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 شماره رفرانس 

● BONHCV2-24 
● BONHCV2-96 

 شرح كيت  

 HCVویروس  RNAیک سیستم آماده مصرف برای تشخیص    Senmurv HCV RT-qPCRکیت  
واکنش   طریق  (  یاره یزنجاز  ابزارهای  PCRپلیمراز  روی   (Rotor-Gene Q    حاوی مستر  است. 

بوده و برای    HCVاز ژنوم    ٩٥  bpل  به طو   یاقطعه هایی برای تکثیر اختصاصی  گرها و آنزیمواکنش
امپلیکون   مستقیم  فلوروسنت    موردنظرتشخیص  کانال  طریق  در    Cycling Greenاز 

 Senmurvطراحی گردیده است. کیت    Rotor-Gene 6000و     Rotor-Gene 3000هایدستگاه

HCV RT-qPCR  ثانویه  نیهمچن سیستم  وجود    حاوی  احتمال  تشخیص  برای  هترولوگ  تکثیر 
) در  Internal Controlاست. این امر از طریق شناسایی کنترل داخلی (  PCRمهارکننده واکنش  

 پذیرد. صورت می )Yellow =HEX( فلورسنتکانال 

 اصول

) بر اساس تکثیر مناطق خاص ژنوم پاتوژن  PCRپلیمراز (  یارهیزنجتشخیص پاتوژن توسط واکنش  
واکنش   در  رنگ  رشدهیتکثمحصول    Real-time PCRاست.  طریق  شناسایی   فلورسنتهای  از 

) تشخیص و کمی  Real-time صورتبه( PCRدر حین واکنش  فلورسنتشوند. مشاهده شدت می 
 PCRواکنش پس از اجرای  یهالوله سازی محصولات در حال تکثیر را بدون نیاز به باز کردن مجدد 

 سازد.ممکن می 
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 اطلاعات پاتوژن  

است.    شدهلیتشک ژنوتیپ    ٧است که از    Flaviviridae) عضوی از خانواده  HCVویروس هپاتیت (
است.   باز  لویک  ٩٫٦به طول تقریباً    یارشتهتک   RNAنانومتر) دارای ژنوم    ٤٥این ویروس کوچک (

جغرافیایی   است    ۶توزیع  متفاوت  منطقه  اساس  بر  مختلف   ن یترع یشا  ١HCV  پیژنوتو  ژنوتیپ 
 .) در سطح جهان است٪٤٦( پیژنوت

خون،   طریق  از  طریق    نیترجیراانتقال  از  که  است  عفونت  ایمن،    یهاروشحالت  غیر  تزریق 
بهداشتی و خون و محصولات    یهامراقبت  یهاطیمحاستریلازیسیون ناکافی تجهیزات پزشکی در  

 .ردیگیمخونی غربال نشده صورت 

بیماری   در  بالینی  پیدا    صورتبه  HCVتظاهرات  بروز  مزمن  و  حاد  افراد کندی مبیماری  بیشتر   .
هستند و از عفونت خود اطلاع ندارند. خطر ابتلا به بیماری مزمن    دارعلامت بیماری حاد    مبتلابه

یکی از دلایل اصلی بیماری    HCV  یهاعفونت٪).  ٨٥  - ٪  ٥٥پس از عفونت حاد بسیار زیاد است (
مزمن   و اکثر   کندیمپیشرفت    یآرامبهمعمولاً    HCVمزمن کبدی در سراسر جهان است. عفونت 

خستگی، درد    مثالعنوانبهدارند (  یراختصاص ی غبیماران بدون علامت هستند یا فقط علائم خفیف  
عفونت مزمن در طی یک   مبتلابهافراد    سومکیعضلانی، از دست دادن اشتها و حالت تهوع). تقریباً  

. علائم مرتبط با سیروز شوندیم ا کارسینوم هپاتوسلولار مبتلا ساله به سیروز کبدی ی  ٣٠تا    ٢٠دوره 
یا    اندعبارت و  روبین سرم  یا اسپلنومگالی در معاینه فیزیکی، افزایش غلظت بیلی  از: هپاتومگالی 

 هیپرآلبومینمی. 

و درمان عفونت قبل از منجر شدن به    روسیکاهش بار و  ،هدف اصلی بهبود عفونت  HCVدر درمان  
انجام   میبا اثر مستق  یروس یضدو  یهاقرص با    عمدتاً که    در طول دوره درمان .  است  دیعوارض شد

و اگر لازم باشد   شودی انجام م   زشدهیتجو   یداروها  یاثربخش  یمنظور بررس به  یخون  شیآزما  ،شودی م
  ش یآزما  یدوره درمان  انیخواهد کرد. در پا  رییمطلوب تغ  جهیبه نت  دنیها جهت رسدوز آن   اینوع دارو و  

م   یگرید آ  شودی انجام  گردد  مشخص  بدن  به  روسیو  ایکه  از  کامل  نه.   ایاست    شدهحذفطور 
زمانی خاص، با    یهابازهدر    HCV RNAسطح    یریگاندازهبنابراین، اثربخشی مکانیسم درمانی با  

 . شودی ماستفاده از یک روش حساس مولکولی بررسی 
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 محتويات كيت  

  محتویات کیت . ۱جدول 
 

 نگهداري و انتقال كيت  

  دمای در  باید  کیت  این  محتویات  سانتی   -۲۰کلیه  در  درجه  و  گردد،   نگهداری  تاریکیگراد 
 خشک استفاده نمایید. کیت از یونولیت با درب و یخ ییجاجابهانتقال و  منظوربههمچنین 

 ساعت شود.  نباید بیشتر از یک گاهچیهگراد درجه سانتی  ۴دمای  نگهداری کیت در 

  زدهخیزده (های یخبسته یبر رواین کیت نیاز به حمل Ice Pack .را دارد ( 

 همان انقضا،  تاریخ  تا  کیت  در  موجود  مواد  بستههمه  برچسب  روی  که  محصول  طور  بندی 
 پایدار هستند. شدهمشخص است، در شرایط  شدهمشخص 

 چرخه (از  انجماد  و  ذوب  متعدد  کاهش  Freeze-Thawهای  سبب  زیرا  کنید  خودداری   (
می  کیت  کارایی  عدم  درنتیجه  و  دو  شود.حساسیت  از  کردنبار    بیش  ذوب  و  کیت   منجمد 

 .گرددینمتوصیه  وجهچیهبه

  مستقیم اجزای کیت در معرض نور، گرما یا رطوبت خودداری کنید. قرار دادن از 

  گراد) ذوب کنید. پس از ذوب  درجه سانتی  ٢٥تا  ١٥ها را قبل از استفاده در دمای اتاق (معرف
مختصر سانتریفیوژ کنید تا مطمئن شوید که مواد   طوربه ها را  شدن مواد موجود در کیت، لوله 

 اند.یکنواخت مخلوط شده طوربهموجود در کیت 

 
  

Title 24 Tests 96 Tests 
Volume per Vial Volume per Vial 

HCVMaster-A 330 μl/tube  330 μl/tube × 4 
HCVMaster-B 30 μl/tube  120 μl/tube  

Std1 : 5х104 IU/µl 100 μl/tube  100 μl/tube  
Std2 : 5х103 IU/µl 100 μl/tube  100 μl/tube  
Std3 : 5х102 IU/µl 100 μl/tube  100 μl/tube  
Std4 : 5х101 IU/µl 100 μl/tube  100 μl/tube  

Internal control  300 μl/tube  1200 μl/tube  
Nuclease-Free Water 250 μl/tube  250 μl/tube  
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 مواد و تجهیزاتی که باید توسط کاربر تهیه شوند : 

 RNAکیت استخراج  .١

 سمپلر قابل تنظیم  در اندازه هاش مختلف  و نوك سمپلر فیلتردار   .٢

 سانتریفوژ رومیزي .٣

 کننده خنکبلوك  .٤

 درصد   ١٠وایتکس  .٥

 گان و دستکش  .٦

 تر یل کرویم٠٫١و   ٠٫٢لوله های  .٧

 Cyclingو    Cycling Greenمخصوص    فلورسنتهای  با کانال   Gene-Rotorدستگاه   .٨

Yellow   و یاCycling A.FAM    وCycling A.HEX (JOE) 

(نسخه    ٦٠٠٠Rotor-Gene  افزارنرم )  ١٫٧٫٩٤(نسخه    Rotor-Gene Q  افزارنرم .٩
و  ١٫٧٫٩٤,  ١٫٧٫٨٧,  ١٫٧٫٦٥ یا    ٦٫٠٫٢٣نسخه    ٣٠٠٠Rotor-Gene(  افزارنرم ) 

 بالاتر) 

و یا   ٩٨١١٠٣چاهکی (شماره کاتالوگ   ٧٢برای استفاده در روتور  ml 0.1و کپ  استریپ .١٠
٩٨١١٠٦ ( 

چاهکی (شماره کاتالوگ   ٣٦های برای روتور  PCR 0.2 mlهای در غیر این صورت: لوله .١١
 ) ٩٨١٠٠٨و یا  ٩٨١٠٠٥

  نكات احتياط عمومي
و    هاکنترلاز مریض،    شدهگرفته  یهانمونه،  HCVمثبت برای    یهانمونهتخلیص    گهداری و ن .١

 Master  یسازآماده   از محل نگهداری و  جدا  کاملاً   یدر محلباید    PCRمحصولات حاصل از  

Mix  .صورت پذیرد 

 در دمای اتاق ذوب شود. طور کاملبه کیت قبل از شروع کار باید  ازیموردنهمه مواد  .٢

٣. ) مواد  کلیه  شدن،  ذوب  از  را    ژهیو بهبعد  و    یخوب بهاستانداردهای کیت)  نمایید    طور بهپیپتاژ 
کامل   طوربه زمان  کیت در طی اسپین کنید. این امر برای جلوگیری از کاهش عملکرد  مختصر
 . شودیمتوصیه 



7 
Version 07 

)  Cooling Box(  سرد  یهاجعبهباید بر روی یخ یا    Master Mixتمام مراحل مربوط به تهیه   .٤
از آن باید    ازیموردنبعد از برداشتن مقدار    Master Mixانجام شود. استوک اصلی مربوط به  

 به فریزر منتقل شود.  سرعتبه

 نمایید. استفاده RNase & DNase freeاز سر سمپلرهای فیلتردار و .٥

  ، و بارمصرفکیکار با مواد شیمیائي، همیشه روپوش مناسب آزمایشگاهي، دستکش   هنگام .٦
 محافظ داشته باشید. یهانکیع

   هاتيمحدودهشدارها و 

بر اساس اصول    هانمونهکلیه   .١ باید  آزمایش  تمامی مراحل  بوده بنابراین  توسط   1GLPعفونی 
های بالینی انجام شود. آزمایش ) (2PPEو محافظ  یاحرفهدارای پوشش  دهیدآموزش کارکنان
(بر نمونه دو  باید در هود کلاس  در  Class II Biological Safety Cabinetهای عفونی   (
 انجام شود.BSL -٢محیط 

یا استیشن    شودیمپیشنهاد   .٢ درصد تمیز    ١٠قبل و بعد از کار با وایتکس    مورداستفادههود و 
 زده شود.   UVبعد از کار لامپ   طورنیهمشود  و 

مخلوط واکنش از فضای آماده کردن اضافه    یسازآماده ،  RNAمحل استخراج    شودیمپیشنهاد .٣
 . ست نتایج مثبت کاذب به وجود آیدکردن نمونه و نمونه استاندارد جدا باشند زیرا ممکن ا

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

 

   هاكنترل

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

 ): همواره یک نمونه کنترل منفی حاوی آب بجای نمونه استفاده شود.NTC(. کنترل منفی ٢

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

 
1 Good Laboratoty Practice 
2 Personal Protective Equipment  
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 و نگهداري   يريگنمونه

پلاسما،   ازجملهمتفاوتی    یهانمونه  توانیم  Cبرای امر تشخیص و تعیین مقدار ویروس هپاتیت   .١
را   و غیره  نخاعی  مغزی  مایع  اما  قرارداد  مورداستفادهسرم،   مورداستفادهنمونه    نیترمعمول، 

 .باشدیمنمونه پلاسما 

زمان    گرفتهخوننمونه   .٢ از  پلاسما )  یریگنمونهشده باید در اسرع وقت (کمتر از شش ساعت 
سانتریفوژ کنید   g۱۶۰۰-۸۰۰ر  دقیقه د  ۲۰را به مدت    شود. برای این منظور نمونه خون  یریگ

را به تیپ پلی پروپیلن استریل منتقل کنید. حساسیت تست در صورت   جداشدهو پلاسمای  
منجمد کردن نمونه خون کاهش خواهد یافت به همین دلیل تا جای ممکن از این امر باید پرهیز  

درجه   ٤ر بدون آسیب به ژنوم ویروس برای روزها د توانیمرا  جداشدهپلاسمای  هرچندگردد. 
  گراد ی سانتدرجه    - ٧٠در    هاسال و حتی    هاماه و    گرادیسانتدرجه    -٢٠در    هاهفتهسانتی گراد،  

   نگهداری کرد.

می  .٣ کاذب  منفی  غلظت  نتایج  افزایش  حضور  دلیل  به   ،PCRواکنش    یهامهارکننده توانند 
و یا از غلظت    باشد  ، انتقال نامناسب نمونهراستانداردیغ  RNAگیری نامناسب، استخراج  نمونه

 کم نمونه ناشی گردد.  

  ی هانمونهنباید برای    عنوانچیهبه   باشدی ممواد ضد انعقاد    ن یپرکاربردتراگرچه هپارین یکی از   .٤
 به کار رود.  ردیگی م قرار  مورداستفادهخونی که برای آنالیز توسط این کیت 

یا    گرادیسانتدرجه   -٧٠را در دمای    هاآنوجود دارد،    هانمونهدر استخراج    ریتأخ اگر احتمال    .٥
 نگهداری نمایید.  ترنییپا

اسیدهای   .٦ دمای    شدهاستخراجنوکلئیک  در  نگهداری    ترنییپایا    گرادیسانتدرجه    -٧٠باید 
 شوند. 

  - ٧٠نگهداری شده یا در دمای    گرادی سانتدرجه    ٢- ٤روز یا بیشتر در دمای    ٤که    ییهانمونه  .٧
 . باشدینمبرای آزمایش  استفادهقابل  ،اندنشدهفریز  ترنییپایا  گرادیسانتدرجه 

را مطالعه  پزشکی چاپ پنجم -میکروبیولوژی و زیست  یهاشگاهیآزماایمنی زیستی در  ●
 فرمایید. 

http://www.cdc.gov/biosafety/publications 
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 كنترل داخلي  

تا هم فرآیند   دهدی منهایی اجازه    . این امر به کاربرباشدی ماگزوژن  کنترل داخلی  حاضر، واجد  کیت  
کل در این   طوربهرا بررسی نماید.    PCRتخلیص را چک کند و هم احتمال وجود مواد مهارکننده  

از حجم    تریل  کرویم  ١به ازاء هر    تریل  کرویم  ٠٫٢به مقدار  حالت کنترل داخلی موجود در کیت را  
. برای مثال اگر ژنوم تخلیص  نماییداضافه    در مرحله پایانی استخراج نمونه،  شدهافزوده الوشن بافر  
هنگام تخلیص پلاسمای مربوط به   باید در  می کنی محل    یا الوشن بافر  آب  تریل  کرویم  ٥٠شده  را در

تنها   شدهاضافهبه بیان دیگر حجم کنترل  .منماییکنترل داخلی اضافه  تر یل کرویم١٠ ،آن به پلاسما
به مخلوط بافر لیز و   توانیم. این کنترل داخلی را باشدی م) نهایی Elutionتابعی از میزان الوشن (

نکته   این  نمود.  و   ذکر استقابلپلاسما اضافه  لیز  بافر  مخلوط  به  داخلی  اضافه کردن کنترل  که 
باید   داخلی    صورتبهپلاسما  کنترل  صورت گیرد. همچنین  نمونه    عنوانچیهبهتازه  به خود  نباید 

بافر  صورتبه در غیاب  و  شود. همچنین    مستقیم  درطی    توان ی ملیز اضافه  تنها  را  داخلی  کنترل 
این    PCRمرحله   در  که  کرد  نخواهد   گونهچیهحال  اضافه  وجود  تخلیص  مرحله  روی  بر  کنترلی 
و    Aهای    MasterMixمخلوط    تریل  کرویم١٥داخلی به    کنترل  تر یل  کرویم  ١. در این حالت  داشت

B  از نمونه تخلیص شده    تریل  کرویم  ١٠با    تریل  کرویم  ١٥و سپس از این مخلوط مقدار    شدهاضافه
  . گرددی ممخلوط 
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 ي سازآماده

 : ردیگی مبا دو روش صورت  یسازآماده 

داخلی  کهیدرصورت .١ مرحلهرا    (IC)  کنترل  مراحل    در  طی  و  اضافه    یسازآمادهاستخراج 
برای هر تست  را    Bو    Aهای    MasterMixمخلوط    از   15µlر  امقدبه ازای هر نمونه  ،  دیاکرده

 . )۲(جدول  در نظر بگیرید

  
Title Volume 

HCVMaster-A 13.75 µl 

HCVMaster-B 1.25 µl 

Total 15 µl 

 Real-timeدر حین  ICبدون افزودن  یسازآماده . روش اول ۲جدول 

  
 کنندهکنترل  عنوانبه  PCRدر مرحله    دیخواهی ماضافه نکردید و  استخراج    در مرحله را    ICاگر   .٢

 را مطابق توضیح تهیه نمایید:  Master Mixد، کنیاستفاده  Realtime-PCRمهار 

مطابق جدول زیر    Bو    Aهای    MasterMixمخلوط  به  را  از کنترل داخلی    تریل  کرویم  ١ابتدا   
نمایید (جدول هر واکنش استفاده    ه ازایب  تریل  کرویم  ١٥د و سپس از این مخلوط  کنیاضافه  

٣(.  

  
  
 
 

 

 میکس با احتساب کنترل داخلی  یسازآماده . ۳جدول 

  

Title Volume 

HCVMaster-A 13.75 µl 

HCVMaster-B 1.25 µl 

Internal Control 1 µl 

Total  16 µl 
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  No Template Control (NTC)عنوان به نکته: لازم به ذکر است که در هر بار انجام تست یک لوله  
.  شودی مآب استفاده  شدهاستخراجنمونه  یجابه NTCباید گذاشته شود. بر اساس جدول فوق در 

 برای کنترل آلودگی واکنش کاربرد دارد.  NTC تیوب

 اضافه كردن الگو  

) را  NTCهای واکنش، ابتدا نمونه کنترل منفی (ها و انتقال آن به تیوبمحلول  یسازآماده پس از  
از آب بدون نوکلئاز را به تیوب کنترل منفی اضافه نمایید.    تر یل  کرویم  ١٠آماده کنید. برای این کار،  

  تر یل کرویم  ١٠استاندارد و   یهانمونهاز  تریل کرویم ١٠پس از انتقال به منطقه کار با اسیدنوکلئیک، 
ها را در دستگاه ترمال سایکلر  های مربوطه اضافه نمایید. سپس تیوبهای بیمار را به تیوباز نمونه

  ).٤(جدول  گذاری کنیدها را نامقرار داده و نمونه
  

Reaction Setup Volume 
Total MasterMix 15 µl 

Sample or Standard  or NTC 10 µl 
Final Volume  25 µl 

الگوي اضافه كردن نمونه .4جدول   
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 دمايي يزيربرنامه

نشری   منظوربه طیف  سنجش  شود.  تعریف  دستگاه  برای  زیر  دمایی  برنامه  باید  تست  انجام 
)Acquisition  باید هم در کانال سبز (مربوط به سیگنال دریافتی از ژنوم (HCV  و هم در کانال (

 (مربوط به سیگنال دریافتی از کنترل داخلی) انجام شود.  نارنجی

برای   مقادیر دمایی هر قسمت در کادر زیر آورده شده است. علاوه بر تعریف دمایی، دستگاه باید 
 طیف سنجش فلورسنت نیز تنظیم گردد.

Steps Temperature Hold Cycle 

Reverse Transcription 50 °C 20 min 1 

Pre-Denaturation 95 °C 3 min 1 

Denaturation 95 °C 15 sec 

45 

Annealing and Acquisition on 
Channel Green (FAM)  and 

Yellow (HEX) 
55°C 45 sec 

Extension 72°C 15 sec 

 دمایی   یبرنامه  .٤جدول

  

است دستگاه باید برای طیف سنجش   بالاآمدهعلاوه بر تعریف دمایی دستگاه که در قسمت 
 فلورسنت نیز تنظیم گردد. 
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 هادستگاهدر تعريف طيف سنجش فلورسنت 

  Rotor-Geneدستگاه 
  ). ۱(شکل  را انتخاب کنید Gain Optimizationی گزینه  Rotor-geneبدین منظور در دستگاه 

  
 Gain Optimizationبرای  Rotor-Geneدستگاه تنظیمات . ۱شکل 

  
 Targetیکانال سبز و زرد بازه   ۲برای هر    Optimize Acquiringی  در این صفحه با انتخاب گزینه 

sample range   ۲(شکل فرض دستگاه) انتخاب شود(حالت پیش ۱۰تا  ۵از.(  
  
  
  
  
  
  

 Auto Gain Optimizationبرای  Rotor-Geneدستگاه . تنظیمات ٢شکل 

  
اول   Gainهمچنین   تیوب  برمبنای  باید  مسترمیکس    دستگاه  حاوی  همراه    Bو    A(که  و   ICبه 

STD1 (شکل انجام شود است)۳.(  



14 
Version 07 

  
  
  
  
  
 

  Auto Gain Optimizationبرای  Rotor-Geneدستگاه . تنظیمات ٣شکل 
 

بازه  انتخاب  از  گزینه پس  کانال،  هر  برای  مناسب   Perform Optimization Before 1stیی 

Acquisition ۴(شکل را انتخاب کرده و پنجره را ببندید(.  
  

  
  Auto Gain Optimizationبرای  Rotor-Geneدستگاه . تنظیمات ۴شکل 

 جهت آنالیز نتایج Rotor-Gene نظیم دستگاه ت

دستورالعمل دستگاه انجام شود. در هر کانال  افزار مربوطه و بر اساس . آنالیز نتایج توسط نرم١
 قرار دهید.   ٠٫٠٢ی رنگی، آستانه را در بازه 

 را انتخاب نمایید. Slope Correct ینهیگز Quantitation Analysis. از پنجره ٢

 . باشندی دیگر دارای تنظیمات خودکار م یهاتوجه: دستگاه
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 آناليز نتايج 

 تخلیص شده  HCVتعیین تعداد ژنوم ویروس

کاملاً    ی ویروس   کیت معادل یک نمونه تخلیص شده با تعداد کپی  نیدر ا  شدهنیاستانداردهای تأم
  ١٥از ژنوم تخلیص شده با    تریل  کرویم  ١٠از هر نمونه تخلیص شده مقدار    ازآنجاکهمشخص است.  

 یهامشابه برای نمونه طوربهشود باید همین روند مخلوط می  هاMasterMix میکس از تریل کرویم
استاندارد نیز اعمال گردد. برای ترسیم منحنی استاندارد هر چهار استاندارد موجود در کیت در هر 

نمونه همراه  به  باید  تست  انجام  تا  یهابار  گیرد  قرار  آنالیز  مورد  منحنی    واسطهبه بتوان   مجهول 
مجهول تعیین گردد. برای انجام این امر باید    یهاویروس در نمونه  استاندارد کشیده شده تعداد کپی

استاندارد در برنامه تعریف شوند و مقدار معادل استاندارد بر اساس فرمول زیر    عنوانبهاستانداردها  
 افزار دستگاه وارد شود.شده و در نرم محاسبه 

 صورتبهدر کیت    شدهنیاستانداردهای تأم  IU/µl  برای تبدیل این استانداردها به  باشدی م .
IU/ml .از رابطه زیر استفاده کنید 

✔ 
ቀ౅౑  نتیجه  تست 

ಔౢ
ቁ× حجم الوشن(ஜ୪)

(୫୪) حجم نمونه  تخلیص  شده  
 =(IU/ml)  نتیجه 

با قرار دادن مقدار   دیتوانی م هانمونهی استخراج یکسان برای تمام استفادهدر صورت  نکته:
  IU/mLیکجا و مستقیم، مقدار  صورتبهدر فرمول بالا  و تعریف آن در دستگاه  استانداردها

  را به دست آورید. هانمونه
 . دیکنی مدقیق مشاهده  صورتبهرا  LODی مثبت بالای مقدار هانمونهدر این صورت، مقدار 
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 آناليز اطلاعات

  صورت بهنتایج را  قرار دهید. سپس  =Th   ٠٫٠٢و در    Baseline) را بر روی  Thresholdحد آستانه (
 :نیدزیر تفسیر ک

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

بوده است.   HCVنتیجه تست برای ویروس مثبت است و نمونه تخلیص شده از پلاسما حاوی ویروس  
زیرا در صورت    اهمیت ندارد  )Yellow= HEX(در این حالت، وجود سیگنال فلورسانس در کانال  

باشد یا اصلاً   بسیار ضعیف  تواندی م  Yellowبالا بودن غلظت اولیه ژنوم ویروس سیگنال در کانال  
 . وجود نداشته باشد

٢- ) کانال  در  فلورسانسی  سیگنال  نمA.FAM=Green channelهیچ  مشاهده  در شودی)   .
 است.  مشاهدهقابل مربوط به کنترل داخلی   )Yellow= HEX(  الهمین حین سیگنال در کان

نشان حالت  ماین  پلاسما  نمونه  در  ویروس  وجود  عدم  بودن باشدیدهنده  مثبت  همچنین   .
کانال   از  واکن  هرگونهوجود    Yellow= HEXسیگنال حاصل  منتفی   PCRش  مهارکننده  را 

 . کندی م

 مشاهده نیست.قابل  Yellow: HEXو کانال    A.FAMل  هیچ سیگنال فلورسانسی در کانا  -٣
تست باید دوباره تکرار    و  انجام داد  توانی در مورد تست نم  یر یگجهینت  گونهچیدر این حالت ه

  شود. 
 

 نتایج  تفسیر 

است.  شدهنییتعنتیجه در محدوده آزمایش 
  ٪٩٥یش از ب   HCV RNAاحتمال تشخیص 

آماری   ازنظراست. نتیجه آزمایش مثبت 
 است.  شدهنیتضم

 
HCV RNA >75 IU/ml 

است.   شدهنییتعنتیجه خارج از محدوده تست 
 . شودینمتکرارپذیری نتیجه مثبت تضمین 

 
HCV RNA <75 IU/ml 

 
 شناسایی نشد.  HCV RNAهیچ 

 
HCV RNA negative 

. تفسیر نتایج٥جدول   
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 3رفع مشكل  

دلیل بروز   اقدام اصلاحی
 مشکل

 مشکل

ممکن  هاتیکبا برخی از  RNAاستخراج ِ
باشد   ییهای ناخالص است همراه با برخی 

 که با مسترمیکس واکنش مهاری دهد 

استخراج 
RNA 

هیچ سیگنالی دریافت نشده  
ولی کنترل مثبت سیگنال  

 دارد. 

1 

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

 اطمینان حاصل کنید. 

مشکل از مستر  
میکس 

 باشدی م

هیچ سیگنالی از هیچ کانالی  
(حتی در  شودی نمدریافت 

نمونه استاندارد و کنترل 
داخلی کیت نیز هیچ  

 نشده) تیرؤسیگنالی 

2 

دستگاه و همچنین سلامت   runاز نحوه 
 دستگاه اطمینان حاصل کنید. 

مشکل از 
دستگاه یا  

آن   افزارنرم
 باشدی م

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

بگذارید روی سطوح بماند و سپس به مدت  
 را روشن کنید.  UVدقیقه   ٢٠

آلودگی فضای  
 workهود یا 

station    که
میکس اولیه  

 .گرددی مآماده  

 
 
 
 

سیگنال در نمونه  تیرؤ
 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 سمپلر را با 

خوب تمیز کنید و سمپلرها را  ٪١٠وایتکس 
بخورد   UV هاآنبه طریقی که سر  UVزیر 

قرار دهید/ هرگز از سمپلر مشترک که برای 
نمونه بیمار یا کنترل مثبت استفاده  

مشکل از 
سمپلر آلوده یا  

مشترک 
 باشدی م

 
3 Troubleshooting  
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جهت درست کردن میکس اولیه   دیکنی م
 استفاده نکنید. 

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 جهت  
RT-qPCR 

برای جلوگیری از این اتفاق دفعه اول 
هر بار استفاده   ازیموردن اندازهبه

مسترمیکس ها را الکوت کنید در غیر این 
صورت اگر طی دو یا سه روز کل کیت 

مسترمیکس ها را در دمای   شودی ممصرف 
 درجه نگهداری کنید. ٤

مستر میکس 
نهایی بیش از  

بار فریز و   ٢
 دفریز شوند.

 4 شدت فلورسنت کم است 

در صورت امکان دوباره فرآیند استخراج  
RNA  را تکرار کنید. یریگنمونهو یا 

  RNAکیفیت 
 شدهاستخراج

 مناسب نیست. 

سیگنال فلورسنت حالت 
 سیگموئیدی ضعیفی دارد

5 

(کوربت) گزینه   Qiaqenبرای دستگاه 
outlier removal   را طبق شرایط بهینه
 بگذارید.  ٪٥نمونه روی 

  افزارنرم
 دستگاه

خطی  یهاگنالیس گرفتن 
)noise ( 

6 

 . رفع مشکل٦جدول 
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 ارزيابي آناليتيكال 

 اختصاصیت آنالیتیکال  

اول با انتخاب پرایمرها و پروب ها و همچنین انتخاب شرایط واکنش دقیق   قدمر  داختصاصیت کیت  
تأ می   د ییمورد  مقایسه قرار  آنالیز  از  استفاده  با  توالیگیرد.  پروب ای  و  پرایمرها  منظر  ها،  از  ها 

توالیهومولوژی تمامی  با  احتمالی  ثبتهای  بانکهای  در  بررس شده  ژنی  قابلیت اندشدهیهای   .
  طور نیهمها و  های مرتبط از طریق همترازسازی توالی) تمامی ژنوتیپDetectabilityتشخیصی (

 قرار گرفت.  دییمورد تأ Rotor-Geneهای بر روی دستگاه PCRتوسط واکنش 

ها  شد. این نمونه  دییمنفی تأ  HCVنمونه مختلف پلاسمایی    ١٠٠بعلاوه، اختصاصیت کیت از طریق  
 ایجاد نکردند. حضور ویروس است،  دهندهنشاندر کانال سبز که هیچ سیگنالی 

(  یواکنش ده از گرو cross-reactivityمتقابل  با استفاده  قرار گرفت.   یموردبررس های کنترل  ه) 
 گونهچیه  و  نشان ندادندحاضر  با کیت    )reactivity(  یشده واکنش دههای تستیک از پاتوژن  هیچ

 . )٧(جدول  مختلط ظاهر نشد یهامتقابل در عفونت یواکنش ده

Internal Control HCV CONTROL GROUP 
+ - Herpes simplex virus 1 
+ - Herpes simplex virus 2 
+ - Epstein-Barr virus 
+ - Cytomegalovirus 
+ - Hepatitis A virus 
+ - Hepatitis B virus 
+ - Hepatitis D virus 
+ - Hepatitis E virus 
+ - Varicella-zoster virus 
+ - Escherichia coli 
+ - HIV1&2 
+ - Human T cell leukemia virus 

type 
+ - parvovirus B19 

 . عواملی که در اختصاصیت آنالیتیکال بررسی گشتند.  ۷جدول 
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 حد تشخیص) نیترنیی حساسیت آنالیتیکال (پا

درمحدوده تشخیص   با  آنالیتیکال  محدوده تشخیص  و همچنین  استخراج   آنالیتیکال  گرفتن  نظر 
قرار(محدودیت ارزیابی  مورد  کیت  برای  تشخیصی)  با    های  آنالیتیکال  تشخیص  محدوده  گرفت. 

شود. در در کنار یک روش استخراج خاص تعیین می  HCVهای بالینی مثبت برای  استفاده از نمونه
استخراج  روش  از  مستقل  و  بالینی  نمونه  از  استفاده  بدون  آنالیتیکال  تشخیص  محدوده  مقابل، 

 گردد.های معلوم تعیین می با استفاده از استانداردهایی با غلظت  ،موردنظر

  ١٠  IU/ mlتا  IU/ml ۵۰از  HCV، یک سری رقت ویروس تیبرای تعیین حساسیت آنالیتیکال ک 
  مورد   Rotor-Geneهای  و با دستگاه  HCV qPCR  Senmurvایجاد گردید و با استفاده از کیت  

ارزیابی قرار گرفت. این آزمایش در سه روز و در هشت تکرار صورت پذیرفت و نتایج از طریق آنالیز  
بود،    ٥٠-   IU/ml٥٠٠ خوانش گردید بین    ٪١٠٠  صورتبهآخرین رقتی که    ازآنجاکهتعیین شدند.  

  هارقت تکرار    ٢٠، تهیه گردید و در    ٦٠،٥٠،    ٧٥،  ١٠٠،  ١٢٥  IU/mL  صورتبهپایین آن را    یهارقت
  ٦٠  IU/mLمثبت تشخیص داده شد ولی رقت    ٪١٠٠  صورتبه  ٧٥  IU/mLبررسی شدند. رقت  

به دست آمد. این    ٧٥-٦٠  IU/mLکیت بین    LODموارد شناسایی گردید. بنابراین    ٪٦٦تنها در  
رقت  با  ویروسی  پارتیکل  که  معناست    ص یتشخقابل   ٪ ٩٥  احتمالبه  ٧٥-٦٠  IU//mL  بین  بدین 

 هستند. 

اساس مشخصات   بر Rotor-Gene 6000 و  Rotor-Gene 3000ارزی بین دو دستگاه تعادل و هم
 طوربه است. آنالیزهای هر دو دستگاه    شدهدادهفنی تأییدشده با مقایسه عملکرد آنالیتیکال نشان  

دستگا در  آنالیتیکال  تشخیص  محدوده  گرفت.  صورت  بازه    Rotor-Gene  6000ه  موازی  در 
دستگاه   می   Rotor-Gene  3000اطمینان  تولقرار  کیت  بنابراین،  برای می  دشدهیگیرد.  تواند 

قرار   مورداستفادهبا حساسیت برابر    Rotor-Gene  6000ه  در دستگا  HCVویروس    RNAتشخیص  
  بگیرد.
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 )  Linearityخطی بودن (

حاصل از سنجش کمی ویروس دارای رفتار    یهاداده که در این بازه  است  هدف تخمین بازه غلظتی  
باشد.   آنالیز  منحنی  روی  بر  برای  EP6-Aمطابق  خطی  طول  ،  در   صورتبه روز    ٥استانداردها 

 دابلیکیت، ریل تایم گذاشته شد. سپس خطی بودن استانداردها بررسی گردید.

Linearity 
IU/ml Expected (Log) Observed (Log) 

50 1.69 2.35 
62.5 1.79 2.01 
125 2.09 2.3 
500 2.69 2.48 
1000 3 3.02 

10000 4 4.01 
100000 5 5.08 

1000000 6 5.99 
10000000 7 7 

 هاداده . خطی بودن  ۸جدول 

 ٧١٠ IU/ml تا ٥٠ IU/mlه نتایج خطی بودن کیت در باز  .۵شکل 
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 ٧١٠ IU/ml  تا IU/ml٠١٠نتایج خطی بودن کیت در بازه  .٦شکل 

  IU/ml١٠٠تست در  linearityاست که  یابیدستقابل بر اساس مقایسه دو گراف فوق این مطلب  
 است.  قبولقابل  ٨٠٫٩و شیب خط برابر با   2R= ٠٫٩٩٥ با  ٧١٠ IU/ml تا
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  كلينيكال    ارزيابي
و    ١٠٢تعداد   منفی  بیمار  نتایج   ١٠٣نمونه  به  توجه  با  شدند.  بررسی  کیت  با  مثبت  بیمار  نمونه 

 ١٠١نمونه مثبت    ١٠٣مورد منفی شناسایی شدند و از بین    ١٠٢نمونه منفی    ١٠٢از    آمدهدستبه
که بر اساس فرمول حساسیت و اختصاصیت نتایج زیر به دست    ،تشخیص داده شد   یدرستبهنمونه  

 .)۹(جدول  آمد

QPCR kit-MURV HCV qRTSEN  
Total - + 
103 2 101 + Altona HCV 

RT-qPCR kit 2.0 102 102 0 - 
  بررسی حساسیت و اختصاصیت کیت   .٨جدول

از کیت   نتایج مستخرج  با  قیاس  روش مرجع،   عنوانبه   Altona HCV RT-qPCR kit 2.0در 
و  ۹۸%به ترتیب    SENMURV HCV qPCRحساسیت تشخیصی و اختصاصیت تشخیصی کیت  

 ها به دست آمد. رای تمامی نمونهب %۱۰۰
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 فني   يپشتيبان

  ی  زیر تماس حاصل فرمایید .هاشمارهجهت ارتباط با پشتیبانی فنی با 

 (آقای قره داغی) ٠٩٩٠٣٦٦٩٣٩٤١ 

 ۰۲۱۲۲۰۸۲۱۲۰ 

 

  نشانه ها  
 

 Research Use Only   برای مصارف پژوهشی 

 Catalog Number کد کالا 

 Batch Number   دشدهیتولشماره بچ 

 Temprature Limitation   محدودیت دمایی 

 Concult Instructon For Use   مطالعه دستورالعمل 

 Content sufficent for <n> tets تعداد تست 

 Use by  تاریخ انقضا 

 Manufacturer آدرس 
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 اطلاعات تماس  

 

 مورو  سين  گروه- ياخته بن فناوري شركت

 خيابان، آبادسعادت متري 24 بلوار فرهنگ، ميدان ،آبادسعادت ان،تهر : مركزي دفتر

  ياخته بن فناوري شركت ،9پلاك ،)شرقي دوم (حيدرنيا

 

   02122082120: تماس تلفن   1997775555:پستي كد

    www.Senmurv.coWeb Site:   
    info@senmurv.irEmail:  


