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PCR infectious pannel

PCR infectious pannel detect over 100 micdroorganism by qualitative and 
quamtitative method 

PCR infectious test  use foe detect slow growth organism and microorganism 
impossible for culture method or new strain of microorganisms

In PCR method we can use all source of clinical samples ( fresh or old)

PCR advantage from culture:

Cultivation of samples for at least 24 hours and Sometimes it takes several 
weeks to become positive. If sick If he has taken antibiotics, the culture 
may be negative.Even if clinical samples are sent to the laboratory later

Cultivation of some infectious agents is negative



PCR infectious pannel
• Culture of some infectious agents such as viruses, chlamydia,Mycoplasma and rickettsiae

could not be cultured by conventional methods and need specific culture media so with the 
help of PCR, the above samples can be checked and the result will be ready in a 
few hours

• An example is tuberculosis culture as gold standard, which takes time  several 
weeks, but with the 24-hour PCR technique, the patient's result can be 
determined so Treatment of the patient begins quickly

• For positive TB smears, 98% PCR test is sensitive, but for negative TB smears 
There is 45% sensitivity and the test specificity is above 98%

• For two groups of patients PCR tuberculosis have not order , the first group of patients who have started anti-
tuberculosis treatment should not be requested because the false positive PCR test occurred 

• and the second group of people with negative TB smear with weak clinical suspicion of tuberculosis because 
the PCR result If it is false negative, the patient will not be identified.

• PCR in extrapulmonary tuberculosis is highly recommended such as CSF and 
serous fluid 



- Detection of rising titres of antibody between acute and 

convalescent stages of infection, 

- or the detection of IgM in primary infection. 

Primary infection



• Terms used in evaluating test methodology :

• Analytical Sensitivity – ability of a test to detect very small 
amounts of a substance

• Clinical Sensitivity – ability of test to give positive result if 

patient has the disease (no false negative results) 

• Analytical Specificity – ability of test to detect substance 

without interference from cross-reacting substances 

• Clinical Specificity – ability of test to give negative result if 

patient does not have disease (no false positive results) 



• Affinity : Affinity refers to the strength of binding between a single 

antigenic determinant and an individual antibody combining site. Affinity is 
the equilibrium constant that describes the antigen-antibody reaction 

• It is the sum of the attractive and repulsive forces operating between the 
antigenic determinant and the combining site . 

• Avidity : Avidity is a measure of the overall strength of binding of an 

antigen with many antigenic determinants and multivalent antibodies                          
Avidity is influenced by both the valence of the antibody and the valence of the 
antigen. 

• Avidity is more than the sum of the individual 
affinities. 



Preanalytical error
infectious tests 

• Icteric & lipemic sample 

• Clot or fibrin in samples 

• Missing sample 

• Mislabling sample 

• Insufficient samples

• No drug using history for patients ( especialy in TORCH panel)

• Dislocation of serum in sampling or separation phase 



Analytical error
infectious tests 

• Flactuation of   temperature in refrigator or freezer
• Frequent freeze and defreeze of serum samples 
• Using expire kits and reagents 
• Don’t using external control 
• Flactuation of enviromental factors such as moisture and temperature for  manual 

immunoassay  and ELISA methods 
• Do not reach the ambient temperature of the kits taken out of the refrigerator at the 

time of use
• Dilution error in ELISA kits
• Error temperature in ELISA methods (37 / RT)
• Error temperature of incubator of automatic instrument for immunoassay tests (CLIA 

/ ECL /ELFA ….)



Analytical error
infectious tests 

• Contamination and drop of conjugate reagent in manual ELISA methods

• Contamination and drop trigger reagent in automated immunoassay methods

• Carry over or well to well contamination between neg serum with pos control  
or between pos serum with neg serum or between neg control with pos 
control in ELISA methods 

• Carry over in automated immunoassay methods because of fail in washing 
process

• Decrease or increase the number of washes in ELISA manual methods and use 
old and unsuitable buffer for washing

• Use of kits with improper sensitivity to test the torch and increase the amount 
of false negatives

• Use of kits with improper specifity to test the infectious tests and increase the 
amount of false positive.



Analytical error
infectious tests 

• Improper soaking time in  manual ELISA methods 

• Error in sampeling and dispensing serum in  manual ELISA methods 

• Error in sampeling and dispensing serum in automated immunoassay 
instruments because of complete or partial block of Probe sample or 
reagents with fibrin clot or Foreign object

• Lack of attention to the exact cut-off formula in ELISA manual 
methods, especially torch and hepatitis qualitative tests

• Displacement of serum sampling and dispensing in manual ELISA 
methods 



Post analytical error
infectious tests 

• Transcriptional errors in  manual data entery
• Prolonged TAT of emergency infectious tests for patients  from predetermined 

limits by lab
• Missing or Prolonged reporting and notification of critical results in field of 

infectious test ( especially pos  viral markers for dialysis or presurgery )
• Displacement of final report  during releasing results( release to wrong patients) 
• Attach another mistake report to main report of patients 
• Incomplete archiving or failure to maintain positive infectious specimens for 

repeat or legal issues
• Wrong reference interval of infectious tests inorder of change of  kits 
• Release of pos final  infectious results without reconfirm with same method or 

confirmatory method ( if available ) 
• Release of  false negative  infectious results without check of history or 

deltacheck



Post analytical error
infectious tests 

• Lack of attention to the history of taking certain drugs for certain 
infectious tests such as torch (acetaminophene/ aspirin / metformin 
/ ibobrophene ….)



عوامل موثر در تفسیر نتایج سرولوژی عفونی 
سابقه ابتلا قبلی یک بیمار به: سن بیمار و سابقه قبلی بیمار -1

یک بیماری عفونی نسبت به فردی که اولین بار ابتلا او می باشد

سن بالاتر معمولا احتمال ابتلا . تیتر بالاتری را نشان می دهد 

.قبلی را بالا می برد 

در بیمار واکسینه شده سه مسئله  : سابقه واکسیناسیون بیمار -2

سرولوزی مثبت مربوط به واکسن -در تفسیر رخ می دهد الف

تشابه آنتی ژنی واکسن بیمار با -بوده و فرد مبتلا نمی باشد ب

علیرغم واکسیناسیون بیمار-آنتی ژن عامل عفونی اخیر بیمار  ج

هم اکنون به همان بیماری مبتلا شده و نسبت به گروه های 

مشابه واکسینه نشده تیتر بالاتری دارند 



عوامل موثر در تفسیر نتایج سرولوژی عفونی 
سابقه زندگی بیمار در مناطق : وضعیت جغرافیائی محیط بیمار-3

شایع و اندمیک بیماری منجر به بروز آنتی بادی های طبیعی در 

این گروه بیماران می گردد که مکررا در تماس با آنتی ژن های 

عامل بیماری می باشند و نهایتا علااوه بر تیتر بالاتر آنتی بادی 

و در ضمن احتمال عفونت قبلی در این گروه افراد بالاتر می باشد  

.در این گروه بیماران حدنصاب تیتر بیماری زا بالاتر می باشد

افراد که شغل مرتبط با دام یا محصولات دامی دارند          : شغل بیمار -4

دارای حدنصاب و تیتر بالاتری ..( حیوانات خانگی و/ دامدار/ دامپزشک ) 

نسبت به افراد معمول جامعه بوده و احتمال بیماری قبلی در این گروه بالاتر 

.می باشد

در بیماری بروتون یا هر عاملی که منجر به : نقص سیستم ایمنی بیمار-5

هیپو گاما گلوبولینمی یا آگاما گلوبولینمی گردد  



عوامل موثر در تفسیر نتایج سرولوژی عفونی 

در یک موسسه معیار تیترمثبت برای یک : موسسه تولید کننده آنتی ژن-6

160میباشد و در موسسه دیگر 80آنتی ژن یک به 

در این موارد آزمایشگاه بهتر است آنتی ژن خریداری شده را با یک سرم 

مثبت با تیتر و عیار معلوم چک نماید

تجویز فوری و بی موقع آنتی بیوتیک ها نظیر کلرامفنیکل :  مصرف دارو-7

در بیماری تیفوئید و یا مصرف دارو های ایمونوساپرسیو مثل 

کورتیکواستروئید ها و یا شیمی درمانی مجموعا منجر به تاخیر در ظهور 

. آنتی بادی های سرولوژیک می گردند و گاها آنتی بادی ظهور نمی نماید 

( آنتی بادی ها ) در اواخر هفته دوم معمولا آگلوتینین ها : مرحله بیماری -8

در سرم قابل مشاهده و تعیین عیار می باشند و قبل از این زمان معمولا 

تست سرولوژیک فاقد ارزش انجام و تفسیر می باشد

/  پیپت الوده به سرم یک بیمار مثبت برای یک بیمار نرمال : خطا های آزمایشگاهی -9

خطای خوانش در / جابجائی اطلاعات بیمار در برگ جواب نهائی / خطا در لیبلینگ 

روش لوله ای و جابجا خواندن یک بیمار به جای بیمار  دیگر



5 serology method for brucellosis
confirm with WHO

• 1-Rosebangal rapid test

• 2- wright rapid test

• 3- wright tube test

• 4- 2ME test

• 5- Coombs wright test



Rosebangal rapid test (card test)
آنتی ژن رز بنگال به رنگ قرمز مایل به صورتی با پ هاش اسیدی می باشد که معمولا از 

که آنتی ژن های ) تهیه می گردد 99یا 19کلنی های صاف بروسلا آبورتوس سویه 

این آنتی ژن در ایران طبق روش استاندارد بین . (مشترک با سایر سویه ها دارند 

المللی درموسسه رازی تولید می گردد

در زمان مصرف رزبنگال بایستی دور از نور و در یخچال نگاهداری گردد و : روش کار

لاندا 300بدون نیاز به رقیق سازی( دقیقه30) حتما بایستی به حرارت اطاق برسد

روی اسلاید شیشه ای ( لاندا300) آنتی ژن رزبنگال را با هم حجم آن نمونه سرم 

خوانش در / دقیقه دوران و شیک سرولوژی 4( / سانت2.5قطر ) مخلوط نموده    

محیط یکنواخت / مشاهده دانه های آگلوتینه به طور مشخص مثبت /  زیر نور لامپ

منفی

واکنش حد واسط یا مشکوک در رزبنگال تعریف نشده است لذا واکنش صرفا 

. مثبت یا منفی می باشد

که منجر به تغییر پ هاش و تعداد ذرات  رقیق سازی آنتی ژن -1: خطا های رایج 

کاربرد نابجا  -2میکربی آنتی ژن گردیده و جواب مثبت یا منفی کاذب حاصل می نماید

که منجر به مثبت کاذب می گرددفریز نمودن رزبنگال -3رزبنگال در روش لوله ای 



Wright rapid test
:روش کار رایت سریع روی اسلاید شیشه ای

0.08/ 0.04/ 0.02/ 0.005/0.01ریختن مقادیر سرم به میزان -1

به حرارت اطاق رساندن آنتی ژن -2

آماده نمودن نمونه کنترل سرم مثبت و منفی در هر ردیف کاری-3

(لاندا300)اضافه نمودن آنتی ژن رایت سریع به میزان یک قطره -4

دقیقه3سانتی و شیک سرولوژی 2.5مخلوط کردن در یک پهنه -5

بررسی آگلوتیناسیون در زیر نور غیر مستقیم چراغ-6

%   25+ /  2%  50+ / 3%  75+ / 4آگلوتیناسیون % 100: خوانش -7

/  -% +25کمتر از + / 1

دقیقه مثبت 3زمان شیک سرولوژی بیش از -1:منابع رایج خطا 

روش خوانش ناصحیح توسط -2( به دلیل خشک شدن آنتی ژن)کاذب

اسلاید شیشه ای کثیف  -3اپراتور 



Wright tube test
سایر لوله ها / سرم 0.1+ نرمال سالین 0.9لوله اول ( لوله ای 11روش ) تهیه سریال دایلوشن از سرم بیمار-1

سی سی سرم رقیق شده انتقال می یابد و نهایتا 0.5نرمال سالین که به طور سریالی از لوله اول به آنها 0.5حاوی 

.  سی سی سرم اوت می گردد0.5از لوله آخر 

1/320–1/160–1/80-1/40–1/20–1/10رقت های اولیه حاصل از سریال دایلوشن سرم شامل 

فاقد سرم بوده 11لوله / کنترل مثبت با نمونه مثبت بیمار 10لوله / 1/2560–1/1280–1/640-

و به عنوان کنترل منفی آنتی ژن می باشد 

سی سی آنتی ژن اضافه نموده  در این حالت عدد تیتر لوله های فوق دو برابر می 0.5به تمام لوله ها -2

غلظت ذرات در روش لوله ای از .../ تبدیل می گردد و1/40به لوله 1/20گردد به عنوان مثال لوله 

مطابق دستور سازنده آنتی ژن روش لوله ای با نرمال سالین در صورت نیاز / روشسریع رقیقتر است 

.رقیق می گردد

خروج بدون تکان جا لوله ای از بن ماری به / درجه 37ساعت انکوباسیون در بن ماری 48الی 3-24

ابتدا نتیجه کنترل مثبت و منفی را خوانده و سپس تست بیمار/ طوری مه رسوب ته لوله ها تکان نخورد 

بررسی درجه /خوانش در زیر نور غیر مستقیم چراغ و در بالای یک صفحه تیره -4

بررسی میزان رسوب آگلوتینه شده با زدن قدم دوم / شفافیت محلول روئی در قدم اول 

یک ضربه کوچک به پائین لوله 

)  مایع روئی نسبتا شفاف + / 4مایع روئی کاملا شفاف با رسوب که یکپارچه اگلوتینه شده 

آگلوتیناسیون با مایع روئی نسبتا کدر % 50+ / 3اگلوتیناسیون % 75با ( نیمه کدر

حرکت + / 1آگلوتیناسیون با مایع روئی کاملا کدر  % 25( / معیار خوانش تیتر+ ) 2

دودی رسوب  واکنش منفی   



coombs Wright test
کومبس رایت برای افتراق آنتی بادی ناقص یا بلوکان خصوصا در موارد بروسلوز مزمن یا 

.رجعت بروسلوز کاربرد دارد

: روش کار 

انجام روتین کار مشابه روش رایت لوله ای -1

سه ) سانتریفوژ و تخلیه مایع روئی و شستشو با نرمال سالین 2000دقیقه دور 2-15

( بار

( سرم کومبس) در نوبت سوم شستشو روی رسوب لوله ها یک قطره آنتی یومن -3

اضافه می نمائیم و لوله ها را تکان می دهیم 

درجه 37ساعت انکوباسیون لوله ها در بن ماری 4-0.5

سانتریفوژ  و خواندن لوله ها با زدن ضربه ملایم به ته لوله ها 2000دقیقه دور 5-15

+(2) و گزارش آخرین تیتر 



2ME  Wright test
تست در صورت مثبت بودن رایت ارزشمند است و روی نمونه رایت منفی ضرورت انجام 

. ندارد

این تست تیترIgGرا نشان می دهد و منجر به تخریب 

می گردد IgM ملکول های

:کاربرد تست 
تشخیص افتراقی بروسلوز حاد و مزمن را سبب می گردد خصوصا در افراد دارای -1

علائم بالینی با کشت خون منفی و تیتر رایت لوله ای پائین 

مانیتورینگ موفقیت درمان با آنتی بیوتیک در بروسلوز-2

تامپون بوی زننده ای دارد و بهتر است زیر هود  2ME : نکات روش کار 

می باشد  DTTکار شود جایگزین بدون بو برای این بافر

آنتی ژن بروسلا در این تست فاقد فنل است چون بر روی مواد احیا کننده اثر منفی دارد لذا این آنتی ژن 

.مستعد آلودگی می باشد و دارای تاریخ مصرف کوتاه و محدودی می باشد 

به بالا قبل از درمان بروسلوز دیده می شود 1/40معمولا تیتر 



روش بروسلا کومبس ژل 

: هدف 

تشخیص توتال انتی بادی ضد بروسلا

در سرم انسانی 











تست ویدال 
تست ویدال تست غربالگری سرولوژیک جهت تشخیص و 

)  و شبه حصبه ( تیفوئید) مانیتورینگ بیماری حصبه 

( پاراتیفوئید

می باشدو باکتری مولد این بیماری عفونی باکتریال سالمونلا از 

.می باشد( باسیل گرم منفی روده ای ) گروه انتروباکتریاسه ها 

از ( ویدال) سالمونلا قبل از مثبت شدن تست سرولوژیک 

خون و مدفوع و ادرار جدا می گردد و به تدریج که تیتر 

آنتی بادی بالا می رود احتمال مثبت شدن کشت سالمونلا 

.کمتر می گردد( ادرار/ مدفوع / خون )

بیماران در هفته اول ویدال مثبت خواهند داشت % 50

.شدخواهند درهفته سوم و چهارم ویدال مثبت بیماران 90%



تست ویدال 
(سوماتیک ) O وآنتی ژن( فلاژلار) H از بین دو آنتی ژن

.آنتی ژن سوماتیک از لحاط بالینی و تشخیصی ارزش بیشتری دارد

بوده و در ارتباط IgGآنتی کر ضد آنتی ژن فلاژلار عمدتا از کلاس

با آنتی ژن سوماتیک از کلاسIgMمی باشد 

3پس از درمان حصبه یا تیفوئید آنتی بادی ضد سوماتیک حداکثر 

ولی انتی بادی ضد فلاژل مدت طولانی باقی می ماه پایدار بوده 6الی

ماند 

بیماری ظهور می نماید و آنتی بادی 8آنتی بادی سوماتیک از روز 

بیماری12فلاژلار از روز 

می باشد  IgM دارای آنتی بادی از کلاسVi آنتی ژن سطحی

که ناپایدار بوده و از هفته سوم با تیتر پائین ظهور نموده و سریعا 

نیز حذف می گردد 



تست ویدال 
(سوماتیک ) O وآنتی ژن( فلاژلار) H از بین دو آنتی ژن

.آنتی ژن سوماتیک از لحاط بالینی و تشخیصی ارزش بیشتری دارد

بوده و در ارتباط IgGآنتی کر ضد آنتی ژن فلاژلار عمدتا از کلاس

با آنتی ژن سوماتیک از کلاسIgMمی باشد 

3پس از درمان حصبه یا تیفوئید آنتی بادی ضد سوماتیک حداکثر 

ولی انتی بادی ضد فلاژل مدت طولانی باقی می ماه پایدار بوده 6الی

ماند 

بیماری ظهور می نماید و آنتی بادی 8آنتی بادی سوماتیک از روز 

بیماری12فلاژلار از روز 

می باشد  IgM دارای آنتی بادی از کلاسVi آنتی ژن سطحی

که ناپایدار بوده و از هفته سوم با تیتر پائین ظهور نموده و سریعا 

نیز حذف می گردد 



تست ویدال 
تیتر قابل قبول برای تست ویدال در مناطق و کشور های مختلف متفاوت است 

برای آنتی بادی ضد سوماتیک و حداقل تیتر قابل قبول 1:80ولی عمدتا 

1:40برای آنتی بادی ضد فلاژل 

. می باشد

مثبت بودن آنتی بادی ضد فلاژل به تنهائی فاقد ارزش بوده مگر در مواردی 

که هر سه آنتی بادی ضد فلاژل مثبت باشد که نشانه واکسیناسیون در سه 

.ماه اخیر می باشد

می رسد و پس از 1:400تیتر آنتی بادی ضد سوماتیک ندرتا بالاتر از 

.  ماه در سرم ناپدید می  گردد6الی 3بهبودی سریعا در طول 

جواب  تست ویدال به روش سریع گاها با روش لوله ای هماهنگ نبوده و 

در این موارد جاب قطعی و نهائی روش لوله ای خواهد بود



تست ویدال  تفسیر کاربردی
7مثال  6مثال  5مثال  4مثال  3مثال  2مثال  1مثال  آنتی ژن

1:400 1:100 1:200 1:200 1:400 oD

1:200 1:600 1:400 1:800 Hd

oA

1:100 1:100 Ha

1:200 1:400 oB

1:200 1:200 1:800 Hb



تست ویدال 

(از نوع سالمونلا تیفی )استقرار بیماری حاد تیفوئید : 1مثال 

یک بیماری حاد با سالمونلا پاراتیفی بی که با آنتی ژن سالمونلا تیفی قرابت آنتی ژن:2مثال 

.و واکنش متقاطع دارد

که با تکرار ( 10الی 7روز ) اولین احتمال بیماری حصبه در فاز بسیار ابتدائی : 3مثال 

در فاصله دوهفته بعد آنتی بادی ضد فلاژل 

عفونت با عوامل عفونی غیر سالمونلا با قرابت آنتی ژنیک نظیر / نیز مثبت می گردد 

یرسینیا 

اشتراک یا ( تیفی) شخص مبتلا به پاراتیفی بی در اوایل هفته دوم بوده در حالی که با باسیل ابرت : 4مثال 

. قرابت آنتی ژنیک دارد

) TAB ) واکسن سه گانه سالمونلا : 5مثال 

بیماری که سه ماه پیش واکسینه شده و در حال حاضر به حصبه : 6مثال 

مبتلا گردیده

ابتلا قبلی بیمار به / غیر فعال شدن واکسن سه گانه پس از گذر سال های متمادی : 7مثال 

سالمونلا تیفی در سال های قبل  
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Timing of Antibody Response to SARS-CoV-2

• New virus = no pre-existing antibodies or immunity

• We are still learning about our immune 

response to SARS-CoV-2

o Many develop Abs ~1-2 weeks after symptoms

– Due to delay in seroconversion, Abs do not play

a routine role in diagnosis

o >95% of patients are Ab positive after 2 weeks

– Some patients may not seroconvert

- Immunostatus

- Assay dependent?

- Severity of illness?

o IgM declines 5-7 weeks post onset

o IgG remains positive for ≥10 weeks post onset
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IgM Antibodies

Antibody Detection

IgG Antibodies

Molecular Detection

Viral RNA

Figure modeled after Sethuraman N, et. al. JAMA. 2020; E1-E3
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Rt-PCR is Considered the “Gold Standard”

• 98% sensitivity and 99% selectivity
• Requires 20 minutes to 90 minutes to run the test
• Turnaround: 24 hour to >7 days; very problematic

•Three possible results: 
•detected;
• inconclusive 
•not detected
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Specimen Collection and Transport Devices
in molecular diagnostic tests

• in general, the anticoagulants EDTA and acid citrate dextrose 
(ACD) should be used because they are most compatible 
with molecular methods. 

•Heparin tubes should not be used for amplification  
ethods because heparin is a potent inhibitor of 
polymerase enzymes.

• Other specimens, such as tissues, urine, body fluids,and
stool, may be transported in clean containers to the 
laboratory.

• Specimens in fixatives such as alcohols or formalin should 
be extracted as quickly as possible after  receipt by the 
laboratory. It can be more difficult to obtain good-quality 
DNA from fixed tissues





Extraction and Purification of Nucleic Acids

•Nucleic acid extraction and purification procedures 
can be a source of errors in diagnostic testing. 
• If intact nucleic acids are not isolated, false-negative 

results can occur.
• In addition, the extraction and purification 

procedures can be a source of interfering substances 
if reagents such as phenol or alcohols are carried 
over into the final eluted material containing the 
target nucleic acid.



Extraction and Purification of Nucleic Acids

• Nucleic acid preparation methods are a critical component 
of molecular testing because for most assays, high-quality 
DNA or RNA is critical to assay performance; maintained 
(especially important for RNA assays), and inhibitory 
substances must be eliminated

• The quality of purified DNA and RNA, as well as the 
concentration and purity, affect results of hybridization, 
amplification, and detection methods. The target nucleic 
acid must be intact, in a sufficient concentration to be 
detected by the assay, and be free of inhibitory substances.



Inhibition in Amplification Assays

• Inhibition of amplification reactions is a well recognized phenomenon in 
the diagnostic. 

• Many substances from a variety of sources can inhibit PCR reactions. 
Inhibitors can be present in the clinical specimen (e.g., hemoglobin 

and…..) Hemoglobin is a potent inhibitor of PCR amplification 
and a well-characterized inhibitor of the Taq polymerase

• Inhibitors are especially problematic in quantitative assays 
because they may cause aberrant results (inaccurate 
quantitation) or they may inhibit amplification altogether



Mechanisms by which Inhibitors Function

• There are several mechanisms by which inhibitors function, usually 
targeting the enzymes involved in amplification or interfering with 
binding of the enzyme to the target nucleic acid: 

• 1. Blocking active site of enzymes: Some substances block active 
sites of enzymes used in amplification reactions. Heme compounds 
from blood function to inhibit Taq polymerase in this manner. 

• 2. Inactivating enzymes: Inhibitors can also act by denaturing or 
degrading the enzymes used in amplification (e.g., if proteinases are 
present in the sample). 

• 3. Binding target nucleic acids, preventing the target from being 
accessible to primers or enzymes.

• 4. Binding divalent cations: Inhibition can occur when divalent 
cations (Mg2+) necessary as co-factors for polymerase enzymes are 
bound by EDTA.





VTM  ویروسو ساخت محیط انتقال منابع خطا در تهیه

این محیط قادر به . انتقال ویروس محیطی مایع و مناسب است تا سوابّ های که بوسیله آنها نمونه گیری انجام شده درون ان قرار گیردمحیط 

بدیهی است که ساخت و اماده سازی آن می بایست بوسیله مواد مناسب و . حفظ نمونه تا زمان انجام واکنش های مرحله آنالیز می باشد

. فرمولاسیون درست و پیشنهاد شده توسط منابع معتبر انجام شود

(.میلی لیتر2حدود )باشد حجم مناسب فالکون که سواب ها درونش قرار می گیرد باید همچنین درون 

و یا حتی از دست دادن تشخیص غلظت های پائین ویروس در رقیق شدن نمونه ویروسی وی تی ام موجب از حجم های بیشتر استفاده 

.واکنش باشد

.تیوب یا لوله فالکون مناسب که قابل استریل کردن باشد و بتوان محیط انتقال ویروس را در ان نگهداری کردانتخاب 

وی تی ام بطوری که درون اتوکلاو تغییر شکل ندهد و با مواد موجود در . جنس تیوب مورد استفاده باید مناسب باشد

. ندهدواکنش 



منابع خطا در نمونه گیری تست کرونا 



VTMنگهداری و ترانسپورت ویروس کرونا  آلوده شدن محیط : خطا 

عدم رعایت شرایط استریل در ساخت و آماده سازی محیط:علت ریشه ای 

استفاده از هود مناسب، گان ، دستکش، ماسک و وسایل یهداشتی و استریل و آماده :اقدام اصلاحی 

سازی محیط ها در اتاق ایزوله
VTMدر حین نمونه گیری آلوده شدن محیط : خطا

، عدم رعایت اصول بهداشتی و تعویض یاز گذاشتن درب محیط در حین نمونه گیری: علت ریشه ای 

نشدن دستکش ها، تهویه نامناسب

افزایش دقت پرسنلی و استفاده از فضا با تهویه ی دوسویه: اقدام اصلاحی 

های کووید خطا در لیبلینگ نمونه : خطا

خطای پرسنلی : علت ریشه ای 

افزایش دقت پرسنلی:اقدام اصلاحی 

های کووید آلودگی پرسنلی و نمونه : خطا 

نمونه های عفونی ممکن است در حین انتقال موجب آلودگی نمونه های دیگر و خود : علت ریشه ای 

.پرسنل شوند

انتقال نمونه های بخش عفونی در ظرف های درب دار برای جلوگیری از انتقال آلودگی: اقدام اصلاحی 
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Verification Requirements

CAP treats EUA assays similar to FDA cleared assays

Test Method Verification (COM.40300/COM.40325)

• Analytical Interferences

• Precision

• Reportable Range

• Accuracy

6

8

26 

December 

2021



© College of American Pathologists.

Precision

• Closeness of agreement between independent test measures

o “Reproducibility/repeatability”

• Typical sources of imprecision include differences in timing, temperature, 

mixing, pipetting, etc.

Two aspects should be tested

• Intra-assay precision

o Measurements collected under very similar conditions (i.e. same run)

• Inter-assay precision

o Measurements collected under very different conditions (i.e. different operators, different instruments, different 

days, etc.)

Ideal to test concentrations at or near the level of detection

26 
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2021
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Accuracy

• Extent to which a particular test is in agreement with a reference method or 

comparator 

o “Trueness”

• Ideal “comparator”: Specimens from patients with known COVID-19 

infection (established through molecular testing)

o With the increasing prevalence of COVID-19 infections, most laboratories should be able to obtain 

these

• Secondary “comparator”:  Specimens with known positive and negative 

antibody status tested using another validated/verified antibody test

26 
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2021
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Determination of Accuracy

• Qualitative test data typically analyzed in a 2x2 table

26 

December 
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Specimen 
type

Reference Method

Method being 
evaluated

Positive Negative

Positive True positives False positives

Negative False negatives True negatives

Sensitivity: TP/(TP and FN) x100 

Specificity: TN/(TN + FP) x100

Set goals for each prior to experiments (typically 95%)

Laboratory 

Determines:

-Reference method

-How many positive and 

negative samples to 

include

-Thresholds for 

acceptable sensitivity 

and specificity



شودمواردی که موجب عدم نتیجه گیری و رد تست ها می 
سازی نادرست محلول های کیت استخراج و آماده -1

معیوب بودن کیت استخراج وپی سی ار -2

عدم رعایت مقادیر محلول های کیت استخراج-3

شودمواردی که موجب آلودگی تست ها و نتایج می 
دایی هفتگی یا دو هفته یکبار کلیه تجهیزات کلیدی بخش ملکولی بایستی الودگی ز

ورک استیشن با لامپ یو وی / رک و سمپلر ها اتوکلاو شوند / و ضد عفونی شود 

سیفتی باکس ها تا یک سوم / و بلیچ و و الکل ضد عفونی و گندزدایی شود 

ظرفیت حاوی وایتکس رقیق شده باشند 
عدم اتوکلاو دوره ای تمامی تجهیزات مصرفی در فرایند استخراج وپی سی ار

عدم معدوم کردن به موقع سیفتی باکس ها به صورت نیمه پر



هاستمرحله استخراج یکی از مراحل مهم در آلوده شدن نمونه 
لذا باید با دقت تمامی . امکان دریافت نتایج مثبت و یا حتی منفی کاذب در این مرحله بسیار بالاست

.تمهیدات لازم را برای از بین بردن منابع خطا در این مرحله بکار برد

همیشه بعد از اتمام کار روزانه و قبل از شروع کار هر روز باید کف زمین و سطوح میزها و همچنین 

ل را باید چند بار بدقت بوسیله محلول های مناسب ضدعفونی کننده و نیز الکلامینارایرفلو سطح کار زیر 

داد این اشعه در برخورد مستقیم با ایجاد یو وی قرار درجه تمیز کرد و سپس تحت تاثیر تابش اشعه 75

صدمه در ساختارهای غشائی میکرو ارگانیسم ها و نیز ایجاد دایمر تیمین در اسیدهای نوکلئیک آنها 

نمی یو وی قرار موجب تخریب ساختار آنها و استریل کردن شود و سطوحی که تحت برخورد مستقیم 

مولکول به در اثر برخورد )می کند استریل میشوند تولید گیرند بوسیله مولکولهای گاز ازونی که 
اکسیژن موجب شکستن اکسیژن به دو رادیکال آزاد اکسیژن میگردد و این رادیکالها با برخورد به 

.تولید می کند که با غلظت مناسب خاصیت میکروب زدائی داردرا گاز اوزون دیگر مولکولهای اکسیژن 

در ادامه فرایند استریل کردن باید با دقت سمپلرها و کلیه وسایل مورد استفاده را نیز بوسیله محلولهای 

کرد و از سرسمپلرهای فیلتردار در تمام مراحل یو وی استریل ضد عفونی کننده و قرار دادن تحت تابش 

. کار استفاده نمود



شویممواردی که در شرایط  رد شدن  نمونه ها با آن مواجه می 

بعد تکرار فرایند استخراج و در صورت پی سی ار و وهله اول تکرار مرحله در 
نمونه گیریعدم نتیجه گیری تکرار از مرحله 





Troubleshooting
Real time PCR  curve & CT

PCR - covid 19 





دو ژن ویروسی تکثیر نشود

ظار و اینترنال کنترل مثبت و در ناحیه مورد انت

تکثیر شود

تنتیجه این واکنش پی سی ار کووید منفی اس





ر دو ژن ویروسی در ناحیه ی سایکل تایم مورد انتظا

ب برای مثبت بودن و اینترنال کنترل در محدوده مناس

تکثیر شود

دنتیجه این واکنش پی سی ار کووید مثبت می باش





CTهر دو ژن ویروسی در ناحیه ای نزدیک به 

استانه مثبت بودن تکثیر شود

و

.مورد انتظار تکثیر شودCTاینترنال کنترل در 

ی سی مراجعه کننده واکنش پبا در نظر گرفتن سابقه 

ار کووید مثبت است





و (  از دو ژن) مواردی که در آن تنها یک ژن

اینترنال کنترل تکثیر می شود

ی در ضورت داشتن تایم بهتر است استخراج و پ

جه سی ار تکرار شود و در صورت تایید همان نتی

قبلی 

نتیجه واکنش پی سی ار کووید مثبت است







 اگر در منحنی : 1مثالReal timeمقادیرCT  دو ژن ویروسی و اینترنال کنترل به قرار

زیر باشد تفسیر منحنی مزبور چگونه است؟

RdRP= 34.21

N Gene=33.87

 IC =35.89

 یری گبخاطر بالا بودن سایکل تایم اینترنال کنترل اگر نمونه

و ته واکنش استخراج کارائی لازم را نداشصحیح انجام شده باشد 

جه و اگر بعد از تکرار نتیکرد واکنش از استخراج تکرار باید 

.کردتکرار باید نمونه گیری را مشابه بدست امد 







 CTبا ( از دو ژن) تنها یک ژن ویروسی 

مناسب تکثیر شود و

اینترنال کنترل هم تکثیر نشود

رنال چون در واکنش مثبت نیازی به تکثیر اینت

ا تکثیر یک ژن ویروسی ب. کنترل نمی باشد

سایکل تایم مناسب نشان دهنده مثبت بودن 

.واکنش است







اگر اینترنال کنترل در محدوده مناسب تکثیر شود 

و

یکی از ژن های ویروسی با سایکل تایم بالا تکثیر شود

با توجه به سابقه مراجعه کننده باید تست تکرار شود

نتیجه مشابه نشان دهنده مثبت بودن ویروس با 

(وایرال لود پایین ) غلظت پائین 

و

.دمنفی بودن نشان دهنده نتیجه مثبت کاذب پی سی ار در مرحله قبل می باش







اگر دو ژن ویروسی و اینترنال کنترل

بوده  invalidکل واکنش . تکثیر نشود

کو باید با تغییر غلظت اسید نوکلئی

تست استخراج  تکرار شود





تشکربا سپاس و 

از توجه شما


