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 روش الايزاه ب HBsAg كيت سنجش  

 : كاربرد حيطه

به منظور    تی ک  نیا .  سرم یا پلاسمای انسان طراحی شده است( در  HBsAg)  B  ژن سطحی ویروس هپاتیت پیشتاز طب برای تشخیص آنتی HBsAg کیت الایزای
 . باشدکیت تنها برای تشخیص آزمایشگاهی میاین محتویات   دارد. کاربرد  Bتی عفونت حاد و مزمن هپات هیاول ییشناسا

 : مقدمه

هپاتیت   یک  Bعفونت  عنوان  ازبه  مهممشکلا  ی  در    ت  است  سراسربهداشتی  شده  شناخته  هپاتیت    .جهان  ویروس  بیماری  ویریده  Bعامل  هپادنا  خانواده   از 
(Hepadnaviridae)    بوده که دارای ژنومDNA  برای آن    ، نوع ام زیرنهتیپ سرولوژیک ب  9ژنوتیپ بوده و    8باشد. این ویروس دارای  حلقوی میای و  نیمه دو رشته

در ترکیب با چهار شاخص  ،  166و    122آمینه موجود در دو محل  بوده و بر اساس نوع اسید  aنام  همشترک بژنی  آنتیها دارای یک شاخص  نوعزیر  شناخته شده است.
  صورت به   Bویروس هپاتیت    ، در جریان خون .(ayw ،ayw2  ،ayw3های نوعباشد )زیرترین ژنوتیپ در ایران میشایع   D شوند. ژنوتیپ بندی میژنیک دیگر تقسیمآنتی

های نوکلئوکپسید است. اولین شاخص عفونت هپاتیت  وجود دارد که حاوی یک پوشش و یک حفره مرکزی از پروتئین  Daneهای کروی شکل بنام پارتیکل  ساختمان
B ،  ژن سطحی یا  آنتیHBsAg   ی درگیری کبد در خون یپس از تماس با ویروس و قبل از پدیدار شدن شواهد بیوشیمیا  ، اییک دوره زمانی دو تا دوازده هفته  دراست که

  افرادیکه در  .  است  یابیخون قابل رد  انیدر جر  ، حساس  یهابا روش   ژنی، وجود آنتدوره  ن یدر ا و ممکن است در این دوره فرد مبتلا فاقد علائم بالینی باشد.  شود  یافت می
شود.  از جریان خون حذف می  ، های اختصاصی کبدهفته پس از شروع علائم بالینی و یا افزایش مقدار آنزیم  12  -  20طی مدت    HBsAg  ، یابندکه از بیماری بهبود می

است که نقش   Bعفونت هپاتیت کلیدی یک شاخص  HBsAgکند. نام حامل مزمن را ایجاد میه وضعیتی ب ، ژن در جریان خون به مدت بیشتر از شش ماه پایداری آنتی
 . های سرم و پلاسما داردرا با حساسیت و ویژگی مناسب در نمونه HBsAgتشخیص ی یتواناموارد مزمن دارد. کیت موجود   ییاساسی در تشخیص عفونت حاد و شناسا

 : اساس آزمايش

طور همزمان با  ه  موجود در نمونه ب  HBsAg  ، در مرحله اول  .استاستوار  ای  دو مرحله  Sandwich Enzyme Immunoassayاساس آزمایش در این کیت بر روش  
دهد. پس از طی زمان انکوباسیون  ( واکنش می1نژوگه  و)ک دار شده با بیوتیننشان  HBsAgبادی ضد  ها و آنتیکلونال کوت شده در چاهکنوکلونال و پلیوهای مبادیآنتی

پس از انکوباسیون  گردد.  نژوگه اول متصل میواسترپتاویدین به بیوتین موجود در ک   ، (2نژوگه  و)ک پراکسیداز-نژوگه حاوی کمپلکس استرپتاویدینودر مرحله دوم با افزودن ک
شود. رنگ آبی ایجاد شده بعد از این مرحله نتیجه تجزیه سوبسترا در اثر فعالیت آنزیم و تغییر رنگ محلول  ها اضافه میمحلول سوبسترا و کروموژن به چاهکو، و شستش

رنگ آبی به  ، باشد. با افزودن محلول متوقف کننده ها میهای ایمنی ایجاد شده در چاهک. شدت این رنگ متناسب با تعداد کمپلکساستکروموژن ناشی از این واکنش 
 . دارد nm 450شود که بهترین جذب نوری را در طول موج زرد تبدیل می

 : محتويات كيت

   .HBsAgکلونال علیه و پلی مونوکلونالبادی دو آنتیی پوشش داده شده با هاچاهکپلیت حاوی  (1

 .و نگهدارنده نیپروتئ یبه رنگ قرمز حاو یدر محلول بافر نیوتی دار شده با بنوکلونال نشانوم یبادیآنت یحاو الی(: وConjugate 1) 1محلول کونژوگه  (2
 . باشدیمحلول آماده مصرف م نیا 

محلول    نیو نگهدارنده است. ا   نیپروتئ  یکه حاو  یبه رنگ آب  یدر محلول بافر  دازپراکسی  -  نیدیاسترپتاو  یحاو  الی(: وConjugate 2)  2محلول کونژوگه   (3
 . باشدیآماده مصرف م

کاتن به عنوان ماده محافظ و    %0/ 05کننده و    داریبه عنوان پا  نی پروتئ  یبه رنگ قرمز دارا   یمحلول بافر  یحاو  ال ی(: وPositive Controlکنترل مثبت ) (4
 .ژنیفعال شده مثبت از نظر آنت ریغ  یسرم انسان

 .HBsAgسرم انسانی منفی از نظر  عنوان ماده محافظ وکاتن به %  05/0 محلول بافری به رنگ زرد وحاوی ویال : (Negative Control) کنترل منفی (5

 باشد.این محلول آماده مصرف می .حاوی تترامتیل بنزیدین و آب اکسیژنهویال  :(Chromogen-Substrate) یا یک مرحله یزا محلول رنگ (6

  ی تهیه محلول شستشو  به منظور(. 10Xغلیظ )  یمحلول شستشو  یحاوویال  % توئین،  05/0محلول بافر فسفات و  :(Wash Solution)  محلول شستشو (7
 .یدیرقیق نما 1:10مقدار مورد نیاز را با آب مقطر به نسبت  ، آماده مصرف

 . نرمال 1اسید کلریدریک ویال حاوی محلول  (:Stop Solution) همحلول متوقف کنند (8

 . تیبرچسب مخصوص پل (9

 . محصول یدفترچه راهنما (10

 : باشندنميمواد و وسايل مورد نياز كه در كيت موجود 

 . (به عنوان فیلتر رفرانس nm 630)و در صورت امکان  nm 450دارای فیلتر  (ELISA Reader) ریدر  الایزا دستگاه  (1
 .دقیقمیکرولیتر  100و  50، 25 هایسمپلر (2

 گراد. درجه سانتی 37انکوباتور   (3

 . محلول ضد عفونی کننده دیگر% یا  5محلول هیپوکلریت سدیم  (4
 . آب مقطر (5
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 :كنندگانمصرف نكات قابل ذكر براي 

 باشد.محتویات این کیت فقط برای مصرف در همین کیت می (1
 های سرم پرهیز نمایید.از مخلوط کردن نمونه  و ساخته شده است. یطراح یانسان یدر سرم و پلاسما HBsAg یریگاندازه برای صرفاً تیک نیا  (2
 .یدیمختلف جداً خوداری نما یهاها با شماره ساختمخلوط کردن محتویات کیت از (3
به    .باشندیکنترل گردیده و فاقد این عوامل م  HCVو    HIV  یها یبادیو آنت  HIV  ژنیدارند از نظر وجود آنت  یکلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرم (4

 .از تماس مستقیم با مواد بپرهیزند  کنندیکیت کار م باکه  یاحتیاط بهتر است کاربران منظور

  ه یتوص  مارانیب  یهاهنگام کار با سرم  یشگاهیآزما  یهانکیاستفاده از ع   نی. همچن دیمصرف استفاده کن  کباری  یهاحتماً از دستکش  شیهنگام انجام آزما (5
 شود. یم

 میسد  تیپوکلریدرون محلول ه  قهیدق  30را بعد از اتمام کار حداقل به مدت    یمشکوک به آلودگ  لیو وسا  HBsAgضد    یهایبادیمثبت از نظر آنت  یهاسرم (6
  شنهاد یپنیز  گراد  درجه سانتی  121  دمای  در  قهیدق  20اتوکلاو کردن، به مدت    نی. همچن دیقرارده  گریدمناسب  کننده    یضد عفون  یهامحلول  ادرصد ی  5
 . گرددیم

  هامعرف  و  گر واکنش  یهامحلول  یتمامدر نظر گرفته شوند.    یعفون  یبه عنوان پسماندها  دیبا  ، استفاده شده   یهاوچاهک  هاکنترل  استانداردها،   ماران، یب  نمونه (7
 امحا شوند. مقررات ملی دفع پسماندهای عفونیمطابق با  دیبا

 اي: هشدارهاي توصيه 

 این کیت برای مقاصد غربالگری تولید نشده است. از این کیت فقط در مقاصد تشخیصی استفاده شود . 

  :شرايط نگهداري

 .یدیگراد نگهداری نمادرجه سانتی 8تا  2یخچال بین دمای  کیت را در (1
 .یدیگیر نگهداری نمارا در کیسه مخصوص پلیت همراه با نمها  چاهک (2
 .باشدمیها شده بر روی هر یک از آن نوشتهتا پایان مدت انقضای   (تی)قبل از باز شدن درب ککیت  پایداری محتویات  (3
قابل نگهداری و مصرف    گرادسانتی  درجه  8تا    2با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط    1:10شستشوی آماده مصرف که به نسبت    محلول (4

 .باشدمی

حل شدن    یآماده مصرف، برا   یمحلول شستشو  هی. قبل از تهدینماینم  جادیرا ا   ی امر مشکل   نیشود که ا   لیتشک  ستالیکر  ، ظی غل  یممکن است در محلول شستشو  : نكته 

 . دیقرار ده گرادیدرجه سانت 37را در  الیو ، هاستالیکر

 :جمع آوري و آماده سازي نمونه 

های دیگر نباید  با نمونه  Pooledاز سرم یا پلاسمای رقیق شده یا    اما  خون استفاده نمود،   هایسلول  توان پس از جدا نمودن ازیم  را   EDTAدارای    یسرم یا پلاسما 
)در    نمود  یگراد نگهداریدرجه سانت  - 20  یدر دما  تریمدت زمان طولان  یگراد و یا برا یدرجه سانت  8تا    2ی  در دما  یک هفتهتوان به مدت  ینمونه را م  استفاده کرد.

وجود آلودگی میکروبی، کدورت، همولیز، لیپمی و زردی در نمونه، ممکن است موجب تداخل در نتیجه نهایی آزمایش   .نمونه پرهیز شود(  مکرر  و انجماد  بذوباید از   ضمن
 . گردد

  :توضيحات عمومي

 یبه دما  دنیرا بعد از رس  تیپل  ت، ی اجزاء ک  ریمانند سا  ت، یبهتر پل  یماندگار  برای.  دیاتاق برسان  دمای  قبل از شروع مراحل آزمایش، تمام مواد و نمونه ها را  (1
 .دیرا بردار ازیمورد ن یهامخصوص آن خارج کرده و چاهک سهیاز ک طیمح

 بهتر است به محض شروع آزمایش کلیه مراحل بدون توقف انجام پذیرند.  (2

 از نوک سمپلر یک بار مصرف برای هر نمونه استفاده کنید.  (3
 باشد. می یریگها حداکثر تا نیم ساعت قابل اندازهکننده، جذب نوری چاهکپس از افزودن محلول متوقف (4
 ها تخلیه شوند.ها به صورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهکبرای کسب نتایج مطلوب باید شستشوی چاهک (5
 هایگردد قبل از شروع آزمایش تمام مواد و محلولبنابراین پیشنهاد می  .باشدزمان انکوباسیون مناسب می  ، صول نتیجه مطلوبحمهمترین فاکتورها در    از (6

 . شودتر میاین عمل با کاهش فاصله زمانی بین مراحل سمپلینگ باعث نتایج دقیق .های مورد نیاز را باز کنیدمورد نیاز را آماده نموده و درب محلول

 .طول نیانجامده دقیقه ب 5ها بیش از  بهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زمان ریختن نمونه 6به دلیل مشابه در بند  (7

 حصول نتایج قابل اعتماد بسیار ضروری است.  برایشستشوی صحیح با مقدار مناسب بافر شستشو  (8
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 : مراحل انجام آزمايش

چاهک  .  پلیت قرار داده و درب آن را ببندید  یگیر درون کیسه مخصوص نگهدارها را به همراه نمچاهک  ریمورد نظر را انتخاب نموده و سا  یهاتعداد چاهک (1
 .دیری کنترل مثبت در نظر بگ یچاهک را برا  کیو  یکنترل منف یرا برا  یاول را به عنوان بلانک در نظر گرفته و دو چاهک بعد

 های مربوطه به جز چاهک بلانک اضافه نمایید. ها را به چاهکمنفی، مثبت و نمونهاز کنترل   میکرولیتر 100 (2

  ی ها صورترنگ نمونه سرم1. با افزودن کونژوگه  دییها به جز چاهک بلانک، اضافه نما( را به همه چاهکConjugate 1)  1میکرولیتر محلول کونژوگه    25 (3
 . شودیرنگ م

درجه    37  دمای  در  قه یدق  30ها را با برچسب مخصوص پلیت پوشانده و به مدت  سپس درب چاهک  .دیتکان ده  متیملا  اب  هی ثان  15ها را به مدت  چاهک (4
 .دییگراد انکوبه نمایسانت

  ید. یها به استثناء چاهک بلانک اضافه نماچاهک  تمامرا داخل  (  Conjugate 2)  2  میکرولیتر از محلول آنزیم کونژوگه  25  ،هاچاهک  يشستشو  بدون (5

رنگ کنترل منفی   2با افزودن کونژوگه  بپوشانید. پلیت برچسب مخصوص  ها را بادرب چاهکسپس  .ملایمت تکان دهید اثانیه ب 15ها را به مدت  چاهک
 .شوندها بنفش میاز زرد به سبز و رنگ کنترل مثبت و نمونه

 ید.یگراد انکوبه نمادرجه سانتی 37دردقیقه  30ها را به مدت چاهک، ها توسط بر چسب مخصوص پلیتپس از پوشاندن چاهک (6

در    کیاتومات  یچنانچه دستگاه شستشو،  شستشو  ی. برا دییآماده مصرف بشو  یبار با محلول شستشو  5ها را  کرده و چاهک  یها را خالمحتویات چاهک (7
 دتوانیزیرا م  ، باید مواظب بود که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود  یول  ؛کاناله استفاده نمود  8توان از سمپلر  یم  ، دسترس نباشد

  صبر کرده  ثانيه  15میکرولیتر محلول شستشو در هر چاهک ریخته، سپس    300موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش گردد. در هر دفعه شستشو حدود  

(Soaking time) ملایم بر  تها را در حالت وارونه و با ضرباچاهک ، عملیات شستشو ی در انتها. دیینما یها را با وارونه کردن و تکاندن خالو بعد چاهک
 .خارج شوند یگیر بکوبید تا قطرات اضافیک پارچه یا کاغذ نم یرو

  .یدیدقیقه در دمای اتاق و تاریکی انکوبه نما 15مدت  ه اضافه و ب هابه چاهک سوبسترا  - کرموژنمیکرولیتر محلول  100 (8

برای سنجش جذب نوری   .یدیهای آنزیمی را متوقف نماادامه واکنش ، به هر چاهک  (Stop Solution)  کنندهتوقف ممیکرولیتر محلول    50با اضافه کردن   (9
شود از فیلتر  )توصیه می  نماییدها را در مقابل بلانک قرائت  نموده و جذب نوری تمام چاهکاستفاده    nm  450ریدر با فیلتر    هر چاهک از دستگاه الایزا 

630 nm  استفاده گردد(.  رفرانسبه عنوان فیلتر 

 ارزشيابي آزمايش: 

 .باشدمیشمند و قابل گزارش رزاین آزمایش با داشتن شرایط زیر ا 
 است. زا آلوده شده احتمالاً محلول رنگ ، بلانک یبودن جذب نور شتریدر صورت ب ؛بلانک یبرا  0/ 1کمتر از  یجذب نور (1
  ش ی آزما .صورت نگرفته است ح ی احتمالاً شستشو به طور صح یجذب نور نیبودن ا  شتریدر صورت ب ؛یکنترل منف یبرا  15/0کمتر از  یجذب نور نیانگیم (2

 . دیرا دوباره انجام داده و در مراحل شستشو دقت کن

 . کنترل مثبت یبرا  8/0از   شتریب یجذب نور (3

 : حاسبه نتايجم 

 .توان استفاده نمودمی nm  450با قابلیت سنجش جذب نوری در طول موجریدر  الایزا ر دستگاه  ه از 
 . ( بخوانیدnm 630 رفرانس)و در صورت امکان در مقابل فیلتر  nm 450در طول موج  ریدر الایزا ها را به کمک دستگاه نمونه و هاکنترلجذب نوری  (1
 . ها کم نمود(ها و کنترل)جذب نوری بلانک را باید از جذب نوری همه نمونه یدیاز فرمول زیر استفاده نما Cut-offمحاسبه  به منظور (2

 
Cut-off Value = يمنف ي هاكنترل  ي جذب نور نيانگ يم  + 0.05 

 

 نیز استفاده کرد.  S/Coتوان از محاسبه اندکس های مثبت و منفی میبرای تعیین جواب

و یا بیشتر از   1ها عدد آن S/Coهایی که جواب تمامید. مطابق این فرمول استفاده نمای                                   از فرمول  S/Coبه دست آوردن اندکس  به منظور 

 شوند. باشد، منفی تلقی می 1ها کمتر از آن S/Coهایی که یک باشد، مثبت و کلیه جواب

 تفسير نتايج: 

   .باشدیعفونت( م هی)در مراحل اول ژنیقابل سنجش بودن آنت ریغ  ایو   HBsAgدهنده عدم وجود نشان یجواب منف (1
  تواند ینمونه اشتباه م  ایدر شستشو    یکار  یهمچون خطا  یتکرار شود. موارد  دیبا نمونه جد  شیآزما  مجدداً  ستیبایم  ش، یآزما  جهیصورت مثبت شدن نت  در (2

 گردند. شیآزما نیدر نخست ج یباعث مثبت شدن کاذب نتا

  ی هاشیبه انجام آزما  ازیبر ن  ینمب یادداشتیدر آن    نیو همچن  شدهگزارش    Reactiveبه صورت  باید    هاشیآزما  نیا   ج ینتا  ش،یصورت مثبت شدن مجدد آزما  در  : توجه

است گزارش   یهیبد  .شود  دهیگنجان  HBV  کیسرولوژ  یهاتست  ریسا  ایو    یلکول وم  یهاتست  ، HBV  (HBV Neutralization test)  یسازیهمچون خنث  ، یدییتا
 .باشدیم ریامکان پذ یدییتا یهاتست ج یفقط بر اساس نتا ، هاشیآزما نوع نیا  یمثبت قطع  جهینت

Sample OD  

Cut-off value 
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 :ييهاي اجراشاخص 

 :ي نيبال تيحساس( 1

 ي اسهيآزمون مقا (الف
مورد آزمون  نیز این کیت توسط  ، CEدارای نشان معتبر تجاری  عدد سرم مثبت تائید شده با کیت الایزای 50تعداد  ، به منظور تعیین حساسیت بالینی این کیت 

 . % به دست آمد 100، حساسیت  1طب مثبت شدند و طبق جدول نمونه با کیت پیشتاز 50قرار گرفتند و تمامی 

 ه است. انجام شد CLSI EP12-A2 یبا استفاده از راهنما بررسیاین 

 
 . ينيبال تيحساس اي آزمون مقايسه نتايج    - 1جدول 

 ( درصد) تيحساس زانيم معتبر تجاري كيت الايزاي مثبت با  ي هاسرم تعداد طب  شتازيپ تيك  مثبت با ي هاسرم تعداد

50 50 100% 

 

 الملليهاي بين آزمون با فراورده ب( 
ی مختلف از  هاهای بالینی از نظر عدم پوشش تیترها و ساب تایپهای نمونهمحدودیت  وهای مثبت، با توجه به کلاس خطر کیت  علاوه بر استفاده از نمونه سرم

  ها در جداول و نتایج حاصل از آزمون آن  های بین المللی زیر نیز برای بررسی بیشتر حساسیت کیت استفاده شدهای مختلف معتبر و فراورده، از پنلآنالیت مورد ارزیابی
 . آمده است 6تا  2

 Hepatitis B surface antigen Sensitivity panel –PHA 808 - 2جدول 

S/Co Ratio Pishtazteb PEI U/ml IU/ml BBI ng/ml HBsAg subtype Member ID 

12.5 0.53 0.71 2.49 ad 1 

6.5 0.20 0.31 1.17 ad 2 

5.6 0.17 0.28 1.02 ad 3 

4.3 0.15 0.22 0.96 ad 4 

2.8 0.10 0.15 0.69 ad 5 

2.5 0.08 0.12 0.50 ad 6 

1.9 0.06 0.08 0.41 ad 7 

1.6 0.05 0.06 0.37 ad 8 

1.4 0.04 0.05 0.30 ad 9 

0.9 0.02 0.02 0.23 ad 10 

11.0 0.83 0.67 2.51 ay 11 

5.8 0.33 0.30 1.26 ay 12 

4.6 0.25 0.22 0.96 ay 13 

4.1 0.19 0.19 0.77 ay 14 

3.0 0.16 0.14 0.63 ay 15 

2.7 0.13 0.11 0.48 ay 16 

2.2 0.10 0.09 0.42 ay 17 

1.5 0.08 0.06 0.33 ay 18 

1.2 0.05 0.04 0.23 ay 19 

0.8 0.03 0.01 0.13 ay 20 

0.4 0.00 0.00 0.03 * 21 
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نیز برای تعیین وضعیت حساسیت   Low Titerاز پنل    .تعیین شد  IU/ml 0.05  و یا کمتر از  ng/ml 0.2کمتر از    ad ,ayاین اساس حساسیت سنجش برای زیر نوع    بر
 . کیت استفاده شد

 HBsAg Low Titer Performance Panel (Modified) PHA106 - 3جدول 

Behring 
Enzygnost (S/Co) 

Ortho System3 
(S/Co) 

Biorad Monolisa 
(S/Co) 

Abbott AxSYM 
(S/Co) 

HBsAg Concentration 
(IU/ml) 

Pishtazteb 
S/Co Ratio Member ID 

1.5 1.0 1.1 1.3 0.05 2.8 106-1 

2.5 2.2 1.5 1.7 0.1 2.4 106-2 

7.8 7.4 5.1 4.2 0.4 8.1 106-3 

3.9 4.9 3.0 3.6 0.3 7.2 106-4 

2.0 1.8 1.4 1.6 0.1 3.0 106-5 

9.8 11.0 8.0 5.7 0.6 11.6 106-6 

0.3 0.0 * 0.5 * 0.7 106-7 

5.5 5.7 4.5 3.8 0.4 9.6 106-8 

2.8 2.2 1.9 1.9 0.1 4.3 106-9 

4.3 7.1 3.7 3.5 0.4 6.6 106-10 

5.4 2.1 1.1 4.7 0.2 2.6 106-11 

2.1 2.2 1.5 1.7 0.1 3.0 106-12 

5.9 7.6 5.3 3.8 0.3 8.2 106-13 

- - - - - - 106-14 

- - - - - - 106-15 

Panel members 14 and 15 are no longer available. 

 
 HBsAg Mixed Titer Performance Panel (PHA 206) - 4جدول 

Behring Enzygnost (S/Co) Ortho Vitros (S/Co) Gen.Sys (S/Co) Abbott AxSYM (S/Co) Pishtazteb S/Co Ratio Member ID 

0.2 0.1 0.4 0.5 0.5 206-1 

33.9 96.1 24.6 31.8 >30.0 206-2 

43.9 70.0 24.6 22.4 >30.0 206-3 

43.9 4455 24.6 226 >30.0 206-4 

43.9 3999 24.6 233 >30.0 206-5 

43.9 3340 24.6 186 >30.0 206-6 

43.9 56 24.6 21.6 29.0 206-7 

37.3 36.7 20.5 14.9 28.0 206-8 

22.2 40.7 23.6 18.7 29.0 206-9 

13.4 17.7 13.2 6.3 14.0 206-10 

10.6 13.4 12.1 8.1 18.0 206-11 

20.3 25.5 18.2 9.8 21.0 206-12 

26.2 15.1 14.2 8.2 15.0 206-13 

7.9 10.4 7.6 4.8 11.0 206-14 

6.6 2.4 3.6 2.6 4.0 206-15 

7.1 5.3 6.6 2.8 7.7 206-16 

1.7 0.7 2.2 1.6 2.7 206-17 

2.9 2.0 3.4 1.7 3.4 206-18 

2.6 1.6 3.3 3.0 2.8 206-19 

11.8 5.9 5.3 3.6 6.8 206-20 

6.8 4.9 6.7 4.6 6.0 206-21 

1.6 1.3 1.6 1.2 1.8 206-22 

2.4 1.8 2.5 1.4 2.8 206-23 

2.2 0.9 3.7 1.3 2.7 206-24 

0.4 0.1 0.4 0.7 0.8 206-25 
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 . شوداستفاده شده است که به عنوان نمونه چند پنل ذکر می  Seroconversionهای بررسی حساسیت از پنلبه منظور 

 Hepatitis B Seroconversion Panel (subtype ad) PHM 914 - 5جدول 

Member 
ID 

Days  since 
1 st bleed 

HBsAg 

)ng/ml ( 
Pishtazteb 

)S/Co( 
Abbott 

AxSYM S/Co 

Biorad 
Monolisa 

(S/Co) 

Ortho 
Vitros 
(S/Co) 

Behring 
(S/Co) 

Gen.Sys 
(S/Co) 

914-01 0 <0.1 0.7 0.6 0.0 0.1 0.5 0.4 

914-02 146 0.2 1.3 0.7 0.2 0.3 0.5 2.1 

914-03 151 0.3 1.8 0.9 0.4 0.5 0.6 2.5 

914-04 153 0.5 2.0 1.0 0.5 0.8 0.7 3.7 

914-05 158 0.9 3.5 1.4 1.0 2.3 1.1 6.0 

914-06 160 1.5 6.3 2.2 1.9 4.4 1.5 9.5 

 Hepatitis B Seroconversion Panel (Subtype ad) PHM 909 - 6جدول 

Member 
ID 

Days since 1 
st bleed 

HBsAg 
(ng/ml) 

Pishtazteb 
(S/Co) 

Abbott IMx 
(S/Co) 

BioMerieux 
(S/Co) 

Ortho EIA 
(S/Co) 

Behring 
(S/Co) 

Gen.Sys 
(S/Co) 

909-01 0 <0.1 0.7 0.5 0.1 0.0 0.6 0.6 
909-02 4 <0.1 0.8 0.5 0.1 0.0 0.5 0.6 
909-03 7 0.1 0.9 0.6 0.1 0.0 0.6 0.8 
909-04 9 0.3 1.3 0.8 0.3 0.2 0.6 2.3 
909-05 14 1.1 4.7 1.5 1.0 2.1 1.8 10.3 
909-06 18 >2.7 11.1 2.8 5.5 7.1 5.6 19.9 
909-07 21 >2.7 20.0 5.6 13.3 16.2 11.6 23.3 

 :شيآزما يژگيو (2

   مورد آزمایش قرارگرفت که نتایج به شرح زیر است:، مقایسه با این کیت و یک کیت الایزای دیگر  افراد سالم در نمونه از 2025 

 ه است. انجام شد CLSI EP12-A2 یبا استفاده از راهنما بررسیاین 
 .ويژگي آزمايش – 7جدول 

 طب  شتازيپ تي ك با يمنف ي هاسرم تعداد
  تي ك با يمنف ي هاسرم تعداد

 معتبر  تجاري الايزاي 

و در   هينمونه مثبت در تست اول تعداد

 تكرار

  تياختصاص زانيم

 (درصد)

2024 2025 
دو نمونه مثبت شد بعد از تکرار   هیتست اول در

 .مثبت شد هااز نمونه یکیتنها  جینتا
95/99 

 

 دقت آزمايش: ( 3
نمونه  سری ساخت( بوسیله    در سری آزمایشات مختلف از یک( و میان سنجی )سری آزمایشدقت درون سنجی )در یک    های، آزمونپذیری کیت  بررسی تکرار  به منظور

 ه است.انجام شد CLSI EP05-A3 یبا استفاده از راهنما بررسیاین   .آمده است 9و  8که نتایج آن در جداول  های مثبت و منفی انجام شد
 .Intra Assay ج ينتا  - 8جدول 

 %SD CV يجذب نور نيانگيم تعداد دفعات تكرار تست نمونه

078/0 2/2 20 1مثبت  نمونه  5/3 

067/0 35/1 20   2مثبت  نمونه  9/4 
0095/0 2/0 20 3نمونه مثبت   7/4 

0028/0 055/0 20 یمنف  نمونه  1/5 

 

 .Inter Assay ج ينتا  - 9جدول 

 %SD CV يجذب نور نيانگيم تعداد دفعات تكرار تست نمونه

 5 0/105 1/2 20 1مثبت  نمونه

 5/5 0/072 3/1 20 2 مثبت نمونه

 7 0/014 2/0 20 3مثبت نمونه 

0042/0 05/0 20 یمنف  نمونه  4/8 

 پلیکیت انجام شده است. ا صورت د ه ب  ، هر سری آزمایش

 : ( آزمون تداخل4
یک  هر  . شرکت پیشتاز طب انجام شده استتولیدی     HBsAgدر سرم انسانی توسط کیت  HBsAgدر سنجش    هاگربررسی میزان اثر عوامل مداخله  به منظور  این آزمون

های حاوی عوامل  گیری اضافه شدند. سپس نمونهنالیت مورد اندازهآهای سرم مثبت و منفی از نظر  های مشخص به نمونهغلظت  به شرح جدول زیر با  گراز عوامل مداخله
وجود   ، آمده دست بهبر اساس نتایج گر مقایسه شدند. مورد آزمایش قرار گرفتند و نتایج حاصله با نتایج آزمایش پیش از افزودن عوامل مداخلهگر با استفاده از کیت مداخله
و نتایج آن    انجام شد  CLSI EP14-A3و    CLSI EP07-A2  یاین مطالعه با استفاده از راهنما  .باشدگرها تغییری در نتایج ایجاد نکرده و آزمون قابل قبول میمداخله

 . آمده است 10در جدول 
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 آزمون تداخل  ج ينتا - 10جدول 

گرمداخله عوامل شده  شي نمونه آزما تعداد  ش يآزما جهيگر بر نتعوامل مداخله  ريتاث   

ANA positive 20  یمنف  

Anti-HIV Positive 40  یمنف  

RF Positive 15  یمنف  

Hemolytic Serum 10  یمنف  

Lipemic Serum 10  یمنف  

 

 : ( پايداري كيت5
بلانک    جذب نوری  . در هر دو آزمون، بازنشده تا پایان تاریخ انقضای کیت و آزمون پایداری کیت در حال استفاده در طول چندین هفته انجام گردیدپایداری کیت    آزمون

این مطالعه با استفاده از   .خوانی داشت و تغییر نتایج سرمی نیز مشاهده نگردیدص شده برای ارزشیابی آزمایش در بروشور کیت همای کیت با معیارهای مشخهکنترل  و
 .انجام شد CLSI EP25-A یراهنما
 

 : منابع 
• A.A. poulou and S.P.Dourakis, Genetic Heterogeneity of Hepatitis Viruses and its Clinical Significance, Curr Drug 

Targets-Inflammation and Allergy, 2005, 4:47-55. (https://doi.org/10.2174/1568010053622867) 

• K.Kidd Ljunggren and et al., Clinical and Serological Variation between Patients Infected with Different Hepatitis B Virus 
Genotypes, J Clin Microbiol 2004, 42(12):5837-5841. (https://doi.org/10.1128/jcm.42.12.5837-5841.2004) 

• N.Gitlin, Hepatitis B: Diagnosis, Prevention and Treatment, Clin Chem, 1997, 43(8):1500-1506. 
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9265901/) 

• A.J.Zuckerman, Special Serological Diagnosis of Viral Hepatitis. British Medical Journal.1979, 84-86. 
(https://doi.org/10.1136/bmj.2.6182.84) 

• D.Chen and L.A.Kaplan, Performance of a New Generation Chemiluminescence Assay for Hepatitis B Surface Antigen, 

Clin Chem, 2006, 52(8):1592-1598. (https://doi.org/10.1373/clinchem.2005.064063) 
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 : جدول علائم

 Use by انقضاء خ يتار

 

 Batch code ساخت  ي سر شماره
 

 Serial number اليسر شماره
 

 Date of manufacture د يتول خ يتار
 

 Catalogue number كاتالوگ  شماره
 

 Caution: consult accompanying documents به مدارک همراه  توجه
 

 Manufacturer دكننده يتول
 

 Contains sufficient for <n> tests ست يتست كاف n  ي برا اتيمحتو
 

 In vitro diagnostic medical devices يصيتشخ فرآورده
 

 Temperature limitation ينگهدار  ي دما محدوده
 

 Consult instructions for use راهنما كتابچه
 

 Biological risks ي ستيز خطرات
 

 Control كنترل
 

 Negative control ي منف كنترل
 

 Positive control مثبت  كنترل
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 شماتيک   به صورت  HBsAg انجام آزمايش روش
   HBsAg هيعل ي باد آنتيي كوت شده با هاچاهک

 هامحلول  بلانک  ها کنترل نمونه 

 ها کنترل - میکرولیتر 100 -

 نمونه  - - پلاسما  ایسرم  میکرولیتر  100

 1 کونژوگه  میکرولیتر 25 میکرولیتر 25

در   دقيقه 30سپس  دیبپوشان تیها را با برچسب مخصوص پل. دهانه چاهکدییمخلوط نما هيثان  15را به مدت  تیپل اتیمحتو میبا حرکت ملا

 انکوبه کنید.  گراددرجه سانتي 37دمای 

 2 نژوگهوک - میکرولیتر 25 میکرولیتر 25

در   دقيقه 30سپس  دیبپوشان تیها را با برچسب مخصوص پل. دهانه چاهکدییمخلوط نما هيثان  15را به مدت  تیپل اتیمحتو میبا حرکت ملا

چاهک را  بار  5ها را خالی کنید. طبق دستور شستشو انکوبه کنید. برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهک  گراددرجه سانتي 37دمای 

 . دارد اي ثانيه Soaking Time 15به   ازی. هر مرحله شستشو ندییبشو

 زارنگ محلول  میکرولیتر 100 میکرولیتر 100 میکرولیتر 100

 . انکوبه کنید تاريكيو در  دماي اتاقدر  دقيقه 15

 محلول متوقف کننده میکرولیتر 50 میکرولیتر 50 میکرولیتر 50

 .کنیدخوانش ( رفرانسبه عنوان فیلتر  nm 630)و در صورت امکان   nm 450را با طول موج ها چاهکجذب نوری 

 
 

 ت يك ات يمحتو جدول

 ي تست 192 فرمت يتست 96 فرمت يتست 48 فرمت ت يك اتيمحتو

 یتپل
Plate 

1×48-wells 1×96-wells 2×96-wells 

 1کونژوگه   محلول

Enzyme Conjugate 1 
1×2 ml 1×3.5 ml 1×5 ml 

 2کونژوگه   محلول

Enzyme Conjugate 2 
1×2ml 1×3.5 ml 1×5 ml 

 مثبت کنترل

Positive Control 
1×1 ml 1×2 ml 1×4 ml 

 یمنف  کنترل
Negative Control 

1×1.5 ml 1×3 ml 1×5 ml 

 یا مرحله کی ی زارنگ  محلول
Chromogen - Substrate 

1×6 ml 1×12 ml 2×12 ml 

 ( X20) شستشول ومح
Wash Solution (20X) 

1×25 ml 1×50 ml 2×50 ml 

 کنندهمتوقف  محلول
Stop Solution 

1×3 ml 1×6 ml 2×12 ml 

 ت یمخصوص پل برچسب
Cardboard Sealer 

1 1 2 

 استفاده  دستورالعمل
Instruction for Use 

1 1 1 
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