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چیکونگونیا و ,تشخیص  آزمایشگاهی تب دنگی

 زیکا ویروس 



LABORATORY DIAGNOSIS/TESTS 

 Direct method 

1) Nucleic acid amplification tests (NAAT) 

2)  Antigen detection tests  

3) Virus isolation  

 Indirect detection method 

1) Serologic tests for detection of IgM and IgG antibodies 

2) Neutralization assays : plaque-reduction neutralization test 

(PRNT) / HI 

 

 

 

 



Nucleic acid amplification tests (NAAT) 

 با روش تشخیص مولکولی  برای  ژنوم ویروساستفاده از(RT-PCR  .) 
NAAT  تأیید برای ویژگی بالا حساسیت و  روش تشخیصی ارجح است زیرا

 .داردعفونت 
  RNA  ویروسی به دلیل طول مدت کوتاه و دامنه کم ویرمی پس از هفته اول

 . قابل تشخیص است پس از شروع علائم کمتر

 ممکن است به دلیل نشوددر صورتی که نمونه ها به درستی ذخیره یا نگهداری ،
 .  منفی گزارش شود  تشخیص   RNAتخریب 

آلودگی متقابل با محصولات PCR معتبر، نا استفاده از پرایمرها و پروب های  یا
 نتایج مثبت کاذب

  استفاده از کیت استخراج نا معتبر 



 کنترل منفی , اینترنال کنترل, کنترل مثبت



Antigen detection tests 

 تشخیص آنتی ژن برای استفاده در نمونه های خون در حال حاضر فقط تست
در دسترس هستند و آنتی ژن پروتئین   DENVبرای تشخیص عفونت های 

 .را هدف قرار می دهند( NS1) 1غیرساختاری 
 های روششامل (MAC-ELISA ) وPOCT است  . 

 بافت برای در  تشخیص آنتی ژن  :ایمونوهیستوشیمیروشZIKV   و
DENV  موجود است. 



Virus isolation 

 جداسازی ویروس را می توان در کشت سلولی پستانداران یا پشه برای تعیین
با . خصوصیات مولکولی آربوویروس مانند ژنوتیپ و شناسایی دودمان انجام داد

 . به ندرت برای تشخیص عفونت استفاده می شودخاطر زمان بر بودن 
تشخیص استاستاندارد طلایی برای  روش این  . 
ولوژیکدر آزمایشگاه های مرجع آربوویروس برای مطالعات بیماری زایی، اپیدمی   

 .استفاده می شود... و



Detection of immune response to viral 

infection 
  تست سرلوژی برایZIKV  وDENV  عات لاباید با در نظر گرفتن اط

 .شودمی اپیدمیولوژیک و بالینی انجام 
  تفسیر نتایج به دلیل واکنش متقابل با ویروس های همزمان و عفونت قبلی با

فلاوی ویروس ها یا سابقه واکسیناسیون فلاوی ویروس پیچیده است که می تواند 
 .شود متقاطعمنجر به پاسخ آنتی بادی 

 علاوه بر این، آزمایش های سرولوژیک نتایج مثبت کاذب را در بیماران مبتلا به
 .  خودایمنی مانند لوپوس اریتماتوز سیستمیک نشان می دهند

فقط از نتایج . آزمایشات سرولوژیک ممکن است کیفی، کمی یا نیمه کمی باشند
 .سنجش کمی برای تفسیر تغییرات تیتر استفاده شود



Serologic tests for detection of IgM antibodies  

 

IgM   معمولاً برای تشخیص عفونت هاییZIKV   وDENV   که اخیراً رخ داده
 . اند استفاده می شود

IgM   را می توان برای ماه ها تا بیش از یک سال پس از عفونت تشخیص داد، که
 . تعیین زمان وقوع عفونت را دشوار می کند

بنابراین، آزمایشIgM ZIKV   در زنان باردار باید با احتیاط انجام شود، زیرا
 .  آزمایش مثبت ممکن است نشان دهنده عفونت قبل از بارداری باشد

ایمونواسی آنزیمی : های موجود عبارتند از روش(EIAs) سنجش ایمونوفلورسانس ،
(IFA)و برای دانگ ، (poct)  آنتی بادی هایIgM  را تشخیص می دهند . 

 



Serologic tests for detection of IgG antibodies  

 
 آنتی بادی های تشخیصIgG  کردبرای تشخیص عفونت حاد استفاده نمی توان  را  نمونهدر یک. 
 زیرا یک نتیجه مثبتIgG   اختصاصی ویروس تنها نشان دهنده عفونت قبلی با آن ویروس یا یک ویروس نزدیک به آن

 .  است که ممکن است آنتی بادی های واکنش متقاطع در برابر آن وجود داشته باشد
 هفته  3-2دومی نمونه و ( نمونه حاد)معمولاً در پنج روز اول پس از شروع علائم  نمونهاولین جفت، آزمایش نمونه های

 . جمع آوری می شود، به ویژه در افرادی که قبلاً به فلاوی ویروس آلوده نشده اند( در حال نقاهت)بعد 
 اگر تبدیل سرمی از منفی به مثبت بین نمونه های حاد و در حال نقاهت نشان داده شود، این امر از تشخیص عفونت

 .  حاد فلاویویروس پشتیبانی می کند

 اگر چه این در تشخیصDENV   استفاده شده است، تبدیل سرمیIgG  یک روش توصیه شده برای تشخیص عفونت      
ZIKV  نیست زیرا تایید نشده است  . 

 اگر آنتی بادی هایIgG  برابری در تیتر  ۴در هر دو نمونه شناسایی شود و در آزمایش های کمی، افزایش بیش از
 .آنتی بادی مشاهده شود، ممکن است نشان دهنده عفونت ثانویه باشد

 تعیین تیترIgG   ممکن است در مدیریت عفونت های ثانویه دنگی کاربرد پیش آگهی داشته باشد، اما پزشکان نباید
 .قبل از شروع پروتکل های مدیریت دنگی منتظر نتایج باشند

 تست IgG  ایمونواسی آنزیمی : موجود عبارتند از(EIAs ) و سنجش ایمونوفلورسانس(IFAs.) 



Immunofluorescent Antibody (IFA)  

 سنجشIFA   را می توان برای تشخیص آنتی بادیIgG، IgM   یاIgA   به هر یک
 .  از فلاوی ویروس ها استفاده کرد

سلول های آلوده . آنتی ژن با رشد فلاوی ویروس در یک رده سلولی تهیه می شود
غیر مستقیم استفاده می   IFAمی شوند و برای فیکس روی یک اسلاید شیشه ای 

 .  شوند
 برای تشخیصIgM،  ضروری است که فاکتور روماتوئید وIgG   در نمونه قبل از

 .آزمایش حذف شوند تا از مثبت کاذب و منفی کاذب جلوگیری شود
  اسلایدهای غیرمستقیمIFA   در حال حاضر برای تشخیصIgM   در برابر تعدادی از

در دسترس  ZIKVو  DENV، JEV، WNV، YFVفلاوی ویروس ها از جمله 
 .هستند

تجربه دیدن اسلاید 



Neutralisation Titres  

 
شود می  انجام مرجع های آزمایشگاه در سازی خنثی تیترهای. 
و سطحی های ژن آنتی به اتصال با را ویروس تکثیر توقف در بیمار سرم توانایی 

 .کند می گیری اندازه ویروس جذب از جلوگیری
پلاک کاهش خنثی سازی تست مانند خنثی سازی سنجش های (PRNT) عنوان به 

 .هست آربوویروس تشخیص برای سرولوژیکی طلایی استاندارد
 سازی ایمن سابقه یا قبلی ویروس فلاوی عفونت به مبتلا بیماران در متقابل واکنش 

  .هستند
این، بر علاوه PRNT  نتایجی دارد، نیاز دیده آموزش بسیار کارکنان به است، پرهزینه 

 امکانات با آزمایشگاه هایی در باید فقط و است پیچیده آنها تفسیر که می کند ایجاد
 .شود انجام مناسب نگهداری

 که آزمایشگاه هایی برای PRNT  آنتی بادی تیتر برابری چهار افزایش می دهند، انجام 
 غیاب در نقاهت حال در و حاد نمونه های بین  DENV یا  ZIKV به خنثی کننده

 .است اخیر عفونت تأییدکننده (گردش در ویروس های فلاوی) دیگری آنتی بادی های



Specimens 

RNA  هر دو ZIKV   وDENV   ،در خون، ادرار، بزاق، مایع مغزی نخاعی(CSF ) و
 .بافت ها شناسایی شده است

 RNA ZIKV   ،رکتوم و سایر سواب های همچنین در مایع آمنیوتیک، مایع منی
 .استمایعات بدن شناسایی شده 

 RNA   روز پس از شروع علائم در عفونت های  5ویروسی معمولاً در سرم کمتر از
ZIKV   وDENV  با این حال، تشخیص طولانی مدت . قابل تشخیص استZIKV   
RNA  شده است گزارشدر سایر انواع نمونه . 

 RNA ZIKV  روز پس از شروع علائم در ادرار و خون کامل، بر  1۴مکن است تا م
ماه شناسایی کرد،  3را می توان تا   ZIKV RNAاساس مطالعات اهداکنندگان خون، 

 .  احتمالاً به دلیل ارتباط ویروسی با گلبول های قرمز
 بنابراین استفاده از خون کامل امکان تشخیص طولانی تر از سرم یا ادرار را فراهم

 .می کند
 



 Specimens suitable for NAAT (RT-PCR) to detect 

viral RNA: 

   روز از شروع  7سرم یا پلاسمای جمع آوری شده از بیماران غیر باردار کمتر از
روز از شروع علائم برای زنان باردار مشکوک به عفونت  1۴علائم، یا کمتراز

DENV  یاZIKV. 
 پلاسما . سرم باید در یک لوله استریل و خشک بدون ضد انعقاد جمع آوری شود

 .جمع آوری شود  EDTAباید در یک لوله 
 روز از شروع علائم برای موارد  1۴ کمتر از, استریلادرار در ظرف خشک و نمونه

 .ZIKVمشکوک به 
  خون کامل در یک لولهEDTA   شودبرای زنان باردار جمع آوری. 

 . 



 Specimens suitable for dengue NS1 antigen 

diagnostic tests:  

 روز پس از شروع علائم جمع آوری شود 7 تاسرم، پلاسما یا خون کامل از بیماران. 

 Specimens suitable for serologic testing to detect 

antibodies:  

 ماه پس از شروع علائم جمع آوری شود 3 تاسرم یا پلاسما از بیماران 



Specimen processing and storage 

 
ذخیره سازی نمونه باید از استاندارد آزمایشگاه پیروی کند. 
  نوسانات احتمالی دما باید به طور مرتب کنترل و ثبت شود جلوگیریبرای .

فریزرهای خانگی با نوسانات دما زیاد برای نگهداری نمونه های منجمد /یخچال
 .  مناسب نیستند

 شوداجتناب از انجماد و ذوب مکرر نمونه ها. 
برای حفظ یکپارچگی اسید نوکلئیک برایNAAT  جداسازی ویروس، توصیه یا

درجه سانتیگراد نگهداری شوند و  8-2می شود که نمونه ها در یخچال در دمای 
 .  ساعت آزمایش شوند ۴8ظرف 

 داشتنگه درجه سانتیگراد  -20روز در دمای  7همه انواع نمونه ها را می توان تا .
 .شوند نگهداریدرجه سانتی گراد  -70روز، نمونه ها باید در دمای  7از بیش برای 



Biosafety  

 
کار با تست تشخیص مولکولی(RT-PCR ) و آزمایش های سرولوژیکی بر روی

نمونه های بالینی بیماران مشکوک یا تایید شده که آلوده به عفونت های آربوویروس 
هستند، باید تحت شرایط مناسب از جمله در نظر گرفتن استفاده از ایمنی بیولوژیکی 

 (. IIکلاس )کابینت تجهیزات لازم برای حفاظت شخصی،. انجام شود
اقدامات کنترلی بیشتر نیاز داردبه  جداسازی ویروس برای. 
 هر گونه آزمایش برای وجودZIKV ،DENV   و سایر عوامل بیماری زا در تشخیص

با رعایت افتراقی باید در آزمایشگاه های مجهز و مناسب توسط کارکنان آموزش دیده 
 .  ایمنی مربوطه انجام شود

 دستورالعمل های ملی در مورد ایمنی زیستی آزمایشگاهی باید در هر شرایطی دنبال
 .شود، با توجه به اینکه نمونه ها ممکن است دارای سایر پاتوژن های غیرقابل خطر باشند

 



Shipping specimens  

 
 نمونه های شناسایی شده یا مشکوک بهZIKV   یاDENV   بر روی یخ

 .ارسال شود  کیسه های یخ،خشک
  گروهبه عنوان مواد بیولوژیکی B ،UN3373  . 
 مواد خنک کننده باید در طول حمل و نقل دوباره پر شوند تا از ذوب شدن

 . جلوگیری شود

 



Differentiate primary and secondary dengue 

اخیراً، نسبت هایIgM/IgG   اولیه و ثانویه مورد استفاده قرار دنگی عفونت برای افتراق
 .گرفته است

  رقیق می شود 1:100یا  1:20برای تعیین نسبت، ابتدا سرم بیمار. 

  اگر نسبت OD EIA IgM/IgG 1.۴> 1:100برای رقت  > 1.2یا  1:20برای رقت 
 .باشد، این نشان دهنده عفونت ثانویه دنگی است

  از آنجایی که سطوحIgG   نهایتاً در طول دوره نقاهت به دنبال عفونت اولیه دنگی غالب
برای تعیین عفونت ثانویه معمولاً فقط در   IgM/IgGمی شود، استفاده از نسبت های 

 .  روز از شروع علائم انجام می شود 30سرم های حاد جمع آوری شده ظرف 



















Recent dengue virus infection  

 
 Definitive Criteria  

 Isolation of dengue virus from clinical material; OR 

  Detection of dengue viral RNA in clinical material; OR 

  Detection of dengue NS1 antigen in serum or plasma; OR 

  Seroconversion or significant increase in dengue IgG level or 
titre in serum or plasma provided the IgG is shown to be 
specific to dengue virus by neutralisation or other specific 
tests.  

 Suggestive Criteria  

 Detection of IgM to dengue virus.  



Secondary dengue virus infection  

 
 Definitive Criteria  

 Fulfilment of definitive criteria for recent dengue 

infection in a person with previous laboratory confirmed 

dengue infection.  

 Suggestive Criteria  

 Dengue HI titre ≥1:2560; OR  

 Dengue IgM/IgG OD ratio <1.4 when tested at 1:20 

dilution or <1.2 when tested at 1:100 dilution of serum 

collected within 30 days of symptom onset. 

 



 

 Confirmed case  
 Laboratory definitive evidence and clinical evidence  

 Isolation of dengue virus OR  

 Detection of dengue virus by nucleic acid testing OR  

 Detection of non-structural protein (NS1) antigen in blood by EIA OR  

 IgG seroconversion or a significant increase in antibody level or a fourfold 
OR  

 greater rise in titre to dengue virus, proven by neutralisation or another 
specific test 

 Detection of dengue virus-specific IgM in cerebrospinal fluid, in the absence 
of IgM to Murray Valley encephalitis, West Nile virus /Kunjin, or Japanese 
encephalitis viruses  



Probable case  

 
 Laboratory suggestive evidence  

 Detection of NS1 antigen in blood by a rapid antigen 

test. OR 

 Detection of dengue virus-specific IgM in blood.  

 




