم کنترل.در نظر بگیرید، کنترل مثبت و کنترل منفی کچاهک اول را براي بلانسه
.براي نمونه ها استفاده کنید

.انکوبه کنیدرجه سانتی گرادد37انکوباتور و یا بن ماري دقیقه در 30، چاهکها را براي مدت پس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پلیت)4
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براي شستشو چنانچه دستگاه واشر اتوماتیک در دسترس نباشد می توان از .یدیبار با محلول شستشوي آماده مصرف بشو5حتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را م) 5
اهک دیگر وارد نشود زیرا می تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش از یک چاهک به چکاناله استفاده نمود ولی باید مواظب بود که محلول شستشو8سمپلر 

د و در انتهاي عملیات ییمیکرولیتر محلول شستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خالی نما300. در هر دفعه شستشو حدودگردد
یم بر روي یک پارچه یا کاغذ نمگیر بکوبید تا قطرات اضافی خارج شوند .چاهکها را در حالت وارونه با ضربات ملا،شستشو

.بریزیدبه استثناي چاهک بلانک هاچاهکهمه ز آنزیم کنژوگه آماده مصرف را داخل امیکرولیتر 100) 6
.یدیدرجه سانتی گراد انکوبه نما37ماري انکوباتور و یا بن در دقیقه 30چاهکها را به مدت ، پس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پلیت) 7
.)5همانند بند (دییبا محلول شستشوي آماده مصرف بشوبار 5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را ) 8
.یدیاضافه نماازجمله چاهک بلانکهاچاهکهمه) بهChromogen-Substrateمیکرولیتر محلول رنگزا (100) 9

ید .یدقیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریکی انکوبه نما15مدت چاهکها را به ) 10
. براي سنجش جذب نوري هر چاهک یدیبه هر چاهک ادامه واکنشهاي آنزیمی را متوقف نماStop)(Solutionمتوقف کنندهمیکرولیتر محلول 100با اضافه کردن ) 11

.به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گرددnm630توصیه میشود از فیلتر .یدیجذب نوري چاهکها را قرائت نماونمودهاستفاده nm450از دستگاه الایزاریدر با فیلتر 

: ارزشیابی آزمایش

:این آزمایش با داشتن شرایط زیر ارزشمند و قابل گزارش تلقی می گردد
.ک احتمالاً محلول رنگزا آلوده شده است، در صورت بیشتر بودن جذب نوري بلانبراي بلانک1/0جذب نوري کمتر از) 1
، آزمایش را دوباره انجام داده و صحیح صورت نگرفته استطوراحتمالاً شستشو به، در صورت بیشتر بودن این جذب نوريبراي کنترل منفی15/0جذب نوري کمتر از) 2

.در مراحل شستشو دقت کنید
.Cut-offکنترلرمسبراي15/0میانگین جذب نوري بیشتر از ) 3
. نماییدوجه ت، در صورت کمتر بودن به تاریخ انقضاي کیت براي کنترل مثبت6/0جذب نوري بیشتر از ) 4

:محاسبه نتایج

.می توان استفاده نمودnm450از هر دستگاه الایزاریدر با قابلیت سنجش جذب نوري در طول موج 
.بخوانیدnm630و در صورت امکان در مقابل فیلتر رفرانس nm450را به کمک دستگاه الایزاریدر در طول موج جذب نوري کنترلها و نمونه ها ) 1
.جذب نوري بلانک را از کنترلها و نمونه ها کم کنید) 2
:را بدست آوریدCut-offمیانگین جذب نوري سرم کنترل ،Cut-offمقدارجهت محاسبه) 3

Cut-off value = Mean OD of Cut-off control

:بدست آوریدCut-offاز تقسیم جذب نوري نمونه بر مقدار مقدار ایندکس را ،براي تعیین جوابهاي مثبت و منفی
Cut-off Index (COI) = OD of sample/Cut-off value

پس باید بوده و می باشد مشکوك 9/0-1/1که مقدار ایندکس آنها بین نمونه هایی.شوندمنفی قلمداد می9/0مثبت و پایین تر از 1/1بر اساس این فرمول مقادیر بالاتر از 
.آزمایش شوند"مجددابا استفاده از سرم یا پلاسماي تازهاز مدتی

:بررسی نتایج

. می باشدتوکسوپلاسماعلیه IgMدهنده عدم وجود آنتی بادي جواب منفی نشان)1
لت ه ع، باید منفی گزارش گردند. مثبت شدن آزمایش در مرتبه اول می تواند ب. نمونه هاي مثبتی که در تکرار مجدد منفی میشوندد مجدداً تکرار شوندجوابهاي مثبت بای)2

. یا نمونه برداري باشدوشستشومراحلخطاي کاري در

:ییشاخصهاي اجرا

. با توجه به نتایج بدست آمده آزمایش شدند که همگی مثبت بودندبا این کیتالایزاي مرجع ومینسانس وروش کمی لباید شده یعدد سرم مثبت تا30:حساسیت)1
.بوده و با کیتها و روشهاي تاییدي معتبر قابل مقایسه می باشددرصد100،توکسوپلاسماعلیه IgMحساسیت کیت جهت اندازه گیري آنتی بادي

مثبت بودند ونمونه2منفی ونمونه 148این کیتشدند که با روش آزمایش کیت و روش کمی لومینسانس اینباطور همزمان بهسرم منفی عدد150: اختصاصیت)2
درصد 99. بر اساس نتایج بدست آمده اختصاصیت کیت در حدودمثبت گزارش شدندسرمسرم منفی ویک 1،در تکرار مجدد.با کیت تکرار شدندنمونه مجددا2این
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) که با دوکیت دیگر به روش الیزا منفی بودند با کیت پیشتاز طب مورد بررسی قرار RFنمونه مثبت 5و ANAنمونه مثبت 9نمونه (14جهت بررسی تداخلات .ی باشدم
گرفت که همگی منفی بودند . 

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

-Intra)درون سنجیآزمون دقت - assay):
%SDCVمیانگین جذب نوريتستتعداد دفعات تکرار

102/108/06/6ثبتمکنترل 
10028/0003/07/10نفیترل مکن

10275/0014/01/5نمونه مثبت

-Inter)دقت میان سنجیآزمون- assay):
%SDCVمیانگین جذب نوريتستتعداد دفعات تکرار

1015/11/07/8ثبتکنترل م
10025/0003/012نفیکنترل م

10267/0018/07/6نمونه مثبت
ه صورت دوپلیکیت انجام شده است .*هر سري آزمایش ، ب
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به صورت شماتیکToxoplasma IgMروش انجام آزمایش 

-Antiبا چاهکهاي کوت شده human IgM

نمونه کنترل ها بلانک محلول ها
- میکرولیتر100 - کنترل ها

میکرولیتر100 - - نمونه رقیق شده
برچسب .انکوبه کنیددرجه سانتی گراد 37دقیقه در دماي30.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید

.یدیبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو .لی کنیدپلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خا
میکرولیتر100 میکرولیتر100 - محلول آنزیم کنژوگه

برچسب .انکوبه کنیددرجه سانتی گراد 37دقیقه در دماي 30.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید
.یدیبار چاهکها را بشو5دستور شستشو طبق.پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید

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

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده
.نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس) قرائت کنید630امکان (و در صورتنانومتر450جذب نوري چاهکها را در طول موج 


