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● BONHBV-24 

 

 شرح کیت 

) در پلاسما با استفاده از فناوری A-G(ژنوتیپهای    Bاین کیت برای شناسایی و سنجش کمی  ویروس هپاتیت  

Real-time PCR    روشTaqMan    طراحی شده است.این کیت نه تنها قادر به تشخیص صحیح و عاري از

ر تیپ آن شناسایي  مي باشد بلکه مي تواند انواع تیپ هاي ویروس را بدون تفاوت د  Bخطاي ویروس هپاتیت 

و تعیین مقدار کند. شناسایي بر اساس محلي از ژنوم ویروس انجام می شود که در بین همه تیپهاي ویروس 

پایینتر است   Bمشترک بوده و نرخ جهش در آن به نسبت دیگر نقاط توالي ژنومي ویروس هپاتیت   Bهپاتیت 

با تعیین دقیق مقدار    که این امر تضمین کننده تشخیص و تعیین مقدار صحیح این ویروس میگردد. کیت 

چه از نظر تعیین مقدار دوز داروی مصرفی توسط    Bدر امر پایش بیماری هپاتیت    Bکمی ویروس هپاتیت  

بیمار و یا تغییر دارو در حالاتی که بیمار نسبت به داروی مورد مصرف مقاومت پیدا کرده کاربرد دارد. نتایج 

این کیت تنها در کنار شواهد بالینی، برای تشخیص مستند است. تشخیص قطعی و درمان   حاصل از آزمایش

های دیگر و سابقه پزشکی و همچنین نحوه  س ترکیب نتیجه این آزمایش با نتایج آزمایش بیماران باید بر اسا

 دهی به درمان صورت گیرد.پاسخ 
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 محتویات کیت 

 

Title 
24 Tests 

Volume per Vial 

MasterMix-HBV 360 μl/tube × 1 

Std1: 3×105 200 μl/tube × 1 

Std2 : 3×104 200 μl/tube × 1 

Std3 : 3 × 103 200 μl/tube × 1 

Std4 : 3 × 102 200 μl/tube × 1 

Internal control  200 μl/tube × 1 

Nuclease-Free Water 250 μl/tube × 1 

 

 نگهداری و انتقال کیت 

درجه سانتی گراد و در تاریکی نگهداری گردد همچنین به منظور     -۲۰کلیه محتویات این کیت باید در دمای 

انتقال و جابهجایی کیت از یونولیت با درب و یخ خشک استفاده نمایید. بیش از دو مرتبه منجمد و آبکردن 

کی حساسیت  در  کاهش  باعث  میتواند  زیرا  نمیگردد  توصیه  وجه  هیچ  به  در کیت  کیت  نگهداری  گردد.  ت 

 درجه سانتی گراد هیچگاه نباید بیشتر از یک ساعت شود.   ۴دمای

مواردی که همراه کیت نمی باشد  

 DNAکیت استخراج  ●

سمپلر قابل تنظیم  در اندازه هاش مختلف   ●

 و نوك سمپلر فیلتردار 

 سانتریفوژ رومیزي  ●

میکرولیتر براي استفاده در   ٠٫٢لوله هاي  ●

 چاهکي  ۳۶روتور 

 بلوك خنك کننده  ●

 درصد  ١٠وایتکس  ●

 گان و دستکش  ●

Real-Time PCRدستگاه  ●



٥ 
Version 06 

 هشدارها و محدودیت ها 

نمونه .١ اصول   کلیه  اساس  بر  باید  آزمایش  مراحل  تمامی  بنابراین  بوده  توسط پرسنل    1GLPها عفونی 

آزمایش   (2PPEآموزش دیده دارای پوشش حرفه ای و محافظ ( نمونه انجام شود.  بر  بالینی  های  های 

) دو  کلاس  هود  در  باید  محیط  Class II Biological Safety Cabinetعفونی  در   (BSL-ام انج  ٢

 شود.استفاده از دستورالعمل : 

Interim Laboratory Biosafety Guideline For Handling and Processing Specimen Associated 

درصد تمیز شود  و    ١٠پیشنهاد می شود هود و یا استیشن مورد استفاده قبل و بعد از کار با وایتکس   .٢

 زده شود .  UVهمین طور بعد از کار لامپ 

، آماده سازی مخلوط واکنش از فضای آماده کردن اضافه کردن    DNAپیشنهاد می شود محل استخراج   .٣

 مکن است نتایج مثبت کاذب به وجود آید .نمونه و نمونه استاندارد جدا باشند زیرا م

 پس از آماده سازی مخلوط واکنش ، آن را در تاریکی نگهداری نمایید .  .٤

 کنترل ها  

 استفاده شود. DNA. نمونه بیمار: از محتویات اسید نوکلئیک حاصل از استخراج ١

 تفاده شود. ): همواره یک نمونه کنترل منفی حاوی آب بجای نمونه اسNTC(. کنترل منفی  ٢

 ): از استاندارد کیت بجای نمونه در یک واکنش استفاده گردد. STD. استاندارد (٣

 نمونه گیری و نگهداری  

می توان نمونه های متفاوتی از جمله پلاسما، سرم،   Bبرای امر تشخیص و تعیین مقدار ویروس هپاتیت   .١

مایع مغزی نخاعی و غیره را مورد استفاده قرار داد، اما معمول ترین نمونه مورد استفاده نمونه پلاسما  

 می باشد. 

نمونه گیری) پلاسما گیری   .٢ زمان  از  از شش ساعت  باید در اسرع وقت (کمتر  نمونه خون گرفته شده 

سانتریفوژ کنید و پلاسمای جدا   g۱۶۰۰ -۸۰۰دقیقه در  ۲۰ور نمونه خون را به مدت  شود. برای این منظ

شده را به تیپ پلی پروپیلن استریل منتقل کنید. حساسیت تست در صورت منجمد کردن نمونه خون  

کاهش خواهد یافت به همین دلیل تا جای ممکن از این امر باید پرهیز گردد. هر چند پلاسمای جدا 

درجه   -٢٠درجه سانتی گراد ، هفته ها در    ٤توان بدون آسیب به ژنوم ویروس برای روزها درشده را می  

 درجه سانتی گراد  نگهداری کرد. -٧٠سانتی گراد  و ماه ها و حتی سال ها در 

 
1 Good Laboratoty Practice 
2 Personal Protective Equipment  
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گیری نا ،نمونه   PCRتوانند به دلیل حضور افزایش غلظت مهار کننده های واکنش  . نتایج منفی کاذب می ٣

 غیر استاندارد، انتقال نامناسب  نمونه و یا از غلظت کم نمونه ناشی گردد.  DNAستخراج مناسب ، ا

. اگرچه هپارین یکی از پر کاربردترین مواد ضد انعقاد میباشد به هیچ عنوان نباید برای نمونههای خونی که ٤

 برای آنالیز توسط این کیت مورد استفاده قرار میگیرد به کار رود.

درجه سانتیگراد یا پایینتر نگهداری   -٧٠احتمال تاخیر در استخراج نمونهها وجود دارد، آنها را در دمای  .اگر  ٥

 نمایید. 

 تر نگهداری شوند.  درجه سانتیگراد یا پایین -٧٠اسیدهای استخراجشده باید در دمای  .نوکلئیک٦

درجه سانتیگراد   -٧٠نشده یا در دمای  درجه سانتیگراد نگهداری    ٢-٤روز یا بیشتر در دمای    ٤ی که  ی.نمونها٧

 باشد .    تر فریز نشده است قابل استفاده برای آزمایش نمی یا پایین

 پزشکی چاپ پنجم -ایمنی زیستی در آزمایشگاه های میکروبیولوژی و زیست ●

icationshttp://www.cdc.gov/biosafety/publ 

 آماده سازی مخلوط واکنش  

سازی واکنش ها، از فضاهای جداگانه جهت افزودن مستر واکنش (تمیز) و نمونه های بیمار   در هنگام آماده

 واکنش) باز نکنید. (آلوده) استفاده نمایید. و هرگز درب استاندارد را در فضای تمیز (محل آماده سازی مستر 

مقادیر لازم برای آمادهسازی هر لوله تست یا استاندارد در جدول زیر آورده شده است. در صورت استفاده از 

 ) را مطالعه کنید. ٨کنترل داخلی، مبحث کنترل داخلی (صفحه 

Standards 

Volume per tube Prepared Master mix per tube 

STD1 10µl 15 µl 

STD2 10µl 15 µl 

STD3 10µl 15 µl 

STD4 10µl 15 µl 

 

Unknown sample 

Volume per tube of 

unknown sample 

Prepared Master mix per tube 

& IC 

10µl 15µl 

 

NTC 
Volume per tube of water* Prepared Master mix per tube 

10µl 15µl 
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 باید گذاشته شود.  3NTCبار انجام تست یک لوله به عنواننکته: لازم به ذکر است که در هر 

در   نمونه استخراج شده آب استفاده میشود. تیوب  NTCبر اساس جدول فوق  برای کنترل     NTCبه جای 

 آلودگی واکنش کاربرد دارد.

 کنترل داخلی 

این کیت به همراه یک کنترل داخلی برای مصرفکننده نهایی تهیه شده است. این امر به کاربر نهایی اجازه 

را بررسی نماید. به طور کل    PCRمیدهد تا هم فرآیند تخلیص را چک کند و هم احتمال وجود مواد مهارکننده  

میکرولیتر از حجم حل کردن   ١ه ازاء هر  میکرولیتر ب  ٠٫٢در این حالت کنترلداخلی موجود در کیت را به مقدار  

هپاتیت   ویروس  ژنوم  هپاتیت  Bنهایی  از  تخلیصشده  ژنوم  اگر  مثال  برای  شود.  می  در   Bاضافه    ٥٠را 

میکرولیترکنترل داخلی   ١٠میکرولیترآب حل میکنیم باید در هنگام تخلیص پلاسمای مربوط به آن به پلاسما  

) نهایی می  Elutionداخلی اضافه شده تنها تابعی از میزان الوشن ( اضافه کنیم. به بیان دیگر حجم کنترل  

باشد. این کنترل داخلی را می توان به طور مستقیم به بافر لیز اضافه کرد و یا آن را به مخلوط بافر لیز و پلاسما 

و پلاسما باید    اضافه نمود. این نکته قابل ذکر است که اضافه کردن کنترلداخلی به بافر لیز یا مخلوط بافر لیز

به صورت مستقیم و در  نمونه  به صورت تازه صورتگیرد. همچنین کنترلداخلی به هیچ عنوان نباید به خود 

اضافه کرد که در این حال    PCRغیاب بافرلیز اضافه شود.  همچنین میتوان کنترلداخلی را تنها در طی مرحله  

  ٣٠میکرولیترکنترلداخلی به    ٢ت. در این حالت  هیچ گونه کنترلی بر روی مرحله تخلیص وجود نخواهد داش

 ١٠میکرولیتر با     ١٥میکرولیتر مقدار    ٣٢اضافه شده و سپس از این مخلوط    MasterMix-HBVمیکرولیتر  

 میکرولیتر از نمونه تخلیص شده مخلوط می گردد.

 اضافه کردن الگو  

) را آماده کنید.  NTCدا نمونه کنترل منفی (های واکنش، ابتها و انتقال آن به تیوب پس از آماده سازی محلول 

میکرولیتر از آب بدون نوکلئاز را به تیوب کنترل منفی اضافه نمایید. پس از انتقال به منطقه   ١٠برای این کار،  

نوکلئیک،   اسید  با  و  ١٠کار  استاندارد  نمونه  از  نمونه   ١٠میکرولیتر  از  تیوب میکرولیتر  به  را  بیمار  های های 

 گذاری کنید. ها را نام ها را در دستگاه ترمال سایکلر قرار داده و نمونه فه نمایید. سپس تیوب مربوطه اضا

 

 

 

 

 
٣ No Template Control  
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داخلی کنترل میکرولیتر  2+میکس  مستر  میکرولیتر 30  

 

 

 

 

 

 

   

  

 

 

. عدم استفاده از کنترل داخلی موجود در کیت. باید توجه شود در این حالت هیچ گونه کنترلی   ١شکل شماره  

بود و تنها به واسطه امپلیفیکاسیون کنترل داخلی موجود در مستر میکس  بر روی مرحله تخلیص نخواهد 

 وجود دارد. PCRامکان کنترل خود واکنش 

 

 

 

 

 

 

 

 

مسترمیکس میکرولیتر  15  شده استخراج نمونه میکرولیتر 10     

 PCR مخلوط دو حجم بالا برای واکنش

  Real-Time PCR انجام واکنش

لیز بافر + نمونه  

 

  

 

میکس مستر میکرولیتر 15  شده استخراج نمونه میکرولیتر 10     

 PCR مخلوط دو حجم بالا برای واکنش

  Real-Time PCR انجام واکنش

 نمونه +بافر لیز+0.2 میکرولیتر کنترل داخلی به ازاء هر 1

 ویروس DNA میکرولیتر از حجم الوشن نهایی

  

 

 .PCR شکل  شماره 2  .اضافه کردن کنترل داخلی به نمونه در  حال تخلیص به منظور  بررسی کل واکنش
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 برنامه ریزی دمایی 

) Acquisitionبه منظور انجام تست باید برنامه دمایی زیر برای دستگاه تعریف شود. سنجش طیف نشری (

مربوط به سیگنال  ) و هم در کانال نارنجی (HBVباید هم در کانال سبز (مربوط به سیگنال دریافتی از ژنوم  

 دریافتی از کنترل داخلی) انجام شود. 

 مقادیر دمایی هر قسمت در کادر زیر آورده شده است. 

علاوه بر تعریف دمایی دستگاه که در قسمت بالا آمده است دستگاه باید برای طیف سنجش فلورسنت نیز  

 تنظیم گردد. 

 Temperature Hold Cycle 

Pre-Denaturation 95 °C 3 min 1 

Denaturation 95 °C 15 sec 

45 

Annealing and 

Acquisition on 

Channel Green and 

Orange 

53°C 45 sec 

Extension 72°C 30 sec 

 آنالیز نتایج 

 تخلیص شده   Bتعیین تعداد ژنوم ویروس هپاتیت

استانداردهای تامین شده در این کیت معادل یک نمونه تخلیص شده با تعداد کپی ویروس کاملا مشخص  

مقدار   شده  تخلیص  نمونه  هر  از  که  آنجا  از  با    ١٠است.  شده  تخلیص  ژنوم  از  از   ١٥میکرولیتر  میکرولیتر 

MasterMix-HBV  دارد نیز اعمال گردد.  مخلوط میشود باید همین روند به طور مشابه برای نمونههای استان

برای ترسیم منحنی استاندارد هر چهار استاندارد موجود در کیت در هر بار انجام تست باید به همراه نمونههای  

مجهول مورد آنالیز قرار گیرد تا بتوان به واسطه منحنی استاندارد کشیدهشده تعداد کپی ویروس در نمونههای  

ر باید استانداردها به عنوان استاندارد در برنامه تعریف شوند و مقدار  مجهول تعیین گردد. برای انجام این ام

 معادل استاندارد بر اساس فرمول زیر محاسبه شده و به نرم افزار دستگاه وارد شود.
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از   IU/mlمیباشد. برای تبدیل این استانداردها به  IU/µlاستانداردهای تامین شده در کیت به صورت 

  . درابطه زیر استفاده کنی

. 
)حجم  الوشن  × نتيجه )

) حجم  نمونه  تخليص  شده    )
 =(IU/ml) نتيجه 

 آنالیز اطلاعات 

قرار دهید. سپس نتایج را به صورت زیر تفسیر    ٠٫٠٢=  Thو در    Baseline) را بر روی  Thresholdحد آستانه (

 کنید: 

 ) کاملا مشخص است. A.FAM=greenسیگنال فلورسانس در کانال ( - ١

بوده    Bمثبت است و نمونه تخلیص شده از پلاسما حاوی ویروس هپاتیت  Bبرای ویروس هپاتیتنتیجه تست 

اهمیت ندارد زیرا در صورت  Orange(Texas Red)است. در این حالت، وجود سیگنال فلورسانس در کانال  

شد یا اصلا میتواند بسیار ضعیف با  Orangeسیگنال در کانال    Bبالا بودن غلظت اولیه ژنوم ویروس هپاتیت

 وجود نداشته باشد. 

٢ -  ) کانال  در  در همین حینA.FAM=Green channelهیچ سیگنال فلورسانسی  نمیشود.  مشاهده   ( 

 مربوط به کنترل داخلی قابل مشاهده است. Orange(Texas Red)سیگنال در کانال  

بت بودن سیگنال در نمونه پلاسما میباشد. همچنین مث  Bاین حالت نشان دهنده عدم وجود ویروس هپاتیت

 را منتفی میکند.   PCRوجود هر گونه مهار کننده واکنش Orangeحاصل از کانال 

 قابل مشاهده نیست.  Orange(Texas Red)و کانال A.FAMهیچ سیگنال فلورسانسی در کانال  - ٣

 در این حالت هیچ گونه نتیجه گیری در مورد تست نمیتوان انجام داد. تست باید دوباره تکرار شود. 
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 4رفع مشکل 
 مشکل دلیل بروز مشکل  اقدام اصلاحی 

با برخی از کیت ها ممکن است همراه با برخی  DNAاستخراج ِ

 ناخالصی هایی باشد که با مسترمیکس واکنش مهاری دهد  

هیچ سیگنالی دریافت نشده ولی کنترل  DNAاستخراج 

 مثبت سیگنال دارد. 

1 

تکرار کنید تا از مشکل واکنش را مجدد روی کنترل مثبت کیت 

 مسترمیکس اطمینان حاصل کنید. 

مشکل از مستر میکس  

 می باشد 

هیچ سیگنالی از هیچ کانالی دریافت نمی  

شود (حتی در نمونه استاندارد و کنترل 

 داخلی کیت نیز هیچ سیگنالی رویت نشده)

2 

دستگاه و همچنین سلامت دستگاه اطمینان حاصل   runاز نحوه 

 کنید.

دستگاه یا    مشکل از

 نرم افزار آن می باشد 

 ٢٠تمام سطوح هود را تمیز کنید و به مدت  ٪ ١٠با سفیدکننده 

بگذارید روی سطوح بماند و سپس به   ٪ ١٠دقیقه سفید کننده 

 را روشن کنید.   UVدقیقه  ٢٠مدت 

آلودگی فضای هود یا 

work station   که

میکس اولیه آماده می  

 گردد. 

 

 

 

 

 رویت سیگنال در نمونه کنترل منفی

3 

امکان دارد طی روند کار به هر علتی سمپلر هود تمیز شما 

مقداری آلودگی داشته باشد برای رفع آلودگی بیرون و داخل  

به   UVخوب تمیز کنید و سمپلرها را زیر  ٪ ١٠سمپلر را با وایتکس 

بخورد قرار دهید/ هرگز از سمپلر مشترک   UVطریقی که سر انها 

ت استفاده میکنید جهت درست  که برای نمونه بیمار یا کنترل مثب

 کردن میکس اولیه استفاده نکنید. 

مشکل از سمپلر آلوده 

 یا مشترک می باشد 

توجه داشته باشید که برای انجام تست باید دو فضای مجزا ( هود  

 مجزا) برای میکس اولیه و اضافه کردن نمونه بیمار داشته باشید. 

استفاده از یک فضا  

 PCRجهت 

برای جلوگیری از این اتفاق دفعه اول به اندازه مورد نیاز هر بار  

استفاده پرایمر و پروب ها را الکوت کنید در غیر این صورت اگر  

  ٤سه روز کل کیت مصرف می شود پرایمر ها را در دمای - طی دو

 درجه نگهداری کنید. 

پرایمر و پروب ها بیش 

فریز و دفریز  بار  ٢از  

 شدند. 

 4 شدت فلورسنت کم است 

و یا نمونه گیری را   DNAدر صورت امکان دوباره فرآیند استخراج 

 تکرار کنید. 

  DNAکیفیت 

استخراج شده مناسب  

 نیست. 

سیگنال فلورسنت حالت سیگموئیدی 

 ضعیفی دارد 

5 

را طبق  outlier removal(کوربت ) گزینه  Qiaqenبرای دستگاه 

 بگذارید.  ٪ ١٠یا  ٪ ٥شرایط بهینه نمونه روی  

 noise( 6گرفتن سیگنالهای خطی ( نرم افزار دستگاه 

 
٤ Troubleshooting  
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 ارزیابی آنالیتیکال  

 اختصاصیت آنالیتیکال  

در درجه اول به واسطه مطالعات کامل و   Bاختصاصیت این کیت برای شناسایی اختصاصی ویروس هپاتیت

دقیق بیوانفورماتیکی که در مورد طراحی پرایمر و پروب آن به کار بسته شد تامین گردید. افزون بر این، انواع  

ویروس   شامل  دارد  وجود  درخون  ها  آن  شدن  یافت  امکان  که  هایی   ،HIV1&2، VZV،EBVویروس 

HTLV1، HSV، parvovirus Bو    ١٩Ecoli   نشانگر عدم شناسایی    با نتایج  و  ارزیابی شدند  کیت حاضر 

 ویروسهای غیر مرتبط توسط این کیت میباشد.  

INTENAL CONTROL HBV CONTROL GROUP 

+ - Herpes simplex virus 1 

+ - Herpes simplex virus 2 

+ - Epstein-Barr virus 

+ - Cytomegalovirus 

+ - Hepatitis A virus 

+ - Hepatitis C virus 

+ - Varicella-zoster virus 

+ - Escherichia coli 

+ - HIV1&2 

+ - Human T cell leukemia virus type 

+ - parvovirus B19 
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 حساسیت آنالیتیکال  

حساسیت آنالیتیکال یا پایینترین حد تشخیص بر اساس نتایج به دست آمده، حداقل توان تشخیص کیت   

 می باشد.   IU/ml ، (95 % confidence interval: 21.3 – 35.7 IU/ml) ٢٥٫٣حاضر 

 ارزیابی کلینیکال  

 حساسیت و اختصاصیت کلینیکال   

  ١٠٠نمونه بیمار مثبت با کیت بررسی شدند. با توجه به نتایج به دست آمده از    ١٠٠نمونه بیمار منفی و    ١٠٠

نمونه به درستی تشخیص داده شد. که    ٩٨نمونه مثبت    ١٠٠نمونه منفی همه منفی شناسایی شدند و از بین  

  بر اساس فرمول حساسیت و اختصاصیت نتایج زیر به دست آمد:  

 

FP TN FN TP 

2 100 - 98 

98 % Sensitivity 

 100  % Clinical Specificity 

 بررسی حساسیت و اختصاصیت کیت 
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 پشتیبانی فنی  

 برای پشتیبانی فنی لطفا با تلفن های شرکت تماس حاصل فرمایید .  

 نشانه ها 

 
Research Use Only  برای مصارف پژوهشی 

 Catalog Number کد کالا 

 Batch Number  شماره بچ تولید شده 

 Temprature Limitation  محدودیت دمایی 

 Concult Instructon For Use   مطالعه دستورالعمل 

 Content sufficent for <n> tets  تعداد تست 

 Use by  تاریخ انقضا 

 Manufacturer  آدرس 

 

 اطلاعات تماس  

 شرکت فناوری بن یاخته -گروه سین مورو

  ،دفتر مرکزی  :تهران، سعادت آباد، میدان فرهنگ، بلوار 24 متری سعادت آباد

 پلاک 9، شرکت فناوری بن یاخته )دوم شرقی( خیابان حیدرنیا 

 پشتیبان فنی  :09301821601                                                                                 کد پستی  :1997775555

  تلفن های تماس   :02122082120

Web Site: www.Senmurv.co            Email: info@senmurv.ir 

 


