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BehDx JC Real Time PCR Kit 
Cat No: BD237       Exp Date: 1 Year / Store at -20 C 
   Ver:01                        For Research Use Only 
                                        

 محتویات کیت   1.

CAT.NO محتویات 
JC 

(24RXN) 
JC 

(48RXN) 
JC 

(96RXN) 
رنگ درب 

 تیوب

BD459 JC Mix 1 1×300 µl 2×300 µl 4×300 µl آبی 

BD460 JC Mix 2 1×60 µl 2×60 µl 4×60 µl قهوه ای 

BD461 
JC 

Internal 
Control 

1×200 µl 1×400 µl 2×400 µl سفید 

BD462 
JC 

Positive 
Control 

1×80 µl 1×160 µl 2×160 µl قرمز 

BD463 
JC 

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

 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

حداقل    Polyomaviridaeخانواده   که   16از  است  شده  تشکیل  عضو 
کنند.   می  آلوده  را  پستانداران  مختلف  های  آن  یکگونه  از  ها مورد 

که عفونت های همه جانبه را در انسان   می باشدJC  (JC   )پلیوماویروس  
های کوچک بدون پوشش و ها ویروسپلیوماویروس ایجاد می کنند.

با تقریباً  دو رشته  DNAآیکوسادرال با ژنوم   باز    5000ای مارپیچ  جفت 
(bpهستند. عفونت ) های اولیه باJC   عموماً در اوایل دوران کودکی رخ

د. سلول های اپیتلیال ندهند و به دنبال آن تداوم مادام العمر دارمی
کلیه، لنفوسیت ها و الیگودندروسیت ها به عنوان انواع سلول های  

ویروس   توسط  که  در   JCغالب  اند.  شده  شناسایی  شوند،  می  آلوده 

ایمنی   دارای  افراد  در  پلیوماویروس  های  عفونت  که  مناسب،  حالی 
مجدد   شدن  فعال  مانند،  می  باقی  ارتباط  JCناآشکار  سرکوب   در  با 

ایجاد  جمله  از  جدی  های  بیماری  به  منجر  است  ممکن  ایمنی  سیستم 
( پیشرونده  کانونی  چند  دمیلینه    و  (PMLلکوآنسفالوپاتی  بیماری 

 کننده سیستم عصبی مرکزی شود. 

ژنوم     BehDx JC Real Time PCRکیت حضور  شناسایی  منظور  به 
درنمونه های   TaqMan Real Time PCRبا استفاده از روش    JCویروس  

 ( طراحی و عرضه شده است.CSFنخاعی )-پلاسما، ادرار و مایع مغزی 

 حیطه کاربری   4.
است که کاربرد تحقیقاتی  با  یک کیت     BehDx JC Real Time PCRکیت

روش   مبنای  تکنیک    Real-Time PCRبر  از  استفاده  همچنین  و 
TaqMan   ،طراحی شده است. کیت حاضر با استفاده از روش اشاره شده

 به صورت کیفی می باشد.  JCویروس قادر به بررسی و تشخیص 
 لطفا قبل از استفاده مطالعه شود.   :مهم نکات   5.
قرار   • محیط  دمای  در  بایستی  ها  ریجنت  تمامی  فرآیند  شروع  از  قبل 

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

 جلوگیری شود. 
 ذوب ریجنت ها، همگن و میکروفیوژ شوند.از پس  •
 کلیه مراحل بایستی بر روی بلوک سرد انجام گیرد.  •
های   • میکروتیوب  فیلتردار    DNase & RNase freeاز  های  تیپ  و 

DNase & RNase free  .استفاده شود 

 نشده است فراهم    در کیت   که  لازم تجهیزات و مواد    6.

  یدستگاه ها 8بخش ) به   سازگار Real-Time PCR یدستگاه ها  •
 سازگار مراجعه شود( 

بخش  )به  مناسب ویروسی DNA استخراج  یدستگاه ها  ایها و  تیک •
 مراجعه شود(  DNAاستخراج  1-10

  ن یکرواسپیو م  وژیفی سانتر دستگاه •
 DNase & RNase freeدار   تریل ف یها پیو ت PCR وبیکروتیم •
 بار مصرف کیبدون پودر   دستکش •

 نمونه های قابل استفاده   7.
 و یا سیترات   EDTAپلاسما جمع آوری شده در تیوب های حاوی  •
 ادرار •
 (CSFنخاعی )-مایع مغزی  •
استخراج   • از  قبل  تا  ها  دما  یستیبا  DNAنمونه  در  درجه    8-2یدر 

انتقال  ایاستخراج و  طیکه شرا یو در صورتنگه داری گردد گراد  یسانت
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ط در  اول   24  ینمونه  دار  هیساعت  نگه  نبود،  در    یفراهم  ها  نمونه 
 . ردیگراد صورت گ یدرجه سانت  -80تا  -20 یدما

فرایند    توجه:  هپارین به عنوان ضد انعقاد در  اختلال    PCRاستفاده از 
استفاده   هپارین  حاوی  های  لوله  از  دلیل  همین  به  کند،  می  ایجاد 

  PCRنشود. همچنین نمونه بیمارانی که هپارین مصرف می کنند برای  
 مناسب نیست. 

 دستگاه های سازگار   8.
زیر توسعه و اعتبارسنجی  PCRکیت برای استفاده در دستگاه های 

 شد.

• 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) 

ها   یبرا  تیک  نیا  توجه: دستگاه  در  ن  یاستفاده    ROXبه    ازیبدون 
 است.  دهیگرد یطراح

 از استفاده با دقت مطالعه شود   قبل :  نکات ایمنی   9.
مختلف جدا   Lot Numberاز جابه جایی و یا ترکیب ریجنت های کیت با   •

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

دریافت کیت، تیوب های کنترل مثبت، منفی و تیوب کنترل   از  پس 
 داخلی را در فریزر مجزا از تیوب حاوی مستر میکس قرار دهید. 

 از کیت و یا اجزای کیت بعد از گذشت تاریخ انقضا  استفاده نشود.  •
زمینه تست   • افراد متخصص و آموزش دیده در  این محصول توسط 

می استفاده  قابل  مولکولی  گان  های  از  کار  هنگام  باشد، 
 آزمایشگاهی و دستکش یکبار مصرف استفاده کنید. 

در هنگام استفاده از ریجنت های کیت توصیه می شود از دستکش  •
 های بدون پودر استفاده شود. 

تمامی نمونه ها می توانند باعث انتقال آلودگی شوند و بایستی در   •
آن ها دقت شود. از تماس مستقیم با نمونه ها  حمل و استفاده از 
خودداری شود. لوازم و موادی که با نمونه ها در ارتباط بوده بایستی 

 به درستی ضدعفونی و اتوکلاو شوند.

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

 فوراً با آب بشویید و سریعا به پزشک مراجعه کنید. 
دسته ی زباله های زیستی   ءتمامی محتویات کیت پس از استفاده جز •

 خطرناک می باشد و باید به درستی دفع شود. 

 فرآیند )دستورالعمل استفاده(  . 10  

 DNAاستخراج    1-10.
 استفاده از کیت های زیر توصیه می شود :  DNA برای جداسازی 

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

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

 :ستخراج دستگاهی زیر نیز توصیه می شودا

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

استخراج با کیفیت و خلوص توسط کیت و دستگاه های   DNA استخراج  
 کافی نیز مورد تایید است. 

  ی کنترل داخل .   2-10
داخل  ال یو  کیشامل   BehDx JC Real Time PCR تیک   (IC)یکنترل 

و نظارت بر  PCR یاست که به منظور کنترل احتمال وجود مهارکننده ها
 .ردیگ یمورد استفاده قرار م DNA یروش جداساز

استفاده   PCRمهار    یبررس  یمنحصراً برا  یاز کنترل داخل  دیخواه   یم  اگر
که از کنترل   یاضافه شود. در صورت Master Mix به  ماً یمستق   دیبا  د،یکن

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 داخلتوجه :  

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

 آماده سازی مسترمیکس 3-10.  
  ی برا JC Mix 2 از µl  2.5و   JC Mix 1 از µl  12.5  کس،ی مستر م  هیته   یبرا .1

 .دییواکنش اضافه نما یهر نمونه به لوله اصل
در مرحله استخراج اضافه شده باشد،  یکه کنترل داخل یدر صورت •

ها را آماده   وبیت ریمندرج در جدول ز یلطفا مطابق برنامه حجم
 . دیکن
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15 1 
Number of 

reactions 
187.5 µl 12.5 µl JC Mix 1 
37.5 µl 2.5 µl JC Mix 2 
225 µl 15µl Total 

صورت • داخل  یدر  کنترل  مرحله  یکه  با  شوداضافه    PCRدر    ی ستی، 
ز جدول  داخل  ریمطابق  اضافه  Master Mix  به  ماً ی مستق  یکنترل 

 . شود

15 1 
Number of 
Reactions 

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

15 µl 1 µl JC 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  یها  وبیشده در مرحله قبل به ت هیته کسیاز مسترم  PCR 

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

 (  اضافه گردد. یمنف ایکنترل ها )کنترل مثبت و 
  کس ی کنترل و مستر م  نیهمچن  ، و  کسینمونه و مسترم  کسیم .3

 گردد.  وژیکروف یو م همگن کاملاً 

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

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

 

 برنامه دمایی   5-10.
 تیوب ها را در دستگاه قرار داده و مطابق برنامه زیر تست را انجام دهید. 

 

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 Cy5 یو کانال ها  ردیگ  یانجام م  C   60 °یخوانش در دما   *
  .روشن شوند

وضع  ز( قرم )   Cy5  گنالیس دهنده  س  JCژن    تینشان    )زرد(   HEX  گنالیو 
 باشد.  یم یژن کنترل داخل تینشان دهنده وضع

 تفسیر نتایج   11.
با  ینمودارها . 1 س  یستیمثبت  کاملا  صورت  و  نباش   یدیگموئی به  د 

س   یینمودارها شکل  م  ید یگموئیکه  عنوان   یستیبا  یندارند  به 
  .در نظر گرفته شوند  یمنف

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

 نتایج به دست آمده بر اساس جدول زیر تفسیر شود. 

 تفسیر 
 کانال 

HEX Cy5 
 شناسایی شده است.JC   ویروس •
منحنی برای    HEXدر صورتی که در کانال   •

 Cy5نمونه مشاهده نشود ولی در کانال  
منحنی مشاهده شود نمونه مثبت در نظر  

 گرفته می شود.

- / + + 

 نشده است.   یی شناسا   JC  ویروس •
  DNAاز    ییشامل مقدار قابل شناسا  نمونه •

 باشد. ینم  ویروسی
+ - 

 PCRوجود مهارکننده در واکنش   •
انجام ناصحیح مراحل فرآیند تست و آماده  •

  PCRسازی واکنش، تست از مرحله استخراج یا  
 تکرار شود. 

 

 
- 

 
- 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figure  1 . -Positive Sample 

Figure2-Negative Sample 
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Figure3.Non-Template Control 


