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 شماره رفرانس 

● BONBK-24 

 شرح کیت و حیطه کاربرد  

از طریق واکنش   BKویروس    DNAیک سیستم آماده مصرف برای تشخیص    BK qPCRکیت  

واکنشPCRپلیمراز)  یاره یزنج حاوی  مستر  است.  پلاسما  نمونه  در  آنزیم (  و  برای گرها  هایی 

بوده و برای تشخیص مستقیم امپلیکون    BKاز ژنوم    bp96به طول    یاقطعه تکثیر اختصاصی  

و    Rotor-Gene  3000ی  هادر دستگاه   Cycling Green  فلورسنتاز طریق کانال    موردنظر

6000  Rotor-Gene    کیت بعلاوه،  است.  گردیده  حاوی   Senmurv BK qPCRطراحی 

است. این    PCRتکثیر هترولوگ برای تشخیص احتمال وجود مهارکننده واکنش    سیستم ثانویه

( داخلی  کنترل  شناسایی  طریق  از  کانال  Internal Controlامر  در   Cycling  فلورسنت( 

Orange  پذیرد.صورت می 

 اصول

واکنش   توسط  پاتوژن  )  یاره یزنجتشخیص  ژنوم PCRپلیمراز  مناطق خاص  تکثیر  اساس  بر   )

واکنش   در  است.  رنگ  رشدهیتکثمحصول    Real-time PCRپاتوژن   فلورسنتهای  از طریق 

می  شدت  شناسایی  مشاهده  واکنش    فلورسنتشوند.  حین  (  real-time  صورتبه)  PCRدر 

واکنش  یهالوله تشخیص و مقدار کمی محصولات در حال تکثیر را بدون نیاز به باز کردن مجدد  

 سازد.ممکن می  PCRپس از اجرای 

 اطلاعات پاتوژن 

دو   DNAپلیوما واجد    یهاروسیو.  باشدی م  Polyomaviridaeخانواده    متعلق بهپلیوماویروس  

نانومتر و فاقد پوشش لیپوپروتئیني است.    50-40و به قطر    bp  5000حلقوي به طول    یارشته

نهفته در   صورتبه( هستند. این ویروس اغلب  تومور زا)  زاسرطانبالقوه    صورتبه  هاروسیواین  

مختلف یا یک    یهاگونهاما ممکن است تومورهایی را در یک گروه از    ماندی م میزبان خود باقي  

توانایی   به  پلیوما  نام  ایجاد کنند.  ایمني  با نقص سیستم  تومورهای    هاروسیومیزبان  تولید  در 
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( و BKV  ،BK)ویروس    BKچندگانه )پلی( اشاره دارد. دو مورد از پلیوماویروسها، پلیوماویروس  

. ویروس کنندی مرا در انسان ایجاد    جانبههمه  یهاعفونت(  JCV، JC)ویروس    JCپلیوماویروس  

JC  ،یا مغز را آلوده کند )گاهی اوقات باعث لکوسنسفالوپاتی   هاهی کلسیستم تنفسی،    تواندی م

 کندی ممبتلا    رافرد    یدر دوران کودکاغلب    BKویروس    .(شودیمچند کانونی پیشرونده کشنده  

عفونت نهفته در   کی  صورتبه اما در طول زندگی فرد،   .کندی م ایجاد    یتنفس  فیخف  یماریو ب

با    سالانبزرگ در    BK  لذا،  آن است.  نیترمهم هیو کل  ماندی مباقی نهفته    ی مختلف بدن هابافت

ی )همانند  منیا  ستمیسرکوب س   طیدر شرااین ویروس،  ٪ وجود دارد.  80از    شیب  یسرم  وعیش 

بیماران   با آن    کننده افتیدرشرایطی که  م  هستند(  روروبهپیوند  به    شودی دوباره فعال  و شروع 

ب  کندی را آغاز مفرایندها  از    یاو مجموعه  کندی م  ریتکث   منجر   یروس یو  و تولید   یسلول  ز یل  ه که 

  کنندگان افت یدریکی از علل مهم از بین رفتن پیوند در    BKویروس پلیومای    بنابراین  .شودی م

مؤثر یا استراتژی   یروس یضدوکه به دلیل شروع، تداوم و عدم وجود عوامل    شودیمپیوند کلیه  

پس از فعال شدن مجدد،    . کندی مهای پیشگیری، همچنان چالش بزرگی را برای پزشکان ایجاد  

که در حال حاضر در آزمایشگاه بالینی موجود است،   ییهاروشدر ادرار با    توانی مرا    BKویروس  

 تشخیص داد.  
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 محتویات کیت 

 

Title 
24 Tests 

Volume per Vial 

BK Master Mix 360μl/tube × 1 

BK Std1: 1.2×104 IU/µl 100 μl/tube × 1 

BK Std2: 1.2×103 IU/µl 100 μl/tube × 1 

BK Std3: 1.2×102 IU/µl 100 μl/tube × 1 

BK Std4: 1.2×101 IU/µl 100 μl/tube × 1 

Internal control (IC) 300 μl/tube × 1 

Nuclease-Free Water 250 μl/tube × 1 

 : محتویات کیت  1جدول

 نگهداری و انتقال کیت  

  .گردد نگهداری تاریکیگراد و در درجه سانتی - ۲۰کلیه محتویات این کیت باید در دمای ✓

خشک استفاده  کیت از یونولیت با درب و یخ ییجاجابهانتقال و  منظوربههمچنین 

 نمایید.

 ساعت شود.  نباید بیشتر از یک گاهچیهگراد درجه سانتی  ۴دمای  نگهداری کیت در ✓

 ( را دارد.Frozen Ice Packزده )های یخبسته یبر رواین کیت نیاز به حمل  ✓

بندی محصول  طور که روی برچسب بستههمه مواد موجود در کیت تا تاریخ انقضا، همان ✓

 پایدار هستند. شدهمشخص است، در شرایط  شدهمشخص 
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 ( خودداری کنید زیرا سبب کاهشFreeze-Thawهای متعدد ذوب و انجماد )از چرخه ✓

کیت  منجمد و ذوب کردنبار  بیش از دو شود.حساسیت و درنتیجه عدم کارایی کیت می

 .گرددینمتوصیه  وجهچیهبه

 مستقیم اجزای کیت در معرض نور، گرما یا رطوبت خودداری کنید. قرار دادن از  ✓

گراد( ذوب کنید. پس از  درجه سانتی  25تا  15ها را قبل از استفاده در دمای اتاق )معرف  ✓

مختصر سانتریفیوژ کنید تا مطمئن شوید  طوربهها را ذوب شدن مواد موجود در کیت، لوله

 اند.یکنواخت مخلوط شده طوربه که مواد موجود در کیت 

که باید توسط کاربر تدارک دیده شود؛  ازیموردنمواد و تجهیزات  

 از خون  DNAکیت استخراج  .1

 هاش مختلف و نوك سمپلر فیلتردار   اندازه تنظیم در سمپلر قابل .2

 سانتریفوژ رومیزي .3

 کننده خنکبلوك  .4

 درصد   10وایتکس .5

 گان و دستکش  .6

کانال  Rotor-Geneدستگاه   .7   Cycling Greenمخصوص    فلورسنتهای  با 

 A.Texas Redو  A.FAMفلورفورهای  یاو   Cycling Orangeو

نسخه      6000Rotor-Gene  افزارنرم ،    1.7.94نسخه    Rotor-Gene Qنرم افزار   .8

و یا    6.0.23نسخه    Rotor-Gene  3000  افزارنرمو    1.7.94,  1.7.87, 1.7.65

 بالاتر. 

 چاهکی   72برای استفاده در روتور  ml 0.1و کپ  استریپ .9
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 نکات احتیاط عمومی

 کاربر باید همیشه به نکات زیر توجه کند:

 نمایید. استفاده RNase & DNase freeاز سر سمپلرهای فیلتردار و .1

برای   .2 و تخلیص مواد مثبت  و    هاکنترلاز مریض،    شدهگرفته  یهانمونه)  BKVنگهداری 

از   حاصل  محلی  PCRمحصولات  در  باید  و    کاملاا (  نگهداری  محل  از    ی سازآماده جدا 

master mix BKV .صورت پذیرد 

 در دمای اتاق ذوب شود. طور کاملبه کیت قبل از شروع کار باید  ازیموردنهمه مواد  .3

  طور به پیپتاژ نمایید و  یخوببه استانداردهای کیت ( را  ژهیوبهبعد از ذوب شدن، کلیه مواد ) .4

 طوربه مختصر اسپین کنید. این امر برای جلوگیری از کاهش عملکرد کیت در طی زمان  

 .شودیمکامل توصیه 

(   cooling boxسرد)  یهاجعبهباید بر روی یخ یا    master mixتمام مراحل مربوط به تهیه   .5

از آن باید    ازیموردنبعد از برداشتن مقدار    master mixانجام شود. استوک اصلی مربوط به  

 به فریزر منتقل شود.  سرعتبه

،  بارمصرف کیهنگام کار با مواد شیمیائي، همیشه روپوش مناسب آزمایشگاهي، دستکش   .6

 محافظ داشته باشید.  یهانکیعو 

 ها  هشدارها و محدودیت

توسط    1GLPعفونی بوده بنابراین تمامی مراحل آزمایش باید بر اساس اصول    هانمونهکلیه   .1

پوشش    دهیدآموزشپرسنل   )  یاحرفه دارای  محافظ  آزمایش  (2PPEو  شود.  های  انجام 

نمونه بر  )بالینی  دو  کلاس  هود  در  باید  عفونی   Class II Biological Safetyهای 

Cabinet در محیط )BSL-2  نمایید استفادهزیر انجام شود. از دستورالعمل: 

Interim Laboratory Biosafety Guideline For Handling and Processing 

Specimen Associated 

درصد تمیز    10قبل و بعد از کار با وایتکس    مورداستفادههود و یا استیشن    شودی مپیشنهاد   .2

 زده شود.   UVبعد از کار لامپ   طورنیهمشود و 

 
1 Good Laboratoty Practice 
2 Personal Protective Equipment  
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مخلوط واکنش از فضای آماده کردن    یسازآماده ،  DNAمحل استخراج    شودیمپیشنهاد   .3

اضافه کردن نمونه و نمونه استاندارد جدا باشند زیرا ممکن است نتایج مثبت کاذب به وجود 

 آید.

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

 و نگهداری   یریگنمونه

باید با احتیاط بسیار گرفته شده و نهایت دقت در حمل و نقل و کار با آنها صورت  خون   نمونه .1

 می  BKگیرد،  زیرا نمونه ها دارای ریسک بالقوه برای آلوده کردن فرد و محیط با ویروس  

 باشد.

نوع نمونه    نیکه ا  باشدیم  EDTA   ای  تراتینوع نمونه، پلاسما با ضد انعقاد س   نیمطلوب تر .2

 . باشد یم  د ییقرار گرفته و کاملا مورد تا یبه طور کامل مورد بررس  تیک نیا یبرا

نوع نمونه، پلاسما با ضد انعقاد    نیترمطلوب   BKبرای امر تشخیص و تعیین مقدار ویروس  .3

یا    کیت  .  هست  EDTAسیترات  این  برای  نمونه  نوع  این   ی موردبررس کامل    طوربهکه 

. سایر انواع نمونه  غیر از پلاسمای سیتراته یا همراه باشدی م  دیتائمورد    کاملاا و    قرارگرفته

EDTA     مسئولیتی    گونهچیهضمانت عملکردی نبوده و سازنده در مورد آن    گونهچی هدارای

 ندارد.

غ  ریسا .4 نمونه  پلاسما  ریانواع  ضمانت    چیه  یدارا    EDTAهمراه    ای  تراتهیس   ی از  گونه 

 ندارد. یتیگونه مسئول چینبوده و سازنده در مورد آن ه یعملکرد

 دیعنوان نبا  چیبه ه  باشدیمواد ضد انعقاد م  ن یاز پر کاربرد تر  یکی  ن ی: اگر چه هپارتوجه .5

 به کار رود.  ردیگیمورد استفاده قرار م  تیک   نیتوسط ا  زیآنال  یکه برا  یخون  ینمونه ها  یبرا

( پلاسما یریگ نمونهشده باید در اسرع وقت )کمتر از شش ساعت از زمان    گرفتهخوننمونه    .6

سانتریفوژ   g۱۶۰۰ -۸۰۰ر  دقیقه د  ۲۰گیری شود. برای این منظور نمونه خون را به مدت  

را به تیپ پلی پروپیلن استریل منتقل کنید. حساسیت تست در    جداشدهکنید و پلاسمای  

صورت منجمد کردن نمونه خون کاهش خواهد یافت به همین دلیل تا جای ممکن از این  

بدون آسیب به ژنوم ویروس برای    توانی مرا    جداشدهپلاسمای    هرچندامر باید پرهیز گردد.  

در    هاسالو حتی    هاماهو    گرادی سانتدرجه    -20در    هاهفته،  گرادیسانتدرجه    4روزها در

 نگهداری کرد. گرادیسانتدرجه  -70
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 ،PCRواکنش  یهامهارکننده توانند به دلیل حضور افزایش غلظت  نتایج منفی کاذب می   .7

نامناسب، استخراج  نمونه نامناسب نمونهراستانداردیغ  DNAگیری  انتقال  از    باشد  ،  یا  و 

 غلظت کم نمونه ناشی گردد.  

از   .8 یکی  هپارین  انعقاد    نیپرکاربردتر اگرچه  ضد  برای   عنوانچیهبه  باشدی ممواد  نباید 

 به کار رود.  ردیگیم قرار  مورداستفادهخونی که برای آنالیز توسط این کیت  یهانمونه

 گرادیسانتدرجه    -70را در دمای    هاآن وجود دارد،    هانمونهدر استخراج    ریتأخاگر احتمال    .9

 .نگهداری نمایی ترنییپایا 

نگهداری    ترن ییپایا    گرادیسانتدرجه    -70باید در دمای    شدهاستخراجنوکلئیک اسیدهای    .10

 شوند. 

نگهداری شده یا در دمای    گرادیسانتدرجه    2-4روز یا بیشتر در دمای    4که    ییهانمونه  .11

 . باشدی نمبرای آزمایش  استفادهقابل  ،اندنشده فریز  ترنییپایا  گرادیسانتدرجه  -70

را مطالعه  پزشکی چاپ پنجم  -میکروبیولوژی و زیست  یهاشگاه یآزماایمنی زیستی در   ●

 فرمایید. 

http://www.cdc.gov/biosafety/publications 
 

 های گرفته شده نگهداری نمونه

از زمان نمونه گیری( پلاسما    کمتر از شش ساعت گرفته شده باید در اسرع وقت )    نمونه خون

سانتریفوژ کنید و    g۱۶۰۰-۸۰۰دقیقه در  ۲۰گیری شود. برای این منظور نمونه خون را به مدت  

 استریل منتقل کنید. تیوپ پلیپروپیلنپلاسمای جدا شده را به  

کاهش خواهد یافت به همین دلیل تا  خون حساسیت تست در صورت منجمد کردن نمونه  ✓

 جای ممکن از این امر باید پرهیز گردد.  

درجه سانتی    4را میتوان بدون آسیب به ژنوم ویروس برای روزها در  پلاسمای جدا شده هر چند  

درجه سانتی گراد    -70ها و حتی سال ها در    درجه سانتی گراد  و ماه  -20ها در    گراد ، هفته

 نگهداری کرد.

http://www.cdc.gov/biosafety/publications/
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 انتقال نمونه 

 در طی انتقال نمونه به نکات ایمنی در مورد انتقال یک پاتوژن توجه کامل مبذول گردد.   

 تا حد امکان زمان انتقال نمونه نباید از شش ساعت تجاوز کند.

های   و نمونه  درجه سانتی گراد  8تا    ۲باید در دمای    خون کاملهای   همچنین حمل و نقل نمونه 

 صورت گیرد. درجه سانتی گراد  -20پلاسمای جدا شده در  

 

 کیت  انقضایتاریخ 

 است.  شدهدرج تاریخ انقضای کیت بر روی جعبه محصول 

 

 عوامل تداخلی
HCl (1N)هپارین، دانه ،( 1های سیلیسµl ( خون ،)1µl( اوره ،)و  میلی   ۱۰۰گرم در    ۴۰ )لیتر

کنترل داخلی قابل کنند. وجود مهارکننده در واکنش با ژن  بافر لیز عملکرد آزمایش را مهار می

 ردیابی است.

 ( Internal Controlکنترل داخلی )

این کیت به همراه یک کنترل داخلی برای مصرف کننده نهایی تهیه شده است. این امر به کاربر نهایی 

تا هم فرآیند تخلیص را چک کند و هم احتمال وجود مواد مهار کننده   را بررسی    PCRاجازه می دهد 

 نماید.  

به طور مستقیم به بافر لیز اضافه کرد و یا آن را به مخلوط    در زمان استخراجاین کنترل داخلی را می توان  

 بافر لیز و پلاسما اضافه نمود.

این نکته قابل ذکر است که اضافه کردن کنترل داخلی به بافر لیز یا مخلوط بافر لیز و پلاسما باید   ❖

 به صورت تازه صورت گیرد.

لیز   ❖ بافر  به خود نمونه به صورت مستقیم و در غیاب  همچنین کنترل داخلی به هیچ عنوان نباید 

 اضافه شود.  

 ( نهایی می باشد. elutionحجم کنترل داخلی اضافه شده تنها تابعی از میزان الوشن ) ✓
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از حجم حل   µl1/. به ازاء هر  µl2   به طور کل در این حالت کنترل داخلی موجود در کیت را به مقدار

 اضافه می شود.  BK( نهایی ژنوم ویروس elutionکردن )

(  حل می کنیم باید در هنگام تخلیص elutionآب)  µl50را در    BKبرای مثال اگر ژنوم تخلیص شده از   

 کنترل داخلی اضافه کنیم.    µl 10پلاسمای مربوط به آن به بافر لیز 

نشان داده شده    2نحوه تخلیص در حین اضافه کردن کنترل داخلی به صورت شماتیک در جدول   •

 است.  

اضافه کرد که در این حال هیچ گونه کنترل   PCRتنها در طی مرحله  همچنین میتوان کنترل داخلی را  

  master mixاز  µl  15از کنترل داخلی به  µl  1بر روی مرحله تخلیص وجود نخواهد داشت. در این حالت  

 از نمونه تخلیص شده مخلوط می گردد.   µl 10 از این مخلوط با   µl  15اضافه شده و سپس مقدار 
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 ی سازآماده

 : ردیگی مبا دو روش صورت  یسازآماده 

داخلی  کهیدرصورت .1 مرحلهرا    (IC)  کنترل  مراحل    در  و طی  اضافه    یسازآماده استخراج 

نمونه  ،  دیاکرده هر  ازای  تست  را    MasterMix-BK  از   µl  15ر  امقدبه  هر  نظر  برای  در 

 بگیرید.

  

مرحلهرا    ICاگر   .2 و  استخراج    در  نکردید  مرحله    دیخواهی ماضافه   عنوانبه  PCRدر 

را مطابق توضیح تهیه    Master Mixد،  کنیاستفاده    Realtime-PCRمهار    کنندهکنترل

 نمایید: 

د کنیاضافه  مطابق جدول زیر    MasterMix-BKبه  را  از کنترل داخلی    تریل  کرویم  1ابتدا   

 .(2نمایید )جدول هر واکنش استفاده  ه ازایب تری ل کرویم 15و سپس از این مخلوط 
 

Number of Reactions (rxns) Volume 
BK Master Mix 15µl 
Internal Control 1 µl 
Final Volume µl 61 

 میکس با احتساب کنترل داخلی  یسازآماده : 2جدول 

 به ازاء هر نمونه برداشته شود . µl 15به مقدار  µl 16 از

 No Template Control)  عنوانبه نکته: لازم به ذکر است که در هر بار انجام تست یک لوله  

(NTC    در فوق  جدول  اساس  بر  شود.  گذاشته  آب   شدهاستخراجنمونه    یجابه  NTCباید 

 برای کنترل آلودگی واکنش کاربرد دارد.  NTC. تیوبشودیماستفاده 
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 اضافه کردن الگو  

(  NTCهای واکنش، ابتدا نمونه کنترل منفی )ها و انتقال آن به تیوبمحلول  یسازآماده پس از 

از آب بدون نوکلئاز را به تیوب کنترل منفی اضافه    تریل  کرویم   10را آماده کنید. برای این کار،  

  10استاندارد و    یهانمونهاز    تریل  کرویم  10نمایید. پس از انتقال به منطقه کار با اسیدنوکلئیک،  

ها را در دستگاه های مربوطه اضافه نمایید. سپس تیوبهای بیمار را به تیوباز نمونه  تریل  کرویم

 .(3)جدول  گذاری کنیدها را نامترمال سایکلر قرار داده و نمونه

 
Reaction Setup Volume 

Master Mix 15 µl 

Sample or Control 10 µl 

Total Volume 25 µl 

 اضافه کردن نمونه: الگوی 3جدول 
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 دمایی   یزیربرنامه

نشری    منظوربه طیف  سنجش  شود.  تعریف  دستگاه  برای  زیر  دمایی  برنامه  باید  تست  انجام 

(Acquisition  ( باید هم در کانال سبز )مربوط به سیگنال دریافتی از ژنومBK  و هم در کانال )

 )مربوط به سیگنال دریافتی از کنترل داخلی( انجام شود.  نارنجی

مقادیر دمایی هر قسمت در کادر زیر آورده شده است. علاوه بر تعریف دمایی، دستگاه باید برای 

 طیف سنجش فلورسنت نیز تنظیم گردد.

 Temperature 
Incubation 

Time 
Cycle 

Pre-Denaturation 95 °C 3 min 1 

Denaturation 95 °C 15 sec 

45 
Annealing and acquisition on 

channel Green (FAM) and 

Orange (Texas Red) 
58°C 45 sec 

 تنظیم دمایی  یبرنامه : 4جدول

 

است دستگاه باید برای طیف سنجش   بالاآمدهعلاوه بر تعریف دمایی دستگاه که در قسمت 

 فلورسنت نیز تنظیم گردد. 
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 هادستگاهتعریف طیف سنجش فلورسنت در 

 Rotor-Geneدستگاه 

 (۱شکل را انتخاب کنید ) Gain Optimizationی گزینه Rotor-geneبدین منظور در دستگاه 

 Rotor-Gene . تنظیمات دستگاه1شکل 

 

 

 Targetی برای هر دو کانال بازه  Optimize Acquiringی  در این صفحه با انتخاب گزینه 

sample range  (.  2فرض دستگاه( انتخاب شود )شکل )حالت پیش 10تا  5از 

 Rotor-Gene . تنظیمات دستگاه2شکل 

 

  STD1و  IC)که حاوی مسترمیکس به همراه  دستگاه باید برمبنای تیوب اول  Gainهمچنین 

 انجام شود.  است(

 Perform Optimization Beforeی ی مناسب برای هر کانال، گزینهپس از انتخاب بازه 

1st Acquisition  (.3را انتخاب کرده، و پنجره را ببندید )شکل 
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 Rotor-Gene . تنظیمات دستگاه3شکل 
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 جهت آنالیز نتایج Rotor-Gene نظیم دستگاه ت

مربوطه و بر اساس دستورالعمل دستگاه انجام شود. در هر کانال   افزارنرم. آنالیز نتایج توسط 1

 قرار دهید.   0.02ی رنگی، آستانه را در بازه 

 را انتخاب نمایید. Slope Correct ینهیگز Quantitation Analysis. از پنجره 2

 . باشندی مدیگر دارای تنظیمات خودکار  یهادستگاهتوجه: 

 تخلیص شده BKتعیین تعداد ژنوم ویروس 

  کاملاا   ویروس  این کیت معادل یک نمونه تخلیص شده با تعداد کپی  در  شدهنیتأماستانداردهای  

از ژنوم تخلیص شده با    تری ل  کرویم  10از هر نمونه تخلیص شده مقدار    ازآنجاکهمشخص است.  

  ی هانمونهمشابه برای    طوربه باید همین روند    شودی ممخلوط    MasterMixاز    تر یل  کرویم  15

استاندارد نیز اعمال گردد. برای ترسیم منحنی استاندارد هر چهار استاندارد موجود در کیت در  

منحنی   واسطهبهبتوان   مجهول مورد آنالیز قرار گیرد تا  یهانمونههر بار انجام تست باید به همراه  

مجهول تعیین گردد. برای انجام این امر   یهانمونهویروس در    استاندارد کشیده شده تعداد کپی

تعریف شوند و مقدار معادل استاندارد بر اساس   در برنامه استاندارد    عنوانبه باید استانداردها  

 دستگاه وارد شود. افزارنرم و در  شدهمحاسبهفرمول زیر 

کیت    شدهنیتأماستانداردهای   ✓ این باشدی م  IU/µl  صورتبهدر  تبدیل  برای   .

 از رابطه زیر استفاده کنید.  IU/mlاستانداردها به 

IU) نتیجه  تست 

μl
(μl)حجم الوشن ×(

(ml) حجم نمونه  تخلیص  شده  
 =   (IU/ml)  نتیجه 

برای تمام    یاستفادهدر صورت   نکته: قرار دادن مقدار    دیتوانی م  هانمونهاستخراج یکسان  با 

تعریف آن در دستگاه    استانداردها و  بالا   فرمول  و مستقیم،  صورتبه در    IU/mLمقدار    یکجا 

  صورتبه را    LODمثبت بالای مقدار   یهانمونهدر این صورت، مقدار   را به دست آورید.  هانمونه

 .دیکنی مدقیق مشاهده 
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 آنالیز اطلاعات

در دستگاه   اطلاعات  توسط     3000Rotor-geneو     6000Rotor-geneآنالیز    افزار نرمباید 

 دستگاه و بر اساس دستورالعمل دستگاه صورت گیرد.

( آستانه  روی  Thresholdحد  بر  را   )Baseline  در را    Th  =0.02و  نتایج  سپس  دهید،  قرار 

 زیر تفسیر کنید:  صورتبه

 مشخص است. کاملاا ( A.FAM=greenسیگنال فلورسانس در کانال )

  BKمثبت است و نمونه تخلیص شده از پلاسما حاوی ویروس    BKنتیجه تست برای ویروس  

اهمیت   (Texas RedOrange=)بوده است. در این حالت، وجود سیگنال فلورسانس در کانال  

 تواندی م  Orangeسیگنال در کانال    BKزیرا در صورت بالا بودن غلظت اولیه ژنوم ویروس    ندارد

 وجود نداشته باشد.  اصلاا بسیار ضعیف باشد یا 

. در شودینم( مشاهده  A.FAM=Green channelهیچ سیگنال فلورسانسی در کانال ) -1

کانال   در  سیگنال  حین  داخلی  (Orange=Texas Red)همین  کنترل  به  مربوط 

 است. مشاهدهقابل

. همچنین مثبت بودن باشدی مدر نمونه پلاسما   BKعدم وجود ویروس    دهندهنشاناین حالت  

 .کندیمرا منتفی  PCRواکنش مهارکننده هرگونهوجود   Orangeسیگنال حاصل از کانال 

کانال   -2 در  فلورسانسی  سیگنال  و  (  A.FAM=Green channel)هیچ 

(Orange=TEXAS Red)   نیست. مشاهدهقابل 

انجام داد. تست باید دوباره تکرار    توانینمدر مورد تست    یریگجهینت   گونهچیهدر این حالت  

 شود. 
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 رفع مشکل

 مشکل دلیل بروز مشکل اقدام اصلاحی

 هاتیکبا برخی از  DNAاستخراج ِ

ممکن است همراه با برخی  

ناخالصی هایی باشد که با  

 مسترمیکس واکنش مهاری دهد 

 DNAاستخراج 

هیچ سیگنالی دریافت  

نشده ولی کنترل  

 مثبت سیگنال دارد. 

1 

واکنش را مجدد روی کنترل مثبت 

کیت تکرار کنید تا از مشکل  

 مسترمیکس اطمینان حاصل کنید. 

مشکل از مستر 

 باشد ی م میکس 

هیچ سیگنالی از هیچ 

کانالی دریافت  

)حتی در  شود ی نم 

نمونه استاندارد و  

کنترل داخلی کیت 

نیز هیچ سیگنالی 

 رویت نشده( 

2 
دستگاه و همچنین   runاز نحوه 

سلامت دستگاه اطمینان حاصل 

 کنید.

مشکل از دستگاه  

آن   افزارنرمیا 

 باشد ی م

تمام سطوح  ٪10با سفیدکننده 

 20هود را تمیز کنید و به مدت 

بگذارید   ٪10دقیقه سفید کننده 

روی سطوح بماند و سپس به مدت 

 را روشن کنید. UVدقیقه  20

آلودگی فضای هود 

  work stationیا 

که میکس اولیه  

 آماده می گردد. 

 

 

 

 

رویت سیگنال در 

 نمونه کنترل منفی 

3 

امکان دارد طی روند کار به هر علتی  

سمپلر هود تمیز شما مقداری  

آلودگی داشته باشد برای رفع 

آلودگی بیرون و داخل سمپلر را با 

خوب تمیز کنید و  ٪10وایتکس 

به طریقی که   UVسمپلرها را زیر 

بخورد قرار دهید/ هرگز  UVسر انها 

از سمپلر مشترک که برای نمونه  

بیمار یا کنترل مثبت استفاده  

مشکل از سمپلر  

آلوده یا مشترک می  

 باشد 
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 مشکل دلیل بروز مشکل اقدام اصلاحی

میکنید جهت درست کردن میکس 

 اولیه استفاده نکنید. 

توجه داشته باشید که برای انجام  

تست باید دو فضای مجزا ) هود 

مجزا( برای میکس اولیه و اضافه 

 کردن نمونه بیمار داشته باشید. 

استفاده از یک فضا 

 PCRجهت 

برای جلوگیری از این اتفاق دفعه  

اول به اندازه مورد نیاز هر بار 

استفاده پرایمر و پروب ها را الکوت  

-کنید در غیر این صورت اگر طی دو

سه روز کل کیت مصرف می شود 

درجه  4پرایمر ها را در دمای 

 نگهداری کنید. 

پرایمر و پروب ها  

فریز و بار  2بیش از 

 دفریز شدند. 

شدت فلورسنت کم 

 است 
4 

در صورت امکان دوباره فرآیند  

و یا نمونه گیری را   DNAاستخراج 

 تکرار کنید. 

  DNAکیفیت 

استخراج شده 

 مناسب نیست. 

سیگنال فلورسنت  

حالت سیگموئیدی  

 ضعیفی دارد 

5 

)کوربت (   Qiaqenبرای دستگاه 

را طبق   outlier removalگزینه

 ٪10یا  ٪5شرایط بهینه نمونه روی 

 بگذارید. 

 نرم افزار دستگاه 
گرفتن سیگنالهای 

 ( noiseخطی )
6 

 یابی بیع یراهنما. 5جدول 
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 ارزیابی آنالیتیکال 

 اختصاصیت آنالیتیکال  

 واکنش متقاطع 

از لحاظ ایجاد واکنش متقاطع با سایر عوامل بیماری زا ارزیابی شد. هیچ یک   BK qPCRکیت  

 .(۶)جدول  از عوامل بیماریزای آزمایش شده واکنش متقاطع  نشان ندادند

Control group 
BK 

(Cycling Green or 

Cycling A.FAM) 

Internal control 

(Cycling Orange or Cycling 

TexasRed) 

Cytomegalovirus 
– + 

Epstein-Barr virus 
– + 

Human herpesvirus 1 

(herpes simplex virus 1) 

– + 

Human herpesvirus 2 

(herpes simplex virus 2) 

– + 

Human herpesvirus 3 

(varicella-zoster virus) 

– + 

Human herpesvirus 6 
– + 

JC virus 
– + 

Simian virus 40 
– + 

HIV 
– + 

HBV 
– + 

HCV 
– + 

 عدم واکنش متقاطع با عوامل بیماری زا. ۶جدول
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 حساسیت آنالیتیکال )پایین ترین حد تشخیص(

نظرگرفتن استخراج    محدوده تشخیص آنالیتیکال و همچنین محدوده تشخیص آنالیتیکال با در 

گرفت. محدوده تشخیص    مورد ارزیابی قرارBK qPCR های تشخیصی( برای کیت )محدودیت

از نمونه با استفاده  برای  آنالیتیکال  بالینی مثبت  در کنار یک روش استخراج خاص   BKهای 

تعیین میشود. در مقابل، محدوده تشخیص آنالیتیکال بدون استفاده از نمونه بالینی و مستقل 

 گردد.های معلوم تعیین می با استفاده از استانداردهایی با غلظت  ،از روش استخراج مورد نظر

: LOD  این مقدار برای کیتIU/mL 50   .به دست آمد 

LOQ : تست حاضر تاIU/mL 125 مقدار با % نییتع تیقابلCV را دارد.  دییمورد تا 

 ( linear rangeدامنه خطی )

  IU/ml 62 تست در بازه  linearityفوق این مطلب قابل دستیابی است که   نتایجبر اساس 

 .قابل قبول است  0.99خط برابر با  شیب  و =R2  0.997با 5E8 IU/mlالی 

 دقت

 دهد.  نتایج قابل قبول را نشان می  ≥ %CV  10%حاضر  تیدقت ک

 حساسیت و اختصاصیت کلینیکال   

به عنوان روش مرجع،    Altona BK Virus RG PCR Kitدر قیاس با نتایج مستخرج از کیت  

ترتیب    به  Senmurv BK qPCRکیت    کلینیکال  حساسیت تشخیصی و اختصاصیت تشخیصی

 ها بدست آمد. برای تمامی نمونه %100 و  98%

 ارزیابی پایداری  

 : با توجه به ارزیابی های انجام شده جهت بررسی پایداری کیت 

 مرتبه می باشد.   4کردن قابل قبول کیت مذکور  تعداد فریز و دفریز ✓

 پایداری محتویات کیت حاضر در فریزر تا تاریخ انقضای یک ساله حفظ می شود. ✓

 ماه در زمان واقعی قابل استناد می باشد. ۱۲نتایج تست ریل تایم نشان می دهد نتایج کیت تا  ✓

ساعت دوره انتقال کیت در یخ خشک یا یخ ژله ای همچنان نتایج قابل استناد و موثق   48پس از   ✓

 هستند. 
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 پشتیبان فنی  

 ی  زیر تماس حاصل فرمایید .هاشمارهجهت ارتباط با پشتیبانی فنی با 

 )قره داغی( 09936693941 ✓

✓ ۰۲۱۲۲۰۸۲۱۲۰ 

 

 ها نشانه

 InVitro Diagnostic Medical Device  برای مصرف آزمایشگاهی 

 Catalog Number کد کالا 

 Batch Number  شماره بچ تولید شده 

 Temperature Limitation   محدودیت دمایی 

 Consult Instruction For Use   مطالعه دستورالعمل 

 Content sufficient for <n> tests تعداد تست 

 Use by  تاریخ انقضا 

 Manufacturer آدرس 
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 اطلاعات تماس  

  

 مورو  سین  گروه- یاخته بن فناوری شرکت

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

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

 

  02122082120 :  تماس تلفن     1997775555 :  پستی کد

  www.Senmurv.coWeb Site:  
   info@senmurv.irEmail:  

 

http://www.senmurv.co/
mailto:info@senmurv.ir

