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 شماره رفرانس

• BONTG-24 

• BONTG-96 

 

 شرح کیت 

ساخته شده است. این   Real-Time( به صورت PCRای پلیمراز )این کیت بر اساس واکنش زنجیره

تشخیص   برای  گوندیمحصول  شد   توکسوپلاسما  تهیه  آزمایشگاهی  شرایط  است.در  نتایج   ه 

های بالینی یا آزمایشگاهی تفسیر  آمده توسط این محصول باید همراه با سایر دادهدستتشخیصی به 

 شوند.

 اصول

-میآن مناطق خاص ژنوم  ریتکث( بر اساس PCR) مرازیپل یارهیپاتوژن توسط واکنش زنج صیتشخ

از طر  ریمحصول تکث  Real-Time PCR. در واکنش  اشدب . شوندیم  ییفلوروسنت شناسا  قیشده 

محصولات در   صی( تشخReal-Time)به صورت    PCRواکنش    نیمشاهده شدت فلوروسنت در ح

 .سازدیممکن م PCR یواکنش پس از اجرا یهاکردن مجدد لوله به باز ازیرا بدون ن ریتکث حال

 اطلاعات پاتوژن  

است که قدرت آلوده  یدرون سلول یانگل اجبار کی (Toxoplasma gondii) یتوکسوپلاسما گوند

عفونت در سراسر  است. این  انسان و دام نیمشترک ب یماریبو عامل  کردن انواع مهره داران را دارد

فونت  این انگل باعث ع.  مبتلا هستندانگل    نیاه  ب  یانسان  تیدرصد جمع  30حدود  و  است    جیجهان را

توکسوپلاسما  توکسوپلاسما عفونت  شود.  ب  می    ی مادرزاد  یهابیآس  و  تینیورتیکور  یماریباعث 

افرادشودیم  زری و اختلالات س  یکروسفالیم  ،یمانند اختلالات مغز   ، یمنیا  ستمیس  با ضعف  . در 

می عضو، عفونت توکسوپلاسما  وندیپدریافت کننده  ایو  یدرمانیمی، تحت شایدزیان به مبتلا  مانند

عدم تعادل و تشنج،    ،ی جیجمله سردرد، گ  عفونت از  دتری شد  یها علائم و نشانه و    فعال شودتواند  

  هیشبک دیاز التهاب شد یناش دید یباشد، تار  ه یالرذات ایسل  ه ی که ممکن است شب یویمشکلات ر

 .شود جادیچشم در نوزادان ا
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عقب   باعث  تواندیکه مزیرا  دارد    تیاهم بسیار  باردار  یهادر خانم  یبه توکسوپلاسما گوند  یآلودگ

نوزادان  شود  نیجنسقط  ای  ییمرده زا،  ن یجن  یماندگ ابتلا  یو   اثر  ا  یکه در  به  انگل زنده   نیمادر 

و    یرقانپوست و    یمانند، تشنج، بزرگ شدن کبد و طحال، زرد  یاحتمالًا با مشکلات جد  مانندیم

شد ت  دی عفونت  فقط  هستند.  روبرو  نوزادان  یکم  عدادچشم  علائم   یاز  دارند،  توکسوپلاسموز  که 

م  یماریب نشان  تولد  بدو  از  نوجوان  ی نوزادان  اکثرو    دهندی را  تا  هستند  آلوده  بالاتر    سنین  ا ی  یکه 

کاهش شنوا  یعلائم دچار  است  اما ممکن  چشم   یجد  یهاعفونت  ا ی  یذهن  یناتوان  ،ییندارند، 

 . باشند

 محتویات کیت  

Title 
24 Tests 96 Tests 

Volume per Vial Volume per Vial 

TG Master 360 μl/tube × 1 720 μl/tube × 2 

Positive Control 150 μl/tube × 1 300 μl/tube × 1 

Internal Control 250 μl/tube × 1 500 μl/tube × 1 

 

 و انتقال کیت  نگهداری 

دمای ✓ در  باید  کیت  این  محتویات  سانتی  -20کلیه  در  گراد  درجه    ، گرددنگهداری  یتاریکو 

 .خشک استفاده نماییدو یخ با درب جایی کیت از یونولیتبه منظور انتقال و جابه همچنین 

   جدا خودداری نمایید.ساعت  بیشتر از یکگراد سانتی درجه  4 دمایکیت در نگهداریاز  ✓

 ( را دارد. Frozen Ice Pack) زدهخی یهابسته  یروبه حمل بر ازین تیک نیا ✓

در ✓ موجود  مواد  تار  تیک  همه  همان  خیتا  روانقضا،  که  بسته   یطور  محصول    یبند برچسب 

 .هستند داریمشخص شده پا طیمشخص شده است، در شرا

چرخه  ✓ انجماد  یهااز  و  ذوب  کاهش    رایز  دیکن  یخوددار (Freeze-Thaw) متعدد  سبب 

 .شودیم تیک ییعدم کارا جه یو درنت تیحساس

 .دیکن یرطوبت خوددار ایدر معرض نور، گرما  تیک یاجزا میاز قراردادن مستق ✓
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. پس از ذوب دی( ذوب کنگرادیدرجه سانت 25تا  15اتاق ) یاستفاده در دماها را قبل از معرف ✓

مواد موجود در ک به طور مختصر  لوله   ت،یشدن  مواد   دیتا مطمئن شو  نمایید  اسپینها را  که 

 اند. مخلوط شده کنواختیبه طور  تیموجود در ک

شود:  دهید رکتوسط کاربر تدا دیکه با ازیمورد ن زاتیمواد و تجه

 نمونه از  DNA  کیت استخراج .1

 نوك سمپلر فیلتردار و  مختلف یهااندازه در تنظیم سمپلر قابل .2

 سانتریفوژ رومیزي  .3

 بلوك خنك کننده  .4

 درصد  10وایتکس .5

 گان و دستکش   .6

 Cycling Green, Cycling فلوروسنت مخصوص یهاکانال با قابلیت خوانش در   دستگاه .7

Orange 

 مورد استفاده دستگاه زافزانرم .8

 مناسب دستگاه مورد استفاده  و کپ پیاستر .9

 نکات احتیاط عمومی 

 دستورالعمل را با دقت بخوان .1
ً
 دیآشنا شو تیک  یو قبل از استفاده محصول با تمام اجزا  دیلطفا

 یدستورالعمل را دقکار نیحو در
ً
 . دیدنبال کن قا

 قبل از استفاده، ابزارها ✓
ً
ها  را با آن ندیآو فر  دیکن یسازگار را بررس Real-Time PCR ی لطفا

 .دیجلو ببر

 .دیاستفاده نکن  ءانقضا خیپس از تار تیک یاجزا ای تیاز ک ✓

 . دیاستفاده نکن یگریاز ماده د شیآزما تیدر ک ✓

 کنید.  استفاده RNase & DNase free و لترداریف یاز سرسمپلرها .2

آماده  و  ینگهدار  از محل  کاملا جدا  یمحل  در  دیبا  ،گرفته شده  هاینمونه   صی تخلو    ینگهدار .3

 .ردیورت پذ مسترمیکس ص یازس

 .اتاق ذوب شود یبه طورکامل در دما دیقبل از شروع کار با تیک ازیهمه مواد مورد ن .4
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از ذوب شدن، کل .5 به خوب  ه یبعد  به   دیینما  پتاژیپ  ی مواد را  ادیکن  نیاسپ  طور مختصرو  امر    نی. 

 .شودی م ه یطورکامل توصزمان به  یط در تیک کاهش عملکرد از یریجلوگ یبرا

انجام   (Cooling Box)سرد هایجعبه   ای  خی  یبر رو  دیبامسترمیکس   ه یتمام مراحل مربوط به ته  .6

به سرعت   دیاز آن با ازیبعد از برداشتن مقدار مورد نمسترمیکس  مربوط به  یشود. استوک اصل

 .منتقل شود زریبه فر

هاي  عینك مصرف، و  یکبار آزمایشگاهي، دستکش  مناسب  روپوش  شیمیائي،  کار با مواد  هنگام .7

 محافظ داشته باشید. 

مثبت  جادیکه ممکن است باعث ا یاز آلودگ یر یجلوگ یکنترل مثبت است. برا یحاو تیک .8

 .دیکاملا جدا کن تیمواد موجود در ک ریکاذب شود، کنترل مثبت را از سا

9. PCR دیکار را با دقت انجام ده ندیآفر  متقابل است، پس یحساس به آلودگ اریبس. 

  دیها بادستکش ،یاز آلودگ یریجلوگ یبرا ت،یها و مواد موجود در کهنگام کار با نمونه  .10
ً
مرتبا

 .شوند ضیتعو

  تیها و مواد موجود در ک. هنگام کار با نمونه دیاستفاده کن یجداگانه و اختصاص یهاپیاز ت .11

 .دیاستفاده کن DNA و RNA یاز ورود آلودگ یریجلوگ یدار برالتر یف یها پیکروتیاز م

 لوله  .12
ً
. دی ندازیدور ب  یدرست  کرده و به   یبندبسته مصرف  کباریرا با دو دستکش   PCR یهالطفا

 .دیباز نکن تکثیرپس از را  PCR یهالوله 

 .ف بپرهیزیدمصر  کباریمواد  از استفاده ی مجدد .13

دور   یدرست  به   دیها بااستفاده شده و زباله   تیند، که اشداستفاده    که بلا  تیکمواد موجود در .14

 .انداخته شوند

 تکسوای  و  ٪75اتانول    اسپریرا با    زاتیو تجه  هاپتیپ  د،یکن  پاککار را    محل  ش،یپس از آزما .15

 .دیکنتمیز  10٪

 ها  هشدارها و محدودیت

بر اساس اصول   .1 باید  آزمایش  آموزش دیده دارای پوشش   GLP1تمامی مراحل  توسط پرسنل 

آزمایش  2(PPE)حرفه ای و محافظ   نمونه انجام شود.  بر  بالینی  باید در هود  های  های عفونی 

 
1 Good Laboratoty Practice 
2 Personal Protective Equipment  
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دو   محیط    (Class II Biological Safety Cabinet)کلاس    مطابق  )  BSL-2در 

 Interim Laboratory Biosafety Guideline For Handling and Processingدستورالعمل:

Specimen Associated ) .انجام شود 

درصد تمیز    10شود هود و یا استیشن مورد استفاده قبل و بعد از کار با وایتکس  پیشنهاد می .2

 زده شود.   UVشود و همینطور بعد از کار لامپ 

جدا   کنترل مثبتاضافه کردن نمونه و  از فضای  سازی مخلوط واکنش  شود آمادهپیشنهاد می .3

 زیرا ممکن است نتایج مثبت کاذب به وجود آید. باشند 

 سازی مخلوط واکنش، آن را در تاریکی نگهداری نمایید. آمادهپس از  .4

 

 ها کنترل

 .استفاده شود DNA . نمونه بیمار: از محتویات اسید نوکلئیک حاصل از استخراج1

 .: همواره یک نمونه کنترل منفی حاوی آب بجای نمونه استفاده شود(NTC). کنترل منفی  2

 .واکنش استفاده شود یک نمونه در یجابه  تیمثبت ک(: از کنترل PTCکنترل مثبت ). 3

 

 گرفته شده  یهانمونه  ینگهدار

  ی نگهدار  یو برا  گرادیدرجه سانت  8تا    2با محدوده دما از    خچالیساعت در    8کمتر از    تواندیم  نمونه 

 شود.  یمنجمد شده و نگهدار گرادسانتی درجه  -20 یدر دما دیبا ،آن مدتیطولان

 

 ت یک یانقضا خیتار

 جعبه محصول درج شده است.  یبر رو تیک یانقضا خیتار

 ی تداخل عوامل

EDTA (0.5M)  ،HCl (1N) دانه )1µl)  سیلی س  یها،  خون   ،)1µl( اوره  در    40(،    100گرم 

  ی کنند. وجود مهارکننده در واکنش با ژن کنترل داخلیرا مهار م  شیعملکرد آزما  ز ی( و بافر لتریلیلیم

 است.  یابیقابل رد
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 د یاس کی نوکلئ یسازخالص

 یهابازار مطابق پروتکل در موجود  DNAستخراج  ا  یهاتیتوسط ک  دیبا  کینوکلئ دیاس  یجداساز 

 خاص انجام شود.   ینیمواد بال یجداساز 

 استخراج شده باشد.  بافت یا سوابهای نمونه  شده از جدا یهااز سلول دینمونه با مواد

 گنجانده نشده است.  تیک نیدر ا DNAاستخراج  تیک

 (Internal Control)کنترل داخلی

به کاربر اجازه   امر  این  برای مصرف کننده تهیه شده است.  به همراه یک کنترل داخلی  این کیت 

 را بررسی نماید.   PCRدهد تا هم فرآیند تخلیص را چک کند و هم احتمال وجود مواد مهار کننده  می

به ازاء    µl 0.2در این حالت کنترل داخلی موجود در کیت را به مقدار ترل فرآیند استخراجبه جهت کن

تخلیص  نوکلئیک اسید  شود. برای مثال اگر  اضافه مینوکلئیک اسید    نهایی  لاز حجم حلا  1µlهر  

کنترل داخلی اضافه کنیم.    10µlبه آن  نمونه  کنیم باید در هنگام تخلیص  آب حل می  50µlشده را در  

باشد. نهایی می (elution)به بیان دیگر حجم کنترل داخلی اضافه شده تنها تابعی از میزان الوشن 

 نمونه توان به طور مستقیم به بافر لیز اضافه کرد و یا آن را به مخلوط بافر لیز و  این کنترل داخلی را می

ه کردن کنترل داخلی به بافر لیز یا مخلوط بافر لیز و  اضافه نمود. این نکته قابل ذکر است که اضاف

باید به صورت تازه صورت گیرد. همچنین کنترل داخلی به هیچ عنوان نباید به خود نمونه به    نمونه 

توان کنترل داخلی را تنها در طی مرحله  صورت مستقیم و در غیاب بافر لیز اضافه شود. همچنین می

PCR  برای هیچ گونه کنترل بر روی مرحله تخلیص وجود نخواهد داشت.    تاضافه کرد که در این حال

از این     µl 15راضافه شده و سپس مقدا  master mixاز    µl 15از کنترل داخلی به   1µl این منظور

  کنترل داخلی ، PCR در صورت موفق بودنگردد. از نمونه تخلیص شده مخلوط میµl 10 با  مخلوط 

 سیگنال می دهد. نارنجیدر کانال     CT<34در
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 سازی  آماده

لوله .  1 لوله آن   اتیتا محتو  دیبگذار  خی  رک ی  ها را روابتدا  بافر واکنش، پرایمر هاها ذوب شوند و  ی 

جهت آماده سازی نمونه ها طبق جدول  .دیکنسپس اسپین و  پیپتاژ یآرامو کنترل مثبت را به   پروب

 . (1)جدول  زیر اقدام نمایید

 

 

 

 

 

 IC. آماده سازی واکنش بدون 1جدول 

 

   کنترل داخلی. چنانچه  2
ً
از میکرولیتر    15را در حین استخراج وارد کرده اید، به هر لوله مستقیما

Master Mix  TG   یهابه لوله PCR در زمان  کنترل داخلی را    چنانچه   .دیاضافه کنPCR    می خواهید

 و سپس   کنیداضافه    مسترمیکساز    µl 15به را  از کنترل داخلی   1µl ،  کنیداضافه   مسترمیکس به 

 (. 2)جدول  دیاضافه کن  PCRیهابه لوله از این مخلوط را    µl15مقدار 

 

 

 

 

 

 

 ICبا   آماده سازی واکنش. 2جدول 

 

اس  تریکرولیم  5  مقدار .3  نمونه  به   تریکرولیم  5  ایشده  استخراج    کی نوکلئ  دیاز  را  مثبت  کنترل 

لازم است همه  PCR ه یته  نی. در حدیمخلوط کن  نگیپتیجداگانه اضافه کرده و با پ PCR یهالوله 

  نترل عنوان ک به   توانیم  یمنف  ینیبال شوند. از مواد  ینگهدار  گرادیدرجه سانت  8تا   2  یاجزا در دما

 (. 3)جدول  استفاده کرد یمنف یجداساز 

 IC بدون  جدول نحوه آماده سازی واکنش

15 µl TG Master 

15 µl Total Volume 

 IC ا ب  جدول نحوه آماده سازی واکنش

15 µl TG Master 

1 µl IC Control 

15 µl Total Volume 
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 . آماده سازی واکنش 3جدول 

شده   دیمطابق مشخصات برنامه ق دیو اجازه ده دیآنها را داخل دستگاه قرار ده د،یها را ببند. لوله 4

 . دیمراقب باش اریبس ینیمواد بال ایشوند. هنگام استفاده از کنترل مثبت  ریدفترچه تکث نیدر ا

های بیمار  کردن مستر واکنش و نمونه . در این مرحله، بهتر است از فضاهای جداگانه برای اضافه 5

باشید که در ویال باز  استفاده کرد و همچنین در نظر داشته  آلوده  کنترل مثبت را تنها در زیر هود 

 کنید.

شود.  گذاشته   دیبا No Template Control  (NTC)عنوان    لوله به   کیدر هر بار انجام تست  نکته: 

واکنش کاربرد   یکنترل آلودگ یبراکه  شودآب استفاده می از جای نمونه استخراج شده به  NTCدر 

 دارد. 

 برنامه دمایی  

برا شده است.   Orangeو    Green  کانالدو    یدارا Real-Time PCR یهادستگاه  یدستورالعمل 

تنظ از  برنامه میپس  مطابق  دستگاه  انداز  ر،یز کردن  راه  را  کواکنش  از  در  .دینی  استفاده  صورت 

  ی آگاه  ی . برادی( را حذف کنPassive Refrence)یداخلرفرنسرنگنه یگز  ABI StepOneدستگاه  

هر   ییدما  ری. مقاددیبه کاتالوگ دستگاه مراجعه کن  Rotor Geneکانال در دستگاه    فیاز نحوه تعر

 آورده شده است.  بعد 4جدول قسمت در 

Title Temperature Hold Cycle 

Pre-Denaturation 95 °C 4 min 1 

Denaturation 95 °C 15 sec 

45 Annealing and Acquisition on Channel 

Green and Texas RED 
58°C 60 sec 

 . مقادیر دمایی 4جدول 

Volume Title 

15 µl Master mix 

5 µl Sample/PTC/NTC 

20 µl Total Volume 
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 در دستگاه ها تعریف طیف سنجش فلورسنت   

 Rotor-Geneدستگاه 

 .(1)شکل  را انتخاب کنید Gain Optimizationی گزینه  Rotor-geneبدین منظور در دستگاه 

 دستگاه . تنظیمات 1شکل 

 

گزینه  انتخاب  با  صفحه  این  هر  Optimise Acquiringی  در  و  دو    برای  سبز    نارنجی کانال 

 . (2)شکل  فرض دستگاه( انتخاب شود)حالت پیش 10تا  5از  Target sample rangeیبازه

 . تنظیمات دستگاه 2شکل 

 

 باید برمبنای تیوب اول انجام شود دستگاه   Gainهمچنین 
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از   بازه پس  گزینه انتخاب  کانال،  هر  برای  مناسب   Perform Optimization Before 1stیی 

Acquisation (3)شکل  را انتخاب کرده، و پنجره را ببندید. 

 

 

 . تنظیمات دستگاه 3شکل 

  Rotor-Gene نتایج آنالیز 

کانال  هر آنالیز نتایج توسط نرم افزار مربوطه و بر اساس دستورالعمل دستگاه انجام شود. در  .1

 قرار دهید.  0.02ی ، آستانه را در بازه رنگی

 را انتخاب نمایید.  Slope Correctی گزینه Quantitation Analysisاز پنجره  .2

 :(5)جدول  کرد ریتفس ریرا به صورت ز ج ینتا دیبا لیزآناقسمت  از در مرحله بعد

 

ثبت است و م  TGنتیجه تست    .املا مشخص است ک   Greenهای  سیگنال فلورسانس در کانال   .1

  .بوده است TGحاوی  ،نمونه نمونه تخلیص شده از 
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در همین حین سیگنال در    شود.مشاهده نمی  Greenهای  هیچ سیگنال فلورسانسی در کانال  .2

. در  باشدمی  34تا  28بین   CT وی مربوط به کنترل داخلی دارای منحنی سیگمویید نارنجی کانال  

 .نمونه منفی در نظر گرفته می شوداین حالت 

نیست   Orange  و Green هیچ سیگنال فلورسانسی در کانال   .3 این حالت هیچ    .قابل مشاهده  در 

 تست باید دوباره تکرار شود. .توان انجام دادمورد تست نمیگونه نتیجه گیری در 

Result Orange(IC) Green (TG) 

TG -Positive +/- + 

TG -Negative + - 

Invalid - - 

 . آنالیز نتایج 5جدول 

 

 

 تیکال حساسیت آنالی

 0.1تا    10  رقت استاندارد از   ی سر  یک،    Senmurv TG PCR  یتک  یلیتحل  یتحساس  یینتع  یبرا

با   یبدر ترک TGشد. ژن  یلو تحل یه تجز Rotor-Gene Q یشد و رو یمتنظ یکرولیترمعادل ژنوم بر م

  یل و تحل یه با تجز یجانجام شد. نتاآزمایش تکرار  8در  و روز مختلف 3در  Senmurv TG PCR یتک

به  Rotor-Gene Q دستگاهدر  Senmurv TG PCR یتک یلیتحل یصشد. حد تشخ یینتع یتپروب

در هر     Copy/reaction 5لود پاتوژن  ٪95احتمال  به که  بدین صورت   می باشد؛1Copy/µl   میزان

 گردد. می شناسایی تست 
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 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 

 گروه سین مورو - شرکت فناوری بن یاخته  

خیابان حیدرنیا   متری سعادت آباد،   24ان، سعادت آباد، میدان فرهنگ، بلوار  تهر دفتر مرکزی :  

ک    ، شرکت فناوری بن یاخته 9)دوم شرقی(، پلا

 09301821601پشتیبان فنی :      22082120تلفن :     1997775555کد پستی :  

   02122082120   تلفن های تماس : 

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

 

 


