
 

 

HBV qPCR Detection Kit 

 دفترچه راهنما برای سنجش کمی ویروس هپاتیت ب در سرم یا پلاسما 

 با استفاده از روش 

Real-time PCR 

 

 قابلیت استفاده برای دستگاه های : 

    Applied Biosystems® - StepOne/ StepOnePlus 

Applied Biosystems® - 7500 Fast/7900HT  

Qiagen Rotor-Gene® - Q/ 3000/ 6000  

LightCycler® - 96/480 

QuantStudio™ - 5/6 

Cobas® - 4800/ z480 

Bio-Rad® - CFX iQ5/96 

Tianlong Real-time PCR 

 

 

 

 موارد استفاده تحقیقاتی 

Research Use Only 

In vitro Use Only 

 

 

 

 



 

 

 مقدمه  •

ژنوم    محافظت شده در  یجفت باز  170  یقطعه    ریتکث  قی از طر)   A-H)ژنوتایپ های    هپاتیت ب  روسیو  ص یتشخدر این کیت  

با استفاده از کانال    روسیودر ژنوم    ناحیه هدف  ریاز تکث  یتابش فلورسانس ناش  شی، افزاPCR  ندیفرآ  ی. در طگیرد  یصورت م  ویروس

واکنش    یتوان وجود عوامل مهار کننده    یبوده که به کمک آن م  یکنترل داخل  حاوی  تیک  ن یشود. ا  یم  ده یسنج (FAMسبز )

PCR  کانال زرد     قیاز طر  یکنترل داخل  ریتکث  یکرد. آشکارساز   یابیاستخراج را ارز  ندیواکنش و صحت فرآ  یی، کارآ(HEX)   انجام

  ی م  ریبالا امکان پذ  تیرا با حساس  روسیو  یکم  صیامکان تشخ  تیموجود در ک  یو استانداردها   کسیشود. استفاده از مسترم  یم

 سازد. 

 

 اقدامات و هشدارهای ایمنی زیستی  •

 کارکنان باید با پروتکل و ابزارهای مورد استفاده آشنا باشند. 

 هنگام کار با نمونه های بالینی، از وسایل محافظ شخصی ) مانند لباس، دستکش، شیلد، عینک محافظ ( استفاده کنید.

انجام    IIدر زیر هود بیولوژیکی کلاس    یا سطوح ایمنی زیستی بالاتر و  BSL2ماده سازی و کار با نمونه بایستی در فضای  آکلیه مراحل  

 . شود

بیمار باید به عنوان نمونه های عفونی در نظر گرفته شده و مراحل غیرفعالسازی ویروس و نیز  کنترل های مثبت و کلیه نمونه های  

 اید مطابق با پروتکل های دفع و امحاء نمونه های عفونی بیولوژیک انجام شود. امحاء نمونه ب 

از خوردن، آشامیدن، سیگار کشیدن، استعمال لوازم آرایشی و استفاده از لنزهای تماسی در تمام فضاهای آماده سازی نمونه و آزمون  

 جدا خودداری نمایید. 

 بر روی جعبه کیت توجه نموده و از محصول منقضی شده استفاده نکنید.   ء چاپ شدههنگام استفاده از کیت، به تاریخ انقضا 

 از صحت نصب، کارکرد و کالیبراسیون تمام ابزارهای مورد استفاده اطمینان حاصل کنید.

یخ  ، از دستکش بدون پودر استفاده کرده و آن ها را بر روی    Real-time PCRدر هنگام کار با کیت مواد و میکروتیوب های واکنش  

 و یا رک های خنک کننده قرار دهید. 

 بلافاصله پس از استفاده از کیت، آن را در شرایط بهینه درج شده بر روی جعبه کیت منتقل کرده و نگهداری نمایید. 

 

 نمونه های قابل قبول برای آزمون  •

 می باشد. برای انجام آزمون مورد تایید  و پلاسما  نمونه های سرم  

 

 نمونه ها   ی دار نگه   ط ی شرا  •

+ تا  2  ن یب  یساعت در دما   24در مدت    دیشود. مواد با  یجمع آور   EDTA  یحاو  لیاستر  یدر لوله ها  د یپلاسما و سرم با  ینمونه  

  دار یهفته پا  نیگراد چند  یدرجه سانت  -20  ریز  یجدا شده در دما  یپلاسما   ینمونه    منتقل شوند.  شگاهیبه آزما  گرادی+ درجه سانت8

 باشد.   یپلاسما م  تریکرولیم  100ش یآزما  یبرا  ازیمورد ن  یحداقل نمونه    ماند.  یدر آن ثابت م  روسیو  تریبوده و ت

 

 ت های روش تشخیصی محدودی  •

وجود    ،شرایط نادرست نگهداری معرف های آزمایش و نمونه ها   است.  موثر  کیت  این  آزمایش  نتایجدر  نمونه  و انتقال    گهداریشرایط ن

نادرست  آلودگی های خارج از کنترل به وجود آمده در طی پردازش نمونه می تواند منجر به نتایج  ،  واکنش آزمون عوامل مهارکننده در  

 آزمایش شود. 

 

 

 



 

 

 

 تجهیزات موردنیاز  •

استیشن   - لامپ  ورک  لامینار    UVدارای  هود   /

 IIکلاس  

              ورتکس-میکرواسپین -

 میکروسانتریفیوژ  -

میکرولیتر،    10-0/ 5سرسمپلر مربوطه )سمپلر و   -

 میکرولیتر(   100-1000میکرولیتر و    200-20

سازی   - آماده  ویژه  فلزی  کننده  خنک  های  رک 

 Real-time PCRواکش های  

 ºC 8-2، یخچال  ºC 80- و  ºC 20-فریزرهای   -

کانال های خوانش    Real-time PCRدستگاه   - دارای 

 رنگ های سبز و زرد

 ئیکلنوک  کیت یا سیستم اتوماتیک استخراج اسید -

 Real-time PCRمیکروتیوب های مخصوص واکنش   -

 ( RNaseو    DNaseمیکروتیوب های استریل )بدون   -

                    

 کیت شرایط نگهداری   و  حمل و نقل  •

تاریخ انقضای درج  اتمام  در صورت نگهداری در دمای مذکور تا    و  درجه زیر صفر حمل و نگهداری شود  20این محصول باید در دمای  

)بیش  محتویات کیت    مکرر  شده بر روی جعبه ی آن قابلیت استفاده دارد. برای جلوگیری از کاهش حساسیت تست از ذوب و انجماد

 بار( خودداری گردد.   3از  

                                                                                                                         

 کیت  محتویات  •

واکنش   24برای    اجزاء کیت مقدار   ردیف 

300µl Master Mix 1 
50µl Calibrator 1 (104 IU/µl) 2 
50µl Calibrator 2 (103 IU/µl) 3 
50µl Calibrator 3 (102 IU/µl) 4 
50µl Calibrator 4 (101 IU/µl) 5 
50µl Internal Standard 6 

 

 سازگار با محصول   Real-time PCRدستگاه های  •

 FAM/HEX   : تست  جی نتا  لیجهت تحل  ازیمورد ن  یکانال ها

در آن ها وجود دارد،    (تهران کاوش کلون )  ناکلونیس  HBV Real time PCR  تیده از کااستف  تیکه قابل  ییاز دستگاه ها  یشمار 

 شوند:   یم  ریموارد ز  شامل
  Applied Biosystems® - Step One/ Step One Plus 

Applied Biosystems® - 7500 Fast/7900HT  

Qiagen Rotor-Gene® - Q/ 3000/ 6000  

LightCycler® - 96/480 

 

 QuantStudio™ - 5/6 

Cobas® - 4800/ z480 

Bio-Rad® - CFX iQ5/96 

Tianlong Real-time PCR   
 

 استخراج اسیدنوکلئیک  •

سرم یا    یاز نمونه    DNAاستخراج  دارد.    DNAبستگی به میزان و کیفیت نمونه  Real –Time PCR  عملکرد سنجش به روش  

 شود.   مورد استفاده، انجام  تیک  ی   ژهیموجود در بازار و طبق پروتکل و  معتبر  یها  تیتوسط ک  دیباپلاسما  

   .شود  یم  هیتوص  Viral DNA Extraction Kit  ( SinaClon- EX6061)کیت  استخراج    ندیآفر  یبرا 
کس نمونه و بافر لایز  به می   HBVموجود در کیت تشخیص  میکرولیتر از ویال کنترل داخلی    2  در ابتدای پروسه استخراج   لازم به ذکر است که 

 انجام گردد.   استخراج   ادامه مراحل براساس دستورالعمل کیت  و  اضافه گردد 



 

 

 

 
 نمونه   از DNA استخراج مراحل :  1 شکل

 

 Real-Time PCRآزمون تشخیصی   پروتکل  •

(.  دیینما  یخوددار   تیک   یتا ذوب شوند ) از ذوب و انجماد  مکرر اجزا  دیخرد شده قرار ده  خی  یواکنش را رو   یاجزا   حاوی  یها   الیو

  .دیکن  اسپین  نییآن ها را با دور پا  الیهر ودر  رسوب قطرات  جهت  

. علاوه بر  شوند  یگراد نگهدار  یسانت  یدرجه    8-2  یدر دما  دیبا  تیک  یمخلوط واکنش اجزا   یآماده ساز   نیدر ح  تاس  به ذکر   لازم

 .دیآماده کن  یاستاندارد ها و کنترل منف  یبرا   الیو  5،  نمونه ها

 .دیاضافه کن PCR میکروتیوبرا به هر    کسی از مسترم  تریکرولی م   12 (1

 .دیاضافه کننمونه    میکروتیوبرا به هر    استخراج شده  دیاس  کیاز نوکلئ  تریکرولی م 8 (2

 .دیاضافه کناستاندارد    میکروتیوبرا به هر    (استاندارد)   از کنترل مثبت  تریکرولی م 8 (3

 ( اضافه نمایید. NTCرا به میکروتیوب واکنش بدون نمونه الگو )  Nuclease-Freeمیکرولیتر از آب    8 (4

 .دیکن  اسپین  نییها را بسته و آن ها را در دور پا  میکروتیوبدرب   (5

 فلورسانس را تعیین کنید.بط به خوانش رنگ های  تکانال مر  وقرار داده    Real-time PCRها را در دستگاه    میکروتیوب (6

 

 اجزاء  حجم )میکرولیتر( 

12 Master Mix 

8 Calibrator or DNA extraction 
sample 

 

 ( NTC; Non Template Controlواکنش ) 

 آماده کنید.   NTC)با توجه به جدول زیر یک میکروتیوب برای واکنش بدون نمونه الگو )

 اضافه کنید.   NTCرا به میکروتیوب واکنش    Nuclease-freeمیکرولیتر از آب    8

 

 اجزاء  حجم )میکرولیتر( 

12 Master Mix 

8 Nuclease-free 

 

 



 

 

 

 Real-time PCRانجام آزمایش 

 قرار دهید.   Real-time PCRمیکروتیوب های آماده شده را در دستگاه  

 کانال مربوط به خوانش رنگ های فلورسانس را تعیین کنید. 

 

Gene/s Detection 
Wavelength (nm) 

Source 
Wavelength (nm) 

Name of 
channel 

NO 

HBV A-H 520 495 FAM 1 
IC 556 535 HEX 2 

 

 انجام شود.   ریتکث  ندیفرآآزمون را مطابق برنامه دمایی ذکر شده در جدول زیر اجرا کنید تا  

 Real-time PCRدستگاه  ی رنامه  ب          •

1 cycle 3 min 95 ° C Holding Stage 

45 cycles 
15 s 95 ° C 

PCR cycles 
40 s 58 ° C 

 انتخاب گردد. خوانش رنگ های فلورسانس  برای    C ° 58دمای  

 

 آنالیز نتایج 
 

 کنترل مثبت  -1

) اختلاف  ید با سه سیکل تفاوت مشاهده شوند.  منحنی استانداردهای متوالی با  Ctرا بررسی کنید.  استانداردها  در مرحله اول، عملکرد  

 سیکل مورد تایید است(.    1±

 

 NTCواکنش   -2

د زمینه  ، باید به صورت یک خط مسطح )نتیجه منفی( باشد که نشان دهنده عدم آلودگی مواNTCدر شرایط ایده آل، نتیجه واکنش  

معتبر بوده و نتیجه آزمون از این نظر مورد تایید است    Ct>38در    NTCمشاهده منحنی تکثیر  واکنش می باشد. همچنین در صورت  

 و نیازی به تکرار آزمون نیست. 

 ، نتایج نامعتبر بوده و بایستی آزمون مجددا تکرار شود. Ct<38در صورت مشاهده منحنی تکثیر در    -

 

 ICکنترل داخلی    -3

و نیز عملکرد مطلوب و کیفیت مواد    DNA، نشان دهنده استخراج موفقیت آمیز  ICژن کنترل داخلی  منحنی تکثیر بدست آمده برای  

 بیولوژیکی واکنش می باشد. 

 واکنش مورد تایید است. و انجام    DNAباشد، استخراج    Ct<38با مقدار    ICاگر نمونه تست دارای منحنی تکثیر برای ژن  -              

 

 بررسی نمونه مورد آزمون 

 باشند.   ʺسیگموئیدیʺمنحنی  مثبت هستند، بایستی دارای    HBVکه  نمونه هایی  -               

 را نشان دهد، منحنی تکثیر قابل قبول است.   Ctعبور کند و عدد    Thresholdاگر فلورسانس منحنی از خط  -           



 

 

 مثبت است.   HBVبرای    آن است که نمونهموید    Ct<38با مقدار    مونه تست دارای منحنی تکثیرن-           

 باشند، بایستی آزمون تکرار شود.    Ct>38با مقدار    ن دارای منحنی تکثیراگر نمونه مورد آزمو-           

 

  جی نتا   ل ی تحل  •

 

 FAM   کانال   در  سیگنال HEX   سیگنال در کانال  نتیجه تفسیر

 معتبر مثبت
Ct<38 Ct<38 

 Ct<38 - معتبر مثبت

 - Ct<38 معتبر منفی

 - Ct>38 معتبر نا تکرار تست 

 - - معتبر نا تکرار تست 

 

 حساسیت تست  •

 می باشد.   IU/ml  25 حداقل تعداد کپی قابل تشخیص در این تست

 اختصاصیت تست  •

طراحی شده    HBVژن هدف  برای توالی    )تهران کاوش کلون(  سیناکلونشرکت    Kit Detection  PCRq HBVکیت تشخیصی  

 Inرا شناسایی می کند. کیت طراحی شده در بررسی    نمونه مورد آزمون   هدف درت اختصاصی فقط توالی  است. بنابراین به صور

Silico     نداردزیر    واکنش متقاطعی با سایر پاتوژن هایهیچ گونه : 

 
• Cytomegalovirus (CMV)  

• Epstein-Barr virus (EBV)  

• Hepatitis A virus (HAV)  

• Hepatitis C virus (HCV)  

• Hepatitis D virus (HDV)  

• Hepatitis E virus (HEV)  

• Herpes simplex virus 1 (HSV-1)  

• Herpes simplex virus 2 (HSV-2)  

• Human immunodeficiency virus 1 (HIV-1)  

• Human T-lymphotropic virus I (HTLV-I)  

• Human T-lymphotropic virus II (HTLV-II)  

• Parvovirus B19  

 

 ویژگی های فنی محصول  •
 

   DNAتوالی حفاظت شده   قطعه ی تکثیر شونده توالی  

 HBV  (A-H )ژنوتیپ های   اختصاصیت 

25 IU/ml (   LoDحساسیت )        

    IU/ml 109-102 1بازه ی خطی 

Dynamic range 25-109 IU/ml    

Reporting units IU/µl 

 سرم و پلاسما  نوع نمونه ی معتبر 

 QCMD Regularlyتست شده با   ارزیابی کیفی خارجی 

 
1 Linear range 



 

 

 

 تدوین شده است.    ISO 13485سیستم مدیریت کیفیت محصول بر اساس ملزومات  
 

 محاسبه ی کمی تیتر ویروس  •

 منحنی استاندارد رسم شده و تیتر ویروس مشخص می شود.    های حاوی استاندارد در کیت،  با استفاده از ویال

 از فرمول زیر استفاده کنید.)   IU/mLبرای محاسبه ی غلظت ویروس با واحد )  

   

Sample concentration (
IU

mL
) =

Sample concentration (IU/µl) × Elution volume (µl) 

Sample volume (ml) 
   

 
 
 

 

 معتبرسازی آزمون  •

 HBV SinaClon: Real Timeکمی   استانداردهای   تشخیص :  2  شکل

PCR    
 FAM    QS1, QS2, QS3, QS4 ,کانالخوانش    در

  

 

 

 

 :  3شکل 

 1.00:  (R²) ضریب همبستگی واکنش

 3/38-شیب خط : 

 1/98بازده تست: 
 

 

 



 

 

                        
 

 HBV  مثبت   نمونه   برای  FAM کانال   خوانش   نتایج :  5  شکل                      داخلی          کنترل   برای   HEX  کانال   خوانش   نتایج :  4  شکل 

 

 

 

 CTضریب     نمونه  رنگ 

مثبت   کنترل  1  82 /21 

بیمار   نمونه  2  63 /28  

داخلی   کنترل  3  30 /30  

 - NTC واکنش  4

 

 نشانه ها  •

 نشانه ها  تعاریف

  آلودگی از طریق تماس با شخص یا وسیله

  محدوده دمایی بر استفاده از محصول 

  اطلاعات تشخیص پایان عمر مفید محصول 

  فقط برای مصرف آزمایشگاه تشخیصی

  دستورالعمل استفاده ازمحصول 

  تعداد تست قابل استفاده 
 محصول   ساخت  سری  نشانگر

 

  نام و آدرس کارخانه سازنده محصول 

  تاریخ تولید
  نشانگر کد فنی محصول 
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