
عنوان محصول:
Real time PCR به روش B کیت تشخیص کیفی هپاتیت

مع�فی محصول:
از  و�روس   DNA یک   B (HBV) هپاتیت  و�روس 

خانواده و�روس های Hepadnaviridae است که در 

از  ٨ �نوتیپ (A-H) یافت می شود. HBV متشکل 

یک نوکلئوکپسید و �وسته ای از لیپیدهای سلول 

می  و�روسی  سطحی  های  �روت��ن  و  م�زبان 

 ١٠٠ به م�ز�ن  آلوده  باشد.HBsAg  توسط سلولهای 

بر�بر از و�روسهای کامل ت�شح می شود.HBV �نوم 

خود ر� با استفاده از یک م�حله بینابینی- RNA تکث�ر 

می کند ، به طوری که �نوم HBV می تواند تا حدی 

 HBsAg در �نوم سلول کبدی ادغام شود. بنابر��ن

 virus) و�روس  ب�داری  نسخه  بدون  تواند  می 

تولید  بالا  سطح  در  ،همچنان   (replication

RNA در حقیقت  شود.وجود ا�ن م�حله بینابینی- 

تنوع نسبتا بالای HBV ر� که بر�ی یک DNA- و�روس 

غ�ر معمول است ،توض�ح می دهد. بخصوص در 

گونه  سر�عا  که  است  ممکن  د�مان  تحت  شر�یط 

شوندکه  HBV (HBV-variants)ایجاد  از  هائی 

سیستم ایمنی بدن ر� تضعیف می کنند یا در بر�بر 

به   HBV هستند.  مقاوم  و�روسی  ضد  داروهای 

 HBV خودی خود سیتوپاتوژن نیست. علائم عفونت

عمدتاً بر اساس دفاع ایمنی سلولی م�زبان در بر�بر 

سلولهای آلوده کبدی است. عفونت HBV از طر�ق 

آلوده و  یا ت�شحات  با خون  ، تماس  تماس جنسی 

نوز�د من�قل می  به  آلوده  با�دار  �نان  از  همچن�ن 

 ٠٫١  ، باشد  ز�اد   HBV غلظت  اگر   .(٪٥ (خطر  شود 

طر�ق  (از  عفونت  ان�قال  بر�ی  خون  میکرولیتر 

ضایعات �وستی و غشای مخاطی) کافی است. در 

ناقل�ن و�روس های عفونی در ادر�ر ، بز�ق ، ما�ع 

منی ، صفر� و ش�ر مادر ن�ز یافت می شوند. خطر 

 HBsAg از یک بیمار با شاخص HBV ابتلا به عفونت

 Needle) مثبت ، پس از آسیب دیدگی توسط سوزن

stick injury) حدود ١٠-٣٠٪ است . البته ا�ن مسئله 

به بار و�روسی بیمار شاخص ، شدت آسیب و م�ز�ن 

ما�ع عفونی من�قل شده ن�ز بستگی دا�د. آ�مایش 

PCR بر�ی جستجوی DNA و�روس HBV به تشخیص 

بدن  در    B هپاتیت  و�روس  عفونت  هنگام  زود 

م�زبان، به منظور پ�شگ�ری از بروز عوا�ض شدید 

که می تواند تاث�ر نامطلوبی بر پ�ش آگهی بگذا�د، 

شناسا�ي  جهت  آ�مايشگاهی  کیت  است.  ضروری 

بالینی  های  نمونه  در   B هپاتیت  و�روس  کیفی 

پلاسما طر�حی گ�دیده است.

اساس آ�مایش:
ا�ن کیت بر مبنای روش Real time PCR Multiplex با 

شناسا�ي  بر�ی  خاص   TaqMan �روب  از  استفاده 

ا�ن  است.  شده  طر�حي   B هپاتیت  و�روس  کیفی 

 (Multiplex PCR) هم�مان  تکث�ر  بر  مبتنی  روش 

قطعات DNA و�روس هپاتیت B (HBV) است. تجز�ه 

و تحل�ل Real-time PCR بر�ی حضور ا�ن عوامل در 

١ ت�وب انجام می شود که عامل در کانال فلو�سنت 

ژن  از  ای  قطعه  شود.  می  شناسا�ی  ز�د 

انسانی(RNase P) در ت�وب واکنش به عنوان کن�رل 

باید  داخلی  کن�رل  شود.  می  استفاده  داخلی 

باشد.  موجود  کافی  مقدار  به  نمونه  در  همیشه 

بنابر��ن، استفاده از یک کن�رل داخلی نه تنها نظا�ت 

تقویت  و   DNA (استخر�ج  آ�مایش  مر�حل  بر 

Real-time PCR) بلکه ارز�ابی کفایت نمونه ب�داری 

و ذخ��ه سازی مواد بالینی ر� ممکن می سا�د. 

 

محتویات کیت:
جدول ۱: مع�ف های کیت

در کیت موجود  نیاز که  و وسایل مو�د  مواد 
نیست:

١. انواع دستگاه های آ�مایشگاهی شامل:

 ١. یخچال و فر�زر ٢٠-  د�جه آ�مایشگاهی

PCR Work station  یا II ٢. هود ز�ستی کلاس

٣. سمپل�های متغ�ر

٤. میکروسان�ر�ف�وژ

٥. میکسر روم�زی

با   Real-time PCR کالیبر  و  ارز�ابی  دستگاه   .٦

 Quasar/CY(ز�د)، ٥ FAM/VIC/JOE حداقل ۳ کانال

     (ROX/Texas Red) ٦٧٠ (ق�مز) یا نا�نجی

کام�  تا  شوند  مخلوط  کامل  طور  به  اما  آر�می، 

یکنواخت و همگن گ�دند.

احتیاطات و هشدا�ها:
کارب�د  آ�مایشگاهی  تشخیص  بر�ی  فقط  کیت   .١

دا�د. از ن�ا�ج ا�ن کیت به تنها�ی جهت تشخیص 

تائید یا �د عفونت نباید استفاده نمود. 

لحاظ  از  رو  ها  ویال  کیت،  از  استفاده  از  پ�ش   .٢

نشتی یا آسیب بر�سی کنید. 

٣. کیت ر� هنگام نگهداری و ح�ن حمل و نقل به 

حالت ایستاده قر�ر دهید و از تماس تمام مع�ف ها 

با نور مستقیم جلوگ�ری شود.

سازی  آماده  یا  استخر�ج  مر�حل  انجام  طی  در   .٤

هر  ب�ن  ر�  خود  های  دستکش  واکنش،  مخلوط 

م�حله م�تب تعویض کنید تا از ایجاد آلودگی های 

کار  مر�حل  آ�مایش جلوگ�ری شود.  روند  در  کاذب 

باید طبق شر�یط استاندا�د آ�مایشگاه در پ�شگ�ری 

از ایجاد آلودگی و عفونت انجام گ��د و همچن�ن 

به مانند  ا�ن تست  زباله های عفونی  شر�یط دفع 

دیگر عوامل بیماری ز� می باشد.

مو�د   PCR آ�مایشگاه  در  که  وسایل  تمامی   .٥

انجام  از  بعد  و  قبل  باید  می گ��ند  قر�ر  استفاده 

الکل ٧٠٪ ضد  و   ٪١٠ با هی�وکلر�ت سدیم  تست 

عفونی شوند و از جابه جا�ی ا�ن وسایل ب�ن بخش 

باید  بخش  واقع هر  در  کنید.  ��ه�ز  های مختلف 

وسایل، مواد و مخصوصا سمپلر مختص به خود ر� 

سمپلر  نوک  از  تست  انجام  �مان  در  باشد.  داشته 

فیلتر دار استفاده شود.

٦. کیت حاوی کن�رل مثبت می باشد بر�ی جلوگ�ری 

از ایجاد آلودگی به دیگر اجز�ی کیت، بهتر است آنر� 

اجز�ی کیت جدا و در یک جعبه دیگر قر�ر  از دیگر 

دهید و در مواقع استفاده احتیاط کنید.

آماده سازی مع�ف ها:
نکات مهم در انجام تست:

١. قبل از شروع کار اطمینان حاصل نمای�د که دمای 

کلیه اجز�ء کیت به دمای اتاق �سیده باشد. 

آ�مایش بخوبی  از  ر� قبل  ٢. مع�ف ها و نمونه ها 

مخلوط نمای�د. 

٣. فر�یند پ�پتینگ از اهمیت بسیار بالا�ی ب�خو�دار 

است. پ�پتینگ ناکافی باعث تغی�ر غلظت مناسب 

مست�میکس و �ر�یمر و �روب ها خواهد شد. 

٤. در هر بار انجام آ�مایش کن�رل مثبت کیت باید 

٢. موا�د مص�فی شامل:

١. کیت استخر�ج DNA و�روسی 

٢. نوک سمپلر (استر�ل فیلتر دار ت�ج�ح داده می 

شود)

 DNase و RNase ٣. میکروت�وب عاری از

فاقد  مص�ف  یکبار  دستکش  مص�فی:  مواد   .٣

علامت  خودکار  آ�مایشگاهی،  های  رو�وش  �ودر، 

گذاری آ�مایشگاهی و رول دستمال کاغذی

دستگاه هاي سا�گار با کیت:
 Real time تمامی دستگاه های  روي  بر  کیت  ا�ن 

PCR HEX/VIC/JOE (ز�د)، Quasar/CY٥ ٦٧٠ (ق�مز) 

یا /Texas Red /ROX (نا�نجی) قابل استفاده است.

نگهداری کیت:
١. کیت پس از تحویل باید در دمای ٢٠- د�جه سان�ي 

در  دما  حفظ  شوند.  نگهداري  تار�كي  در  و  گر�د 

مدت �مان نگهداری محصول الز�می است. 

از  مواد،  مجدد  ک�دن  ذوب  دفعات  افز�یش  با   .٢

حساسیت کیت کاسته می شود. بر�ي كار��ي هر چه 

بهتر كيت، از ذوب و �خ �دگي چند�ن با�ه محلول 

ها (بیش از ٣ م�تبه) خودداري شود. 

انقضاء  تار�خ  تا  کیت  اجز�ء  و  ها  مع�ف  کلیه   .٣

مندرج برروی جعبه کیت به ش�ط نگهداری در دمای 

مذکور پایدار هستند.

٤. اجز�ء کیت ها با سری ساخت متفاوت ر� با یکدیگر 

ها  مع�ف  د�ب  جا�ی  جابه  از  و  نساز�د  مخلوط 

ب��ه�ز�د.

جمع آوری و آماده سازی نمونه:
١. نوع نمونه: خون و پلاسما 

٢. شر�یط نمونه␊گ�ری: جمع آوری بر اساس شر�یط 
و نوع نمونه طبق �روتکل های موجود انجام گ��د.

می  شده  در�افت  نمونه  نمونه:  نگهداری   .٣
قر�ر  استفاده  مو�د  آ�مایش  بر�ی  بلافاصله  تواند 

روز  همان  در  آ�مایش  انجام  که  صو�تی  در  گ��د. 

جمع آوری نمونه امکان پذ�ر نباشد، می توان بر�ی 

تا ٨ د�جه سان�یگر�د   ٢ در دمای  مدت ٤٨ ساعت 

نگهداری ک�د.  بر�ی مدت طولانی تر  نمونه ها باید 

در°٢٠C- سان�یگر�د نگهداری شود. 

اجتناب  ها  نمونه  مکرر  انجماد  و  ذوب  از   .٤
به  آ�مایش  از  قبل  باید  نمونه های منجمد  کنید. 

qPCR مو�د استفاده قر�ر مي گ��د.  ابتدا در محل 

مناسب و استر�ل، محتویات کیت ر� از داخل بسته 

بندی خارج ک�ده و اجا�ه دهید تا در دمای اتاق ذوب 

شوند. مر�حل مطابق با مر�حل ز�ر انجام می شود:

١میکروت�وب  بیمار  هر  بر�ی  آ�مایشات  کلیه  در   -١

همر�ه با میکروت�وب های کن�رل مثبت و منفی و 

NTC نام گذاری نمائید. 

٢- جهت انجام آ�مايش، مواد و واكنش¬گر ر� روی 

�خ قر�ر دهید. 

تمامی  به   HBVM از  کدام  هر  از  میکرولیتر   ١٥  -٣

میکروت�وب های نام گذاری شده اضافه کنید. 

٤- ٥ میکرولیتر آب مقطر استر�ل ر� به میکروت�وب 

NTC اضافه کنید. 

٥- ٥ میکرولیتر کن�رل منفی به میکروت�وب ها�ی 

که بر�ی آن نام گذاری شده است اضافه کنید. 

٦-  ٥ میکرولیتر از کن�رل مثبت در یک فضای دور از 

محوطه آماده سـازی سـا�ر مخلوطهای واکنـش بـه 

ت�وب واکنش کن�رل مثبت اضافه کنید. 

به  ر�  بیمار�ن  نمونه   DNA از  میکرولیتر   ٥  -٧

میکروت�وب ها�ی که بر�ی آن نام گذاری شده است 

اضافه کنید.

٨-محتویات میکروت�وب ها ر� خوب مخلوط ک�ده و 

یا Spin کوتاه انجام دهید. 

جدول ۲: مقاد�ر واکنش

 :Real-time PCR انجام واکنش
 Real time PCR ر� در دستگاه  ت�وب های واکنش 

کنید.  اجر�  ر�  ز�ر  دما�ی  ب�نامه  و  دهید  قر�ر 

خوانش  نوع  و  واکنش  های  ت�وب  مشخصات 

فلو�سنت در هر ت�وب ر� در جدول ز�ر مشاهده می 

کنید.  

نوع  و  واکنش  های  ت�وب  مشخصات   :  ۳ جدول 

خوانش تا�گت های کیت

استفاده شود تا کار�ئی واکنش مو�د ارز�ابی قر�ر 

گ��د. 

هر  متعاقب  و  آ�مایش  انجام  مر�حل  کلیه  در    .٥

م�حله پ�پتینگ، ت�وب ها از نظر وجود حباب بر�سی 

به  آهسته  ضربه  با  حباب  وجود  صو�ت  در  شوند. 

ت�وب از محیط خارج شوند. 

�نگ  حاوی  که  کن��لی  ماده  یا  نمونه  نوع  هر   .٦

باشد، با ا�ن کیت سا�گار نبوده و آ�مایش برروی آنها 

ممکن است منجر به ن�ا�ج کاذب شود.

نکات مهم در انجام تست:

١. قبل از شروع کار اطمینان حاصل نمای�د که دمای 

کلیه اجز�ء کیت به دمای اتاق �سیده باشد. 

آ�مایش بخوبی  از  ر� قبل  ٢. مع�ف ها و نمونه ها 

مخلوط نمای�د. 

صو�ت  به  ر�  ها  نمونه  و  ها  کن�رل  است  بهتر   .٣

 CT میانگ�ن  و  کنید  آ�مایش   (Duplicate)دوتا�ی

جهت محاسبه ن�ا�ج مو�د استفاده قر�ر گ��د.

٤. ف�آیند پ�پتینگ از اهمیت بسیار بالا�ی ب�خو�دار 

است. پ�پتینگ ناکافی باعث تغی�ر غلظت مناسب 

مست�میکس و �ر�یمر و �روب ها خواهد شد. 

٥. در هر بار انجام آ�مایش کن�رل مثبت کیت باید 

استفاده شود تا کار�ئی واکنش مو�د ارز�ابی قر�ر 

گ��د. 

هر  متعاقب  و  آ�مایش  انجام  مر�حل  کلیه  در    .٦

م�حله پ�پتینگ، ت�وب ها از نظر وجود حباب بر�سی 

به  آهسته  ضربه  با  حباب  وجود  صو�ت  در  شوند. 

ت�وب از محیط خارج شوند. 

�نگ  حاوی  که  کن��لی  ماده  یا  نمونه  نوع  هر   .٧

باشد، با ا�ن کیت سا�گار نبوده و آ�مایش برروی آنها 

ممکن است منجر به ن�ا�ج کاذب شود.

روش انجام آ�مایش:
:Real-time PCR آماده سازی قبل از واکنش

و�روس،  �نوم  تخلیص  های  کیت  از  استفاده  با 

نسبت به استخر�ج DNA  و�روسی ، از نمونه بالینی 

در  محصول  ا�ن  است  ذکر  به  لا�م  شود.  اقدام 

ب�دا�نده کیت استخر�ج DNA  نیست ولی با بیشتر 

 Roche مانند  نوکلئیک  اسید  تخلیص  های  کیت 

همخوانی دا�د. 

آماده سازی مخلوط واکنش Real-time PCR کیفی 

تک م�حله ای: 

اسید نوکلئیک استخر�ج شده مستقيما در واكنش 

خوانش،  کانال  ان�خاب  و  تنظیمات  انجام  از  پس 

فایل ر� ذخ��ه ک�ده و دستگاه ر� با ب�نامه دمائی و 

�مانی ز�ر ر�ه اندازی کنید.

جدول ۴: مشخصات واکنش حر��تی
  تعداد سیکل               �مان                 دما  (ºC)                        مر�حل 

Initial Denaturation                ٥                      ٩٥ min                        ١            

Annealing/ Extension              ٢٠                      ٩٥ sec                       ٤٠          

       (���/���)                     ٣٠                   *٥٥ sec                       ٤٠          

* م�حله ای که خوانش انجام شود.

محاسبه ن�ا�ج:
پس از اتمام واکنش، ن�ا�ج ذخ��ه شده ر� مطابق 

با جداول ز�ر آنال�ز کنید.

تصو�ر ۱: ن�ا�ج تفس�ری ت�وب واکنش در کیت

جدول ۵: تفس�ر ن�ا�ج کیت

توجه داشته باشید نمونه تنها �مانی مثبت در نظر 
گ�فته میشود که دار�ی منحنی سیگموی�دی و فاز 
لگار�تمی باشد و تنها در ا�ن حالت CT معتبر بوده 
و قابل استناد و تفس�ر می باشد. در غیاب منحنی 
و  شود  می  محسوب  منفی  نمونه  سیگموی�دی، 

CT آن در صو�ت وجود فاقد ار�ش می باشد. 

کن�رل کیفی: 
 در هر کیت علاوه بر مست�میکس دو میکروت�وب 
که  دا�د  وجود  مثبت  منفی،  کن�رل  شامل 
مشخصات هر یک برروی ب�چسب ویال درج شده 
است.  علاوه بر کن�رل های داخل کیت، کا�شناس 
در  که  مثبت  های  نمونه  از  تواند  می  آ�مایشگاه 

خود آ�مایشگاه تهیه شده ن�ز استفاده نماید. 

خصوصیات  اجر��ی کیت:
 :(Lower limit of measurement)١- حدپای�نی اندا�ه گ�ری
 ،(Limit-of-detection: LOD)سازی آشکار  حد 

مؤسسه   EP١٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق 
استاندا�دهای بالینی و آ�مایشگاهی(CLSI) بدست 
با  کیت  ا�ن  سازی  آشکار  حد  تعی�ن  بر�ی  آمد. 
استفاده از نمونه کلون شده حاوی بخشی از �نوم 
و  است  شده  بر�سی   B هپاتیت  و�روس  و�روس 
باشد.  می  لیتر  میلی  در  واحد  نیم  و  یك  معادل 
یعنی در ٩٥ ٪موا�دی که تیتر و�روس در نمونه 
مو�د آ�مایش بیش از ا�ن م�ز�ن باشد، توسط ا�ن 
کیت تشخیص داده خواهد شد. در صو�ت کاهش 
ضر�ب  با  اما  م�ز�ن  ا�ن  از  کمتر  به  نمونه  تیتر 
به  قادر  کیت  همچنان  کمتر  مر�تب  به  اطمینان 

تشخیص خواهد بود.

 :(Dynamic Range) ٢- �نج دینامیک
�نج دینامیک و �نج خطی کیت موجود بر�بر با ١٠١ تا ١٠٩ 
می باشد. و ضر�ب همبستگی واکنش  (r٢) در حدود 
٠/٩٩٩ می باشد. همچن�ن با�ده (Efficiency) واکنش 

در کانال های مختلف بر�بر با ٩٨٪ تا ٪٩٩ است.

:(Linearity) ٣- خطی بودن
کلون  نمونه  از  استفاده  با  کیت  ا�ن  بودن  ی 

ّ
خط

و�روس  و�روس  �نوم  از  بخشی  حاوی  شده 
دو  با�ه  شامل  و  است  شده  بر�سی   B هپاتیت 
پنج  تا  لیتر  میلی  در  واحد  هز�ر  پانصد  و  میل�ون 

واحد در میلی لیتر می باشد.

:(Precision) ٤- دقت
کیت  های  مع�ف  کلیه  از  استفاده  با  روش  دقت 

 B (HBV) شناسا�ي کیفی و�روس و�روس هپاتیت
به روش Real-time PCR فعل�و نمونه های تهیه 
غلظت  سه  در  مثبت  بیمار  های  نمونه  از  شده 
مؤسسه   EP٠٥-A٣ ر�هنمای  با  مطابق  مختلف 
استاندا�دهای بالینی و آ�مایشگاهی(CLSI) بدست 
از  کمتر  درونی سنجی  تغی�ر�ت دقت  آمد. ضر�ب 
٠٫٥٪ و برون سنجی ٠٫٢٥٪ محاسبه گ�دید . بد�ن 
تکر�ر  موید  آمده  بدست  تغی�ر�ت  ضر�یب  ت�تیب 
و�روس  و�روس  کیفی  شناسا�ي  کیت  پذ�ری 
می  فعلی   Real-time PCR روش  به   B هپاتیت 

باشد.

:(Specificity)٥- اختصاصیت
 EP٠٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق  اختصاصیت  ارز�ابی 
و  بالینی  استاندا�دهای  مؤسسه 
آ�مایشگاهی(CLSI)، جهت تعی�ن واکنش متقاطع 
و�روس  کیفی  شناسا�ي  کیت   (cross reaction)
و�روس هپاتیت B به روش Real-time PCR فعلی 
هر�س  شامل  مختلف  ها  و�روس   DNA سا�ر  با 
سیمپلکس و�روس تایپ ١و ٢، اپشتن بار و�روس، 
 ،  VZV و   CMV، HCV آدنوو�روس،   ،٦-٧-٨-HHV
 Bان�روو�روس، و�روس تب ن�ل غربی و و�روس ١٩
 ١٠٠ بالینی  اختصاصیت  و  ندا�د  متقاطع  واکنش 
از  تداخل  د�صد  ارز�ابی  همچن�ن  است.  د�صد 
ناحیه مداخله گ�های آلبوم�ن، گلوکز، بیلی روب�ن، 
و  انجام  ق�مز  گلبول  و  اور�ک  اسید  او�ه،  چربی، 
و�روس  �دیابی  بر  تأث�ری  که  گ�دید  مشخص 

و�روس هپاتیت B (HBV)، ندا�د.

:(Sensitivity) ٦- حساسیت
 EP٠٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق  حساسیت  ارز�ابی 
و  بالینی  استاندا�دهای  مؤسسه 
آ�مایشگاهی(CLSI)، جهت تعی�ن حساسیت بالینی 
 B کیت شناسا�ي کیفی و�روس و�روس هپاتیت
با کیت  Real-time PCR فعلیدر مقایسه  به روش 
 ١٠٠ و  مثبت  بالینی  نمونه   ١٧٠ روی  دیگر  مستقل 
مدنظر)   B هپاتیت  و�روس  نظر  از  منفی  نمونه 
 ٪٩٩٫٣ بالینی   حساسیت  م�ز�ن  که  شد  انجام 

(٩٥٪ CI :٩٦٫٧-١٠٠٪) حاصل شد. 

٧- پدیده هوک:
مشاهده   ٩:CT تا   هوک  پدیده  کیت  ا�ن  در 

نگ�دید.

منابع و مر�جع:
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٩٦ تستیجدول نمادها:

٣٦٠ × ٤ �l/Vial

١٠٠ × ٤ �l/Vial

١٠٠ × ٤ �l/Vial

٤٨ تستی

٣٦٠ × ٢ �l/Vial

١٠٠ × ٢ �l/Vial

١٠٠ × ٢ �l/Vial

ب�چسب

MHBV

Negative
Control (NC)

Positive
Control (PC)

٢٤ تستی

٣٦٠ �l/Vial

١٠٠  �l/Vial

١٠٠  �l/Vial

مع�ف

مخلوط واکنش
B و�روس هپاتیت

کن�رل منفی 

کن�رل مثبت 

�������



عنوان محصول:
Real time PCR به روش B کیت تشخیص کیفی هپاتیت

مع�فی محصول:
از  و�روس   DNA یک   B (HBV) هپاتیت  و�روس 

خانواده و�روس های Hepadnaviridae است که در 

از  ٨ �نوتیپ (A-H) یافت می شود. HBV متشکل 

یک نوکلئوکپسید و �وسته ای از لیپیدهای سلول 

می  و�روسی  سطحی  های  �روت��ن  و  م�زبان 

 ١٠٠ به م�ز�ن  آلوده  باشد.HBsAg  توسط سلولهای 

بر�بر از و�روسهای کامل ت�شح می شود.HBV �نوم 

خود ر� با استفاده از یک م�حله بینابینی- RNA تکث�ر 

می کند ، به طوری که �نوم HBV می تواند تا حدی 

 HBsAg در �نوم سلول کبدی ادغام شود. بنابر��ن

 virus) و�روس  ب�داری  نسخه  بدون  تواند  می 

تولید  بالا  سطح  در  ،همچنان   (replication

RNA در حقیقت  شود.وجود ا�ن م�حله بینابینی- 

تنوع نسبتا بالای HBV ر� که بر�ی یک DNA- و�روس 

غ�ر معمول است ،توض�ح می دهد. بخصوص در 

گونه  سر�عا  که  است  ممکن  د�مان  تحت  شر�یط 

شوندکه  HBV (HBV-variants)ایجاد  از  هائی 

سیستم ایمنی بدن ر� تضعیف می کنند یا در بر�بر 

به   HBV هستند.  مقاوم  و�روسی  ضد  داروهای 

 HBV خودی خود سیتوپاتوژن نیست. علائم عفونت

عمدتاً بر اساس دفاع ایمنی سلولی م�زبان در بر�بر 

سلولهای آلوده کبدی است. عفونت HBV از طر�ق 

آلوده و  یا ت�شحات  با خون  ، تماس  تماس جنسی 

نوز�د من�قل می  به  آلوده  با�دار  �نان  از  همچن�ن 

 ٠٫١  ، باشد  ز�اد   HBV غلظت  اگر   .(٪٥ (خطر  شود 

طر�ق  (از  عفونت  ان�قال  بر�ی  خون  میکرولیتر 

ضایعات �وستی و غشای مخاطی) کافی است. در 

ناقل�ن و�روس های عفونی در ادر�ر ، بز�ق ، ما�ع 

منی ، صفر� و ش�ر مادر ن�ز یافت می شوند. خطر 

 HBsAg از یک بیمار با شاخص HBV ابتلا به عفونت

 Needle) مثبت ، پس از آسیب دیدگی توسط سوزن

stick injury) حدود ١٠-٣٠٪ است . البته ا�ن مسئله 

به بار و�روسی بیمار شاخص ، شدت آسیب و م�ز�ن 

ما�ع عفونی من�قل شده ن�ز بستگی دا�د. آ�مایش 

PCR بر�ی جستجوی DNA و�روس HBV به تشخیص 

بدن  در    B هپاتیت  و�روس  عفونت  هنگام  زود 

م�زبان، به منظور پ�شگ�ری از بروز عوا�ض شدید 

که می تواند تاث�ر نامطلوبی بر پ�ش آگهی بگذا�د، 

شناسا�ي  جهت  آ�مايشگاهی  کیت  است.  ضروری 

بالینی  های  نمونه  در   B هپاتیت  و�روس  کیفی 

پلاسما طر�حی گ�دیده است.

اساس آ�مایش:
ا�ن کیت بر مبنای روش Real time PCR Multiplex با 

شناسا�ي  بر�ی  خاص   TaqMan �روب  از  استفاده 

ا�ن  است.  شده  طر�حي   B هپاتیت  و�روس  کیفی 

 (Multiplex PCR) هم�مان  تکث�ر  بر  مبتنی  روش 

قطعات DNA و�روس هپاتیت B (HBV) است. تجز�ه 

و تحل�ل Real-time PCR بر�ی حضور ا�ن عوامل در 

١ ت�وب انجام می شود که عامل در کانال فلو�سنت 

ژن  از  ای  قطعه  شود.  می  شناسا�ی  ز�د 

انسانی(RNase P) در ت�وب واکنش به عنوان کن�رل 

باید  داخلی  کن�رل  شود.  می  استفاده  داخلی 

باشد.  موجود  کافی  مقدار  به  نمونه  در  همیشه 

بنابر��ن، استفاده از یک کن�رل داخلی نه تنها نظا�ت 

تقویت  و   DNA (استخر�ج  آ�مایش  مر�حل  بر 

Real-time PCR) بلکه ارز�ابی کفایت نمونه ب�داری 

و ذخ��ه سازی مواد بالینی ر� ممکن می سا�د. 

 

محتویات کیت:
جدول ۱: مع�ف های کیت

در کیت موجود  نیاز که  و وسایل مو�د  مواد 
نیست:

١. انواع دستگاه های آ�مایشگاهی شامل:

 ١. یخچال و فر�زر ٢٠-  د�جه آ�مایشگاهی

PCR Work station  یا II ٢. هود ز�ستی کلاس

٣. سمپل�های متغ�ر

٤. میکروسان�ر�ف�وژ

٥. میکسر روم�زی

با   Real-time PCR کالیبر  و  ارز�ابی  دستگاه   .٦

 Quasar/CY(ز�د)، ٥ FAM/VIC/JOE حداقل ۳ کانال

     (ROX/Texas Red) ٦٧٠ (ق�مز) یا نا�نجی

کام�  تا  شوند  مخلوط  کامل  طور  به  اما  آر�می، 

یکنواخت و همگن گ�دند.

احتیاطات و هشدا�ها:
کارب�د  آ�مایشگاهی  تشخیص  بر�ی  فقط  کیت   .١

دا�د. از ن�ا�ج ا�ن کیت به تنها�ی جهت تشخیص 

تائید یا �د عفونت نباید استفاده نمود. 

لحاظ  از  رو  ها  ویال  کیت،  از  استفاده  از  پ�ش   .٢

نشتی یا آسیب بر�سی کنید. 

٣. کیت ر� هنگام نگهداری و ح�ن حمل و نقل به 

حالت ایستاده قر�ر دهید و از تماس تمام مع�ف ها 

با نور مستقیم جلوگ�ری شود.

سازی  آماده  یا  استخر�ج  مر�حل  انجام  طی  در   .٤

هر  ب�ن  ر�  خود  های  دستکش  واکنش،  مخلوط 

م�حله م�تب تعویض کنید تا از ایجاد آلودگی های 

کار  مر�حل  آ�مایش جلوگ�ری شود.  روند  در  کاذب 

باید طبق شر�یط استاندا�د آ�مایشگاه در پ�شگ�ری 

از ایجاد آلودگی و عفونت انجام گ��د و همچن�ن 

به مانند  ا�ن تست  زباله های عفونی  شر�یط دفع 

دیگر عوامل بیماری ز� می باشد.

مو�د   PCR آ�مایشگاه  در  که  وسایل  تمامی   .٥

انجام  از  بعد  و  قبل  باید  می گ��ند  قر�ر  استفاده 

الکل ٧٠٪ ضد  و   ٪١٠ با هی�وکلر�ت سدیم  تست 

عفونی شوند و از جابه جا�ی ا�ن وسایل ب�ن بخش 

باید  بخش  واقع هر  در  کنید.  ��ه�ز  های مختلف 

وسایل، مواد و مخصوصا سمپلر مختص به خود ر� 

سمپلر  نوک  از  تست  انجام  �مان  در  باشد.  داشته 

فیلتر دار استفاده شود.

٦. کیت حاوی کن�رل مثبت می باشد بر�ی جلوگ�ری 

از ایجاد آلودگی به دیگر اجز�ی کیت، بهتر است آنر� 

اجز�ی کیت جدا و در یک جعبه دیگر قر�ر  از دیگر 

دهید و در مواقع استفاده احتیاط کنید.

آماده سازی مع�ف ها:
نکات مهم در انجام تست:

١. قبل از شروع کار اطمینان حاصل نمای�د که دمای 

کلیه اجز�ء کیت به دمای اتاق �سیده باشد. 

آ�مایش بخوبی  از  ر� قبل  ٢. مع�ف ها و نمونه ها 

مخلوط نمای�د. 

٣. فر�یند پ�پتینگ از اهمیت بسیار بالا�ی ب�خو�دار 

است. پ�پتینگ ناکافی باعث تغی�ر غلظت مناسب 

مست�میکس و �ر�یمر و �روب ها خواهد شد. 

٤. در هر بار انجام آ�مایش کن�رل مثبت کیت باید 

٢. موا�د مص�فی شامل:

١. کیت استخر�ج DNA و�روسی 

٢. نوک سمپلر (استر�ل فیلتر دار ت�ج�ح داده می 

شود)

 DNase و RNase ٣. میکروت�وب عاری از

فاقد  مص�ف  یکبار  دستکش  مص�فی:  مواد   .٣

علامت  خودکار  آ�مایشگاهی،  های  رو�وش  �ودر، 

گذاری آ�مایشگاهی و رول دستمال کاغذی

دستگاه هاي سا�گار با کیت:
 Real time تمامی دستگاه های  روي  بر  کیت  ا�ن 

PCR HEX/VIC/JOE (ز�د)، Quasar/CY٥ ٦٧٠ (ق�مز) 

یا /Texas Red /ROX (نا�نجی) قابل استفاده است.

نگهداری کیت:
١. کیت پس از تحویل باید در دمای ٢٠- د�جه سان�ي 

در  دما  حفظ  شوند.  نگهداري  تار�كي  در  و  گر�د 

مدت �مان نگهداری محصول الز�می است. 

از  مواد،  مجدد  ک�دن  ذوب  دفعات  افز�یش  با   .٢

حساسیت کیت کاسته می شود. بر�ي كار��ي هر چه 

بهتر كيت، از ذوب و �خ �دگي چند�ن با�ه محلول 

ها (بیش از ٣ م�تبه) خودداري شود. 

انقضاء  تار�خ  تا  کیت  اجز�ء  و  ها  مع�ف  کلیه   .٣

مندرج برروی جعبه کیت به ش�ط نگهداری در دمای 

مذکور پایدار هستند.

٤. اجز�ء کیت ها با سری ساخت متفاوت ر� با یکدیگر 

ها  مع�ف  د�ب  جا�ی  جابه  از  و  نساز�د  مخلوط 

ب��ه�ز�د.

جمع آوری و آماده سازی نمونه:
١. نوع نمونه: خون و پلاسما 

٢. شر�یط نمونه␊گ�ری: جمع آوری بر اساس شر�یط 
و نوع نمونه طبق �روتکل های موجود انجام گ��د.

می  شده  در�افت  نمونه  نمونه:  نگهداری   .٣
قر�ر  استفاده  مو�د  آ�مایش  بر�ی  بلافاصله  تواند 

روز  همان  در  آ�مایش  انجام  که  صو�تی  در  گ��د. 

جمع آوری نمونه امکان پذ�ر نباشد، می توان بر�ی 

تا ٨ د�جه سان�یگر�د   ٢ در دمای  مدت ٤٨ ساعت 

نگهداری ک�د.  بر�ی مدت طولانی تر  نمونه ها باید 

در°٢٠C- سان�یگر�د نگهداری شود. 

اجتناب  ها  نمونه  مکرر  انجماد  و  ذوب  از   .٤
به  آ�مایش  از  قبل  باید  نمونه های منجمد  کنید. 

qPCR مو�د استفاده قر�ر مي گ��د.  ابتدا در محل 

مناسب و استر�ل، محتویات کیت ر� از داخل بسته 

بندی خارج ک�ده و اجا�ه دهید تا در دمای اتاق ذوب 

شوند. مر�حل مطابق با مر�حل ز�ر انجام می شود:

١میکروت�وب  بیمار  هر  بر�ی  آ�مایشات  کلیه  در   -١

همر�ه با میکروت�وب های کن�رل مثبت و منفی و 

NTC نام گذاری نمائید. 

٢- جهت انجام آ�مايش، مواد و واكنش¬گر ر� روی 

�خ قر�ر دهید. 

تمامی  به   HBVM از  کدام  هر  از  میکرولیتر   ١٥  -٣

میکروت�وب های نام گذاری شده اضافه کنید. 

٤- ٥ میکرولیتر آب مقطر استر�ل ر� به میکروت�وب 

NTC اضافه کنید. 

٥- ٥ میکرولیتر کن�رل منفی به میکروت�وب ها�ی 

که بر�ی آن نام گذاری شده است اضافه کنید. 

٦-  ٥ میکرولیتر از کن�رل مثبت در یک فضای دور از 

محوطه آماده سـازی سـا�ر مخلوطهای واکنـش بـه 

ت�وب واکنش کن�رل مثبت اضافه کنید. 

به  ر�  بیمار�ن  نمونه   DNA از  میکرولیتر   ٥  -٧

میکروت�وب ها�ی که بر�ی آن نام گذاری شده است 

اضافه کنید.

٨-محتویات میکروت�وب ها ر� خوب مخلوط ک�ده و 

یا Spin کوتاه انجام دهید. 

جدول ۲: مقاد�ر واکنش

 :Real-time PCR انجام واکنش
 Real time PCR ر� در دستگاه  ت�وب های واکنش 

کنید.  اجر�  ر�  ز�ر  دما�ی  ب�نامه  و  دهید  قر�ر 

خوانش  نوع  و  واکنش  های  ت�وب  مشخصات 

فلو�سنت در هر ت�وب ر� در جدول ز�ر مشاهده می 

کنید.  

نوع  و  واکنش  های  ت�وب  مشخصات   :  ۳ جدول 

خوانش تا�گت های کیت

استفاده شود تا کار�ئی واکنش مو�د ارز�ابی قر�ر 

گ��د. 

هر  متعاقب  و  آ�مایش  انجام  مر�حل  کلیه  در    .٥

م�حله پ�پتینگ، ت�وب ها از نظر وجود حباب بر�سی 

به  آهسته  ضربه  با  حباب  وجود  صو�ت  در  شوند. 

ت�وب از محیط خارج شوند. 

�نگ  حاوی  که  کن��لی  ماده  یا  نمونه  نوع  هر   .٦

باشد، با ا�ن کیت سا�گار نبوده و آ�مایش برروی آنها 

ممکن است منجر به ن�ا�ج کاذب شود.

نکات مهم در انجام تست:

١. قبل از شروع کار اطمینان حاصل نمای�د که دمای 

کلیه اجز�ء کیت به دمای اتاق �سیده باشد. 

آ�مایش بخوبی  از  ر� قبل  ٢. مع�ف ها و نمونه ها 

مخلوط نمای�د. 

صو�ت  به  ر�  ها  نمونه  و  ها  کن�رل  است  بهتر   .٣

 CT میانگ�ن  و  کنید  آ�مایش   (Duplicate)دوتا�ی

جهت محاسبه ن�ا�ج مو�د استفاده قر�ر گ��د.

٤. ف�آیند پ�پتینگ از اهمیت بسیار بالا�ی ب�خو�دار 

است. پ�پتینگ ناکافی باعث تغی�ر غلظت مناسب 

مست�میکس و �ر�یمر و �روب ها خواهد شد. 

٥. در هر بار انجام آ�مایش کن�رل مثبت کیت باید 

استفاده شود تا کار�ئی واکنش مو�د ارز�ابی قر�ر 

گ��د. 

هر  متعاقب  و  آ�مایش  انجام  مر�حل  کلیه  در    .٦

م�حله پ�پتینگ، ت�وب ها از نظر وجود حباب بر�سی 

به  آهسته  ضربه  با  حباب  وجود  صو�ت  در  شوند. 

ت�وب از محیط خارج شوند. 

�نگ  حاوی  که  کن��لی  ماده  یا  نمونه  نوع  هر   .٧

باشد، با ا�ن کیت سا�گار نبوده و آ�مایش برروی آنها 

ممکن است منجر به ن�ا�ج کاذب شود.

روش انجام آ�مایش:
:Real-time PCR آماده سازی قبل از واکنش

و�روس،  �نوم  تخلیص  های  کیت  از  استفاده  با 

نسبت به استخر�ج DNA  و�روسی ، از نمونه بالینی 

در  محصول  ا�ن  است  ذکر  به  لا�م  شود.  اقدام 

ب�دا�نده کیت استخر�ج DNA  نیست ولی با بیشتر 

 Roche مانند  نوکلئیک  اسید  تخلیص  های  کیت 

همخوانی دا�د. 

آماده سازی مخلوط واکنش Real-time PCR کیفی 

تک م�حله ای: 

اسید نوکلئیک استخر�ج شده مستقيما در واكنش 

خوانش،  کانال  ان�خاب  و  تنظیمات  انجام  از  پس 

فایل ر� ذخ��ه ک�ده و دستگاه ر� با ب�نامه دمائی و 

�مانی ز�ر ر�ه اندازی کنید.

جدول ۴: مشخصات واکنش حر��تی
  تعداد سیکل               �مان                 دما  (ºC)                        مر�حل 

Initial Denaturation                ٥                      ٩٥ min                        ١            

Annealing/ Extension              ٢٠                      ٩٥ sec                       ٤٠          

       (���/���)                     ٣٠                   *٥٥ sec                       ٤٠          

* م�حله ای که خوانش انجام شود.

محاسبه ن�ا�ج:
پس از اتمام واکنش، ن�ا�ج ذخ��ه شده ر� مطابق 

با جداول ز�ر آنال�ز کنید.

تصو�ر ۱: ن�ا�ج تفس�ری ت�وب واکنش در کیت

جدول ۵: تفس�ر ن�ا�ج کیت

توجه داشته باشید نمونه تنها �مانی مثبت در نظر 
گ�فته میشود که دار�ی منحنی سیگموی�دی و فاز 
لگار�تمی باشد و تنها در ا�ن حالت CT معتبر بوده 
و قابل استناد و تفس�ر می باشد. در غیاب منحنی 
و  شود  می  محسوب  منفی  نمونه  سیگموی�دی، 

CT آن در صو�ت وجود فاقد ار�ش می باشد. 

کن�رل کیفی: 
 در هر کیت علاوه بر مست�میکس دو میکروت�وب 
که  دا�د  وجود  مثبت  منفی،  کن�رل  شامل 
مشخصات هر یک برروی ب�چسب ویال درج شده 
است.  علاوه بر کن�رل های داخل کیت، کا�شناس 
در  که  مثبت  های  نمونه  از  تواند  می  آ�مایشگاه 

خود آ�مایشگاه تهیه شده ن�ز استفاده نماید. 

خصوصیات  اجر��ی کیت:
 :(Lower limit of measurement)١- حدپای�نی اندا�ه گ�ری
 ،(Limit-of-detection: LOD)سازی آشکار  حد 

مؤسسه   EP١٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق 
استاندا�دهای بالینی و آ�مایشگاهی(CLSI) بدست 
با  کیت  ا�ن  سازی  آشکار  حد  تعی�ن  بر�ی  آمد. 
استفاده از نمونه کلون شده حاوی بخشی از �نوم 
و  است  شده  بر�سی   B هپاتیت  و�روس  و�روس 
باشد.  می  لیتر  میلی  در  واحد  نیم  و  یك  معادل 
یعنی در ٩٥ ٪موا�دی که تیتر و�روس در نمونه 
مو�د آ�مایش بیش از ا�ن م�ز�ن باشد، توسط ا�ن 
کیت تشخیص داده خواهد شد. در صو�ت کاهش 
ضر�ب  با  اما  م�ز�ن  ا�ن  از  کمتر  به  نمونه  تیتر 
به  قادر  کیت  همچنان  کمتر  مر�تب  به  اطمینان 

تشخیص خواهد بود.

 :(Dynamic Range) ٢- �نج دینامیک
�نج دینامیک و �نج خطی کیت موجود بر�بر با ١٠١ تا ١٠٩ 
می باشد. و ضر�ب همبستگی واکنش  (r٢) در حدود 
٠/٩٩٩ می باشد. همچن�ن با�ده (Efficiency) واکنش 

در کانال های مختلف بر�بر با ٩٨٪ تا ٪٩٩ است.

:(Linearity) ٣- خطی بودن
کلون  نمونه  از  استفاده  با  کیت  ا�ن  بودن  ی 

ّ
خط

و�روس  و�روس  �نوم  از  بخشی  حاوی  شده 
دو  با�ه  شامل  و  است  شده  بر�سی   B هپاتیت 
پنج  تا  لیتر  میلی  در  واحد  هز�ر  پانصد  و  میل�ون 

واحد در میلی لیتر می باشد.

:(Precision) ٤- دقت
کیت  های  مع�ف  کلیه  از  استفاده  با  روش  دقت 

 B (HBV) شناسا�ي کیفی و�روس و�روس هپاتیت
به روش Real-time PCR فعل�و نمونه های تهیه 
غلظت  سه  در  مثبت  بیمار  های  نمونه  از  شده 
مؤسسه   EP٠٥-A٣ ر�هنمای  با  مطابق  مختلف 
استاندا�دهای بالینی و آ�مایشگاهی(CLSI) بدست 
از  کمتر  درونی سنجی  تغی�ر�ت دقت  آمد. ضر�ب 
٠٫٥٪ و برون سنجی ٠٫٢٥٪ محاسبه گ�دید . بد�ن 
تکر�ر  موید  آمده  بدست  تغی�ر�ت  ضر�یب  ت�تیب 
و�روس  و�روس  کیفی  شناسا�ي  کیت  پذ�ری 
می  فعلی   Real-time PCR روش  به   B هپاتیت 

باشد.

:(Specificity)٥- اختصاصیت
 EP٠٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق  اختصاصیت  ارز�ابی 
و  بالینی  استاندا�دهای  مؤسسه 
آ�مایشگاهی(CLSI)، جهت تعی�ن واکنش متقاطع 
و�روس  کیفی  شناسا�ي  کیت   (cross reaction)
و�روس هپاتیت B به روش Real-time PCR فعلی 
هر�س  شامل  مختلف  ها  و�روس   DNA سا�ر  با 
سیمپلکس و�روس تایپ ١و ٢، اپشتن بار و�روس، 
 ،  VZV و   CMV، HCV آدنوو�روس،   ،٦-٧-٨-HHV
 Bان�روو�روس، و�روس تب ن�ل غربی و و�روس ١٩
 ١٠٠ بالینی  اختصاصیت  و  ندا�د  متقاطع  واکنش 
از  تداخل  د�صد  ارز�ابی  همچن�ن  است.  د�صد 
ناحیه مداخله گ�های آلبوم�ن، گلوکز، بیلی روب�ن، 
و  انجام  ق�مز  گلبول  و  اور�ک  اسید  او�ه،  چربی، 
و�روس  �دیابی  بر  تأث�ری  که  گ�دید  مشخص 

و�روس هپاتیت B (HBV)، ندا�د.

:(Sensitivity) ٦- حساسیت
 EP٠٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق  حساسیت  ارز�ابی 
و  بالینی  استاندا�دهای  مؤسسه 
آ�مایشگاهی(CLSI)، جهت تعی�ن حساسیت بالینی 
 B کیت شناسا�ي کیفی و�روس و�روس هپاتیت
با کیت  Real-time PCR فعلیدر مقایسه  به روش 
 ١٠٠ و  مثبت  بالینی  نمونه   ١٧٠ روی  دیگر  مستقل 
مدنظر)   B هپاتیت  و�روس  نظر  از  منفی  نمونه 
 ٪٩٩٫٣ بالینی   حساسیت  م�ز�ن  که  شد  انجام 

(٩٥٪ CI :٩٦٫٧-١٠٠٪) حاصل شد. 

٧- پدیده هوک:
مشاهده   ٩:CT تا   هوک  پدیده  کیت  ا�ن  در 

نگ�دید.

منابع و مر�جع:
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جدول نمادها:



عنوان محصول:
Real time PCR به روش B کیت تشخیص کیفی هپاتیت

مع�فی محصول:
از  و�روس   DNA یک   B (HBV) هپاتیت  و�روس 

خانواده و�روس های Hepadnaviridae است که در 

از  ٨ �نوتیپ (A-H) یافت می شود. HBV متشکل 

یک نوکلئوکپسید و �وسته ای از لیپیدهای سلول 

می  و�روسی  سطحی  های  �روت��ن  و  م�زبان 

 ١٠٠ به م�ز�ن  آلوده  باشد.HBsAg  توسط سلولهای 

بر�بر از و�روسهای کامل ت�شح می شود.HBV �نوم 

خود ر� با استفاده از یک م�حله بینابینی- RNA تکث�ر 

می کند ، به طوری که �نوم HBV می تواند تا حدی 

 HBsAg در �نوم سلول کبدی ادغام شود. بنابر��ن

 virus) و�روس  ب�داری  نسخه  بدون  تواند  می 

تولید  بالا  سطح  در  ،همچنان   (replication

RNA در حقیقت  شود.وجود ا�ن م�حله بینابینی- 

تنوع نسبتا بالای HBV ر� که بر�ی یک DNA- و�روس 

غ�ر معمول است ،توض�ح می دهد. بخصوص در 

گونه  سر�عا  که  است  ممکن  د�مان  تحت  شر�یط 

شوندکه  HBV (HBV-variants)ایجاد  از  هائی 

سیستم ایمنی بدن ر� تضعیف می کنند یا در بر�بر 

به   HBV هستند.  مقاوم  و�روسی  ضد  داروهای 

 HBV خودی خود سیتوپاتوژن نیست. علائم عفونت

عمدتاً بر اساس دفاع ایمنی سلولی م�زبان در بر�بر 

سلولهای آلوده کبدی است. عفونت HBV از طر�ق 

آلوده و  یا ت�شحات  با خون  ، تماس  تماس جنسی 

نوز�د من�قل می  به  آلوده  با�دار  �نان  از  همچن�ن 

 ٠٫١  ، باشد  ز�اد   HBV غلظت  اگر   .(٪٥ (خطر  شود 

طر�ق  (از  عفونت  ان�قال  بر�ی  خون  میکرولیتر 

ضایعات �وستی و غشای مخاطی) کافی است. در 

ناقل�ن و�روس های عفونی در ادر�ر ، بز�ق ، ما�ع 

منی ، صفر� و ش�ر مادر ن�ز یافت می شوند. خطر 

 HBsAg از یک بیمار با شاخص HBV ابتلا به عفونت

 Needle) مثبت ، پس از آسیب دیدگی توسط سوزن

stick injury) حدود ١٠-٣٠٪ است . البته ا�ن مسئله 

به بار و�روسی بیمار شاخص ، شدت آسیب و م�ز�ن 

ما�ع عفونی من�قل شده ن�ز بستگی دا�د. آ�مایش 

PCR بر�ی جستجوی DNA و�روس HBV به تشخیص 

بدن  در    B هپاتیت  و�روس  عفونت  هنگام  زود 

م�زبان، به منظور پ�شگ�ری از بروز عوا�ض شدید 

که می تواند تاث�ر نامطلوبی بر پ�ش آگهی بگذا�د، 

شناسا�ي  جهت  آ�مايشگاهی  کیت  است.  ضروری 

بالینی  های  نمونه  در   B هپاتیت  و�روس  کیفی 

پلاسما طر�حی گ�دیده است.

اساس آ�مایش:
ا�ن کیت بر مبنای روش Real time PCR Multiplex با 

شناسا�ي  بر�ی  خاص   TaqMan �روب  از  استفاده 

ا�ن  است.  شده  طر�حي   B هپاتیت  و�روس  کیفی 

 (Multiplex PCR) هم�مان  تکث�ر  بر  مبتنی  روش 

قطعات DNA و�روس هپاتیت B (HBV) است. تجز�ه 

و تحل�ل Real-time PCR بر�ی حضور ا�ن عوامل در 

١ ت�وب انجام می شود که عامل در کانال فلو�سنت 

ژن  از  ای  قطعه  شود.  می  شناسا�ی  ز�د 

انسانی(RNase P) در ت�وب واکنش به عنوان کن�رل 

باید  داخلی  کن�رل  شود.  می  استفاده  داخلی 

باشد.  موجود  کافی  مقدار  به  نمونه  در  همیشه 

بنابر��ن، استفاده از یک کن�رل داخلی نه تنها نظا�ت 

تقویت  و   DNA (استخر�ج  آ�مایش  مر�حل  بر 

Real-time PCR) بلکه ارز�ابی کفایت نمونه ب�داری 

و ذخ��ه سازی مواد بالینی ر� ممکن می سا�د. 

 

محتویات کیت:
جدول ۱: مع�ف های کیت

در کیت موجود  نیاز که  و وسایل مو�د  مواد 
نیست:

١. انواع دستگاه های آ�مایشگاهی شامل:

 ١. یخچال و فر�زر ٢٠-  د�جه آ�مایشگاهی

PCR Work station  یا II ٢. هود ز�ستی کلاس

٣. سمپل�های متغ�ر

٤. میکروسان�ر�ف�وژ

٥. میکسر روم�زی

با   Real-time PCR کالیبر  و  ارز�ابی  دستگاه   .٦

 Quasar/CY(ز�د)، ٥ FAM/VIC/JOE حداقل ۳ کانال

     (ROX/Texas Red) ٦٧٠ (ق�مز) یا نا�نجی

کام�  تا  شوند  مخلوط  کامل  طور  به  اما  آر�می، 

یکنواخت و همگن گ�دند.

احتیاطات و هشدا�ها:
کارب�د  آ�مایشگاهی  تشخیص  بر�ی  فقط  کیت   .١

دا�د. از ن�ا�ج ا�ن کیت به تنها�ی جهت تشخیص 

تائید یا �د عفونت نباید استفاده نمود. 

لحاظ  از  رو  ها  ویال  کیت،  از  استفاده  از  پ�ش   .٢

نشتی یا آسیب بر�سی کنید. 

٣. کیت ر� هنگام نگهداری و ح�ن حمل و نقل به 

حالت ایستاده قر�ر دهید و از تماس تمام مع�ف ها 

با نور مستقیم جلوگ�ری شود.

سازی  آماده  یا  استخر�ج  مر�حل  انجام  طی  در   .٤

هر  ب�ن  ر�  خود  های  دستکش  واکنش،  مخلوط 

م�حله م�تب تعویض کنید تا از ایجاد آلودگی های 

کار  مر�حل  آ�مایش جلوگ�ری شود.  روند  در  کاذب 

باید طبق شر�یط استاندا�د آ�مایشگاه در پ�شگ�ری 

از ایجاد آلودگی و عفونت انجام گ��د و همچن�ن 

به مانند  ا�ن تست  زباله های عفونی  شر�یط دفع 

دیگر عوامل بیماری ز� می باشد.

مو�د   PCR آ�مایشگاه  در  که  وسایل  تمامی   .٥

انجام  از  بعد  و  قبل  باید  می گ��ند  قر�ر  استفاده 

الکل ٧٠٪ ضد  و   ٪١٠ با هی�وکلر�ت سدیم  تست 

عفونی شوند و از جابه جا�ی ا�ن وسایل ب�ن بخش 

باید  بخش  واقع هر  در  کنید.  ��ه�ز  های مختلف 

وسایل، مواد و مخصوصا سمپلر مختص به خود ر� 

سمپلر  نوک  از  تست  انجام  �مان  در  باشد.  داشته 

فیلتر دار استفاده شود.

٦. کیت حاوی کن�رل مثبت می باشد بر�ی جلوگ�ری 

از ایجاد آلودگی به دیگر اجز�ی کیت، بهتر است آنر� 

اجز�ی کیت جدا و در یک جعبه دیگر قر�ر  از دیگر 

دهید و در مواقع استفاده احتیاط کنید.

آماده سازی مع�ف ها:
نکات مهم در انجام تست:

١. قبل از شروع کار اطمینان حاصل نمای�د که دمای 

کلیه اجز�ء کیت به دمای اتاق �سیده باشد. 

آ�مایش بخوبی  از  ر� قبل  ٢. مع�ف ها و نمونه ها 

مخلوط نمای�د. 

٣. فر�یند پ�پتینگ از اهمیت بسیار بالا�ی ب�خو�دار 

است. پ�پتینگ ناکافی باعث تغی�ر غلظت مناسب 

مست�میکس و �ر�یمر و �روب ها خواهد شد. 

٤. در هر بار انجام آ�مایش کن�رل مثبت کیت باید 

٢. موا�د مص�فی شامل:

١. کیت استخر�ج DNA و�روسی 

٢. نوک سمپلر (استر�ل فیلتر دار ت�ج�ح داده می 

شود)

 DNase و RNase ٣. میکروت�وب عاری از

فاقد  مص�ف  یکبار  دستکش  مص�فی:  مواد   .٣

علامت  خودکار  آ�مایشگاهی،  های  رو�وش  �ودر، 

گذاری آ�مایشگاهی و رول دستمال کاغذی

دستگاه هاي سا�گار با کیت:
 Real time تمامی دستگاه های  روي  بر  کیت  ا�ن 

PCR HEX/VIC/JOE (ز�د)، Quasar/CY٥ ٦٧٠ (ق�مز) 

یا /Texas Red /ROX (نا�نجی) قابل استفاده است.

نگهداری کیت:
١. کیت پس از تحویل باید در دمای ٢٠- د�جه سان�ي 

در  دما  حفظ  شوند.  نگهداري  تار�كي  در  و  گر�د 

مدت �مان نگهداری محصول الز�می است. 

از  مواد،  مجدد  ک�دن  ذوب  دفعات  افز�یش  با   .٢

حساسیت کیت کاسته می شود. بر�ي كار��ي هر چه 

بهتر كيت، از ذوب و �خ �دگي چند�ن با�ه محلول 

ها (بیش از ٣ م�تبه) خودداري شود. 

انقضاء  تار�خ  تا  کیت  اجز�ء  و  ها  مع�ف  کلیه   .٣

مندرج برروی جعبه کیت به ش�ط نگهداری در دمای 

مذکور پایدار هستند.

٤. اجز�ء کیت ها با سری ساخت متفاوت ر� با یکدیگر 

ها  مع�ف  د�ب  جا�ی  جابه  از  و  نساز�د  مخلوط 

ب��ه�ز�د.

جمع آوری و آماده سازی نمونه:
١. نوع نمونه: خون و پلاسما 

٢. شر�یط نمونه␊گ�ری: جمع آوری بر اساس شر�یط 
و نوع نمونه طبق �روتکل های موجود انجام گ��د.

می  شده  در�افت  نمونه  نمونه:  نگهداری   .٣
قر�ر  استفاده  مو�د  آ�مایش  بر�ی  بلافاصله  تواند 

روز  همان  در  آ�مایش  انجام  که  صو�تی  در  گ��د. 

جمع آوری نمونه امکان پذ�ر نباشد، می توان بر�ی 

تا ٨ د�جه سان�یگر�د   ٢ در دمای  مدت ٤٨ ساعت 

نگهداری ک�د.  بر�ی مدت طولانی تر  نمونه ها باید 

در°٢٠C- سان�یگر�د نگهداری شود. 

اجتناب  ها  نمونه  مکرر  انجماد  و  ذوب  از   .٤
به  آ�مایش  از  قبل  باید  نمونه های منجمد  کنید. 

qPCR مو�د استفاده قر�ر مي گ��د.  ابتدا در محل 

مناسب و استر�ل، محتویات کیت ر� از داخل بسته 

بندی خارج ک�ده و اجا�ه دهید تا در دمای اتاق ذوب 

شوند. مر�حل مطابق با مر�حل ز�ر انجام می شود:

١میکروت�وب  بیمار  هر  بر�ی  آ�مایشات  کلیه  در   -١

همر�ه با میکروت�وب های کن�رل مثبت و منفی و 

NTC نام گذاری نمائید. 

٢- جهت انجام آ�مايش، مواد و واكنش¬گر ر� روی 

�خ قر�ر دهید. 

تمامی  به   HBVM از  کدام  هر  از  میکرولیتر   ١٥  -٣

میکروت�وب های نام گذاری شده اضافه کنید. 

٤- ٥ میکرولیتر آب مقطر استر�ل ر� به میکروت�وب 

NTC اضافه کنید. 

٥- ٥ میکرولیتر کن�رل منفی به میکروت�وب ها�ی 

که بر�ی آن نام گذاری شده است اضافه کنید. 

٦-  ٥ میکرولیتر از کن�رل مثبت در یک فضای دور از 

محوطه آماده سـازی سـا�ر مخلوطهای واکنـش بـه 

ت�وب واکنش کن�رل مثبت اضافه کنید. 

به  ر�  بیمار�ن  نمونه   DNA از  میکرولیتر   ٥  -٧

میکروت�وب ها�ی که بر�ی آن نام گذاری شده است 

اضافه کنید.

٨-محتویات میکروت�وب ها ر� خوب مخلوط ک�ده و 

یا Spin کوتاه انجام دهید. 

جدول ۲: مقاد�ر واکنش

 :Real-time PCR انجام واکنش
 Real time PCR ر� در دستگاه  ت�وب های واکنش 

کنید.  اجر�  ر�  ز�ر  دما�ی  ب�نامه  و  دهید  قر�ر 

خوانش  نوع  و  واکنش  های  ت�وب  مشخصات 

فلو�سنت در هر ت�وب ر� در جدول ز�ر مشاهده می 

کنید.  

نوع  و  واکنش  های  ت�وب  مشخصات   :  ۳ جدول 

خوانش تا�گت های کیت

استفاده شود تا کار�ئی واکنش مو�د ارز�ابی قر�ر 

گ��د. 

هر  متعاقب  و  آ�مایش  انجام  مر�حل  کلیه  در    .٥

م�حله پ�پتینگ، ت�وب ها از نظر وجود حباب بر�سی 

به  آهسته  ضربه  با  حباب  وجود  صو�ت  در  شوند. 

ت�وب از محیط خارج شوند. 

�نگ  حاوی  که  کن��لی  ماده  یا  نمونه  نوع  هر   .٦

باشد، با ا�ن کیت سا�گار نبوده و آ�مایش برروی آنها 

ممکن است منجر به ن�ا�ج کاذب شود.

نکات مهم در انجام تست:

١. قبل از شروع کار اطمینان حاصل نمای�د که دمای 

کلیه اجز�ء کیت به دمای اتاق �سیده باشد. 

آ�مایش بخوبی  از  ر� قبل  ٢. مع�ف ها و نمونه ها 

مخلوط نمای�د. 

صو�ت  به  ر�  ها  نمونه  و  ها  کن�رل  است  بهتر   .٣

 CT میانگ�ن  و  کنید  آ�مایش   (Duplicate)دوتا�ی

جهت محاسبه ن�ا�ج مو�د استفاده قر�ر گ��د.

٤. ف�آیند پ�پتینگ از اهمیت بسیار بالا�ی ب�خو�دار 

است. پ�پتینگ ناکافی باعث تغی�ر غلظت مناسب 

مست�میکس و �ر�یمر و �روب ها خواهد شد. 

٥. در هر بار انجام آ�مایش کن�رل مثبت کیت باید 

استفاده شود تا کار�ئی واکنش مو�د ارز�ابی قر�ر 

گ��د. 

هر  متعاقب  و  آ�مایش  انجام  مر�حل  کلیه  در    .٦

م�حله پ�پتینگ، ت�وب ها از نظر وجود حباب بر�سی 

به  آهسته  ضربه  با  حباب  وجود  صو�ت  در  شوند. 

ت�وب از محیط خارج شوند. 

�نگ  حاوی  که  کن��لی  ماده  یا  نمونه  نوع  هر   .٧

باشد، با ا�ن کیت سا�گار نبوده و آ�مایش برروی آنها 

ممکن است منجر به ن�ا�ج کاذب شود.

روش انجام آ�مایش:
:Real-time PCR آماده سازی قبل از واکنش

و�روس،  �نوم  تخلیص  های  کیت  از  استفاده  با 

نسبت به استخر�ج DNA  و�روسی ، از نمونه بالینی 

در  محصول  ا�ن  است  ذکر  به  لا�م  شود.  اقدام 

ب�دا�نده کیت استخر�ج DNA  نیست ولی با بیشتر 

 Roche مانند  نوکلئیک  اسید  تخلیص  های  کیت 

همخوانی دا�د. 

آماده سازی مخلوط واکنش Real-time PCR کیفی 

تک م�حله ای: 

اسید نوکلئیک استخر�ج شده مستقيما در واكنش 

خوانش،  کانال  ان�خاب  و  تنظیمات  انجام  از  پس 

فایل ر� ذخ��ه ک�ده و دستگاه ر� با ب�نامه دمائی و 

�مانی ز�ر ر�ه اندازی کنید.

جدول ۴: مشخصات واکنش حر��تی
  تعداد سیکل               �مان                 دما  (ºC)                        مر�حل 

Initial Denaturation                ٥                      ٩٥ min                        ١            

Annealing/ Extension              ٢٠                      ٩٥ sec                       ٤٠          

       (���/���)                     ٣٠                   *٥٥ sec                       ٤٠          

* م�حله ای که خوانش انجام شود.

محاسبه ن�ا�ج:
پس از اتمام واکنش، ن�ا�ج ذخ��ه شده ر� مطابق 

با جداول ز�ر آنال�ز کنید.

تصو�ر ۱: ن�ا�ج تفس�ری ت�وب واکنش در کیت

جدول ۵: تفس�ر ن�ا�ج کیت

توجه داشته باشید نمونه تنها �مانی مثبت در نظر 
گ�فته میشود که دار�ی منحنی سیگموی�دی و فاز 
لگار�تمی باشد و تنها در ا�ن حالت CT معتبر بوده 
و قابل استناد و تفس�ر می باشد. در غیاب منحنی 
و  شود  می  محسوب  منفی  نمونه  سیگموی�دی، 

CT آن در صو�ت وجود فاقد ار�ش می باشد. 

کن�رل کیفی: 
 در هر کیت علاوه بر مست�میکس دو میکروت�وب 
که  دا�د  وجود  مثبت  منفی،  کن�رل  شامل 
مشخصات هر یک برروی ب�چسب ویال درج شده 
است.  علاوه بر کن�رل های داخل کیت، کا�شناس 
در  که  مثبت  های  نمونه  از  تواند  می  آ�مایشگاه 

خود آ�مایشگاه تهیه شده ن�ز استفاده نماید. 

خصوصیات  اجر��ی کیت:
 :(Lower limit of measurement)١- حدپای�نی اندا�ه گ�ری
 ،(Limit-of-detection: LOD)سازی آشکار  حد 

مؤسسه   EP١٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق 
استاندا�دهای بالینی و آ�مایشگاهی(CLSI) بدست 
با  کیت  ا�ن  سازی  آشکار  حد  تعی�ن  بر�ی  آمد. 
استفاده از نمونه کلون شده حاوی بخشی از �نوم 
و  است  شده  بر�سی   B هپاتیت  و�روس  و�روس 
باشد.  می  لیتر  میلی  در  واحد  نیم  و  یك  معادل 
یعنی در ٩٥ ٪موا�دی که تیتر و�روس در نمونه 
مو�د آ�مایش بیش از ا�ن م�ز�ن باشد، توسط ا�ن 
کیت تشخیص داده خواهد شد. در صو�ت کاهش 
ضر�ب  با  اما  م�ز�ن  ا�ن  از  کمتر  به  نمونه  تیتر 
به  قادر  کیت  همچنان  کمتر  مر�تب  به  اطمینان 

تشخیص خواهد بود.

 :(Dynamic Range) ٢- �نج دینامیک
�نج دینامیک و �نج خطی کیت موجود بر�بر با ١٠١ تا ١٠٩ 
می باشد. و ضر�ب همبستگی واکنش  (r٢) در حدود 
٠/٩٩٩ می باشد. همچن�ن با�ده (Efficiency) واکنش 

در کانال های مختلف بر�بر با ٩٨٪ تا ٪٩٩ است.

:(Linearity) ٣- خطی بودن
کلون  نمونه  از  استفاده  با  کیت  ا�ن  بودن  ی 

ّ
خط

و�روس  و�روس  �نوم  از  بخشی  حاوی  شده 
دو  با�ه  شامل  و  است  شده  بر�سی   B هپاتیت 
پنج  تا  لیتر  میلی  در  واحد  هز�ر  پانصد  و  میل�ون 

واحد در میلی لیتر می باشد.

:(Precision) ٤- دقت
کیت  های  مع�ف  کلیه  از  استفاده  با  روش  دقت 

 B (HBV) شناسا�ي کیفی و�روس و�روس هپاتیت
به روش Real-time PCR فعل�و نمونه های تهیه 
غلظت  سه  در  مثبت  بیمار  های  نمونه  از  شده 
مؤسسه   EP٠٥-A٣ ر�هنمای  با  مطابق  مختلف 
استاندا�دهای بالینی و آ�مایشگاهی(CLSI) بدست 
از  کمتر  درونی سنجی  تغی�ر�ت دقت  آمد. ضر�ب 
٠٫٥٪ و برون سنجی ٠٫٢٥٪ محاسبه گ�دید . بد�ن 
تکر�ر  موید  آمده  بدست  تغی�ر�ت  ضر�یب  ت�تیب 
و�روس  و�روس  کیفی  شناسا�ي  کیت  پذ�ری 
می  فعلی   Real-time PCR روش  به   B هپاتیت 

باشد.

:(Specificity)٥- اختصاصیت
 EP٠٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق  اختصاصیت  ارز�ابی 
و  بالینی  استاندا�دهای  مؤسسه 
آ�مایشگاهی(CLSI)، جهت تعی�ن واکنش متقاطع 
و�روس  کیفی  شناسا�ي  کیت   (cross reaction)
و�روس هپاتیت B به روش Real-time PCR فعلی 
هر�س  شامل  مختلف  ها  و�روس   DNA سا�ر  با 
سیمپلکس و�روس تایپ ١و ٢، اپشتن بار و�روس، 
 ،  VZV و   CMV، HCV آدنوو�روس،   ،٦-٧-٨-HHV
 Bان�روو�روس، و�روس تب ن�ل غربی و و�روس ١٩
 ١٠٠ بالینی  اختصاصیت  و  ندا�د  متقاطع  واکنش 
از  تداخل  د�صد  ارز�ابی  همچن�ن  است.  د�صد 
ناحیه مداخله گ�های آلبوم�ن، گلوکز، بیلی روب�ن، 
و  انجام  ق�مز  گلبول  و  اور�ک  اسید  او�ه،  چربی، 
و�روس  �دیابی  بر  تأث�ری  که  گ�دید  مشخص 

و�روس هپاتیت B (HBV)، ندا�د.

:(Sensitivity) ٦- حساسیت
 EP٠٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق  حساسیت  ارز�ابی 
و  بالینی  استاندا�دهای  مؤسسه 
آ�مایشگاهی(CLSI)، جهت تعی�ن حساسیت بالینی 
 B کیت شناسا�ي کیفی و�روس و�روس هپاتیت
با کیت  Real-time PCR فعلیدر مقایسه  به روش 
 ١٠٠ و  مثبت  بالینی  نمونه   ١٧٠ روی  دیگر  مستقل 
مدنظر)   B هپاتیت  و�روس  نظر  از  منفی  نمونه 
 ٪٩٩٫٣ بالینی   حساسیت  م�ز�ن  که  شد  انجام 

(٩٥٪ CI :٩٦٫٧-١٠٠٪) حاصل شد. 

٧- پدیده هوک:
مشاهده   ٩:CT تا   هوک  پدیده  کیت  ا�ن  در 

نگ�دید.

منابع و مر�جع:
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جدول نمادها:

 م�ز�ن مو�د نیاز بر�ی هر تست

١٥ میکرولیتر

٥ میکرولیتر

٢٠ میکرولیتر

مواد مو�د نیاز بر�ی هر تست 

B مخلوط واکنش و�روس هپاتیت

الگو (کن�رل منفی، DNA بیمار، کن�رل مثبت)

حجم نهائی واکنش

تا�گت ها

B و�روس هپاتیت

کن�رل داخلی

HBV

HEX

CY٥



عنوان محصول:
Real time PCR به روش B کیت تشخیص کیفی هپاتیت

مع�فی محصول:
از  و�روس   DNA یک   B (HBV) هپاتیت  و�روس 

خانواده و�روس های Hepadnaviridae است که در 

از  ٨ �نوتیپ (A-H) یافت می شود. HBV متشکل 

یک نوکلئوکپسید و �وسته ای از لیپیدهای سلول 

می  و�روسی  سطحی  های  �روت��ن  و  م�زبان 

 ١٠٠ به م�ز�ن  آلوده  باشد.HBsAg  توسط سلولهای 

بر�بر از و�روسهای کامل ت�شح می شود.HBV �نوم 

خود ر� با استفاده از یک م�حله بینابینی- RNA تکث�ر 

می کند ، به طوری که �نوم HBV می تواند تا حدی 

 HBsAg در �نوم سلول کبدی ادغام شود. بنابر��ن

 virus) و�روس  ب�داری  نسخه  بدون  تواند  می 

تولید  بالا  سطح  در  ،همچنان   (replication

RNA در حقیقت  شود.وجود ا�ن م�حله بینابینی- 

تنوع نسبتا بالای HBV ر� که بر�ی یک DNA- و�روس 

غ�ر معمول است ،توض�ح می دهد. بخصوص در 

گونه  سر�عا  که  است  ممکن  د�مان  تحت  شر�یط 

شوندکه  HBV (HBV-variants)ایجاد  از  هائی 

سیستم ایمنی بدن ر� تضعیف می کنند یا در بر�بر 

به   HBV هستند.  مقاوم  و�روسی  ضد  داروهای 

 HBV خودی خود سیتوپاتوژن نیست. علائم عفونت

عمدتاً بر اساس دفاع ایمنی سلولی م�زبان در بر�بر 

سلولهای آلوده کبدی است. عفونت HBV از طر�ق 

آلوده و  یا ت�شحات  با خون  ، تماس  تماس جنسی 

نوز�د من�قل می  به  آلوده  با�دار  �نان  از  همچن�ن 

 ٠٫١  ، باشد  ز�اد   HBV غلظت  اگر   .(٪٥ (خطر  شود 

طر�ق  (از  عفونت  ان�قال  بر�ی  خون  میکرولیتر 

ضایعات �وستی و غشای مخاطی) کافی است. در 

ناقل�ن و�روس های عفونی در ادر�ر ، بز�ق ، ما�ع 

منی ، صفر� و ش�ر مادر ن�ز یافت می شوند. خطر 

 HBsAg از یک بیمار با شاخص HBV ابتلا به عفونت

 Needle) مثبت ، پس از آسیب دیدگی توسط سوزن

stick injury) حدود ١٠-٣٠٪ است . البته ا�ن مسئله 

به بار و�روسی بیمار شاخص ، شدت آسیب و م�ز�ن 

ما�ع عفونی من�قل شده ن�ز بستگی دا�د. آ�مایش 

PCR بر�ی جستجوی DNA و�روس HBV به تشخیص 

بدن  در    B هپاتیت  و�روس  عفونت  هنگام  زود 

م�زبان، به منظور پ�شگ�ری از بروز عوا�ض شدید 

که می تواند تاث�ر نامطلوبی بر پ�ش آگهی بگذا�د، 

شناسا�ي  جهت  آ�مايشگاهی  کیت  است.  ضروری 

بالینی  های  نمونه  در   B هپاتیت  و�روس  کیفی 

پلاسما طر�حی گ�دیده است.

اساس آ�مایش:
ا�ن کیت بر مبنای روش Real time PCR Multiplex با 

شناسا�ي  بر�ی  خاص   TaqMan �روب  از  استفاده 

ا�ن  است.  شده  طر�حي   B هپاتیت  و�روس  کیفی 

 (Multiplex PCR) هم�مان  تکث�ر  بر  مبتنی  روش 

قطعات DNA و�روس هپاتیت B (HBV) است. تجز�ه 

و تحل�ل Real-time PCR بر�ی حضور ا�ن عوامل در 

١ ت�وب انجام می شود که عامل در کانال فلو�سنت 

ژن  از  ای  قطعه  شود.  می  شناسا�ی  ز�د 

انسانی(RNase P) در ت�وب واکنش به عنوان کن�رل 

باید  داخلی  کن�رل  شود.  می  استفاده  داخلی 

باشد.  موجود  کافی  مقدار  به  نمونه  در  همیشه 

بنابر��ن، استفاده از یک کن�رل داخلی نه تنها نظا�ت 

تقویت  و   DNA (استخر�ج  آ�مایش  مر�حل  بر 

Real-time PCR) بلکه ارز�ابی کفایت نمونه ب�داری 

و ذخ��ه سازی مواد بالینی ر� ممکن می سا�د. 

 

محتویات کیت:
جدول ۱: مع�ف های کیت

در کیت موجود  نیاز که  و وسایل مو�د  مواد 
نیست:

١. انواع دستگاه های آ�مایشگاهی شامل:

 ١. یخچال و فر�زر ٢٠-  د�جه آ�مایشگاهی

PCR Work station  یا II ٢. هود ز�ستی کلاس

٣. سمپل�های متغ�ر

٤. میکروسان�ر�ف�وژ

٥. میکسر روم�زی

با   Real-time PCR کالیبر  و  ارز�ابی  دستگاه   .٦

 Quasar/CY(ز�د)، ٥ FAM/VIC/JOE حداقل ۳ کانال

     (ROX/Texas Red) ٦٧٠ (ق�مز) یا نا�نجی

کام�  تا  شوند  مخلوط  کامل  طور  به  اما  آر�می، 

یکنواخت و همگن گ�دند.

احتیاطات و هشدا�ها:
کارب�د  آ�مایشگاهی  تشخیص  بر�ی  فقط  کیت   .١

دا�د. از ن�ا�ج ا�ن کیت به تنها�ی جهت تشخیص 

تائید یا �د عفونت نباید استفاده نمود. 

لحاظ  از  رو  ها  ویال  کیت،  از  استفاده  از  پ�ش   .٢

نشتی یا آسیب بر�سی کنید. 

٣. کیت ر� هنگام نگهداری و ح�ن حمل و نقل به 

حالت ایستاده قر�ر دهید و از تماس تمام مع�ف ها 

با نور مستقیم جلوگ�ری شود.

سازی  آماده  یا  استخر�ج  مر�حل  انجام  طی  در   .٤

هر  ب�ن  ر�  خود  های  دستکش  واکنش،  مخلوط 

م�حله م�تب تعویض کنید تا از ایجاد آلودگی های 

کار  مر�حل  آ�مایش جلوگ�ری شود.  روند  در  کاذب 

باید طبق شر�یط استاندا�د آ�مایشگاه در پ�شگ�ری 

از ایجاد آلودگی و عفونت انجام گ��د و همچن�ن 

به مانند  ا�ن تست  زباله های عفونی  شر�یط دفع 

دیگر عوامل بیماری ز� می باشد.

مو�د   PCR آ�مایشگاه  در  که  وسایل  تمامی   .٥

انجام  از  بعد  و  قبل  باید  می گ��ند  قر�ر  استفاده 

الکل ٧٠٪ ضد  و   ٪١٠ با هی�وکلر�ت سدیم  تست 

عفونی شوند و از جابه جا�ی ا�ن وسایل ب�ن بخش 

باید  بخش  واقع هر  در  کنید.  ��ه�ز  های مختلف 

وسایل، مواد و مخصوصا سمپلر مختص به خود ر� 

سمپلر  نوک  از  تست  انجام  �مان  در  باشد.  داشته 

فیلتر دار استفاده شود.

٦. کیت حاوی کن�رل مثبت می باشد بر�ی جلوگ�ری 

از ایجاد آلودگی به دیگر اجز�ی کیت، بهتر است آنر� 

اجز�ی کیت جدا و در یک جعبه دیگر قر�ر  از دیگر 

دهید و در مواقع استفاده احتیاط کنید.

آماده سازی مع�ف ها:
نکات مهم در انجام تست:

١. قبل از شروع کار اطمینان حاصل نمای�د که دمای 

کلیه اجز�ء کیت به دمای اتاق �سیده باشد. 

آ�مایش بخوبی  از  ر� قبل  ٢. مع�ف ها و نمونه ها 

مخلوط نمای�د. 

٣. فر�یند پ�پتینگ از اهمیت بسیار بالا�ی ب�خو�دار 

است. پ�پتینگ ناکافی باعث تغی�ر غلظت مناسب 

مست�میکس و �ر�یمر و �روب ها خواهد شد. 

٤. در هر بار انجام آ�مایش کن�رل مثبت کیت باید 

٢. موا�د مص�فی شامل:

١. کیت استخر�ج DNA و�روسی 

٢. نوک سمپلر (استر�ل فیلتر دار ت�ج�ح داده می 

شود)

 DNase و RNase ٣. میکروت�وب عاری از

فاقد  مص�ف  یکبار  دستکش  مص�فی:  مواد   .٣

علامت  خودکار  آ�مایشگاهی،  های  رو�وش  �ودر، 

گذاری آ�مایشگاهی و رول دستمال کاغذی

دستگاه هاي سا�گار با کیت:
 Real time تمامی دستگاه های  روي  بر  کیت  ا�ن 

PCR HEX/VIC/JOE (ز�د)، Quasar/CY٥ ٦٧٠ (ق�مز) 

یا /Texas Red /ROX (نا�نجی) قابل استفاده است.

نگهداری کیت:
١. کیت پس از تحویل باید در دمای ٢٠- د�جه سان�ي 

در  دما  حفظ  شوند.  نگهداري  تار�كي  در  و  گر�د 

مدت �مان نگهداری محصول الز�می است. 

از  مواد،  مجدد  ک�دن  ذوب  دفعات  افز�یش  با   .٢

حساسیت کیت کاسته می شود. بر�ي كار��ي هر چه 

بهتر كيت، از ذوب و �خ �دگي چند�ن با�ه محلول 

ها (بیش از ٣ م�تبه) خودداري شود. 

انقضاء  تار�خ  تا  کیت  اجز�ء  و  ها  مع�ف  کلیه   .٣

مندرج برروی جعبه کیت به ش�ط نگهداری در دمای 

مذکور پایدار هستند.

٤. اجز�ء کیت ها با سری ساخت متفاوت ر� با یکدیگر 

ها  مع�ف  د�ب  جا�ی  جابه  از  و  نساز�د  مخلوط 

ب��ه�ز�د.

جمع آوری و آماده سازی نمونه:
١. نوع نمونه: خون و پلاسما 

٢. شر�یط نمونه␊گ�ری: جمع آوری بر اساس شر�یط 
و نوع نمونه طبق �روتکل های موجود انجام گ��د.

می  شده  در�افت  نمونه  نمونه:  نگهداری   .٣
قر�ر  استفاده  مو�د  آ�مایش  بر�ی  بلافاصله  تواند 

روز  همان  در  آ�مایش  انجام  که  صو�تی  در  گ��د. 

جمع آوری نمونه امکان پذ�ر نباشد، می توان بر�ی 

تا ٨ د�جه سان�یگر�د   ٢ در دمای  مدت ٤٨ ساعت 

نگهداری ک�د.  بر�ی مدت طولانی تر  نمونه ها باید 

در°٢٠C- سان�یگر�د نگهداری شود. 

اجتناب  ها  نمونه  مکرر  انجماد  و  ذوب  از   .٤
به  آ�مایش  از  قبل  باید  نمونه های منجمد  کنید. 

qPCR مو�د استفاده قر�ر مي گ��د.  ابتدا در محل 

مناسب و استر�ل، محتویات کیت ر� از داخل بسته 

بندی خارج ک�ده و اجا�ه دهید تا در دمای اتاق ذوب 

شوند. مر�حل مطابق با مر�حل ز�ر انجام می شود:

١میکروت�وب  بیمار  هر  بر�ی  آ�مایشات  کلیه  در   -١

همر�ه با میکروت�وب های کن�رل مثبت و منفی و 

NTC نام گذاری نمائید. 

٢- جهت انجام آ�مايش، مواد و واكنش¬گر ر� روی 

�خ قر�ر دهید. 

تمامی  به   HBVM از  کدام  هر  از  میکرولیتر   ١٥  -٣

میکروت�وب های نام گذاری شده اضافه کنید. 

٤- ٥ میکرولیتر آب مقطر استر�ل ر� به میکروت�وب 

NTC اضافه کنید. 

٥- ٥ میکرولیتر کن�رل منفی به میکروت�وب ها�ی 

که بر�ی آن نام گذاری شده است اضافه کنید. 

٦-  ٥ میکرولیتر از کن�رل مثبت در یک فضای دور از 

محوطه آماده سـازی سـا�ر مخلوطهای واکنـش بـه 

ت�وب واکنش کن�رل مثبت اضافه کنید. 

به  ر�  بیمار�ن  نمونه   DNA از  میکرولیتر   ٥  -٧

میکروت�وب ها�ی که بر�ی آن نام گذاری شده است 

اضافه کنید.

٨-محتویات میکروت�وب ها ر� خوب مخلوط ک�ده و 

یا Spin کوتاه انجام دهید. 

جدول ۲: مقاد�ر واکنش

 :Real-time PCR انجام واکنش
 Real time PCR ر� در دستگاه  ت�وب های واکنش 

کنید.  اجر�  ر�  ز�ر  دما�ی  ب�نامه  و  دهید  قر�ر 

خوانش  نوع  و  واکنش  های  ت�وب  مشخصات 

فلو�سنت در هر ت�وب ر� در جدول ز�ر مشاهده می 

کنید.  

نوع  و  واکنش  های  ت�وب  مشخصات   :  ۳ جدول 

خوانش تا�گت های کیت

استفاده شود تا کار�ئی واکنش مو�د ارز�ابی قر�ر 

گ��د. 

هر  متعاقب  و  آ�مایش  انجام  مر�حل  کلیه  در    .٥

م�حله پ�پتینگ، ت�وب ها از نظر وجود حباب بر�سی 

به  آهسته  ضربه  با  حباب  وجود  صو�ت  در  شوند. 

ت�وب از محیط خارج شوند. 

�نگ  حاوی  که  کن��لی  ماده  یا  نمونه  نوع  هر   .٦

باشد، با ا�ن کیت سا�گار نبوده و آ�مایش برروی آنها 

ممکن است منجر به ن�ا�ج کاذب شود.

نکات مهم در انجام تست:

١. قبل از شروع کار اطمینان حاصل نمای�د که دمای 

کلیه اجز�ء کیت به دمای اتاق �سیده باشد. 

آ�مایش بخوبی  از  ر� قبل  ٢. مع�ف ها و نمونه ها 

مخلوط نمای�د. 

صو�ت  به  ر�  ها  نمونه  و  ها  کن�رل  است  بهتر   .٣

 CT میانگ�ن  و  کنید  آ�مایش   (Duplicate)دوتا�ی

جهت محاسبه ن�ا�ج مو�د استفاده قر�ر گ��د.

٤. ف�آیند پ�پتینگ از اهمیت بسیار بالا�ی ب�خو�دار 

است. پ�پتینگ ناکافی باعث تغی�ر غلظت مناسب 

مست�میکس و �ر�یمر و �روب ها خواهد شد. 

٥. در هر بار انجام آ�مایش کن�رل مثبت کیت باید 

استفاده شود تا کار�ئی واکنش مو�د ارز�ابی قر�ر 

گ��د. 

هر  متعاقب  و  آ�مایش  انجام  مر�حل  کلیه  در    .٦

م�حله پ�پتینگ، ت�وب ها از نظر وجود حباب بر�سی 

به  آهسته  ضربه  با  حباب  وجود  صو�ت  در  شوند. 

ت�وب از محیط خارج شوند. 

�نگ  حاوی  که  کن��لی  ماده  یا  نمونه  نوع  هر   .٧

باشد، با ا�ن کیت سا�گار نبوده و آ�مایش برروی آنها 

ممکن است منجر به ن�ا�ج کاذب شود.

روش انجام آ�مایش:
:Real-time PCR آماده سازی قبل از واکنش

و�روس،  �نوم  تخلیص  های  کیت  از  استفاده  با 

نسبت به استخر�ج DNA  و�روسی ، از نمونه بالینی 

در  محصول  ا�ن  است  ذکر  به  لا�م  شود.  اقدام 

ب�دا�نده کیت استخر�ج DNA  نیست ولی با بیشتر 

 Roche مانند  نوکلئیک  اسید  تخلیص  های  کیت 

همخوانی دا�د. 

آماده سازی مخلوط واکنش Real-time PCR کیفی 

تک م�حله ای: 

اسید نوکلئیک استخر�ج شده مستقيما در واكنش 

خوانش،  کانال  ان�خاب  و  تنظیمات  انجام  از  پس 

فایل ر� ذخ��ه ک�ده و دستگاه ر� با ب�نامه دمائی و 

�مانی ز�ر ر�ه اندازی کنید.

جدول ۴: مشخصات واکنش حر��تی
  تعداد سیکل               �مان                 دما  (ºC)                        مر�حل 

Initial Denaturation                ٥                      ٩٥ min                        ١            

Annealing/ Extension              ٢٠                      ٩٥ sec                       ٤٠          

       (���/���)                     ٣٠                   *٥٥ sec                       ٤٠          

* م�حله ای که خوانش انجام شود.

محاسبه ن�ا�ج:
پس از اتمام واکنش، ن�ا�ج ذخ��ه شده ر� مطابق 

با جداول ز�ر آنال�ز کنید.

تصو�ر ۱: ن�ا�ج تفس�ری ت�وب واکنش در کیت

جدول ۵: تفس�ر ن�ا�ج کیت

توجه داشته باشید نمونه تنها �مانی مثبت در نظر 
گ�فته میشود که دار�ی منحنی سیگموی�دی و فاز 
لگار�تمی باشد و تنها در ا�ن حالت CT معتبر بوده 
و قابل استناد و تفس�ر می باشد. در غیاب منحنی 
و  شود  می  محسوب  منفی  نمونه  سیگموی�دی، 

CT آن در صو�ت وجود فاقد ار�ش می باشد. 

کن�رل کیفی: 
 در هر کیت علاوه بر مست�میکس دو میکروت�وب 
که  دا�د  وجود  مثبت  منفی،  کن�رل  شامل 
مشخصات هر یک برروی ب�چسب ویال درج شده 
است.  علاوه بر کن�رل های داخل کیت، کا�شناس 
در  که  مثبت  های  نمونه  از  تواند  می  آ�مایشگاه 

خود آ�مایشگاه تهیه شده ن�ز استفاده نماید. 

خصوصیات  اجر��ی کیت:
 :(Lower limit of measurement)١- حدپای�نی اندا�ه گ�ری
 ،(Limit-of-detection: LOD)سازی آشکار  حد 

مؤسسه   EP١٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق 
استاندا�دهای بالینی و آ�مایشگاهی(CLSI) بدست 
با  کیت  ا�ن  سازی  آشکار  حد  تعی�ن  بر�ی  آمد. 
استفاده از نمونه کلون شده حاوی بخشی از �نوم 
و  است  شده  بر�سی   B هپاتیت  و�روس  و�روس 
باشد.  می  لیتر  میلی  در  واحد  نیم  و  یك  معادل 
یعنی در ٩٥ ٪موا�دی که تیتر و�روس در نمونه 
مو�د آ�مایش بیش از ا�ن م�ز�ن باشد، توسط ا�ن 
کیت تشخیص داده خواهد شد. در صو�ت کاهش 
ضر�ب  با  اما  م�ز�ن  ا�ن  از  کمتر  به  نمونه  تیتر 
به  قادر  کیت  همچنان  کمتر  مر�تب  به  اطمینان 

تشخیص خواهد بود.

 :(Dynamic Range) ٢- �نج دینامیک
�نج دینامیک و �نج خطی کیت موجود بر�بر با ١٠١ تا ١٠٩ 
می باشد. و ضر�ب همبستگی واکنش  (r٢) در حدود 
٠/٩٩٩ می باشد. همچن�ن با�ده (Efficiency) واکنش 

در کانال های مختلف بر�بر با ٩٨٪ تا ٪٩٩ است.

:(Linearity) ٣- خطی بودن
کلون  نمونه  از  استفاده  با  کیت  ا�ن  بودن  ی 

ّ
خط

و�روس  و�روس  �نوم  از  بخشی  حاوی  شده 
دو  با�ه  شامل  و  است  شده  بر�سی   B هپاتیت 
پنج  تا  لیتر  میلی  در  واحد  هز�ر  پانصد  و  میل�ون 

واحد در میلی لیتر می باشد.

:(Precision) ٤- دقت
کیت  های  مع�ف  کلیه  از  استفاده  با  روش  دقت 

 B (HBV) شناسا�ي کیفی و�روس و�روس هپاتیت
به روش Real-time PCR فعل�و نمونه های تهیه 
غلظت  سه  در  مثبت  بیمار  های  نمونه  از  شده 
مؤسسه   EP٠٥-A٣ ر�هنمای  با  مطابق  مختلف 
استاندا�دهای بالینی و آ�مایشگاهی(CLSI) بدست 
از  کمتر  درونی سنجی  تغی�ر�ت دقت  آمد. ضر�ب 
٠٫٥٪ و برون سنجی ٠٫٢٥٪ محاسبه گ�دید . بد�ن 
تکر�ر  موید  آمده  بدست  تغی�ر�ت  ضر�یب  ت�تیب 
و�روس  و�روس  کیفی  شناسا�ي  کیت  پذ�ری 
می  فعلی   Real-time PCR روش  به   B هپاتیت 

باشد.

:(Specificity)٥- اختصاصیت
 EP٠٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق  اختصاصیت  ارز�ابی 
و  بالینی  استاندا�دهای  مؤسسه 
آ�مایشگاهی(CLSI)، جهت تعی�ن واکنش متقاطع 
و�روس  کیفی  شناسا�ي  کیت   (cross reaction)
و�روس هپاتیت B به روش Real-time PCR فعلی 
هر�س  شامل  مختلف  ها  و�روس   DNA سا�ر  با 
سیمپلکس و�روس تایپ ١و ٢، اپشتن بار و�روس، 
 ،  VZV و   CMV، HCV آدنوو�روس،   ،٦-٧-٨-HHV
 Bان�روو�روس، و�روس تب ن�ل غربی و و�روس ١٩
 ١٠٠ بالینی  اختصاصیت  و  ندا�د  متقاطع  واکنش 
از  تداخل  د�صد  ارز�ابی  همچن�ن  است.  د�صد 
ناحیه مداخله گ�های آلبوم�ن، گلوکز، بیلی روب�ن، 
و  انجام  ق�مز  گلبول  و  اور�ک  اسید  او�ه،  چربی، 
و�روس  �دیابی  بر  تأث�ری  که  گ�دید  مشخص 

و�روس هپاتیت B (HBV)، ندا�د.

:(Sensitivity) ٦- حساسیت
 EP٠٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق  حساسیت  ارز�ابی 
و  بالینی  استاندا�دهای  مؤسسه 
آ�مایشگاهی(CLSI)، جهت تعی�ن حساسیت بالینی 
 B کیت شناسا�ي کیفی و�روس و�روس هپاتیت
با کیت  Real-time PCR فعلیدر مقایسه  به روش 
 ١٠٠ و  مثبت  بالینی  نمونه   ١٧٠ روی  دیگر  مستقل 
مدنظر)   B هپاتیت  و�روس  نظر  از  منفی  نمونه 
 ٪٩٩٫٣ بالینی   حساسیت  م�ز�ن  که  شد  انجام 

(٩٥٪ CI :٩٦٫٧-١٠٠٪) حاصل شد. 

٧- پدیده هوک:
مشاهده   ٩:CT تا   هوک  پدیده  کیت  ا�ن  در 

نگ�دید.

منابع و مر�جع:
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عنوان محصول:
Real time PCR به روش B کیت تشخیص کیفی هپاتیت

مع�فی محصول:
از  و�روس   DNA یک   B (HBV) هپاتیت  و�روس 

خانواده و�روس های Hepadnaviridae است که در 

از  ٨ �نوتیپ (A-H) یافت می شود. HBV متشکل 

یک نوکلئوکپسید و �وسته ای از لیپیدهای سلول 

می  و�روسی  سطحی  های  �روت��ن  و  م�زبان 

 ١٠٠ به م�ز�ن  آلوده  باشد.HBsAg  توسط سلولهای 

بر�بر از و�روسهای کامل ت�شح می شود.HBV �نوم 

خود ر� با استفاده از یک م�حله بینابینی- RNA تکث�ر 

می کند ، به طوری که �نوم HBV می تواند تا حدی 

 HBsAg در �نوم سلول کبدی ادغام شود. بنابر��ن

 virus) و�روس  ب�داری  نسخه  بدون  تواند  می 

تولید  بالا  سطح  در  ،همچنان   (replication

RNA در حقیقت  شود.وجود ا�ن م�حله بینابینی- 

تنوع نسبتا بالای HBV ر� که بر�ی یک DNA- و�روس 

غ�ر معمول است ،توض�ح می دهد. بخصوص در 

گونه  سر�عا  که  است  ممکن  د�مان  تحت  شر�یط 

شوندکه  HBV (HBV-variants)ایجاد  از  هائی 

سیستم ایمنی بدن ر� تضعیف می کنند یا در بر�بر 

به   HBV هستند.  مقاوم  و�روسی  ضد  داروهای 

 HBV خودی خود سیتوپاتوژن نیست. علائم عفونت

عمدتاً بر اساس دفاع ایمنی سلولی م�زبان در بر�بر 

سلولهای آلوده کبدی است. عفونت HBV از طر�ق 

آلوده و  یا ت�شحات  با خون  ، تماس  تماس جنسی 

نوز�د من�قل می  به  آلوده  با�دار  �نان  از  همچن�ن 

 ٠٫١  ، باشد  ز�اد   HBV غلظت  اگر   .(٪٥ (خطر  شود 

طر�ق  (از  عفونت  ان�قال  بر�ی  خون  میکرولیتر 

ضایعات �وستی و غشای مخاطی) کافی است. در 

ناقل�ن و�روس های عفونی در ادر�ر ، بز�ق ، ما�ع 

منی ، صفر� و ش�ر مادر ن�ز یافت می شوند. خطر 

 HBsAg از یک بیمار با شاخص HBV ابتلا به عفونت

 Needle) مثبت ، پس از آسیب دیدگی توسط سوزن

stick injury) حدود ١٠-٣٠٪ است . البته ا�ن مسئله 

به بار و�روسی بیمار شاخص ، شدت آسیب و م�ز�ن 

ما�ع عفونی من�قل شده ن�ز بستگی دا�د. آ�مایش 

PCR بر�ی جستجوی DNA و�روس HBV به تشخیص 

بدن  در    B هپاتیت  و�روس  عفونت  هنگام  زود 

م�زبان، به منظور پ�شگ�ری از بروز عوا�ض شدید 

که می تواند تاث�ر نامطلوبی بر پ�ش آگهی بگذا�د، 

شناسا�ي  جهت  آ�مايشگاهی  کیت  است.  ضروری 

بالینی  های  نمونه  در   B هپاتیت  و�روس  کیفی 

پلاسما طر�حی گ�دیده است.

اساس آ�مایش:
ا�ن کیت بر مبنای روش Real time PCR Multiplex با 

شناسا�ي  بر�ی  خاص   TaqMan �روب  از  استفاده 

ا�ن  است.  شده  طر�حي   B هپاتیت  و�روس  کیفی 

 (Multiplex PCR) هم�مان  تکث�ر  بر  مبتنی  روش 

قطعات DNA و�روس هپاتیت B (HBV) است. تجز�ه 

و تحل�ل Real-time PCR بر�ی حضور ا�ن عوامل در 

١ ت�وب انجام می شود که عامل در کانال فلو�سنت 

ژن  از  ای  قطعه  شود.  می  شناسا�ی  ز�د 

انسانی(RNase P) در ت�وب واکنش به عنوان کن�رل 

باید  داخلی  کن�رل  شود.  می  استفاده  داخلی 

باشد.  موجود  کافی  مقدار  به  نمونه  در  همیشه 

بنابر��ن، استفاده از یک کن�رل داخلی نه تنها نظا�ت 

تقویت  و   DNA (استخر�ج  آ�مایش  مر�حل  بر 

Real-time PCR) بلکه ارز�ابی کفایت نمونه ب�داری 

و ذخ��ه سازی مواد بالینی ر� ممکن می سا�د. 

 

محتویات کیت:
جدول ۱: مع�ف های کیت

در کیت موجود  نیاز که  و وسایل مو�د  مواد 
نیست:

١. انواع دستگاه های آ�مایشگاهی شامل:

 ١. یخچال و فر�زر ٢٠-  د�جه آ�مایشگاهی

PCR Work station  یا II ٢. هود ز�ستی کلاس

٣. سمپل�های متغ�ر

٤. میکروسان�ر�ف�وژ

٥. میکسر روم�زی

با   Real-time PCR کالیبر  و  ارز�ابی  دستگاه   .٦

 Quasar/CY(ز�د)، ٥ FAM/VIC/JOE حداقل ۳ کانال

     (ROX/Texas Red) ٦٧٠ (ق�مز) یا نا�نجی

کام�  تا  شوند  مخلوط  کامل  طور  به  اما  آر�می، 

یکنواخت و همگن گ�دند.

احتیاطات و هشدا�ها:
کارب�د  آ�مایشگاهی  تشخیص  بر�ی  فقط  کیت   .١

دا�د. از ن�ا�ج ا�ن کیت به تنها�ی جهت تشخیص 

تائید یا �د عفونت نباید استفاده نمود. 

لحاظ  از  رو  ها  ویال  کیت،  از  استفاده  از  پ�ش   .٢

نشتی یا آسیب بر�سی کنید. 

٣. کیت ر� هنگام نگهداری و ح�ن حمل و نقل به 

حالت ایستاده قر�ر دهید و از تماس تمام مع�ف ها 

با نور مستقیم جلوگ�ری شود.

سازی  آماده  یا  استخر�ج  مر�حل  انجام  طی  در   .٤

هر  ب�ن  ر�  خود  های  دستکش  واکنش،  مخلوط 

م�حله م�تب تعویض کنید تا از ایجاد آلودگی های 

کار  مر�حل  آ�مایش جلوگ�ری شود.  روند  در  کاذب 

باید طبق شر�یط استاندا�د آ�مایشگاه در پ�شگ�ری 

از ایجاد آلودگی و عفونت انجام گ��د و همچن�ن 

به مانند  ا�ن تست  زباله های عفونی  شر�یط دفع 

دیگر عوامل بیماری ز� می باشد.

مو�د   PCR آ�مایشگاه  در  که  وسایل  تمامی   .٥

انجام  از  بعد  و  قبل  باید  می گ��ند  قر�ر  استفاده 

الکل ٧٠٪ ضد  و   ٪١٠ با هی�وکلر�ت سدیم  تست 

عفونی شوند و از جابه جا�ی ا�ن وسایل ب�ن بخش 

باید  بخش  واقع هر  در  کنید.  ��ه�ز  های مختلف 

وسایل، مواد و مخصوصا سمپلر مختص به خود ر� 

سمپلر  نوک  از  تست  انجام  �مان  در  باشد.  داشته 

فیلتر دار استفاده شود.

٦. کیت حاوی کن�رل مثبت می باشد بر�ی جلوگ�ری 

از ایجاد آلودگی به دیگر اجز�ی کیت، بهتر است آنر� 

اجز�ی کیت جدا و در یک جعبه دیگر قر�ر  از دیگر 

دهید و در مواقع استفاده احتیاط کنید.

آماده سازی مع�ف ها:
نکات مهم در انجام تست:

١. قبل از شروع کار اطمینان حاصل نمای�د که دمای 

کلیه اجز�ء کیت به دمای اتاق �سیده باشد. 

آ�مایش بخوبی  از  ر� قبل  ٢. مع�ف ها و نمونه ها 

مخلوط نمای�د. 

٣. فر�یند پ�پتینگ از اهمیت بسیار بالا�ی ب�خو�دار 

است. پ�پتینگ ناکافی باعث تغی�ر غلظت مناسب 

مست�میکس و �ر�یمر و �روب ها خواهد شد. 

٤. در هر بار انجام آ�مایش کن�رل مثبت کیت باید 

٢. موا�د مص�فی شامل:

١. کیت استخر�ج DNA و�روسی 

٢. نوک سمپلر (استر�ل فیلتر دار ت�ج�ح داده می 

شود)

 DNase و RNase ٣. میکروت�وب عاری از

فاقد  مص�ف  یکبار  دستکش  مص�فی:  مواد   .٣

علامت  خودکار  آ�مایشگاهی،  های  رو�وش  �ودر، 

گذاری آ�مایشگاهی و رول دستمال کاغذی

دستگاه هاي سا�گار با کیت:
 Real time تمامی دستگاه های  روي  بر  کیت  ا�ن 

PCR HEX/VIC/JOE (ز�د)، Quasar/CY٥ ٦٧٠ (ق�مز) 

یا /Texas Red /ROX (نا�نجی) قابل استفاده است.

نگهداری کیت:
١. کیت پس از تحویل باید در دمای ٢٠- د�جه سان�ي 

در  دما  حفظ  شوند.  نگهداري  تار�كي  در  و  گر�د 

مدت �مان نگهداری محصول الز�می است. 

از  مواد،  مجدد  ک�دن  ذوب  دفعات  افز�یش  با   .٢

حساسیت کیت کاسته می شود. بر�ي كار��ي هر چه 

بهتر كيت، از ذوب و �خ �دگي چند�ن با�ه محلول 

ها (بیش از ٣ م�تبه) خودداري شود. 

انقضاء  تار�خ  تا  کیت  اجز�ء  و  ها  مع�ف  کلیه   .٣

مندرج برروی جعبه کیت به ش�ط نگهداری در دمای 

مذکور پایدار هستند.

٤. اجز�ء کیت ها با سری ساخت متفاوت ر� با یکدیگر 

ها  مع�ف  د�ب  جا�ی  جابه  از  و  نساز�د  مخلوط 

ب��ه�ز�د.

جمع آوری و آماده سازی نمونه:
١. نوع نمونه: خون و پلاسما 

٢. شر�یط نمونه␊گ�ری: جمع آوری بر اساس شر�یط 
و نوع نمونه طبق �روتکل های موجود انجام گ��د.

می  شده  در�افت  نمونه  نمونه:  نگهداری   .٣
قر�ر  استفاده  مو�د  آ�مایش  بر�ی  بلافاصله  تواند 

روز  همان  در  آ�مایش  انجام  که  صو�تی  در  گ��د. 

جمع آوری نمونه امکان پذ�ر نباشد، می توان بر�ی 

تا ٨ د�جه سان�یگر�د   ٢ در دمای  مدت ٤٨ ساعت 

نگهداری ک�د.  بر�ی مدت طولانی تر  نمونه ها باید 

در°٢٠C- سان�یگر�د نگهداری شود. 

اجتناب  ها  نمونه  مکرر  انجماد  و  ذوب  از   .٤
به  آ�مایش  از  قبل  باید  نمونه های منجمد  کنید. 

qPCR مو�د استفاده قر�ر مي گ��د.  ابتدا در محل 

مناسب و استر�ل، محتویات کیت ر� از داخل بسته 

بندی خارج ک�ده و اجا�ه دهید تا در دمای اتاق ذوب 

شوند. مر�حل مطابق با مر�حل ز�ر انجام می شود:

١میکروت�وب  بیمار  هر  بر�ی  آ�مایشات  کلیه  در   -١

همر�ه با میکروت�وب های کن�رل مثبت و منفی و 

NTC نام گذاری نمائید. 

٢- جهت انجام آ�مايش، مواد و واكنش¬گر ر� روی 

�خ قر�ر دهید. 

تمامی  به   HBVM از  کدام  هر  از  میکرولیتر   ١٥  -٣

میکروت�وب های نام گذاری شده اضافه کنید. 

٤- ٥ میکرولیتر آب مقطر استر�ل ر� به میکروت�وب 

NTC اضافه کنید. 

٥- ٥ میکرولیتر کن�رل منفی به میکروت�وب ها�ی 

که بر�ی آن نام گذاری شده است اضافه کنید. 

٦-  ٥ میکرولیتر از کن�رل مثبت در یک فضای دور از 

محوطه آماده سـازی سـا�ر مخلوطهای واکنـش بـه 

ت�وب واکنش کن�رل مثبت اضافه کنید. 

به  ر�  بیمار�ن  نمونه   DNA از  میکرولیتر   ٥  -٧

میکروت�وب ها�ی که بر�ی آن نام گذاری شده است 

اضافه کنید.

٨-محتویات میکروت�وب ها ر� خوب مخلوط ک�ده و 

یا Spin کوتاه انجام دهید. 

جدول ۲: مقاد�ر واکنش

 :Real-time PCR انجام واکنش
 Real time PCR ر� در دستگاه  ت�وب های واکنش 

کنید.  اجر�  ر�  ز�ر  دما�ی  ب�نامه  و  دهید  قر�ر 

خوانش  نوع  و  واکنش  های  ت�وب  مشخصات 

فلو�سنت در هر ت�وب ر� در جدول ز�ر مشاهده می 

کنید.  

نوع  و  واکنش  های  ت�وب  مشخصات   :  ۳ جدول 

خوانش تا�گت های کیت

استفاده شود تا کار�ئی واکنش مو�د ارز�ابی قر�ر 

گ��د. 

هر  متعاقب  و  آ�مایش  انجام  مر�حل  کلیه  در    .٥

م�حله پ�پتینگ، ت�وب ها از نظر وجود حباب بر�سی 

به  آهسته  ضربه  با  حباب  وجود  صو�ت  در  شوند. 

ت�وب از محیط خارج شوند. 

�نگ  حاوی  که  کن��لی  ماده  یا  نمونه  نوع  هر   .٦

باشد، با ا�ن کیت سا�گار نبوده و آ�مایش برروی آنها 

ممکن است منجر به ن�ا�ج کاذب شود.

نکات مهم در انجام تست:

١. قبل از شروع کار اطمینان حاصل نمای�د که دمای 

کلیه اجز�ء کیت به دمای اتاق �سیده باشد. 

آ�مایش بخوبی  از  ر� قبل  ٢. مع�ف ها و نمونه ها 

مخلوط نمای�د. 

صو�ت  به  ر�  ها  نمونه  و  ها  کن�رل  است  بهتر   .٣

 CT میانگ�ن  و  کنید  آ�مایش   (Duplicate)دوتا�ی

جهت محاسبه ن�ا�ج مو�د استفاده قر�ر گ��د.

٤. ف�آیند پ�پتینگ از اهمیت بسیار بالا�ی ب�خو�دار 

است. پ�پتینگ ناکافی باعث تغی�ر غلظت مناسب 

مست�میکس و �ر�یمر و �روب ها خواهد شد. 

٥. در هر بار انجام آ�مایش کن�رل مثبت کیت باید 

استفاده شود تا کار�ئی واکنش مو�د ارز�ابی قر�ر 

گ��د. 

هر  متعاقب  و  آ�مایش  انجام  مر�حل  کلیه  در    .٦

م�حله پ�پتینگ، ت�وب ها از نظر وجود حباب بر�سی 

به  آهسته  ضربه  با  حباب  وجود  صو�ت  در  شوند. 

ت�وب از محیط خارج شوند. 

�نگ  حاوی  که  کن��لی  ماده  یا  نمونه  نوع  هر   .٧

باشد، با ا�ن کیت سا�گار نبوده و آ�مایش برروی آنها 

ممکن است منجر به ن�ا�ج کاذب شود.

روش انجام آ�مایش:
:Real-time PCR آماده سازی قبل از واکنش

و�روس،  �نوم  تخلیص  های  کیت  از  استفاده  با 

نسبت به استخر�ج DNA  و�روسی ، از نمونه بالینی 

در  محصول  ا�ن  است  ذکر  به  لا�م  شود.  اقدام 

ب�دا�نده کیت استخر�ج DNA  نیست ولی با بیشتر 

 Roche مانند  نوکلئیک  اسید  تخلیص  های  کیت 

همخوانی دا�د. 

آماده سازی مخلوط واکنش Real-time PCR کیفی 

تک م�حله ای: 

اسید نوکلئیک استخر�ج شده مستقيما در واكنش 

خوانش،  کانال  ان�خاب  و  تنظیمات  انجام  از  پس 

فایل ر� ذخ��ه ک�ده و دستگاه ر� با ب�نامه دمائی و 

�مانی ز�ر ر�ه اندازی کنید.

جدول ۴: مشخصات واکنش حر��تی
  تعداد سیکل               �مان                 دما  (ºC)                        مر�حل 

Initial Denaturation                ٥                      ٩٥ min                        ١            

Annealing/ Extension              ٢٠                      ٩٥ sec                       ٤٠          

       (���/���)                     ٣٠                   *٥٥ sec                       ٤٠          

* م�حله ای که خوانش انجام شود.

محاسبه ن�ا�ج:
پس از اتمام واکنش، ن�ا�ج ذخ��ه شده ر� مطابق 

با جداول ز�ر آنال�ز کنید.

تصو�ر ۱: ن�ا�ج تفس�ری ت�وب واکنش در کیت

جدول ۵: تفس�ر ن�ا�ج کیت

توجه داشته باشید نمونه تنها �مانی مثبت در نظر 
گ�فته میشود که دار�ی منحنی سیگموی�دی و فاز 
لگار�تمی باشد و تنها در ا�ن حالت CT معتبر بوده 
و قابل استناد و تفس�ر می باشد. در غیاب منحنی 
و  شود  می  محسوب  منفی  نمونه  سیگموی�دی، 

CT آن در صو�ت وجود فاقد ار�ش می باشد. 

کن�رل کیفی: 
 در هر کیت علاوه بر مست�میکس دو میکروت�وب 
که  دا�د  وجود  مثبت  منفی،  کن�رل  شامل 
مشخصات هر یک برروی ب�چسب ویال درج شده 
است.  علاوه بر کن�رل های داخل کیت، کا�شناس 
در  که  مثبت  های  نمونه  از  تواند  می  آ�مایشگاه 

خود آ�مایشگاه تهیه شده ن�ز استفاده نماید. 

خصوصیات  اجر��ی کیت:
 :(Lower limit of measurement)١- حدپای�نی اندا�ه گ�ری
 ،(Limit-of-detection: LOD)سازی آشکار  حد 

مؤسسه   EP١٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق 
استاندا�دهای بالینی و آ�مایشگاهی(CLSI) بدست 
با  کیت  ا�ن  سازی  آشکار  حد  تعی�ن  بر�ی  آمد. 
استفاده از نمونه کلون شده حاوی بخشی از �نوم 
و  است  شده  بر�سی   B هپاتیت  و�روس  و�روس 
باشد.  می  لیتر  میلی  در  واحد  نیم  و  یك  معادل 
یعنی در ٩٥ ٪موا�دی که تیتر و�روس در نمونه 
مو�د آ�مایش بیش از ا�ن م�ز�ن باشد، توسط ا�ن 
کیت تشخیص داده خواهد شد. در صو�ت کاهش 
ضر�ب  با  اما  م�ز�ن  ا�ن  از  کمتر  به  نمونه  تیتر 
به  قادر  کیت  همچنان  کمتر  مر�تب  به  اطمینان 

تشخیص خواهد بود.

 :(Dynamic Range) ٢- �نج دینامیک
�نج دینامیک و �نج خطی کیت موجود بر�بر با ١٠١ تا ١٠٩ 
می باشد. و ضر�ب همبستگی واکنش  (r٢) در حدود 
٠/٩٩٩ می باشد. همچن�ن با�ده (Efficiency) واکنش 

در کانال های مختلف بر�بر با ٩٨٪ تا ٪٩٩ است.

:(Linearity) ٣- خطی بودن
کلون  نمونه  از  استفاده  با  کیت  ا�ن  بودن  ی 

ّ
خط

و�روس  و�روس  �نوم  از  بخشی  حاوی  شده 
دو  با�ه  شامل  و  است  شده  بر�سی   B هپاتیت 
پنج  تا  لیتر  میلی  در  واحد  هز�ر  پانصد  و  میل�ون 

واحد در میلی لیتر می باشد.

:(Precision) ٤- دقت
کیت  های  مع�ف  کلیه  از  استفاده  با  روش  دقت 

 B (HBV) شناسا�ي کیفی و�روس و�روس هپاتیت
به روش Real-time PCR فعل�و نمونه های تهیه 
غلظت  سه  در  مثبت  بیمار  های  نمونه  از  شده 
مؤسسه   EP٠٥-A٣ ر�هنمای  با  مطابق  مختلف 
استاندا�دهای بالینی و آ�مایشگاهی(CLSI) بدست 
از  کمتر  درونی سنجی  تغی�ر�ت دقت  آمد. ضر�ب 
٠٫٥٪ و برون سنجی ٠٫٢٥٪ محاسبه گ�دید . بد�ن 
تکر�ر  موید  آمده  بدست  تغی�ر�ت  ضر�یب  ت�تیب 
و�روس  و�روس  کیفی  شناسا�ي  کیت  پذ�ری 
می  فعلی   Real-time PCR روش  به   B هپاتیت 

باشد.

:(Specificity)٥- اختصاصیت
 EP٠٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق  اختصاصیت  ارز�ابی 
و  بالینی  استاندا�دهای  مؤسسه 
آ�مایشگاهی(CLSI)، جهت تعی�ن واکنش متقاطع 
و�روس  کیفی  شناسا�ي  کیت   (cross reaction)
و�روس هپاتیت B به روش Real-time PCR فعلی 
هر�س  شامل  مختلف  ها  و�روس   DNA سا�ر  با 
سیمپلکس و�روس تایپ ١و ٢، اپشتن بار و�روس، 
 ،  VZV و   CMV، HCV آدنوو�روس،   ،٦-٧-٨-HHV
 Bان�روو�روس، و�روس تب ن�ل غربی و و�روس ١٩
 ١٠٠ بالینی  اختصاصیت  و  ندا�د  متقاطع  واکنش 
از  تداخل  د�صد  ارز�ابی  همچن�ن  است.  د�صد 
ناحیه مداخله گ�های آلبوم�ن، گلوکز، بیلی روب�ن، 
و  انجام  ق�مز  گلبول  و  اور�ک  اسید  او�ه،  چربی، 
و�روس  �دیابی  بر  تأث�ری  که  گ�دید  مشخص 

و�روس هپاتیت B (HBV)، ندا�د.

:(Sensitivity) ٦- حساسیت
 EP٠٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق  حساسیت  ارز�ابی 
و  بالینی  استاندا�دهای  مؤسسه 
آ�مایشگاهی(CLSI)، جهت تعی�ن حساسیت بالینی 
 B کیت شناسا�ي کیفی و�روس و�روس هپاتیت
با کیت  Real-time PCR فعلیدر مقایسه  به روش 
 ١٠٠ و  مثبت  بالینی  نمونه   ١٧٠ روی  دیگر  مستقل 
مدنظر)   B هپاتیت  و�روس  نظر  از  منفی  نمونه 
 ٪٩٩٫٣ بالینی   حساسیت  م�ز�ن  که  شد  انجام 

(٩٥٪ CI :٩٦٫٧-١٠٠٪) حاصل شد. 

٧- پدیده هوک:
مشاهده   ٩:CT تا   هوک  پدیده  کیت  ا�ن  در 

نگ�دید.

منابع و مر�جع:
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جدول نمادها:

   مو�د ان�ظار و معتبر

تکث�ـــر  منحنـــی  حضـــور  عـــدم 

  CT یا HEX سیگموئیدی در کانال

کمتر از ٣٨ و وجود منحنی تکث�ر 

در کانال CY٥ در CT کمتر از ٣٥. 

تکث�ـــر  منحنـــی  حضـــور  عـــدم 

و   HEX کانـــال  در  ســـیگموئیدی 

CY٥ یا CT کمتر از ٣٨ 

تکث�ـــر  منحنـــی  حضـــور 

سیگموئیدی در کانال HEX نشان 

تکث�ـــر  منحنـــی  و   HBV دهنـــده 

 ،CY٥ کانـــال  در  ســـیگموئیدی 

 HEX بایـــد بـــر�ی کانال CT ن�یجـــه

٢٣-١٩ باشد.

حضـــور تکث�ـــر ســـیگموئیدی در 

کانـــال HEX و منحنـــی تکث�ـــر در 

کانال CY٥ در CT کمتر از ٣٥

حضـــور تکث�ـــر ســـیگموئیدی در 

کانال HEX و عـــدم منحنی تکث�ر 

در کانال CY٥ در CT کمتر از ٣٥

حضـــور تکث�ـــر ســـیگموئیدی در 

کانـــال HEX و منحنـــی تکث�ـــر در 

کانال CY٥ در CT بالاتر از ٣٥

در  ســـیگموئیدی  تکث�ـــر  عـــدم 

کانال HEX و عـــدم منحنی تکث�ر 

 CYدر کانال ٥

در  ســـیگموئیدی  تکث�ـــر  عـــدم 

کانـــال HEX و منحنـــی تکث�ـــر در 

کانال CY٥ در CT پائ�ن تر از ٣٥

ن�یجه و تفس�ر

معتبر

معتبر

معتبر

مثبت

مثبت

تکر�ر استخر�ج و در صو�ت 

تکر�ر هم�ن ن�یجه: مثبت 

تکر�ر استخر�ج و در صو�ت 

تکر�ر هم�ن ن�یجه: 

تکر��نمونه گ�ری 

منفی 

فا�ها

کن�رل منفی

NTC کن�رل

کن�رل مثبت

HBV

HBV

HBV

HBV

HBV



عنوان محصول:
Real time PCR به روش B کیت تشخیص کیفی هپاتیت

مع�فی محصول:
از  و�روس   DNA یک   B (HBV) هپاتیت  و�روس 

خانواده و�روس های Hepadnaviridae است که در 

از  ٨ �نوتیپ (A-H) یافت می شود. HBV متشکل 

یک نوکلئوکپسید و �وسته ای از لیپیدهای سلول 

می  و�روسی  سطحی  های  �روت��ن  و  م�زبان 

 ١٠٠ به م�ز�ن  آلوده  باشد.HBsAg  توسط سلولهای 

بر�بر از و�روسهای کامل ت�شح می شود.HBV �نوم 

خود ر� با استفاده از یک م�حله بینابینی- RNA تکث�ر 

می کند ، به طوری که �نوم HBV می تواند تا حدی 

 HBsAg در �نوم سلول کبدی ادغام شود. بنابر��ن

 virus) و�روس  ب�داری  نسخه  بدون  تواند  می 

تولید  بالا  سطح  در  ،همچنان   (replication

RNA در حقیقت  شود.وجود ا�ن م�حله بینابینی- 

تنوع نسبتا بالای HBV ر� که بر�ی یک DNA- و�روس 

غ�ر معمول است ،توض�ح می دهد. بخصوص در 

گونه  سر�عا  که  است  ممکن  د�مان  تحت  شر�یط 

شوندکه  HBV (HBV-variants)ایجاد  از  هائی 

سیستم ایمنی بدن ر� تضعیف می کنند یا در بر�بر 

به   HBV هستند.  مقاوم  و�روسی  ضد  داروهای 

 HBV خودی خود سیتوپاتوژن نیست. علائم عفونت

عمدتاً بر اساس دفاع ایمنی سلولی م�زبان در بر�بر 

سلولهای آلوده کبدی است. عفونت HBV از طر�ق 

آلوده و  یا ت�شحات  با خون  ، تماس  تماس جنسی 

نوز�د من�قل می  به  آلوده  با�دار  �نان  از  همچن�ن 

 ٠٫١  ، باشد  ز�اد   HBV غلظت  اگر   .(٪٥ (خطر  شود 

طر�ق  (از  عفونت  ان�قال  بر�ی  خون  میکرولیتر 

ضایعات �وستی و غشای مخاطی) کافی است. در 

ناقل�ن و�روس های عفونی در ادر�ر ، بز�ق ، ما�ع 

منی ، صفر� و ش�ر مادر ن�ز یافت می شوند. خطر 

 HBsAg از یک بیمار با شاخص HBV ابتلا به عفونت

 Needle) مثبت ، پس از آسیب دیدگی توسط سوزن

stick injury) حدود ١٠-٣٠٪ است . البته ا�ن مسئله 

به بار و�روسی بیمار شاخص ، شدت آسیب و م�ز�ن 

ما�ع عفونی من�قل شده ن�ز بستگی دا�د. آ�مایش 

PCR بر�ی جستجوی DNA و�روس HBV به تشخیص 

بدن  در    B هپاتیت  و�روس  عفونت  هنگام  زود 

م�زبان، به منظور پ�شگ�ری از بروز عوا�ض شدید 

که می تواند تاث�ر نامطلوبی بر پ�ش آگهی بگذا�د، 

شناسا�ي  جهت  آ�مايشگاهی  کیت  است.  ضروری 

بالینی  های  نمونه  در   B هپاتیت  و�روس  کیفی 

پلاسما طر�حی گ�دیده است.

اساس آ�مایش:
ا�ن کیت بر مبنای روش Real time PCR Multiplex با 

شناسا�ي  بر�ی  خاص   TaqMan �روب  از  استفاده 

ا�ن  است.  شده  طر�حي   B هپاتیت  و�روس  کیفی 

 (Multiplex PCR) هم�مان  تکث�ر  بر  مبتنی  روش 

قطعات DNA و�روس هپاتیت B (HBV) است. تجز�ه 

و تحل�ل Real-time PCR بر�ی حضور ا�ن عوامل در 

١ ت�وب انجام می شود که عامل در کانال فلو�سنت 

ژن  از  ای  قطعه  شود.  می  شناسا�ی  ز�د 

انسانی(RNase P) در ت�وب واکنش به عنوان کن�رل 

باید  داخلی  کن�رل  شود.  می  استفاده  داخلی 

باشد.  موجود  کافی  مقدار  به  نمونه  در  همیشه 

بنابر��ن، استفاده از یک کن�رل داخلی نه تنها نظا�ت 

تقویت  و   DNA (استخر�ج  آ�مایش  مر�حل  بر 

Real-time PCR) بلکه ارز�ابی کفایت نمونه ب�داری 

و ذخ��ه سازی مواد بالینی ر� ممکن می سا�د. 

 

محتویات کیت:
جدول ۱: مع�ف های کیت

در کیت موجود  نیاز که  و وسایل مو�د  مواد 
نیست:

١. انواع دستگاه های آ�مایشگاهی شامل:

 ١. یخچال و فر�زر ٢٠-  د�جه آ�مایشگاهی

PCR Work station  یا II ٢. هود ز�ستی کلاس

٣. سمپل�های متغ�ر

٤. میکروسان�ر�ف�وژ

٥. میکسر روم�زی

با   Real-time PCR کالیبر  و  ارز�ابی  دستگاه   .٦

 Quasar/CY(ز�د)، ٥ FAM/VIC/JOE حداقل ۳ کانال

     (ROX/Texas Red) ٦٧٠ (ق�مز) یا نا�نجی

کام�  تا  شوند  مخلوط  کامل  طور  به  اما  آر�می، 

یکنواخت و همگن گ�دند.

احتیاطات و هشدا�ها:
کارب�د  آ�مایشگاهی  تشخیص  بر�ی  فقط  کیت   .١

دا�د. از ن�ا�ج ا�ن کیت به تنها�ی جهت تشخیص 

تائید یا �د عفونت نباید استفاده نمود. 

لحاظ  از  رو  ها  ویال  کیت،  از  استفاده  از  پ�ش   .٢

نشتی یا آسیب بر�سی کنید. 

٣. کیت ر� هنگام نگهداری و ح�ن حمل و نقل به 

حالت ایستاده قر�ر دهید و از تماس تمام مع�ف ها 

با نور مستقیم جلوگ�ری شود.

سازی  آماده  یا  استخر�ج  مر�حل  انجام  طی  در   .٤

هر  ب�ن  ر�  خود  های  دستکش  واکنش،  مخلوط 

م�حله م�تب تعویض کنید تا از ایجاد آلودگی های 

کار  مر�حل  آ�مایش جلوگ�ری شود.  روند  در  کاذب 

باید طبق شر�یط استاندا�د آ�مایشگاه در پ�شگ�ری 

از ایجاد آلودگی و عفونت انجام گ��د و همچن�ن 

به مانند  ا�ن تست  زباله های عفونی  شر�یط دفع 

دیگر عوامل بیماری ز� می باشد.

مو�د   PCR آ�مایشگاه  در  که  وسایل  تمامی   .٥

انجام  از  بعد  و  قبل  باید  می گ��ند  قر�ر  استفاده 

الکل ٧٠٪ ضد  و   ٪١٠ با هی�وکلر�ت سدیم  تست 

عفونی شوند و از جابه جا�ی ا�ن وسایل ب�ن بخش 

باید  بخش  واقع هر  در  کنید.  ��ه�ز  های مختلف 

وسایل، مواد و مخصوصا سمپلر مختص به خود ر� 

سمپلر  نوک  از  تست  انجام  �مان  در  باشد.  داشته 

فیلتر دار استفاده شود.

٦. کیت حاوی کن�رل مثبت می باشد بر�ی جلوگ�ری 

از ایجاد آلودگی به دیگر اجز�ی کیت، بهتر است آنر� 

اجز�ی کیت جدا و در یک جعبه دیگر قر�ر  از دیگر 

دهید و در مواقع استفاده احتیاط کنید.

آماده سازی مع�ف ها:
نکات مهم در انجام تست:

١. قبل از شروع کار اطمینان حاصل نمای�د که دمای 

کلیه اجز�ء کیت به دمای اتاق �سیده باشد. 

آ�مایش بخوبی  از  ر� قبل  ٢. مع�ف ها و نمونه ها 

مخلوط نمای�د. 

٣. فر�یند پ�پتینگ از اهمیت بسیار بالا�ی ب�خو�دار 

است. پ�پتینگ ناکافی باعث تغی�ر غلظت مناسب 

مست�میکس و �ر�یمر و �روب ها خواهد شد. 

٤. در هر بار انجام آ�مایش کن�رل مثبت کیت باید 

٢. موا�د مص�فی شامل:

١. کیت استخر�ج DNA و�روسی 

٢. نوک سمپلر (استر�ل فیلتر دار ت�ج�ح داده می 

شود)

 DNase و RNase ٣. میکروت�وب عاری از

فاقد  مص�ف  یکبار  دستکش  مص�فی:  مواد   .٣

علامت  خودکار  آ�مایشگاهی،  های  رو�وش  �ودر، 

گذاری آ�مایشگاهی و رول دستمال کاغذی

دستگاه هاي سا�گار با کیت:
 Real time تمامی دستگاه های  روي  بر  کیت  ا�ن 

PCR HEX/VIC/JOE (ز�د)، Quasar/CY٥ ٦٧٠ (ق�مز) 

یا /Texas Red /ROX (نا�نجی) قابل استفاده است.

نگهداری کیت:
١. کیت پس از تحویل باید در دمای ٢٠- د�جه سان�ي 

در  دما  حفظ  شوند.  نگهداري  تار�كي  در  و  گر�د 

مدت �مان نگهداری محصول الز�می است. 

از  مواد،  مجدد  ک�دن  ذوب  دفعات  افز�یش  با   .٢

حساسیت کیت کاسته می شود. بر�ي كار��ي هر چه 

بهتر كيت، از ذوب و �خ �دگي چند�ن با�ه محلول 

ها (بیش از ٣ م�تبه) خودداري شود. 

انقضاء  تار�خ  تا  کیت  اجز�ء  و  ها  مع�ف  کلیه   .٣

مندرج برروی جعبه کیت به ش�ط نگهداری در دمای 

مذکور پایدار هستند.

٤. اجز�ء کیت ها با سری ساخت متفاوت ر� با یکدیگر 

ها  مع�ف  د�ب  جا�ی  جابه  از  و  نساز�د  مخلوط 

ب��ه�ز�د.

جمع آوری و آماده سازی نمونه:
١. نوع نمونه: خون و پلاسما 

٢. شر�یط نمونه␊گ�ری: جمع آوری بر اساس شر�یط 
و نوع نمونه طبق �روتکل های موجود انجام گ��د.

می  شده  در�افت  نمونه  نمونه:  نگهداری   .٣
قر�ر  استفاده  مو�د  آ�مایش  بر�ی  بلافاصله  تواند 

روز  همان  در  آ�مایش  انجام  که  صو�تی  در  گ��د. 

جمع آوری نمونه امکان پذ�ر نباشد، می توان بر�ی 

تا ٨ د�جه سان�یگر�د   ٢ در دمای  مدت ٤٨ ساعت 

نگهداری ک�د.  بر�ی مدت طولانی تر  نمونه ها باید 

در°٢٠C- سان�یگر�د نگهداری شود. 

اجتناب  ها  نمونه  مکرر  انجماد  و  ذوب  از   .٤
به  آ�مایش  از  قبل  باید  نمونه های منجمد  کنید. 

qPCR مو�د استفاده قر�ر مي گ��د.  ابتدا در محل 

مناسب و استر�ل، محتویات کیت ر� از داخل بسته 

بندی خارج ک�ده و اجا�ه دهید تا در دمای اتاق ذوب 

شوند. مر�حل مطابق با مر�حل ز�ر انجام می شود:

١میکروت�وب  بیمار  هر  بر�ی  آ�مایشات  کلیه  در   -١

همر�ه با میکروت�وب های کن�رل مثبت و منفی و 

NTC نام گذاری نمائید. 

٢- جهت انجام آ�مايش، مواد و واكنش¬گر ر� روی 

�خ قر�ر دهید. 

تمامی  به   HBVM از  کدام  هر  از  میکرولیتر   ١٥  -٣

میکروت�وب های نام گذاری شده اضافه کنید. 

٤- ٥ میکرولیتر آب مقطر استر�ل ر� به میکروت�وب 

NTC اضافه کنید. 

٥- ٥ میکرولیتر کن�رل منفی به میکروت�وب ها�ی 

که بر�ی آن نام گذاری شده است اضافه کنید. 

٦-  ٥ میکرولیتر از کن�رل مثبت در یک فضای دور از 

محوطه آماده سـازی سـا�ر مخلوطهای واکنـش بـه 

ت�وب واکنش کن�رل مثبت اضافه کنید. 

به  ر�  بیمار�ن  نمونه   DNA از  میکرولیتر   ٥  -٧

میکروت�وب ها�ی که بر�ی آن نام گذاری شده است 

اضافه کنید.

٨-محتویات میکروت�وب ها ر� خوب مخلوط ک�ده و 

یا Spin کوتاه انجام دهید. 

جدول ۲: مقاد�ر واکنش

 :Real-time PCR انجام واکنش
 Real time PCR ر� در دستگاه  ت�وب های واکنش 

کنید.  اجر�  ر�  ز�ر  دما�ی  ب�نامه  و  دهید  قر�ر 

خوانش  نوع  و  واکنش  های  ت�وب  مشخصات 

فلو�سنت در هر ت�وب ر� در جدول ز�ر مشاهده می 

کنید.  

نوع  و  واکنش  های  ت�وب  مشخصات   :  ۳ جدول 

خوانش تا�گت های کیت

استفاده شود تا کار�ئی واکنش مو�د ارز�ابی قر�ر 

گ��د. 

هر  متعاقب  و  آ�مایش  انجام  مر�حل  کلیه  در    .٥

م�حله پ�پتینگ، ت�وب ها از نظر وجود حباب بر�سی 

به  آهسته  ضربه  با  حباب  وجود  صو�ت  در  شوند. 

ت�وب از محیط خارج شوند. 

�نگ  حاوی  که  کن��لی  ماده  یا  نمونه  نوع  هر   .٦

باشد، با ا�ن کیت سا�گار نبوده و آ�مایش برروی آنها 

ممکن است منجر به ن�ا�ج کاذب شود.

نکات مهم در انجام تست:

١. قبل از شروع کار اطمینان حاصل نمای�د که دمای 

کلیه اجز�ء کیت به دمای اتاق �سیده باشد. 

آ�مایش بخوبی  از  ر� قبل  ٢. مع�ف ها و نمونه ها 

مخلوط نمای�د. 

صو�ت  به  ر�  ها  نمونه  و  ها  کن�رل  است  بهتر   .٣

 CT میانگ�ن  و  کنید  آ�مایش   (Duplicate)دوتا�ی

جهت محاسبه ن�ا�ج مو�د استفاده قر�ر گ��د.

٤. ف�آیند پ�پتینگ از اهمیت بسیار بالا�ی ب�خو�دار 

است. پ�پتینگ ناکافی باعث تغی�ر غلظت مناسب 

مست�میکس و �ر�یمر و �روب ها خواهد شد. 

٥. در هر بار انجام آ�مایش کن�رل مثبت کیت باید 

استفاده شود تا کار�ئی واکنش مو�د ارز�ابی قر�ر 

گ��د. 

هر  متعاقب  و  آ�مایش  انجام  مر�حل  کلیه  در    .٦

م�حله پ�پتینگ، ت�وب ها از نظر وجود حباب بر�سی 

به  آهسته  ضربه  با  حباب  وجود  صو�ت  در  شوند. 

ت�وب از محیط خارج شوند. 

�نگ  حاوی  که  کن��لی  ماده  یا  نمونه  نوع  هر   .٧

باشد، با ا�ن کیت سا�گار نبوده و آ�مایش برروی آنها 

ممکن است منجر به ن�ا�ج کاذب شود.

روش انجام آ�مایش:
:Real-time PCR آماده سازی قبل از واکنش

و�روس،  �نوم  تخلیص  های  کیت  از  استفاده  با 

نسبت به استخر�ج DNA  و�روسی ، از نمونه بالینی 

در  محصول  ا�ن  است  ذکر  به  لا�م  شود.  اقدام 

ب�دا�نده کیت استخر�ج DNA  نیست ولی با بیشتر 

 Roche مانند  نوکلئیک  اسید  تخلیص  های  کیت 

همخوانی دا�د. 

آماده سازی مخلوط واکنش Real-time PCR کیفی 

تک م�حله ای: 

اسید نوکلئیک استخر�ج شده مستقيما در واكنش 

خوانش،  کانال  ان�خاب  و  تنظیمات  انجام  از  پس 

فایل ر� ذخ��ه ک�ده و دستگاه ر� با ب�نامه دمائی و 

�مانی ز�ر ر�ه اندازی کنید.

جدول ۴: مشخصات واکنش حر��تی
  تعداد سیکل               �مان                 دما  (ºC)                        مر�حل 

Initial Denaturation                ٥                      ٩٥ min                        ١            

Annealing/ Extension              ٢٠                      ٩٥ sec                       ٤٠          

       (���/���)                     ٣٠                   *٥٥ sec                       ٤٠          

* م�حله ای که خوانش انجام شود.

محاسبه ن�ا�ج:
پس از اتمام واکنش، ن�ا�ج ذخ��ه شده ر� مطابق 

با جداول ز�ر آنال�ز کنید.

تصو�ر ۱: ن�ا�ج تفس�ری ت�وب واکنش در کیت

جدول ۵: تفس�ر ن�ا�ج کیت

توجه داشته باشید نمونه تنها �مانی مثبت در نظر 
گ�فته میشود که دار�ی منحنی سیگموی�دی و فاز 
لگار�تمی باشد و تنها در ا�ن حالت CT معتبر بوده 
و قابل استناد و تفس�ر می باشد. در غیاب منحنی 
و  شود  می  محسوب  منفی  نمونه  سیگموی�دی، 

CT آن در صو�ت وجود فاقد ار�ش می باشد. 

کن�رل کیفی: 
 در هر کیت علاوه بر مست�میکس دو میکروت�وب 
که  دا�د  وجود  مثبت  منفی،  کن�رل  شامل 
مشخصات هر یک برروی ب�چسب ویال درج شده 
است.  علاوه بر کن�رل های داخل کیت، کا�شناس 
در  که  مثبت  های  نمونه  از  تواند  می  آ�مایشگاه 

خود آ�مایشگاه تهیه شده ن�ز استفاده نماید. 

خصوصیات  اجر��ی کیت:
 :(Lower limit of measurement)١- حدپای�نی اندا�ه گ�ری
 ،(Limit-of-detection: LOD)سازی آشکار  حد 

مؤسسه   EP١٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق 
استاندا�دهای بالینی و آ�مایشگاهی(CLSI) بدست 
با  کیت  ا�ن  سازی  آشکار  حد  تعی�ن  بر�ی  آمد. 
استفاده از نمونه کلون شده حاوی بخشی از �نوم 
و  است  شده  بر�سی   B هپاتیت  و�روس  و�روس 
باشد.  می  لیتر  میلی  در  واحد  نیم  و  یك  معادل 
یعنی در ٩٥ ٪موا�دی که تیتر و�روس در نمونه 
مو�د آ�مایش بیش از ا�ن م�ز�ن باشد، توسط ا�ن 
کیت تشخیص داده خواهد شد. در صو�ت کاهش 
ضر�ب  با  اما  م�ز�ن  ا�ن  از  کمتر  به  نمونه  تیتر 
به  قادر  کیت  همچنان  کمتر  مر�تب  به  اطمینان 

تشخیص خواهد بود.

 :(Dynamic Range) ٢- �نج دینامیک
�نج دینامیک و �نج خطی کیت موجود بر�بر با ١٠١ تا ١٠٩ 
می باشد. و ضر�ب همبستگی واکنش  (r٢) در حدود 
٠/٩٩٩ می باشد. همچن�ن با�ده (Efficiency) واکنش 

در کانال های مختلف بر�بر با ٩٨٪ تا ٪٩٩ است.

:(Linearity) ٣- خطی بودن
کلون  نمونه  از  استفاده  با  کیت  ا�ن  بودن  ی 

ّ
خط

و�روس  و�روس  �نوم  از  بخشی  حاوی  شده 
دو  با�ه  شامل  و  است  شده  بر�سی   B هپاتیت 
پنج  تا  لیتر  میلی  در  واحد  هز�ر  پانصد  و  میل�ون 

واحد در میلی لیتر می باشد.

:(Precision) ٤- دقت
کیت  های  مع�ف  کلیه  از  استفاده  با  روش  دقت 

 B (HBV) شناسا�ي کیفی و�روس و�روس هپاتیت
به روش Real-time PCR فعل�و نمونه های تهیه 
غلظت  سه  در  مثبت  بیمار  های  نمونه  از  شده 
مؤسسه   EP٠٥-A٣ ر�هنمای  با  مطابق  مختلف 
استاندا�دهای بالینی و آ�مایشگاهی(CLSI) بدست 
از  کمتر  درونی سنجی  تغی�ر�ت دقت  آمد. ضر�ب 
٠٫٥٪ و برون سنجی ٠٫٢٥٪ محاسبه گ�دید . بد�ن 
تکر�ر  موید  آمده  بدست  تغی�ر�ت  ضر�یب  ت�تیب 
و�روس  و�روس  کیفی  شناسا�ي  کیت  پذ�ری 
می  فعلی   Real-time PCR روش  به   B هپاتیت 

باشد.

:(Specificity)٥- اختصاصیت
 EP٠٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق  اختصاصیت  ارز�ابی 
و  بالینی  استاندا�دهای  مؤسسه 
آ�مایشگاهی(CLSI)، جهت تعی�ن واکنش متقاطع 
و�روس  کیفی  شناسا�ي  کیت   (cross reaction)
و�روس هپاتیت B به روش Real-time PCR فعلی 
هر�س  شامل  مختلف  ها  و�روس   DNA سا�ر  با 
سیمپلکس و�روس تایپ ١و ٢، اپشتن بار و�روس، 
 ،  VZV و   CMV، HCV آدنوو�روس،   ،٦-٧-٨-HHV
 Bان�روو�روس، و�روس تب ن�ل غربی و و�روس ١٩
 ١٠٠ بالینی  اختصاصیت  و  ندا�د  متقاطع  واکنش 
از  تداخل  د�صد  ارز�ابی  همچن�ن  است.  د�صد 
ناحیه مداخله گ�های آلبوم�ن، گلوکز، بیلی روب�ن، 
و  انجام  ق�مز  گلبول  و  اور�ک  اسید  او�ه،  چربی، 
و�روس  �دیابی  بر  تأث�ری  که  گ�دید  مشخص 

و�روس هپاتیت B (HBV)، ندا�د.

:(Sensitivity) ٦- حساسیت
 EP٠٧-A٢ ر�هنمای  با  مطابق  حساسیت  ارز�ابی 
و  بالینی  استاندا�دهای  مؤسسه 
آ�مایشگاهی(CLSI)، جهت تعی�ن حساسیت بالینی 
 B کیت شناسا�ي کیفی و�روس و�روس هپاتیت
با کیت  Real-time PCR فعلیدر مقایسه  به روش 
 ١٠٠ و  مثبت  بالینی  نمونه   ١٧٠ روی  دیگر  مستقل 
مدنظر)   B هپاتیت  و�روس  نظر  از  منفی  نمونه 
 ٪٩٩٫٣ بالینی   حساسیت  م�ز�ن  که  شد  انجام 

(٩٥٪ CI :٩٦٫٧-١٠٠٪) حاصل شد. 

٧- پدیده هوک:
مشاهده   ٩:CT تا   هوک  پدیده  کیت  ا�ن  در 

نگ�دید.

منابع و مر�جع:
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جدول نمادها:

شما�ه �ف�نس

سری ساخت

ف�آو�ده تشخیصی و بالینی

تار�خ تولید

تار�خ انقضا

دمای نگهداری

مطالعه بروشور

محتویات بر�ی n تست کافیست

توجه به مدا�ک همر�ه

آد�س ش�کت

در جای تار�ک نگهداری شود

Catalog number

Batch code

In vitro diagnostic medical device

Data of manufacture

Expiry date

Temperature limitation

Read instructions befor use

Sufficient for n tests

Caution consult accompanying documents

Manufacturer

Keep away from sunlight
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