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 شرح کیت  

  ن یاست. ا شدهساخته   Real-Timeبه صورت  (PCR)  مرازیپل  ی ارهی واکنش زنجبر اساس    ت یک  نیا

بیماری برونشیت عفونی   صیتشخ   ی شده و برا  هیته   یشگاهیآزما  طیدر شرا   صیتشخ   ی محصول برا

ا دستبه  یصیتشخ   جی نتاپرندگان   توسط  با  نیآمده  سا  دیمحصول  با    ا ی  ینیبال  یهاداده  ریهمراه 

 د. نشو ریتفس  یشگاهیآزما

 اصول 

 ویروسمناطق خاص ژنوم    ری( بر اساس تکثPCR)  مرازیپل یارهی پاتوژن توسط واکنش زنج  صیتشخ

.  شوندیم ییفلوروسنت شناسا قی شده از طر ریمحصول تکث Real-Time PCR. در واکنش باشدمی

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

 . سازدیممکن م PCR یواکنش پس از اجرا یها کردن مجدد لولهبه باز   ازیرا بدون ن  ریتکث حال

 اطلاعات پاتوژن  

از    یکی   IBVشود.    یشناخته م  IBVکند به عنوان    یرا آلوده م  انیکه ماک  یروسیتنها کرونا و

  ی علل نگران نی از مهمتر یکی روسی و نیشود. ا یها محسوب مروسیگاماکرونا و نی شناخته شده تر

 یاستفاده م IBVکنترل   یبرا   یبه طور گسترده ا   ونیناسیشود. واکس یمحسوب م یاقتصاد یها

است.    دیتخم گذار مف  ی هم مرغ ها  ی گوشت  یسلامت جوجه ها و هم مرغ ها   ی برا  کسن شود. وا

و مرغ   یتگوش  ی مرغ ها نو یناسیجهت واکس  ینغرو  یها  ونی فعال شده در امولس  ریغ  ی هاواکسن

  ی وعن مت  اریبس   ی ها  پی ژنوت  یهاهی. سو رد یگیمورد استفاده قرار م  ی از تخم گذار  شی گذار پتخم  یها

را   یها تنها دستگاه تنفس  هیسو   نیاز ا  ی. برخرندیگیجا م  انیماک  روسیو  کرونا  یگونه  انیدر م

 یتناسل  ی مجار  ا یها    هیتوانند در سراسر بدن پراکنده شوند و کلیم  گرید  یهاهیکنند و سو یم  ماریب

 کنند. یرو آلوده م
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 محتویات کیت  

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 

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

IBV-MASS 400 μl/tube × 1 200 μl/tube × 1 

IBV-QX 400 μl/tube × 1 200 μl/tube × 1 

IBV-793B 400 μl/tube × 1 200 μl/tube × 1 

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

 

 و انتقال کیت  نگهداری 

دمای  ✓ در  باید  کیت  این  محتویات  سانتی  -۲۰کلیه  در  گراد  درجه   ،گرددنگهداری  یتاریکو 

 . استفاده نمایید خشک و یخ با درب  جایی کیت از یونولیتبه منظور انتقال و جابههمچنین 

   ساعت شود.گاه نباید بیشتر از یکهیچگراد سانتی درجه ۴  دمایکیت در  نگهداری ✓

 ( را دارد. Frozen Ice Pack) زدهخی  یهابسته یرو به حمل بر از ین  تیک  نیا ✓

محصول   یبند برچسب بسته  یطور که روانقضا، همان خی تا تار تیهمه مواد موجود در ک  ✓

 .هستند داریمشخص شده پا طیمشخص شده است، در شرا

  دیکن  یخوددار مرتبه  3، بیش از   (Freeze-Thaw)  متعدد ذوب و انجماد یهااز چرخه ✓

 .شودیم ت یک  ییعدم کارا  جهیو درنت تی سبب کاهش حساس رایز

 .دیکن  یرطوبت خوددار   ایدر معرض نور، گرما  تی ک  یاجزا میاز قراردادن مستق ✓

. پس از ذوب  دی( ذوب کنگرادیدرجه سانت  ۲5تا   15اتاق )  یها را قبل از استفاده در دمامعرف ✓

که مواد   دیتا مطمئن شو  دیکن  وژیف یها را به طور مختصر سانترلوله ت،یشدن مواد موجود در ک

 اند. مخلوط شده کنواختیبه طور    تیموجود در ک 
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شود:  دهید رک توسط کاربر تدا دیکه با  ازیمورد ن زاتیمواد و تجه

 RNAکیت استخراج  .1

 نوک سمپلر فیلتردار  و   مختلف یها اندازه در تنظیم سمپلر قابل .2

 سانتریفوژ رومیزی  .3

 بلوک خنک کننده  .4

 درصد   1۰وایتکس  .5

 گان و دستکش   .6

  Cycling Green خوانش در کانال تی دستگاه با قابل .7

 های مورد استفادهدستگاه زافزا نرم .8

 مناسب دستگاه مورد استفاده  و کپ پی استر .9

 نکات احتیاط عمومی 

  د یآشنا شو  تیک  یو قبل از استفاده محصول با تمام اجزا دیلطفاً دستورالعمل را با دقت بخوان .1

 . دیدنبال کن قاًیدستورالعمل را دق کار نیحو در

ها  را با آن ندی آو فر دیکن  یسازگار را بررس Real-Time PCR یلطفاً قبل از استفاده، ابزارها  ✓

 .دیجلو ببر 

 .دیانقضا استفاده نکن خی پس از تار تی ک  یاجزا ای تی از ک ✓

 . دیاستفاده نکن  یگر یاز ماده د شیآزما تی در ک ✓

  RNase & DNase freeو لترداریف  یاستفاده از سرسمپلرها .2

برا   مواد  صیتخلو    ینگهدار .3 از    هاینمونه  یمثبت  و محصولات  کنترل  ،بیمارگرفته شده  ها 

صورت    Master Mixی  سازآماده و  ینگهدار  از محل  کاملا جدا  یمحل  در  دیبا PCR حاصل از

 .ردیپذ

 .اتاق ذوب شود یبه طورکامل در دما دیقبل از شروع کار با   تیک  ازیهمه مواد مورد ن .4

امر    نی. ا دیکن  نیاسپ  طور مختصرو به  دیینما  پتاژیپ  یمواد را به خوب  هیبعد از ذوب شدن، کل .5

 .شودیم هیطورکامل توص زمان به  یط در تیک  کاهش عملکرد  از ی ری جلوگ ی برا
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  (Cooling Box)سرد  های جعبه  ای  خی   یبر رو   دیبا Master Mix هیتمام مراحل مربوط به ته .6

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

 .منتقل شود زریبه سرعت به فر 

های  عینکمصرف، و یکبار آزمایشگاهی، دستکش مناسب روپوش ی،یشیمیا کار با مواد هنگام .7

 محافظ داشته باشید. 

مثبت   جادیکه ممکن است باعث ا یاز آلودگ یر ی جلوگ یکنترل مثبت است. برا  ی حاو تیک .8

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

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

  دیها بادستکش ،یاز آلودگ یر یجلوگ  یبرا   ت،یها و مواد موجود در ک هنگام کار با نمونه .10

 .شوند ضیمرتباً تعو

  تی ها و مواد موجود در ک. هنگام کار با نمونهدیاستفاده کن یجداگانه و اختصاص یهاپیاز ت .11

 .دیاستفاده کن  DNA, RNA یاز ورود آلودگ یر یجلوگ  یدار برا لتریف یها پی کروتیاز م

لوله .12 دستکش   PCR یهالطفاً  با  به  ی بندمصرف بستهکباریرا  و  ب  یدرستکرده  .  دیندازیدور 

 .دیرا باز نکن  یفایپس از امپل PCR یها لوله

 .ف بپرهیزیدمصر  کباریمواد  از استفاده ی مجدد .13

دور    یدرست  به  دیها با استفاده شده و زباله  تی ند، کشداستفاده    که بلا  تیک مواد موجود در .14

 .انداخته شوند

  تکس وای   و  ٪75اتانول   اسپریرا با    زات ی و تجه  هاپتیپ د،یکن کار را پاک محل  ش،یپس از آزما .15

 . دیکن تمیز  1۰٪

 ها  هشدارها و محدودیت

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

های عفونی باید در هود  های بالینی بر نمونهانجام شود. آزمایش  ۲(PPE)حرفه ای و محافظ  

استفاده  )  انجام شود.   BSL-2در محیط    (Class II Biological Safety Cabinet)کلاس دو  

 
1 Good Laboratoty Practice 
2 Personal Protective Equipment  
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دستورالعمل:  Interim Laboratory Biosafety Guideline For Handling andاز 

Processing Specimen Associated ) 

درصد تمیز   1۰شود 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 

استخراج  پیشنهاد می .3 محل  آماده RNAشود  واکنش  ،  مخلوط  آمادهسازی  واز فضای   سازی 

نمونه و نمونه   زیرا ممکن است نتایج مثبت کاذب به  جدا باشند    کنترل مثبتاضافه کردن 

 وجود آید. 

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

 ها  کنترل

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

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

 .شود

 واکنش استفاده شود.  یک نمونه در  یجابه تی (: از کنترل مثبت کPTCکنترل مثبت ).  3

 گرفته شده   یهانمونه  ینگهدار

 شود.  یمنجمد شده و نگهدار  گرادسانتی درجه -۲۰  یدر دما دیبا  نمونه

 ت ی ک ی انقضا خ یتار

 جعبه محصول درج شده است.  یبر رو تی ک ی انقضا خ یتار

 یتداخل عوامل

EDTA (0.5M)  ،HCl (1N) دانه )1µl)  سیلیس  یها،  خون   ،)1µl( اوره  در    ۴۰(،    1۰۰گرم 

 کنند. یرا مهار م  شی عملکرد آزما زی ( و بافر لتریلیلیم

 د یاس کینوکلئ  یسازخالص

ک  دیبا  کینوکلئ دیاس  یجداساز پروتکل در موجود  یجداساز  یهاتیتوسط  مطابق    ی هابازار 

 خاص انجام شود.   ینی مواد بال یجداساز

یا سکال تانسیل   بافت مخاطی مجرای تنفسیشده از    یبردار نمونه  ی هااز سلول  دینمونه با   مواد

(cecal tonsil.باشد )  استخراج  تیکRNA گنجانده نشده است.   تیک  نی در ا 
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 سازی  آماده

های بافرها و کنترل مثبت  ها ذوب شوند و لولهیخ بگذارید تا محتویات آنرکها را روی ابتدا لوله .1

 .طور مختصر سانتریفیوژ کنیدکنید و بهآرامی ورتکس را به 

 آماده کنید.  PCRلوله  ۴. برای هر نمونه ۲

لوله  3 هر  به  کنید 4x Reaction buffer SYBR Green میکرولیتر 5.  لوله    .اضافه  هر  به 

 اضافه کنید.  20x RTaseمیکرولیتر از محلول 1

-IBVمیکرولیتر از یکی از میکس های   8ی مربوط به یک نمونه، لوله  ۴. به ترتیب در هر کدام از ۴

General   وIBV-MASS  وIBV-QX  وIBV-B/793  .اضافه کنید 

جداگانه اضافه کرده و  PCR هایمیکرولیتر از نمونه اسید نوکلئیک جدا شده را به لوله 6مقدار  .5

گراد درجه سانتی  8تا    ۲لازم است همه اجزا در دمای   PCR در حین تهیهبا پیپتینگ مخلوط کنید.  

 نگهداری شوند.  

ها را ببندید، مختصراً سانتریفیوژ کنید، آنها را داخل دستگاه قرار دهید و اجازه دهید مطابق . لوله6

واد بالینی  مشخصات برنامه قید شده در این دفترچه تکثیر شوند. هنگام استفاده از کنترل مثبت یا م

 بسیار مراقب باشید. 

های بیمار  کردن مستر واکنش و نمونه. در این مرحله، بهتر است از فضاهای جداگانه برای اضافه7

سازی  کنترل مثبت را تنها در محل آمادهاستفاده کرد و همچنین در نظر داشته باشید که در ویال

 مستر واکنش و فضای تمیز باز کنید. 

شود.  گذاشته  دیبا No Template Control  (NTC)عنوان  لوله به  ک ینجام تست  در هر بار انکته  

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

 دارد.

 .دییو مخلوط نما کرده   گیریرا اندازه ری از موارد ز یمشخص ریمقاد Nها یا تعداد واکنش اساس بر

 اضافه کردن الگو  

( را  NTCهای واکنش، ابتدا نمونه کنترل منفی )ها و انتقال آن به تیوبپس از آماده سازی محلول

میکرولیتر از آب بدون نوکلئاز را به تیوب کنترل منفی اضافه نمایید.    6آماده کنید. برای این کار،  

های  میکرولیتر از نمونه   6میکرولیتر از کنترل مثبت و  6نوکلئیک،  پس از انتقال به منطقه کار با اسید
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ها را در دستگاه ترمال سایکلر قرار داده و های مربوطه اضافه نمایید. سپس تیوببیمار را به تیوب

 گذاری کنید.  ها را نامنمونه

 آماده سازی نمونه طبق جدول زیر صورت گیرد: 

 

Title Volume 

4x Reaction Buffer SYBRGreen 5 μl 

20x RTase 1 μl 

IBV- General or 

IBV- QX or 

IBV- 793B or 

IBV-Mass 

8 μl 

Sample or Control 6 μl 

Final Volume 20 μl 

 

 

 .های بیمار استفاده کردش و نمونهکردن مستر واکنبهتر است از فضاهای جداگانه برای اضافه  :نکته 

 دمایی  برنامه 

 ر،ی ز کردن دستگاه مطابق برنامهمیشده است. پس از تنظ طراحیMIC  دستگاه یدستورالعمل برا 

به کاتالوگ دستگاه   MICکانال در دستگاه  فی از نحوه تعر یآگاه ی برا .دینی کواکنش را راه انداز 

 آورده شده است. جدول زیر هر قسمت در  ییدما ری . مقاددیمراجعه کن

 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 Channel 

Green 
60°C 45 sec 

*Melt
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 *برای تنظیمات دستگاه به پروتکل زیر مراجعه نمایید.  

 : MICپروتکل تنظیمات دستگاه   .1

ت زیر را طبق  را انتخاب نموده و سپس تنظیما   Run Profileی  ابتدا از منوی سمت چپ گزینه 

 تصویر اعمال نمایید. 
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 آنالیز نتایج 

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

 ی مناسب قرار دهید. آستانه را در بازه Greenرنگی 

 Generalتوالی    Ctنسبت به    793Bو    QX  ،Massهای  واریانت  Ct. تفسیر نتایج، بر مبنای اختلاف  ۲

  کمتر   Generalتوالی    Ctیک واریانت نسبت به    Ctگیرد؛ بدین نحو که هر چه اختلاف  صورت می

   ی مورد آزمایش از نوع آن واریانت باشد بیشتر است. ، احتمال این که نمونهباشد

 

دارد و بنابراین،   IBV-Generalفاصله را با توالی کمترین   Variant 1، فوق به عنوان مثال در شکل 

 گیری کرد که نمونه، آلوده به همین واریانت است.  توان نتیجهمی

 : کرد ری تفس  ریرا به صورت ز  ج ینتا دیبا  لیزبعد از آنا

 باشد.  یتمیو فاز لگار یدیگموئ یس  یمنحن یدارا . 1

آمده دستبه  Ctعلاوه،خواهد بود. به ینباشد جواب نمونه منف  یدیگموئیس یکه منحن یزمان.  ۲

 .خواهد شد یباشد سبب پاسخ منف 30ی که بالا

-IBVبه  Ctنزدیکترین باید  زا شناسایی میشود،ی اصلی بیماری. واریانتی که به عنوان سویه3

general کمترین وCt  اختلاف (را داشتهCt  باشد.   )هاواحد کمتر از سایر سویه ۲آن حداقل 

 Peak Meltدمای تفاوت داشته باشد ) معمولا  Peak Melt Ntcنمونه باید با  Peak Melt دمای

Ntc  دمای است( در صورتیکه درجه  75حدودPeak Melt Ntc  دمای وPeak Melt   نمونه با هم
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در ادامه  سیکل باشد، تست معتبر است.  5حدود  Ctتطابق داشته باشند در صورتیکه اختلاف 

 آمده است: شکلهای مربوطه 

)که مربوط به دایمر پرایمر می   Peak Melt Ntcبا مثبت  نمونه محصول  Peak Meltدمای 

 . است تفاوت باشد( م

 

با هم تطابق داشته مثبت نمونه محصول  Peak Meltدمای و  Peak Melt Ntcدمای در صورتیکه 

 سیکل باشد، تست معتبر است.  5حدود  Ctدر صورتیکه اختلاف فقط باشند 
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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   سعادت آباد،متری  ۲۴دفتر مرکزی : تهران، سعادت آباد، میدان فرهنگ، بلوار  

 ، شرکت فناوری بن یاخته 9حیدرنیا )دوم شرقی(، پلاک  

 ۰93۰18۲16۰1پشتیبان فنی :     ۲۲۰8۲1۲۰تلفن :   1997775555کد پستی : 

   ۰۲1۲۲۰8۲1۲۰تلفن های تماس :   

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

 

 


