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سایر(Pool)همزمانتشخیصهمچنینو HPV18وHPV16پرخطرانواعژنوتایپینگبه‌منظورکیفیIn vitro(غربالگری)تشخیصیتستیکانجامجهت Delta hrHPV Real-time PCRکیت

رویبرتستاین.استشدهطراحی(HPV68وHPV31،HPV33،HPV35،HPV39،HPV45،HPV51،HPV52،HPV56،HPV58،HPV59،HPV66شامل)انسانیپاپیلوماویروسپرخطرتیپ‌های

دادهقرارنگهدارندهمحلولیکدروشدهجمع‌آوریسیتوبراشیکازاستفادهبابالینینمونه‌هایاین.می‌شودانجام(سرویکس)رحمگردنهازآمدهبدستبالینینمونه‌هایازشدهاستخراجاسیدنوکلئیک

نیازمورددرتصمیم‌گیریجهتتستایننتایجواسترحمدهانهسرطانخطرمعرضدرسال30بالایزنانغربالگریمذکور،تستکاربرد.می‌شودانجامنمونه‌هااینازDNAاستخراجسپسومی‌شوند

در.استMultiplex probe-based real-time PCRتکنیکحاضر،تشخیصیتستاساس.می‌باشدمایشگاهزآدیدهآموزشپرسنل‌یاستفادهبرایکیتاین.داردکاربردبعدیپیگیری‌هایوکولپوسکوپیانجامبه

ازشدهاستخراجژنومیDNAابتدامنظور،اینبرای.می‌شوندتکثیرPCRفرآینددرتشخیصیهدفبعنوان(E7وE6ژن‌های)پرخطرانسانیپاپیلوماویروس‌هایژنومازمختلفینواحیروش،این

رنگ‌هایبهمتصلپروب‌هایبوسیله‌یتکثیر،ازبعدتامی‌شوداضافه(HPV mix BوHPV mix Aحاویمیکروتیوب2درون)مجزاReal-time PCRواکنشدودرالگوبعنوانبالینینمونه‌یهر

کهپروب‌هاازیکیHPV mix Aحاویمیکروتیوبدر.هستند(کوئنچر)کنندهخاموشیکدارای3´انتهایدرومختلففلوروفورهایدارای5´انتهایدرپروب‌هااین.شودشناسایی(فلوروفور)فلوروسنت

،HPV31،HPV39،HPV51شاملانسانیپاپیلومایپرخطرتیپ‌هایسایرشناساییجهتهستندمتصلHEXفلوروفوربهکهپروب‌هاسایروHPV16شناساییجهتاستمتصلFAMفلوروفوربه

HPV58،HPV59وHPV68فلوروفوربهمتصلدیگرپروبهمچنینوTexas redحاویمیکروتیوبدر.می‌شونداستفاده1شمارهداخلیکنترلژنشناساییجهتHPV mix Bبهکهپروب‌هاازیکی

،HPV33،HPV35شاملانسانیپاپیلومایپرخطرتیپ‌هایسایرشناساییجهتهستندمتصلHEXفلوروفوربهکهپروب‌هاسایرو2شمارهداخلیکنترلژنشناساییجهتاستمتصلFAMفلوروفور

HPV45،HPV52،HPV56وHPV66فلوروفوربهمتصلدیگرپروبهمچنینوTexas redشناساییجهتHPV18رنگ‌هایشدنساطعازمانعفلوروفورکناردرکوئنچرحضور.می‌شونداستفاده

3´تهایانبهپلیمرازآنزیمهدف،ناحیه‌یتکثیربه‌منظورومی‌شوندمتصلمربوطهنواحیبهاختصاصیپروب‌هایوپرایمرهاهدف،ژنوموجودصورتدرPCRواکنشانجامحیناما.می‌شودفلوروسنت

وشدهمربوطههدفنواحیبههشدمتصلپروب‌هایهیدرولیزباعثاگزونوکلئازیفعالیتازاستفادهباآنزیماینجدید،رشته‌هایسنتزحیندر.می‌کندجدیدرشته‌هایسنتزبهشروعوشدهمتصلپرایمرها

شکلسیگموئیدیمنحنییکبصورتآن‌هاثبتوخوانشبهقادرReal-time PCRدستگاهکهمی‌شوندفلوروسنتمختلفرنگ‌هایشدنساطعنتیجهدروفلوروفورهاازکوئنچرشدنجداباعث

.می‌آیدبدستکانالهربهمربوطهایCt(Cq)مقادیرومی‌شوندآنالیزمربوطهافزارنرمازاستفادهبانتایجPCRواکنشپایانازبعدنهایتدر.می‌باشد

حیطه‌کاربرد‌و‌اساس‌تست

هشدارها
.شودحاصلهنتایجدرخطاایجادباعثاستممکنروپیشپروتکلدرتغییراتهرگونه❖
.شودانجامGLP(Good laboratory practice)شرایطتحتودیدهآموزشمتخصصافرادتوسطبایدحاضرتست❖
.داردصحیحژنومیاستخراجهمچنینونمونهمناسبنگهداریوذخیرهحمل،جمع‌آوری،بهبستگیاطمینانقابلنتایج❖
.شودانجامبیمارنمونه‌هایرویبرمستقیمبه‌طورنبایدتستاین.استشدهاستخراجویروسژنومرویبرتستانجامبرایصرفاحاضرکیت❖
.شوندPCRواکنشانجامحیندرهدفDNAتکثیرازمانعمی‌توانندژنومیDNAاستخراجحیندرموجودمهارکننده‌های❖

1

پ‌های‌تیدستورالعمل‌استفاده‌از‌کیت‌غربالگری‌مولکولی‌
PCRپاپیلومای‌انسانی‌بر‌اساس‌تکنیک‌ریل‌تایمپرخطر‌

مقدمه
14باآلودگیکهاستشدهشناساییویروس‌هااینازنوع100ازبیشتاکنون.هستندبازجفت7/9حدودطولباحلقویرشته‌ایدوDNAدارایویروس‌هایی(HPVs)انسانیپاپیلوماویروس‌های

اساسبر.استاهمیتحائزبالینینظرازهاhrHPVغربال‌گریوشناساییبنابراین.[1]دهدافزایشرارحمگردنهسرطانبهابتلاریسکمی‌تواند(hrHPVsیاHigh-risk HPVs)آن‌هاازنوع

سایرازHPV18وHPV16افتراقمنظوربهپرخطر،تیپ‌هایاولیهغربال‌گریبرعلاوهکهاستشدهپیشنهاد(استشدهمنتشربیماریمدیریتوکنترلوپایشمنظوربهکه)WHOاخیرگایدلاین

بهابتلانظرازمثبتافرادتااستلازمهمچنینوهستندبیشتربررسی‌هایجهتکولپوسکوپی،کاندیدHPV18یاHPV16نظرازمثبتافراد.شودانجامنیزتیپ2اینژنوتایپینگپرخطر،تیپ‌های

.[2,3]دهندانجاماسمیرپاپمثلسیتولوژیکیتست‌هایپرخطرتیپ‌هایسایر

پروتکل

Real-time PCRدستگاهبهراقبلمرحله‌یازحاصلواکنشمیکسحاویاستریپیاپلیت-3

.نماییداجراراروبروجدولدرشدهآوردهبرنامه‌یوکردهمنتقل
Applied BiosystemsوRoche LightCycler،BMS Mic-qPCR:پیشنهادیPCRتایمریلدستگاه‌های❑

نیازصورتدروشودانجاممرحلهایندرTexas redو FAM،HEXکانال‌هایدرفلوروسنتخوانش*
Passive reference dye(ROX)شوددادهقرارخاموشحالتدر.

.ی‌شودمپیشنهادمرحلهایندرمحلول‌هانگهداریمنظوربهکرایورکازاستفاده.شوندذوبآرامیبهتاشونددادهقرارسانتیگراددرجه4دمایدردقیقه15مدتبهکیتاجزایتمامیتستانجامازقبل
.شوندکشیدهتیوبمیکروتهبهباشدتیوب‌هادربرویمحلولقطراتکهصورتیدرتاشونداسپینمحلول‌هاتمامیبعد،مرحلهدر.شوداستفادهورتکسازمحلول‌هاکردنهموژنوکردنحلبرایسپس

:مراحل
ازمیکرولیتر15مقدارو(تایی8تیوباستریپازتیوبهریا)Real-time PCRمخصوصپلیتازچاهکیکدرراHPV mix Aازمیکرولیتر15مقدارنمونه،هرازایبه،PCRاستیشنورکیکزیردر-1

HPV mix Bنماییدالیکوتدیگرچاهکیکدررا.
.نماییداسپینسپسواضافهHPV mix BوHPV mix Aحاویچاهکدوبهدرراپاپیلوماویروسشده‌یاستخراجDNAهرازمیکرولیتر5مقداردیگراستیشنورکیکزیردر-2

حاویدیگرچاهک2بهجداگانهبه‌صورتنیزراکیتدرموجودHPV negative ctrlمنفیوHPV positive ctrlمثبتکنترل‌هایازکدامهرازمیکرولیتر5مقدارموازیبطورمرحله،ایندر❑
(ثانیه)زمان .نماییداضافهواکنشمیکس (درجه سانتیگراد)دما  مرحله سیکل

300 95 فعال‌شدن‌آنزیم‌پلیمراز X 1
15 95 الگوDNAباز‌شدن‌رشته‌های‌

X 4015 55 جفت‌شدن‌پرایمرها

30* 72 سنتز‌رشته‌های‌جدید

30 25 خنک‌شدن‌ X 1

مقدار ریجنت

میکرولیتر750 HPV mix A 1

میکرولیتر750 HPV mix B 2

میکرولیتر100 HPV negative ctrl 3

میکرولیتر100 HPV positive ctrl 4

oشودانجامسانتیگراددرجه-20زیردمایدرکیتنقلوحمل.
oدرجه-20±5دمایدرلیبلرویبرمندرجانقضایزمانتاکیتاجزایتمامی

.شوندنگهداریسانتیگراد
oهستندپایدارفریز/ذوبسیکل3ازبعدنهایتاکیتاجزای.
oدرآزمایشاتاستبهترسانتیگراد،درجه4دمایدرکیتنگهداریصورتدر

.شوندانجامهفتهیکازکمتر
oنگیردقرارمستقیمنورمعرضدرپروب/پرایمرحاویریجنتامکانحدتا.

شرایط‌حمل‌و‌نقل‌و‌نگهداریتستی50محتوای‌کیت‌
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آنالیز‌نتایج
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باعفونتقطعیتاییدکننده‌یمثبت،نتایج ❑
ندهکنردمنفینتایجوپرخطرپاپیلوماویروس

وستنیپرخطرپاپیلوماویروسباعفونتقطعی
ته‌هاییافباترکیبدربایدحاضرتستجواب‌های

وژیکیاپیدمیولاطلاعاتوبیمارحالشرحبالینی،
.یدرسقطعینتیجه‌یبهتاشوندگرفتهبکار

FAM HEX Texas red HPV mix Bتفسیر نتایج حاصل از چاهک حاوی 

± - + (جواب‌تست‌مثبت‌است)HPV18وجود‌ژنوم‌تیپ‌پرخطر‌

± + - (جواب‌تست‌مثبت‌است)HPV66وHPV33‌،HPV35‌،HPV45‌،HPV52‌،HPV56وجود‌ژنوم‌حداقل‌یکی‌از‌تیپ‌های‌دیگر‌پرخطر‌مانند‌

± - - (جواب‌تست‌منفی‌است)عدم‌وجود‌تیپ‌های‌پرخطر‌پاپیلوماویروس‌انسانی‌

± + + (جواب‌تست‌مثبت‌است)HPV66وHPV33‌،HPV35‌،HPV45‌،HPV52‌،HPV56مانند‌تیپ‌های‌دیگر‌پرخطر‌و‌حداقل‌یکی‌از‌HPV18وجود‌همزمان‌ژنوم‌

- - - ‌در‌نمونه‌وجود‌دارد‌ ‌است)نمونه‌گیری‌یا‌استخراج‌ژنوم‌بدرستی‌انجام‌نشده‌است‌و‌یا‌احتمال‌حضور‌مهارکننده (جواب‌تست‌نامعتبر

FAM HEX Texas red HPV mix Aتفسیر نتایج حاصل از چاهک حاوی 

+ - ± (جواب‌تست‌مثبت‌است)در‌نمونه‌HPV16وجود‌ژنوم‌تیپ‌پرخطر‌

- + ± (جواب‌تست‌مثبت‌است)در‌نمونه‌HPV68وHPV31‌،HPV39‌،HPV51‌،HPV58‌،HPV59وجود‌ژنوم‌حداقل‌یکی‌از‌تیپ‌های‌دیگر‌پرخطر‌مانند‌

- - ± (جواب‌تست‌منفی‌است)عدم‌وجود‌تیپ‌های‌پرخطر‌پاپیلوماویروس‌انسانی‌در‌نمونه‌

+ + ± (جواب‌تست‌مثبت‌است)در‌نمونه‌HPV68وHPV31‌،HPV39‌،HPV51‌،HPV58‌،HPV59مانند‌تیپ‌های‌دیگر‌پرخطر‌و‌حداقل‌یکی‌از‌HPV16وجود‌همزمان‌ژنوم‌

- - - ‌در‌نمونه‌وجود‌دارد‌ ‌است)نمونه‌گیری‌یا‌استخراج‌ژنوم‌بدرستی‌انجام‌نشده‌است‌و‌یا‌احتمال‌حضور‌مهارکننده (جواب‌تست‌نامعتبر

ترشهلدخطوشودخارجاتوماتحالتاز(آستانه)ترشهلد،Ctدقیقترمقادیرآوردنبدستجهتمی‌شودپیشنهاد.گیردقرارآنالیزوبررسیموردمجزابصورتبایدبیمارنمونه‌یهر،PCRانجامازبعد❑
(Threshold line)شودتنظیمدستیبصورت.
دیگرکانالنحنیمنشدندیدهباعثکانالیکدرمنحنییکارتفاعبودنبلنداستممکن.گیرندقراربررسیموردتکتکبصورتبایدکانال‌هاازکدامهربرایشدهمشاهدهمنحنی‌های❑
.می‌شودبرطرفمسئلهاینمجزا،بصورتنمودارYمحورScaleتنظیمیاکانالهرمنحنی‌هایتکبهتکبررسیبا.شود(HEXکانالمخصوصا)
.باشندلگاریتمیفازداراییاوسیگموئیدیبه‌شکلبایدکانالهربرایشدهمشاهدهمنحنی‌های❑
.‌شوندگرفتهنظرمنفینتیجه‌یبعنوان34ازبزرگترمقادیرومثبتنتیجه‌یبعنوان34ازکمترCtمقادیرTexas redوFAM،HEXکانالسهازیکهردر❑

:شودانجامزیرجدول‌هایاساسبرنتایجتفسیر ❑

کاشان،‌دانشگاه‌علوم‌پزشکی،‌مرکز‌رشد‌فناوری:  آدرس
0319101065109125587858:    شماره تماس

www.deltabiotechno.com      :وبسایت

ارزیابی‌عملکرد
:آنالیتیکالویژگی
مورد(HPV68وHPV16،HPV18،HPV31،HPV33،HPV35،HPV39،HPV45،HPV51،HPV52،HPV56،HPV58،HPV59،HPV66شامل)انسانیپاپیلوماویروسپرخطرژنوتیپReactivity،14ارزیابیجهت

برخیهمچنینوHPV44وHPV6،HPV11مثلخطرکمتیپ‌های،Cross-reactivityارزیابیبه‌منظور .بود Delta hrHPV Real-time PCRکیتتوسطژنوتایپ‌هااینشناساییازحاکینتایج.گرفتندقرارآزمایش
میکروارگانیسم‌هایازهیچکدامکهدادنشاننتایج.گرفتندقراربررسیموردCandida albicansوStaphylococcus aureus،Escherichia coli،Enterococcus faecalis،Lactobacillus Acidophilusمانندتناسلیدستگاهپاتوژن‌های

و(HPVوجودنظراز)مثبتنهنموششتعدادکیت،عملکردرویبربالقوهخارجیوداخلیهایکنندهمداخلهتاثیربررسیمنظوربهبعلاوه،.نمی‌شودحاصلکاذبمثبتنتایجوندارندتداخلیکیتعملکردبابررسیمورد
(خارجییاداخلیلقوهباهایکنندهمداخلهحاوی)تستگروهعنوانبهدومگروهو(بالقوهگرمداخلههیچحاوی)کنترلعنوانبهاولگروه.شدتقسیمنظرازمساویگروهدوبهمایعوگردیدآوریجمعمنفینمونهشش
گونههیچکنترلوتستایهگروهبیننتایجمقایسه‌ی.بودنداسیداستیکوکلوتریمازوللوبریکانت،شاملخارجیمداخله‌گرهایوسرویکالموکوسوکاملخونلکوسیت،شاملداخلیمداخله‌گرهای.شدگرفتهدرنظر
.بودحاصلنتایجبرشدهآزمایشمداخله‌گرهایتاثیرعدمازحاکینتایجوندادنشانراداریمعناتفاوت

:آنالیتیکالحساسیت
reaction/1 x 106 copiesغلظت‌های، Delta hrHPV Real-time PCRکیتتوسط(شدهتعیینغلظتباهدفنواحیحاویپلاسمید)18و16هایژنوتیپشناساییجهتآنالیتیکالحساسیتبررسیمنظوربه

عنوانبهگردداعلامارزیابیمثبتآزمایشنتیجهبار19حداقلآندرکهنامبریکپی.شدانجام(مختلفآزمایشاتدر)تکراربار20صورتبهرقتهردرارزیابی.(رقتسریال8)شدرقیق10به1رقتضریببامربوطهژنوتیپ‌هایاز
LODکهدادنشانآزمایشاتازحاصلنتایج.شدگرفتهنظردر18یا16ژنوتیپ‌هایبرایکیتLODباتعدادیعنیپنجمرقتمعادلحاضرتستreaction/copies100است.

:بالینیعملکرد
DNAمعتبرتجاریکیتیکازاستفادهباقبلازشدهبررسیبالینینمونه‌ی170تعدادژنومی(وجودنظرازمثبتنمونه‌ی70شاملHPVمنفینمونه‌ی100و)کیتازاستفادهباDelta hrHPV Real-time PCRگرفتندقراربررسیمورد.
:استشدهآوردهزیردربالینیارزیابینتایج

زاحاصلنتایجازاستفادهباکیفیکنترل❑
امانجکیتدرموجودمنفیومثبتکنترل‌های

:(روبروشکل)شود

:دقت
همچنینویادزوکمغلظتدوبا16ژنوتیپ‌ینمونهرویبرDelta hrHPV Real-time PCRکیتبوسیلهنمونههربرایتکراربارسهحداقلوکاریروزپنجدرآزمایشات،(Repeatability)آزمایشیدروندقتارزیابیمنظوربه

دقتارزیابیجهت.می‌باشدکیتمناسبRepeatabilityازنشانکهنشدمشاهدهپاپیلوماویروسDNAازپایینوبالاغلظت‌هایبامختلفتکرارهایبینمعناداریتفاوتآماری،آنالیزبهتوجهبا.گردیدانجاممنفینمونه‌ییک
دوودستگاهدوازاستفادهبایادزوکمغلظتدوبا16ژنوتیپ‌ینمونهرویبرنظرموردکیتازنامبرلاتدوبوسیلهنمونههربرایتکراربارسهحداقلوکاریروزپنجدرآزمایشات،(Reproducibility)آزمایشیبرون

مشاهدهمختلفاپراتوردوبامتفاوتدستگاهدودرپاپیلوماویروسDNAازپایینوبالاغلظت‌هایبامتفاوتنامبرلاتدوبرایمختلفتکرارهایبینمعناداریتفاوتآماری،آنالیزبهتوجهبا.گردیدانجاممتفاوتاوپراتور
.می‌باشدکیتمناسبReproducibilityازنشانکهنشد

:پایداری
پایداریارزیابیبه‌منظور.گرفتقراربررسیمورد16ژنوتیپازمشخصغلظتدوبانمونهدو،بودگرفتهقرارشدندفریزوفریزتحتمرتبهسهکهDelta hrHPV Real-time PCRکیتازاستفادهبا،In use stabilityارزیابیجهت
اینبرای.گردیداستفاده2تخریبضریبوطبیعی،نگهداریدمایعنوانبهسانتیگراددرجه-20دمایشوک،دمایعنوانبهسانتیگراددرجه37دمایازمنظور،اینبرای.شداستفادهآرنیوسیافتهتغییرفرمولازشدهتسریع
یکدیگربامختلفروزهایآرسیپیتایمریلازحاصلنتایجوگرفتقراربررسیمورد16ژنوتیپازمشخصغلظتدوبانمونهدوبود،شدهدادهقرارسانتیگراددرجه37دمایدرهفتهیکمدتتاکهکیتیازاستفادهبامنظور،
بهتوجهبا.گرفتقرارارزیابیموردکیتازاستفادهبا16ژنوتیپازمشخصغلظتدوبانمونهدوسپس،.شددادهقرارخشکیخرویبرساعت24مدتبهنظرموردکیتTransport stabilityارزیابیجهت.شدندمقایسه

ایندرشدهتعیینشرایطدرپایداریانواعنظراز Delta hrHPV Real-time PCRکیتکهکردنتیجه‌گیریاینگونهمی‌توانمختلفآزمایشاتطیدرمختلفگروه‌هایبیندرمعناداراختلافمشاهدهعدموشدهانجامآنالیز‌های
.استمناسبآزمایشات

وردماستانداردکیتیکبامقایسهدرحاضرکیت(Accuracy)عملکردصحت❑
درصد98/75معادلحاضرتستصحتکهدادنشاننتایجو گرفتقرارارزیابی
.می‌باشد
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