



tBioDx™HPV ExtendScreen™ Kit 
Instruction for Use

 qPCR به روش HPV برای شناسایی، غربالگری و ژنوتایپینگ گسترده
 

Version 1.9

 




 
 



tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit 1

IVD

REF 412100-100

 Zist Tashkhis Farda (tBioDx) Co., No. 2, 4th Dd. End, Seoul St., Tehran, Iran

100

For in vitro diagnostic use

25

REF 412100-025



tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit 2

سرفصل مطالب
3 کاربرد کیت

3 محتوای کیت

3 شرایط نگهداری - حمل، نگهداری و پایداری

3 مواد و ابزارهایی که مصرف کننده باید تهیه کند

4 اطلاعات ایمنی

4 توصیه های عمومی

6 نگهداری و کار با نمونه های بیولوژیک

6 کنترل کیفی

7 مقدمه

7 اصول و روش کار

9 DNA آماده سازی نمونه برای استخراج

9 LBC از DNA استخراج

11 FLOQSwab از DNA استخراج

13 Rotor-Gene Q نکات مهم در استفاده از دستگاه

13 Rotor-Gene Q چیدمان نمونه ها بر روی روتور ۷۲ تایی دستگاه

14  tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit برای کیت PCR برنامه

30 HPV آماده سازی محلول واکنش برای انجام آزمایش

32 HPV آنالیز داده های آزمایش

32 analysis template الف- آنالیز داده ها با استفاده از

37 Rotor-Gene Q در نرم افزار دستگاه analysis template ب- آنالیز داده ها بدون

40 تفسیر نتایج

42 عملکرد کیت

43 عملکرد آنالیتیکال

53 عملکرد کلینیکال

54 منابع

55 راهنمای رفع مشکلات

58 نکات عمومی مهم

58 اطلاعات سفارش

59 علائم



tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit 3

کاربرد کیت 
کـیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit بـرای اسـتفاده در آزمـایـش هـای بـیولـوژی مـولـکولـی سـاخـته شـده اسـت. 

این کیت برای تشخیص زودهنگام HPV در غربالگری سرطان دهانه رحم ساخته شده است. 

محتوای کیت

tBioDx™ HPV ExtendScreen™ Kit Catalog no.: 412100-100

نام محصول موجود در کیت تعداد یا مقدار

qPCR Mix 1 1.6 mL

qPCR Mix 2 1.6 mL

qPCR Mix 3 1.6 mL

Positive Control 100 µL

شرایط حمل و نگهداری 

شرایط حمل 
کـیت tBioDx™ HPV ExtendScreen™ Kit بـر روی یـخ خـشک (CO2 جـامـد) حـمل مـی گـردد. یـخ خـشک بـه صـورت 
گـرانـول هـای سـفید رنـگ بـوده و در اطـراف کـیت در حـال حـمل قـرار مـی گـیرد تـا دمـای حـداقـل ۳۰- تـا ۲۰- را تـأمـین نـمایـد. از 

تماس دست با این گرانول ها بپرهیزید زیرا به دلیل دمای بسیار پایین، می توانند موجب سوختگی پوست شوند. 

شرایط نگهداری 
کــیت tBioDx™ HPV ExtendScreen™ Kit بــایــد بــه مــحض دریــافــت در فــریــزر بــا دمــای بــین ۱۵-  تــا ۳۰- و دور از 

نور نگهداری شود. 

پایداری 
کـــیت tBioDx™ HPV ExtendScreen™ Kit در صـــورت نگهـــداری در دمـــای مـــناســـب، تـــا پـــایـــان تـــاریـــخ مـــصرف درج 
شـــده بـــر روی جـــعبه پـــایـــدار و قـــابـــل اســـتفاده اســـت. در هـــنگام اســـتفاده از کـــیت، مـــی تـــوانـــید محـــلول هـــای کـــیت را در هـــر 
آزمــایــش در جــعبه ی اصــلی خــود و در دمــای ۱۵- تــا ۳۰- نگهــداری نــمایــید. از فــریــز و دفــریــز کــردن بــیش از ۵ بــار محــلول 

های کیت بپرهیزید. 

مواد و ابزارهایی که مصرف کننده باید تهیه کند 
برای استفاده از tBioDx™ HPV ExtendScreen™ Kit به مواد و ابزارهای زیر نیاز است: 

• QIAamp بــــا شــــماره کــــاتــــالــــوگ 50-611400 و یــــا tBioCare™ HPV DNA Extraction Kit کــــیت اســــتخراج
 QIAGEN با شماره کاتالوگ 57414 از شرکت MinElute Media Kit

لوله ی ۱/۵ یا ۲ میلی لیتری •
ورتکس •

• Rotor-Gene Q 0.1  برای استفاده در دستگاه mL استریپ-تیوب های

میکرو سانتریفیوژ•
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پیپتورهای مناسب برای انتقال حجم های بین ۱ تا ۱۰۰ میکرولیتر •

• DNase نوک سمپلر های فیلتر دار عاری از

• Rotor-Gene Q 5plex و یا Rotor-Gene Q 5plex HRM دستگاه

الــــــــــــــــــگـوی بــــــــــــــــــرنــــــــــــــــــامــــــــــــــــــه ی PCR بــــــــــــــــــرای tBioDx™ HPV ExtendScreen™ Kit قــــــــــــــــــابــــــــــــــــــل دانــــــــــــــــــلـود از لــــــــــــــــــیـنـک •
 www.tbiodx.com

• www.tbiodx.com قابل دانلود از لینک PCR الگوهای آنالیز نتایج

اطلاعات ایمنی 
هــنگام کــار بــا مــواد شــیمیایــی حــتما روپــوش مــناســب پــوشــیده، از دســتکش نــیتریــل یــا ویــنیل اســتفاده کــرده و عــینک مــحافــظ 

چشم استفاده کنید. نمونه های بیولوژیک، بالقوه می توانند عفونی باشند.  

تـــــمام مـــــواد مـــــوجـــــود در کـــــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit عـــــاری از مـــــواد خـــــطرنـــــاک مـــــی بـــــاشـــــند. بـــــرای 
اطـلاعـات بیشـتر بـه بـرگ اطـلاعـات ایـمنی (MSDS) مـراجـعه نـمایـید. ایـن اطـلاعـات بـه صـورت آنـلایـن و در صـفحه مـحصول 

در www.tbiodx.com  در دسترس شما قرار دارد. 

توصیه های عمومی 
استفاده از PCR در آزمایشگاه نیازمند به کار گیری اصولی است که رعایت آنها الزامی است، از قبیل: 

۱- همیشه از دستکش های (وینیل یا نیتریل) یکبار مصرف و فاقد پودر استفاده کنید. 

۲- نـمونـه ی مـورد آزمـایـش، کـیت هـا و محـلول هـای آزمـایـش را از آلـودگـی مـیکروبـی و نـوکـلئازهـا (DNase) مـحافـظت کـنید. 
نوکلئازها (DNase) می توانند موجب تخریب و تجزیه الگوی واکنش (DNA) شوند. 

 PCR یــــا مــــحصول (cross contamination) ی نــــمونــــه هــــای دیــــگرDNA ۳- از آلــــودگــــی نــــمونــــه ی مــــورد آزمــــایــــش بــــه
(carryover) محافظت کنید. برای این منظور: 

در حـین کـار بـا نـمونـه ی بـیولـوژیـک، از تـماس دسـتکش بـه دهـانـه لـولـه هـا هـنگامـی کـه درب لـولـه هـا بـاز اسـت، یـا هـنگامـی -
که درب لوله ها را باز می کنید، بپرهیزید. در صورت تماس، بلافاصله دستکش خود را تعویض کنید. 

در صـورت کـار بـر روی چـند نـمونـه ی بـیولـوژیـک بـه طـور هـمزمـان، فـاصـله فـیزیـکی مـناسـب بـین لـولـه هـا بـگذاریـد و تـرجـیحا -
درب لوله ها را به نوبت باز کرده و پس از انجام پیپتینگ درب آن را بسته و پیپتینگ نمونه ی بعدی را آغاز کنید. 

در صــــورتــــیکه بــــایــــد درب لــــولــــه هــــای نــــمونــــه در حــــین آزمــــایــــش بــــاز بــــاشــــند، در هــــنگام پــــیپتینگ مــــراقــــب بــــاشــــید تــــا «ذرات -
معلق» (aerosol) ایجاد نکنید. 

در صورت نیاز به سانتریفیوژ، مطمئن شوید که درب لوله های آزمایش کاملا بسته هستند. -
در صــورتــیکه در بــخشی از آزمــایــش، محــلول داخــل لــولــه هــا بــایــد بــا ســر-و-تــه کــردن لــولــه هــا یــا ورتــکس مخــلوط شــونــد، -

هیچگاه درب آنها را پیش از یک سانتریفیوژ کوتاه باز نکنید. 
در صـورتـیکه در بـخشی از آزمـایـش، محـلول داخـل لـولـه هـا بـایـد در دمـای بـالاتـر از اتـاق انـکوبـه شـونـد (مـثلا ۶۰ درجـه یـا -

بیشتر در مراحل استخراج اسیدهای نوکلئیک)، هیچگاه درب آنها را پیش از یک سانتریفیوژ کوتاه باز نکنید. 
در هـنگام کـار بـا محـلول هـای غـلیظ (viscous)، مـانـند بـافـرهـای لـیز کـننده و یـا محـلول هـای حـاوی دتـرجـنت، از پـیپتینگ -

معکوس (reverse pipetting) برای انتقال محلول استفاده کنید تا از تشکیل حباب و ذرات معلق جلوگیری شود.

http://www.tbiodx.com
http://www.tbiodx.com
http://www.tbiodx.com
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هـنگام کـار بـا محـلول هـایـی کـه غـلظت بـالایـی نـدارنـد، مـراقـب بـاشـید تـا در هـنگام پـیپتینگ (چـه مـکش و چـه تخـلیه ی نـوک -
سمپلر)، حباب هوا و یا ذرات معلق (aerosol) ایجاد نکنید. 

پــس از هــر پــیپتینگ محــلول حــاوی نــمونــه ی بــیولــوژیــک یــا اســید نــوکــلئیک، نــوک ســمپلر را بــه آرامــی در ظــرف مــخصوص -
دور بیاندازید.  

هیچگاه لوله های PCR را پس از اتمام آزمایش به اتاق استخراج و یا آماده سازی محلول ها منتقل نکنید. -

۴- همیشه از نوک سمپلر های فیلتر دار و یکبار مصرف عاری از نوکلئازها (DNase/RNase-Free) استفاده کنید. 

۵- مـــــواد مـــــوجـــــود در کـــــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit آمـــــاده ی مـــــصرف هســـــتند. از رقـــــیق کـــــردن آنـــــها 
بپرهیزید چون موجب عدم کارایی کیت خواهد شد. 

۶- مواد موجود در کیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit را با مواد مشابه از کیت دیگر جا به جا نکنید. 

۷- از تــــغییر دمــــاهــــا یــــا زمــــان هــــای مــــراحــــل PCR در کــــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit بــــپرهــــیزیــــد زیــــرا 
موجب عدم کارایی یا کاهش عملکرد آن خواهد شد. 

۸- از کیتی که تاریخ آن گذشته است استفاده نکنید. 

۹- در مـــعرض نـــور قـــرار گـــرفـــتن لـــولـــه هـــای حـــاوی محـــلول PCR کـــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit را بـــه 
حـداقـل بـرسـانـید. عـدم رعـایـت ایـن مـوضـوع مـی تـوانـد در کـارایـی کـیت (و یـا هـر کـیتی کـه از پـروب هـای فـلورسـانـس اسـتفاده 

می کند) اثر بگذارد. 

Rotor- ۱۰- قــبل از اولــین آزمــایــش در هــر روز، یــک بــرنــامــه ی ســاده ی ۹۵ درجــه ســانــتیگراد بــه مــدت ۵ دقــیقه بــا دســتگاه
Gene Q بگذارید تا دستگاه آماده آزمایش اصلی شود. 

۱۱- بـرنـامـه ی حـاوی زمـان هـا و دمـاهـای PCR را عـلاوه بـر شـرح در ایـن کـتابـچه، مـی تـوانـید بـه صـورت الـگوی از قـبل آمـاده 
(run-file template) از ســـــــایـــــــت ایـــــــن شـــــــرکـــــــت (www.tbiodx.com) دریـــــــافـــــــت نـــــــمایـــــــید. در ایـــــــن حـــــــالـــــــت کـــــــلیه ی 
پـارامـترهـای مـربـوط بـه بـرنـامـه ی PCR،  بـه صـورت خـودکـار در دسـتگاه تـعریـف و قـابـل اسـتفاده خـواهـند بـود. دسـتورالـعمل 

استفاده از این الگو در بخش برنامه ریزی دستگاه شرح داده شده است. 

۱۲- بـرنـامـه ی آنـالـیز نـتایـج PCR بـا کـیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit را عـلاوه بـر شـرح در ایـن کـتابـچه، 
 (www.tbiodx.com) از ســــایــــت ایــــن شــــرکــــت (analysis template) مــــی تــــوانــــید بــــه صــــورت الــــگوی از قــــبل آمــــاده
دریــافــت نــمایــید. در ایــن حــالــت کــلیه ی پــارامــترهــای آنــالــیز بــه صــورت خــودکــار اعــمال و نــتایــج قــابــل ارزیــابــی خــواهــند بــود. 

دستورالعمل استفاده از این الگو در بخش آنالیز نتایج شرح داده شده است. 

http://www.tbiodx.com
http://www.tbiodx.com
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نگهداری و کار با نمونه ی بیولوژیک

تمام نمونه های بیولوژیک باید به طور بالقوه مواد عفونی تلقی شوند. احتیاط

 LBC نمونه های سرویکال در
کـیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit بـرای اسـتفاده از DNAی اسـتخراج شـده از نـمونـه هـایـی کـه از دهـانـه 
رحــم گــرفــته (scrapes) و در LBC ذخــیره شــده انــد صــحه گــذاری شــده اســت. بــه مــحض دریــافــت نــمونــه،  آن را در دمــای 
۸-۲ درجــه ســانــتیگراد نگهــداری کــنید. نــمونــه هــای LBC را مــی تــوانــید بــین ۱ تــا ۳ مــاه (بســته بــه تــولــید کــننده ی LBC) در 

شرایط ذکر شده نگهداری کنید. 

نـــــمونـــــه ی ســـــرویـــــکو-واژیـــــنال گـــــرفـــــته شـــــده تـــــوســـــط خـــــود فـــــرد (self-collected) بـــــا 
 COPAN ساخت شرکت FLOQswab

کــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit بــرای اســتفاده از DNAی اســتخراج شــده از نــمونــه هــایــی کــه تــوســط 
خــود فــرد (self-collected) از واژن-ســرویــکس (cervico-vaginal) گــرفــته شــده انــد صــحه گــذاری شــده اســت. ایــن 
نـــمونـــه هـــا بـــه صـــورت خـــشک و در دمـــای اتـــاق حـــمل مـــی شـــونـــد. نـــمونـــه هـــا در حـــالـــت خـــشک و در دمـــای اتـــاق،  تـــا ۱۰ روز 
پــایــداری کــامــل دارنــد. بــه مــحض دریــافــت نــمونــه، بــا رعــایــت کــامــل اصــول ایــمنی کــار بــا نــمونــه هــای بــیولــوژیــک و تــوصــیه هــای 
عـمومـی مـذکـور در صـفحه ۴، مـقدار ۲ مـیلی لـیتر PBS اسـتریـل بـه آن اضـافـه نـموده و پـس از ۳۰ تـا ۶۰ ثـانـیه ورتـکس، در 
دمـای ۸-۲ درجـه سـانـتیگراد نگهـداری کـنید. در ایـن حـالـت نـمونـه هـا را مـی تـوانـید تـا ۳ مـاه در دمـای ۸-۲ درجـه سـانـتیگراد 

نگهداری کنید. 

کنترل کیفی 
  tBioDx™ از کـــیت (Lot) شـــرکـــت زیســـت تـــشخیص فـــردا، هـــر ســـری تـــولـــید (ISO) مـــطابـــق بـــا سیســـتم مـــدیـــریـــت کـــیفیت
HPV ExtendScreen™ Kit بـــا آزمـــایـــش هـــای خـــاص و از پـــیش تـــعریـــف شـــده مـــورد ارزیـــابـــی قـــرار مـــی گـــیرنـــد تـــا از 

کیفیت آنها اطمینان حاصل شود. 
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مقدمه 
کـــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit بـــرای تـــشخیص کـــیفی ۱۴ ژنـــوتـــیپ از ویـــروس HPV بـــا ریـــسک بـــالای 
ایـجاد سـرطـان دهـانـه رحـم (high-risk HPV) طـراحـی و صـحه گـذاری شـده اسـت. ایـن ژنـوتـیپ هـا عـبارتـند از: ۱۶، ۱۸، 

۳۱، ۳۳، ۳۵، ۳۹، ۴۵، ۵۱، ۵۲، ۵۶، ۵۸، ۵۹، ۶۶، و ۶۸. 

از کـیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit مـی تـوان بـرای شـناسـایـی DNAی ۱۴ ژنـوتـیپ hrHPV ذکـر شـده 
که از نمونه های LBC و فلاک-سواب گرفته شده توسط خود فرد (self-collected FLOQSwabs) استفاده نمود. 

صـــــحه گـــــذاری کـــــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit بـــــا اســـــتفاده از راهـــــنماهـــــای مـــــعتبر جـــــهانـــــی (FDA و 
Meijer Guidline) صــورت گــرفــته اســت و مــی تــوانــد هــم در غــربــالــگری اولــیه (primary screening) ســرطــان دهــانــه 

رحم در بانوان بین ۲۵ تا ۶۵ سال و هم در پیگیری درمان به شرح زیر مورد استفاده قرار گیرد:  

بـه عـنوان آزمـایـش غـربـالـگری اولـیه سـرطـان دهـانـه رحـم در بـانـوان، بـرای تـعیین ریـسک ابـتلا بـه سـرطـان دهـانـه رحـم و •
تــعیین نــیاز بــه ارجــاع بــرای کــولــپوســکوپــی و یــا ســایــر روش هــای مــدیــریــت بــیمار تــوســط پــزشــک مــتخصص زنــان و یــا 

انکولوژیست به کار می رود. 

بــه عــنوان آزمــایــش پــیگیری (follow-up) در بــانــوانــی کــه ســلول هــای ســنگفرشــی غــیرمــعمول بــا اهــمیت نــامــشخص •
(ASQ-US)، و یــا نــئوپــلازیــای درون-اپــیتلیالــی ســنگفرشــی بــا درجــه کــم (LSIL) در تســت پــاپ آنــها مــشاهــده شــده 
اسـت بـه کـار مـی رود تـا نـیاز بـه کـولـپوسـکوپـی یـا سـایـر روش هـای پـیگیری و مـدیـریـت بـیمار تـوسـط پـزشـک مـتخصص 

انکولوژیست زنان تعیین گردد. 

کـــــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit بـــــرای اســـــتفاده در آزمـــــایـــــشگاه هـــــایـــــی اســـــت کـــــه تـــــکنسین آنـــــها بـــــرای 
تکنیک های بیولوژی مولکولی و تشخیص مولکولی آموزش دیده اند.  

اصول و روش کار 
ویــروس پــاپــیلومــای انــسانــی (human papillomavirus - HPV)، یــک ویــروس بــا DNAی حــلقوی دو رشــته ای اســت 
کـه نـزدیـک بـه ۸ کـیلوبـاز طـول دارد. ایـن ویـروس مـتعلق بـه خـانـواده ی Papillomaviridae بـوده و بـه زیـر گـروه هـای آلـفا، 
بـتا، گـامـا، نـیو و مـیو تـقسیم مـی شـود. گـروه آلـفای ایـن ویـروسـها پـوسـت یـا مـخاط و یـا هـر دو را آلـوده مـی کـنند و بـه دو دسـته 
ی عــمومــی «بــا ریــسک پــایــین» (low-risk HPV - lrHPV) و «بــا ریــسک بــالا» (high-risk HPV - hrHPV) تــقسیم 
مـی شـونـد. انـواع high-risk HPV ایـن ویـروس کـه در مـخاط تـکثیر مـی شـونـد، طـبق مـطالـعات اپـیدمـیولـوژی، کـارسـینوژن 
هســتند. ایــن ۱۴ ژنــوتــیپ شــناخــته شــده (۱۶، ۱۸، ۳۱، ۳۳، ۳۵، ۳۹، ۴۵، ۵۱، ۵۲، ۵۸، ۵۹، ۶۶ و ۶۸) مــوجــب ضــایــعات 

مخاطی (mucosal lesions) می شوند که می تواند به بدخیمی بیانجامد.  

آلـــودگـــی بـــه ویـــروس HPV در بـــیش از ۸۰ درصـــد از افـــراد جـــامـــعه حـــداقـــل یـــکبار در طـــول عـــمرشـــان اتـــفاق مـــی افـــتد. ایـــن 
آلـودگـی در بـیش از ۹۲ درصـد از افـراد طـی یـک تـا سـه سـال تـوسـط سیسـتم ایـمنی بـدن، پـاک مـی شـود. سـرطـان دهـانـه رحـم 
و ضــایــعات پــیش ســرطــانــی شــامــل نــئوپــلازی درون اپــیتلیالــی ســرویــکس (cervical intraepithelial neoplasia) یــا 

CIN، حاصل تداوم عفونت با ویروسهای high-risk HPV است.
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ژنـوم ویـروس HPV شـامـل ژن هـای E و L اسـت کـه در ابـتدا و انـتهای چـرخـه ی زنـدگـی ویـروس مـسئول تـولـید پـروتـئین هـای 
لازم مـــی بـــاشـــند. ژنـــهای E6 و E7 در ژنـــوتـــیپ هـــای hrHPV ویـــژگـــی هـــای کـــارســـینوژنـــیک داشـــته و مـــسئول تـــغییر ســـلول 
هـای مـیزبـان (دهـانـه رحـم یـا مـخاط) بـه شـکل بـدخـیمی هسـتند. ایـن ویـژگـی بـا ادغـام (integration) ژنـوم ویـروس در ژنـوم 
سـلول مـیزبـان ارتـباط مسـتقیم دارد. ایـن ادغـام ژنـومـی بـاعـث بـه هـم ریـختگی (و گـاه حـذف) بـخش هـایـی از ژنـوم ویـروس در 
نــاحــیه ی E1 تــا L1 مــی شــود. بــه هــمین خــاطــرآزمــایــش هــای PCRی کــه پــرایــمر و پــروب هــایــشان بــرای ایــن نــواحــی طــراحــی 
شـــده انـــد، گـــاه قـــادر بـــه شـــناســـایـــی ویـــروس در ایـــن مـــرحـــله نیســـتند. از آنـــجایـــی کـــه شـــروع تـــغییرات ســـلولـــی پـــس از ادغـــام 
ژنـــومـــی، و ادامـــه ی ایـــن تـــغییرات بـــه تـــولـــید پـــروتـــئین هـــای ژنـــهای E6 و E7 وابســـته اســـت، ایـــن نـــاحـــیه از ژنـــوم ویـــروس در 
ســـرطـــان دهـــانـــه رحـــم  و ســـلول هـــای ضـــایـــعات پـــیش-ســـرطـــانـــی (CIN)، ســـالـــم بـــاقـــی مـــی مـــانـــد. از آنـــجایـــی کـــه تـــشخیص 
ســــلولــــهای پــــیش-ســــرطــــانــــی و ســــرطــــانــــی اهــــمیت ویــــژه ای در حــــساســــیت کــــلینیکی و هــــمچنین ویــــژگــــی کــــلینیکی تــــشخیص 
hrHPV دارد، کـــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit نـــاحـــیه E6 و E7 را هـــدف قـــرارداده و بـــخش حـــفاظـــت 
 Meijer و FDA) شــــده ای از ایــــن دو نــــاحــــیه را تــــکثیر مــــی کــــند. هــــمچنین ایــــن کــــیت بــــا اســــتفاده از راهــــنماهــــای مــــعتبری
Guideline) صـــحه گـــذاری کـــلینیکی شـــده اســـت. بـــخشی از اطـــلاعـــات صـــحه گـــذاری آنـــالـــیتیکل و کـــلینیکال ایـــن کـــیت در 

بخش «عملکرد کیت» آمده است. 

در کـــــــــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit از روش multiplex real-time PCR بـــــــــرای تـــــــــکثیر نـــــــــواحـــــــــی 
 ۶۶ ،۵۹ ،۵۸ ،۵۶ ،۵۲ ،۵۱ ،۴۵ ،۳۹ ،۳۵ ،۳۳ ،۳۱ ،۱۸ ،۱۶) hrHPV ژنـوتـیپ هـای E7 و E6 حـفاظـت شـده ی ژن هـای
و ۶۸) اســـــــــــتفاده شـــــــــــده اســـــــــــت. در ایـــــــــــن کـــــــــــیت، در صـــــــــــورت وجـــــــــــود DNAی ویـــــــــــروس، پـــــــــــس از اســـــــــــتخراج از LBC یـــــــــــا 
FLOQSwab، مـــقدار ســـیگنال فـــلورســـنس در هـــر ســـیکل از واکـــنش PCR، بـــا تـــکثیر بـــخشی از ژنـــوم ویـــروس،  افـــزایـــش 
یـافـته و منجـر بـه تـشکیل مـنحنی تـکثیر در دسـتگاه real-time PCR مـی شـود. در صـورتـیکه تـعداد ویـروس hrHPV در 
نـمونـه، بـا تـوجـه بـه حـساسـیت آنـالـیتیکال تـنظیم شـده در صـحه گـذاری، بیشـتر از حـد آسـتانـه ی تـشخیص (LoD) بـرای هـر 
ژنـــــوتـــــیپ بـــــاشـــــد، مـــــقدار ســـــیگنال فـــــلورســـــنس از خـــــط آســـــتانـــــه (threshold) عـــــبور کـــــرده و بـــــا تـــــوجـــــه بـــــه ســـــیکل آســـــتانـــــه 

(threshold cycle - ct)، آن نمونه مثبت تلقی می شود. 

روش multiplex real-time PCR یـا multiplex qPCR ایـن امـکان را فـراهـم مـی کـند کـه چـندیـن نـاحـیه ی هـدف، بـه 
طــور هــمزمــان تــکثیر شــود و در صــورت اســتفاده از فــلوروفــورهــای مــختلف، ایــن نــواحــی هــدف یــا ژنــوتــیپ هــا را بــتوان از هــم 
تــفکیک کــرد. در کــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit، نــواحــی حــفاظــت شــده ی هــدف در ژنــوم hrHPV، در 
سـه تـیوب مجـزا تـکثیر شـده و بـا تـوجـه بـه اسـتفاده از فـلوروفـورهـای مـختلف بـرای ژنـوتـیپ هـای گـونـاگـون، مـی تـوان ۷ ژنـوتـیپ 
بـا انـکوژنـیسیتی بـالا و مـتوسـط را کـه عـامـل بـیش از ۹۰٪ از سـرطـان دهـانـه رحـم هسـتند را از هـم تـفکیک کـرد. ژنـوتـیپ هـای 

با انکو ژنیسیتی کم به صورت تجمیعی (pooled) گزارش می شوند: 

تیوب ۱ - ژنوتیپ های ۱۶و ۱۸ و ۵۸ از یکدیگر تفکیک (ژنوتایپ) می شوند. •

تــــیوب ۲ - ژنــــوتــــیپ هــــای ۳۱ و ۳۳ از یــــکدیــــگر تــــفکیک (ژنــــوتــــایــــپ) و بــــرخــــی ژنــــوتــــیپ هــــای دیــــگر بــــه صــــورت تجــــمیعی •
(pooled) گزارش می شوند. 

تـــیوب ۳ - ژنـــوتـــیپ هـــای ۴۵ و ۵۲ از یـــکدیـــگر تـــفکیک (ژنـــوتـــایـــپ) و بـــرخـــی ژنـــوتـــیپ هـــای دیـــگر بـــه صـــورت تجـــمیعی •
(pooled) گزارش می شوند. 

در هـر سـه تـیوب ۱ تـا ۳، بـخشی از ژن GAPDH انـسان نـیز بـه عـنوان کـنترل داخـلی تـکثیر مـی شـود تـا هـم کـیفیت •
اسـتخراج DNA کـنترل شـود، هـم وجـود مـهار کـننده هـا در نـمونـه شـناسـایـی شـود و هـم خـطای پـیپتینگ آشـکار گـردد 
(زیـرا اگـر بـه هـر یـک از تـیوب هـا، DNA اضـافـه نـشود بـا عـدم تـکثیر کـنترل داخـلی، از گـزارش مـنفی کـاذب جـلوگـیری 

می شود). 
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 DNA آماده سازی نمونه برای استخراج

 LBC نمونه های
کـیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit بـرای اسـتفاده از DNAی اسـتخراج شـده از نـمونـه هـایـی کـه از دهـانـه 
رحــم گــرفــته (scrapes) و در LBC ذخــیره شــده انــد صــحه گــذاری شــده اســت. بــه مــحض دریــافــت نــمونــه،  آن را در دمــای 
۸-۲ درجــه ســانــتیگراد نگهــداری کــنید. نــمونــه هــای LBC را مــی تــوانــید بــین ۱ تــا ۳ مــاه (بســته بــه تــولــید کــننده ی LBC) در 

شرایط ذکر شده نگهداری کنید. 

قــــبل از شــــروع اســــتخراج DNA، ظــــرف حــــاوی LBC (حــــاوی ۱۰ مــــیلی لــــیتر محــــلول LBC) را بــــه مــــدت ۳۰ تــــا ۶۰ ثــــانــــیه 
ورتـکس کـنید. سـپس بـا رعـایـت کـامـل اصـول ایـمنی کـار بـا نـمونـه هـای بـیولـوژیـک و تـوصـیه هـای عـمومـی مـذکـور در صـفحه ۴، 
مـقدار ۵۰۰ مـیکرو لـیتر از محـلول LBC را بـرداشـته و بـه یـک تـیوب ۱/۵ یـا ۲ مـیلی لـیتری مـنتقل نـمایـید. پـروتـکل اسـتخراج 

DNA را طبق مراحل صفحه ۹ شروع کنید. 

نــمونــه ی ســرویــکو-واژیــنال گــرفــته شــده تــوســط خــود فــرد (self-collected) بــا FLOQswab ســاخــت 
 COPAN شرکت

کــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit بــرای اســتفاده از DNAی اســتخراج شــده از نــمونــه هــایــی کــه تــوســط 
خــود شــخص (self-collected) از واژن-ســرویــکس (cervico-vaginal) گــرفــته شــده انــد صــحه گــذاری شــده اســت. 
ایــن نــمونــه هــا بــه صــورت خــشک و در دمــای اتــاق حــمل مــی شــونــد. نــمونــه هــا در حــالــت خــشک و در دمــای اتــاق،  تــا ۱۰ روز 
پــایــداری کــامــل دارنــد. بــه مــحض دریــافــت نــمونــه، بــا رعــایــت کــامــل اصــول ایــمنی کــار بــا نــمونــه هــای بــیولــوژیــک و تــوصــیه هــای 
عـمومـی مـذکـور در صـفحه ۴، مـقدار ۲ مـیلی لـیتر PBS اسـتریـل بـه آن اضـافـه نـموده و پـس از ۳۰ تـا ۶۰ ثـانـیه ورتـکس، در 
دمـای ۸-۲ درجـه سـانـتیگراد نگهـداری کـنید. در ایـن حـالـت نـمونـه هـا را مـی تـوانـید تـا ۳ مـاه در دمـای ۸-۲ درجـه سـانـتیگراد 

نگهداری کنید. برای نگهداری طولانی مدت از فریزرهای ۲۰- یا ۸۰- استفده کنید. 

قــبل از شــروع اســتخراج DNA، تــیوب حــاوی PBS (حــاوی ۲ مــیلی لــیتر محــلول PBS) را بــه مــدت ۱۰ ثــانــیه ورتــکس کــنید. 
سـپس بـا رعـایـت کـامـل اصـول ایـمنی کـار بـا نـمونـه هـای بـیولـوژیـک و تـوصـیه هـای عـمومـی مـذکـور در صـفحه ۴، مـقدار ۲۵۰ 
مــیکرو لــیتر از محــلول PBS را بــرداشــته و بــه یــک تــیوب ۱/۵ یــا ۲ مــیلی لــیتری مــنتقل نــمایــید. پــروتــکل اســتخراج DNA را 

طبق مراحل صفحه ۱۱ شروع کنید. 

 LBC از DNA استخراج

 tBioCare™ HPV DNA Extraction Kit با کیت DNA استخراج

در ایـن پـروتـکل، مـراحـل اسـتخراج DNA از ۵۰۰ مـیکرولـیتر نـمونـه هـای LBC  شـرح داده مـی شـود. در ایـن پـرتـکل، مـرحـله 
تغلیظ سلولی و یک شستشو قبل از استخراج و خالص سازی DNA انجام می شود. 

قبل از شروع 
• tBioCare™ HPV DNA Extraction Kit را طـــــبق دســـــتورالـــــعمل صـــــفحه ۳ کـــــتابـــــچه راهـــــنمای کـــــیت HL بـــــافـــــر

آماده کنید. 
ترموبلاک را بر روی ۹۵ درجه سانتیگراد تنظیم کنید. •

ذرات مگنتیک H را به مدت ۳۰ ثانیه ورتکس کنید تابه خوبی مخلوط و یکنواخت شود.•
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مقدار کافی از مخلوط بافر HB و ذرات مگنتیک H به شرح زیر آماده کنید: •
๏ .به یک لوله تمیز منتقل کنید HB مقدار ۵۰۰ میکرولیتر از بافر

๏ اضـافـه کـنید. (نـکته: حجـم ذرات مـگنتیک را تـغییر نـدهـید. ایـن HHB بـه بـافـر H مـقدار ۳۰ مـیکرولـیتر ذرات مـگنتیک
ذرات همیشه در حجم ۳۰ میکرو لیتر باید استفاده شود و ارتباطی به حجم نمونه ندارد.) 

๏ .مخلوط فوق را به مدت ۱۰ ثانیه ورتکس کنید تا کاملا یکنواخت شود

پروتکل 
۱- مخلوط بافر HB و ذرات مگنتیک H را طبق بالا صفحه قبل در یک لوله ۱/۵ یا ۲ میلی لیتری تمیز آماده کنید. 

۲- مـقدار ۵۰۰ مـیکرولـیتر از LBC  را بـه مخـلوط مـرحـله ۱ اضـافـه کـنید و بـه مـدت ۱۰ ثـانـیه ورتـکس کـنید تـا بـه خـوبـی مخـلوط 
و یـکنواخـت شـود. لـولـه را بـه مـدت ۱۰ ثـانـیه سـانـتریـفیوژ کـنید تـا تـمام محـلولـهای مـتصل بـه دیـواره و یـا درب لـولـه بـه انـتهای لـولـه 

منتقل شوند. 

۳- لـولـه را بـه مـدت ۵ دقـیقه در دمـای اتـاق انـکوبـه کـنید. هـر یـک دقـیقه، لـولـه هـا را سـرو-و-تـه کـنید تـا محـلول یـکنواخـت بـاقـی 
بــمانــد. لــولــه را بــه مــدت ۱۰ ثــانــیه ســانــتریــفیوژ کــنید تــا تــمام محــلولــهای مــتصل بــه دیــواره و یــا درب لــولــه بــه انــتهای لــولــه مــنتقل 

شوند. 

۴- نمونه را به مدت ۲ دقیقه بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنتیک به جداره لوله متصل شوند. 

۵- بدون برداشتن لوله از روی رک مگنتیک، درب لوله را باز کرده و محلول رویی را دور بریزید. 

۶- مــقدار ۵۰۰ مــیکرولــیتر بــافــر HB بــه تــیوب اضــافــه کــنید. درب آن را بــبندیــد و از روی رک مــگنتیک بــرداریــد و بــه مــدت ۱۰ 
ثـانـیه ورتـکس کـنید. لـولـه را بـه مـدت ۱۰ ثـانـیه سـانـتریـفیوژ کـنید تـا تـمام محـلولـهای مـتصل بـه دیـواره و یـا درب لـولـه بـه انـتهای 

لوله منتقل شوند. 

۷- نمونه را به مدت ۲ دقیقه بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنتیک به جداره لوله متصل شوند. 

۸- بدون برداشتن لوله از روی رک مگنتیک، درب لوله را باز کرده و محلول رویی را دور بریزید. 

۹- مـقدار ۱۰۰ مـیکرولـیتر بـافـر HL بـه تـیوب اضـافـه کـنید. مـقدار ۱۰ مـیکرولـیتر پـروتـئیناز K بـا غـلظت (20mg/ml) بـه لـولـه 
اضــافــه کــنید. درب آن را بــبندیــد و از روی رک مــگنتیک بــرداریــد و بــه مــدت ۱۰ ثــانــیه ورتــکس کــنید. لــولــه را بــه مــدت ۱۰ ثــانــیه 

سانتریفیوژ کنید تا تمام محلولهای متصل به دیواره و یا درب لوله به انتهای لوله منتقل شوند. 

۱۰- نــمونــه را در تــرمــوبــلاک (تــرجــیحا تــرمــومیکســر) بــا دمــای ۹۵ درجــه ســانــتیگراد بــه مــدت ۱۰ دقــیقه انــکوبــه کــنید. لــولــه را بــه 
مدت ۱۰ ثانیه سانتریفیوژ کنید تا تمام محلولهای متصل به دیواره و یا درب لوله به انتهای لوله منتقل شوند. 

۱۱- نـمونـه را بـه مـدت ۵ ثـانـیه ورتـکس کـنید. لـولـه را بـه مـدت ۱۰ ثـانـیه سـانـتریـفیوژ کـنید تـا تـمام محـلولـهای مـتصل بـه دیـواره و 
یا درب لوله به انتهای لوله منتقل شوند. 

۱۲- نمونه را به مدت ۲ دقیقه بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنتیک به جداره لوله متصل شوند.
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۱۳- بـــدون بـــرداشـــتن لـــولـــه از روی رک مـــگنتیک، درب لـــولـــه را بـــاز کـــرده و محـــلول شـــفاف شـــده را بـــه یـــک لـــولـــه ی تـــمیز مـــنتقل 
نمایید. 

۱۴- مـی تـوانـید DNAی اسـتخراج شـده را تـا ۲ سـاعـت در یـخچال نگهـداریـد. در صـورتـی کـه آزمـایـش بـعدی بـا فـاصـله ی 
بیشتر از ۲ ساعت انجام می شود، DNA استخراج شده را در دمای ۲۰- ذخیره کنید. 

 QIAGEN شرکت QIAamp MinElute Media Kit با کیت DNA استخراج

بـــــا اســـــتفاده از کـــــیت فـــــوق و طـــــبق پـــــروتـــــکل آن و بـــــا ۲۵۰ مـــــیکرولـــــیتر LBC اســـــتخراج DNA را آغـــــاز نـــــمایـــــید. در پـــــایـــــان 
اســـتخراج و در مـــرحـــله ایـــلوت، DNA داخـــل ســـتون اســـتخراج را بـــا اضـــافـــه کـــردن ۵۰ مـــیکرولـــیتر از بـــافـــر مـــذکـــور در کـــیت، 

ایلوت کنید.  

استخراج DNA از نمونه های سرویکو-واژینال گرفته شده توسط خود فرد 
 FLOQswab با (self-collected) 

 tBioCare™ HPV DNA Extraction Kit با کیت DNA استخراج

در ایـــن پـــروتـــکل، مـــراحـــل اســـتخراج DNA از ۲۵۰ مـــیکرولـــیتر نـــمونـــه هـــای  ســـرویـــکو-واژیـــنال گـــرفـــته شـــده تـــوســـط خـــود فـــرد 
(self-collected) بــا FLOQswab شــرح داده مــی شــود. در ایــن پــرتــکل، مــرحــله تــغلیظ ســلولــی و یــک شســتشو قــبل از 

استخراج و خالص سازی DNA انجام می شود. 

قبل از شروع 
• tBioCare™ HPV DNA Extraction Kit را طـــــبق دســـــتورالـــــعمل صـــــفحه ۳ کـــــتابـــــچه راهـــــنمای کـــــیت HL بـــــافـــــر

آماده کنید. 
ترموبلاک را بر روی ۹۵ درجه سانتیگراد تنظیم کنید. •

ذرات مگنتیک H را به مدت ۳۰ ثانیه ورتکس کنید تابه خوبی مخلوط و یکنواخت شود. •
مقدار کافی از مخلوط بافر HB و ذرات مگنتیک H به شرح زیر آماده کنید: •

๏ .به یک لوله تمیز منتقل کنید HB مقدار ۲۵۰ میکرولیتر از بافر
๏ اضــافــه کــنید. (نـکته: حجــم ذرات مــگنتیک را تــغییر نــدهــید. ایــن HB بــه بــافــر H مــقدار ۳۰ مــیکرولــیتر ذرات مــگنتیک

ذرات همیشه در حجم ۳۰ میکرو لیتر باید استفاده شود و ارتباطی به حجم نمونه ندارد.) 
๏ .مخلوط فوق را به مدت ۱۰ ثانیه ورتکس کنید تا کاملا یکنواخت شود

پروتکل 
۱- مخلوط بافر HB و ذرات مگنتیک H را طبق توضیحات صفحه قبل در یک لوله ۱/۵ یا ۲ میلی لیتری تمیز آماده کنید. 

۲- مـقدار ۲۵۰ مـیکرولـیتر از محـلول لـولـه ی حـاوی FLOQSwab  را بـه مخـلوط مـرحـله ۱ اضـافـه کـنید و بـه مـدت ۱۰ ثـانـیه 
ورتـکس کـنید تـا بـه خـوبـی مخـلوط و یـکنواخـت شـود. لـولـه را بـه مـدت ۱۰ ثـانـیه سـانـتریـفیوژ کـنید تـا تـمام محـلولـهای مـتصل بـه 

دیواره و یا درب لوله به انتهای لوله منتقل شوند. 

۳- لـولـه را بـه مـدت ۵ دقـیقه در دمـای اتـاق انـکوبـه کـنید. هـر یـک دقـیقه، لـولـه هـا را سـرو-و-تـه کـنید تـا محـلول یـکنواخـت بـاقـی 
بــمانــد. لــولــه را بــه مــدت ۱۰ ثــانــیه ســانــتریــفیوژ کــنید تــا تــمام محــلولــهای مــتصل بــه دیــواره و یــا درب لــولــه بــه انــتهای لــولــه مــنتقل 

شوند.
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۴- نمونه را به مدت ۲ دقیقه بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنتیک به جداره لوله متصل شوند. 

۵- بدون برداشتن لوله از روی رک مگنتیک، درب لوله را باز کرده و محلول رویی را دور بریزید. 

۶- مــقدار ۵۰۰ مــیکرولــیتر بــافــر HB بــه تــیوب اضــافــه کــنید. درب آن را بــبندیــد و از روی رک مــگنتیک بــرداریــد و بــه مــدت ۱۰ 
ثـانـیه ورتـکس کـنید. لـولـه را بـه مـدت ۱۰ ثـانـیه سـانـتریـفیوژ کـنید تـا تـمام محـلولـهای مـتصل بـه دیـواره و یـا درب لـولـه بـه انـتهای 

لوله منتقل شوند. 

۷- نمونه را به مدت ۲ دقیقه بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنتیک به جداره لوله متصل شوند. 

۸- بدون برداشتن لوله از روی رک مگنتیک، درب لوله را باز کرده و محلول رویی را دور بریزید. 

۹- مــقدار۱۲۵ مــیکرولــیتر بــافــر HL بــه تــیوب اضــافــه کــنید. درب آن را بــبندیــد و از روی رک مــگنتیک بــرداریــد و بــه مــدت ۱۰ 
ثـانـیه ورتـکس کـنید. لـولـه را بـه مـدت ۱۰ ثـانـیه سـانـتریـفیوژ کـنید تـا تـمام محـلولـهای مـتصل بـه دیـواره و یـا درب لـولـه بـه انـتهای 

لوله منتقل شوند. 

۱۰- نــمونــه را در تــرمــوبــلاک (تــرجــیحا تــرمــومیکســر) بــا دمــای ۹۵ درجــه ســانــتیگراد بــه مــدت ۱۰ دقــیقه انــکوبــه کــنید. لــولــه را بــه 
مدت ۱۰ ثانیه سانتریفیوژ کنید تا تمام محلولهای متصل به دیواره و یا درب لوله به انتهای لوله منتقل شوند. 

۱۱- نـمونـه را بـه مـدت ۵ ثـانـیه ورتـکس کـنید. لـولـه را بـه مـدت ۱۰ ثـانـیه سـانـتریـفیوژ کـنید تـا تـمام محـلولـهای مـتصل بـه دیـواره و 
یا درب لوله به انتهای لوله منتقل شوند. 

۱۲- نمونه را به مدت ۲ دقیقه بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنتیک به جداره لوله متصل شوند. 

۱۳- بـــدون بـــرداشـــتن لـــولـــه از روی رک مـــگنتیک، درب لـــولـــه را بـــاز کـــرده و محـــلول شـــفاف شـــده را بـــه یـــک لـــولـــه ی تـــمیز مـــنتقل 
نمایید. 

۱۴- مــی تــوانــید DNAی اســتخراج شــده را تــا ۲ ســاعــت در یــخچال نگهــداریــد. در صــورتــی کــه آزمــایــش بــعدی بــافــاصــله ی 
بیشتر از ۲ ساعت انجام می شود، DNA استخراج شده را در دمای ۲۰- ذخیره کنید. 

 QIAGEN شرکت QIAamp MinElute Media Kit با کیت DNA استخراج

بـا اسـتفاده از کـیت فـوق و طـبق پـروتـکل آن و بـا ۲۵۰ مـیکرولـیتر PBS (پـس از آمـاده سـازی نـمونـه ی سـرویـکو-واژیـنال گـرفـته 
شـده تـوسـط خـود فـرد (self-collected) بـا FLOQswab کـه در صـفحه ۹ شـرح داده شـده اسـت) اسـتخراج DNA را 
آغــاز نــمایــید. در پــایــان اســتخراج و در مــرحــله ایــلوت، DNA داخــل ســتون اســتخراج را بــا اضــافــه کــردن ۱۲۵ مــیکرولــیتر از 

بافر مذکور در کیت، ایلوت کنید.
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 Rotor-Gene Q نکات مهم در استفاده از دستگاه

بــــا مــــراجــــعه بــــه کــــتابــــچه راهــــنمای دســــتگاه Rotor-Gene Q، خــــود را بــــا کــــار بــــا ایــــن دســــتگاه آشــــنا کــــنید. دو دســــتگاه 
Rotor-Gene Q 5plex HRM و یــــــا Rotor-Gene Q 5plex بــــــرای صــــــحه گــــــذاری آنــــــالــــــیتیکال و کــــــلینیکال کــــــیت 
tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit اســتفاده شــده اســت. بــرای انــجام PCR حــتما از اســتریــپ-تــیوب هــای ۰/۱ 

میلی لیتری و روتور ۷۲ تایی دستگاه،  استفاده نمایید.  

 Rotor-Gene Q قبـل از اولیـن آزمـایـش در هرـ روز، یـک برـنـامـه سـاده ی ۹۵ درجـه سـانتـیگراد بـه مدـت ۵ دقیـقه بـا دستـگاه
بگذارید تا دستگاه آماده آزمایش اصلی شود. 

بــرنــامــه ی حــاوی زمــان هــا و دمــاهــای PCR کــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit را عــلاوه بــر شــرح در ایــن 
کــــــــــــتابــــــــــــچه، مــــــــــــی تــــــــــــوانــــــــــــید بــــــــــــه صــــــــــــورت الــــــــــــگوی از قــــــــــــبل آمــــــــــــاده (run-file template) از ســــــــــــایــــــــــــت ایــــــــــــن شــــــــــــرکــــــــــــت 
(www.tbiodx.com) دریـافـت نـمایـید. در ایـن حـالـت کـلیه ی پـارامـترهـای مـربـوط بـه بـرنـامـه ی PCR،  بـه صـورت خـودکـار 
در دسـتگاه تـعریـف و قـابـل اسـتفاده خـواهـند بـود. دسـتورالـعمل اسـتفاده از ایـن الـگو در بـخش بـرنـامـه ریـزی دسـتگاه شـرح 

داده شده است. 

بـرنـامـه ی آنـالـیز نـتایـج PCR بـا کـیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit را عـلاوه بـر شـرح در ایـن کـتابـچه، مـی 
تــوانــید بــه صــورت الــگوی از قــبل آمــاده (analysis template) از ســایــت ایــن شــرکــت (www.tbiodx.com) دریــافــت 
نـمایـید. در ایـن حـالـت کـلیه ی پـارامـترهـای آنـالـیز بـه صـورت خـودکـار اعـمال و نـتایـج قـابـل ارزیـابـی خـواهـند بـود. دسـتورالـعمل 

استفاده از این الگو در بخش آنالیز نتایج شرح داده شده است. 

 Rotor-Gene Q چیدمان نمونه ها بر روی روتور ۷۲ تایی دستگاه

بـا اسـتفاده از ایـن روتـور مـی تـوان تـا ۲۳ نـمونـه را در کـنار یـک کـنترل مـثبت و یـک کـنترل مـنفی آزمـایـش کـرد. شـکل شـماتـیک 
چـیدمـان (و پـیپتینگ نـمونـه هـا) بـرای تـیوب هـای ۱، ۲ و ۳ آزمـایـش PCR بـرای هـر نـمونـه در بـلوک آمـاده سـازی تـیوب هـا در 
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  tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit برای کیت PCR برنامه

 Rotor-Gene Q بـــــر روی دســـــتگاه tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit کـــــیت PCR بـــــرای تـــــنظیم بـــــرنـــــامـــــه ی
(RGQ) به دو روش زیر می توان عمل کرد: 

الف- استفاده از الگوی از قبل آماده (run-file template) به صورت زیر: 

۱- الــــگوی از قــــبل آمــــاده (run-file template) را از شــــرکــــت زیســــت تــــشخیص فــــردا دریــــافــــت و در پــــوشــــه ی نــــرم افــــزار 
RGQ  به آدرس زیر ذخیره نمایید: 

۲- بر روی علامت نرم افزار دستگاه Rotor-Gene Q دو بار کلیک کنید تا برنامه باز شود: 
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۳- برنامه ™tBioDx™ HPV ExtendScreen را انتخاب و بر روی New کلیک نمایید:

۴- روتـــور ۷۲ تـــایـــی بـــه صـــورت پـــیش فـــرض نـــمایـــش داده مـــی شـــود.  Locking Ring Attached را انـــتخاب و بـــر روی 
Next کلیک نمایید:
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 Next ۵- نــام کــارشــناس آزمــایــش را وارد کــنید. حجــم واکــنش از قــبل بــر روی ۲۰ مــیکرو لــیتر تــنظیم شــده اســت،  بــر روی
کلیک نمایید:

۶- از آنــجایــی کــه پــروفــایــل دمــایــی آزمــایــش و Gain Optimization از قــبل در الــگوی بــرنــامــه تــعریــف شــده اســت،  بــر 
روی Next کلیک نمایید:
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ب- ثـبت بـرنـامـه ی PCR بـا اسـتفاده از نـرم افـزار دسـتگاه RGQ بـدون اسـتفاده از الـگوی از قـبل آمـاده بـه 
صورت زیر: 

۱-ابتدا بر روی علامت نرم افزار دستگاه Rotor-Gene Q دو بار کلیک کنید تا برنامه باز شود: 

۷- بر روی Start Run کلیک نمایید تا آزمایش آغاز شود:
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۲- برنامه ی Empty Run را انتخاب و بر روی New کلیک نمایید: 

۳- روتور ۷۲ تایی را انتخاب کنید. سپس Locking Ring Attached را انتخاب و بر روی Next کلیک نمایید:
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۴- نام کارشناس آزمایش را وارد کنید. حجم واکنش را بر روی ۲۰ میکرو لیتر تنظیم و بر روی Next کلیک نمایید:

۵- بر روی …Edit Profile کلیک نمایید:
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۵- در پنجره جدید بر روی …Insert after کلیک کنید:

۶- و New Hold at Temperature را انتخاب کنید:
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۷- دما وزمان را طبق شکل زیر بر روی ۹۵ درجه سانتیگراد و ۳ دقیقه تنظیم کنید:

۸- مجددا بر روی …Insert after کلیک کنید:



tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit 22

۱۰- در پنجره ی جدید، بر روی بخش سوم از پروفایل حرارتی کلیک کنید:

۹- و New Cycling را انتخاب کنید:
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۱۱- سپس با کلیک بر روی علامت «منفی» این بخش از پروفایل را حذف کنید:

۱۲- تعداد تکرارهای برنامه را بر روی عدد ۴۰ تنظیم کنید:
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۱۳- بر روی بخش مربوط به denaturation کلیک کرده و زمان را بر روی ۱۰ ثانیه تنظیم کنید:

۱۴- بــر روی بــخش دوم پــروفــایــل کــه شــامــل annealing و extention هــمزمــان اســت  کــلیک کــرده و زمــان را بــر روی ۳۰ 
ثانیه تنظیم کنید:



tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit 25

۱۵- بر روی Not Aquiring کلیک کنید تا تنظیمات مربوط به خوانش برنامه را تنظیم کنید:

۱۶- بـه تـرتـیب کـانـال هـای نـارجـی، قـرمـز و زرد را در پنجـره Available Channels انـتخاب و بـا کـلیک بـر روی عـلامـت <، 
کانال ذکر شده را به Acquiring Chennels اضافه کنید:
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۱۷- بر روی OK کلیک کنید تا تغییرات، اعمال شود:

۱۸- تـغییرات اعـمال شـده بـه صـورت زیـر در کـادر هـای مـشخص شـده قـابـل شـناسـایـی اسـت. بـر روی OK کـلیک کـنید تـا بـه 
صفحه تنظیمات پروفایل حرارتی و تنظیم کانال ها باز گردید:
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۱۹- بر روی …Gain Optimisation کلیک کنید تا به صفحه تنظیمات Gain وارد شوید:

۲۰- در پنجره Auto-Gain Optimisation Setup  بر روی Optimise Acquiring کلیک کنید:
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۲۲- تــــــیک Perform Optimisation Before 1st Acquisition  را فــــــعال  و بــــــر روی Close کــــــلیک کــــــنید تــــــا بــــــه 
پنجره ی اصلی برگردید:

۲۱- بـدون اعـمال هـیچ گـونـه تـغییر در تـنظیمات کـانـال هـا، بـر روی OK کـلیک کـنید تـا کـانـال هـای مـورد نـیاز بـرای خـوانـش در 
آزمایش تایید شوند:
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۲۳- بر روی Next کلیک کنید:

۲۴- بر روی Save Template کلیک کنید تا برنامه تنظیم شده را برای استفاده های بعدی ذخیره کنید:
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۲۵- نـرم افـزار دسـتگاه بـه طـور خـودکـار پنجـره Templates در محـل ذخـیره نـرم افـزار را بـاز مـی کـند. نـام کـیت را وارد و 
بر روی Save کلیک کنید:

۲۶- بر روی Start Run کلیک نمایید تا آزمایش آغاز شود:
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 HPV آماده سازی محلول واکنش برای انجام آزمایش

۱- تیوب های qPCR Mix1, qPCR Mix 2, qPCR Mix 3 و کنترل مثبت را از فریزر خارج کنید تا دفریز شوند. 

 PCR نـکته مـهم: بـرای بـه حـداقـل رسـانـدن ریـسک آلـودگـی، کـلیه ی مـراحـل آمـاده سـازی مخـلوط واکـنش را زیـر یـک کـابـینت
یـا Workstation کـه دارای لامـپ UV بـاشـد انـجام دهـید. در ایـن کـابـینت نـبایـد DNA اسـتخراج شـود و هـمچنین نـبایـد 
DNAی اســـتخراج شـــده بـــه تـــیوب هـــا اضـــافـــه شـــود. ایـــن کـــابـــینت بـــایـــد عـــاری از DNA/RNA بـــاشـــد. بـــرای اضـــافـــه کـــردن 

DNA استخراج شده و یا کنترل مثبت به تیوب های PCR باید از کابینت دیگری استفاده کنید. 

۲- تـــیوب هـــای qPCR Mix1, qPCR Mix 2, qPCR Mix 3 را حـــداقـــل ۱۰ بـــار ســـر-و-تـــه کـــنید تـــا بـــه خـــوبـــی مخـــلوط 
شوند. سپس تیوب ها را یکبار سانتریفیوژ کوتاه کنید. 

۳- طـــبق شـــکل زیـــر ابـــتدا بـــه تـــعداد نـــمونـــه هـــای اســـتخراج شـــده، مـــقدار ۱۵ مـــیکرو لـــیتر محـــلول qPCR Mix 1 را بـــه تـــیوب 
هـــای ۰/۱ مـــیلی لـــیتری اضـــافـــه کـــنید. ســـپس ایـــن کـــار را بـــه تـــرتـــیب بـــا qPCR Mix 2 و qPCR Mix 3 تـــکرار کـــنید. ایـــن 

مرحله می تواند در دمای اتاق انجام شود. 

۴-  تیوب های qPCR Mix1, qPCR Mix 2, qPCR Mix 3 را به فریزر بازگردانید.  

۵- تیوب های ۰/۱ میکرولیتری حاوی مخلوط واکنش را برای اضافه کردن DNA به کابینت PCR دیگری منتقل کنید.  

۶- مــقدار ۵ مــیکرولــیتر کــنترل مــثبت بــه تــیوب مــربــوطــه اضــافــه کــرده و بــه آرامــی بــا پــیپتینگ آن را مخــلوط کــنید. درب لــولــه را 
ببندید. 

نــکته مــهم:  نـــوک ســـمپلر هـــا را بـــین هـــر پـــیپتینگ بـــه آرامـــی دور بـــیانـــدازیـــد و از نـــوک ســـمپلر جـــدیـــد بـــرای نـــمونـــه ی بـــعدی 
استفاده کنید.
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۷- مــقدار ۵ مــیکرو لــیتر DNAی اســتخراج شــده بــه تــیوب هــای حــاوی مخــلوط واکــنش اضــافــه و بــه آرامــی بــا پــیپتینگ آن را 
مخلوط کنید. هنگامی که DNA را به ۴ تیوب به هم پیوسته (strip tubes) اضافه کردید، درب آنها را ببندید. 

۸- مقدار ۵ میکرولیتر آب به تیوب NTC اضافه کرده و به آرامی با پیپتینگ آن را مخلوط کنید. درب لوله را ببندید. 

۹- دستگاه Rotor-Gene Q را طبق راهنمای صفحه ۱۴ و یا ۱۷ آماده کنید. 

۱۰- روتور ۷۲تایی را بر روی پایه ی آن قرار دهید. 

۱۱- تیوب های آماده شده را طبق شماره، درون روتور قرار دهید. 

نـکته مـهم: در صــورتــیکه تــعداد تــیوب هــای حــاوی مخــلوط واکــنش کــمتر از ۷۲ تــا بــود، محــل هــای خــالــی روتــور را حـتما بــا 
تیوب های خالی پر کنید. این کار برای هموژن بودن دمای محفظه ی PCR الزامی است. 

۱۲- حلقه ی locking را بر روی روتور فیکس کنید. 

۱۳- روتور حاوی تیوب ها را از روی پایه برداشته و به دستگاه Rotor-Gene Q منتقل کنید. 

۱۴- بر روی Start Run کلیک کنید. 

۱۵- پـس از مـشخص کـردن نـام و محـل ذخـیره سـازی آزمـایـش، نـام یـا کـد نـمونـه هـا را ثـبت کـنید. ثـبت کـد و یـا نـام نـمونـه هـا  
را می توانید پس از اتمام آزمایش نیز با کلیک بر روی Edit Samples انجام دهید. 

۱۶- ژنــوتــیپ هــای هــدف در تــیوب هــای ۱، ۲ و ۳ هــر نــمونــه بــه شــرح زیــر بــوده و در کــانــال هــای ســبز، زرد، نــارنــجی و قــرمــز 
شناسایی می شوند:

qPCR Mix 1 
(Target HPV)

qPCR Mix 2 
(Target HPV)

qPCR Mix 3 
(Target HPV)

Green HPV 16 HPV 31 HPV 52

Yellow HPV 18 HPV 33 HPV 45

Orange IC IC IC

Red HPV 58 HPV Others* HPV Others*

* HPV Others comprises the HPV types 35, 39, 51, 56, 59, 66 & 68
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 HPV آنالیز داده های آزمایش

برای آنالیز داده های حاصل از آزمایش qPCR، می توانید به دو صورت زیر عمل کنید: 

 (analysis template) الف - استفاده از الگوی از پیش آماده

 Rotor-Gene Q ب- تنظیم پارامترهای آنالیز در نرم افزار دستگاه

 analysis template الف- آنالیز داده ها با استفاده از

 analysis) ابـــــــتدا الـــــــگوی از پـــــــیش آمـــــــاده شـــــــده ی آنـــــــالـــــــیز ،qPCR ۱- بـــــــرای آنـــــــالـــــــیز داده هـــــــای حـــــــاصـــــــل از آزمـــــــایـــــــش
template) را از سایت شرکت زیست تشخیص فردا به آدرس (www.tbiodx.com) دریافت نمایید. 

۲- فایل های آنالیز، دارای پسوند (qut.) و با نام های زیر قابل دانلور از سایت می باشند:

Analysis Template Names

Green tBioDx HPV ExtendScreen Green channel analysis_V2.qut

Yellow tBioDx HPV ExtendScreen Yellow channel analysis_V2.qut

Orange tBioDx HPV ExtendScreen Orange channel analysis_V1.qut

Red
tBioDx HPV ExtendScreen Red channel analysis_Tube_1_V1.qut

tBioDx HPV ExtendScreen Red channel analysis_Tube_2_V3.qut*

tBioDx HPV ExtendScreen Red channel analysis_Tube_3_V3.qut*

* In some cases enabling the noise slope correction is needed.

۳- فــــایــــل هــــای فــــوق را پــــس از دانــــلود، در پــــوشــــه ای بــــه نــــام HPV Analysis Templates ذخــــیره کــــنید تــــا در هــــر بــــار 
استفاده از آنها در دسترس باشند.

http://www.tbiodx.com
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۴- بر روی علامت آزمایش انجام شده دو بار کلیک کنید تا باز شود:

۵- بر روی Analysis در نوار ابزار بالای صفحه کلیک کنید تا پنجره ابزار آنالیز باز شود: 

نـکته: در صــورت تــمایــل مــی تــوانــید بــا کــلیک بــر روی Samples در نــوار ابــزار بــالای صــفحه، رنــگ نــمایــش هــر تــیوب را بــه 
دلـخواه تـغییر دهـید. در تـصویـر زیـر، لـولـه هـای حـاوی qPCR Mix 1 بـا رنـگ صـورتـی، لـولـه هـای حـاوی qPCR Mix 2 بـا 

رنگ آبی و لوله های حاوی qPCR Mix 3 با رنگ قرمز مشخص شده اند.
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۶-  کانال سبز را (Cycling A. Green) انتخاب و بر روی Show کلیک کنید (تصویر ۱): 

نـکته: تـیک Auto-shrink window را فـعال کـنید تـا از روی صـفحه آنـالـیز خـارج شـود. بـرای آنـالـیز سـایـر کـانـال هـا، بـه 
محض قرار گیری ماوس بر روی آن مجددا نمایش داده می شود (تصویر ۲).

1 2

۷- از قسمت پایین-سمت راست پنجره، از بخش Import Setting بر روی  Import کلیک کنید:
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۸- در پنجــره ای کــه بــاز مــی شــود، بــه آدرس پــوشــه ای کــه فــایــل هــای آنــالــیز را در آن ذخــیره کــرده ایــد مــراجــعه، فــایــل آنــالــیز 
کانال سبز را انتخاب و بر روی Open کلیک کنید:

۹- در این حالت، کلیه پارامترهای آنالیز به نرم افزار وارد شده (import)، و نتایج نمایش داده می شود:
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 HPV ۱۰- مــراحــل ۷ تــا ۹ را بــرای ســایــر کــانــال هــا نــیز تــکرار کــنید تــا نــتایــج آزمــایــش در کــانــال هــا و لــولــه هــای ســه گــانــه ی
آنـالـیز شـونـد. کـانـال هـای سـبز،  زرد و نـارنـجی بـرای هـر سـه تـیوب هـای حـاوی  qPCR Mix 1, 2 & 3 بـا یـک فـایـل آنـالـیز 
مــی شــونــد. آنــالــیز کــانــال قــرمــز بــرای تــیوب هــای حــاوی  qPCR Mix 1, 2 & 3 مــتفاوت بــوده و هــریــک، فــایــل جــداگــانــه ای 

برای آنالیز دارند. 

نـکته ی کـاربـردی: بـرای سـهولـت آنـالـیز، مـی تـوانـید هـنگام import کـردن آنـالـیز بـرای یـک کـانـال، نـمونـه هـایـی کـه نـبایـد در 
آنــالــیز بــاشــند را از بــخش ســمت راســت پنجــره ی نــرم افــزار خــامــوش کــنید. بــه عــنوان مــثال، هــنگامــی کــه قــصد آنــالــیز کــانــال 
 qPCR Mix 1 & را داریـد، مـی تـوانـید نـمونـه هـای آزمـایـش در تـیوب هـای حـاوی qPCR Mix 3 قـرمـز بـرای تـیوب حـاوی
2 را خـامـوش کـنید. در ایـن حـالـت فـقط نـتایـج آنـالـیز در تـیوب حـاوی qPCR Mix 3 آزمـایـش HPV بـرای نـمونـه هـای مـورد 

آزمایش نمایش داده می شود. 
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  Rotor-Gene Q در نرم افزار دستگاه analysis template ب- آنالیز داده ها بدون

 analysis) بـــدون اســـتفاده از الـــگوی از پـــیش آمـــاده شـــده ی آنـــالـــیز ،qPCR بـــرای آنـــالـــیز داده هـــای حـــاصـــل از آزمـــایـــش
template) مراحل زیر را انجام دهید.

۱- بر روی علامت آزمایش انجام شده دو بار کلیک کنید تا باز شود:

۲- بر روی Analysis در نوار ابزار بالای صفحه کلیک کنید تا پنجره ابزار آنالیز باز شود: 

نـکته: در صــورت تــمایــل مــی تــوانــید بــا کــلیک بــر روی Samples  در نــوار ابــزار بــالای صــفحه، رنــگ نــمایــش هــر تــیوب را بــه 
دلـخواه تـغییر دهـید. در تـصویـر زیـر لـولـه هـای حـاوی qPCR Mix 1 بـا رنـگ صـورتـی، لـولـه هـای حـاوی qPCR Mix 2 بـا 

رنگ آبی و لوله های حاوی qPCR Mix 3 با رنگ قرمز مشخص شده اند.
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۳-  کانالی که قصد آنالیز آن را دارید انتخاب و بر روی Show کلیک کنید (تصویر ۱): 

نـکته: تـیک Auto-shrink window را فـعال کـنید تـا از روی صـفحه آنـالـیز خـارج شـود. بـرای آنـالـیز سـایـر کـانـال هـا، بـه 
محض قرار گیری ماوس بر روی آن مجددا نمایش داده می شود (تصویر ۲).

1 2

۴- بـــرای تـــنظیم آنـــالـــیز، ابـــتدا Ignore First در نـــوار ابـــزار کـــانـــال مـــورد نـــظر را بـــر روی عـــدد تـــعیین (جـــدول صـــفحه ۴۰) 
تنظیم کنید. سپس بر روی .Take Off Adj کلیک و اعداد مندرج در جدول فوق را وارد و بر روی OK کلیک کنید:
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۵- بــر روی Outlier Removal کــلیک کــنید و آســتانــه ی NTC را بــر روی عــدد تــعیین (جــدول زیــر)  تــنظیم و ســپس بــر 
روی OK کـلیک کـنید. در پنجـره سـمت راسـت نـرم افـزار بـرای مـحاسـبه ی سـیکل آسـتانـه (Threshold Cycle) ابـتدا در 
پنجـــره آســـتانـــه عـــدد تـــعیین شـــده را وارد کـــرده و ســـپس Eliminates Cycles Before را بـــر روی عـــدد مـــذکـــو در جـــدول 

زیر تنظیم کنید. با انجام این مرحله آنالیز کانال مورد نظر به اتمام می رسد:

۶- مراحل ۵ و ۶ را برای سایر کانال ها و تیوب ها طبق جدول زیر تنظیم کنید:

Channels Green Yellow Orange Red

qPCR Master Mixes Tube 1, 2 & 3 Tube 1, 2 & 3 Tube 1, 2 & 3 Tube 1 Tube 2 Tube 3

Target DNA HPV 16, 31, 52 HPV 18, 33, 45 IC HPV 58 HPV 
Others*

HPV 
Others*

Parameters of Normalization

Normalization Dynamic tube Enable Enable Enable Enable Enable Enable

Use noise slope correction No Yes No No No** No**

Ignore first cycles 5 5 Non 5 5 5

Adjust take-off points Enable Enable No Enable Enable Enable

If take-off point 7 8 - 10 7 7

Use take-off cycle 20 20 - 25 25 20

Parameters of Outlier Removal

Filter data “Remove non-
amplified curves’’ fluorescence change 0% 0% <5% <5% <7% <7%

reaction efficiency Non Non Non Non Non Non

Parameters of CT Calculation

Cq calculation Threshold 0.05 0.05 0.1 0.07 0.05 0.04

Threshold start cycle 5 5 5 6 6 7

* HPV Others comprises the HPV types 35, 39, 51, 56, 59, 66 & 68

** In some cases enabling the noise slope correction is needed.
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تفسیر نتایج 

صـحه گـذاری کـیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit بـه گـونـه ای انـجام شـده اسـت کـه بـرای تـفسیر نـتایـج بـایـد 
موارد زیر برای مثبت یا منفی بودن نمونه احراز شود. 

۱- ســیکل آســتانــه (threshold Cycle)، در کــانــال هــای ســبز، زرد و نــارجــی بــرای کــنترل مــثبت بــایــد کــمتر ۳۰ (30>) و 
برای کانال قرمز کمتر از ۳۵ (35>) باشد. 

۲- هیچ سیگنالی نباید در لوله ی NTC و در کانال های سبز، زرد، نارجی و قرمز، قبل از سیکل ۴۰ (40>) دیده شود. 

۳- نتایج نمونه ها طبق جدول های زیر تفسیر می شوند: 

مثال:  
نـتیجه مـثبت: اگــر در تــیوب حــاوی qPCR Mix 1 و در کــانــال ســبز، نــمونــه ای قــبل از ســیکل ۳۴ از خــط آســتانــه گــذشــته 
بــاشــد و کــنترل داخــلی هــمان نــمونــه نــیز قــبل از ســیکل ۳۰، از خــط آســتانــه گــذشــته بــاشــد، ایــن نــمونــه بــرای HPV 16 مــثبت 

است.  
نـتیجه مـنفی: اگـر در تـیوب حـاوی qPCR Mix 1 و در کـانـال سـبز، نـمونـه ای بـدون سـیگنال بـوده و یـا بـعد از سـیکل ۳۴ 
از خــط آســتانــه گــذشــته بــاشــد و کــنترل داخــلی هــمان نــمونــه نــیز قــبل از ســیکل ۳۰، از خــط آســتانــه گــذشــته بــاشــد، ایــن نــمونــه 

برای HPV 16 منفی است. 
نــتیجه نــامــعتبر (بــایــد تــکرار شــود): اگــر در تــیوب حــاوی qPCR Mix 1 و در کــانــال ســبز، نــمونــه ای بــدون ســیگنال 
بـوده ویـا بـعد از سـیکل ۳۴ از خـط آسـتانـه گـذشـته بـاشـد و کـنترل داخـلی هـمان نـمونـه نـیز بـعد از سـیکل ۳۰، از خـط آسـتانـه 

گذشته باشد، نتیجه نامعتبر است و باید تکرار شود.

تفسیر نتایج برای تیوب ۱

Tube 1 Ct value of HPV target All Tubes Ct value of IC Result

HPV 16 <34

IC <30 HPV PositiveHPV 18 <35

HPV 58 <32

Tube 1 Ct value of HPV target All Tubes Ct value of IC Result

HPV 16 >34

IC <30 HPV NegativeHPV 18 >35

HPV 58 >32

Tube 1 Ct value of HPV target All Tubes Ct value of IC Result

HPV 16 >34

IC >30 InvalidHPV 18 >35

HPV 58 >32
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تفسیر نتایج برای تیوب ۲

Tube 2 Ct value of HPV target All Tubes Ct value of IC Result

HPV 31

<32 IC <30 HPV PositiveHPV 33

Others

Tube 2 Ct value of HPV target All Tubes Ct value of IC Result

HPV 31

>32 IC <30 HPV NegativeHPV 33

Others

Tube 2 Ct value of HPV target All Tubes Ct value of IC Result

HPV 31

>32 IC >30 InvalidHPV 33

Others

تفسیر نتایج برای تیوب ۳

Tube 3 Ct value of HPV target All Tubes Ct value of IC Result

HPV 52

<33 IC <30 HPV PositiveHPV 45

Others

Tube 3 Ct value of HPV target All Tubes Ct value of IC Result

HPV 52

>33 IC <30 HPV NegativeHPV 45

Others

Tube 3 Ct value of HPV target All Tubes Ct value of IC Result

HPV 52

>33 IC >30 InvalidHPV 45

Others
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عملکرد کیت 

بـــرای صـــحه گـــذاری آنـــالـــیتیکال و کـــلینیکال کـــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit از راهـــنماهـــای بـــین المـــللی 
مـعتبری چـون FDA و Meijer Guideline اسـتفاده شـده اسـت. کـلیه ی مـراحـل صـحه گـذاری بـه طـور هـمزمـان و بـا هـر 
دو روش نـــمونـــه گـــیری و دو کـــیت اســـتخراج زیـــر انـــجام شـــده اســـت. کـــیت ارجـــاع کـــه از آن در تـــمام مـــراحـــل صـــحه گـــذاری 
اسـتفاده شـده اسـت، کـیت QIAscreen HPV PCR Test  (HPV-Risk Assay by Self-screen B.V.) شـرکـت 

QIAGEN می باشد که مخصوص غربالگری سرطان دهانه رحم است. 

نـمونـه گـیری: بــرای صــحه گــذاری کــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit از دو روش نــمونــه گــیری LBC و 
 COPAN شــــــرکــــــت FLOQSwab بــــــا اســــــتفاده از (Self-Sample Collection) نــــــمونــــــه گــــــیری تــــــوســــــط خــــــود فــــــرد
اســتفاده شــده اســت. تــمام آزمــایــش هــای مــربــوط بــه صــحه گــذاری آنــالــیتیکال بــه طــور هــمزمــان بــا هــر رو روش نــمونــه گــیری 
انــجام شــده اســت. بــرای صــحه گــذاری کــلینیکال، بــه طــور هــمزمــان دو نــمونــه (یــک LBC و یــک FLOQSwab) از بــانــوان 

بین ۲۵ تا ۶۵ تهیه و درآزمایش های مربوط به حساسیت و ویژگی کلینیکال استفاده شده است. 

اسـتخراج DNA: بــرای صــحه گــذاری کــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit از دو روش اســتخراج مــبتنی 
بـــــر ســـــتون (کـــــیت QIAamp MinElute Media Kit شـــــرکـــــت QIAGEN) و یـــــک کـــــیت مـــــبتنی بـــــر ذرات مـــــگنتیک بـــــا 
تــکنولــوژی خــالــص ســازی مــعکوس (کــیت tBioCare™ HPV DNA Extraction Kit شــرکــت زیســت تــشخیص فــردا  - 
™tBioDx) اســتفاده شــده اســت. از تــمام نــمونــه هــای LBC و FLOQSwab بــا هــر دو روش، اســتخراج DNA انــجام 
QIAscreen HPV PCR Test (HPV-Risk Assay by Self- شـــــده و ســـــپس بـــــه طـــــور هـــــمزمـــــان  بـــــا هـــــر دو کـــــیت

(.screen B.V و tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit آزمایش شده اند. 

دســـــتگاه real-time PCR: بـــــــــرای صـــــــــحه گـــــــــذاری کـــــــــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit از دســـــــــتگاه 
Rotor-Gene Q 5plex HRM و Rotor-Gene Q 5plex اســـــتفاده شـــــده اســـــت. (ارزیـــــابـــــی ســـــایـــــر دســـــتگاه هـــــای 
real-time PCR در دســــت اقــــدام اســــت و بــــه زودی در نــــسخه هــــای بــــعدی ایــــن کــــتابــــچه اطــــلاعــــات اســــتفاده از آنــــها نــــیز 

خواهد آمد.) 

نـرم افـزار آنـالـیز: بـرای آنـالـیز نـتایـج از نـرم افـزار اسـتانـدارد Rotor-Gene Q بـا نـسخه ی (Build 1) 2.3.5 اسـتفاده 
شده است. 

 QIAscreen از کـیت ،tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit کـیت ارجـاع: بـرای ارزیـابـی عـملکرد کـلینیکی کـیت
HPV PCR Test  (HPV-Risk Assay by Self-screen B.V.) شــــــــــــرکــــــــــــت QIAGEN اســــــــــــتفاده شــــــــــــده اســــــــــــت. 
هـمانـطور کـه در صـفحه ۵۴ شـرح داده شـده اسـت، DNAی کـلیه ی نـمونـه هـای LBC (۸۲۶ نـمونـه ی CIN1 یـا کـمتر و ۷۱ 
نـمونـه ی +CIN2) و FLOQSwab (۸۲۵ نـمونـه ی CIN یـا کـمتر و ۷۱ نـمونـه ی +CIN2) بـا دو کـیت مـتفاوت اسـتخراج  
(کــــه در بــــالا بــــه آنــــها اشــــاره شــــده اســــت) و بــــه طــــور مــــوازی بــــا هــــر دو کــــیت شــــرکــــت زیســــت تــــشخیص فــــردا و کــــیت شــــرکــــت 

QIAGEN مورد آزمایش قرار گرفتند. 
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عملکرد آنالیتیکال  

  (Limit of Detection - LoD) حد آستانه ی تشخیص - (Analytical Sensitivity) حساسیت آنالیتیکال
 (Analytical Specificity) ویژگی آنالیتیکال

پایداری کیت 
 (Interfering Substances) مواد مداخله گر

 (Hook Effect) اثر هوک
 (Intra & Inter Assay Reproducibility) - LBC تکرار پذیری درون- و بین-آزمایش آنالیتیکال برای

تــــــکرار پــــــذیــــــری درون- و بــــــین-آزمــــــایــــــش آنــــــالــــــیتیکال بــــــرای FLOQSwab در نــــــمونــــــه هــــــایــــــی کــــــه تــــــوســــــط خــــــود فــــــرد 
 (Intra & Inter Assay Reproducibility) - گرفته شده اند (SelfCollected)

  (Analitical Sensitivity) حساسیت آنالیتیکال
 (Limit of Detection - LoD) حد آستانه ی تشخیص

بـرای ارزیـابـی حـساسـیت آنـالـیتیکال کـیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit، از پـلازمـیدهـای حـاوی ژن E6 و 
 GAPDH (ژنـــــــــــــــوتـــــــــــــــیپ هـــــــــــــــای ۱۶، ۱۸، ۳۱، ۳۳، ۳۵، ۳۹، ۴۵، ۵۱، ۵۲، ۵۶، ۵۸،  ۵۹، ۶۶، ۶۸) و HPV ویـــــــــــــــروس E7
اسـتفاده شـده اسـت. بـرای ایـن مـنظور از یـک رقـت سـه تـایـی از هـر یـک از ژنـوتـیپ هـا تـهیه و در یـک آزمـایـش ۸-تـکراری بـرای 

هر ژنوتیپ استفاده شد.  

حــد آســتانــه تــشخیص بــرای ژنــوتــیپ هــای مــختلف HPV کــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit بــه شــرح زیــر 
است:

Target LoD (copies/PCR)

HPV 16 & 18 150-160

HPV 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 58, 59, 66 1500-1600

HPV 51, 68 3800-4000

GAPDH 780
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   (Analytical Specificity) ویژگی آنالیتیکال

بـرای ارزیـابـی ویـژگـی آنـالیـتیکال کیـت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit، از DNA میـکروارگـانیـسم هـای گـروه  
 in اسـتفاده شـد و سـایـر مـیکروارگـانـیسم هـای گـروه دو بـه صـورت PCR بـرای ،DNA یـک در جـدول زیـر پـس از اسـتخراج

silico مورد ارزیابی قرار گرفت و هیچ واکنش متقاطعی مشاهده نشد. 

Group 1

Bacteria Viruses Protozoa

Lactobacillus acidophilus Cytomegalovirus Candida albicans

Streptococcus agalactiae Epstein Barr virus

Neisseria gonorrhoeae Herpes simplex virus 1

Gardnerella vaginalis

Lactobacillus jensenii

Group 2

Human Papillomaviruses Bacteria Viruses Protozoa

All non-targeted alpha-HPV genotypes Peptostreptococcus spp. Adenovirus Trichomonas vaginalis

Alpha HPV genotypes include the 
following: HPV 16, 18, 26, 30, 31, 33, 
34, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 
66, 67, 68, 69, 70, 73, 82, 85

Klebsiella spp. Herpes simplex virus 2

Enterobacter spp.

Proteus spp.

HPV 6, 11, 42, 43, 44 Pseudomonas spp.

Bacteroides spp.

Bifidobacterium spp.

Fusobacterium spp.

Treponema pallidum

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus aureus

Streptococcus faecalis

Streptococcus pyogenes

Corynebacterium spp.

Escherichia coli

Enterococcus spp.

Clostridium spp.

Chlamydia trachomatis
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 (Stability) پایداری کیت

 3log> LoD و تـقریـبا LoD بـرای بـررسـی پـایـداری کـیت در شـرایـط گـونـاگـون از نـمونـه هـای مـثبت حـاوی مـقادیـر نـزدیـک بـه
استفاده شد.  

فــریــز - دفــریــز یــا اســتفاده روزانــه از کــیت: بــرای ارزیــابــی اثــر فــریــز و دفــریــز شــدن مخــلوط واکــنش،  آزمــایــش بــه 
صـورت تـکرار سـه تـایـی و بـر روی نـمونـه هـای مـثبت حـاوی مـقادیـر نـزدیـک بـه LoD و تـقریـبا 3log > LoD و در پـنج 
نـوبـت انـجام شـد. مـیزان CV% (Coefficient of Variation) در سـیکل حـد آسـتانـه (ct value) درون آزمـایـش  
و بـین آزمـایـش هـمانـطور کـه در جـدول زیـر قـابـل مـشاهـده اسـت، بـسیار کـم بـود.  بـنابـرایـن، ۵ بـار فـریـز و دفـریـز شـدن 

مخلولط آزمایش اثر منفی در عملکرد کیت ندارد.

In Use Stability - qPCR Mix Tube 1, 2 & 3

qPCR Mix HPV Type Tested Target 
Concentration

Intra Assay Reproducibility Inter Assay Reproducibility

SD CV% Variance SD CV% Variance

qPCR Mix 1

HPV 16 1 log > LoD 0.15 0.50 0.03 0.28 0.96 0.08

HPV 18 1 log > LoD 0.19 0.65 0.04 0.20 0.69 0.04

IC 3 log > LoD 0.07 0.33 0.01 0.14 0.61 0.02

HPV 58 ≈ LoD 0.27 0.86 0.08 0.34 1.09 0.11

qPCR Mix 2

HPV 31 1 log > LoD 0.19 0.65 0.04 0.48 1.62 0.23

HPV 33 3 log > LoD 0.11 0.50 0.01 0.12 0.51 0.01

IC 3 log > LoD 0.05 0.23 0.00 0.10 0.44 0.01

HPV 35 1 log > LoD 0.22 0.81 0.06 0.33 1.21 0.11

qPCR Mix 3

HPV 52 1 log > LoD 0.87 3.00 0.87 0.96 3.37 0.93

HPV 45 3 log > LoD 0.14 0.56 0.02 0.12 0.51 0.02

IC 3 log > LoD 0.07 0.31 0.01 0.15 0.66 0.02

HPV 51 1 log > LoD 0.42 1.52 0.20 0.57 2.09 0.32
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پـایـداری در شـرایـط حـمل:  بــرای ارزیــابــی اثــر حــمل کــیت بــا یــخ خــشک (CO2 جــامــد) بــر روی مخــلوط واکــنش،  یــک 
کـــیت در شـــرایـــط حـــمل بـــر روی یـــخ خـــشک قـــرار گـــرفـــت و پـــس از ۲۴ ســـاعـــت در مـــقایـــسه بـــا کـــیت مـــعیار، آزمـــایـــش شـــد.  
 3log > LoD و تـقریـبا LoD آزمـایـش بـه صـورت تـکرار سـه تـایـی و بـر روی نـمونـه هـای مـثبت حـاوی مـقادیـر نـزدیـک بـه
انـــجام شـــد. مـــیزان CV% (Coefficient of Variation) در ســـیکل حـــد آســـتانـــه (ct value) درون آزمـــایـــش  و 
بـین آزمـایـش هـمانـطور کـه در جـدول زیـر قـابـل مـشاهـده اسـت، بـسیار کـم بـود. بـنابـرایـن، حـمل کـیت بـر روی یـخ خـشک، 

اثر منفی در عملکرد کیت ندارد.

Shipment Stability - qPCR Mix Tube 1, 2 & 3

qPCR Mix HPV Type Tested Target 
Concentration

Intra Assay Reproducibility Inter Assay Reproducibility

SD CV٪ Variance SD CV٪ Variance

qPCR Mix 1

HPV 16 ≈ LoD 0.10 0.34 0.01 0.13 0.46 0.02

HPV 18 ≈ LoD 0.25 0.83 0.07 0.25 0.83 0.06

IC 3 log > LoD 0.07 0.32 0.01 0.08 0.36 0.01

HPV 58 ≈ LoD 0.20 0.67 0.04 0.26 0.85 0.07

qPCR Mix 2

HPV 31 1 log > LoD 0.19 0.65 0.04 0.21 0.72 0.04

HPV 33 3 log > LoD 0.03 0.14 0.00 0.12 0.51 0.01

IC 3 log > LoD 0.08 0.34 0.01 0.10 0.44 0.01

HPV 35 1 log > LoD 0.19 0.66 0.05 0.29 1.04 0.09

qPCR Mix 3

HPV 52 1 log > LoD 0.59 2.28 0.39 0.71 2.74 0.51

HPV 45 3 log > LoD 0.18 0.75 0.03 0.18 0.72 0.03

IC 3 log > LoD 0.17 0.74 0.03 0.15 0.68 0.02

HPV 51 1 log > LoD 0.38 1.35 0.15 0.38 1.35 0.14
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 (Hook Effect) اثر هوک

بـــرای ارزیـــابـــی اثـــر مـــهار کـــنندگـــی در زمـــان غـــالـــب بـــودن یـــک ژنـــوتـــیپ HPV، در نـــمونـــه ای کـــه بـــا بـــیش از یـــک ژنـــوتـــیپ آلـــوده 
اسـت، نـمونـه هـای مـثبتی مـورد آزمـایـش قـرار گـرفـت کـه تـعداد کـپی یـک ویـروس در آن نـزدیـک بـه  4log> LoD بـود در حـالـی 
کـه تـعداد کـپی ژنـوتـیپ هـای دیـگر در هـمان نـمونـه نـزدیـک بـه LoD بـودنـد. ایـن آزمـایـش بـرای ژنـوتـیپ هـای ۱۶، ۱۸، ۳۱، ۳۳، 
۴۵، ۵۲ و ۵۸، بـه طـور جـداگـانـه در سـه آزمـایـش ارزیـابـی شـد. هـر آزمـایـش بـه گـونـه ای انـجام شـد کـه هـر ژنـوتـیپ یـکبار بـه 
صـورت غـالـب (‎4log> LoD) و دو بـار نـزدیـک بـه LoD بـاشـد. هـمانـطور کـه در جـداول زیـر مـلاحـظه مـی کـنید، اثـر مـنفی 

در این تعداد کپی از ویروس بر روی سایر ژنوتیپ ها دیده نشد.

tBioDx™ HPV ExtendScreen™ - qPCR Mix 1

tBioDx™ HPV ExtendScreen™ - qPCR Mix 1

qPCR Mix HPV Type Tested HPV 16 
Concentration

HPV 18 
Concentration

HPV 58 
Concentration

IC 
Concentration

Intra Assay Reproducibility Inter Assay Reproducibility

SD CV% Variance SD CV% Variance

qPCR Mix 1

HPV 16, 18, 58 4 log > LoD ≈ LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.04 0.26 0.00 0.07 0.42 0.00

HPV 16, 18, 58 4 log > LoD ≈ LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.31 1.09 0.11 0.34 1.21 0.12

HPV 16, 18, 58 4 log > LoD ≈ LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.16 0.81 0.03 0.27 1.32 0.07

HPV 16, 18, 58 4 log > LoD ≈ LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.41 1.32 0.18 0.49 1.58 0.24

qPCR Mix 1

HPV 16, 18, 58 ≈ LoD 4 log > LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.19 0.66 0.04 0.19 0.67 0.04

HPV 16, 18, 58 ≈ LoD 4 log > LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.05 0.28 0.00 0.17 0.96 0.03

HPV 16, 18, 58 ≈ LoD 4 log > LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.09 0.44 0.01 0.19 0.94 0.04

HPV 16, 18, 58 ≈ LoD 4 log > LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.35 1.12 0.13 0.40 1.29 0.16

qPCR Mix 1

HPV 16, 18, 58 ≈ LoD ≈ LoD 3 log > LoD 1xlog> LoD 0.20 0.72 0.04 0.24 0.86 0.06

HPV 16, 18, 58 ≈ LoD ≈ LoD 3 log > LoD 1xlog> LoD 0.19 0.64 0.04 0.27 0.92 0.07

HPV 16, 18, 58 ≈ LoD ≈ LoD 3 log > LoD 1xlog> LoD 0.11 0.56 0.01 0.22 1.07 0.05

HPV 16, 18, 58 ≈ LoD ≈ LoD 3 log > LoD 1xlog> LoD 0.11 0.62 0.01 0.19 1.03 0.04
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tBioDx™ HPV ExtendScreen™ - qPCR Mix 2

tBioDx™ HPV ExtendScreen™ - qPCR Mix 2

qPCR Mix HPV Type Tested HPV 31 
Concentration

HPV 33 
Concentration

HPV 35 
Concentration

IC 
Concentration

Intra Assay Reproducibility Inter Assay Reproducibility

SD CV% Variance SD CV% Variance

qPCR Mix 2

31, 33, 35 4 log > LoD ≈ LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.22 1.33 0.05 0.30 1.85 0.09

31, 33, 35 4 log > LoD ≈ LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.16 0.83 0.03 0.21 1.09 0.04

31, 33, 35 4 log > LoD ≈ LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.16 0.71 0.04 0.20 0.88 0.04

31, 33, 35 4 log > LoD ≈ LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.31 1.06 0.10 0.33 1.15 0.11

qPCR Mix 2

31, 33, 35 ≈ LoD 4 log > LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.19 0.72 0.04 0.26 0.98 0.07

31, 33, 35 ≈ LoD 4 log > LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.35 2.18 0.34 0.61 3.78 0.38

31, 33, 35 ≈ LoD 4 log > LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.09 0.41 0.01 0.14 0.61 0.02

31, 33, 35 ≈ LoD 4 log > LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.56 1.95 0.42 0.66 2.32 0.44

qPCR Mix 2

31, 33, 35 ≈ LoD ≈ LoD 4 log > LoD 1xlog> LoD 0.24 0.77 0.06 0.27 0.88 0.07

31, 33, 35 ≈ LoD ≈ LoD 4 log > LoD 1xlog> LoD 0.13 0.55 0.02 0.15 0.68 0.02

31, 33, 35 ≈ LoD ≈ LoD 4 log > LoD 1xlog> LoD 0.10 0.45 0.01 0.18 0.78 0.03

31, 33, 35 ≈ LoD ≈ LoD 4 log > LoD 1xlog> LoD 0.42 2.19 0.21 1.07 5.45 1.14

tBioDx™ HPV ExtendScreen™ - qPCR Mix 3

tBioDx™ HPV ExtendScreen™ -  qPCR Mix 3

qPCR Mix HPV Type Tested HPV 45 
Concentration

HPV 52 
Concentration

HPV 51 
Concentration

IC 
Concentration

Intra Assay Reproducibility Inter Assay Reproducibility

SD CV% Variance SD CV% Variance

qPCR Mix 3

45, 52, 51 4 log > LoD ≈ LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.17 0.88 0.03 0.44 2.21 0.19

45, 52, 51 4 log > LoD ≈ LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.15 0.62 0.02 0.23 0.95 0.05

45, 52, 51 4 log > LoD ≈ LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.13 0.55 0.02 0.17 0.72 0.03

45, 52, 51 4 log > LoD ≈ LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.25 0.93 0.07 0.30 1.10 0.09

qPCR Mix 3

45, 52, 51 ≈ LoD 4 log > LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.52 1.93 0.28 0.72 2.65 0.51

45, 52, 51 ≈ LoD 4 log > LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.04 0.22 0.00 0.11 0.63 0.01

45, 52, 51 ≈ LoD 4 log > LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.09 0.39 0.01 0.16 0.69 0.03

45, 52, 51 ≈ LoD 4 log > LoD ≈ LoD 1xlog> LoD 0.27 1.09 0.07 0.34 1.38 0.12

qPCR Mix 3

45, 52, 51 ≈ LoD ≈ LoD 4 log > LoD 1xlog> LoD 0.51 1.99 0.29 0.55 2.14 0.31

45, 52, 51 ≈ LoD ≈ LoD 4 log > LoD 1xlog> LoD 0.12 0.50 0.02 0.16 0.65 0.02

45, 52, 51 ≈ LoD ≈ LoD 4 log > LoD 1xlog> LoD 0.07 0.31 0.01 0.15 0.65 0.02

45, 52, 51 ≈ LoD ≈ LoD 4 log > LoD 1xlog> LoD 0.53 2.83 0.30 0.52 2.79 0.27
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 (Interfering Substances) مواد مداخله گر

مـواد مـداخـله گـر زیـر بـرای ارزیـابـی عـملکرد کـیت در حـضور مـوادی کـه بـالـقوه مـی تـوانـند واکـنش PCR  را مـهار کـنند مـورد 
اسـتفاده قـرار گـرفـت. در ایـن آزمـایـش مـواد زیـر بـه نسـبت هـای ذکـر شـده و بـه طـور مجـزا (بـا نسـبت هـای ذکـر شـده در زیـر)  
بـه LBC و FLOQSwab کـه حـاوی مـقادیـر نـزدیـک بـه LoD و تـقریـبا 2log > LoD از ژنـوتـیپ هـای مـختلف HPV بـود 

اضافه و آزمایش به صورت تکرارهای سه تایی از هر نسبت (٪) مخلوط شده انجام شد. 

کرم Clotrimazol 1% با نسبت ۱٪، ٪۵ و ٪۱۰ 
کرم Clotrimazol 2% با نسبت ۱٪، ٪۵ و ٪۱۰ 

کرم مخلوط Clotrimazol 2% و Clindamazol 2% با نسبت ۱٪، ٪۵ و ٪۱۰ 
هورمون واژینال Progestron با نسبت ۱٪، ٪۵ و ٪۱۰ 

یک میلیون سلول لوکوسیت  
خون تام با نسبت ۲٪، ٪۵ و ٪۱۰ 

موکوس سرویکال با نسبت ۰/۵٪ و ٪۵ 
استیک اسید با نسبت ۱٪، ٪۵ و ٪۱۰ 
جوش شیرین با نسبت ۱٪، ٪۵ و ٪۱۰ 

ژل شستشوی واژینال با نسبت ۱٪، ٪۵ و ٪۱۰ 
ژل Lubricant معمولی با نسبت ۱٪، ٪۵ و ٪۱۰ 

ژل Lubricant مورد استفاده در معاینات پزشکی با نسبت ۱٪، ٪۵ و ٪۱۰ 

 tBioCare™ HPV DNA و کـیت QIAGEN شـرکـت QIAamp MinElute Media Kit آزمـایـش فـوق بـا هـر دو کـیت
Extraction Kit شـرکـت زیسـت تـشخیص فـردا (™tBioDx) انـجام شـد. هـمانـطور کـه در جـدول هـای زیـر مـلاحـظه مـی 

کنید، هیچ یک از مواد فوق در نسبت های  ذکر شده تاثیر منفی بر روی عملکرد کیت نداشتند. 
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Interfering Substances Results - Tested with QIAamp MinElute Media Kit - QIAGEN

Interference Observed

Potential Interfering Substances Concentration 
Tested LBC Samples COPAN Vaginal FLOQSwab 

Self-Collected Samples

Anti-bacterial and Anti-Fungal  - Clotrimazol 1%

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Anti-bacterial and Anti-Fungal  - Clotrimazol 2%

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Anti-bacterial and Anti-Fungal  - Clindimazol 2% + Clotrimazol 2%

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Hormons - Fertigest Progestron

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Leukocytes 1 Million Cells/
Sample Non Non

Whole Blood

2% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Cervical Mucosa
0.5% Non Non

5% Non Non

Acetic Acid

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Backing Soda

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Fresheners (Feminine Intimate Cleansing Gel)

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Lubricants - Water Gel 

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Clinician Sampling Gel

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non
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Interfering Substances Results Tested with tBioCare™ HPV DNA Extraction Kit - tBioDx™

Interference Observed

Potential Interfering Substances Concentration 
Tested LBC Samples COPAN Vaginal FLOQSwab 

Self-Collected Samples

Anti-bacterial and Anti-Fungal  - Clotrimazol 1%

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Anti-bacterial and Anti-Fungal  - Clotrimazol 2%

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Anti-bacterial and Anti-Fungal  - Clindimazol 2% + Clotrimazol 2%

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Hormons - Fertigest Progestron

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Leukocytes 1 Million Cells/
Sample Non Non

Whole Blood

2% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Cervical Mucosa
0.5% Non Non

5% Non Non

Acetic Acid

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Backing Soda

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Fresheners (Feminine Intimate Cleansing Gel)

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Lubricants - Water Gel 

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non

Clinician Sampling Gel

1% Non Non

5% Non Non

10% Non Non
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 Intra & Inter Assay) - LBC تــــکرار پــــذیــــری درون- و بــــین آزمــــایــــش آنــــالــــیتیکال بــــرای نــــمونــــه هــــای
 (Reproducibility

 tBioDx™  HPV از کـــــــــــیت (Lot) بـــــــــــرای ارزیـــــــــــابـــــــــــی تـــــــــــکرار پـــــــــــذیـــــــــــری درون- و بـــــــــــین آزمـــــــــــایـــــــــــش، دو ســـــــــــری ســـــــــــاخـــــــــــت
ExtendScreen™ Kit مـورد آزمـایـش قـرار گـرفـت. نـمونـه هـای مـورد آزمـایـش حـاوی دو مـقدار از هـر ژنـوتـیپ بـود: نـزدیـک 
بــه LoD و 2log> LoD و هــمچنین 2log> LoD و 4log>LoD تــا تــکرار پــذیــری نــتایــج آزمــایــش در مــقادیــر مــتنوعــی 
مـورد ارزیـابـی قـرار بـگیرد. هـر نـمونـه بـه صـورت تـکرارهـای سـه تـایـی و در ۱۰ آزمـایـش مـتفاوت و بـر روی دو دسـتگاه مجـزا، 

توسط دو اپراتور انجام شد. میانگین %CV آزمایش در جدول زیر آمده است:

تـکرار پـذیـری درون- و بـین آزمـایـش آنـالـیتیکال بـرای FLOQSwab در نـمونـه هـایـی کـه تـوسـط خـود فـرد 
 (Intra & Inter Assay Reproducibility) - گرفته شده اند (SelfCollected)

 tBioDx™  HPV از کـــــــــــیت (Lot) بـــــــــــرای ارزیـــــــــــابـــــــــــی تـــــــــــکرار پـــــــــــذیـــــــــــری درون- و بـــــــــــین آزمـــــــــــایـــــــــــش، دو ســـــــــــری ســـــــــــاخـــــــــــت
ExtendScreen™ Kit مـورد آزمـایـش قـرار گـرفـت. نـمونـه هـای مـورد آزمـایـش حـاوی دو مـقدار از هـر ژنـوتـیپ بـود: نـزدیـک 
بــه LoD و 2log> LoD و هــمچنین 2log> LoD و 4log>LoD تــا تــکرار پــذیــری نــتایــج آزمــایــش در مــقادیــر مــتنوعــی 
مـورد ارزیـابـی قـرار بـگیرد. هـر نـمونـه بـه صـورت تـکرارهـای سـه تـایـی و در ۱۰ آزمـایـش مـتفاوت و بـر روی دو دسـتگاه مجـزا، 

توسط دو اپراتور انجام شد. میانگین %CV آزمایش در جدول زیر آمده است:

Intra Assay Reproducibility Inter Assay Reproducibility

CV% CV% CV% CV%

Device 1 Device 2 Device 1 Device 2

Tube 1 (qPCR Mix 1) 0.55 0.55 1.77 1.55

Tube 2 (qPCR Mix 2) 0.35 0.38 1.84 1.29

Tube 3 (qPCR Mix 3) 0.99 0.73 2.50 1.99

Intra Assay Reproducibility Inter Assay Reproducibility

CV% CV% CV% CV%

Device 1 Device 2 Device 1 Device 2

Tube 1 (qPCR Mix 1) 0.58 0.50 1.29 0.99

Tube 2 (qPCR Mix 2) 0.44 0.44 1.07 1.05

Tube 3 (qPCR Mix 3) 0.44 0.88 1.05 1.51
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عملکرد کلینیکال  

 LBC برای نمونه های (Clinical Sensitivity & Specificity) حساسیت  و ویژگی کلینیکال

حـــــساســـــیت و ویـــــژگـــــی کـــــلینیکال آزمـــــایـــــش بـــــا کـــــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit بـــــرای نـــــئوپـــــلازیـــــای درون 
اپـــیتلیالـــی ســـرویـــکس گـــریـــد ۲ یـــا بیشـــتر (+Cervical Intraepithelial Neoplasia Grade 2 - CIN 2) و هـــمچنین 
 Cervical)نــمونــه هــای نــرمــال یــا بــا ضــایــعات پــیش ســرطــانــی شــامــل نــئوپــلازی درون اپــیتلیالــی ســرویــکس گــریــد ۱ یــا کــمتر
QIAscreen HPV PCR Test  (HPV-Risk Assay Self- در مـــقایـــسه بـــا کـــیت (Intraepithelial Neoplasia
(.screen B.V طـــــبق راهـــــنمای بـــــین المـــــللی بـــــرای غـــــربـــــالـــــگری ســـــرطـــــان دهـــــانـــــه رحـــــم (Meijer Guideline) انـــــجام شـــــد. 
حـساسـیت کـلینیکی بـا آزمـایـش بـر روی ۷۱ نـمونـه ی +CIN 2 بـرابـر بـا ۹۶/۳۰٪  و ویـژگـی کـلینیکی بـا آزمـایـش بـر روی ۸۲۶ 

نمونه ی CIN1 یا کمتر برابر با ۹۸/۸۴٪ بود.  

 QIAscreen ،در مـقایـسه بـا کـیت ارجـاع tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit حـساسـیت و ویـژگـی کـلینیکی کـیت
HPV PCR Test  (HPV-Risk Assay by Self-screen B.V.)، عملکرد بسیار خوبی داشت (جدول زیر). 

حــــــــساســــــــیت  و ویــــــــژگــــــــی کــــــــلینیکال (Clinical Sensitivity & Specificity) بــــــــرای نــــــــمونــــــــه هــــــــای 
 FLOQSwab

حـــــساســـــیت و ویـــــژگـــــی کـــــلینیکال آزمـــــایـــــش بـــــا کـــــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit بـــــرای نـــــئوپـــــلازیـــــای درون 
اپـــیتلیالـــی ســـرویـــکس گـــریـــد ۲ یـــا بیشـــتر (+Cervical Intraepithelial Neoplasia Grade 2 - CIN 2) و هـــمچنین 
 Cervical)نــمونــه هــای نــرمــال یــا بــا ضــایــعات پــیش ســرطــانــی شــامــل نــئوپــلازی درون اپــیتلیالــی ســرویــکس گــریــد ۱ یــا کــمتر
 QIAscreen HPV PCR Test  (HPV-Risk Assay by در مــــــــقایــــــــسه بــــــــا کــــــــیت (Intraepithelial Neoplasia
(.Self-screen B.V طــبق راهــنمای بــین المــللی بــرای غــربــالــگری ســرطــان دهــانــه رحــم (Meijer Guideline) انــجام شــد. 
حـساسـیت کـلینیکی بـا آزمـایـش بـر روی ۷۱ نـمونـه ی +CIN 2 بـرابـر بـا ۹۶/۲۳٪  و ویـژگـی کـلینیکی بـا آزمـایـش بـر روی ۸۲۵ 

نمونه ی CIN1 یا کمتر برابر با ۹۸/۱۹٪ بود.  

 QIAscreen ،در مـقایـسه بـا کـیت ارجـاع tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit حـساسـیت و ویـژگـی کـلینیکی کـیت
HPV PCR Test (HPV-Risk Assay by Self-screen B.V.)، عملکرد بسیار خوبی داشت (جدول زیر).

Sample Type Number of 
<CIN1 Samples

Clinical 
Specificity

Meijer Guideline 
Requirement

Number of 
CIN2+ Samples

Clinical 
Sensitivity

Meijer Guideline 
Requirement

LBC 826 98.84 98% 71 96.30 90%

COPAN FLOQSwabs 825 98.19 98% 70 96.23 90%
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راهنمای حل مشکلات 
لــطفا از اطــلاعــات جــدول زیــر بــرای رفــع مــشکلات احــتمالــی اســتفاده کــنید. بــرای دریــافــت پشــتیبانــی بیشــتر لــطفا بــه آدرس 

https://www.tbiodx.com/ticketing مراجعه کنید. 

مشکلات احتمالی و راه حل ها

راه حل علت  مشکل

https://www.tbiodx.com/ticketing
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اطلاعات سفارش 
جهــــــــت ســــــــفارش کــــــــیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit و tBioCare™ HPV DNA Extraction Kit بــــــــه 
آدرس www.tbiodx.com و یــا بــا شــماره تــلفن ۸۸۲۱۸۱۲۰-۰۲۱ و ۸۸۰۶۰۳۳۶-۰۲۱ از روزهــای شــنبه تــا چــهارشــنبه 

بین ساعت ۸ صبح تا ۴:۳۰ دقیقه بعد از ظهر تماس بگیرید.

شماره کاتالوگ محصول

412100-025 tBioDx™ HPV ExtendScreen™ PCR Kit (25)

412100-100 tBioDx™ HPV ExtendScreen™ PCR Kit (100)

611400-50 tBioCare™ HPV DNA Extraction Kit (50)

MagRack-1.5-2 tBioRack™ - 1.5/2.0 mL

نکات عمومی مهم  

کـیت tBioDx™  HPV ExtendScreen™ Kit  بـرای نـمونـه هـای LBC و یـا FLOQSwab کـه از سـرویـکس و 
یا سرویکو-واژنینال گرفته می شوند صحه گذاری شده است.  

شـیوه ی نـمونـه گـیری، شـرایـط حـمل و نـحوه ی نگهـداری نـمونـه، مـی تـوانـد در تـعداد کـپی HPV در نـمونـه اثـرگـذار بـاشـد 
و منجر به نتایج نامعتبر شود. 

اســتخراج DNA بــا اســتفاده از کــیتهایــی غــیر از آنــچه کــه در ایــن کــتابــچه ذکــر شــده انــد مــی تــوانــد نــتایــج نــامــعتبر بــه 
ارمغان آورد.

Trademarks: QIAGEN®, QIAamp®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group), FLOQSwab® 
(COPAN), tBioDx™, ExtendScreen™, tBioCare™, tBioMag™, tBioSpin™ (Zist Tashkhis Farda - 
tBioDx Co.). Registered names, trademarks, etc. used in this document, even when not 
specifically marked as such, are not to be considered unprotected by law. 


Self-screen B.V. is the legal manufacturer of the QIAscreen HPV PCR Test. 
The QIAscreen HPV PCR Test is manufactured for QIAGEN by Self-screen B.V. 

http://www.tbiodx.com
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RUO

REF

Tests Per Kit

Research Use Only

In Vitro Diagnostic Use Only

Catalogue Number

Lot Number (Batch Code)

Global Trade Item Number

Temperature Limitations (Storage Temperature)

Use By (Expiration Date)

Attention

Consult Instructions for Use

Date of Manufacture

Manufacturer

علائم 
لیست علائمی که ممکن است بر روی لیبل و یا جعبه محصول باشد:
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