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Diagnostic Assays

RIA & ELISA; are the most sensitive and specific.
ELISA assays are the most commonly used assays.y y y

These assays are either polyclonal or monoclonal anti-HBs 
bound to a solid phase and a second labeled anti-HBs to p

detect the captured Ag.  
PCR can detect: between ~5-100 cop/ml.p

EIA is a relatively simple method and provides a low-cost 
and quantitative analysis with high reproducibility.q y g p y



:مقدمه

HBsAg مھمترين ماركرحضورHBV  درسرم است كه نشان
.دھنده عفونت مزمن يا حاد است

:  درسرم نشان دھنده HBsAgرديابي   
مستعد بودن به عفونت 

تشخيص عفونت حاد يا مزمن 
رديابي عفونت درسرم مي باشد

 HBsAgبرسد   ٢٠٠٠copy/mlبه بالاي  DNAزماني كه غلظت 
.قابل رديابي مي شود



Indications for molecular detection of HBV
Blood donor screening

A i i l hAntiviral therapy

Follow up of chronic infection and evaluation of infectivity

First time detected isolated anti-HBc

Unusaul seroconstellations (HBsAg negative but HBeAg( g g g
positive)

Hepatitis of unknown etiology (in anti-HBc and anti-HBs Hepatitis of unknown etiology (in anti HBc and anti HBs 
positive patients)

Prodromal symptoms of hepatitis BProdromal symptoms of hepatitis B.



ه طال اف :اھداف مطالعه :اھ

موتاسيون ويروسھایبررس سطح وپروتئين ژن ژن وپروتئين سطحی ويروس ھایبررسی موتاسيون
 +HBs Agدر مادران ) B   )HBs Agھپاتيت 

پس  HBIGدريافت واکسن و عليرغمونوزادانی که
تولد مقايسه+HBs Agاز و اند آنھاگرديده باژنوم و ي +HBs Agز  ي  و  ھ ر وم  ب     ژ
.يکديگر



: روش كار 

گرديد استفاده سرم بصورت آزمايش مختلف مراحل انجام برای نمونه ١٢
 استخراج بيماران سرم از ويروس DNA کياژن کيت توسط مرحله دراولين

.شد
Nested روش توسط قبل مرحله محصولات PCR ژن برای  Sو PCR برای 

lژنکل fن ش .شدندAmplifyژنومکل
.شد ارسال مرکزمجھزومعتبر به Sequencing برای PCR محصولات

Di S iال تت دد طآ Biافزانت diد Direct Sequencing:افزار نرمتوسطآمدهبدستتوالی Bioedit مورد 
  نزديک يکديگرتشابه با که وتواليھايی گرفت قرار وتحليل وتجزيه بررسی
.شدندوبررسیمقايسهداشتند ی رر
 بدست شده Align تواليھای برای ژنتيکی وفاصله  phylogeny درخت ترسيم
.آمد



از اوليه  Nested PCRنتایج اوليه از Nested PCRنتایج



اDilution Seriesت ن ن ا  از نمونه ها Dilution Seriesتهیه
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: خلاصه 

N d PCRNested-PCRداد نشان واضح باندو شد مثبتنمونهیکفقط.شدانجامشدهاستخراج محصولاترویبر  

  .نشد مشاهده باندی ها نمونه باقی درو

مچون برای رو  این از .باشد بالا ها نمونهDNAغلظتکهشددادهاحتمال .بودند+HBsAgبیمارانتمامچون رنم لبوgبیم بریروینزببموم

  رقتدر .شد انجام PCR سپسو تهیه ۱ /۱۰۰۰۰/۱،۱۰۰۰۰۰ ،۱/۱۰۰۰، ۱/۱۰۰ های رقت ها نمونه

 .شد مثبت نمونه پنج ۱/۱۰۰

Hotstarسپس PCR نها بین در کهشدگذاشتهمنفینمونه۵برای۱/۱۰۰۰ رقتبرای
ٓ
  مثبت نمونهدو ا

.شد

.نگردیدمشاهدهاندیوبماندباقیمنفینمونهسهو .نگردیدمشاهده اندیوبماندباقیمنفینمونهسهو

.شدند مثبت نمونه دو  ها سيكل تعداد افزايشو منيزيم غلظت افزايش از استفاده با منفي هاي نمونه براي



Discussion

• Reasons for being PCR false positive:
1. High copy number template results in

PCR false negativity.g y
2. The other problem is the possible

inhibition of the amplification reaction byinhibition of the amplification reaction by
unknown components in the clinical
samplesample.

• One of the approaches for overcoming this
bl i dil i h li i l iproblem is diluting the clinical specimen.


