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 شرح كيت 
  نياست. اشدهساخته   Real-Timeبه صورت   )PCR(  مرازيپل  يارهيواكنش زنجبر اساس    تيك  نيا

بيماري    هاي حادسويه   صيتشخ  يشده و برا  هيته  يشگاهيآزما  ط يدر شرا  صي تشخ  يمحصول برا 
پرندگان  ن ادستبه  يصيتشخ  جينتا يوكاسل  با   ن يآمده توسط  با سا  د يمحصول    ي هاداده  ر يهمراه 

 د.نشو ريتفس يشگاه يآزما اي  ينيبال

  اصول 
 ويروس مناطق خاص ژنوم    ري) بر اساس تكثPCR(  مرازيپل  يارهيپاتوژن توسط واكنش زنج  صيتشخ
.  شونديم  ييفلوروسنت شناسا  قيشده از طر  ريمحصول تكث  Real-Time PCR. در واكنش  باشدمي

محصولات در    صي) تشخReal-Time(به صورت    PCRواكنش    نيمشاهده شدت فلوروسنت در ح
 . سازديممكن م PCR يواكنش پس از اجرا يهاكردن مجدد لولهبه باز ازيرا بدون ن ريتكث حال

  اطلاعات پاتوژن 
 
و    ي خانگ  ياز گونه ها  ياريدر پرندگان است كه بس  يمسر  يروسيو  يماريب  كي  وكاسلين  يماريب

و   روسيو  هيمانند سو  يبسته به عوامل NDV كند. علائم عفونت با  يم  ريپرندگان را درگ  يوحش
دو   نيب  يماريب  نيا  يمتفاوت است. دوره كمون برا  اريبس  زبانيم   يسن و گونه ها  ،يمنيا  تيوضع

  .است روز 15تا 
در    Paramyxoviridaeتك رشته از خانواده    RNA  روسيو  كي )  ND(  وكاسلين  يماريب  عامل 

شده و ويروس    نيمع  APMV-10تا    APMV-Iاست. ده سروتيپ دارد كه از    Avulavirusجنس  
NDV    به عنوانAPMV-1  .بسياري  وحش  و  خانگي  پرندگان  هاي  گونه  از  بسياري  تعيين شده است  
كيت حاضر قادر است انواع حاد بيماريزاي خطرناك اين ويروس را   . هستند بيماري  به ابتلا  مستعد

 شناسايي كند. 

  ويروس هاي مختلف سويهي مختلف پرندگان، از طريق  ها گونه در مير  و مرگ و بيماري ميزان
پلك و التهاب و   ادم ، زياد ورم شدن، قرمز اكه ب . شود آلوده است مكنسان نيز مان.است متفاوت

 . نيست خطرناك  اما كند  مي تظاهر آنفولانزا شبيه علائم خوونريزي ملتحمه چشم وگاها 
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 محتويات كيت 

Title 
100Tests 50 Tests 

Volume per Vial Volume per Vial 

4x Reaction Buffer 500 μl/tube × 1 250 μl/tube × 1 

20x RTase 100 μl/tube × 1 50 μl/tube × 1 

NDV-Primer/Probe 100 μl/tube × 1 50 μl/tube × 1 

Nuclease Free Water 1 ml/tube × 1 1 ml/tube × 1 

Positive Control  200 μl/tube × 1 100 μl/tube × 1 

 

 و انتقال كيت  نگهداري 
 دماي در  بايد  كيت  اين  محتويات  سانتي  -2٠كليه  در  گراد  درجه    ،گرددنگهداري  يتاريكو 

  . خشك استفاده نماييدو يخ  با درب جايي كيت از يونوليتبه منظور انتقال و جابههمچنين 
 ساعت شود.گاه نبايد بيشتر از يكهيچگراد  سانتي درجه 4 دمايكيت در نگهداري   

 زدهخي يهابسته يروبه حمل بر ازين تيك نيا )Frozen Ice Pack.را دارد (  
 محصول  يبندبرچسب بسته يطور كه روانقضا، همان خ يتا تار تيهمه مواد موجود در ك

  .هستند  داريمشخص شده پا طيمشخص شده است، در شرا
  متعدد ذوب و انجماد   يهااز چرخه (Freeze-Thaw) سبب كاهش   رايز دي كن يخوددار

  .شوديم تيك  يي عدم كارا جهيو درنت تيحساس
  ديكن يرطوبت خوددار ا يدر معرض نور، گرما  تيك ياجزا مياز قراردادن مستق.  
 پس از ذوب  دي) ذوب كنگراديدرجه سانت  25تا    15اتاق (  ي ها را قبل از استفاده در دمامعرف .

كه مواد   ديتا مطمئن شو  ديكن  وژي فيها را به طور مختصر سانترلوله  ت،يشدن مواد موجود در ك
  اند. مخلوط شده كنواختيبه طور  تيموجود در ك

شود:  دهي د ركتوسط كاربر تدا  دي كه با ازيمورد ن زاتيمواد و تجه

 RNAكيت استخراج  .1

  نوك سمپلر فيلتردار و  مختلف يهااندازه در تنظيم سمپلر قابل .2
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  سانتريفوژ روميزي  .3
 بلوك خنك كننده  .4

 درصد   10وايتكس .5

 گان و دستكش   .6

  Cycling Green فلوروسنت مخصوص  يهاكانالبا قابليت خوانش در  دستگاه .7

 مورد استفاده دستگاه زافزانرم .8

 مناسب دستگاه مورد استفاده  و كپ پ ياستر .9

  نكات احتياط عمومي 
 د يآشنا شو تيك يو قبل از استفاده محصول با تمام اجزا  دي لطفاً دستورالعمل را با دقت بخوان .1

 . ديدنبال كن قاًيدستورالعمل را دقكار نيحو در

 يلطفاً قبل از استفاده، ابزارها Real-Time PCR ها  را با آن نديآو فر ديكن ي سازگار را بررس
  .ديجلو ببر

 ديانقضا استفاده نكن خي پس از تار تيك ياجزا اي تياز ك.  
 دياستفاده نكن يگري از ماده د ش يآزما تيدر ك . 

   RNase & DNase freeو  لترداريف ياستفاده از سرسمپلرها .2
  ي محل  در  ديبا PCR ها و محصولات حاصل ازكنترل  ،گرفته شده  هاينمونه  صيتخلو    ينگهدار .3

  .رديورت پذمسترميكس ص يسازآماده و ينگهدار از محل كاملا جدا
  .اتاق ذوب شود يبه طوركامل در دما د يقبل از شروع كار با  تيك ازيهمه مواد مورد ن .4
امر    ني. اديكن  نياسپ  طور مختصرو به  د يينما  پتاژيپ   يمواد را به خوب  هيبعد از ذوب شدن، كل .5

  .شوديم هيطوركامل توصزمان به يط در تيك  كاهش عملكرد از ير يجلوگ يبرا
  (Cooling Box)سرد  هاي جعبه  ا ي خي يبر رو  د يبامسترميكس   هيتمام مراحل مربوط به ته .6

به   د ياز آن با  ازيبعد از برداشتن مقدار مورد نمسترميكس  مربوط به يانجام شود. استوك اصل
  .منتقل شود زريسرعت به فر

هاي  عينكمصرف، و يكبار آزمايشگاهي، دستكش  مناسب روپوش شيميائي، كار با مواد  هنگام .7
 محافظ داشته باشيد. 

مثبت   جاد يكه ممكن است باعث ا ياز آلودگ يريجلوگ يكنترل مثبت است. برا يحاو تيك .8
 .ديكاملا جدا كن تيمواد موجود در ك ريكاذب شود، كنترل مثبت را از سا
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9. PCR ديكار را با دقت انجام ده نديآفر متقابل است، پس  يحساس به آلودگ اريبس. 

  د يها بادستكش ، ياز آلودگ يريجلوگ يبرا ت، يها و مواد موجود در كهنگام كار با نمونه .10
 .شوند ضيمرتباً تعو

  تيها و مواد موجود در ك. هنگام كار با نمونهدياستفاده كن يجداگانه و اختصاص يهاپ ياز ت .11
 .دياستفاده كن DNAو RNA  ياز ورود آلودگ يريجلوگ يدار برالتريف  يهاپ يكروتياز م

. ديندازيدور ب  يدرستكرده و به  يبندمصرف بسته كباريرا با دو دستكش   PCR يهالطفاً لوله  .12
 .ديرا باز نكن يفايپس از امپل PCR يهالوله 

 .ف بپرهيزيدمصر كباريمواد   از استفاده ي مجدد .13

بااستفاده شده و زباله  تيند، كشداستفاده    بلاكه    تيكمواد موجود در .14 دور    يدرست  به  دي ها 
 .انداخته شوند

  تكسواي  و  ٪75اتانول    اسپريرا با    زاتيو تجه  هاپتيپ   د،يكن  كار را پاك  محل  ش، ي پس از آزما .15
  .ديكنتميز  10٪

 ها  هشدارها و محدوديت
توسط پرسنل آموزش ديده داراي پوشش    GLP1تمامي مراحل آزمايش بايد بر اساس اصول   .1

هاي عفوني بايد در هود  هاي باليني بر نمونهانجام شود. آزمايش  2(PPE)حرفه اي و محافظ  
استفاده  (  انجام شود.   BSL-2در محيط    (Class II Biological Safety Cabinet)كلاس دو  

 Interim Laboratory Biosafety Guideline For Handling andدستورالعمل:از  

Processing Specimen Associated  (  
درصد تميز   10شود هود و يا استيشن مورد استفاده قبل و بعد از كار با وايتكس پيشنهاد مي .2

 زده شود.   UVشود و همينطور بعد از كار لامپ  

استخراج  پيشنهاد مي .3 آمادهRNAشود محل  آمادهسازي مخلوط واكنش  ،  و از فضاي    سازي 
نمونه   نتايج مثبت كاذب به  زيرا ممكن است  جدا باشند    كنترل مثبتاضافه كردن نمونه و 

 وجود آيد. 

 سازي مخلوط واكنش، آن را در تاريكي نگهداري نماييد. پس از آماده .4

 
1 Good Laboratoty Practice 
2 Personal Protective Equipment  
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 ها  كنترل 
  .استفاده شود RNA. نمونه بيمار: از محتويات اسيد نوكلئيك حاصل از استخراج 1
  .استفاده شود: همواره يك نمونه كنترل منفي حاوي آب بجاي نمونه (NTC). كنترل منفي 2
  .واكنش استفاده شود يك نمونه در يجابه تي): از كنترل مثبت كPTCكنترل مثبت (. 3
 

 گرفته شده  يهانمونه ينگهدار

از    توانديم  نمونه در    8كمتر  از    خچاليساعت  محدوده دما  سانت  8تا    2با  برا  گراديدرجه   ي و 
 شود. يمنجمد شده و نگهدار  گرادسانتي درجه -20 يدر دما  دي با ، آن مدتيطولان ينگهدار

 
 ت يك يانقضا خيتار

 جعبه محصول درج شده است. يبر رو تيك يانقضا خيتار

  ي تداخل عوامل
EDTA (0.5M)  ،HCl (1N)دانه (1µl(  سيليس  يها،  خون   ،(1µl) اوره  در    40)،    100گرم 

مهاركننده در واكنش با ژن كنترل كنند. وجود  يرا مهار م  شي عملكرد آزما  ز ي) و بافر لتريليليم
 است.  يابيقابل رد يداخل

 دياس كينوكلئ يسازخالص

ك  د يبا  كينوكلئ دياس  يجداساز پروتكل در موجود  يجداساز  ي هاتيتوسط  مطابق    يهابازار 
 خاص انجام شود.  ينيمواد بال يجداساز

استخراج شده باشد.  ناي و كلواك    تنفسي  سواب  شده از  يبردارنمونه  يهااز سلول   دينمونه با  مواد
 گنجانده نشده است.  ت يك نيدر ا RNAاستخراج  تيك

 سازي  آماده
بافر واكنش، پرايمر   ي هاها ذوب شوند و لولهآن  ات يتا محتو  د يبگذار   خيركيها را روابتدا لوله.  1

  .ديكن وژيفيطور مختصر سانتر و به ديكنورتكس يآرامو كنترل مثبت را به  پروب
  .دياضافه كن  PCR يهارا به لوله  Reaction Bufferر از تيكروليم 5. 2
ميزان  3 به  لوله  هر  به  از1.  و   NDV-Primer/Probeميكروليتر    1و    20x RTase  ميكروليتر 

 اضافه كنيد. Nuclease Free Waterميكروليتر از  7همچنين  



8 
 

 يهاكنترل مثبت را به لوله   تري كروليم  6  اي جدا شده    كينوكلئ  دي از نمونه اس  تريكروليم  6  مقدار .3
PCR  ه يته  ني. در حديمخلوط كن   نگيپتيجداگانه اضافه كرده و با پ PCR   لازم است همه اجزا در

 ي جداساز  نترلعنوان كبه   توانيم   ي منف  ينيبالشوند. از مواد  ينگهدار  گرادي درجه سانت  8تا    2  يدما
  .استفاده كرد يمنف
مطابق    د يو اجازه ده  ديآنها را داخل دستگاه قرار ده  د،يكن  وژيفيمختصراً سانتر  د،يها را ببندلوله.  4

  ي نيمواد بال  ايشوند. هنگام استفاده از كنترل مثبت    ريدفترچه تكث  نيشده در ا  ديمشخصات برنامه ق
 .  ديمراقب باش اريبس

هاي بيمار  كردن مستر واكنش و نمونهاضافهدر اين مرحله، بهتر است از فضاهاي جداگانه براي  .  5
سازي  كنترل مثبت را تنها در محل آمادهاستفاده كرد و همچنين در نظر داشته باشيد كه در ويال 

  مستر واكنش و فضاي تميز باز كنيد.

 گذاشته  د يبا )No Template Control  )NTCعنوان  لوله به   كيدر هر بار انجام تست  نكته  

واكنش    يكنترل آلودگ  يبراكه   شودآب استفاده مي  از  جاي نمونه استخراج شدهبه NTCشود. در  
  كاربرد دارد. 

  .دييو مخلوط نما كرده گيريرا اندازه  رياز موارد ز يمشخص ريمقاد Nها يا تعداد واكنش اساس بر

 اضافه كردن الگو 
) را  NTC(  يواكنش، ابتدا نمونه كنترل منف  يهاوبيها و انتقال آن به تمحلول  يپس از آماده ساز

.  ديي اضافه نما  يكنترل منف  وبياز آب بدون نوكلئاز را به ت  تريكروليم  6كار،    نيا  ي. براديآماده كن
  يهااز نمونه   تريكروليم  6و  كنترل مثبتاز    تريكروليم  6  ك،ينوكلئديپس از انتقال به منطقه كار با اس

قرار داده و    كلريرا در دستگاه ترمال سا   هاوبي. سپس تدييمربوطه اضافه نما  ي هاوب يرا به ت  ماريب
 .  ديكن يگذارها را نامنمونه 

Reaction Setup Volume 
4x Reaction Buffer 5 µl 

20x RTase 1 µl 
NDV-Primer/Probe 1 µl 

Nuclease Free Water 7 µl 
Sample or Control  6 µl 

Final volume 20 µl 
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 برنامه ريزي دمايي  
شده است. پس از    فيوصت  Green كانال  يدارا Real-Time PCR يهادستگاه  يدستورالعمل برا

برنامهميتنظ انداز   ر،يز كردن دستگاه مطابق  راه  را  از دستگاه در  .ديني كواكنش  استفاده  صورت 
ABI StepOne  يداخلرفرنسرنگنهيگز)Passive Refrenceكن حذف  را  برادي)  از   ي آگاه  ي. 

هر    يي دما  ر ي. مقادديبه كاتالوگ دستگاه مراجعه كن  Rotor Geneكانال در دستگاه    فينحوه تعر
 آورده شده است.  جدول صفحه بعدقسمت در 

 Temperature Hold Cycle 

Reverse Transcription 50 °C 20 min 1 

Pre-Denaturation 95 °C 3 min 1 

Denaturation 95 °C 15 sec 

40 
Annealing and Acquisition on Channel 

nGree 55°C 45 sec 

Extension 72°C 10 sec 

  
سنجش فلورسنت    فيط  يبرا  د يبالا آمده است دستگاه با دستگاه كه در قسمت  يي دما  فيعلاوه بر تعر

   شود. مينظت FAM يهارنگ يبرا د يتابش فلورسانس با يريگاندازهگردد. ميتنظ زين
  

  هاي مختلف:تعريف طيف سنجش فلورسنت در دستگاه
  :Rotor-Geneدستگاه  

  را انتخاب كنيد.  Gain Optimizationگزينه ي  Rotor-geneدر دستگاه بدين منظور 
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 Target sampleازه ي  ب  براي كانال سبز  Optimise Acquiringي  در اين صفحه با انتخاب گزينه 

range   انتخاب شود.  (حالت پيش فرض دستگاه)  10تا  5از  
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بازه انتخاب  از  كانال پس  هر  براي  مناسب   Perform Optimization Before 1stي  گزينه  ،ي 

Acquisation  .را انتخاب كرده، و پنجره را ببنديد  
 

  آناليز نتايج 
 كانال رنگي در  انجام شود. توسط نرم افزار مربوطه و بر اساس دستورالعمل دستگاه  آناليز نتايج.1

 .  هيد.ي مناسب قرار ددر بازهرا آستانه  سبز

  :كرد ريتفس ريرا به صورت ز جينتا  د يبا زيبعد از آنال
مبتلا به  باشد،   يتميو فاز لگار يديگموئيس يمنحن يارادر كانال سبز د يدارا چنانچه نمونه. 1

  مي باشد.  NDVسويه حاد بيماريزاي خطرناك 
مبتلا به سويه  نمونه   و سيگنالي در كانال سبز ديده نشود،نباشد   يديگموئيس  ي كه منحن  ي زمان.  2

  نمي باشد.  NDVحاد بيماريزاي خطرناك 
  

 جدول تفسير نتايج  

  

Result  Green   

NDV positive  +  
NDV Mix  

NDV negative -  
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 نشانه ها  

  

 

 

 

 
 

 

 اطلاعات تماس  
 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مفهوم  نشانه مفهموم  نشانه
 

  كنترل مثبت 
  

   دور از نور و گرما 
 تعداد تست 

 

 براي مصارف پژوهشي 
 

 كد كالا 
  

 توليد شده شماره بچ 
 

 تاريخ انقضا 
 

 محدوديت دمايي 
 

 آدرس 
 

 مطالعه دستورالعمل 
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NDV PCR Detection Kit 

Instruction for Use  
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