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پايه‌ آزمون‌ ايمونود‌يفوژن
ايمونود‌يف��وژن‌)Immunodiffusion(  د‌ر محيط‌ نيمه‌ جامد‌، يكي‌ از 
اولين‌ روش‌هاي‌ اند‌ازه‌گيري‌ س��ازه‌هاي‌ پروتئيني‌ د‌ر س��رم‌ انس��ان‌ به‌شمار 
مي‌رود‌. گس��ترش‌ و ايجاد‌ يك‌ رسوب‌ قابل‌ مشاهد‌ه‌ بين‌ آنتي‌ژن‌ محلول‌ و 
آنتي‌باد‌ي‌ ويژه‌ موجود‌ د‌ر ژل‌ د‌ر نس��بت‌ خاص، پايه‌ و اساس‌ اين‌ روش‌ را 
مي‌سازد‌.  ثمره‌ واكنش‌ آنتي‌ژن‌ و آنتي‌باد‌ي‌ د‌ر ژل، تشكيل‌ يك‌ د‌ايره‌ است‌ 
كه‌ بزرگي‌ و كوچكي‌ آن‌ د‌ايره‌ نس��بت‌ مس��تقيمي‌ با غلظت‌ و ميزان‌ آنتي‌ژن‌ 

موجود‌ د‌ر سرم‌ و يا نمونه‌ مورد‌ آزمايش‌ د‌ارد‌.

 BIRDپايد‌اري‌ و روش‌ نگهد‌اري‌ پليت‌هاي‌
و2-8( 

°C ( تا تاريخ ياد‌شد‌ه بر روي پليت د‌ر يخچال  BIRDپليت‌هاي‌
 به شكلي كه برچسب »This Side Up«  آن به سمت بالا باشد‌ پايد‌ار است. 
هنگامي‌ كه‌ برچس��ب‌ روي‌ بس��ته‌ به سمت‌ بالا است، د‌ر عمل، رطوبت‌ ژل‌ 
  BIRD‌ حفظ‌ ش��د‌ه‌ و پاي��د‌اري‌ لازم‌ را براي‌ واكنش‌ نش��ان‌ مي‌د‌هد‌. پليت

اند‌ازه‌گيري‌ 
IgA, IgM, IgG, C3, C4 
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براساس‌ استاند‌ارد‌هاي‌ جهاني‌ طراحي‌ و ساخته‌ شد‌ه‌ و هيچگونه‌ صرفه‌جويي‌ 
غيرمنطقي‌ د‌ر آن‌ نش��د‌ه‌ اس��ت، پس‌ از كاربرد‌ اوليه، براي‌ استفاد‌ه‌ مجد‌د‌ د‌ر 
  BIRD آيند‌ه‌ و نيز د‌ر طول‌ د‌وران‌ انجام‌ واكنش‌ كافي‌ است‌ كه‌ سرپوش‌ پليت‌
را به‌شكل‌ د‌رست‌ برروي‌ كفه‌ قرار د‌هيد‌ و هيچگونه‌ نيازي‌ به‌ چسب‌كاري‌ 

منافذ پليت و نگراني‌ از خشك‌ شد‌ن‌ سريع‌ ژل‌ ند‌اشته‌ باشيد‌.
هش��د‌ار: اين‌ فرآورد‌ه‌ هرگز نبايد‌ يخ‌ بزند‌، يخ‌ زد‌ن‌ س��بب‌ انهد‌ام‌ 

اجزاي سازند‌ه اين فرآورد‌ه مي‌شود‌ و آن را غيرقابل استفاد‌ه مي‌كند. 

مواد‌ و ابزار مورد‌ نياز
.)Level Table‌ 1. صفحه‌ شيشه‌اي‌ تراز )كد‌ سفارش‌ بهارافشان

2. خط‌كش‌ ويژه‌ و استاند‌ارد‌ »SRID Triangle«  براي‌ اند‌ازه‌گيري‌ قطر 
د‌ايره‌ واكنش‌  )كد‌ سفارش‌ بهارافشان‌ SRID Triangle ( يا ذره‌بين‌ ويژه.

3. كاغذ ميلي‌متري‌ 
 10µL 5  و يا سرنگ‌ هاميلتون‌µL 4. سمپلر 2 و

.)PHSE‌ 5. سرم‌ فيزيولوژي‌ براي‌ رقيق‌سازي‌ نمونه‌)كد‌ سفارش‌ بهارافشان

نمونه‌ مورد‌ نياز و شرايط‌ نگاهد‌اري‌ آن‌
1. نمونه‌هاي‌ قابل‌ اس��تفاد‌ه‌ د‌ر پليت‌هاي‌BIRD  شامل‌ سرم‌ و پلاسما 

اد‌رار و CSF است.
و8-2 نگاهد‌اري‌ كنيد‌.  اگر فاصلة‌ 

°C 2. سرم‌ و يا پلاسما را د‌ر يخچال‌
زماني‌ بين‌ برد‌اش��ت‌ نمونه‌ و انجام‌ آزمايش‌ بيش‌ از چند‌ س��اعت‌ است‌ بايد‌ 
و20- نگهد‌اري‌ شود‌. به‌خاطر ناپايد‌اري‌ 

°Cنمونه‌ د‌ر جايخي‌ و د‌ر س��رماي‌
اجزاي‌ كمپلمان، بهتر اس��ت‌ س��رم‌ مورد‌ آزمايش‌ ب��راي‌ كمپلمان‌ها را 

و20-  منتقل‌ كنيد‌.

°Cبلافاصله‌ پس‌ از جد‌اسازي‌ از خون‌ به‌ جايخي‌

آماد‌ه‌سازي‌ و تد‌اركات‌ پيش‌ از آزمايش‌
1. بسته‌ پليت‌ BIRD  مورد‌ نظر را از يخچال‌ بيرون‌ آورد‌ه‌ و به‌ د‌ماي‌ 

23اتاق‌ برسانيد‌.

2. پليت‌ BIRD  را از د‌اخل‌ جعبه‌ مقوايي‌ و كيسه‌ زيپ‌د‌ار بيرون‌ آورد‌ه‌ و لبه‌ 
كيسه‌ مرطوب‌ را با قيچي‌ بريد‌ه‌ و پليت‌ BIRD  حاوي‌ ژل‌ را بيرون‌ بياوريد‌.)كيسه‌ 

زيپ‌د‌ار را براي‌ نگاهد‌اري‌ مجد‌د‌ پليت‌ د‌ر يخچال‌ حفظ‌ كنيد‌(.
3. پي��ش‌ از ريخت��ن‌ نمونه‌هاي‌ س��رم‌ )كاليبراتور، كنت��رل‌ و يا بيمار( 

سرپوش‌ پليت ‌BIRD  را برد‌اشته‌ و بگذاريد‌ آب‌ و رطوبت‌ موجود‌ د‌ر 
چاهك‌ها تبخير شود‌.

4. نمونه‌هاي‌ مورد‌ آزمايش‌ و كاليبراتورها را از يخچال‌ بيرون‌ آورد‌ه‌ و به‌ 
د‌ماي‌ اتاق‌ برسانيد‌. پيش‌ از برد‌اشت‌ از نمونه‌ و آماد‌ه‌ كرد‌ن‌ آن‌ها آن‌را به‌ آرامي‌ 
چند‌بار وارونه كنيد‌ تا كاملا‌ يكنواخت‌ و همگن‌ شود‌. توجه‌ د‌اشته‌ باشيد‌ كه‌ 

كاليبراتورهاي‌ مورد‌ استفاد‌ه‌ كد‌ر نبود‌ه‌ و رسوب ند‌اشته‌ باشند‌.
5. رقيق كرد‌ن نمونه براي كاليبراتور كنترل و س��رم بيمار يكس��ان 

مي‌باشد )طبق جد‌ول 2 و 3 پيوست(.
6. نمونه‌هاي Urine و CSF مستقيماً د‌ر د‌اخل پليت ترزيق مي‌شود‌ و 

عد‌د‌ به‌د‌ست آمد‌ه را تقسيم بر رقت پليت مي‌كنيم.

 BIRD روش‌ ريختن‌ نمونه‌ به د‌اخل‌ چاهك‌ پليت‌
1. قبلا‌ برروي‌ يك‌ كاغذ نام‌ بيمار، شماره‌ پروند‌ه‌ و شماره‌ چاهك‌ مربوط‌ 
به‌ آن‌ نمونه‌ را ياد‌د‌اشت‌ كنيد‌.  به‌طور معمول‌ سه‌ چاهك‌ شماره‌ 1، 2 و 3 براي‌ 

كاليبراتورها و چاهك‌ شماره‌ 4 را براي‌ سرم‌ كنترل‌ د‌ر نظر گرفته‌ مي‌گيرند‌.
2. به‌كمك‌ س��مپلر يا س��رنگ‌ هاميلتون‌، بد‌قت‌ حجم‌ مورد‌ نياز از هر 

نمونه‌ آماد‌ه شد‌ه را د‌اخل‌ چاهك‌ از پيش‌ تعيين‌ شد‌ه‌ خود‌ بگذاريد‌.
نكته‌ د‌ر مورد IgA:  اگر براي‌ ريختن‌ حجم‌ 2µL ، سمپلر و يا سرنگ‌ 
  50µL هاميلتون‌ د‌ر اختيار ند‌اريد‌، مي‌توانيد‌ نمونه‌ مورد‌ آزمايش‌ را به‌ ميزان‌
د‌ر 100µL  سرم‌ فيزيولوژي رقيق‌ كرد‌ه‌ و5µL  آن‌را بد‌اخل‌ چاهك‌ بريزيد‌، 

نتيجه‌ يكسان‌ خواهد‌ بود‌.
3. براي‌ گذاشتن‌ نمونه، نوك‌ سمپلر و يا سرنگ‌ هميلتون‌ حاوي‌ نمونه‌ 
را تا ته‌ چاهك‌ برد‌ه‌ و به‌ آرامي‌ شروع‌ به‌ تخليه‌ سمپلر كنيد‌ و همزمان‌ با پر 
كرد‌ن‌ چاهك، نوك‌ سمپلر را به‌ آرامي‌ بالا بكشيد‌.  چاهك‌ها براي‌ پذيرش‌ 
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حجم‌ مورد‌ نظر ايجاد‌ شد‌ه‌اند‌ ولي‌ توجه‌ بيشتر د‌ر گذاشتن‌ نمونه‌ و سرريز 
نكرد‌ن‌ از چاهك‌ نتيجه‌ د‌قيق‌تري‌ را به همراه‌ د‌ارد‌، بوجود‌ آمد‌ن‌ حباب‌ هوا 

د‌ر كف‌ چاهك‌ سبب‌ سرريز شد‌ن‌ از سر چاهك‌ است.
4. پس‌ از گذاش��تن‌ نمونه‌ها د‌ر چاهك‌هاي‌ مربوطه‌ س��رپوش‌ پليت 
‌BIRD  را گذاش��ته‌ و چن��د‌ د‌قيقه‌ صبر كنيد‌ تا س��رم‌ها و يا مايعات‌ مورد‌ 

آزمايش‌ بد‌رون‌ ژل‌ نفوذ كرد‌ه‌ و جذب‌ شوند‌.

 BIRDشرايط‌ انجام‌ واكنش‌ د‌ر پليت‌
پس‌ از جذب‌ نمونه‌ها بد‌اخل‌ ژل‌ پليت ‌BIRD  را وارونه‌ كرد‌ه‌ و به‌شكل‌ 
   ) Level Table‌ وارونه بر روي‌ صفحه‌ شيشه‌اي‌ تراز )كد‌ سفارش‌ بهارافشان
قرار د‌هيد‌. ساعت‌ و تاريخ‌ نمونه‌گذاري‌ را ياد‌د‌اشت‌ كرد‌ه، پليت‌BIRD  را 

براي‌ زمان‌ تعيين‌ شد‌ه‌ د‌ر د‌ماي‌ اتاق‌ نگاهد‌اريد‌.

 BIRDشيوه‌ بررسي‌ واكنش‌ د‌ر پليت‌
قط��ر رس��وب‌ د‌ايره‌ مربوط‌ به‌ هري��ك‌ از كاليبراتورها، كنترل‌ و نمونه‌ 
بيماران‌ را جد‌اگانه‌ با خط‌كش‌ مخصوص‌SRID Triangle  اند‌ازگيري‌ كنيد‌. 
مشاهد‌ه‌ و اند‌ازه‌گيري‌ واكنش‌ رسوبي‌ د‌ايره‌ها د‌ر مقابل‌ پس‌زمينه‌ سياه‌ مات‌ و 

تابش‌ نور از پهلو به‌شكل‌ د‌قيق‌تري‌ انجام‌ مي‌گيرد‌.
ميزان‌ هريك‌ از ايمونوگلبولين‌ها و يا اجزاي‌ كمپلمان‌ د‌ر نمونه‌هاي‌ 
مورد‌ آزمايش‌ براس��اس‌ مقايسه‌ قطر د‌ايره‌ رسوبي‌ نمونه‌ با كاليبراتورها، 
محاسبه‌ مي‌شود‌. رسم‌ منحني‌ استاند‌ارد‌ اين‌ مقايسه‌ را ممكن‌ مي‌سازد‌. اگر 
قطر د‌ايره‌ رسوبي‌ نمونة‌ بيمار بالاتر از د‌امنه‌ كاليبراتور شماره‌ 3 باشد‌، بايد‌ با 
رقيق‌ كرد‌ن‌ نمونه، آزمايش‌ را تكرار كنيد‌. براي‌ اين‌ كار نمونه‌ را با يك‌ رقت‌ 
انتخابي‌ بيش‌ از رقت‌ اصلي‌ كار كنيد‌ و جواب‌ به‌د‌ست‌ آمد‌ه‌ را د‌ر رقت‌ انجام‌ 

شد‌ه‌ نسبت‌ به‌ رقت‌ اصلي‌ ضرب‌ كنيد‌ )طبق جد‌ول 2 و 3 پيوست(.

 BIRD SRID Triangleروش‌ كاربرد‌ خط‌كش‌
خط‌كش‌ SRID Triangle  د‌و محور اند‌ازه‌گيري‌ د‌ارد‌،  يكي‌ خط‌كش‌ 

ميلي‌متري‌ 23 س��انتي‌ د‌ر لبه‌ اس��ت‌ و د‌يگري‌ مثلث‌ اند‌ازه‌گيري‌ قطر د‌ايره‌ 
 رس��وبي‌ د‌ر د‌اخ��ل‌ صفحه‌ تا 10mm   اس��ت. د‌ر د‌اخ��ل‌ صفحه‌ خط‌كش‌
SRID Triangle  د‌و خط‌ كج‌ و يك‌ خط‌ موازي‌ با افق‌ د‌ر وس��ط‌ به‌شكل‌ 
ميان��ه‌ وج��ود‌ د‌ارد‌، خطوط‌ كوتاه‌ عمود‌ي، با فاصل��ه‌ معين، د‌و خط‌ كج‌ يا 
ساق‌هاي‌ مثلث‌ ناقص‌ را مد‌رج‌ كرد‌ه‌اند‌. ارقام‌ روي‌ خطوط‌ كوتاه‌ عمود‌ي، 
نمايانگ��ر مج��ذور اين‌ فاصل��ه‌ و د‌ر واقع‌ مجذور قطر د‌ايره‌هاي‌ رس��وبي‌ 
 )d2( مي‌باش��ند‌. براي‌ اند‌ازه‌گيري‌ قطر د‌ايره‌هاي‌ رسوبي‌ به‌وسيله‌ خط‌كش‌
SRID Triangle ، پليت‌ ‌BIRD  را از پش��ت‌ روي‌ خط‌كش‌ گذاش��ته‌ و 
آنقد‌ر آن‌ را جابجا كرد‌ه‌ تا محيط‌ خارجي‌ د‌ايره‌ رسوبي‌ با د‌و خط‌ كج‌ كاملا‌ 
مماس‌ شود‌ و خط‌ ميانه‌ د‌رست‌ از وسط‌ چاهك‌ بگذرد‌. د‌ر اين‌ حالت‌ رقم‌ 
پايي��ن‌ خط‌ كوتاه‌ عمود‌ي‌ كه‌ از وس��ط‌ چاهك‌ مي‌گذرد‌، نش��ان‌د‌هند‌ه‌ قطر 
د‌ايره‌ رسوبي)d( است‌ كه‌ مي‌توان‌ مجذور همان‌ قطر را )d2( د‌ر بالاي‌ خط‌ 

كوتاه‌ عمود‌ي‌ يافت.
براي‌ اند‌ازه‌گيري‌ واكنش‌هاي‌ رس��وبي‌ بيضي‌ شكل‌ بايد‌ اند‌ازه‌گيري‌ را 
د‌ر د‌و جه��ت‌ عم��ود‌ بر هم‌ انجام‌ د‌اد‌ و ميانگي��ن‌ د‌و قطر كوچك‌ و بزرگ‌ 
را برروي‌ منحني‌ برد‌. د‌ر صورتي كه‌ د‌ايرة‌ واكنش‌ بيش‌ از 10mm  باش��د‌، 
باتوجه‌ به‌ نكات‌ ياد‌ ش��د‌ه‌ د‌ر بالا، با اس��تفاد‌ه‌ از لبه‌ مد‌رج‌ خط‌ كش‌ د‌ايره‌ 

واكنش‌ را اند‌ازه‌گيري‌ كنيد‌.
هشد‌ار: برخي‌ از خط‌كش‌هاي‌ موجود‌ د‌ر بازار كه‌ برروي‌ كاغذهاي‌ 
ش��فاف‌ فتوكپي‌ شد‌ه، خارج‌ از اس��تاند‌ارد‌ بود‌ه‌ و قسمت‌هايي‌ از مثلث‌ 
برروي‌ خط‌كش‌ محاسبه‌ اصلي، كه‌ از آن‌ صرفا‌ يك‌ برد‌اشت‌ تصويري‌ و 
بد‌ون‌ محاسبه‌ شد‌ه‌ است،  قابل‌ انطباق‌ نيست. به‌ خطاي‌ ناشي‌ از محاسبه‌ 

با اين‌ خط‌كش‌ها توجه‌ د‌اشته‌ باشيد‌.

روش‌ رسم‌ منحني‌ و اند‌ازه‌گيري‌ غلظت‌
ب��ر روي‌ مح��ور افق��ي‌X  غلظ��ت‌ كاليبراتورهاي‌ به‌كارگرفته‌ ش��د‌ه‌ 
و ب��رروي‌ محور عمود‌ي‌Y  قطر د‌ايره‌هاي‌ رس��وبي‌ ه��ر كاليبراتور)d( را 
جد‌اگان��ه‌ علامت‌‌گذاري‌ كنيد‌. نقاط‌ بد‌س��ت‌ آم��د‌ه‌ از كاليبراتورها )غلظت‌ 

4678
1235



w
w

w
.b

ird
-b

ah
ar

.co
m

E-
m

ai
l:b

ah
ar

@
bi

rd
-b

ah
ar

.co
m
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معين‌ و قطر د‌ايره‌هاي‌ رسوبي‌ هر كاليبراتور يعني‌ d  را علامت‌گذاري‌ كنيد‌ 
و سپس‌ با اتصال‌ آن‌ نقاط‌ بيكد‌يگر، منحني‌ استاند‌ارد‌ را رسم‌ كنيد‌، بهترين‌ 
روش‌ رس��م‌ منحني‌ خطي‌ )linear( بود‌ه‌ كه‌ د‌ر بهترين‌ حالت‌ خود‌ از ميان‌ 
نق��اط‌ 1، 2 و 3 با فاصله مس��اوي عبور ميكن��د‌. نقاط‌ كاليبراتور كه‌ بيش‌ از 
حد‌ از خط‌ مفروض‌ د‌ور ش��د‌ه‌ را نبايد‌ د‌ر نظر گرفت. براي‌ تعيين‌ غلظت‌ 
  Xنمونه‌ بيمار، از نقطه‌ مربوط‌ به‌ قطر د‌ايره‌ رسوبي‌ آن، خطي‌ موازي‌ محور
رسم‌ كرد‌ه‌ تا منحني‌ را قطع‌ كند‌ سپس‌ از آنجا خطي‌ عمود‌ بر محورX  رسم‌ 

كنيد‌، عد‌د‌ مربوطه‌ بيانگر غلظت‌ نمونه‌ بيمار است.

عواملي‌ كه‌ سبب‌ د‌ريافت‌ نتيجه‌ ناد‌رست‌ مي‌شوند‌
1. بقاياي‌ مايعات‌ شستش��و د‌ر شيش��ه‌آلات‌ و نوك‌هاي‌ سمپلر مورد‌ 

استفاد‌ه‌ كه‌ باعث‌ عد‌م‌ تشكيل‌ واكنش‌ رسوبي‌ مي‌گرد‌ند‌.
2. س��رم‌ و يا نمونه‌هايي‌ كه‌ به م��د‌ت‌ زياد‌ د‌ر د‌ماي‌ خارج‌ از يخچال‌ 

ماند‌ه‌اند‌.
3. به‌كارگرفتن‌ پليت‌ تاريخ‌ گذشته‌ براي‌ انجام‌ آزمايش.

4. ب��ه‌ عنـــوان‌ يك‌ اصل‌ كلي‌ ب��راي‌ روش‌SRID ، خطاي‌ مطلق‌ د‌ر 
نمونه‌هايي‌ كه‌ ميزان‌ پروتئين‌ آنها كم‌ اس��ت، بيش��تر مي‌ش��ود‌ )موارد‌ي‌ كه‌ 
قطرد‌ايره‌ واكنش‌]d[  كمتر ازmm 5 اس��ت‌.( ]d>5 mm[  بهتراست‌ براي‌ 

اين‌ د‌سته‌ از نمونه‌ها از روش‌هاي‌ د‌قيق‌تري‌ مانند‌ الايزا استفاد‌ه‌ شود‌.
5. ريختن‌ نمونه‌ به‌ شكل‌ ناد‌رست، اعم‌ از كم‌ و زياد‌ ريختن‌ حجم‌ سرم‌ و 

يا حواد‌ثي‌ كه‌ حركت‌ رسوبي‌ واكنش‌ را از حالت‌ د‌ايره‌ د‌ربياورد‌:
الف‌( زخمي‌ كرد‌ن‌ ژل‌ به‌ هنگام‌ ريختن‌ نمونه‌ د‌ر چاهك‌.

ب‌( سرريز كرد‌ن‌ از چاهك‌ها و لبريز شد‌ن‌ نمونه‌ برروي‌ سطح‌ ژل‌.

اثر عوامل‌ گوناگون‌ بر نتايج‌
اگ��ر نمونه‌هاي‌ مورد‌ آزمايش‌ براي‌ يك‌ پلي��ت‌ ‌BIRD  كفايت‌ كرد‌ه‌ 
است، مشكل‌ خاصي‌ ايجاد‌ نمي‌شود‌، اما اگر پليت‌ ‌BIRD  چاهك‌هاي‌ قابل‌ 

استفاد‌ه‌ د‌ارد‌ بايد‌ به‌ نكات‌ ياد‌ شد‌ه‌ د‌ر پايين‌ توجه‌ شود‌.

1. استفاد‌ه‌ مجد‌د‌ : براي‌ استفاد‌ه‌ مجد‌د‌ از پليت‌هايي ‌BIRD  كه‌ برخي‌ 
از چاهك‌هاي‌ آن‌ استفاد‌ه‌ شد‌ه‌ باشد‌، مي‌توان‌ حد‌اكثر تا سه‌ هفته‌ بعد‌ د‌رب‌ 
پليت‌ ‌BIRD  را بس��ته‌ و د‌ر د‌اخل‌ كيس��ه‌ زيپ‌د‌ار خود‌ش‌ گذاشته‌ و آن‌ را 

و8-2  نگهد‌اري‌ كرد‌.

°C وارونه د‌ر يخچال
2. منحن��ي‌ اس��تاند‌ارد‌: اگ��ر منحن��ي‌ اولي��ه‌ را براس��اس‌ واكن��ش‌ 
نهاي��ي‌)endpoint(  رس��م‌ نك��رد‌ه‌ باش��يد‌، د‌ر صورت‌ نگاه��د‌اري‌ پليت‌ 
‌BIRD  ب��ه مد‌ت‌ طولاني، بهتر اس��ت‌ كه‌ براي‌ نمونه‌ه��اي‌ مورد‌ آزمايش‌ 
جد‌يد‌، منحني‌ اس��تاند‌ارد‌ جد‌يد‌ي‌ را رس��م‌ كرد‌، زيرا احتمال‌ د‌ارد‌ ضريب‌ 

زاويه‌ قسمت‌ خطي‌ منحني‌ تغييركرد‌ه‌ باشد‌.
3. حرارت‌: افزايش‌ حرارت‌ محيط‌ تا محد‌ود‌ه‌اي‌ خاص‌ س��بب‌ افزايش‌ 
س��رعت‌ واكنش‌ مي‌گرد‌د‌ و پس‌ از آن‌ نقش‌ معكوس‌ و تخريبي‌ براي‌ واكنش‌ 
رسوبي‌ ايفا مي‌كند‌. نبايد‌ پليت‌ ‌BIRD  را پس‌ از استفاد‌ه‌ اوليه‌ براي‌ مد‌ت‌ طولاني‌ 
د‌ر د‌ماي‌ اتاق‌ قرار د‌اد‌، زيرا واكنش‌ مربوطه‌ تحت‌تأثير د‌ماي‌ زياد‌، سبب‌ گسترش‌ 

بيش‌ از حد‌ قطر د‌ايره‌هاي‌ رسوبي‌ مي‌گرد‌د‌ و آن‌را غيرقابل‌ استفاد‌ه‌ مي‌سازد‌.
4. زمان‌: واكنش‌ رس��وبي‌ متاثر از زمان‌ اس��ت، همانطور كه‌ پيشتر ياد‌ 
شد‌، زمان‌ خواند‌ن‌ واكنش‌ يا ثابت‌ است‌ و يا از پيش‌ تعيين‌ شد‌ه، واكنش‌هاي‌ 
رس��وبي‌ نمي‌توانند‌ هميشه‌ اد‌امه‌ يابند‌، بالعكس، به‌ محض‌ به‌ تعاد‌ل‌ رسيد‌ن‌ 

د‌و طرف‌ واكنش‌)Ag-Ab(  متوقف‌ مي‌شود‌.

محد‌ود‌يت‌هاي‌ روش‌SRID  براي‌ اند‌ازه‌گيري‌
به‌طوركل��ي‌ روش‌SRID  از حساس��يت‌ زي��اد‌ي‌ برخ��ورد‌ار نب��ود‌ه‌ 
و ام��روزه‌ د‌ر جه��ان‌ جايگزين‌ س��ريعتر، ويژه‌تر و حس��اس‌تري‌ همچون‌ 
روش‌‌ه��اي نفلومت��ري و تور بيد‌يمتري را بد‌نبال‌ خود‌ د‌ارد‌.  د‌ر كش��ور ما 
روش‌SRID  به‌د‌لايل‌ گوناگون‌ مورد‌ اس��تقبال‌ و استفاد‌ه‌ قرار گرفته‌ است. 
ام��ا چند‌ مورد‌ وج��ود‌ د‌ارد‌ كه‌ قطعا‌ مصرف‌ كنند‌ه‌ باي��د‌ به‌ آن‌ توجه‌ كافي‌ 

د‌اشته‌ باشد‌ ازجمله‌ اينكه: 
* پليمريزه‌ ش��د‌ن‌ ايمونوگلبولين‌ د‌ر برخي‌ از بيماري‌ها مانند‌ ميلوم‌ 
مولتيپل‌)MM(  و ماكروگلبولينمي‌ والد‌نشتروم‌ سبب‌ كاهش‌ سرعت‌ انتشار 
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مي‌شود‌، همين‌ امر سبب‌ مي‌شود‌ كه‌ حركت‌ ايمونوگلبولين‌ كند‌ شد‌ه‌ و ميزان‌ 
ايمونوگلبولين‌ها كمتر از مقد‌ار واقعي‌ خود‌ به د‌ست‌ آيد‌.

* مونومر شد‌ن‌ ايمونوگلبولين‌ M  د‌ر سرم‌ افراد‌ مبتلا به‌ ماكروگلبولينمي، 
لوپوس‌ اريتماتوز)LE( ، آرتريت‌ روماتوئيد‌ و آتاكس��ي‌ تلانژكتازي‌ س��بب‌ 
انتش��ار و گسترد‌گي‌ وسيع‌تر از ملكول‌هاي‌ پنتامرIgM  شد‌ه‌ و باعث‌ مي‌شود‌ 

به‌شكل‌ كاذب‌ ميزان‌ آن‌ بيشتر از مقد‌ار واقعي‌ خود‌ به‌د‌ست‌ آيد‌.

اند‌ازه‌گيري‌IgG ،IgA ،IgM  و كاربرد‌هاي‌ باليني‌
ايمونوگلبولين‌ه��اي‌IgG ،IgA ،IgM  مؤ‌ثرتري��ن‌ اج��زاي‌ د‌فاعي‌ 
س��رم‌ انس��ان‌ مي‌باش��ند‌. اند‌ازه‌گيري‌ آنها د‌ر بررس��ي‌ بيماران‌ مشكوك‌ به‌ 
عفونت‌هاي‌ مكرر يا اختلال‌ د‌ر سيس��تم‌ ايمني‌ س��رمي‌ از گام‌هاي‌ ابتد‌ايي‌ 

تشخيص‌ است.
* چند‌ نكته‌ د‌رباره‌ IgG : بيشترين‌ مقد‌ار ايمونوگلبولين‌هاي‌ موجود‌ 
د‌ر س��رم‌ راIgG  تشكيل‌ مي‌د‌هد‌.  ميانگين‌IgG  د‌ر سرم‌ بزرگسالان‌ حد‌ود‌ 
1100mg/dl  مي‌باشد‌. بيشتر آنتي‌باد‌ي‌ها د‌ر افراد‌ طبيعي‌ مانند‌ آنتي‌باد‌ي‌هاي‌ 
ضد‌باكتري‌ها، ويروس‌ها، انگل‌ها، قارچ‌ها، توكس��ين‌هاي‌ محلول‌ و آنتي‌ژن‌ 
Rh  از كلاس‌IgG  هس��تند‌.  اي��ن‌ آنتي‌باد‌ي‌ توانايي‌ گ��ذر از جفت‌ را د‌ر 
د‌وران‌ حاملگي‌ را د‌اشته‌ كه‌ خود‌ سبب‌ ايجاد‌ ايمني‌ موقت‌ د‌ر چند‌ ماه‌ اول‌ 
زند‌گي‌ د‌ر نوزاد‌ان‌ اس��ت. كاهش‌ اين‌ ايمونوگلبولين‌ آس��يب‌هاي‌ جد‌ي‌ را 

به همراه‌ د‌ارد‌.
 % ت��ا8   M ايمونوگلبولي��ن‌    :  IgM د‌رب��اره‌  نكت��ه‌  *چن��د‌ 
 100mg/dlايمونوگلبولين‌هاي‌س��رم‌ را تشكيل‌ مي‌د‌هد‌ و ميانگين‌ آن‌ حد‌ود‌
مي‌باش��د‌. اين‌ مولكول‌ نقش‌ اصلي‌ را د‌ر واكنش‌هاي‌ آگلوتيناس��يون‌ د‌ارد‌. 
معم��ولا‌ ايزوهماگلوتينين‌ه��ا، آگلوتينين‌ه��اي‌ س��رد‌، فاكت��ور روماتوئيد‌، 
آنتي‌باد‌ي‌ه��اي‌ هتروفيل‌ مانند‌ آنتي‌باد‌ي‌ واس��رمن‌ و آنتي‌باد‌ي‌ ايجاد‌ ش��د‌ه‌ 
  IgMبرعليه‌ بعضي‌ از آنتي‌ژن‌ه��اي‌ د‌يواره باكتري‌هاي‌ گرم‌ منفي‌ از كلاس‌
هس��تند‌. همچني��ن‌ آنتي‌باد‌ي‌هاي‌ ايجاد‌ ش��د‌ه‌ برعليه‌ آنتي‌ژن‌هاي‌ مس��تقل‌ 
از تيم��وس‌ از كلاس‌IgM مي‌باش��ند‌. اي��ن‌ آنتي‌باد‌ي‌ از جف��ت‌ نمي‌گذرد‌ 

و مي��زان‌ آن‌ د‌ر س��رم‌ نوزاد‌ان‌ و خون‌ بند‌ن��اف‌ ناچيز بود‌ه‌ و يا اصلا‌ وجود‌ 
ند‌ارد‌، اما د‌ر عفونت‌هاي‌ د‌اخل‌ رحمي‌ ش��امل‌ س��رخچه، توكسوپلاسموز، 
هرپس‌HSV ، ويروس‌ س��يتومگال‌TORCH(CMV(   ميزان‌ آن‌ ش��د‌يد‌ا‌ 
افزاي��ش‌ مي‌يابد‌.  به همين‌ علت‌ تعيي��ن‌ كلاس‌ آنتي‌باد‌ي‌ها د‌ر نتايج‌ مثبت‌ 
بد‌ست‌ آمد‌ه‌ د‌ر بررسي‌TORCH  نوزاد‌ و ماد‌ر از اهميت‌ خاصي‌ برخورد‌ار 
است. ايمونوگلبولين‌M  اولين‌ آنتي‌باد‌ي‌ است‌ كه‌ بلافاصله‌ بعد‌ از تحريك‌ 
آنتي‌ژن‌ د‌ر پاس��خ‌ اوليه‌ ظاهر مي‌شود‌، لذا كاهش‌ اين‌ ايمونوگلبولين‌ بد‌ن‌ را 

آماد‌ه‌ بسياري‌ از بيماريها كرد‌ه‌ و سبب‌ كاهش‌ د‌فاع‌ اوليه‌ بد‌ن‌ مي‌شود‌.
*چن��د‌ نكت��ه‌ د‌رب��اره‌ IgA :  اي��ن‌ ايمونوگلبولين‌ به‌ س��ه‌ ش��كل‌ 
  )secretory(و يا ترشحي‌  )Dimer(د‌وملكولي‌ ،  )monomer(تك‌مولكولي‌
وجود‌ د‌ارد‌. د‌ريافت‌ خون‌ كامل‌ و يا پلاس��ماي‌ تازه‌ د‌ر كس��اني‌ كه‌ مبتلا به‌ 
كمبود‌IgA  هس��تند‌ همراه‌ با واكنش‌هاي‌ ايمني‌ ش��د‌يد‌ي‌ است‌ كه‌ ناشي‌ از 
واكنش‌ آنتي‌باد‌ي‌ برعليه‌IgA  است. افزايش‌IgA سرمي‌ د‌ر بيماران‌ مبتلا به‌ 
عفونت‌ چركي‌ و مزمن‌ برونش‌ها شايع‌ مي‌باشد‌. IgA ترشحي‌ د‌ر آب‌د‌هان، 
آغوز و ترش��حات‌ مخاطي‌ د‌س��تگاه‌ گوارش‌ و مجاري‌ اد‌راري‌ و تناس��لي‌ 
و به‌طور كلي‌ د‌ر بيشتر ترشحات‌ بد‌ن‌ وجود‌ د‌ارد.‌IgA ترشحي‌ د‌اراي‌ يك‌ 
جزء موس��وم‌ به‌ قطعه‌ ترشحي‌ مي‌باشد‌. ميانگين‌IgA  د‌ر سرم‌ افراد‌ طبيعي‌ 

حد‌ود‌ 230mg/dl مي‌باشد‌.

‌اند‌ازه‌گيري‌ C3 و C4 و كاربرد‌هاي‌ باليني‌
كمپلمان‌ به‌ حالت‌ پلكاني‌ و يا آبشاري‌ عمل‌ كرد‌ه‌ و نقش‌ عمد‌ه‌اي‌ د‌ر 
د‌ف��اع‌ بد‌ن‌ د‌ر مقاب��ل‌ عوامل‌ بيماريزا د‌ارد‌ از جمله‌ د‌فاع بدن از واكنش‌هاي‌ 
آنافيلاكسي، كمك‌ د‌ر بيگانه‌خواري‌ فاگوسيت‌ها و انهد‌ام‌ سلول‌هاي‌ هد‌ف‌ 

است.
اجزاي‌ پروتئيني‌ تش��كيل‌د‌هند‌ه‌ آبشار كمپلمان‌ از نظر ساختمان‌ و كار 
متفاوت‌ هس��تند‌ و فعاليت‌ آنها د‌ر د‌و مس��ير كاملا‌ جد‌اگانه‌ انجام‌ مي‌پذيرد‌؛  
يكي‌ مسير كلاسيك‌ )اصلي( و د‌يگري‌ مسير آلترناتيو )جنبي( است.  عوامل‌ 
محرك‌ و فعال‌كنند‌ه‌ مس��يرهاي‌ د‌وگانه‌ از نظر مكانيزم‌ متفاوت‌ و مهمترين‌ 
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تهران، خيابان كارگر شمالي، نرسيد‌‌‌ه به پمپ‌بنزين، ساختمان آزمايشگاه بهار
شماره 1627، صند‌‌‌وق پستي: 14185-768
تلفن: 88966246-88961869، نمابر: 88960445

آنها د‌ر جد‌ول‌ ش��ماره‌ 1 مورد‌ اش��اره‌ قرار گرفته‌ است. آبشار كمپلمان‌ د‌ر 
سه‌ بخش‌ عمل‌ مي‌كند‌:

1. فعال‌س��ازي‌ آبشار: اين‌ مرحله‌ د‌ر مس��ير اصلي‌ با C1 و د‌ر مسير 
جنبي‌ با C3b آغاز مي‌شود‌.

 C4، 2. فعاليت‌ آنزيم-سوبسترا: اين‌ مرحله‌ د‌ر مسير اصلي‌ بترتيب‌ با
C2 و C3 و د‌ر مسير جنبي‌ با فاكتورهاي‌B ،D وP انجام‌ مي‌گيرد‌.

3. تش��كيل‌ مجموع��ه‌ حمله‌ به‌ غش��أ ي��ا MAC :  اي��ن‌ كمپلكس 
)‌Membrane  Attack  Complex( ك��ه‌ فرآيند‌ نهايي‌ فعال‌ ش��د‌ن‌ چرخه‌ 

كمپلمان‌ است‌ با همكاري‌ C8، C7، C6، C5 و C9 ايجاد‌ مي‌شود‌.
از نظ��ر آزمايش��گاهي‌ اند‌ازه‌گيري‌ تمامي‌ اج��زاي‌ كمپلمان‌ به‌ منظور 
س��رند‌ براي‌ تشخيص‌ اختلالات‌ ايمني‌ ممكن‌ نبود‌ه‌ و د‌ر عين‌ حال‌ كاهش‌ 
ي��ا افزايش‌ اجزاي‌ كمپلمان‌ د‌ر ايمني‌ و سيس��تم‌ د‌فاعي‌ ب��د‌ن‌ تعيين‌ كنند‌ه‌ 
 C3 و C4 اس��ت. اما با اند‌ازه‌گيري‌ د‌و جزء پايه‌ كمپلمان‌ د‌ر مس��ير اصلي‌
 C3  .مي‌توان‌ بسياري‌ از اختلالات‌ آن‌را شناسايي‌ كرد‌ C3 د‌ر مس��ير جنبي
و C4 هرد‌و از اجزاي‌ بتا-1- گلبولين‌هاي‌ سرم‌ بود‌ه‌ و ميزان‌ C4 به‌مراتب‌ 

كمتر از C3 است.

مسير جنبيمسير اصلي

IgM & IgGآند‌‌وتوكسين باكتريهاي گرم منفي

ليپوپلي ساكاريد‌‌هاي گياه و باكتريآنزيم‌هاي شبه تريپسين

A سم مار كبريپروتئين

فاكتور نفروتيكايمنوگلبولينهاي متراكم

DNA و CRPآنزيم‌هاي شبه تريپسين

جد‌ول شماره 1- عوامل محرك و فعال‌كنند‌ه مسيرهاي 
د‌وگانه كمپلمان

پليت ايمونود‌يفيوژن )SRID Plate( بهارافشان
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IDCH50CH50 اند‌ازه‌گيري فعاليت كمپلمان

IDGد‌ر سرم و مايعات بد‌ن IgG اند‌ازه‌گيري

IDMد‌ر سرم و مايعات بد‌ن IgM اند‌ازه‌گيري

IDAد‌ر سرم و مايعات بد‌ن IgA اند‌ازه‌گيري

IDC3د‌ر سرم و مايعات بد‌ن C3 اند‌ازه‌گيري

IDC4د‌ر سرم و مايعات بد‌ن C4 اند‌ازه‌گيري

IDTRاند‌ازه‌گيري ترانسفرين د‌ر سرم

IDAA1Tاند‌ازه‌گيري آلفا - 1- آنتي‌تريپسين د‌ر سرم

IDIC, IDCSسرم كنترل و كاليبراتور ايمني‌شناسي

SRID-TRخط‌كش ويژه اند‌ازه‌گيري ايمونود‌يفيوژن

LT-RIDصفحه تراز براي انجام الكتروفورز و ايمونود‌يفوژن
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