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 (Immunoflurescence  Methods)آزمون های ایمونو فلورسانس 

 

 :مقدمه

جذب نور با طوو   کروم بعنوان نشانگر استفاده می شود که توانایی واز ماده فلورسنت یا فلور( IF) فلورسانسروش های ایمونودر

 ،(FITC)فلورسویین ایزوسویانا   رایو  تورین فلووروکروم هوا      .دارنود  با طو  مووج بوارتر را   یساطع نمودن نورموج پایین ترو

 .هستند که به ترتیب نورهای فلورسانس سبز ،نارنجی وقرمز دارند (Tx Red)قرمز تگزاس ،(RB)رودامین

 .روشهایی که با استفاده از میکروسکوپ فلورسنت انجام می شوند به دو گروه مستقیم وغیر مستقیم تقسیم می شوند

تری دارد و این روش کاربرد محدود :DIFA  (sayrect  Immuno  Fluorescence   AsDi)روش ایمونوفلورسنت مستقیم یا 

مورد  های ایمنی کمپلکسهمین طور رسوب  سلولها و مانند میکروبها و( particular) برای جستجوی آنتی ژنهای ذره ای

 پس از اتصا  آنتی ژن به. می شود استفاده د فلورسانسموا به اختصاصی متصل آنتی بادی ، در این روشاستفاده قرار می گیرد

 .می شود رم با میکروسکوپ فلورسنت بررسی آنتی بادی فلورسنت،

ر کاربرد زیادی د این روشIFA I (Indirect  Immuno  Fluorescence   Assay :)روش ایمونوفلورسنت غیرمستقیم یا 

 سرمخصوصاً بیولوژیک  درمایعا برای جستجوی آنتی بادی  ایمنی وبیماریهای عفونی دارد و اغلبتشخیص بیماریهای خود 

بادی اولیه نشاندار نبوده ولی با اضافه کردن یک  این روش آنتی که دراستفاده میشود

 .آنتی بادی ثانویه نشاندار قابل شناسائی خواهد بود

اورً نیازی به کونژوگه کردن آنتی دارد از جمله اینکه  های زیادیمزیتغیر مستقیم  روش

چندین چون  بیشتر است این روش حساسیت ثانیاً. بادی او  با فلوروکروم نمی باشد

به آنتی بادی اولیه متصل شده ومیزان نور ساطع شده  آنتی بادی ثانویه فلورسنت میتواند

      .ثالثا دارای هزینه های کمتری است  .را افزایش دهد

 ک به توکسوپلاسموز در سرم بیماران مشکو بررسی تیتر آنتی بادی ضد توکسو پلاسما :روش کار

  در سرم بیماران مشکوک بیماریهای خود ایمنی (ANA)ی ژنهای هسته ایضد آنتبررسی تیتر آنتی بادی   یا

 .با بافر فسفا  رقیق نمائید  011/1،    011/1،   111/1سرم بیمار را به نسبت های  Toxoplasmaدر آزمون  -1

 .فر فسفا  رقیق نمائیدبا با   161/1،    1/ 01،   1/ 01،    01/1سرم بیمار را به نسبت های   ANAدر آزمون   -

 (مانند شکل زیر.)یدرا به حفره های رم اضافه نمائ و کنتر  ها ی مثبت ومنفی میکرولیتر از سرم های رقیق شده  01مقدار  -0

 Pos Neg رقت او  رقت دوم سومرقت  رقت چهارم

 .درجه در داخل یک ظرف مرطوب انکوبه نمائید 33دقیقه در  31رم را  -3

 .شستشو دهید با استفاده ازپیست بافر فسفا  محتویا  سطح رم را -0

با بافر فسفا  شستشو دهید ودر نهایت رم را با آب مقطر شستشو دهید و آن را ( دقیقه  5دو بار هر بار )دقیقه  11رم را بمد   -5

 . توجه کنید در موقع خشک کردن به حفره ها دست نزنید.خشک نمائید
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 .اضافه کنیدبه هر یک از حفره ها  FITC ) انسانی کونژوگه با  IgGآنتی بادی ضد  )کونژوگه میکرولیتر 11 -6

 .درجه در داخل یک ظرف مرطوب قرار دهید 33دقیقه در حرار   31رم را بمد   -3

بهتر قابل مشاهده  FITCبرای اینکه فلورسانس سبز  . دقیقه با بافر فسفا  شستشو دهید 11رم را مانند مرحله سه بمد   -0

 .باشد،هنگام شستشو به محلو  بافر مقداری اوانس بلو اضافه نمائید تا فلورسانس قرمز رنگ خفیفی در زمینه رم ایجاد کند

  .بررسی نمائید ایمونوفلورسانس روی رم ریخته وآنرا با رمل بپوشانید وبا میکروسکپ% 51یک قطره گلیسیرین  -9


