
عنوان محصول:
 Real کیت شناسا�ي كيفي جنسیت جن�ن به روش

 time PCR

حیطه␊ی کارب�د:
ا�ن کیت جهت شناسا�ي كيفي جنسیت جن�ن در 

نمونه های cell free DNA طر�حی گ�دیده است.

اصول آ�مایش کیت : 
مبنای  بر  جن�ن  جنسیت  كيفي  شناسا�ي  کیت 
های  �روب  از  استفاده  با   Real time PCR روش 
MGB طر�حي شده است. ا�ن روش  �نگی مختلف 
 SRY ژن    DNA قطعات  هم�مان  تکث�ر  بر  مبتنی 
واقع بر کروموزوم Y انسانی و یک ژن مشت�ک در 
ب�ن جنس زن و م�د و یک ژن انسانی به عنوان ژن 
کن�رل داخلی مبتنی بر �روب های MGB به ت�تیب 
  ,Texas Red/Cy٥  ,FAM،  Cy٥ فلوروفو�های  با 
HEX طر�حی  شده است که قادر به تعی�ن جنسیت 
 DNA fetal free-Cell از  استفاده  با  جن�ن 
 ١٠ تا  از پلاسمای خون مادر در هفته ٦    (cffDNA)

با�داری می باشد. 

جدول ۱: محتویات کیت
  ٩٦ تستی    ٤٨تستی      ٢٤ تستی    ب�چسب          مع�ف

��     مخلوط واکنش���������������������������������������������������������������������������

����������������������            کن�رل مثبت������������������������������������������������������

وسایل مو�د نیاز که در کیت موجود نیست :
با   Real-time PCR کالیبر  و  ارز�ابی  دستگاه   .١
حداقل ٣ کانال HEX/VIC/JOE (ز�د) ، FAM (سبز)، 

Quasar/CY٥ ٦٧٠ (ق�مز) یا Texas Red (نا�نجی) 
 PCR Work station یا II ٢. هود ز�ستی کلاس

٣. فر�زر ٢٠- د�جه
ا�ن  در  موجود  ب�ولوژ�کی  های  نمونه  تمام   .٤
سلامتی  بر�ی  خطری  و  اند  شده  غ��فعال  کیت 

ندا�ند.
 ١٠٠٠ ١٠٠ میکرولیتر و  (١٠ میکرولیتر،  ٥. نوک سمپلر 
ت�ج�ح  دار  فیلتر  استر�ل  سمپلر  نوک  میکرولیتر. 

داده می شود)
DNA ٦. کیت استخر�ج

٧. میکروت�وب عاری از RNase و DNase (١/٥ میلی 

لیتری و ٠/٢ میلی لیتری)
٨. میکروسان�ر�ف�وژ 

٩. سمپل�های متغ�ر
فاقد  مص�ف  یکبار  دستکش  مص�فی:  مواد   .١٠
آ�مایشگاهی، خودکار علامت  �ودر، رو�وش های 

گذاری آ�مایشگاهی و رول دستمال کاغذی

نگهداری کیت :
د�جه   -٢٠ دمای  در  باید  تحویل  از  پس  کیت   .١
حفظ  شوند.  نگهداري  تار�كي  در  و  گر�د  سان�ي 
دما در مدت �مان نگهداری محصول الز�می است. 
به ش�ط حفظ دمای  �مان نگهداری کیت  (حداکثر 

نگهداری، به مدت ۳ ماه خواهد بود.)
٢. نگهداری کیت د�دمای۴ د�جه سان�یگر�د ه�چ 

گاه نباید بیشتر از یکساعت شود. 
از  مواد،  افز�یش دفعات ذوب ک�دن مجدد  با   .٣

حساسیت کیت کاسته می شود. 
انقضاء  تار�خ  تا  کیت  اجز�ء  و  ها  مع�ف  کلیه   .٤
در  نگهداری  ش�ط  به  کیت  جعبه  برروی  مندرج 
تار�خ  از  فر�تر  ه�گز  هستند.  پایدار  مذکور  دمای 
انقضاء مندرج برروی جعبه  از کیت استفاده نکنید 
شده  درج  کیت  جعبه  روی  انقضا  و  تولید  (تار�خ 

باشد).
تا ٣   Freeze & Thaw پایداری کیت در شر�یط    .٥
�خ  و  ذوب  از  بنابر��ن  است؛  شده  کن�رل  م�تبه 
م�تبه)   ٣ از  (بیش  ها  محلول  با�ه  چند�ن  �دگي 

خودداري شود. 
با  ر�  متفاوت  ساخت  سری  با  ها  کیت  اجز�ء    .٦
یکدیگر مخلوط نساز�د و از جابه جا�ی د�ب مع�ف 

ها ب��ه�ز�د.

جمع آوری و آماده سازی نمونه:
١. نوع نمونه: نمونه مو�د نیاز بایستی از پلاسما 

خون مادر با�دار در هفته ۱۰-۶ استخر�ج گ�دد.
�عایت  با  ب�داري  نمونه  گ�ری:  نمونه  شر�یط   .٢
شر�یط  در  عفونی  نمونه  تهیه  هاي  �روتکل 
استر�ل انجام شود. بر�ی جمعآوری خون یا پلاسما، 
از لولههای استر�ل حاوی مواد ضدانعقادی مانند 
داشته  توجه  کنید.  استفاده  سیتر�ت  یا   EDTA
اثر  دل�ل  به  هپار�ن  حاوی  های  نمونه  که  باشید 

مهاری ا�ن ماده بر�ی PCR مناسب نیستند.
باید روی سه  ٣. حمل و نقل نمونه: نمونه ها 
�ونولیت  داخل   (Ice pack) آبی  �خ  پک  عدد 

محفظه بسته حمل شوند .
ساعت  چند  طی  نمونه:  نگهداری  شر�یط   .٤
�مان  تا  و  جدا  ر�  پلاسما  خونگ�ری،  از  پس  اولیه 

آماده سازی مخلوطهای کیت:
١. قبل از شروع کار اطمینان حاصل نمای�د که دمای 

کلیه اجز�ء کیت به دمای اتاق �سیده باشد. 
٢. مع�ف ها و نمونه ها ر� قبل از آ�مایش بخوبی 

مخلوط نمای�د. 
٣. فر�یند پ�پتینگ از اهمیت بسیار بالا�ی ب�خو�دار 
است. پ�پتینگ ناکافی باعث تغی�ر غلظت مناسب 

مست�میکس و �ر�یمر و �روب ها خواهد شد. 
٤. در هر بار انجام آ�مایش کن�رل مثبت کیت باید 
استفاده شود تا کار�ئی واکنش مو�د ارز�ابی قر�ر 

گ��د. 
هر  متعاقب  و  آ�مایش  انجام  مر�حل  کلیه  در   .٥
حباب  وجود  نظر  از  ها  ت�وب  پ�پتینگ،  م�حله 
ضربه  با  حباب  وجود  صو�ت  در  شوند.  بر�سی 

آهسته به ت�وب از محیط خارج شوند. 
�نگ  حاوی  که  کن��لی  ماده  یا  نمونه  نوع  هر   .٦
آ�مایش برروی  با ا�ن کیت سا�گار نبوده و  باشد، 

آنها ممکن است منجر به ن�ا�ج کاذب شود.

دستور�لعمل انجام آ�مایش:
آماده سازی قبل از واکنش:

از کیت های استخر�ج با حساسیت مناسب �نومی 
استفاده شود. لا�م به ذکر است ا�ن محصول در 
DNA نیست ولی با بیشتر  ب�دا�نده کیت استخر�ج 
کیت های تخلیص اسید نوکلئیک سا�گار می باشد. 

آماده سازی واکنش: 
مو�د   qPCR واكنش  در  مستقيما  نوکلئیک  اسید 
ابتدا در محل مناسب و  استفاده قر�ر مي گ��د.  
بندی  بسته  داخل  از  ر�  کیت  محتویات  استر�ل، 
ذوب  اتاق  دمای  در  تا  دهید  اجا�ه  و  ک�ده  خارج 
شوند. مر�حل مطابق با مر�حل ز�ر انجام می شود:
١ میکروت�وب  آ�مایشات بر�ی هر بیمار  ١- در کلیه 
همر�ه با میکروت�وب های کن�رل مثبت و منفی و 

NTC نام گذاری نمائید. 
٢- جهت انجام آ�مايش، مواد و واكنش¬گر ر� روی 

�خ قر�ر دهید. 
تمامی  به   SD از  کدام  هر  از  میکرولیتر   ١٠  -٣

میکروت�وب های نام گذاری شده اضافه کنید. 
به  ر�  استر�ل  مقطر  آب  میکرولیتر   ١٠  -٤

میکروت�وب NTC اضافه کنید. 
میکروت�وب  به  منفی  کن�رل  میکرولیتر   ١٠  -٥
اضافه  است  شده  گذاری  نام  آن  بر�ی  که  ها�ی 

کنید. 
٦-  ١٠ میکرولیتر از کن�رل مثبت در یک فضای دور 
از محوطه آماده سـازی سـا�ر مخلوطهای واکنـش 

بـه ت�وب واکنش کن�رل مثبت اضافه کنید. 

کنید.  نگهداری   °۲۰-C د�دمای  آ�مایش  انجام 
چند  طی  ن�ز  ر�  استفاده  مو�د  های  نمونه  سا�ر 
°۲۰-C د�دمای  گ�ری  نمونه  از  پس  اولیه  ساعت 

آنها  مکرر  ک�دن  ذوب  و  فر�ز  از  و  نگهداری 
نمونه،  نقل  و  در صو�ت حمل   . نمای�د  خودداری 

نمونه ر� در شر�یط س�د و همر�ه �خ من�قل کنید.

هشدا�ها و ایمنی:
کارب�د  آ�مایشگاهی  تشخیص  بر�ی  فقط  کیت   .١
دا�د. از ن�ا�ج ا�ن کیت به تنها�ی جهت تشخیص 
بنابر��ن  نمود  استفاده  نباید  عفونت  �د  یا  تائید 
های  داده  تمامی  به  توجه  با  ن�ا�ج  تفس�ر  باید 

آ�مایشگاهی و بالینی انجام شود.
ر�  رو  پ�ش  دستور�لعمل  سنجش،  آغاز  از  قبل   .٢
بادقت مطالعه نموده و اطمینان حاصل کنید که 

تمامی نکات آن ر� بخوبی فر�گ�فته اید. 
سازی  آماده  یا  استخر�ج  مر�حل  انجام  طی  در   .٣
هر  ب�ن  ر�  خود  های  دستکش  واکنش،  مخلوط 
م�حله م�تب تعویض کنید تا از ایجاد آلودگی های 
کاذب در روند آ�مایش جلوگ�ری شود. مر�حل کار 
در  آ�مایشگاه  استاندا�د  شر�یط  طبق  باید 
پ�شگ�ری از ایجاد آلودگی و عفونت انجام گ��د و 
همچن�ن شر�یط دفع زباله های عفونی ا�ن تست 

به مانند دیگر عوامل بیماری ز� می باشد.
مو�د   PCR آ�مایشگاه  در  که  وسایل  تمامی   .٤
انجام  از  بعد  و  قبل  باید  می گ��ند  قر�ر  استفاده 
الکل ٧٠٪ ضد  با هی�وکلر�ت سدیم ١٠٪ و  تست 
عفونی شوند و از جابه جا�ی ا�ن وسایل ب�ن بخش 
باید  های مختلف ��ه�ز کنید. در واقع هر بخش 
وسایل، مواد و مخصوصا سمپلر مختص به خود ر� 
از نوک سمپلر  انجام تست  �مان  باشد. در  داشته 

فیلتر دار استفاده شود.
مستقیم  نور  با  ها  مع�ف  تمام  تماس  از   .٥

جلوگ�ری شود.
٦. کیت ر� هنگام نگهداری و ح�ن حمل و نقل به 

حالت ایستاده قر�ر دهید. 
لحاظ  از  رو  ها  ویال  کیت،  از  استفاده  از  پ�ش   .٧

نشتی یا آسیب بر�سی کنید. 
٨. محلول های استفاده نشده ر� مطابق با قوان�ن 

و مقرر�ت کشوری دور بیانداز�د. 
٩. قبل از استفاده کیت، محتویات آنر� از فر�زر خارج 
ک�ده و اجا�ه دهید در دمای محیط به طور کامل 
ذوب شوند، پ�ش از استفاده به مدت کوتاهی با 

دور پائ�ن سان�ر�ف�وژ یا اسپ�ن نمائید. 
باید  مست�میکس  تهیه  به  مربوط  مر�حل  تمام   .١٠

روی �خ یا جعبه های س�د انجام شود.

زن.  نمونه مثبت جنس  ن�یجه روی یک   :۲ تصو�ر 
گ�فته  صو�ت  تکث�ر  ق�مز  و  سبز  کانال   ۲ در  تنها 

است. 

به  ر�  بیمار�ن  نمونه   DNA از  میکرولیتر   ١٠  -٧
شده  گذاری  نام  آن  بر�ی  که  ها�ی  میکروت�وب 

است اضافه کنید. 
٨-محتویات میکروت�وب ها ر� خوب مخلوط ک�ده 

و یا Spin کوتاه انجام دهید. 

جدول ٢: مقاد�ر واکنش
              مواد مو�د نیاز بر�ی هر تست                  م�ز�ن مو�د نیاز بر�ی هر تست 

                         مخلوط واکنش                                             ١٠ میکرولیتر

الگو (کن�رل منفی، DNA بیمار، کن�رل مثبت)                     ١٠ میکرولیتر

                     حجم نهائی واکنش                                         ٢٠ میکرولیتر

جدول ٣: مشخصات واکنش حر��تی
خوانش،  کانال  ان�خاب  و  تنظیمات  انجام  از  پس 
فایل ر� ذخ��ه ک�ده و دستگاه ر� با ب�نامه دمائی و 

�مانی ز�ر ر�ه اندازی کنید.
  تعداد سیکل               �مان                 دما  (ºC)                        مر�حل 

Initial Denaturation                ٥                     ٩٥ min                        ١            

Denaturation                     ١٠                     ٩٥ sec                       ٤٠          

Annealing/ Extension             ٢٠                    *٦٦ sec                       ٤٠          
         (
��/
	� /���)      

* دما�ی است که بر�ی خوانش فلو�سنت دستگاه تنظيم می گ�دد.

آنال�ز و تفس�ر ن�ا�ج: 
تفس�ر  از  پ�ش  باید  آ�مایش  های  کن�رل  تمامی 
شامل  ها  کن�رل  اگر  شوند.   بر�سی  بیمار،  ن�ا�ج 
نباید  نیستند،  تائید  مو�د  منفی  و  مثبت  کن�رل 

ن�ا�ج آ�مایش بیمار�ن تفس�ر گ�دد. 

جدول ۴: تفس�ر ن�ا�ج و کن�رل ها 

حساسیت کیت:
امکان تعی�ن جنسیت با LOD بر�بر با ١٠ نانوگ�م در 

میکرولیتر و با اختصاصیت ٪۱۰۰ ممکن میسا�د.

۱: ن�یجه روی یک نمونه مثبت جنس م�د.  تصو�ر 
هر ۳ کانال تکث�ر صو�ت گ�فته است. 

�������



عنوان محصول:
 Real کیت شناسا�ي كيفي جنسیت جن�ن به روش

 time PCR

حیطه␊ی کارب�د:
ا�ن کیت جهت شناسا�ي كيفي جنسیت جن�ن در 

نمونه های cell free DNA طر�حی گ�دیده است.

اصول آ�مایش کیت : 
مبنای  بر  جن�ن  جنسیت  كيفي  شناسا�ي  کیت 
های  �روب  از  استفاده  با   Real time PCR روش 
MGB طر�حي شده است. ا�ن روش  �نگی مختلف 
 SRY ژن    DNA قطعات  هم�مان  تکث�ر  بر  مبتنی 
واقع بر کروموزوم Y انسانی و یک ژن مشت�ک در 
ب�ن جنس زن و م�د و یک ژن انسانی به عنوان ژن 
کن�رل داخلی مبتنی بر �روب های MGB به ت�تیب 
  ,Texas Red/Cy٥  ,FAM،  Cy٥ فلوروفو�های  با 
HEX طر�حی  شده است که قادر به تعی�ن جنسیت 
 DNA fetal free-Cell از  استفاده  با  جن�ن 
 ١٠ تا  از پلاسمای خون مادر در هفته ٦    (cffDNA)

با�داری می باشد. 

جدول ۱: محتویات کیت
  ٩٦ تستی    ٤٨تستی      ٢٤ تستی    ب�چسب          مع�ف

��     مخلوط واکنش���������������������������������������������������������������������������

����������������������            کن�رل مثبت������������������������������������������������������

وسایل مو�د نیاز که در کیت موجود نیست :
با   Real-time PCR کالیبر  و  ارز�ابی  دستگاه   .١
حداقل ٣ کانال HEX/VIC/JOE (ز�د) ، FAM (سبز)، 

Quasar/CY٥ ٦٧٠ (ق�مز) یا Texas Red (نا�نجی) 
 PCR Work station یا II ٢. هود ز�ستی کلاس

٣. فر�زر ٢٠- د�جه
ا�ن  در  موجود  ب�ولوژ�کی  های  نمونه  تمام   .٤
سلامتی  بر�ی  خطری  و  اند  شده  غ��فعال  کیت 

ندا�ند.
 ١٠٠٠ ١٠٠ میکرولیتر و  (١٠ میکرولیتر،  ٥. نوک سمپلر 
ت�ج�ح  دار  فیلتر  استر�ل  سمپلر  نوک  میکرولیتر. 

داده می شود)
DNA ٦. کیت استخر�ج

٧. میکروت�وب عاری از RNase و DNase (١/٥ میلی 

لیتری و ٠/٢ میلی لیتری)
٨. میکروسان�ر�ف�وژ 

٩. سمپل�های متغ�ر
فاقد  مص�ف  یکبار  دستکش  مص�فی:  مواد   .١٠
آ�مایشگاهی، خودکار علامت  �ودر، رو�وش های 

گذاری آ�مایشگاهی و رول دستمال کاغذی

نگهداری کیت :
د�جه   -٢٠ دمای  در  باید  تحویل  از  پس  کیت   .١
حفظ  شوند.  نگهداري  تار�كي  در  و  گر�د  سان�ي 
دما در مدت �مان نگهداری محصول الز�می است. 
به ش�ط حفظ دمای  �مان نگهداری کیت  (حداکثر 

نگهداری، به مدت ۳ ماه خواهد بود.)
٢. نگهداری کیت د�دمای۴ د�جه سان�یگر�د ه�چ 

گاه نباید بیشتر از یکساعت شود. 
از  مواد،  افز�یش دفعات ذوب ک�دن مجدد  با   .٣

حساسیت کیت کاسته می شود. 
انقضاء  تار�خ  تا  کیت  اجز�ء  و  ها  مع�ف  کلیه   .٤
در  نگهداری  ش�ط  به  کیت  جعبه  برروی  مندرج 
تار�خ  از  فر�تر  ه�گز  هستند.  پایدار  مذکور  دمای 
انقضاء مندرج برروی جعبه  از کیت استفاده نکنید 
شده  درج  کیت  جعبه  روی  انقضا  و  تولید  (تار�خ 

باشد).
تا ٣   Freeze & Thaw پایداری کیت در شر�یط    .٥
�خ  و  ذوب  از  بنابر��ن  است؛  شده  کن�رل  م�تبه 
م�تبه)   ٣ از  (بیش  ها  محلول  با�ه  چند�ن  �دگي 

خودداري شود. 
با  ر�  متفاوت  ساخت  سری  با  ها  کیت  اجز�ء    .٦
یکدیگر مخلوط نساز�د و از جابه جا�ی د�ب مع�ف 

ها ب��ه�ز�د.

جمع آوری و آماده سازی نمونه:
١. نوع نمونه: نمونه مو�د نیاز بایستی از پلاسما 

خون مادر با�دار در هفته ۱۰-۶ استخر�ج گ�دد.
�عایت  با  ب�داري  نمونه  گ�ری:  نمونه  شر�یط   .٢
شر�یط  در  عفونی  نمونه  تهیه  هاي  �روتکل 
استر�ل انجام شود. بر�ی جمعآوری خون یا پلاسما، 
از لولههای استر�ل حاوی مواد ضدانعقادی مانند 
داشته  توجه  کنید.  استفاده  سیتر�ت  یا   EDTA
اثر  دل�ل  به  هپار�ن  حاوی  های  نمونه  که  باشید 

مهاری ا�ن ماده بر�ی PCR مناسب نیستند.
باید روی سه  ٣. حمل و نقل نمونه: نمونه ها 
�ونولیت  داخل   (Ice pack) آبی  �خ  پک  عدد 

محفظه بسته حمل شوند .
ساعت  چند  طی  نمونه:  نگهداری  شر�یط   .٤
�مان  تا  و  جدا  ر�  پلاسما  خونگ�ری،  از  پس  اولیه 

آماده سازی مخلوطهای کیت:
١. قبل از شروع کار اطمینان حاصل نمای�د که دمای 

کلیه اجز�ء کیت به دمای اتاق �سیده باشد. 
٢. مع�ف ها و نمونه ها ر� قبل از آ�مایش بخوبی 

مخلوط نمای�د. 
٣. فر�یند پ�پتینگ از اهمیت بسیار بالا�ی ب�خو�دار 
است. پ�پتینگ ناکافی باعث تغی�ر غلظت مناسب 

مست�میکس و �ر�یمر و �روب ها خواهد شد. 
٤. در هر بار انجام آ�مایش کن�رل مثبت کیت باید 
استفاده شود تا کار�ئی واکنش مو�د ارز�ابی قر�ر 

گ��د. 
هر  متعاقب  و  آ�مایش  انجام  مر�حل  کلیه  در   .٥
حباب  وجود  نظر  از  ها  ت�وب  پ�پتینگ،  م�حله 
ضربه  با  حباب  وجود  صو�ت  در  شوند.  بر�سی 

آهسته به ت�وب از محیط خارج شوند. 
�نگ  حاوی  که  کن��لی  ماده  یا  نمونه  نوع  هر   .٦
آ�مایش برروی  با ا�ن کیت سا�گار نبوده و  باشد، 

آنها ممکن است منجر به ن�ا�ج کاذب شود.

دستور�لعمل انجام آ�مایش:
آماده سازی قبل از واکنش:

از کیت های استخر�ج با حساسیت مناسب �نومی 
استفاده شود. لا�م به ذکر است ا�ن محصول در 
DNA نیست ولی با بیشتر  ب�دا�نده کیت استخر�ج 
کیت های تخلیص اسید نوکلئیک سا�گار می باشد. 

آماده سازی واکنش: 
مو�د   qPCR واكنش  در  مستقيما  نوکلئیک  اسید 
ابتدا در محل مناسب و  استفاده قر�ر مي گ��د.  
بندی  بسته  داخل  از  ر�  کیت  محتویات  استر�ل، 
ذوب  اتاق  دمای  در  تا  دهید  اجا�ه  و  ک�ده  خارج 
شوند. مر�حل مطابق با مر�حل ز�ر انجام می شود:
١ میکروت�وب  آ�مایشات بر�ی هر بیمار  ١- در کلیه 
همر�ه با میکروت�وب های کن�رل مثبت و منفی و 

NTC نام گذاری نمائید. 
٢- جهت انجام آ�مايش، مواد و واكنش¬گر ر� روی 

�خ قر�ر دهید. 
تمامی  به   SD از  کدام  هر  از  میکرولیتر   ١٠  -٣

میکروت�وب های نام گذاری شده اضافه کنید. 
به  ر�  استر�ل  مقطر  آب  میکرولیتر   ١٠  -٤

میکروت�وب NTC اضافه کنید. 
میکروت�وب  به  منفی  کن�رل  میکرولیتر   ١٠  -٥
اضافه  است  شده  گذاری  نام  آن  بر�ی  که  ها�ی 

کنید. 
٦-  ١٠ میکرولیتر از کن�رل مثبت در یک فضای دور 
از محوطه آماده سـازی سـا�ر مخلوطهای واکنـش 

بـه ت�وب واکنش کن�رل مثبت اضافه کنید. 

کنید.  نگهداری   °۲۰-C د�دمای  آ�مایش  انجام 
چند  طی  ن�ز  ر�  استفاده  مو�د  های  نمونه  سا�ر 
°۲۰-C د�دمای  گ�ری  نمونه  از  پس  اولیه  ساعت 
آنها  مکرر  ک�دن  ذوب  و  فر�ز  از  و  نگهداری 
نمونه،  نقل  و  در صو�ت حمل   . نمای�د  خودداری 

نمونه ر� در شر�یط س�د و همر�ه �خ من�قل کنید.

هشدا�ها و ایمنی:
کارب�د  آ�مایشگاهی  تشخیص  بر�ی  فقط  کیت   .١
دا�د. از ن�ا�ج ا�ن کیت به تنها�ی جهت تشخیص 
بنابر��ن  نمود  استفاده  نباید  عفونت  �د  یا  تائید 
های  داده  تمامی  به  توجه  با  ن�ا�ج  تفس�ر  باید 

آ�مایشگاهی و بالینی انجام شود.
ر�  رو  پ�ش  دستور�لعمل  سنجش،  آغاز  از  قبل   .٢
بادقت مطالعه نموده و اطمینان حاصل کنید که 

تمامی نکات آن ر� بخوبی فر�گ�فته اید. 
سازی  آماده  یا  استخر�ج  مر�حل  انجام  طی  در   .٣
هر  ب�ن  ر�  خود  های  دستکش  واکنش،  مخلوط 
م�حله م�تب تعویض کنید تا از ایجاد آلودگی های 
کاذب در روند آ�مایش جلوگ�ری شود. مر�حل کار 
در  آ�مایشگاه  استاندا�د  شر�یط  طبق  باید 
پ�شگ�ری از ایجاد آلودگی و عفونت انجام گ��د و 
همچن�ن شر�یط دفع زباله های عفونی ا�ن تست 

به مانند دیگر عوامل بیماری ز� می باشد.
مو�د   PCR آ�مایشگاه  در  که  وسایل  تمامی   .٤
انجام  از  بعد  و  قبل  باید  می گ��ند  قر�ر  استفاده 
الکل ٧٠٪ ضد  با هی�وکلر�ت سدیم ١٠٪ و  تست 
عفونی شوند و از جابه جا�ی ا�ن وسایل ب�ن بخش 
باید  های مختلف ��ه�ز کنید. در واقع هر بخش 
وسایل، مواد و مخصوصا سمپلر مختص به خود ر� 
از نوک سمپلر  انجام تست  �مان  باشد. در  داشته 

فیلتر دار استفاده شود.
مستقیم  نور  با  ها  مع�ف  تمام  تماس  از   .٥

جلوگ�ری شود.
٦. کیت ر� هنگام نگهداری و ح�ن حمل و نقل به 

حالت ایستاده قر�ر دهید. 
لحاظ  از  رو  ها  ویال  کیت،  از  استفاده  از  پ�ش   .٧

نشتی یا آسیب بر�سی کنید. 
٨. محلول های استفاده نشده ر� مطابق با قوان�ن 

و مقرر�ت کشوری دور بیانداز�د. 
٩. قبل از استفاده کیت، محتویات آنر� از فر�زر خارج 
ک�ده و اجا�ه دهید در دمای محیط به طور کامل 
ذوب شوند، پ�ش از استفاده به مدت کوتاهی با 

دور پائ�ن سان�ر�ف�وژ یا اسپ�ن نمائید. 
باید  مست�میکس  تهیه  به  مربوط  مر�حل  تمام   .١٠

روی �خ یا جعبه های س�د انجام شود.

زن.  نمونه مثبت جنس  ن�یجه روی یک   :۲ تصو�ر 
گ�فته  صو�ت  تکث�ر  ق�مز  و  سبز  کانال   ۲ در  تنها 

است. 

به  ر�  بیمار�ن  نمونه   DNA از  میکرولیتر   ١٠  -٧
شده  گذاری  نام  آن  بر�ی  که  ها�ی  میکروت�وب 

است اضافه کنید. 
٨-محتویات میکروت�وب ها ر� خوب مخلوط ک�ده 

و یا Spin کوتاه انجام دهید. 

جدول ٢: مقاد�ر واکنش
              مواد مو�د نیاز بر�ی هر تست                  م�ز�ن مو�د نیاز بر�ی هر تست 

                         مخلوط واکنش                                             ١٠ میکرولیتر

الگو (کن�رل منفی، DNA بیمار، کن�رل مثبت)                     ١٠ میکرولیتر

                     حجم نهائی واکنش                                         ٢٠ میکرولیتر

جدول ٣: مشخصات واکنش حر��تی
خوانش،  کانال  ان�خاب  و  تنظیمات  انجام  از  پس 
فایل ر� ذخ��ه ک�ده و دستگاه ر� با ب�نامه دمائی و 

�مانی ز�ر ر�ه اندازی کنید.
  تعداد سیکل               �مان                 دما  (ºC)                        مر�حل 

Initial Denaturation                ٥                     ٩٥ min                        ١            

Denaturation                     ١٠                     ٩٥ sec                       ٤٠          

Annealing/ Extension             ٢٠                    *٦٦ sec                       ٤٠          
         (
��/
	� /���)      

* دما�ی است که بر�ی خوانش فلو�سنت دستگاه تنظيم می گ�دد.

آنال�ز و تفس�ر ن�ا�ج: 
تفس�ر  از  پ�ش  باید  آ�مایش  های  کن�رل  تمامی 
شامل  ها  کن�رل  اگر  شوند.   بر�سی  بیمار،  ن�ا�ج 
نباید  نیستند،  تائید  مو�د  منفی  و  مثبت  کن�رل 

ن�ا�ج آ�مایش بیمار�ن تفس�ر گ�دد. 

جدول ۴: تفس�ر ن�ا�ج و کن�رل ها 

حساسیت کیت:
امکان تعی�ن جنسیت با LOD بر�بر با ١٠ نانوگ�م در 

میکرولیتر و با اختصاصیت ٪۱۰۰ ممکن میسا�د.

۱: ن�یجه روی یک نمونه مثبت جنس م�د.  تصو�ر 
هر ۳ کانال تکث�ر صو�ت گ�فته است. 
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جدول نمادها:
شما�ه �ف�نس

سری ساخت

ف�آو�ده تشخیصی و بالینی

تار�خ تولید

تار�خ انقضا

دمای نگهداری

مطالعه بروشور

محتویات بر�ی n تست کافیست

توجه به مدا�ک همر�ه

آد�س ش�کت

در جای تار�ک نگهداری شود

Catalog number

Batch code

In vitro diagnostic medical device

Data of manufacture

Expiry date

Temperature limitation

Read instructions befor use

Sufficient for n tests

Caution consult accompanying documents

Manufacturer

Keep away from sunlight

عنوان محصول:
 Real کیت شناسا�ي كيفي جنسیت جن�ن به روش

 time PCR

حیطه␊ی کارب�د:
ا�ن کیت جهت شناسا�ي كيفي جنسیت جن�ن در 

نمونه های cell free DNA طر�حی گ�دیده است.

اصول آ�مایش کیت : 
مبنای  بر  جن�ن  جنسیت  كيفي  شناسا�ي  کیت 
های  �روب  از  استفاده  با   Real time PCR روش 
MGB طر�حي شده است. ا�ن روش  �نگی مختلف 
 SRY ژن    DNA قطعات  هم�مان  تکث�ر  بر  مبتنی 
واقع بر کروموزوم Y انسانی و یک ژن مشت�ک در 
ب�ن جنس زن و م�د و یک ژن انسانی به عنوان ژن 
کن�رل داخلی مبتنی بر �روب های MGB به ت�تیب 
  ,Texas Red/Cy٥  ,FAM،  Cy٥ فلوروفو�های  با 
HEX طر�حی  شده است که قادر به تعی�ن جنسیت 
 DNA fetal free-Cell از  استفاده  با  جن�ن 
 ١٠ تا  از پلاسمای خون مادر در هفته ٦    (cffDNA)

با�داری می باشد. 

جدول ۱: محتویات کیت
  ٩٦ تستی    ٤٨تستی      ٢٤ تستی    ب�چسب          مع�ف

��     مخلوط واکنش���������������������������������������������������������������������������

����������������������            کن�رل مثبت������������������������������������������������������

وسایل مو�د نیاز که در کیت موجود نیست :
با   Real-time PCR کالیبر  و  ارز�ابی  دستگاه   .١
حداقل ٣ کانال HEX/VIC/JOE (ز�د) ، FAM (سبز)، 

Quasar/CY٥ ٦٧٠ (ق�مز) یا Texas Red (نا�نجی) 
 PCR Work station یا II ٢. هود ز�ستی کلاس

٣. فر�زر ٢٠- د�جه
ا�ن  در  موجود  ب�ولوژ�کی  های  نمونه  تمام   .٤
سلامتی  بر�ی  خطری  و  اند  شده  غ��فعال  کیت 

ندا�ند.
 ١٠٠٠ ١٠٠ میکرولیتر و  (١٠ میکرولیتر،  ٥. نوک سمپلر 
ت�ج�ح  دار  فیلتر  استر�ل  سمپلر  نوک  میکرولیتر. 

داده می شود)
DNA ٦. کیت استخر�ج

٧. میکروت�وب عاری از RNase و DNase (١/٥ میلی 

لیتری و ٠/٢ میلی لیتری)
٨. میکروسان�ر�ف�وژ 

٩. سمپل�های متغ�ر
فاقد  مص�ف  یکبار  دستکش  مص�فی:  مواد   .١٠
آ�مایشگاهی، خودکار علامت  �ودر، رو�وش های 

گذاری آ�مایشگاهی و رول دستمال کاغذی

نگهداری کیت :
د�جه   -٢٠ دمای  در  باید  تحویل  از  پس  کیت   .١
حفظ  شوند.  نگهداري  تار�كي  در  و  گر�د  سان�ي 
دما در مدت �مان نگهداری محصول الز�می است. 
به ش�ط حفظ دمای  �مان نگهداری کیت  (حداکثر 

نگهداری، به مدت ۳ ماه خواهد بود.)
٢. نگهداری کیت د�دمای۴ د�جه سان�یگر�د ه�چ 

گاه نباید بیشتر از یکساعت شود. 
از  مواد،  افز�یش دفعات ذوب ک�دن مجدد  با   .٣

حساسیت کیت کاسته می شود. 
انقضاء  تار�خ  تا  کیت  اجز�ء  و  ها  مع�ف  کلیه   .٤
در  نگهداری  ش�ط  به  کیت  جعبه  برروی  مندرج 
تار�خ  از  فر�تر  ه�گز  هستند.  پایدار  مذکور  دمای 
انقضاء مندرج برروی جعبه  از کیت استفاده نکنید 
شده  درج  کیت  جعبه  روی  انقضا  و  تولید  (تار�خ 

باشد).
تا ٣   Freeze & Thaw پایداری کیت در شر�یط    .٥
�خ  و  ذوب  از  بنابر��ن  است؛  شده  کن�رل  م�تبه 
م�تبه)   ٣ از  (بیش  ها  محلول  با�ه  چند�ن  �دگي 

خودداري شود. 
با  ر�  متفاوت  ساخت  سری  با  ها  کیت  اجز�ء    .٦
یکدیگر مخلوط نساز�د و از جابه جا�ی د�ب مع�ف 

ها ب��ه�ز�د.

جمع آوری و آماده سازی نمونه:
١. نوع نمونه: نمونه مو�د نیاز بایستی از پلاسما 

خون مادر با�دار در هفته ۱۰-۶ استخر�ج گ�دد.
�عایت  با  ب�داري  نمونه  گ�ری:  نمونه  شر�یط   .٢
شر�یط  در  عفونی  نمونه  تهیه  هاي  �روتکل 
استر�ل انجام شود. بر�ی جمعآوری خون یا پلاسما، 
از لولههای استر�ل حاوی مواد ضدانعقادی مانند 
داشته  توجه  کنید.  استفاده  سیتر�ت  یا   EDTA
اثر  دل�ل  به  هپار�ن  حاوی  های  نمونه  که  باشید 

مهاری ا�ن ماده بر�ی PCR مناسب نیستند.
باید روی سه  ٣. حمل و نقل نمونه: نمونه ها 
�ونولیت  داخل   (Ice pack) آبی  �خ  پک  عدد 

محفظه بسته حمل شوند .
ساعت  چند  طی  نمونه:  نگهداری  شر�یط   .٤
�مان  تا  و  جدا  ر�  پلاسما  خونگ�ری،  از  پس  اولیه 

آماده سازی مخلوطهای کیت:
١. قبل از شروع کار اطمینان حاصل نمای�د که دمای 

کلیه اجز�ء کیت به دمای اتاق �سیده باشد. 
٢. مع�ف ها و نمونه ها ر� قبل از آ�مایش بخوبی 

مخلوط نمای�د. 
٣. فر�یند پ�پتینگ از اهمیت بسیار بالا�ی ب�خو�دار 
است. پ�پتینگ ناکافی باعث تغی�ر غلظت مناسب 

مست�میکس و �ر�یمر و �روب ها خواهد شد. 
٤. در هر بار انجام آ�مایش کن�رل مثبت کیت باید 
استفاده شود تا کار�ئی واکنش مو�د ارز�ابی قر�ر 

گ��د. 
هر  متعاقب  و  آ�مایش  انجام  مر�حل  کلیه  در   .٥
حباب  وجود  نظر  از  ها  ت�وب  پ�پتینگ،  م�حله 
ضربه  با  حباب  وجود  صو�ت  در  شوند.  بر�سی 

آهسته به ت�وب از محیط خارج شوند. 
�نگ  حاوی  که  کن��لی  ماده  یا  نمونه  نوع  هر   .٦
آ�مایش برروی  با ا�ن کیت سا�گار نبوده و  باشد، 

آنها ممکن است منجر به ن�ا�ج کاذب شود.

دستور�لعمل انجام آ�مایش:
آماده سازی قبل از واکنش:

از کیت های استخر�ج با حساسیت مناسب �نومی 
استفاده شود. لا�م به ذکر است ا�ن محصول در 
DNA نیست ولی با بیشتر  ب�دا�نده کیت استخر�ج 
کیت های تخلیص اسید نوکلئیک سا�گار می باشد. 

آماده سازی واکنش: 
مو�د   qPCR واكنش  در  مستقيما  نوکلئیک  اسید 
ابتدا در محل مناسب و  استفاده قر�ر مي گ��د.  
بندی  بسته  داخل  از  ر�  کیت  محتویات  استر�ل، 
ذوب  اتاق  دمای  در  تا  دهید  اجا�ه  و  ک�ده  خارج 
شوند. مر�حل مطابق با مر�حل ز�ر انجام می شود:
١ میکروت�وب  آ�مایشات بر�ی هر بیمار  ١- در کلیه 
همر�ه با میکروت�وب های کن�رل مثبت و منفی و 

NTC نام گذاری نمائید. 
٢- جهت انجام آ�مايش، مواد و واكنش¬گر ر� روی 

�خ قر�ر دهید. 
تمامی  به   SD از  کدام  هر  از  میکرولیتر   ١٠  -٣

میکروت�وب های نام گذاری شده اضافه کنید. 
به  ر�  استر�ل  مقطر  آب  میکرولیتر   ١٠  -٤

میکروت�وب NTC اضافه کنید. 
میکروت�وب  به  منفی  کن�رل  میکرولیتر   ١٠  -٥
اضافه  است  شده  گذاری  نام  آن  بر�ی  که  ها�ی 

کنید. 
٦-  ١٠ میکرولیتر از کن�رل مثبت در یک فضای دور 
از محوطه آماده سـازی سـا�ر مخلوطهای واکنـش 

بـه ت�وب واکنش کن�رل مثبت اضافه کنید. 

کنید.  نگهداری   °۲۰-C د�دمای  آ�مایش  انجام 
چند  طی  ن�ز  ر�  استفاده  مو�د  های  نمونه  سا�ر 
°۲۰-C د�دمای  گ�ری  نمونه  از  پس  اولیه  ساعت 
آنها  مکرر  ک�دن  ذوب  و  فر�ز  از  و  نگهداری 
نمونه،  نقل  و  در صو�ت حمل   . نمای�د  خودداری 

نمونه ر� در شر�یط س�د و همر�ه �خ من�قل کنید.

هشدا�ها و ایمنی:
کارب�د  آ�مایشگاهی  تشخیص  بر�ی  فقط  کیت   .١
دا�د. از ن�ا�ج ا�ن کیت به تنها�ی جهت تشخیص 
بنابر��ن  نمود  استفاده  نباید  عفونت  �د  یا  تائید 
های  داده  تمامی  به  توجه  با  ن�ا�ج  تفس�ر  باید 

آ�مایشگاهی و بالینی انجام شود.
ر�  رو  پ�ش  دستور�لعمل  سنجش،  آغاز  از  قبل   .٢
بادقت مطالعه نموده و اطمینان حاصل کنید که 

تمامی نکات آن ر� بخوبی فر�گ�فته اید. 
سازی  آماده  یا  استخر�ج  مر�حل  انجام  طی  در   .٣
هر  ب�ن  ر�  خود  های  دستکش  واکنش،  مخلوط 
م�حله م�تب تعویض کنید تا از ایجاد آلودگی های 
کاذب در روند آ�مایش جلوگ�ری شود. مر�حل کار 
در  آ�مایشگاه  استاندا�د  شر�یط  طبق  باید 
پ�شگ�ری از ایجاد آلودگی و عفونت انجام گ��د و 
همچن�ن شر�یط دفع زباله های عفونی ا�ن تست 

به مانند دیگر عوامل بیماری ز� می باشد.
مو�د   PCR آ�مایشگاه  در  که  وسایل  تمامی   .٤
انجام  از  بعد  و  قبل  باید  می گ��ند  قر�ر  استفاده 
الکل ٧٠٪ ضد  با هی�وکلر�ت سدیم ١٠٪ و  تست 
عفونی شوند و از جابه جا�ی ا�ن وسایل ب�ن بخش 
باید  های مختلف ��ه�ز کنید. در واقع هر بخش 
وسایل، مواد و مخصوصا سمپلر مختص به خود ر� 
از نوک سمپلر  انجام تست  �مان  باشد. در  داشته 

فیلتر دار استفاده شود.
مستقیم  نور  با  ها  مع�ف  تمام  تماس  از   .٥

جلوگ�ری شود.
٦. کیت ر� هنگام نگهداری و ح�ن حمل و نقل به 

حالت ایستاده قر�ر دهید. 
لحاظ  از  رو  ها  ویال  کیت،  از  استفاده  از  پ�ش   .٧

نشتی یا آسیب بر�سی کنید. 
٨. محلول های استفاده نشده ر� مطابق با قوان�ن 

و مقرر�ت کشوری دور بیانداز�د. 
٩. قبل از استفاده کیت، محتویات آنر� از فر�زر خارج 
ک�ده و اجا�ه دهید در دمای محیط به طور کامل 
ذوب شوند، پ�ش از استفاده به مدت کوتاهی با 

دور پائ�ن سان�ر�ف�وژ یا اسپ�ن نمائید. 
باید  مست�میکس  تهیه  به  مربوط  مر�حل  تمام   .١٠

روی �خ یا جعبه های س�د انجام شود.

زن.  نمونه مثبت جنس  ن�یجه روی یک   :۲ تصو�ر 
گ�فته  صو�ت  تکث�ر  ق�مز  و  سبز  کانال   ۲ در  تنها 

است. 

به  ر�  بیمار�ن  نمونه   DNA از  میکرولیتر   ١٠  -٧
شده  گذاری  نام  آن  بر�ی  که  ها�ی  میکروت�وب 

است اضافه کنید. 
٨-محتویات میکروت�وب ها ر� خوب مخلوط ک�ده 

و یا Spin کوتاه انجام دهید. 

جدول ٢: مقاد�ر واکنش
              مواد مو�د نیاز بر�ی هر تست                  م�ز�ن مو�د نیاز بر�ی هر تست 

                         مخلوط واکنش                                             ١٠ میکرولیتر

الگو (کن�رل منفی، DNA بیمار، کن�رل مثبت)                     ١٠ میکرولیتر

                     حجم نهائی واکنش                                         ٢٠ میکرولیتر

جدول ٣: مشخصات واکنش حر��تی
خوانش،  کانال  ان�خاب  و  تنظیمات  انجام  از  پس 
فایل ر� ذخ��ه ک�ده و دستگاه ر� با ب�نامه دمائی و 

�مانی ز�ر ر�ه اندازی کنید.
  تعداد سیکل               �مان                 دما  (ºC)                        مر�حل 

Initial Denaturation                ٥                     ٩٥ min                        ١            

Denaturation                     ١٠                     ٩٥ sec                       ٤٠          

Annealing/ Extension             ٢٠                    *٦٦ sec                       ٤٠          
         (
��/
	� /���)      

* دما�ی است که بر�ی خوانش فلو�سنت دستگاه تنظيم می گ�دد.

آنال�ز و تفس�ر ن�ا�ج: 
تفس�ر  از  پ�ش  باید  آ�مایش  های  کن�رل  تمامی 
شامل  ها  کن�رل  اگر  شوند.   بر�سی  بیمار،  ن�ا�ج 
نباید  نیستند،  تائید  مو�د  منفی  و  مثبت  کن�رل 

ن�ا�ج آ�مایش بیمار�ن تفس�ر گ�دد. 

جدول ۴: تفس�ر ن�ا�ج و کن�رل ها 

حساسیت کیت:
امکان تعی�ن جنسیت با LOD بر�بر با ١٠ نانوگ�م در 

میکرولیتر و با اختصاصیت ٪۱۰۰ ممکن میسا�د.

۱: ن�یجه روی یک نمونه مثبت جنس م�د.  تصو�ر 
هر ۳ کانال تکث�ر صو�ت گ�فته است. 
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