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 شماره رفرانس 

● BONSEPSIS-24 

 شرح کیت  

دل   یتی وضع(  Sepsis)  سیسپس به  که  س   لیاست  نامنظم  ا  ی منی ا  ستمیپاسخ  عفونت  و   شود ی م   جاد یبه 

 ق یو دق  عیسر  ییمنجر شود. شناسابه مرگ  ، حتی  ها و اگر به موقع درمان نشود اندام   ییبه نارسا  تواندی م

مهم است.    اری بس  ماری ب  جیمناسب و بهبود نتا  یک یوتیبی درمان آنت   تیهدا  یبرا  سیسپس  جادکنندهیعوامل ا

 زمان   یسنت   یص یتشخ  یهاروش 
ً
 ن ییپا  یکروب یبار م  لیبر هستند و ممکن است به دل مانند کشت خون معمولا

 ها ناکام بمانند.از پاتوژن  یبرخ   ییدر شناسا هاک ی وتیبی از آنت  یاستفاده قبل ای

است   قیحساس و دق  اریبس  یمولکول   یص یابزار تشخ  کی  سیسپس  صیتشخ   یبرا  Real-Time PCR  تیک

خون    یهااز نمونه   می طور مستق بهها  ها و قارچشامل باکتری ها  از پاتوژن  یاگسترده   فی ط  ییشناسا  یکه برا

امکان   ،ی ( در زمان واقعPCR)  مراز ی پل  یاره یبا استفاده از قدرت واکنش زنج  تیک  نیشده است. ا  یطراح 

  دهد ی امکان را م  ن یو ا  کندی را در مدت چند ساعت فراهم م  سیمسبب سپس  یهاسم ی ارگان  عی سر  ییشناسا

 به موقع انجام شود.   ینیبال  یهایریگم یتا تصم

  نیترو مرتبط  نیترج یرا  ییشناسا  ی شده برا  یطراح اختصاصی    یهاو پروب   مرهایبا استفاده از پرا  تیک  نیا

 . کندی کار م یقارچ  یهاو گونه  یگرم مثبت، گرم منف  یهای شامل باکتر س،یدر سپس ریدرگ یهاپاتوژن 

طر  سی سپس  Real-Time PCR  تیک دست  فرآیند  کی  قیاز  زمان  که  نت  یاب یساده  حداقل    جهیبه  به  را 

استفاده در    یبرا  تیک  نی. ادهدی ارائه م   یسنت   یهااز روش  ترعیمراتب سررا به   یات یاطلاعات ح  رساند،ی م

سپس  صی تشخ  یبرا  ین یبال  یهاشگاه یآزما پزشکان    آلده یا  سیزودهنگام  به  و  تا   دهدی م   امکاناست 

بگ  یدرمان  ماتیتصم آنت   رندیآگاهانه  درمان  بهبود   یکی وتیبی و  شانس  که  کنند،  آغاز  را  را    ماریب  یمناسب 

 .دهدی م شیافزا

 اصول 

می باشد.   پاتوژن( بر اساس تکثیر مناطق خاص ژنوم  PCRتشخیص پاتوژن توسط واکنش زنجیره ای پلیمراز )

واکنش   رنگ   Real-Time PCRدر  طریق  از  شده  تکثیر  می   فلورسنتهای  محصول  شوند.  شناسایی 

( تشخیص دقیق محصولات در Real-Time)به صورت    PCRدر حین واکنش    فلورسنتمشاهده شدت  

 سازد. ممکن می  PCRواکنش پس از انجام  لوله هایحال تکثیر را بدون نیاز به بازکردن مجدد 
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 دامنه کاربرد 

از   استفاده  کیت  با  مثبت  باکتری  شامل   پاتوژن  15این  گرم    اورئوس،   لوکوکوسیاستافشامل  ) های 

پنومون فسالیس،    ،ه یاسترپتوکوکوس  منفی باکتری   ،(سدییدرمیاپ  لوکوکوسیاستافانتروکوکوس  گرم  های 

 فروندی،   تروباکتریس،  باکتر بومانی  نتویاس،  نوزا یسودوموناس آئروژ  ه،یپنومون   لایکلبس  کلی،  ایشی اشرشامل  )

شامل کاندیداها)البیکن، )  هاو قارچ  (هی پنومون  ونلایلژ،  هیپنومون  کوپلاسمایما، همچنین  س یلیرابیپروتئوس م

نمونه مورد نظر برای انجام این آزمایش   .داده می شود تشخیص  های آسپرژیلوسو سویه  (گلابراتا، تروپیکال(

 باشد. می فرد مشکوک به عفونت نمونه خون 

 اطلاعات پاتوژن  

 گرم مثبت  یهای باکتر .1

 در پوست و غشا  یباکتر  نیاورئوس: ا  لوکوکوسیاستاف
ً
  ی ها عفونت   تواندی و م  شود ی م  افتی  ی مخاط  یمعمولا

 کند. جاد یرا ا سیو سپس یمانند پنومون  یجد

می    گوش  یهاو عفونت   تیمننژ  ،یتنفس   یهامهم در عفونت   یپاتوژن این باکتری  :  هیپنومون  استرپتوکوکوس

 .موجود است یباکتر نیاز ا یناش  یهااز عفونت یر ی شگی پ یموثر برا یها. واکسن باشد

و زخم   یادرار  یهاباعث عفونت  توانندیروده هستند و مفلور طبیعی    هایباکتر  نی: اس یفسال  انتروکوکوس

 .مقاوم شوند هاک ی وتیبی شوند و به آنت 

 ی بستر مارانیدر ب تواندی پوست است، م یع یطب یکروب ی جزء م نکهیا رغمی: علسیدیدرمی اپ لوکوکوسیاستاف

 .کند جاد یا یجد یهاعفونت

 

 ی گرم منف یهای باکتر .2

 .شود  یخون  یهاو عفونت تی انتر ،یادرار یهاباعث عفونت  تواندی که م یاروده ی: باکتریکل ایش یاشر

 .کند جاد یا یو ادرار هیر یها عفونت  تواندی : مه یپنومون لایکلبس

باکترنوزایآئروژ  سودوموناس ب  ژهیوبه   ،یجد  یهاکه عفونت  یمقاوم   ی:   ف یضع  یمن یا  ستمیبا س  مارانیدر 

 .کندی م جاد یا

 ها مارستان یطلب در بفرصت  یهابه عنوان پاتوژن   های باکتر  نیفروندی: ا  تروباکتریباکتر بومانی و س   نتویاس

 .کنند جاد یا یو شکم  یادرار یهاعفونت  توانندی و م  شوندی شناخته م 
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 ونلا یو لژ کوپلاسمایما .3

 .کندی م  جاد یا یتنفس یها: عفونت ه یپنومون کوپلاسمایما

 از آب  دیشد یپنومون  ینوع ونلوز، ی لژ ی: علت اصلهی پنومون ونلایلژ
ً
 .شود ی م  یآلوده ناش  یهااست که معمولا

 

 ها قارچ .4

  ی هاو عفونت  کی ستمیس  یقارچ  یهاباعث عفونت   توانندی و گلابراتا، م   کنسیآلب  دای: شامل کاندداهایکاند

 .شوند یپوست
 

 ی ریگجه ینت

  ت یها کمک کند. رعاعفونت  ترعی و درمان سر ص یبه تشخ  تواندی ها مپاتوژن  نیو خطرات ا های ژگیاز و  یآگاه

 ها هستند. عفونت  نیدر برابر ا یریشگیپ یدی از عوامل کل  ونیناس یبهداشت و واکس
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 محتویات کیت  

 

Title 
24 Tests 

Volume per Vial 

SEPMaster- 1 360 μl/tube  

SEPMaster- 2 360 μl/tube 

SEPMaster- 3 360 μl/tube 

SEPMaster- 4 360 μl/tube 

Positive Control 100 μl 

Internal control 1200 μl/tube 

 . محتویات کیت 1جدول 

 نگهداری و انتقال کیت  

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

 خشک استفاده نمایید.  کیت از یونولیت با درب و یخ ییجامنظور انتقال و جابه به 

 ساعت شود.  نباید بیشتر از یک  گاهچ یگراد هدرجه سانتی  ۴دمای  نگهداری کیت در ✓

 ( را دارد.Frozen Ice Packزده )های یخاین کیت نیاز به حمل برروی بسته  ✓

شده بندی محصول مشخص طور که روی برچسب بسته همه مواد موجود در کیت تا تاریخ انقضا، همان  ✓

 شده پایدار هستند. است، در شرایط مشخص 

( خودداری کنید زیرا سبب کاهش حساسیت و  Freeze-Thawهای متعدد ذوب و انجماد )از چرخه  ✓

 شود.درنتیجه عدم کارایی کیت می 

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

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

طور مختصر سانتریفیوژ کنید تا مطمئن شوید که مواد موجود در کیت ها را به مواد موجود در کیت، لوله 

 اند. طور یکنواخت مخلوط شده به 

 



7 
Version 03 

 

 

 که باید توسط کاربر تدارک دیده شود:  ازیمواد و تجهیزات موردن 

   ها(های گرم مثبت، گرم منفی و قارچپاتوژن )شامل باکتری  DNAکیت استخراج  .1

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

 سانتریفوژ رومیزي  .3

 بلوك خنك کننده  .4

 درصد  10وایتکس  .5

 گان و دستکش  .6

رنگ    4با    Rotor-Gene , MIC, Azurدستگاه   .7 فلوروسنت  و    Yellowو    Greenکانال 

Orange  وRed  و یا انتخاب فلورفورهایFAM  وHEX و  ROX وCy5 

افزار   .8 افزار1.7.94نسخه    Rotor-Gene Qنرم  نرم   ،6000Rotor-Gene     1.7.65نسخه  ,

 و یا بالاتر.  1.7.94, 1.7.87

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

 نکات احتیاط عمومی

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

 دنبال کنید.درحین کار 
ً
 دستورالعمل را دقیقا

 قبل از استفاده، ابزارهای  .2
ً
ها جلو  سازگار را بررسی کنید و فرآیند را با آن Real-Time PCRلطفا

 ببرید. 

 از کیت یا اجزای کیت پس از تاریخ انقضا استفاده نکنید.  .3

 در کیت آزمایش از ماده دیگری استفاده نکنید.  .4

 استفاده نمایید.   RNase & DNase freeاز سرسمپلرهای فیلتردار و .5

برای   .6 مثبت  مواد  تخلیص  و  ونگهداری  کنترل  سپسیس  مریض،  از  شده  گرفته  های  و    نمونه  ها 

آماده سازی    PCRمحصولات حاصل از    Masterباید در محلی کاملا جدا از محل نگهداری و 

Mix .صورت پذیرد 

 همه مواد مورد نیاز کیت قبل از شروع کار باید به طورکامل در دمای اتاق ذوب شود.  .7
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و به طور مختصر   به خوبی پیپتاژ نماییدکیت( را    کنترل مثبتبعد از ذوب شدن، کلیه مواد )به ویژه   .8

به طور در طی زمان  از کاهش عملکرد کیت  برای جلوگیری  امر  این  توصیه   اسپین کنید.  کامل 

 میشود.

(  Cooling Boxباید بر روی یخ یا جعبه های سرد )  Master Mixتمام مراحل مربوط به تهیه   .9

بعد از برداشتن مقدار مورد نیاز از آن باید به   Master Mixانجام شود. استوک اصلی مربوط به  

 سرعت به فریزر منتقل شود.

و  .10 مصرف،  یکبار  دستکش  آزمایشگاهي،  مناسب  روپوش  همیشه  موادشیمیائي،  با  کار  هنگام 

 عینکهاي محافظ داشته باشید. 

کیت حاوی کنترل مثبت است. برای جلوگیری از آلودگی که ممکن است باعث ایجاد مثبت کاذب   .11

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

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

 تعویض ها و مواد موجود در کیت، برای جلوگیری از آلودگی، دستکشهنگام کار با نمونه  .13
ً
ها باید مرتبا

 شوند. 

ها و مواد موجود در کیت از از تیپ های جداگانه و اختصاصی استفاده کنید. هنگام کار با نمونه  .14

 استفاده کنید.  نوکلئیک اسیدهای فیلتر دار برای جلوگیری از ورود آلودگی میکروتیپ

لوله  .15  
ً
بسته   PCRهای  لطفا یکبارمصرف  دستکش  دو  با  بهرا  و  کرده  بیندازید.   بندی  دور  درستی 

 را پس از امپلی فای باز نکنید.  PCRهای لوله 

 از مواد یکبار مصرف، بیش از یک بار استفاده نکنید.  .16

درستی دور انداخته  ها باید بهمواد موجود درکیت که بلا استفاده هستند، کیت استفاده شده و زباله .17

 شوند. 

٪ اسپری 10٪ و وایتکس 75ها و تجهیزات را با اتانول  پس از آزمایش، محل کار را پاک کنید، پیپت  .18

 کنید.
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 ها  هشدارها و محدودیت

اصول   .1 اساس  بر  باید  آزمایش  مراحل  آموزش   1GLPتمامی  پرسنل  پوشش   دهید توسط  دارای 

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

انجام شود. )استفاده از   BSL-2( در محیط  Class II Biological Safety Cabinetدو )

 Interim Laboratory Biosafety Guideline For Handling andدستورالعمل:

Processing Specimen Associated  ) 

درصد تمیز شود و   10شود هود و یا استیشن مورداستفاده قبل و بعد از کار با وایتکس پیشنهاد می  .2

 زده شود.  UVبعد از کار لامپ  طورن یهم

، آماده سازی مخلوط واکنش و اضافه اسید نوکلئیکمکان مجزا برای استخراج    3پیشنهاد می شود   .3

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

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

 

 ها کنترل 

 استفاده شود. نمونه. نمونه بیمار: از محتویات اسید نوکلئیک حاصل از استخراج  1

 (: همواره یک نمونه کنترل منفی حاوی آب بجای نمونه استفاده شود.NTC). کنترل منفی  2

 جای نمونه در یک واکنش استفاده شود. (: از کنترل مثبت کیت بهPTC. کنترل مثبت )3

 نمونه گیری و نگهداری  

 برا
ً
قرار    یمورد بررس نمونه خون    ،سیدر سپس  ژهیوالتهاب به   یها و نشانگرهاپاتوژن   ییشناسا  یمعمولا

 .رد یگی م

 

 های گرفته شده نگهداری نمونه 

  د ی کار با نیارسال شوند. در صورت امکان، ا شگاهیبه آزما یآورخون به محض جمع  یهابهتر است نمونه 

 .شود  یریجلوگ  ییایمیوش یب یهای ژگیدر و راتییدر اسرع وقت انجام شود تا از بروز تغ

 ممکن ن ارسال نمونه   اگر
ً
.  د یکن  ی( نگهداریخچالی)  گراد ی درجه سانت   8تا    2  یآنها را در دما  ست،یها فورا

 .شود ی نمونه م تیف یو حفظ ک رهدفیغ یهای دما مانع از رشد باکتر نیا

 
1 Good Laboratoty Practice 
2 Personal Protective Equipment  
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 نبا  یهانمونه 
ً
بزند و باعث   بیآس  یبه ساختار سلول  تواندیزدن م  خی  رایمنجمد شوند، ز  دیخون معمولا

 شود. شیآزما جیمختل شدن نتا

 

 تاریخ انقضای کیت 

 تاریخ انقضای کیت بر روی جعبه محصول درج شده است.

 

 

 ( Internal Controlکنترل داخلی )

را    صیتخل  ندیتا فرآ  دهدی اجازه م  ییامر به کاربر نها  نی. اباشدی اگزوژن م  بصورتحاضر،    تیککنترل  

حالت    نی. به طور کل در ادی نما  یرا بررس  PCR احتمال وجود مواد مهارکننده  چنینو هم  کردهچک  

  تر از حجم الوشن بافر یل  کروی م   1به اجزاء هر    تری ل  کروی م  0.5مقداررا به    تیموجود در ک  یکنترل داخل 

  50شده  را در  صیمثال اگر ژنوم تخل   ی. برادیی استخراج نمونه، اضافه نما  یان یشده در مرحله پاافزوده

م   ایآب    تریل  کرویم بافر حل  تخل  دی با  میکنی الوشن  داخل   تریکرولی م  25  صی در هنگام  اضافه    یکنترل 

 ن ی. اباشدی م  یینها (Elution) الوشن  زانیاز م  یشده تنها تابعکنترل اضافه  حجم  گرید ان یب. به میی نما

ذکر است که اضافه کردن  نکته قابل  نیاضافه نمود. ا نمونهو  زیبه مخلوط بافر ل توانی را م یکنترل داخل

داخل ل  یکنترل  بافر  مخلوط  گبه   دیبا  نمونهو    زیبه  صورت  تازه  همچنرد یصورت  دا  نی.    ی خل کنترل 

به   دینبا  عنوانچ یهبه  نمونه  خود  مستق به  غ  میصورت  در  ل  ابیو  همچن  زیبافر  شود.   توان ی م  نیاضافه 

ا PCR مرحله  یرا تنها درط   یکنترل داخل  مرحله    یبر رو  یکنترل  گونهچیحال ه  نیاضافه کرد که در 

ا  صیتخل در  داشت.  نخواهد  داخل  تریل  کرویم  کیحالت    نیوجود   تریل  کروی م15به    یکنترل 

SEPMaster-2  اشده    اضافه از  مقدار    ن یو سپس  نمونه    تریل  کرویم  5با    تریل  کرویم  15مخلوط،  از 

 .گردد ی م کسی شده م صیتخل

 عوامل تداخلی 

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

. وجود مهارکننده در واکنش با ژن کنترل داخلی شود می  PCRواکنش  مهار    موجب  لیتر( و بافر لیز  میلی 

 قابل ردیابی است. 
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 سازی نوکلئیک اسید خالص 

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

 مواد بالینی خاص انجام شود.  

در این کیت گنجانده   DNAاستخراج شده باشد. کیت استخراج    محتوای ژنتیکی باید از نمونه خون

 نشده است. 

استخراج   ✓ پاتوژن   DNAبرای  انواع  تشخیص  به  توجه  با  باشید  داشته  نظر  در  شامل باید  ها 

ها، باید از کیت استخراجی استفاده کرد که بصورت کلی  های گرم مثبت، گرم منفی و قارچباکتری 

هر   DNAها را دارا باشد یا در غیر اینصورت برای استخراج  پاتوژن این    DNAتوانایی استخراج  

 های استخراجی مجزا استفاده کرد. از کیت( چ)باکتری گرم مثبت و منفی و قار کدام 

، حتما نیاز time-Real، به منظور حذف مهار کننده های کیت  در صورت استفاده از محیط کشت خون

سانتیریفیوژ شود    RPM  ۴۰۰۰دقیقه در    1۰است که مقدار یک میلی لیتر از محیط کشت خون به مدت  

تا سلول ها ته نشین شوند، سپس محیط رویی کاملا خارج و دور ریخته شود و در ادامه به مقدار مورد نیاز  

میکرولیتر( به رسوب آب مقطر استریل اضافه شود و پس از همگن کردن   3۰۰برای شروع استخراج )مثلا  

 رسوب با آب مقطر استخراج صورت گیرد. 

 آماده سازی  

آرامی  ها را به  ها ذوب شوند و محتویات لوله تا محتویات آن  های کیت را روی رک یخ بگذاریدمیکروتیوب .  1

 پیپتاژ و یا ورتکس کنید و به طور مختصر سانتریفیوژ کنید. 

تست،  2 مورد  نمونه  هر  ازای  به  سپس  بگذارید.    PCR  میکروتیوب   4.  یخ  رک  روی  بر  ترتیب  به  را 

 در نظر بگیرید.  PTCو  NTCرا نیز به ترتیب برای  یهای دیگریوب تمیکرو

استفاده کردید، برای سنجش وضعیت سپسیس به ازای هر    DNAاگر از کیت استخراج کلی برای   ✓

تست انجام خواهد شد، اما اگر کیت استخراجی باکتری و قارچی بصورت مجزا تهیه شده    ۴نمونه 

و قارچ های    Staphylococcus epidermidisکه توانایی تشخیص باکتری    ۴باشد، برای لوله  

Candida albicans  ،Candida glabrata  و ،Candida tropicalis   را دارد باید دو بار تست 

قارچی  کیت  توسط  شده  استخراج  نمونه  و  باکتریایی  کیت  توسط  شده  استخراج  نمونه  با    مجزا 

  گذاشته شود.
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لازم    ریمقاد   د،یااضافه کرده  یسازمراحل آماده   یرا در مرحله استخراج و ط  یکنترل داخل   کهی رصورتد .  3

 . باشدمیکرولیتر می  15هر واکنش  یبرا MasterMix یسازآماده  یبرا

استفاده شود،     Real-timeدرحین فرایند    RT-PCR   کننده مهارکنترل   کیعنوان  فقط به IC اگر از

 کرو یم  1حالت، ابتدا،    نینمونه، در ا  یسازروش استخراج و آماده   یکننده براکنترل   ک یعنوان  اما نه به 

هر    یبرا  تریل  کرویم   15مخلوط    نیو سپس از ا  شود ی اضافه م  میکس دوممستربه    یاز کنترل داخل   تریل

 . گردد ی واکنش استفاده م 

( را NTCهای واکنش، ابتدا نمونه کنترل منفی )ها و انتقال آن به تیوب پس از آماده سازی محلول.  4

میکرولیتر از آب بدون نوکلئاز را به تیوب کنترل منفی اضافه نمایید و درب    5آماده کنید. برای این کار،  

میکرولیتر از کنترل مثبت و  5آن را ببندید. سپس لوله ها را به منطقه کار با اسید نوکلئیک انتقال دهید،  

لازم است   PCRهای مربوطه اضافه نمایید. در حین تهیه  های بیمار را به تیوب میکرولیتر از نمونه   5یا  

 (. 2درجه سانتیگراد نگهداری شوند )جدول شماره  8تا  2همه اجزا در دمای 

 

 . آماده سازی واکنش2جدول 

 

 

 
 

 

اجازه دهید مطابق  لوله .  5 و  قرار دهید  داخل دستگاه  را  آنها   سانتریفیوژ کنید، 
ً
ببندید، مختصرا را  ها 

تکثیر شوند. هنگام استفاده از کنترل مثبت یا مواد بالینی   3مشخصات برنامه قید شده در جدول شماره  

 بسیار مراقب باشید. 

 

باید گذاشته شود. در    No Template Controlعنوان  نکته در هر بار انجام تست یک لوله به ✔

NTC  شود که برای کنترل آلودگی واکنش کاربرد جای نمونه استخراج شده از آب استفاده می به

 دارد.

برای اضافه  ✔ از فضاهای جداگانه  است  نمونه بهتر  و  و  کردن مستر واکنش  استفاده کرد  بیمار  های 

سازی نمونه و فضای مثبت را تنها در محل آماده  ویال کنترلهمچنین در نظر داشته باشید که در  

 آلوده باز نمایید. 

Reaction Setup Volume 

SEPMaster- 1 or 2 or 3 or 4 15 µl 

Sample or Control 5 µl 

Final Volume 20 µl 
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 در هر ران، حداقل برای  PTCرا ران نکردید، گذاشتن یک    PTCمستر،    4در صورتیکه برای هر   ✔

SEPMaster-1    اکیدا توصیه می شود. وجودPTC    و بستنgain    دستگاه روی آن، سبب می

 ، دیده شود.amplification plotشود گراف های بهتری در 

 

 برنامه ریزی دمایی  

-Realهای  توصیف شده است. دیگر دستگاه  Rotor-Geneو    MICهای  دستورالعمل برای دستگاه 

Time PCR    دارای کانالهای(CY5)  Red، Orange (ROX or Texas Red)، Green (FAM)  

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

برنامه زیر، واکنش را راه اندازی کنید. برای آگاهی از نحوه تعریف کانال در دستگاه به کاتالوگ دستگاه 

 مراجعه کنید.  

 : برنامه دمایی دستگاه 3جدول 

 

    HEXرنگ یا  فلوروفور  خوانشکیت در صورت عدم  Yellowلازم به ذکر است که کانال  ،علاوه بر این

نیز   Joeیا    VIC، قابلیت ستاپ و تنظیم با فلورفورهای  مورد استفاده  Real-Time PCRدر دستگاه  

 با تلفن های شرکت تماس حاصل فرمایید. و اطلاعات بیشتر  برای پشتیبانی فنیدارا است که میتوانید  

 

 
 

 

 

 

 

 

 Temperature Hold Cycle 

Pre-Denaturation 95 °C 3 min 1 

Denaturation 95 °C 15 sec 

40 Annealing and Acquisition on 

Channel Green, Orange, Red and 

Yellow 

60°C 45 sec 
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 تعریف طیف سنجش فلورسنت در دستگاه ها 

 Rotor-Geneدستگاه 

 (. 1را انتخاب کنید )شکل   Gain Optimizationی گزینه  Rotor-geneبدین منظور در دستگاه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gain Optimization: تنظیمات دستگاه برای 1شکل 

 

 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 Auto Gain Optimization: تنظیمات دستگاه برای 2شکل 

 

انجام شود، بنابراین عدد نوشته    SEPMaster-1دستگاه باید برمبنای تیوب شامل    Gainتوجه نمایید  

  position(. بهتر است در این  3باید صحیح نوشته شده باشد )شکل    Tube Positionشده در کادر  

 قرار داده شود. SEPMaster-1 مربوط به PTCمیکروتیوب 
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 Auto Gain Optimization: تنظیمات دستگاه برای 3شکل 

 

بازه  انتخاب  از  گزینه پس  کانال،  هر  برای  مناسب   Perform Optimization Before 1stیی 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 Auto Gain Optimization: تنظیمات دستگاه برای 4شکل 
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 MICدستگاه  

پروفایل دمایی کیت را وارد کرده و در    Run Profileی  با انتخاب گزینه   MICبدین منظور در دستگاه  

 (. 5کانال فعال کنید )شکل  4سنجش فلورسنت را در هر  cyclingبخش 

 

 
 MIC: تنظیمات دستگاه 5شکل 
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 آنالیز نتایج 

در  1 انجام شود.  بر اساس دستورالعمل دستگاه  و  مربوطه  افزار  نرم  نتایج توسط  آنالیز  کانال رنگی   4. 

Green    وYellow    وOrange    وRed    و یا فلورفورهایFAM    وHEX    وROX    وCy5    آستانه را در

 ی مناسب قرار دهید. نتایج را به صورت زیر تفسیر کنید: بازه 

 شود که دارای دو شرط زیر باشد.نمونه زمانی مثبت می  

 دارای منحنی سیگموئیدی و فاز لگاریتمی باشد.  .1

 ( است، مثبت باشد و  ICدر کانال نارنجی که کنترل داخلی) 2نمونه در میکس  .2

 CT  <30  .داشته باشد 

  Yellowو  Green (FAM)برای کانال  sepsisکیت 2لوله  قابل قبول  Ctمحدوده  .3        

(HEX)   35کمتر از  (CT  <35 .می باشد ) 
 

 جدول تفسیر نتایج  

: تفسیر نتایج 4جدول   

Result Red 

(CY5) 

Orange 

(ROX) 

Yellow 

(HEX) 

Green 

(FAM) 

 

Pos: Staphylococcus aureus - - - + 

Mix 1 
Pos: Enterococcus faecalis - - + - 

Pos: Acinetobacter baumanii - + - - 

Pos: Streptococcus pneumoniae + - - - 

Pos: Klebsiella pneumoniae - - - + 

Mix 2 
Pos: Pseudomonas aeruginosa - - + - 

Internal Control - + - - 

Pos: Legionella pneumophila + - - - 

Pos: E. coli - - - + 

Mix 3 

Pos: Proteus mirabilis - - + - 

Pos: Mycoplasmoides 

pneumoniae 

- + - - 

Pos: Citrobacter freundii + - - - 

Pos: Candida albicans - - - + 

Mix 4 
Pos: Candida tropical - - + - 

Pos: Candida glabrata   + - - - 

Pos: Staphylococcus epidermidis - + - - 
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 های مختلف نکات آنالیز نتایج در دستگاه 

 Rotor-Geneدستگاه 

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

 اساس دستورالعمل دستگاه صورت گیرد.

، دوبار Green را انتخاب کرده و روی یک رنگ، به طور مثال  Quantitation ،Analysis. از منوی1

 کلیک کنید. 

تنظیم کرده   ٪5را بر   NTC، ترشلد Outlier Removal. در صورت وجود نویز با کلیک بر گزینه ی  2

 (. 7و ترشلد افیشنسی واکنش را به شکل زیر فعال کنید )شکل شماره  

 یبر روی بازه    Redو    Green, Orange  ،Yellowهای  ( را در کانالThresholdآستانه ).  3

 منفی قرار دهید.  ی( و بالاتر از فلورسانس نمونه0.02مناسب )

 

 . تنظیمات دستگاه 7شکل 

 

 MIC PCRدستگاه  

افزار دستگاه  توسط نرم  Magnetic Induction Cycler (MIC) PCRآنالیز اطلاعات در دستگاه  

 و بر اساس دستورالعمل دستگاه صورت گیرد. 

 ، کلیک کنید. Non-Assay Greenروی یک رنگ، به طور مثال  Analysis. از منوی 1

بخش  2 در   .Parameters  پیش طور  حالت   به  شده    Exclusionبرای    Extensiveفرض  انتخاب 

تنظیم شده است. در غیر این صورت، این   ٪5بر    Fluorescence Cut off Levelاست؛ و بخش  

 ( : 8تنظیمات را وارد کنید )شکل 
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انجام    Auto Set Thresholdی  را به صورت اتوماتیک با فعال کردن گزینهThreshold. انتخاب   3

 دهید. 

 

 . تنظیمات دستگاه 8شکل 

 

 تکرار کنید.  Redو  Orange ، Yellowهای دیگر مراحل بالا را برای کانال . ۴

به شکل زیر، در   موردنظرکانال  های خام(  )شامل داده   Data. در صورت وجود نویز ابتدایی در بخش  5

سیکل ابتدایی   Ignore Cycles Before  ،5در کادر مقابل   5با قرار دادن عدد    Parametersبخش  

 (. 9را نادیده بگیرید )شکل 

 

 

 . تنظیمات دستگاه 9شکل                                                      
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 ارزیابی آنالیتیکال  

 حساسیت آنالیتیکال  

به نتایج حاصله، حدپایین تشخیصی برای این کیت در تایپ های مختلف به شرح زیر است   باتوجه 

 (: 5)جدول 

 . ارزیابی حساسیت آنالیتیکال5جدول 

LoD Target 

2 copies per PCR Staphylococcus aureus 

5 copies per PCR Enterococcus faecalis 

10 copies per PCR Acinetobacter baumanii 

4 copies per PCR Streptococcus pneumoniae 

12 copies per PCR Klebsiella pneumoniae 

16 copies per PCR Pseudomonas aeruginosa 

8 copies per PCR Legionella pneumophila 

3 copies per PCR E. coli 

10 copies per PCR Proteus mirabilis 

9 copies per PCR Mycoplasmoides pneumoniae 

20 copies per PCR Citrobacter freundii 

15 copies per PCR Candida albicans 

7 copies per PCR Candida tropical 

2 copies per PCR Candida glabrata   

4 copies per PCR Staphylococcus epidermidis 
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 اختصاصیت آنالیتیکال  

اول با انتخاب پرایمرها و پروب ها و   قدمدر    SENMURV Sepsis qRT-PCRاختصاصیت کیت  

ها، ای توالی گیرد. با استفاده از آنالیز مقایسه قرار می  دییهمچنین انتخاب شرایط واکنش دقیق مورد تأ

پروب  و  هومولوژیپرایمرها  منظر  از  توالی ها  تمامی  با  احتمالی  ثبتهای  بانک های  در  ژنی  شده  های 

) اندشده ی بررس  قابلیت تشخیصی   .Detectability ژنوتیپ تمامی  مرتبط(  از طریق    با هر سویه  های 

توالی  همهمترازسازی  و  واکنش    طورن یها  دستگاه  PCRتوسط  روی  روی   Rotor-Geneهای  بر  بر 

های مربوط به هر باکتری و یا قارچ با سایر  ها و پروبهمچنین پرایمر   قرار گرفت.  دییمورد تأ  هاباکتری 

 ها مورد ارزیابی قرار گرفت و عملکرد اختصاصی هر کدام تائید شد. های موجود و همچنین ویروسپاتوژن 

 

 پشتیبانی فنی  

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

 ( مدیر پشتیبانی فنی-)آقای قره داغی  09936693941 ✓

✓ ۰۲1۲۲۰8۲1۲۰ 
 

 ها  نشانه

 Research Use Only  برای مصارف پژوهشی 

 Catalog Number کد کالا 

 Batch Number   شماره بچ تولید شده 

 Temperature Limitation  محدودیت دمایی 

 Consult Instruction for Use   مطالعه دستورالعمل 

 Content sufficient for <n> test 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

