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 عملي ايمونولوژي درس مورد در نكاتيمقدمه: 

 است؟ شده تقسيم چطور درس اين نمرة 
 (آزمايشگاه كارشناس توسط) نمره 3: كار گزارش و كلاس نظم شامل آزمايشگاه نمرة .1
 نمره 9: عملي امتحان  نمره 8: آزمايشگاه تئوری مباحث از امتحان .2
 گرفت؟ آزمايشگاهنظم  از بيخو نمره توان مي چطور 

 آزمايشات انجام طي در نظم رعايت و( تاخير بدون) كلاس در موقع به حضور .1

 كلاس از قبل آزمايش انجام برای آمادگي و مربوطه جزوه مطالعة .2

 (بعد جلسة تا حداكثر) آن موقع به تحويل و صحيح كار گزارش .3

 گروهي كار در بودن فعال .4

 پاياان  در كه گروهي هر ضمناً. نشود آنها نمره كسر موجب تا برگردانيد ميز همان به مجدداً را آنها ديگر های وهگر وسايل از استفاده صورت در .5
 .شود مي محسوب نظم بي باشد( وسيله يك از عدد 2 مثلاً) اضافي ای وسيله آنها ميز روی بر آزمايش

 بنويسيم؟ چطور را کار گزارش 

 متفااوت  صاورت  در) جاواب  تفساير  شده، مشاهده جواب استفاده، مورد نمونه آزمايش، هدف: باشد شده ذكر هایبخش حاوی بايد كار گزارش .1
 مبحث هر انتهای در شده مطرح سؤالات پاسخ و( آن احتمالي دلايل و داشتيد انتظار آنچه با جواب بودن

 .ندارد ضرورتيكه در جزوه موجود است  كار روش كليات .2

 .باشد صفحه 2 تواند مي اكثرحد موارد اين همة شامل كار گزارش .3
 شويم؟ خارج آزمايشگاه از !سالم ديگران و خودمان چطور 

 .و به نكات ايمني مطرح شده توسط كارشناس توجه بفرمائيد كنيد تلقي خطرناك و بيمار به متعلق را انساني های نمونه همة .1
 .بيندازيد ميزها سكوهای روی زباله مخصوص بشر در بلافاصله را شده استفاده مصرفِ يكبار ةوسيل هر .2
 .كنيد خودداری جدا دهان بوسيله مكيدن از و نموده استفاده پوآر از پيپت، با محلولها كشيدن برای .3
 !!!! نخوريد را بيمار های نمونه بخصوص و ها نمونه .4

 .بگذاريد را آن درپوش حتماً داختنان دور هنگام در و نكنيد رها ميز روی بر درپوش بدون را آنها و باشيد شده استفاده سرسوزنهای مواظب .5
 خاوردن  ياا  آلاوده  شا   باا  دست بريدن يا و بدن در سرنگ سرسوزن فرورفتن مانند مشكل هرگونه ايجاد و فوق موارد رعايت عدم صورت در .6

 . سازيد مطلع را آزمايشگاه كارشناس بلافاصله ها محلول
 کنيم؟ استفاده ها دستگاه و وسايل از چطور 

 توجه كافي داشته باشيد. لطفاشود.  لسة آزمايشگاه نحوه كار با وسايل مورد نياز آن جلسه شرح داده ميدر ابتدای هر ج .1

اين ابزار  يكي از ابزارهای رايج در اين آزمايشگاه سمپلر است. لطفا طرز كار آن را خوب ياد بگريد تا ناچار به تقلا هنگام كار )و گاهي انهدام!( .2
 .(2آزمايشتان هم خراب نشود.  )توضيح ويژه در مورد كار با سمپلر در صفحة  نباشيد و متيمفيد و گران ق

دانيد بپرهيزيد و در صورت نياز از كارشناس آزمايشاگاه كماك بگيرياد و در صاورت وجاود هار گوناه         ای كه طرز كار آنرا نمي از كار با وسيله .3
 اه را مطلع سازيد.ها حتما كارشناس آزمايشگ مشكلي هنگام استفاده از ابزار و دستگاه

 ايمونولوژي آزمايشگاه مقررات بقية
 و گاروه  اعضاا   تارم  طول در و شوند مي مستقر ميز يك روی بر كه شده تشكيل نفر دو از گروه هر و شود مي انجام گروهي بصورت آزمايشات .1

 .بود خواهد ثابت گروه هر كار ميز
 .(عملي امتحان جلسة در جمله از) است الزامي آن های دكمه بستن و سفيد روپوش پوشيدن .2
 .نگذاريد جا كار ميز روی بر را( … و پارافيلم كاغذ پنبه، سرنگ، سرسمپلر، نظير) شده استفاده مصرف يكبار وسايل .3
 .دهيد قرار گروه كار ميز روی بر و بشوئيد كار پايان در را شستني وسايل .4

 
 جمالي داود – ايمونولوژي آزمايشگاه کارشناس
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 مدرس: دکتر يارائي   کارشناس: آقاي جمالي   35-31ه شنبدوزمان: جلسه (   8) واحد 5/0ي ملي دندانپزشكايمونولوژي ع

 رديف عنوان آزمايش  زمان تاريخ

 3 مچ کراس  و خون گروه 31-31دوشنبه  22/7/89

 2 (RPR)فلوکولاسیون  و رايت 31-31دوشنبه  28/7/89

 ASO 1 تست 31-31دوشنبه  31/9/89
 NBT 4 و CRP تست 31-31دوشنبه  22/9/89
 1 کمپلمان تیتراژ تست 31-31دوشنبه  27/9/89
 RID 6  رسوبگذاری در ژل 31-31دوشنبه  4/8/89
 7 کومبس تست 31-31دوشنبه  33/8/89
 ELISA 9 تست 31-31دوشنبه  39/8/89
  مرور 31-34دوشنبه  8/32/89

 
 (:وزارتخانه صلسرف طبق) نياز مورد عملي مهارتهای حداقل
 تعياين  خاوني  آگلوتيناسايون  ويادال،  ياا  رايات  ميكرباي  آگلوتيناسايون  ژل، و لوله در پرسيپيتاسيون آزمايشهای ABO و Rh،  آزماايش 

 .دهد انجام مستقل طور به را ASO گيری اندازه و ،VDRL فلوكولاسيون

  س ما،، تيتاراژ كممپلماان و تسات     آزمايشهای الكتروفورز )جايگزين با الايزا(، تست كومس، كرا مشاهدهباNBT     بتواناد نحاوه انجاام
 آزمايش را بطور دقيق توضيح دهد.

 

 کار با سمپلر

سامپلر   شاود.  های مايع اساتفاده ماي   و جابجائي نمونه برداشتن حجم مشخصسمپلر برای از 
 ایقابال اساتفاده بار    ريا سامپلر مت   لاي و دينما يم معلوم و مشخص را جابجاحجم يك ثابت فقط 

 باشد. يشده م نييحجم تع نيشتريو ب نيكمتر نيب های جمح
دكماه   بعدبرای كار با سمپلر ابتدا نوك سمپلر )يا سرسمپلر( مناسب را به سمپلر محكم كنيد. 

سمپلر را به آرامي تا توقا  اول دكماه   (Control button/Push button) كنترل / فشار 
تا ماايع   دمتر و بسته به حجم سمپلر( در مايع فرو برده و دكمه فشار را به آرامي رها كني ميلي 3حدود سمپلر را چند ميليمتر )بياوريد، سپس سر پائين

ي خاار   وارد نوك سمپلر  شود، برای تخليه در لوله يا ظرف مورد نظر، با فشار مجدد دكمه تا توق  اول، محلول را با تماس به جداره ظرف به آراما 
 .دنمائيمانده محلول را نيز كاملاً خار  ر تا توق  دوم، باقيثانيه با فشا 1-3كرده و پس از 

  رعايت شود، عبارتند از: بايست سمپلر مينكات مهمي كه  در كار با  
 اطمينان از اتصال كامل نوك سمپلر به سمپلر -1
 عمود نگهداشتن سمپلر در زمان مكش  -2

 درجه  41تا  11تخليه محلول با تماس نوك سمپلر به جداره ظرف تحت زاويه  -3

 رها كردن آرام دكمه در زمان پر يا خالي كردن محتويات نوك سمپلر  -4

های فوقاني لوله به منظور حذف  های خارجي نوك سمپلر پس از انجام مكش به جداره كشيدن كناره -5
 قطرات خارجي نوك سمپلر 

ثانيه( و  1-3د )هنگام تخليه محلول پس از پائين آوردن دكمه كنترل تا مرحله اول بايد كمي تامل كر -6
 سپس دكمه را تا توق  دوم پائين آورد.

 ضربه به سمپلر مي تواند اين وسيله را از كاليبراسيون خار  نمايد. -7

مايع وارد  بيش از حد نبوده وحجم محلول برداشتي  شود تاانتخاب  سرسمپلر مناسب در هر موردی بابد -8
  نگردد. دستگاهداخلي  های قسمت

 حجم ادعائي آن تنظيم كرد. مت ير را بر روی حجمي خار  از محدودههرگز نبايد سمپلرهای  -9

 تماس دست با نوك سمپلر آلوده ممنوع است. -11

  به پهلو روی ميز گذاشته شود. حاوی محلولهرگز نبايد سمپلر  -11

به كارشناس آزمايشگاه اطلاع  های اسيدی و ساير مواد با خاصيت خورندگي در صورت مكش محلول -12
 دهيد.
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 ( ABO، Rh، Du) خوني هاي گروه هاي تست

 (خوني هاي گروه) مقدمه
 سااخته ( يكديگر به مرتبط و نزديك بسيار ژن چند يا) ژن يك مختل  های الل توسط كه است شده تشكيل هايي ژن آنتي از خوني گروه سيستم هر
. باشاند  ليپياد  ياا  پروتئين به متصل های كربوهيدرات يا ئينيپروت جنس از توانند مي ها ژن آنتي اين. دارند حضور قرمز های گلبول سطح بر و شوند مي
 ساير سرم مجاورت در افراد از بعضي های اريتروسيت كه كرد مشاهده او شد؛ معرفي لندشتاينر توسط بيستم قرن شروع در خوني گروه سيستم اولين
 روش ايان  از اساتفاده  باا  لندشاتايز . دهد نمي رخ افراد همان خود سرم حضور در اتفاق اين اينكه حال ،(آگلوتيناسيون) آيند مي در توده بصورت افراد
 در و هساتند  كربوهيادرات  جانس  از هاا  ژن آنتي اين كه شده مشخص امروزه. O و A، B، AB:  نمود بندی تقسيم گروه چهار به را قرمز  های گلبول
 .اند شده معرفي (خوني گروه  41نزديك به ) اريتروسيتي ژن آنتي 611 از بيش حال به تا. دارند حضور( بدن های سلول ساير و) ها اريتروسيت سطح

 ABH سيستم يا ABO سيستم
 هاای  شااخص . اسات  خوني گروه سيستم مهمترين ABO سيستم
 كاه  هساتند  كربوهيادراتي  هاای  ملكاول  سيستم اين در ژنيك آنتي
لذا . شوند مي اضافه Hماده  به ترانسفراز گليكوزيل هایانزيم توسط

 وجاود  هاا،  انازيم  اين توسط B و A های ژن آنتي گيری شكل یراب
 سوبساترای  عناوان  باه ) H مادة نام به كربوهيدراتي پاية ساختمان

 ژنبرای تشكيل اين مااده، محصاول   . است ضروری( هاآنزيم اين
H اولياه  سااز پايش يا  پايه قندی زنجيره انتهای به فوكوز يك قند  
اضاافه  ( دارد وجاود  سالول  سطح ليپيدهای يا ها پروتئين روی كه)
 . شود مي تشكيل H و دكن مي
 كنناد  ماي  ايجاد را ABO خوني های گروه كه ترانسفراز های انزيم

 ژناي  جايگاه. هستند O و A، B آلليك های ژن محصول خودشان
H (19 كروموزوم )و ABO (9 كروموزوم )باه . باشاند  ماي  مستقل 
 A ژن دارای H ژن باار عاالاوه A گااروه افااراد كااه ترتيااب اياان
(  ترانسافراز  گالاكتوزامينيال -اساتيل  -ان-الفاا  آنازيم  كنناده  بيان)

 H مااده  باه  آماين  گاالاكتوز  اساتيل -N انتقاال  باعث كه هستند
 جايگاه همين در B گروه افراد. سازد مي را A خوني گروه و شود مي
 گالاكتوزيال -الفا آنزيم كننده كنترل) B ژن دارای لوكوس، يا ژني

 H مااده  باه  گاالاكتوز -دی انتقاال  باعاث  كاه  هساتند ( ترانسفراز
 نخاورده  دسات  H مااده  و گيرد نمي صورت انتقالي هيچگونه و ندارد وجود انزيمي فعاليت لوكوس اين درO (Zero ) ژن وجود صورت در. شود مي
 هار ) دارد وجاود  B و A الال  دو هار  AB گروه دافرا در ولي ،(H يا O خوني گروه) شود نمي اضافه پايه ساختمان اين به ديگری جز  يعني ماند مي
 .شود مي ديده قرمز های گلبول سطح بر ژن آنتي نوع دو هر لذا و( كروموزم يك روی كدام
 ,Bm, Bxفرعي زيرگروه دارای B  گروه و است Am, Ax, Ael نادر بسيار گروه چندين و A1, A2, A3 مثل فرعي زيرگروه چند دارای A  گروه

Bel خاوني  هایگروه ناسازگاری  خون انتقال در. باشد مي آنها گرفتن قرار نحوة و سلول غشا  روی ژن آنتي مقدار اساس بر عموما هانآ تفاوت كه 
 .شود واكنش ايجاد موجب تواندمي نيز فرعي
 كاه  شود مي ناميده - Bombay -بمبئي خون گروه( h/h) باشد نداشته وجود فعال H ژن اگر
 . است B يا A فنوتيپ فاقد

 :ها ايزوهماگلوتينين
 های ژن آنتي ضد بر ولي دهند نمي نشان واكنشي خودشان خوني گروه های ژن آنتي به نسبت افراد
 دارای A خوني گروه افراد. نمايند مي توليد بادی آنتي طبيعي بطور هستند؛ آن فاقد كه خوني گروه

anti-B خوني گروه كه افرادی باشند؛ مي سرمشان در B  دارای سرمشاان  در دهساتن anti-A 
 AB خوني گروه دارندگان و باشند مي anti-A و anti-B دارای O خوني گروه افراد باشند؛ مي
 ساازگار  خوني گروه كدام كه شود مي مشخص اساس اين بر. باشند مي سرمي بادی آنتي اين فاقد
 .است انتقال قابل و بيمار با
 

باديهايخونيوآنتيگروه-2شكل

ABOهايژنآنتيساختمان–1شكل
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و  ايزوآگلاوتينين  را آنها اصطلاحاً كه شوند مي محسوب طبيعي های بادی آنتي جزو بوده IgM نوع از اغلب A و B های ژن آنتي ضد های بادی آنتي

 توسط ژنيك آنتي تحريك از ناشي تواند مي مخال  های گروه ضد بر افراد سرم در طبيعي های بادی آنتي وجود. نامند مي ينآگلوتينهمايزودر اين مورد 
 هاا  ژن آنتاي  اين با كه است شده  شناخته A و B های ژن آنتي با مشابه شيميايي مواد گياهان و روده های باكتری در. باشد شايع و معمولي بسيار مواد

 . دارند طعمتقا واكنش
 و سان  افازايش  باا  و رساد  مي حداكثر به آنها مقدار سالگي 5-11 سنين در. باشند مي شناسايي قابل ماهگي 3-6 از اطفال در طبيعي های بادی آنتي
 ساكاريدی پلي انساختم كه مواردی تواند مي گوارش دستگاه ميكروفلور با تماس حين تولد از پس نوزاد. يابند مي كاهش ايمني  نقص حالات از برخي
 سارمش  در هاا  ايزوآگلاوتينين  تيتار  مدتي از پس نتيجه در. كند توليد هومورال ايمني پاسخ سايرين برابر در و نموده تحمل را دارند خودش با مشابه
 .است پذير امكان زنيآن  طبيعي بادی آنتي نوع و سرم اساس بر خوني گروه نوع تعيين بنابراين. رسد مي بال ين حد به سپس و يافته افزايش

 (:سكرتور) ترشحي
 از مساتقل  هاا  ژن اين. شود مي كنترل se و Se  ژن هایآلل توسط( غيره و شير عرق؛ بزاق؛) بدن مايعات در ABO خوني گروه های ژن آنتي ترشح
-اساتيل -ان باه  گاالاكتوز  قناد  صالات نوع  Se ژن. هستند Se گروه از مردم از درصد 81. رسند مي ارث به بارز هم بصورت و بوده ABO های ژن

 و آمينگلوكز-استيل-ان و گالاكتوز بين 1-3 پيوند تشكيل با Se ژن كه صورت بدين. كندمي كنترل را پايه تتراساكاريدی ساختار در آمينگلوكز
 علاوه ها ژن اين. سازدمي را غشايي فرم و ترشحي فرم ترتيب به 2 تيپ گانگلوزيد ايجاد و 1-4 پيوند تشكيل با se ژن و 1 تيپ گانگلوزيد ايجاد
 ايان  شناساايي  بارای تاوان   ماي  بادن  مايعاتاز  قضائي و جنائي مطالعات در  .دارند تاثير نيز را لوئيس مثل ديگریفرعي  های ژن آنتيبر  ؛ABH بر
 . دنمو استفاده ها ژن آنتي

 

 :Rhesusرزوس – Rh خوني گروه
 Rh سيستم. باشد مي پروتئين جنس از آن تمانخسا كه شد ديده Rh سيستم های ژنآنتي( Rh) رزوس يمونم قرمز های گلبول سطح در بار اولين
 هموليتياك  هاای  واكنش همچنين و نوزادان هموليتيك بيماری باعث Rhضد های بادی آنتي. شود مي محسوب خوني گروه مهمترين ABO از پس
 قرماز  هاای  گلباول  باا ( -Rh) ژن آنتاي  فاقد فرد تماس اثر در ولي ندارد وجود ها ژن آنتي اين عليه بر طبيعي بادی آنتي. شوند مي خون انتقال از ناشي
 D ژن آنتي هاآن مهمترين كه دارد ژن آنتي چند سيستم اين. است IgG نوع از معمولا كه شود مي ساخته بادی آنتي وی بدن در( +Rh) ژن آنتي دارای
 وجاود  عادم  بار  دليال  -Rh و D ژن آنتي وجود معني به( +Rh) مثبت Rh باليني نظر از. شوند مي سوبمح -Rh يا +Rh آن اساس بر افراد و است
 مانناد  عاادی  غيار  هاای حالات  در فقاط  و -Rh فرد در ها بادی آنتي اين. نداردD (anti-D ) سرم آنتي وجه هي، به سالم فرد يك. است D ژن آنتي

 .است شده طراحي ها ناسازگاری اين تشخيص جهت كومبس بنام تستي اساس همين بر. آيند  مي وجود به فرد در anti-D خوني های ناسازگاری
 از. باشاد ماي  IgM و سرد نوع از ABO سيستم اگلوتيناسيون ايزو ولي باشدمي IgG و گرم نوع ازاصطلاحا   Rh خوني گروه ضد های بادی آنتي
 های شاخص ديگر طرف از. باشدمي IgG از بيشتر بسيار IgM اگلوتيناسيون قدرت اينبنابر است مونومر IgG و پنتامر IgM ساختمان كه جاييان
 باادی  آنتي با آگلوتيناسيون شبكه تشكيل بنابراين است، تر پراكنده و كمتر بسيار قرمز هایگلبول سطح در ،ABO با مقايسه در Rh سيستم ژنيانتي

 .دباشمي ABO سيستم از مشكلتر Rh سيستم در ،اختصاصي
 : Du فنوتيپ

 مثال طور به شودمي ايجاد مختل  ژنتيكي سازكارهای با و شودمي شامل را مثبت Rh موارد% 1 حدود D ضعي  ژن آنتي يا Du فنوتيپ
 وپتاپي برخي دادن دست از به منجر كه D جايگاه در ژنتيكي های تركيب يا جهش يا و گردندمي D ژنآنتي ضعي  بيان  به منجر كه هايي جهش
 +Rh قرمز گلبول مشكلات -Rh افراد بدن در در حاليكه شوند داده تشخيص -Rh عنوان به آزمايشگاه در است ممكن و شوندمي D ژنآنتي های

 ات شود اضافه آن به كومبس معرف بايد است خون دهنده برای اگر اند، شده شناخته منفي Rh كه خوني های نمونه بنابراين. كنند ايجاد را معمولي
 .شودمي گرفته نظر در مثبت Rh خوني گروه عنوان به Du فنوتيپ. شود داده تشخيص Du فنوتيپ موارد
 

 .كند مي پيدا اهميت مكرر هایخون انتقال با افرادی در كه دارد وجود.... و لوئيس ،kell، Duffy مثل ديگری فرعي خوني های گروه
 

 : كاربرد
  خون وگيرندگان دهندگان بين سازگاری جهت .1

 خوني وهگر اريتروسيتي ژنآنتي سرمي بادی آنتي
antiA , antiB H O 

antiB A A 
antiA B B 

- A , B AB 
antiA , antiB , 

antiH 
 بمبئي -
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 ياا  باارداری  دوران در ناوزاد  D  ژن آنتاي  علياه  بار  منفي Rh مادران ايميونيزاسيون از پيشگيری .2
 زايمان هنگام

 ژنتيك و شناسي جمعيت و ابّوت رد جهت قانوني پزشكي در .3
 

 خون گروه تعيين نتايج تفسير و کار روش
 (Cell Typingقرمز يا  گلبولهاي روي از خوني گروه تعيين) مستقيم روش

 
 لوله روش و اسلايدی روش: است انجام قابل روش دو بهو  است هماگلوتيناسيون آزمايش اين اساس 

 :اسلايدی روش
 نااوك در لانساات توسااط .1

 يجااادا سااوراخي خااود انگشاات
 .نمائيد

 در را خاود  خون از قطره سه .2
 .دهيد قرار اسلايد نقطه سه

 هاار كاادام از از قطااره يااك .3 طااور بااه را D و A ،B هااای ساارم آنتااي
 .بريزيد قطره خون روی جداگانه

 (دقيقه دو در حداكثر. )نمائيد ملاحظه را آگلوتيناسيون واكنش و كرده مخلوط هم با كاملاً را اين دو .4
  دهند مي جواب صورت اين به مختل  خوني های گروه: 

 
   

 
 

 Serum Typing بيمار سرم روي از خوني گروه تعيين: مستقيم غير روش
(Back typing) 

 پذير است. قرمز نيز امكان تعيين گروه خوني در لوله و با استفاده از سوسپانسيون گلبول

 .دهيد قرار اسلايد نقطه دو در را مجهول سرم از قطره دو .1

 قارار  ديگار  قطاره  روی بر را B قرمز های گلبول سوسپاسيون از قطره يك و ها قطره از يكي روی بر را A قرمز های گلبول سوسپاسيون از قطره يك .2
هاای قرماز و ساانتريفوژ از     : برای تهيه اين سوسپانسيون پس از شستشوی گلباول ولوژیدر سرم فيزيتهيه شده % 2-5سوسپانسيون گلبولي ) دهيد

 .تواند ت يير كند( ها بر حسب نياز مي رسانيم، اين نسبت ميكروليتر مي 111فشرده آنها سه ميكروليتر برداشته و به حجم 
 

 

 را آگلوتيناسايون  واكانش  و كارده  مخلوط هم با كاملاً را هم كنار های رهقط .3
 (دقيقه دو در حداكثر. )نمائيد ملاحظه

 دهند مي جواب صورت اين به مختل  خوني های گروه: 
 
 

 
 

 (Duررسي )و ب مستقيمغير روش
 به. باشدمي Du يا و منفي Rh فرد ،دنشو ديده آگلوتيناسيون اگر اما. است مثبت Rh فرد شود، ديده آگلوتيناسيون D سرم آنتي حاوی نمونه در اگر

 آنتاي  سساپ  و گيارد ماي  انجاام  شو و شست بار يك آگلوتيناسيون مشاهده عدم صورت در آزمايش جواب بودن منفي از اطمينان برای دليل همين
 .است غيرمستقيم هماگلوتيناسيون تست اين اساس. باشدمي Du فرد آگلوتيناسيون مشاهده صورت در. شودمي اضافه( AHG) گلوبولين هيومن
 : لوله روش

 .ريزيم مي% 2-5 گلبولي سوسپانسيون از قطره يك آزمايش لوله سه در .1
 .كنيم مي اضافه Anti D سومي به و Anti B ديگری به ، Anti A يكي به .2

 
●●            ●●                ●● 
 خون خون            قطره قطره    خون     قطره

anti-A       anti-B       anti-D  

آگلوتيناساايون 
 B-Antiبا 

آگلوتيناسيون 
 Anti-Aبا 

ABO 
Group 

_ + A 
+ _ B 
+ + AB 
_ _ O 

●●              ●● 
 سرم قطره       سرم قطره

A Cell         B Cell 

 B با آگلوتيناسيون

Cell 
 A بيا  آگلوتيناسييون 

Cell 
ABO 

Group 
+ _ 

i. A 
_ + ii. B 

_ _ iii. A
B 

+ + iv. O 

 

 هماگلوتيناسيون- 6لشك
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 rpm1111 دور در دقيقاه  ياك  مدت به يا rpm3111 دور در ثانيه 31 الي 15 مدت به را لوله  .3
 .كنيم مي سانتريفوژ

 .كنيم مي بررسي آنها در را آگلوتيناسيون حضور عدم يا حضور داده تكان را ها لوله .4
 

 :دهيد پاسخ خود کار گزارش در
 چيست؟ شما خون گروه .1

 .دهيد توضيح است؟ پذير امكان فرد Rh تعيين غيرمستقيم روش در آيا .2

  نيست؟ تشخيص قابل خون در ABO خون گروه بمبئي افراد در چرا .3

 نيست؟ پذير امكان افرادی چه برای مستقيم روش به خوني گروه تعيين .4
 

 منابع:
 .1381اليني؛ چاپ هفتم، مؤسسه فرهنگي انتشاراتي نور دانش، تهران،پاكزاد، پرويز؛ اصول و تفسير آزمايشهای سرولوژی ب .1

 .1396ها؛  قلعه نويي، بهنام؛ سرولوژی و ايمونولوژی كاربردی همراه با اصول و تفسير آزمايش  .2

پزشكي شهيد بهشتي، پور كاردوست؛ ربابه :سرولوژی ؛ ايمونولوژی و ايمونوشيمي آزمايشگاهي؛انتشارات جهاد دانشگاهي دانشگاه علوم  رضايي .3
 .1369تهران؛ 

 .1382غفاری، سيد حميدالله؛ مطالعات موردی در ايمونولوژی باليني، ويرايش سوم، نشر طبيب، تهران، پائيز  .4
5. Howard PR, Blaney KD. Basic and applied concepts of immunohematology. Mosby Publication, 

1993, ch.13. 

 Anti D Rh با آگلوتيناسيون

+ Rh
+ 

_ Rh
- 
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  تست کراس مچ

 سازگاري گروه خونيقال خون و انت -مقدمه 
بعد )در شرايطي كه احتمال بروز مشكل مطرح باشد به كار ميرود  آزمون كراس م، جهت بررسي سازگاری سيستم ايمني گيرنده با خون تزريق شده

در سارم فارد گيرناده بار علياه       بادی خار  از انتظاروجود آنتي. اين تست (گيرنده و دهنده و قبل از انتقال خون ABOاز تعيين گروه خون سيستم 
. بارای ايان منظاور گلباول     كند ميبررسي را های دهنده قرار دارند های خوني فرعي و غيره( كه در سطح سلول های مختل  )از جمله گروه ژن آنتي

 شود. تصل ميهای قرمز مبادی باشد به گلبولكنند. در اين حال اگر سرم حاوی آنتيقرمز دهنده را با سرم گيرنده مجاور مي
شود و در كراس ما،  شود كه به آن كراس م، ماژور گفته مي اين تست معمولا روی سرم گيرنده و گلبول هر كيسه خون به طور جداگانه انجام مي

ر هاي،  هاای آزماايش و د   خوني قابل انتقال است كه هيچگوناه واكانش در لولاه    شود.مينور روی گلبول قرمز گيرنده و سرم دهنده خون انجام مي
عضو پيوندی در بدن  HLAبادی عليه در آزمايشات رايج قبل پيوند برای بررسي حضور آنتي كراس م، تست. )شكل ديگری از شرايطي ايجاد نكند
 (گيرد.گيرنده انجام مي

 

 تست کراس مچ روش کار و تفسير نتايج
 شود.اين ازمايش به دو روش ماژور و مينور انجام مي

 س مچ ماژور:( روش آزمايش کرا 1
 الف( مرحله اول يا فاز سرم فيزيولوژي:

 ها دو قطره سرم تازه گيرنده خون بريزيد.( دو لوله آزمايش كوچك با شماره های يك و دو مشخص كنيد و به ته لوله1
 خون دهنده را به ته لوله شماره يك و دو اضافه كنيد. %5( يك قطره از سوسپانسيون گلبول های قرمز 2
دور در  2111ثانيه تا ياك دقيقاه( در   31دقيقه قرار دهيد و لوله ها را به مدت كوتاهي )حدود  15له را تكان داده و در حرارت اتاق به مدت ( دو لو3

 دقيقه سانتريفوژ نماييد.
يون نتايج را يادداشات و گازارش   ( محلول بالای دو لوله را برای هموليز نگاه كنيد و سپس به آرامي لوله را تكان داده و در صورت وجود آگلوتيناس4

 .دنماييد. و اگر هموليز يا آگلوتيناسيون مشاهده نشد مرحله دوم آزمايش را ادامه دهي
 ب( مرحله دوم يا فاز گرما و آلبومين:

 اضافه نموده و لوله ها را تكان دهيد. %31( به ته دو لوله آزمايش به هر كدام مقدار دو قطره از محلول آلبومين گاوی 1
 قرار دهيد و به مدت كوتاهي سانتريفوژ كرده تا گلبول ها رسوب كنند . 37ثانيه در بن ماری  31الي  15ا را به مدت  ( لوله2
 هده نشودها را به آرامي از سانتريفوژ بيرون آورده و تكان داده و نتيجه را در صورت بروز آگلوتيناسيون يادداشت نماييد. اگر آگلوتيناسيون مشا ( لوله3

 دهيم. مرحله سوم آزمايش را ادامه مي
 

 ج(مرحله سوم يا فاز کومبز يا آنتي گاما گابولين:
 را با سرم فيزيولوژی پر كرده و سپس سانتريفوژ كرده تا شسته شوند و اين كار را سه مرتبه انجام مي دهيم. 2و1( لوله شماره 1
ها از ته لوله كنده  ها را تكان داده تا گلبول كنيم و لوله گاما گلبولين انساني( اضافه مي )آنتي س( به هر يك از لوله ها يك يا دو قطره از سرم كومب2

 كنيم. به مدت كوتاهي سانتريفوژ ميرا مخلوط شوند دو لوله آزمايش  سشده و با سرم كومب
هاای آزماايش را بار روی لام     د محتوياات لولاه  تواني كنيم. در صورت مشكوك بودن مي عدم وجود آگلوتيناسيون بررسي مي ها برای وجود يا ( لوله3

 .دريخته و آگلوتيناسيون واقعي را از كاذب در زير ميكروسكوپ مشاهده كني
 

 ( آزمايش کراس مچ مينور: 2
ود. اهميت ش های قرمز گيرنده خون و سرم دهنده خون استفاده مي روش اين آزمايش كاملا مانند آزمايش ماژور است ولي با اين تفاوت كه از گلبول

های گروه خون گيرنده خون حسااس باشاد و تزرياق     ژن كراس م، مينور كمتر از ماژور است. در موارد نادری ممكن است دهنده خون بر عليه آنتي
طر خ های قرمز تخليص شده معمولا بي خون كامل موجب بروز حوادثي شود در چنين مواردی اگر آزمايش كراس م، مينور مثبت شود تزريق گلبول

 است.
 

 کار خود پاسخ دهيد: در گزارش
 نتيجه تست كراس م، را گزارش دهيد؟ .1

 ژني است؟ بادی عليه چه آنتيناسازگاری كراس م، نتيجه وجود آنتي .2
 



 پزشكي دانشگاه شاهددندانآزمايشگاه ايمونولوژی دانشجويان   8
 

 منابع:
 .1381پاكزاد، پرويز؛ اصول و تفسير آزمايشهای سرولوژی باليني؛ چاپ هفتم، مؤسسه فرهنگي انتشاراتي نور دانش، تهران، .6

 .1396ويي، بهنام؛ سرولوژی و ايمونولوژی كاربردی همراه با اصول و تفسير آزمايش ها؛ چاپ اول،قلعه ن  .7

 محمد وجگاني،... .8

پور كاردوست؛ ربابه :سرولوژی ؛ ايمونولوژی و ايمونوشيمي آزمايشگاهي؛انتشارات جهاد دانشگاهي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي،  رضايي .9
 .1369تهران؛ 

 .1382دالله؛ مطالعات موردی در ايمونولوژی باليني، ويرايش سوم، نشر طبيب، تهران، پائيز غفاری، سيد حمي .11
 

11. Howard PR, Blaney KD. Basic and applied concepts of immunohematology. Mosby Publication, 
1993, ch.13. 
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 (wrightآگلوتيناسيون ذرات باکتري )تست رايت 

 مقدمه
هاای   ژن هاا باا آنتاي    باادی  به صورت واكنش مجموعة مشابهي از آنتيwright مكانيسم تست

صاورت آگلوتيناسايون مشااهده      قرمز در شرايط مناسب باه   ای مثل باكتری؛ مخمر يا گلبول ذره
اناد   هاا قارار گرفتاه    ژن هايي كه مثل پل باين آنتاي   بادی ای از آنتي  شود. در اين حالت شبكه مي

است )شكل ياك(. بار ساطح ياك سالول        ن با چشم قابل مشاهدهشود كه نتيجة آ مي  تشكيل
توانند با آنها  های دو يا چند ظرفيتي اختصاصي مي بادی دارد كه آنتي  های متعددی وجود توپ اپي

اسات در ماواردی    IgGو در درجه بعاد   IgMكننده  بادی آگلوتينه واكنش نمايند. مهمترين آنتي
تيناسايون بسايار ضاعيفي دارد. تسات آگلوتيناسايون      هستيم كاه قادرت اگلو   IgAشاهد حضور 

بادی سرم وتعياين   خون؛ تعيين عيار )تيتر( آنتي  كاربردهای باليني زيادی دارد و از آن در تعيين گروه
 شود. نوع سلول باكتريايي استفاده مي

ه كرد كه مكانيسم مشابهي دارند. هدف از تست رايات  های رايت و ويدال اشارتوان به تست هدف تست: از بين تستهای آگلوتيناسيون با باكتری مي
  بادی در بيماران مشكوك به عفونت بروسالايي )عامال بروسالوز ياا تاب      بادی ضد بروسلا و تعيين عيار آنتي تشخيص بيماری بر اساس وجود آنتي

ره( در سيستم گردش خون بيمار در مقابل آن باكتری، زای خاص )نظير سالمونلاها؛ بروسلاها و غيباشد. در عفونت ناشي از عوامل بيماری مالت( مي
ژن(  شدة باكتری )حاوی آنتي كردن سوسپانسيون كشته زا قدرت آگلوتينهشود كه در مورد بسياری از عوامل بيماری های اختصاصي توليد ميبادی آنتي

فرد آلوده را در سرم شناسايي و عيار آن را مورد بررسي قرار داد. البتاه  های توان وجود آنتي بادی را دارند. بدين ترتيب با استفاده از آگلوتيناسيون مي
دهناده عادم وجاود آلاودگي      ژن ميكروبي ايجاد نشود و لذا هميشه پاسخ منفي نشان گاهي اوقات ممكن است در ميزبان آلوده پاسخ مناسبي به آنتي

تاوان ناوع ميكروارگانيسام آلاوده      بادی در سرم بيمار مي ه بر بررسي وجود آنتينيست )مثلا در افراد دچار نقص ايمني(. با كمك آگلوتيناسيون علاو
 كننده را نيز تعيين كرد )مانند تست ويدال در تشخيص سالمونلا(.

 شود. نتاايج  های بروسلا از كشت خون؛ م زاستخوان يا بافت است كه در ابتدای بيماری گرفته مي تشخيص قطعي بروسلا بر اساس جدا كردن گونه
شاود. عالاوه   م ز استخوان بالاتر از كشت خون است اما با توجه به كند بودن رشد باكتری و موارد منفي كاذب از تست سرولوژی استفاده ميكشت 

 هات بر آگلوتيناسيون تستهای سرولوژيك ديگری نيز برای تشخيص بروسلوز قابل انجام است )از جمله با اساتفاده از روش الايازا و ايمونواساي(. ج   
 Cardتشخيص سريع تب مالت آزمايش رزبنگال طراحي گرديده است. آزمايش رزبنگال در منابع مختل  به اسامي رزبنگال پليت تست، كاردتست )

test( آزمون سريع يا راپيد ،)Rapid testژن اين تست از كلني شود. در ايران آنتي ( و غيره ناميده مي ( های صافSmooth بروسلا آبورتوس )
ژن رزبنگاال و سارم بيماار     شود. برای انجام تست آنتاي  های بروسلا دارند تهيه مي ژني مشتركي با ديگر سويه ( كه فاكتورهای آنتي19يا  99 )سويه
 شود. گردد و نتيجه )آگلوتيناسيون( بررسي مي ای يا سفيد با هم مخلوط مي قطره از هر كدام( روی يك صفحه شيشه )يك

 ( با رز بنگال متفاوت استRapid testآزمون سريع يا راپيد )
 و تفسير نتايج تست رايت  روش كار

 شود: باشد كه روش دوم در اين آزمايشگاه انجام مي تست رايت به دو روش قابل انجام مي 
 بادی( البته با رقتهای مختل  جهت تعيين عيار آنتي CRPال  ا روش اسلايدی )مانند تست

 ای ب ا روش لوله
 روش لوله ای:

 ای قرار دهيد. لوله را در جا لوله 11 -1
 ليتر سرم فيزيولوژی بريزيد. ميلي 5/1های بعدی  ليتر و در لوله ميلي 9/1در لوله اول  -2
 ليتر سرم بيمار را اضافه كرده و مخلوط نمائيد. ميلي 1/1به لوله اول  -3
نموده و اين كاار را تاا لولاة     ليتر از لولة دوم به لولة سوم منتقل ميلي 5/1كرده وبعداز مخلوط كردن  ليتر به لولة دوم اضافه ميلي 5/1از لوله اول  -4

 دهم ادامه دهيد.
خواهد باود و لولاة    5/1ها برابر  ليتر دور بريزيد. به اين ترتيب حجم سرم رقيق شده در تمامي لوله ميلي 5/1از لولة دهم پس از مخلوط كردن  -5

 باشد. ژن بوده وفاقد سرم مي بعنوان كنترل آنتي 11شماره 
 باشد( سازی مي مراحل رقت 5تا  2های  )شماره

ژن باه   ژن بروسالا( اضاافه نمائياد. )آنتاي     ژن رقيق شده مورد نظر )برای تست رايت آنتاي  ليترآنتي ميلي 5/1های آزمايش مقدار  به تمامي لوله -6
 شود.( نسبتي كه روی بر چسب آن يا در دستور كار همراه آن نوشته شده رقيق مي

 ژن با محتويات لوله مخلوط شود. های آزمايش به آرامي تكان دهيد تا آنتي ا با پارافيلم ببنديد و جالوله را با لولهها ر لوله -7
 مراحل فوق در جدول زير خلاصه شده است:

 

سيونشبكهحاصلازآگلوتينا-1كلش
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 شماره لوله 1 2 3 4 5 6 7 8 9 11 11

 (MLسرم فيزيولوژی) 9/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1

 (MLسرم بيمار) 1/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 ---

                                 
 (MLژن ) آنتي 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1

 1/         شاهد
11241 

      /1 
5121 

     /1 
2561 

   /1 
1281 

   /1 
641 

   /1 
321 

   /1 
161 

   /1 
81 

   /1 
41 

   /1 
21 

 تيتر نهايي سرم

 
 درجه قرار دهيد.37ماری  ساعت در بن24ای را بمدت  جالوله -8
 بادی اعلام نمائيد. ها را بعنوان عيار آنتي ماری بيرون آورده مطابق روش زير يكي از رقت ای را با احتياط از بن در پايان زمان ذكر شده؛ جالوله -9

 روش خواندن جواب تست:
 بادی يا تيتر نهايي سرم  اعلام ميشود. وان عيار آنتييكي از رقتها بعن

 ژن آن آگلوتينه شده باشد. % آنتي51يا بالاتر باشد يعني بيشتر از 2باشد كه درجه آگلوتيناسيون آن لوله  + ای مي تيتر نهايي سرم رقت آخرين لوله
 نمائيم: ار بدين ترتيب عمل ميبندی شوند، برای اين ك درجه 4تا + 1ها از + بنابراين لازم است تمام لوله

 باشد.  مي 4ژن موجود در لوله آگلوتينه شده و مايع بالای رسوب كاملا شفاف باشد درجة آگلوتيناسيون  آن لوله + چنانچه تمام آنتي -1
 باشد.  مي 3ه +ژن موجود در لوله آگلوتينه شده و مايع بالای رسوب كمي كدر باشد درجة آگلوتيناسيون  آن لول % آنتي75اگر تقريبا  -2
 باشد.  مي 2ژن موجود در لوله آگلوتينه شده و مايع بالای رسوب نسبتا كدر باشد درجة آگلوتيناسيون  آن لوله + % آنتي51اگر تقريبا  -3
 باشد.  مي 1ژن موجود در لوله آگلوتينه شده و مايع بالای رسوب كدر باشد درجة آگلوتيناسيون  آن لوله + % آنتي25اگر تقريبا  -4
است. لازم  -شود( درجة آگلوتيناسيون  آن لوله  اينگونه مي 11نانچه هي، رسوبي در ته لوله مشاهده نشود و مايع لوله كاملا كدر باشد )لوله چ -5

جاواب   2برسيم بنابراين آخرين لوله با درجة بالاتر از + –به درجة  3يا + 4به توضيح است كه تمام حالات فوق ممكن است پيش نيايد و از درجة +
 باشد. تست مي

 تفسير جواب: 
های انتهائي نزديكتر شود در واقع نشاان ميدهاد كاه مقادار      تواند تا حدی شدت بيماری را نشان دهد. هر چه تيتر نهايي به لوله تيتر نهايي سرم مي

كاردن ذرات بااكتری را دارد.    هنوز قدرت آگلوتيناه بادی در سرم  بادی با آنكه رقيقتر شده اما به بدليل حاد بودن بيماری و زياد بودن مقدار آنتي آنتي
البته برای هر باكتری خاص يك مرز حاد بودن بيماری براساس تيتر نهايي مشخص شده است كه در مورد بروسلا و تست رايات ايان مارز؛ رقات     

 باشد يعني: مي 1:81
 سالم  1:81تيتر نهايي قبل از
 حال پيشرفت بيماری )تكرار تست يك هفته بعد(مشكوك و احتمالا در    1:81تيتر نهايي برابر 
 احتمالا بيمار   1:81تيترنهايي بعد از

 نكات:  
است و باه دنباال    IgMشود كه شروع آن با  های بروسلا مشاهده مي ژن بادی ضد آنتي همانطور كه اشاره شد در بيماری بروسلوز افزايش تيتر آنتي

كند ولي در صورت عدم معالجاه تيتار آن    بتدريج ظرف چند ماه كاهش پيدا مي IgGبيماری تيتر شود. در صورت بهبود  ديده مي IgGآن افزايش 
 تواند روند بيماری را روشن سازد. بادی را نشان دهد مي گذارد. بررسي دو نمونه متوالي از سرم كه افزايش يا كاهش تيتر آنتي رو به افزاش مي
ولي در افرادی كه به دليل ش لي در تماس مداوم باا ميكاروب بروسالا ياا واكسان آن هساتند )مثال        شود  و بالاتر مثبت تلقي مي 1:81معمولا تيتر

رسد. اين افراد فاقد علايم بيماری هساتند كاه ايان نكتاه اهميات       مي 1:321دامپزشكان يا عرضه كنندگان محصولات دامي( گاهي اوقات تيتر به 
 كند. تاريخچه را در تشخيص بيماری خاطر نشان مي

 

 ومس رايت:ک
شوند كاه بارای تشاخيص آنهاا از سارم كاومبس        كننده )يا ناكامل( ايجاد مي گاهي اوقات آنتي بادی های مسدود یدر مراحل مزمن ويا عود بيمار

 شود به طوری كاه محتوياات لولاه هاا را باا سارم      شود )تست كومبس رايت(. تست كومس رايت در لوله هايي با جواب منفي انجام مي استفاده مي
درجاه قارار داده و    37% اضافه كنيد. چناد دقيقاه در دماای    1گلوبولين هيومنميلي ليتر آنتي1ها دهيد. سپس به همه لولهوشو ميفيزيولوژی شست

 كنيم.سپس سانتريفوژ ميكنيم و نتايج آگلوتيناسيون را بررسي مي
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 :ME-2تست رايت 
شوند و در اين تست، آگلوتيناسيونِ انجاام   توليد مي IgMو هم  IgGبادی  ار هم آنتييكي ديگر از مشكلات تفسير اين تست اين است كه در بيم

اهميات بيشاتری دارد چاون در     IgGشود. در حاليكه اگر مشكوك به عود بيماری يا مزمن شدن آن باشيم تيتار   گيری مي شده توسط هر دو اندازه
گياری شاود،    موجاود در سارم انادازه    IgGآورد. به منظور اينكاه فقاط    تا سالها دوام مي IgMاند تيتر  بسياری از افرادی كه از بيماری بهبود يافته

شاود فقاط    شود و در نتيجه آگلوتيناسيوني كه مشااهده ماي   ( غير فعال ميME-2مركاپتواتانل )-2كننده  با استفاده از عامل احيا  IgMبادی  آنتي
 توان تيتر هر كلاس از آنتي بادی را جداگانه سنجش نمود. زا نيز مي(. با روش الايME-2خواهد بود )تست رايت  IgGمربوط به 

 لطفا در گزارش كار خود موارد زير را قيد بفرمائيد و به سؤالات پاسخ دهيد:
 تيتر نهايي قرائت شده .1
 تفسير تيتر بدست آمده .2
 ايد( ذراندهكننده )در صورتيكه تست كومس را گ مسدود هایمكانيسم عمل سرم كومس در مورد آنتي بادی .3

 شود؟ بادی گفته مي بادی مسدودكننده در اين تست به چه آنتي آنتي .4

بادی مربوطه به مادر تعلق دارد ياا ناوزاد در دوران جنيناي آلاوده      توان فهميد آنتي در صورتيكه پاسخ اين آزمون در نوزاد مثبت باشد چطور مي .5
 شده است؟ 

 در اين بيماری چيست؟ IgAبه نظر شما نقش  .6
 
 منابع:          

-151، ص1381پاكزاد، پرويز؛ اصول و تفسير آزمايشهای سرولوژی باليني؛ چاپ هفتم، مؤسسه فرهنگي انتشاراتي ناور داناش، تهاران،     .1
127. 

يد پور كاردوست؛ ربابه :سرولوژی ؛ ايمونولوژی و ايمونوشيمي آزمايشگاهي؛انتشاارات جهااد دانشاگاهي دانشاگاه علاوم پزشاكي شاه        .    رضايي2  
 .48-54، ص1369بهشتي، تهران؛ 

 
3. Slack M.P.E "Gram-Negative coccobacilli” in "Infectious Diseases" eds: Armstrong D.G. and 
Cohen J. Mosby ,1999. 
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  RPR  يا  VDRLسيفيليس  غربالگريتست 

 مقدمه
شود. ارگانيسم از طريق آسيبي در مخاط  ايجاد مي Treponema pallidumسيفيليس يك بيماری مقاربتي مسری است كه توسط اسپيروكت 

( معماولا در  chancreروز واكنش التهابي بدون درد بصورت زخمهای به نام شاانكر )  61-11شود. بعد از  تليال و خون آلوده منتقل مي يا لاية اپي
لي عفونت هنوز باقي است. سيفيليس در اوايل آن معمولا باا  شود و اغلب خودبخود خوب مي سيفيليس اوليهشود. اين زخمهای  محل ورود ايجاد مي

شود. در غير اينصورت ظرف شش هفته تا شش ماه بعد از ناپديد شدن شانكر راش پوساتي و اخاتلالات ديگار آغااز      سيلين خوب مي استفاده از پني
تواند تاا پاياان عمار اداماه      ( كه اين مرحله ميهفته سيفيليسمرحلة ن(. باز هم ممكن است علائم باليني ناپديد شوند )مرحلة دوم سيفيليسشود ) مي

های تواند موجب جنون كوری، فلج، بيماری پيش رود. شكل پيشرفتة سيفليس ميمرحلة سوم سيفيليس بيايد، يا با بهبودی خودبخود پايان يابد يا به 
تواناد باه    ه دچار سيفليس فعال )حتي مرحله اوليه( ارگانيسم ميهای مفصل و استخوان و زخمهای پوست و مخاط شود. در زنان حاملعروقي، آسيب

 جنين منتقل شود )سيفليس مادرزادی(.
 زا ترپونما پاليدوم است كه سه زيرگونه دارد: ی بيماری ترين ترپونما شده شناخته

 عامل سيفليس  ترپونما پاليدوم زيرگونه پاليدوم (1)
 عامل سيفليس اندميك اندوميكومترپونما پاليدوم زيرگونه  (2)
 عامل ياز  ترپونما پاليدوم زيرگونه پرتنوئه (3)
 

 توليد شده در بيمار به سه گروه قابل تقسيم است: هایآنتي بادی
 “ رآژين سيفيليسي” غير اختصاصي به نام هایبادیآنتي .1
 های گروه ترپونما غير اختصاصي ضد ميكروب هایبادیآنتي .2
 اختصاصي ضد ترپونما پاليدوم هایبادیآنتي .3

باوده و باه طاور غيار اختصاصاي باه        IgMشاود( از ناوع     باادی واسارمن هام نامياده ماي      ي )كه آنتيبادی غير اختصاصي يا رآژين سيفيليس آنتي
بر اسااس تشاخيص ايان رآژيان      RPRو  VDRLشود. آزمايشات مختلفي از جمله  فسفوليپيدهای بسياری از بافتها از جمله كارديوليپين متصل مي

 اند و معمولاً ارزش غربالگری دارند. طراحي شده
اناد   های مشترك بين ترپونما پاليدوم و تروپونماهای غيار بيمااريزا سااخته شاده     ژن هستند و بر عليه آنتي IgGهای ضد ترپونماها معمولاً دیباآنتي
 (.Kolmer)تست
هاايي مثال   حركت شدن ترپونما پاليدوم زناده شاود. باا روش    تواند باعث بي است و مي IgGبادی اختصاصي ضد ترپونما پاليدوم كه از كلاس  آنتي

ELISA  وFTA-ABS بادی را تشخيص داد. توان وجود اين آنتي نيز مي 
 توان به سه دسته تقسيم كرد: های آزمايشگاهي تشخيص سيفليس را مي با توجه به اين نكات روش

 تشخيص مستقيم اسپيروكت .1

  فاده از خاورده خااص و تواناائي حركات اساپيروكت باا اسات        مورفولوژی تااب  –ميكروسكوپ زمينه سياه
شود. برای تشخيص حتما نيااز باه    های بدست آمده از زخم جستجو مي ميكروسكوپ زمينه سياه در نمونه
  تكنسين كارآزموده وجود دارد.

 های نشاندار شده باا فلورساان )باه روش مساتقيم ياا غيار        بادی آنتي –بادی فلورسان  تست نمونه با آنتي

د. با اساتفاده از ميكروساكوپ فلورساان وجاود     شو مستقيم( به ترپونما پاليدوم متصل مي
بادی فلورسان موجب افازايش   گيرد. استفاده از آنتي ها مورد ارزيابي قرار مي دهندة وجود ارگانيسم است در نمونه تابش فلورسان كه نشان

هاا ارگانيسام طاي     تهيه نموناه های ترپونما پاليدوم واكنش نمايند. لازم است دقت شود هنگام  شود ولي ممكن است زيرگونه ويژگي مي
 شستشو حذف نشود.

 های ترپونمائي. بادی های اختصاصي برای آنتيتست .2

 ( تست غيرمتحرك كردن ترپونما پاليدومTreponema Pallidom Immobilization Test -TPI )– بادی )توليد  توانائي آنتي
 كند. گيری مي مايشگاهي( را اندازهحركت كردن ترپونماهای زنده )آز شده در بيمار( و كمپلمان برای بي

 تست جذب آنتي (بادی فلورسان ترپونمائيFluorescent Treponemal antibody Absorption Test - FTA  )–  تست
بادی فلورسان كه به سرم رقيق شده بيمار با كمپلمان غير فعال شده باا حارارت نيااز دارد. سارم باا ساويه ترپونماائي         غير مستقيم آنتي

ايان   "جاذب "های غيراختصاصي دارای واكنش متقاطع حذف شاوند. سارم بعاد از     بادی شود تا آنتي مخلوط مي Reiterماريزای غيربي
ايمونوكلوباولين   باادی كونژوگاه )آنتاي    گيرد، شسته شده و با آنتاي  مورد آزمايش قرار ميترپونما پاليدوم  Nicholsها با سوية  بادی آنتي

 4+-1گيرد. شدت فلورسان از  وسيانات( و توسط تكنسين مجرب زير ميكرسكپ فلورسان مورد بررسي قرار مينشاندار با فلورسئين ايزوتي
 شود. و بالاتر از آن واكنش مثبت محسوب مي 2+شود:  بندی مي درجه

 هسياهتصویرميكروسكوپزمين-1شكل

http://www.amosbat.com/SN1231.aspx
http://www.amosbat.com/SN1231.aspx
http://www.amosbat.com/SN1231.aspx
http://www.amosbat.com/SN1231.aspx
http://www.amosbat.com/SN1231.aspx
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  مثل( تست هماگلوتيناسيونHATTS  وMHA-TPاز گلبولهای قرمز پوشيده با آنتي ) های سوية  ژنNichols استفاده ليدوم ترپونما پا
 دهندة پاسخ مثبت است. های غيراختصاصي سرم از قبل حدود شده است. آگلوتيناسيون نشان كند. واكنش مي

 Rapid Plasmaو  Venereal Diesease Research Laboratory-VDRLتستهای رآژين غير اختصاصي)شاامل تساتهای    .3

Reagin-RPR ) 
هاای فلوكولاسايون و رساوب بارای      شود. تسات بادی است متعاقب آسيب بافتي توليد ميآنتيع يك اتوبادی در واقكه اعتقاد بر اين است اين آنتي
های سرم ممكن است نياز به غيرفعال كردن كمپلمان با حارارت داشاته باشاد.     بادی ضد كارديوليپين( هستند. در نمونه تشخيص حضور رآژين )آنتي

 )فسفوليپيد قلب گاو(  متصل به ذغاال اسات.   ژن مورد استفاده در آنها عمدتاً كارديوليپين  . آنتيكنترل مناسب و دقت در انجام ازمايش لازم است
RPR   های حاد يا مزمن است رآژين در بيماران سيفليسي و نيز گاهي در سرم بيماران مبتلا به ديگر بيماری غير اختصاصيولي  حساسيك تست

بادی اختصاصي ديده بادی رآژيني، كاهش تيتر آن متعاقب درمان است كه اين امر در مورد آنتيآنتييافت مي شود. يكي از نكات مهم در مورد اين 
 شود.نمي

 
 دارد:  VDRLشود ولي مزيتهای زير را نسبت به  استفاده مي VDRLژن تست  از همان آنتي RPRدر تست 

 ضافه كردن كولين كلرايد(.سرم بيمار نياز به حرارت جهت غير فعال كردن كمپلمان ندارد )به دليل ا .1
 توان با چشم غير مسلح آنرا رويت نمود )به دليل اضافه كردن ذرات ذغال(. جهت مشاهده نتيجه مي .2

 ژن به صورت از  قبل آماده وجود دارد و نيازی نيست در هنگام تست آماده شود. آنتي .3

 باشد.يك تست مناسب برای مانيتورينگ اثر دارو در بيماران مي .4

 کاربرد
شوند كه مربوط به رآژين سيفيليسي هستند چون بسيار سريع و آسان هساتند. در صاورت    هايي انتخاب مي ر تشخيص سيفيليس معمولا ابتدا تستد

 كنند انجام خواهند شد. ها را ارزيابي مي بادی مشكوك بودن پاسخ، تستهای تكميلي كه وجود ساير آنتي
بادی از جنس ليپيدی و بصورت كلوئيد ياا معلاق در محلاول باشاند      آنتي-ژن دخيل در واكنش آنتيژنهای  اساس و هدف تست: در شرايطي كه آنتي

 تواند مشاهده شود. ( ميFlocculation) فلوكولاسيونپديدة 
 

 RPRروش کار و تفسير نتايج تست 
شاود و اگار سارم بيماار      ويت شده است( مخلوط ماي ژن كارديوليپين )كه با اضافه كردن كلسترول، لسيتين و ذغال تق  سرم بيمار با مقدار كمي آنتي

شود.بر روی اسلايدهايي كاه داياره سافيد رناگ دارناد انجاام        بادی عليه كارديوليپين( باشد رسوب از نوع فولكولاسيون ديده مي حاوی رآژين )آنتي
 گيرد تا ذرات سياه فلوكولاسيون قابل تشخيص باشند. مي
 تست به درجه حرارت اتاق رسيده باشد(:  ها قبل از انجام )همه مواد و نمونه 
 جدول مربوط به گزارش نتيجه را با دقت پر كنيد )اطلاعات كيت و نمونه( .1

 اسلايد را با پنبه آغشته به الكل تميز نمائيد بطوری كه از هرگونه پرز و چربي پاك شود. .2
دايره جداگانه اسلايد قرار دهيد )حجم هر قطره باه طاور   يك قطره كنترل مثبت؛ يك قطره كنترل منفي و يك قطره نمونه سرم را روی سه  .3

 ميلي ليتر باشد( و به آرامي بدون اينكه خار  شود در سطح دايره پخش كنيد. 15/1ميكروليتر يا  51تقريبي 
كناد؛   ماندن رسوب مي ژن بطور طبيعي در اثر ثابت ژن را قبل از مصرف با حركت ملايم مخلوط و يكنواخت كنيد. )با توجه به اينكه آنتي آنتي .4

 حتما بايد قبل از مصرف آنرا با حركت ملايم يكنواخت كنيد. در غير اين صورت احتمال پاسخ اشتباه وجود دارد.(
دقيقه حركت دوراناي   8ها و سرم اضافه كنيد و با دست اسلايد را حداكثر تا  ژن روی هر يك از قطرات كنترل يك قطره از سوسپانسيون آنتي .5

ظر فلوكولاسيون بررسي كنيد )دقت كنيد كه در اين مرحله از همزدن با اپليكاتور خودداری نمائيد(. در صورت وجود روتاتور با اتاقاك  داده؛ از ن
 مرطوب حتما از آن استفاده كنيد.

تشاخيص باشاد. خوانادن    نتيجه را در اسرع وقت زير نور لامپ يا جائي كه نور كافي باشد قرائت نمائيد تا واكنش مثبت ضعي  از منفي قابل  .6
 شود. پاسخ پس از گذشت زمان زيادتر باعث اشتباه مي

دهد كاه ممكان اسات باعاث      ها؛ و با توجه به اينكه اين ماده در مجاورت مس و سرب تشكيل آزيد فلزی ميبا توجه به وجود آزيد در معرف .7
 كنيد. اسلايدها را شسته و خشك نمائيد.انفجار شود پس از ريختن اين مواد در دستشويي آنرا با مقدار زياد آب دفع 

 خواندن تست: 
 سوسپانسيون خاكستری رنگ يكنواخت نشان دهنده جواب منفي است.

( تا 1ها به مثبت شديد تا  مثبت ضعي  يا )+ دهنده جواب مثبت است كه بسته به اندازه توده های مجتمع سياه رنگ در زمينه شفاف نشان وجود توده
 شود. يبندی م ( تقسيم4)+
كمي  هايي كه در روش كيفي به هر ميزان مثبت شوند بايد مجددا با روش نيمه باشد. تمام نمونه كمي نيز قابل انجام مي اين تست به صورت نيمه ■

 آزمايش شوند.
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رقتها بار روی اسالايد از   رقيق شده و تمام  2/1كمي؛ سرم بيمار بوسيله سرم فيزيولوژی بصورت سريال با نسبت  جهت انجام آزمايش به روش نيمه
 بادی است. شوند. بالاترين رقتي كه كه مثبت ايجاد كند تيتر آنتي نظر فلوكولاسيون بررسي مي

 دهد و بهتر است هر سه ماه يكبار و به مدت يك سال تيتر رآژين پيگيری شود. بيماری فعال را نشان مي 32/1تيترهای بالاتر از 
توان استفاده كرد يعني سير صعودی تيتر دليل بر عفونت فعال و سير نزولاي آن دليال بار موفقيات درماان       مان ميبنابراين از تست برای ارزيابي در

 باشد. مي
 

گيری و انجام صحيح مراحل آزمايش مهم است. به علت خطای آزمايشگاه و يا مصارف   تفسير نتايج: برای داشتن جواب قابل اعتماد، دقت در نمونه
ممكن است پاسخ صحيح نباشد كه اين موارد با دقت در انجام تست و در مواد و لوازم آن و تكرار تست قابال برطارف شادن    ژن فاسد و غيره  آنتي

 و سيفيليس اندميك غير مقاربتي( كاه عامال ايجادكننادة آنهاا باه آسااني از       yaws  ،pintaاست. از طرف ديگر بيماريهای مرتبط با سيفيليس )
 های مثبت شوند. موارد زير نيز بايد مورد توجه قرار بگيرد. توانند موجب پاسخ نيست مي قابل تفكيك ترپونما پاليدوم

 نتيجه منفي: -ال 
 بيمار مبتلا به سيفيليس نيست. .1
 باشد. پائين بودن تيتر آن قابل تشخيص نمي به علتبادی  هنوز در ابتدای بيماری سيفيليس است و آنتي  .2
 ا علل ديگری مانند نوشيدن مايعات الكلي؛ آزمايش منفي شده است. بطور موقت در نتيجه معالجه ناقص و ي .3
 بيمار در مرحله سيفيليس نهفته و يا غير فعال است. .4
 باشد.  بادی نمي های كمبود و يا نقص سيستم ايمني؛ قادر به توليد آنتيبيمار مبتلا به سيفيليس است ولي به علت بيماری .5

 خطای آزمايشگاه   .6
 نتيجه مثبت: -ب
 است بيمار مبتلا به سيفيليس باشد. برای تشخيص قطعي بايد آزمايشهای تكميلي را انجام داد. ممكن .1
 مثبت كاذب بيولوژيكي است. .2
 خطای آزمايشگاه .3

 
ي در مراحل اوليه)زيرا اختلال عملكرد ايمني در اين افراد باعث تحريك توليد آنتي بادی های پلي كلونال ما HIVموارد مثبت كاذب بيولوژيك مانند

های عفوني مزمن: جذام، مالاريا، توكسوپلاسموز، گردد(؛ تب؛ حاملگي؛ مصرف داروهای بيهوشي؛ معتادين تزريقي و در افراد مسن؛ همچنين بيماری
 منونوكلئوز عفوني، سل، لوپوس اريتماتوز و پنوموني ويروسي. 

 وزهای اوليه ابتلا به بيماری باشد.تواند به دليل مصرف الكل مشاهده شود يا بيمار در ر موارد منفي كاذب مي
 

 سؤالات:
 شود؟ ای در سرم بيمار بررسي مي وجود چه ماده 

 های  ژن تركيب انتيRPR شود نيازی به غير فعاال كاردن سارم نباشاد؟     چيست؟ كدام بخش ان باعث ميEDTA     و كاولين كلراياد و
 تيمروسال برای غيرفعال كردن كمپلمان

  دلايل اولويتRPR  نسبتVDRL چيست؟ 

 در اين تست چرا ذرات ذغال اضافه شده است؟ 
 .مثبت كاذب بيولوژيك به چه معناست؟ سه مثال ذكر كنيد 
 ای برای انجام اين تست مناسب نيست؟ چه نمونه 

 تواند اثبات كند كه بيمار قطعا مبتلا نيست. چهار دليل برای اين مطلب ذكر كنيد.  تست منفي نمي 

 منابع:
 .245-225، ص1381صول و تفسير آزمايشهای سرولوژی باليني؛ چاپ هفتم، مؤسسه فرهنگي انتشاراتي نور دانش، تهران، . پاكزاد، پرويز؛ ا1
پور كاردوست؛ ربابه :سرولوژی ؛ ايمونولوژی و ايمونوشيمي آزمايشگاهي؛انتشاارات جهااد دانشاگاهي دانشاگاه علاوم پزشاكي شاهيد         .    رضايي2  

 .1369بهشتي، تهران؛ 
3 . Slack M.P.E  “Gram-Negative coccobacilli” in " Infectious Diseases" eds: Armstrong D.G. and 

Cohen J. Mosby ,1999. 
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 ( خنثي سازي توسط آنتي بادي O) تست آنتي استرپتوليزين  ASOتست 

 مقدمه
( اكثرا موجب باروز  Streptococcus pyogenesهای چركزا ) ( يا استرپتوكوكLancefieldلانسفيلد ) Aهای استرپتوكوك گروه  ميكروب

)و و گلومرونفريت حااد   %(3-2) لانسفيلد؛ تب روماتيسمي Aشوند. از عوارض مهم عفونتهای استرپتوكوكي گروه  عفونت گلو و پوست در انسان مي
 است.  %(5-2) پس از عفونت استرپتوكوكيمزمن( 

كنند. اين مواد عالاوه بار خاصايت بيمااريزايي      ( متفاوتي ترشح ميExoenzymes) های زيم( و آنExotoxinها ) های بيماريزا، سم استرپتوكوك
هساتند   O هاا  د. از جملاه ايان ساموم؛ اساترپتوليزين    كنا  باادی تولياد ماي    برضد آنها آنتاي بيمار  لذاژنيك هم داشته باشند و  توانند خاصيت آنتي مي
علاوه بر ليز گلبولهاای قرماز؛ قاادر اسات      كه يك هموليزين )منهدم كننده گلبول قرمز( است O  استرپتوليزين(.Sو استرپتوليزين  Oاسترپتوليزين )

زده و ياا    های بافت قلبي را در محيط خار  از بدن صدمه های كشت بافتي و همچنين سلول ها؛ سلول ها و ليزوزم ها؛ ميتوكندری ها؛ پلاكت لكوسيت
باادی در سارم    ، در واقاع وجاود آنتاي   شاود  باادی تولياد ماي    باشد و در مقابل آن پاسخ آنتي ژنيك مي ياز جمله سموم آنت Oليز نمايد. استرپتوليزين 

باادی   آنتاي  گياری   جهت اندازه ASOتست  . بنابراينايمونوژن ضعيفي است( Sدهندة تماس فرد با اين عامل بيماريزا است )ولي استرپتوليزين  نشان
قابل اساتفاده   تشخيص بيماريهای مربوط به اين عوامل ه منظور( ب Oاسترپتوليزين   تيتر آنتي يعنيم )های ميكروب استرپتوكوك در سر ژن ضد آنتي
تواناد نشاان دهنادة ساابقة      پذير بوده و ماي  (  نيز امكانDnase B) B. بررسي تيتر آنتي بادی بر عليه سموم ديگر مثل دزوكسي ريبونوكلئاز است

 تماس فرد با عامل بيماريزا باشد. 
 باشد: بدلايل زير متداول مي ASOت تس
 به آساني قابل انجام و تكرار است. -1
 شود. استرپتوكوك ترشح مي Aبوسيله اكثر سوشهای گروه  Oژن استرپتوليزين  آنتي -2
 باشد. بطور تجارتي در دسترس مي Oژن استرپتوليزين  آنتي -3
 اين آزمايش شناخته شده و استاندارد است. -4

ساازی   بار اسااس خنثاي    ASO)ليز( نمايد. تست  قادر است در شرايط آزمايشگاه گلبولهای قرمز را منهدم Oتوليزين اساس و مكانيسم تست: استرپ
های خنثي كنندة توليد شده در سرم بيمار طراحي شده است. برای انجام اين تست؛ رقتهاای   بادی  توسط آنتي O)نوتراليزاسيون( آنزيم استرپتوليزين

در سارم   Oبادی بار علياه اساترپتوليزين     دهند. درصورت وجود آنتي قرار مي Oاسترپتوليزينر مجاورت مقدار معيني آنزيم مختلفي از سرم بيمار را د
د. هر چه مقدار آنتي بادی بيشتر باشد تواناايي آن در مهاار اثار سام )ياا      نكن متصل شده و آن را خنثي مي Oبه استرپتوليزينها  بادی اين آنتيبيمار؛ 
؛ گلبولهاای قرماز را منهادم     O. با توجه به اينكاه اساترپتوليزين  شود كه سم نتواند تاثير خود را داشته باشد و باعث مي بيشتر استسازی آن(  نثيخ
بالاست عمل ليز گلبولهاای قرماز    Oاسترپتوليزين هايي كه مقدار آنتي شود. بنابراين در رقت كند؛ از گلبولهای قرمز بعنوان شاهد تست استفاده مي مي
 Oيابد لياز گلبولهاای قرماز بار اثار اساترپتوليزين       كاهش مي Oاسترپتوليزين  مانند ولي در رقتهايي كه ميزان آنتي گيرد و آنها سالم مي ت نميصور

های مختلا (   قرمز در رقت  )ليز يا عدم ليز گلبولهای سرم رقتهای مختل توسط  Oسازی استرپتوليزين خنثي ميزانبر اساس  يعنيگيرد.  صورت مي
 گردد. تعيين مي Oاسترپتوليزين   تيتر آنتي

 
 روش کار:  
 گيرد: در سرم بيمار به روشهای زير انجام مي ASOاندازه گيری 

 Oال : روش آگلوتيناسيون روی لام با استفاده از ذرات لاتكس پوشيده از آنتي استرپتوليزين
 ب: روش ميكرو در ظروف مخصوص ميكروتيتراسيون 

 له آزمايش : روش ماكرو در لو
بادی در اين روش به خوبي قابل مشاهده است  سازی سم توسط آنتي از طرفي پديده خنثي؛ متد ماكرو در ايران متداولتر است و از بين سه روش فوق

 لذا اين روش برای آزمايشگاه شما انتخاب شده است.
 های قرمز گروه خاوني   گلبول تستت قبل از انجام شود لازم اس های قرمز استفاده مي با توجه به اين كه در اين تست از گلبولO   آمااده

 د.شو تهيه مي% آن 5شده و سوسپانسيون حداقل سه بار در سرم فيزيولوژی شسته شوند. برای اين مرحله گلبولهای قرمز 
  استرپتوليزينO  ي آب مقطار كاه روی   رسد )به صورت پودر كه بايد در مقدار معين شود و به فروش مي توسط موسسات مختل  تهيه مي

 شيشة آن نوشته شده حل گردد(.
تكان داد و يا به شدت را نبايد  Oبنابر اين محلول استرپتوليزين  ،باشد ( ميOxygen labileدر مقابل اكسيژن ناپايدار) Oنكته: استرپتوليزين  ● 

بايد از هر كاری كه سبب ايجاد حباب هاوا در آن شاود    لذا)در مقابل حرارت هم پايدار نيست(.  نگهداری كردبه مدت طولاني در محيط آزمايشگاه 
شود. برای حل شدن پودر آن در آب مقطر؛ كافي است كه شيشه را بآرامي چند بار  پرهيز كرد زيرا توسط اكسيژن هوا اكسيده شده و نهايتا خنثي مي

 ضمنا اين محلول بايستي ظرف بيست دقيقه مصرف شود. .حركت بدهيم تا پودر حل شود
 سرم مورد استفاده بهتر است بدون آلودگي و در شرايط استريل از خون تهيه شود. ●
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 درجه به مدت نيم ساعت غير فعال نمائيد. 56شود كه سيستم كمپلمان سرم را قبل از مصرف در  ای از مواقع توصيه مي در پاره
 تهيه نمائيد: ASOجهت انجام تست ابتدا رقتهای زير را از سرم بيمار با استفاده از بافر  

 بافر ml5/4سرم بيمار +  ml5/11             1:11رقت         
 بافر ml9+  1:11رقت  ml11           1:111رقت         
 بافر ml8+  1:111رقت     ml2           1:511رقت         
 ای قرار دهيد. در جا لوله ASOلوله جهت درست كردن رقتهای مختل  تست  14
های تسات را باه آنهاا اضاافه      محلول مطابق همان جدول مواد و های مورد نظر تبديل نمائيد و های فوق را با كمك جدول صفحة بعد به رقت رقت

 نموده مطابق دستور هر مرحله عمل نمائيد.
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 شود. واحد تاد عبارتست از عكس بالاترين رقات سارم كاه ماانع از     ( بيان ميToddبا واحد تاد ) Oپتوليزينبادی بر ضد استر : تيتر آنتيپاسخ تست

 شود. مي Oعمل هموليز كامل گلبولهای قرمز توسط استرپتوليزين
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دوز حاداقل   5/2تواناد   يبرابر مقداری از سرم است كاه ما   ASOيك واحد ، بر اين اساس را تعري  كرد. ASO ؛  تاد واحد 1932اولين بار در سال 
ميلاي   5/1تواند  برابر مقداری است كه مي Oاسترپتوليزين حداقل مقدار هموليتيك( را خنثي كند. يك دوز MHD)O مقدار هموليتيك استرپتوليزين

بادی بر حسب واحاد باين    تيتر آنتي% را كاملا ليز نمايد. اگر از استاندارد سازمان بهداشت جهاني استفاده شود، 5ليتر از سوسپانسيون گلبولهای قرمز 
گرم سرم استاندارد بين المللي وجود دارد و هر  ميلي 1213/1شود. طبق اين استاندارد واحد بين الملي برابر قدرت فعاليتي است كه در  المللي بيان مي

تفاوت مهماي  از نظر كارهای عملي در آزمايشگاه ليتر محلول استرپتوليزين برای انجام تست حاوی يك واحد استرپتوليزين است. اين دو واحد  ميلي
 . ندارند

عادم لياز كامال در آن دياده     شود ) كاملا مانع از هموليز گلبولهای قرمز ميای كه  روش خواندن جواب: جهت اعلام جواب، عكس رقت آخرين لوله
دارای هماوليز   6فاقد هموليز ؛لوله شاماره  5تا  1های  ايش ؛ لولهگردد. بعنوان مثال در يك آزم اعلام مي Oاسترپتوليزين   به عنوان تيتر آنتي (شود مي

 .)لولة هفتم( خواهد بود 166بر حسب تاد برابر  ASOها هموليز مشخص دارند؛ در اينصورت تيتر  ضعي  و بقيه لوله
الم ماناده و در ساانتريفوژ تاه نشاين     لوله ای كه در آن ليز مشاهده نگردد پس از پايان تست كاملاشفاف خواهد شد چون گلبولهای قرمز آن سا  ●
 مانند. های ليز شده به دليل متلاشي شدن گلبولهای قرمز  و پخش محتويات آنها در محلول؛ قرمز باقي مي شود. ولي لوله مي
دي  آخر جادول( و  ای كه عدم ليز كامل داريم بصورت واحد تاد اعلام شود )يكي از اعداد ر آخرين لولهعكس رقت جهت اعلام جواب حتما بايد  ●

 اعلام شماره لوله به هي، وجه پذيرفتني نيست.
 

 شود. واحد تاد طبيعي در نظر گرفته مي 211 از تفسير جواب: معمولا جواب كمتر
ناد باه   توا و آزمايش ادرار( مي CRPهای مختلفي در تفسير تست دخالت دارند از جمله سن بيمار؛ سابقه قبلي و تستهای همزمان ديگر )مثل  فاكتور

 تشخيص كمك كند.
هفته تكرار شود و افزايش تيتر مشاهده گردد ارزش باليني زياادی دارد و نشاان دهنادة عفونات حااد اسات.        1-2در فاصله زماني  ASOاگر تست 

 دهندة بهبود عفونت است. كاهش تيتر نيز معمولا نشان
 تواند موجب مثبت كاذب شود. يابد و مي  بودن كلسترول خون افزايش ميچنين در مواردی مثل بالا هم .تيتر در بيماريهايي مثل مخملك، سل و..

 لطفا در گزارش كار خود موارد زير را قيد بفرمائيد:
 برحسب تاد   ASOتيتر  .1
 تفسير تيتر بدست آمده  .2

 
 الات:ؤس
 چند نمونه از سموم و آنزيمهای مترشحه از باكتريهای ذكر شده را نام ببريد. .1

 چرا؟ شود؟ ة پروزون مشاهده ميآيا در اين تست پديد .2

 شود؟ چند بار شستشوی آن به چه دليل لازم است؟ استفاده مي Oبه چه دليل از گلبولهای قرمز گروه  .3

اساتفاده   Oاسترپتوليزين اين تست از در مقابل شرايط محيطي )اكسيژن و دما( مقاوم است ولي در  Sاسترپتوليزين با وجود اينكه سم  .4
 است. چرا؟ شود كه ناپايدار مي

 يكي از موارد مثبت كاذب اين تست را انتخاب نموده و دليل آن را توضيح دهيد. .5
 منابع:

  ،213-193، ص1381پاكزاد، پرويز؛ اصول و تفسير آزمايشهای سرولوژی باليني؛ چاپ هفتم، مؤسسه فرهنگي انتشاراتي نور دانش، تهران. 
 و ايمونوشيمي آزمايشگاهي؛انتشارات جهاد دانشگاهي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي،  پور كاردوست؛ ربابه :سرولوژی ؛ ايمونولوژی رضايي

 .91-86، ص 1369تهران؛ 
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 CRP  (C-Reactive protein)تست 

 مقدمه
CRP دانشمند دو توسط 1931 سال در بار اولين برای Tillet و Francis  باا  وماوني پن باه  مباتلا  بيماران سرم كردند مشاهده هانآ. شد توصي 
 كاه  سرم در موجود فاكتور ميداد، رخ C ساكاريدپلي به پاسخ در مربوطه واكنش اينكه به توجه با و دهدمي واكنش پنوموكوك باكتری سلولي ديواره
 مخاتص  اتنها  CRP ميازان  افازايش  كه شد مشخص ها بعد هرچند(. CRP) ناميدند C با دهنده واكنش پروتئين را دهدمي انجام را واكنشي چنين
. واقع در و شودمي ديده سرم در نيز تروما سرطان، التهاب، نظير غيرعفوني و عفوني های بيماری ساير در بلكه نيست پنوموني به مبتلا بيماران سرم

CRP است حاد فاز هایپروتئين از يكي .CRPدياده  آسيب ایهسلول فسفوليپيدی اجزای و هاميكروارگانيسم غشای فسفوكولين به اتصال تواند مي 
 ترتياب  بدين. دارد اپسونين عنوان به خواربيگانه هایسلول به اتصال و كمپلمان سيستم كردن فعال توانايي همچنين پروتئين اين. شود متصل بدن

CRP شوندمي فاگوسيتي سلول توسط هاآن هایفراورده ونابودی سلولي هایلاشه انتقال باعث رفتگر عنوان به . 
 گروهاي  غلظت التهابي، های پديده در. كنندمي عمل بدن در حاد شرايط با مقابله يعني يكسان هدف اما متفاوت هایمكانيزم با حاد فاز یهاپروتئين

 از بايش . هستند بافتي تخريب و التهابي فعاليتهای برای مناسبي معرف موارد اغلب در كه كند مي پيدا افزايش پلاسما در فازحاد گليكوپروتئينهای از
 مقابل در حاد فاز پروتئينهای همه. است التهابي های پديده موازات به آن ت ييرات كه است CRP آنها مهمترين از كه دارد وجود حاد فاز پروتئين 21

 درحاليكه  كند مي اپيد افزايش ساعت12 از كمتر در CRP آنها بين در(. جدول) دارند افزايش برابر پنج تا دو از و شوند مي ساخته سريعاً بافتي آسيب
 اسات  روز 2-4 حااد  فاز پروتئينهای اكثر عمر نيمه. يابند افزايش تا كشد مي طول روز چند( Ceruloplasmin) سرولوپلاسمين يا كمپلمان اجزای
 و دارد افزايش برابر 111 ات اينكه به توجه با و است سريعتر التهابي شرايط پايان از پس آن افت لذا باشد، مي ساعت هفت تا پنج CRP عمر نيمه ولي

 تقريبااً . است مناسب التهابي بيماريهای درمان كنترل و ها بدخيمي و التهابي بيماريهای جستجوی در و است حساستری معرف دهد مي پاسخ سريعتر
 آن عملكارد  لاذا . روماتوئياد  بيماريهاای  و بادخيم  تومورهاای  قلباي،  سكته ويروسي، باكتريايي، عفونتهای مثل شده ديده CRP افزايش بيماری 71در

 نيست.اختصاصي بيماری  تشخيص ابزار تنهائي به و نبوده اختصاصي

 
 کاربرد
های افاراد   سمي و مننژيت در نوزادان، عفونت ها كه تشخيص ميكروبي دشوار است كاربرد گسترده دارد مثل سپتي در مواردی از عفونت CRPتست 

، انتقال مقادار   Subphrenicهای زير ديافراگم  های خطرناك پس از عمل جراحي مثل آبسه ، عفونتبا عفونت ههای همرا نقص ايمني، سوختگي
و  گيری كمي به صورت مداوم و مستمر در كنترل درمان )وضعيت رد يا پذيرش پيوند عضوبه خصوص اندازه CRPاز اندازه گيری و ...  زيادی خون
 شود.( و بررسي سير بيماری استفاده ميموارد ديگر

CRP در كنارCPK-MB هم  شود.يك شاخص مهم در تشخيص انفاركتوس قلبي محسوب ميCRP   و همESR    در تشاخيص ماوارد عفاوني و 
ارزش تشخيصي برخوردار است به طوری كه در بعضي بيماری های خوني مثل آنمي بدون وجاود التهااب ياا عفونات      CRPالتهابي كاربرد دارد اما 

ESR ند كه در اين موارد كافزايش پيدا ميCRP  افزايش مقدار  .استطبيعيCRP   در سرم نه فقط از نظر تشخيصي مهم است بلكه از نظر شادت
 كند.    كاهش پيدا مي CRPبيماری و واكنش بيمار نسبت به درمان نيز اهميت دارد، زيرا بلافاصله بعد از درمان مناسب يا برداشت تومور ميزان 

روز باه حادنرمال   7-11رساد و باه تادريج ظارف      روز به حداكثر خود ماي  2شود در شرايط عادی حدود  جراحي ديده ميكه متعاقب  CRPافزايش 
 (.1شكل ) های باليني آن ديده شود ای از عفونت باشد قبل از آنكه علائم و نشانه تواند نشانه بالابماند يا بيشترشود مي همچنان CRPرسد. اگر  مي
 

 بيوتيك شروع درمان با آنتي   
        Cholecystectomy 
      Complicated by sepsis 
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Uncomplicated chalecystectamy 
 

 
CRP مدت و هم دراز مدت بيماری است. كنترل ميزان  در آرتريت روماتوئيد هم نشانة فعاليت كوتاهCRP   در تشخيص اوليه پاسخ فرد به دارو مفيد

اساتفاده كارد تاا اثار داروی      CRPتاوان از   ست)اغلب چندماه قبل از آنكه نتايج باليني و راديولوژيك تأييد كند.( ماثلاً در آرتريات روماتوئياد ماي    ا
 شوند. ضدالتهابي )مثل آسپرين( وماهيت عول آنها مشخص شود. داروهای مشابه آسپرين در شرايط التهابي باعث كاهش پروتئنهای فاز حاد نمي

معارف خاوبي نيسات مثال لوپاوس و       CRPهای قلبي نيز كاربرد دارد. ولي در برخي بيماريهاای التهاابي مازمن،     در مورد سكته CRPگيری  اندازه
 .چنداني ندارد CRP( كه در آن SLEاريتماتومي سيستميك )

 

 ي لاتكس CRPروش کار و تفسير نتايج تست 
 .باشدمي پاسيو معكوس آگلوتيناسيون ،مي وجود دارد. اساس روش كيفيهم روش كيفي و هم روش ك CRPگيری برای اندازه

بادی به صورت رسوبگذاری اسات ولاي بخاواهيم نتيجاه      ژن ما پروتئين باشد كه بطور معمول واكنش آن با آنتي اگر آنتيآگلوتيناسيون پاسيو: 
 پروتئين مورد نظر بر سطح گلبولهای قرماز ياا ذرات لاتكاس اسات     تر است يك راه آن قراردادن آزمايش را بصورت آگلوتيناسيون ببنيم كه حساس

تاوپ ماورد   ورد كه از لاتكس استفاده شود و اپياصطلاح پاسيو زماني به كار مي
ژن نباشد و اصطلاح معكاوس زمااني اساتفاده    نظر به طور طبيعي بخشي از آنتي

 كرده باشيم. بادی را به ذرات لاتكس كونژوگهژن آنتيشود كه به جای آنتيمي
 

اسات   CRPبادی علياه   ( و آنتيCRPحاوی) اساس تست واكنش بين سرم بيمار
 CRPبادی در حضاور   . ذرات پوشيده از آنتيوجود داردسطح ذرات لاتكس كه در 

 غير مسلح قابل تشخيص است.  شوند كه با چشم آگلوتينه مي
 گرديده باشد. نمونه: سرم بيمار كه ترجيحاً تازه تهيه

 
 :کيفيروش 

 رقيق كنيد. 21/1سرم بيمار را با تامپون به نسبت  .1
 اسلايد را با پنبه الكل تميز نمائيد. .2
، ياك قطاره از   2شده برروی دايره شماره  يك قطره از سرم بيمار رقيق .3

و يك قطاره از كنتارل مثبات بار روی      1كنترل منفي بر روی دايره شماره 
 بريزيد. 3دايره شماره 

با دست  ويا ورتكس طاوری تكاان دهياد تاا     سوسپانسيون لاتكس را  .4
 كاملاً يكنواخت شود.

 ها)هرسه دايره( يك قطره از سوسپانسيون لاتكس بريزيد. بر روی هر قطره روی دايره .5
 با همزن پلاستيكي قطرات هر دايره را مخلوط و در سطح دايره پخش كنيد. .6
 دقيقه حركت دوراني دهيد.2بلافاصله اسلايد را با دست به مدت  .7
 نتيجه آگلوتيناسيون را بررسي نمائيد. .8
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 در پايان اسلايد را زير شدت شير آب بگيرد تا آلودگي روی آن بر اثر شدت آب برود.  .9

 
باه بروشاور آن    –)بسته باه حساسايت كيات    است گرم در ليتر  ميلي 10±2حداقل بميزان  CRPدهندة وجود  ا لاتكس نشانCRPآگلوتيناسيون 
 شود: شود، اما قدرت واكنش مثبت در روش كيفي متفاوت و بصورت زير گزارش مي تلقي ميو تست مثبت مراجعه شود( 

 مثبت CRPآگلوتيناسيون واضح با ذرات درشت: تست 
 مثبت ضعي  CRPآگلوتيناسيون با ذرات ريز: تست 
 و در صورت عدم آگلوتيناسيون:
 منفي CRPكاملاً شيری يكنواخت: تست 

گارم در   ميلي 3تا  1.8بسيار كم است )بطور معمول بين  شود يا غلظت آن در سرم ديده نمي CRPنكروز بافتي نباشند  در افرادی كه دچار التهاب يا
 . ليتر(

 :کمي روش نيمه
 يق كنيد:در صورت مثبت بودن پاسخ ، سرم بيمار را  به صورت متوالي رق

 21/1  ،41/1  ،81/1  ،161/1  ،321/1  
شده را طبق روش كيفي آزمايش نمائيد و نتايج مثبت را مشاخص نمائياد. باا     هر يك از سرمهای رقيق

 را تعيين كنيد: CRPدهد و مطابق جدول زير غلظت تقريبي  استفاده از آخرين رقتي كه جواب مثبت مي
منفاي شاد،    321/1،  161/1مثبت و رقتهای  81/1و  41/1،  21/1ای رقتهای  بطور مثال اگر در نمونه
)در  باشد مي mg/l41در جدول برای اين رقت  CRPشود كه غلظت  مي 81/1آخرين رقت جواب داده 
 گرم در ليتر است( ميلي 1.5اين مورد حساسيت كيت 

 تفسير نتايج:
 

 خطا )جوابهاي کاذب(:
شاود. اگار    است مثبت كااذب دياده   دارای فاكتور روماتوئيدی بالا يا دارای آلودگي شديد با باكتری باشد ممكن دار، هموليزشده، اگر نمونه بيمار چربي
گر در سرم  شدن ممكن است مثبت كاذب ديده شود. همچنين وجود ساير پروتئينهای مداخله دقيقه طول بكشد در اثر خشك 2زمان واكنش بيش از 

 ها است. بت كاذب باشد و يكي ازدلايل رقيق كردن سرم جلوگيری از مداخله همين پروتئينتواند مهمترين عامل تشكيل مث كه مي
شاهد اگلوتيناسيون بوديم بايد نسبت به درستي آزمايش مشكوك شويم زيرا ممكن است مرباوط باه    CRPاگر بلافاصله بعد از اضافه كردن لاتكس

 يك واكنش غير اختصاصي يا اتواگلوتيناسيون باشد.
را منفاي گازارش كنايم    شود كه قبل از اينكه آن گردد ايجاد مي ( ميProzoneبسيار بالا كه موجب پديدةپروزون ) CRPاذب در اثر مقدار منفي ك

 برای رفع آن بايد سرم رقيق كنيم و آزمايش را تكرار كنيم.
 های تست: محدوديت
در  CRPاز روشهای ديگری بايد اساتفاده كارد. ايان تسات      CRPدقيق  گيری شود و برای اندازه كمي انجام مي ا لاتكس كيفي يا نيمهCRPتست 
 CRPگيری كمي اندازه است. mg/l5/1تواند مشخص كند و مقادير كمتر از آن قابل تشخيص نيست. حساسيت تست برابر  را مي mg/l11حدود 
 و نفلومتری و ايمونوتوربيدومتری قابل انجام است. SRIDهای مختلفي نظير به روش

 
 ه سوالات زير در گزارش كار خود پاسخ دهيد:ب
 شود؟ چه بيمارئي در فرد مورد بررسي گزارش مي CRPدر صورت مثبت بودن تست  .1

 اند؟ ذرات لاتكس در اين تست با چه پوشيده شده .2

 در سرم پاسخ تست مثبت خواهد شد؟ CRPدر صورتيكه سرم را رقيق نكنيم با چه مقدار  .3

 ست؟چي CRPدليل نامگذاری ملكول  .4
 

 منابع: 
 .153-141، ص 1381پاكزاد، پرويز؛ اصول و تفسير آزمايشهای سرولوژی باليني؛ چاپ هفتم، مؤسسه فرهنگي انتشاراتي نور دانش، تهران، .1

 1396؛ انتشارات نوردانش؛ 1جلد  ها؛ شيآزما ريهمراه با اصول و تفس یكاربرد یمونولوژيو ا یبهنام و همكاران؛ سرولوژ ،ييقلعه نو .2

 CRP (mg/l)غلظت  رقت سرم

21/1 11 
41/1 21 
81/1 41 
161/1 81 
321/1 161 
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  (NBT) تترازوليومنيتروبلوت تس

 مقدمه
 فرم دو به كه است ايمني نقص های بيماری يكي( CGD; Chronic granulomatous disease) مزمن گرانولوماتوز بيماری

 های ژن از يكي در جهش بيماری اين علت. رسد مي ارث به( موارد سوم يك در) م لوب اتوزومال يا( موارد  دوسوم در) م لوب X كروموزوم به وابسته
 اكسيداز NADPH آنزيم يا( Phox) فاگوسيتي اكسيداز كمپلكس نام با( -O) سوپراكسيد اكسيژن توليد مسئول پروتئيني های كمپلكس كدكننده
 .باشد مي

 يك دارای ساختاری نظر از. دارد وجود ها نوتروفيل و ای هسته تك های فاگوسيت در غشايي داخل بصورت اكسيداز NADPH آنزمي كمپلكس
 باشد مي( شود مي كد X كروموزوم كوتاه بازوی در كه آلفا زيرواحد يا) gp91phox نام با( Heme) همِ حلقه دارای كاتاليتيك غشايي داخل زيرواحد
 زيرواحدهای از دیتعدا همچنين. گردد مي متصل( شود مي كد 16 كروموزوم در كه بتا زيرواحد يا) p22phox نام با ديگری تراغشايي زيرواحد به كه

 اجزا  ساير در جهش و بيماری X كروموزوم به وابسته فرم ايجاد باعث آلفا زيرواحد جهش. است نياز مورد آنزيم شدن فعال برای تنظيمي سيتوزولي
 .گردد مي بيماری م لوب اتوزومال فرم به منجر آنزيم
 راديكال مثل ROS تركيبات توليد مولكولي اكسيژن احيا  با فوق آنزيمي كسكمپل سازی فعال ها، ميكروب برابر در بدن دفاعي های پاسخ طي در

O2) سوپراكسيد يا هايپراكسيد
 باكتری برای كه شود مي تبديل هيپوهالوس اسيدهای به نهايت در مسيری در اكسيژن آزاد های راديكال. كند مي( -

 .گويند مي( Respiratory burst) تنفسي انفجار را فرآيند اين. است سمي
 را هيدروژن پراكسيد كه) مثبت كاتالاز سلولي داخل های باكتری و قارچي راجعه های عفونت با و شده ايجاد كودكي دوران در اغلب CGD بيماری
 و شده ها ماكروفاژ مزمن و مداوم كردن فعال باعث T های لنفوسيت شده، فاگوسيت های ميكروب كشتن در نقص بعلت. است همراه( كنند مي تخريب
 .شود مي گرانولوما ايجاد سبب

 (: NBT) بلوتترازوليوم نيترو تست
 كه باشد مي( NBT; Nitroblue Tetrazolium Test) تترازوليوم نيتروبلو تست ،CGD برای تشخيصي های تست از يكي
( CGD) مزمن گرانولوماتوز ریبيما برای اصلي تشخيصي تست عنوان به همكارانش و Park توسط 1968 سال در و است كمي نيمه تكنيكي
 نيز ديگری موارد تشخيص جهت NBT تست اين، بر علاوه. يافت گسترش و تائيد همكارانش و Feigin توسط 1971 سال در و شد معرفي
 :جمله از دارد كاربرد
 .باكتريايي غير منشا با های عفونت از باكتريايي لكوسيتوزيس تشخيص .1
 .وتيكيبي آنتي های درمان به پاسخ تشخيص .2
 .باكتريايي های عفونت ابتلای به مستعد افراد مانيتور .3
 .است شده پيشنهاد روستايي ليشمانيوزيس بيماری پيگيری برای NBT تست اخيراً .4
 سيدازاك آنزيم توسط ماده اين. شود مي بلعيده آنها توسط و گيرد مي قرار ها فاگوسيت معرض در شفاف و رنگ زردكم ای ماده  بلوتترازوليوم نيترو

 ارغواني رسوب و( منفي تست) نگرفته صورت NBT احيا  ،CGD به مبتلا افراد در. شود مي ها فاگوسيت در ارغواني رسوب ايجاد و احيا  فاگوسيتي
 .شود نمي ايجاد
 به شود، مي احيا  شده فعال های نوتروفيل در موجود اكسيداز NADPH ی وسيله به كه زماني زردرنگ، تترازوليوم نيتروبلو محلول تست، اين در

 فورمازان رسوب سيتوپلاسمشان در كه هايي نوتروفيل درصد ی محاسبه با NBT احيای ميزان. شود مي تبديل فورمازان رنگ خاكستری -آبي رسوب
 ی وسيله به توليدی اكسيژن های راديكال ميزان با متناسب احيا شده NBT ميزان. آيد مي دست به ميكروسكوپي بررسي طريق از ايجادشده
 .گردد نمي مشاهده فوق رسوب باشند، نداشته را سوپرتكسيد توليد توانايي بيمار های نوتروفيل كه صورتي در. دارد تنفسي انفجار در ها فاگوسيت

 ميكروسكوپي بررسي تحت آميزی رنگ از پس و شود مي تهيه اسمير آن از شده، انكوبه NBT محلول با هپارينه خون ی نمونه تست، انجام برای
 پيدا افزايش باكتريال های عفونت در معمولاً درصد اين. شود مشخص شده تشكيل آنها در فورمازان رسوب كه هايي نوتروفيل درصد تا گيرد مي قرار
 .است پايدار سانتيگراد درجه 25 در ساعت يك حدود تا NBT تست جهت EDTA يا هپارين حاوی خون كه است توجه قابل. كند مي

 يا كم NBT تست باشد، داشته وجود فعال باكتريايي عفونت كه زماني حتي اند، همراه ها نوتروفيل عملكرد متابوليك نقص با كه ها بيماری عضيب در
 است ممكن فاگوسيت، سيستم in vitro تحريكات  دادن نشان جهت در NBT تست دادن ت يير با شرايط اين. شود مي داده نشان نرمال
 NBT-خون تركيب در هپارين بالای غلظت يا باكتری اندوتوكسين زايموزان، لاتكس، ذرات ی وسيله به تواند مي تحريك اين. شدبا تشخيص قابل
 .گردد ايجاد انكوبه
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 درصد افزايش شده، گرفته -ها گرانولوسيت متابوليسم نقص بدون و سلولار يا هومورال نقص بدون– نرمال فرد از كه خوني In vitro تحريك
 نشان مثبت پاسخ بگيرد، صورت تحريك اگر حتي ،(CGD مانند) نقص دارای بيماران های سلول. داد خواهد نشان را ها نوتروفيل درون رمازانفو
 .دهند نمي

 كار روش

 .شود مي درست سترهگ يك اپليكاتور از استفاده با سپس و ريخته اسيدواش لام بر را باشد تازه و انعقاد بدون كه خوني قطره 3 تا 2 ميزان به .1

 .شد خواهد انكوبه گراد سانتي درجه 37 دمای در دقيقه 11 ی اندازه به مرتبط تانك در لام .2

 .شوند خار  لام روی های لخته تا شود مي داده شسته PBS بافر با لام دقيقه 11 گذشت از بعد .3

 .شود مي ريخته NBT-PMA محلول آن روی بر شد خشك لام اينكه از بعد .4

 شسته PBS بافر توسط را ها لام مجددا دقيقه 21 از پس شد، خواهد انكوبه گراد سانتي درجه 37 دمای در دقيقه 21 مدت به مرحله اين از بعد .5
 .شود مي داده

 بر ها، لام شدن خشك از بعد. شوند مي شسته ها لام دقيقه 1 از پس و شد خواهد ريخته مانول ها آن روی بر شدن خشك ها لام اينكه از بعد .6
 .شوند مي شسته ها لام دقيقه 5 از بعد و شد خواهد ريخته سافرانين ها آن روی

 .شد خواهد بررسي تيره آبي های گرانول با ها نوتروفيل ديدن جهت و داده قرار ميكروسكوپ زير را لام آن از پس .7

 منابع: 
 1387و ... ، ترجمان خرد ، مشهد ، یدكتر محمود محمود یكار، دكتر عبدالرضا وارسته با هم یمونولوژيدر ا يعمل یروش ها .1
 1396،  یدري، نشر ح يطهماسب ديهوشور سع هيمرض  یزيدكتر غلامرضا عز يي، دكتر بهنام قلعه نو یكاربرد یمنولوژيو ا یسرولوژ .2
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 (CH50 تست) هموليتيک و تيتراسيون بروش کمپلمان سيستم بررسي

 مقدمه
 فعال غير بصورت خون در معمولا و متفاوتند يكديگر با شيميايي ساختمان نظر از كه شده تشكيل پروتئيني جزایا از كمپلمان سيستم

 اصطلاحا) شده فعال پي در پي بصورت كه بطوری  باشد مي وابسته هم به آنها فعاليت اما است اختصاصي پروتئين هر ايمونولوژيكي كار. باشند مي
 .باشند مي معروف زايموژن بنام شده فعال مولكولهای اين و شوند مي مجموعه اجزای ساير شدن فعال موجب و( دشو مي گفته آبشاری شدن فعال
 و التهابي دفاعي واكنشهای در كند مي كمك ها بادی آنتي تخريبي فعاليت به باشد،مي هاعفونت عليه بر دفاعي مهم مكانيسم كمپلمان سيستم
 .باشد مي هومورال و ذاتي ايمني با ارتباط دارای كلي بطور و دارد نقش بدن ايمني
 .شود فعال آلترناتيو  ويا مسيركلاسيك طيق از است ممكن كمپلمان سيستم
 كلاسيك مسير مخصوصC4 و C1 ، C2 فاكتورهای. كند مي عمل ژن آنتي و بادی آنتي مجموعه همراهي با و بوده اصلي روش كلاسيك مسير
 .دارند وجود مسير دو هر در C5,6,7,8,9 نيز و C3 قبيل از فاكتورها ساير هستند آلترناتيو مسير خاص نپروپردي و B ، D فاكتورهای و

 صورت درستي به كمپلمان سيستم فعاليت آنها فقدان صورت در كه دارند وجود كمپلمان ايمني سيستم خاص تنظيمي پروتئينهای ، اينها بر علاوه
 .گيرد نمي

 اسيستم کمپلمان در بيماريه
 :دارد نقش بيماريها در جهت دو از كمپلمان سيستم

 از بيش شدن فعال طرفي از. گردد مي كمپلمان سيستم فعاليت عدم به منجر كمپلمان اجزا از هريك كمبود:  فعاليت افزايش يا كمبود .1
 كمپلمان های پروتئين تخليه و وليسل ليز ، شديد التهاب به منجر نامناسب مكان يا و زمان در تنظيمي اجزای كمبود بدليل كمپلمان حد
 مي همراه شديد زای چرك های عفونت با C3 كمبود و آنها شايعترين بعنوان C2 كمبود مثال بطور. شود مي آنها مصرف دليل به
 .گردد مي شبانه ای حمله هموگلوبينوری يا PNH بيماری سبب DAF و CD59 تنظيمي پروتئين دو كمبود.باشد

 مي تشكيل ايمني كمپلكسهای ايمن خود يا و التهابي بيماريهای برخي مقاوم، ميكروارگانيسمهای به پاسخ در: ايمني كمپلكس تشكيل .2
 بيماران جمله از. دارند نقش بيماری پاتوژنز در كمپلمان سيستم كردن فعال با ژن آنتي و بادی آنتي كمپلكسهای اين كه شوند

 .گلومرولونفريت و(SLE) سيستميك اريتروماتوز لوپوس روماتيسمي،

 

 کمپلمان سيستم اجزا گيري اندازه روشهاي
 :شامل آزمايشگاه در كمپلمان پروتئينهای سنجش و گيری اندازه روشهای 
 .گردد مي گيری اندازه نفلومتری يا و الايزا ، sRID نظير روتين های روش به كمپلمان اجزای مقدار كه كمي سنجش .1

 مقادير سنجش عليرغم و كمي گيری اندازه با گاهي كمپلمان اجزا آبشاری شدن فعال به هتوج با(: Functional) عملكردی سنجش .2
 تحت هايي تست سبب همين به بود نخواهد كننده كمك چندان كمي های سنجش و باشد مي آن با م اير سيستم فعاليت ، پايين يا بالا

 مسير عملكرد ارزيابي جهت CH50 كمپلمان سيستم شسنج عملكردی تستهای مهمترين از. شدند ابداع هموليتيك سنجش عنوان
 .باشد مي آلترناتيو مسير عملكرد ارزيابي جهت AH50 و كلاسيك

 

 CH50 تست
. گيرناد  ماي  قرار كمپلمان توسط هموليز معرض در هستند خود اختصاصي بادی آنتي به متصل كه گوسفند قرمز گلبولهای تست اين در

 .است لازم گوسفند شده حساس های گلبول% 51 هموليز برای كه سرم از تيتری حداقل از است عبارت CH50 واحد يك تعري ، طبق
 دما و استفاده مورد بافر شرايط ، قرمز گلبولهای غلظت:  از عبارتند CH50 بر موثر پارامترهای

 :لازم مواد*
 گيرد، نمي انجام آن در انعقاد  فيبرين حذف دليل به كه گوسفند نهدفيبري ازخون گوسفند قرمز گلبولهای از استفاده برای:  گوسفند قرمز گلبولهای. 1

 .شود مي استفاده
 .باشد مي گوسفندی قرمز گلبول بادی آنتي حاوی خرگوش سرم: هموليزين. 2
 باشند، سرد باسد رفته ربكا تجهيزات و سرنگها. پذيرد صورت بايد نمونه تهيه برای ملاحظاتي ها كمپلمان حساسيت به توجه با:  بيمار سرم نمونه. 3

 دمای در آزمايش زمان تا را آن و داده انتقال تميز های لوله داخل را سرم جداسازی از پس شود، جدا  (4oC) يخچالدار سانتريفيوزژ توسط بايد سرم
 انجام از قبل .داريد نگاه  -71oC فريزرهای در را سرم آينده، روز چند طي تست نشدن انجام صورت در داريد، نگاه ( سانتيگراد درجه 2-8) يخچال
 قباول  ماورد  نمونه مكرر فريز و ذوب نماييد، مخلوط خوبي به را آن نمونه شدن ذوب از پس و دهيد قرار اتاق دمای در را شده فريز نمونه آزمايش،
 .باشد نمي قبول مورد نيز آزمايش انجام از قبل ديده حرارت نمونه .باشد نمي
 :کار روش*
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(  خرگاوش  سارم  آنتاي ) باادی  آنتاي  باا  شاده  پوشيده گوسفند گلبولهای واقع، در شده حساس قرمز گلبولهای: شده حساس قرمز ولهایگلب تهيه. 1

 و باافر  ساي  سي 15 با را سوسپانسيون از سي سي 15 ، آن از% 5 سوسپانسيون تهيه و شستشو از پس قرمز گلبولهای نمودن حساس برای. هستند
 24 مدت به شده حساس قرمز گلبولهای اين. دهيد قرار گراد سانتي درجه 37 حرارت در دقيقه 15 مدت به و كرده مخلوط هموليزين ميكروليتر 111
 .باشد مي استفاده قابل ساعت
 . كنيد اضافه شده حساس قرمز گلبولهای از سي سي 5/1 اندازه به ها لوله كليه به و داده قرار رك در را آزمايش لوله 11. 2
 رقتاي  ساريال  ايجااد  برای و شود اضافه ها لوله به سرم رقت اين از زياد به كم مقادير از بترتيب و نموده تهيه رقت 41/1 نسبت به بيمار سرم از. 3

 (ذيل جدول طبق بافر و سرم مقادير) نماييد اضافه بافر سي سي 5/1 حجم تا ها لوله از يك هر به سرم
  

 لوله شماره 1 2 3 4 1 6 7 9 8 11 11
1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 sRBC شده حساس 

 41/1 سرم 1 1/1 2/1 3/1 4/1 1/1 6/1 7/1 9/1 8/1 1

 بافر 1 8/1 9/1 7/1 6/1 1/1 4/1 3/1 2/1 1/1 1

 
 .نمائيد اضافه افرب سي سي 5/3 ها لوله تمامي به بعد و داده قرار گراد سانتي درجه 37 حرارت در را ها لوله ساعت يك مدت به. 5
 آنهاا  جذب و منتقل جديد های لوله به را لوله هر رويي مايع كنيد سانتريفوژ دقيقه 5 بمدت rpm1111 دور با و دهيد تكان آرام خيلي را ها لوله. 6
 .(باشد مي خون قرمز گلبولهای ليز از حاصل هموگلوبين از ناشي شده، ايجاد OD) بخوانيد نانومتر 541 مو  طول در را
 :محاسبه*
 ها، لوله ساير ليز درصد ميزان محاسبه و ليز% 111 بعنوان 11 شماره لوله و( ليز درصد صفر) بلانك بعنوان و ليز عدم بعنوان 1 لوله گرفتن نظر در با
 . كنيد مشخص را شده قرمز گلبولهای ليز سبب% 51 كه ای لوله
% 51 بتواند آن سي سي يك تا شود رقيق بايد سرم چقدر كه شود محاسبه بايد سرم رقت نسبت و لوله اين در شده استفاده سرم ميزان از استفاده با

 .شود مي ناميده CH50unit و است واحد بدون عدد اين. كند ليز را شده حساس قرمز گلبولهای
 .باشد مي 71-81 معمولا آن نرمال ميزان

 

 منابع: 
 1387و ... ، ترجمان خرد ، مشهد ، یدكتر محمود محمود یسته با همكار، دكتر عبدالرضا وار یمونولوژيدر ا يعمل یروش ها .1
 1396،  یدري، نشر ح يطهماسب ديهوشور سع هيمرض  یزيدكتر غلامرضا عز يي، دكتر بهنام قلعه نو یكاربرد یمنولوژيو ا یسرولوژ .2
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 RID تست( ايمونوديفوزيون) ژل در رسوبگذاري

  مقدمه
 پرسيپيتاسايون ) رسوبگذاری نام به مشاهده قابل ای پديده شوند مي مجاور خود مناسب بادی آنتي با آزمايشگاهي ايطشر در محلول های ژن آنتي وقتي

Percipitation )باشاد  مشااهده  قابل رسوب شكل به كه دهند تشكيل ای شبكه ها بادی آنتي و ها ژن آنتي اينكه برای است بديهي. دهد مي روی 
 دماا، ) شاود  توجاه  باياد  متعددی عوامل به مناسب شرايط كردن فراهم برای. باشند داشته قرار مطلوب شرايط در ثانيا و باشند ظرفيتي چند اولا بايد
 از يكي كه شرايطي در شود مي محسوب عامل ترين اصلي و است ضروری بسيار( بادی آنتي و ژن آنتي) دو هر از مناسب غلظت وجود اما...  (  و زمان
 .است كم آن مقدار يا شود نمي ايجاد رسوب باشد اشتهد بيشتری غلظت دو اين
 ايمونوديفوزيون) است ژل در رسوبگذاری آنها رايجترين از يكي كه دارد وجود رسوب اين كمّي گيری اندازه و كيفي بررسي برای مختلفي های روش

Immunodiffusion .)باه  كاه  جاايي  تاا  است( آگارز ژل معمولا) جامد يمهن محيط در بادی آنتي و ژن آنتي انتشار اساس بر ژل در رسوبگذاری 
 .  شود مي تشكيل رسوبي خط يك شرايط اين در. برسند رسوب ايجاد برای( اپتيمم) بهينه غلظت
 Ouchterlony = Double) جانباه  دو انتشاار  ياا  اشاترلوني  روش آنهاا  از يكاي  كه دارد وجود ژل در انتشار های تست برای مشهور روش دو

Diffusion   )است مناسب مختل  ژنهای  آنتي بين شباهتهای و تفاوتها به بردن پي و بادی آنتي و ژن آنتي كيفي بررسي برای و است  . 
 

 از كادام  هار  نفاوذ  سرعت. شوند مي ريخته مجزا حفرات در بادی آنتي و ژن آنتي و شود مي ايجاد ژل در حفراتي ؛ جانبه دو انتشار روش در 
 رساوبي  خطوط ضخامت و شكل و محل بنابراين. دارد آنها ملكولي وزن با معكوس نسبت و غلظت با مستقيم نسبت ژل در ملكولها اين

 .كرد بررسي را بادی آنتي و ژن آنتي چندين همزمان توان مي و است متفاوت مختل  شرايط در شده تشكيل
 
 .  هدوجانب ايمونوديفيوژن درروش شده تشكيل خطوط از ای نمونه 1 شكل      

 
 
 
 
 

 گيری اندازه برای مناسبي روش دقت و حساسيت نظر از و بوده كمّي روشي كه است(Radial immunodiffusion) شعاعي انتشار ديگر روش
 .ژنهاست آنتي از بسياری مقدار

 فقاط  و تاسا  شاده  پخاش  ژل در يكنواخات  بصاورت  و اسات  ثابات ( باادی  آنتي معمولا) دو اين از يكي غلظت شعاعي انتشار روش در 
 داشاته  وجاود  مناساب  غلظتهاای  كه محلي در ژل؛ در ژن آنتي انتشار با همزمان. شوند مي ريخته ژل در شده ايجاد حفرات در ها ژن آنتي
 .باشد مي ژن آنتي غلظت با متناسب رسوب اين قطر. است مشاهده قابل ای هاله صورت به كه شود مي تشكيل رسوب باشد
 باااليني نولااوژیايم آزمايشااگاه در روش اياان
 اجزا  غلظت گيری اندازه برای و دارد رايجي كاربرد
   … و ايمنوگلوبولين و كمپلمان مثل سرم
 .رود مي كار به

 
 
 روش در شاده  ايجااد  های هاله از ای نمونه  2 شكل     
 .منحني ترسيم نحوه و شعاعي انتشار
 

 اسااتفاده پليتهاايي  از آزماايش  انجااام جهات : كاار  روش
 سارم  بار  عالاوه  بنابراين دارند حفره چندين كه شود مي
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 . شود مي استفاده سرم؛ اجزا  مشخص غلظتهای با هستند سرمهايي كه( استاندارد) كاليبراتور چند از بيمار
 :باشد مي شرح بدين تست انجام مراحل  
 X و C باا   بترتياب  بريزياد  آن در را مجهول و كنترل سرم خواهيد مي كه را هايي  حفره و كنيد گذاری شماره را حفره چند كاليبراتورها تعداد به .1

 .كنيد مشخص
 شده تعيين پيش از چاهك داخل را( μl2 ؛IgA برای و μl 5 كدام هر IgG و IgM برای) نمونه هر از نياز مورد حجم بدقت و سمپلر بكمك .2

 .بريزيد
 تخلياه  به شروع آرامي به و داده قرار چاهك ته در را نمونه ویحا سمپلر نوك نمونه؛ گذاشتن برای: سمپلر بكمك چاهك در نمونه ريختن روش ●

 توجاه  و اناد  شاده  ايجااد  نظر مورد حجم پذيرش برای چاهكها زيرا نمائيد خار  چاهك از را سمپلر نوك چاهك؛ كردن پر با همزمان و كنيد سمپلر
 .ددار بهمراه را دقيقتری نتيجه چاهك از سرريزنكردن و نمونه گذاشتن در بيشتر،
 سارريز  مانند نمايد خار  دايره حالت از را واكنش رسوبي حركت كه حوادثي يا و سرم حجم ريختن زياد و كم از اعم نادرست شكل به نمونه ريختن
 .شود مي نادرست نتيجة دريافت سبب ژل كردن زخمي نيز و ژل روی شدن لبريز و چاهك از نمونه شدن

 ژل درون باه  سارمها  تاا  دهيد قرار حركت بدون را آن دقيقه ده حدود و راگذاشته پليت سرپوش وطهمرب چاهكهای در ها نمونه گذاشتن از پس .3
 .نمايند نفوذ

 قارار  ايمونوگلوباولين  هار  بارای  شاده  تعياين  مدت به آزمايشگاه دمای در صاف سطحي روی در وارونه را پليت ژل؛ در ها نمونه جذب از پس .4
 (IgA=24h; IgG=48h; IgM=72h.)دهيد

. كنياد  گياری  انادازه  RID مخصاوص  كاش  خط بكمك جداگانه را بيماران نمونه و كنترل كاليبراتورها؛ از يك هر به مربوط دايره رسوب قطر  .5
 .گيرد مي انجام دقيقتری شكل به پهلو از نور تابش و سياه زمينه پس مقابل در ها دايره رسوبي واكنش گيری اندازه و مشاهده

 قطار  گياری  اندازه مثلث ديگری و لبه در ميليمتری كش خط يكي دارد؛ گيری اندازه محور دو كش خط اين: RID مخصوص كش خط با كار روش ●
 كوتااه  خطاوط  باشاد؛  ماي  مياناه  بشاكل  وسط در ، افق با موازی خط يك و كج خط دو شامل مثلث اين.باشد مي وسط درmm11 تا رسوبي دايره

 نشاان  را( d2) رساوبي  داياره  قطر مجذور آن بالای ارقام و رسوبي دايره قطر مثلث پايين ارقام اند كرده مدر  را كج خط دو معيني فاصله با عمودی
 دو باا  داياره  خاارجي  محيط تا كنيد جابجا آنقدر و داده قرار مثلث راس در كش خط پشت را پليت رسوبي؛ های دايره قطر گيری اندازه برای. دهند مي
 داياره  قطار   گاذرد  مي چاهك وسط از كه عمودی خط پايين رقم حالت اين در.بگذرد چاهك وسط از درست ميانه وخط شود مماس كاملا كج خط

 (شوند مي ايجاد چاهك در ها نمونه ريختن زمان در دقت عدم اثر بر كه) شكل بيضي های هاله گيری اندازه  برای.باشد مي رسوبي
 .گيرد مي قرار نظر مد باشد مي وكوچك بزرگ قطر ميانگين كه را قطری
 . شود مي استفاده كش خط مدر  و لبه از باشد mm11 از بيش شده ايجاد دايره صورتيكه در
 .آوريد بدست را مجهول سرم غلظت و رسم كاليبراتورها آمدة بدست مقادير كمك با را استاندارد منحني .6
 پيادا  1 جادول  از را مقاادير ) اساتفاده  مورد كاليبراتورهای در ايمونوگلوبولين غلظت افقي؛ محور روی بر: غلظت گيری اندازه و منحني رسم روش ●

 هار  رساوبي  هاای  دايره قطر مجذور عمودی؛ محور روی بر و( نشود استفاده ديگری ايمونوگلوبولين به مربوط غلظت اعداد اشتباهاٌ شود دقت كنيدو
 .نمائيد رسم را آمده بدست نقاط خطي منحني سپس و كنيد گذاری علامت جداگانه را( d2) كاليبراتور

  
 استفاده مورد كيت كاليبراتورهای در ايمونوگلوبولينها غلظت مقادير: 1 شماره جدول

 
 
 سارم  رسوبي دايرة قطر مجذور به مربوط نقطه از منحني، رسم از پس
 غلظت. دهيد ادامه افقي محور روی وتا كنيد رسم عمودی خطي آنجا از سپس كند راقطع منحني تا كرده رسم افقي محور موازی خطي ؛(C) كنترل
 باوده  درسات  منحناي  رسام  و هاا  دايره گيری اندازه كه دهد مي نشان صورت اين در كه باشد 2 جدول در موجود مقادير محدوده در بايد آمده بدست
 .است
 
 

 کنترل سرم در ايمونوگلوبولينها غلظت مقادير: 2 شماره جدول

 
 .آوريد بدست را غلظت و( آن رسوبي دايره قطر مجذور از استفاده با) كنيد عمل كنترل نمونة مانند مجهول؛ نمونة غلظت آوردن بدست برای

 را رساوبي  های دايره قطر به غلظت نمودار توانيم مي قطر؛ مجذور از استفاده بجای باشيم داشته اختيار در لگاريتمي نيمه كاغذ صورتيكه در :1نكته 
 .بود خواهد دقيقتر جواب و آيد مي بدست تری خطي منحني كه نموده رسم كاغذ اين روی

 غلظات  محاسبه زمان در و كرد تكرار را آزمايش نمونه؛ كردن رقيق با بايد باشد كاليبراتور دامنه از خار  بيمار هنمون  رسوبي دايره قطر اگر :2نكته
 .گرفت نظر در را سرم رقت ضريب

 : شود ذكر كار گزارش در حتما بايد كه مواردی ●

 1 شماره كاليبراتور پروتئين
mg/dl 

 2 شماره كاليبراتور
mg/dl 

 3 شماره كاليبراتور
mg/dl 

IgA 161 311 541 

IgG 911 1511 2151 
IgM 65 151 241 

Unit IgA IgG IgM 

mg/dl 251-115 1231-651 145-51 
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 آنها ومجذور رسوبي های دايره تمام قطر .1
 استاندارد منحني .2
 2 جدول مقادير با آن مقايسه و لكنتر جهت آمده بدست غلظت  .3
 مجهول نمونه غلظت .4
 
 :دهيد پاسخ خود كار گزارش در زير سوال دو به 

 اتفااقي  چه( باشد داشته ژني آنتي شاخص يك فقط) باشد ظرفيتي تك هاپتن صورت به رسوبگذاری تستهای در استفاده مورد ژن آنتي اگر 
 افتاد؟ خواهد

 نيدك تفسير را 1 شكل در موجود تصاوير. 
 منابع:
-257، ص1381پاكزاد، پرويز؛ اصول و تفسير آزمايشهای سرولوژی باليني؛ چاپ هفتم، مؤسسه فرهنگي انتشااراتي ناور داناش، تهاران،     .1

291. 

پور كاردوست؛ ربابه :سرولوژی ؛ ايمونولوژی و ايمونوشيمي آزمايشگاهي؛انتشارات جهاد دانشگاهي دانشگاه علاوم پزشاكي شاهيد     رضايي .2
 .128-121، ص 1369تهران؛ بهشتي، 

3. Turgeon ML, Immunology & serology in laboratory medicine. Mosby Publication, 1996, 
ch.8. 
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 (Coomb's Test)تست کومس 

 مقدمه
های قرمز  است كه به سطح گلبولهايي  بادی باشد كه هدف از انجام آن پي بردن به وجود آنتي مي هماگلوتيناسيون غيرمستقيماساس تست كومبس 

-شود كه برای نشان دادن آگلوتيناسايون، آنتاي  كنند. هماگلوتيناسيون غيرمستقيم به آزمايشي گفته مي شوند ولي آگلوتيناسيون ايجاد نمي متصل مي

 گلوبولين )غير مستقيم( نيز استفاده شده باشد.هيومنبادی ثانويه مثل آنتي
 (:ncomplete antibodyIبادي ناکامل ) تعريف آنتي

شاوند ولاي    هاا متصال ماي    قرماز ياا بااكتری     های شود كه به سطح گلبول هايي گفته مي بادی بادی ناكامل به آنتي های آگلوتيناسيون آنتي در تست
ايي قدرت اتصال همزماان  ه بادی شود(. چنين آنتي های حساس شده نيز گفته مي شود )در اين حالت به اين سلولها، سلول آگلوتيناسيون مشاهده نمي

تواند از  ای كه آگلوتيناسيون ديده شود را ندارند؛ موارد زير مي های مجاور و نزديك كردن آنها به هم را به اندازه های متعدد بر سطح سلول ژن به آنتي
 دلايل آن باشد:

 مثلا آنتي( توانند ناكامل باشند ولي  های دو ظرفيتي مي بادی ظرفيت آنها پائين استIgM  .)پنتامر به خوبي توانائي آگلوتيناسيون را دارد 
 ها يا تعداد كم، نحوة قارار   ژنيك سطحي هستند كه به دليل نيروی دافعه بارهای الكتريكي بين سلول های آنتي ها بر عليه شاخص بادی اين آنتي

 مورد بسيار مؤثر است(. افتد )شرايط محيطي در اين نمي ژن آگلوتيناسيون اتفاق گرفتن و پراكنده بودن آنتي
 پذيری و تحرك بازوها(.  ها اتصال ايجاد كند )انعطاف تواند بين سلول بادی طوری است كه نمي شكل مولكول آنتي 

 ظرفيتي آنتي بادی ناكامل برای قطعات تك بعضي مواقع اصطلاح آنتي ( بادیFabكه از طريق آنزيماتيك ايجاد شده ) رود.    اند نيز بكار مي 
 
چسبند، قادر به آگلوتيناسيون آنها نيستند ولاي باا اساتفاده از     ها مي های سطحي سلول ژن های ناكامل يا غيرآگلوتين كننده به آنتي بادی انيكه آنتيزم

شاود   كه موجاب ماي   شود ( بنابراين به آن آگلوتيناسيون غير مستقيم گفته مي1)شكل موجب وقوع پديدة آگلوتيناسيون شد  توان معرف كومبس مي
هاايي اسات كاه بار علياه       باادی  معارف كاومبس شاامل آنتاي    اناد شناساائي شاوند.     های قرماز چسابيده   های ناكامل كه بر سطح گلبول بادی آنتي

اناد موجاب آگلوتيناسايون     بادی كه در محل فعال شده آنتي Fcشوند و با اتصال به بخش  های سرم انساني توسط خرگوش ساخته مي ايمونوگلبولين
  تواند به تنهائي استفاده شود. است كه مي Anti Human Globulin (AHG)گلبولين  هيومن بخش اصلي معرف كومبس آنتي شوند. مي
 

 
 کومس مستقيم و غيرمستقيم:

شود. در صورتيكه هدف  های قرمز حساس شده مي شود كه سبب آگلوتينه شدن گلبول (  استفاده ميAHGهيومن گلبولين ) در تست كومس از آنتي
ها در سارم ماد    بادی های حساس شده در بدن فرد باشد از كومس مستقيم و در صورتيكه يافتن آنتي از انجام تست كومس پي بردن به وجود سلول

( و كومس غيار مساتقيم   HDNرود.. مثال مشهور و مهم از كومس مستقيم در بيماری هموليتيك نوزادان ) نظر باشد كومس غير مستقيم به كار مي
 توان نام برد. را مي -Rhمادران 

کومسمعرفکردناضافهازپسناکامليهايباديآنتتوسطونيناسيوتلآگجادیا-1شكل
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 كومس مستقيم و غير مستقيم- 5شكل

 (HDNبيماري هموليتيک نوزادان )
HDN های  بادی يا اريتروبلاستوز جنيني در اثر تخريب گلبولهای قرمز جنين توسط آنتيIgG هاای   باادی  شود. در اغلب ماوارد آنتاي   مادر ايجاد مي

IgG  باشند كه از پدر به  هايي مي ژن های جنيني حاوی آنتي قرمز جنين در طي بارداری قبلي، ايجاد شده است. سلولدر اثر مواجهه مادر با گلبولهای
افتاد. در باارداری بعادی،     هستند، اتفاق ماي  +Rhكه دارای جنين  -Rhاند. اين عارضه در زنان  نموده IgGارث رسيده و مادر را تحريك به ساختن 

خاوني شاديدی در    نمايند كه موجب كام  های قرمز جنين را تخريب مي كه قابليت عبور از جفت را دارند، گلبول IgGساز كلا D های آنتي بادی آنتي
روباين   های قرماز ناوزاد موجاب آزاد شادن بيلاي      تواند باعث آسيب قلبي و مرگ جنين در داخل رحم شود. تداوم تخريب گلبول شود و مي جنين مي

روباين غيرمساتقيم را نادارد. در نتيجاه افازايش ساطح        گلوكورونيل ترانسفراز است، توانايي كونژگه نمودن بيلاي شود. كبد جنين كه فاقد آنزيم  مي
 را نيز همراه داشته باشد. CNS)هيپربيليروبينمي( موجب زردی نوزاد شده و ممكن است آسيب  روبين خون  بيلي

های آزمايشاگاهي شاامل    است. يِافته HDNشود و شديدترين نوع  ايجاد مي D ( به دليل آنتيRhHDN)Rh بيماری هموليتيك نوزادان وابسته به 
DAT روبين خون اسات. باا در نظار گارفتن علائام بااليني و        خوني و افزايش بيلي گلوبولين مستقيم( شديداً مثبت و درجات مختل  كم )تست آنتي
 های آزمايشگاهي، ممكن است به درمان فوری نياز باشد. يافته
 

 ش کومبس مستقيم:کاربرد رو
 های هموليتيكي نوزادان مانند اريتروبلاستوز جنيني تشخيص بيماری .1
 های انتقال خون ناجور  واكنش .2
 هموليتيك اتوايميون تشخيص آنمي .3
 های قرمز در نتيجه مصرف دارو يا علل ناشناخته حساس شدن گلبول .4

 Duجهت تعيين گروه خوني  .5

 پذيرد. باديها صورت مي باديها يا آلوآنتي آنتي يله اتومطالعة گلبولهای قرمزی كه تخريب آنها بوس .6
 روش کومبس غير مستقيم:

 های قرمز جنين در مادران  بادی بر عليه گلبول وجود آنتي 

 باشد. باديها مي های هموليتك نوزادان كه مربوط به حضور آلوآنتي تشخيص و درمان بيماری 
 های انتقال خون ناجور  واكنش 
 های قرمز در سرم بيماران اتوايميون دی بر عليه گلبولبا تشخيص اتو آنتي 
 های قرمز در نتيجه مصرف دارو بادی در سرم برعليه گلبول آنتي 
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 کار و تفسير نتايج تست کومس  روش
 : Directالف: روش مستقيم 

شاود. در   اند( استفاده مي به سطح آنها چسبيده های سرم )كه گاماگلوبولين  يا ساير پروتئين های قرمز حساس شده برای شناسايي گلبولاز اين روش 
كنيم در صاورتيكه آگلوتيناسايون    اضافه مي AHGهای آزاد( سپس معرف Igهارا شستشو داده )برای جدا كردن  اين روش پس از تهيه خون؛ گلبول

 های ناكامل پوشيده شده بودند. بادی های قرمز توسط آنتي دهد كه سلول صورت بگيرد نشان مي
 :Indirectوش غير مستقيمب: ر

رود. در ايان روش ابتادا    بكار ماي های ناكامل موجود در سرم بيماران  بادی برای شناسايي آنتيای است كه  روش غير مستقيم يك واكنش دو مرحله
 AHGدهايم. در مرحلاة بعاد     كنيم. پس از انكوباسيون سلولها را شستشو مي های قرمز مجاور مي سرم مورد آزمايش را با سوسپانسيون آمادة گلبول

 باشد. بادی در سرم مي دهندة وجود آنتي شود و وقوع آگلوتيناسيون نشان اضافه مي
 

شود. )البته مراحل روش مستقيم مشابه مرحلاه   در آزمايشگاه فقط روش غير مستقيم انجام خواهد شد لذا مراحل اين روش بطور كامل شرح داده مي
 از خون بيمار انجام ميشود(:هفتم به بعد است و با استفاده 

  +Oتهية گلبولهای قرمز  .1
 قرمز سه بار با سرم فيزيولوژی  شستشوی گلبولهای .2
 درصد با سرم فيزيولوژی 5تهيه سوسپانسيون  .3
 درصد به يك لولة تميز و خشك 5اضافه نمودن يك يا دو قطره از سوسپانسيون  .4
 گلبولها و مخلوط نمودناضافه كردن يك يا دو قطره از سرم فرد مورد آزمايش به  .5
 دقيقه 31درجه به مدت  37انكوباسيون در  .6
 قرمز سه بار با سرم فيزيولوژی   شستشوی گلبولهای .7
 اضافه نمودن يك يا دو قطره آنتي هيومن به محتويات لوله .8
 دور در دقيقه 1111سانتريفوژ نمودن  .9
 بررسي وجود يا عدم وجود آگلوتيناسيون .11
 

 د:کار خود پاسخ دهي در گزارش
 شود؟  استفاده مي +Oچرا در تست كومبس غير مستقيم از گروه خون  .3

 نيز مشكل بيماری هموليتيك نوزادان را داشته باشد؟ چرا؟  -Rhاز مادر  +Rhآيا ممكن است اولين نوزاد  .4
 

 منابع:
 .1381دانش، تهران، پاكزاد، پرويز؛ اصول و تفسير آزمايشهای سرولوژی باليني؛ چاپ هفتم، مؤسسه فرهنگي انتشاراتي نور .12

 .1396قلعه نويي، بهنام؛ سرولوژی و ايمونولوژی كاربردی همراه با اصول و تفسير آزمايش ها؛ چاپ اول،  .13

 محمد وجگاني،... .14

پور كاردوست؛ ربابه :سرولوژی ؛ ايمونولوژی و ايمونوشيمي آزمايشگاهي؛انتشارات جهاد دانشگاهي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي،  رضايي .15
 .1369هران؛ ت

 .1382غفاری، سيد حميدالله؛ مطالعات موردی در ايمونولوژی باليني، ويرايش سوم، نشر طبيب، تهران، پائيز  .16
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 Enzyme – Linked Immunosobent assay (ELISA)تست الايزا 

 مقدمه
ژن دارای حساسيت و ويژگي عالي هستند و روشهای استانداردی در تحقيقات  يا كاربردهای بااليني   های ايمونولوژيك برای تعيين غلظت آنتي روش
دارد كاه مقادار آن را   بادی خالص وجاود   ژن يا آنتي های ايمونوشيميايي جديد برای تعيين مقدار، اين است كه يك آنتي باشند. اساس همه روش مي
توان با استفاده از دستگاهي كه راديو  گيری كرد. وقتي مولكول معرف با يك راديوايزوتوپ نشاندار شده باشد مي توان با يك مولكول معرف اندازه مي

ف به صورت كووالان به يك آنزيم ( نام دارد. اگر مولكول معرRIAدهد مقدار آنرا معلوم كرد.اين سنجش راديو ايمونواسي ) اكتيويته را تشخيص مي
توان با اسپكترومتر، ميزان تبديل سوبسترا بدون رنگ به محصولي رنگي توسط آنزيم را تعيين كرد و به ايان وسايله مقادار آن     وصل شده باشد، مي

 شود. يزا( گفته ميمولكول را معين نمود به اين روش سنجش جذب ايمني آنزيمي )الا
 

 يزا :انواع مختلف الا
 الايزا مستقيم .1

 الايزا غير مستقيم .2

 الايزا ساندوي، .3

 ژن رابطه عكس دارد(الايزا رقابتي)ميزان جذب نور با مقدار آنتي .4

 
 

انواعالایزا-1شكل

 کاربرد
 ، توكسوپلاسما، سرخك و سرخجه Bو Cو هپاتيت  HIVدر تشخيص بيماری هايي مثل  .1

 تشخيص آلرژن ها در محيط و غذا .2

 بادی در بيماری های اتوايميون مثل لوپوس و آرتريت روماتوئيداندازه گيری اتوآنتي  .3

 گيری توكسين در غذای آلودهاندازه .4

 های مسریغربالگری اهداكنندگان خون از نظر بيماری .5

 گيری سطوح هورمون در مايعات بدنانداره .6

 بررسي بيمار آرتريت روماتوئيد .7

 
 ويژگي انزيم مورد استفاده در الايزا

 اختصاصيت بالا .1

 پايداری بالا .2

 بادی و مايعات مورد بررسيژن و آنتيعدم حضور آنزيم درآنتي .3
 باشدرايج ترين آنزيم مورد استفاده در تست الايزا پراكسيداز و الكالين فسفاتاز مي

 
شاود. نموناه آزماون كاه      های پلاستيكي متصل ماي  بادی اول( به رديفي از سطوح جامد مثل حفرات ميكروپليت بادی )آنتي مقدار ثابتي از يك آنتي

شوند تا باه   ژن آنها معلوم است به حفرات جداگانه اضافه مي  های استاندارد كه غلظت آنتي ژن با غلظت نامعلوم است و يك سری محلول حاوی آنتي
ه به حفرات اضافه شاده و باه   بادی دوم كه با آنزيم نشاندار شد شوند و آنتي نشده پس از شستشو حذف مي ژنهای متصل بادی متصل شوند. آنتي آنتي
ژن بيشتری در محلول آزمون يا استاندارد وجاود   كند و لذا هرچه آنتي ژن مثل يك پل عمل مي شوند. آنتي ژن متصل مي های ديگری از آنتي توپ اپي
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بادی دوم بر اسااس غلظات    اتصال آنتي شود تا منحني های استاندارد استفاده مي شود. از محلول بادی نشاندار دوم بيشتر متصل مي داشته باشند آنتي
 های مجهول محاسبه گردد. ژن در نمونه ژن ، رسم شود و از روی آن مقدار آنتي آنتي

كنند نبايد همپوشاني داشاته   ژن شناسايي مي باديها روی آنتي هايي كه اين آنتي شود، شاخص بادی مونوكلونال انجام مي وقتي اين آزمايش با دو آنتي
 شود. مي در حال حاضر از اين آزمايش برای تشخيص بيماری ايدز و هپاتيت استفاده  تواند متصل شود. بادی دوم نمي اين صورت آنتي باشند درغير

 
شاود. نموناه آزماون كاه      های پلاستيكي متصل ماي  بادی اول( به رديفي از سطوح جامد مثل حفرات ميكروپليت بادی )آنتي مقدار ثابتي از يك آنتي

شوند تا باه   ژن آنها معلوم است به حفرات جداگانه اضافه مي  های استاندارد كه غلظت آنتي ژن با غلظت نامعلوم است و يك سری محلول حاوی آنتي
بادی دوم كه با آنزيم نشاندار شده به حفرات اضافه شاده و باه    شوند و آنتي نشده پس از شستشو حذف مي ژنهای متصل بادی متصل شوند. آنتي آنتي
ژن بيشتری در محلول آزمون يا استاندارد وجاود   كند و لذا هرچه آنتي ژن مثل يك پل عمل مي شوند. آنتي ژن متصل مي های ديگری از آنتي توپ اپي

لظات  بادی دوم بر اسااس غ  شود تا منحني اتصال آنتي های استاندارد استفاده مي شود. از محلول بادی نشاندار دوم بيشتر متصل مي داشته باشند آنتي
 های مجهول محاسبه گردد. ژن در نمونه ژن ، رسم شود و از روی آن مقدار آنتي آنتي

كنند نبايد همپوشاني داشاته   ژن شناسايي مي باديها روی آنتي هايي كه اين آنتي شود، شاخص بادی مونوكلونال انجام مي وقتي اين آزمايش با دو آنتي
  شود. در حال حاضر از اين آزمايش برای تشخيص بيماری ايدز و هپاتيت استفاده مي اند متصل شود.تو بادی دوم نمي باشند درغير اين صورت آنتي

 (ANTIBODY-SANDWICH ELISA ELISAالايزا ساندويچ )
شاوند   ژن مورد نظار پوشاانده ماي    بادی عليه آنتي های مختل  و بسيار حساس است. در اين روش چاهكها با آنتي ژن اين مناسب برای سنجش آنتي

شاود. شستشاوی    ژن به چاهكها اضافه وو انكوبه مي بادی اول(. پس از انكوباسيون و بلاك كردن فضاهای خالي و شستشو، نمونه حاوی آنتي )آنتي
ل اسات  بادی اول متفاوت بوده، به انزيم نياز متصا   ژن است ولي با آنتي بادی دوم هم عليه آنتي كند. آنتي های غير متصل را حذف مي بعدی، ملكول

بادی دوم متصل باشد و در مرحله بعد انزيم متصل به اويدين به آن اضافه گاردد. مرحلاه    بادی كونژوگه( يا ممكن است ملكول بيوتين به آنتي )آنتي
 نهائي بعد از شستشو، اضافه كردن سوبسترا و بررسي رنگ توليد شده خواهد بود.

 ژن در هر چاهك لازم است. ناسب و رسم منحتي استاندارد، برای محاسبه غلظت دقيق آنتيهای م ژن با غلظت های استاندارد آنتي تهيه نمونه 

 
 

 
 

 مواد لازم:
 ( شده استCoatبادی اول پوشيده ) خانه الايزا كه چاهكهای آن با آنتي96پليت  .1

های مختل  متفااوت باوده و توساط    باشد و در كيت ها( در آنها مشخص مي ژن )مولكول مجهول در نمونه استاندارد كه غلظت آنتي 8تا  6 .2
 شود و جهت استفاده در گزارش كار خود در جاهای خالي زير مقادير آنها را يادداشت نمائيد: كارشناس آزمايشگاه اعلام مي

 S1=…..     S2=…..     S3=…..     S4=…..     S5=…..     S6=…..     S7=…..    S8=…..    
 ها وجود دارد. كننده استاندارد نمونه رقيق* در بعضي از كيتها يك محلول  

 ها محلول شستشوی چاهك .3

 بادی دوم آنتي .4

 بادی كونژگه وجود دارد.( بادی دوم متصل و در يك ويال بنام آنتي آنزيم )در بعضي از كيتها آنزيم از قبل به آنتي .5

 سوبسترای آنزيم .6

 كننده محلول متوق  .7
 کار: روش
در چاهاك    A1   ،S2در چاهاك   S1خانه را معين و يادداشت نمائيد. )ماثلاً   96در چاهكهای پليت  ها محل ريختن استانداردها و نمونه .1

A2   و .................X1  در چاهكB1 )..... و 

قادار  كنناده م  .......( را در چاهكهای تعيين شده بريزيد و در صورت نياز باه رقياق  µlها )  مقدار تعيين شده در كيت برای استاندارد ونمونه .2
 .......(  به چاهكها اضافه نمائيد.                                                                                    µlشده برای آنرا )  تعيين

 . ها در دمای اتاق قرار دهيد ژن موجود در استاندارد ونمونه پليت را در مدت زمان لازم ) ..... دقيقه( جهت اتصال آنتي .3
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 پس از خالي كردن چاهكها با استفاده از محلول شستشو .... بار چاهكها را شسته و با استفاده از كاغذ صافي كاملاً خشك نمائيد.  .4

 .......( را در چاهكها بريزيد.µlبادی كونژگه )  بادی دوم يا آنتي مقدار تعيين شده در كيت برای آنتي .5

 ژن در دمای اتاق قرار دهيد.  بادی دوم به آنتي ( جهت اتصال آنتيپليت را در مدت زمان لازم ) ..... دقيقه .6

 پس از خالي كردن چاهكها با استفاده از محلول شستشو .... بار چاهكها را شسته و با استفاده از كاغذ صافي كاملاً خشك نمائيد. .7

بادی دوم بصورت كونژگاه باشاد ايان مرحلاه      ي كه آنتي.......( را در چاهكها بريزيد. )در صورتµlمقدار تعيين شده در كيت برای آنزيم )  .8
 وجود ندارد.( 11و 9ومراحل 

 بادی دوم در دمای اتاق قرار دهيد.  پليت را در مدت زمان لازم ) ..... دقيقه( جهت اتصال آنزيم به آنتي .9

 از كاغذ صافي كاملاً خشك نمائيد. پس از خالي كردن چاهكها با استفاده از محلول شستشو .... بار چاهكها را شسته و با استفاده .11

 .......( را در چاهكها بريزيدµlمقدار تعيين شده در كيت برای سوبسترا )  .11

 پليت را در مدت زمان لازم ) ..... دقيقه( جهت فعاليت آنزيمهای متصل بر سوبسترا در دمای اتاق قرار دهيد.  .12

 ....( را در چاهكها بريزيد....µlمقدار تعيين شده در كيت برای محلول متوق  كننده )  .13

 نانومتر تعيين نمائيد. 451( چاهكها را در طول مو  ODجذب نوری ) .14

ها( نماوداری نقطاه   Xها( و غلظت مشخص آنها )محور Yبدست آمده برای استانداردها )محور  ODبر روی كاغذ ميليمتری با استفاده از  .15
 نمائيد.  به نقطه رسم نمائيد و از روی آن غلظت مجهول را محاسبه
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