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 شرح کیت 

است. این  شدهساخته Real-Time صورتبه( PCRای پلیمراز )این کیت بر اساس واکنش زنجیره

و نتایج  شدههیتهدر شرایط آزمایشگاهی پلاسما خون مادر  ینمونهمحصول برای تعیین جنسیت از 

اهی تفسیر های بالینی یا آزمایشگآمده توسط این محصول باید همراه با سایر دادهدستتشخیصی به

 شوند.

 اصول

ق خاص ( بر اساس تکثیر مناطPCRای پلیمراز )تشخیص جنسیت جنین اولیه توسط واکنش زنجیره

 فلورسنتاز طریق  رشدهیتکثمحصول  Real-Time PCR. در واکنش باشدیمژنوم انسان از 

( Real-Time صورتبه) PCRدر حین واکنش  فلورسنتشوند. مشاهده شدت شناسایی می

واکنش پس از اجرای  یهالولهمجدد  باز کردنتشخیص محصولات در حال تکثیر را بدون نیاز به 

PCR مولتی پلکس شامل چهار ست پرایمر  یالولهتفرم تک سازد. این کیت در قالب یک پلممکن می

سانی ان Yواقع بر کروموزوم  SRYو ژن تک کپی  DYS14و  DAZهای چند کپی و پروب برای ژن

 شدهیطراحکافی در استخراج  DNAبرای ارزیابی وجود  (HBB) و همچنین یک ژن کنترل داخلی

از  fetal DNA free-Cell (cffDNA)است که قادر به تعیین جنسیت جنین با استفاده از

 ,HEX ,TEXAS Redبارداری به ترتیب با فلوروفورهای  10تا  6پلاسمای خون مادر در هفته 

CY5  وFAM باشدیم . 

 مقدمه

برداری از تهاجمی مانند نمونه یهافنبا استفاده از جنین سنتی، تعیین جنسیت اولیه  طوربه

را در  نیجنسقطهنوز هم خطر  هاروش، این حالنیبااشود. پرزهای کوریونی یا آمنیوسنتز انجام می

 اندامناقص رشد دلیل به همچنین. داد انجام بارداری 11 هفته تا توانینم و دارند ٪2-1حدود 

اول تعیین کرد. بنابراین، بر  ماههسهدر  جنسیت جنین را با سونوگرافی توانینمتناسلی خارجی 

جنینی در گردش خون مادر،  یهاسلولاز  آمدهدستبهمواد ژنتیکی جنین  لیوتحلهیتجزاساس 

تشخیصی قبل از تولد که خطری برای جنین ایجاد  یهاروشبیشتری برای ایجاد  یهاتلاش

جنینی در خون مادر، )یک  یهاسلول، با توجه به میزان اندک رونیازااست.  شدهانجام، کندینم



  
 

Version 03 
 

تشخیص  منظوربهسلول مادر(، آزمایش تعیین جنسیت به روش مولکولی   610سلول جنینی در هر 

 cffDNAغیرتهاجمی پیش از تولد اختلالات ارثی از پدر و همچنین تعیین جنسیت جنین بر روی 

های قبلی انجام مراحل اولیه بارداری بدون تداخل حاملگی شده از پلاسمای خون مادر دراستخراج

 .شودیم

انجام  ییهایتوالدر پلاسمای خون مادر برای تعیین جنسیت جنین بر روی  cffDNAاستفاده از 

 Yکه واقع بر روی کروموزوم  DAZو   SRY، DYS14که در ژنوم مادر وجود ندارند مانند  شودیم

 هستند. 

تعیین زودهنگام جنسیت جنین با استفاده  باهدف، Fetal Sex Determination Senmurvکیت 

برای پیشگیری از خطر اختلالات مرتبط با کروموزوم  یرتهاجمیغتست  عنوانبهو  cffDNAاز 

موجود در  cffDNAاست. کاربرد استفاده از این کیت، با استفاده از  دشدهیتولجنسی، طراحی و 

 . باشدیمبارداری  10تا  6های تهپلاسمای خون مادر، در هف

 اقدامات ضد آلودگی

ل برای مقاوم در برابر آئروس DNase/RNase Freeیک اقدام ضد آلودگی، از سر سمپلر  عنوانبه

رد، تنها اگزوژن م DNAاز بین بردن تماس با  منظوربهمراحل واکنش استفاده شود.  یسازآماده

  واکنش هستند. یسازآمادهاپراتورهای خانم در شرایط ایزوله مجاز به 
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 محتویات کیت 

Title 24 Tests 

Volume per Vial 

FSD Master Mix 360 μl/tube × 1 

FSD Positive Control 50 μl/tube × 1 

Nuclease Free Water 250 μl/tube × 1 

محتویات کیت. 1جدول  

 نگهداری و انتقال کیت 

 چنین هم ،ینگهدار تاریکیگراد و در درجه سانتی -20کلیه محتویات این کیت باید در دمای

 .استفاده نمایید خشک خیجایی کیت از یونولیت با درب و انتقال و جابه منظوربه

 شود. ساعت کیگاه نباید بیشتر از هیچگراد سانتیدرجه  4دمای  کیت در نگهداری  

  های یخبسته یبر رواین کیت نیاز به حمل( زدهFrozen Ice Packرا دارد ). 

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

 .پایدار هستند شدهمشخصاست، در شرایط  شدهمشخص

 های متعدد ذوب و انجماداز چرخه (Freeze-Thaw) کنید زیرا سبب کاهش  خودداری

 .شودحساسیت و درنتیجه عدم کارایی کیت می

  مستقیم اجزای کیت در معرض نور، گرما یا رطوبت خودداری کنید قرار دادناز. 

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

ه مواد کمختصر سانتریفیوژ کنید تا مطمئن شوید  رطوبهها را شدن مواد موجود در کیت، لوله

 اند.یکنواخت مخلوط شده طوربهموجود در کیت 
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که باید توسط کاربر تدارک دیده شود: ازیموردنمواد و تجهیزات 

 CffDNA (QIAamp DNA Blood Mini (Qiagen))کیت استخراج   .1

  دار لتریفمختلف و نوك سمپلر  یهااندازهسمپلر قابل تنظیم در  .2

 سانتریفوژ رومیزي .3

 کنندهخنکبلوك  .4

 درصد  10وایتکس .5

 گان و دستکش  .6

 Green (FAM) ,Yellow (HEX) ,Orangeخوانش در کانال  تیباقابلدستگاه  .7

(Texas Red) ,Red (Cy5)  

 مورداستفادههای افزار دستگاهنرم .8

 مورداستفادهو کپ مناسب دستگاه  استریپ .9

 نکات احتیاط عمومی
 دستورالعمل را با دقت بخوانید و قبل از استفاده محصول با تمام اجزای کیت آشنا شوید .1

ً
 لطفا

 دنبال کنید.کار  نیو در ح
ً
 دستورالعمل را دقیقا

 قبل از استفاده، ابزارهای  .2
ً
ها فرآیند را با آنکنید و  ررسیسازگار را ب Real-Time PCRلطفا

 جلو ببرید.

 تست توسط کارشناس خانم انجام شود که از ایجاد خطای مثبت کاذب جلوگیری گردد. .3

 از کیت یا اجزای کیت پس از تاریخ انقضا استفاده نکنید. .4

 در کیت آزمایش از ماده دیگری استفاده نکنید. .5

 د.استفاده نمایی RNase & DNase freeو از سرسمپلرهای فیلتردار  .6

باید در محلی  PCRحاصل از  شده از مریض و محصولاتگرفته یهانگهداری و تخلیص نمونه .7

 صورت پذیرد. Master Mix یسازآمادهکاملًا جدا از محل نگهداری و 

 کامل در دمای اتاق ذوب شود. طوربهکیت قبل از شروع کار باید  ازیموردنهمه مواد  .8
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ین امر برای مختصر اسپین کنید. ا طوربهپیپتاژ نمایید و  یخوببهبعد از ذوب شدن، کلیه مواد را  .9

 .شودیکامل توصیه م طوربهجلوگیری از کاهش عملکرد کیت در طی زمان 

( Cooling Boxسرد ) یهاباید بر روی یخ یا جعبه Master Mixتمام مراحل مربوط به تهیه  .10

از آن باید  ازیموردنن مقدار بعد از برداشت Master Mixانجام شود. استوک اصلی مربوط به 

 به فریزر منتقل شود. سرعتبه

و  بارمصرفکی، همیشه روپوش مناسب آزمایشگاهي، دستکش یائیمیمواد شهنگام کار با  .11

 محافظ داشته باشید. یهانکیع

کیت حاوی کنترل مثبت است. برای جلوگیری از آلودگی که ممکن است باعث ایجاد مثبت  .12

 را از سایر مواد موجود در کیت کاملًا جدا کنید. کاذب شود، کنترل مثبت

13. PCR .بسیار حساس به آلودگی متقابل است، پس فرآیند کار را با دقت انجام دهید 

 ها و مواد موجود در کیت، برای جلوگیری از آلودگی، دستکشهنگام کار با نمونه .14
ً
ها باید مرتبا

 تعویض شوند.

ها و مواد موجود در کیت جداگانه و اختصاصی استفاده کنید. هنگام کار با نمونه یهاپیاز ت .15

 استفاده کنید. DNAز ورود آلودگی اهای فیلتر دار برای جلوگیری از میکروتیپ

 لوله .16
ً
دور بیندازید.  یدرستهببندی کرده و بسته بارمصرفکیرا با دو دستکش  PCRهای لطفا

 پلی فای باز نکنید.را پس از ام PCRهای لوله

 استفاده نکنید. بارکی، بیش از بارمصرفکیاز مواد  .17

دور  یدرستبهها باید شده و زبالهمواد موجود درکیت که بلااستفاده هستند، کیت استفاده .18

 انداخته شوند.

 ٪10و وایتکس  ٪75با اتانول  ها و تجهیزات را، پیپتدیکنپس از آزمایش، محل کار را پاک .19

 .کنید اسپری
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 ها هشدارها و محدودیت

دارای پوشش  دهیدآموزش کارکنانتوسط  1GLPل تمامی مراحل آزمایش باید بر اساس اصو .1

های عفونی باید در هود های بالینی بر نمونهانجام شود. آزمایش )PPE(2و محافظ  یاحرفه

 انجام شود.  BSL-2( در محیط Class II Biological Safety Cabinetکلاس دو )

درصد تمیز  10قبل و بعد از کار با وایتکس  مورداستفادههود و یا استیشن  شودیپیشنهاد م .2

 زده شود.  UVبعد از کار لامپ  طورنیهمشود و 

مخلوط واکنش و اضافه کردن  یسازآماده، DNAمکان مجزا برای استخراج  3 شودیپیشنهاد م .3

 شود تا از ایجاد نتایج مثبت کاذب جلوگیری شود. نمونه و نمونه استاندارد در نظر گرفته

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

 گیری نمونه
 استخراج گردد. 10-6بایستی از پلاسما خون مادر باردار در هفته  ازیموردننمونه 

 گیری باید در شرایط استریل صورت گیرد.نمونه

 

 شدهگرفتههای نگهداری نمونه

 نمونه استفاده کنید. یآورجمعبرای  بارمصرفکیمخصوص و  یهاظرفاز  .1

یا  EDTAمانند  یضد انعقادهای استریل حاوی مواد آوری خون یا پلاسما، از لولهبرای جمع .2

های حاوی هپارین به دلیل اثر توجه داشته باشید که نمونهسیترات استفاده کنید. 

 مناسب نیستند. PCRمهاری این ماده برای 

 C°گیری، پلاسما را جدا و تا زمان انجام آزمایش در دمای طی چند ساعت اولیه پس از خون .3

را نیز طی چند ساعت اولیه پس از  مورداستفادههای نمونه نگهداری کنید. سایر -20

 ها خودداری نمایید.گهداری و از فریز و ذوب کردن مکرر آنن -C 20°گیری در دمای نمونه

 نمونه، نمونه را در شرایط سرد و همراه یخ منتقل کنید. ونقلحملدر صورت  .4

                                                           
1 Good Laboratoty Practice 

2 Personal Protective Equipment  
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 انقضای کیت تاریخ

 .است شدهدرجت بر روی جعبه محصول تاریخ انقضای کی

 عوامل تداخلی

 100ر گرم د 40(، اوره )1µl(، خون )1µlهای سیلیس )دانه، EDTA (0.5M) ،HCl (1N)حضور 

از  یریگنمونه . توجه شود که در هنگامشودمی PCRواکنش مهار  موجب لیتر( و بافر لیز میلی

 است. یابیردقابلهپارین استفاده نشود. وجود مهارکننده در واکنش با ژن کنترل داخلی 

 

 سازی نوکلئیک اسیدخالص

های های جداسازی موجود در بازار مطابق پروتکلجداسازی اسیدنوکلئیک باید توسط کیت

 جداسازی مواد بالینی خاص انجام شود. 

 در این کیت گنجانده نشده است. DNAکیت استخراج 
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  سازیآماده

بارداری با  10تا  6 یهاهفتهاین کیت حاوی یک میکس جهت شناسایی و تعیین جنسیت جنین در 

 از پلاسمای خون خانم باردار است. cffDNAاستفاده از 

پیپتاژ  یآرامبهها را ویات لولهها ذوب شوند و محتها را روی رک یخ بگذارید تا محتویات آنابتدا لوله .1

 مختصر سانتریفیوژ کنید. طوربهو یا ورتکس کنید و 

  اضافه کنید. PCRهای را به لولهFSD Master Mix از  تریل کرویم 15. مقدار 2

( را آماده کنید. NTCهای واکنش، ابتدا نمونه کنترل منفی )به تیوب . پس از انتقال مستر میکس3

و درب آن را  از آب بدون نوکلئاز را به تیوب کنترل منفی اضافه نمایید تریل کرویم 5برای این کار، 

از کنترل مثبت و  تریل کرویم 5را به منطقه کار با اسید نوکلئیک انتقال دهید،  هالولهسپس  ببندید.

لازم است  PCRدر حین تهیه . های مربوطه اضافه نماییدهای بیمار را به تیوباز نمونه تریل کرویم 5

 (.2نگهداری شوند )جدول  گرادیدرجه سانت 8تا  2همه اجزا در دمای 
 

 
 

Reaction Setup Volume 

FSD Master Mix 15 µl 

Sample or Control 5 µl 

Final Volume 20 µl 

 در هر واکنش مورداستفاده. مقادیر 2جدول
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 برنامه دمایی 

 Real-Timeهای است. دیگر دستگاه شدهفیتوص Rotor-Geneدستورالعمل برای دستگاه 

PCR  یهاکانالدارای (CY5) Red ،Orange (ROX or Texas Red) ، Green (FAM) و

Yellow (HEX)  .دستگاه مطابق  کردن میتنظپس از نیز مناسب برای استفاده از این کیت هستند

در دستگاه  . برای آگاهی از نحوه تعریف کانالکنید یاندازراه(، واکنش را 3)جدول شماره  زیر برنامه

 به کاتالوگ دستگاه مراجعه کنید. 

 Temperature Hold Cycle 

Pre-Denaturation 95 °C 3 min 1 

Denaturation 95 °C 15 sec 

45 

Annealing and Acquisition on 

Channel Green (FAM) and Yellow 

(HEX) and Orange (Texas Red) and 

(Cy5) Red 

60 °C 30 sec 

Extension 72 °C 20 sec 

 . تنظیم برنامه دستگاه ریل تایم3جدول  

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

کیت در صورت عدم  Yellowلازم به ذکر است که کانال  ،علاوه بر اینگردد.  فلورسنت نیز تنظیم

، قابلیت ستاپ و تنظیم دهمورداستفا Real-Time PCRدر دستگاه  HEXخوانش رنگ یا  فلوروفور 

با و اطلاعات بیشتر  برای پشتیبانی فنی دیتوانیمنیز دارا است که  Joeیا  VICورهای با فلورف

 شرکت تماس حاصل فرمایید. یهاتلفن
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 هادستگاهدر تعریف طیف سنجش فلورسنت 

 Rotor-Geneدستگاه 

 (.1)شکل  خاب کنیدرا انت Gain Optimizationی گزینه Rotor-geneبدین منظور در دستگاه 

 
 Gain Optimizationبرای  Rotor-Geneدستگاه تنظیمات . 1شکل 

 

 نجی، قرمز و نار زرد ،کانال سبز 4برای هر  Optimize Acquiringی در این صفحه با انتخاب گزینه

 (.2)شکل اب شودفرض دستگاه( انتخ)حالت پیش 10تا  5از   Target sample rangeیبازه

 

 

 

 

 

 

 Auto Gain Optimizationبرای  Rotor-Geneدستگاه . تنظیمات 2شکل 

 

به همراه کنترل  FSD Master Mixکه حاوی دستگاه باید برمبنای تیوب اول   Gainهمچنین

 (.3)شکل انجام شوداست،  FSD Positive Controlمثبت یا  
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 Auto Gain Optimizationبرای  Rotor-Geneدستگاه . تنظیمات 3شکل 
 

 Perform Optimization Before 1stیی مناسب برای هر کانال، گزینهبازهپس از انتخاب 

Acquisition (4)شکل را انتخاب کرده، و پنجره را ببندید. 

 

 
 Auto Gain Optimizationبرای  Rotor-Geneدستگاه . تنظیمات 4شکل 
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 آنالیز نتایج

ل رنگی کانا 4مربوطه و بر اساس دستورالعمل دستگاه انجام شود. در  افزارنرمآنالیز نتایج توسط 

Green  وYellow  وOrange  وRed  و یا فلورفورهایFAM  وHEX  وROX و Cy5  آستانه را در

 ی مناسب قرار دهید.بازه

   آستانه  یاThreshold  یهاکانالبرای Green (FAM)   وYellow (HEX)  بر روی مقدار

 .دهیدقرار  0.02

  یهاکانالبرای آستانه Orange (Texas Red)  وRed (CY5)  قرار  0.04بر روی مقدار

 دهید.

 .تفسیر کنیدا توجه به جدول تفسیر نتایج که در ادامه آورده شده است نتایج را ب 
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 جدول تفسیر نتایج

 
HBB/Red 

(CY5) 
DYS/Orange 
(Texas red) 

DAZ/Yellow 
(HEX) 

SRY /Green 
(FAM) 

Result 

Positive Positive Positive Positive 
Male 

Positive Positive Negative Positive 
Male 

Positive Positive Positive Negative 
Male 

Positive Negative Positive Positive 
Male 

Positive inconclusive Positive Negative 
Likely male 

Repeat test two 

weeks later 

Positive Positive Negative Negative 
Repeat test two 

weeks later 

Positive Negative Negative Negative 
Female 

Positive inconclusive Negative Negative 
Female 

Negative 
Positive/ 

Negative 
Positive/ 

Negative 
Positive/ 

Negative 
unacceptable 

 . تفسیر نتایج 4جدول 

 

 

 

 



16 

Version 03 
  

 

 های مختلفنکات آنالیز نتایج در دستگاه

 Rotor-Geneدستگاه 

افزار باید توسط نرم  Rotor-gene  3000 و  Rotor-gene  6000آنالیز اطلاعات در دستگاه

 دستگاه و بر اساس دستورالعمل دستگاه صورت گیرد.

 دو، Greenل مثا طوربهرا انتخاب کرده و روی یک رنگ، Quantitation  ، Analysis. از منوی1

 کلیک کنید. بار

تنظیم کرده  %5را بر  NTC، ترشلد Outlier Removal ینهیگز. در صورت وجود نویز با کلیک بر 2

 (.5و ترشلد افیشنسی واکنش را به شکل زیر فعال کنید )شکل شماره 

 

 
 . تنظیمات دستگاه6شکل 
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 آنالیتیکالحساسیت 

نانوگرم در  1/0برابر با   LODامکان تعیین جنسیت در  SENMURV Gender detectionکیت 

 سازد.ممکن می %90 و دقت تیاختصاصبا  را تریل کرویم

 پشتیبان فنی

 با تلفن
ً
 شرکت تماس حاصل فرمایید . یهابرای پشتیبانی فنی لطفا

 09936693941 )آقای قره داغی( 

 

  هانشانه

 

 

Research Use Only  برای مصارف پژوهشی 

 Catalog Number کد کالا  
Batch Number  دشدهیتولشماره بچ 

 

Temprature Limitation محدودیت دمایی 
 

Concult Instructon For Use مطالعه دستورالعمل 

 Content sufficent for <n> tets تعداد تست 

 Use by تاریخ انقضا 

 Manufacturer آدرس 
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 اطلاعات تماس 

 

 مورو سین گروه- یاخته بن فناوری شرکت

 ، خیابانآبادسعادت متری24 بلوار فرهنگ، میدان ،آبادسعادت 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

