
دستورالعمل

اساس تست( 2
شدهحفظناحیه‌ییکوL.majorکینتوپلاسترویبرND1ژندراختصاصیناحیه‌‌ییکروش،ایندر
(Conserved region)18ژندرs rDNAدریتشخیصاهدافبعنوانلیشمانیاانگلگونه‌هایانواعژنومبرروی

استفادهبابالینینمونه‌یدرموجودژنومیDNAابتدامنظور،اینبرای.می‌شوندتکثیرMultiplex PCRفرآیند
ه‌منظورب.می‌شودانجامژنومیهدفتکثیرواکنشآن،بدنبالومی‌شوداستخراجمعتبرتجاریکیتیکاز

(فلوروکروم)وسنتفلوررنگدارایالیگونوکلئوتیدیاختصاصیپروبوپرایمرستیکازهدفناحیه‌یشناسایی
پروبوL.majorانگلND1ژنشناساییجهتFAMفلوروکرومدارایپروب‌یک.می‌شوداستفادهکوئنچرو

دارایکهدیگرپروبیکبعلاوه.می‌شوداستفاده18s rDNAژنشناساییجهتHEXفلوروکرومدارایدیگر
کنترلبعنوانانسانیHousekeepingژنیکازبخشیشناساییجهتاستTexas red(TxRed)فلوروکروم

پروب‌هایوپرایمرهاهدف،ژنوموجودصورتدرPCRانجامحین.می‌شوداستفاده(Internal control)داخلی
سنتزبهشروعوشدهفعالپلیمرازآنزیمهدف،DNAتکثیربه‌منظور.می‌شوندمتصلمربوطهنواحیبهاختصاصی
هیدرولیزباعثازیاگزونوکلئفعالیتازاستفادهباآنزیماینجدید،رشته‌هایسنتزحیندر.می‌کندجدیدرشته‌های
هنتیجدروشدهجدافلوروکرومازکوئنچرنتیجهدروشدهمربوطههدفنواحیبهشدهمتصلپروب‌های

ثبتوخوانشبهقادرReal-time PCRدستگاهکهمی‌شوندساطعمختلفپروب‌هایبهمربوطفلوروکروم‌های
ذکرهبلازم.می‌شوندآنالیزمربوطهافزارنرمازاستفادهبانتایجPCRواکنشپایانازبعدنهایتدر.می‌باشدآن‌ها
.داردکاربردژنوماستخراجونمونه‌گیریفرآیندارزیابیجهتداخلی،کنترلکهاست

کیتمحتوای(3
:می‌باشدزیراجزایدارایواستتشخیصیتست24انجامبرایحاضرکیت

مقادیر *ریجنت ها

میکرولیترx360تیوب‌1 Leishmania Master Mix 1

میکرولیترx100تیوب‌1 L.major Positive Control 2

میکرولیترx100تیوب‌1 L.tropica Positive Control 3

میکرولیترx100تیوب‌1 No Template Control (NTC) 4

لازممصرفی هایوتجهیزاتسایر(4

توضیحات تعداد مصرفی/ دستگاه 

اضافهبرایدیگریوPCR mixتهیهبراییکی
.استکیتکنترل‌هایوژنومیDNAکردن

عدد2 (PCRکابینت‌)ورک‌استیشن‌ 1

.دشودادهقراراستیشنورکهرزیردرستیکهر ست2 ست‌سمپلر‌با‌حجم‌های‌مختلف 2

.شوددادهقراراستیشنورکهرزیردرکدامهر عدد2 ورتکسر/‌اسپین‌مینی 3

پلیتایتیوب‌هااستریپکردنسانتریفوژمنظوربه
دستگاهدردادنقرارازقبلPCRواکنشحاوی

Real-time PCRمی‌شوداستفاده.
عدد1

یپ‌خور‌مینی‌اسپین‌با‌روتور‌استر
یا‌سانتریفیوژ‌پلیت‌خور 4

،FAMکانال3حداقلدرخوانشقابلیتدارایدستگاه
HEXوTexas redباشدآن‌هاموجطولمعادلیا.

عدد1 Real-time PCRدستگاه‌ 5

درDNAنمونه‌هایوبافرهانگهداریوحملبرای
.می‌شوداستفادهکارحین

به‌تعداد‌لازم (کرایو‌رک)کول‌رک‌ 6

سفیدنوعازReal-time PCRدستگاهنوعاساسبر
.می‌شوداستفادهشفافیا

به‌تعداد‌لازم وص‌استریپ‌تیوب‌یا‌پلیت‌مخص
Real-time PCR

7

تفادهاسوسایلتمامیوسطوحکردنتمیزمنظوربه
.می‌شود

به‌مقدار‌لازم
رنده‌محلول‌از‌بین‌بحاوی‌اسپری

(RNaseZAP)نوکلئازها‌
8

.باشندRNaseوDNaseازعاریباید به‌تعداد‌لازم ختلفسر‌سمپلر‌فیلتر‌دار‌در‌حجم‌های‌م 9

Delta Leishmania Real-time PCR Kit

 
24 tests

(دلتا)دلسا تشخیص آریا 

کیتکاربرد(1
تکنیکپایه‌‌یبرکیفیIn vitroتشخیصیتستیکانجاممنظوربهDelta Leishmania Real-time PCRکیت

Multiplex probe-based real-time PCRتشخیصبرایکهاستشدهطراحی(Detection)گونه‌هایانواع
ازحاصلنمونه‌هایدر(L.major)ماژورلیشمانیا(Identification)افتراقیتشخیصهمچنینولیشمانیاانگل

.می‌شوداستفاده(Cutaneous leishmaniasis)پوستیلیشمانیاریسبهمشکوکافرادپوستیزخم‌های

پی سی آرکیت تشخیص افتراقی لیشمانیازیس پوستی  بر اساس مالتیپلکس ریل تایم

:توجه*
.شوندنگهداریسانتیگراددرجه-25تا-15دمایدرکیتاجزایتمامی✓
.استشدهدرجآنرویبرکیتانقضایتاریخ✓
.ددهکاهشراتستحساسیتاستممکنزیرا.شودخودداریکیتاجزایشدنفریزوذوبازامکانحدتا✓
.شوداستفادههفتهیکازکمتردرسانتیگراد،درجه4دمایدرکیتنگهداریصورتدر✓
.شودتهیهالیکوتنیازاساسبراجزاازهرکدامازنیازصورتدر✓
رنومعرضدرامکانحدتاواستفلوروکرومباشدهنشاندارپروبوپرایمرحاویMaster mixمحلول✓

.نگیردقرارمستقیم
.شودانجاماسپین/ورتکسکیت،درموجودمحلول‌هایازهرکدامازاستفادهازقبلحتما✓

استفادهموردبالینینمونه ی(5
 Needle)آسپیراسیونبیوپسی،ازآمدهبدستنمونه‌هایازمی‌توانآمریکاCDCنمونه‌گیریروتکلپاساسبر

aspiration)خراشیدنیا(Scraping)نموداستفادهزخم،محل:
https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/resources/pdf/Leishmaniasis_Guide_Collection_2021.pdf

در(اتروپیکمثلگونه‌هاسایریاماژورگونه‌ی)لیشمانیاانگلDNAشناساییاساسبراختصاصیتشخیص
.می‌شودجامان(شهریوروستایی)پوستیلیشمانیازیسبهمشکوکافرادزخمازحاصلبالینینمونه‌های

یکازمی‌شودپیشنهادبنابراین،.داردشدهاستخراجDNAکیفیتومقداربهبستگیحاضرکیتپرفورمنسوکارایی
ایدبکارانجاممراحلتمامی.شوداستفاده(اتوماتیکچهودستیچه)مناسبDNAاستخراجروشیکیاکیت
ین‌هایگایدلاومقرراتاساسبرنمونه‌هاوریجنت‌هابافرها،ریختندور.شودانجامدیدهآموزشافرادتوسط
:شودانجاممربوطه

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

DD050-001-24

تستانجامپروتکل(6
.شوندذوبآرامیبهتاشونددادهقرارسانتیگراددرجه4دمایدردقیقه15مدتبهکیتاجزایتمامیتستانجامازقبل

کردننهموژوکردنحلبرایسپس.می‌شودپیشنهادمرحلهایندرمحلول‌هانگهداریمنظوربهکرایورکازاستفاده
دربرویلمحلوقطراتکهصورتیدرتاشونداسپینمحلول‌هاتمامیبعد،مرحلهدر.شوداستفادهورتکسازمحلول‌ها
.شودکشیدهمیکروتیوبتهبهباشدتیوب‌ها

هردرونراLeishmania Master mixازمیکرولیتر15مقدارنمونههرازایبهاستیشن،ورکیکزیردر(1-6
.نماییداضافه(تایی8تیوباستریپازتیوبهریا)Real-time PCRمخصوصپلیتازچاهک

میکسبهراشده‌استخراجهایDNAازیکهرازمیکرولیتر5مقداردیگراستیشنورکیکزیردر(2-6
.نماییداسپینواضافهقبلمرحله‌ی

:نکات
،L.major Positive Controlمثبتکنترل‌هایازکدامهرازمیکرولیتر5مقدارموازیبطورمرحله،ایندر✓

L.tropica Positive ControlمنفیکنترلوNo Template Control(NTC)به‌صورتنیزکیتدرموجود
.شونداضافهواکنشمیکسحاویچاهکیکبهجداگانه

راآن‌هافریزر،ازآن‌هاکردنخارجازپسشده،استخراجهایDNAکیفیتحفظبه‌منظورکارانجامحیندر✓
.نماییدنگهداریوحملمخصوصکرایورکبرروی

.نماییداجرارازیرجدولدرشدهآوردهبرنامه‌یوکردهمنتقلReal-time PCRدستگاهبهراواکنش‌ها(3-6

(ثانیه)زمان  (درجه سانتیگراد)دما  مرحله سیکل

300 95 فعال‌شدن‌آنزیم‌پلیمراز X 1
15 95 الگوDNAباز‌شدن‌رشته‌های‌

X 4515 58 جفت‌شدن‌پرایمرها

30* 72 سنتز‌رشته‌های‌جدید

30 25 خنک‌شدن X 1
نیازصورتدروشودانجاممرحلهایندرTexas redو FAM،HEXکانال‌هایدرفلوروسنتوانشخ*

Passive reference dye(ROX)کمپانیساختدستگاه‌هایدرمثالبعنوان)شوددادهقرارخاموشحالتدر
Applied Biosystemsمشابهدستگاهاییا).

.شودانجامزیرجدولاساسبرنتایجتفسیر،PCRانجامازبعد(4-6

oمقادیرCt(Cq)بعنوان35ازبزرگترمقادیرولیشمانیاانگلوجودنظرازمثبتبعنوان35ازکمتریامساوی
پروب، FAMفلوروکرومباL.majorکننده‌یشناساییپروب.شوندگرفتهنظردرانگلاینوجودنظرازمنفی

ژنکننده‌یشناساییپروبوHEXفلوروکرومبا(L.tropicaمانند)لیشمانیاهاسایرکننده‌یشناسایی
Housekeepingبا(داخلیکنترلبعنوان)انسانیTexas red(زیرشکل)استشدهنشاندار.

oاستمنفیکنترلیکومثبتکنترلنمونه‌ینوع2دارایحاضرکیت.
بینL.major Positive Controlمثبتکنترل‌برایTexas redوFAM،HEXکانالسههرCtمقادیر✓

مثبتکنترل‌برایTexas redوHEXکانالدوهرCtمقادیرهمچنین.می‌باشد30تا20
L.tropica Positive Controlمی‌باشد30تا20بین.

صورتدر.می‌شودگرفتهنظردرNTCبعنوانکهاستنوکلئازازعاریآبحاضرکیتمنفیکنترلنمونه‌ی✓
،PCRواکنشسازیآمادهحیندرتکنیکیآلودگی‌هاییاژنومیDNAباکیتریجنت‌هایآلودگیوجود
مقادیرمشاهده‌یصورتدر.شودخوانشدستگاهتوسطمذکورکانال‌‌هایدرفلوروسنترنگکهاستممکن

Ctنمونه‌یبرای 35ازکمترNTCشوندتکرارآزمایشاتتامی‌شودپیشنهاد.

FAM HEX TxRed تفسیر

+ + ± (جواب‌تست‌مثبت‌است)L.majorژنومی‌DNAوجود‌

- + ± (جواب‌تست‌مثبت‌است)(L.tropicaمثلا‌)ژنومی‌سایر‌گونه‌های‌لیشمانیا‌DNAوجود‌

- - + (جواب‌تست‌منفی‌است)ژنومی‌انگل‌لیشمانیا‌DNAعدم‌وجود‌

- - -
(تکرار‌آزمایش)نمونه‌گیری‌به‌درستی‌انجام‌نشده‌است‌

(تکرار‌آزمایش)استخراج‌ژنوم‌به‌درستی‌انجام‌نشده‌است‌
(تکرار‌آزمایش)در‌نمونه‌ی‌استخراج‌شده‌PCRاحتمال‌وجود‌مهارکننده‌ی‌

‌تر وپیکانمونه‌ی‌حاوی‌لیشمانیا

(+)
‌ماژ ورنمونه‌ی‌حاوی‌لیشمانیا

(+)

نمونه‌ی‌فاقد‌لیشمانیا

(-)
نمونه‌ی‌فاقد‌اعتبار

(تکرار آزمایشات)
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