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DIGFA和SPA-ELISA检测弓形虫特异性抗体
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    弓形虫病的临床表现常因侵犯脏器的不同而异，JL乎涉

及内、外、妇、儿、眼、耳鼻喉、神经精神、传染病、肿瘤等各个学

科’」。弓形虫感染的快速检测具有重要意义_本文采用斑点

金免疫渗滤试验(dot immunngold filtration assay, DIGFA)和葡

萄球菌A蛋白(SPA)-ELISA检测弓形虫感染者血清中的特异

抗休(IgG)寻找操作更简便、快速、可靠的检测弓形虫感染的

方法

f{RP标记羊抗人I价 和OPD均为Sigtn。产品

1.6统针学处理 采用丫检验比较有关检验组的差异。

. 材料与方法

1.1 血清采集 65份弓形虫感染者血清均经临床和免疫学检

杳re确诊为弓形虫感染者，年龄3一53岁。乙型肝炎患者血清

60份，年龄8- - 59岁 此外，急性日本血吸虫病患者血清30

份，并殖吸虫病患者血清6份，姜片虫感染者血清30份,30份

大学新生体检血清作为对照。阴胜和阳胜对照血清分别采用

IHA检测抗体滴度心1:4的阴性血清和滴度>-1:1 024的阳性

血清各30份等量混合而成J.,。
1.2 弓形虫杭原制备 弓形虫Itli株速殖子可溶性抗原按文

献方法IL制备，置 70℃保存备用。

1.3  DIGFA 胶休金制备、标记和纯化按文献方法I+1进行_

DIGFA"检测装置为一镶嵌有混合纤维素膜的塑料小盒，内有
吸水垫料 ，外有过滤装置。基木过程包括抗原包被、加样、免

疫金染色和洗涤液冲洗等步骤。弓形虫可溶性抗原蛋白浓度

为0.4 tnglml，点加I JA于0. 45 pm孔径t6硝酸纤维素膜(NC
膜，浙江省台州市路桥四甲生化塑料]‘),37 T致敏30 mm，吹

下后用含I%牛血清白蛋白的pH 7.4,0. 05 mot/L PISS封闭30
nvn再用PBS洗涤3次，于燥后装人测定小盒。测定时，先用

201) tl PBS湿润.滴加川〔)P]待检血清(1:10稀释)，再滴加100
Id SPA胶体金，待渗人后滴加双蒸水数滴洗涤至背景清晰 阳
性结果在反应孔中臾出现紫红色或红色斑点，斑点形状与抗原

包被的形状t刚司，洗涤液冲洗不褪色;阴It.结果为无明显颜色

变化。每组实验均设阳性对照和阴性对照

1.4  SPA-ELISA 经多次试验，确定以2. 5泪nil弓形虫抗原

包板4℃过夜。洗涤后参照仇锦波等[1.718]方法操作和阳隆判

断 被检血清1:200稀释，辣根过氧化物酶(HRP)标记的冻于

SPA(上海生物制品研究所)I作浓度为1:40,底物为TMB，加

2 molll, H251》终1F.反应后，测定()。，值

1.5 常规ELISA和间接血凝试验(IHA) 按文献〔1,31方法

2 结果

2.1敏感性和特异性 I)I(:GA和SPA-ELISA检测65份弓形

虫感染者血清，阳性率分别为95.4%(62265)和96. 9'% ( 63/

65).两者无显著性差异〔P>0.U5) 检测30份体检者IM清均

为阴性一急性日本血吸虫病患者、并殖吸虫病患者和姜片虫感

染者血清阳性率分别为6.7'%(2/30),0,0一出现阳性反应者为

相同的2份血清，常规ELISA和IH八检测显示其中1位患者

均为阳Nl，表明为弓形虫感染者O HA滴度1:64)

2.2 重复性和稳定性 从65份弓形虫感染者和30份休检者

血清中各随机选出10份，用两法检测特异性抗体，分别测定同

一批次包被和不同的3个批次包被的抗原，共重复3次，结果

相符

23 乙型肝炎患者血清的检刚 用两法检测乙7(9肝炎患者血

清中弓形虫特异性抗体阳性率分别是13.3%(8160)和11.7'%:

(7160)，两者差异无统计学意义(Y>0.05)
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3 讨论

    木研究采用弓形虫可溶性抗原作为包被抗原，应用自制的

胶体金探针建立DIGFA通过对弓形虫感染血清和It它对照血

清的检测表明，该法检测弓形虫特异抗体的敏感胜和特异性与

先前建立的SPA ELISA和常规ELISA相似。乙型肝炎患者可

能由于细胞免疫和体液免疫功能下降，致使弓形虫感染率升

高。DIGI'八与ELISA相比，有简便、决速、巨无需专门仪器设

备等优点，适合在基层医疗单位应用及羊份检测。
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