
 

 



 

 

 

 اطلاعات کلی 

 3       محتويات

 3       نگهداري

 4      اطلاعات ايمنی

 4      کنترل کيفيت

 4       نشانه ها

 

 5      معرفی کيت حاضر 

 5    محدوديت هاي بکارگيري محصول

 Real-Time PCR    6 مختصري درباره

 8    ويروس اپشتين بار و بيماري زايی

 8    رابطة تعداد نسخ ويروس و واحد بين المللی

 

       هاي عملکرديويژگی 

 9      حساسيت تحليلی 

 01      ويژگی تحليلی 

 00       بازة خطی 

 00       دقت 

 04      ارزيابی تشخيصی 

 

 05   )که در کيت ارائه نشده(ساير مواد و وسايل مورد نياز 

 05      توصيه هاي عمومی 
 

 06    جمع آوري، نگهداري و حمل و نقل نمونه ها

 06      نگهداري نمونه  

 06      حمل و نقل نمونه 

 01      مواد تداخل کننده 

0 



 

 

 08      معرفی اجزاي کيت

 

        روش کار

 01      (DNA) استخراج دنا 

      Real-time PCR آزمونانجام  
 00      نکات عمومی  

 00    آماده سازي مخلوط اصلی واکنش  

 PCR       03برنامة واکنش 

 03       نکته  

 

 01       تحليل داده ها

 08      معناي نتايج

 09    روندنماي تفسير نتايج و گزارش نهايی

 31  در هر ميلی ليتر پلاسما IUتعيين تيتر ويروس بر حسب 

 

 30       حل مشکل

 33     مورد استفاده يمراجع/ استانداردها

 34       یفن یبانيپشت

 34       شرکت ینشان

 35       ادداشتي

 36       يادداشت

 

 

 

0 



 

 

 

 عناوين و محتويات رديف
تعداد ويال در هر 

 تايی 51کيت 

 ويال حجم در هر

 )ميکروليتر(

0 
 0مخلوط
Mix1 

0 605 

0 
 0مخلوط
Mix2 

0 051 

3 
0استاندارد  

IU/μl 01  *0 
0 011 

4 
0استاندارد  

IU/μl 01  *0 
0 011 

5 
3استاندارد  

 0 * 01 IU/μl 
0 011 

6 
4استاندارد  

 0 * 01 IU/μl 
0 011 

1 
5استاندارد  

 0 * 01 IU/μl 
0 011 

8 
 کنترل داخلی

IPC 
0 511 

9 
 کنترل منفی

NTC 
0 0051 

 

و تاريخ  0نگهداري شود. براي اطلاع از شمارة سري ساخت -C01کيت می بايست در دماي 

انقضاي کيت به برچسب روي جعبه کيت رجوع شود. براي جلوگيري از کاهش حساسيت آزمون، 

 بار( خودداري گردد.  5مکرر مواد )بيش از  0از ذوب و انجماد

                                                 
1 Lot# 
2 Freeze & thawing  
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مربوط را در وب سايت شرکت  0برگة داده هاي ايمنیلطفاً  ،براي آگاهی از اطلاعات ايمنی کيت

 بيابيد. 

 

به منظور اطمينان از ثابت  "کيت شناسايی و سنجش کمّی ويروس اپشتين بار"هر سري ساخت 

از پيش تعيين شده مورد آزمايش بودن و يکنواختی کيفيت محصول در مورد يک سري ويژگی هاي 

 واقع می شود.

 

 

 

 
  

                                                 
1 MSDS: Material Safety Data Sheets 
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-Realاين کيت براي شناسايی و سنجش کمیّ ويروس اپشتين بار با استفاده از فناوري            

time PCR  روش(TaqMan( شده است. شناسايی/ سنجش کمّی از  0طراحی و اعتبارسنجی

از ژنوم ويروس و با استفاده از پروب  0جفت بازي کاملاً حفظ شده 98طريق تکثير يک ناحية 

 BHQ1به عنوان گزارش کننده و  5'در انتهاي FAMاختصاصی مربوطه )داراي رنگ فلؤورسانس 

تعبيه شده در اين کيت )داراي به عنوان خاموش کننده( انجام می شود. کنترل داخلی  3'در انتهاي 

به عنوان  3'در انتهاي BHQ1به عنوان گزارش کننده و  5'در انتهاي  JOEرنگ فلؤورسانس 

را کنترل می  PCRخاموش کننده(، صحت فرآيند استخراج و عدم وجود بازدارنده هاي احتمالی 

 کند.

 

 

  کلية مواد می بايستی فقط و فقط براي کاربردهايin vitro .استفاده شوند 

 هاي کاربري اين محصول تنها توسط کاربري که براي انجام آزمايشin vitro  مولکولی

 در آزمايشگاه تشخيصی آموزش هاي لازم را ديده است صورت پذيرد. 

  براي گرفتن نتايجPCR ي کاربري ضروري است.بهينه، عملکرد دقيق مطابق راهنما 

  می بايستی به تاريخ انقضاي نوشته شده روي جعبه توجه شود و کيت تاريخ گذشته

 استفاده نشود.

  

                                                 
1 Validation 
2 Conserved  
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Real-Time PCR 

Real-time PCR  در اصل همان واکنشPCR  معمولی است با اين تفاوت که با وارد کردن مواد

فلوؤرسان و استفاده از ابزاري براي پايش تغييرات فلوؤرسانس اين مواد، امکان بررسی واکنش در 

 زمان انجام واکنش و نيز انجام محاسبات بعدي فراهم می آيد.

 د زير اشاره کرد:معمولی می توان به موار PCRنسبت به  Real-time PCRاز جمله برتري هاي 

 حساسيت بالاتر .0

 امکان کمیّ سازي .0

، رنگ آميزي و مشاهدة ژل روي PCR)الکتروفورز محصول  PCR0حذف مراحل بعد از  .3

 ( و در نتيجه:0دستگاه نوردهی فرابنفش

 استفاده نکردن از رنگ هاي سمّی و سرطان زا مانند اتيديوم برومايد 

  به حداقل رساندن آلودگی ناشی از محصولPCR  عدم گشودن درب تيوب ها بعد از اتمام(

 واکنش(

  کاهش خطاهاي کاربري/ نيروي انسانی 

 امکان خودکارسازي )اتوماسيون( .4

 

تقسيم  وجود دارد که در يک      Real-time PCRدر حال حاضر مبانی شيميايی متعددي براي 

 بندي کلی شايد بتوان آنها را به دو دستة عمده طبقه بندي کرد:

 

در اين نوع روش ها از رنگ هاي فلوؤرسانی استفاده می شود که به صورت غير اختصاصی )مستقل 

/ 4(. از آنجا که پيامGreen SYBRي دو رشته اي متصل می شوند )همانند DNAاز توالی( به هر 

براي اطمينان از  ي دو رشته اي باشد، در اين روش DNAپاسخ دريافتی می تواند مربوط به هر 

و . . .(  DNAصحت پيام )سيگنال( مشاهده شده می توان از بررسی هاي تکميلی )منحنی ذوب 

 بهره جست.
  

                                                 
1 Post PCR 
2 UV Transilluminator 
3 Non Specific Methods 
4 Signal 
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ها )مکمل قسمتی از هاي اليگونوکلئوتيدي اختصاصی يا همان پروبها از توالیدر اين نوع روش

 اند. انواعشود که با رنگ هاي فلوؤرسان نشاندار شدهاستفاده می( PCRتوالی هدف مورد جستجو با 

متعددي از پروب ها با طراحی ها و ويژگی هاي مختلف وجود دارند ولی ويژگی مشترک تمامی 

 آنها ايجاد تغييرات در فلوؤرسانس، درپی/ هنگام تکثير هدف مورد جستجو است.

 -از رواج  TaqManختصاصی ابداع شده، روش در ميان مبانی شيميايی متعددي که براي روش ا 

 برخوردار گشته است. -و بالطبع اهميت بيشتري

 

 )با گرايش کلينيکی( می توان به موارد زير اشاره کرد: Real-time PCRاز جمله کاربردهاي 

 بررسی وجود يا عدم وجود ژن هاي خاص )تومور مارکرها، . . .( .0

 اشناسايی و سنجش کمّی عوامل بيماري ز .0

 تعيين ژنوتايپ عوامل بيماري زا .3

 پايش درمان هاي دارويی .4

 بررسی بيان ژن ها .5

 تشخيص هاي پيش از تولد .6

 MRD 0پايش  .1

 و . . . .8

 

                                                 
1 Specific Methods 
2 Minimal Residual Disease 
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 . است 0ويروس اپشتين بار يک دنا ويروس از اعضاي خانوادة ويروس هاي هرپس

افراد در طول دوره زندگی خود با اين ويروس آلوده     می اين ويروس شيوع جهانی داشته و اکثر 

شوند. انتقال معمولاً از طريق بزاق صورت می گيرد و راه هاي ديگر )خون، هوا و . . .( متدوال 

نيستند. آلودگی با اين ويروس در کودکی معمولاً فاقد علائم است ولی در نوجوانی يا بزرگسالی 

می شود که با علائمی از جمله تب، گلودرد، خستگی و تورم  0عفونیمنجر به بيماري مونونوکلئوز 

 غدد لنفاوي همراه است ولی هيچگاه کشنده نيست. 

هفته بهبود می يابد ولی ويروس براي بقيه عمر به صورت خفته در  0تا  0معمولاً عفونت بعد از 

صورت دوره اي، مجدداً برخی سلول هاي گلو و خون، همراه فرد خواهد بود. ويروس می تواند به 

فعال شود )که در اين حالت عموماً در بزاق فرد يافت می شود(. اين موارد، معمولاً فاقد      نشانه 

 هاي بيماري است.  

/ ضعيف، ويروس اپشتين بار می تواند باعث بروز 3در افراد داراي سيستم ايمنی سرکوب شده

 مشکلات جدي با نرخ بالاي مرگ و مير شود.

)IU(

به خاطر عدم دقت روشهاي کنونی تعيين تعداد نسخ ويروس و يا اسيدهاي نوکلئيک مربوط، سازمان 

مربوط به برخی از عناوين  6اقدام به تهيه و توزيع استانداردهاي تيتر ويروسی 5بهداشت جهانی

 ويروسی همانند اپشتين بار نموده است.

غلظت استانداردهاي به کار رفته در اين کيت با استفاده از اولين استاندارد بين المللی سازمان 

عيار )کاليبره( شده اند و نتايج اين کيت بر حسب واحد بين المللی در  1بهداشت و سلامت جهانی

( گزارش می شود. IU/mlيا   IU/lواحد حجم )

                                                 
1 Herpesviridae 
2 Infectious Mononucleosis 
3 Immunosuppressed  
4 IU: International Unit 
5 WHO: World Health Organization 
6 Viral Loads 
7 1st WHO  international Standard for Epstein-Barr Virus for Nucleic Acid 

Amplification Techniques, code: 09/260 
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در خصوص رابطة بين تعداد نسخ و واحد بين المللی، اعداد گوناگونی ذکر شده است ولی در مورد 

نسخه  0معادل  IU( هر WHO)با توجه به مستندات منتشر شده توسط  WHOاين استاندارد 

 از ويروس اپشتين بار است.
 

 

اسيت مستقل از حس "نجش کمیّ ويروس اپشتين بارکيت شناسايی و س"حد تشخيص تحليلی 

کيت شناسايی و "براي تعيين حساسيت تحليلی  روش استخراج به کار رفته تعيين شده است.

از  IU/l 10/1تا  0، يک سري رقت متوالی از غلظت اسمی "سنجش کمیّ ويروس اپشتين بار

تکرار از هر نمونه و انجام  01آماده و با استفاده از اين کيت ارزيابی شدند. استفاده از  EBVدناي

(. اين بدان معنی 15/1معادل  pValueگرديد )با  IU/l 0/1آزمون منجر به تعيين حساسيت تا 

 قابل شناسايی خواهند بود.  IU/l 0/1، مقادير 95است که به احتمال بيش از %

 

                                                 
1 Analytical Sensitivity 
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ساخت شرکت  "کيت شناسايی و سنجش کمّی ويروس اپشتين بار"ويژگی )اختصاصيت( تحليلی 

اول با انتخاب و طراحی مناسب پرايمرها، پروب ها و شرايط دقيق واکنش،  ةدر مرحلتکاپوزيست 

 تضمين شده است. 

 

بررسی قرار گرفت مورد  زيربا منابع ذکر شده در جدول  0واکنش متقاطع آزمون از نظرهمچنين، 

 که با هيچ يک از آنها واکنش متقاطعی ديده نشد.

 

                                                 
0 Analytical Specificity 
2 Cross Reactivity 

  

 منفی
 

 منفی
 

 منفی
 
 

 منفی
 
 

 منفی
 

 منفی
 

 منفی

 
 منفی
 

 منفی
 

 منفی

Human Herpes Simplex virus type 1  
 

Human Herpes Simplex virus type 2 
 

Varicella Zoster Virus  
 

2nd WHO International Standard for Hepatitis B DNA for Nucleic Acid Amplification 

(NAT) Assay 
 

 Human Cytomegalovirus 
 

 2nd WHO International Standard for Parvovirus B19 DNA for Nucleic Acid 
Amplification (NAT) Assay 
 

WHO 2nd International Standard For Hepatitis C Virus RNA for Genomic 

Amplification Technology Assays 
 

Human Papilloma Virus Type16 
 
Human Papilloma Virus Type18 
 و

 ژنومی انسان (DNA)دناي 

01 



 

 

کسري با تجزيه و تحليل ي "اپشتين بارکمیّ  کيت شناسايی و سنجش"بازة خطی )سنجش تحليلی( 

 تعيين شد.  0*01-0تا  IU/µl 101*5در بازة  EBVاز رقت هاي استاندارد دناي 

را تحت  IU/µl 101*5تا  IU/µl 0نتيجه نشان می دهد که بازة خطی اين کيت، از غلظت حداقل 

 .پوشش قرار می دهد

 

کلی آزمون  3امکان تعيين وردايی "ويروس اپشتين بار کمیّکيت شناسايی و سنجش "داده هاي دقت 

 را فراهم می آورد. وردايی کل محاسبه شده متشکل است از :

سان هاي يک)تغييرپذيري/ متغير بودن نتايج چندين نمونة مشابه با غلظت 4آزمونی وردش درون .0

 در يک آزمايش(. 

)تغييرپذيري/ متغير بودن نتايج آزمون هايی که توسط کاربران مختلف با  5وردش بين آزمونی .0

 اي مختلف از يک نوع و در يک آزمايشگاه، حاصل شده است(. دستگاه ه

با استفاده از دو نمونه از  "ويروس اپشتين بار کمیّ  کيت شناسايی و سنجش"داده هاي دقت 

( جمع آوري IU/µl 01: 5و استاندارد IU/µl 0111: 3استانداردهاي کمّيت سنجی )استاندارد

تکرار روي هر نمونه و با  01کاربران متفاوت و با استفاده از توسط  روز مختلف 3شدند. آزمون در 

 ،6استفاده از يک دستگاه ثابت انجام شد. داده هاي به دست آمده براي تعيين انحراف معيار

                                                 
0 Linear range 
0 Precision 
3 Variance 
4 Intra assay variation 
5 Inter assay variation 
6 SD: Standard Deviation 

00 



 

 

اختصاصی پاتوژن استفاده شدند. داده هاي دقت بر مبناي  PCRواکنش  0واريانس و ضريب وردش

( محاسبه شدند. همچنين از روي اين مقادير، داده هاي نتايج کمیّ بر tC) 0مقادير چرخه آستانه

 .محاسبه گرديدنيز  IU/µlحسب 

 
 

CV

IUبرحسب 
وردايی)واريانس( 

IUبرحسب 

 انحراف معيار

IU برحسب 
CV

  Ctبرحسب 

 وردايی )واريانس(

 Ctبر حسب 

 انحراف معيار

 Ctبر حسب 
 نام آزمون

%03/6  4810 09/69  % 34/1  119/1  196/1  
 وردش درون آزمونی

Intra Assay 

variation 

% 31/01  05308 18/003  % 50/1  100/1  04/1  
 وردش بين آزمونی

Inter Assay 

variation 

 % 88/00  01009 81/040  % 6/1  13/1  01/1  وردايی کل 
Total variance 

 (Exicycler96)دستگاه  3: داده هاي دقت براي استاندارد شماره 0جدول 
 

 

 

CV

IU برحسب 
وردايی )واريانس( 

IU برحسب 

 انحراف معيار

IU برحسب 
CV

  Ctبرحسب 

 وردايی )واريانس(

 Ctبر حسب 

 انحراف معيار

 Ctبر حسب 
 نام آزمون

% 83/8  0/0  15/0  % 39/1  108/1  03/1  
 وردش درون آزمونی

Intra Assay 

variation 

% 51/08  83/3  95/0  % 63/1  149/1  00/1  
بين آزمونیوردش   

Inter Assay 
variation 

% 98/01  93/4  00/0  % 13/1  161/1  06/1  وردايی کل 
Total variance 

 (Exicycler96)دستگاه  5: داده هاي دقت براي استاندارد شماره 0جدول 
 

 

 

                                                 
1 CV: Coefficient of Variation 
2 Ct : Cycle of threshold  

3 

00 



 

 

 

 
CV

IU برحسب 
وردايی )واريانس( 

IU برحسب 

 انحراف معيار

IU برحسب 
CV

  Ctبرحسب 

 وردايی )واريانس(

 Ctبر حسب 

 انحراف معيار

 Ctبر حسب 
 نام آزمون

% 53/6 0904 11/54 % 35/1 119/1 19/1 
 وردش درون آزمونی

Intra Assay 

variation 

% 95/01 8600 8/90 % 60/1 109/1 01/1 
 وردش بين آزمونی

Inter Assay 
variation 

 وردايی کل 09/1 138/1 68/1 % 41/011 00536 66/00 %
Total variance 

 (Rotor Gene Q)دستگاه  3: داده هاي دقت براي استاندارد شماره 3جدول 

 

 
CV

IU برحسب 
وردايی )واريانس( 

IU برحسب 

 انحراف معيار

IU برحسب 
CV

  Ctبرحسب 

 وردايی )واريانس(

 Ctبر حسب 

 انحراف معيار

 Ctبر حسب 
 نام آزمون

% 53/00  16/1  65/0  % 19/0  04/1  31/1  
 وردش درون آزمونی

Intra Assay 

variation 

% 51/01  85/5  40/0  % 01/0  044/1  38/1  
 وردش بين آزمونی

Inter Assay 
variation 

% 8/33  90/00  59/3  % 54/0  084/1  53/1  وردايی کل 
Total variance 

 (Rotor Gene Q)دستگاه  5: داده هاي دقت براي استاندارد شماره 4جدول 
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براي برآورد ارزيابی تشخيصی کيت، حساسيت و ويژگی )اختصاصيت( بالينی کيت مورد بررسی 

 قرار گرفت.

 مثبت تأئيد شده مورد آزمايش قرار گرفتند. EBVنمونه  51براي اين منظور 

مثبت تشخيص داده  "ويروس اپشتين بار کمیّ  کيت شناسايی و سنجش"کليه نمونه ها با استفاده از 

  .شدند
 

 

 پلاسماي منفی تأئيد شده مورد آزمايش قرار گرفتند. 51 براي اين منظور

ص داده منفی تشخي "ويروس اپشتين بار کمیّ  کيت شناسايی و سنجش"نمونه ها با استفاده از  ةکلي

 . شدند

  

                                                 
0 Diagnostic Evaluation 
2 Clinical Sensitivity 
3 Clinical Specificity 
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 (است )در کيت ارائه نشده

 هاي آزمايشگاهی سنتتيک )نيتريل/ وينيل( يکبار مصرف دستکش 

 ( کيت استخراج دناDNA)دستی يا مخصوص دستگاه استخراج خودکار( ) 

 )سمپلر ) متغير 

 0سر سمپلرهاي فيلتردار استريل عاري از نوکلئازها  

 (0لرزانک )ورتکس 

 (3چرخانک )اسپين 

  ميکروفيوژ با دورg 01111  

 هاي مخصوص يا ميکروتيوب 4نوارtime PCR-Real متناسب با دستگاه  

  دستگاهReal-time PCR هاي )سيگنال( هاي شناسايی پياملاداراي کانFAM و JOE و يا ،

  هايی با طول موج مشابههايی براي شناسايی سيگنال رنگکانال
)ABI StepOne , ABI StepOnePlus  ™ , ABI 7500  ™ , Rotor-Gene 6000 , Rotor-Gene Q, 

Exicycler ™ 96, Magnetic Induction Cycler (Mic( 

  هودPCR 

 )ماژيک )مارکر 

 

 دار استفاده نماييد.از سرسمپلرهاي استريل فيلتر 

  کاملاً  11پنبة آغشته به الکل %همواره قبل و بعد از انجام آزمون سطح زير هود/ ميز را با

 دقيقه با پرتوي فرابنفش پرتودهی کنيد. 5تميز کرده، سپس به مدت 

 هاي حاوي محصول ها، استريپزدايی مواد زايد شامل سرسمپلرها، تيوببراي آلودگی

PCR 01ساعت در آب ژاول )وايتکس( % 0ها را پس از مصرف به مدت و . . .، آن 

 ور کنيد.غوطه

                                                 
1 DNase RNase Free 
2 Vortex 
3 Spin 
4Strip 



 

 

 اعم از پلاسما، کنترلنمونه( ها و محصول هاي مثبتPCR را به دور از مواد ديگر، استخراج )

 ها را به مخلوط واکنش اضافه نماييد.اي آنو نگهداري نموده، در فضاي جداگانه

 .پيش از انجام واکنش دقت نماييد که همة اجزا در دماي اتاق کاملاً ذوب شده باشند 

 ثانيه با لرزانک )ورتکس( مخلوط کنيد و  01ها را ذوب شد، آن هنگامی که اجزاي کيت

 )پائين آمدنها ها در انتهاي آنسپس با استفاده از چرخانک )اسپين( از تجمع محتويات لوله

 مطمئن شويد. ها(مواد از ديواره

 

 

 

ميلی گرم نمک  0تا  5/0دار )بين  0ا.د.ت.آبا استفاده از نمونه هاي پلاسماي  اعتبارسنجی اين کيت

اعتبار         به ازاي هر ميلی ليتر از خون( انجام شده است. نمونه هاي ديگر EDTAپتاسيم 

 سنجی نشده اند. 

 

دقيقه  01کردن براي گيري، خون کامل می بايست با سانتريفيوژ ساعت پس از خون 6حداکثر تا 

به پلاسما و اجزاي سلولی تفکيک گردد. پلاسماي جدا شده بايد به ميکروتيوب  0611gتا  811با 

هاي استريل منتقل گردد. اگر نمونه را منجمد سازيد يا براي مدت طولانی نگاه داريد ممکن است 

 حساسيت آزمون کاهش يابد. 

همة نمونه ها می بايست بالقوه بيماري زا تلقی شوند. نمونه ها بايد در  به عنوان يک اصل کلی

محفظه اي مقاوم جابجا شوند تا از خطر انتشار آلودگی پيش گيري شود. نمونه ها می بايست 

 زا جابجا شوند.  هاي محلی و ملی براي حمل مواد بيماريمطابق دستورالعمل

از محل نگهداري نمونه/ آزمايشگاه انجام شد، نمونه ها بايد  در صورتيکه خون گيري در محلی غير

+ تا C0ساعت به مقصد برسند. نمونه هاي خون می بايست در شرايط خنک  ) 6ظرف مدت 

C8( و نمونه هاي پلاسما به صورت منجمد )+C01-.حمل شوند ) 

                                                 
1 E.D.T.A 
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( و نمونه هاي هموليز شده mg/dl811 ( و ليپيد ها )mg/dl 05مقادير بالاي بيلی روبين )

( موجب مهار/ حذف/ کاهش کارآيی IU/ml01واکنش را تحت تاثير قرار نمی دهند ولی هپارين )

واکنش زنجيره اي پلی مراز می شود. نمونه هايی که در ميکروتيوب هاي حاوي هپارين به عنوان 

رار گيرند. همچنين، نمونة بيمارانی که مادة ضد انعقاد جمع آوري شده اند، نبايد مورد استفاده ق

 هپارين دريافت کرده اند نيز نبايد مورد استفاده قرار گيرند.
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 در اين کيت اجزاي زير وجود دارند:

 

 Mix1

 ها و بافر مربوط است.  dNTPشامل آنزيم،  PCRاين مخلوط حاوي مواد لازم براي انجام واکنش 

 

 Mix2

اين مخلوط حاوي پرايمرها و پروب هاي لازم براي شناسايی و تکثير دناي ويروس و کنترل داخلی 

 اضافه شده به نمونه هاست. 
 

 

( امکان ترسيم يک نمودار استاندارد را IUاين استانداردها )با ميزان مشخص تيتر ويروس بر حسب 

هم می آورد. معادلة حاکم بر اين نمودار استاندارد براي انجام کلية محاسبات سنجش کمّی و تعيين فرا

واکنش  0تيتر ويروس در نمونة استخراج شده مورد استفاده قرار می گيرد. همچنين اين نمودار کارآيی

PCR ( 2انجام شده و نيز ضريب رگرسيون نقاط استانداردR را تعيين می کند. در يک واکنش )PCR 

 موفق بايد شرايط زير حاکم باشد:

%91 <PCRe <% 015    1/ 9و<R^2  

 

 )IPC

دناي خارجی است که به هر نمونه اي که قرار است دناي آن استخراج کنترل داخلی يک قطعه  

شود افزوده می شود. در صورت کارآيی مناسب کيت استخراج مورد استفاده، انجام صحيح فرآيند 

تکثير  PCR، اين دناي خارجی در واکنش PCRاستخراج و عدم وجود بازدارنده هاي احتمالی 

ی مربوطه شناسايی می شود. در اين حالت تفاوت چرخة آستانه شده و با استفاده از پروب اختصاص

(tCکنترل داخلی در نمونه پلاسماي منفی که تحت فرآيند استخراج قرارگرفته ) 

خالص سازي  باشد. اين ميزان پراکندگی به جهت تفاوت در تجهيزات و فرآيند 31±3بايست می

ايجاد می شود. انحراف بيش از اين دلالت بر بروز مشکل در فرآيند خالص سازي دارد. در اين 

                                                 
1 Efficiency (ePCR) 
2 Internal Positive Control 



 

 

بايست کنترل و در صورت لزوم کل آزمون از مرحله استخراج تا موارد فرآيند استخراج می

 دوباره تکرار شود.  Real-timeآزمون

نة منفی استخراج شده، يکی از علل مهم ممکن منحنی کنترل داخلی در نمو ةدر صورت عدم مشاهد 

است کارآيی نامناسب کيت/ روش استخراج استفاده شده باشد. در اين حالت استخراج را با کيت ديگري 

را تکرار کنيد.  Real-time)کيت هاي توصيه شده در اين راهنماي کاربري( انجام دهيد و مجدداً آزمون 

براي نمونه منفی که کنترل داخلی آن جواب نداده است وجود  در هر حالت امکان گزارش جواب منفی

 ندارد.
 

 N.T.C

منفی است. اين پلاسما همانند  EBV کنترل منفی، نمونه پلاسمايی است که از نظر وجود دناي

وجود سيگنال کنترل داخلی يک نمونه و با اضافه کردن کنترل داخلی به آن استخراج می شود. 

(JOE)  در اين نمونة منفی و عدم وجود سيگنالEBV (FAM )تواند به عنوان مبنايی جهت می

 تأئيد موارد زير مورد استفاده قرار گيرد:

 صحت فرآيند استخراج دنا .0

)عدم وجود بازدارنده ها در دناي استخراج شده و  PCRمهيا بودن شرايط براي واکنش  .0

). . . 

  .باشد 31±3بايست نمونه می (کنترل داخلی در اينtCچرخة آستانه )
 

 

 

 

  

                                                 
1 No Template Control 
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DNA 

گردد. ميزان نمونه مورد نياز براي فرآيند توسط سازندگان بسياري ارايه می دناکيت هاي استخراج 

وليد را مطابق دستورالعمل ت دنابسته به روش کار، متفاوت است. لطفاً فرآيند استخراج  دنااستخراج 

 کننده به انجام رسانيد. 

توصيه می شود از دستگاه هاي خودکار استخراج اسيدهاي نوکلئيک استفاده کنيد. اين امر می تواند موجب افزايش 

شود. لازم به ذکر است که اعتبارسنجی اين  0حساسيت و کاهش/ حذف احتمال آلودگی از يک نمونه به نمونة ديگر

استخراج مناسب که  کيتصورت گرفته است. در زير به  11ا استفاده از روش استخراجی با کارآيی بيش از %کيت ب

 داشته باشند، اشاره شده است:  11می توانند کارآيی بيش از %

 

 سازنده (#Cat)شناسه  نام کيت

 (DNA/RNAکيت استخراج اسيدهاي نوکلئيک ويروسی )
DynaBio Viral Nucleic Acid Extraction Mini Kit 

 تکاپوزيست 1105ک ج 

 

حجم بافر  01براي کنترل و پايش فرآيند استخراج در هر نمونه،کنترل داخلی را به نسبت %

 51را در  DNAبه فرآيند استخراج اضافه نماييد. براي مثال اگر  (Elution Bufferرهاسازي )

 ميکروليتر کنترل داخلی اضافه شود.  5ميکروليتر بافر جمع آوري می کنيد، در ابتدا می بايست 

     
کنترل داخلی را مستقيماً به نمونه اضافه نکنيد. توصيه می شود اين کار بلافاصله پس از اضافه کردن بافر 

 اتصال به نمونه انجام شود. 

کردن واکنش و  0کيت از نوع رقابتی است بنابراين از چندگانهکنترل داخلی طراحی شده در اين 

کاهش حساسيت آزمون جلوگيري به عمل آمده است. همچنين با توجه به غلظت پائين کنترل 

داخلی تعبيه شده در کيت، رقابتی بودن آن موجب کاهش تأثيرگذار بر حساسيت آزمون )در 

 محدودة بازة خطی آن( نمی شود. 

ود. شهاي منفی يا نمونه هايی با تيتر پائين ويروس مشاهده میکنترل داخلی فقط در نمونهپيام 

هاي با تيتر بالاي ويروس، پيام )سيگنال( کنترل داخلی مشاهده نشده و يا به طور ضعيفی در نمونه

 شود.مشاهده می
 

                                                 
1 Cross Contamination 
2 Multiplex 
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Real-time PCR

قبل از شروع به انجام آزمون روي يک برگه کاغذ طراحی آزمون و مقادير مورد نياز از  .0

 مواد، لوازم و . . . را بنويسيد تا در هنگام کار دچار خطا نشويد. 

ابتدا برنامه ريزي دستگاه تان را انجام داده، دستگاه را آماده به کار کنيد سپس اقدام به  .0

 زي آنها براي انجام آزمون نمائيد.خروج مواد از فريزر و آماده سا

 از کاليبره بودن سمپلرهايتان اطمينان حاصل کنيد. .3

 قبل از انجام آزمون از ذوب شدن کامل موادي که از فريزر بيرون آورده ايد مطمئن شويد. .4

بيش از ميزان مورد نياز آماده کنيد تا با مشکل  5همواره مخلوط واکنش را به ميزان % .5

، چسبيدن مواد به ديواره ها و  . 0دليل خطاهاي کاربري، نمونه ريزيکمبود مخلوط )به 

 . .( در حين انجام کار مواجه نشويد.

براي مخلوط کردن مواد از پيپتاژ و لرزان کردن )ورتکس( و براي پائين آوردن مواد از  .6

 ديواره ها از چرخان کردن )اسپين( استفاده کنيد. 

مقادير، استفاده از  0و جلوگيري از برآورد نادرست براي ترسيم منحنی استانداردي دقيق .1

نمونه استاندارد توصيه می شود. براي اطمينان بيشتر نسبت به نتايج آزمون می  5هر 

 مورد استفاده قرار داد. 3توان نمونه ها/ استانداردها را به صورت دوتايی

  

                                                 
1 Sampling 
2 Under or Over estimation 
3 Duplicate 
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 لوط اصلی واکنش براي يک آزمون مطابق جدول زير است:مقادير لازم براي ساختن مخ

 
  

 5/00 0مخلوط 

 5/0 0مخلوط 

ميلی  0اضافی در يک تيوب  5ه اضافه %( را براي تعداد کل نمونه ها ب0+ مخلوط 0مخلوط اصلی واکنش )مخلوط 

 ليتري استريل )عاري از نوکلئازها( آماده کنيد.

  

 5 استانداردهاي سنجش کمیّ

 0 کنترل منفی استخراج شده

 0 (PCRآب تزريقی )کنترل منفی 

 - کنترل مثبت )در صورت استفاده(

 x نمونه هاي مجهول )بيمار( استخراج شده

 1+ x 

 

ميکروليتر از  01ميکروليتر از مخلوط آماده شده و  Real-time PCR ،05در هر تيوب مخصوص 

ها اضافه کرده، ابتدا به آرامی پيپتاژ کرده، دناي نمونه مورد آزمايش/ استانداردها/ کنترل منفی

ها را بسته يا با برچسب مخصوص کاملاً پوشانده و محکم کنيد. تيوب/ سپس در تيوب/ استريپ

ربوط در دستگاه قرار دهيد. دقت کنيد تا هر نمونه در ها را چرخان کنيد و در مکان ماستريپ

 جايگاه تعريف شدة خود قرار بگيرد.

 

                                                 
1 Run 

00 
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PCR 

 

   

 95 دقيقه 5 چرخه 0

 چرخه 51

 95 ثانيه05

 51 ثانيه 51

- 

 فلوؤرسانس نمونه ها (Scan)خوانش 

 FAM  برايEBV 

 JOE براي کنترل داخلی 

 
 

 ش از شروع به کار دستگاه:يو پ يیپس از دادن برنامه دما، Rotorgeneبرند  يدر دستگاه ها .0

د تا وارد يک کنيکل Gain Optimisation ير ظاهر شود. سپس رويد تا شکل زيک کنيکل OK يرو 

 يد.شو Auto-Gain Optimisation Set Upصفحه 
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را انتخاب کرده و سپس  Greenبازشونده،  ي. از منوAuto-Gain Optimisation Set Upسپس در صفحه 

 د. يک کنيکل Add يرو

 
 

 

و حد بالا را  5 ين را رويحد پائ Target Sample Rangeر، در قسمت يپس از ظاهر شدن پنجره ز

 د.يک کنيکل Ok يد و سپس رويقرار ده 01 يرو

 
 

 د.يز تکرار کنين  Yellow رنگ ين کار را برايهم
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سپس  د.ييم نمايدرجه تنظ 51 يرو set temperatureر، ابتدا دما را در قسمت يهمانند شکل ز

 د.يک کنيکل Close يد و رويک بزنيرا ت Acquisition stPerform Optimisation Before 1نه يگز
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 د.يک کنيکل Next ير رويهمانند شکل ز

 

 
 

 

 ج : يز نتايبعد از انجام واکنش و در زمان آنال Rotorgeneبرند  يدر دستگاه ها .0

ا د تيک کنيآن کل ينصورت روير ايانتخاب شده باشد، در غ Dynamic Tubeنه يد که گزيکنترل کن

ک يکل Auto Scaleنه يگز يد./ رويک کنيکل Slope Correctنه يگز يرنگ شوند./ رو یحروف آن آب

 زيآنال يبرا Micو   Rotorgeneبرند  يدر دستگاه هاد. يک کنيکل Linear Scaleنه يگز يد./ رويکن

 (Ignore First 5 Cycles. )ديرا حذف نمائ يیابتدا کليس 5 ج،ينتا



 

 

01 

ط زیر باید برقرار باشد تا اطمینان حاصل شود نتایج قابل اتکا هستند:ودر وهله اول شر 

 باشد. 591تا  % 09واکنش بین  یکارآی   

 0/9 R^2> .باشد 

 Ctیکنترل داخل (JOEدر کنترل منفی )  باشد. 33± 3استخراج معادل 

  پیامFAM مشاهده نشود.استخراج   در کنترل منفی 

  پیامFAM  وJOE یدر کنترل منف PCR .مشاهده نشود 

در صورت برقرار نبودن هریک از شروط بالا، آزمون نامعتبر است و بایستی برای یافتن و حل مشکل 

 گیری، تکرار گردد.، استخراج و نمونهPCRبه ترتیب مراحل: 

 
باید  (t C≥09 (شوند دیده می 09های بالاتر از در چرخههایی که از سیگنال :حد آستانه مثبت* 

 نمونه، کنترل منفی و...(.پوشی کرد )اعم از چشم

 

 :بالا شروطدر صورت برقرار بودن 

 

- - + 
EBV 

(FAM) 

- + *+/- 
 کنترل داخلی

(JOE) 

 نامعتبر
 )تکرار شود(

 مثبت منفی
 نتیجه آزمون

(Result) 
 واند منجر به کاهش یا حذف سیگنال کنترل داخلی گردد.تمی ویروس نایدهای بالای غلظت *

 



 

 

 

 

ي تفسير نتايج و گزارش نهايی در صفحه 0موارد زير به عنوان نتايج آزمون محتمل است. روندنما

 بعد آمده است.

 در نمونه شناسايی ولی در کنترل هاي منفی شناسايی نمی شود. FAM. پيام )سيگنال( 0

(DNA)

تواند می EBVديده نشود. زيرا غلظت هاي بالاي دناي JOEدر اين حالت، ممکن است پيام  

 منجر به کاهش يا حذف سيگنال کنترل داخلی گردد.

 

 هم در نمونه و هم در کنترل هاي منفی شناسايی می شود. FAMپيام )سيگنال(  .3

)رجوع 

 0شود به قسمت حل مشکل(

 

)مربوط به کنترل  JOEدر نمونه شناسايی نمی شود ولی پيام  FAMپيام )سيگنال(  .4

(. در اين حالت پيام کنترل داخلی tC= 31± 3داخلی( در نمونه شناسايی می شود)

 را رد می کند و بنابراين: PCRرندة احتمال وجود بازدا

EBV

 در نمونه شناسايی نمی شوند. JOEو نه پيام  FAMنه پيام )سيگنال(  .5

 می توان يافت. اطلاعات مربوط به منشأ خطا و راه حل هاي آن را در قسمت 

                                                 
1 Flowchart 
2 Trouble Shooting 
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 خير

 

 

  015تا  % 91کارآيی واکنش بين 

 9/1 R^2>  

 Ct( کنترل داخلیJOE در کنترل منفی )

  31± 3استخراج معادل 
  عدم مشاهده پيامFAM   در کنترل منفی استخراج 

  عدم مشاهده پيامFAM  وJOE  در کنترل

 PCRمنفی 

 

، امکان گزارش نتايج وجود ندارد. 

با مراجعه به قسمت حل مشکل نسبت به رفع مشکل 

 اقدام شود. 

 

 

 بله

 خير

در  JOEآيا پيام 

نمونه شناسايی 

 می شود؟

 

 بله

 خير

 

با مراجعه به قسمت حل مشکل نسبت به رفع مشکل 

 اقدام شود. 

 

آيا راه حل 

مشکل يافت 

 شد؟

 آزمون تکرار شود. بله

 

 خير
 

EBV

IU/ml

 

 

 

 

 

 FAMآيا پيام 

در نمونه 

شناسايی می 

 شود؟

 

 بله
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IU 

استاندارد هاي کمّيت سنجی اين کيت با استفاده از اولين استاندارد بين المللی سازمان بهداشت و 

ويروس در هر  IUهستند. براي تعيين  IU/lکاليبره شده و بر حسب  (WHO)سلامت جهانی 

 ميلی ليتر از پلاسماي بيمار از معادلة زير استفاده کنيد:

 

 
 

 براي مثال اگر :

  :ميکروليتر 011حجم نمونة سرم/ پلاسماي مورد استخراج 

 ميکروليتر 51استخراج شده:  حجم محصول نهايی 

  :و تيتر به دست آمده براي نمونهIU/µl 011  باشد 

 نتيجة نهايی به صورت زير محاسبه خواهد شد.

 

 

 

 در پلاسماي بيمار خواهد بود. IU/ml 05،111در نتيجه تيتر قابل گزارش حدود 
در صورت برقرار بودن شرايط زير امکان تعيين و گزارش تيتر وجود دارد و در نظر داشته باشيد که تنها 

 در غير اينصورت می بايست آزمون مجدداً تکرار شود.

%91 <PCRe <% 015    1/ 9و<R^2  

 

نکته: در برگة گزارشی که براي پزشک آماده می کنيد حتماً بايد به محدوده بازه خطی، حساسيت 

 کيت مورد استفاده اشاره شود.تحليلی آزمون و مشخصات 

نمونه مورد استخراج در معادله فوق  اوليةلطفاً توجه داشته باشيد که به عنوان يک اصل کلی، حجم 

گردد بنابراين هنگامی که حجم نمونة مورد استفاده در فرآيند استخراج دچار تغيير لحاظ می

 0شود )مثلاً تغليظ نمونه با سانتريفيوژ کردن و يا افزايش حجم با استفاده از بافر فسفات نمکیمی

 اج( اين تغيير می بايست در نظر گرفته شود.براي رساندن آن به ميزان مورد نياز فرآيند استخر

همچنين در صورت غلظت بالاتر نمونه نسبت به بازه خطی، بايد ابتدا رقيق سازي صورت گرفته و 

 در هنگام تعيين تيتر، ضريب رقت نيز محاسبه گردد.

                                                 
1 PBS 

51 × 011 

0/1 
 = (IU/ml) نتيجه

Result (IU/µl) × Elution Volume (µl) 

Sample Volume (ml) 
Result (IU/ml) = 

31 



 

 

 

Symptom   

عدم مشاهدة پيام فلؤورسانس 

FAM در نمونه هاي استاندارد 

 5تا  0 

  PCRدر هنگام تعريف پروب  FAMعدم انتخاب 
 

به منظور تحليل صحيح داده ها، می بايستی براي 

EBV PCR  رنگFAM  و براي کنترل داخلی رنگ

JOE .انتخاب شود 

با آنچه در کيت آمده است همخوانی  PCRشرايط 

 ندارد.
 

روش کار آمده پروفايل دمايی را با آنچه در  -0

 مقايسه کنيد.

مرحلة خوانش  PCRدر پروفايل دمايی برنامة  -0

 فلوؤرسانس به طور صحيح انتخاب نشده است.

يا ريختن مواد  PCRآماده سازي مخلوط واکنش 

در تيوب ها به صورت نادرست انجام شده است. 

ممکن است در هنگام آماده سازي مخلوط واکنش 

 دچار خطا شده ايد.

است نمونه ها را به طور صحيح در    تيوب ممکن 

هاي مربوط نريخته باشيد )جابجا ريخته باشيد( يا 

پليت/ نوارها/ ميکروتيوب ها را دقيقاً در جايگاه 

هاي تعريف شده در دستگاه قرار نداده باشيد و . . 

. 

مراحل کاري/ محاسبات خود را به صورت کامل 

 کنترل کنيد و در صورت لزوم آزمايش را تکرار کنيد. 
 

شرايط نگهداري يک يا تعداد بيشتري از اجزاي 

کيت مطابق آنچه که در راهنماي کاربري کيت 

آمده است نبوده و يا اين که تاريخ استفاده از کيت 

 به اتمام رسيده است.

نگهداري و تاريخ انقضاي مواد را کنترل لطفاً شرايط 

 کرده و در صورت لزوم از کيت جديدي استفاده کنيد.

پيام ضعيف يا عدم مشاهدة پيام 

JOE  کنترل داخلی در نمونه و يا

که در فرآيند ايکنترل منفی

 Ctاستخراج وارد شده است       )

( و به 31± 3خارج از محدوده 

طور همزمان عدم مشاهدة پيام 

FAM  در نمونه 
 

با آنچه در کيت آمده است همخوانی  PCRشرايط 

 ندارد

 مشابه آنچه در قبل آمده است.

اطمينان حاصل کنيد که از روش استخراج  -0 مهار/ ممانعت شده است. PCRواکنش 

مناسبی استفاده کرده ايد و دقيقاً مشابه آنچه که در 

 روش کار آمده است عمل کرده ايد.

روش هايی با بافرهاي شستشوي حاوي اگر از  -0

اتانول استفاده می کنيد، اطمينان حاصل کنيد که 

در طول فرآيند استخراج کلية مراحل سانتريفوژ 

کردن را جهت زدودن اتانول باقی مانده انجام   داده 

 ايد.

( در فرآيند استخراج از دست رفته DNAدنا )

 است.

 مناسبی اطمينان حاصل کنيد که از روش استخراج

استفاده کرده ايد و دقيقاً   11با کارآيی بيش از %

مشابه آنچه که در روش کار آمده است عمل   کرده 

 ايد.

شرايط نگهداري يک يا تعداد بيشتري از اجزاي 

کيت مطابق آنچه که در کيت آمده نبوده و يا اين 

 که تاريخ استفاده از کيت به اتمام رسيده است.

 آمده است. مشابه آنچه در قبل
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Symptom   

در  FAMمشاهدة پيام 

نمونه هاي کنترل منفی 

 ( PCR)استخراج و 
 

، آلودگی PCRدر خلال آماده سازي مواد براي 

 رخ داده است.
 

0- PCR .را با استفاده از مواد تازه تکرار کنيد 

رب نمونه ها د اگر امکان پذير است، بلافاصله پس از اضافه کردن -0

 تيوب ها را ببنديد.

 کنترل هاي مثبت را با دقت و آخر از همة نمونه ها آماده کنيد. -3

اطمينان حاصل کنيد که محل کار و دستگاه در فواصل زمانی  -4

 مشخص آلودگی زدايی شوند.

ه داخل کيت است( را يک نمونه پلاسماي منفی )غير از آنچ -0 در خلال فرآيند استخراج آلودگی رخ داده است.

استخراج کنيد تا آلوده بودن يا نبودن کيت استخراج را کنترل 

 کنيد.

در صورت آلوده نبودن کيت، مجدداً استخراج نمونه ها را با دقت  -0

بيشتري انجام دهيد )به عنوان کنترل منفی از پلاسماي منفی 

 جديد استفاده کنيد(.

تهيه کرده و استخراج در صورت آلوده بودن کيت، کيت جديدي  -3

 نمونه هاي مورد آزمايش را با کيت جديد انجام دهيد.

اطمينان حاصل کنيد که محل کار و دستگاه در فواصل زمانی  -4

 مشخص آلودگی زدايی شوند.

 کارآيی پائين 

 (91)کمتر از %

شرايط نگهداري يک يا تعداد بيشتري از اجزاي 

ن و يا ايکيت مطابق آنچه که در کيت آمده نبوده 

 که تاريخ استفاده از کيت به اتمام رسيده است.

 مشابه آنچه در قبل آمده است.

با آنچه در کيت آمده است همخوانی  PCRشرايط 

 ندارد.

 مشابه آنچه در قبل آمده است.

کاليبره نيست Real-time PCRدستگاه 

ر از : اين ام

فلوؤرسانس شناسايی شده  طريق تأثير در شدت

)به ويژه در غلظت هاي پائين( و اثر آن بر 

می تواند باعث ايجاد کارآيی  5استاندارد شماره 

پائين شده و هم اينکه در مورد نمونه هاي با غلظت 

 کم ممکن است موجب بروز منفی کاذب شود.

: 

يی غير از آنچه براي اين امر موجب ايجاد دماها

واکنش بهينه است شده و باعث کاهش کارآيی و 

نيز در مورد نمونه هاي با تعداد تيتر پائين ممکن 

 است موجب بروز منفی کاذب شود.

اطمينان حاصل کنيد که دستگاه کاليبره است )معمولاً توصية 

ماه يکبار يا  6کنترل و کاليبراسيون هر  شرکت هاي سازندة

 يک سال يکبار است(حداکثر هر 

 کارآيی بالا 

 (015)بيشتر از % 

عمده ترين دليل کارآيی بالا )غير معمول( کاليبره 

 نبودن سمپلرها است.

از کاليبره بودن سمپلرها اطمينان حاصل کنيد و در صورت نياز 

 براي کاليبراسيون اقدام کنيد.
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 CLSI  Standard EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative 

Measurement Methods, Second edition 

 ISO/IEC Guide 37:2012(en) Instructions for use of products by consumers. 

 ISO 15223:2016 Medical devices — Symbols to be used with medical device labels, 

labelling and information to be supplied. 
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  براي پشتيبانی فنی لطفاً باrealtime@dyna-bio.com تماس بگيريد.  43918111 يا تلفن 

  اعلام "اگر کيفيت هريک از خدمات/محصولات ما مطابق درخواست شما نبوده است لطفاً فرم

را در سايت شرکت بيابيد، آن را تکميل کرده و براي ما ارسال نمائيد.  "محصولعدم رضايت ازکارکرد 

توانيد با گرفتن شماره پيگيري مربوط، تا دريافت نتيجه نهايی، روند بررسی را پيگيري شما می

 نمائيد.
 

.، طبقه اول08پلاک  ،افشار جوان خيابان تهران، خيابان سهروردي شمالی،  

 

.016و  015، واحدهاي 43، پلاک 4پارک فناوري پرديس، نوآوري   

 

 

 

 

 

 

 

  

DynaBioTM is a registered trademark of Takapouzist Co. 
TMDynaBio علامت تجاري ثبت شده متعلق به شرکت تکاپوزيست است. 
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 ادداشتی
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 ادداشتی

 

 

 

 

  



 

 

 


