
                                                           فام تن آزما

famtaQUANT CMV Real-Time PCR Kit 

   سيتومگالو ویروس كيت تشخيص مولكولي و تعيين ميزان  

   Real-Time PCR  به روش 

 راهنمای سریع 
 

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

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

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

 
 
 

 مقدمه 

مي تواند در كودكان و بزرگسالان سبب   (HHV-)  5سیتومگالو ویروس یا ویروس هرپس انساني نوع  

اي   به تب غده  بیماري شبیه  عامل   CMVنماید.  (  glandular fever like illness)ایجاد  شایعترین 

ویروسي است كه سبب نقایص مادرزادي مانند میكروسفالي، كلسیفیكاسیون داخل مغزي، بزرگي كبد 

  در این عفونت رایج است. ادن شنوایي نیزگردد. عقب ماندگي ذهني و از دست دو طحال و راش مي

طراحي شده و   Real-Time PCRبه روش مولكولي مالتي پلكس    CMVكیت حاضر جهت تشخیص  

را با حساسیت و اختصاصیت بالا تشخیص دهد. جهت   CMVقادر است دو ناحیه ژنومي اختصاصي از  

بررسي فرایند استخراج اسید نوكلئیک ویروس، پیشگیري از نتایج منفي كاذب یا مهار واكنش، از كنترل 

 ندارد، استفاده گردیده است.  CMVداخلي كه هیچ گونه رقابتي در تكثیر با ژنوم 

 

 حتویات كيتم
     محتویات كيت( 1جدول  

 

حاوي ژنوم   -3كنترل داخلي،  و    سیتومگالو ویروس  هاي  و پروب  هاحاوي پرایمر  -2،  بافر میكس  -1

CMV  ( مشخص  مقادیر  استانداردبا  منحني  رسم  ژنوم  :IC (Internal Control)  -4  (،جهت  حاوي 

 DNase-RNase Freeآب  :DDW -5 ،كنترل داخلي
 

 شرایط نگهداری 

 درجه سانتیگراد نگهداري نمایید.  -20كیت را تا زمان انقضا در فریز    •

 از كیتي كه تاریخ انقضاي آن گذشته است استفاده نكنید.    •

 . ( متفاوت دارند خودداري نمایید Lot Numberسریال )از مخلوط كردن محلولها و موادي كه شماره     •

 بار( اجزاي كیت ممكن است بر عملكرد سنجش تاثیر بگذارد به همین منظور   2ذوب مكرر )بیشتر از     •

 .یدكن Aliquotدر ابتدا اجزاي كیت را 

 

 زم مواد و تجهيزات لا

 .باشد JOEو  FAM رنگ هاي خوانشكه داراي  Real-Time PCRدستگاه    •

 كه از قبل در یخچال قرار گرفته و سرد باشند.  ( Ice Racks ) بلوك هاي آلومینیومي   •

 (µL -و  µL -سمپلرهاي متغیر )    •

 DNase-RNase Freeسر سمپلر فیلتردار    •

  ml ،DNase-RNase Freeمیكروتیوب    •

 PCRمیكروتیوب هاي مخصوص    •

 ورتكس دستگاه میني اسپین     •

 ویروسي  DNAكیت استخراج    •

 دستكش لاتكس بدون پودر    •

 

 

 مشخصات محصول 

بر  famtaQUANT CMV Real-Time PCRكیت   مبتني  آزمایشگاهي  تشخیصي  كیت  یک  متد ، 

TaqMan Probe    ،میزان  بوده و تعیین  منظور تشخیص  به  ویروس  سیتومگالو اختصاصي    DNAكه 

تولید گردیده است. تست داراي یک سیستم تكثیر هترولوگ )تكثیر ژن كنترل داخلي( جهت تعیین  

 باشد. هاي كیت ميو همچنین صحت عملكرد محلول PCRهاي احتمال وجود ممانعت كننده

)كانال سبز( و پروب اختصاصي ژن كنترل   FAMبا رنگ   سیتومگالو ویروس  DNA پروب اختصاصي  

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

اختصاصي    DNA امكان تشخیص همزمان    ،استفاده از پروب هاي متصل شده به رنگ هاي متفاوت 

 دهد. مي Real-Time PCRو كنترل داخلي را به دستگاه  روسیو تومگالویس
 

  Real-Time PCR  یدستگاه ها

جهت استفاده با   ،باشند    JOEو    FAM  رنگ هاي خوانشداراي    كه    Real-Time PCRدستگاه هاي  

    .د نباشمي   VICیا    JOE    ،HEXآلترناتیو    رنگ هاي    ABIحاضر مناسب هستند. در دستگاه    كیت

 نمونه و شرایط نگهداری آن 
 بیمار است.   يپلاسما، CMV كمي نمونه مناسب جهت انجام آزمون   •

جدا    يپلاسما  گرفته شده و    EDTAباید در لوله استریل حاوي ماده ضد انعقاد    خون بیمارنمونه     •

 . درجه سانتیگراد نگهداري شود -24تا زمان استخراج در فریزر شده 

جهت انجام تست و      µLرا در دو حجم    پلاسما  يكردن، نمونه  زیقبل از فر  شوديم   شنهادیپ   •

و    اناًیاح آن،  مBackupجهت     µLحجم    کیتكرار  در  - mL  ،DNase  يها  وبیكروت ی، 

RNase Free  دیینما يجداساز . 

 بالا استفاده نشود.  يدر غلظت ها EDTAو  نیهپار يحاو پلاسماوجه از  چیبه ه   •
 

 و هشدار ها ها احتياط

از سایر داده هاي  استناد به نتایج این كیت بدون استفاده مصارف تشخیصي كاربرد دارد.این كیت در  

 بالیني، آزمایشگاهي و پاراكلینیكي توصیه نمي شود.

 .رعایت اقدامات ایمني عمومي در هنگام كار با  نمونه هاي عفوني، محلول ها و ریجنتها الزامیست   •

 ضدعفوني نمایید.   70الكل %و سپس  10وایتكس %ي سطوح كاري را به وسیلهقبل از انجام آزمون    •

    را روشن نموده تا فضاي زیر  Workstationهود و یا    UVدقیقه لامپ    20  حداقل  سپس به مدت   •

 آن ضد عفوني گردد. 

 .( انجام گیرد GLPآزمایشگاهي )مقررات كار با نمونه هاي عفوني باید بر اساس رعایت اصول صحیح     •

استفاده از مكان هاي مجزا   (Carry over contamination)جهت جلوگیري از بروز آلودگي حین كار    •

 جهت آماده سازي و انجام واكنش ضروري است.

  هرگز درب ویال هاي تكثیر شده را باز نكنید. بعد از اتمام آزمون فورا ویال هاي تكثیر شده را از    •

قرار داده و نسبت   10خارج نموده و در ظرف محتوي هیپوكلریت سدیم %  Real-Time PCRه  دستگا

 .به اتوكلاو آن اقدام و در فضایي خارج از آزمایشگاه معدوم نمایید

                            آن را در حجم   تیك  افتی به محض در  باشند،ینم  يشما به تعداد كاف   شگاهیآزما   يچنانچه نمونه ها   •

 . دیینما  يگراد نگهدار  يدرجه سانت  -20  يو دما  زری كرده و تا زمان استفاده، در فر  Aliquotكمتر    يها

 

 روش استخراج ژنوم 

را  مدت   آن  را از فریزر خارج كرده و اجازه دهید تا در دماي اتاق ذوب شود. سپس     پلاسماي  نمونه

   mLبیمار را در یک میكرو تیوب  پلاسمااز    µL د.  سپس مقدار  یكوتاهي ورتكس و اسپین نمای 

  ویروس را از نمونه استخراج  DNA ، هاي استخراج اتوماتیک  با استفاده از كیت و یا دستگاه  و  ریخته

  ید.نمای

)كمپاني   QIAamp DNA Blood mini Kit  یاو    QIAamp DSP Virus Spin Kitاستخراج  هاي  كیت  

 د. نگردتوصیه مي سیتومگالو ویروس DNAكیاژن( جهت استخراج 

بیماران، ارزیابي عدم حضور ممانعت كننده   Viral Load: براي اطمینان از صحت نتایج  منفي  توجه

را در هنگام استخراج   (IC)  از كنترل داخلي    µL و اطمینان از كیفیت استخراج،  PCRهاي واكنش  

، بعد از مرحله ي انكوباسیون و قبل از مرحله ي اضافه (پلاسما )مخلوط بافر لیز كننده و    Lysateبه  

 . یدیاضافه نما  كردن اتانول در استخراج

 اضافه  نكنید.    پلاسماهرگز نمونه كنترل داخلي را  مستقیما به    •

 در هر آزمون یک نمونه منفي را نیز جهت كنترل، استخراج كنید.     •

 باشد.  µL نهایي  Elution Bufferبهتر است حجم    •

•   DNA  نمود.   ينگهدار  گرادیدرجه سانت  - 20  زریدر فر  شیتا زمان انجام آزما   توانياستخراج شده را م 

نهایي را تغییر دادید حتما با كارشناسان فني شركت    Elution Buffer  نمونه و یا  : اگر حجمتوجه

 تماس بگیرید. 
 

   آماده سازی واكنش

 تهيه مستر ميكس 

واكنش هایي تعداد  اساس  ویال هاي كیت   بر  دهید  انجام  میخواهید  ،  PCR Buffer Mixشاملكه 

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

،  به تدریج ذوب شوند و پس از اطمینان از ذوب شدن    Ice Rackبر روي    خارج كرده و اجازه دهید تا

ول زیر نسبت به تهیه مستر ا و  بر اساس جد  نمودهطور مختصر ورتكس و سپس اسپین  ه  بویال ها را  

 اقدام كنید. میكس 

 شودتهيه مستر ميكس به دو صورت انجام مي

مستر میكس را   ،رودبكار مي  PCRاگر كنترل داخلي جهت اطمینان از عدم حضور ممانعت كننده هاي  

 ید.  ی تهیه نما 2بر اساس جدول 

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

    µl PCR Buffer Mix1 Blue  

    µl Primers & Probes2  Purple  

    µl CMV Standard  Red 

    µl CMV Standard  Red  

    µl CMV Standard  Red  

    µl CMV Standard  Red 

    µl CMV Standard  Red  

    µl Internal Control4 Green  

    µl DDW5 White 5 
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 به همراه كنترل داخلي  PCR( آماده سازی ميكس 2جدول

 
 

 

 

 

 

 

   PCRو اطمینان از عدم حضور ممانعت كننده هاي    اگر كنترل داخلي جهت كنترل مرحله استخراج

اضافه   پلاسمامیبایست در هنگام استخراج  اسید نوكلئیک به نمونه    ژنوم كنترل داخلي  ،رودبكار مي

مستر میكس را بر اساس  در این صورتتوضیح داده شد(.    قسمت استخراج ژنومشده باشد )قبلا در  

 ید.  یتهیه نما 3جدول 
 

 بدون كنترل داخلي    PCR( آماده سازی ميكس 3جدول 

 

 

 

 
 

 واضافه كردن الگ
 ید. ی و سپس اسپین نما كمک پیپتینگ و یا ورتكس آرام، هموژنمستر میكس آماده شده را به    •

كه بر روي بلوك    PCRي مخصوص  تهیه شده را به میكرو تیوب ها  مستر ميكس   ازµL      مقدار   •

 ید. یقرار دارند اضافه نما (Ice Rackشده ) آلومینیومي سرد

)براي بیماران(، همچنین از هریک از استاندارد ها را در   استخراج شده DNA از µL مقدار   •

 بار و به آرامي پیپتینگ نمایید.  2نموده و حداقل اضافه هاي مربوطه میكروتیوب 

 هاي بیماران و سپس لوله  يها، نمونه NTCلوله    بی كار به ترت  نیح  ياز آلودگ  يریجلوگ  ي: برانكته

 .   دنمایی  آماده  را استاندارد
آلومینیومي • بلوك  )  سپس  اتاقي كه دستگاه    (Ice Rackسرد  به  دارد   Real-Time PCRرا  قرار 

   .منتقل كنید
 

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

(Reporter ،كنترل داخلي )JOE است. 

 : بهتر است برنامه دمایي قبل از آماده كردن مستر میكس و اضافه كردن الگو، تنظیم گردد. نكته •

 

 Real-Time PCRبرنامه دمایي برای آزمون 

 دمایي ( برنامه ی 4جدول 

                    

 وارد كردن غلظت استاندارد ها در نرم افزار دستگاه 
 دستگاه تنظیم كنید.  نرم افزار در 5جدول  2ستون   و یا 1ستون  غلظت استانداردها را بر اساس

 د. یی توصیه مي شود كه اعداد استاندارد ها را بر اساس ستون دوم تنظیم نما

 
 استاندارد ( غلظت ویال های 5جدول 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 ( Result Interpretation) تفسير نتایج
نمونه هاي مثبت و استاندارد هاي كیت باید منحني تكثیر سیگموئیدي را نشان دهند. هر نمونه كه 

 شود.  منحني تكثیر را نشان بدهد به عنوان مثبت در نظر گرفته مي

داشته باشد، بدون در نظر   40كمتر از  Ctدرصورتیكه نمونه بیمار داراي منحني سیگموئیدي بوده و    •

 شود. مي گرفتن نتیجه آن جهت تكثیر كنترل داخلي، مثبت تلقي

بوده ولي داراي منحني تكثیر براي كنترل   CMVدر صورتیكه نمونه بیمار فاقد منحني تكثیر براي    •

 شود. داخلي باشد این نمونه منفي در نظر گرفته مي

و بالا نرفتن نمودار كنترل    نمونه ها  رینمونه نسبت به سا  کی   يكنترل داخل   Ctاختلاف قابل توجه     •

نامناسب آن نمونه   يروسیاز لود و يتوان ناش  يرا م اي كه لود ویروسي پاییني داردداخلي براي نمونه

 گردد. يم شنهادی صورت تكرار استخراج آن نمونه پ نیدانست. در ا

استخراج   باشد،    JOE    و     FAM  رنگ خوانشدر صورتیكه نمونه بیمار فاقد منحني تكثیر براي هر دو     •

 آزمایش آن نمونه میبایست تكرار شود.  یا

: دقت نمایید كه شرط دارا بودن شكل سیگموئیدي براي تفسیر نتایج  نمودار ضروري است. در دستگاه   توجه

Rotor Gene Q  مشاهده و  ها  نمودار  شیب  اصلاح  جهت  توانید  سیگموئیدي،گزینهمي  نمودارهاي  ي  ي 

Slope correction  .را روشن و یا خاموش نمایید 

 
 تفسير نتایج یک آزمون (6جدول 
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 را اسكن نمایید.   QRي راهنما كد براي دسترسي به دفترچه *

 

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

 

 
 

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

 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 (CMV target) 

Result is Positive Positive or Negative Positive 

Target (CMV) Not Detected.  

Result is Negative 
Positive Negative 

PCR inhibition or reagent failure. 

Repeat test or Extraction again. 
Negative Negative 

mailto:support@famta.co

