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مقاله
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بررسى فراوانى نسبى پاسخ منفى كاذب تست CRP به روش آگلوتيناسيون اسلايدى 
با استفاده از سه نوع كيت مختلف ساخت ايران
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چكيد ه
سابقه وهدف: CRP پروتئين اصلى فاز حاد در انسان و نقشى كليدى در دفاع ميزبان عليه عفونت بازى ميكند. اين پروتئين در 

بسيارى ازعفونتها، آرتريت هاى التهابى، بيماريهاى خود ايمنى، نئوپلازى ها، حاملگى و سالمندى افزايش مى يابد.
مواد و روش ها: اين مطالعه توصيفى تحليلى بر روى 400 نمونه خون انجام گرديد.CRP به روش آگلوتيناسيون اسلايدى با سه 
كيت مختلف و نيز به روش ايمونوتوربيديمترى براى هر نمونه انجام شد و نتايج بدست آمده در مقايسه با مقادير كمى روش 

ايمونوتوربيديمترى مورد بررسى قرار گرفت.اين مطالعه برگرفته از پايان نامه دانشجويى مى باشد.
يافته ها: نتايج آمارى در بررسى 400 نمونه سرمى با كيتهاى انيسان، كيميا پژوهان و شيم آنزيم به صورت زير بود: نتايج منفى 
كاذب به ترتيب در 21، 20 و33 مورد يافت شد. حساسيت كيتها به ترتيب87/6 %، 86/2 % و 80/5% گزارش شد. ويژگى كيت ها 
به ترتيب84%، 74/1% و 80% گزارش گرديد. ارزش اخبارى مثبت كيت به ترتيب 80 %، 65/4% و 74/7% بود و ارزش اخبارى 

منفى كيت ها به ترتيب 90/2%، 90/5% و 84/9% محاسبه شد.
بحث و نتيجه گيرى: اگرچه كيت انيسان حساسيت، ويژگى و ارزش اخبارى مثبت بالاترى نسبت به ساير كيتها داشت. توصيه 
مى شود به علت وجود پاسخهاى كاذب زياد در روش آگلوتيناسيون اسلايدى، براى اندازه گيرى CRP سرم از روشهاى كمى مانند 

ايمنوتوربيديمترى يا فتومترى استفاده شود.
كلمات كليدى: CRP (پروتئين واكنشى نوع C)، آگلوتيناسيون، منفى كاذب
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مقدمه
پاسخ فاز حاد يك پاسخ پيچيده از سوى موجود زنده عليه آسيب 
بافتى حاصل از عفونت و بيماريهاى التهابى است. (1و2) التهاب يك 
پاسخ محافظتى بافت همبند عروقى به محرك آسيب رسان است. 
پاسخ التهابى با گشاد شدن عروق، افزايش نفوذ پذيرى عروقى، 
فراخواندن سلولهاى التهابى و آزادسازى واسطه هاى التهابى از اين 
سلولها ازجمله سيتوكاينها مرتبط است. اين سيتوكاينها مسؤول اوليه 

ايجاد پاسخ فاز حاد هستند. (3و4) CRP پروتئين اصلى فازحاد در 
انسان است و عضو پروتئينهاى خانواده پنتراكسين ميباشد. (5) و 
نقش كليدى در دفاع ميزبان عليه عفونت بازى ميكند (6) اجزاء اين 
پروتئين بصورت ساختمان پنتامر حلقوى به يكديگر متصل هستند. 
(7و8) غلظت سرمى نرمال CRP كمتر از10 ميلى گرم در ليتر است. 
(9) سطح پلاسمايى CRP به سرعت پس از بهبودى يا درمان كاهش 
ميابد. CRP (10) در عفونتها، آرتريت هاى التهابى، بيماريهاى خود 

تاريخ اعلام قبولى مقاله: 91/9/14 تاريخ اعلام وصول: 91/5/11   
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ايمنى، نئوپلازى ها، حاملگى و سالمندى افزايش مى يابد. (11) ميزان 
CRP هرگز نميتواند به تنهايى تشخيصى باشد و فقط ميتواند در بالين 

و با اطلاع كامل از كليه ساير نتايج بالينى و آسيب شناسى تفسير 
شود. CRP (12) به طور معمول با روشهاى نفلومترى، توربيديمترى 
 CRP يا ايمونوديفيوژن انجام ميشود. (14) روشهاى سنجش كمى
در سطوح كمتر از 3/8 ميلى گرم در ليتر داراى محدوديت است. 
(13) در شرايط عدم دسترسى به اين روشها، آزمون آگلوتيناسيون 
لاتكس جهت تعيين كيفى سريع افزايش سطوح CRP استفاده ميشود. 
(14) در سنجشهاى آگلوتيناسيون بالينى، ميكروسفرهاى لاتكس 
بطور وسيعى به عنوان حامل آنتى ژن يا آنتى بادى جهت يافتن 
آنتى بادى يا آنتى ژنهاى مكمل در نمونه هاى بيولوژيكى استفاده 
شده است. (17-15) روشهاى سنجش ايمنولوژيك داراى مزاياى 
حساسيت بالا همراه با سهولت، ارزانى و بى خطرى مى باشند. اين 
روشهاى وابسته به وسيله بسيار حساس تر از روشهاى تشخيص 
چشمى است. برخى از آنها عبارتند از: توربيديمترى، نفلومترى، 
آنيزوتروپى زاويه اى، اسپكتروسكوپى همبستگى نور يا پراكندگى 
نور پويا. (18) تحقيق حاضر به جهت ارزيابى كيتهاى اندازه گيرى 
CRP به روش آگلوتيناسيون بر روى اسلايد ساخت كشور ايران 

و بررسى فراوانى احتمال اتفاق افتادن منفى كاذب در استفاده از 
اين كيتها انجام شد.

مواد و روش ها
اين مطالعه از نوع توصيفى تحليلى مى باشد. جمعيت مورد مطالعه 
در اين طرح، بيماران بسترى در بيمارستان وليعصر (عج) بيرجند 
بود كه براى آنها تستCRP درخواست شده بود. شرط ورود به 
مطالعه، بسترى بودن بيمار در بيمارستان و كسب رضايت شفاهى 
از بيماران بود. معيارهاى خروج از مطالعه عبارت بودند از بيمارانى 
كه سرم جدا شده از نمونه هاى خونى آنها ليپميك باشد و يا آنكه 
و  باشد  شده  جداسازى  آن  سرم  خون  كامل  شدن  لخته  از  قبل 
همچنين داشتن سابقه بيمارى روماتولوژيك و دارا بودن سطح 
بالاى فاكتور روماتوئيد در خون. بر اساس پيش مطالعه صورت 
گرفته در آزمايشگاه، حدود 15 درصد آزمايشات CRP به روش 
آگلوتيناسيون اسلايدى داراى پاسخ منفى كاذب بود. لذا حجم 
 =n و با در نظر گرفتن P=0/1 و 

z2 pq 
d2

نمونه با استفاده از فرمول 

d=0/02 محاسبه شد، كه اين تعداد مساوى 384 عدد بدست آمد كه 

براى تسهيل محاسبات اين تعداد را به 400 عدد افزايش داديم. هر 
نمونه توسط سه كيت آگلوتيناسيون اسلايدى ساخت ايران شامل 
كيتهاى انيسان، كيمياپژوهان و شيم آنزيم و همچنين توسط كيت 
كمى پارس آزمون به روش ايمونوتوربيديمترى از نظر آزمايش 
CRP مورد بررسى قرار گرفت. در كيتهاى كيفى (آگلوتيناسيون 

اسلايدى) براساس مشاهده آگلوتيناسيون جوابهاى مثبت و منفى 
گزارش ميشد و كيت كمى (پارس آزمون) پاسخ را به صورت عدد 
بر حسب ميلى گرم در ليتر به ما ارائه مى نمود. جهت كيتهاى كمى 
ميزان مثبت و منفى براساس راهنماى كيت در نظر گرفته شد. به 
منظور مقايسه نتايج مثبت كاذب و منفى كاذب در كيتهاى كيفى 
با نتايج حاصل از روش كمى، معيار محاسبه cut off براى هر كيت 
كيفى بر اساس راهنماى هر كيت در نظر گرفته شد. موارد مثبت و 
منفى حقيقى و كاذب هر كيت آگلوتيناسيون اسلايدى را با مقادير 
كمى مقايسه نموديم. حساسيت، ويژگى، ارزش اخبارى مثبت و 

ارزش اخبارى منفى هر كدام از كيتها نيز محاسبه شد.

يافته ها
در اين مطالعه مجموعاً 400 نمونه سرم بيماران مورد بررسى قرار 
گرفت كه تعدا د 169 مورد آنها يعنى 42/3% از بيماران را افراد 
مذكر و 231 مورد يعنى 57/8% از بيماران را افراد مؤنث تشكيل 
مى دادند. از نظر سنى نيز بيماران در محدوده سنى يك روزه تا 
85 ساله قرار داشتند كه تعداد 55 نفر يعنى 13/8% را افراد زير 
20 سال 122نفر يعنى 30/5 % را افراد بين 21 تا 40 سال 168 نفر 
يعنى42% افراد بين 41 تا 60 سال و 55 نفر يعنى 13/8% را نيز 
افراد بالاتر از 60 سال تشكيل مى دادند. در اين مطالعه مشخص 
شد كه كيت آگلوتيناسيون اسلايدى انيسان داراى 185 پاسخ مثبت 
بوده است كه از اين ميان 148 پاسخ مثبت واقعى بوده يعنى %80 
از پاسخ هاى مثبت اين كيت صحيح و قابل اعتماد بوده است و 
37 مورد مثبت كاذب گزارش شده است كه نشان مى دهد 20% از 
پاسخ هاى مثبت اين كيت اشتباه و غير قابل اطمينان مى باشد. كيت 
آگلوتيناسيون اسلايدى انيسان داراى 215 پاسخ منفى بوده كه تعداد 
194 مورد از آنها منفى حقيقى بوده است. به عبارت ديگر %90/2 
از پاسخ هاى منفى اين كيت صحيح گزارش شده و قابل اعتماد 
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مى باشد و 21مورد پاسخ منفى كاذب بود يعنى 9/8% از پاسخ هاى 
منفى يا 5/3% از كل پاسخ ها، منفى كاذب بوده است. پاسخ هاى منفى 
كاذب كيت انيسان در محدوده 6/6 تا 68 ميلى گرم در ليترCRP با 
ميانگين 22/27 ميلى گرم در ليترCRP قرار داشته اند. جهت بررسى 
همخوانى نتايج تست CRP به روش اگلوتيناسيون اسلايدى انيسان 
 (Measure of Agreement با سطح سرمى آن از ضريب توافق كاپا
(Kappa استفاده شد كه ميزان 0/75 باP< 0/001 بدست آمد كه از 

نظر آمارى معنى دارى بود يعنى همخوانى بالايى ميان نتايج كيت 
كمى و كيت كيفى انيسان مشاهده شد.

در مورد كيت آگلوتيناسيون اسلايدى كيمياپژوهان 191 پاسخ مثبت 
در مجموع 400 پاسخ گزارش شده بود كه از اين ميان 125 مورد 
از آن مثبت واقعى بود يعنى در واقع 65/4% از پاسخ هاى مثبت را 
پاسخ هاى مثبت حقيقى تشكيل مى دادند و 66 مورد نيز پاسخ مثبت 
كاذب گزارش شده است كه شامل 34/5% از پاسخ ها مثبت است 
همچنين اين كيت 209 مورد پاسخ منفى گزارش نمونده است كه 
189 مورد از آنها پاسخ منفى حقيقى بود. يعنى بيش از 90% پاسخ هاى 
منفى با اين كيت قابل اعتماد مى باشد و 20 مورد (9/6%) پاسخهاى 
منفى، منفى كاذب بودند. پاسخ هاى منفى كاذب كيت كيمياپژوهان 
در محدوده 8 تا 77 ميلى گرم در ليتر CRP با ميانگين 30/78 ميلى 
 CRP گرم بر ليتر گزارش شد.. جهت بررسى همخوانى نتايج تست
به روش آگلوتيناسيون اسلايدى كيمياپژوهان با سطح سرمى آن از 
ضريب توافق كاپا استفاده شد كه ميزان 0/57 باP< 0/001 بدست 
آمد كه از نظر آمارى معنى دارى بود يعنى همخوانى نسبى ميان 
نتايج كيت كمى و كيت كيفى كيمياپژوهان وجود داشت هرچند 

ميزان همخوانى آنها نسبت به كيت انيسان كمتر است.
از مجموع 400 آزمايشى كه با كيت آگلوتيناسيون اسلايدى شيم آنزيم 
انجام گرفته است 182 مورد پاسخ مثبت گزارش شد كه از اين ميان 
136 مورد پاسخ مثبت حقيقى بود كه 74/7% از پاسخ هاى مثبت 
را شامل مى شود و 46 مورد نيز پاسخ مثبت كاذب گزارش شد كه 
25/2% از پاسخ هاى مثبت بود. همچنين 218 پاسخ منفى گزارش 
شد كه از اين ميان 185 مورد از آنها پاسخ منفى حقيقى بود يعنى 
84/8% از پاسخ هاى منفى صحيح گزارش شده بودند و 33 مورد 
پاسخ  منفى كاذب نيز گزارش شد كه 15/1% از پاسخ هاى منفى 
را شامل شد. پاسخ هاى منفى كاذب كيت شيم آنزيم در محدوده 

6 تا 70 ميلى گرم در ليتر CRP با ميانگين 28/96 ميلى گرم بر ليتر 
قرار داشتند. جهت بررسى همخوانى نتايج تست CRP به روش 
آگلوتيناسيون اسلايدى شيم آنزيم با سطح سرمى آن از ضريب توافق 
كاپا استفاده شد كه ميزان 0/6 باP< 0/001 بدست آمد كه از نظر 
آمارى معنى دارى بود و نشان دهنده توافق نسبى ميان پاسخ هاى 

كيت شيم آنزيم با سطح سرمى CRP مى باشد.
حساسيت هر كدام از كيت هاى آگلوتيناسيون اسلايدى ساخت ايران 
يعنى انيسان، كيمياپژوهان و شيم آنزيم به ترتيب%87/6، %86/2 
و80/5 بدست آمد. ويژگى هر كدام از كيت ها به ترتيب %84، %74/1 
و80% محاسبه گرديد. ارزش اخبارى مثبت هر كدام از كيت ها به 
ترتيب80%، 65/4% و 74/7% محاسبه شد. ارزش اخبارى منفى 
هر كدام از كيت ها به ترتيب 90/2%، 90/5% و84/9% بدست آمد.

بحث و نتيجه گيرى
آنچه در اين پژوهش قابل توجه است وجود اختلاف قابل توجه 
در نتايج و پاسخهاى دو نوع روش ايمنوتوربيديمترى (كمى) و 
آگلوتيناسيون اسلايدى است. عدم تعادل در پاسخ دهى اين دو 
نوع روش و نتايج مثبت و منفى كاذب در هر سه روش كيفى 
آگلوتيناسيون اسلايدى مى تواند به علل گوناگونى رخ داده باشد. در 
پژوهش حاضر ميزان پاسخهاى كاذب كيت انيسان14/6 كيت كيميا 
پژوهان 21/5 و كيت شيم آنزيم 19/8بدست آمد. در مطالعه اى كه 
توسط دكتر Wadsworth انجام شده است وجود نتايج منفى و مثبت 
 Spot كاذب در آزمايش آگلوتيناسيون اسلايدى در مقايسه با روش
Immunoprecipitate Assay در حدود 15/3-10/1 درصد گزارش 

شده است. (19) در مطالعه ديگرى كه توسط دكتر Fasth و همكاران 
انجام شده باز هم روشهاى SIA و آگلوتيناسيون اسلايدى با هم 
مقايسه شده اند و پاسخ هاى مثبت و منفى كاذب در حدود 7-26 
درصد پاسخ هاى آگلوتيناسيون را شامل مى شده است. (20) نتايج 
بدست آمده در اين مطالعه با نتايج ديگر مطالعات همخوانى نسبى 
دارد. عوامل مختلفى مى توانند در پاسخ دهى روشهاى گوناگون 
اندازه گيرى CRP دخالت كنند و باعث ايجاد پاسخ هاى كاذب 
شوند. نتايج مثبت كاذب در تيتر بالاى فاكتور روماتوئيد و در سرم 
ليپميك و نيز در صورت وجود فيبرينوژن و نمونه هاى خونى كه 
خوب منعقد نشده اند گزارش شده است. در اين پژوهش با بررسى 
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پرونده بيماران و نتايج آزمايشات قبلى آنها سعى كرديم اين موارد را 
حذف كنيم اما چون همزمان با اندازه گيرى CRP، فاكتور روماتوئيد 
و همچنين ليپيدهاى سرم را مورد بررسى قرار نداديم احتمال وجود 
اين موارد كاملاً از بين نرفت.همچنين در اين روش بايد به امكان 
اتوآگلوتيناسيون و يا واكنشهاى غير اختصاصى توجه داشت. عدم 
تنظيم PH (خارج از محدوده 8-5/5) نيز با واكنش اتو آگلوتيناسيون 
همراه خواهد بود. استفاده از سرم حرارت نديده به علت وجود 

اجزاى كمپلمان (C1q) با آگلوتيناسيون كاذب همراه خواهد بود.
پاسخ هاى منفى كاذب كيت انيسان تعداد 21 مورد بوده كه %5/3 
از كل پاسخ ها را شامل مى شده كه در محدوده 6/6 تا 68 ميلى گرم 
در ليترCRP و با ميانگين 22/27 ميليگرم در ليترCRP قرار داشت. 
همچنين پاسخ هاى منفى كاذب در كيت كيمياپژوهان تعداد 20 
مورد بوده است كه 5% كل پاسخ ها را شامل مى شده و در محدوده 
8 تا 77 ميلى گرم در ليترCRP با ميانگين 30/78 ميلى گرم بر ليتر

CRP بوده اند.

در مورد كيت شيم آنزيم تعداد 33 مورد منفى كاذب گزارش شده 
كه 8/3% كل پاسخ ها را شامل مى شده و در محدوده 70-6 ميلى 

گرم بر ليتر با ميانگين 28/96 ميلى گرم بر ليتر قرار دارد.
از آنجايى كه با روش آگلوتيناسيون اسلايدى توسط كيتهاى انيسان، 
كيمياپژوهان و شيم آنزيم تمامى سرم هايى كه غلظت CRP در آنها به 
ترتيب بيش از 68، 77 و 70 ميلى گرم در ليتر بوده در تستهاى كيفى 
مثبت گزارش شده اند لذا نمى توان با اطمينان كامل اين پاسخ هاى 
منفى كاذب را به پديده منطقه اى ارتباط داد. پديده ديگرى كه در 
پژوهش دكتر توماس و همكاران از آن نام برده شده است و باعث 

ايجاد عدم هماهنگى در پاسخ هاى روشهاى مختلف مى شود ”اثر 
ماتريكس“، (Matrix Effect) ناميده شده است. (21) به علت تفاوت 
در ماتريكس سرم و موادى كه در آماده سازى كاليبراتور استفاده 
مى شود مانند تفاوت در اندازه و وزن مولكولى پروتئينها، اختلاف 
در شفافيت نورى و همچنين تمايل به اتصال به ديگر پروتئينهاى 
سرم مى تواند باعث اختلاف پاسخ دهى روشهاى مختلف گردد. در 
پژوهش حاضر نيز ما به مقايسه دو روش متفاوت پرداخته ايم و اثر 
ماتريكس مى تواند يكى از علل بوجود آمدن اختلاف در پاسخهاى 
بدست آمده باشد. آلودگى اسلايدهاى آزمايش به مواد پاك كننده 
صابونى نيز مى تواند باعث منفى شدن كاذب آزمايش شود. (22) 
از علل ديگر مى توان به وجود خطا در انجام آزمايش اشاره كرد. 
روش كيفى روشى كاملاً وابسته به مهارت شخص انجام دهنده 
است و از اين نظر پاسخهاى خوانده شده ممكن است دچار خطا 
شود. اگرچه در اين مطالعه كيت انيسان حساسيت، ويژگى و ارزش 
اخبارى مثبت بالاترى نسبت به ساير كيتهاى مورد بررسى داشت، اما 
به علت وجود پاسخهاى كاذب زياد در روش كيفى و تأثير عوامل 
مختلف بر پاسخها در اين روش، منفى بودن تستCRP بر اساس 
كيتهاى آگلوتيناسيون اسلايدى كاملا قابل اعتماد نبوده و در موارد 
شك به التهابات و عفونتهاى شديد توصيه به استفاده از روشهاى 
كمى و دقيقى مانند ايمنوتوربيديمترى ميشود. همچنين با توجه 
به بررسى هاى انجام شده در اين پژوهش، مقايسه كيتهاى ساخت 
ايران با كيتهاى مشابه خارجى در پژوهشهاى آينده ميتواند معيار 

مناسبترى براى سنجش كيفيت و دقت اين كيت ها باشد.
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Abstract

Background: CRP is the main acute phase protein in humans and plays a key role in host defense 

against infections. This protein is increased in many infections, inflammatory arthritis, autoimmune diseases, 

neoplastic diseases, pregnancy and elderly

Materials and Methods: this study was done on 400 serum samples that CRP was checked with 3 

different kits with slide agglutination method and with photometric method for each sample. Results were 

compared with quantitative results in photometric method.

Results: statistical results in evaluating 400 serum samples with Anisan, Kimia pajohan and Shim enzyme 

kits were like below: false negative results were detected in 21, 20 and 33 samples respectively. Sensitivities 

were 87.6%, 86.2% and 80.5% respectively. Specificities were 84%, 74.1% and 80% respectively. Positive 

predictive values were 80%, 65.4% and 74.7% respectively. Negative predictive values were 90.2%, 90.5% 

and 84.9% respectively.

Conclusion: Although Anisan kits have higher sensitivity, specificity and positive predictive values 

among these three Iranian kits with slide agglutination method, it is advised to use quantitative methods like 

ImmunoturbidImetry or photometry because of high frequency of false results in agglutination method. 
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