
 )بإستخدام تقنیة عن الفیروس الكبدي سي) النوعي(خطوات الكشف الكیفي 
PCR)باستخدام كاشف  

 
 )تقنیة عن الفیروس الكبدي سي بإستخدام) النوعي(خطوات الكشف الكیفي •

PCR)باستخدام كاشف 
COBAS®AMPLICOR®HCV QUALITATIVE Test,version 2.O  

 
وجود  الفیروس في مصل المريض حیث يتم الكشف عنيجرى ھذا التحلیل للتأكد من وجود 
  باستخدام تقنیة (RNA) الحامض النووي للفیروس سي

( PCR) كاشف باستخدام 
COBAS®AMPLICOR®HCV QUALITATIVE Test,version 2.O من شركة ROCH"", ويختبر 

 . عینة ٩٦الكاشف 
 :نوع العینات المستخدمة

 .مصل الدم وبلازما الدم يستخدم لإجراء ھذا الإختبار عینات
 :محتويات الكاشف

 :على كواشف تحضیر العینات وتحتوي•
 .HCV Lysis Reagent)) (LYS )محلول تحلیل الخلايا(1
 .( (HCV Internal Control(IC) للعینات الكونترول الداخلي(2
 . HCV-DIL ((HCV-RNA Diluent))مخفف الحمض النووي الفیروسي(3
 :تحتوي علىكواشف الكونترولات و•

 .(HCV Controls) (CTL)وكونترول سلبي للفیروس الكبدي سي كونترول ايجابي(1
 .(Negative Human Plasma) (NHP ) الدم محلول سلبي لبلازما(2
 :كواشف التكبیر وتحتوي على•

 . (MMX )(HCV-Master Mix)السیادة لإختبارالحمض النووي الفیروسي مخلوط(1
 . (PCR) المحفزة لتفاعل (Mn+2) المنجنیز أيونات(2
 
 : التكبیرللفیروس وتحتوي على كواشف الكشف عن نواتج•
 
 . 1) (HCV Probe Suspension (CX PS1) محلول(1
 . (2) HCV Probe Suspension (CX4) محلول(2
  التكبیرالخاصة بجھاز كواشف الكشف عن نواتج•
 

COBAS®AMPLICOR® على وتحتوي:  
 
 .(DN4) (Denaturation Solution) مض النوويالحا محلول تفكیك(1
 .( Congugate Detection Reagent) (CN4) محلول المتلازم الإنزيمي(2
 . (SB3) (Substrate)الإنزيمي محلول الكاشف اللوني للمتلازم(3
  :®COBAS®AMPLICOR محلول الغسیل الخاص بجھاز(4

(WB)Washing Buffer) ). 
 :متوفرة في الكاشف المستخدمة في الإختبار والغیراللوازم والمواد 

 .%٧٠كحول الإيثانول بتركیز (1
 .%١٠٠بتركیز  كحول الإيزوبروبانول(2
  HCV qualitative).) المخصصه لاختبار (Work Sheet) ورقة عمل(3

 :الأدوات الملحقة بالجھاز واللازمة لإجراءالإختبار
أنبوبة متراصة بشكل دائري سعة الواحدة  ١٢ وتحتوي على (A-RING) حلقات الأنابیب(1

 .الحامض النووي لزوم تكبیر ١٠٠µمنھا 
متراصه في خمسة  مل ٢انبوبة سعة  ٧٠تحتوي على عدد  (D-CUPS) حوامل أنابیب(2

 .المكبر أنبوبة لزوم الكشف عن الحامض النووي ١٤صفوف متوازيه في كل صف 
 .الجھاز خاصة لوضع المحالیل داخل وھي (Reagent Cassette ) حوامل الكواشف(3

  : التحضیرات
 الفیروسي تحضیر مخلوط السیادة لإختبار الحمض النووي•

Master Mix) Working) 
ثم يرج الخلیط جیدا بواسطة  HCV ( MMX) الى عبوة HCV (Mn+2) من ١٠٠µيضاف .1

اعات فقط من س ٤لإستخدامة خلال  (م˚٨ -˚٢(ويحفظ عند درجة حرارة من (Vortex)الھزاز
  .التحضیر

 -˚٢(وتحفظ عند درجة حرارة  (A-RING) أنابیب الى (Working M.mix) من ٥٠µيضاف .2



 عملیة تكبیر الحامض النووي الفیروسي قبل ادخالھا في الجھاز لإتمام) م˚٨
Amplification) ). 

 
  ((Working Lysis Reagent الخلايا تحضیر محلول تحلیل•

ثم يرج الخلیط جیدا بواسطة الھزاز  HCV( LYS ) الى عبوة من HCV(IC) من ١٠٠µيضاف 
ساعات فقط من  ٨لإستخدامة خلال  (م˚٢٥ -˚ ٢٠(ويحفظ عند درجة حرارة الغرفة من 

 .التحضیر
  ((Washing Buffer(WB) تحضیر محلول الغسیل الخاص بالجھاز•

 الماء المقطر المتأين نمل م ٤٥٠٠الى  (WB) مل من محلول الغسیل المركز ٥٠٠يضاف
(Deionised Distal Water) المخصصة له والملحقه  ثم يوضع المحلول المحضرفي الحاوية

 . بالجھاز
 :خطوات اجراء الإختبار

كونترول سلبي ثم كونترول ايجابي ثم العینات الأولى فالثانیة حسب  ,تسجیل الكونترولات.1
 .العمل الخاصه بلإختبار الترتیب على ورقة

فحصھا مع اضافة أنبوبة للكونترول  مل بعدد العینات المراد ١,٥ترقم أنابیب الإختبار سعة .2
 .الإيجابي وأنبوبة للكونترول السلبي

 .من مخلوط السیادة لإختبار الحمض النووي الفیروسي 400µ يضاف.3
(Working Lysis Solution) بي ثم المحضر الى الأنابیب المرقمة ابتداء بالكونترول السل

 .الخ مع مراعاة تعلیم الأنابیب......العینة الأولى فالثانیة  الكونترول الإيجابي ثم
عینة الى الأنبوبة المرقمة برقم العینة ابتداء بالعینة الأولى وانتھاء  من كل ٢٠٠µتضاف .4

 .الأخیرة مع عمل مزج خفیف بواسطة الماصة بالعینة
 .لأنابیب الكونترولات فقط ((NHP الدم مامن المحلول المعادل لبلاز ٢٠٠µيضاف .5
 .والموجبة في الأنابیب المخصصة لھا من الكونترولات السالبة ٢٠µيضاف .6
 .سخان جاف لمدة عشرة دقائق م في˚٦٠تحضن جمیع الأنابیب عند درجة حرارة .7
ة العینات والكونترولات ثم ترج بواسط لجمیع% ١٠٠من كحول الإيزوبروبانول  ٦٠٠µيضاف .8

  .ثواني ١٠لمدة  (Vortex)الھزاز
دقیقة مع  ١٥ولمدة  ١٢٥٠٠rpmالأنابیب في جھاز الطرد المركزي على سرعة  توضع.9

 .تكون جھة الأنابیب المعلمه للخارج مراعاة أن
الحامل المخصص ثم يتم التخلص من الكحول  تنقل الأنابیب من جھاز الطرد المركزي الى.10

الماصات البلاستیكیة المعقمة ذات  المعلمة باستخدام بحرص شديد بعیدا عن الجھة
 .الإستخدام الواحد

لجمیع العینات والكونترولات ثم ترج الأنابیب جیداً % ٧٠الإيثانول  من كحول ١٠٠٠µيضاف .11
 .بالید
دقائق مع  ٥لمدة  ١٢٥٠٠rpmالأنابیب في جھاز الطرد المركزي على سرعة  توضع.12

 .ابیب المعلمه للخارججھة الأن مراعاة أن تكون
الحامل المخصص ثم يتم التخلص من الكحول  تنقل الأنابیب من جھاز الطرد المركزي الى.13

الماصات البلاستیكیة المعقمة ذات  بحرص شديد بعیدا عن الجھة المعلمة باستخدام
 .الإستخدام الواحد

المتجمع  على الراسب HCV(DIL) النووي الفیروسي من مخفف الحمض ٢٠٠µيضاف .14
 (Pellet)وخلط المحلول قدرالمستطاع لتكسیر ثم يتم مزج (Pellet) في أسفل الأنبوب

 .النووي والحصول على معلق متجانس من الحمض
 Working) من معلق الحمض النووي لكل عینة بعد مزجه جیدا ويضاف الى ٥٠µيؤخذ .15

M.mix) حلقةالمحضر الموجود في الأنابیب المخصصة للعینات في ال A-RING)) مراعاة  مع
  .وضع كل عینه في المكان المخصص لھا حسب ترتیب الأرقام المدرجة في ورقة العمل

 : حسب الخطوات المدرجة ®COBAS®AMPLICOR قبل وضع العینات يتم ضبط وبرمجة جھاز
 . تفريغ حاوية النفايات الخاصة بالجھاز من النفايات السائلة.1
 . اص بالجھاز ويوضع في الحاويه الخاصه بهالغسیل الخ يحضر محلول.2
للجھاز باستخدام الماء المقطر وتعقم ابرة الجھاز الخاصة بسحب  تنظف الأسطح الداخلیة.3

 .باستخدام مسحات الكحول العینات والكواشف
 .بالجھاز في الأماكن المخصصة لھا (D-CUPS) توضع حوامل الأنابیب.4
 . المشغل یوتر الملحق به ثم يتم اختیار البرنامجيفتح الجھاز ويفتح جھاز الكومب.5
 . الجھاز من قائمة اختبارات (HCV Qualitative Test) يتم اختیار الإختبار.6
المناسبة لھا على  تبرمج الكواشف الخاصة بلإختبار في الكومبیوتر وتوضع في الأماكن.7

 : المنصات المخصصه في الجھاز حسب نوع الكاشف كمايلي
  : وھي (Speceific Reagents) "سي" خاصه بالفیروس الكبدي كواشف.8
 . (1) HCV Probe Suspension (CX PS1) محلول-  أ



 . 2 (HCV Probe Suspension) (CX4) محلول- ب
 خاصه بنواتج التكبیر الخاصه بجھاز الكوبس أمبلي كور كواشف.9

(Generic Reagents) وھي : 
  (DN4) (Denaturation Solution) محلول تفكیك الحامض النووي -  أ

  (CN4) (Conjugate Detection Reagent) المتلازم الإنزيمي محلول- ب
 (SB3) (Substrate) للمتلازم الإنزيمي محلول الكاشف اللوني- ت
 

  الكومبیوتر حسب الترتیب المدرج في ورقة العمل تبرمج الكونترولات والعینات في.10
أولا غسل الجھاز باختیار عملیة الغسیل المدرجة في  جھاز يتمقبل ادخال العینات بال.11

  . التلوث وللتأكد من استعداد الجھاز لبدء العمل برنامج التشغیل وذلك تفاديا لحدوث
المحتوية على الكونترولات والعینات المضاف لھا محلول  (A-RING ) توضع الحلقة.12

 .لدورات الحرارية بداخل الجھازالمخصص لھا في قسم ا في المكان (MMX) السیادة
بالغطاء المخصص ثم يتم الضغط على زر البدء في الكومبیوتر  يتم غلق كابینة العمل.13

 . لبدء العمل الملحق بالجھاز ايذانا
نتائج العینات تحت  بعد مرور ثلاثة ساعات من بداية تشغیل الجھاز يمكن التحري عن.14

 . مج التشغیل وطباعتھاالإختبار من نافذة النتائج في برنا
والنفايات  بعد قراءة النتائج وطباعتھا يجب تفريغ محتويات الجھاز من العینات والكواشف.15

 .واجراء الصیانة اللازمه له

 

  

   

  

 


