
دستورالعمل

اساس تست( 2
اینبرای.می‌شودتکثیرPCRفرآینددرتشخیصیهدفبعنوانCMVژنومبررویUL54ژندرناحیهیکروش،ایندر

انجامژنومیهدفرتکثیواکنشآن،بدنبالومی‌شوداستخراجمعتبرتجاریکیتیکازاستفادهباژنومیDNAابتدامنظور،
کوئنچروفلوروفوردارایالیگونوکلئوتیدیاختصاصیپروبوپرایمرستیکازهدفناحیه‌یشناساییبه‌منظور.می‌شود
HEXفلوروفوردارایدیگرپروبوUL54ژنشناساییجهتاستFAMفلوروفوردارایکهپروب‌یک.می‌شوداستفاده

Endogenous)داخلیکنترلبعنوانانسانیHousekeepingژنیکازبخشیشناساییجهتکهاست control)استفاده
.دمی‌شونمتصلمربوطهنواحیبهاختصاصیپروب‌هایوپرایمرهاهدف،ژنوموجودصورتدرPCRانجامحین.می‌شود
جدید،ته‌هایرشسنتزحیندر.می‌کندجدیدرشته‌هایسنتزبهشروعوشدهفعالپلیمرازآنزیمهدف،DNAتکثیربه‌منظور

نتیجهدروشدههمربوطهدفنواحیبهشدهمتصلپروب‌هایهیدرولیزباعثاگزونوکلئازیفعالیتازاستفادهباآنزیماین
Real-timeدستگاهکهمی‌شوندآزادمختلففلوروسنترنگ‌هاینتیجهدروشدهجدافلوروفورازکوئنچر PCRبهقادر
بهملاز.می‌شوندآنالیزمربوطهافزارنرمازاستفادهبانتایجPCRواکنشپایانازبعدنهایتدر.می‌باشدآن‌هاثبتوخوانش
.داردکاربردویروسیژنوماستخراجونمونه‌گیریفرآیندارزیابیجهتداخلی،کنترلکهاستذکر

کیتمحتوای(3
:می‌باشدزیراجزایدارایواستتشخیصیتست24انجامبرایحاضرکیت

مقادیر *ریجنت ها

میکرولیترx360تیوب‌1 CMV Master Mix 1

میکرولیترx100تیوب‌1 CMV Positive Control 2

میکرولیترx100تیوب‌1 No Template Control (NTC) 3

لازممصرفی هایوتجهیزاتسایر(4

توضیحات تعداد مصرفی/ دستگاه 

PCRتهیهبراییکی mixاضافهبرایدیگریو
.استکیتکنترل‌هایوویروسیDNAکردن

عدد2 ‌)ورک‌استیشن‌ (PCRکابینت 1

.دشودادهقراراستیشنورکهرزیردرستیکهر ست2 ‌با‌حجم‌های‌مختلف ست‌سمپلر 2

.شوددادهقراراستیشنورکهرزیردرکدامهر عدد2 ورتکسر/‌اسپین‌مینی 3

پلیتایتیوب‌هااستریپکردنسانتریفوژمنظوربه
دستگاهدردادنقرارازقبلPCRواکنشحاوی

Real-time PCRمی‌شوداستفاده.
عدد1

یپ‌خور‌مینی‌اسپین‌با‌روتور‌استر
یا‌سانتریفیوژ‌پلیت‌خور 4

وFAMکانال2حداقلدرخوانشقابلیتدارایدستگاه
HEXباشدآن‌هاموجطولمعادلیا.

عدد1 Real-time PCRدستگاه‌ 5

درDNAنمونه‌هایوبافرهانگهداریوحملبرای
.می‌شوداستفادهکارحین

به‌تعداد‌لازم (کرایو‌رک)کول‌رک‌ 6

Real-timeدستگاهنوعاساسبر PCRسفیدنوعاز
.می‌شوداستفادهشفافیا

به‌تعداد‌لازم ‌استریپ‌تیوب‌یا‌پلیت‌مخص وص
Real-time PCR

7

تفادهاسوسایلتمامیوسطوحکردنتمیزمنظوربه
.می‌شود

به‌مقدار‌لازم
رنده‌محلول‌از‌بین‌بحاوی‌اسپری

(RNaseZAP)نوکلئازها‌
8

.باشندRNaseوDNaseازعاریباید به‌تعداد‌لازم ختلفسر‌سمپلر‌فیلتر‌دار‌در‌حجم‌های‌م 9

Delta CMV Real-time PCR Kit

24 tes ts
(دلتا)دلسا تشخیص آریا 

زیستیایمنی(6
(محافظنکعیوماسکگان،دستکش،مثل)حفاظتیوسایلازحتمابالینینمونه‌هایباکارحیندر

.شوداستفاده
گیردانجامبالاتریا2کلاسمیکروبیولوژیکیهودزیردرحتمابالینی،نمونه‌هایباکار.
شودانجامدیدهآموزشافرادتوسطبایدکارانجاممراحلتمامی.
شودانجاممربوطهگایدلاین‌هایومقرراتاساسبرنمونه‌هاوریجنت‌هابافرها،ریختندور:

https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1002/9780471729259.mc01a01s13

کیتکاربرد(1
Deltaکیت CMV Real-time PCRتشخیصیتستیکانجاممنظوربهIn vitroتکنیکپایه‌‌یبرکیفی

Probe-based real-time PCRتشخیصبرایکهاستشدهطراحیDNAسایتومگالوویروسژنومی(CMV)نمونه‌هایدر
CMVژنومیDNAوجودتاییدکننده‌یتست،اینانجامازحاصلمثبتنتایج.می‌شوداستفادهخونوپلاسماازحاصلبالینی

.نمی‌باشدهمراهیویروسوباکتریاییعفونت‌هایسایروجودردکننده‌یتست،ازحاصلمثبتنتایجکهاستذکربهلازم.است

اساس تکنیک ریل تایم پی سی آرسایتومگالوویروس بر کیت تشخیص کیفی 

:توجه*
شوندنگهداریسانتیگراددرجه-25تا-15دمایدرکیتاجزایتمامی.
استشدهدرجآنرویبرکیتانقضایتاریخ.
(بار5ازکمتر)شودخودداریکیتاجزایشدنفریزوذوبازامکانحدتا.
شوداستفادههفتهیکازکمتردرسانتیگراد،درجه4دمایدرکیتنگهداریصورتدر.
شودتهیهالیکوتنیازاساسبراجزاازهرکدامازنیازصورتدر.
محلولMastermixنگیردقرارممستقینورمعرضدرامکانحدتاواستفلوروسنتموادباشدهنشاندارپروبوپرایمرحاوی.
شودانجاماسپین/ورتکسکیت،درموجودمحلول‌هایازهرکدامازاستفادهازقبلحتما.

استفادهموردبالینینمونه ی(5
انجامEDTAحاویلوله‌هایدرونپلاسماییاخوندرCMVشناساییاساسبراختصاصیتشخیص

:شودانجامزیررفرنساساسبرنمونه‌گیری.می‌شود
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2292973/pdf/1403-07.pdf).
غیردر.نمودنگهداریسانتیگراددرجه‌ی-8تا-2دمایدرساعت24ازقبلتامی‌توانراشدهگرفتهنمونه‌های

.شوندنگهداریسانتیگراددرجه‌ی-70یا-20دمایدرنمونه‌هااینصورت،
DNAدرجه‌ی-70یا-20دمایدرطولانیمدتبهمی‌توانرابالینینمونه‌هایازشدهاستخراجویروسی

.نمودنگهداریسانتیگراد
کیفیتومقداربهبستگیحاضرکیتپرفورمنسوکاراییDNAازمی‌شودپیشنهادبنابراین،.داردشدهاستخراج

.شوداستفاده(اتوماتیکچهودستیچه)مناسبDNAاستخراجروشیکیاکیتیک

DD040-001-24

تستانجامپروتکل(7
.شوندذوبآرامیبهتاشونددادهقرارسانتیگراددرجه4دمایدردقیقه15مدتبهکیتاجزایتمامیتستانجامازقبل

کردننهموژوکردنحلبرایسپس.می‌شودپیشنهادمرحلهایندرمحلول‌هانگهداریمنظوربهکرایورکازاستفاده
دربرویلمحلوقطراتکهصورتیدرتاشونداسپینمحلول‌هاتمامیبعد،مرحلهدر.شوداستفادهورتکسازمحلول‌ها
.شودکشیدهمیکروتیوبتهبهباشدتیوب‌ها

مونههرازایبهاستیشن،ورکیکزیردر(1-7 CMVازمیکرولیتر15مقدارن Master mixهردرونرا
Real-timeمخصوصپلیتازچاهک PCR(تایی8تیوباستریپازتیوبهریا)نماییداضافه.

بهراویروسیشده‌یاستخراجهایDNAازیکهرازمیکرولیتر5مقداردیگراستیشنورکیکزیردر(2-7
.نماییداسپینواضافهقبلمرحله‌یمیکس

:نکات
مثبتکنترل‌هایازکدامهرازمیکرولیتر5مقدارموازیبطورمرحله،ایندرCMV Positive Controlو

Noمنفیکنترل Template Control(NTC)میکسحاویچاهکبهجداگانهبه‌صورتنیزراکیتدرموجود
.شونداضافهواکنش

کیفیتحفظبه‌منظورکارانجامحیندرDNAراآن‌هافریزر،ازآن‌هاکردنخارجازپسشده،استخراجهای
.نماییدنگهداریوحملمخصوصکرایورکبرروی

Real-timeدستگاهبهراواکنش‌ها(3-7 PCRنماییداجرارازیرجدولدرشدهآوردهبرنامه‌یوکردهمنتقل.

(ثانیه)زمان  (درجه سانتیگراد)دما  مرحله سیکل

300 95 فعال‌شدن‌آنزیم‌پلیمراز X 1
15 95 الگوDNAباز‌شدن‌رشته‌های‌

X 45
45* 60 دو‌سنتز‌رشته‌های‌جدیجفت‌شدن‌پرایمرها‌

30 25 خنک‌شدن X 1
PassiveنیازصورتدروشودانجاممرحلهایندرHEXوFAMکانال‌هایدرفلوروسنتخوانش* referencedye(ROX)
Appliedکمپانیساختدستگاه‌هایدرمثالبعنوان)شوددادهقرارخاموشحالتدر Biosystemsیا

.(مشابهدستگاهای

.شودانجامزیرجدولاساسبرنتایجتفسیر،PCRانجامازبعد(4-7

oمقادیرCt(Cq)وجودنظرازمثبتبعنوان37ازکمتریامساویCMVازمنفیبعنوان37ازبزرگترمقادیرو
آزمایشات37تا35بینهایCtمقادیربرایکهمی‌شودپیشنهاد.شوندگرفتهنظردرویروساینوجودنظر

.شودگرفتهنظردرمثبتتستجوابنتایج،تکرارصورتدروشوندتکرار
oکننده‌یشناساییپروبCMVفلوروسنترنگباFAMژنکننده‌یشناساییپروبوHousekeeping

.استشدهنشاندارHEXرنگبا(داخلیکنترلبعنوان)انسانی
oمقادیر.استمنفیومثبتکنترلنمونه‌ینوع2دارایحاضرکیتCtکانالدوهرFAMوHEXکنترل‌برای

نظردرNTCبعنوانکهاستنوکلئازازعاریآبحاضرکیتمنفیکنترلنمونه‌ی.می‌باشد30تا20بینمثبت
آمادهحیندرتکنیکیآلودگی‌هاییاویروسیDNAباکیتریجنت‌هایآلودگیوجودصورتدر.می‌شودگرفته
ورتصدر.شودخوانشدستگاهتوسطمذکورکانال‌‌هایدرفلوروسنترنگکهاستممکن،PCRواکنشسازی

.شوندتکرارآزمایشاتتامی‌شودپیشنهادNTCنمونه‌یبرایCtمقادیرمشاهده‌ی

FAM HEX تفسیر

+ ± (تست‌مثبت‌استجواب‌)CMVژنومی‌DNAوجود‌

- + ‌وجود‌ (تست‌منفی‌استجواب‌)CMVژنومی‌DNAعدم

- -
(تکرار‌آزمایش)نمونه‌گیری‌به‌درستی‌انجام‌نشده‌است‌

‌نشده‌است‌ (تکرار‌آزمایش)استخراج‌ژنوم‌به‌درستی‌انجام
(تکرار‌آزمایش)در‌نمونه‌ی‌استخراج‌شده‌PCRاحتمال‌وجود‌مهارکننده‌ی‌

CMVنمونه‌ی‌مثبت‌از‌نظر‌وجود‌

CMVنمونه‌ی‌منفی‌از‌نظر‌وجود‌


