
                                                           فام تن آزما

famtaQUANT BKV Real-Time PCR Kit 

 BKVكيت تشخيص مولكولي و تعيين ميزان  

   Real-Time PCR  به روش 

 راهنمای سریع 
 

Cat Number:  ( Reactions)                                

                         ( Reactions) 

                         ( Reactions) 

 
 
 

 مقدمه 

باشد. عفونت دو رشته ای می  DNAاز خانواده پليوما ويريده و دارای ژنوم    (BK Virus)1پوليوما ويروس

عمدتاً در دوران كودكی اتفاق می افتد و فاقد علائم بالينی است. اين ويروس پس از اوليه با اين ويروس  

درگيرندگان پيوند خصوصا  شود.عفونت اوليه به صورت مخفی در كليه ها و سيستم ادراری مستقر می

س كنند، ويروگيرندگان پيوند كليه و در بيمارانی كه داروهای سركوب كننده  سيستم  ايمنی دريافت می 

 نمايد. شديدی را ايجاد می مجدداً  فعال و علائم 

ويروس   DNAبه منظور تشخيص كمی    PCR  Real-Timeبا روش مولکولی    BK Virusكيت تشخيص  

BK پلاسما، سرم، ادرار و ساير مايعات بدن توليد گرديده است.  های در نمونه 

 حتویات كيتم
     محتویات كيت( 1جدول  

 

با مقادير   BKVحاوی ژنوم    -3كنترل داخلی،  و    BKV  های  و پروب  هاحاوی پرايمر  -2،  بافر ميکس  -1

 - 5  ،حاوی ژنوم كنترل داخلی  :IC (Internal Control)  -4  (،جهت رسم منحنی استانداردمشخص )

DDW:  آبDNase-RNase Free 
 

 شرایط نگهداری 

 درجه سانتيگراد نگهداری نماييد.  -20كيت را تا زمان انقضا در فريز    •

 از كيتی كه تاريخ انقضای آن گذشته است استفاده نکنيد.    •

 . ( متفاوت دارند خودداری نماييد Lot Numberاز مخلوط كردن محلولها و موادی كه شماره سريال )   •

 بار( اجزای كيت ممکن است بر عملکرد سنجش تاثير بگذارد به همين منظور   2ذوب مکرر )بيشتر از     •

 .يدكن Aliquotدر ابتدا اجزای كيت را 

 

 زم مواد و تجهيزات لا

 .باشد JOEو  FAM رنگ های خوانشكه دارای  Real-Time PCRدستگاه    •

 كه از قبل در يخچال قرار گرفته و سرد باشند.  ( Ice Racks ) های آلومينيومیبلوك    •

 (µL -و  µL -سمپلرهای متغير )    •

 DNase-RNase Freeسر سمپلر فيلتردار    •

  ml ،DNase-RNase Freeميکروتيوب    •

 PCRميکروتيوب های مخصوص    •

 دستگاه مينی اسپين ورتکس    •

 ويروسی  DNAكيت استخراج    •

 دستکش لاتکس بدون پودر    •

 
 

 

 

 

 مشخصات محصول 

بر  famtaQUANT BKV Real-Time PCRكيت   مبتنی  آزمايشگاهی  تشخيصی  كيت  يک  متد  ، 

TaqMan Probe    ،كه به منظور تشخيص و تعيين ميزان  بودهDNA    اختصاصیBKV   توليد گرديده

است. تست دارای يک سيستم تکثير هترولوگ )تکثير ژن كنترل داخلی( جهت تعيين احتمال وجود 

 باشد. های كيت میو همچنين صحت عملکرد محلول PCRهای ممانعت كننده

  (IC)روب اختصاصی ژن كنترل داخلی  )كانال سبز( و پ  FAMبا رنگ    DNA BKV پروب اختصاصی  

 ( نشان دار شده است. زرد)كانال  JOE  گبا رن

اختصاصی   DNA امکان تشخيص همزمان    ،استفاده از پروب های متصل شده به رنگ های متفاوت 

BKV  و كنترل داخلی را به دستگاهReal-Time PCR دهد. می 
 

  Real-Time PCR  یدستگاه ها

جهت استفاده با   ،باشند    JOEو    FAM  رنگ های خوانشدارای    كه    Real-Time PCRدستگاه های  

    .د نباشمی   VICيا    JOE    ،HEXآلترناتيو    رنگ های    ABIحاضر مناسب هستند. در دستگاه    كيت

 نمونه و شرایط نگهداری آن 
 بيمار است.   و ادرار پلاسما، BKV كمی مناسب جهت انجام آزمون های نمونه   •

جدا    یپلاسما  گرفته شده و    EDTAبايد در لوله استريل حاوی ماده ضد انعقاد    بيمار خوننمونه     •

 . درجه سانتيگراد نگهداری شود -24تا زمان استخراج در فريزر شده 

سپس در داخل لوله های فالکون    نمونه ادرار بايد در ظرف استريل مخصوص كشت ادرار گرفته شده •

، از سطح سانترفيوژ گردد. پس از اتمام سانترفيوژ   rpm 4000دقيقه در دور    5و به مدت    استريل ريخته

 درجه سانتی گراد نگهداری شود.  -24و تا زمان استخراج، در فريزر   برداشته شود   µLنمونه 

جهت انجام     µLرا در دو حجم    سرم  /پلاسما  یكردن، نمونه  زيقبل از فر  شودیم  شنهاديپ   •

- mL  ،DNase  یها  وبيکروت ي، در مBackupجهت     µLحجم    کيتکرار آن، و    اناًيتست و اح

RNase Free  ديينما یجداساز . 

 بالا استفاده نشود.  یدر غلظت ها EDTAو  نيهپار یحاو پلاسماوجه از  چيبه ه   •
 

 و هشدار ها ها احتياط

 استناد به نتايج اين كيت بدون استفاده از ساير داده های اين كيت در مصارف تشخيصی كاربرد دارد. 

 بالينی، آزمايشگاهی و پاراكلينيکی توصيه نمی شود.

 .ريجنتها الزاميسترعايت اقدامات ايمنی عمومی در هنگام كار با  نمونه های عفونی، محلول ها و    •

 ضدعفونی نماييد.   70الکل %و سپس  10وايتکس %ی سطوح كاری را به وسيلهقبل از انجام آزمون    •

    را روشن نموده تا فضای زير  Workstationهود و يا    UVدقيقه لامپ    20  حداقل  سپس به مدت   •

 آن ضد عفونی گردد. 

 .( انجام گيرد GLPاساس رعايت اصول صحيح آزمايشگاهی )مقررات كار با نمونه های عفونی بايد بر     •

استفاده از مکان های مجزا   (Carry over contamination)جهت جلوگيری از بروز آلودگی حين كار    •

 جهت آماده سازی و انجام واكنش ضروری است.

  کثير شده را از هرگز درب ويال های تکثير شده را باز نکنيد. بعد از اتمام آزمون فورا ويال های ت   •

قرار داده و نسبت   10%خارج نموده و در ظرف محتوی هيپوكلريت سديم    Real-Time PCRدستگاه  

 .به اتوكلاو آن اقدام و در فضايی خارج از آزمايشگاه معدوم نماييد

                            آن را در حجم   تيك  افتي به محض در  باشند،ينم  یشما به تعداد كاف   شگاهيآزما   یچنانچه نمونه ها   •

 . ديينما  یگراد نگهدار  یدرجه سانت  -20  یو دما  زري كرده و تا زمان استفاده، در فر  Aliquotكمتر    یها

 

 روش استخراج ژنوم 

را  مدت   آن  را از فريزر خارج كرده و اجازه دهيد تا در دمای اتاق ذوب شود. سپس     پلاسمای  نمونه

   mLبيمار را در يک ميکرو تيوب  پلاسمااز    µL د.  سپس مقدار  يكوتاهی ورتکس و اسپين نماي 

استخراج  ويروس را از نمونه   DNA ، های استخراج اتوماتيک  با استفاده از كيت و يا دستگاه  و  ريخته

  يد.نماي

)كمپانی   QIAamp DNA Blood mini Kit  ياو    QIAamp DSP Virus Spin Kitاستخراج  های  كيت  

 د. نگردتوصيه می DNA BKVكياژن( جهت استخراج 

بيماران، ارزيابی عدم حضور ممانعت كننده   Viral Load: برای اطمينان از صحت نتايج  منفی  توجه

را در هنگام استخراج   (IC)  از كنترل داخلی    µL و اطمينان از كيفيت استخراج،  PCRهای واكنش  

، بعد از مرحله انکوباسيون و قبل از مرحله ی اضافه كردن ( پلاسما)مخلوط بافر ليز كننده و  Lysateبه 

 . يدياضافه نما اتانول در استخراج

 اضافه  نکنيد.    پلاسماهرگز نمونه كنترل داخلی را  مستقيما به    •

 در هر آزمون يک نمونه منفی را نيز جهت كنترل، استخراج كنيد.     •

 باشد.  µL نهايی  Elution Bufferبهتر است حجم    •

•   DNA  نمود.   ینگهدار  گراديدرجه سانت  - 20  زريدر فر  شيتا زمان انجام آزما   توانیاستخراج شده را م 

نهايی را تغيير داديد حتما با كارشناسان فنی شركت    Elution Buffer  نمونه و يا  : اگر حجمتوجه

 تماس بگيريد. 
 

   آماده سازی واكنش

 تهيه مستر ميكس 

واكنش هايی تعداد  اساس  ويال های كيت   بر  دهيد  انجام  ميخواهيد  ،  PCR Buffer Mixشاملكه 

Primers & Probes،  ( از فريزر   DDWو     S, S, S, S, S)،Internal Controlاستانداردها  را 

،  به تدريج ذوب شوند و پس از اطمينان از ذوب شدن    Ice Rackبر روی    خارج كرده و اجازه دهيد تا

ول زير نسبت به تهيه مستر ا و  بر اساس جد  نمودهطور مختصر ورتکس و سپس اسپين  ه  بويال ها را  

 اقدام كنيد. ميکس 

 Rxns  Rxns  Rxns Volume per vial Title Color 

    µl PCR Buffer Mix1 Blue  

    µl Primers & Probes2 Purple  

    µl BKV Standard  Red  

    µl BKV Standard  Red  

    µl BKV Standard  Red  

    µl BKV Standard  Red  

    µl BKV Standard  Red  

    µl Internal Control4 Green  

    µl DDW5 White  
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 شودتهيه مستر ميكس به دو صورت انجام مي
مستر ميکس را   ،رودبکار می  PCRاگر كنترل داخلی جهت اطمينان از عدم حضور ممانعت كننده های  

 يد.  ي تهيه نما 2بر اساس جدول 
 

 به همراه كنترل داخلي  PCR( آماده سازی ميكس 2جدول
 
 

 

 

 

 

 

   PCRو اطمينان از عدم حضور ممانعت كننده های    اگر كنترل داخلی جهت كنترل مرحله استخراج

اضافه   پلاسماميبايست در هنگام استخراج  اسيد نوكلئيک به نمونه    ژنوم كنترل داخلی  ،رودبکار می

مستر ميکس را بر اساس  در اين صورتتوضيح داده شد(.    قسمت استخراج ژنومشده باشد )قبلا در  

 يد.  يتهيه نما 3جدول 
 

 بدون كنترل داخلي    PCR( آماده سازی ميكس 3جدول 

 

 

 

 
 

 واضافه كردن الگ
 يد. ي و سپس اسپين نما كمک پيپتينگ و يا ورتکس آرام، هموژنمستر ميکس آماده شده را به    •

كه بر روی بلوك    PCRی مخصوص  تهيه شده را به ميکرو تيوب ها  مستر ميكس   ازµL      مقدار   •

 يد. يقرار دارند اضافه نما (Ice Rackشده ) آلومينيومی سرد

)برای بيماران(، همچنين از هريک از استاندارد ها را در   استخراج شده DNA از µL مقدار   •

 بار و به آرامی پيپتينگ نماييد.  2نموده و حداقل اضافه های مربوطه ميکروتيوب 

 های بيماران و سپس لوله  یها، نمونه NTCلوله    بي كار به ترت  نيح  یاز آلودگ  یريجلوگ  ی: برانكته

 .   دنمايي  آماده  را استاندارد
آلومينيومی • بلوك  )  سپس  اتاقی كه دستگاه    (Ice Rackسرد  به  دارد   Real-Time PCRرا  قرار 

   .منتقل كنيد
 

 تنظيم برنامه دستگاه 
فلورسنو    BKV  ،FAM(  Reporter) گزارشگر    جهت    تفلورسنرنگ    •  جهت گزارشگر  ترنگ 

(Reporter ،كنترل داخلی )JOE است. 

 : بهتر است برنامه دمايی قبل از آماده كردن مستر ميکس و اضافه كردن الگو، تنظيم گردد. نكته •

 Real-Time PCRبرنامه دمایي برای آزمون 

 دمایي ( برنامه ی 4جدول 

                    

 وارد كردن غلظت استاندارد ها در نرم افزار دستگاه 
 دستگاه تنظيم كنيد.  نرم افزار در 5جدول  2ستون   و يا 1ستون  غلظت استانداردها را بر اساس

 د. يي توصيه می شود كه اعداد استاندارد ها را بر اساس ستون دوم تنظيم نما

 
 استاندارد ( غلظت ویال های 5جدول 

 

 

 

 

 
 

 

 

 ( Result Interpretation) تفسير نتایج
نمونه های مثبت و استاندارد های كيت بايد منحنی تکثير سيگموئيدی را نشان دهند. هر نمونه كه 

 شود.  منحنی تکثير را نشان بدهد به عنوان مثبت در نظر گرفته می

داشته باشد، بدون در نظر    40كمتر از    Ctدرصورتيکه نمونه بيمار دارای منحنی سيگموئيدی بوده و    •

 شود. می گرفتن نتيجه آن جهت تکثير كنترل داخلی، مثبت تلقی

بوده ولی دارای منحنی تکثير برای كنترل    BKVدر صورتيکه نمونه بيمار فاقد منحنی تکثير برای    •

 شود. داخلی باشد اين نمونه منفی در نظر گرفته می

و بالا نرفتن نمودار كنترل   نمونه ها   رينمونه نسبت به سا  کي  ی كنترل داخل   Ctاختلاف قابل توجه    •

نامناسب آن نمونه   یروسياز لود و یتوان ناش  یرا م ای كه لود ويروسی پايينی داردداخلی برای نمونه

 گردد. یم شنهادي صورت تکرار استخراج آن نمونه پ نيدانست. در ا

استخراج    باشد،    JOE    و     FAM  رنگ خوانش در صورتيکه نمونه بيمار فاقد منحنی تکثير برای هر دو    •

 آزمايش آن نمونه ميبايست تکرار شود.  يا

است. در   ینمودار ضرور   جينتا  ريتفس  یبرا  یديگموئيكه شرط دارا بودن شکل س  ديي توجه: دقت نما 

ش  ديتوان  یم  Rotor Gene Qدستگاه   اصلاح  مشاهده  بيجهت  و  ها   ی نمودارها  ی نمودار 

 . د ييخاموش نما  ايرا روشن و  Slope correction  ی¬نهي ،گزیدي گموئيس

 
 تفسير نتایج یک آزمون (6جدول 

 

 

 

 
 

       

 يادداشت: 

 ................................................................................................................................................  

 ................................................................................................................................................  

 ................................................................................................................................................  

 ................................................................................................................................................  

 ................................................................................................................................................  

 ................................................................................................................................................  

 ................................................................................................................................................  

 ................................................................................................................................................  

 ................................................................................................................................................  

 ................................................................................................................................................  

  
 را اسکن نماييد.   QRی راهنما كد برای دسترسی به دفترچه *

 

 توليد شده است.   13458این كيت براساس قوانين و مقررات گواهينامه ایزو         

 

 
 

2، پلاک  طباطبایي ی  كدویي، كوچه آدرس: تهران، خيابان شریعتي، خيابان      

 support@famta.coایميل پشتيباني:  

 0904  437  9000  تلفن پشتيباني: 

 Number of Reactions (rxns) 

 µL PCR Buffer Mix 

 µL Primers & Probes 

 µL Internal Control 

 µL Master Mix Volume 

 Number of Reactions (rxns) 

 µL PCR buffer Mix 

 µL Primers & Probes 

 µL Master Mix Volume 

Cycle Acquisition Hold Temperature  

X  -----------  min °C 

Initial 

denaturation and 

polymerase 

activation 

X 
 -----------  sec °C Denaturation 

yes  sec °C 
Annealing and 

elongation 

Column  
Concentration 

[copies/ml] 

Column  
Concentration 

[copies/µl] 

Quantification 

Standards 

  Standard  

  Standard  

  Standard  

  Standard  

  Standard  

Result Interpretation Detection Channel 

 -------- JOE (Internal Control) FAM (BKV target) 

Result is Positive Positive or Negative Positive 

Target (BKV) Not Detected 

Result is Negative 
Positive Negative 

PCR inhibition or reagent failure. 

Repeat test or Extraction again. 
Negative Negative 

mailto:support@famta.co

