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بھ روش الایزاp24وسنجش آنتی ژنHIV 1,2آنتی ژنھایعلیھسنجش آنتی بادی

:مقدمه 

سال در HIV-1تقسیم می شود. HIV-2و Type(HIV-1تروویروسها می باشد که خود به دو زیر گروه (ریا ویروس نقص ایمنی اکتسابی از خانواده HIVویروس 
) در آمریکا ویژگیهاي کامل آن Jay Levy) و جی لوي (Robert Galo) در فرانسه شناسایی و توسط رابرت گالو (Luc Muntanierتوسط لوك مونتانیر (1983

. کیلو باز است7/9تک رشته اي و اندازه آن در حدود RNAدر آفریقاي غربی شناسایی شد. ژنوم این ویروس از نوع 1986نیز در سال HIV-2معرفی گردید. 
تقریباً در تمام مناطق جهان یافت می HIV-1،ایجاد می گردد. از نظر پراکندگیدر انسان این ویروس فعالیت) توسطAIDSایمنی اکتسابی (سندرم نقص سیستم 

8بیش از ورود ویروس به بدن تا ظهور علائم بیماري ازمیانگین زمان و مناطق محدود دیگري از جهان می شود.مختص آفریقاي غربیبیشترHIV-2گردد ولی
این ویروس در طی دوره نهفتگی طولانی مدت خود در بدن با تکثیر و رشد در سیستم ایمنی سلولی و تضعیف آن باعث ایجاد عفونتهاي فرصت طلبسال می باشد.

اختصاصی هاي باديو آنتی -P24HIV1ژن اختصاصی آنتیو تشخیص همزمان مرگ بیمار را سبب می شود. جداسازي ، ویروسی و انگلی شده و نهایتاً قارچی
روشهایی که امروزه جهت تشخیص این بیماري از میانتولید شده علیه آنتی ژنهاي اختصاصی این ویروس در شناسایی افراد آلوده بسیار حائز اهمیت می باشد.

از حساسیت بالایی برخوردار می باشد. نمونه هاي مثبت با این بالگري استفاده می شود، که در واقع ریا الایزا جهت بررسی اولیه و تست غEIAکاربرد دارند روش 
قابلیت اندازه بوده والایزا با حساسیت و اختصاصیت بالاچهارماز نسل مجدداً تست شده و بررسی می گردند. کیت حاضرWestern blotتاییدي روش با روش

،به بدن فردHIVاز ورود ویروس یک الی سه هفته بعدمی باشد.داراراP24آنتی ژن سنجشHIV-2وHIV-1آنتی ژنهايگیري آنتی بادي اختصاصی علیه 
ردیابی آنتی ؛فابل رد یابی نیستندHIVاین در حالی است که هنوز آنتی بادي ها علیه آنتی ژن هاي ویروس افزایش چشمگیري پیدا می کند؛p24سطوح آنتی ژن 

.می باشدبسیار حائز اهمیت HIVد هنگام ابتلا به عفونت جهت تشخیص زودر طی این دوره P24ژن 

:اساس آزمایش 

Combineروش راساس آزمایش در این کیت ب Antigen & Antibody Sandwich Enzyme Immunoassay استوار می باشد. چاهکهاي پلیت با آنتی
پس ،پوشش داده شده اند، در هنگام آزمایشP24 HIV-1و آنتی بادي اختصاصی HIV-2مربوط به gp36وHIV-1مربوط بهgp120و gp41نوترکیبژنهاي

و از به آنتی ژنهاي کف چاهک متصلFab) از طریق یکIgM-IgG-IgAيهاآنتی بادي(HIVدر صورت وجود آنتی بادیهاي اختصاصی علیه ،از افزودن سرم
سایت یک طریقدر نمونه این آنتی ژن ازP24؛ همچنین در صورت وجود آنتی ژناتصال می یابندمایع دیگر به آنتی ژنهاي لیبل شده با بیوتین در فاز Fabطریق

لیبل شده با بیوتین در فاز مایع P24طریق یک سایت آنتی ژنیک دیگر به آنتی بادي و ازاختصاصی کوت شده در کف پلیت متصلP24به آنتی بادي آنتی ژنیک
محلول آنزیم کونژوگه که حاوي ، پس از انکوباسیون و شستشوتشکیل می شود.ساندویچ و آنتی باديآنتی ژن ساندویچهايکمپلکس، در آخرمتصل می گردد

پس از انکوباسیون و می شود.متصل بیوتین کمپلکس هاي فوق استرپتاویدین بهمی باشد به چاهکها اضافه می شود. این HRPلیبل شده با آنزیم استرپتاویدین 
تجزیه سوبسترا در اثر فعالیت آنزیم و تغییر رنگ محلول محلول سوبسترا و کروموژن به چاهکها اضافه می شود. رنگ آبی ایجاد شده بعد از این مرحله نتیجه ،شستشو

زودن محلول متوقف کننده رنگ . با افکروموژن ناشی از این واکنش می باشد. شدت این رنگ متناسب با تعداد کمپلکسهاي ایمنی ایجاد شده در چاهکها می باشد
.نانومتر دارد450آبی به زرد تبدیل می شود که بهترین جذب نوري را در طول موج 

:محتویات کیت 

.P24 HIV-1و آنتی بادي اختصاصی HIV-2وHIV-1خانه حاوي چاهکهاي پوشش داده شده با آنتی ژنهاي اختصاصی96پلیت ) 1

این محلول را باید با محلول رقیق کننده کونژوگه قبل از مصرف به .)x20میلی لیتر کونژوگه غلیظ (75/0حاوي) : یک ویالConj-1(یکمحلول کونژوگه) 2
.رقیق نمود20/1نسبت 

.محلول جهت رقیق سازي کونژوگه غلیظml15یک ویال حاوي ) :Conj-1 Diluent: (یکمحلول رقیق کننده کونژوگه) 3
. HRPاسترپتاویدین لیبل شده با آنزیم آماده مصرفمحلولml12یک ویال حاوي ) :Conj-2(دوژوگهمحلول کون) 4
Antibody)آنتی بادي سرم کنترل مثبت) 5 Positive Control):حاويml1 سرم انسانی غیر فعال شده حاوي آنتی بادي علیهHIV-1وHIV-2.
Antigen)آنتی ژن سرم کنترل مثبت)6 Positive Control): حاويml1 از نظر آنتی بادیهايمنفیسرم انسانیHIV-1وHIV-2 آنتی ژن حاويP24

.نوترکیب
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.HIV-2وHIV-1يآنتی بادیهاوP24آنتی ژن سرم انسانی منفی از نظرml1: حاوي (Negative Control)سرم کنترل منفی) 7
.مصرف)براي(آمادهمحلول رنگزا لیتر یمیل12يوحاویال 1: (Chromogen-Substrate)ي یک مرحله ايمحلول رنگزا) 8
مقدار مورد نیاز ،آماده مصرفي. جهت تهیه محلول شستشو)X10غلیظ (يلیتر محلول شستشویمیل50يویال حاودو:(Wash Solution)محلول شستشو) 9

.یدیرقیق نما10/1را با آب مقطر به نسبت 
.نرمال 1اسید کلریدریک لیتریمیل12حاوي: یک ویال)Stop Solution(همحلول متوقف کنند) 10
. برچسب مخصوص پلیت) 11

:باشندیمواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نم

.س)به عنوان فیلتر رفراننانومتر630و در صورت امکان (نانومتر 450با طول موج ریدردستگاه الایزا) 1
.میکرولیتر دقیق100و 50يسمپلرها) 2
درجه سانتی گراد .37بن ماري یا انکوباتور) 3
.% یا محلول ضد عفونی کننده دیگر5یت سدیم رمحلول هیپوکل) 4
.آب مقطر) 5

: نکات قابل ذکر براي مصرف کنندگان

.تندقابل استفاده هسمصرف در همین کیت يبراتنها محتویات این کیت ) 1
.در سرم و پلاسماي انسانی طراحی و ساخته شده استAnti-HIVو Antigen P24این کیت صرفا جهت اندازه گیري) 2
ید .ینماياردمختلف جداً خودساختهايمخلوط کردن محتویات کیتها با شماره از) 3
عواملاینفاقدوه گردیدل نترکHCVوHIVو آنتی بادیهاي HIVو HBs ،HCVآنتی ژنهاي دارند از نظر وجودیکلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرم) 4
P24ژنکیت حاوي آنتی آنتی ژنمثبتکنترل. غیر فعال شده استHIVآنتی ژنو از نظرHIVکیت حاوي آنتی بادیهاي آنتی باديمثبتکنترل.باشندیم

یکه با کیت کار مکاربرانیجهت احتیاط  بهتر است ؛انجام گرفته استدرجه سانتی گراد 56ساعت در غیر فعال سازي سرم یا پلاسما بمدت نیممی باشد.نوترکیب
.   دند از تماس مستقیم با مواد بپرهیزنکن
.بیماران توصیه می شودعینکهاي آزمایشگاهی هنگام کار با سرمهاي ازاستفادههنگام انجام آزمایش حتماً از دستکشهاي یکبار مصرف استفاده کنید. همچنین) 5
دقیقه در مجاورت محلول 30مشکوك به آلودگی را بعد از اتمام کار به مدت حداقل washوسایل و محلولهاي ،HIVسرمهاي مثبت از نظر آنتی بادیهاي ضد ) 6

.یز پیشنهاد می گردددرجه سانتی گراد ن121دقیقه در20به مدت ، % یا محلولهاي مناسب ضد عفونی کننده دیگر قرار دهید. همچنین اتوکلاو 5هیپوکلریت سدیم 

: يشرایط نگهدار

ید .ینمايگراد نگهداریدرجه سانت8تا 2يیخچال بین دماکیت را در) 1
.میباشدماه4پایداري پلیت بعد از باز کردن آن ید.اینميچاهکها را در کیسه مخصوص پلیت همراه با نمگیر نگهدار) 2
توصیه میشود بعد از باز کردن کیت حداکثر در .باشدیهر یک از آنها ميتا پایان مدت انقضاء یاد شده بر رو(قبل از باز شدن درب کیت)محتویات کیتيپایدار) 3

.ماه از آن استفاده نمایید4فاصله زمانی 
درجه سانتیگراد قابل نگهداري و مصرف 2-8به مدت یک هفته در شرایط با آب مقطر رقیق نمایید این محلول (آماده مصرف)10/1محلول شستشو را به نسبت ) 4

.می باشد

نمونه :يو آماده سازيجمع آور
شده با نمونه هاي دیگر نباید Pooledهمچنین از سرم یا پلاسماي رقیق شده یا توان پس از جدا نمودن از خون استفاده نمود،یرا مدار،EDTAيسرم یا پلاسما

.نموديگراد نگهداریدرجه سانت- 20يدر دماتریمدت زمان طولانيگراد و یا برایدرجه سانت8تا 2ي در دمایک هفتهتوان به مدت ینمونه را مده کرد.استفا
.از نمونه هاي مشکوك به آلودگی میکروبی جهت انجام تست استفاده نشودنمودن نمونه پرهیز شود.Freez-thawباید از در ضمن
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: یتوضیحات عموم

اجزاء کیت، پلیت را بعد از رسیدن به سایرجهت ماندگاري بهتر پلیت، مانند برسانید.قبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق ) 1
.دماي محیط از کیسه مخصوص آن خارج کرده و چاهکهاي مورد نیاز را بردارید

.محض شروع آزمایش کلیه مراحل بدون توقف انجام پذیرندهبهتر است ب) 2
.هر نمونه استفاده کنیدياز نوك سمپلر یک بار مصرف برا) 3
.باشدیچاهکها حداکثر تا نیم ساعت قابل قرائت ميپس از افزودن محلول متوقف کننده جذب نور) 4
.   رت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیه شودچاهکها بصورت کامل صويکسب نتایج مطلوب باید شستشويبرا) 5
مورد يگردد قبل از شروع آزمایش تمام مواد و محلولهایباشد، بنابراین پیشنهاد میانکوباسیون ممناسب نتیجه مطلوب زمان حصولاز مهمترین فاکتورها در ) 6

. شودیمي ترمطلوب بین مراحل سمپلینگ باعث نتایج یکنید، این عمل با کاهش فاصله زمانمورد نیاز را باز ينیاز را آماده نموده و درب محلولها

:تهیه و آماده سازي معرفهاي کیت

محلول کونژوگه آماده مصرف :) 1

.امی مخلوط کنیدو به آریدیرقیق نما20/1کونژوگه غلیظ را با محلول رقیق کننده کونژوگه به نسبت بر حسب نیازوبر اساس جدول زیر

123456789101112پهایتعداد استر
ml95/09/185/28/375/47/565/66/755/85/945/104/11حجم رقیق کننده کونژوگه 

ml05/01/015/02/025/03/035/04/045/05/055/06/0حجم کونزوگه غلیظ 

.پایدار و قابل مصرف می باشدسانتیگراددرجه2- 8یطادر شریک روزف) به مدت وگه رقیق شده (آماده مصرژمحلول کون* 

مراحل انجام آزمایش :

را به لچاهک اوپلیت قرار داده و درب آن را ببندید.يچاهکها را به همراه نمگیر درون کیسه مخصوص نگهدارسایرمورد نظر را انتخاب نموده و يتعداد چاهکها) 1
در نظر آنتی بادي و یک چاهک جهت کنترل مثبت آنتی ژن چاهک براي کنترل منفی و یک چاهک براي کنترل مثبت دونک انتخاب نموده و در ادامه عنوان بلا

.بگیرید
.از کنترل منفی، کنترل مثبت و سرمها را به چاهکهاي مورد نظر اضافه نمایید(l)میکرولیتر 50) 2
.درجه سانتی گراد (بن ماري یا انکوباتور) انکوبه نمایید37دقیقه در 30سپس به مدت ،خصوص پلیت پوشاندهدرب چاهکها را با برچسب م) 3
.به جز چاهک بلانک اضافه نماییدهاچاهکمهبه ه) Conj-1 working solution(کونژوگه یک آماده شدهمحلول (l)میکرولیتر 100) 4
درجه سانتی گراد (بن 37دقیقه در 15سپس به مدت ودرب چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت پوشاندهو تکان دهیدیمتبه ملاثانیه15چاهکها را به مدت ) 5

.ماري یا انکوباتور) انکوبه نمایید
یمتوماتیک در دسترس نباشد چنانچه دستگاه واشر اشستشو يد. براییآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5کرده و چاهکها را یمحتویات چاهکها را خال) 6

تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه یباید مواظب بود که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا میکاناله استفاده نمود ول8توان از سمپلر 
ید و در ینمایس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خالمحلول شستشو در هر چاهک ریخته و سپ(l)میکرولیتر 300در هر دفعه شستشو حدود .آزمایش گردد

.خارج شوندییک پارچه یا کاغذ نمگیر بکوبید تا قطرات اضافي عملیات شستشو چاهکها را در حالت وارونه و با ضربات ملایم بر رويانتها
ید .یچاهک بلانک اضافه نمارا به داخل کلیه چاهکها به استثناء2-میکرولیتر از محلول آنزیم کونژوگه 100) 7
.یدیسانتی گراد انکوبه نمادرجه37دقیقه در15پس از پوشاندن چاهکها توسط بر چسب مخصوص پلیت چاهکها را به مدت ) 8
.)6ید (همانند بند یبار با محلول شستشوي آماده مصرف بشو5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را ) 9

.یدیدقیقه در دماي اتاق و تاریکی انکوبه نما15ید و بمدت یرنگزا به چاهک اضافه نما-لول سوبسترامیکرولیتر مح100) 10
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ید. براي سنجش جذب نوري هر چاهک از دستگاه یمیکرولیتر محلول متوقف کننده به هر چاهک ادامه واکنشهاي آنزیمی را متوقف نما100با اضافه کردن ) 11
بعنوان فیلتر رفرانس nm630(توصیه می شود از فیلتر .یدیید و جذب نوري تمامی چاهکها را در مقابل بلانک قرائت نمایاستفاده نماnm450الایزاریدر با فیلتر 

استفاده شود.)

:ارزشیابی آزمایش

.شمند و قابل گزارش تلقی می گرددرزاین آزمایش با داشتن شرایط زیر ا
.براي بلانک، در صورت بیشتر بودن جذب نوري بلانک احتمالاً محلول رنگزا آلوده شده است05/0جذب نوري کمتر از ) 1
براي کنترل منفی، در صورت بیشتر بودن این جذب نوري احتمالاً شستشو به طور صحیح صورت نگرفته است، آزمایش را دوباره 1/0میانگین جذب نوري کمتر از ) 2

.دقت کنیدانجام داده و در مراحل شستشو 
.آنتی ژن و آنتی باديمثبتهايبراي کنترل0/1میانگین جذب نوري بیشتر از ) 3

:محاسبه نتایج

.می توان استفاده نمودnm450موج طولاز هر دستگاه الایزاریدر با قابلیت سنجش جذب نوري در
.بخوانیدnm630و در صورت امکان در مقابل فیلتر رفرانس nm450ول موج جذب نوري کنترلها و نمونه ها را به کمک دستگاه الایزاریدر در ط) 1
-cutجهت محاسبه ) 2 off(جذب نوري بلانک را باید از جذب نوري همه نمونه ها و کنترلها کم نمود)دییاز فرمول زیر استفاده نما.

Cut-off = منفیيمیانگین جذب نوري کنترلها + 0.05

نیز استفاده کرد .S/Coبراي تعیین جوابهاي مثبت و منفی می توان از محاسبه اندکس 

و یا بیشتر از 1آنها عدد S/Coید . مطابق این فرمول کلیه جوابها یی که یاستفاده نمااز فرمول S/Coجهت به دست آوردن اندکس 

باشد ، منفی تلقی میشوند .1آنها کمتر از S/Coه جوابهایی که یک باشد ، مثبت و کلی

:بررسی نتایج

آنتی ژن عدم وجوددهندهجواب منفی نشانP24، آنتی بادي علیه آنتی ژنهايHIV1-2آنتی ژنیا غیر قابل سنجش بودنوP24در مراحل اديآنتی بویا)
.می باشدHIVآنتی ژنهاي علیه اولیه عفونت)

ه اول می تواند بمرتبهد. مثبت شدن تست در نگزارش گردمیشوند، باید منفیدر تکرار مجدد منفینمونه هاي مثبتی که. جوابهاي مثبت باید مجدداً تکرار شوند
یا (Western blot)وسترن بلاتنمونه باید با روشهاي تاییدي ،علت خطاي کاري در شستشو یا نمونه برداري باشد. در صورت مثبت شدن تست در تکرار مجدد

PCRقرار گیردمجددیابیرزمورد ا.

Sample OD

Cut-off value
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شاخصهاي اجرایی :

:عبارتند ازنلها ا. این پفترمورد ارزیابی قرار گBBIنلهاي اجهت بررسی حساسیت کیت پ:حساسیت) 1

Panels (aSeroconversion:بشرح ذیل میباشدنلها انتایج تست بر روي این پ.

باشماره اولین نمونه مثبت شده(Panel Name)نلانام پشماره
Pishtaz Teb HIV1,2 antibody – antigen kit

روز مثبت شدن بعد از 
شروع نمونه برداري

1Panel J    ( PRB926 )37
2Panel Q   ( PRB965 )37
3Panel L    ( PRB960 )***828
4Panel N    ( PRB969 )870

نسل چهارم HIVآنتی ژن هستند که فقط  کیت هايP24آن تنها حاوي 9و 8آن منفی هستند و ممبرهاي 7تا 1ممبر می باشد که ممبر 9این پنل داراي ***
.قادر به تشخیص آنها هستند

Panel (bAnti HIV 1,2 Combo Performance (PRZ207):از نظرنمونه مثبت7که از این تعداد، نمونه بود 15نل حاويااین پAnti-HIV2 7و

Antiاز نظرنمونه مثبت  - HIV1نمونه منفی است که توسط این کیت نیز نتایج 1این پانل شامل .نتایج مشابهی بدست آمدکیتاین که توسطندبطور مجزا بود
.منفی بدست آمد

Sample ID PT HIV KIT
S/Co

Abbot
HIV AB
HIV-1/2

HIV
Type Sample ID PT HIV KIT

S/Co

Abbot
HIV AB
HIV-1/2

HIV
Type

1 2.65 >20.4 HIV-1 9 7.63 >20.4 HIV-2
2 11.79 19.2 HIV-1 10 2.25 7.2 HIV-2
3 2.93 >20.4 HIV-1 11 5.18 6.6 HIV-2
4 8.1 4.0 HIV-1 12 2.6 6.9 HIV-2
5 18.75 2.4 HIV-1 13 19.36 15.5 HIV-2
6 2.59 >20.4 HIV-1 14 18.63 8.6 HIV-2
7 5.97 >20.4 HIV-1 15 0.64 0.1 Neg
8 23.16 8.1 HIV-2

Panel (cAnti HIV mixed Titer Performance (PRB204):از نظرنمونه منفی2و نمونه مثبت23نل حاوي ااین پAnti HIV1, 2 توسط اینبود که
.دنتایج مشابهی بدست آمکیت 

Anti HIV-1 Subtypes International Reference Reagent (d
:HIV-1زیر گروه هاي مختلف 

)Anti HIV-1 Subtypes 1st International Reference Reagent; NIBSC code: 02/210(گرفتقراربررسیموردکیتحساسیت تجربیجهت بررسی
.آمدبدستزیرنتایجو

Anti HIV-1 Subtypes International Reference Reagent
Subtype OD/CO

A 17.6
B 5.45
C 20.3
D 10.8
E 5.2
O 1.3
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Anti HIV Low titer performance (PRB109) panel (e: نمونه منفی از نظر 2نمونه مثبت و 18این پانل حاويAnti HIV1, 2 توسط اینبود که
.دکیت نتایج مشابهی بدست آم

Anti HIV mixed titer performance (QRZ761) panel (f: نمونه منفی از نظر 1نمونه مثبت و 5این پانل حاويAnti HIV1, 2 توسط اینبود که
.کیت نتایج مشابهی بدست آمد

Analytical HIV-1 P24 Antigen Sensitivity (g:رقتهاي مختلفی از آنتی ژنHIV-1 P24

(1st International Reference Reagent NIBSC code: 90/636) بررسی قرار گرفت و نتایج زیر بدست آمدکیت موردجهت بررسی حساسیت آنالیتیکال.

HIV-1 P24 ANTIGEN 1st International Reference Reagent
IU/ml OD/CO

10 3.69
5 1.92
4 1.63
3 1.32
2 1.17
1 0.9

.می باشدIU/ml 2.0در حدود p24 HIV-1با توجه به نتایج بدست آمده حداقل مقدار قابل تشخیص جهت آنتی ژن *

.تائید شده با کیت آزمایش شد و همگی مثبت بودند،عدد نمونه مثبت192تعداد همچنین
و با کیتها بوده درصد P24 ،100و سنجش آنتی ژن HIV1،HIV2آنتی ژنهاي علیه آنتی بادي گیري با توجه به نتایج بدست آمده حساسیت کیت فوق جهت اندازه

.و روشهاي تاییدي معتبر قابل مقایسه میباشد

مورد مثبت 5با کیت فوق تست گردید، که از این تعداد Randomنمونه سرم و پلاسما بصورت 2880جهت بررسی اختصاصیت کیت تعداد :اختصاصیت)2
مورد مثبت بود و یک نمونه منفی شد . 4شدند که از نتایج بدست آمده تستDiapro HIV Ag-Abنمونه با کیت 5. این بودند

.می باشددرصد)95( با حدود اطمینان درصد99/99-100بر اساس نتایج بدست آمده اختصاصیت کیت در حدود

و همچنین بررسی شرایط همولیز و لیپمی با کیت تست شد که نتایج آن در زیر RFو HCV ،ANAز نظر وجود آنتی بادیهاي تعدادي نمونه سرم ا:تداخلات) 3
.آمده است

) بوسیله کنترل سري ساختجهت بررسی تکرارپذیري کیت تستهاي دقت درون سنجی (در یک کیت) و میان سنجی (بین چند کیت از یک :آزمایشدقت) ۴
.آمده استصفحه بعدمنفی و مثبت و چند نمونه سرمی مثبت انجام شد که نتایج آن در جداول 

نتیجه بدست آمدهتعداد سرم تست شدهنوع سرم تست شده
ANA Positive18منفی

Anti-HCV Positive30منفی
RF Positive25منفی
منفی15سرم همولیز
منفی15سرم لیپمیک
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-Intra)سنجیدرون قت تست د- assay) :

%SDCVمیانگین جذب نوريتستتعداد دفعات تکرار

205/207/08/2آنتی ژنکنترل مثبت
2057/1074/071/4آنتی باديکنترل مثبت

20035/00025/014/7کنترل منفی
120448/0031/092/6نمونه مثبت 
220927/0049/03/5نمونه مثبت 
32044/1055/082/3نمونه مثبت 

-Inter)سنجیمیان تست دقت- assay) :

%SDCVمیانگین جذب نوريتستتعداد دفعات تکرار

106/209/046/3آنتی ژنکنترل مثبت
1062/108/093/4آنتی باديکنترل مثبت

10042/00036/057/8کنترل منفی
11045/0035/077/7نمونه مثبت 
21094/0051/042/5نمونه مثبت 
31046/1057/09/3نمونه مثبت 

*هر سري آزمایش بصورت دوپلیکیت انجام شده است .
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صورت شماتیکنسل چهارم بHIVوش انجام آزمایش ر

HIVچاهکهاي کوت شده با آنتی ژن اختصاصی 

نمونه کنترل ها بلانک محلولها
- میکرولیتر50 - کنترل ها

میکرولیتر 50 - - نمونه
درجه سانتی گراد انکوبه کنید .37دقیقه در دماي 30سپس.با برچسب مخصوص پلیت بپوشانیدرادهانه چاهک ها

میکرولیتر100 میکرولیتر100 - رقیق شده1-محلول کنژوگه
برچسب پلیت را برداشته و محتویات .درجه سانتی گراد انکوبه کنید37دقیقه در دماي 15را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید سپس دهانه چاهک 

.یدیبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو .چاهکها را خالی کنید
میکرولیتر100 میکرولیتر100 - 2-آنزیم کنژوگه

برچسب پلیت را برداشته و محتویات .درجه سانتی گراد انکوبه کنید37دقیقه در دماي 15سب مخصوص پلیت بپوشانید سپس دهانه چاهک ها را با برچ
.یدیبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو .چاهکها را خالی کنید

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول رنگزا
.دقیقه در دماي اتاق و در تاریکی انکوبه کنید15

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده
.نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس) قرائت کنید630(و در صورت امکان نانومتر450جذب نوري چاهکها را در مقابل بلانک و در طول موج 

ها کسر نمایید ..O.Dبلانک را از تمامی .O.D، عدد off-Cutمحاسبه تذکر مهم : قبل از
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