
دستورالعمل

اساس تست( 2
.می‌شودتکثیرPCRفرآینددرتشخیصیهدفبعنوانCMVژنومبررویUL54ژندرناحیهیکروش،ایندر

کنشواآن،بدنبالومی‌شوداستخراجمعتبرتجاریکیتیکازاستفادهباژنومیDNAابتدامنظور،اینبرای
صیاختصاپروبوپرایمرستیکازهدفناحیه‌یشناساییبه‌منظور.می‌شودانجامژنومیهدفتکثیر

جهتاستFAMفلوروکرومدارایکهپروب‌یک.می‌شوداستفادهکوئنچروفلوروکرومدارایالیگونوکلئوتیدی
یکازبخشیشناساییجهتکهاستHEXفلوروکرومدارایدیگرپروبوCMVویروسUL54ژنشناسایی

درPCRانجامحین.می‌شوداستفاده(Endogenous control)داخلیکنترلبعنوانانسانیHousekeepingژن
DNAثیرتکبه‌منظور.می‌شوندمتصلمربوطهنواحیبهاختصاصیپروب‌هایوپرایمرهاهدف،ژنوموجودصورت

باآنزیمایند،جدیرشته‌هایسنتزحیندر.می‌کندجدیدرشته‌هایسنتزبهشروعوشدهفعالپلیمرازآنزیمهدف،
نتیجهدروشدهمربوطههدفنواحیبهشدهمتصلپروب‌هایهیدرولیزباعثاگزونوکلئازیفعالیتازاستفاده
Real-time PCRدستگاهکهمی‌شوندآزادمختلففلوروسنترنگ‌هاینتیجهدروشدهجدافلوروکرومازکوئنچر

زآنالیمربوطهافزارنرمازاستفادهبانتایجPCRواکنشپایانازبعدنهایتدر.می‌باشدآن‌هاثبتوخوانشبهقادر
.داردکاربردوسیویرژنوماستخراجونمونه‌گیریفرآیندارزیابیجهتداخلی،کنترلکهاستذکربهلازم.می‌شوند

کیتمحتوای(3
:می‌باشدزیراجزایدارایواستتشخیصیتست24انجامبرایحاضرکیت

مقادیر *ریجنت ها

میکرولیترx360تیوب‌1 CMV Master Mix 1

میکرولیترx100تیوب‌4 CMV Standards (A, B, C and D) 2

میکرولیترx100تیوب‌1 No Template Control (NTC) 3

لازممصرفی هایوتجهیزاتسایر(4

توضیحات تعداد مصرفی/ دستگاه 

اضافهبرایدیگریوPCR mixتهیهبراییکی
.استکیتکنترل‌هایوویروسیDNAکردن

عدد2 (PCRکابینت‌)ورک‌استیشن‌ 1

.دشودادهقراراستیشنورکهرزیردرستیکهر ست2 ست‌سمپلر‌با‌حجم‌های‌مختلف 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

سفیدنوعازReal-time PCRدستگاهنوعاساسبر
.می‌شوداستفادهشفافیا

به‌تعداد‌لازم وص‌استریپ‌تیوب‌یا‌پلیت‌مخص
Real-time PCR

7

تفادهاسوسایلتمامیوسطوحکردنتمیزمنظوربه
.می‌شود

به‌مقدار‌لازم
رنده‌محلول‌از‌بین‌بحاوی‌اسپری

(RNaseZAP)نوکلئازها‌
8

.باشندRNaseوDNaseازعاریباید به‌تعداد‌لازم ختلفسر‌سمپلر‌فیلتر‌دار‌در‌حجم‌های‌م 9

aDelta qCMV Real-time PCR Kit a

 
24 tests

(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
تکنیکپایه‌‌یبریکمIn vitroّتشخیصیتستیکانجاممنظوربهDelta qCMV Real-time PCRکیت

Probe-based real-time PCRتعدادتعیینبرایکهاستشدهطراحی(Viral load)سایتومگالوویروس(CMV)
.می‌شوداستفادهخونوپلاسماازحاصلبالینینمونه‌هایدر

کیت تشخیص کمی سایتومگالوویروس بر اساس تکنیک ریل تایم پی سی آر

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

ازمی‌شودپیشنهادبنابراین،.داردشدهاستخراجDNAکیفیتومقداربهبستگیحاضرکیتپرفورمنسوکارایی✓
.شوداستفاده(اتوماتیکچهودستیچه)مناسبDNAاستخراجروشیکیاکیتیک

DD040-002-24

تستانجامپروتکل(7
.شوندذوبآرامیبهتاشونددادهقرارسانتیگراددرجه4دمایدردقیقه15مدتبهکیتاجزایتمامیتستانجامازقبل

کردننهموژوکردنحلبرایسپس.می‌شودپیشنهادمرحلهایندرمحلول‌هانگهداریمنظوربهکرایورکازاستفاده
دربرویلمحلوقطراتکهصورتیدرتاشونداسپینمحلول‌هاتمامیبعد،مرحلهدر.شوداستفادهورتکسازمحلول‌ها
.شودکشیدهمیکروتیوبتهبهباشدتیوب‌ها

هردرونراCMV Master mixازمیکرولیتر15مقدارنمونههرازایبهاستیشن،ورکیکزیردر(1-7
.نماییداضافه(تایی8تیوباستریپازتیوبهریا)Real-time PCRمخصوصپلیتازچاهک

بهراویروسیشده‌یاستخراجهایDNAازیکهرازمیکرولیتر5مقداردیگراستیشنورکیکزیردر(2-7
.نماییداسپینواضافهقبلمرحله‌یمیکس

:نکات
کنترلهمچنینوDوA،B،Cاستانداردهایازکدامهرازمیکرولیتر5مقدارموازیبطورمرحله،ایندر✓

واکنشمیکسحاویچاهکبهجداگانهبه‌صورتنیزراکیتدرموجودNo Template Control(NTC)منفی
.شونداضافه

راآن‌هافریزر،ازآن‌هاکردنخارجازپسشده،استخراجهایDNAکیفیتحفظبه‌منظورکارانجامحیندر✓
.نماییدنگهداریوحملمخصوصکرایورکبرروی

.نماییداجرارازیرجدولدرشدهآوردهبرنامه‌یوکردهمنتقلReal-time PCRدستگاهبهراواکنش‌ها(3-7

(ثانیه)زمان  (درجه سانتیگراد)دما  مرحله سیکل

300 95 فعال‌شدن‌آنزیم‌پلیمراز X 1
15 95 الگوDNAباز‌شدن‌رشته‌های‌

X 45
45* 60 دجفت‌شدن‌پرایمرها‌و‌سنتز‌رشته‌های‌جدی

30 25 خنک‌شدن X 1
Passive reference dye(ROX)نیازصورتدروشودانجاممرحلهایندر HEXوFAMکانال‌هایدرفلوروسنتخوانش*
یاApplied Biosystemsکمپانیساختدستگاه‌هایدرمثالبعنوان)شوددادهقرارخاموشحالتدر

.(مشابهدستگاهای

.(زیرجدول)شودارزیابیکیفیبصورتآمدهبدستنتایجاعتبارابتدا،PCRانجامازبعد(4-7

oمقادیرCt(Cq)شوندگرفتهنظردرمنفیبعنوان37ازبزرگترمقادیرومثبتبعنوان37ازکمتریامساوی.

FAM HEX کنترل یا استانداردهای موجود در کیت

+ ± CMV Standards (A, B, C and D)

- - No Template Control (NTC)

.شودانجامزیرجدولاساسبرنمونهرویبرشدهانجامآزمایشنتایجکیفیتفسیر(5-7

FAM HEX تفسیر کیفی

+ ± (جواب‌تست‌مثبت‌است)CMVژنومی‌DNAوجود‌

- + (جواب‌تست‌منفی‌است)CMVژنومی‌DNAعدم‌وجود‌

- -
(تکرار‌آزمایشات)نمونه‌گیری‌به‌درستی‌انجام‌نشده‌است‌

(تکرار‌آزمایشات)استخراج‌ژنوم‌به‌درستی‌انجام‌نشده‌است‌
(تکرار‌آزمایشات)در‌نمونه‌ی‌استخراج‌شده‌PCRاحتمال‌وجود‌مهارکننده‌ی‌

ازبزرگتربایدR2وباشد110تا90بینبایدPCR(E)کارآییبایدیکمّبصورتنتایجاعتبارارزیابیجهت(6-7
خطودهشخارجاتوماتحالتازترشهلدابتدامقادیرایندقیقمحاسبه‌یجهتمی‌شودپیشنهاد.باشد0/98

چهارازآمدهبدستهایCtازاستفادهباابتدایکمّتفسیرانجامبه‌منظور.شودتنظیمدستیصورتبهترشهلد
سویرومقادیرکهاستذکربهلازم.(زیرشکلمشابه)شودرسماستانداردمنحنی،DوA،B،Cاستاندارد
.استcopies/ul10وcopies/ul10000،copies/ul1000،copies/ul100ترتیببهاستانداردهادرموجود

یاویروسیلود مقدار(مجهول)آزمایشموردبالینینمونه‌یازآمدهبدستCtواستانداردمنحنیاساسبرسپس
N0(میکرولیتر/کپی)شودمحاسبهزیرفرمولازاستفادهبا:

A = 1 x 104  copies/ul

B = 1 x 103  copies/ul

C = 1 x 102  copies/ul

D = 1 x 101  copies/ul

A

B

C

D

:شودمحاسبهپلاسمایاخونمیلی‌لیتردرکپیاساسبرویروسیلودمقدارزیرفرمولازاستفادهبانهایتدر

N0 = 10 (Ct – b) / m N0=میکرولیتر/‌کپی‌نامبر‌)ویروس‌غلظت‌یا‌لود‌‌‌‌‌‌‌ )b=عرض‌از‌مبدا‌(Y intercept‌‌‌‌‌‌‌ )m=شیب‌(Slope‌‌)

Viral load (copies/ml ) =
N0 (copies/ul ) x  Elution volume (ul) 

Sample volume (ml) 

شدهاضافهElution bufferحجم
DNAاستخراجآخرمرحله‌یدر

دهاستفامورد(خون)پلاسماحجم
DNAاستخراجاولمرحله‌یدر

oحجمومیکرولیتر50استخراجاولمرحله‌یدراستفادهموردخونیاپلاسماحجممعمول،بطورElution0/2میلی‌لیتر
حجم‌هانایادیرمق.می‌شودگرفتهنظردر(میکرولیتر200)

.شوندانتخابDNAاستخراجپروتکلاساسبرباید

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2292973/pdf/1403-07.pdf
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