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 HPV 24 Genotyping Real Time PCR kit  

For use with; ABI Step1 & Step 1 PLUS Instrument,  HA50G 50T 

 

  روسیو پلومایپرخطر پا یپهایژنوت یمولکول صیتشخ تیک
1                             HPV 24 Genotyping Real Time PCR kit 

  HA100G  

  
 

 تکمیل و بسته بندی:

     سلامت پژوهان راستین
 ۲۰۳تهران، بلوار اباذر، مجتمع اداری آیسان، واحد 

 ۰۲1-44۰۰۰454-6تلفن:

 

 مقدمه : 
  یکی از شایع ترین بیماری های مقاربتی دار پاپیلومای انسانی DNAویروس  عفونت تناسلی با

(STD)   زنان جوان فعال جنسی  ٪46الی  ٪۲۰در سراسر جهان است که در با علت ویروسی

 میلیون مورد ویروس پاپیلومای انسانی 14الانه تقریباً شود. سدر کشورهای مختلف دیده می

(HPV)  گرددو به آمار مبتلایان اضافه می شدهتشخیص داده جدید. 

تواند زمینه ساز ابتلا به سرطان دهانه رحم شود که دومین سرطان شایع در  این ویروس می

 بین زنان سرتاسر جهان است.

اپیتلیال دهانه رحم  درونبر اساس شناسایی درجات مختلف نئوپلازی  HPV ژنوتیپ های

 با خطر متوسط و کم خطر  تقسیم می شوند. و انواعپرخطر به انواع 

 وجود دارد: HPVچندین روش برای تشخیص عفونت بالینی 

 پاپ اسمیر، میکروسکوپ الکترونی، ایمونو به روشمشاهده، غربالگری سیتولوژیک 

 های مولکولی.روش و توشیمیهیس

  .باشدها تنها روش مولکولی دارای حساسیت لازم وکافی میازمیان این روش

های بالینی مانند سواب درنمونه PCRیق ویروس پاپیلوما از طر DNA تشخیص مستقیم

یا بافتهای تثبیت های پارافینه های یخ زده و بافتدهانه رحم، شستشوی دهانه رحم، بیوپسی

با ارزش ترین و دقیق ترین روش تشخیص به شده با فرمالین،  نمونه ادرار و نمونه مردان 

  رود.شمار می

 کاربرد:
ژنوتایپ   24 تعیین منظوره ب  Real Time PCRروش ، مبتنی بر  HPV کیت            

HPV ، 14 5۲، ۳1، 66، 59، ۳9، ۳۳، 18، 16ی انسانی )اژنوتایپ پرخطر ویروس پاپیلوم ،

ژنوتایپ کم  6(و5۳،۲6،67،7۳) Intermediateژنوتایپ  4و  (۳5، 45، 56، 68، 58، 51

 .ستا ذکر شده یکیولوژیب هاینمونهدر (6،4۰،4۲،4۳،44،11خطر )

 اساس روش:
  Real Time PCRحین واکنش  ساطع شده در کیت فوق بر اساس بررسی شدت فلورسانت

 و جهت تشخیص در شرایط آزمایشگاهی طراحی شده است.
در کیت فوق از آنزیم ها برای جلوگیری از بوجود آمدن اتصالات غیر اختصاصی پرایمر و پروب

Hot Start Tag DNA Polymerase حالت عادی غیر  فعال که در  است استفاده شده

)مرحله  گردددقیقه فعال می 1۰سانتیگراد به مدت درجه  95گرفتن در دمای قرار با بوده و 

 (.کیت اول برنامه ی دمایی
  HPV ساز ویرو تایپ  ۲4مربوط به  E6 – E7توالی هدف شناسایی این کیت ژن های 

 طراحی شده اند.Multiplex ویال است که بصورت  7در

 :باشدمیاساسی یا روش شامل دو بخش  HPV              شناسایی کیت

 از نمونه ها DNA استخراج -1

۲-Real Time PCR Multiplex  ویال برای هر نمونه 7در 

 

 هشدارها: 

 

  نمونه هایی که بصورت چشمی کدر و دارای سلول های زیادی هستند

نیازی به مرحله ی رسوب گیری قبل از استخراج ندارند اما در مورد 

نمونه های دارای سلول کم و شفاف یا نمونه ی مردان و ادرار  و نمونه 

 های بدون براش بهتر است رسوب گیری قبل از استخراج انجام گیرد. 

 عنوان مستر میکس ها و  لطفا به هیچFRP   ها را جهت نگهداری و

 سهولت کار با هم میکس نکنید.

 ریکنترل ها( را به دور از سا و مواد مثبت استخراج شده )نمونه ها 

 .دیکن یها نگهدارمعرف

 اتاق  یرا به طور کامل در دما محلولها یتمام ش،یقبل از شروع آزما

 .دیذوب کن

 مصرف، روپوش  کباریها از دستکش معرفها و هنگام کار با نمونه

 .دیو محافظ چشم استفاده کن یشگاهیآزما

 های دستورالعملاستفاده نشده را مطابق با  یهاها و معرفتمام نمونه

 .دفع کنید پسماند دفع

 در نظر گرفته شوند یبه طور بالقوه عفون دیها بانمونه. 

  درصد،  0.5 میسد تیپوکلریکننده مانند ه یضدعفون کیبا استفاده از

 .دیکن یو ضد عفون زیشده را تم ختهیر یهامعرف ایها تمام نمونه

  یخوددار یمخاط یمعرف با پوست، چشم و غشاها ایاز تماس نمونه 

 دیو به پزشک مراجعه کن دییفوراً با آب بشو ، در صورت تماسدیکن

 محتویات کیت :

 

کنترل  یحاو    HPV               تیکاذب ک یمنف جینتاوجود از  یریجلوگبرای 

)ناکافی  گیریدر صورت عدم صحت نمونه( است که یانسان نی)ژن بتا گلوب یداخل

 یداخلکنترل بودن سلولهای اپیتلیال یا زیاد بودن مقدار مخاط روی سواب( 

 داده نخواهد شد. صیتشخ

 سایل و مواد مورد نیاز که در کیت موجود نیست : و

 وسایل و مواد مورد نیاز برای استخراج   -1

 Real Time PCRوسایل و مواد مورد نیاز برای  -۲

 : شرایط نگهداری
 .قرار دهید -16بلافاصله پس از تحویل گرفتن کیت آن را درفریزر و دمای  -

 نگهداری شوند.رطوبت  ایگرما ،محلولهای موجود در کیت می بایست دور از نورتمامی  -

 و پایداری تیممکن است حساس رایها اجتناب شود، زمعرف مکرر از انجماد و ذوب -

  ا کاهش دهد.کیت ر

 : کیتپایداری 

 است.  داریپا تیبرچسب ک یروبرشده  درج یانقضا خیتا تارکیت فوق 
 

 : DNA یجداساز
های لازم با توجه به انواع نمونه  تائیدیهداشتن ، در صورت DNAستخراج ا یتجار تیک هراز 

 توان استفاده کرد.ها می
 کیت لازم است مراحل ذیل با دقت و ترتیب ذکر شده انجام گیرد: از برای استفاده

 ورتکس و اسپین مختصر ویال های مستر میکس  .1

 ها به تعداد لازمآماده سازی میکروتیوب یا کپ استریپ  .۲

Florescent chanels FAM HEX ROX 
`Reaction mix 

HA FRP1 16 18 33 

HA FRP2 68 56 45 

HA FRP3 31 52 51 

HA FRP4 39 59 66 

HA FRP5 35 58 IC 

HA FRP6 53 26/67 73 

HA FRP7 6 40/42/43/44 11 

HA100G 

100T 
 FAM/HEX/ROX 

500 λ 1 ویال FRP1: 16/18/33 
500 λ 1 ویال FRP2: 68/56/45 
500 λ 1 ویال FRP3: 31/52/51 
500 λ 1 ویال FRP4: 39/59/66  

500 λ 1 ویال FRP5: 35/58/IC 
500 λ 1 الیو FRP6: 53/26.67/73 
500 λ 1 الیو FRP7: 6/40.42.43.44/11 

1000 λ  7ویال Master mix  

500 λ 1 کنترل مثبت کیت ویال (PC) 

500 λ 1 کیت منفیکنترل  ویال (NC ) 
 بروشور کیت عدد 1 
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  روسیو پلومایپرخطر پا یپهایژنوت یمولکول صیتشخ تیک
2                             HPV 24 Genotyping Real Time PCR kit 

  HA100G  

  
 

 تکمیل و بسته بندی:

     سلامت پژوهان راستین
 ۲۰۳تهران، بلوار اباذر، مجتمع اداری آیسان، واحد 

 ۰۲1-44۰۰۰454-6تلفن:

 

 ویال به ازای هر کنترل( 7) ویال به ازای هر بیمار ( 7)

 را آماده سازی کنید: اصلیهای طبق جدول زیر میکس .۳

 

 

 

 های تهیه شدهاز میکسورتکس و اسپین مختصر هر ویال . 4

دستتتگاه ریل  نوع به هبستتت ml۰.1یا  ml ۰.۲)ویال های با حجم ویال 7برای هر بیمار  .5

مربوط به   ویال به FRPازهر  λ 5 وmaster mixاز  λ 10آماده کنید و به ترتیب  تایم(

 .کنید آن اضافه

 ویال شده به هرستخراج ا DNAاز  λ 10 افزودن  . 6

 ورتکس و اسپین مختصر ویال ها. 7

 باشد.می λ 25 مورد استفاده برای هر واکنش کیتحجم نهایی . 8

ویال مربوط به کنترل مثبت  7به هر  λ 10مقدار  PCHR.برای کنترل مثبت : از ویال 9

 .داضافه کنی

ویال مربوط به کنترل منفی  7 به هر λ 10مقدار  NCHRبرای کنترل منفی : از ویال  .1۰

 .داضافه کنی

 )نارنجی(،ROX)زرد(، HEX)سبز(، FAM*خوانش در 

 :آنالیز نتایج 
  FAM/Greenدر کانال  16،68،۳1،۳9،۳5،5۳،6هایتایپ DNسیگنالهای تکثیر  -

مثبت  (Threshold line) فوق از خط آستانههای سیگموئیدی در صورت عبور منحنی

 شوند.تشخیص داده می

در , 44،4۳،4۲،4۰،67،۲6،58،95،5۲،65،18 تایپ های DNA سیگنالهای تکثیر  -

های سیگموئیدی فوق از خط در صورت عبور منحنی  JOE/Yellow/HEXکانال 

 شوند.مثبت تشخیص داده می (Threshold line) آستانه

در کانال  IC 7۳ ،11 ،66 ،51 ،45 ،۳۳پ های یتا  DNAسیگنالهای تکثیر  -

ROX/Orange  های سیگموئیدی فوق از خط آستانه در صورت عبور منحنی

(Threshold line) شوند.تشخیص داده می مثبت 

 کنترل داخلی -

در  ROX/Orangeکنترل داخلی یا همان بتاگلوبین در کانال  DNAسیگنال تکثیر  

 شوند.باشند تشخیص داده میمی 5هایی که حاوی مستر شماره یمیکروتیوب
 

 رنامعتبنتایج  -

در نتایج  (Threshold line) آستانه در صورت عدم تقاطع منحنی سیگموئیدی با خط 

 تمامی کانالها نامعتبر بوده و از مرحله استخراج باید تکرار انجام گیرد.

 نمونه منفی معتبر -

در صورت داشتن منحنی   FAM,HEX,ROXمستر کانالهای  هفتدر هر   CTعدم تعیین  

 )کنترل داخلی ( که از خط آستانه ROX در کانال  5سیگموئیدی مناسب برای مستر 

(Threshold line)  نمونه به عنوان نمونه منفی تلقی میگردد.عبور کند 

 رنا معتبنمونه منفی  -

تعیین نشده ویا  CTهای داخلی( اگر مقدار )مربوط به کنترل  ROXدر کانال   5 در میکس

از حد مرزی عبور کند و یا منحنی سیگموئیدی مربوط به کنترل های داخلی با خط 

از مرحله  دیبامحل تقاطعی نداشته باشد نتیجه نامعتبر بوده و  (Threshold line)آستانه

 تکرار شود. DNAاستخراج 

 کنترل مثبت -

 در تمامی کانالها منحنی سیگموئیدی مناسب داشته و از خط آستانه عبور کند.باید 

 کنترل منفی  -

 از کانالها نباید داشته باشد. کدام هیچ گونه نموداری در هیچ 

  سیکل اولیه،  5با توجه به عدم خوانش کیت درCt   قابل قبول کیت

،HPV HR    ،Ct≤30 باشد.می 

  در موردCT  نمونه ها در صورت داشتن تکرار پذیری  30های بالاتر از

 مثبت تلقی میشوند.

 :(Cross Reactivity) آنالیتیکال اختصاصیت

 شده  نیخاص تضم یهاو پروب مرهایبا انتخاب پرا   HPV اختصاصیت کیت

 یهایتمام توالبا استفاده از تکنیک مقایسه توالی با ها و پروبپرایمر  توالی یاحتمالتشابه 

 بررسی شده است.ی ژن یهامنتشر شده در بانک

، بیانگر عدم وجود واکنش متقاطع Cross Reactivityبررسی های داده های حاصل از انجام 

 بررسی شاملمورد پاتوژن های  های مورد آزمایش می باشد. با میکروارگانیسم ها و ژنوتیپ

 باشد:موارد ذیل می

- DNA HPV  یی که در کیت قثابل ها پیژنوت ژهیبه و ،دیگرنسبت به انواع

 شناسایی نمیباشند.

 کوپلاسمایما وم،یتالیجن کوپلاسمای، ما سیتراکومات ایدیگونوره، کلام ایسرینا -

  ومئالیتیکاوره پلاسما اور کنز،یآلب  دایکاند ه،یاسترپتوکوک آگالاکت س،ینیهوم

- HIV-1 

 حساسیت آنالیتیکال: 
ژنوتایپ پرخطر ویروس  14حساسیت کیت با استفاده از نمونه های کلون شده بخشی از ژنوم  

کپی در میلی لیتر  4۰پاپیلومای انسانی که برای تشخیص در این کیت بکار رفته معادل 

(40  Copies/ml)  موارد اگر تیتر ویروس بیش از این میزان  %1۰۰محاسبه شد، یعنی در

باشد کیت قادر به تشخیص آن است. در صورت کاهش تیتر ویروس به کمتر از این میزان، 

 کیت با ضریب اطمینان کمتری قادر به شناسایی خواهد بود.
 

 

 

فی:  کنترل مثبت + کنترل من۲: تعداد بیماران هر سری آزمایش       N 
Reaction 
Mix Final 
volume 

Master 
mix 

10 λ HA FRP1 5 λ 
15 λ 

(N+2) 

Master 

mix 
10 λ HA FRP2 5 λ 

15 λ 

(N+2) 

Master 

mix 
10 λ HA FRP3 5 λ 

15 λ 

(N+2) 

Master 
mix 

10 λ HA FRP4 5 λ 
15 λ 

(N+2) 

Master 
mix 

10 λ HA FRP5 5 λ 
15 λ 

(N+2) 

Master 

mix 
10 λ HA FRP6 5 λ 

15 λ 

(N+2) 

Master 
mix 

10 λ HA FRP7 5 λ 
15 λ 

(N+2) 

 برنامه دمایی کیت

 تکرار زمان (C°)دما مرحله
1 95 10 min 1 

2 

95 5 Sec 

5 60 30 Sec 

72 15 Sec 

3 

95 5 Sec 

40 60* 
Fluorescent Detection 30 Sec 

72 15 Sec 

 آدرس محل تولید
 

 تاریخ تولید
 

 شماره کاتالوگ
 

 تعداد تست مورد

 استفاده

 شماره رسته تولید
 

حداقل و حداکثر دمای 

 نگهداری
 

ءتاریخ انقضا  
 

 دستورالعمل استفاده
 

 محصول آزمایشگاهی
 


