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  مقدمه

اتصال آنتی بادي به آنتی ژن یک واکنش . آنتی بادي است -ن اساس بسیاري از تست هاي ایمونولوژیک، واکنش آنتی ژ

در این واکنش انواع پیوندهاي ضعیف غیر کووالانس شامل پیوندهاي .اختصاصی، دوطرفه و برگشت پذیر می باشد

هم عوامل متعددي بر روي این واکنش ها مؤثرند که م. هیدروفوبیک، پیوندهاي هیدروژنی، یونی و واندروالس شرکت دارند

 : ترین آنها عبارتند از

Affinity میل پیوندي که به قدرت برهم کنش  یا(interaction)  هاي غیر کووالانس میان یک جایگاه اتصال آنتی ژن از

  . یک مولکول آنتی بادي و تنها یک اپی توپ از یک مولکول آنتی ژن اطلاق می شود

Avidity که شامل مجموعه میل پیون دي چندین جایگاه اتصال می باشدیا میل پیوندي تام .  

PH محیط ، بدین معنی که اتصال آنتی ژن به آنتی بادي در PH ضعیف می باشد) محیط اسیدي(یا پائین ) محیط بازي(بالا.  

  .  آنتی بادي صورت نمی گیرد - قدرت یونی محیط واکنش و اینکه در محیط هاي فاقد یون مانند آب مقطر، واکنش آنتی ژن 

آنتی  -ط واکنش، مدت زمان واکنش، و نسبت غلظت آنتی ژن و آنتی بادي از دیگر عوامل مؤثر بر  واکنش آنتی ژن دماي محی

اشاره می ) که به آن منحنی رسوبی هم گفته می شود(در توجیه اهمیت این نسبت به منحنی هایدلبرگ . بادي می باشند

مجاور کردن مقادیر متفاوت و فزاینده اي از یک آنتی ژن با مقدار کنیم که با اندازه گیري مقدار رسوب ایجاد شده، پس از 

  .      ثابتی از آنتی بادي اختصاصی آن در لوله هاي آزمایش ، بدست امده است

                  

ادي با توجه به این منحنی مشاهده می شود که درلوله هاي آزمایش ابتدائی از سمت چپ که مقدار آنتی ژن نسبت به آنتی ب

و درلوله هاي انتهائی که مقدار آنتی ژن نسبت به آنتی بادي بیشتر است Prozone)  یا  (Antibody excessکمتر است

Antigen excess)   یا(Postzone بیشترین مقدار رسوب بدست  میانی، مقدار رسوب کمتر بوده و بالعکس در لوله هاي

  ).آنتی بادي موجود در لوله آزمایش به آنتی ژن متصل شده استکه تقریباً تمام   Equivalenceناحیه (آمده است 



۴ 

 

کاربرد عملی این منحنی در تمام آزمایش هاي تشخیص آنتی ژن یا آنتی بادي می باشد و بنا براین در هر آزمایشی براي 

شده بایستی غلظت هاي متناسب آنتی ژن و آنتی بادي مشخص   (Zone phenomenon)جلوگیري از پدیده منطقه اي

  .وبر اساس آن تست تشخیصی انجام گردد

اتصال بین آنتی ژن و آنتی بادي باعث شده تا از آنتی بادیها بعنوان ابزار مناسبی براي تشخیص آنتی  (Specificity)ویژگی 

 -زمانی که یک آنتی ژن با آنتی بادي اختصاصی خودش مخلوط شود کمپلکس هاي آنتی ژن . ژن یا آنتی بادي استفاده شود

آنتی بادي تشکیل می شود که انواع روش هاي تشخیصی آزمایشگاهی براي تشخیص این کمپلکس ها طراحی و راه اندازي 

  :این روش هاي آزمایشگاهی به دو دسته تقسیم می شوند. شده است

ز مثال هاي این ا. آنتی بادي، شبکه بزرگ قابل رؤیتی را تشکیل می دهد -آزمایش هائی که در آنها واکنش آنتی ژن  - الف

  .می باشد Precipitationو  Agglutinationدسته، انواع آزمایش هاي 

آزمایش هائی که بواسطه میزان اندك آنتی ژن و آنتی بادي، شبکه قابل رؤیتی تشکیل نشده و بنا براین نیاز به نشاندار  -ب

از این گروه می توان . ي و تشخیص آن می باشدآنتی باد -کردن آنتی ژن یا آنتی بادي جهت نشاندار شدن کمپلکس آنتی ژن 

  .اشاره نمود IFAو  ELISA , RIAبه آزمایش هاي 

شگاه ایمنی شناسی که براي دانشجویان پزشکی و سایر گروهها برگزار می شود از هر کدام از دو گروه فوق، آزمایش یدر آزما

ي و انتقال خون، یک جلسه نیز ژي مربوط به ایمونوهماتولوضمناً به لحاظ اهمیت آزمایش ها. هائی انتخاب و انجام خواهد شد

  .به این آزمایش ها اختصاص داده شده است

بنا بر این دانشجویان . ست متفاوت باشدا لازم به ذکر است که ترتیب و تقدم انجام آزمایش ها در نیمسال هاي مختلف ممکن

  . مشخص شده، مطالب مربوطه را مطالعه نمایندضمن مراجعه به برنامه درس عملی همان ترم ، در تاریخ هاي 

  جداسازي سرم و پلاسما و سلولهاي تک هسته اي از خون محیطی

  یپهاي پیا و تهیه رقت

بسیاري از آزمایشات ایمنی . یکی از قابل دسترس ترین نمونه هایی که در آزمایشگاه ایمنی شناسی مورد استفاده قرار می گیرد خون است

. سما یا سرم قابل انجام است و بعضی دیگر از آزمایشات بر روي رده هاي خاصی از سلولهاي خـونی انجـام مـی گیرنـد    شناسی بر روي پلا

بعضی از آزمایشها نیاز بـه خـون تـازه    . پزشک درخواست کننده آزمایش باید اطلاعاتی در مورد نوع و مقدار زمان نمونه گیري داشته باشد

بعضـی از  . شها نگهداري خون به مدت چند ساعت نیـز اختلالـی در نتیجـه آزمـایش ایجـاد نمـی کنـد       دارند در حالیکه در بعضی از آزمای

  . آزمایشها نیاز به خون استریل دارند و در بعضی از آنها خون باید با ماده ضد انعقاد ویژه اي مخلوط شود

ایمونوگلبولین ها و اجزا کمپلمان، بررسی فعالیت  اکثر آزمایشهاي سرولوژي بر روي سرم انجام می شود مانند اندازه گیري :سرم -الف

  .و اندازه گیري آنتی بادي بر علیه عوامل عفونی  *(PSA,AFP,CEA)کمپلمان، اندازه گیري شاخصهاي توموري مانند
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شـده  سرم جدا . براي جداسازي سرم باید خون را پس از لخته شدن سانتریفیوژ کرد. سرم، بخش مایع خون  پس از لخته شدن است

مشخصات بیمار بر روي آن نوشته شود و تا زمـان  . یا فوراٌ باید مورد آزمایش قرار گیرد و یا پس از جداسازي در یک لوله تمیز ریخته شود

  . درجه سانتیگراد نگهداري شود  -70درجه سانتیگراد تا  -20انجام آزمایش در برودت 

براي جداسازي پلاسما، خون بلافاصله پس از خروج . سما نیز قابل انجام استبسیاري از آزمایشهاي سرولوژي بر روي پلا :پلاسما -ب

اگـر چنـین   . این مواد از انعقاد خون جلوگیري مـی کننـد  . مخلوط شود)  EDTAاگزالات یا  _هپارین(از رگ باید با یک ماده ضد انعقاد 

تریفیوژ ،گلبولهاي قرمز در ته لوله قرار می گیرند و گلبولهاي پس از سان. نمونه اي سانتریفیوژ شود سلولهاي خون از پلاسما جدا می شوند

پلاسما بر روي سلولها قرار می گیرد که می توان . می گویند Buffy coatبه این لایه . سفید بصورت یک لایه بر روي آنها قرار می گیرند

 Nitro Blue Tetrazoliumاز آزمایشـها از جملـه   نیز می توان در بعضـی   Buffy coatاز . آن را جدا کرد و در فریزر نگهداري نمود

test (NBT) بدون استفاده از ماده ضد انعقاد، فیبرینوژن تبـدیل بـه   . که به منظور بررسی فعالیت نوتروفیلها انجام می شود استفاده کرد

  . فیبرین می گردد و رشته هاي فیبرین، گلبولهاي قرمزو سایر سلولها را دربر می گیرند

 و الکترولیت آنزیم هاها،  ها، آنتی بادي ها، آنتی ژن سایر پروتئین .ر خلاف سرم حاوي فیبرینوژن می باشدپلاسما ب 

 .نددار وجودهر دوي این نمونه ها هاي خون در 

حداکثر زمان مجاز  .هاي خونی جدا گرددگیري از سلول دنبال نمونهترین زمان به سرم یا پلاسما باید در کوتاه

 قابل ذکر است که درخصوص اندازه. گرددگیري پیشنهاد میساعت پس از نمونه  2ي سرم یا پلاسما جهت جداساز

ها، اسید لاکتیک و هاي کورتیکواستروئیدي، کورتیزول، کاتکولامینگیري ترکیباتی نظیر پتاسیم، هورمون

محیط نیز بر پایداري برخی نکته دیگر اینکه درجه حرارت . ساعت باشد 2هموسیستین این زمان باید کمتر از 

ها، آمونیاك، اسید گیري تـرکیباتـی نظیر کـاتکول آمین نمونه خـون جهت انـدازه. گذاردمواد تاثیر می

آوري در  لاکتیک، پیروات، گاسترین، هورمون پاراتیروئید، فعالیت رنین پلاسما و اسید فسفاتاز، باید پس از جمع

 .داري شودسرما نگه

  :سلولهاي تک هسته اي خونجداسازي  -ج

   :براي انجام آزمایشاتی مانند 

Lymphocyte transformation test (LTT)  ,  Mixed lymphocyte culture (MLC)  , HLA-typing    و  

 WBC Cross match مغـز  و نیـز  ( براي جدا کـردن لنفوسـیتها از خـون محیطـی    . از لنفوسیتهاي خون محیطی استفاده می شود

دانسیته سلولهاي تک . استفاده می شود 077/1-078/1با دانسیته  Ficoll-Hypaqueماده اي به نام  از )ن و خون بند نافاستخوا

بنابراین با انجام سانتریفیوژ بر روي فایکول مـی تـوان آنهـا را    . هسته اي بر خلاف گلبولهاي قرمز و گرانولوسیتها کمتر از فایکول می باشد

این صورت که گلبولهاي قرمز و گرانولوسیتها در زیر لایه فایکول و سلولهاي تک هسته اي بر روي فایکول قـرار مـی   به . براحتی جدا نمود

  .  گیرند

در اکثر آزمایشهاي سرولوژي وجود و یـا عـدم وجـود    : رقیق سازي سرم و اهمیت آن در آزمایشهاي سرولوژي -د

. ها مقدار یا کمیت آنتی بادي نیـز اهمیـت دارد   اما در بعضی از این آزمایش. ستآنتی بادي اختصاصی بر علیه آنتی ژن خاصی مورد نظر ا

بطور مثال پس از برخورد با یک عامل عفونی مانند سرخجه تیتر بالا رونده آنتی بادي بر علیه ویروس نشان دهنده آلودگی اخیر بیمـار بـا   
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دارو در درمان یک بیماري خود ایمنی است تیتر پائین رونده آنتـی  یک  بخشییا زمانیکه هدف پزشک  بررسی اثر . عامل عفونی می باشد

  .بادي اهمیت دارد

یک واکنش دو طرفه است و نسبت غلظت آنتی   آنتی ژن ـآنتی بادي واکنش . است Ag-Abاساس اغلب آزمایشهاي سرولوژي واکنش 

چنانکـه در  ). هایدلبرگ را بخاطر بیاوریـد  Ag-Abواکنش منحنی ( ژن به آنتی بادي از مهمترین عواملی است که بر این واکنش اثر دارد

تشکیل کمپلکس بسیار کم است اما در لوله هایی که نسبت غلظت آنتی ژن  post-zoneو  prozoneقسمت مقدمه گفته شد در ناحیه 

د منفـی کـاذب   یکی از موار .بیشترین مقدار کمپلکس ایجاد می گـردد  (Equivalence zone)و آنتی بادي در حد مناسب است 

 ـ  Zonal(انجام میشـود واکـنش هـاي منطقـه اي        آنتی بادي تست هائی که بر اساس فعل و انفعالات آنتی ژن 

Reaction (به این ترتیب که در اینگونه آزمونها بایستی مقادیر متناسبی از آنتی ژن و آنتی بـادي، وجـود   . است

ت وجود مقادیر زیادي آنتی ژن و یـا آنتـی بـادي، نتـایج     داشته باشد تا واکنش کاملی صورت گیرد و لذا در صور

اسـاس،   ایـن  بر .حاصله میتواند به صورت واکنش ضعیف یا منفی، جلوه گر شده و در واقع پاسخ کاذبی به بار آورد

در صورتی که طی انجام چنین آزمایشاتی نمونه مورد بررسی به اندازه کافی رقیق نشود مقادیر زیادي آنتی بـادي  

یتی ایجاد نخواهد کرد و تنهـا در صـورت رقیـق    ؤواکنش قابل ر مربوطه  ن وجود خواهد داشت و با آنتی ژندر آ

ایـن حالـت را واکـنش یـا      .کردن نمونه سرمی مورد بحث، این نقیصه برطرف و جواب واقعی، دریافت خواهد شد 

ز این حالت ایجاد میگردد و بـا رقیـق   از طرفی در صورت زیاد بودن  مقدار آنتی ژن نی. می نامند  Prozoneپدیده 

  . میباشد معروف Postzoneواکنش  بهکه  نمودن آنتی ژن، برطرف می شود
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هایی کـه   در آزمایش. به همین دلیل در آزمایش هاي تشخیص آنتی ژن و آنتی بادي، رقیق سازي سرم از اهمیت ویژه اي برخوردار است

مهمتـرین  ) تعیین کمترین رقت سرم که نتیجه آزمایش را بصورت مثبت نشان می دهد( اسیون آنتی بادي در سرم بیمار است هدف، تیتر

 .گام رقیق سازي سرم است

  .با روش ساده و پیاپی انجام می پذیرد :رقیق سازي سرم

  (Simple dilution) روش ساده 

  . گردد و رقت سرم بصورت زیر قابل محاسبه است حجم مشخصی از سرم با حجم مشخصی از بافر مخلوط می 

  )حجم بافر+ حجم سرم = حجم کل (حجم سرم /حجم کل = رقت 

  (Serial dilution)  رقت سازي پیاپی

  . در روش سریال که در آزمایشات تیتراسیون بکار می رود سرم بصورت تصاعدي و با یک ضریب ثابت رقیق می شود

یعنـی  . رقیـق مـی شـود    2در این روش سرم با ضـریب  . استSerial two fold dilution  اي پیاپی، متداول ترین روش تهیه رقت ه

  .غلظت سرم در هر لوله نصف لوله ما قبل خود و دو برابر لوله بعدي می باشد

        

  : مواد و وسایل لازم  *

محلـول رقیـق     -فـایکول   -پی پت مـدرج    -استور پی پت پ  -راك   -لوله شیشه اي   – EDTAهپارین یا   -الکل   -پنبه   -سرنگ 

  سانتریفیوژ  -) Hank’sیا  saline(کننده 

  : روش کار  *

لوله را بدون حرکت بر روي میز آزمایشگاه قرار دهید و اجازه دهید خون . بریزید Aسی سی از آن را در لوله  2. سی سی خون بگیرید 6-

  . کاملاً لخته شود

 Cسی سی از خون ایـن لولـه را بـه لولـه      2سپس . بریزید و با ماده ضد انعقاد مخلوط کنید تا لخته نشود Bله سی سی خون را در لو 4-

  .منتقل کنید

  : جداسازي سلولهاي تک هسته اي خون محیطی  *

  .محتواي لوله را کاملاً مخلوط کنید. اضافه کنید Cسی سی محلول رقیق کننده را به خون موجود در لوله  2 -

از کنار دیواره لوله بر روي فایکول بریزید بطوریکـه خـون بـا فـایکول     ) با پی پت پاستور( را به آرامی  Cرقیق شده موجود در لوله  خون -

  . مخلوط نشود

  .دور سانتریفیوژ کنید 2800 با دوردقیقه  20لوله را به مدت  -
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  .لایه ها دقت کنیدلوله را به آرامی از سانتریفیوژ خارج کنید و به نحوه قرار گرفتن  -

پاستور پی پت جمع آوري کنیـد و بـه    پیپت سلولهاي تک هسته اي را که بصورت یک لایه سفید رنگ بر روي فایکول دیده می شود با -

  .یک لوله تمیز انتقال دهید

  . دقیقه سانتریفیوژ کنید 5سی سی محلول رقیق کننده به سلولهاي جدا شده اضافه کنید و مجدداً براي  2 -

رسوب سلولی در این حالت کاملاً قابل . محلول بالایی را دور بریزید. به رسوب سلولی ته لوله دقت کنید. لوله را از سانتریفیوژ خارج کنید -

  .می توان از این سلولها، سوسپانسیونی با تعداد مشخص سلولی تهیه کرد و در آزمایشات مختلف از آن استفاده نمود. مشاهده است

                                   

 

                                                                              

  

  

  

 

به آرامی لوله را از سانتریفیوژ خـارج کنیـد بـه    . دور سانتریفیوژ کنید 2000دقیقه در  10را به مدت  Bلوله  :جداسازي پلاسما *

  . توجه کنید نحوه قرار گرفتن لایه هاي سلولی

                  

                                              

  

  

  

را  Aلوله . ، لخته را توسط اپلیکاتور پلاستیکی یا چوبی از جدار لوله جدا کنیدAپس از لخته شدن خون لوله  : جدا سازي سرم *

 .رم به تفاوت سرم و پلاسما دقت کنیدپس از جداسازي س. سانتریفیوژ کنید 2000دقیقه در دور  10به مدت 
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  : تهیه رقتهاي پیاپی دو برابر از سرم* 

  .سی سی محلول رقیق کننده بریزید 1لوله را شماره گذاري کنید و با استفاده از پی پت مدرج در داخل هر یک از لوله ها  5 -

  . محتواي لوله را کاملا مخلوط کنید. اضافه کنید 1ه اي که در اختیار شما قرار داده شده است را به لوله شماره سی سی از نمون 1 -

  .انتقال دهید و خوب مخلوط کنید 2را به لوله شماره  1سی سی از نمونه رقیق شده موجود در لوله شماره  1 -

  . انتقال دهید و خوب مخلوط کنید 3به لوله شماره   را 2سی سی از نمونه رقیق شده موجود در لوله شماره  1 -

  . رقت نمونه را در هر لوله محاسبه کنید . هم ادامه دهید 5و 4و  3این کار را براي لوله هاي  -

  

                                 

-----------------------------------------------------  

 PSA = Prostatic Specific Antigen           

 AFP = Alpha-Feto Protein           

 CEA= Carcino Embryonic Antigen             

 

  

  



١٠ 

 

 آگلوتیناسیون

Agglutination 

 

مثل باکتریها با آنتی بادي اختصاصـی شـان منجـر بـه ایجـاد      )  non-soluble, particulate(واکنش آنتی ژنهاي نامحلول یا ذره اي 

بـه آنتـی ژن عامـل ایـن واکـنش ،      . د کـه بـه ایـن نـوع واکـنش، آگلوتیناسـیون گفتـه مـی شـود         نمـی شـو   اي مشـاهده تجمعات قابل 

Agglutinogen  ،و به آنتی بادي علیه آن Agglutinin لازمه ایجاد این واکنش، آنتی بادي بـا حـداقل دو ظرفیـت و آنتـی     . می گویند

  . ژنهاي چند ظرفیتی می باشد

  : اسیون را به سه دسته تقسیم می کنندبطور کلی واکنشهاي آگلوتین

 (Active , Direct)فعال یا مستقیم  -1

 )Passive(غیر فعال -2 

 )Indirect(غیر مستقیم  -3 

دراین نوع آگلوتیناسیون، شاخص هاي آنتی ژنی بطور طبیعی و ذاتی بر روي آنتی ژن نامحلول وجـود  : (Active)آگلوتیناسیون فعال  -1

 Wrightمانند آزمایش ). یاآنتی ژن بطور طبیعی بر سطح سلول قرار دارد(گر جزءساختمانی آنتی ژن نامحلول می باشددارند و بعبارت دی

کـه بـه منظـور تعیـین تیتـر آنتـی        Widalکه جهت تعیین تیتر آنتی بادیهاي ضد بروسلا و تشخیص تب مالت انجام می شـودوآزمایش  

نوعی آگلوتیناسیون فعال اسـت   (Hemagglutination)  هماگلوتیناسیون. می گردد بادیهاي ضد سالمونلا و تشخیص تب حصبه انجام

  .که سلول حاوي آنتی ژن مورد نظر ما گلبول قرمز می باشد

  

                        

                       

                               

بعبـارت دیگـر   . اسیون، آنتی ژن محلول را به ذرات نا محلول متصل می کننـد در این نوع آگلوتین): Passive(آگلوتیناسیون غیر فعال -2

صـورت مـی    )(precipitationشناسائی آنتی ژنهاي محلول بـا روش رسـوبی  (آنتی ژن محلول با روش آگلوتیناسیون شناسائی می گردد
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شاخص هاي آنتی ژنی جزءسـاختمانی آنتـی ژن   از آنجا که . می توان گفت این روش ،تبدیل واکنش رسوبی به آگلوتیناسیون است). گیرد

از . نامحلول نمی باشندواز مواد حدواسطی جهت ایجادآگلوتیناسیون استفاده می شود به این نوع آگلوتیناسیون، غیر فعال گفته مـی شـود  

این ذرات،  .قرمز نام برد و گلبولهاي )polystyreneاز جنس (می توان از ذرات ریز لاتکس جمله موادي که براي اینکار استفاده می شود

مثال هائی از این نوع آگلوتیناسیون شامل . خود وارد واکنش با آنتی بادي نمی شوند و فقط به عنوان سطح اتصال آنتی ژن عمل می کنند

  .می باشد CRPو  RFآزمایش هاي تشخیص فاکتور روماتوئید

  

                                

  

  

یـا آنتـی بـادي هـاي      (Incomplement)زمانی که به دلیل وجود آنتی بادي هاي نـاقص  ): Indirect(تقیمآگلوتیناسیون غیر مس -3

مـی باشـند آگلوتیناسـیون اتفـاق نیفتـد و آنتـی بـادي بـه تنهـایی قـادر بـه ایجـاد              IgGکه غالباً از کـلاس   (Blocking)مسدود کننده

آنتـی بـادي    Fcبه قسمت  Fabاستفاده می شود که قادر است از قسمت  Antiglobulinآگلوتیناسیون نباشد،از آنتی بادي دومی به نام 

استفاده می ) که به آن معرف کومبز نیز گفته می شود(به این روش چون از آنتی گلوبولین. اول متصل شده و آگلوتیناسیون را تسهیل کند

  .      می گویند  Coomb's testیا تست کومبز   test  Antiglobulin شود
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  RF (Rheumatoid Factor)تست تشخیص 

  

یا روماتوئید فاکتور وجـود دارد   RFبادیهایی بنام  ، آتوآنتی ( Rheumatoid Arthritis )در سرم اغلب افراد مبتلا به روماتیسم مفصلی 

هـاي ایجـاد    anti-IgG. بوجود آمده و در سرم فرد مبتلا قابل تشخیص می باشـد  IgGمولکول  FCکه این اتو آنتی بادي بر علیه قسمت 

ایع مفصلی بیمـاران مبـتلا بـه آرتریـت     نه تنها در سرم و مRF  . نیز باشد IgGو  IgAبوده اما ممکن است از انواع  IgMشده، غالباًاز نوع 

بیماریهاي مزمن عفونی ، بیماریهاي کبدي ، : روماتوئید یافت می شود بلکه ممکن است در دیگر بیماریهاي اتوایمیون و موارد دیگري مانند

با . در سرم اندازه گیري میشود  با این وجود براي بررسی وضعیت بیمار مبتلا به روماتیسم مفصلی ، غالباً میزان آن. نیز در سرم ظاهر شود

، کمـپلکس قابـل    anti-IgG (RF)بـا   IgGامـا از آنجـا کـه واکـنش     . می توان به جستجوي این فاکتور در سرم پرداخت IgGاستفاده از 

  .را به ذرات نامحلولی مثل لاتکس متصل کرد IgGمشاهده اي را ایجاد نمی کند براي قابل رویت کردن این کمپلکس بایستی 

براي انجام این آزمایش می . در سرم ، متداول ترین آنها روش آگلوتیناسیون پاسیو یا غیر فعال است  RFز بین روشهاي مختلف تشخیص ا

کـه در  ( IgGدر این کیت ها سوسپانسیون لاتکـس حـاوي   . توان از کیت هائی که توسط شرکت هاي مختلف تهیه می شود استفاده کرد

روش انجام آزمایش به این صورت . ، کنترل مثبت و کنترل منفی به همراه اپلیکاتور و اسلاید وجود دارد)میکند اینجا بعنوان آنتی ژن عمل

از سوسپانسیون لاتکس را در مجـاورت حجـم مسـاوي از سـرم بیمـار قـرار       ) مثلا یک قطره( است که که بر روي اسلاید، حجم مشخصی 

مـی  بررسـی    دقیقه حرکت ملایم اسلاید ، آنرا از نظر وجـود آگلوتیناسـیون   1-2بعد از .  میدهند و با اپلیکاتور بخوبی مخلوط می نمایند

  . کنند 

                        

  

 anti-IgGیـا   RFیا توده ها و تجمعات ریز و درشت که حاصل واکنش آنتی ژن و آنتی بادي است ، به معنی وجود   ،ایجاد آگلوتیناسیون

عدم ایجاد آگلوتیناسیون که به صورت یک سوسپانسـیون یکنواخـت شـیري    . موجود بر سطح لاتکس می باشد  IgGدر سرم و واکنش با 

  .در سرم است  RFعدم وجود  نشانگر  رنگ مشخص می شود

                                                                                                                   

   



١٣ 

 

و  RFکنترل مثبت به معنـی وجـود   . نفی نیز مورد آزمایش قرار می گیردهمزمان با نمونه هاي سرم یک کنترل مثبت و یک کنترل م -  

  .  می باشد و نمونه سرم  با این دو کنترل، مقایسه می گردد RFکنترل منفی به معنی عدم وجود 

                                                                              

                                                                              

                                                                                                         

                                                                                                                                                                                    

                       

  

  

  

  

  

  CRP (C-Reactive Protein) تست تشخیص 

  

CRP  یکی از پروتئین هاي فاز حاد(Acute Phase Protein)  ، است که بواسطه التهاب، ضایعات بافتی، برخی عفونتها ، اعمال جراحی

به مقدار بسیار جزیـی وجـود   این پروتئین که در سرم افراد سالم نیز . یا سرطانها در سرم بیماران به میزان قابل توجهی افزایش می یابد و

یـک   CRP. دارد توسط سلولهاي کبدي ساخته شده و قادر است بـا پلـی ساکاریدکپسـول بـاکتري نوموکـوك، ترکیـب و رسـوب  نمایـد        

اوپسونین غیر اختصاصی است که قادر است با اتصال به میکروارگانیزمها، و نیز فعال کردن مسیر کلاسیک سیسـتم کمپلمـان، در نهایـت،    

اوپسونیزاسیون آنها گردد و به نظر می رسد در دفاع بر علیه عفونت هاي نوموکوکی بخصـوص قبـل از بوجـود آمـدن آنتـی بـادي        موجب

  . بعلاوه گفته می شود در ترمیم و بهبود ضایعات بافتی نیز داراي نقش مهمی می باشد. اختصاصی اهمیت داشته باشد

وماتیسمی حاد، روماتیسم مفصلی فعال،  سکته قلبی حاد، برخی عفونت هاي ویروسـی و  تب ر: در سرم شامل  CRPمثال هایی از افزایش 

مهمترین و حساسترین آزمایشی است که می توان بـا آن   CRPدر سکته قلبی حاد ، . می باشد...... باکتریائی، بعد از انجام عمل جراحی و 

در سـرم نـه تنهـا در تشـخیص، مهـم اسـت بلکـه در         CRPاندازه گیري . نشانه هائی از نکروز یا التهاب بافت عضلانی قلب را بدست آورد

به این معنی که بعد از درمان و بهبودي، میزان این پروتئین . پیگیري وضعیت بیمار،  سیر بیماري و ارزیابی تدابیر درمانی نیز اهمیت دارد

  . در سرم، کاهش قابل توجهی را نشان میدهد

است کـه بـا اسـتفاده از کیـت هـاي       (Passive Agglutination)روش آگلوتیناسیون غیر فعال در سرم،  CRPروش متداول تشخیص 

را بر روي اسـلاید ریختـه و   ) یک قطره( را به ذرات لاتکس متصل کرده و حجمی از آن  anti- CRPدر این روش، . تجاري انجام می شود
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ایجاد آگلوتیناسـیون  . رکت ملایم اسلاید، نتیجه را مشاهده می نماینددقیقه ح1 -2بعد از . با حجم مساوي از سرم بیمار مخلوط می کنند

عدم آگلوتینا سیون که با سوسپانسـیونی کـدر،   . در سرم می باشد CRPنشانه وجود ) وجود توده هاي آگلوتینه شده در یک زمینه روشن(

منفی نیز همزمان با نمونـه هـاي مجهـول،    کنترل مثبت و . در سرم است CRPشیري رنگ و یکنواخت مشخص میشود نشانه عدم وجود 

  . مورد آزمایش قرار می گیرند

     

                                                                   

 Reversed)از آنجا که در این تست، آنتی بادي به ذرات لاتکس، متصل مـی شـود بـه ایـن روش آگلوتیناسـیون غیـر فعـال معکـوس         

Passive Agglutination) گفته می شود .  
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  " Pregnancy Test "تست تشخیص بارداري 

  

 HCG. در ادرار مـی باشـد     HCG  (Human Chorionic Gonadotropin)یکی از راههاي تشخیص بـارداري، تشـخیص هورمـون    

جفـت   Synsitiotrophoblastولهاي است که در زمان بارداري توسط سل D 40000هورمونی از جنس گلیکوپروتئین با وزن مولکولی 

کـه بطـور قـراردادي ،    ( روز بعد از شروع بار داري  40این هورمون معمولاً حدود . تولید شده و در سرم و مایعات بدن قابل تشخیص است

از دو زیر  HCGهورمون از نظر ساختمانی ، . در ادرار و قبل از آن در سرم ، ظاهر میشود ) اولین روز آخرین پریود در نظر گرفته می شود 

اگر چه خاصیت بیولوژیک این هورمون مربوط  .که به وسیله سه پیوند غیر کووالانسی  بهم مربوط شده اند ساخته شده است و   واحد 

 نیـز وجـود   TSHو  LH  ،FSHدر ساختمان سه هورمون دیگـر یعنـی    زنجیره . است اما این زنجیره به تنهائی فعال نیست به زنجیره 

دارد امـا در ناحیـه کربـو کسـیلی      LHهورمـون   با زنجیـره  ) در صد  80حدود ( اگر چه شباهت هاي زیادي  HCGدر  زنجیره . دارد

بنابراین براي طراحی تست هاي تشخیصی، استفاده از آنتی بادي منوکلونـال بـر   . خودش کاملاً اختصاصی است (C-terminal) انتهائی 

جلـوگیري خواهـد    LHبا  Cross-reaction، مناسب تر بوده و از ایجاد نتایج مثبت کاذب بواسطه جیره علیه این قسمت اختصاصی زن

  . نمود

و   در سرم بصورت کامل و مقدار کمی نیز بصورت قطعات زنجیـره هـاي آزاد    HCGاز مولکولهاي % 90در یک حاملگی طبیعی بیش از 

 نسبت زنجیره هاي آزاد  در ادرار ،. و نیز قطعات خرد شده وجود دارند  و  در سه . و شکسته ، به مولکول کامل، بیشتر از سرم است

  . بیشتر از دیگري است و در سه ماهه دوم و سوم آن،  ماهه اول بارداري نسبت زنجیره 

وش ممانعـت از  در سـرم و ادرار وجـود دارد کـه متـداول تـرین ایـن روش هـا ر        HCGروش هاي سرولوژیک مختلف براي اندازه گیـري  

این .  می باشد که کیت هاي تشخیصی آن قابل تهیه است " Passive Latex agglutination inhibition Test "آگلوتیناسیون یا 

  .به همراه اسلاید و اپلیکاتور می باشدanti-HCG ، کنترل مثبت، کنترل منفی و HCGنوع کیت، حاوي سوسپانسیون لاتکس متصل به 

  

  :تست در دو مرحله انجام می گیرد بطور خلاصه این

را به آن افـزوده   HCG (anti-HCG) از ادرار مشکوك را روي اسلاید ریخته و بعد آنتی بادي اختصاصی ضد ) یک قطره( مقدار کمی  -1

 HCGاز هورمون ذرات لاتکس را که  -2: سپس .  و با اپلیکاتور مخلوط می کنند وبه مدت یک دقیقه اسلاید را به آرامی حرکت می دهند

پس از حدود دو دقیقه حرکت ملایم اسلاید، نتیجـه را از لحـاظ   . پوشیده شده است اضافه می کنند و مجددا با اپلیکاتور مخلوط می کنند

محلـول   HCGهورمـون  . در ادرار موجود باشد به آنتی بادي اختصاصی خود متصـل میشـود    HCGاگر . آگلوتیناسیون بررسی می نمایند

اضافه می  2ذرات لاتکس که در مرحله . مپلکس آن با آنتی بادي بصورت ذرات بسیار ریز رسوبی بوده که با چشم دیده نمی شود بوده و ک

بصورت آزاد باقی مانده و آگلوتیناسـیون ایجـاد نمـی    ) موجود در ادرار  HCGمصرف شدن آن و اتصال به ( شود بدلیل نبودن آنتی بادي 

اضافه میشـود،   HCGبطور آزاد باقی مانده و در مرحله بعد که ذرات لاتکس پوشیده از  anti-HCGباشد ،  HCG اما اگر ادرار فاقد. شود 

پس در این تست، آگلوتیناسیون نشانه منفی بودن تست و عدم ایجاد آگلوتیناسـیون  . با این ذرات ایجاد توده هاي آگلوتیناسیون  می کند

 .می باشد) رار در اد HCGوجود ( نشانه مثبت بودن تست 
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در ادرار در اوایـل بـار    HCGبهر دلیل و منفی کاذب بواسطه رقیق بودن ادرار و یا کم بودن مقـدار   LHنتایج مثبت کاذب بواسطه افزایش 

و انجام تسـت در   HCGاي با استفاده از آنتی بادي منوکلونال قوي بر علیه اپی توپهاي منحصر بفرد زنجیره بت) و یا هر علت دیگر ( داري 

  .زمان مناسب، به حداقل رسیده است

آگلوتیناسیون پاسیو معکوس می باشد که در این صورت ذرات لاتکس ، HCGتشخیصی انجام برخی کیت هاي  لازم به ذکر است که روش

  .ی باشدم CRPاساس و روش انجام آزمایش در این نوع کیت مانند کیت تشخیص . پوشانده شده اند anti-HCGبا 
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   (Precipitation)واکنش هاي رسوبی

لازمه ایجاد این واکنش، آنتی بادي با حداقل دو . واکنش آنتی ژن هاي محلول با آنتی بادي اختصاصی را واکنش هاي رسوبی می نامند

در لوله آزمایش با مخلوط . واکنش هاي رسوبی را در محیط هاي مختلفی می توان انجام داد. تی می باشدظرفیت و آنتی ژنهاي چند ظرفی

  .   ه تشکیل می شود، رسوب درانتهاي لولآنتی ژن هاي محلول با آنتی بادي کردن

                                                        

 Gel)آنتی بادي در محیط نیمه جامد ژل انجام شود به آن، واکنش رسوب درژل گفته می شود  در صورتی که واکنش آنتی ژن محلول با

Diffusion , Immunodiffusion).  براي انجام این آزمایش ها ابتدا بایستی با استفاده از پودر آگاروز و بافر مخصوص، محیط ژل را

سپس قبل از . روز را وزن کرده به بافر افزوده و تا ذوب کامل، حرارت می دهندبه این ترتیب که بسته به در صد مورد نظر، آگا. آماده نمود

میریزند و آنتی ) که می تواند یک اسلاید یا یک پلیت باشد(سرد شدن و انعقاد آگاروز، بسته به آزمایش مورد نظر، آن را در ظرف مربوطه 

  .  ژن و آنتی بادي را در محل مخصوص شان اضافه می کنند

در برنامه درس عملی، دانشجویان با یک . واکنش هاي ایمونودیفیوژن به صورت کمی و برخی به صورت کیفی انجام می شود برخی از

  . نمونه از هر کدام از این دو نوع آشنا خواهند شد

  انتشار دوگانه

Double Diffusion 

  

در این . رسی روابط بین آنتی ژن و آنتی بادي انجام می شودیکی از انواع واکنش هاي رسوبی در ژل، انتشار دوگانه است که به منظور بر

روش پس از تهیه آگاروز و ریختن آن در ظرف مناسب وانعقاد ژل، دو حفره را در مقابل هم و با فاصله مناسب از یکدیگر ایجادکرده در 

و آنتی بادي از درون حفره هاي مربوطه آنتی ژن . یکی آنتی ژن محلول و در دیگري آنتی بادي را با حجم و غلظت مناسب می ریزند

که  (Equivalence zone) تعادلدرتمامی جهات به درون ژل منتشر شده و از جهت مقابل یکدیکر در بین دو حفره، در ناحیه ي 

این دو  نمایانگر وجود ارتباط بین خط رسوبی ، خط رسوب نامحلول تشکیل می شود   غلظت آنتی ژن و آنتی بادي متناسب یکدیگر است

و یا استفاده از غلظت هاي نامناسب آنها و شرایط نامناسب دیگر  آنتی ژن و آنتی بادي عدم ایجاد خط رسوبی نشانه عدم ارتباط . می باشد

از آنجا که هر دو جزء واکنش یعنی آنتی ژن و آنتی بادي، هر دو در ژل حرکت کرده و منتشر می شوند به . محیط  می باشد pHمانند 

بوده و مقدار آنتی ژن یا آنتی بادي در آن سنجیده نمی  (qualitative)این آزمایش کیفی . زمایش انتشار دوگانه گفته می شوداین آ

  .بلکه حضور آنتی ژن یا آنتی بادي اختصاصی در نمونه مشخص می گردد  .شود
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  :مواد و وسایل لازم

بعنوان آنتی (gammaglobulin  Human، ) بعنوان آنتی بادي( PBS  ،anti – human gamma globulinپودر آگاروز ، بافر 

  ،  اسلاید شیشه اي ، پی پت ، فلاسک ، وسیله مخصوص پانچ ، محفظه مرطوب)  ژن

  :روش انجام آزمایش

  .افزوده حرارت دهید تا آگاروز کاملاً حل شده و محلول شفافی بدست آید PBSمیلی لیتر بافر  100ز را به یک گرم آگارو -

بعد . میلی لیتر از محلول آگاروز را روي سطح اسلاید شیشه اي کاملاً تمیز که بر روي سطح صافی قرار گرفته است بریزید  4 - 5مقدار  -

این کار به منظور مقاوم شدن ژل در برابر . لاید را به مدت یک ساعت در یخچال نگهداري کنیداز سرد شدن آگاروز در دماي اتاق، اس

  .شکنندگی انجام می شود

  .با استفاده از وسیله مخصوص پانچ، حفره هائی را روي ژل ایجاد کنید و آگاروز اضافی را با نوك سوزن بردارید -

  ساعت در یک محفظه مرطوب  48 – 72اضافه کرده و به مدت  در حفره هاي مربوطه،  آنتی ژن و آنتی بادي را -

 (wet chamber) و در دماي اتاق نگهداري کنید.  

  .  بعد از مدت زمان فوق، ایجاد یا عدم ایجاد خط رسوبی بین حفره ها را بررسی کنید -

  

  انتشار شعاعی ساده

“Single Radial Immunodiffusion "  

 

است که روشی کمی براي اندازه گیري پـروتئین هـاي مختلـف     "انتشار شعاعی ساده  "یا  SRIDل روش یکی از واکنش هاي رسوبی درژ

مخلوط با آنتی بادي در پلیت هاي مخصوص ریخته  در در این روش آگاروز. سرم مانند انواع ایمونوگلوبولین ها و اجزاي کمپلمان می باشد

بعنوان مثـال  . از وسیله مخصوص پانچ، حفره هایی را دور تا دور آن ایجاد می کنند شده و پس از سرد شدن آگاروز درون ظرف با استفاده

و بعـد حجـم   . مخلوط می کنند و سپس درون پلیت می ریزنـد  anti-IgMسرمی، قبل از ریختن آگاروز آن را با  IgMبراي اندازه گیري 
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سـاعت، دایـره هـاي     24-72ا ریخته و بعـد از مـدت زمـان    را درون حفره ه IgM مشخصی از سرم هاي مورد آزمایش براي اندازه گیري 

از درون  IgM (diffusion)دایره ایجاد شده به دلیـل پخـش و انتشـار    . رسوبی ایجاد شده را بررسی و قطر آنها را اندازه گیري می کنند

به این معنی که هـر چـه   . می باشدمتفاوت موجود در سرم، قطر این دایره  IgMبر حسب مقدار  کهحفره به تمام جهات اطراف می باشد 

معمولاً همزمان با . سرم کمتر خواهد بود IgMسرم بیشتر و هر چه قطر دایره کمتر باشد مقدار  IgMقطر دایره رسوبی بیشتر باشد مقدار 

در نظر گرفتـه و  )  یا هر پروتئین مورد نظر دیگر(   IgMریختن نمونه هاي مجهول، حداقل سه حفره را براي مقادیر مشخص و استاندارد 

در نمونه هاي اسـتاندارد و مربـع    IgMبا اندازه گیري قطر دایره هاي رسوبی اطراف این سه حفره، منحنی استانداردي را بر اساس غلظت 

  . در نمونه هاي مجهول با استفاده از منحنی استاندارد بدست می آید IgMمقدار . قطر مربوط به هر یک از آنها رسم می کنند

  

                                                                                                                                                                                                                                                    

                                       

                                                                                    

و حتی برخی دیگر  C3و C4 ، برخی اجزاي کمپلمان مثل ( IgA, IgM, IgG )هم اکنون پلیت اندازه گیري ایمونوگلوبولین هاي مختلف 

بصورت آماده و تجارتی موجود است که بر حسب نیاز آزمایشگاهها از شـرکت هـاي سـازنده     1-antirypsinاز پروتئین هاي سرم مثل 

، ثابـت بـوده و   )اسـت  anti-IgMکه در این مثال (از آنجا که یکی از اجزاء واکنش یعنی آنتی بادي که با ژل مخلوط شده . تهیه می شود

کرده انتشار می یابد و نحوه انتشار نیز بصورت شـعاعی مـی باشـد، بـه ایـن      در ژل حرکت ) می باشد IgMکه در این مثال (تنها آنتی ژن 

  . گفته می شود (single)آزمایش انتشار شعاعی ساده 

  : مواد و وسایل لازم 

براي رسم منحنی (، سرم ، میکروپی پت ، خط کش مخصوص ، کاغذ میلیمتري ) تجاري ( مختلف   ایمونوگلبولین هايپلیت انداه گیري 

  )دارد استان

  : روش

  .را از یخچال بیرون آورده به دماي اتاق برسانید..... یا  IgMپلیت اندازه گیري  -

(  3و2و1از استاندارد هاي شماره ) طبق دستور بروشور مربوطه ( به ترتیب حجم لازم  3و2و1درب پلیت را برداشته و در حفره شماره  -

 . ، و در بقیه حفره ها سرم هاي مورد آزمایش را بریزید) ست که غلظت آنها روي شیشه هاي مربوطه نوشته شده ا
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 .قرار دهید) طبق دستور بروشور مربوطه ( در پوش پلیت را محکم بسته و در دماي اتاق به مدت زمان لازم  -

 .ی استاندارد را رسم کنیدبعد از این مدت ، قطر هر یک از دایره هاي رسوبی ایجاد شده در اطراف حفره ها را اندازه گیري کرده و منحن -

  .سپس غلظت نمونه مجهول را با استفاده از  منحنی استاندارد بدست آورید  -

         

 

Immunoassays 

. آنتی بادي، تشخیص و اندازه گیري غلظت بسیاري از مولکولها میسر گردیده اسـت   -امروزه با تکیه بر اختصاصی بودن واکنش آنتی ژن  

آنتی بادي همیشه بصورت ماکروسکوپی قابل رؤیت نیست آزمایش هایی طراحی شده اند که بـا اسـتفاده از    -آنتی ژن  از آنجا که واکنش

آنها می توان به تشخیص و تعیین غلظت مولکولهاي محلول پرداخت و یا نحوه پراکندگی این مولکولها را بـر روي بافـت یـا درون سـلول،     

 که می تواند آنتی بادي( این آزمایش ها با نشاندار کردن آنتی بادي اختصاصی علیه مولکول مورد نظر در تعدادي از . مورد مطالعه قرار داد

شناخته می شوند، بر اساس نوع ماده  Immuno Assaysاین آزمایش ها که بطور کلی بنام . به بررسی آن می پردازند) یا آنتی ژن باشد 

  . نشاندار مورد استفاده، اسامی متفاوتی دارند

گفته مـی   Enzyme Immuno Assay ( EIA )چنانچه براي نشاندارکردن آنتی ژن یا آنتی بادي از آنزیم استفاده شود به این آزمایش 

مورد نظر، سوبستراي آنزیم همراه با یـک مـاده   ) آنتی بادي یا(نشاندار به آنتی ژن) یا آنتی ژن(در این حالت پس از اتصال آنتی بادي .شود

 آنتی ژن یـا (میزان محصول تولید شده در این واکنش آنزیمی، متناسب با میزان مولکول محلول مورد مطالعه  .می گردد کروموژن اضافه
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را  Immunoperoxidaseو  ELISAاز مهمترین آزمایش هائی که در این گروه قرار می گیرند مـی تـوان   . موجود می باشد )آنتی بادي

  .نام برد

  . گفته می شود  Immunofluorescent Assay    (IFA)یک ماده فلورسنت باشد به این روش چنانچه ماده نشاندار کننده، 

  Radio Immuno Assay ( RIA )آنتی ژن یا آنتی بادي توسط یک ماده رادیواکتیو نشاندار شده باشد این روش را  و اگر  

  .داد را انجام خواهید  IFAو  ELISAاز بین این آزمایش ها . می گویند 

  

Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay  

( ELISA )  

  

این روش از ادغام روش هاي ایمونولوژیک و اسپکتروفتو متري ایجاد شده و هدف آن تشخیص یا اندازه گیري غلظت مولکولهـاي محلـول   

در ایـن روش معمـولاً از   . ندتعداد زیادي نمونه را به صورت همزمان فراهم می ک بررسیبا حساسیت  بالا که امکان روشی است . می باشد

اختصاصی نشـاندار   )یا آنتی ژن(سپس آنتی بادي . یک سطح جامد براي اتصال و بی حرکت کردن مولکولهاي مورد نظر استفاده می شود

بـوده و  (chromogen)سوبسترا غالباً همراه با یک ماده رنگ زا . شده توسط آنزیم به آن اضافه و نهایتا سوبستراي آنزیم افزوده می گردد

 ( OD = Optical Density )با اندازه گیري میزان جـذب نـوري   . بدنبال تاثیر آنزیم بر روي سوبسترا ، یک محصول رنگی تولید میشود

ایـن کـار در دسـتگاه اسـپکتروفتو متـر      . شده، می توان به وجود مولکول مورد نظرپی بـرد ایجاد  اترنگ نهاییک در طول موج مربوطه ي 

شدت رنگ ایجاد شده، انعکاسی از حضور یا عدم حضور مولکول مورد جستجو در . انجام می شود ELISA Readerا بنام   مخصوص الایز

لازم به ذکر است که به منظورپاکسازي محیط ازپروتئین ها و آنتی بادي هاي متصـل نشـده اي کـه باعـث     . نمونه مورد آزمایش می باشد

  .بین مراحل آزمایش، شستشو با محلول بافر مخصوص، انجام می شود اختلال در نتایج نهائی خواهند شد، در

ELISA  ممکن است بصورت کیفی( qualitative )  یو یا کم( quantitative ) در روش کیفی ، تنها مثبت یا منفی بودن . انجام شود

استفاده می شود که  Cut-off pointبنام به منظور تعیین مرز میان نمونه هاي مثبت و منفی، از معیاري . آزمایش، مورد نظر است

یک نمونه، بیشتر از  ODچنانچه . در افراد نرمال یک جمعیت است) آنتی ژن یا آنتی بادي ( نماینده میانگین غلظت مولکول مورد نظر 

cut-off  ن یا آنتی بادي مورد در روش کمی، مقدار آنتی ژ. باشد نمونه مثبت و چنانچه کمتر از آن باشد نمونه منفی گزارش می شود

براي اینکار بایستی غلظت هاي . با رسم منحنی استاندارد می توان الیزا را بصورت یک روش کمی در آورد. آزمایش ، اندازه گیري میشود

و نمونه پس از انجام آزمایش همزمان بر روي نمونه هاي استاندارد معلوم . مشخص و استانداردي از مولکول مورد مطالعه در دسترس باشد

هاي بدست آمده براي هر یک از آنها، رسم می شود  ODهاي مربوط به بیماران، منحنی استاندارد بر اساس غلظت نمونه هاي استاندارد و 

بطور معمول به منظور . مربوط به بیماران بر روي منحنی برده می شود و غلظت مربوط به هر یک از آنها تعیین می گردد ODسپس . 

  .و کنترل کیفی آزمایش، همزمان از یک یا چند نمونه کنترل مثبت و منفی استفاده می شودافزایش دقت 

آنتی ژن  شناسائیتعیین آنتی بادي بر علیه پاتوژن مورد نظر و یاالیزا کاربردهاي مختلفی دارد از جمله تشخیص بیماریهاي عفونی بوسیله 

یین اتو آنتی بادي بر علیه اتو آنتی ژن مربوطه، تشخیص تومور مارکرها جهـت  تشخیص بیماریهاي خود ایمن با تع خاصی از عامل عفونی،

  .....بررسی وجود سرطانهاي مختلف، تشخیص هورمونها براي بررسی اختلالات متابولیکی و 
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یکـی  . ابل انجام استق.........  ، و(Sandwitch)، ساندویچ(Indirect)، غیر مستقیم(Direct)الیزا با روش هاي مختلفی مانند مستقیم  -

  .در سرم تعیین می شودT4  است که در آزمایشگاه امروز با استفاده از آن مقدار هورمون  (Competitive)از این روش ها روش رقابتی 

ی خود که بر سر اتصال به آنتی بادي اختصاص الیزاي رقابتی نیز با روش هاي مختلف انجام میشود که گاه آنتی ژن نشاندار و غیر نشاندار -

وگاه آنتی بادي نشاندار و غیر نشـانداربر سـر اتصـال بـه  آنتـی ژن      ) 1شکل ( بر روي سطح جامد فیکس شده، با یکدیگر رقابت می کنند

 ).2شکل (اختصاصی خودبه رقابت می پردازند

                                         

 1شکل                                                                2شکل                                     

                                     

بر سطح جامد ، فـیکس شـده وآنتـی ژن غیـر     ) T4بر علیه (سرم انجام می دهید آنتی بادي  T4در آزمایشی که امروزبراي تعیین مقدار -

  ). 1شکل (بر سر اتصال به آن با یکدیگر رقابت می کنند)  نشاندار با آنزیم T4( و نشاندار) موجود در سرم T4(نشاندار

  T4 ELISA Kitدر سرم با استفاده از  ( T4 )تشخیص هورمون تیروکسین 

پوشیده می  T4در این روش حفره ها توسط آنتی بادي منوکلونال بر علیه . می باشد ( Competitive )اساس این کیت به روش رقابتی 

و درچند حفره نیـز اسـتانداردهایی بـا غلظـت هـاي معلـوم و       )  سرم بیماران(درتعدادي از حفره ها نمونه هاي مورد آزمایش  پسس. شود

افزوده شده و براي مدت زمان معینی (Conjugated T4) متصل به آنزیمT4،  به تمام حفره هاي فوق بلافاصله.اضافه میگرددT4مشخص

در اتصال به آنتی ) نشاندار( متصل به آنزیم  T4و ) غیرنشاندار ( موجود درنمونه سرم  T4در این مدت ،  .در دماي اتاق قرار داده می شود

نشـاندار کمتـري بـه    T4در نمونه بیشتر باشد مقـدار   T4بنابراین هر چه مقدار . به کف حفره، با یکدیگر رقابت می کنند بادیهاي چسبیده

پس از افزودن سوبسترا و کروموژن، رنگی ظاهر می شود که به صورت معکوس . د و بالعکسآنتی بادیهاي چسبیده به کف ،متصل می گرد

ي آنزیم ، محلول متوقف کننده افزوده می گردد و  براي جلوگیري از فعالیت بیش از اندازه. موجود در نمونه ها متناسب است T4با غلظت 

 ELISA Readerمیزان جذب نوري حفره ها توسط .نانومتر دارد 450وج رنگ زرد ایجاد میشودکه بهترین جذب نوري رادرطول م "نهایتا

که همزمان با نمونه هاي سرم درتعدادي از حفره ها  T4در این طول موج اندازه گیري می شود و به کمک استانداردهایی با غلظت معلوم 

  .منحنی ، تعیین می گردد بهنمونه هاي سرم با مراجعه  T4قرار داده شده اند منحنی استاندارد رسم می شود و 

  : روش انجام آزمایش

  .میکرولیتر از هر استاندارد، سرم کنترل و نمونه را به داخل هر حفره بریزید 25  -1



٢٣ 

 

کونژوگه با آنزیم را داخل حفره ها ریخته و پـس از مخلـوط    T4میکرولیتر  50و به دنبال آن  Assay bufferمیکرولیتر  50سپس   -2

  .ات هر حفره، به مدت یک ساعت در دماي اتاق و در تاریکی قرار دهیدکردن کامل محتوی

  .بار با بافر شستشو بشوئید 5محتویات حفره ها را خالی کرده و حفره ها را   -3

دقیقـه در دمـاي اتـاق و در تـاریکی      15میکرولیتر محلول سوبستراي همراه با کروموژن را به هر حفره افزوده و آن را به مـدت   100 -4

  .نگهداري نمائید

  . به هر حفره، واکنش را متوقف کنید ( Stop Solution )میکرولیتر محلول متوقف کننده  100با افزودن   -5

می تـوان بـه کمـک    . نانومتر اندازه گیري نمائید 450، میزان جذب نوري حفره ها را در طول موج ELISA Reader بوسیله دستگاه  -6

  .موجود در نمونه ها را بدست آورد T4ه می شود منحنی استاندارد و مقادیر برنامه اي که به دستگاه داد

یاد آوري می شود که مقادیر بکار رفته در روش فوق، بسته به کیت مورد استفاده، ممکن است متفاوت باشد که براي هر کیت، بایستی **

  .مطابق دستور کار آن عمل نمود
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Immunofluorescent Assay (IFA)  

از ویژگی اتصال اختصاصی آنتی ژن و آنتی بادي ، می توان براي تشخیص حضور یا عدم حضور آنتی ژن یا آنتی بادي روي سطح سلول یا 

اهی جهت تعیین محل گفته میشود که شامل روش هاي آزمایشگ Immunohistochemistryاینگونه روش ها   به. بافت استفاده نمود

در صورتیکه این ماده . آنتی ژن یا آنتی بادي در یک مقطع بافتی یا روي سطح یک سلول با استفاده از آنتی بادیهاي نشاندار شده می باشد

مـی خـوانیم و اگـر یـک مـاده فلورسـنت باشـد نـام تسـت           Immunoperoxidaseنشاندار کننـده، یـک آنـزیم باشـد تسـت را بنـام       

Immunofluorescent می باشد .  

نوري بـا    (excitation)تحریک شده مواد فلورسنت موادي هستند که زمانیکه در معرض نوري یا یک طول موج مشخص قرار می گیرند

در هر جسم فلورسنت همواره طول موج نور فلورسنت ایجاد شده از طول مـوج    .(emission)طول موج بالاتر را از خود ساطع می کنند 

نور ساطع شده تا زمانیکه تحریک ادامه دارد خاموش نمی شود و به محض تمام شدن تحریک، این  .تحریک کننده بلند تر است پرتو هاي

است که حداکثر میزان جذب نور آن در طول مـوج   (FITC)فلورسین ایزوتیاسیانات : اول ترین مواد فلورسنت از متدنور خاموش می شود 

 (Rheudamine)ماده دیگر رودامین . است nm 525بازتاب شده آن ، نور سبز رنگی با طول موج حدود نانومتر  بوده و  490-495بین 

از ایـن  . نانومتر با رنگ نارنجی می باشد 620حدود درنانومتر بوده و نورساطع شده از آن ،  540-547 در  جذبش حداکثر است که میزان

این آنتی بادي نشاندار . هت تشخیص محل آنتی ژن در سلول یا بافت استفاده می شودمواد فلورسنت براي نشاندار کردن آنتی بادیها در ج

بـه کمـک   . بعد از مجاورت با آنتی ژن خاص خودش در سلول یا بافت به آنها متصل شده و یک ایمیون کمپلکس پایدار را بوجود می آورد

ژن، شسته شده از محیط خارج می شوند و کمپلکس هـاي بـا    شستشو، پروتئین هاي غیر اختصاصی و آنتی بادیهاي متصل نشده به آنتی

آنتـی  -در این حالت در یک زمینه تاریک، کمپلکس هاي آنتی ژن. قیمانده، به کمک میکروسکوپ فلورسنت ، مورد بررسی قرار می گیرند

دربافت یا سلول و نیـز نحـوه و   ) ی بادي یا اتوآنت( بادي فلورسنت، نور روشنی را از خود ساطع می کند و به این ترتیب، موقعیت آنتی ژن 

کـه توسـط مـاده فلورسـنت        بـوده ماوراء بـنفش  رتو پ، نورمنبع در میکروسکوپ فلورسنت  .میزان پراکندگی آن ، تشخیص داده می شود

  . ساطع میگردد مرئیطول موج بلند تري در طیف  نورجذب شده و 

   .رد که از آن جمله روش مستقیم و غیر مستقیم استتست ایمونوفلورسنت به روش هاي مختلفی انجام می گی

مثالی از ایـن روش،  . ، آنتی بادي نشاندار، مستقیماً به نمونه بافتی یا سوسپانسیون سلولی، اضافه می شود( direct ) در روش مستقیم  -

و کمپلمـان بـین سـلولهاي     IgGتشخیص بیماري پوستی پمفیگوس با استفاده از نمونه پوستی فرد بیمار اسـت کـه بـه واسـطه رسـوب      

در اپیدرمیس، فلورسـنس   ( intercellular )یا کمپلمان، در نواحی بیـن سلـولی IgGاپیـدرمال پـوست، با افزودن آنتـی بادیـهاي ضد 

  .مشاهده می شود

بعنـوان  ( ادي غیـر نشـاندار   ، پس از تهیه مقطع بافتی یا سوسپانسیون سلولی حاوي آنتی ژن، آنتی ب(indirect)در روش غیر مستقیم  -

پس از شستشو وحذف آنتی بادیهاي متصـل نشـده، یـک آنتـی بـادي      . ، بر روي مقطع افزوده می گردد)مثال، آنتی بادي موجود در سرم 

 ای ـ Conjugated Ab اصطلاحاً بـه ایـن آنتـی بـادي،     (  .نشاندار شده با ماده فلورسنت بر علیه آنتی بادي اول به مقطع اضافه می شود

Second Ab  میکروسـکوپ  بافـت و یـا سـلول    و پس از شستشو وحذف آنتی بادیهاي نشاندار متصل نشـده،  نهایتـاً بـا    ) گفته می شود

   .فلورسنت مورد مطالعه و بررسی قرار می گیرد
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اربرد هاي روش غیر مستقیم که از حساسیت بیشتري نسبت به روش مستقیم نیز بر خوردار است می توان به موارد زیـر اشـاره   ازجمله ک

  : نمود

 )وجود آنتی بادیها در سرم بر علیه برخی عوامل عفونت زا ( تشخیص بیماریهاي عفونی  -

  .بررسی مارکر هاي سطح سلولی لنفوسیتها     -

 (Anti-nuclear Antibody) اي آنتی بادیها مثل آنتی بادیهاي ضد هسته برخی اتو بررسی حضور -

(ANA)اریتماتوز  تشخیص بیماري سیستمیک لوپوس و براي( SLE )   

  .به روش غیرمستقیم را انجام خواهید داد ANAدر آزمایشگاه امروز تست تشخیص 

  غیر مستقیم IFAبه روش  ANAتشخیص 

و  DNA   ،RNA، شامل آنتی بادي برعلیه  (Anti-nuclear Antibodies) نده هسته سلولآنتی بادیهاي ضد اجزاي تشکیل ده

پروتئین هاي هسته اي مختلف می باشد که در سرم بیماران مبتلا به برخی بیماریهاي اتو ایمیون سیستمیک و از آن جمله بیماران مبتلا 

  .ه میزان زیادي یافت می شودبSLE)  ، ( Systemic Lupus Erythematosus به لوپوس سیستمیک 

. براي تشخیص این آنتی بادیها به روش غیرمستقیم ، ابتدا بر روي اسلاید هاي میکروسکوپی، سلول هائی با هسته درشت فیکس می شوند

بوده و استفاده می گردد که داراي هسته اي مشخص و درشت    HEP-2خاص بنام (Cell line)امروزه براي این کار از یک رده ي سلولی

احتمالا  بعد از ثابت کردن سلولها بر روي اسلاید، سرم بیماران. می تواند به عنوان منبع آنتی ژن در این تست  مورد استفاده قراربگیرد

سپس شست و شوي اسلایدها جهت حذف آنتی . اضافه شده و براي مدت معینی در دماي آزمایشگاه قرار داده می شود) آنتی بادي اول (

، )آنتی بادي ضد آنتی بادي اول که با ماده فلورسنت نشاندار شده ( در مرحله بعد، آنتی بادي دوم . متصل نشده، انجام می شود بادیهاي

سپس نمونه ها . افزوده شده وپس از مدتی معین، شست و شوي اسلایدها جهت حذف آنتی بادیهاي نشاندار متصل نشده انجام می شود

ظاهر  اننمونه هاي مثبت در زیرمیکروسکوپ فلورسنت به رنگ سبز درخشن. د مطالعه قرار می گیرندزیر میکروسکوپ فلورسنت مور

  .میشوند

از طرف . منفی گزارش شده اند ANAدر بسیاري از موارد لوپوس ، مثبت است اما در مواردي نیز بیماران لوپوس با   ANAاگر چه تست

  (Sjogren's syndrome) ، اسکلرودرما، سندرم شوگرن د روماتیسم مفصلیدیگر این تست در بیماریهاي سیستمیک دیگري مانن

به  ANAتاریخچه ي کامل پزشکی فرد، معاینات بدنی، و نتایج دیگر آزمایش ها در کنار آزمایش بنابراین . نیزغالبا مثبت می باشد
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را در خون خود داشته  ANAزایش یافته اي از ممکن است مقدار اف نیز برخی افراد سالم. کمک می کند خودایمنهاي تشخیص بیماري 

  .  در برخی افراد مسن مشاهده می شود   ANAافزایش سطح که  همچنان باشند

  (Staining Patterns) الگو هاي رنگ پذیري  

  :عنی که به این م. مختلفی قابل مشاهده است (Staining Patterns)با مطالعه نمونه ها در زیر میکروسکوپ، الگو هاي رنگ پذیري

دورشته   DNAبرعلیه ( گاهی هسته سلول بصورت یکدست ویکنواخت درخشندگی فلورسنت دارد که ترکیب اتوآنتی بادیهاي مختلف  -

 Homogenous Patternبه این نوع رنگ پذیري . می تواند چنین طرحی را ایجاد کند......) تک رشته اي و هیستون ها و DNA اي و

  .گفته می شود)  طرح یکنواختالگوي (

در برخی نمونه هاي مثبت، در هسته لکه ها ئی که فلورسنس شدیدتري نسبت به بقیه ي هسته دارند مشاهده می شود که به آن  -

Speckled Pattern  ) گفته می شود) خالدار یا نقطه ايالگوي.  

لکه هائی با اندازه ( شان در هسته دیده می شوند گاهی نیز سنترومرها رنگ فلورسنت را به خود گرفته اند که بصورت لکه هائی درخ -

   (Centromeric Pattern) ) بزرگ تر و تعداد محدودتري نسبت به طرح خالدار

 Nucleolarطرح هستکی یا  الگوي اگر هستک ها فلورسنس شدیدتري رانشان دهند که نشانه آنتی بادیهاي ضد هستکی است به آن  -

 Pattern گویند.  

این نوع . شاي هسته، فلورسنس شدیدتري داشته که این فلورسنس هر چه به مرکز هسته می رسد ضعیف تر می شودممکن است غ -

  .نام دارد Pattern     (Rim) Peripheralرنگ پذیري نیز

اقی آنها روماتوئیدي وجود داشته و می تواند درتشخیص افترسیستمیک هر یک از الگوهاي رنگ پذیري فوق، در یک یا چند بیماري  -

در روماتیسم  Speckled ، الگوي   RAو   SLEو با تیتر پائین در   SLEبه عنوان مثال الگوي هوموژنوس با تیتر بالا در .  کمک کند

  .قابل مشاهده است  SLEو سندرم شوگرن، الگوي هستکی در اسکلرودرما و شوگرن، و الگوي پریفرال در   SLEو )RA(مفصلی

                       

              

   

Homogenous Pattern                                                                           Speckled Pattern                           
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          Nucleolar  Pattern                                                                  Centromeric Pattern                        

  

                                    

  

 

 

 

 

 Pattern                                                                             (Rim) Peripheral    

  غیر مستقیم IFAبه روش  ANAتشخیص 

  د نیازمواد و وسایل مور

  :روش کار

  ) قسمت آب مقطر  PBS  +19قسمت  1. ( رقیق کنید  1/  20را به میزان  PBSبافر  -1

  )  PBSبافر  l975+ سرم  l25( رقیق کنید  40/1به میزان  PBSسرم بیماران را با  -2

  .اسلایدها را از یخچال بیرون آورده به دماي اتاق برسانید -3

و سرم ) بدون رقیق کردن ( میکرولیتر از کنترل ها  25. جدا کرده و آنها را در یک محفظه مرطوب قرار دهید فویل اطراف اسلایدها را -4

  .دقیقه در دماي اتاق قرار دهید 20را بر روي حفره هاي اسلاید اضافه کرده و به مدت ) آنتی بادي اول(رقیق شده بیماران 

  

  .دهید شستشو PBSدقیقه با  10اسلاید ها را به مدت  -5
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 Anti- Human Ig – FITC)اطراف حفره ها را خشک کرده و به محفظه مرطوب برگردانید و سریعاً یک قطره از آنتی بادي دوم  -6

conjugated )   دقیقه در دماي اتاق قرار دهید 20بر روي آنها افزده و به مدت.     

این . به بافر شستشو اضافه شود Evans Blue، یک ماده ي رنگی بنام بهتر است در این مرحله. انجام دهید 6شستشو را مانند مرحله  -7

  .عمل براي افزایش درخشندگی اختصاصی انجام می شود

  .افزوده و روي آنها را با لامل بپوشانید mounting mediumاطراف حفره ها را خشک کرده به هر حفره،  -8

 .نمائید مشاهدهاسلایدها را زیر میکروسکوپ فلورسنت  -9

  

 RBC Cross-matchآزمایش   و  تعیین گروه هاي خونی

  

با استفاده از آنتی بادیهاي ضد آنتی ژنهاي گروه خـونی وانجـام آگلوتیناسـیون    . اساس تعیین گروههاي خونی واکنش آگلوتیناسیون است

نیـز بـراي انجـام     (Indirect)آگلوتیناسـیون غیـر مسـتقیم   . هر فرد را مشخص نمود Rhو  ABOمی توان گروههاي  ،(Direct)مستقیم

در این جلسه با روش تعیین گروههاي خونی و . کراس مچ جهت انتقال خون، مورد استفاده قرار می گیرد تعیین گروه خونی و نیز آزمایش

  .چگونگی انجام آزمایش کراس مچ  آشنا خواهید شد

  : روش تعیین گروه هاي خونی

  :وان تعیین کردرا به دو طریق می ت ABOگروههاي خونی سیستم 

 ایـن روش . فرد استفاده می شـود ) گلبول قرمز(در این روش از سلول  :)Front type , Cell type , Direct type(روش مستقیم -1

  .معمولا روي اسلاید انجام می شود 

                                    

  

که حاوي آنتی بادي هاي طبیعی  در این روش از سرم فرد :)Back type , Reverse type , Indirect type(روش غیر مستقیم  -2

   .این روش در لوله آزمایش انجام می شود. استفاده می شودهست  ABOضد آنتی ژنهاي سیستم گروه خونی 

        

                                                                                                                                                                                      



٢٩ 

 

Direct slide test:  

  .دو اسلاید تمیز را روي میز آزمایشگاه قرار دهید-

  .قرار دهید) دو قطره را روي یک اسلاید و قطره سوم را روي اسلاید دوم ( سه قطره خون فرد را روي اسلاید -

  .اضافه کنید Anti D (Anti Rh), Anti B, Anti Aخون روي اسلایدها ، به قطرات -

  ).دقت کنید سر اپلیکاتور را روي قطرات متفاوت نزنید(باکمک اپلیکاتور خون وآنتی بادیها را مخلوط کنید -

و نتیجه را جهت آگلو تیناسیون ثانیه به طور افقی  حرکت دورانی دهید  30اسلایدها را در دست گرفته و بالاي یک کاغذ سفید به مدت -

  .بررسی کنید 

                                                     

            

          Indirect tube test:  

  .این روش بدلیل عدم حساسیت کافی روي اسلاید انجام نمی شود و تنها درون لوله آزمایش تست می شود: روش غیر مستقیم-

  .مشخص کنید 2و1زمایش را با شمارهاي دو لوله آ-

  .اضافه کنید Aگلبول قرمز با گروه خونی %5یک قطره سوسپانسیون 1به لوله شماره -

  .ضافه کنیدB گلبول قرمز با گروه خونی %5یک قطره سوسپانسیون  2به لوله شماره -

  .یک قطره سرم فرد مورد آزمایش را اضافه کنید 2و1به لوله شماره -

  .ثانیه سانتریفیوژ نموده ونتیجه را جهت آگلوتیناسیون بررسی کنید 30را به مدت لوله ها -

  .در سرم وجود ندارد Rhمشخص نمی شود چون به طور طبیعی آنتی بادیهاي ضد  Rhدر این روش 
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  :  (Blood group cross match)آزمایش کراس مچ گلبولهاي قرمز خون 

جام می شود براي تعیین انواع آنتی بادي هایی است که ممکن اسـت در انتقـال خـون مشـکل     این تست که بین دهنده و گیرنده خون ان

  .این تست معمولا روي سرم و گلبول گیرنده و سرم و گلبول هر کیسه خون به طور جداگانه انجام می شود  .ایجاد نمایند

 :آزمایش کراس مچ به دو منظور انجام می شود 

  .صورت گرفته است   ABO , RHکه در تعیین گروه خون سیستم بمنظور کشف اشتباهاتی      .1

براي نشان دادن آنتی کورهایی بکار می رود که بطور طبیعی ویا در اثر ایمنی در سرم بیماران بوجود آمده وفعالانه بر علیهـه گلبـول       .2

  . هاي اهداء کننده خون عمل می کنند وقابل پیش بینی نیستند

، باید Rhگیرنده و دهنده خون به دو روش مستقیم و غیر مستقیم و تعیین  ABOگروه خونی  سیستم بعد از تعیین قبل از انتقال خون و

ایـن آزمـایش بـه دو صـورت     . کراس مچ یا سازگاري گـروه خـون را انجـام داد    شآزمای ،جهت احتمال وجود آنتی بادیهاي خارج از انتظار

major  وminor اس مچ در آزمایش کر. انجام می شودmajor       گلبولهاي قرمز دهنده خون را در مقابل سـرم گیرنـده خـون قـرار مـی

از آنجایکـه خـون بـه     .بر عکس سرم دهنده خون را در مقابل گلبولهاي قرمز گیرنده خون قرار می دهند minorدهند ولی در کراس مچ 

کـاربرد چنـدانی    minorام می گیـرد و کـراس مـچ    انج majorمعمولاً کراس مچ بصورت  به گیرنده تزریق می شود Pack cellصورت 

    .ندارد

  

                                                   

      

  

  

  

  

  :   Major cross matchروش انجام آزمایش 

  .یک نمونه خون ویک نمونه سرم مجهول در اختیارتان قرار داده خواهد شد

  .  درست کنید% 5تشو داده و از آن سوسپانسیون قبل از انجام آزمایش باید نمونه خون را شس

  :این آزمایش در سه مرحله به ترتیب زیر انجام می گیرد

  : مرحله اول یا فاز سرم فیزیولوژیک   -الف 
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   .یک لوله آزمایش کوچک سرولوژي را کد گذاري کنید و دو قطره سرم مجهولی که در اختیارتان قرار داده  شده است را در آن بریزید -

گلبولهاي قرمز مجهول را که خودتان تهیه کرده اید را به آن افـزوده و لولـه را تکـان دهیـد و سـپس در      % 5یک قطره از سوسپانسیون  -

  .دقیقه قرار دهید  15 -10حرارت اتاق به مدت 

  . سانتریفیوژ کنید) دقیقه  1ثانیه تا  30( لوله ها را براي مدت کوتاهی  -

سپس به آرامی لولـه را تکـان دهیـد و در صـورت وجـود آگلوتیناسـیون نتـایج را        . براي همولیز احتمالی نگاه کنیدمحلول رویی لوله را  -

  . یادداشت نمائید

  . در صورتیکه همولیز و یا آگلوتیناسیون مشاهده نشد مرحله دوم آزمایش را شروع کنید -

  : مرحله دوم یا فاز گرما و آلبومین -ب

  .اضافه کرده و تکان دهید 30%قطره محلول آلبومین گاوي  به لوله مرحله قبل دو -

  .درجه سانتیگراد قرار دهید 37دقیقه در حمام بخار  15 -10لوله را به مدت  -

  .لوله ها را براي مدت کوتاهی سانتریفیوژ کنید -

  .لوله ها را به آرامی تکان دهید و نتیجه را در صورت بروز آگلوتیناسیون یادداشت کنید -

  .در صورتیکه آگلوتیناسیون مشاهده نشد مرحله سوم را شروع کنید -

  : مرحله سوم یا فاز سرم کومبز یا آنتی گلوبولین -ج

  .لوله ها را با سرم فیزیولوژیک شستشو دهید -

  .پس از شستشو محلول رویی را با کمک پاستور پی پت و یا وارونه کردن لوله خارج نمائید و کاملاً خشک کنید -

  .لوله ها یک تا دو قطره سرم کومبز اضافه کنید و سپس مخلوط کنید به -

لوله ها  را به مدت کوتاهی سانتریفیوژ کنید و بالاي یک کاغذ سفید با زدن ضربات آرام جهت آگلوتیناسیون بررسی کنیـد و در صـورت    -

  .نتیجه را یادداشت کنید مشکوك بودن، محتویات لو له ها را روي لام ریخته و با میکروسکوپ بررسی کنید و

اگر نتیجه تمام مراحل کراس مچ منفی باشد خون دهنده و گیرنده سازگار می باشد و می توان انتقال خـون  *** 

  . را انجام داد در غیر این صورت خون قابل انتقال نیست

  :                                                       اصول آزمایش

ون مخلوط متشکل از سلولهاي مختلف، مانند خون،  این سلولها توسط بارهـاي همسـان سـطحی  از یکـدیگر دور نگـه      در یک سوسپانسی

در صـورتیکه   . داشته میشوند، چرا که در غیر این صورت، سلولها به یکدیگر چسبیده و امکان شناوري و غوطه وربودن را  نخواهند داشت

ایـن نـوع آنتـی بـادي  قـادر اسـت       )  بدلیل پنتامر بودن و اندازه بزرگ مولکـول (باشند  IgMوع آنتی بادیهاي موجود در سرم گیرنده از ن
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اما اگـر  .  نماید آگلوتیناسیونبه یکدیگر نزدیک نموده و ایجاد ) که بواسطه بارهاي منفی سطحی از یکدیگر دورند(گلبولهاي قرمز خون را 

د این آنتی بادیها بـدلیل منـومر بـودن و انـدازه کوچـک،  قـادر بـه نزدیـک کـردن          باشن IgGآنتی بادیهاي موجود در سرم گیرنده از نوع 

گفته . است از آلبومین استفاده می گردد IgGبنا براین در مرحله دوم که فاز شناسائی آنتی بادیهاي . به یکدیگر نمی باشند گلبولهاي قرمز

بـه یکـدیگر    آنها پتانسیل زتاي گلبولهاي قرمز  باعث نزدیک شدنمی شود آلبومین با افزایش ثابت دي الکتریک محیط واکنش و کاهش 

  .می شود

ثابت دي الکتریک ضریب ثابتی است که با افزایش آن، آنیونها و کاتیونهاي محیط، براحتی از هم جدا شده و با کـاهش آن، نسـبت بـه     *

  .  یکدیگر جاذبه بیشتري خواهند داشت

اطلاق می شود که به صورت طبیعی باعث ایجاد نیروي دافعه بین این سـلولها   گلبولهاي قرمزشاء پتانسیل زتا به بارهاي منفی اطراف غ *

درگیر است ناشی از دو این بین بار منفی گلبول هاي قرمز ناشی از اسید سیالیک در غشاي این سلولها است اما بار مثبت که در . می شود

   :عامل زیر است 

    کاتیون هاي آزاد سیتوپلاسم -1

  کاتیون هاي متصل به گلبول هاي قرمز -2

این پتانسیل گلبول هاي هاي قرمـز  . نیروي دافعه و جاذبه بین این دو کاتیون و آنیون باعث ایجاد پتانسیلی به نام پتانسیل زتا می شود   

داري برتـري دارد باعـث مـی شـود تـا      را در یک فاصله معین در کنار هم نگه می دارد و از آنجا که بار منفی در این ماجرا بر بار مثبت مق

   .گلبولها در یک فاصله معین و دقیق در اطراف هم قرار بگیرند
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حتی با استفاده از تقویت کننده هائی مثل آلبومین هنوز به آنها آنتی بادي ناقص یا بلوکان می گویند   که IgGبرخی از آنتی بادیهاي 

با  آنتی گلوبولین. استفاده می شود آنتی گلوبولین به همین دلیل در فاز سوم از.قابل تشخیص نمی باشند  یناسیونآگلوتقادر به ایجاد 

باعث نزدیک شدن این سلولها به یکدیگر و ایجاد گلبولهاي قرمز به صورت پل عمل می کند و هاي چسبیده به IgG متصل شدن به 

  .آگلوتیناسیون می گردد
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  : تفسیر آزمایش کراس مچ

اگر آگلوتیناسیون و یا همولیز در مرحله اول رخ دهد خون دهنده و گیرنده ناسازگار هستند که می توانـد بـدلیل وجـود آنتـی      -1

، گروه هاي فرعـی  ) در اثر اشتباه احتمالی در تایپ گروههاي خونی(  ABOسیستم مانند آنتی بادیهاي  (cold)بادیهاي سرد 

  .در سرم گیرنده علیه گلبولهاي دهنده خون باشد I, Le, Mخونی 

  

 (warm)اگر آگلوتیناسیون در مرحله دوم مشاهده گردد خون دهنده و گیرنده ناسازگار بوده و علت وجود آنتی بادیهاي گـرم   -2

   .در خون گیرنده می باشد Rhعلیه سیستم  نظیر آنتی بادي

  

نظیـر   ناسـازگاري در گروههـاي فرعـی    و علت می تواند انتقال نبودهز خون قابل یده شد نیداگر در مرحله سوم آگلوتیناسیون  -3

ِDuffy, Kidd, Kell باشد. 

  

 : عواملی که در تعیین گروههاي خونی مداخله می کنند

  . مکن است منجر به پاسخ مثبت کاذب و یا منفی کاذب گردداشتباه در تایپ گروههاي خونی م

  

 : عواملی که در روش مستقیم تعیین گروه خونی مداخله دارند - 1

 

اول اینکه پس از تولد نوزاد تا دو سـالگی و یـا   . به دو دلیل تعیین گروه خونی نوزاد مشکل است: تعیین گروه خونی نوزادان -الف

شاخصهاي آنتی ژنی مربوط به گروههاي خونی در سطح گلبولهاي قرمز به اندازه طبیعـی افـراد    حتی بیشتر طول می کشد تا تعداد

بالغ برسد و دوم اینکه بطور معمول گروه خونی نوزاد با استفاده از خون بند ناف آنان تعیین می شود که بـه علـت وجـود مـاده ژلـه      

را بـه هـم    ارید است می تواند بطور غیر اختصاصی گلبولهاي قرمـز که یک پلی ساک (Whartons jelly)مانندي به نام ژله وارتون 

نامیـده مـی شـود بایسـتی یـک قطـره سـرم         جهت تشخیص این حالت کـه پدیـده رولکـس   . متصل کرده و ایجاد مثبت کاذب کند

لکس باشد حل خواهد فیزیولوژیک به واکنش ظاهراً مثبت افزود که اگر آگلوتیناسیون واقعی باشد حل نخواهد شد ولی اگر پدیده رو

  . شد جهت اطمینان می توان بصورت میکروسکوپی لام را بررسی کرد

  . باعث مثبت کاذب می شود...... یا افزایش فیبرینوژن و  myelomaافزایش ویسکوزیته خون به هر دلیل مثل  -ب

  .مصرف برخی داروها و یا آنتی بیوتیک ها نیز باعث مثبت کاذب می شوند -ج



٣۵ 

 

  .طولانی مدت نیز باعث مثبت کاذب می شوند (incubation)وژ بیش از اندازه و یا انکوباسیون سانتریفی -د

سانتریفیوژ کمتر از حد و همچنین سوسپانسیون غلیظ در تست با روش لوله اي و یا سوسپانسیون بیش از حـد رقیـق در تسـت     -ه

  .بوسیله روش اسلاید می توانند باعث منفی کاذب شوند

ي معده نیز ممکن است واکنش منفـی کـاذب   Adenocarcinomaیا تومورهاي  (leukemia)لا به سرطانهاي خون افراد مبت -و

  .نشان دهند

  

 : عواملی که در روش غیر مستقیم تعیین گروه خونی مداخله دارند - 2

  

مـاه طـول مـی     6حـدود  ( و یا نوزادان کوچکتر از شش ماه  به دلیل ضعف سیستم ایمنی  تایپ گروههاي خونی درافراد مسن -الف

در این مـوارد گـروه خـونی فـرد بـه      ). در سرم نوزادان، ساخته و قابل بررسی شود ABO گروه خونی  کشد تا آنتی بادیهاي سیستم

  .گزارش می شود ABاشتباه 

  . ایجاد پدیده رولکس خواهد کرد myelomaبالا بودن پروتئین هاي سرم به هر دلیل مثل  -ب

  . کاهش یا نقص سنتر گاما گلوبولینبیماران مبتلا به  -ج

 .ال و یا تعویض پلاسما قبل از آنانتقال خون کامل قبل از تایپ گروه خونی و یا انتق -د


