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Abstract 

 

Background and purpose: Recently, use of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and 

rapid Immunochromatographic test (ICT) in diagnosis and screening of patients with hepatitis B reduced 

the risk of hepatitis during blood transfusion. However, the incidence of hepatitis B is very high in high-

risk patients such as hemodialysis, thalassemia and hemophilia which receive a lot of blood transfusions. 

Also, due to the infection with mutant type of hepatitis B virus (HBV) and false negative results, using 

molecular tests such as polymerase chain reaction (PCR) are necessary for detection of HBV. In this 

study we aimed to compare the efficacy of ELISA and rapid ICT kits with gold standard real time PCR 

for the detection of HBV in high risk patients. 

Materials and methods: In a cross-sectional study, 100 patients consisting of hemodialysis, 

thalassemia and hemophilia were assessed by real time PCR as the gold standard for detection of HBV 

DNA, fourth-generation ELISA kits including Dia-pro®, Pishtazteb®, Pasteur® and ICT Ecotest® were 

applied for detection of HBSAg. 

Results: Compared with real time PCR, sensitivity and specificity of fourth generation ELISA 

kits was 100% and positive predictive value (PPV) and negative predictive value (NPV) were 100%. 

Conclusion: Recent improvements in the monoclonal antibody production against mutant 

hepatitis B virus and their application in fourth-generation ELISA and rapid ICT kits resulted in 

significant increase in sensitivity and specificity of these methods. Thus, in emergency cases or lack of 

real-time PCR instruments, rapid ICT and ELISA kits could be suggest for detection of HBsAg. 
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 پژوهشی

در  Real Time PCRو  ICT،ELISA یها کیتکن یابیارز
 یلیو هموف ی،تالاسمیزیالید مارانیدر ب B تیهپات صیتشخ

 
    1یبیاحمد حب

      2محمد آبرومند  

 3قربان محمدزاده 

 چكیده
ریع و تست س  ELISA(Enzyme-linked Immunosorbant Assay)  های الیزاامروزه استفاده از تکنیک و هدف: سابقه

س ب  ک اه   Bجهت تشخیص و غربالگری سریع هپاتیت  ICT(Immunochromatographic Test)ایمونوکروماتوگرافیک 
تالاسمی و هموفیلی به دلیل دریاف ت مق ادیر  شده است. با این وجود در بیماران پرخطر نظیر همودیالیز، این بیماریخطر انتقال 

ایج اد نت ای  و ابتلا به نوع جه  یافت ه ای ن وی رو  چنین به دلیل باشد. همالا میب هنوز Bمیزان خطرابتلا هپاتیت خون  دیزیا
 PCR(polymerase chain reaction)های ملکولی مانندواکن  زنجی ره پل ی م راز منفی کاذب در این بیماران استفاده از تست
ب ا تکنی ک  ICTه ای س ریع الای زا و هدف از این مطالعه مقایس ه ک ارایی رو  باشد.جهت تشخیص این بیماری ضروری می

 در بیماران پرخطر بوده است. Bدرتشخیص هپاتیت  Real Time PCRطلایی  استاندارد

 Real Time PCRرو   به ترتی   ب ابیمارهمودیالیز،تالاسمی و هموفیلی  011 مقطعی مطالعهاین  در ها:مواد و روش
های الایزای نسل چهارم با کیت ELISAبه رو   HBSAgاز نظر و  DNA  HBVطلایی برای تشخیص به عنوان استاندارد

 بررسی شدند. ®Ecotestبا کیت  ICTسریعرو   و با

در مقایس ه  ®Ecotestو کیت کیت های الیزای نسل چهارم (Specificity)و اختصاصیت(Sensitivity) حساسیت ها:یافته
 .بود درصد011ها نیز آن (NPV)و منفی (PPV) اخباری مثبتارز   همچنین درصد Real Time PCR 011رو   با

ه ا و بکارگیری آن Bجه  یافته ویرو  هپاتیت  انواعدر تولید آنتی بادی منوکلونال ضد های اخیرپیشرفت استنتاج:

های ف و  گردی د. سب  افزای  چشم گیر حساسیت و اختصاصیت تکنیک ICTهای سریع در الایزای نسل چهارم و تست
 ب ا را Bهای تشخیص س ریع هپاتی ت رو  ، استفاده از PCR real-time امکانات وجود عدم اورژانسی یا موارد بنابراین در
 پیشنهاد کرد. توانتری میبی  اطمینان

 

 ،همودیالیز،تالاسمی،هموفیلی B  ،Real Time PCRهپاتیت واژه های کلیدی: 
 

 مقدمه
از  ی  ی( جزHBsAg)Bآنت  ی ژن س  طپی هپاتی  ت 

ده که به مق دار زی اد توس ط وی رو  ویرو  بو دیکپس
که ممکن است در جریان گرد  یطورشود بهتولید می
 ی از برخد. در  ود باش  وج  رو  م ذره وی  011خ ون 
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 رانیشاپور اهواز، اهواز، ا یجند یدانشگاه علوم پزشک ،یدانشکده پزشک ،ینیبال یمیوشیارشد بکارشنا   .0
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 پژوهشی

موجود در خون ب ی  از آلب ومین  HBsAgبیماران وزن 

 براسا  وجود مق ادیرمخفی  Bهپاتیت  .(0)باشدمیسرم 

 نظ ر بیمارانی که از سرم یا کبدویرو  در DNAاندک 

HBsAg  ناش ی مارکره ای س رلوژیک فاقد بوده ومنفی

ه ای طریق تس ت از و باشندمی ازبرخورد قبلی باویرو 

 بیماران تعداداین در شوند.مشخص می ،تشخیصی حسا 

باشد تر از خون می کبد بی هایسلولویرو  موجود در

 دلیل کب  د باش  د.تکثی ر وی  رو  دراز تواند ناشیکه می

توان د ب ه در خ ون این بیماران م ی HBsAgمنفی ب ودن 

دلی  ل ک  م ب  ودن مق  دارآنتی ژن در خ  ون ی  ا تش  کیل 

ب ا  HBsAgباشد ک ه امک  ان س نج   Ag–Abکمپلکس 

ران باش د. ای ن گ روه از بیم  انم ی های رای  مقدورکیت

درص ورت نق ص ایمن ی ب ه عفونت مزمن مبتلا خواهند 

 Bت ر مطالع ات نش ان داده ان د ک ه هپاتی ت . بی (2)شد

 B وی رو  هپاتی ت DNA مخفی معمولاً با میزان اندک

مخفی ممکن اس ت پیش رفت  B هپاتیت .(3)مرتبط است

فیبروز کبد و ریس ک اب تلا ب ه س رطان کب د را اف زای  

 B تور مهمی جه ت انتق ال هپاتی تچنین فاکهم .(4)دهد

ه ا باش د. ل  ا در ای ن جمعی تدر بخ  همودی الیز م ی

 HBsAg بر س نج این ویرو  علاوه  DNA جداسازی

مختلف ی ک ه ش یوع  مورد تاکید قرارگرفته است. مطالعات

اند، بررسی کرده نهفته را در بیماران همودیالیزی B هپاتیت

گزار  ک رده ان د  درصد 15تا  1میزان شیوع آن را بین 

گی ری، توان د ناش ی از نپ وه نمون هکه این اختلاف م ی

ه ا، می زان واکسیناس یون، حساسیت و اختصاصیت تست

مراقبت بهداش تی و ماش ین همودی الیز اختصاص ی ب رای 

توان د ب ه عل ت نهفت ه م ی B هپاتی ت .(6،1)بیماران باشد

ای باش د ک ه ب ا های موتاس یون یافت هآلودگی با ویرو 

قاب ل ش ن اس ای  ی های تشخیص م ل ک  ولی رای    رو 

ط   ورکلی ب  ه مخ   فی Bدر ب   روز ه  پات ی    ت . (7)نباش  ند

  ژنتی   کفعالی   ت سیس    تم ای من    ی و فاکتوره   ای اپ   ی

 ژن(، نق    اساس  ی  بی  ان هنگ  ام در ژنتیک  ی )تغیی  رات

 وی  رو   DNA دارن  د. عل  ل متع  ددی جه  ت ح   ور

 داخ ل ش دن اند ک ه ش املارائه شده HBsAg در غیاب

DNA وی  رو  در کروم  وزوم میزب  ان، موتاس  یون در  

MHR(Major Hydrophilic Region) ژن ناحی  ه S ،

 به دنبال عفونت حاد، همراهی با عفون ت window دوره

HCV سرکوب ایمنی، ضعف آزمایش گاه درتش خیص ، 

HBsAg های ایمنی هستند که سب  و تشکیل کمپلکس

یم اران تالاس می و ب .(5)ش وندم ی HBsAg مخفی شدن

ه ای هموفیلی به دلیل دریاف ت مک رر خ ون و ف رآورده

های ویروسی قابل معرض خطر ابتلا به بیماری در خونی،

. (3)هس  تند HIVانتق  ال از راه خ  ون ب  ه وی  ته هپاتی  ت و 

جهت تشخیص  Rapidخصوصیات نوارهای تست سریع 

درای  ن اس  ت ک  ه س  اده وارزان هس  تند وب  ه  Bهپاتی  ت 

دم ای  در و نی از ندارن د دی ده رسنل آم وز دستگاه وپ

باشند. اس ا  ک اراین نواره ا ب ر اتا  قابل نگهداری می

 باشد ومی ICTهای ایمونوکروماتوگرافی یا مبنای رو 

ه ا ه ا دررق ابتی و ی ا غی ر رق ابتی ب ودن آناختلاف آن

رون د به کار م ی HBSAgهایی که برای کست باشد.می

در  شوند.ی غیر رقابتی ساخته میبر اسا  مکانیسم الایزا

ژنی  ک ناحی  ه آنت  ی ای  ن مکانیس  م آنت  ی ژن ح  داقل دو

 دو متفاوت باید داش ته باش د ت ا ق ادر ب ه اتص ال ب ه ه ر

ها در حساس یت مشکل عمده این کست بادی باشد.آنتی

ه ای ح اوی باشد ب ه ط وری ک ه در نمون هتشخیص می

 جه   HBSAgی ا ح اوی  ng/ml 1 HBSAg تر ازکم

ام ا ب ا  .(00،01)شوندیافته، منجر به نتای  منفی کاذب می

بادی اختصاص ی ظهور الایزای نسل چهارم و تولید آنتی

های موتاسیون یافته،حساسیت این نواره ا برعلیه ویرو 

اگرچ ه  .(01،02)به میزان قابل توجهی بهب ود یافت ه اس ت

جهت بررس ی  PCRهای مولکولی مانند امروزه از رو 

 به عنوان اس تاندارد طلائ ی ب ه ط ور Bان با هپاتیت بیمار

های منج ر ب ه اما به دلیل جه  شودمعمول استفاده نمی

تغییرات سرولوژیک یا وجود مقدار بسیار ک م آنت ی ژن 

در بیم اران پرخط ر  Bاهمیت تشخیص دقی ق هپاتی ت  و

ک ه هموفیلی و تالاسمی و با توجه به ای ن مانند دیالیزی،

ی ت  اکنون درای  ران انج  ام نش  ده اس  ت، اچن  ین مطالع  ه

 ه  ای بن  ابراین ه  دف مطالع  ه حاض  ر مقایس  ه تکنی  ک
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 و الای  زا ب  ا رو  ملک  ولی  ICTمعم  ول س  رولوژیک 

real-time PCR  و بررس   ی ارز  تشخیص   ی ای   ن

در بیم اران پرخط ر  Bها جهت تشخیص هپاتیت تکنیک

 .بوده است تالاسمی و هموفیلی ،دیالیزی

 

 مواد و روش ها
بیم  ار  10ف  رد بیم  ار ) 011ای  ن مطالع  ه مقطع  ی  در

بیم  ار هم  وفیلی(  1بیم  ار تالاس  می و  44همودی  الیزی ،

کننده به بیمارستان ش هید معرف ی زاده شهرس تان مراجعه

 بررس ی ش دند 0334سال  در شادگان )استان خوزستان(

 فاق د خ ون لیت رمیل ی 1 بیم ار ه ر از (.0)جدول ش ماره 

EDTA ته شد. پ س از لخت ه ش دن سرم گرف تهیه جهت

ها، سرم جدا و جهت انجام مراح ل خون و سانتریفوژ آن

تا روز انج ام آزمایش ات  -oC41بعدی مطالعه در فریزر 

، HBSAgهای سطح سرمی سپس تست نگهداری شدند.

و س طح HIV Ab  ، سطح سرمیHCV Abسطح سرمی 

 روی سرم تمام بیماران انجام شد. HBV DNAسرمی 

 
 در مطالع ه در کنن ده ش رکت اف رادخصوص یات  :1 شماره  جدول

 مختلف یها گروه
 

 گروه ها
 جنس

 )سال( متوسط سن
 )درصد( زن )درصد( مرد

 47 21 30 دیالیز

 01 21 24 تالاسمی

 24 1 1 هموفیلی

 

 رو  های آزمایشگاهی
 نواره      ا) ICT رو  ایمونوکروم      اتوگرافی ی      ا -0

 Bسریع( درتشخیص هپاتیت  یا کست های
م ورد اس تفاده ب ا ش ماره س ریال  ICT کی ت اسا 

 ب ا. اس ت اس توار ب ادیآنت ی ساندویچ پایه بر 0400025

 ب  ه دام کنتوگ  ه پ  د در HBSAg ،مثب  ت نمون  ه اعم  ال

 م ویینگی خاصیت اثر تپت مایع فاز حرکت با و افتدمی

 ناحی ه در و آم ده در حرک ت ب ه نیتروس لولز فیلتر روی

 م دل ایج اد ثانوی ه ه ایب ادیآنت ی ب ه اتص ال ب ا تست

 خ ط ب ودن نش ان دار ب ه توج ه ب ا و نمای دمی ساندویچ

 در ای ن ک ه ب ه توج ه ب ا طرف ی از. کن دایجاد می رنگی

 براب ر چن دین کنتوگ ه ب ادیآنت ی می زان کی ت ساختار

 هایبادیآنتی این از بخشی ل ا رودمی کاربه هدف ملکول

 ناحی ه زا ه دف ملک ول ب ه اتصال عدم به دلیل کنتوگه

 بادیآنتی با کنترل ناحیه در نتیجه در و نموده عبور تست

 درناحی ه رنگ ی خ ط ایج اد ب ه منج ر و پیوند خود ضد

 خواهد نوار عملکرد صپت دهندهنشان شودکهمی تست

 کنترل و تست ناحیه در رنگی دوخط ایجاد بنابراین .بود

 .(03)است آزمای  نتیجه بودن مثبت دهندهنشان
 

 Bی نسل چهارم در تشخیص هپاتیت الایزا -2
 و Diapro (Milano, Italy)کی  ت ه  ای  -ال  ف

Pasto (Pasteur Institute, Karaj, Iran) 
 

ه ای سریال های فو  با شمارهکیت تشخیص اسا 

C2T2/11 ب ادی پای ه س اندویچ آنت ی بر 017/34/0/10و

 Bاول آنتی ژن س طپی هپاتی ت  مرحله در. است استوار

(HBs Ag)   ض  د ه  ایب  ادیآنت  ی ب  ا نمون  ه در ودموج 

HBsAg از دهد. پ سمی واکن  هاچاهک در باندشده 

 اف زودن دوم با مرحله در شستشو انکوباسیون و زمان طی

ب ا پراکس  یداز  ش  ده نش ان دار HBsAg ض  د ب ادیآنت ی

شستشو،  انکوباسیون و زمان و طی (HRPتربچه کوهی )

 آبی رنگ .شودمی اضافه هاچاهک به کروموژن و سوبسترا

توس ط  سوبس ترا تجزی ه نتیج ه مرحل ه این از بعد شدهایجاد

 ای ن واک ن  از ناشی کروموژن مپلول رنگ تغییر و آنزیم

 ه ایکم پلکس تع داد با متناس  رنگ این شدت. است

 مپل ول اف زودن ب ا. باشدمی هاچاهک در شده ایجاد ایمنی

 بهت رین ک ه ش ودمی تبدیل زرد به آبی رنگ کننده،متوقف

 .(20،21)دارد نانومتر 411 موج طول در را نوری ج ب
 

 Pishtaz Teb HBsAg Elisa kitکی  ت  -ب

(Tehran, Iran) 
 

 33113ش ماره س ریال  تشخیص کیت فو  با اسا 

 در. است استوار ای مرحله آنتی بادی دو ساندویچ برپایه

 ه م زم ان به طور نمونه در موجود HBs Ag اول مرحله

 در ش ده بان د کلون ال پلی و منوکلونال ایهبادیآنتی با
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 ب ا ش ده نش ان دار HBsAg ض د ب ادیآنتی و هاچاهک

 زم ان ط ی از پ س. ده دمی واکن  (0 کنتوگه) بیوتین

 ح  اوی کنتوگ  ه اف  زودن ب  ا دوم مرحل  ه در انکوباس  یون

، (2 کنتوگ  ه) پراکس  یداز -اس  ترپتوآویدین کم  پلکس

 متص ل اول گهکنتو در موجود بیوتین به استرپتوآویدین

 و سوبس ترا مپل ول، شستشو و انکوباسیون از پس. گرددمی

 ایج اد آبی رنگ. شوندمی اضافه هاچاهک به کروموژن

 فعالی ت اثر در سوبسترا تجزیه نتیجه مرحله این از بعد شده

 واک ن  ای ن از ناشی کروموژن مپلول رنگ تغییر و آنزیم

 ه ایکم پلکس تع داد با متناس  رنگ این شدت. است

 مپل ول اف زودن ب ا. باشدمی هاچاهک در شده ایجاد ایمنی

 بهت رین ک ه ش ودمی تبدیل زرد به آبی رنگ، کنندهمتوقف

 .(22)دارد نانومتر 411 موج طول در را نوری ج ب

 

 م راز پل ی ای زنجیره وانجام واکن  DNAاستخراج  -3
(Real-time PCR) 

 ب      ا اس      تفاده از کی      ت  DNAاس      تخراج 

High pure viral nucleic acid kit  س اخت ش رکت

Roch  انج  ام ش  د. اس  ا   10343200ب  ا ش  ماره س  ریال

این کیت بر پایه میل اتصال اختصاص ی  DNAاستخراج 

DNA های موجود در س رم ویرو باشد. ابتدابه فیبر می

موجود در کی ت لی ز  Kتوسط دترجنت و پروتئین کیناز 

شوند. س پس وتمام اسیدهای نوکلئیک ویرو  آزاد می

در ح    ور ی   ک نم   ک کائوتروپی   ک )گوآنی   دین 

اس  یدهای نوکلئی  ک وی  رو  ب  ه ط  ور  هیدروکلری  د(

انتخ  ابی ب  ه فیبره  ایی ازج  نس پش  م شیش  ه موج  ود در 

شوند. تپت شرایط تامپونی های فیلتردار متصل میتیوب

ویرو  ب ه فیبرمتص ل  DNAمورداستفاده برای شستشو، 

کنن ده )ام لا ، آل ودهماند درصورتی ک ه م واد باقی می

 ش وند.کننده سلولی( متصل نمیها ودیگرموادآلودهپروتئین

شستشوی مت والی وملای م فیلتره ا ب ا ت امپون ب ه آس انی 

خ الص  DNAسپس  کند.عوامل آلودکننده راح ف می

 ازبافرباغلظ ت ان دک نم ک شتش و و کمی شده باحجم

 .(23)شودآوری میجمع

  از م  راز یپل   ایزنجی  ره جه  ت انج  ام واک  ن 

 Artus HBV RG PCR kitکی    ت تج    اری 

(QIAGEN,Germany)  س   اخت ش   رکت کی   اژن ب   ا 

 و دس   تگاه ترموس   ایکلر  148030773ش   ماره س   ریال 

Applied Biosystems StepOneTM  س اخت ش رکت

ABI .استفاده ش د Mix HBV RG/TM Master  کی ت

ه ا، ، مع رفاختصاص ی، پ روب فو  حاوی پرایمره ای

ه  ای لازم جه  ت تکثیراختصاص  ی وآن  زیمواکنش  گرها 

 Bازژن وم وی رو  هپاتی ت  bp034 یک قطعه ب ه ط ول 

چن ین کی ت ف و  ح اوی رن گ فلورس نت باشد. هممی

 شده اختصاصی جهت تشخیص آمپلیکون اختصاصی تکثیر

باش د. ه ا م یکنترل داخلی جهت نرمالایز ک ردن داده و

صاصی پروب الیگونوکلئوتیدی مورد استفاده به طور اخت

ش ود و از طری ق به این مپصولات تکثیر شده متصل می

توان به می PCRمشاهده شدت فلورسانس در طی انجام 

 .(24)بردتشخیص و مپاسبه مقادیر مپصولات پی
 

 Real-time PCRانجام  مراحل

 ب ه ت ا ک رده خ ارج فری زر از را Master Mix ابتدا

  کوت  اه س  انتریفیوژ ی  ک از بع  د و برس  د مپ  یط دم  ای

(short spin )ه  ایمیکروتی  وب. ش  دند اس  تفاده آم  اده 

 و ق  رارداده ی  خ روی راب  ر دس  تگاه مخص  و  اس  تریپی

 Master Mix میکرولیت  ر 31 ه  اآن از ی  ک ه  ر درون

 ه  اینمون  ه DNA میکرولیت  راز 21س  پس . ریخت  ه ش  د

 ی ک از بع د اندرسیده مپیط دمای به که شده استخراج

 اض افه میکروتیوب هر به (short spin) کوتاه سانتریفیوژ

 PCR و داده شدند قرار دستگاه داخل هااستریپ. گردید

 انج ام س یکل 41 در کی ت در موجود دستورالعمل طبق

 .(2 جدول شماره) گردید
 

 Real-Time PCRپروتکل  :2شاره  جدول 
 

 ترکی  حجم

 Master Mix میکرولیتر31 
 Eluted Sample DNA میکرولیتر21 

 جم کلح میکرولیتر 11
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 شرایط دمایی ترموسایکلر :3جدول شاره  
 

 مرحله دما ومدت زمان 

 0 هقدقی 01و   C°95 چرخه0

 چرخه 41
95°C  ثانیه 01و 

60°C  ثانیه 61و 
2 

 

 Applied Biosystems StepOneTMتنظ  یم دس  تگاه 

  QIAGENجهت استفاده از کیت 

بر اسا  دستورالعمل کیت مورد استفاده و ج دول 

( از 4مای دستگاه )جدول شماره موجود در دفترچه راهن

ب  رای  2ب  رای شناس  ایی ژن ه  دف و از فیلت  ر  0فیلت  ر 

 .شناسایی ژن کنترل داخلی استفاده شد

 
 رو  انتخ     اب فیلتره     ا در دس     تگاه  :4جمممممدول شممممماره  

Applied Biosystem StepOneTM 
 

 فیلترها
StepOne StepOnePlus systems 

 Dye فیلتر Dye فیلتر

0 FAMTM dye 0 FAMTM dye 
SYBER®Green dye 

 

SYBER®Green dye 

2 JOETM dye 2 JOETM dye 
VIC®dye 

 

VIC®dye 

3 ROXTM dye 3 TAMRATM  dye 

 4 NEDTM  dye 

 

 استفاده می کنند. ابی فیلترهااز StepOnePlus systems و StepOne های  دستگاه

 

 رسم منپنی استاندارد و تفسیر نتای 

ه ای اس تاندارد های متوالی از نمونهابتدا برای رقت

که به صورت آماده در کی ت  IU/µl 101-105با غلظت 

انجام و نمودار تکثی ر ثب ت  PCRموجود است، واکن  

 (. نم ودار تکثیر،چرخ ه آس تانه ی ا 0)نمودار ش ماره  شد

CT (cycle threshold) کند.ها را مشخص مینمونه CT 

و با لگاریتم تعداد کپی اولیه نمونه رابط ه معک و  دارد 

اول  ین نم  وداری ک  ه زودت  ر از بقی  ه نموداره  ا وارد ف  از 

ت ری ب وده و ه ای ک مش ود، دارای رق تلگاریتمی م ی

 ک ه ه ایینمون ه تر خواهد بود.مقدار کپی اولیه آن بی 

 عن وان ب ه کنندمی قطع را Threshold خط هاآن منپنی

 یعن ی کنن دنم ی قط ع ف و  را خ ط که هاییآن و مثبت

DNA پ س از  .باش ندمی منفی شود، به عنواننمی تکثیر

ها براس ا  برای هررقت استاندارد، منپنی آن CTتعیین 

CT ه ای در مپور عمودی و لگاریتم تعداد کپیDNA 

منپن ی  (.2)نم ودار ش ماره  شوددر مپور افقی رسم می

ب ا تعی ین  حاصل به صورت خطی با ش ی  منف ی اس ت.

نمون  ه  CT ض  ری  زاوی  ه و معادل  ه خ  ط و ب  ا دانس  تن

 PCRه ای اس تاندارد )که برای آن همراه نمون ه مجهول

ق  رار دادن آن در معادل  ه منپن  ی  و انج  ام ش  ده اس  ت(

تع  داد کپ  ی آن مش  خص  اف  زار،اس  تاندارد توس  ط ن  رم

طور ک ه زی ر منپن ی اس تاندارد مش خص همان شود.می

 کارآیی و 335/1برابر  R2 (،2)نمودار شماره  شده است

(Efficiencyآ )  باشدمی 33/37زمای. 
 

 
 

 HBVDNAاستاندارد  یمنپن : 1ناوداه شاره   

 دارد    ای استان    ر نمونه ه   ودار تکثی   نم:  1ره  ممموداه شامممنا
QS=Quantitation Standard 

QS 1 (1×105 IU/µl) 

QS 2 (1×104 IU/µl) 

QS 3 (1×103 IU/µl) 

QS 4 (1×102 IU/µl) 

QS 5 (1×102 IU/µl) 

Positive Samples 
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 ب ا و کدگ  اری طریق از آوریجمع از پس هاداده

 و تجزیه مورد MedCalc® 12.1.4.0 افزارمنر از استفاده

 رس م ویتگ ی، حساسیت، سپس .گرفتند قرار آماری تپلیل

 بین یپ ی  ارز  توصیفی، آمارهای بیان ،ROC نمودار

 .شدند تعیین( NPV) منفی و( PPV)مثبت کننده

 

 یافته ها
مورد مطالعه فقط دو بیمار از گروه دی الیز  بیمار 011از 

 Rial time PCR HBV DNAلایی رو  استاندارد ط با

 (Undetectableمثبت شدند وبقیه بیماران غیرقابل شناسایی)

 .(3بودند )نمودار شماره 

 

 
 

 Real time PCR HBV DNA نتای :  3شاره   ناوداه

 
ه ای های الایزا وب ا کی تبا تکنیک HBsAgنتای  

و Dia.Pro، Pishtazte ه  ای تج  اری س  اخت ش  رکت

Pasteur  و تکنی  کICT  ب  ا کی  تEcotest  در نم  ودار

 م ورد اند. با توجه ب ه نم ودار درنشان داده شده 4شماره 

هر چهارکیت فقط دو نمون ه از بیم اران دی الیزی مثب ت 

 ها منفی بودند.شدند و بقیه نمونه

 

 
 

 HBsAgنتای   : 4شاره   ناوداه

رو  الای زا  با HCV Abوجود  تمام بیماران از نظر

ز کی  ت س  اخت ش  رکت پاس  تور بررس  ی اس  تفاده ا ب  ا و

 3مورد مطالعه،  بیمار 011که از  شدند. نتای  نشان دادند

دو نفر از بیماران تالاسمی و دونف ر  نفر از بیماران دیالیز،

 مثبت ش دند HCV Abنظر وجود  از بیماران هموفیلی از

 .(1)نمودارشماره 
 

 
 

 HCVAb  ینتا : 5شاره   ناوداه
 

با  و HIV Abوجود مطالعه ازنظر تمام بیماران مورد

 Arya mabna tashkhisاستفاده ازکیت س اخت ش رکت 

رو  الایزا بررسی شدند و نتای  نشان دادند که تم ام  با

 (.6منفی بودند )نمودارشماره  HIV Abبیماران ازنظروجود 
 

 
 

 HIVAbنتای   : 6شاره   ناوداه
 

 ب  ه عن  وان اس  تاندارد Real-time PCRمقایس  ه رو  
و تعیین  Bطلایی با سایر تکنیک ها در تشخیص هپاتیت 

Sensitivity  وSpecificity  ،PPV  وNPV 
نت ای  مثب ت و منف ی ک اذب و  1در جدول ش ماره 

منفی حقیقی ارائ ه ش ده اس ت.نتای  نش ان  نتای  مثبت و

بیمار مثبت  2مورد مطالعه،  بیمار 011بین  دهند که ازمی
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چن ین، نت ای  یقی بودند. ه مبیمار منفی حق 35حقیقی و 

ب ه عن وان  PCRمنفی کاذب در مقایسه با رو   و مثبت

 های الای زادر مقایسه رو  استاندارد طلایی مشاهده نشد.

)ب ه عن وان اس تاندارد  Real time PCRب ا رو   ICTو 

و  Medcalc ،Sensitivityاف   زار طلای   ی( توس   ط ن   رم

Specificity  ،PPV  وNPV وجه به نت ای  تعیین شد. با ت

و  PPV، 011حساسیت و ویتگی معادل  6جدول شماره 

NPV و  011مع  ادلAUC  ه  ا ب  رای ای  ن رو  0مع  ادل

 تعیین شد.

 
 منفی ومثبت کاذب وحقیقینتای  :  5شاره   جدول

 

Number of samples with following results 

 رو  اندازه گیری
 کل حقیقی مثبت کاذب مثبت حقیقی منفی کرذبمنفی 

1 35 1 2 011 Dia.Pro® HBsAg 

(Elisa) 

1 35 1 2 011 PishtazTeb® 

HBsAg (Elisa) 

1 35 1 2 011 Pasteur® HbsAg 

(Elisa) 

1 35 1 2 011 Ecotest® HBsAg 

(ICT) 

 

 بپث
و  ICTزه استفاده ازتست های س ریع ب ه رو  امرو

تست های ال یزای متعددی  درآزمایشگاهای تش خیص 

باش د. در ای ن معمول م ی HBSAgطبی جهت تشخیص 

های داخ ل و خ ارج از های ساخت شرکتمطالعه کیت

ه ای تش خیص کشور که در سطح وس یع در آزمایش گاه

 اختصاص یت حساس یت و نظ ر از ش وندطبی استفاده می

بررسی شدند. نتای  مطالعه حاض ر حساس یت و ویتگ ی 

های م کور در مقایسه ب ا رو  اس تاندارد بالای تکنیک

 رانشان داد. Bجهت تشخیص هپاتیت  PCRطلایی 

ه ای مطالعات مختلف در خصو  مقایسه تکنیک

نتای  متفاوتی گ زار   Bم کورجهت تشخیص هپاتیت 

 و حساس یت همک اران و Bottero مطالع ه کرده ان د. در

درصد 3661 ترتی  به ICT رو  به Vikia کیت ویتگی

 ب ه Determine کی ت ب رای چن ینه م ودرصد  3/33 و

 .(03)گردی د گ زار درصد  011 ودرصد  6/33 ترتی 

 تشخیص برای کمی PCR رو  با ICA عملکرد مقایسه

 همکاران و انصاری توسط انسان سرم در HBsAg سریع

 نمونه با 021 سرم، نمونه 241 از مطالعه این در .شد انجام

 منف  ی نمون ه 021 و مثب  ت PCR ی ا الای  زا ه ایتکنی ک

 ب  ا اس  تفاده از ICT تکنی  ک ب  ا ه  انمون  ه س  پس .ش  دند

، ACON ،Dima ه   ایکمپ   انی س   اخت ه   ایکی   ت

Cortez، Blue Cross ،Intec تکنی ک با و بررسی PCR 

 همقایس  ش دند، نت ای  طلایی مقایس ه استاندارد به عنوان

 به نسبت، Blue Cross و Intec هایکیت که داد نشان

 
حساسیت ، اختصاصیت،  نییتع و B تیهپات صیتشخ در ها کیتکن ریسا طلایی با استاندارد نوانه عب Real time PCR رو  سهیمقا:  6شاره   جدول

 ارز  اخباری منفی ومثبت
 

 ارز  اخباری منفی
aCI) (95% 

   اخباری مثبتزار

(95% CI) 

 اختصاصیت

(95% CI) 

 حساسیت

(95% CI) 

 سطح زیرمنپنی
CI) 95%( 

QIAGEN HBV DNA 
Real time PCR 

  

  مثبت منفی

011 011 011 011 0 (n=98) (n=2)   

 Dia.Pro® HBsAg (Elisa) مثبت 2 1     

  منفی 1 35     

011 011 011 011 0 (n=98) (n=2)   

  Pishtaz Teb® HBsAg (Elisa) مثبت 2 1     

  منفی 1 35     

011 011 011 011 0 (n=98) (n=2)   

 Pasteur® HBsAg (Elisa) مثبت 2 1     

  منفی 1 35     

011 011 011 011 0 (n=98) (n=2)   

 Ecotest® HBsAg (ICT) مثبت 2 1     

  منفی 1 35     

 

a: 95% Confidence interval 
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 ،حساس یت و دارن د ت ریب ی  حساس یت ه اکی ت بقیه

درص  د  35 از ت  ر ب  ی ه  اآن NPV و PPV ،ویتگ  ی

 م ورد ه ایکی ت ب رای تم ام کل ی مقایس ه در باشد.می

 ودرص   د  2/33 ت   ا 1/37 ب   ین حساس   یت اس   تفاده

 ک ه گ زار  ش ددرص د  2/33 تا 1/37 بین اختصاصیت

 ایمطالعه در .(04)بود حاضر نتای  مطالعه مشابه آن نتای 

 Hepacard کمپ انی س ریع کی ت همک اران و Raj دیگر

 کی ت س وم نس ل الای زای ب ا را HBsAg تشخیص برای

Axsym HBsAg 0111 مطالع ه ای ن در .کردن د مقایسه 

 73 حساس یت و گرفتن د ق رار ارزی ابی م ورد س رم نمونه

ب  رای ای  ن کی  ت درص  د  3/35 اختصاص  یت ودرص  د 

 نت ای  نزدی ک آن اختصاص یت نت ای  ک ه گزار  ش د

 و همک  اران Lau مطالع  ه در .(01)ب  ود حاض  ر مطالع  ه

 تکنی ک با HBSAg تشخیص جهت ICT یعسر تکنیک

 س رم نمون ه 2463 مطالع ه ای ن در .گردی د مقایسه الایزا

( ت  ام خ  ون 621 و ت  ازه س  رم 0100 ،ش  ده فری  ز 527)

 ان واع ازنظ ر مش ابهی نت ای  و گرفتن د قرار موردارزیابی

 و حساس  یت آم  د. ب  ه دس  ت م  ورد مطالع  ه ه  اینمون  ه

 به دس ت درصد 011 ودرصد  31 ترتی  به اختصاصیت

 7/33 ودرص  د  011 ترتی    ب  ه NPV و PPV و آم  د

 حاض  ر مطالع  ه نت  ای  مش  ابه گ  زار  ش  د ک  هدرص  د 

س ریع  هایکیت ایمطالعه در همکاران و Kaur. (00)بود

Hepacard تش  خیص جه  ت HIV ،HCV و HBsAg را 

استاندارد  به عنوان Ortho Diagnostics کیت الایزای با

 نمون  ه 2714 مطالع  ه ی  نا در .کردن  د ارزی  ابی طلای  ی

رصد د 011 سریع هایکیت اختصاصیت و شدند بررسی

 HIV ،HCV ها برایاین کیت حساسیت اما شد گزار 

 4/33 و درص  د 1/55 درص  د،51 ترتی    ب  ه HbsAg و

 ای مطالعه در همکاران و Irwig. (06)گزار  شددرصد 

جه ت تش خیص  ICT تکنی ک که دادند نشان سئول در

 درص د 011 اختصاصیت ودرصد 37 تحساسی Bهپاتیت 

می  زان  همک  اران و Sato دیگ  ر ایمطالع  ه در .(07)دارد

 اس  تفاده ازبا را ICT تکنی  ک حساس  یت واختصاص  یت

جه ت تش خیص هپاتی ت  Dainascreen HBsAg  کیت

B اختصاصیت و حساسیت ودرنتای  خود بررسی کردند 

نت  ای   .(05)گ  زار  کردن  ددرص  د 011 ای  ن رو  را

و  (Sensitivity) مطالعه حاض ر نش ان داد ک ه حساس یت

کی  ت ه  ای الای  زای نس  ل  (Specificity)اختصاص  یت 

و کی  ت  ®Pasteurو  ®Dia-pro®،Pishtaztebچه  ارم 

Ecotest®   در مقایس  ه ب  ا روReal Time PCR  ب  ه

،  Bعن  وان اس  تاندارد طلای  ی جه  ت تش  خیص هپاتی  ت 

 چن  ین ارز  اخب  اری مثب  تباش  د. ه  مم  ی درص  د011

(PPV) و منف  ی(NPV) می  زان  ه  ا نی  ز ب  های  ن کی  ت

باش  د. نت  ای  مطالع  ه حاض  ر نش  ان داد م  ی درص  د011

ه ای های تولید کنن ده کی تپیشرفت قابل توجه شرکت

ک ارگیری های منوکلون ال و ب هبادیالایزا در تولید آنتی

ها سب  اف زای  حساس یت و اختصاص یت تش خیص آن

 دربیماران پرخطر شده است. Bهپاتیت 

ین  ه تولی  د ه  ای حاص  ل درزمب  ا توج  ه ب  ه پیش  رفت

های منوکلونال ضد انواع جه  یافته وی رو  بادیآنتی

ها در الایزای نسل چهارم و و به کارگیری آن Bهپاتیت 

،س ب  اف زای  قاب ل  ICTهای سریع ب ه رو  در تست

ه  ای م   کور توج  ه حساس  یت و اختصاص  یت تکنی  ک

توان ب ا شده است. بنابراین می B جهت تشخیص هپاتیت

در موارد اورژانسی ی ا در م وارد ع دم  تریاطمینان بی 

از ای ن رو  ه ای س ریع  PCRوجود امکانات الای زا و 

 استفاده نمود. Bجهت تشخیص هپاتیت 
 

 سپاسگزاری
این مقاله برگرفته از پایان نامه آق ای احم د حبیب ی 

تپقیق ات  می باش د ک ه هزین ه انج ام آن توس ط مرک ز

  وردانش  گاه عل  وم پزش  کی جن  دی ش  اپ-هیپرلیپی  دمی

(. HLRC-9406)ش ماره ط ر  اهواز ت امین ش ده اس ت 

نویسندگان ای ن مقال ه ه م چن ین ازهمک اری ارزش مند 

جناب آقای دکتر مرادزادگ ان مس ئول فن ی آزمایش گاه 

 Realپاستوراهواز و خانم مهند  حامد مدیریت بخ  

time PCR  آزمایشگاه در انجام این مطالعه کمال تق دیر

 تشکر دارند. و
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