
دستورالعمل

اساس تست( 2
PCRندفرآیدرتشخیصیهدفبعنوانجیرووسیپنوموسیستیسقارچMSGژندرناحیهیکروش،ایندر

ومی‌شوداستخراجمعتبرتجاریکیتیکازاستفادهباژنومیDNAابتدامنظور،اینبرای.می‌شوندتکثیر
وپرایمرستیکازهدفناحیه‌یشناساییبه‌منظور.می‌شودانجامژنومیهدفتکثیرواکنشآن،بدنبال
فلوروفوردارایکهپروب‌یک.می‌شوداستفادهکوئنچروفلوروفوردارایالیگونوکلئوتیدیاختصاصیپروب
FAMژنشناساییجهتاستMSGفلوروفوردارایدیگرپروبوجیرووسیپنوموسیستیسقارچHEXاست

Endogenous)داخلیکنترلبعنوانانسانیHousekeepingژنیکازبخشیشناساییجهتکه control)استفاده
مربوطهنواحیبهاختصاصیپروب‌هایوپرایمرهاهدف،ژنوموجودصورتدرPCRانجامحین.می‌شود
.ندمی‌کجدیدرشته‌هایسنتزبهشروعوشدهفعالپلیمرازآنزیمهدف،DNAتکثیربه‌منظور.می‌شوندمتصل

متصلروب‌هایپهیدرولیزباعثاگزونوکلئازیفعالیتازاستفادهباآنزیماینجدید،رشته‌هایسنتزحیندر
روسنتفلورنگ‌هاینتیجهدروشدهجدافلوروفورازکوئنچرنتیجهدروشدهمربوطههدفنواحیبهشده

Real-timeدستگاهکهمی‌شوندآزادمختلف PCRپایانازبعدنهایتدر.می‌باشدآن‌هاثبتوخوانشبهقادر
جهتاخلی،دکنترلکهاستذکربهلازم.می‌شوندآنالیزمربوطهافزارنرمازاستفادهبانتایجPCRواکنش
.داردکاربردقارچژنوماستخراجونمونه‌گیریفرآیندارزیابی

کیتمحتوای(3
:می‌باشدزیراجزایدارایواستتشخیصیتست24انجامبرایحاضرکیت

مقادیر *ریجنت ها

میکرولیترx360تیوب‌1 PCP Master Mix 1

میکرولیترx50تیوب‌1 PCP Positive Control 2

میکرولیترx50تیوب‌1 No Template Control (NTC) 3

لازممصرفی هایوتجهیزاتسایر(4

توضیحات تعداد مصرفی/ دستگاه 

PCRتهیهبراییکی mixاضافهبرایدیگریو
.استکیتکنترل‌هایوقارچیDNAکردن

عدد2 (PCRکابینت‌)ورک‌استیشن‌ 1

.دشودادهقراراستیشنورکهرزیردرستیکهر ست2 ست‌سمپلر‌با‌حجم‌های‌مختلف 2

.شوددادهقراراستیشنورکهرزیردرکدامهر عدد2 ورتکسر/‌اسپین‌مینی 3

پلیتایتیوب‌هااستریپکردنسانتریفوژمنظوربه
دستگاهدردادنقرارازقبلPCRواکنشحاوی

Real-time PCRمی‌شوداستفاده.
عدد1

یپ‌خور‌مینی‌اسپین‌با‌روتور‌استر
یا‌سانتریفیوژ‌پلیت‌خور 4

HEXوFAMکانال2حداقلدرخوانشقابلیتدارایدستگاه

.باشدآن‌هاموجطولمعادلیا
عدد1 Real-time PCRدستگاه‌ 5

درDNAنمونه‌هایوبافرهانگهداریوحملبرای
.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 Pneumocystis Real-time PCR Kit

24 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 Pneumocystis Real-time PCRتشخیصیتستیکانجاممنظوربهIn vitroپایه‌‌یبرکیفی

Probe-basedتکنیک real-time PCRتشخیصبرایکهاستشدهطراحیDNAپنوموسیستیسقارچژنومی
انجامازحاصلمثبتنتایج.می‌شوداستفادهبرونکوپولموناریترشحاتازحاصلبالینینمونه‌هایدر(کارینی)جیرووسی

قارچاینباPCPعفونتکنندهردمنفینتایجواستپنوموسیستیسقارچژنومیDNAوجودتاییدکننده‌یتست،این
لازم.شوندگرفتهبکارژیکیاپیدمیولواطلاعاتوبیماربالینیحالشرحبالینی،یافته‌هایباترکیبدربایدنتایجونیست

.نمی‌باشدهمراهویروسیوباکتریاییعفونت‌هایسایروجودردکننده‌یتست،ازحاصلمثبتنتایجکهاستذکربه

یم پی سی آرتابر اساس تکنیک ریل یقارچ پنوموسیستیس جیرووسکیت تشخیص کیفی 

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

.نگیردقرارمستقیمنورمعرض
.شودانجاماسپین/ورتکسکیت،درموجودمحلول‌هایازهرکدامازاستفادهازقبلحتما✓

استفادهموردبالینینمونه ی(5
آمدهبدستولموناریبرونکوپترشحاتدرجیرووسیپنوموسیستیسشناساییاساسبراختصاصیتشخیص

Induced)خلطاز sputum)برونکوالوئولارژلاواو(BAL)استفادهنتوانراروشدواینکهمواقعیدر.می‌باشد
.استضروریبازریه‌‌یازبیوپسییاترنس‌برونشیالبیوپسیانجامنمود،
:شودانجامCDCگایدلایناساسبرنمونه‌گیری✓

(https://www.cdc.gov/dpdx/diagnosticprocedures/other/bal.html).
نگهداریسانتیگراددرجه‌ی-8تا-2دمایدرساعت48ازقبلتامی‌توانراشدهگرفتهنمونه‌های✓

.شوندنگهداریسانتیگراددرجه‌ی-70یا-20دمایدرنمونه‌هااینصورت،غیردر.نمود
✓DNA70یا-20دمایدرطولانیمدتبهمی‌توانرابالینینمونه‌هایازشدهاستخراجقارچی-

.نمودنگهداریسانتیگراددرجه‌ی
پیشنهادبنابراین،.داردشدهاستخراجDNAکیفیتومقداربهبستگیحاضرکیتپرفورمنسوکارایی✓

.شوداستفاده(اتوماتیکچهودستیچه)مناسبDNAاستخراجروشیکیاکیتیکازمی‌شود

DD003-001-24

تستانجامپروتکل(7
.شوندذوبآرامیبهتاشونددادهقرارسانتیگراددرجه4دمایدردقیقه15مدتبهکیتاجزایتمامیتستانجامازقبل

کردننهموژوکردنحلبرایسپس.می‌شودپیشنهادمرحلهایندرمحلول‌هانگهداریمنظوربهکرایورکازاستفاده
دربرویلمحلوقطراتکهصورتیدرتاشونداسپینمحلول‌هاتمامیبعد،مرحلهدر.شوداستفادهورتکسازمحلول‌ها
.شودکشیدهمیکروتیوبتهبهباشدتیوب‌ها

PCPازمیکرولیتر15مقدارنمونههرازایبهاستیشن،ورکیکزیردر(1-7 Master mixهردرونرا
Real-timeمخصوصپلیتازچاهک PCR(تایی8تیوباستریپازتیوبهریا)نماییداضافه.

بهراقارچیشده‌یاستخراجهایDNAازیکهرازمیکرولیتر5مقداردیگراستیشنورکیکزیردر(2-7
.نماییداسپینواضافهقبلمرحله‌یمیکس

:نکات
PCPمثبتکنترل‌هایازکدامهرازمیکرولیتر5مقدارموازیبطورمرحله،ایندر✓ Positive Controlکنترلو

Noمنفی Template Controlهاضافواکنشمیکسحاویچاهکبهجداگانهبه‌صورتنیزراکیتدرموجود
.شوند
راآن‌هافریزر،ازآن‌هاکردنخارجازپسشده،استخراجهایDNAکیفیتحفظبه‌منظورکارانجامحیندر✓

.نماییدنگهداریوحملمخصوصکرایورکبرروی

Real-timeدستگاهبهراواکنش‌ها(3-7 PCRنماییداجرارازیرجدولدرشدهآوردهبرنامه‌یوکردهمنتقل.

(ثانیه)زمان  (درجه سانتیگراد)دما  مرحله سیکل

300 95 فعال‌شدن‌آنزیم‌پلیمراز X 1
15 95 الگوDNAباز‌شدن‌رشته‌های‌

X 4515 55 جفت‌شدن‌پرایمرها‌

30* 72 سنتز‌رشته‌های‌جدید

30 25 خنک‌شدن X 1
PassiveنیازصورتدروشودانجاممرحلهایندرHEXوFAMکانال‌هایدرفلوروسنتخوانش*

reference dye(ROX)کمپانیساختدستگاه‌هایدرمثالبعنوان)شوددادهقرارخاموشحالتدرApplied

Biosystemsمشابهدستگاهاییا).

.شودانجامزیرجدولاساسبرنتایجتفسیر،PCRانجامازبعد(4-7

oمقادیرCt(Cq)37ازربزرگتمقادیروپنوموسیستیسقارچوجودنظرازمثبتبعنوان37ازکمتریامساوی
.شوندگرفتهنظردرقارچاینوجودنظرازمنفیبعنوان

oفلوروسنترنگباپنوموسیستیسقارچکننده‌یشناساییپروبFAMژنکننده‌یشناساییپروبو
Housekeepingرنگبا(داخلیکنترلبعنوان)انسانیHEXاستشدهنشاندار.

oمقادیر.استمنفیومثبتکنترلنمونه‌ینوع2دارایحاضرکیتCtکانالدوهرFAMوHEX

ستانوکلئازازعاریآبحاضرکیتمنفیکنترلنمونه‌ی.می‌باشند35ازکمترمثبتکنترل‌برای
یاقارچیDNAباکیتریجنت‌هایآلودگیوجودصورتدر.می‌شودگرفتهنظردرNTCبعنوانکه

مذکورکانال‌‌هایدرفلوروسنترنگکهاستممکن،PCRواکنشسازیآمادهحیندرتکنیکیآلودگی‌های
آزمایشاتتامی‌شودپیشنهادNTCنمونه‌یبرایCtمقادیرمشاهده‌یصورتدر.شودخوانشدستگاهتوسط
.شوندتکرار

FAM HEX تفسیر

+ ± (جواب‌تست‌مثبت‌است)قارچ‌پنوموسیستیس‌جیرووسی‌ژنومی‌DNAوجود‌

- + (جواب‌تست‌منفی‌است)ژنومی‌قارچ‌پنوموسیستیس‌جیرووسی‌DNAعدم‌وجود‌

- -
(تکرار‌آزمایش)نمونه‌گیری‌به‌درستی‌انجام‌نشده‌است‌

(تکرار‌آزمایش)استخراج‌ژنوم‌به‌درستی‌انجام‌نشده‌است‌
(تکرار‌آزمایش)در‌نمونه‌ی‌استخراج‌شده‌PCRاحتمال‌وجود‌مهارکننده‌ی‌

یاختصارعلائم
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