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دستورالعمل نمونه گيری و آزمايشات 
  HIVمربوط به بيماری

 
  

  

  :      تهيه و تنظيم 

  فرزانه صباحي  دكتر

  

راهنما به منظور ارايه اطلاعات علمي و فني لازم بر ن يا
اساس اصول و استانداردهاي بين المللي در كميته ويروس 
شناسي و بيولوژي ملكولي مورد بررسي و تاييد قرار گرفته 

  .است

  
  :اعضا كميته ويروس شناسي و بيولوژي ملكولي  به ترتيب حروف الفبا عبارتند از

  بخش هپاتيت و ايدز ‐دکتر اميني عضو هيئت علمي انيستيتوپاستور

  مرجع سلامت آزمایشگاهحاجيا عضو هيئت علمي دکتر

  و آزمايشگاه مرجع سلامتمعاونت دارو و غذا  دکتر سميعي عضو هيئت علمي

  بخش بيولوژي ملکولي ‐هرخي عضو هيئت علمي انيستيتوپاستورکتر شاد

  دانشکده پزشکي –دکتر صباحي عضو هيئت علمي دانشگاه تربيت مدرس 

  دکتر مختاري عضو هيئت علمي دانشگاه علوم پزشکي تهران دانشکده بهداشت

  های ریوی پژوهشکده سل و بیماری –دکتر ناجي عضو هيئت علمي دانشگاه علوم پزشکي شهيد بهشتي 
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  HIVدستورالعمل نمونه گيری و آزمايشات مربوط به بيماری
  

 HIVآزمايشهاي الايزا و وسترن بلات براي تعيين حضور آنتي بادي اختصاصي  - 1

  .استفاده مي شود HIV‐2و  HIV‐1از آزمايشهاي ايمنو اسي براي تعيين حضور آنتي بادي عليه ويروسهاي 
الايزا بايستي حداقل دو مرتبه مثبت بشود و به دنبال آن، انجام تست وسترن  آزمايش. گرددمايش اليزا انجام ميدر ابتدا آز براي غربالگري ،

  .بلات براي تاييد موارد مثبت الايزا الزامي است

 coreضد مانند آنتي باديهاي  HIV‐1آنتي باديهاي ضد ) بسته به نوع كيتهاي مورد استفاده( وسترن بلات مي توان  توسط آزمايش

)P17,P24,P55(پلي مراز ويروسي ،)P31,P51,P66 ( و انولوپ)gp41,gp120,gp160 (مجدداً تاكيد مي شود كه با وجود . را شناسايي نمود
  .درصد موارد مثبت كاذب در الايزا ، وسترن بلات هميشه بايد براي تاييد نتايج مثبت الايزا مورد استفاده قرار گيرد 2گزارش 

  .قرار داديا آشنايان او  را به هيچ وجه نبايد در اختيار بيمار HIVج آزمايشهاي مربوط به در ضمن نتاي 
  

  :نتايج آزمايش وسترن بلات به صورت زير تفسير مي گردد
  عدم وجود هيچ باندي بعد از انجام تست: منفي -

   gp120/160 به همراه P24 بهواكنش  يا ،gp120/160به همراه  gp41واكنش به وجود باندهاي نشان دهنده : مثبت -
  .وجود هرگونه باندي كه نشانه جواب مثبت نباشد و الگوي مشابه كنترل مثبت نداشته باشد: غير قابل تفسير  -

 HIV براي شناخت آنتي باديهاي ضد  مورد استفاده در آزمايشگاه هاي باليني )EIA,WB,IFA(تست هاي سرولوژي استاندارد  ،از نظر دقت
  .درصد برخوردار باشند 98ساسيت و اختصاصيت بيش از بايد از ح

  

  :شرايط ايجاد منفي كاذب

درصد در جوامع با 3/0نتايج منفي كاذب از . به دست مي آيد) Window Period(نتيجه منفي كاذب در صورت انجام تست در دوران پنجره 
البته بعضي . روز متغير است 22تا  14دوران پنجره معمولاً بين . متغير استدرصد در جوامع با پرووالانس پايين  001/0پرووالانس بالا تا كمتر از 

 Seroconvertماه بعد از عفونت  6اما همه بيماران تا . نمي شوندSeroconvert هفته پس از آلودگي با ويروس نيز  4تا  3افراد حتي تا 
ل انتهايي بيماري ايدز به دليل ضعف شديد سيستم ايمني و يا البته گزارشهايي مبني بر عدم شناسايي آنتي بادي در مراح. مي گردند

  .اگاماگلوبولينميا و در موارد نادر وجود دارد
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تعدادي  "N"و نوع "O"نوع  HIVچون به دليل وجود موارد نادر تحت تيپ هاي . مطالعه كتابچه راهنماي كيت قبل از كار الزامي است: توجه

معمولاً توسط  "N"اما تحت تيپ. ند كه قادر به شناسايي آلودگي به اين تحت تيپ ها نمي باشنداز كيت هاي تجاري طوري طراحي شده ا
  .وسترن بلات قابل شناسايي گزارش شده است

  :شرايط ايجاد مثبت كاذب

افراد سالم داوطلب در  HIVدر كشورهايي كه در آنها فازهاي باليني استفاده از واكسنهاي  HIVنتيجه مثبت كاذب در دريافت كنندگان واكسن 
اين موضوع اهميت اطلاع از تاريخچه باليني بيمار و توجه به اين موضوع كه آيا وي در معرض عوامل خطر  .انجام مي گردد، گزارش شده است

ش جواب گزار منجر به "خودايمني"در ضمن يك مورد اتوآنتي بادي در بيماري مبتلا به . بوده است را روشن تر مي نمايد HIVآلودگي به 
انجام آزمايش توسط پرسنل آزمايشگاه بي تجربه و يا استفاده از كيت هاي غير قابل اطمينان در در اثر موارد ديگر، . مثبت كاذب شده است
در نتيجه ، انجام مجدد آزمايشهاي الايزا و وسترن بلات در صورتي كه هرگونه شكي توسط كادر باليني وجود دارد . آزمايشگاهها بوده است

  .مي تواند به برطرف نمودن شك كادر باليني كمك كند Viral Loadيا  PCRدر ضمن استفاده از آزمايشهاي . توصيه مي شود
  

 

  ):Indeterminate Results(نتايج غير قابل تفسير

. گزارش شده است HIV‐1 نسبت به پروتئينهاي) غيرقابل تفسير(درصد از موارد آزمايشهاي وسترن بلات با وجود باندهاي مثبت  20تا  4در 

همچنين در مراحل آخر بيماري ايدز ، آنتي بادي بر عليه . قبل از ساير آنتي باديها باشد anti‐P24دلايل اين موضوع مي تواند ظهور 

  .از بين مي رود coreپروتئينهاي 

و يا در  MSهاي خود ايمني ، لنفوم، بيماريهاي كبدي،وجود آنتي باديهاي غير اختصاصي با ايجاد واكنش متقاطع نيز در بيماران مبتلا به بيماري
  .است افرادي مانند مادران با فرزندان متعدد، داراي سابقه واكسيناسيون اخير و يا معتاداني كه تزريق داخل وريدي انجام مي دهند مشاهده شده

مشاهده نتايج غيرقابل  نيز مي تواند منجر بهO" HIV‐2"در ضمن همانند هرگونه تستي ، اشتباه كادر آزمايشگاه و يا آلودگي فرد با سوش
  .تفسير گردد

آزمايش وسترن بلات در بيماراني كه سابقه رفتار . مهمترين موضوع در ارزيابي نتايج غيرقابل تفسير، بررسي فاكتورهاي خطر در بيمار است
ماه معمولاً توصيه  6و2،1مجدد وسترن بلات در فواصل زماني  آزمايشهاي. پرخطر دارند معمولاً در فاصله يك ماه بعد از آلودگي مثبت مي شود

  .مي شود و به بيمار توصيه مي گردد از انجام رفتارهايي كه موجب انتقال ويروس به ديگران مي شود، پرهيز نمايد

ابل تفسير است، بررسي ، هنوز آزمايش وسترن بلات غير قHIVبه هر حال در افرادي كه بدون رفتار پر خطر و با ريسك آلودگي كم به 
  ).1شكل(ماه توصيه مي شود 3مجدد بعد از  سرولوژيك
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براي مثال دو .  شامل واكنش آنتي بادي با پروتيين هاي اصلي ويروس HIVالگو هاي متفاوت نتايج وسترن بلات  - 1شكل 

  .)3رفرانس (نيز نشان داده شده است (indeterminate)واكنش غير قابل تفسير 
  

  :سرولوژي HIVشهاي ديگر براي انجام آزماي - 2

 SUDS HIV‐1"و  " OraQuick HIV‐1 anƟbody test"هم تاييد شده اند مانند  FDAكه توسط ) Rapid(آزمايشهاي سريع 

test" و يا سرنگ و  براي مواردي كه نياز به اطلاع از جواب فوري است مثل خانمهاي حامله در هنگام زايمان ، مواجهه كادر باليني با نمونه ها
افرادي با سابقه رفتار پر خطركه ممكن است مجدداً به كلينيك مراجعه ننمايند يا افرادي كه در بخش اورژانس ويزيت مي , ي آلودهوسايل جراح

ق دهان براي آزمايش بزا. است HIVالبته توصيه معمول ، تاييد موارد مثبت توسط آزمايشهاي استاندارد سرولوژي   .شوند، مورد استفاده دارد

 OraSure Test System"نيز انجام مي پذيرد و يكي از نمونه هاي تجاري آن  WBو EIAتوسط  HIV‐1ضد  IgGبررسي وجود

  .حساسيت و اختصاصيت اين تست مشابه سرولوژي استاندارد گزارش شده است .است"

يك نوع تاييد . ت كه فقط بايستي توسط پزشك انجام پذيرددر ادرار اس HIV‐1براي بررسي وجود آنتي بادي عليه  EIAآزمايش ديگر تست  

كه در اين مورد نيز جواب مثبت نياز به تاييد با استفاده از روشهاي سرولوژي  است"  FDA ،"Calypte HIV‐1 Urine EIAشده توسط 
  .استاندارد دارد

سنجيد و توسط مركز  WellCozyme HIV‐1,2در ترشحات واژن را نيز مي توان به وسيله كيت  HIV‐1,2اختصاصي  IgGوجود 

قابل  Semen  ،IgG HIVدر خانمهايي كه در آنها تجاوز به عنف شده است توصيه شده است؛ چون در ) آمريكاCDC(مديريت بيماريها
  .شناسايي مي باشد
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  :تشخيص حضور ويروس - 3

 DNAويروسي و نيز تشخيص  P24سايي آنتي ژن ، شنا)PBMCs(اين روش ها شامل كشت ويروس از سلولهاي تك هسته اي خون محيطي

به آزمايش هاي  .هستند) bDNA )branched DNA assayيا آزمايش RT‐PCRويروسي توسط  RNAيا  PCRپروويروسي توسط 

  .گفته مي شود "Nucleic Acid Test"يا  "NAT"بررسي اسيد نوكلئيك ويروسي 

انجام مي گيرد و با توجه  مي باشند Level3كشت ويروس در حال حاضر فقط در مراكز تحقيقاتي و مراكزي كه داراي امكانات ايمني زيستي 
  .از اين روش به ندرت استفاده مي شوديد،آزمايشهاي حساس و جدبه در دسترس بودن 

پروويروسي را نشان دهد اما DNAكپي از  1-10تواند بين حساس ترين آزمايش است كه مي  NAT ،HIV‐1 DNA PCRي تستها از بين

در عين حال انجام آن نياز به جداسازي سلولهاي تك هسته اي خون دارد كه پرسنل آزمايشگاهي را مدت طولاني . تاييد نشده استFDAتوسط 
  . تري با خون آلوده در مواجهه قرار مي دهد

ماهگي در خون  18كه آنتي بادي مادري را حتي تا (اردي چون بررسي عفونت در نوزادان  تشخيص حضور ويروس توسط آزمايشهاي بالا در مو
. بيماران مبتلا به اگاماگلوبولينميا كاربرد دارند در تاييد نتايج سرولوژي مشكوك و جهت ، قبل از ظهور آنتي بادي ها   دوران پنجره در ،)دارند

  .مار در آن قرار دارد متفاوت استحساسيت اين آزمايشها بسته به مرحله اي كه بي
  

   Viral Loadيا  HIVتعيين عيار ويروس  - 4

افزايش انتقال در بيماراني  ر، كمك به محاسبه ميزان خطحاد، پيش اگهي سير بيماري در تشخيص عفونت HIV RNAآزمايش تعيين ميزان 

استفاده  (ART)ر افراد آلوده و بيماراني كه داروهاي آنتي رتروويرال تر از همه براي مانيتورينگ درمان دمن آلوده هستند و مهممزكه به طور 
  .نمايند كاربرد داردمي

-ارتباط دارد و يك انديكاتور مهم در پيش اگهي بيماري در مراحل اوليه عفونت به شمار مي +CD4 يسلول ها عيار ويروس با ميزان كاهش

در مراحل ابتدايي آلودگي و پيش  به تنهايي HIV RNAارتباط قابل توجهي بين ميزان  اند كهنشان داده در ضمن مطالعات چند جانبه. رود
  .آگهي بيماري وجود دارد

به پزشكان براساس دستورالعملهاي مراجع  انجام گردد و در فواصل توصيه شده (base line)بايد قبل از شروع به درمان  HIV RNAعيار 
گيرد و پزشك معالج از اثر بخشي داروهاي بدينوسيله ميزان پاسخ بيمار به درمان مورد بررسي قرار مي. دبين المللي و ملي بهداشتي انجام پذير

  .يابدتجويز شده آگاهي مي
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هفته مشاهده گردد  6-4ويروس در پلاسما بعد از  RNAكاهش در عيار  log 2تا  log 1.5رود كه در صورت موفقيت رژيم درماني، انتظار مي

  .غير قابل شناسايي باشد RNAماه بعد از درمان،  6تا  4ين و در فاصله ب

  . قابل انجام است (non‐NAT) يا غير آن NATبراساس كيتهاي تجاري برپايه  RNA HIVعيار 

Amplicor version 105 HIV‐ 1 Monitor Test  در اين آزمايش از نواحي بسيار حفاظت شده . رودطور گسترده به كار مي بهgag 

و بالاترين ميزان قابل تشخيص  RNAاز  copies/ml 400در اين تست كمترين ميزان قابل شناسايي . گرددان پرايمر استفاده ميبه عنو

750000 copies/ml HIV RNA است.  

  .تواند گزارش دهدرا نيز مي HIV RNAاز  copies/ml 50حتي  Amplicor Ultra sensitiveكيت 

ساب پرايمرها بايد بسيار با دقت انتخاب گردند به طوري كه بتوانند . گرددبعضي آزمايشگاهها استفاده مينيز در  Real‐ time PCRاز روش 

  .تواند در شناسايي عيار ويروس مفيد واقع گردددر صورت طراحي دقيق و استانداردسازي، اين تست نيز مي. شناسايي كنند HIVتيپهاي مختلف 
  

   HIVآزمايش مقاومت دارويي در  - 5

ژنهاي . شده است HIV‐ 1 بيماران آلوده به افزايش ميزان استفاده از رژيم درماني آنتي رتروويرال منجر به ظهور موتانهاي مقاومت به دارو در

- ياند، ميا پروتئاز طراحي شده RTپروتئاز ويروسي دچار موتاسيون نسبت به داروهايي كه برعليه  يا ترانسكريپتاز معكوس و همچنين RTآنزيم 
  .شوند

از  .مقاوم به دارو شك نمود HIVنشان ندهد، بايد به وجود  را log 1هفته درمان، كاهش بيشتر از  8در صورتيكه عيار ويروس در پلاسما بعد از 

RNA  ويروسي ياDNA و نتايج  گردديفاي شده، بعدا توالي يابي ميفرآورده آمپلاين . كرداستفاده ن براي انجام اين تست تواويروسي مي پرو
  .گيرندبدست آمده براساس نرم افزارهاي اختصاصي توسط متخصصين مربوطه مورد بررسي قرار مي

و اطلاعات مربوط به نمونه گيري و نحوه ارسال آنها به آزمايشگاه به  HIVدر زير راهنماي مربوط به روشهاي آزمايشگاهي تشخيص عفونت 
 .هاي جدول نيز توجه گرددزيرنويسخواهشمند است به . صورت جدول آورده شده است
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آماده سازي  نمونه مورد نياز آزمايش تشخيصي رديف

  و نگهداري
  ارسال

 الايزا وسترن بلات: سرولوژي 1
جهت شناسايي آنتي باديهاي ضد 

 P24ويروسي و آنتي ژن ويروسي 

 *سرم
  )ميلي ليتر 5/1(

منجمد يا 
شرايط 
  **يخچالي

در شرايط منجمد بر روي يخ خشك 
  يا بسته هاي يخ يا هردو

2 RT‐PCR جهت شناساييRNA ميلي ليتر2(پلاسما( 
استخراج شده در تيوبهاي حاوي 

 ACDيا EDTAضد انعقاد 

منجمد يا 
شرايط 
  **يخچالي

در شرايط منجمد بر روي يخ خشك 
  يا بسته هاي يخ يا هردو

3 PCR جهت شناساييDNA در)ميلي ليتر20تا10(خون كامل
ستريل حاوي ضد انعقاد تيوبهاي ا

  هپارين

  دماي محيط
درجه  24(

  )سانتي گراد

 24در دماي محيط و در فاصله زماني 
ساعت بعد از جمع آوري بايستي به 

آزمايشگاه مرجع انتقال داده 
  ***.شود

4 PCR جهت تعيين عيار ويروسي
  يا 

HIV RNA Viral Load 

 )ميلي ليتر2(پلاسما
 جمع آوري شده در تيوبهاي حاوي

  ACDيا EDTA ضد انعقاد 

در شرايط منجمد بر روي يخ خشك   منجمد
  يا بسته هاي يخ يا هر دو

در)ميلي ليتر20تا10(خون كاملكشت ويروس 5
تيوبهاي استريل حاوي ضد انعقاد 

  هپارين

  دماي محيط 
درجه  24(

  )سانتي گراد

 24در دماي محيط و در فاصله زماني 
ه ساعت بعد از جمع آوري بايستي ب
  .آزمايشگاه مرجع انتقال يابد

  
سانتريفوژ كردن نمونه ها با رعايت كليه مسائل . ، نمونه سرم مناسب مي باشد) معمولاً هردو انجام مي پذيرد(در مورد تشخيص سرولوژيك به روش الايزا  يا وسترن بلات *

  .محافظ صورت مي گيردايمني نظير استفاده از دو جفت دستكش لاتكس ، عينك محافظ، ماسك و گان هاي 
. نمونه هاي خون بلا فاصله به دقت سانتريفوژ شده و سرم آن به كرايوتيوپ انتقال مي يابد. فرد بيمار گرفته مي شود) ميلي ليتر 5(براي نمونه گيري مقدار كافي از خون 

ميلي  50تيوب حاوي نمونه در داخل لوله فالكن  .شودمي ا ماژيك ضد آب نوشته درب كرايوتيوبها با پارافيلم پوشانده شده و مشخصات و تاريخ نمونه گيري بر روي تيوب ب
بيمار و شرح حال بيماري ليتري قرار داده و در ظرف حمل نمونه از نوع ظرف حمل واكسن و حاوي كيسه يخ در شرايط رعايت زنجيره سرد به همراه فرم خلاصه مربوط به 

  .سلامت معرفي مي گردد ، ارسال مي شودبه آزمايشگاهي كه توسط آزمايشگاه مرجع 
بايد از ذوب و انجماد متوالي نمونه هاي . گرددمي جه سانتي گراد فريز در -70تا  - 60ساعت باشد ، سرم بلافاصله در دماي  24در صورتي كه زمان ارسال نمونه بيشتر از **

  .اجتناب شود جدا فريز شده
اما با . را نبايد به هيچ وجه قبل از جداسازي گلبولهاي سفيد منجمد نمود) Pro viral DNA(زين شده در ژنوم بيمارجايگHIV DNAخون كامل براي بررسي و جود ***

اين آزمايش در آزمايشگاههاي تخصصي انجام مي . )درجه سانتي گراد بالاتر برود 24- 25درجه حرارت نمونه نيز نبايد از ( توجه به گرم بودن هوا در برخي فصول سال ،
  .يرد و هماهنگي قبلي با مسئولين آزمايشگاهها ضروري استپذ
  
از RNAدر صورت عدم امكان جداسازي . ساعت بعد از جمع آوري نمونه جدا شود 4عوامل عفونت زا بسيار شكننده است و بايستي در فاصله زماني حداكثر  RNA: توجه 

  .راد يا پايين تر قرار داد و از ذوب و انجماد متوالي نمونه هاي فريز شده پرهيز كرددرجه سانتي گ -70را بلافاصله در دماي  پلاسماپلاسما، بايستي 
و داراي مجوز ايمني زيستي از مراجع ذيصلاح انجام  3به علت خطر آلودگي با ويروس بايد فقط در آزمايشگاههاي با سطح ايمني زيستي سطح  HIVكشت ويروس : توجه

  .گيرد
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