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 ویروس دانگی rRT-PCRکیت 
Dengue Virus rRT-PCR Kit 
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 مقدمه:( 1
ویروس این جهان در حال حاضر در معرض خطر ابتلا به  تیاز جمع یمیاست که حدود ن انیمنتقله از بندپا یروسیو یهایماریب نیتراز مهم یکی یتب دنگ

 روسیو پیاز چهار سروت یکیدر اثر عفونت با  یماریب نیا .شوندیمبتلا م این عفونتبه  نفر ونیلیم 400تا  100که سالانه  شودیزده م نیو تخم باشندمی

جهان در گردش شهری( تر در مناطق شهری و نیمه)بیش یریگرمس مهیو ن یریگرمس طقکه در منا شودیم جادیا (DENV-1, -2,-3 and -4ی )دنگ

  Aedes aegyptiآلوده یهاپشه شین قیو عمدتاً از طر باشدمیای رشتهتک  RNA، دارایFlaviviridae خانواده عضوی ازبه عنوان  یدنگ روسیو. است

خود منتقل کنند. در  نیبه جن ،زمان تولد در ای یبارداررا در دوران  روسیتوانند ویشود. مادران باردار آلوده میبه افراد منتقل م Aedes albopictus ای

العمر مادام مصونیتباعث  پیسروت کیاعضا منتقل شود. اگرچه عفونت با  وندیاز سوزن و پ یانتقال خون، جراحات ناش قیتواند از طریم یموارد نادر، تب دنگ

ایجاد  با ،موجود یهایبادیآنتممکن است در واقع،  .کندینم ایجاد محافظت دیگر پیسروت با هیشود، اما لزوماً در برابر عفونت ثانویم پیدر برابر آن سروت

ترین علائم با این حال در صورت بروز، شایع .باشنداکثر افراد مبتلا به تب دنگی فاقد علامت مشخص می .گردند یماریشدت ب افزایش سببواکنش متقاطع 

هفته بهبود  2تا  1ها پس از گذشت تر آنکه بیش باشدمی یلرز، درد پشت چشم، حالت تهوع، استفراغ و بثورات پوست ،یشامل تب، سردرد، درد عضلان

 باشد.یم یو خستگ یقراریلثه، ب ای ینیاز ب یزیدارند( شامل درد شکم، خونر یپزشک یبه مراقبت فور ازی)که ن یماریر دهنده باز علائم هشدا یبرخ یابد.می

منجر و در نهایت به مرگ )قلب، کبد، مغز(  یاتیح یهااندام یریدرگ ی گسترده،زیهمراه با شوک، خونر دیشد یماریتواند به بیم یتب دنگ ،در برخی از موارد

ان در حالت شدید بیماری باشد، که در صورت عدم درممی 1%کمتر از  آناز  یناش ریمرگ و م نیانگیمعمولاً قابل بهبود بوده و م یماریب نیا شود. با این حال

 (بعدروز  5-7از شروع علائم تا )ی حاد بیماری در طول مرحله روسیژنوم و ییشناسا قیاز طر ،یزودهنگام تب دنگ صی. تشخیابدافزایش می 15% این عدد تا

شرکت پژوهش و  Dengue Virus rRT-PCR Kitیت. کگرددمیدرمان موثر  منجر به( RT-PCRمعکوس ) یسیرونو مرازیپل یارهیتوسط واکنش زنج

با هدف ای مرحلهتک Real-Time PCR کیرا به صورت همزمان با استفاده از تکن یدنگ روسیو پیهر چهار سروت صیتشخ ییتوانا وندیپریام یتوسعه

  دارد. یو درمان تب دنگ ییبه شناسا دنیو سرعت بخش یبهبود سلامت عموم
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 توالی بروز مارکرهای بالینی برای تشخیص ویروس دنگی( 1شکل 

 اصول انجام آزمایش:( 2
است.  هاویروس یصتشخ یهاروش ینتریعو سر ینترخاص ین،تراز حساس یکی Real-Time PCR تکنیک با استفاده از یکنوکلئ یدهایاس سنجش

RNA پس از تبدیل شدن به و  شدهها استخراج از نمونه یویروسcDNA مناطق خاصی از  ،در همان میکروتیوبcDNA آزمایش بعلاوه، در شود.یم تکثیر 

Real-Time PCR  های فلوروژنیک مبتنی بر پروبازTaqMan نوکلئازی 5′ها با استفاده از فعالیت این پروبشود. یاستفاده مTaq DNA 

polymerase های چرخه درPCR آورد. کیت می را فراهم شناسایی محصولات اختصاصی امکانPCR  شرکتAP-RAD تشخیص وجود یبرا Dengue 

Virus هدف ی برای سنجش ژناختصاص یهاو پروب هامریبه طور همزمان از پرا ،ویروسیهای عفونته ب مشکوک یانسانسرم  یهانمونه در NS1 
(Dengue Viurs)  همراه با کنترل( داخلیRNase P)  کند.استفاده می میکروتیوبیک در 

 محتویات کیت: (3
 .باشدمی µL 20هر واکنش  حجم نهایی کیت در این

 

 

 

 

 

 

 مقدار تستی 25کیت محتویات  شماره

 µL 375 ایتک مرحله RT-PCRمسترمیکس آماده برای استفاده در  1

 µL 50   کنترل مثبت 2

        µL        50   کنترل منفی 3
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 وسایل مورد نیاز:مواد و ( 4
  (JOEیا  HEX، VIC)زرد و  (FAMسبز ) با کانال Real-Time PCRدستگاه ارزیابی و کالیبر شده هر نوع  -

 PCR workstation و IIهود ایمنی زیستی کلاس  -

 μL 1000-100و μL  ، 10-100 μL 10-0.5هایدر حجم های متغیرسمپلر -

 Minispin و نظیر ورتکس یتجهیزات -

  ویروسی RNA کیت استخراج -

 های مخصوص دستگاه ریل تایمیا پلیت DNase/RNase عاری از لیترمیلی 2/0یا  1/0با حجم  بمیکروتیوظروف پلاستیکی:  -

، µL 1000و   µL،100 µL 10 هایحجممواد مصرفی: دستکش یکبار مصرف فاقد پودر، روپوش آزمایشگاهی، سرسمپلرهای دارای فیلتر آئروسل در  -

 گذاری آزمایشگاهی و رول دستمال کاغذیخودکار علامت

 (≤ -C° 20فریزر ) -

 

 شرایط نگهداری کیت:( 5

 باشد. حفظ دما در مدت زمان نگهداری محصول الزامی است.می (≤ -C° 20)دمای استاندارد برای نگهداری محتویات این کیت  -

 وی کیت درج شده است.ربر نیز  انقضاتاریخ و  مدت زمان مناسب برای استفاده از کیت -

 توجه:

 نگهداری کیت در تاریکی الزامی است. .گرددکیت به مدت طولانی در دمای اتاق منجر به بروز نتایج نادرست می نگهداری -

 این عمل بر روی کیت اعمال شود.شود تنها دو مرتبه تا دو مرتبه کنترل شده و توصیه می )ذوب و انجماد( freeze thawمقابل عمل پایداری کیت در  -

دستگاه  runگردد جهت جلوگیری از تکرار ذوب و منجمد کردن کیت، در اولین زمان ذوب کردن، محتویات کیت را به میزان مورد نظر در هر پیشنهاد می

 ( کرده و مجددا منجمد نمائید. Aliquotهای مخصوص تقسیم )در میکروتیوب

 

 ایمنی زیستی:( 6

های ویروسی بیماران مشکوک به عفونتبرای بررسی هایی که برای تأسیسات خود و رویهرا ( risk assessment)ارزیابی خطر  یک بایستمی آزمایشگاه

های ایمنی زیستی های ذکر شده، شیوهمشکوک به بیماری بیماران هایتوان هنگام کار با نمونه، انجام دهد. پس از انجام این ارزیابی خطر، میپذیردصورت می

های مختلف ایمنی از جمله استفاده از وسایل حفاظت شخصی از قبیل بدیهی است که استفاده از شیوه شده را انتخاب کرد. تقویت PPEمانند  مضاعف،

 .کنید ه و عفونی تلقیآلود را هانمونه باشد. تمامیدستکش، ماسک، روپوش و غیره حین کار الزامی می

 موارد احتیاطی و پیشگیری:( 1-6
 . نماییدبه دقت مطالعه  را کیتپیش از شروع آزمایش، دستورالعمل . 1

 . کنیدمحل انجام تست اطمینان حاصل  بودن (Decontamination)و ضدعفونی  تمیزاز انجام آزمایش از  پیش .2

 د.صورت پذیر  -C° 20تر از کیت در دمای کمحمل و نقل شود توصیه می .3

 .نماییدهای دارای نقص اجتناب کیت از استفادهاز . 4

 امحا نمایید.مطابق با قوانین و مقررات کشوری را های استفاده نشده . محلول5

های استاندارد و ها و کیتروش استفاده از ینبنابرا .دهد قرار تأثیر تحت را آزمایش نتایج تواندمی و از اهمیت بالایی برخوردار است RNA. کیفیت نمونه 6

 حداقل به منظور به هم چنین، گردد.های غیر منجر به نتایج منفی کاذب میالزامی است و استفاده از کیتویروس گذاری شده برای استخراج ژنوم صحه

به منظور  ،RNA با کار هنگام. آغاز گردد RNA استخراج نمونه، آوریجمع از بلافاصله پس شودتوصیه می ریبونوکلئاز، توسط RNA تخریب رساندن

 .کنید استفاده دستکش از ، همیشهروی پوست دست ریبونوکلئاز آلودگی نمونه توسط از پیشگیری

 باجهت جلوگیری از بروز نتایج مثبت کاذب از عدم آلودگی محیط کار و ابزارها  لازم است ،Real-Time PCRحساسیت بالای تکنیک  با توجه به. 7

RNA، cDNA محصولات  یاPCR یکبار یهادستکشای را که شامل ، اطمینان حاصل نمایید. پرسنل آزمایشگاه باید ملزومات پوشش حرفههانمونه یرسا 

 مقدار تستی 50کیت محتویات  شماره

 µL 750 ایتک مرحله RT-PCRمسترمیکس آماده برای استفاده در  1

 µL 100   کنترل مثبت 2

        µL        100   کنترل منفی 3
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حفظ شده و  گردش یک سویه کارد که نشو یسازمانده یاهبه گون دیکار بامراحل انجام  ت کنند.یز است را رعایتمیشگاه آزماش روپو یا ، عینک و گانمصرف

  در خلاف جهت این مسیر انتقال پیدا نکنند. محصولات واکنشگاه هیچ

 ود.شانجام  PCR workstationو  IIها برای انجام آزمایش باید در فضای هود بیولوژیک کلاس سازی معرفمراحل استخراج و آماده. تمام 8

 شوند. آلودگی زدایی و طور منظم تمیزه های آزمایشگاهی باید بمیزهای آزمایشگاهی، سمپلرها و روپوش. 9

 امحا اطیبا احتها تیوبمیکرو دیبا، PCRانجام پس از  سمپلرهای دارای فیلتر آئروسل استفاده شود.شود در تمام مراحل انجام آزمایش از سرتوصیه می. 10

 .شود یریجلوگ تکثیر یافته محصولات ریختنشوند تا از 

گزارش  یموزش پزشکآ، درمان و بایست طبق پروتکل، گزارشات نتایج مثبت بحرانی خود را به مراجع تعیین شده توسط وزارت بهداشتمی هاآزمایشگاه. 11

 دهند.

 .هیدهنگام نگهداری و حین حمل و نقل به حالت ایستاده قرار د را کیت .12

 . کنیداز لحاظ بروز نشتی یا آسیب بررسی را ها . پیش از استفاده از کیت، ویال13

 .شوندیوژ یا اسپین نتریف، کاملاً مخلوط شده و پیش از استفاده به مدت کوتاهی با دور پایین ساشوند. هر یک از محتویات کیت باید در دمای اتاق ذوب 14

تازه تهیه شده  10% ریخته شوند. سطوح محل کار و ابزار باید با محلول سدیم هیپوکلریت Safety boxبایست پس از استفاده در یک ها می. سرسمپلر15

 شن شود. دقیقه به منظور ضدعفونی سطوح کار، رو 30به مدت  UVتمیز شوند و در نهایت لامپ  مقطریا آب  70%ضدعفونی شوند سپس با اتانول 

 ود.شانجام  PCR workstationو  IIها برای انجام آزمایش باید در فضای هودبیولوژیک کلاس سازی معرفمراحل استخراج و آماده. تمام 16

به صورت منظم  ،تگاهدسباید بر اساس دستورالعمل ذکر شده در دفترچه راهنمای  ،اندمورد استفاده قرار گرفته PCR. وسایلی که برای انجام آزمایش 17

 ها از بین برود.میان کانال cross-contaminationتا امکان بروز  شوندکالیبره 
 

 آوری نمونه:جمع( 7
 .دشوتهیه می سرمها از نمونه

 نکته: 

 ) دقیقه 15به مدت  وژیمایع رویی پس از ستتتانتریف .انجام شتتتود خلاءر دالخته ژلهای لولهگیری باید در نمونه ستتترم،نمونه رای انجام تستتتت بر روی ب -

rpm3500)  باشدمیشامل سرم. 

 آوری شود.گیری جمعساعت پس از نمونه 6سرم بیمار باید تا حداکثر  -

 آوری شود.( جمعبیماری )فاز حاد بیماریاول ابتلا به روز  7تا  5طی بیمار باید  ی سرمنمونه -

 

 نگهداری و دمای مناسب برای انتقال نمونه:( 1-7

ارسال وجود دارد،  یا یشآزماانجام در  یرتاخ احتمالاگر . کردگراد نگهداری درجه سانتی 2-8آوری در دمای ساعت پس از جمع 24تا توان میها را نمونه -

 .یدکن یکمتر نگهدار یا گرادیدرجه سانت -20 یها را در دمانمونه

بندی و بسته خطرناک تحت عنوان کالای (IATA)المللی حمل و نقل هوایی بایست مطابق با دستورالعمل فعلی تنظیم مقررات انجمن بینها مینمونه -

 منتقل شوند.

 د نمونه:رشرایط ( 2-7
 استریل نمونه در ظرف غیرآوری جمع -

 های نامعتبرانواع نمونه -

  و یا فاقد نام و مشخصات های با لیبل مخدوشنمونه -

 حجم ناکافیهای دارای نمونه -

 هاآنآوری ساعت از زمان جمع 24 بیش ازپس از گذشت  های فریز نشدهنمونهدریافت  -

 ی همولیزهانمونه -

 

 :آزمایشانجام روش ( 8

. اسید نوکلئیک خالص شده مستقیما با دنشومی استخراج شدهآوری های جمعویروس از نمونه RNAبا استفاده از کیت معتبر استخراج  هاریبونکلئیک اسید

ای که گردد. در این فرآیند، پروب به سکانس هدف ویژهمیتایید شده تکثیر  Real-Time PCRدر هر دستگاه  مسترمیکس موجود در کیتاستفاده از 

پروب  ،Taq polymeraseنوکلئازی  5′، فعالیت PCRگردد. در طی فاز گسترش چرخه اند، متصل میواقع شده Reverseو  Forwardمیان پرایمرهای 
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های اضافی رنگ ریپورتر . در هر چرخه، مولکولکندمیشده و سیگنال فلورسنت ایجاد  quencherرا تخریب کرده و منجر به جدا شدن رنگ ریپورتر از رنگ 

 .شودثبت می Real-Time PCRتوسط دستگاه  PCRدهند. شدت فلورسانس در هر چرخه افزایش میشوند و شدت فلورسانس را از پروب مربوطه جدا می

 استخراج و تخلیص نوکلئیک اسید:( 1-8
RNA معتبر استخراج یهاتیکآوری و سپس به وسیله سرم انسان، جمعهای توان به طور مستقیم از نمونهرا می RNA (Qiagen DSP Viral RNA ،

RNJia Virus Kit  وHigh Pure Viral Nucleic Acid Rocheیت کهای دستی و دستگاهی استخراج کرد. ( و یا روشDengue Virus rRT-

PCR Kitهای استخراج ، با کیتRNA باشد.نامبرده سازگار می 

 :TaqManپایه  ای بری یک مرحلهفیک rRT-PCRروش ( 2-8
rRT-PCR  شود.می انجام زیر روش ای بهتک مرحلهکیفی 

مرتب و (NTC)  الگوهای آماده استفاده را به صورت دوتایی برای هر بیمار و به صورت تکی برای کنترل مثبت، منفی و بدون به ترتیب میکروتیوب .1

  .کنید گذارینام

 .شودتأکید می ( برای هر بیمارduplicateبه صورت دوتایی ) PCRدقیق، بر انجام  واعتماد قابل برای دستیابی به نتایج  توجه:

 .دهیدبر روی رک سرد قرار  را هاتمام میکروتیوب. 2

3. µL 15  کنیدشده اضافه  مشخصهای به تمامی میکروتیوب راآماده  مسترمیکساز. 

4. µL 5  به میکروتیوب را آب مقطر استریلاز No Template Control (NTC )و سپس درب میکروتیوب را ببندیدکنید  اضافه. 

5 .µL 5  و سپس درب میکروتیوب را ببندید کنید اضافه برای کنترل منفی مشخص شده استمیکروتیوبی که  به را کنترل منفیاز. 

6. µL 5 از RNA  بندیدو سپس درب میکروتیوب را بکنید  بیمار مشخص شده است، اضافهبرای هر که  میکروتیوبیدو یک از بیمار را به هر. 

7. µL 5  و سپس درب میکروتیوب را ببندید کنید اضافه کنترل مثبت مشخص شده است،برای که  یمیکروتیوبکنترل مثبت به از. 

 را برای مدت زمان کوتاهی اسپین کنید.ها میکروتیوب. 8

 .کنیدجرا ا ،همانگونه که در برنامه واکنش حرارتی ذکر شده است را و برنامه دهیدقرار  Real-Time PCRدر دستگاه  ها رامیکروتیوبسپس . 9

 گردد.آلودگی به طور جدی توصیه می ها، مطابق مراحل فوق به منظور جلوگیری ازتوجه به ترتیب اضافه نمودن نمونه نکته:
 ای از مراحل انجام تست برای یک واکنشخلاصه

 

 

 :مشخصات واکنش حرارتی( 3-8 

 

 

 
 

 *FAM  برایDengue Virus  وHEX ،VIC  یاJOE  برایRNase P .کنترل داخلی( تنظیم شود( 

 

 

 

 ها:ها و گزارش آنهآنالیز داد( 9

 کند، در دستگاهعبور می )آستانه( Thresholdکه از خط  منحنی سیگنال فلورسنت مشاهده با Real-Time PCR هایدستگاه افزار استفاده از نرم با جیتان

Rotor-Gene  های دیگر مطابقشود و در دستگاهمی تفسیر دستگاه هایدستورالعمل و یا مطابق باشدمی 05/0اصلی و کنترل داخلی  هایکیاژن، برای ژن 

تواند برای ها انجام شود. تنظیم دقیق خط آستانه میفرآیند انتخاب آستانه باید با روندی ثابت برای تمامی نمونه شود.می تفسیر دستگاه هایدستورالعمل

کنید، حتما درستی ای مختلف، متفاوت باشد و نیاز است که براساس نمودار امپلیفیکیشن تعریف شود. اگر از تنظیم خودکار خط آستانه استفاده میهدستگاه

های مثبت قطع را برای کنترل و نمونه (یگموئیدی)س Sبه شکل فلورسنت  یفیکیشنامپلهای آن را بررسی نمایید. به طور معمول، خط آستانه باید منحنی

آماده مسترمیکس  حجم نمونه حجم 

15  µL 5  µL 

 چرخه زمان دما مرحله

دقیقه 50 °C 30  (RT )رونویسی معکوس   1 

دقیقه C 1° 95  سازی اولیهفعال  1 

ثانیه C 15° 95  دناتوراسیون  
45 

 *35 ثانیه C° 60  انیلینگ/گسترش

 (JOE ای HEX، VICکانال زرد ) (FAMکانال سبز )

Dengue Virus RNase P 
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( بالای خط فلورسنت پایه و در فاز خطی تقویت manuallyکند و نباید بر روی خط پایه قرار گیرد. در غیر این صورت خط آستانه را به صورت دستی )

 ( تنظیم کنید.exponential amplificationنمایی )

 تفسیر:( 1-9
 یفیکیشنامپل یکه منحن تیدر صور .شودمی تعیینهدف ژن گیری شده برای هر اندازه Cycle of threshold (Ct)آنالیز نتایج با استفاده از میزان 

 یمنحن کههنگامی  .شودمثبت خوانده می ،باشد (Ct value ≤ 40) 40سیکل کمتر یا مساوی  45برای هر هدف طی  Ctمیزان  یگموئیدی باشد وس

 شود.منفی خوانده می ،(Ct value > 40باشد ) 40بیشتر از  Ctمیزان  ونباشد  یگموئیدیبه شکل س یفیکیشنامپل
داخلی کنترل  همچنینو  Dengue Virusبرای منفی  و های مثبتدارای کنترل RAD-AP تشخیصی PCR Kit-Dengue Virus rRT کیت -

 .باشدمی

. میزان یگموئیدی باشدس یشو بدون افزا Flatو برای کنترل منفی کاملا مسطح یا  (≤35 ) 35، مساوی یا کمتر از بایست برای کنترل مثبتمی Ctمیزان  -

Ct یبرای کنترل داخل (RNase P) ،باشد (≤35 ) 35مساوی یا کمتر از بایست می در کنترل مثبت و منفی . 

 (. 1های آزمایش باید پیش از تفسیر نتایج بیمار، بررسی شوند )جدول شماره کنترل تمامی -

ها عملکرد مورد انتظار را آن گونه که شرح داده شد نشان که کنترل نباید نتایج آزمایش بیماران تفسیر گردد. در صورتی ،ها مورد تائید نیستنداگر کنترل -

آزمایش را تایید نکرده و یا نقص در تجهیزات رخ داده باشد. در این صورت، و یا خرابی در معرف  باشد،نادرست  آزمایش دهند، ممکن است نحوه انجامنمی

    .نمایید مجددا تکرار

 (1شماره جدول )

 

 تفسیر نتایج بیمار:( 2-9
ای از تفسیر خلاصهشود. باشد، تشخیص داده می 40و اگر میزان آن کمتر یا بیشتر از  گرددها مشخص میهر یک از نمونه Ctتفسیر نتایج بیمار با توجه به 

 .وجود دارد 2نتایج در جدول شماره 

 
 (2شماره جدول )

 

 .( اتفاق بیفتد، نتایج نباید گزارش شوندNTCها )به جز میکروتیوب افزایش فلورسنت در هر یک از میکروتیوباگر یا کنترل داخلی،  RNase Pدر غیاب  -

در کنترل  Ct > 35احتمال  یکهر حالد. باشد 35مساوی یا کمتر از  یستبای( مRNase P) یکنترل داخل یبرا Ctشود یم یمنف یجهکه نت ییهادر نمونه -

 .(±) کند وجود داردیبروز م یبالا در ژن اصل یزانکه پاسخ مثبت با م ییهانمونه یبراداخلی 

 بایست آزمایش تکرار شود و احتمال آلودگی وجود دارد.می ،NTC میکروتیوب در صورت افزایش فلورسنت در -

 بایست آزمایش تکرار شود و احتمال بروز آلودگی وجود دارد.)به جز کنترل داخلی(، میکنترل منفی  میکروتیوبدر صورت افزایش فلورسنت در  -

 شود.ی مولد عفونت داده میها، پیشنهاد بررسی ژن سایر ارگانیسمدن نتیجه ژنمنفی شدر صورت  -

 نکته مهم:

به  در تفسیر نتایج و اتخاذ تصمیمبایست می( استفاده نمود و حضور ویروس به تنهایی جهت تشخیص )تائید یا رد نباید از نتایج این کیت -

 .شودهای آزمایشگاهی و اپیدمیولوژی توجه های بالینی، دادهیافتهی کلیه

 های بالینی و آزمایشگاهی انجام شود.باید با توجه به تمام داده نتایج تفسیر، عفونت همزمانبه علت احتمال حضور  -

 برای نظارت بر نام کنترل خارجی
Dengue Virus RNase P 

 میزان مورد انتظار
FAM HEX، VIC ای JOE 

 Ct ≤ 35 + + هاعملکرد اجزای معرف نظیر پرایمر و پروب  کنترل مثبت
 کنترل داخلی به جز Ct > 40 + - آلودگی معرف و یا محیط کنترل منفی 

 Ct > 40 - - آلودگی معرف و یا محیط   (NTC)فاقد الگو 

RNase P Dengue Virus 
Result Interpretation Report اقدامات 

HEX، VIC ای JOE FAM 

± + Dengue Virus Detected  Dengue Virus گزارش جواب مثبت 

+ - Dengue Virus Non-Detected منفی 
هایی را برای آزمایش نتیجه را گزارش کنید.

 .دها در نظر بگیریشناسایی سایر میکروارگانیسم

- - Invalid result نامعتبر 
 استخراج و آزمایش را تکرار کنید. اگر همچنان

 مجددا از بیمار نمونه بگیرید. ،نامعتبر شد
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 ها:محدودیت (10
ها در نمونه ویروسی میزان دهندهنشان نتایج شود.استفاده می انسانسرم های نمونه در RNA Dengue Virusوجود  این کیت برای تشخیص کیفی .1

 .باشدنمی

 آزمایشگاهی و اپیدمیولوژیک برای تفسیر باید در نظر گرفته شود، زیرا احتمال آلودگی وجود دارد. ،اطلاعات بالینیتمام  .2

سازی کن است آمادهمم ، زیراباشندشده آوری، پردازش، نگهداری و حمل های مورد آزمایش باید مطابق با شرایط مشخص شده در دستورالعمل جمعنمونه .3

 نمونه و انجام آزمایش به شیوه غلط منجر به دریافت نتایج نادرست شود.

 اند.یابی نشدهدازش ارزهای پرهای استخراج و سیستمهای بالینی باید توسط کیت استخراج معتبر انجام شود. سایر روشاستخراج اسید نوکلئیک از نمونه. 4

شده  تصدیق Real-Time PCR، Q 5plex (Qiagen) Rotor-Gene دستگاه با AP-RAD تشخیصیذکر شده با کیت  ویروسشناسایی تقویت و  .5

 ها باید تائید شود.. استفاده از سایر دستگاهاست

 ، در نمونه آزمایش وجود داشته باشند LOD ی مشابه باغلظت با نظرهای مورد ویروسشود. هنگامی که تعیین می 95%( با اطمینان LODمحدوده تشخیص ). 6

ها وجود نیز احتمال یافتن آن ،باشدوجود داشته  LODاز  کمتر یآزمایش در غلظت مورد در نمونه ویروس. هنگامی که پاسخ منفی کاذب کم استاحتمال 

 دارد.

، که احتمال تشخیص متقاطع را منتفی دهندرا مورد هدف قرار می Dengue Virusهای این کیت، مناطق بسیار محافظت شده در ژنوم پرایمرها و پروب. 7

 .شود ویروس RNA شدن تشخیص قابل غیر به منجر تواندمی( است نادر بسیار اگرچه) شده حفاظت بسیار مناطق این در جهش بروز کند.می

 .نیست و نباید تنها مبنای درمان یا سایر تصمیمات مدیریتی قرار گیرد مورد نظر ویروسنتایج منفی، نشان دهنده عدم ابتلا به . 8

 ته و آموزش دیده باشند.بایست پیش از انجام آزمایش با روند انجام آزمایش و تفسیر نتایج آشنایی داشکارکنانی که مسئول بررسی و آنالیز هستند، می .9

مکن است جواب آزمایش م ،نادرست به آن به مقدار کافی نباشد استخراجآوری، انتقال و های موجود در نمونه به علت جمعچنانچه تعداد میکروارگانیسم. 10

 منفی کاذب شود.

 ممکن است جواب آزمایش، منفی کاذب شود. ،در واکنش وجود داشته باشد  RNAچنانچه مقدار خیلی زیادی از الگوی .11

بروز پاسخ منفی کاذب  وکاهش سطح ویروس در نمونه آوری شود، احتمال )فاز حاد( جمع از شروع علائم بیماری روز 7پس از پایان بیمار نمونه . چنانچه 12

 یابد.افزایش می
 

 های عملکرد:ویژگی( 11
 .باشدمیبه عنوان کنترل داخلی  RNase P به عنوان مارکر اختصاصی و ژن Dengue Virus ژنوم همزمان قادر به تشخیص کیتاین 

 :(LODیا محدوده تشخیص )حساسیت آنالیتیکال ( 1-11

ز تمام ا 100% که استانجام شده  Dengue Virusلظت کمترین غ تعیینتشخیص و ( برای LOD)محدوده تشخیص یا آنالیتیکال های حساسیت آزمایش

replicate .صیمحدوده تشخ ها مثبت )مثبت حقیقی( شد (LOD) ی ریگاندازه یبرا تیمحاسبه شده کDengue Virus، copy/µL 83/0 شد، که بامی

که تحت  ارانیبیم در خصوص که این حالت بهاندک میزان ویروس نامبرده است،  باحتی در بیماران تشخیصی بالای کیت نشان دهنده حساسیت  ،این امر

    .قرار دارند، غیر معمول نیست درمان

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 
 Dengue Virusآنالیتیکال  تیمربوط به حساس گراف( 2شکل 

 مثبت منفی کاذب
Dengue Virus rRT-PCR Kit 

0 20 

 حساسیت آنالتیکال %100

Dengue Virus 
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 حد آستانه مثبت:( 2-11
 .باشدمی 35 ≥داخلی کنترل برای و  40 ≥هدف این کیت  مرجع برای ژن Ctمرجع، ی مقدار با توجه به مطالعه

 اختصاصیت آنالیتیکال:( 3-11
زای دیگر بیماری هایمیکروارگانیسماند که با ای طراحی شدهها به گونهباشد. پرایمرها و پروبمی Dengue Virusژنوم این کیت منحصراً قادر به شناسایی 

شرکت پژوهش و توسعه امیرپیوند،  Dengue Virus rRT-PCR Kit به منظور تائید اختصاصیت کیت هیچگونه واکنش متقاطعی نداشته باشند.

  ت.مورد ارزیابی قرار گرف(In-Silico PCR)  و آنالیز بیوانفورماتیک(WET) اختصاصیت کیت به دو روش آنالیز آزمایشگاهی
 :دنباشموارد زیر می شامل(In-Silico PCR)  و آنالیز بیوانفورماتیک(WET) در روش آنالیز آزمایشگاهی ی ارزیابی شدهها* میکروارگانیسم

Respiratory syncytial virus, Parvovirus B19, Adenovirus, BK virus, Cytomegalovirus, SARS-CoV-2, Epstein–Barr 

virus, Influenza A virus, Influenza B virus, Varicella-zoster virus, Rotavirus, Influenza A virus subtype H1N1, 

Hepatitis B virus, Herpes simplex virus 1, Herpes simplex virus 2, Streptococcus pneumonia, Bordetella species, 

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Bordetella parapertussis, Hepatitis C 

virus, Human papillomavirus, Human T-lymphotropic virus 1, JC virus, Enterovirus, Mumps virus, Human 

herpesvirus 6, Human herpesvirus 8 and Human immunodeficiency virus 

 :(Precision) دقت( 4-11
بار تکرار  2به صورت  نمونه منفی تایید شده 1رقت متفاوت پلاسمید و همینطور  2( این کیت به وسیله repeatabilityتست سنجش میزان تکرارپذیری )

( این کیت به وسیله reproducibilityلات نامبر از کیت انجام شد. به علاوه، تست سنجش میزان تجدیدپذیری ) 1روز توسط  10کاری طی  runدر یک 

لات نامبر از  2دستگاه و  2( توسط runکاری )روزی یک  روز 5بار تکرار، طی  به صورت سهنمونه منفی تایید شده  1رقت متفاوت پلاسمید و همینطور 3

عدد   Coefficient Varianceای راتییتغ بیضرکیت انجام شد. در تمام موارد بررسی شده، نتایج با جواب مورد انتظار همخوانی داشت و محاسبه درصد 

2CV% ≤  .را نشان داد 
 

 کنترل کیفیت:( 12
در تمامی  و باید شودتکثیر میدر همان میکروتیوب  housekeepingبه عنوان کنترل داخلی یا ژن  Ribonuclease P (RNase P) ،این آزمایشدر 

 افزایش یابد. زرددر کانال  NTC ها به جز میکروتیوبمیکروتیوب

 

 تداخل:( 13
 Bili > 20) میمستقریغ نروبییلی(، بTG > 1000 mg/dl) دیریسگلییتر یبالا زانیاز جمله مهای سرم برای نمونه احتمالیداخلی  گرعوامل مداخله

mg/dlنی( و هموگلوب (Hb > 20 g/dlمورد آزما )انجام  یابیدر ارز یتداخل چیداشت و ه خوانیمورد انتظار هم جیدر تمام موارد با نتا جیقرار گرفت. نتا شی

 ها را تایید کرد )سنجش اختصاصیت(.ها و قارچها، باکتریآزمایشگاهی و بیوانفورماتیک عدم وجود تداخل با سایر ویروسهای به علاوه، بررسینشد.  دهیشده د
 

 دفع پسماندها:( 14
 .های توصیه شده موجود انجام دهیدمطابق با استانداردهای ابلاغی و با توجه به روشدفع پسماندها را  -

-ممکن است احتمال آلودگی توسط میکروارگانیسم Dengue Virusبرای تشخیص مولکولی  مورد استفاده هایویژه نمونه با منشاء انسانی به هایپسماند -

هنگام  ابتدا اتوکلاو شده و سپس با احتیاط امحا گردند. ،های زیستیباید همانند زبالههای بالینی وجود دارند افزایش دهند و زا را که در نمونههای بیماری

 کار گیرید.ه هایی، اقدامات احتیاطی جهانی را بو دفع چنین نمونهبرخورد 

 

 منابع:( 15

- www.who.int/publications/i/item/9789241547871 
- www.cdc.gov/dengue/hcp/diagnosis-testing 

 

 

 

http://www.who.int/publications/i/item/9789241547871
http://www.cdc.gov/dengue/hcp/diagnosis-testing
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 :علائم و توضیحات( 16

 

 

 

 

 

 

 

 

 جهت ارتباط با واحد پشتیبانی با شماره 09024322413 تماس بگیرید.
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