
  RT-PCR  - Version 01با روش  IBDVرچه راهنمای کیت شناسایی و سنجش کیفی ویروس تدف

  تیشرح ک

شده و  هیته یشگاهیآزما طیدر شرا صیتشخ یمحصول برا نیاست. ا¬شده¬ساخته  Real-Timeبه صورت (PCR) مرازیپل یارهیبر اساس واکنش زنج تیک نیا -

 ریتفس یاهشگیآزما ای ینیبال یهاداده ریهمراه با سا دیمحصول با نیآمده توسط ادستبه یصیتشخ جیپرندگان نتا یعفون تیبرونش یماریب صیتشخ یبرا

 ریمحصول تکث Real-Time PCR . در واکنشباشد¬یم روسیمناطق خاص ژنوم و ریبر اساس تکث (PCR) مرازیپل یارهیپاتوژن توسط واکنش زنج صیتشخ.شوند

را بدون  ریمحصولات در حال تکث صیتشخ (Real-Time به صورت) PCR واکنش نی. مشاهده شدت فلوروسنت در حشوندیم ییفلوروسنت شناسا قیشده از طر

 .سازدیممکن م PCR یواکنش پس از اجرا یها¬کردن مجدد لوله¬به باز ازین

دار  RNA یهاروسیو یاز خانواده روس،یو نی. اشودیم جادیا IBDV روسیاست  که توسط و یمسر اریحاد و بس یماریب کی (IBD) وریط یبورس عفون یماریب -

 روسیو نی. اشودیم ینیبال یماریب جادیدر حال رشد باعث ا انیرا آلوده کند اما تنها در ماک یشترمرغ و مرغ هند بوقلمون، اردک، مرغ، تواندیبوده و م یادورشته

 .شودیم یهفتگ ۶تا  ۳در سن  ریو در موارد حاد، منجر به مرگ و م یمنیا ستمیو باعث سرکوب س کندیحمله م وسیسیفابر یسهیموجود در ک یلنفاو یهابه سلول

 پیسروتا نیا هیعل شدهیتجار یهاواکسن یدارد و تمام ییزایماریب تیخاص ۱ پیاست که تنها سروتا شده ییشناسا IBDV روسیو یبرا ۲و  ۱ پیدو سروتا تاکنون

 .اندشده هیته

 یمدفوع دفع و از راه آب، غذا و حت قیرا از طر روسیمبتلا تا دو هفته پس از ابتلا به عفونت، و وری. طشودیگذار مشاهده مو تخم یگوشت در هر دو نوع گله یماریب -

استفاده از  ایکفش و دست کارگران  اس،بل قیاز طر تواندیم یماریعامل ب نی. همچنردیگیبه سرعت گله را در بر م یماریو ب کنندیرا مبتلا م وریط ریحشرات سا

یضدعفون یهایماه در مرغدار ۴ماه در غذا و تا  ۲خود را تا  ییزایماری، قدرت بpH و به علت مقاومت بالا در برابر گرما و ابدیانتقال  هایآلوده در مرغدار لیوسا

  .کندیکوتاه بوده و در عرض چند روز پرنده را تلف م یماریب دوره .حفظ کند نشده

: از علائم عبارتند نیا نیتر. مهمدهندیم ها را نشانبه سرعت آن ماریب وریدارد که ط یادیعلائم ز یعفون بورس -

  در قسمت مقعد یزیخون ر و پرها یختگیبه هم ر،  یکزکردگ ، یحال یب ، یاسهال خون ، دیسف یاسهال آبک،  خوراک و آب عیکاهش سر، ییاشتها یب

اثر  تواندیم کیوتیبیو آنت هاتیالکترول ها،نیتامیو رینظ یتیتقو یهاها و مکملنشده است؛ اگرچه استفاده از دارو افتی یماریب نیا یبرا یدرمان موثر تاکنون -

اقدامات  نیآلوده از موثرتر یها نیگسترده زم یو ضد عفون تیکاهش تراکم جمع ،یماهگ ۳ها به خصوص قبل از جوجه ونیناسیواکس .را کاهش دهد روسیو

 .ندیآیبه شمار م رانهیشگیپ

 تیک اتیمحتو

Title 
50 Tests 25 Tests 

Volume per Vial Volume per Vial 

4x Reaction Buffer SYBRGreen 1 ml/tube × 1 500 μl/tube × 1 

20x RTase 200 μl/tube × 1 100 μl/tube × 1 

IBD-General 400 μl/tube × 1 200 μl/tube × 1 

IBD-Classic 400 μl/tube × 1 200 μl/tube × 1 

IBD-Antigenic 400 μl/tube × 1 200 μl/tube × 1 

IBD-Virulant 400 μl/tube × 1 200 μl/tube × 1 

Positive Control 100 μl/tube × 1 100 μl/tube × 1 

 

  تیو انتقال ک ینگهدار

 خشک خیبا درب و  تیونولیاز  تیک ییجا به منظور انتقال و جابه نیهمچن گردد، ینگهدار یکیو در تار گرادیدرجه سانت -۲۰یدر دما دیبا تیک نیا اتیمحتو هیکل    -

 یطور که روانقضا، همان خیتا تار تیهمه مواد موجود در ک .شود ساعت کیاز  شتریب دینبا گاه چیه گرادیسانت درجه  ۴ یدما در تیک  ینگهدار .دییاستفاده نما

 .هستند داریمشخص شده پا طیمحصول مشخص شده است، در شرا یبندبرچسب بسته

 .شودیم تیک ییعدم کارا جهیو درنت تیسبب کاهش حساس رایز دیکن یمرتبه خوددار ۳از  شی، ب (Freeze-Thaw)  متعدد ذوب و انجماد یهااز چرخه

 .دیکن یرطوبت خوددار ایدر معرض نور، گرما  تیک یاجزا میاز قراردادن مستق



تا  دیکن وژیفیها را به طور مختصر سانترلوله ت،ی. پس از ذوب شدن مواد موجود در کدی( ذوب کنگرادیدرجه سانت ۲5تا  ۱5اتاق ) یها را قبل از استفاده در دمامعرف

 .اندمخلوط شده کنواختیبه طور  تیدر ککه مواد موجود  دیمطمئن شو

  :شود دهیتوسط کاربر تدارک د دیکه با ازیمورد ن زاتیو تجه مواد

 RNA استخراج تیک .۱

  مختلف و نوك سمپلر فیلتردار یها تنظیم در اندازه سمپلر قابل  .۲

 سانتریفوژ رومیزي .۳

 بلوك خنك کننده .۴

  درصد ۱۰تکسیوا .5

  گان و دستکش .۶

  Cycling Green خوانش در کانال تیدستگاه با قابل .7

 مورد استفاده یهاافزاز دستگاهنرم .8

 و کپ مناسب دستگاه مورد استفاده پیاستر .9

 یعموم اطیاحت نکات

 دستورالعمل را با دقت بخوان
ً
 یلعمل را دقدستورا کار نیح و در دیآشنا شو تیک یو قبل از استفاده محصول با تمام اجزا دیلطفا

ً
 .دیدنبال کن قا

 قبل از استفاده، ابزارها -
ً
 .دیها جلو ببررا با آن ندیو فرآ دیکن یسازگار را بررس Real-Time PCR یلطفا

 .دیانقضا استفاده نکن خیپس از تار تیک یاجزا ای تیاز ک -

 .دیاستفاده نکن یگریاز ماده د شیآزما تیدر ک -

  RNase & DNase freeو ردارلتیف یاستفاده از سرسمپلرها -

و  ینگهدار از محل  کاملا جدا   یمحل در  دیبا PCR ها و محصولات حاصل از کنترل مار،یگرفته شده از ب  یها نمونه  یمثبت برا  مواد صیو تخل ینگهدار -

 .ردیصورت پذ MasterMix یسازآماده

 نیطور مختصر اسپ و به دیینما پتاژیپ یمواد را به خوب هیبعد از ذوب شدن، کل.اتاق ذوب شود یبه طورکامل در دما دیقبل از شروع کار با تیک ازیهمه مواد مورد ن -

 .شود یم هیطورکامل توص زمان به یدر ط تیکاز کاهش عملکرد  یریجلوگ یامر برا نی. ادیکن

بعد از برداشتن مقدار  Master Mix مربوط به یانجام شود. استوک اصل  (Cooling Box)سرد یها جعبه ای خی یبر رو دیبا MasterMix هیتمام مراحل مربوط به ته -

 .منتقل شود زریبه سرعت به فر دیاز آن با ازیمورد ن

 .هاي محافظ داشته باشیدروپوش مناسب آزمایشگاهي، دستکش یکبار مصرف، وعینک ي،یشیمیا کار با مواد هنگام -

 تیمواد موجود در ک ریمثبت کاذب شود، کنترل مثبت را از سا جادیکه ممکن است باعث ا یاز آلودگ یریجلوگ یکنترل مثبت است. برا یحاو تیک

 .دیکاملا جدا کن

- PCR دیکار را با دقت انجام ده ندیفرآمتقابل است، پس یحساس به آلودگ اریبس. 

 تعو دیها بادستکش ،یاز آلودگ یریجلوگ یبرا ،تیها و مواد موجود در کهنگام کار با نمونه -
ً
 .شوند ضیمرتبا

 و DNA  یاز ورود آلودگ یریجلوگ یبرا لترداریف یهاپیکروتیاز م تیها و مواد موجود در ک. هنگام کار با نمونهدیاستفاده کن یجداگانه و اختصاص یها پیاز ت -

RNA دیاستفاده کن. 

 لوله -
ً
 .دیرا باز نکن یفایپس از امپل PCR یها. لولهدیندازیدور ب یدرستکرده و به یبندبسته مصرف کباریرا با دستکش  PCR یهالطفا

 .دیزیمصرف بپره کباریمجدد مواد  یاز استفاده  -

 .شونددور انداخته  یدرستبه  دیها بااستفاده شده و زباله تیکه بلا استفاده شدند، ک  تیک مواد موجود در -

 .دیکن زیتم ٪۱۰ تکسیو وا ٪75اتانول  یرا با اسپر زاتیو تجه هاپتیپ د،یکن کار را پاک محل  ش،یپس از آزما -

  .زده شود UV بعد از کار لامپ نطوریشود و هم زیدرصد تم ۱۰ تکسیمورد استفاده قبل و بعد از کار با وا شنیاست ایهود و  شودیم شنهادیپ -

 جیممکن است نتا رایو اضافه کردن نمونه و نمونه کنترل مثبت جدا باشند ز یسازآماده یمخلوط واکنش از فضا یساز، آمادهRNA محل استخراج شودیم شنهادیپ -

 .دیجود آمثبت کاذب به و

  .دیینما ینگهدار یکیمخلوط واکنش، آن را در تار یسازپس از آماده -

 



  هاکنترل

 .استفاده شود RNA حاصل از استخراج کینوکلئ دیاس اتی: از محتومارینمونه ب .۱

 .نمونه استفاده شود یبجا لیآب استر یحاو ینمونه کنترل منف کیهمواره  :(NTC) یکنترل منف .۲

 .واکنش استفاده شود کینمونه در  یجابه تیاز کنترل مثبت ک :(PTC) کنترل مثبت .۳

 یتداخل عوامل

EDTA (0.5M) ،HCl (1N)سیلیس یها، دانه (۱µl)خون ، (۱µl)( و بافر لتریلیلیم ۱۰۰گرم در  ۴۰، اوره )کنند یرا مهار م شیعملکرد آزما زی. 

 دیاس کینوکلئ یسازخالص

  .خاص انجام شود ینیمواد بال یجداساز یهابازار مطابق پروتکل در  موجود  یجداساز یهاتیتوسط ک دیبا کینوکلئ  دیاس یجداساز

 .گنجانده نشده است تیک نیدر ا RNA استخراج تیاستخراج شده باشد. ک (bursal tissues) یالیتلیلنفواپ یهاشده از بافت یبردارنمونه یهااز سلول دینمونه با مواد

  یساز آماده

 .دیکن ژویفیطور مختصر سانتر و به دیکن ورتکس یآرامبافرها و کنترل مثبت را به  یهاها ذوب شوند و لولهآن اتیتا محتو دیبگذار خی رک یها را روابتدا لوله .۱

 .دیآماده کن PCR لوله ۴هر نمونه  یبرا .۲

 اضافه کنید .   20x RTaseاز محلول تریکرولیم۱. به هر لوله اضافه کنید 4x Reaction buffer SYBR Green تریکرولیم 5به هر لوله  .۳

-IBDV و IBDV-Antigenic و IBDV-Classic و  IBDV-General یها کسیاز م یکیاز  تریکرولیم 8نمونه،  کیمربوط به  یلوله ۴کدام از در هر  بیبه ترت .۴

Virulant دیاضافه کن. 

لازم است همه اجزا در  PCR هیته نی. در حدیمخلوط کن نگیپتیجداگانه اضافه کرده و با پ PCR یهاجدا شده را به لوله کینوکلئ دیاز نمونه اس تریکرولیم ۶مقدار  .5

  .شوند ینگهدار گراد یدرجه سانت 8تا  ۲ یدما

 سانتر د،یها را ببندلوله .۶
ً
وند. هنگام ش ریدفترچه تکث نیشده در ا دیمطابق مشخصات برنامه ق دیو اجازه ده دیآنها را داخل دستگاه قرار ده د،یکن وژیفیمختصرا

 .دیمراقب باش اریبس ینیمواد بال ایاستفاده از کنترل مثبت 

 نترلک الیکه در و دیدر نظر داشته باش نیاستفاده کرد و همچن ماریب یهاکردن مستر واکنش و نمونهاضافه یجداگانه برا یمرحله، بهتر است از فضاها نیدر ا .7

 .دیباز کن زیتم یمستر واکنش و فضا یسازمثبت را تنها در محل آماده

که  شودینمونه استخراج شده از آب استفاده م یجابه NTC شود. در گذاشته  دیبا No Template Control (NTC) عنوانلوله به کیدر هر بار انجام تست  نکته .8

 .دیینما لوطکرده و مخ یریگرا اندازه ریاز موارد ز یمشخص ریمقاد N ایها واکنش کاربرد دارد.بر اساس تعداد واکنش یکنترل آلودگ یبرا

  کردن الگو اضافه

 وبیاز آب بدون نوکلئاز را به ت تریکرولیم ۶کار،  نیا ی. برادی( را آماده کنNTC) یواکنش، ابتدا نمونه کنترل منف یهاوبیها و انتقال آن به تمحلول یاز آماده ساز پس

مربوطه اضافه  یهاوبیرا به ت ماریب یهااز نمونه تریکرولیم  ۶از کنترل مثبت و تریکرولیم ۶ ک،ینوکلئ دی. پس از انتقال به منطقه کار با اسدییاضافه نما یکنترل منف

 .دیکن یگذارها را نامقرار داده و نمونه کلریرا در دستگاه ترمال سا هاوبی. سپس تدیینما

 :ردیصورت گ رینمونه طبق جدول ز یآماده ساز

Title Volume 

4x Reaction Buffer SYBRGreen 5 μl 

20x RTase 1 μl 

IBD- General or 

IBD- Classic or 

IBD- Antigenic or 

IBD-Virulant 

8 μl 

Sample or Control 6 μl 

Final Volume 20 μl 

 

 د.استفاده کر  ماریب یهاکردن مستر واکنش و نمونهاضافه یجداگانه برا یمرحله، بهتر است از فضاها نی: در انکته

 

 



  ییدما برنامه

کانال در  فیاز نحوه تعر یآگاه ی. برادیکن یواکنش را راه انداز ر،یدستگاه مطابق برنامه ز کردن¬میشده است. پس از تنظ یطراحMIC  دستگاه یبرا دستورالعمل

 .آورده شده است ریهر قسمت در جدول ز ییدما ری. مقاددیبه کاتالوگ دستگاه مراجعه کن MIC دستگاه

 Temperature Time Cycle 

Reverse Transcription 50 °C 20 min 1 

Pre-Denaturation 95 °C 3 min 1 

Denaturation 95 °C 15 sec 
35 Annealing and Acquisition on 

Green Channel 
60°C 45 sec 

*Melt 

 .دییمراجعه نما ریدستگاه به پروتکل ز ماتیتنظ یبرا*

 MIC دستگاه ماتیتنظ پروتکل

 .دییاعمال نما ریرا طبق تصو ریز ماتیرا انتخاب نموده و سپس تنظ Run Profile ی نهیسمت چپ گز یاز منو ابتدا

 

 جینتا زیآنال

 .دیمناسب قرار ده یآستانه را در بازه Green یتوسط نرم افزار مربوطه و بر اساس دستورالعمل دستگاه انجام شود. در کانال رنگ جینتا زیآنال .۱

 Ct نحو که هر چه اختلاف نیبد رد؛یگیصورت م General یتوال Ct نسبت به Virulance و Classic ،Antigenic یهاانتیوار Ct اختلاف یبنابر م ج،ینتا ریتفس .۲

  .است شتریباشد ب انتیاز نوع آن وار شیمورد آزما یکه نمونه نیباشد، احتمال ا شتریب General یتوال Ct نسبت به انتیوار کی

 

  .است انتیوار نیکرد که نمونه، آلوده به هم یریگجهینت توانیم ن،یدارد و بنابرا IBDV-General یفاصله را با توال نیکمتر Variant 1عنوان مثال در شکل فوق،  به

 :کرد ریتفس ریرا به صورت ز جینتا دیبا زیاز آنال بعد

 .باشد یتمیو فاز لگار یدیگموئیس یمنحن یدارا .۱

 .خواهد شد یباشد سبب پاسخ منف ۳۰ یآمده که بالا دستبه  Ctعلاوه،خواهد بود. به ینباشد جواب نمونه منف یدیگموئیس یکه منحن یزمان .۲



واحد کمتر  ۲آن حداقل  Ct را داشته (اختلاف Ct نیوکمتر IBDV-general به Ct نیکترینزد دیبا شود،یم ییشناسا زایماریب یاصل یهیکه به عنوان سو یانتیوار .۳

 یدرجه است( در صورتیکه دما ٧٥حدود  Peak Melt ntc یتفاوت داشته باشد ) معمولا دما Peak Melt ntc نمونه باید با Peak Melt ی) باشد.دماهاهیسو ریاز سا

Peak Melt ntc یو دما Peak Melt نمونه با هم تطابق داشته باشند در صورتیکه اختلاف Ct  مربوطه  یتست معتبر است. . در ادامه شکلهاسیکل باشد،  ٥حدود

 :آمده است

 .باشد( متفاوت است یم مریپرا مری)که مربوط به دا Peak Melt Ntc محصول نمونه مثبت با Peak Melt یدما

 

 

 

 

سیکل باشد، تست معتبر  ٥حدود  Ctتلاف محصول نمونه مثبت با هم تطابق داشته باشند فقط در صورتیکه اخ Peak Melt یو دما Peak Melt Ntc یصورتیکه دما در

 است.

 

 اطلاعات تماس 

 گروه سین مورو-شرکت فناوری بن یاخته 

خیابان  متری سعادت آباد، 24دفتر مرکزی : تهران، سعادت آباد، میدان فرهنگ، بلوار 

 ، شرکت فناوری بن یاخته9حیدرنیا )دوم شرقی(، پلاک 

 ۰9۳۰۱8۲۱۶۰۱پشتیبان فنی :    ۲۲۰8۲۱۲۰تلفن :   ۱997775555کد پستی : 

  02122082120تلفن های تماس :  

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

 

 


