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 ٍِ ث  Rotor-Gene ٍStepOne یثب دػتگبُ ّبخْت وبس  HBV RQویت 

 ٍیشٍع ّپبتیت ة دس پلاػوب هی ثبؿذ. DNAهٌظَس تـخیق ٍ وویت ػٌدی 

 ایي ویت خْت هلبسف تحمیمبتی هی ثبؿذ.

 همذهِ .1

یه ثیوبسی ػفًَی ًبؿی اص ٍیشٍػی ثب ّویي ًبم  (Hepatitis B)ّپبتیت ة 

توبم وـَسّبی خْبى  یجبً. ایي ثیوبسی دس تمش(Hepatitis B Virus/HBV)اػت 

ٍخَد داسد ٍ یىی اص هـىلات ػوذُ ثْذاؿت خْبًی ثـوبس هی سٍد. دس حبل 

هیلیبسد ًفش دس دًیب ثِ ایي ٍیشٍع هجتلا هی ثبؿٌذ وِ دس ًضدیه  2حبضش حذٍد 

هیلیَى ًفش آًْب ثیوبسی ثِ كَست هضهي ثَدُ ٍ ًبلل ایي ػفًَت هحؼَة  350ثِ 

 هی گشدًذ.

دٌّذ وِ هغوئي تشیي سٍؽ ثشای ثشسػی ٍ هذیشیت دسهبى  تحمیمبت ًـبى هی

ایي ثیوبسی، اسصیبثی هیضاى ٍیشٍع دس خَى ثیوبس هی ثبؿذ. ثش ایي اػبع هی 

تَاى هشحلِ ثیوبسی سا تؼییي ًوَد ٍ هَفمیت دسهبى سا ًیض ػٌدیذ ٍ دس ػیي 

حبل گًَِ ّبی خذیذ ٍیشٍع سا وِ ثِ دسهبى همبٍم هی ثبؿٌذ ثِ ػشػت 

 داد.تـخیق 

ویت حبضش اهىبى ثشسػی ًوًَِ خْت تـخیق ٍ تؼییي تیتش ٍیشٍع ّپبتیت ة 

وِ دس حبل حبضش دس همبیؼِ ثب فشاّن هی وٌذ  Real-Time PCRسا ثِ سٍؽ 

ػبیش سٍؽ ّبی اسصیبثی هیضاى ٍیشٍع، داسای ثیـتشیي حؼبػیت ٍ ٍػیغ تشیي 

ٍة ّبی ًـبًذاس ؿذُ داهٌِ اًذاصُ گیشی هی ثبؿذ. دس ایي سٍؽ ثب اػتفبدُ اص پش

سا ثشسػی ًوَد. ثش ّویي اػبع  PCRثِ سًگ ّبی فلَسػٌت هی تَاى هحلَل 

وِ پغ اص  هی تَاى تؼذاد ٍیشٍع سا دس ًوًَِ هَسد ثشسػی تؼییي ًوَد ثذٍى ایي

پبیبى ٍاوٌؾ ًیبص ثِ اًدبم هشاحل ثؼذی ثبؿذ. ثب تَخِ ثِ ایي وِ دس ایي سٍؽ 
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ٍخَد ًذاسد، احتوبل ایدبد آلَدگی ًیض ثِ لحبػ  PCRًیبصی ثِ ثشسػی هحلَل 

 تئَسی ٍخَد ًخَاّذ داؿت. 

عشاحی ؿذُ   Rotor-Gene  ٍStepOneایي ویت ثشای اػتفبدُ ثب دػتگبّْبی 

اػت. ایي ویت ّوچٌیي حبٍی وٌتشل داخلی هی ثبؿذ وِ اص گضاسؽ هٌفی 

 پیـگیشی هی وٌذ. PCRوبرة حبكل اص هْبس 

 هحتَیبت ویت .2

 ؿبهل یه دفتشچِ ساٌّوب، یه لَح فـشدُ ٍ هَاد صیش هی ثبؿذ:ایي ویت 

 ثشچؼت هحتَا حدن

 PCR * HBV Mixهیىغ آهبدُ ثشای  هیىشٍلیتش 360

 HBV S1 دس هیىشٍلیتش ٍاحذ : یىلذ ّضاس1اػتبًذاسد هیىشٍلیتش 150

 HBV S2 : دُ ّضاس ٍاحذ دس هیىشٍلیتش2اػتبًذاسد هیىشٍلیتش 150

 HBV S3 : یه ّضاس ٍاحذ دس هیىشٍلیتش3اػتبًذاسد  هیىشٍلیتش 150

 HBV S4 : یىلذ ٍاحذ دس هیىشٍلیتش4اػتبًذاسد  هیىشٍلیتش 150

 HBV S5 : دُ ٍاحذ دس هیىشٍلیتش5اػتبًذاسد  هیىشٍلیتش 150

 PCR waterآة هخلَف  هیىشٍلیتش 200

 ٍاوٌـی 96ٍ  48، 24ّبی  ثشای ویت، ثِ تشتیت ػذد 4یب  2، 1 *

 ؿشایظ ًگْذاسی ٍ پبیذاسی ویت .3

دس دسخِ صیش كفش حول ٍ ًگْذاسی ؿًَذ.  20توبهی هَاد ویت ثبیذ دس دهبی 

ایي كَست ایي هَاد تب پبیبى صهبى اًمضب ویت وِ سٍی ویت ٍ ًیض سٍی ّش لَلِ 

 دسج ؿذُ اػت پبیذاس ٍ لبثل اػتفبدُ هی ثبؿٌذ.
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وِ ثبػث  صیشاخَدداسی وٌیذ اص رٍة ٍ اًدوبد هىشس ایي هَاد ٍ ثیؾ اص ػِ ثبس 

 ّب هی ؿَد.  وبّؾ حؼبػیت ٍ ػذم وبسایی آى

 ػبیش هَاسد هَسد ًیبص .4

 ثشای اػتفبدُ اص ایي ویت ثِ تدْیضات ٍ اللام صیش ًیبص داسیذ: 

  ُدػتگبReal-Time PCR ثِ ّوشاُ تدْیضات خبًجی آى 

 ػبًتشیفَط هخلَف هیىشٍتیَة 

 $ ٍستىغVortex Mixer# 

  سٍهیضی $ثلَن حشاستیDry Block Heater# 

 $ ػوپلش هتغیش ٍ ػش ػوپلش فیلتشداسNuclease free# 

  ویت اػتخشاجDNA 

 هیىشٍتیَة هخلَف هیلی لیتشی  7/1 تیَة ٍReal-Time PCR 

 دػتىؾ لاتىغ یب ًیتشیل ثذٍى پَدس 

 ًىبت لبثل تَخِ .5

 ثشای پیـگیشی اص تَلیذ ًتبیح وبرة ثِ ًىبت صیش تَخِ وٌیذ:

  ثب ًوًَِ ثیوبس، ّویـِ فشم سا ثش آلَدُ ثَدى ًوًَِ ثگزاسیذ ٍ ٌّگبم وبس

 خغشات ثبلمَُ آى سا دس ًظش داؿتِ ثبؿیذ.

  دس فضبیpre-PCR  یبClean Room  ػِ ًبحیِ سا هـخق ٍ اص ّن

تفىیه وٌیذ. ایي ػِ فضب ؿبهل فضبی ًگْذاسی ًوًَِ ٍ اػتخشاج، فضبی 

# ٍ فضبی آهبدُ PCRِ ّبی آهبدُ ػبصی هَاد $ثشای افضٍدى هیىغ ثِ لَل

# هی ثبؿٌذ. ّش یه PCRثِ لَلِ  DNAػبصی ٍاوٌؾ $ثشای افضٍدى ًوًَِ 
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اص ػِ فضبی فَق ثبیذ ٍػبیل هخلَف ثِ خَد، ثِ ٍیظُ ػوپلش، سا داؿتِ 

 ثبؿٌذ.  اص خبثدبیی ٍػبیل ثیي ایي ػِ فضب پشّیض وٌیذ.

 دسخِ  70ىل ػغَح وبس سا ّویـِ لجل اص ؿشٍع ٍ پغ اص خبتوِ وبس ثب ال

 تویض وٌیذ.

  ٌُّگبم اػتفبدُ، هَاد ویت سا سٍی یخ خشد ؿذُ ًگِ داسیذ تب وبهلاً رٍة ؿذ

ٍ ثب چٌذ تىبى هلاین اص هخلَط ٍ یىٌَاخت ؿذى هحتَیبت ّش لَلِ اعویٌبى 

 حبكل وٌیذ. ػپغ ثشای چٌذ ثبًیِ آى ّب سا دس دٍس پبییي ػبًتشیفَط وٌیذ. 

  ّویـِ سٍی یخ خشد ؿذُ ًگِ داسی وٌیذ. دس حیي وبس، هحتَیبت ویت سا

اص اػتفبدُ اص یخ ّبی لبلجی ٍ ػبیش هَاسد ثِ غیش اص یخ خشد ؿذُ پشّیض 

 وٌیذ.

 ًوًَِ هٌبػت ٍ ؿشایظ ًگِ داسی ٍ اًتمبل آى .6

ًوًَِ هٌبػت ثشای آصهبیؾ ّپبتیت ة ثب ایي ویت، پلاػوبی خَى هحیغی 

(peripheral blood) ل حبٍی هبدُ ضذ اًؼمبد خوغ هی ثبؿذ وِ دس لَلِ اػتشی

یب ػیتشات ثبؿذ. خَى وبهل سا  EDTAآٍسی ؿذُ اػت. هبدُ ضذ اًؼمبد هی تَاًذ 

دسخِ ًگْذاسی ٍ ثِ آصهبیـگبُ هٌتمل ًوَد. ٌّگبم  4ػبػت دس  72هی تَاى تب 

دسیبفت ًوًَِ دس آصهبیـگبُ ثبیذ پغ اص ػبًتشیفَط پلاػوبی آى سا خذا ًوَدُ ٍ 

صیش كفش ًگْذاسی ًوَد.  ًوًَِ پلاػوب دس چٌیي ؿشایغی تب دسخِ  20دس دهبی 

 چٌذیي ّفتِ پبیذاس ثَدُ ٍ تیتش ٍیشٍع دس آى ثبثت هی هبًذ.

هیىشٍلیتش پلاػوب هی ثبؿذ وِ  200حذالل ًوًَِ تَكیِ ؿذُ ثشای آصهبیؾ 

 ًیبصهٌذ ًین هیلی لیتش خَى وبهل هی ثبؿذ.
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 ػَاهل هضاحن .7

هی ؿَد. ثِ  PCRذ دس هیلی لیتش ثبػث هْبس ٍاح 10ّپبسیي ثب غلظت ثیؾ اص 

ّویي دلیل لَلِ حبٍی ّپبسیي ثِ ػٌَاى ضذ اًؼمبد هٌبػت ًیؼت ٍ ًجبیذ 

 PCRاػتفبدُ ؿَد. ّوچٌیي ًوًَِ ثیوبساى تحت دسهبى ثب ّپبسیي ًیض ثشای 

 هٌبػت ًوی ثبؿذ.

 تب) چشثی ٍ( لیتش دػی دس گشم هیلی5/4ش حذاوث تب) ثیلیشٍثیي ثبلای همبدیش 

 صهبیؾآ ایي ثشای خَى ّوَلیض ًیض ٍ( لیتش دػی دس گشم هیلی 1000ش حذاوث

 .وٌذ ًوی ایدبد هضاحوتی

 DNAاػتخشاج  .8

ّب ٍ ویت ّبی هختلفی هی تَاى  اص ًوًَِ پلاػوب اص سٍؽ DNAاػتخشاج  یثشا

 اػتفبدُ ًوَد. هب اػتفبدُ اص ویت ّبی  صیش سا تَكیِ هی وٌین:

 High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Cat# 11858874001, Roche 
Applied Science, Mannheim, Germany) 

 QIAamp DNA Blood Mini Kit (Cat. no. 51104, Qiagen GmbH, 
Hilden, Germany) 

 QIAampUltraSens ® Virus Kit (Cat. no. 53704, Qiagen GmbH, 
Hilden, Germany) 

 QIAampMiniElute Virus Spin Kit (Cat. no. 57704, Qiagen 
GmbH, Hilden, Germany) 

 وٌتشل داخلی .9

ٍ خلَگیشی اص ًتبیح هٌفی وبرة، ویت حبٍی  PCRثشای اسصیبثی احتوبل  هْبس 

وٌتشل داخلی هی ثبؿذ. وٌتشل داخلی ثِ كَست هخلَط ثب هیىغ دس ویت لشاس 

د هٌدش ثِ تَلیذ فلَسػبًغ ثب تبثؾ صس PCRداسد ٍ دس كَست هَفك ثَدى 
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(VIC/Yellow)  ٍCT  دس دػتگبُ 34تب  28دس دػتگبُ سٍتَسطى ٍ  30تب  26ثیي 

StepOne  هی ؿَد. دس ایي حبلت وٌتشل داخلی هَفك ثَدى ٍاوٌؾ سا ًـبى هی

 دّذ. 

 PCRدػتَسوبس  .10

اثتذا توبهی لَلِ ّب سا سٍی یخ خشد ؿذُ لشاس دّیذ تب ثغَس وبهل هحتَیبت آًْب 

هخلَط ؿذى هَاد داخل آًْب اعویٌبى حبكل  رٍة ؿًَذ. ثب چٌذ تىبى هلاین اص

 وشدُ ٍ ثشای چٌذ ثبًیِ آًْب سا دس دٍس پبییي ػبًتشیفَط وٌیذ.

سٍی ثلَن ػشد ثگزاسیذ. ػلاٍُ ثش تؼذاد ًوًَِ ّبی  PCRتؼذاد هَسد ًیبص لَلِ 

لَلِ ثشای اػتبًذاسدّب ٍ یه لَلِ ثشای وٌتشل هٌفی ًیض دس ًظش  5هَسد آصهبیؾ، 

 ثگیشیذ.

میكريلیتر  51اضافٍ كىیذ. سپس    HBV Mixمیكريلیتر از 51ر لًلٍ بٍ َ

ٍ  یا آب بٍ َر لًلٍ اضافٍ كىیذ استاوذارداستخراج ضذٌ ي یا  DNAاز 

دسپَؽ لَلِ ّب سا ثجٌذیذ. ػپغ آى ّب سا هغبثك ؿوبسُ ّب داخل دػتگبُ لشاس 

 دّیذ. 

ِ هذت وَتبّی لَلِ ّب سا اثتذا ث StepOneتَخِ: دس كَست اػتفبدُ اص دػت
 ػبًتشیفَط ًوَدُ ٍ ػپغ داخل دػتگبُ لشاس دّیذ. 

تَخِ: ٌّگبم اػتفبدُ اص دػتگبُ سٍتَسطى، سیٌگ هحبفؼ سا ًیض دس پبیبى اضبفِ 
 وٌیذ.

 Rotor-Geneتٌظین دػتگبُ  .11

 اثتذا اعویٌبى حبكل وٌیذ وِ سیٌگ هحبفؼ سا سٍی سٍتَس لشاس دادُ ایذ!
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سا تَػظ وبثل هخلَف آى ثِ وبهپیَتش ٍكل وشدُ ٍ آى   Rotor-Geneدػتگبُ 

 سا ثِ ثشق ثضًیذ تب چشاؽ آثی خلَی آى سٍؿي ؿَد.

$ثب تَخِ ثِ ًَع  HBV-stripٍ یب  HBV 0.2دس لَح فـشدُ ّوشاُ ویت سٍی فبیل 

 لَلِ اػتفبدُ ؿذُ# دٍثبس ولیه وٌیذ تب ثشًبهِ ثبص ؿَد.

سٍی ػجض سًگ# سا ولیه وٌیذ. دس هٌَی ثبلای كفحِ دووِ اػتبست $دووِ 

هَسد پَؿِ پٌدشُ ثبص ؿذُ ًیض دووِ اػتبست سا ولیه وٌیذ ٍ فبیل آصهبیؾ سا دس 

 ًظش رخیشُ وٌیذ تب دػتگبُ سٍؿي ؿَد.

ًبم ّش ًوًَِ سا ٍاسد وٌیذ. دس ػتَى ًَع ًوًَِ ثب  (samples)دس پٌدشُ ًوًَِ ّب 

سا  standardػتبًذاسدّب ٍ ثشای ا unknown، ثشای ًوًَِ ثیوبس typeػٌَاى 

اًتخبة وٌیذ. ػپغ غلظت اػتبًذاسدّب سا دس ػتَى ػوت ساػت ثب ػٌَاى  

given concentration ًیض هی تَاًیذ  یٍاسد وٌیذ. ثشای ًوًَِ وٌتشل هٌفNTC 

 سا اًتخبة وٌیذ. Negative Controlیب 

 StepOneتٌظین دػتگبُ  .12

سٍی  Set Up. اص هٌَی (*.StepOne software 2)ًشم افضاس دػتگبُ سا ثبص وٌیذ 

ولیه وٌیذ ٍ فبیل داخل لَح فـشدُ ّوشاُ ویت سا اًتخبة  Templateدووِ 

 وٌیذ. 

ٍ ػپغ دووِ                             Plate Setupاص هٌَی ػوت چپ 

Assign Targets and Samples  ُسا اًتخبة وٌیذ. یه وٌتشل هٌفی ثِ ّوشا

ًوًَِ اص پیؾ تؼشیف ؿذُ اًذ. اػتبًذاسدّب، وٌتشل هٌفی ٍ  پٌح اػتبًذاسد ٍ دُ

تؼذاد ًوًَِ هَسد ًظش خَد سا دس سدیف دلخَاُ وپی وٌیذ. ثشای ایٌىبس اص گضیٌِ 

هی تَاًیذ اػتفبدُ وٌیذ. ّوچٌیي ثب  (copy, paste, clear)ّبی ولیه ساػت 

ًوًَِ ّبی  هی تَاًیذ تؼذاد Define Targets and Samplesاػتفبدُ اص هٌَی 

هَسد ثشسػی سا ًیض اضبفِ وٌیذ ٍ ًبم ًوًَِ ّب سا ًیض هغبثك ًبم ثیوبساى تغییش 
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سا ولیه وٌیذ ٍ فبیل آصهبیؾ سا دس  Start Runدّیذ. دس پبیبى تٌظیوبت دووِ 

 هحل هَسد ًظش رخیشُ وٌیذ تب دػتگبُ ؿشٍع ثِ وبس وٌذ.

 ّب  تٌظین ػبیش دػتگبُ .13

 Real-Time PCRّبی  فبدُ ثب ػبیش دػتگبُچٌبًچِ ایي ویت سا ثشای اػت

 اػتفبدُ هی وٌیذ، دػتگبُ سا هغبثك ثشًبهِ صیش تٌظین ًوبییذ: 

 

Step Temperature and time Cycles 
1 95°C x 10 min 1 

2 
95°C x 15 sec  

45 
60°C x 60 sec 

ٍ  FAMّبی  دسخِ ٍ ثشای سًگ 60اًذاصُ گیشی تبثؾ فلَسػبًغ ثبیذ دس دهبی 

VIC .تٌظین ؿَد 

HBV Mix  هَخَد دس ویت حبٍیROX  اػت. غلظت ًْبییROX  دس ٍاوٌؾ

300nM .هیجبؿذ 
 

  Rotor-Geneآًبلیض ًتبیح .14

هشاخؼِ وٌیذ. ثِ عَس خلاكِ اص  Rotor-Geneثشای آًبلیض ًتبیح ثِ ساٌّوبی 

دٍثبس ولیه  Greenسا اًتخبة وشدُ ٍ سٍی  Analysis ،Quantitationهٌَی 

یب ثبلاتش اص  02/0حذالل سا سٍی  autofind thresholdوٌیذ. دس پٌدشُ 

سا ثضًیذ تب پغ اص سػن هٌحٌی اػتبًذاسد  OKفلَسػبًغ صهیٌِ لشاس دادُ ٍ دووِ 

ًتبیح دس خذٍل پبییي كفحِ ًـبى دادُ ؿًَذ. ّوچٌیي هیتَاًیذ ثِ عَس ػبدُ 

هدذدا  Analysisهٌَی لشاس دّیذ.  ػپغ دس  1/0آػتبًِ سا سٍی 

Quantitation  ػپغ ٍYellow                 ُسا ولیه وٌیذ. دس پٌدش
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autofind threshold  ِدووcancel  ٍ  سا ثضًیذthreshold  لشاس  1/0سا سٍی

 دّیذ. 

داخلی  وٌتشل ٍ هٌفی وٌتشل اػتبًذاسدّب، اًتظبس هَسد ًوَداس هـبّذُ ثشای

 هبییذ.تلبٍیش یه ٍ دٍ سا هلاحظِ فش

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 Rotor-Geneدس وبًبل ػجض دػتگبُ  HBVتلَیش یه: هٌحٌی اػتبًذاسدّبی 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Rotor-Geneدس وبًبل صسد دػتگبُ تلَیش دٍ: هٌحٌی وٌتشل داخلی 
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ٍ افضایؾ  HBV هشثَط ثِ (Green)تابص سبس تَخِ داؿتِ ثبؿیذ وِ افضایؾ 

 .ثبؿذ هی كىترل داخلی حبكل اص (Yellow)تابص زرد 

ضًد كٍ  تًجٍ داضتٍ باضیذ ومًوٍ تىُا زماوی مثبت در وظر گرفتٍ می

 CTدارای مىحىی سیگمًییذی ي فاز لگاریتمی باضذ ي تىُا در ایه حالت 

معتبر بًدٌ ي قابل استىاد ي تفسیر می باضذ. در غیاب مىحىی 

در صًرت يجًد  آن( CT)ضًد ي  سیگمًییذی، ومًوٍ مىفی محسًب می

  باضذ. می فاقذ ارزش

 ًتبیح سا ثب تَخِ ثِ ًىبت صیش تفؼیش وٌیذ: 

  ٍ دس كَستی وِ ًوًَِ دس وبًبل ػجض هثجتCT  ثبؿذ، ثذٍى دس  40ووتش اص

تلمی ًوَد ٍ تیتش  مثبتًظش گشفتي ًتیدِ آى دس وبًبل صسد  هی تَاى آى سا 

 هحبػجِ ؿذُ تَػظ دػتگبُ سا گضاسؽ ًوَد.

  دس كَستی وِ یه ًوًَِ دس وبًبل ػجض هٌفی ثبؿذ ٍلی دس وبًبل صسد هثجت

دس ًظش  مىفیثبؿذ، ًوًَِ  30تب  26ثیي  CTٍ داسای هٌحٌی ػیگوَییذ ٍ 

 گشفتِ هی ؿَد.

  ِدس كَستی وِ یه ًوًَِ دس ّش دٍ وبًبل ػجض ٍ صسد هٌفی ثبؿذ، ًتید

 ؿَد.  تكرارثَدُ ٍ آصهبیؾ ثبیذ  وامعتبر

  StepOneًتبیحآًبلیض  .15

هشاخؼِ وٌیذ. ثِ عَس خلاكِ دووِ  StepOneثشای آًبلیض ًتبیح ثِ ساٌّوبی 

Analysis  سا ولیه وٌیذ. ثشایHBV/FAM  ًِآػتب(threshold)  1/0سا سٍی  ٍ

 لشاس دّیذ.  05/0آػتبًِ سا سٍی  IC/VICثشای 

ی خلدا وٌتشل ٍ هٌفی وٌتشل اػتبًذاسدّب، اًتظبس هَسد گشاف هـبّذُ ثشای

 تلبٍیش ػِ ٍ چْبس سا هلاحظِ فشهبییذ.
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 StepOneدػتگبُ  FAMدس وبًبل  HBVتلَیش ػِ: هٌحٌی اػتبًذاسدّبی 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 StepOneدػتگبُ  VICدس وبًبل تلَیش چْبس: هٌحٌی وٌتشل داخلی 

 

ٍ افضایؾ  HBV هشثَط ثِ HBV/FAMتابص تَخِ داؿتِ ثبؿیذ وِ افضایؾ 

 هی ثبؿذ. كىترل داخلی حبكل اص IC/VICتابص 
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ضًد كٍ  تًجٍ داضتٍ باضیذ ومًوٍ تىُا زماوی مثبت در وظر گرفتٍ می

 CTدارای مىحىی سیگمًییذی ي فاز لگاریتمی باضذ ي تىُا در ایه حالت 

غیاب مىحىی  باضذ. دری معتبر بًدٌ ي قابل استىاد ي تفسیر م

آن (در صًرت يجًد  CT)ضًد ي  سیگمًییذی، ومًوٍ مىفی محسًب می

 باضذ. فاقذ ارزش می

 ًتبیح سا ثب تَخِ ثِ ًىبت صیش تفؼیش وٌیذ: 

  دس كَستی وِ ًوًَِ دس وبًبلHBV/FAM  ٍ هثجتCT  40ووتش اص 

هی تَاى آى سا   IC/VICثبؿذ، ثذٍى دس ًظش گشفتي ًتیدِ آى دس وبًبل 

 ًوَد.تلمی ًوَد ٍ تیتش هحبػجِ ؿذُ تَػظ دػتگبُ سا گضاسؽ  مثبت

  دس كَستی وِ یه ًوًَِ دس وبًبلHBV/FAM  هٌفی ثبؿذ ٍلی دس

دس ًظش  مىفیثبؿذ، ًوًَِ  34تب  28ثیي  CTهثجت ٍ  IC/VICوبًبل 

 گشفتِ هی ؿَد.

  دس كَستی وِ یه ًوًَِ دس ّش دٍ وبًبلHBV/FAM  ٍIC/VIC  هٌفی

  ؿَد. تكرارثَدُ ٍ آصهبیؾ ثبیذ  وامعتبرثبؿذ، ًتیدِ 

 شٍعیٍ تشیت هحبػجِ  .16

 آًْب اص اػتفبدُ ثب وِ ثبؿذ یه هـخق غلظت ثب یوو اػتبًذاسد 5 یحبٍ تیوّش

 . ؿَد یه يیهؼ وبسیث ًوًَِ دس شٍعیٍ ضاىیه ٍ ؿذُ سػن اػتبًذاسد یهٌحٌ

 لیتجذ یثشا. اًذ ؿذُ هـخق# IU/ul$ تشیىشٍلیه دس ٍاحذ ثب اػتبًذاسدّب تشیت

 : ذیوٌ اػتفبدُ شیص هؼبدلِ اص تش،یل یلیه دس ٍاحذ كَست ثِ حیًتب
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 50 دس حبكل DNA ٍ اػتخشاج پلاػوب تشیىشٍلیه 200 چٌبًچِ هثبل عَس ثِ

 یلیه دس ٍاحذ ثِ تب ؿًَذ ضشة 250 ػذد دس ذیثب حیًتب ؿَد، حل ثبفش تشیىشٍلیه

 .ؿًَذ لیتجذ# IU/ml$ تشیل

 هحذٍدُ خغی .17

هحذٍدُ خغی ایي ویت ثب اػتفبدُ اص ًوًَِ ولَى ؿذُ حبٍی ثخـی اص طًَم 

ٍیشٍع ّپبتیت ة ثشسػی ؿذُ اػت ٍ ؿبهل ثبصُ دُ هیلیَى ٍاحذ دس هیىشٍلیتش 

 تب ًین ٍاحذ دس هیىشٍلیتش هی ثبؿذ. 

 هیضاى حؼبػیت  .18

اص حؼبػیت تـخیلی ایي ویت ثب اػتفبدُ اص ًوًَِ ولَى ؿذُ حبٍی ثخـی 

هی ٍاحذ دس هیىشٍلیتش  15/0طًَم ٍیشٍع ّپبتیت ة ثشسػی ؿذُ ٍ هؼبدل 

" هَاسدی وِ تیتش ٍیشٍع دس ًوًَِ ثیؾ اص ایي هیضاى ثبؿذ، 95ثبؿذ. یؼٌی دس 

تَػظ ایي ویت تـخیق دادُ خَاّذ ؿذ. دس كَست وبّؾ تیتش ًوًَِ ثِ ووتش 

ثب ضشیت اعویٌبى ثِ اص ایي هیضاى ّوچٌبى ویت لبدس ثِ تـخیق خَاّذ ثَد اهب 

  هشاتت ووتش.
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HBV RQ kit is intended for use with Rotor-Gene or StepOne 
machines and for the quantitative detection of HBV-DNA 
extracted from plasma. This kit is for research use only. 

1. Introduction 

Hepatitis B, a viral infection with Hepatitis B virus (HBV) is a 
major global health issue. About 2 billion people are infected 
world wide of which 350 million are chronic carriers. In recent 
years, accessing the level of circulating virus in blood has 
been regarded as the most reliable tool for disease 
monitoring and patient management including clinical staging 
and pretreatment evaluation, monitoring and evaluation of 
antiviral therapy success and detection of emerging new 
resistant viruses.  
HBV RQ kit provides a ready-to-use Real-Time PCR system 
for detection and quantitation of HBV DNA with Rotor-Gene 
or StepOne machines. Currently the Real-Time PCR 
provides the highest sensitivity and widest dynamic range 
among other methods. In this method application of 
fluorescent probes allows detection of amplified product. 
Analysis of fluorescent kinetics also leads to quantification of 
the target sequence in the reaction without requiring post-
amplification analysis therefore, reducing the possibility of 
contamination with the PCR product.  This kit also 
incorporates an Internal Control (IC) to identify possible PCR 
inhibition. 
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2. Kit Contents 

The kit contains a manual, a CD with Rotor-Gene and 
StepOne templates and following reagents: 
 

Label Content Quantity 

HBV Mix PCR Master mix*  360 µl 

HBV S1 Standard 1: 100,000 IU/µl 150 µl 

HBV S2 Standard 2: 10,000 IU/ µl 150 µl 

HBV S3 Standard 3: 1,000 IU/ µl 150 µl 

HBV S4 Standard 4: 100 IU/ µl 150 µl 

HBV S5 Standard 5: 10 IU/ µl 150 µl 

Water PCR Grade Water 200 µl 

* 1, 2 and 4 tubes for 24, 48 and 96 reaction kits. 

3. Storage and Stability 

The kit components should be shipped and stored at -20°C 
and are stable until the expiry date mentioned. Avoid 
repeated freeze-thaws more than few times to prevent 
reduced sensitivity.    

4. Additionally Required Materials 

To use this kit, you need the following items: 
 Real-Time PCR machine and accessory computer 
 Table top microtube centrifuge 

 Vortex Mixer 
 Dry Block Heater 
 Adjustable pipetters and nuclease free filtered tips 

 DNA extraction kit 
 Nuclease free 1.7ml microtubes and PCR microtubes 
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 Disposable powder-free gloves 

5. General Precautions 

In order to prevent false results, always pay attention to the 
following points: 

 Treat all samples as potentially infectious. 
 Within the pre-PCR work area assign three separate 

spaces for: a) Sample storage and extraction, b) 
Reagent preparation where the master-mix is 
aliquoted into tubes and c) Reaction preparation area 
for addition of extracted DNA to the tubes.  

 Always wipe the working surfaces with 70% Ethanol 
before and after work. 

 Thaw kit components on ice completely, mix by 
flickering followed by a quick spin and store on 
crushed ice after. 

 Do not place 0.2ml PCR tubes on crushed ice. Use 
cold blocks instead. 

6. Specimen, Storage and Transport 

Peripheral blood should be collected in sterile condition in 
proper and sterile tubes. We recommend EDTA or citrate 
plasma for HBV detection. Whole blood or plasma should be 
shipped at +4°C. Upon receipt plasma should be separated 
from whole blood and can be stored at +4°C for few days or 
aliquoted and stored at -20°C for up to few weeks.  
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7. Interfering Substances 

Heparin (more than 10 IU/ml) affects the PCR. Blood 
collected in heparin containing tubes should not be used. 
Samples of heparinized patients must not be used as well. 
Elevated levels of bilirubin (≤4.5 mg/dl) and lipids (≤1000 
mg/dl) and hemolytic samples do not influence the extraction 
and PCR. 

8. DNA Isolation 

DNA isolation can be performed using different kits from 
various manufacturers. We recommend the following: 

 High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Cat. no. 
11858874001, Roche Applied Science, Mannheim, 
Germany) 

 QIAamp DNA Blood Mini Kit (Cat. no. 51104, Qiagen 
GmbH, Hilden, Germany) 

 QIAampUltraSens ® Virus Kit (Cat. no. 53704, 
Qiagen GmbH, Hilden, Germany)   

 QIAampMiniElute Virus Spin Kit (Cat. no. 57704, 
Qiagen GmbH, Hilden, Germany). 

9. Internal Control (IC) 

To examine the possible PCR inhibition and to prevent false 
negative results, the kit contains an Internal Control included 
in PCR Master Mix. Internal control should generate a CT of 
26-30 in Yellow Channel on Rotor-Gene and a CT of 28-34 in 
VIC channel on StepOne.   
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10. PCR Protocol 

Thaw the reagents on ice completely followed by a brief 
mixing and a quick spin. Place required number of tubes on 
cold block. Consider one tube for each sample plus one for 
each standard and one for the negative control. 
Pipette 15ul of HBV Mix directly to each tube followed by 
adding 10ul of standard or isolated DNA. 
Cap the tubes and visually inspect to make sure all are 
caped securely. Place tubes in the machine. 
Note: Working with StepOne instrument, spin tubes briefly 
before loading on the block. 
Note: If using Rotor-Gene attach the locking ring too. 

11. Programming Rotor-Gene 

Before you start the machine make sure you have attached 
the locking ring on the rotor!  
Open the CD provided in the kit and double click on HBV 0.2 
or HBV-strip template depending on used tubes. Program 
starts. Click on Start button (Green button on the top menu). 
On the pop up window click start again and save program on 
desired location. 

12. Programming StepOne 

Open the StepOne software (V 2.*). On the Set Up menu 
click on Template and select the file on CD provided with the 
kit. Click on Plate Setup. One negative control, 5 standards 
and 10 samples are defined. You may change plate set up 
using right click options (copy, paste, clear). You may also 
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add /remove samples or change sample name on “Define 
Targets and Samples” menu. When finished, click on “Start 
Run” and save the experiment on desired location. 
Instrument will start shortly. 

13. Programming Other Machines 

If you apply this kit to other Real-Time PCR machines, 
program it according to the following table: 
 

Step Temperature and time  

1 95°C x 10 min 1 cycle 

2 
95°C x 15 sec  

45 cycles 
60°C x 60 sec 

 
Fluorescence should be collected at 60°C for FAM and 

VIC/HEX dyes. 
HBV Mix contains Rox with the final concentration of 300nM 
in the reaction. 

14. Quantitation 

The kit provides 5 quantitation standards with defined titers 
to generate a standard curve for quantification of samples 
viral load. Working with Rotor-Gene machine, the standard 
curve from a previous run can also be imported for 
quantification of samples to the recent run. To do so, at least 
one standard must be used in the current run. Apparently 
using all five standards in each run will lead to more accurate 
results.  
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Quantitation standards are defined as IU/ul. To convert the 
result to IU/ml following equation should be used: 
 

              
                                

                 
 

“Sample volume” is the plasma volume used for DNA 
isolation and “Elution volume” is the volume of buffer or water 
used to elute or dissolve isolated DNA. 

15. Data Analysis: Rotor-Gene 

Before analyzing results, make sure in the sample menu all 
the standards have been defined as “standard” and the 
relative concentrations have been entered. Patient samples 
should be defined as "unknown" and Negative control or no 
template control as "Negative Control" or "NTC" respectively. 
Analyze data according to manufacturer recommendations. 
Perform quantitative analysis for HBV (Green channel) and 
qualitative analysis for Internal Control (Yellow channel). 
Briefly, click on analysis menu and then under Quantitation 
tab double click on cycling A. Green.  
In the pop up for Automatic Threshold increase the minimum 
or lower bound until it surpasses the negative control or the 
NTC fluorescence, and then click on OK.  
Repeat the above for Cycling A. Yellow but cancel the 
Automatic Threshold and manually put threshold on 0.1. 
Figures 1 and 2 represent typical graphs for Rotor-Gene 
machine. 
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          Figure 1. Typical HBV Graph in Green Channel for Rotor-Gene 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
          Figure 2. Typical IC Graph in Yellow Channel for Rotor-Gene 

 
Note that a sample is considered Positive only if it has a 
log phase, and only then CT is reliable and can be used.  
In the absence of log phase, sample is considered 
Negative and CT if present is not reliable. 
Consider following points when analyzing: 
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 A sample is Positive if it is positive in Green channel 
with a CT of less than 40. The viral load or 
quantitation results in the Cycling A. Green are valid. 

 A sample is Negative if it is negative in Green 
channel while it is positive in Yellow channel with a 
sigmoid graph and CT of 26-30. 

 Results are lnconclusive and the test should be 
repeated if a sample is negative in both of Green and 
Yellow channels.  

16. Data Analysis: StepOne 

Analyze data according to manufacturer recommendations. 
Briefly, click on Analyze and set the threshold for HBV/FAM 
at 0.1 and at 0.05 for IC/VIC.  
Figures 3 and 4 represent typical graphs for StepOne 
machine. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
           

 Figure 3. Typical HBV Graph in FAM Channel for StepOne 
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             Figure 4. Typical IC Graph in VIC Channel for StepOne 

 

Note that a sample is considered Positive only if it has a 
sigmoid graph and log phase, and only then CT is 
reliable and can be used.  
In the absence of sigmoid graph and log phase, sample 
is considered Negative and CT if present is not reliable. 
 

Consider following points when analyzing: 
 A sample is Positive if it is positive in FAM/HBV 

channel with a CT of less than 40. The viral load or 
quantitation results are valid. 

 A sample is Negative if it is negative in FAM/HBV 
channel while it is positive in VIC/IC channel with a 
CT of 28-34. 

 Results are lnconclusive and the test should be 
repeated if a sample is negative in both of FAM/HBV and 
VIC/IC channels. 
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17. Linear Range 

The linear range of the kit was assessed with dilution series 
of the cloned target and the assay showed to be linear in the 
range of 10,000,000 IU/µl to 0.5 IU/µl. 

18. Sensitivity 

The analytical detection limit of the kit was assessed with 
dilution series of the cloned target and the detection limit was 
determined as 0.15 IU/µl. 


