
دستورالعمل

اساس تست( 2
بعنوانBانفلونزایویروسNPژندرناحیهیکوAانفلونزایویروسNS1ژندرناحیهیکروش،ایندر

یکدرشدهاستخراجژنومیRNAابتدامنظور،اینبرای.می‌شوندتکثیرPCRفرآینددرتشخیصیهدف
کت)می‌شودانجامژنومیاهدافتکثیرواکنشتیوبهماندرآن،بدنبالومی‌شودcDNAبهتبدیلتیوب

استفادهیالیگونوکلئوتیداختصاصیپروبوپرایمرستدوازهدفنواحیشناساییبه‌منظور.(مرحله‌ای
یکدارای3´سمتدرومختلف(فلوروفور)فلوروسنترنگ‌هایدارای‌5َسمتدرکهپروب‌هااین.می‌شود
ویروسNS1ژنشناساییجهتFAMفلوروفوردارایپروب‌هاازیکی.هستند(کوئنچر)کنندهخاموش
TexasفلوروفوردارایدیگریوAانفلونزای redژنشناساییجهتNPانفلونزایویروسBانجامحین.است

PCRه‌منظورب.می‌شوندمتصلمربوطهنواحیبهاختصاصیپروب‌هایوپرایمرهاهدف،ژنوموجودصورتدر
رشته‌هایزسنتحیندر.می‌کندجدیدرشته‌هایسنتزبهشروعوشدهفعالپلیمرازآنزیمهدف،cDNAتکثیر
هدفواحینبهشدهمتصلپروب‌هایهیدرولیزباعثاگزونوکلئازیفعالیتازاستفادهباآنزیماینجدید،

کهمی‌شوندآزادمختلففلوروسنترنگ‌هاینتیجهدروشدهجدافلوروفورازکوئنچرنتیجهدروشدهمربوطه
Real-timeدستگاه PCRواکنشپایانازبعدنهایتدر.می‌باشدآن‌هاثبتوخوانشبهقادرPCRبانتایج
پروبومرپرایستیکازحاضرکیتدرکهاستذکربهلازم.می‌شوندآنالیزمربوطهافزارنرمازاستفاده
.ودمی‌شاستفادهداخلیکنترلبعنوانانسانیRNasePژنازبخشیشناساییجهتHEXفلوروفوردارایدیگر
.داردکاربردویروسژنوماستخراجونمونه‌گیریفرآیندارزیابیجهتداخلیکنترلاین

کیتمحتوای(3
:می‌باشدزیراجزایدارایواستتشخیصیتست50انجامبرایحاضرکیت

مقادیر *ریجنت ها

میکرولیترx50تیوب‌1 20X RTase Mix 1

میکرولیترx700تیوب‌1 FluA/B Master Mix 2

میکرولیترx100تیوب‌1 FluA/B Positive Control 3

میکرولیترx100تیوب‌1 No Template Control (NTC) 4

لازممصرفی هایوتجهیزاتسایر(4

توضیحات تعداد مصرفی/ دستگاه 
PCRتهیهبراییکی mixاضافهبرایدیگریو
.استکیتکنترل‌هایوویروسیRNAکردن

عدد2 (PCRکابینت‌)ورک‌استیشن‌ 1

.دشودادهقراراستیشنورکهرزیردرستیکهر ست2 ست‌سمپلر‌با‌حجم‌های‌مختلف 2
.شوددادهقراراستیشنورکهرزیردرکدامهر عدد2 ورتکسر/‌اسپین‌مینی 3
پلیتایتیوب‌هااستریپکردنسانتریفوژمنظوربه

دستگاهدردادنقرارازقبلPCRواکنشحاوی
Real-time PCRمی‌شوداستفاده.

عدد1
یپ‌خور‌مینی‌اسپین‌با‌روتور‌استر
یا‌سانتریفیوژ‌پلیت‌خور 4

FAM،HEXکانال3حداقلدرخوانشقابلیتدارایدستگاه

Texasو redباشدآن‌هاموجطولمعادلیا.
عدد1 Real-time PCRدستگاه‌ 5

درRNAنمونه‌هایوبافرهانگهداریوحملبرای
.می‌شوداستفادهکارحین

به‌تعداد‌لازم (کرایو‌رک)کول‌رک‌ 6

Real-timeدستگاهنوعاساسبر PCRسفیدنوعاز
.می‌شوداستفادهشفافیا

به‌تعداد‌لازم وص‌استریپ‌تیوب‌یا‌پلیت‌مخص
Real-time PCR

7

تفادهاسوسایلتمامیوسطوحکردنتمیزمنظوربه
.می‌شود

به‌مقدار‌لازم
رنده‌محلول‌از‌بین‌بحاوی‌اسپری

(RNaseZAP)نوکلئازها‌
8

.باشندRNaseوDNaseازعاریباید به‌تعداد‌لازم ختلفسر‌سمپلر‌فیلتر‌دار‌در‌حجم‌های‌م 9

Delta FluA/B Real-time PCR Kit
50 tests

(دلتا)دلسا تشخیص آریا 

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

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

https://www.cdc.gov/mmwr/pdf/rr/rr6206.pdf

کیتکاربرد(1
Deltaکیت FluA/B Real-time PCRتشخیصیتستیکانجاممنظوربهIn vitroپایه‌‌یبرکیفی

Multiplexتکنیک probe-based one-step real-time RT-PCRتشخیصبرایکهاستشدهطراحیRNAژنومی
ت،تساینانجامازحاصلمثبتنتایج.می‌شوداستفادهبالینینمونه‌هایدرBوAانفلونزایویروس‌های
ویروس‌هااینباعفونتکنندهردمنفینتایجوBوAانفلونزایویروس‌هایژنومیRNAوجودتاییدکننده‌ی

ذکربهلازم.شوندگرفتهاربکاپیدمیولوژیکیاطلاعاتوبیمارحالشرحبالینی،یافته‌هایباترکیبدربایدنتایجونیست
.می‌باشدنهمراهویروس‌هایسایروباکتریاییعفونت‌هایوجودردکننده‌یتست،ازحاصلمثبتنتایجکهاست

بر اساس مالتیپلکس ریل تایم پی سی آرBوAکیت تشخیص کیفی ویروس های انفلونزای

:توجه*
.شوندنگهداریسانتیگراددرجه-25تا-15دمایدرکیتاجزایتمامی✓
.استشدهدرجآنرویبرکیتانقضایتاریخ✓
.(بار5ازکمتر)شودخودداریکیتاجزایشدنفریزوذوبازامکانحدتا✓
.شوداستفادههفتهیکازکمتردرسانتیگراد،درجه4دمایدرکیتنگهداریصورتدر✓
.شودتهیهالیکوتنیازاساسبراجزاازهرکدامازنیازصورتدر✓
درامکانحدتاواستفلوروسنتموادباشدهنشاندارپروبوپرایمرحاویMastermixمحلول✓

.نگیردقرارمستقیمنورمعرض
.شودانجاماسپین/ورتکسکیت،درموجودمحلول‌هایازهرکدامازاستفادهازقبلحتما✓

استفادهموردبالینینمونه ی(5
(OPS)اوروفارنکسیاو(NPS)نازوفارنکسازشدهگرفتهسوآب
:شودانجامCDCگایدلایناساسبرنمونه‌گیری✓

(https://www.cdc.gov/flu/pdf/professionals/flu-specimen-collection-poster.pdf).
نگهداریسانتیگراددرجه‌ی-8تا-2دمایدرساعت48ازقبلتامی‌توانراشدهگرفتهنمونه‌های✓

.شوندنگهداریکمتریاسانتیگراددرجه‌ی-70دمایدرنمونه‌هااینصورت،غیردر.نمود
✓RNAدرجه‌ی-20دمایدریکماهمدتبهمی‌توانرابالینینمونه‌هایازشدهاستخراجویروسی

.دادانتقالسانتیگراددرجه-70دمایبهآنازبعدونمودنگهداریسانتیگراد
پیشنهادبنابراین،.داردشدهاستخراجRNAکیفیتومقداربهبستگیحاضرکیتپرفورمنسوکارایی✓

.شوداستفاده(اتوماتیکچهودستیچه)مناسبویروسیRNAاستخراجروشیکیاکیتیکازمی‌شود

DD002-001-50

تستانجامپروتکل(7
باازنوکلئازعاریمیکروتیوبیکدرونزیرجدولمطابقراکیتاجزایاستیشن،ورکیکزیردر(1-7

.آیدبدستPCRواکنشمیکستانماییدمخلوطیکدیگر

**حجم  *اجزای واکنش

میکرولیتر 1 20X RTase Mix 1

میکرولیتر14 FluA/B Master Mix 2

میکرولیتر15 حجم نهایی

بهراویروسیشده‌یاستخراجRNAازیکهرازمیکرولیتر5مقداردیگراستیشنورکیکزیردر(3-7
.نماییداسپینواضافهقبلمرحله‌یمیکس

:نکات
FluA/Bمثبتکنترل‌هایازکدامهرازمیکرولیتر5مقدارموازیبطورمرحله،ایندر✓ Positive Control

Noمنفیکنترلو Template Controlمیکسحاویچاهکبهجداگانهبه‌صورتنیزراکیتدرموجود
.شونداضافهواکنش

راآن‌هافریزر،ازآن‌هاکردنخارجازپسشده،استخراجهایRNAکیفیتحفظبه‌منظورکارانجامحیندر✓
.نماییدنگهداریوحملمخصوصکرایورکبرروی

مخصوصپلیتازچاهکهربهراواکنشمیکسازمیکرولیتر15مقدارنمونه،هرازایبه(2-7
Real-time PCR(تایی8تیوباستریپازتیوبهریا)نماییداضافه.

.شوندذوبآرامیبهتاشونددادهقرارسانتیگراددرجه4دمایدردقیقه15مدتبهکیتاجزایتمامیتستانجامازقبل*
کردننهموژوکردنحلبرایسپس.می‌شودپیشنهادمرحلهایندرمحلول‌هانگهداریمنظوربهکرایورکازاستفاده

دربرویمحلولقطراتکهصورتیدرتاشونداسپینمحلول‌هاتمامیبعد،مرحلهدر.شوداستفادهورتکسازمحلول‌ها
.شودکشیدهمیکروتیوبتهبهباشدتیوب‌ها

تمامیه،نمونیکازبیشازاستفادهصورتدر.هستند(واکنشیک)نمونهیکازایبهجدولدرشدهاوردهمقادیر**
.شودگرفتهنظردراضافیواکنشیکنمونه16هرازایبهکهاستذکربهلازم.شودنمونه‌هاتعدادضربدرمقادیر

Real-timeدستگاهبهراواکنش‌ها(4-7 PCRنماییداجرارازیرجدولدرشدهآوردهبرنامه‌یوکردهمنتقل.

(ثانیه)زمان  (درجه سانتیگراد)دما  مرحله سیکل

600 50 (cDNAسنتز‌)نسخه‌برداری‌معکوس‌ X 1
300 95 فعال‌شدن‌آنزیم‌پلیمراز X 1
10 95 الگوcDNAباز‌شدن‌رشته‌های‌

X 45
30* 60 جفت‌شدن‌پرایمرها‌و‌سنتز‌رشته‌های‌جدید

TexasوFAM،HEXکانال‌هایدرفلوروسنتخوانش* redنیازصورتدروشودانجاممرحلهایندر
Passive reference dye(ROX)کمپانیساختدستگاه‌هایدرمثالبعنوان)شوددادهقرارخاموشحالتدر

Applied Biosystemsمشابهدستگاهاییا).

.شودانجامزیرجدولاساسبرنتایجتفسیر،PCRانجامازبعد(5-7

oمقادیرCt(Cq)وجودنظرازمنفیبعنوان40ازبزرگترمقادیروویروسوجودنظرازمثبتبعنوان35ازکمتر
(Inconclusive)نتیجه‌گیریبدون40تا35بینCtمقادیرکهاستدکربهلازم.شوندگرفتهنظردرویروس
مشابهایجنتمشاهدهصورتدروشودتکرارنمونهرویبرآزمایشاتمی‌شودپیشنهادمواقعیچنیندر.است
.استمثبتتستجواب

oانفلونزایویروسکننده‌یشناساییپروبAفلوروسنترنگباFAM،ویروسکنندهشناسایی‌پروب
TexasرنگباBانفلونزای redژنکننده‌یشناساییپروبوRNasePبا(داخلیکنترلبعنوان)انسانی

.استشدهنشاندارHEXرنگ
oمقادیر.استمنفیومثبتکنترلنمونه‌ینوع2دارایحاضرکیتCtکانالسههرFAM،HEXو

Texas redازعاریآبحاضرکیتمنفیکنترلنمونه‌ی.می‌باشند35ازکمترمثبتکنترل‌برای
RNAباکیتریجنت‌هایآلودگیوجودصورتدر.می‌شودگرفتهنظردرNTCبعنوانکهاستنوکلئاز

درفلوروسنترنگکهاستممکن،PCRواکنشسازیآمادهحیندرتکنیکیآلودگی‌هاییاویروسی
پیشنهادNTCنمونه‌یبرایCtمقادیرمشاهده‌یصورتدر.شودخوانشدستگاهتوسطمذکورکانال‌‌های
.شوندتکرارآزمایشاتتامی‌شود

FAM HEX TxRed تفسیر

+ ± - (جواب‌تست‌مثبت‌است)Aژنومی‌ویروس‌انفلونزای‌RNAوجود‌

- ± + (جواب‌تست‌مثبت‌است)Bژنومی‌ویروس‌انفلونزای‌RNAوجود‌

+ ± + (جواب‌تست‌مثبت‌است)Bو‌Aژنومی‌ویروس‌های‌انفلونزای‌RNAوجود‌همزمان‌

- + - (جواب‌تست‌منفی‌است)Bو‌Aژنومی‌ویروس‌های‌انفلونزای‌RNAعدم‌وجود‌

- - -
(تکرار‌آزمایش)نمونه‌گیری‌به‌درستی‌انجام‌نشده‌است‌

(تکرار‌آزمایش)استخراج‌ژنوم‌به‌درستی‌انجام‌نشده‌است‌
(تکرار‌آزمایش)در‌نمونه‌ی‌استخراج‌شده‌PCRاحتمال‌وجود‌مهارکننده‌ی‌
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تیتحقیقااستفاده

نگهداریدمایمحدوده

ندهکنتولیدکمپانیتست هاتعداد
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