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 محتويات کيت: 

ميلي ليتري با  متتواا ل لياوزليآب  باي      1/0عدد ميکروتيوب  191 -1

 رنگ 

با زرالل   ميلاي ليتار   9/1ب  درب  بي رناگ اا وي    وا لعدد  دو -1

PCR اول 

 PCRب زرالل  ليترميلي 1ب  درب سبآ رنگ ا وي  وا لعدد  اک -3

 دوم

ميکروليتر متلول کنترل  150رنگ ا وي  زردب  درب  وا ل اک عدد -4

 ( واروسDNAکپي از ژن ) 10مثبت ب  تعداد 

ميکروليتار متلاول    150ب  درب قرماآ رناگ اا وي     وا لاک عدد  -5

 ( واروسDNAکپي از ژن ) 1000کنترل مثبت ب  تعداد 

 ميکروليتر کنترل منفي 150رنگ ا وي ب  درب سفيد  وا لاک عدد  -6

ميکروليتار ما رکر    100رناگ اا وي    مشکيب  درب  وا لاک عدد  -7

DNA 
 

 شرايط نگه داري کيت: 

نگا  داري   درجهه لسیهيو     -02تم م اجآاي کيت ب اد در دم ي 

شود. در اان صورل مواد کيت ت  ت راخ انقض ء کيت ک  بار روي  ن  

 دب است، پ ادار و ق بل استف دب مي ب شد.قيد ش
 
 

 نحوه انجام آزمايش:

 :واروس DNA م دب س زي نمون  و استخراج 

در  ب اسات  توان استف دب نمود. نمون  ه  مي ميگو مي از نمون  ه ي ب زتي

 -10و تا  قبال از  زما ار در دما ي      شدبکن ر اخ ب   زم اشگ ب امل 

تيجا  مللاوب از ااان کيات     . کسا  ن شوددرج  سلسيوس نگ  داري 

  لودگي است. نوع ب  کيفيت خوب و ع ري از هر DNAمنوط ب  تهي  

 

 مقدمه:

  اک بيم ري (White Spot Syndrome, WSS)بيم ري لک  سفيد 

واروسي مهم ميگو است ک  ب عث مرگ و مير با   و رارر و زاا ن    

اقتص دي در صنعت پرورش ميگو در منا ق  مختلاج جها ن م نناد     

ب شرق  سي ،  مراک ي مرکآي و جنوبي مي شود. در ااران نياآ  جنو

آارع پرورش ميگاو  اان بيم ري مشکلل و ررر و زا ن زا دي در م

 (White Spot Syndrome)واروس ع مل بيما ري   ااج د کردب است.

گون  ه ي مختلج ميگو و س ار ساخت پوسات ن م نناد خر ناگ را     

باراي تشاخيح ايوانا ل      بيم ر و ب عث مرگ و مير  نه  مي شاود. 

واروس ااتي ج با  ااک روش تشاخيح اسا س      ين ا مل و لودب 

و اا    مآرعا  پارورش  ک  با   ن بتاوان وراعيت     است  زم اشگ هي

 را بررسي و  زم ار نمود. داگر ايوان ل

باراي شن سا  ي ع مال     PCRروشه ي مولکولي متعاددي از جملا    

ماوررتران   PCRزا ابداع شدب اسات. در اا ل ا رار روش    بيم ري

کا  بار اسا س     ب  استف دب از اان کيات  ابآار تشخيح واروس است.

PCR  دو مرالاا  اي(Nested-PCR)  وجااود ،ساا خت  شاادب اساات 

 .شود دادب ميتشخيح ه ي  لودب در مدل کوت هي در ب زت  واروس

 لوازم و مواد مورد نياز:

  spinدستگ ب ورتکس و  -

 يوژس نترافيوژ روميآي براي لول  ه ي ميکروز -

 )ترموس اکلر( PCRدستگ ب  -

   DNA گ روز و ب زره ي الکتروزورز  ،UVدستگ ب الکتروزورز و  -

 دستکر اک ب ر مصرف -

   DNAکيت ا  متلول استخراج  -

 ميکروليتري 1000و  10-100، 5/0-10سمپلر ا  پيپت ه ي  -

 نوک سمپلر زرد و  بي استرال -

 

 دلتور العمل التفاده از

 کيت تشخيص ويروس لكه سفيد ميگو

 Nested-PCRبه روش   

 واکنش( 291)
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 Nested PCRدستورالعمل استفاده از کیت تشخیص ویروس لکه سفید به روش 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

وليتر از بافر ميکر 1اول،  PCRليکل واکنش  51بعد از اتمام  -8

PCR   ليتري موجود در دلتگاه  ميسی 0/2دوم را به ميکروتيوب

PCR  اضافه نموده و بقيه واکنشPCR   .را انجام نماييد 
 

 Nested PCRاول و PCR برنامه حرارتی 
 

 زمان
درجه حرارت 

 )لسیيو (
 PCRمراحل واکنش 

 ليکل 5 والرشت اوليه 49 دقيقه 1

P
C

R
 

اول
 

رشت وال 49 ثانيه 02
(Denaturation) 

 اتصال 97 ثانيه 02 ليکل 51
(Annealing) 

 بیط 70 ثانيه 02

 (Extension) 

 بیط نهايی 70 دقيقه 1
(Final extension) 

 ليکل 5

 ليکل 5 والرشت اوليه 49 ثانيه 02

N
ested

 P
C

R
 

والرشت  49 ثانيه 02
(Denaturation) 

 اتصال 10 ثانيه 02 ليکل 01
(Annealing) 

 بیط 70 ثانيه 01

 (Extension) 

 بیط نهايی 70 دقيقه 1
(Final extension) 

 ليکل 5

 

)شاا مل  PCR از متصااول واکاانر PCR ،l 15بعااد از  زماا ار 

مساتقيم    DNAميکروليتار ما رکر    3ه  و نمون  ه ( را همراب ب   کنترل

 40-45ولات اادود    90زاورز نم اياد )  % الکتارو 1برروي ژل  گ رز 

دقيق (. نت اج را پس از رنگ  ميآي ژل با  اتياداوم بروم ااد مشا هدب     

 Ladderمن سا  هم نناد    DNAنم ايد. )توصي  مي شود از م رکر 

1kb .)و ا  م رکر همراب کيت استف دب شود 

 

 

 

 
 
 

للف  با    در ب زار موجود مي ب شد. DNAکيت ه ي مختلج استخراج 

 DNAتوج  ب  دستورالعمل شرکت س زندب کيت، نسبت ب  استخراج 

 شود.(ب  همراب کيت ارا   مي DNAاقدام نم  يد. )کيت استخراج 

 

 لطفا قبل از شروع، تمام مراحل آزمايش را بدقت مطالعه نماييد.*
 
 

ب  استف دب از کيت استخراج همراب کيت  DNAدر صورل استخراج *

 .گرددپيوست استف دب بروشور اج از روش استخر

در ااک  اي  و دو مرالا    Nested کيت ب  صاورل   PCRواکنر  *

دو باراي هار    PCRبدان صورل ک  اک پري مايکس   د.ب ش ميوا ل 

 .شودواکنر مصرف مي
 

 

 روش کار:

ميلي ليتري ب  متتوا ل لياوزليآب  باي    1/0ه ي ابتدا ميکروتيوب -1 

ز زراآر خ رج کردب و بصورل نمون  ه ي رنگ را ب  تعداد موردني ز ا

 مورد بررسي، کنترل منفي و کنترل مثبت علمت گذاري نم ايد.
 

 

ميکروليتار   5/11ب  هر ميکروتيوب )ش مل کنترل ه  و نمون  ها (   -1

 ار ز  و ب  خوبي اکنواخت کنيد. اول PCRاز ب زر 
 

 

کروتياوب  مياستخراج شدب از نمون  را ب   DNAميکروليتر از  5/1 -3

 اول ار ز  کنيد. PCR ا وي ب زر
 

 

کنتارل   ميکروتياوب ميکروليتر از متلول کنتارل منفاي را با      5/1 -4

 .اول ار ز  کنيد PCR ا وي ب زرمنفي 
 

 

کنتارل   ميکروتياوب ميکروليتر از متلول کنتارل مثبات را با      5/1 -5

 اول ار ز  کنيد.   PCR ا وي ب زرمثبت 
 

 

اک  ماواد لياوزليآب کا مل اال     مواد را بخوبي مخلوط کنيد بلور -6 

. سپس در کردب ت  تم م مواد در ت  لول  قرار گيرد  spinلول  را  .گردد

 قرار دهيد. PCRدستگ ب 

 تنظيم نم ايد. جدول مق بلشرح  را ب  PCRبرن م  ارارتي   -7
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 حیاليت کيت:

دهد ک  روش ماورد  ه ي تعيين اس سيت کيت نش ن مينت اج  زم ار

وااروس در نمونا  را دارد با      10استف دب در کيت، توان اي تشاخيح  

 610عادد ب شاد ب ناد     10تعداد واروس در هار واکانر    قوراک  اگر

جفات   414شود و زقط ب ند دادب نمي  PCRجفت ب زي در متصول

شود و  لودگي نمون  ب  واروس کم خواهاد باود. ولاي     ب زي دادب مي

عدد واروس در هر واکانر وجاود داشات  ب شاد،      1000اگر بيشتر از 

شود ب زي نيآ دادب مي جفت 610جفت ب زي، ب ند  414علوب بر ب ند 

 و نمون  ب  واروس ب  تعداد ب    لودب خواهد بود.  
 

 نکات قابل توجه:

مصرف و وسا  ل اساترال   از دستکر اکب ر ب اد در تم م مراال ک ر *   -

 .استف دب شود

نب ااد در  ز مواد س ار کيت ها ي تشخيصاي   و ااز مواد ت راخ گذشت  *

 د.اان کيت استف دب شو

-ب  منظور ک هر ااتم ل  لودگي نمون و  شدبرا اج روش ک ر بدقت*

در هنگ م  زم ار  ند نمونا  بلاور     (cross contamination)ه  

 اد.ب  عمل  همآم ن، نه ات دقت 
 

 رفع اشکال:

غير اختص صي بار روي ژل، مياآان    DNAدر صورل وجود ب نده ي  -1

DNA  ( ب   ب مقلر اساترال  5ب   1) 5/1الگو را ب  نسبت(ddH2O) 

 رقي  کردب و مجددا  زم ار نم ايد.

ميکروليتار(   5از مقادار بيشاتر )   DNAدر صورل عادم وجاود ب ناد     -1

DNA  استخراج شدب در  زم ارPCR .مجدد استف دب کنيد 

 م دب س زي واکنر در درج  ارارل  زم اشگ ب ممکان اسات ب عاث     -3

بروز ب نده ي غير اختص صي گردد. لذا توصي  مي شاود تما م مرااال    

  ار بر روي اخ خرد شدب انج م پذارد. زم

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 تفیير نتايج: 

و الکتروزورز، در نمون   PCRدر صورل صتت انج م  زم ار 

جفت ب زي و  414کپي از واروس، اک ب ند  10ا وي کنترل مثبت، 

 610کپي از واروس اک ب ند  1000در نمون  کنترل مثبت ا وي 

 شود. جفت ب زي دادب مي 414جفت ب زي علوب بر ب ند 

در صورل  لودب بودن ميگو ب  واروس بيم ري لک  سفيد ب  تعداد ب  ، 

جفت  610ب ند ( و دو PCRجفت ب زي)کنترل داخلي  109اک ب ند 

کپي از  10شود. اگر نمون  ا وي  جفت ب زي مش هدب مي 414ب زي و 

جفت ب زي  414جفت ب زي و اک ب ند  109واروس ب شد، اک ب ند 

جفت  109شود و در صورل س لم بودن نمون ، زقط ب ند  دادب مي

لذا نت اج نمون  ه ي کلينيکي ب  توج  ب  ب زي مش هدب خواهد شد. 

   ه ي کنترل مثبت و کنترل منفي ق بل تفسير خواهد بود.نت اج نمون

 

 نمونه آزمايشی PCR: الكتروفورز محصول 2شكل 

 درصد2روي ژل آگارز  
 

ود را با ين محصول تحت ليسانس مؤسسه تحقيقات شيلات ايران توسط شرکت مهندسی زيست فناوران نجم توليد و  توزيع می گردد. لطفا سؤالات و نظرات خا

 49210041900، 41211504120تلفن تماس:      ما در ميان بگذاريد. 

 

 

 

 

  DNA (Ladder 1Kb)مولکولی وزن رکر ما :Mستون 

 کنترل منفی : 5لتون 

 ويرو از کپی 02نترل مثبت با تعداد ک:  0لتون  

 ويرو  از کپی2220کنترل مثبت با تعداد :  0لتون  

  کپی از ويرو 0222با تعداد  : نمونه بيمار 9لتون  

 م: نمونه لال 1لتون 


