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اندازه گيري فعاليت كمپلمان
CH50
SRIDبه روش

CH50
كهباعثازبينرفتناجزايفعالكمپلمانميگردند.

2.سرمهاييكهدردمايخارجازيخچالنگاهداريشدهاند.
3.بهكارگرفتنپليتكهنهوتاريخگذشتهبرايانجامآزمايش.

4.ريختننمونهبهشكلنادرست،اعمازكموزيادريختنحجمسرم
وياحوادثيكهحركتدايرهوارواكنشراازبينببرد:

الف(زخميكردنژلبههنگامريختننمونهدرچاهك.
ب(سرريزكردنازچاهكهاولبريزشدننمونهبررويسطحژل.

5.يخزدنوذوبكردنمكررس��رمموردآزمايشسببازبينرفتن
اجزايفعالكمپلمانميگردد.

6.ترازنبودنپليتدريخچالبعدازريختننمونهسببايجادهالههاي
بيضويميگردد.

اثر عوامل  گوناگون  بر نتايج 
اگرنمونههايموردآزمايشبراييكپليتBIRD CH50كفايتكرده
است،مشكلخاصيايجادنميشود،امااگرپليتBIRD CH50چاهكهاي

قابلاستفادهداردبايدبهنكاتيادشدهدرپايينتوجهشود.
1.استفادهمجدد:براياستفادهمجددازپليتهايBIRD CH50كهبرخي
ازچاهكهايآناستفادهشدهباشد،ميتوانحداكثريكتادوهفتهبعددرب
پليتBIRD CH50رابستهودرداخلكيسهزيپدارخودشگذاشتهوآنرا
و8-2نگهداريكرد.بهمحضآنكهپليتكدورتخودرااز

°Cوارونهدريخچالو
دستبدهدوهموليزپديدارشود،پليتراغيرقابلاستفادهتلقيكنيد.

2.حرارت:افزايشحرارتمحيطتامحدودهايخاصسببافزايش
سرعتواكنشميگرددوپسازآننقشمعكوسوتخريبيبرايواكنش
ايفاميكند.نبايدپليتBIRD CH50راپسازاستفادهاوليهدردماياتاق
قرارداد،زيرااجزايسازندهمربوطهتحتتأثيردمايمحيطغيرفعالميشود

وپليتراغيرقابلاستفادهميسازد.
توجه:دراس��تفادهمجددازپليتدرنخس��تينباراس��تفادهبعداز
خ��ارجنمودنپلي��تازانكوباتورحتمارطوبتدربداخليپليترابا

دستمالپاكنماييد.
3.زمان:واكنشمتاثراززماناست،همانطوركهپيشتريادشد،زمان

واكنشثابتوازپيشتعيينش��دهاست،واكنشهانميتوانندهميشهادامه
يابند،بالعكس،بهمحضبهتعادلرسيدنواكنشمتوقفميشود.

CH50  روش  محاسبه  و ميزان  طبيعي
mmدايرههموليزرابرحس��ب)d(بااس��تفادهازخطك��شويژه،قطر
اندازهگيريكردهوبرايتعيينفعاليتبراساسUبامراجعهبهجدولپشت
همينبرگهآنرامحاس��بهنماييد.بررسيآماريبيشاز2000نمونهازافراد
س��المبااينروشنشانميدهدكهدامنهطبيعيبين4/5تاmm8/5است
ك��همعادل70تا150واحد)U(اس��ت.افزاي��شميزانCH50بيشازحد
اعلامشدهدليلهيچبيماريخاصينيست.پيشنهادميشودكههرآزمايشگاه
دامنهطبيعيخودرامستقلاتعييننمايد.همانطوركهقبلايادشد،هرباركه
ميزانCH50رااندازهگيريميكنيد،حتمادرموردچندنمونهتازهرابهطور
تصادفيمخلوطكردهوبهعنوانكنترلاستفادهنماييد.سرمهاييكهواكنش
هموليتي��كندارند)دايرههموليزايجادنميكنند(،آزمايشCH50رايكبار
ديگربانمونهتازهتكراركنيدواگرنتيجهيكسانبود،ميتواندربارهيك
اختلالدرفعاليتكمپلمانفكركردواگرواكنشبهدستآمدهطبيعيشد،
قطعاس��رماوليهكهنهويادرش��رايطنامناسبنگاهداريشدهبودهاست.
اجزايس��ازندهكمپلمانازعواملمؤثراجزايدفاعيسرمانسانميباشند.
اندازهگيريهريكازآنعواملدربررسيبيمارانمشكوكبهعفونتهاي
مكرريااختلالدرسيس��تمايمنيسرمييكيازگامهايابتداييتشخيص
است.اندازهگيريCH50يكروشمفيدبرايبررسيكمبودهموزيگوت
ي��كج��زءويايكعاملكمپلماناس��ت،اماتمامياخت��لالاتمربوطبه

تكتكاجزاراردنميكند.
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بهش��كليكهبرچس��بزرد»This Side Up«آنبهسمتبالاباشدپايدار
است.هنگاميكهبرچسبرويبستهبهسمتبالااست،درعمل،رطوبت
CH50 ژلحفظش��دهوپايداريلازمرابرايواكنشنشانميدهد.پليت
براساساستانداردهايجهانيطراحيوساختهشدهوهيچگونهصرفهجويي
غيرمنطقيدرآننش��دهاس��ت،پسازكاربرداوليه،براياستفادهمجدددر
CH50آيندهونيزدرطولدورانانجامواكنشكافياستكهسرپوشپليت
رابهش��كلدرستبررويكفهقراردهيدوهيچگونهنيازيبهچسبكاري

منافذپليتونگرانيازخشكشدنسريعژلنداشتهباشيد.
هشدار:اينفرآوردههرگزنبايديخبزند،يخزدنسببانهداماجزاي

سازندهاينفرآوردهميشودوآنراغيرقابلاستفادهميكند.
مواد  و ابزار مورد  نياز

.10µL5وياسرنگهاميلتونµL1.سمپلر
2.خطكشويژهواستاندارد»SRID Triangle«براياندازهگيريقطر

دايرهواكنش)كدسفارشبهارافشان SRID Triangle(ياذرهبينويژه.
.)Level Table 3.صفحهشيشهايتراز)كدسفارشبهارافشان

نمونه  مورد  نياز و شرايط  نگاهد اري  آن 
5µL.1سرمتازه

2.فاصلةزمانيبينبرداش��تنمونهوانجامآزمايشCH50اگربيشاز
و20- نگهداريشود.از

°Cيكساعتاست،بايدنمونهدرجايخيودرسرماي
يخزدنوذوبكردنمكررسرمجداخودداريكنيد.
آماد ه سازي  و تد اركات  پيش  از آزمايش 

1.پلي��ت CH50راازيخچ��البي��رونآوردهوت��ا5دقيقهبهدماي
اتاقبرسانيد.

2.پليت CH50راازداخلجعبهمقواييوكيسهزيپداربيرونآوردهو
لبهكيسهمرطوبراباقيچيبريدهوپليتCH50حاويژلرابيرونبياوريد.

)كيسهزيپداررابراينگاهداريمجددپليتدريخچالحفظكنيد(.
CH503.پيشازريختننمونههايسرم)كنترليابيمار(سرپوشپليت

رابرداشتهوبگذاريدآبورطوبتموجوددرچاهكهاتبخيرشود.

CH50 SRID پايه  آزمون
بهطوركليكمپلمانبهحالتپلكانيوياآبش��اريعملكردهونقش
عم��دهايدردف��اعبدندرمقابلعواملبيماريزاداردازجملهش��ركتدر
برخيازواكنشهايآنافيلاكس��ي،كمكدربيگانهخواريفاگوس��يتهاو
انهدامسلولهايهدف.اجزايپروتئينيتشكيلدهندهآبشاركمپلمانازنظر
ساختمانوكارمتفاوتهستندوفعاليتآنهادردومسيركاملاجداگانهانجام
ميپذيردكهيكيمسيركلاسيك)اصلي(وديگريمسيرآلترناتيو)جايگزين(
است.عواملمحركوفعالكنندهمسيرهايدوگانهازنظرمكانيزممتفاوتاند.

آبشاركمپلماندرسهبخشعملميكند:
1.فعالس��ازيآبش��ار:اينمرحلهدرمس��يراصليبا1وCودرمسير

جايگزينباC3bآغازميشود.
C2.فعاليتآنزيم-سوبسترا:اينمرحلهدرمسيراصليبهترتيببا1و

2وCو3وCودرمسيرجنبيبافاكتورهايB،DوPانجامميگيرد.
3.تش��كيلمجموع��هحمل��هبهغش��أي��اMAC :اي��نكمپلكس
)Membrane Attack Complex( ك��هفرآين��دنهاييفعالش��دنچرخه

كمپلماناستباهمكاريC8،C7،C6،C5وC9ايجادميشود.
ازنظرآزمايشگاهياندازهگيريتمامياجزايكمپلمانبهمنظورسرندبراي
تشخيصاختلالاتايمنيممكننبودهودرعينحالكاهشياافزايشاجزاي
كمپلماندرايمنيوسيستمدفاعيبدنتعيينكنندهاست.امابااندازهگيريدو
جزءپايهكمپلماندرمس��يراصليC4ودرمس��يرجايگزينC3ونيزفعاليت،

كمپلمانCH50ميتوانبسياريازاختلالاتراشناساييكرد.
اي��نپاي��هآزماي��شب��راياندازهگي��ريهمولي��زت��امكمپلم��ان
CH50 كهبهطورسنتيآنرا)Total Hemolytic Complement Assay(
مينامنداستفادهشدهاست.دريكبررسيجامعبيشاز2000نمونهسرمرا
بااينروشمقايسهوارزيابيكردهايم.باتوجهبهتحليلآماريكهبرروي
CH50ايننتايجانجامگرفتهاست،تاآنجاكهفعاليتكمپلماندرمحدوده

موردنظرباشد،نتايجحاصلهقابلقبولوقابلتكرارميباشد.

CH50  پايد اري  و روش  نگهد اري  پليت
 )2-8°C(تاتاريخيادشدهبررويپليتدريخ�چ���الCH50پليتهاي

SRID Triangleاندازهگيريكنيد.مشاهدهواندازهگيريدايرههايهموليزدر
مقابلپسزمينهسياهماتوتابشنورازپهلوبهشكلدقيقتريانجامميگيرد.

BIRD CH50 SRID Triangle  كاربرد  خط كش
خطكشدومحوراندازهگيريدارد،يكيخطكشميليمتري23س��انتي
10mmدرلبهاستوديگريمثلثاندازهگيريقطردايرهدرداخلصفحهتا
است.درداخلصفحهخطكشدوخطكجويكخطموازيباافقدروسط
بهشكلميانهوجوددارد،خطوطكوتاهعمودي،بافاصلهمعين،دوخطكجيا
ساقهايمثلثناقصرامدرجكردهاند.ارقامرويخطوطكوتاهعمودي،نمايانگر

مجذوراينفاصلهودرواقعمجذورقطردايرهها)d2(ميباشند.
براياندازهگيريقطردايرههابهوسيلهخطكشSRID Triangle،پليت
BIRD CH50راازپشترويخطكشگذاشتهوآنقدرآنراجابجاكرده
تامحيطخارجيدايرهبادوخطكجكاملامماسشودوخطميانهدرست
ازوس��طچاهكبگذرد.دراينحالترقمپايينخطكوتاهعموديكهاز
وسطچاهكميگذرد،نشاندهندهقطردايره)d(استكهميتوانمجذور
هم��انقط��ررا)d2(دربالايخطكوتاهعموديياف��ت.براياندازهگيري
واكنشهايبيضيشكلبايداندازهگيريرادردوجهتعمودبرهمانجام
دادوميانگي��ندوقطركوچكوب��زرگرااندازهگيريكرد.درصورتيكه
دايرةواكنشبيشاز10mmباش��د،باتوجهبهنكاتيادش��دهدربالا،با

استفادهازلبهمدرجخطكشدايرهواكنشرااندازهگيريكنيد.
هشدار:برخيازخطكشهايموجوددربازاركهبررويكاغذهاي
ش��فاففتوكپيشده،خارجازاس��تانداردبودهوقسمتهاييازمثلث
بررويخطكشمحاسبهاصلي،كهازآنصرفايكبرداشتتصويريو
بدونمحاسبهشدهاست،قابلانطباقنيست.بهخطايناشيازمحاسبه

بااينخطكشهاتوجهداشتهباشيد.
*نكت��ه:درصورتايجاد2هالهقطره��ردوهالهرااندازهگيري

كردهوميانگينرامبنايجوابقراردهيد.

عواملي  كه  سبب  د ريافت  نتيجه  ناد رست  مي شوند 
1.بقايايمايعاتشستشودرشيشهآلاتونوكهايسمپلرمورداستفاده

4.نمونهه��ايفريزش��دهرادريخچالذوبنمايي��دوبهدماياتاق
برس��انيد.پيشازبرداش��تازنمونه،آنرابهآراميچندبارس��روتهكنيدتا

كاملايكنواختوهمگنشود.
BIRD CH50  روش  ريختن  نمونه  د ر پليت

1.قبلًابرروييككاغذنامبيمار،شمارهپروندهوشمارهچاهكمربوطبه
آننمونهرايادداشتكنيد.بطورمعمولچاهكشماره1رابرايسرمكنترلدر

نظرميگيرند.علامتزدنچاهكشمارهيكازپشتپليتانجامشود.
2.س��رمهاراازجايخيبيرونآورده،درداخليخچالذوبكردهو
بلافاصلهبهكمكس��مپلرياسرنگهاميلتونوبهدقت5µLازهرنمونهرا

داخلچاهكازپيشتعيينشدهخودبريزيد.
3.برايگذاشتننمونه،نوكسمپلروياسرنگهميلتونحاوينمونه
رادرتهچاهكبردهوبهآراميشروعبهتخليهسمپلركنيدوهمزمانباپر
كردنچاهك،نوكس��مپلررابهآراميبالابكشيد.چاهكهابرايپذيرش
حجمموردنظرايجادش��دهاندوليتوجهبيش��تردرريختننمونهوسرريز
نكردنازچاهكنتيجهدقيقتريرابههمراهدارد.بوجودآمدنحبابهوا

دركفچاهكسببسرريزشدنازسرچاهكميشود.
و4قراردهيدتا

°C4.پ��سازريخت��ننمونهها،پليتهارادريخچ��الو
سرمهايموردآزمايشبهدرونژلنفوذكردهوجذبشوند.

نگاهد اري  پليت  BIRD CH50 براي  واكنش 
پ��سازجذبنمونههابهداخلژلپليتBIRD CH50راوارونهكرده
وبهشكلوارونهدرداخليخچال،حتيالمقدوربرروييكصفحهتراز)كد
س��فارشبهارافشان Level Table(قراردهيد.ساعتوتاريخنمونهگذاريرا
يادداشتكرده،پليتBIRD CH50رابراي18تا24ساعتآيندهدريخچال
و4حرارتنگاهداريكنيد.سپسپليتراازيخچالبيرونآوردهبهگرمخانه

°Cو

و37منتقلكردهودقيقابهمدت1/5ساعتصبركنيد.

°Cانكوباتور(و(
BIRD CH50  شيوه  بررسي  واكنش  د ر پليت

پلي��تراازگرمخان��هبي��رونآوردهوقط��رداي��رهواكن��شمربوطبه
هري��كازنمونهه��ايكنت��رلوبيم��ارانراجداگانهب��اخطكشمخصوص


