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(یبادژن، آنتیآنتی)های ایمونواسی ابزار واکنش

2

ایمونواسی
ی، بادیای به کمک آنتیهر روش آزمایشگاهی  برای آشکارسازی ماده

ظر ده یا مادۀ موردناتصال به اندازهپذیر بوده یا قابلکه با آن واکنش
.باشدمی

ومژن معلبادی به کمک آنتیبرای شناسایی یا تعیین مقدار آنتی

ومبادی معلژن به کمک آنتیبرای شناسایی یا تعیین مقدار آنتی

بادیآنتی
(کلونالمونوکلونال یا پلی)بادی به عنوان معرفآنتی

بادی به عنوان آنالیتآنتی(IgG ،IgM ،IgA)



عفونیهای تشخیص بیماری
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تشخیص مستقیم

(نیکشت و جداسازی و عامل عفو)های بیولوژیکشناسایی و جداسازی عامل بیماری از نمونه

های مولکولیهایی از ماده وراثتی عامل بیماری به کمک روششناسایی و جداسازی بخش

تکثیر اسیدهای نوکلئیک(NAAT)

HCV-RNA

HIV-RNA

HIV-PreDNA

هاسایر روش(FISH for HPV  )

تشخیص غیرمستقیم

های ایمونواسیبادی اختصاصی به کمک واکنشژن یا آنتیشناسایی آنتی



عفونیهای ایمونواسی تشخیص بیماریفرمت



HIVتاریخچه ایمونواسی 
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های نسل اول کیت

ژنمبتنی بر ایمونواسی غیرمستقیم با استفاده از عصاره کشت سلولی به عنوان آنتی

 شدندمیروز بعد از ورود ویروس مثبت 50تا 40حداقل.

 فقط قادر به تشخیصHIV-1بودند.

های نسل دومکیت

ژن نوترکیبمبتنی بر ایمونواسی غیرمستقیم با استفاده از آنتی

افزایش ویژگی

33-35 گردیدندمیروز بعد از ورود ویروس مثبت.

 قادر به تشخیص هر دوHIV-I & IIبودند.

 قابلیت کمی برای تشخیص نسل هر دوIgMداشتند.



HIVتاریخچه ایمونواسی 
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های نسل سؤم کیتHIV

ژن مضاعفمبتنی بر فرمت آنتی

 قادر به شناسایی هر دوIgG وIgM اختصاصی علیه هر دوHIV-I & IIبودند.

22-28شدندروز بعد از ورود ویروس مثبت می.

نسل چهارم

های اختصاصی بادیعلاوه بر آنتیHIV-I & II قادر به تشخیصAgP24 ویروسHIV-Iباشدنیزمی.

 تواند مثبت شودروز بعد از ورود ویروس  می14حتی.



ژنبادی و آنتیشناسایی تؤامان آنتی
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ادی علیه بهای اختصاصی عامل عفونی و آنتیژنفاز جامد با ترکیبی از آنتی
.ژن هدف پوشیده شده استآنتی

های به روشCombi(Ag& Ab detection combination) نیز معروف
.هستند

های تشخیص روشHIV 4نسل( تشخیصAbژن و آنتیP24)

(Core–Not FDA Approvedژن و آنتیAbتشخیص ) 4HCVو نسل 

ها اغلب برای افزایش حساسیت تشخیصی و کاهش  زمان این روشWindow 

periodاندطراحی شده.

 کاهشWindow period درHIV روز14ماه به 1از



مضاعفژن فرمت  آنتی
Double Ag Bridging IA 

8



Double Ag Bridging IA 
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ژنآنتیبادی و شناسایی تؤامان آنتی
Ag/Ab Combination IA
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IgM(IgM capture)فرمت ربایش 
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HBc( Competitive)فرمت رقابتی  & e Total AB
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ص های ایمونولوژیک تشخیآزمونکیفی هایویژگی
حساسیت تشخیصی-عفونیهای بیماری

بت است، که نتیجه آزمایش آنها مث(بر اساس معیارهای صحت تشخیصی) درصدی از موارد واجد شرایط هدف

ی نامیده میدر متون اروپایی از آن  با عنوان حساسیت تشخیصی  و در متون آمریکایی حساسیت بالین-
:شود  

𝑫𝒊𝒂𝒈𝒏𝒐𝒔𝒕𝒊𝒄 𝒔𝒆𝒏𝒔𝒊𝒕𝒊𝒗𝒊𝒕𝒚 = 100 ×
𝑇𝑃

𝑇𝑃 + 𝐹𝑁
مثال  :

حساسیت تشخیصی یک روش  :  1مثالHIV I & II Ab- P24 Ag combi  یعنی است، %100برابر با
.این روش موارد منفی کاذب ندارد

انداغلب مواقع مدعیان نتایج را براساس مطالعه جمعیت محدودی بدست آورده!!

حساسیت تشخیصی یک روش  :  2مثالToxo IgMاست، یعنی از آزمایش با این روش %87.9برابر با
.خورریم پاسخ منفی کاذب بر می121نمونه سرم  بیمار مبتلا به توکسوپلاسموز حاد به 1000برروی 



های ایمونولوژیک تشخیص های آزمونویژگی
تشخیصیاختصاصیت -عفونیهای بیماری

ش آنها ، که نتیجه آزمای(براساس معیارهای صحت تشخیصی) درصد موارد فاقد شرایط هدف
.منفی است

 شودمیاختصاصیت بالینی نیز نامیده.

𝐃𝐢𝐚𝐠𝐧𝐨𝐬𝐭𝐢𝐜 𝐬𝐩𝐞𝐜𝐢𝐟𝐢𝐜𝐢𝐭𝐲 = 𝟏𝟎𝟎 ×
𝐓𝐍

𝐓𝐍+𝐅𝐏
مثال:

 اختصاصیت یک روشH.pylori Ag in stool است، یعنی از آزمایش برروی %88برابر با
.می خوریممورد مثبت کاذب بر12به H.pyloriفرد غیرآلوده به 100

کارآمدی(efficiency : )ببه کل موارد حقیقی و کاذ( مثبت و منفی)مجموع موارد حقیقی)



ارزش اخباری مثبت
Positive Predictive Value

 مثبتاخباری ارزش(PPV) درصد موارد با نتیجه مثبت آزمایش
تعیین که با معیارهای صحت تشخیصی) کیفی که واجد شرط هدف

.هستند( شوندمی

𝑃𝑃𝑉 = 100 ×
𝑇𝑃

𝑇𝑃 + 𝐹𝑃

 شاخصPPVشوددر پرتو شیوع بیماری تعریف می.

 ،هرچه اختصاصیت آزمایشی بیشتر باشدPPVبالاتری دارد.



ارزش اخباری منفی
Negative Predictive Value

 منفی اخباری ارزش(NPV)که )در صد موارد فاقد شرط هدف
است، ،( شودبازهم براساس معیارهای صحت تشخیصی تعیین می

.نتیجه آزمایش آنها منفی استکه 

𝑁𝑃𝑉 = 100 ×
𝑇𝑁

𝑇𝑁 + 𝐹𝑁

 شاخصNPV یابدمینیز در سایه شیوع بیماری معنی.

،هرچه حساسیت آزمایشی بیشتر باشدNPVبالاتری نیز دارد.



ارزش اخباری مثبت و منفی: مثال 

ارزش .  باشد%4.32در معتادان تزریقی کشور برابر با HIVدر صورتی که درصد آلودگی به ویروس 
-HIV I & II Abمثبت و منفی یک روش غربالگری  اخباری  P24 combi که حساسیت و اختصاصیت

باشد  در آزمایش برروی یک گروه آماری یکصدهزار %98.89و %99.8تشخیصی آن به ترتیب برابر با 
نفری چقدر است؟

𝑰𝒏𝒇𝒆𝒄𝒕𝒆𝒅 𝒑𝒆𝒐𝒑𝒍𝒆 = 𝟏𝟎𝟎𝟎𝟎𝟎 ∗ 𝟒. 𝟑𝟐% = 𝟒𝟑𝟐𝟎
𝑻𝑷 = 𝟒𝟑𝟐𝟎 ∗ 𝟗𝟗. 𝟖% ≅ 𝟒𝟑𝟏𝟏
𝑭𝑵 = 𝟒𝟑𝟐𝟎 − 𝟒𝟑𝟏𝟏 = 𝟗

𝑵𝒐𝒕 − 𝒊𝒏𝒇𝒆𝒄𝒕𝒆𝒅 = 𝟏𝟎𝟎𝟎𝟎𝟎 − 𝟒𝟑𝟐𝟎 = 𝟗𝟓𝟔𝟖𝟎
𝑻𝑵 = 𝟗𝟓𝟔𝟖𝟎 ∗ 𝟗𝟖. 𝟖𝟗% ≅ 𝟗𝟒𝟔𝟏𝟖
𝑭𝑷 = 𝟗𝟓𝟔𝟖𝟎 − 𝟗𝟒𝟔𝟏𝟖 = 𝟏𝟎𝟔𝟐

𝑵𝑷𝑽 = 𝟏𝟎𝟎 ×
𝟗𝟒𝟔𝟏𝟖

𝟗𝟒𝟔𝟏𝟖 + 𝟗
≅ 𝟏𝟎𝟎%

𝑷𝑷𝑽 = 𝟏𝟎𝟎 ×
𝟒𝟑𝟏𝟏

𝟒𝟑𝟏𝟏 + 𝟏𝟎𝟔𝟐
≅ 𝟖𝟎% 18



بادیژن و آنتیهای سنجش آنتیانواع آزمون

های غربالگریآزمون(Screening  :)

شوندبرای غربالگری جمعیت نسبتاً زیادی استفاده می  .

ستندغربالگری نیز، ههای ایمونواسی به دلیل سهولت کاربرد و قابلیت اتوماسیون اغلب آزمایش.

تشخیصی های آزمون(Diagnostic  )

ارزیابی افراد مشکوک به داشتن ویژگی خاص.

مثل . های عفونیهای ایمونولوژیک بیماریاغلب آزمونHCV Ab

یی الامکان از حساسیت بالاآگهی بیماری مهمی استفاده شود، باید حتیاگر برای درمان یا پیش
.برخوردار باشد

اگر آزمون تأییدی خوبی در دسترس باشد اختصاصیت بالا لازم نیست.
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بادیژن و آنتیهای سنجش آنتیانواع آزمون
های تأییدیآزمون(Confirmatory)

شوندهایی که متعاقب  مثبت شدن آزمون غربالگری یا آزمون تشخیصی، انجام میآزمون.

و ارزش اخباری مثبت بالا ( %98بیش از ) واجد اختصاصیت

ایمونوبلاتینگ متعاقب مثبت شدن آزمایش ایمونواسی مثل وسترنHIV

آزمایشRPRژن اختصاصی های آنتیمتعاقب مثبت شدن آزمایشTP ( معکوس به علت
(سهولت کاربری

 نیستندالزاماً ایمونولوژیک  .

HCV RNA متعاقب مثبت شدنHCV Ab

اغلب نتایج مثبت ضعیف نیاز به آزمایش تأییدی دارند(HIV, HCV, HBsAg)

S/Co>3.8وهای الایزا برای روشS/Co>8.0های کمیلومینسانس برای روشHCV براساس
الزامات ایران )باشنداست کشورها الزامات خاص خود را داشتهممکن . CDCگایدلاین 

(  متفاوت است



HIV(CDC guideline)ارزیابی آزمایشگاهی 
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های کیفیآزمونCut-offتعیین نقطه 

22



های کیفیآزمونCut-offتعیین نقطه 
 برای تعیینCut-offشیدیک آزمایش کیفی لازم است با مفاهیم زیر آشنا با:
 نقطهC5 :پاسخ %5پاسخ منفی و %95ای از غلطت آنالیت هدف،  که تکرار آزمایش در آن نقطه به نقطه

.شودمثبت منجر می

 نقطهC95
پاسخ %5پاسخ مثبت و %95ای از غلطت آنالیت هدف، که تکرار آزمایش در آن نقطه به نقطه: 

.شودمنفی منجر می

 بازه𝐶5 − 𝐶95(𝐶5 − 𝐶95 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑣𝑎𝑙 : ) محدوده ای از غلظت آنالیت حول نقطه مرزی   یاCut-off

یا مستمراً مثبت ( 𝐶5های کمتر از غلظت)شده خارج از این دامنه یا مستمراً منفی که نتایج مشاهده
.  می باشند(𝐶95غلظت های بالاتر از )

د، و تفاسیر شده در این ناحیه  به دلیل عدم دقت از ثبات کافی برخوردار نیستننتایج مشاهده: یادآوری
، منطقه خاکستری Doubtfulممکن است داشته باشند، لذا به عنوان مشکوک ( مثبت یا منفی) متفاوتی

Gray zone یا منطقه دوپهلوEquivocalتلقی می شوند.

 نقطه𝐶50  : نقطه نزدیک بهcut-offنتایج %50ای واحد  در این غلظت ، به که در صورت تکرار نمونه
.نتایج منفی منجر می شود%50مثبت و 
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های کیفیآزمونCut-offتعیین نقطه 
 نقطه𝐶5:

𝐶5 = ത𝑋𝑁𝐶 + 𝑡0.995,𝑑𝑓. 𝑆𝐷𝑁𝐶

 نقطه𝐶95 :

𝐶95 = ത𝑋𝑃𝐶 − 𝑡0.995,𝑑𝑓. 𝑆𝐷𝑃𝐶
𝑑𝑓 = 𝑛 − 1

ത𝑋𝑁𝐶های کنترل منفیهای  جذب نوری نمونهمیانگین خوانده

ത𝑋𝑃𝐶های کنترل  مثبتهای  جذب نوری نمونهمیانگین خوانده

t ضریب انتشارt باتوجه به احتمال موردنظر مطلوب و درجه آزادیاست ،(df  )
به مثال موجود در ) Excelها مثل قابل دریافت از کتب آماری یا صفحه گسترده

(اسلاید بعد  توجه کنید

𝑆𝐷𝑁𝐶 و𝑆𝐷𝑃𝐶ی و های کنترل منفهای  نمونهبه ترتیب انحراف استاندارد خوانده
.کنترل مثبت می باشد
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Cut-offمثالی از تعیین 
-آنتینامۀ خویش یک روش الایزا غیرمستقیم برای سنجشدانشجویی برای پایان

ه ،  با کمک پلیتی که با  سونیک IgGبادی اختصاصی  علیه بروسلا آبورتوس از کلاس 
سرم 64ذب میانگین ج.  تخلیص شده کشت باکتری  پوشانیده شده بود، طراحی کرد

و مثبت که مثبت بودن آن به کمک یک روش میدانی که عرفاً واجد حساسیت
و انحراف معیار 0.2797اختصاصیت تشخیصی مطلوبی شناخته گردیده بود معادل 

و 0.0534سرم منفی 32میانگین جذب . بدست آمد0.0764ها معادل خوانده
مطلوب است، محاسبه جذب نوری منطقه . بدست آمد0.0198انحراف معیار آن 

𝐶5خاکستری یا  − 𝐶95 :

𝐶5 = ത𝑋𝑁𝐶 + 𝑡0.995,𝑑𝑓. 𝑆𝐷𝑁𝐶 = 0.0534 + 2.744 × 0.0198 ≅ 0.11
صفحه گسترده( سلول) است در یک خانهکافی tانتشاربرای بدست آوردن ضریب 

Excel عبارت”=T.inv(0.995,31) “را تایپ کنید( .df=32-1=31)
𝐶95 = ത𝑋𝑃𝐶 − 𝑡0.995,𝑑𝑓. 𝑆𝐷𝑃𝐶 = 0.2797 − 2.656 × 0.0764 ≅ 0.077

0.11تا 0.077آمده نمونه های با جذب نوری مابین با توجه به مقادیر بدست

مثبت  و 0.11های با جذب بیش از محسوب شده و نمونهBorderlineمشکوک یا 
-در منطقهcut-offنقطه . منفی تفسیر می گردند 0.077های باجذب کمتر از نمونه

.  درنظر گرفته می شود0.11و 0.077ای بین 



Cut-offمعیارهای انتخاب 
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درمانهای جدی اما قابلبیشترین حساسیت در خصوص بیماری

ب نتایج گذارد و درمان نامناسهای مثبت کاذب  آسیب اقتصادی یاضایعات روانی، از خود برجای نمیپاسخ
GASسوء حداقلی دارد، مثال آزمایش راپید 

 انی و روازنظر بیشترین اختصاصیت برای مواردی که بیماری جدی و لاعلاج است، عدم وجود بیماری
ذارد مثل گو پاسخ مثبت کاذب، آسیب روانی و اقتصادی بالایی از خود برجای میارزشمند است، سلامت 

HIVبادی علیه های تأییدی برای آنتیآزمایش

دنیاز گذارد، مورهای که درمان نابجا، عواقب جدی برجای میاخباری ، در خصوص بیماریبیشترین ارزش
Rubella-IgMاست مثلاً سقط درمانی متعاقب پاسخ مثبت 

بالاترین کارآمدی(efficiency )های مثبت و برای مواقعی که بیماری جدی و قابل درمان بوده و پاسخ
نخاعی در -ژن قارچی در مایع مغزیهای تجسس آنتیمنفی کاذب به یک نسبت خطرناکند، مثلاً آزمایش

های قارچیمننژیت



Cut-offمعیارهای انتخاب 
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 سازندگان روش باید:

بین حساسیت و ویژگی تعادل مطلوب را برقرار کنند.

 تعیین نقطهCut-off آیدباید از مطالعه بر روی سه جمعیت بدست:

گروه با بیماری مدنظر

گروه فاقد بیماری

 تلا به وجود افرادی مب) هابیماریمبتلا به سایر موردنظر، اما گروه فاقد بیماری
آزمایشی را برای Cut-offآنفلونزا  در گروه فاقد بیماری، اگر میخواهیم 

(تعیین کنیمCovid-19تشخیص 



معیارهای توصیه برای ارزیابی اضافی
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 ت یا منفی بینی مقادیر مثبپیشارزش روش یا آزمایشگاه سازنده ،استمطلوب
.را مشخص نمایندCut-offنزدیک به  

 ً10±معمولا or 20% cut-off نقاط خاکستری یاBorderlineهستند.

پیگیریتعیین معیارهایی برای آزمایش

آزمایش با روشی دیگر با اختصاصیت یا حساسیت بیشتر

آزمایش بر روی نمونه ثانویه

تکرار آزمایش چند هفته بعد

 مرزیمثبتBorrelia burgdorferi مقابل مثبت مرزی درHIV I & II Ab 

&Ag



(Parallel Testing)های موازی آزمایش
 کی از دو  حداقل ینتیجه یک آزمایش هنگامی مثبت است که نتیجه

.باشدمثبت آزمایش 

گرددباعث بهبود ارزش پیش بینی منفی می.

 مثال:
 حساسیت تشخیصی آزمایشSARS-CoV-2 rt-PCR برروی ترشحات

Anti-SARS-CoV-2و حساسیت تشخیصی % 70نازوفارنکس حدود 

IgM  است% 50از روز پنجم بعد از شروع علائم حدود .

 آزمایش توأمrtPCR وAnti-SARS-CoV-2 IgM از روز پنجم بعد از
به  % 70شروع علائم می تواند باعث ارتقاء حساسیت تشخیصی از حدود 

.گردد% 90بیش از 


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(Serial Testing)های متوالی آزمایش
 ماریبیطبق این راهبرد نتایج منفی به قدر کفایت واجد ارزش برای رد

(Ruling out )هستند  .

 آزمایش مثبتنتایج اما،کلیهA باید توسط آزمایش دومیB شوندتأیید.

د، یا در این راهبرد دو آزمایش باید یا از اصول متفاوتی برخوردار باشن
.بادی متفاوتی را شناسایی کنندآنتی/ژنآنتی

 مثلاً فرد هنگامی مبتلا به هپاتیتCشود، که ابتدا آزمون درنظر گرفته می
.وی مثبت باشدHCV RNA RT-PCRو سپس HCV Abایمونولوژیک 

راهبرد آزمایش متوالی(Serial testing )برای بهبود ویژگی تشخیصی
(.PPV)اخباری مثبت و ارزش 

 این راهبرد ارزش اخباری مثبت در(PPV ) آزمایش اول برای آزمایش
.دوم معادل شیوع محسوب میشود


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مثال از راهبرد آزمایش متوالی
 حساسیت و اختصاصیت  تشخیصی نوعی روش الایزا غیر مستقیم برایHCV AB به ترتیب برابر

ران در صورتی که میزان شیوع بیماری در  کل جمعیت شهر ته. باشدمی%97.6و %96.6با 
ار باشد، ارزش اخباری مثبت و منفی  را در غربالگری یک جمعیت یکصدهز%0.3برابر با 

.نفری فرضی از شهر تهران حساب نمایید
𝐼𝑛𝑓𝑒𝑐𝑡𝑒𝑑 𝑝𝑒o𝑝𝑙𝑒 = 100000 × 0.3% = 300

𝑇𝑃 = 300 × 96.6% ≅ 290
𝐹𝑁 = 300 − 290 = 10

𝑁𝑜𝑛 − 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑡𝑒𝑑 = 100000 − 300 = 99700
𝑇𝑁 = 99700 × 97.6% ≅ 97307
𝐹𝑃 = 99700 − 97307 = 2393
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ادامه-متوالیمثال از راهبرد آزمایش 

𝑁𝑃𝑉 = 100 ×
97307

97307 + 10
≅ 100%

𝑃𝑃𝑉 = 100 ×
290

290 + 2393
≅ 11%

آزمایش ایمونواسی :گیرینتیجهHCV AB به روش الایزای
.تغیرمستقیم فوق برای رد بیماری از ارزش کافی برخوردار اس

 HCV)ولی اثبات بیماری نیاز به تأیید توسط آزمایش دیگری

RNA RT-PCR)دارد.
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ادامه-متوالیمثال از راهبرد آزمایش 
  اگر کلیه مواردHCV Abمک مثبت به روش الایزای غیرمستقیم در مثال قبلی به ک

 %99.99و  %95با  حساسیت و اختصاصیت به ترتیب  HCV RNA RT-PCRآزمایش 

:، تأیید شوند، میزان ارزش اخباری مثبت را حساب کنید

ری همانطور که گفته شد ارزش پیش بینی مثبت در آزمایش غربالگری معادل شیوع بیما
: شودبرای آزمایش تأییدی محسوب می

𝐼𝑛𝑓𝑒𝑐𝑡𝑒𝑓 𝑃𝑒𝑜𝑝𝑙𝑒 = 100000 × 11% = 11000
𝑇𝑃 = 11000 × 95% = 10450
FN = 11000 − 10450 = 550

𝑁𝑜𝑡 − 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑡𝑒𝑑 = 100000 − 11000 = 89000
𝑇𝑁 = 89000 × 99.99 = 88991
𝐹𝑃 = 89000 − 88991 = 9

𝑃𝑃𝑉 = 100 ×
10450

10450 + 9
≅ 100%
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ادامه-متوالیمثال از راهبرد آزمایش 

ت با راهبرد آزمایش متوالی تأیید نتایج مثب: گیرینتیجهHCV Ab

به هر دو ارزش اخباری مثبت  و منفی HCV RNA-RT-PCRبا 
.یابیمدست میCبرای  بیماریِ بسیار جدی هپاتیت 100%

جدی های عفونی  بسیاریچنین راهبردی در خصوص سایر بیماری
.نیز صادق استHIVنظیر 
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با تشکر از همراهی شما
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