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 شماره رفرانس
 BONHCDNA-24 

 BONHCDNA-48 

 BONHCDNA-96 

 شرح کیت 

 سلول DNA صیتشخ یآماده مصرف برا ستمیس کیHCDNASEQ Vero Cell  تیک

 MIC PCR، Step یهادستگاه یرو (PCR) مرازیپل یا رهیواکنش زنج قیاز طر Vero میزبان

One Plus Rotor-Gene Q  است. مستر A یاختصاص ریتکث یبرا ییهامیگرها و آنزواکنش یحاو 

 مورد کونیامپل میمستق صیتشخ یبوده و برا Vero Cell جفت باز از ژنوم 94به طول  یا قطعه

-Rotor و Rotor-Gene 3000 یهادر دستگاه Cycling Green کانال فلورسنت قیطر نظر از

Gene 6000  ،MIC PCR، Step One Plus است دهیگرد یطراح. 

 صیتشخ یهترولوگ برا ریتکث هیثانو ستمیس یحاوHCDNASEQ Vero Cell تیک بعلاوه،

 Internal) یکنترل داخل ییشناسا قیطر امر از نیاست. ا PCRاحتمال وجود مهارکننده واکنش 

Controlفلوروسنت  ( در کانالCycling Orange یهادستگاه درRotor-Gene 3000 ،Rotor-

Gene 6000  ،MIC PCR، Step One Plus تیک کالیتیآنال یصیتشخ . آستانهردیپذیصورت م 

HCDNASEQ Vero Cell حضور در IC شامل  تیک ی. استانداردهاابدییکاهش نم

HCDNA QS 1–4 زانیم یکم نییتع امکان DNA  سلولVero آوردیفراهم م را. 

 اصول

مناطق خاص ژنوم  ری( بر اساس تکثPCR) مرازیپل یا رهیتوسط واکنش زنج HCDNA صیتشخ

 یهارنگ قیشده از طر ریمحصول تکث Real-Time PCRاست. در واکنش  Veroژنوم سلول 

-Real)به صورت  PCRواکنش  نی. مشاهده شدت فلوروسنت در حشوندیم ییفلوروسنت شناسا

Time) یبه باز کردن مجدد لوله ها ازیرا بدون ن ریتکث حالمحصولات در  یساز یو کم صیتشخ 

 .سازدیممکن م PCR یواکنش پس از اجرا

 عمومیاطلاعات 

محصولات زیست دارویی، مانند واکسن ها، با استفاده از سلول های باکتریایی یا یوکاریوتی به عنوان 

استفاده برای تولید واکسن می توانند منبع طیف وسیعی از میزبان تولید می شوند. سلولهای مورد 
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. از آنجا سلول میزبان از جمله آنهاست  DNAناخالصیهای پیچیده، ناهمگن و بالقوه مضر باشند و

سلول میزبان باقیمانده در واکسن ممکن است منجر به ایجاد تومور یا تحریک واکنش  DNA که

واکسن تولید شده  ، به ازای هر دوز WHO ی نظارتی از جملههای ایمنی گردد. بنابراین، سازمانها

 باقی مانده را مجاز دانسته اند. کیت  DNAنانوگرم 10، میزان حداکثر Veroدر سلولهای 

Quantitative Vero DNA Kit HCDNASEQ به منظور بررسی و اندازه گیری کمی میزان ،

 .لید شده و تخلیص شده به کار میروددر نمونه واکسن تو  Veroباقیمانده سلولهای میزبان

 محتویات کیت 

Title 
24 Tests 48 Tests 96Tests 

Volume per Vial Volume per Vial Volume per Vial 

HCDNA Master A 340 μl/tube  680 μl/tube  1360 μl/tube  

STD1: 24×10-4 300 μl/tube 300 μl/tube 300 μl/tube 

STD2 : 24×10-5 300 μl/tube 300 μl/tube 300 μl/tube 

STD3 : 24×10-6 300 μl/tube 300 μl/tube 300 μl/tube 

STD4 : 24×10-7 300 μl/tube 300 μl/tube 300 μl/tube 

Internal Control  300 μl/tube 300 μl/tube 300 μl/tube 

 

 و انتقال کیت نگهداری 

همچنین  .نگهداری گردد یو در تاریکگراد  درجه سانتی  -۲0کلیه محتویات این کیت باید در دمای 

 ذوبمرتبه منجمد و  سه. بیش از جایی کیت از یخ خشک استفاده نمایید به منظور انتقال و جابه

کاهش در حساسیت کیت گردد.  تواند باعث گردد زیرا می مینکردن کیت به هیچ وجه توصیه 

  گاه نباید بیشتر از یک ساعت شود. هیچدرجه سانتی گراد  4ی نگهداری کیت در دما

 شود: دهیتوسط کاربر تدارک د دیکه با ازیمورد ن زاتیمواد و تجه

 DNAکیت استخراج  .1

 DNase free نوک سمپلر فیلتردار و  تنظیمسمپلر قابل .۲

 سانتریفوژ رومیزی .3
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 بلوک خنک کننده .4

 درصد  10وایتکس  .5

 گان و دستکش  .6

 میکرولیتر 0.۲لوله های  .7

فلوروسنت  یهابا کانال Rotor-Gene  ،MIC PCR، Step One Plus دستگاه .8

  Cycling Orange و Cycling Green مخصوص

. 1.7.65نسخه  Rotor-Gene 6000 افزارنرم 1.7.94نسخه  Rotor-Gene Q نرم افزار .9

 .بالاتر ایو  6.0.۲3نسخه  Rotor-Gene 3000 و نرم افزار 1.7.94. 1.7.87

 یبرا ml 0.۲ یهالولهیا  یچاهک 7۲استفاده در روتور  یبرا ml 0.1و کپ  پیاستر .10

  یچاهک 36 یهاروتور

 نکات احتیاط عمومی

در دیبا PCR ها و محصولات حاصل ازکنترل ،مورد بررسی هاینمونه صیتخل و ینگهدار .1

 .ردیصورت پذ MasterMix  یسازآماده و ینگهدار از محل کاملا جدایمحل

 .اتاق ذوب شود یبه طورکامل در دما دیقبل از شروع کار با تیک ازیمورد نهمه مواد  .۲

و به طور  دیینما پتاژیپ ی( را به خوب تیک یاستانداردها ژهیمواد )به و هیبعد از ذوب شدن، کل .3

زمان به طور  یدر ط تیک از کاهش عملکرد یریجلوگ یامر برا نی. ادیکن نیاسپ مختصر

 .شودیم هیکامل توص

  (Cooling Box)سرد هایجعبه ای خی یبر رو دیبا MasterMix هیتمام مراحل مربوط به ته .4

 دیاز آن با ازیبعد از برداشتن مقدار مورد ن Master Mix مربوط به یانجام شود. استوک اصل

 .منتقل شود زریبه سرعت به فر

 هشدارها و محدودیت ها 

درصد تمیز  10شود هود و یا استیشن مورد استفاده قبل و بعد ازکار با وایتکس  پیشنهاد می .1

 زده شود .  UVشودو همین طور بعداز کارلامپ 

اضافه کردن از فضای ، آماده سازی مخلوط واکنش  DNAشود محل استخراج  پیشنهاد می .۲

ج ول به اشتباه خارمورد قبزیرا ممکن است نتایج جدا باشند  استانداردو نمونه واکسن نمونه 

 .گزارش شود از محدوده
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 سازی مخلوط واکنش، آن را درتاریکی نگهداری نمایید .  پس از آماده .3

 کنترل ها 

 .استفاده شود DNA. نمونه: از محتویات اسید نوکلئیک حاصل از استخراج 1

 .شود: همواره یک نمونه کنترل منفی حاوی آب بجای نمونه استفاده (NTC). کنترل منفی ۲

 کیت بجای نمونه در یک واکنش استفاده گردد. استاندارد: از (STD) استاندارد. 3

 نمونه و نگهداری آماده سازی 

، DNAرا با استفاده کیت تخلیص  DNA باید HCDNAمقدار  نییو تع صیتشخ به منظور .1

 فوژیسانتر g1300-800در قهیدق 5را به مدت واکسن نمونه  قبل از استخراج، .استخراج نمایید

 . و از سوپ رویی جهت استخراج استفاده کنید جدا شدهعوامل مزاحم  تا دیکن

 ، PCRحضور افزایش غلظت مهار کننده های واکنش توانند به دلیل نتایج منفی کاذب می  .۲

حضور آلوم و یا  ،و یا غلظت کم نمونه نمونه نامناسب انتقال ، غیر استاندارد DNAاستخراج 

 ناشی گردد.  دیگر مهارکننده های

 

 تر نگهداری شوند.گراد یا پاییندرجه سانتی -۲0شده باید در دمای  اسیدهای استخراجنوکلئیک .6

قابل استفاده برای آزمایش  تر فریز نشده استیا پایین و ۲0-در دمای که  ای DNA ونهنم .7

 باشد. نمی

 پزشکی چاپ پنجم -ایمنی زیستی در آزمایشگاه های میکروبیولوژی و زیست 

http://www.cdc.gov/biosafety/publications 

 
 

 کنترل داخلی 

 امر به کاربر نیاست. ا شده هیته ییکننده نهامصرف یبرا یداخلکنترل کیبه همراه  تیک نیا

 PCRکننده را چک کند و هم احتمال وجود مواد مهار صیتخل ندیتا هم فرآ دهدیم اجازه یینها

 میکرولیتر 0.1 را به مقدار تیموجود در ک یداخلحالت کنترل نیا ر. به طور کل ددینما یرا بررس

مثال اگر ژنوم  یبرا. شود یاضافه م HCDNA ییاز حجم حل کردن نها میکرولیتر 1به ازاء هر 

http://www.cdc.gov/biosafety/publications/
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به  مربوط نمونه ی واکسن صیهنگام تخلدر دیبا مکنییمآب حلمیکرولیتر 50را در  شدهصیتخل

افه حجم کنترل اض گرید انی. به بمی شود افهاض یکنترل داخلمیکرولیتر 5 نمونه ی واکسن آن به

به طور  ی توانرا م یکنترل داخل نی. ای باشدم یینها (Elution)الوشن  زانیاز م یشده تنها تابع

 ای زیل به بافر یاخلدکردن کنترلاست که اضافهذکرنکته قابل نیاضافه نمود. ا زیبه بافر ل میمستق

 چیبه ه یداخل کنترل نی. همچنردیگصورت  به صورت تازه دیبا نمونه ی واکسنو  زیمخلوط بافر ل

 توانیم نیمچنه .اضافه شود زیل بافر ابیو در غ میبه خود نمونه به صورت مستق دیعنوان نبا

 یبر رو یگونه کنترل چیحال ه نیاضافه کرد که در ا PCRمرحله  یط را تنها در یداخل کنترل

 میکرولیتر14به  یداخل کنترل میکرولیتر 1حالت  نینخواهد داشت. در ا وجود صیمرحله تخل

MasterMix-HcDNA از میکرولیتر  6 بامیکرولیتر  14 مقدار مخلوط نیاضافه شده و سپس از ا

 .دی گردشده مخلوط م صینمونه تخل

 

 سازیآماده

 آماد سازی با دو روش صورت میگیرد :

 ریمقاد د،یاکردهاضافهیآماده سازمراحل یط و مرحله استخراجرا در یداخلکنترل کهیدر صورت .1

آماده ریزجدول طبق تستهر برایرا  برای هر واکنش MasterMix یآماده ساز یلازم برا

 یواکنش، ابتدا نمونه کنترل منف یهاوبیها و انتقال آن به تمحلول یپس از آماده ساز  .دیکن

(NTCرا آماده کن )یکنترل منف وبیاز آب بدون نوکلئاز را به ت تریکرولیم 6کار،  نیا ی. برادی 

 تریکرولیم 6و  استاندارداز نمونه  تریکرولیم 6 ،نمونه هود مختص. پس از انتقال به دییاضافه نما

را در دستگاه  هاوبی. سپس تدییمربوطه اضافه نما یهاوبیرا به ت HCDNA یهااز نمونه

 .دیکن یگذارها را نامقرار داده و نمونه کلریترمال سا

 

 

Number of Reactions (rxns) Volume 

Master A 14µl 

Sample or Control 6 µl 

FinalVolume 20 µl 
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 یکنترل برا کیاستفاده شود، اما نه به عنوان  RT-PCRکنترل مهار  کیبه عنوان  ICاگر از  .۲

 توضیح تهیه نمایید:را مطابق  Master Mixنمونه،  یروش آماده ساز

کنید و به آرامی اضافه  Aمستر  µl14 ه برا  یاز کنترل داخل میکرولیتر 1 ابتدا حالت نیدر ا 

 .نمایید برای هر واکنش استفادهمیکرولیتر  14 ، میزانمخلوط نیسپس از ا پیپتاژ نمایید.

 سپس به روشی که در بالا ذکر شد نمونه اضافه می شود.

Number of Reactions (rxns) Volume 

Master A+ IC 14µl 

Sample or Control 6 µl 

 FinalVolume  20 µl 

 No Template Controlنکته: لازم به ذکر است که در هر بار انجام تست یک لوله به عنوان 

(NTC) .بر اساس جدول فوق در  باید گذاشته شودNTC  به جای نمونه استخراج شده آب استفاده

 \برای کنترل آلودگی واکنش کاربرد دارد.  NTCشود. تیوبمی

 برنامه ریزی دمایی 

 ینشر فیشود. سنجش ط فیدستگاه تعر یبرا ریز ییبرنامه دما دیت بابه منظور انجام تس

(Acquisitionبا )مربوط به س دی( از ژنوم  یافتیدر گنالیهم در کانال سبزHCDNA و هم در )

 ( انجام شود. یاز کنترل داخل یافتیدر گنالی)مربوط به س یکانال نارنج

 آورده شده است. ریهر قسمت در کادر ز ییدما ریمقاد

 گردد. میتنظ زیسنجش فلورسنت ن فیط یبرا دیدستگاه با ،ییدما فیعلاوه بر تعر

 Temperature Hold Cycle 

Pre-Denaturation 95 °C 3 min 1 

Denaturation 95 °C 15 sec 

40 Annealing and Acquisition 

on 

Channel Green and Orange 

58°C 40 sec 
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 ران انجام شده شرایط زیر را داشته باشد:پس از انجام ریل تایم، توجه نمایید که 

 

Specification 
R2 > 0.99 

PCR Efficiency 100% ± 10% 

Precision ≤ 10% CV 

 آنالیز نتایج

 تخلیص شده HCDNAمیزان ژنوم تعیین 

کاملا  HCDNAمقدار ژنوم شده با نمونه تخلیص معادل یک کیت این شده دراستانداردهای تامین

 14با از ژنوم تخلیص شده  میکرولیتر 6مشخص است. از آنجا که از هر نمونه تخلیص شده مقدار 

های استاندارد شود باید همین روند به طور مشابه برای نمونهمخلوط می MasterMix از میکرولیتر

در کیت در هر بار انجام  موجوداستاندارد  چهارنیز اعمال گردد. برای ترسیم منحنی استاندارد هر 

منحنی استاندارد  بتوان به واسطه های مجهول مورد آنالیز قرار گیرد تاتست باید به همراه نمونه

امر باید استانداردها انجام این گردد. برایهای مجهول تعییندر نمونه HCDNA میزانشده کشیده

تعریف شوند و مقدار معادل استاندارد بر اساس فرمول زیر محاسبه برنامه  عنوان استاندارد در به

باشد. می ng/µlاستانداردهای تامین شده در کیت به صورت  نرم افزار دستگاه وارد شود. درشده و 

 :از رابطه زیر استفاده کنیدموجود در واکسن  HCNDAمقدار   تعیینبرای 

Final Residual DNA (ng/ µL)  =
Volume (Eluate)[µl] 𝑋 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 𝐷𝑁𝐴 [

𝑛𝑔
µl

] 

Sample Input [µL]
 

 

  در نهایت میزانFinal Residual DNA  در میزان نهایی دوز واکسن ضرب کنید تاFinal 

Residual DNA .به ازای هر دوز مشخص شود  

 ام تست انجکانالها را بررسی نمایید تا از صحت باید نتایج  تعیین غلظت آنالیز انجاماز  قبل

 :اطمینان حاصل نمایید
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 .کاملا مشخص است (A.FAM=green)سیگنال فلورسانس در کانال  -1

 HCDNAحاوی  نمونه ی واکسنمثبت است و نمونه تخلیص شده از  HCDNAنتیجه تست برای 

اهمیت ندارد زیرا در صورت  Orangeبوده است. در این حالت، وجود سیگنال فلورسانس در کانال 

تواند بسیار ضعیف باشد یا می Orangeسیگنال درکانال  HCDNAبالا بودن غلظت اولیه ژنوم 

در این حالت می توانید آنالیزهای تعیین غلظت را انجام دهید و میزان   اصلا وجود نداشته باشد.

DNA .باقیمانده را گزارش نمایید 

شود. در همین مشاهده نمی (A.FAM=Green channel) کانالهیچ سیگنال فلورسانسی در  -۲

این حالت نشان  .مربوط به کنترل داخلی قابل مشاهده استOrange حین سیگنال در کانال 

باشد. همچنین مثبت بودن سیگنال حاصل می واکسندر نمونه  HCDNAدهنده عدم وجود 

 کند.را منتفی می  PCRوجود هر گونه مهار کننده واکنش Orangeاز کانال 

 .قابل مشاهده نیست Orangeو کانال A.FAM هیچ سیگنال فلورسانسی در کانال -3

احتمال وجود مهارکننده  .توان انجام داددر این حالت هیچ گونه نتیجه گیری در مورد تست نمی

 تست باید دوباره تکرار شود.در تست شما وجود دارد. بنابراین 

 برای پشتیبانی فنی لطفا با تلفن های شرکت تماس حاصل فرمایید . 
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 گروه سین مورو-شرکت فناوری بن یاخته 

 متری سعادت آباد، ۲4سعادت آباد، میدان فرهنگ، بلوار دفتر مرکزی : تهران، 

 ، شرکت فناوری بن یاخته9خیابان حیدرنیا )دوم شرقی(، پلاک 

پشتیبان فنی :    ۲۲08۲1۲0تلفن :   1997775555کد پستی : 

093018۲1601 

  0۲1۲۲08۲1۲0تلفن های تماس :  

Web Site: www.Senmurv.co            Email: info@senmurv.ir 

 

 

 

 پشتیبان فنی 

 برای پشتیبانی فنی لطفا با تلفن های شرکت تماس حاصل فرمایید . 

 نشانه ها 

 

 اطلاعات تماس

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Research Use Only  برای مصارف پژوهشی 

 Catalog Number کد کالا  
Batch Number  شماره بچ تولید شده 

 

Temprature Limitation  محدودیت دمایی 
 

Concult Instructon For Use  مطالعه دستورالعمل 

 Content sufficent for <n> tets تعداد تست 

 Use by  تاریخ انقضا 

 Manufacturer آدرس 


