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  چکیده
یک تست تشخیص سریع اعتیاد است که کاربرد فراوانی در زمینه شناسایی افراد Lateral Flow Assay : مقدمه     

 مطالعه حاضر به . اما مسئله سطح تشخیص این سیستم همواره به عنوان محدودیتی براي آن مطرح بوده است.معتاد دارد
   . مانه می پردازدبررسی چگونگی بهبود این پارامتر و حساسیت سا

 مورفین در باند تست بر سطح تشخیص - BSA ماده کانژوگه و غلظتOD کانژوگاسیون، pH :مواد و روش ها      
با اعمال محلول مورفین در غلظت . استفاده شد» Gold in a box« بهینه از کیتpHجهت تعیین . این سامانه مؤثرند

 بهینه تعیین شد و سپس با ثابت گرفتن مقدار OD مورفین، - BSAايهاي مختلف، ابتدا با فرض یک غلظت ثابت بر
ODغلظت بهینه ،BSA  -در ادامه تأثیر دو فاکتور بلوکه نمودن لایه کانژوگه و افزودن قند به .  مورفین به دست آمد

  .ماده کانژوگه نیز بررسی شد
 مورفین - BSAغلظت بهینه. یین شدبهینه تعOD  و pH به عنوان OD=1 و pH=4/8 : هاي پژوهشیافته      

رسید و از  ng/ml25 با اعمال شرایط بهینه، سطح تشخیص سامانه به .  به دست آمدmg/ml 5/0 در باند تست نیز
 و 100هاي بهینه سازي شده با یک نوع کیت استاندارد، حساسیت و اختصاصیت نتایج برابر  مقایسه نتایج حاصل از کیت

  . درصد برآورد شد99
 یافتن فاکتورهاي اثرگذار بر عملکرد روش تشخیصی لترال فلو و بهینه سازي آن ها می :گیريبحث و نتیجه      

  .تواند راهکاري مؤثر جهت افزایش حساسیت و کاهش سطح تشخیص این سامانه باشد
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  مقدمه
مورفین یک اپیوئید بسیار قوي است که از تریاك به      

مورفین  .ترین ترکیب مؤثره آن است دست می آید و مهم
محرك سیستم اعصاب مرکزي است و تأثیر آن کاهش 

بخش . احساس درد و ایجاد حالت سر خوشی می باشد
 ساعت پس 72عظم مورفین در کبد متابولیزه می شود و تا ا

از مصرف، در ادرار فرد مصرف کننده قابل تشخیص 
  )1،2.(است
 هر چند آمار دقیقی وجود ندارد اما متأسفانه این موضوع      

محرز است که اعتیاد معضلی جهانی شده و هر روز به تعداد 
 ،له همین مسئ بدون شکمعتادان افزوده می شود و

مشکلات اجتماعی فراوانی را در جوامع درگیر از جمله کشور 
  . ما ایجاد می نماید

که باید مصرف بی رویه و خودسرانه داروهاي  ضمن این     
ترامادول و  ن کدئین،وفحاوي مواد مخدر از جمله استامین
شده افراد مصرف کننده  دیفینوکسیلات و وابستگی ایجاد

 یز به عنوان یک معضل جدید خاطرنسبت به این داروها را ن
  .  نشان کرد

یک راهکار جهت مواجه با این مشکلات، استفاده از      
تست هاي تشخیصی ساده، سریع و ارزان است که قادرند 
بدون نیاز به پرسنل آموزش دیده یا دستگاه خاصی اعتیاد یا 
عدم اعتیاد افراد مظنون را تعیین کرده و برآورد دقیقی از 

بدین .  مصرف کنندگان این ماده مخدر به عمل آوردندتعداد
ترتیب برنامه ریزي جهت درمان و پیشگیري از افزایش 
بیش از پیش تعداد این افراد با دقت بیشتري امکان پذیر می 

  . گردد
 کلیه ویژگی LFA (Lateral Flow Assay(تست      
شده را دارد و این مزایاي قابل توجه، روش فوق ذکر هاي 

ا به یک شیوه تشخیصی بسیار رایج در زمینه هاي مختلف ر
تبدیل کرده ... پزشکی، کشاورزي، صنایع غذایی و

البته این روش معایبی نیز دارد، که عمدتاً به  ).3،4(،است
این روش و امکان ) cut off(محدود بودن سطح تشخیص

  )5.(پذیر نبودن استفاده مجدد از آن مربوط می شود
ترتیب است به این  LFAهاي  کرد استریپنحوه عمل      

 با اضافه نمودن مقدار کمی از  تشخیصیینداکه این فر
 بر )بوده است ادرار مطالعه حاضرکه در (سنجش وردنمونه م

 ازمی نامند آغلایه نمونه استریپ که آن را بخشی از روي 
 از ،لایهاین نمونه پس از گذراندن مراحلی در . گردد  می

وئینگی به سمت جلو حرکت کرده و به طریق خاصیت م
جایی که ماده کانژوگه قرار -به نام لایه کانژوگهدوم لایه 
 ماده کانژوگه ماهیتی جز ذرات کوچک.   می رسد-دارد

. چسبیده اند نداردیک عنصر تشخیصی  که به معرفی
 مواد کانژوگه ،رسد  هنگامی که نمونه به لایه کانژوگه می

 در این .برد  و با خود به جلو میهکّندخشک شده را از جا 
 با مواد ،هاي موجود در نمونه در صورت وجود آنالیت هنگام

 لایه  سمتد و هر دو با هم بهنده  کانژوگه اندرکنش می
  )6-8.(دنکن  حرکت می بعدي یعنی لایه آنالیتیکال

 لایه آنالیتیکال ترین لایه در سیستم لترال فلو  اصلی      
کنترل  تست و به نام هاي باند 2 یه معمولاًدر این ناح. است

اساس مشاهدات صورت گرفته از این  تثبیت می شود و بر
لایه در نهایت نمونه به . لایه نتیجه تست ارزیابی می گردد

  جا جذب می رسد و در آن  میلایه جاذب به نام چهارم 
و ایجاد  به لایه هاي قبلی آن با این کار از بازگشت .گردد

نمایی کلی از یک . شود  جلوگیري میطاي کاذب پاسخ خ
  )9،10.( می بینیم1  شمارهرا در شکلLFA سامانه 

این پژوهش جزئیات ساخت کیت تشخیص سریع  در      
که  ضمن این.  بیان شده استLFAمورفین بر پایه روش 

فاکتورهاي مؤثر بر سطح تشخیص این کیت که عبارتند از 
pH کانژوگاسیون و OD کانژوگه، غلظت مادهBSA  - 

 مورفین در باند تست، لزوم بلاك نمودن لایه کانژوگه و
کیفیت رهایش ماده کانژوگه ازآن بررسی و بهینه سازي 

 .                                   شده اند
   هامواد و روش

ماده کانژوگه حاصل : ساخت ماده کانژوگه      
وکلونال ضد کانژوگاسیون یک معرف با آنتی بادي مون

ذرات کلوئیدي طلا  مورفین می باشد که در این پژوهش نانو
به عنوان معرف انتخاب  nm40  و اندازه ذرات OD=1/1با 

  pHمرحله اول کار جهت تهیه ماده کانژوگه، تنظیم. شد
 اي که در آن کانژوگاسیون آنتی pH بهترین. ذرات بود نانو

 pHرد بادي با نانو ذرات به خوبی صورت می پذی
 pH براي تعیین این  .ایزوالکتریک آنتی بادي است

 Bioassayساخت شرکت » gold in a box«ازکیت
  . استفاده شد

 ایزوالکتریک به دست pHجهت اطمینان از صحت      
آمده، یک مرحله تأیید نهایی توسط دستگاه طیف سنج 

بدین صورت که ماده کانژوگه با . فرابنفش انجام شد-مرئی
pHیمم تهیه شد و میزان جذب آن در دو طول موج  اپت
nm 580ذرات خام در این طول   با میزان جذب نانو520  و

  . موج ها مقایسه گردید
 از ml 3 مناسبpH  پس از تعیین: تهیه لایه کانژوگه      

 اپتیمم، pHمحلول نانو ذره طلا در فالکونی ریخته شده و 
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 lµ10سپس  . شدبا افزودن محلول پتاسیم کربنات تنظیم
 دقیقه 30آنتی بادي مونوکلونال ضد مورفین بدان افزوده و 

مرحله بعد بلاکینگ سطح نانو ذرات بود که  .زمان داده شد
صورت  درصد، w/vBSA 10محلول  lµ 300با افزودن 

 ریخته ml5/1 ماده کانژوگه بلاك شده در دو تیوب . گرفت
 به g 7500وي درجه سانتی گراد، با نیر4شده و در دماي 

محلول رویی خارج گردید و  . دقیقه سانتریفیوژ شد20مدت 
 درصد BSA  10ذرات در ته تیوب با محلول   رسوب نانو

در مرحله . در بافر فسفات دوباره به حالت معلق درآورده شد
بعد جهت بالا بردن کیفیت ماده کانژوگه و سهولت 

 و  سوکروز gr03/0 رهاسازي آن از لایه کانژوگه، 
gr015/0بدین ترتیب .  تري هالوز بدان افزوده شدlµ 300 

  . آماده گردیدOD=10ماده کانژوگه با 
 و طول mm9 شیشه اي که به عرض  سپس نوار پشم      

 ور غوطهدلخواه برش داده شده بود در بافر بلوکه کننده 
که یکی از مراحل بهینه  با توجه به این. شده و بلاك گردید

 مناسب براي ماده کانژوگه می باشد ODعیین سازي کار، ت
لذا .  هاي مختلف تهیه شود ODنیاز است ماده کانژوگه با

فسفات در   با افزودن بافر2،3،4،1هاي OD ماده کانژوگه با 
یک  مقادیر معین به ماده کانژوگه اصلی تهیه شده و هر

روي نوارهاي پشم شیشه اي که در مرحله قبل بلاك شده 
 هاي OD لایه کانژوگه با 4بدین ترتیب . ه شدبودند ریخت

   .مختلف به دست آمد
 cm5  نوار به طول 4 : ایجاد باندهاي تست و کنترل       

 سلولزي برش داده شد از بکینگ، کاغذ نیتروسلولزي و نوار
. و لایه ها به دقت در جاي خود روي بکینگ سوار شد

 و mm  8سپس محل باندهاي تست و کنترل که به فاصله
 از ابتداي کاغذ نیتروسلولزي فاصله دارند علامت گذاري 13
توجه به رقابتی  چه در باند تست تثبیت می شود با آن .شد

 مورفین - BSAبودن تست تشخیص مورفین کمپلکس
  .است
ازي آن است که ـنه سـراحل بهیـگر از مـیکی دی     

. عیین شودـست تـینه در باند تـ مورفین به-  BSAغلظت
دست ه در مرحله اول ساخت استریپ ها که به منظور ب

ت ـجام شد، در باند تسـژوگه انـینه ماده کانـ بهODآوردن 
 مورفین - BSA   برايmg/ml 2ت پیش فرض ـظـاز غل

در مرحله دوم براي بهینه سازي غلظت و  استفاده گردید
BSA - مورفین در باند تست پس از یافتنODاده ـ بهینه م

) 5/1 و 1 و mg/ml 5/0(ظت هاي مختلفغل کانژوگه،
BSA -  ک مورد ـوان هریـ و تردیدـیت گـتثبمورفین

 .ی قرار گرفتـارزیاب

 از باند تست mm 5در باند کنترل همه استریپ ها که 
فاصله دارد آنتی بادي پلی کلونال ضد آنتی بادي موشی با 

با استفاده از کاتر استریپ . تثبیت شد mg/ml1 غلظت 
به طور دقیق لیبل   میلی متر برش داده،4 عرض هایی با

زده و تا مرحله تست نهایی در محل مناسبی نگهداري 
  .شدند
 کانژوگه و غلظت ODتست نوارها جهت بهینه سازي       

BSA -به منظور تست نوارها ابتدا : مورفین در باند تست 
ها متفاوت بود،   کانژوگه آنODبه استریپ هایی که 

 ،mg/ml 5/0(لفی از محلول مورفینغلظت هاي مخت
05/0، 005/0، 0005/0، 00005/0، 000025/0 ، 

اعمال شد و توان تشخیصی هر یک از استریپ ) 000005/0
ها بدین وسیله مورد ارزیابی قرار گرفت و پس از گذشت 

  .  دقیقه مشاهدات یادداشت شد2حدود 
مورفین در  - BSAسپس جهت یافتن غلظت بهینه       
 بهینه ماده کانژوگه و ODتست، استریپ هایی که با باند 

مورفین در باند تست ساخته - BSAغلظت هاي مختلف 
شده بودند با غلظت هاي مختلف محلول مورفین مورد 
ارزیابی قرار گرفتند و بدین ترتیب غلظت بهینه آنالیت در 

تأثیر بلاك نمودن لایه کانژوگه . باند تست نیز تعیین شد
  ماده کانژوگه به آن و اثر افزودن سوکروز وقبل از اعمال

کیفیت رهایش آن از لایه نیز  تري هالوز به ماده کانژوگه بر
بدین ترتیب که یک مجموعه کیت . در ادامه بررسی شدند

بدون بلاك نمودن لایه کانژوگه و یک سري دیگر بدون 
تري هالوز به ماده کانژوگه تهیه شده و  افزودن سوکروز و

ص و کیفیت رهاسازي ماده کانژوگه در آن ها سطح تشخی
 .به طور جداگانه با کیت هاي دیگر مقایسه شد

جهت تعیین حساسیت و اختصاصیت کیت ها،        
هماهنگی هاي لازم با آزمایشگاهی که در زمینه انجام 
تست اعتیاد روي ادرار افراد مراجعه کننده فعالیت داشت 

 با توجه به کیت تشخیص مورفین 42 .صورت گرفت
 .ساخته شد سازي ها به دست آمده بود نتایجی که از بهینه

ها توسط  نمونه ادرار نیز که مثبت یا منفی بودن آن 42
کیت هاي تجاري مورد استفاده در آزمایشگاه تعیین شده بود 

با اعمال این نمونه ها به کیت . از آزمایشگاه دریافت گردید
ایج با بررسی هاي هاي بهینه سازي شده و مقایسه نت

 حساسیت و اختصاصیت کیت ها با فرمول هاي ،آزمایشگاه
  .مربوطه محاسبه شد

  ي پژوهشها یافته
 بهینه pH ایزوالکتریک آنتی بادي موشی که pHمقدار      

در مرحله .  به دست آمد4/8کانژوگاسیون می باشد برابر 
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در طول  که توجه به این تعیین صحت این نتیجه نیز با
ذره اي که  ذره خام و نانو مقدار جذب نانو  nm  520جمو
 اپتیمم با آنتی بادي موشی کانژوگه شده بود اختلاف pHدر 

 nm580قابل توجهی نداشت و این نتیجه براي طول موج 
نیز صادق بود، می توان نتیجه گرفت که بر اثر 

ذرات ثابت مانده و دچار تجمع و  کانژوگاسیون، ساختار نانو
که منجر به تغییر رنگ محلول  aggregation لاحدر اصط

 این ،)11،12(،از قرمز به بنفش می شود نشده است
انتخاب شده جهت تهیه ماده  pH مشاهدات تأیید کرد که

کانژوگه بسیار مناسب است و این یکی از مهم ترین مراحل 
 .کار بود

نتایج حاصل از مشاهدات صورت گرفته از تست نوارها       
لول مورفین نیز حاکی از آن بود که سطح تشخیص با مح

 ،OD ،ng/ml 25=1 مجموعه کیت هاي با ماده کانژوگه با
 OD=3   و کیت هاي باOD  ،ng/ml 50=2کیت هاي با 

     لذا ) 2شکل شماره .( می باشدOD، ng/ml 500=4و 
  
  
  
  
  
  
  
  

1=ODبه دلیل داشتن بهترین سطح تشخیص، مناسب  
تست نوارهاي .  ماده کانژوگه استترین غلظت جهت ساخت

 مورفین مختلف در باند تست نیز بیانگر - BSAبا غلظت 
مورفین از بقیه  - BSAاز  mg/ml1 آن بود که غلظت 

  )3 شکل شماره(.تر است مناسب
پس از مقایسه کیت هاي بهینه شده با کیت استاندارد        

هینه آزمایشگاه نیز نتیجه از این قرار بود که کیت هاي ب
 مورد از نمونه هاي ادرار منفی را به درستی منفی 30شده 

 مورد از نمونه هاي مثبت نیز به 9تشخیص دادند و نتیجه 
ها مثبت تشخیص داده شد و تنها در سه  درستی توسط آن

مورد بین نتایج حاصل از کیت هاي بهینه شده و نتایج 
رت آزمایشگاه که به عنوان استاندارد فرض شده بود مغای

  . وجود داشت
بدین ترتیب طبق روابط موجود جهت تعیین حساسیت       

 آمده است، مقدار این 1  شمارهو اختصاصیت که در جدول
 .  درصد محاسبه گردید99و  100دو شاخص به ترتیب برابر 

                         
 استانداردمقایسه نتایج حاصل از کیت هاي بهینه سازي شده با کیت . 1جدول شماره 

 
 
 
 
 
 

                                                       
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  

 نتایج حاصل از کیت استاندارد
 شرایط منفی شرایط مثبت 

 (TP) مثبت صحیح نتایج مثبت
9 

 (FP) مثبت کاذب
3 

 
نتایج حاصل 
 از کیت ها

منفی کاذب   نتایج منفی (FN) 
0 

 (TN) منفی صحیح
30 

 TP/TP+FN = حساسیت  
9/9 +0=1×100= 100%  

 TN/TN+FP = اختصاصیت
30+3/30  = 99/0 ×100= 99%  
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 )LFA.)16 نالیتیکال و لایه جاذب در یک سیستمآجایگاه لایه نمونه، لایه کانژوگه، لایه  .1  شمارهشکل

 
 

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 =OD 2) ج ،=3OD)، ب=1OD)  الفنتیجه حاصل از اعمال محلول مورفین سولفات به کیت هاي با. 2شکل شماره 
 

 
  
  
  
  
  
  
  

  
  

 و 5/0) ب1)هاي الف مورفین با غلظت-BSA وOD =1 نتیجه حاصل از اعمال محلول مورفین سولفات به کیت هاي با .3شکل شماره 
  mg/ml 5/1)ج
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  گیريبحث و نتیجه
با (LFA) روش تشخیصیهمان طور که گفته شد       

ي ویژه خودکارایی بسیاري در زمینه مزایاتوجه به دارا بودن 
اما هنوز هم در زمینه . تشخیص سریع و دقیق معتادین دارد

جاي کار وجود دارد و این روش ) cut off(سطح تشخیص
سطح  بهینه سازي فاکتورهاي مؤثر بر نیاز است با بررسی و

چه کامل تر شدن این روش  تشخیص آن، در جهت هر
   .تشخیصی گام برداشت

 جمله فاکتورهاي مؤثر بر سطح تشخیص این نوع از     
سامانه ها، کیفیت بالا و عملکرد مناسب ماده کانژوگه می 

در این پژوهش یکی از اهداف ما پرداختن به همین . باشد
   .مطلب بود

ذرات طلا که به  ماهیت ماده کانژوگه چیزي جز نانو     
عنوان معرف استفاده می شوند و آنتی بادي اي که بر سطح 

البته معرف هاي  .ذرات کانژوگه می شود نیست این نانو
ذرات طلا به دلیل  ، اما نانو)13،14(،دیگري نیز وجود دارند

امکان تهیه آسان، پایداري قابل  داشتن ویژگی هایی چون
نی از تولید آن، توجه حتی پس از گذشت مدت زمان طولا

ترجیح ... بازدهی بالا به هنگام کانژوگاسیون با پروتئین ها و
  )12،15(.داده می شوند

به آنتی بادي ضد  اي pHچه  که نانو ذرات طلا در این    
 براي pHبهترین . مورفین کانژوگه شوند اهمیت زیادي دارد

پایین  زیرا . ایزوالکتریک آنتی بادي استpHکانژوگاسیون، 
ذرات طلا  تر از این نقطه آنتی بادي بار مثبت دارد و با نانو

که بار منفی دارند به شدت واکنش داده و لذا نانو ذرات دچار 
شود پس از   همین امر سبب می.تجمع شدید می شوند

ریختن ماده کانژوگه روي لایه پشم شیشه اي، ماده 
کانژوگه به خوبی روي لایه حرکت نمی کند و رنگ حاصل 

 pIبالاتر از نقطه  .ز آن بر روي نوار بسیار تیره می شودا
ذرات را دفع می  آنتی بادي، پروتئین بار منفی دارد و نانو

 بدین ).8(،لذا کانژوگاسیون به خوبی صورت نمی گیرد. کند
 آنتی بادي pIترتیب بخشی از بررسی هاي ما به یافتن 

 بر این،علاوه  . بهینه به دست آمدpHاختصاص پیدا کرد و 
ODماده کانژوگه نیز بر چگونگی عملکرد آن اثرگذار است . 

که در  ضمن این به طوري که اگر بیش از حد نیاز باشد
 سامانه هیچ تأثیري ندارد منجر به cut offبهبود سطح 

 که در روش هاي آگلوتیناسیون  prozoneپدیده اي مشابه
 شده یعنی در حالی که نمونه اعمال. رخ می دهد می گردد

به سامانه مثبت است به دلیل بیشتر بودن تعداد آنتی بادي 
هاي موجود در ماده کانژوگه نسبت به آنتی ژن هاي تثبیت 

شده در باند تست، پاسخ به صورت منفی کاذب رؤیت می 
  .  شود
مورفین در یک مقدار بهینه نیز  - BSAتنظیم غلظت    

 صورتی که در .موضوع سوم بهینه سازي کار بود
مورفین تثبیت شده از حد لازم بیشتر باشد  - BSAغلظت

 رخ می دهد که این بار به  postzoneپدیده اي مشابه
علت زیاد بودن تعداد آنتی ژن ها پاسخ منفی کاذب ایجاد 

  )16.(می شود
عمده تحقیقاتی که در زمینه بهینه سازي پارامترهاي       

-Seسط انجام شد توLFAمؤثر بر سطح تشخیص سامانه 
Hwan Paek  و همکاران جهت تشخیص باکتري 

آنتی   کانژوگاسیون، مقدارpHسالمونلا بود که بهینه سازي 
 بادي لازم جهت تهیه ماده کانژوگه، نوع بافري که در

قسمت هاي مختلف کار مورد استفاده قرار می گیرد و 
جمله فاکتورهایی بود که مورد بررسی  ضخامت لایه آنالیز از

و همکاران مشابه این Lyubavina  ).8(،ار گرفتها قر آن
بهینه سازي ها را اما با وسعت کمتر و فقط با بررسی تأثیر 

ODماده کانژوگه و غلظت BSA  -  ،مورفین در باند تست
 اما مزیت ).4(،درباره سامانه تشخیص مورفین انجام دادند

که در انجام بهینه  پژوهش حاضر در آن است که، ضمن آن
 روش هایی ابتکاري را به کار بسته است، در عین سازي ها

حال مجموعه مطالعات قبلی را به هم پیوند داده و ارتباطی 
منطقی میان نتایج حاصل از آن ها برقرار نموده است، ضمناً 
به بررسی فاکتورهایی پرداخته که پیش از این مورد توجه 

هالوز مانند تأثیر افزودن قندهاي سوکروز و تري . نبوده اند
به ماده کانژوگه که ضمن داشتن اثر محافظت کنندگی از 
کارایی و فعالیت آنتی بادي کانژوگه شده و افزایش مدت 
زمان قابل استفاده بودن کیت، در رهاسازي کامل و سریع 
ماده کانژوگه از لایه پشم شیشه اي نیز مؤثر هستند یا تأثیر 

 کانژوگه به آن بلاك نمودن لایه کانژوگه قبل از اعمال ماده
  . که بر کیفیت رهاسازي ماده کانژوگه اثرگذار است

جهت تثبیت آنتی ژن و آنتی بادي پلی کلونال در      
کنترل نیز شیوه اي ساده و ابتکاري به کار  باندهاي تست و
چرا که براي ایجاد این باندها نیاز به . بسته شده است

نظر را به دستگاه هاي خاصی است که قادرند ماده مورد 
اما به علت . صورت یک باند بسیار ظریف روي سطح بپاشند

عدم دسترسی به این دستگاه ها، طی یک روش ابداعی از 
مورفین و آنتی  - BSAیک مهر ژلاتینی براي قرار دادن

مورفین آنتی بادي روي سطح کاغذ نیتروسلولزي استفاده 
  ه هاي چند بازدهی کار در مقایسه با عملکرد دستگا هر. شد
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خودکار کمتر می باشد اما براي ساخت کیت ها در مقیاس 
 نهایت انجام در. آزمایشگاهی روش نتیجه بخشی است

، سطح تشخیص کیت تشخیص بهینه سازي هاي فوق
مورفین را تا حد زیادي ارتقاء داد به گونه اي که مقدار آن به 

  .  رسیدng/ml 25 حدود
ین حساسیت و انجام یک بررسی میدانی و تعی      

اختصاصیت کیت هاي ساخته شده در شرایط بهینه از طریق 
. مقایسه نتایج با یک کیت استاندارد نیز بخش پایانی کار بود

 و 100نتیجه این بررسی ها حساسیت کیت ها را 
به این  . درصد گزارش نمود99ن را برابر  آاختصاصیت

ترتیب نتیجه بخش بودن بهینه سازي هاي صورت گرفته 
قابل   در مراحل مختلف کار به اثبات رسید و این دستاورد 

توجهی در زمینه ارتقاء عملکرد تست تشخیص سریع 
  . بودLFA مبناي روش مورفین بر

وز هم ارتقاء سطح تشخیص ـاین حال هن با     
 جهت استفاده در زمینه هاي مختلف جاي  LFAسامانه

ن این روش شد چه کامل تر بررسی دارد و امید است با هر
و برطرف شدن محدودیت هاي آن، امکان بهره گیري از 
این روش سودمند در تشخیص ترکیبات مختلف بیش از 

  .پیش فراهم آید
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Optimization of Effective Parameters on Cut-off of Rapid Detection 
System of Morphine Based on Lateral Flow Assay (LFA) Method 

 
Shamloo Ahmadi H1, Heiat M2, Rashedi H1, Olad G2, Latifi A2* 

 
     (Resived: June 13, 2013         Accepted: December 18, 2013)  

Abstract 
Introduction: Lateral flow assay method is 
a test for rapid detection of morphine that h-
as many applications in identification of ad-
dicts. However, detection level of the sys-
tem has limited its application.  This rese-
arch examined how to improve the detec-
tion level and sensitivity of this system. 
 
Materials & Method: pH of conjugation, 
OD of conjugated material and concentr-
ation of morphine-BSA in the test band w-
ere effective on the detection level of this 
system. To determine optimum pH, a com-
mercial kit (Gold in a box) was used. By 
applying various concentrations of morp-
hine solution, and considering a constant 
concentration of morphine-BSA, the opt-
imal OD was set. Then, the optimal conc-
entration of morphine-BSA was obtained 
for a fixed amount of OD. Effect of block-
ing the conjugated pad and addition of su-

gar to   the conjugated substance were also 
studied. 
 
Findings: Optimum values of pH and OD 
was pH=8.4 and OD=1.  Optimum conce-
ntration of morphine-BSA in the test band 
was obtained to be 0.5 mg/ml. Cut-off value 
of optimized kit attained to 25 ng/ml. After 
comparing the results with a standard kit, 
sensitivity and specificity of the optimized 
kits were 100 % and 99 %,  respectively. 
 
Discussion & Conclusion: Finding and opt-
imizing the effective factors on the perf-
ormance of diagnostic lateral flow method 
can be an effective strategy to increase the 
sensitivity and reduce the detection level of 
this system. 
 
Keywords: Morphine detection, OD Of co-
njugated material, pH of conjugation, LFA 
system, optimization  
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