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BehDx EBV Real Time PCR kit 
Cat No: BD229       Exp Date: 1 Year / Store at -20 C 
   Ver:01                        For Research Use Only 
                                        

 محتویات کیت   1.

CAT.NO محتویات 
EBV 

(24RXN) 
EBV 

(48RXN) 
EBV 

(96RXN) 
رنگ درب 

 تیوب

BD427 EBV Mix 1 1×300 µl 2×300 µl 4×300 µl آبی 

BD428 EBV Mix 2 1×60 µl 2×60 µl 4×60 µl قهوه ای 

BD429 
EBV 

Internal 
Control 

1×200 µl 1×400 µl 2×400 µl سفید 

BD430 
EBV  

Positive 
Control 

1×80 µl 1×160 µl 2×160 µl قرمز 

BD431 
EBV 

Negative 
Control 

1×80 µl 1×160 µl 1×320 µl سبز 

 پایداری و نگهداری شرایط    2.
و در حداقل زمان ممکن    C°20-شرایط دمای  حمل کیت بایستی در   •

 صورت گیرد. 
دریافت کیت • از  بر  ،  پس  شرایط درج شده  بایستی مطابق  محتویات 

 روی جعبه کیت نگه داری شوند. 
آن   • از  حمل  حین  در  نامناسب  دمای  در  کیت  داری  نگه  صورت  در 

 استفاده نشود. 
سالم   • صورت  شکل  در  تطابق  عدم  یا  و  کیت  بندی  بسته  نبودن 

 ظاهری مواد مصرفی با توضیحات از آن استفاده نشود. 
محافظت   • خورشید  نور  از  و  نموده  داری  نگه  ثابت  دمای  در  را  کیت 

 کنید. 
 انجماد / ذوب بپرهیزید.  متعدد چرخهاز تکرار  •
در صورت باز نشدن مواد مصرفی و نگه داری در دمای توصیه شده  •

پایدار  روی جعبه کیت  بر  انقضای مندرج  تاریخ  پایان  تا  این محصول 
 خواهد ماند.

 معرفی . 3

 روسی( که  به عنوان وEpstein–Barr virus(EBV)بار)  نیاپشت  روسیو
انسان نHHV-4)  4  یهرپس  عضو  یشناخته م  زی(  خانواده    یشود،  از 
و سال    نیاول   EBV  .ها است  روسیگاماهرپس  در  لنفوم    1964بار  در 

( کشف شد و بعدها مشخص شد که با Burkitt's lymphoma)  تیبورک
(،   Hodgkin's lymphoma) نیلنفوم هوچک لهلنفوم از جم گریانواع د

غ ب  نیهوچک   ریلنفوم  پ  مارانیدر  از  به    وند یپس  آلوده  افراد  ، HIVو 
با   نیهمچن   EBVمرتبط است.    NK/Tو لنفوم سلول    Tلنفوم سلول  
ها  کارس  الی تلیاپ  یسرطان  جمله  نازوفارنکس   نومی از 

(Nasopharyngeal carcinomaز و  ا  ری(  ها  یمجموعه  سرطان   ی از 

علاوه بر ارتباط با انواع مختلف سرطان انسان،    EBVمعده مرتبط است.  
ب عفون  میبدخ  ریغ  یها  یماریبا  مونونوکلئوز  جمله   Infectious)  یاز 

mononucleosisلکوپلاک  ، )  ی(  دهان  (، oral leukoplakiaمودار 
ار و Systemic Lupus Erythematosus)  ستمیس  تماتوزیلوپوس   )

 مرتبط است.   زی( نMultiple Sclerosis) سیلروزاسک پلی مولت

ژنوم    BehDx EBV Real Time PCRیتک شناسایی حضور  به منظور 
نمونه های    EBVویروس   نخاعی -پلاسما و مایع مغزی  خون کامل،در 

(CSF  ؛ با استفاده از روش )TaqMan Real Time PCR   طراحی و عرضه
 شده است.

 حیطه کاربری   4.
با کاربرد   یک تست آزمایشگاهی   BehDx EBV Real Time PCRکیت

روش    تحقیقاتی مبنای  بر  که  همچنین   Real-Time PCRاست  و 
 طراحی شده است.  TaqManاستفاده از تکنیک 

به بررسی و تشخیص  روش اشاره شده، قادر  از  با استفاده  کیت حاضر 
 .باشدیمکیفی  صورتبه EBVویروس  

 لطفا قبل از استفاده مطالعه شود.   :مهم نکات   5.
شروع   • از  قرار    ندیفراقبل  محیط  دمای  در  بایستی  ها  ریجنت  تمامی 

 گیرند تا ذوب شوند. 
دقیقه نباشد تا از تخریب مواد    30ریجنت ها بیش از    شدنذوبزمان   •

 جلوگیری شود. 
 ذوب ریجنت ها، همگن و میکروفیوژ شوند.از پس  •
 کلیه مراحل بایستی بر روی بلوک سرد انجام گیرد.  •
فیلتردار    یهاپیتو    DNase & RNase free  یهاوبیکروتیماز   •

DNase & RNase free  .استفاده شود 

 نشده است فراهم    در کیت   که  لازم تجهیزات و مواد    6.
 یدستگاه ها  8بخش به ) سازگار Real-Time PCR یهادستگاه •

 سازگار مراجعه شود( 
بخش  )به  مناسبویروسی   DNAاستخراج   یهادستگاه ایو  هاتیک •

 مراجعه شود(  DNAاستخراج  1-10
  ن یکرواسپیو م  وژیفی سانتر دستگاه •
 DNase & RNase free لترداریف  یهاپیتو  PCR وبیکروتیم •
 بارمصرفکیبدون پودر   دستکش •

 نمونه های قابل استفاده   7.
 خون کامل  •
 و یا سیترات   EDTAحاوی   یهاوبیتدر  شدهیآورجمعپلاسما  •
 (CSFنخاعی )-مایع مغزی  •
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استخراج    هانمونه  • از  قبل  دما   یستیبا  DNAتا  درجه    8-2یدر 
و    طیشرا  کهیدرصورتو  گردد    یدارنگه  گرادیسانت انتقال   ایاستخراج 

  ی در دما  هانمونه   یدارنگهفراهم نبود،    هیساعت اول  24  ینمونه در ط
 . ردیصورت گ گرادیسانتدرجه  -80تا  -20

اختلال ایجاد    PCRدر فرایند    ضدانعقاد  عنوانبهاستفاده از هپارین    توجه: 
حاوی هپارین استفاده نشود. همچنین    یهالوله، به همین دلیل از  کندیم

 مناسب نیست.  PCRبرای  کنندیم نمونه بیمارانی که هپارین مصرف 

 دستگاه های سازگار   8.
 زیر توسعه و اعتبارسنجی شد.  PCR یها دستگاهکیت برای استفاده در 

• Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform (QIAGEN) 
• Mic qPCR cycler (Bio Molecular Systems) 
• Tianlong Real-Time PCR systems (Xi’an Tianlong Science 

and Technology)  
• Time PCR System-5 Pro Real TMQuantStudio 
• CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)  
•  CFX96™ Deep Well Real-Time PCR Detection System 

(Bio-Rad)  
•  LightCycler® 480 Instrument II (Roche) 

در    یبرا  تیک  نیا  توجه: ن  یهادستگاهاستفاده   یطراح  ROXبه    ازیبدون 
 . است دهیگرد

 از استفاده با دقت مطالعه شود   قبل:  نکات ایمنی  9.
مختلف جدا    Lot Numberو یا ترکیب ریجنت های کیت با    ییجاجابهاز   •

 خودداری کنید. 
بلافاصله   • مسترمیکس،  محلول  به  آلودگی  انتقال  از  جلوگیری  برای 

کیت،   دریافت  از  کنترل    یها وبیتپس  تیوب  و  منفی  مثبت،  کنترل 
 قرار دهید.  کسی مسترمداخلی را در فریزر مجزا از تیوب حاوی 

 از کیت و یا اجزای کیت بعد از گذشت تاریخ انقضا  استفاده نشود.  •
و    • متخصص  افراد  توسط  محصول  زمینه   دهیدآموزشاین  در 

گان  باشدیم  استفادهقابلمولکولی    یهاتست از  کار  هنگام   ،
 آزمایشگاهی و دستکش یکبار مصرف استفاده کنید. 

توصیه   • کیت  های  ریجنت  از  استفاده  هنگام  از   شودیمدر 
 بدون پودر استفاده شود.  یهادستکش

در   توانندیم  هانمونهتمامی   • بایستی  و  شوند  آلودگی  انتقال  باعث 
از   استفاده  و  با    هاآنحمل  مستقیم  تماس  از  شود.   هانمونهدقت 

در ارتباط بوده بایستی   هانمونه خودداری شود. لوازم و موادی که با  
 ضدعفونی و اتوکلاو شوند. یدرستبه

مخاطی  • غشاهای  و  چشم  پوست،  با  ها  ریجنت  یا  نمونه  تماس  از 
خودداری کنید. در صورت تماس با پوست، چشم یا غشاهای مخاطی،  

 به پزشک مراجعه کنید.  عاً یسرفوراً با آب بشویید و 
زیستی   یهازبالهدسته ی  وتمامی محتویات کیت پس از استفاده جز •

 دفع شود.  یدرستبهو باید  باشدیمخطرناک 

 فرآیند )دستورالعمل استفاده(  . 10  

 DNAاستخراج    1-10.
 : شودیمزیر توصیه  یهاتی ک استفاده از  DNA برای جداسازی 

BehPrep G-Plus DNA Extraction Kit (Cat Number: BP101) .1  

BehPrep Viral Nucleic Acid Extraction Kit(Cat Number: BPVD050) .2 

و   DNA استخراج   کیت  خلوص   تیف یباکاستخراج    یهادستگاهتوسط  و 
 است.  دییتأکافی نیز مورد 

 :شودیمستخراج دستگاهی زیر نیز توصیه  ا

BehMag Viral Nucleic Acid Extraction Kit(Cat Number:BM202) . 3 

  ی کنترل داخل . 2-10
   (IC)یکنترل داخل  الیو  کیشامل   BehDx EBV Real Time PCR تیک

بر  PCR یهامهارکنندهکنترل احتمال وجود    منظوربه است که   و نظارت 
 .ردیگ یمقرار  مورداستفاده  DNA یروش جداساز

کنترل داخل  دیخواهیم  اگر استفاده   PCRمهار    یبررس  یمنحصراً برا  ی از 
کنترل   کهیدرصورتاضافه شود.   Master Mix به  ماً یمستق   دیبا  د،یکن از 

جداساز   یبرا  یداخل روش  بر  بررس  DNA  ینظارت  مهار    یو   PCRاحتمال 
با شود،  استخراج   یستیاستفاده  مرحله  داخل  ،در  م  یکنترل  به   10  زانیرا 

مرحله لا  رصدد الوشن در  حجم بافر  به عنوان مثال اگر     د،یاضافه کن   زیاز 
 باشد، به مقدار  µl  60حجم مورد استفاده بافر الوشن در مرحله استخراج  

µl 6  ازIC کننده و نمونه اضافه شود.  زیبافر لا کسیهر نمونه به م یبرا 
 د یبا  ی. کنترل داخلدیبه نمونه اضافه نکن  ماً ی را مستق  یکنترل داخل  : توجه 

لا بافر  مخلوط  به  کنندهفقط  نمونه    یز  لا  ماً یمستق   ایو  بافر  کننده به   یز 
 . اضافه شود

 آماده سازی مسترمیکس 3-10 .  
 EBV Mix 2 از µl  2.5و  EBV Mix 1 از µl  12.5  ،کسی مسترم  هیته   یبرا .1

 .دییواکنش اضافه نما یهر نمونه به لوله اصل یبرا
در مرحله استخراج اضافه شده باشد،  یکنترل داخل کهیدرصورت •

را آماده   هاوبیت ریمندرج در جدول ز یمطابق برنامه حجم لطفاً 
 . دیکن
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15 1 
Number of 
Reactions 

187.5 µl 12.5 µl EBV Mix 1 
37.5 µl 2.5 µl EBV Mix 2 
225 µl 15µl Total 

داخل   کهیدرصورت • مرحله    یکنترل  شود ا    PCRدر    ی ستیبا  ،ضافه 
ز جدول  داخل  ریمطابق  اضافه  Master Mix  به  ماً ی مستق  یکنترل 

 . شود
 

15 1 
Number of 
Reactions 

187.5 µl 12.5 µl EBV Mix 1 
37.5 µl 2.5 µl EBV Mix 2 

15 µl 1 µl EBV Internal Control 
240 µl 16 µl Total  

 

میکروتیوب را ابتدا ورتکس و سپس برای مدت کوتاهی   .2
 میکروفیوژ نمایید. 

 PCRآماده سازی واکنش    4-10.
1. µl  15  ی هاوبیتشده در مرحله قبل به    هیته  کس ی از مسترم  PCR 

 اضافه گردد. 
ت  به .2 شده    DNAاز    µl  10تست     وبیهر  ز  ا  µl  10  ای  ماریباستخراج 

 (  اضافه گردد. یمنف ای)کنترل مثبت و  هاکنترل
 کسی مسترمکنترل و    نیهمچن  و  ،کسینمونه و مسترم  کسیم .3

 گردد.  وژیکروف یو م همگن کاملاً 

تمام این مراحل بر روی یخ یا بلوک سرد انجام   شودیمپیشنهاد  
 شود. 

Reaction setup 
15 µl Master Mix 
10 µl Sample or Control 
25 µl Total 

 
 برنامه دمایی   5-10.

 را در دستگاه قرار داده و مطابق برنامه زیر تست را انجام دهید.  هاوبیت
 

Analysis Mode Cycles 
Hold 

[hh:mm:ss] 
Temperature 

[°C] 
program 

None 1 00:03:00 95 Activation 

Quantification 45 
00:00:10 95 

Amplification  
00:00:30 60* 

  یستیبا HEX و  FAM یها کانالو    رد یگیم انجام   C   60 °ی خوانش در دما  *
  .روشن شوند

  )زرد(  HEX  گنالی و س  EBVژن    تیوضع   دهندهنشان   )سبز( FAM  گنالیس
 . باشدیم یژن کنترل داخل تیوضع  دهندهنشان

 تفسیر نتایج   11.
با  ینمودارها . 1 و  نباش  یدیگموئیس  کاملاً   صورتبه  یستیمثبت  د 

س  یینمودارها شکل    عنوان به  یستیبایمندارند    یدی گموئی که 
  .در نظر گرفته شوند  یمنف

و  threshold)آستانه    خط . 2 مثبت  نمونه  اساس  بر  مثبت    ای(  کنترل 
 شود.   نیی تع

 بر اساس جدول زیر تفسیر شود.  آمدهدستبهنتایج 

 تفسیر 
 کانال 

HEX FAM 
 شناسایی شده است.  EBV  ویروس •
منحنی برای نمونه    HEXدر کانال    کهیدرصورت •

منحنی    FAMکانال  در   ینشود؛ ولمشاهده  
مشاهده شود نمونه مثبت در نظر گرفته  

 .شودیم

- / + + 

 نشده است.   یی شناسا   EBV  ویروس •
  DNAاز    یی شناسا قابلشامل مقدار    نمونه •

 . باشد ینم  ویروسی
+ - 

 PCRوجود مهارکننده در واکنش   •
تست و   ندیفراانجام ناصحیح مراحل   •

واکنش، تست از مرحله استخراج یا   یسازآماده
PCR  تکرار شود . 

 

 
- 

 
- 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figure  1 . -Positive Sample 

Figure2-Negative Sample 
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 .حساسیت تحلیلی:  12
با   حاضر  کیت  تحلیلی  پلاسمید     لیوتحل هیتجزحساسیت  رقت    EBVسری 

تشخیص   برای  تحلیلی  حساسیت  است.  شده  اختصاصی   DNAتعیین 
 . باشدیم IU/µl 0.5، برابر با  EBVویروس  

 :.اختصاصیت تحلیلی  13
پروب ها  مرهایپرااختصاصیت تحلیلی    BehDx EBV Real Time  تیک  یو 

PCR     تا بررسی شدند  بیوانفورماتیکی  مطالعات دقیق  از  با استفاده  ابتدا 
مربوطه  EBVاطمینان حاصل شود که توانایی شناسایی همه ژنوتیپ های 

تحلیلی   اختصاصیت  این  بر  علاوه  باشند.  می  دارا  ها  مرهایپرارا  پروب  با   و 
 مرهایبا پرا  یگنالیس   چیه نمونه های منفی  شد.    دییتا  ی نیز  منف  ینمونه ها

 نمی کنند.  ایجادEBV  و پروب

نمونه  آزمایش  هنگام  های  میکروارگانیسم   RNAو  DNA هایهمچنین 
که دار  مختلف  وجود  درخون  ها  آن  شدن  یافت  واکنش امکان  هیچ  د، 

 متقابلی با این پاتوژن ها مشاهده نشد. این پاتوژن ها شامل:

• Cytomegalovirus (CMV)  
• Hepatitis C virus (HCV) 
• Hepatitis B virus (HBV) 
• Herpes simplex virus 1 (HSV-1) 
•  Herpes simplex virus 2 (HSV-2) 
• Varicella-zoster virus 
• JC virus 
• BK virus 

 

 

Figure3.Non-Template Control 


