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 ٍ RotorGene 6000/Q یخْت وبس ثب دػتگبُ ّب CMV RQویت 

StepOne/StepOnePlus ٍ ِهٌظَس تـخیق ٍ وویت ػٌدی  ثDNA 

ایي ویت خْت هلبسف تحمیمبتی  دس پلاػوب هی ثبؿذ. اًؼبًی ٍیشٍع ػیتَهگبلَ

 .اػت

 هقذهِ .1

هؼشٍف ثِ  (human herepesvirus 5, HHV-5) اًؼبًی ّشپغ ٍیشٍع 

اص ٍیشٍع ّبی خبًَادُ ّشپغ  (Cytomegalovirus, CMV)ٍیشٍع  هگبلَػیتَ

دٍ سؿتِ ای تـىیل ؿذُ  DNAطًَم آى اص ٍ  اػت (Herpesviridae)ٍیشیذُ 

" 80اػت. ایي ٍیشٍع یىی اص ػَاهل ثیوبسیضای ثؼیبس ؿبیغ اػت ٍ حذٍد 

ّؼتٌذ. ػفًَت اٍلیِ هؼوَلاً دس ػٌیي وَدوی اتفبق هی  ثِ آى هجتلاثضسگؼبلاى 

افتذ ٍ ػوذتبً فبلذ ػلائن ثبلیٌی ٍاضح اػت. دس پی ػفًَت اٍلیِ ٍیشٍع ثِ كَست 

 ضؼفػوش دس ثذى فشد ثبلی هی هبًذ. دس كَست ثشٍص تب پبیبى  (latent) ًْفتِ

ثِ عَس هثبل پغ اص  .ػیؼتن ایوٌی اهىبى فؼبل ؿذى ٍیشٍع ًیض ٍخَد داسد

دس  ّوچٌیيپیًَذ ػلَل ّبی ثٌیبدی ٍ هغض اػتخَاى ٍ یب پیًَذ ثبفت ٍ ػضَ ٍ 

دس چٌیي ػیتَهگبلٍَیشٍع  . تـخیق ٍ هذیشیت ػفًَتHIVكَست ػفًَت ثب 

تیتش ٍیشٍع هی ثبؿذ. اًذاصُ گیشی ووّی  اًذاصُ گیشی ذتبً هجتٌی ثشثیوبساًی ػو

تـخیق ٍ  تیتش ٍیشٍع دس خَى ثیوبس اهىبى اسصیبثی احتوبل ثبصگـت ػفًَت

، ثشسػی پبػخ دسهبًی، تؼییي هَفمیت یب ػذم هَفمیت ی، پیـگیشآىصٍدٌّگبم 

  دسهبى ٍ ثشٍص گًَِ ّبی همبٍم سا فشاّن هی وٌذ.

ّبی اسصیبثی  دس همبیؼِ ثب ػبیش سٍؽ Real-Time PCRسٍؽ دس حبل حبضش  

هیضاى ٍیشٍع، داسای ثیـتشیي حؼبػیت ٍ ٍػیؼتشیي داهٌِ اًذاصُ گیشی هی 

سػٌت ئَّبی فلَ ثبؿذ. دس ایي سٍؽ ثب اػتفبدُ اص پشٍة ّبی ًـبًذاس ؿذُ ثِ سًگ

 سا ثشسػی ًوَد. ثش ّویي اػبع هی تَاى تؼذاد ٍیشٍع PCRهی تَاى هحلَل 
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وِ پغ اص پبیبى ٍاوٌؾ ًیبص ثِ  سا دس ًوًَِ هَسد ثشسػی تؼییي ًوَد ثذٍى ایي

وِ دس ایي سٍؽ ًیبصی ثِ ثشسػی  اًدبم هشاحل ثؼذی ثبؿذ. ثب تَخِ ثِ ایي

ٍخَد ًذاسد، احتوبل ایدبد آلَدگی ًیض ثِ لحبػ تئَسی ٍخَد  PCRهحلَل 

 ًخَاّذ داؿت. 

ٍیشٍع ػیتَهگبلَ ٍ تؼییي تیتشویت حبضش اهىبى ثشسػی ًوًَِ خْت تـخیق 

فشاّن هی وٌذ. ایي ویت ثشای اػتفبدُ ثب دػتگبُ  Real-Time PCRسا ثِ سٍؽ 

RotorGene 6000/Q  هحلَل ؿشوت$Corbett Research/Qiagen یب #

# Applied Biosystems$هحلَل ؿشوت  StepOne/StepOnePlusدػتگبُ 

خلی هی ثبؿذ وِ اص عشاحی ؿذُ اػت. ایي ویت ّوچٌیي حبٍی وٌتشل دا

 پیـگیشی هی وٌذ. PCRگضاسؽ هٌفی وبرة حبكل اص هْبس 

 هحتَیات كیت .2

 ایي ویت ؿبهل یه دفتشچِ ساٌّوب، یه لَح فـشدُ ٍ هَاد صیش هی ثبؿذ:
 

 ثشچؼت هحتَا حدن

 CMV Mix ػذد# 4تب  PCR  $1هیىغ آهبدُ ثشای  هیىشٍلیتش 375

 CMV S1 دس هیىشٍلیتش وپی ّضاس دُ :1اػتبًذاسد هیىشٍلیتش 150

 CMV S2 دس هیىشٍلیتش وپیّضاس  یه: 2اػتبًذاسد هیىشٍلیتش 150

 CMV S3 دس هیىشٍلیتش وپی كذ: یه3اػتبًذاسد  هیىشٍلیتش 150

 CMV S4 دس هیىشٍلیتش وپی دُ: 4اػتبًذاسد  هیىشٍلیتش 150

 PCR Waterآة هخلَف  هیىشٍلیتش 200
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 شرایط ًگْذاری ٍ پایذاری كیت .3

دس دسخِ صیش كفش حول ٍ ًگْذاسی ؿًَذ.  20توبهی هَاد ویت ثبیذ دس دهبی 

ایي كَست ایي هَاد تب پبیبى صهبى اًمضب ویت وِ سٍی ویت ٍ ًیض سٍی ّش لَلِ 

 دسج ؿذُ اػت پبیذاس ٍ لبثل اػتفبدُ هی ثبؿٌذ.

وِ ثبػث  صیشااص رٍة ٍ اًدوبد هىشس ایي هَاد ٍ ثیؾ اص ػِ ثبس خَدداسی وٌیذ 

 ّب هی ؿَد.  ّؾ حؼبػیت ٍ ػذم وبسایی آىوب

 سایر هَارد هَرد ًیاز .4

  ُدػتگبReal-Time PCR ثِ ّوشاُ تدْیضات خبًجی آى 

  هخلَف هیىشٍتیَةػبًتشیفَط 

 ٍستىغ 

 ػوپلش هتغیش 

  ویت اػتخشاجDNA 

  تیَة یب اػتشیپ هخلَفReal-Time PCR 

 ػش ػوپلش ثذٍى ًَولئبص ٍ فیلتش داس 

 دػتىؾ لاتىغ ثذٍى پَدس 

 ًكات قاتل تَجِ .5

 ثشای پیـگیشی اص تَلیذ ًتبیح وبرة ثِ ًىبت صیش تَخِ وٌیذ:

  ٍ ٌّگبم وبس ثب ًوًَِ ثیوبس، ّویـِ فشم سا ثش آلَدُ ثَدى ًوًَِ ثگزاسیذ

 خغشات ثبلمَُ آى سا دس ًظش داؿتِ ثبؿیذ.

  دس فضبیpre-PCR  یبClean Room  ػِ ًبحیِ سا هـخق ٍ اص ّن

تفىیه وٌیذ. ایي ػِ فضب ؿبهل فضبی ًگْذاسی ًوًَِ ٍ اػتخشاج ، فضبی 
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# ٍ فضبی آهبدُ PCRآهبدُ ػبصی هَاد $ثشای تمؼین هَاد داخل لَلِ ّبی 

# هی ثبؿٌذ. ّش یه PCRثِ لَلِ  DNAػبصی ٍاوٌؾ $ثشای افضٍدى ًوًَِ 

ٍیظُ ػوپلش.  ِ داؿتِ ثبؿٌذ ث اص ػِ فضبی فَق ثبیذ ٍػبیل هخلَف ثِ خَد

 اص خبثدبیی ٍػبیل ثیي ایي ػِ فضب پشّیض وٌیذ.

  دسخِ  70ػغَح وبس سا ّویـِ لجل اص ؿشٍع ٍ پغ اص خبتوِ وبس ثب الىل

 تویض وٌیذ.

  پیؾ اص ثبص وشدى دسة لَلِ ّبی دسٍى ویت، آًْب سا وبهلا رٍة ًوَدُ ٍ ثب

چٌذ تىبى هلاین اص هخلَط ٍ یىٌَاخت ؿذى هحتَیبت ّش لَلِ اعویٌبى 

حبكل وٌیذ. ػپغ ثشای چٌذ ثبًیِ آًْب سا دس دٍس پبییي اػپیي $ػبًتشیفَط# 

 وٌیذ. 

 ْذاسی وٌیذ. اص دس حیي وبس، هحتَیبت ویت سا ّویـِ سٍی یخ خشد ؿذُ ًگ

 اػتفبدُ اص یخْبی لبلجی ٍ ػبیش هَاسد ثِ غیش اص یخ خشد ؿذُ پشّیض وٌیذ.

 ًوًَِ هٌاسة ٍ شرایط ًگْذاری ٍ اًتقال آى .6

     ثب ایي ویت، پلاػوبی خَى هحیغی یؾهبًوًَِ هٌبػت ثشای آص

(peripheral blood)  هی ثبؿذ وِ دس لَلِ اػتشیل حبٍی هبدُ ضذ اًؼمبد خوغ

یب ػیتشات ثبؿذ. خَى وبهل سا  EDTAؿذُ اػت. هبدُ ضذ اًؼمبد هی تَاًذ آٍسی 

دسخِ ًگْذاسی ٍ ثِ آصهبیـگبُ هٌتمل ًوَد. ٌّگبم  4ػبػت دس  72هی تَاى تب 

دسخِ صیش  20دسیبفت ًوًَِ دس آصهبیـگبُ ثبیذ پلاػوب سا خذا ًوَدُ ٍ دس دهبی 

تب چٌذیي ّفتِ پبیذاس ثَدُ پلاػوب دس چٌیي ؿشایغی ًِ كفش ًگْذاسی ًوَد.  ًوَ

 ٍ تیتش ٍیشٍع دس آى ثبثت هی هبًذ.

هیىشٍلیتش پلاػوب هی ثبؿذ وِ  200حذالل ًوًَِ تَكیِ ؿذُ ثشای آصهبیؾ 

 ًیبصهٌذ ًین هیلی لیتش خَى وبهل هی ثبؿذ.
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 عَاهل هساحن .7

هی ؿَد. ثِ  PCRٍاحذ دس هیلی لیتش ثبػث هْبس  10ّپبسیي ثب غلظت ثیؾ اص 

ّویي دلیل لَلِ حبٍی ّپبسیي ثِ ػٌَاى ضذ اًؼمبد هٌبػت ًیؼت ٍ ًجبیذ 

 PCRاػتفبدُ ؿَد. ّوچٌیي ًوًَِ ثیوبساى تحت دسهبى ثب ّپبسیي ًیض ثشای 

  هٌبػت ًوی ثبؿذ.

هیلی گشم دس دػی لیتش# ٍ چشثی $ تب  4.5ش همبدیش ثبلای ثیلیشٍثیي $ تب حذاوث

صهبیؾ آس دػی لیتش# ٍ ًیض ّوَلیض خَى ثشای ایي یلی گشم ده 1000وثش حذا

 .وٌذ هضاحوتی ایدبد ًوی

 DNAاستخراج  .8

اص ًوًَِ پلاػوب اص سٍؿْب ٍ ویت ّبی هختلفی هی تَاى  DNAاػتخشاج  یثشا

 اػتفبدُ ًوَد. هب اػتفبدُ اص ویت ّبی  صیش سا تَكیِ هی وٌین:

 High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Cat# 11858874001, Roche 
Applied Science, Mannheim, Germany) 

 QIAamp DNA Blood Mini Kit (Cat. no. 51104, Qiagen GmbH, 
Hilden, Germany) 

 QIAampUltraSens ® Virus Kit (Cat. no. 53704, Qiagen GmbH, 
Hilden, Germany) 

 QIAampMiniElute Virus Spin Kit (Cat. no. 57704, Qiagen 
GmbH, Hilden, Germany) 

 كٌترل داخلی .9

ٍ خلَگیشی اص ًتبیح هٌفی وبرة، ویت حبٍی  PCRثشای اسصیبثی احتوبل  هْبس 

وٌتشل داخلی هی ثبؿذ. وٌتشل داخلی ثِ كَست هخلَط ثب هیىغ دس ویت لشاس 

د هٌدش ثِ تَلیذ فلَسػبًغ ثب تبثؾ صس PCRداسد ٍ دس كَست هَفك ثَدى 
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(VIC/Yellow)  ٍCT دس دػتگبُ  34تب  28دس دػتگبُ سٍتَسطى ٍ  32تب  28یي ث

StepOne  هی ؿَد. دس ایي حبلت وٌتشل داخلی هَفك ثَدىPCR  سا ًـبى هی

 دّذ. 

 هحاسثِ تیتر ٍیرٍس .11

اػتبًذاسد ووی ثب غلظت هـخق هی ثبؿذ وِ ثب اػتفبدُ اص  4ّش ویت حبٍی 

 ِ ثیوبس هؼیي هی ؿَد. آًْب هٌحٌی اػتبًذاسد سػن ؿذُ ٍ هیضاى ٍیشٍع دس ًوًَ

هـخق ؿذُ اًذ. ثشای  (copy/ul)دس هیىشٍلیتش  وپیاػتبًذاسدّبی ویت ثب ٍاحذ 

 دس هیلی لیتش، اص هؼبدلِ صیش اػتفبدُ وٌیذ:  وپیتجذیل ًتبیح ثِ كَست 

                 
                                    

                  
 

 50حبكل دس  DNAهیىشٍلیتش پلاػوب اػتخشاج ٍ  200ثِ عَس هثبل چٌبًچِ 

دس هیلی  وپیضشة ؿًَذ تب ثِ  250هیىشٍلیتش ثبفش حل ؿَد، ًتبیح ثبیذ دس ػذد 

 تجذیل ؿًَذ.  (copy/ml)لیتش 

 PCRدستَركار  .11

اثتذا توبهی لَلِ ّب سا سٍی یخ خشد ؿذُ لشاس دّیذ تب ثغَس وبهل هحتَیبت آًْب 

ؿًَذ. ثب چٌذ تىبى هلاین اص هخلَط ؿذى هَاد داخل آًْب اعویٌبى حبكل رٍة 

 وشدُ ٍ ثشای چٌذ ثبًیِ آًْب سا دس دٍس پبییي اػپیي وٌیذ.

سٍی ثلَن آلَهیٌیَم $وِ لجلا دس یخچبل لشاس داؿتِ  PCRتؼذاد هَسد ًیبص لَلِ 

اػتبًذاسدّب  لَلِ ثشای 4 اػت# ثگزاسیذ. ػلاٍُ ثش تؼذاد ًوًَِ ّبی هَسد آصهبیؾ،

 ٍ یه لَلِ ثشای وٌتشل هٌفی ًیض دس ًظش ثگیشیذ.

اضافِ كٌیذ. سپس  ) VCM MIX)PCRهیكرٍلیتر از هیكس 15تِ ّر لَلِ 

یا آب تِ ّر لَلِ  استاًذارداستخراج شذُ ٍ یا  DNAهیكرٍلیتر از  11
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دسة لَلِ ّب یب اػتشیپ ّب سا ثؼتِ ٍ ؿوبسُ گزاسی وٌیذ. ػپغ  .اضافِ كٌیذ

لشاس  StepOneداخل ثلَن یب   RotorGene سآًْب سا هغبثك ؿوبسُ ّب سٍی سٍتَ

 دّیذ. 

لَلِ ّب سا اثتذا ثِ هذت وَتبّی اػپیي  StepOneدس كَست اػتفبدُ اص دػتگبُ 

 ًوَدُ ٍ ػپغ داخل دػتگبُ لشاس دّیذ. 

 اص دػتگبُ سٍتَسطى، سیٌگ هحبفؼ سا ًیض دس پبیبى اضبفِ وٌیذ.ٌّگبم اػتفبدُ 

 RotorGeneتٌظین دستگاُ  .12

 اثتذا اعویٌبى حبكل وٌیذ وِ سیٌگ هحبفؼ سا سٍی سٍتَس لشاس دادُ ایذ!

سا تَػظ وبثل هخلَف آى ثِ وبهپیَتش ٍكل وشدُ ٍ آى   RotorGeneدػتگبُ 

 د.سا ثِ ثشق ثضًیذ تب چشاؽ آثی خلَی آى سٍؿي ؿَ

$دس كَست اػتفبدُ اص لَلِ ّبی  CMV 0.2دس لَح فـشدُ ّوشاُ ویت سٍی فبیل  

هیلی  1/0$دس كَست اػتفبدُ اص لَلِ ّبی  CMV Stripهیلی لیتشی# ٍ یب  2/0

 لیتشی# دٍثبس ولیه وٌیذ تب ثشًبهِ ثبص ؿَد.

دس هٌَی ثبلای كفحِ دووِ اػتبست $دووِ ػجض سًگ# سا ولیه وٌیذ. سٍی 

ص ؿذُ ًیض دووِ اػتبست سا ولیه وٌیذ ٍ پغ اص اًتخبة هحل هَسد ًظش پٌدشُ ثب

 سا ثضًیذ تب دػتگبُ سٍؿي ؿَد. Saveثشای رخیشُ فبیل آصهبیؾ، دووِ 

ًبم ّش ًوًَِ سا ٍاسد وٌیذ. دس ػتَى ًَع ًوًَِ ثب  (samples)دس پٌدشُ ًوًَِ ّب 

سا  standardب ٍ ثشای اػتبًذاسدّ unknown، ثشای ًوًَِ ثیوبس typeػٌَاى 

  اًتخبة وٌیذ. ػپغ غلظت اػتبًذاسدّب سا دس ػتَى ػوت ساػت ثب ػٌَاى

given concentration ًیض هی تَاًیذ  یٍاسد وٌیذ. ثشای ًوًَِ وٌتشل هٌفNTC 

 سا اًتخبة وٌیذ. Negative Controlیب 
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 StepOneتٌظین دستگاُ  .13

لَح فـشدُ ّوشاُ ویت سا دس وبهپیَتش هشتجظ ثِ دػتگبُ لشاس دّیذ. ًشم افضاس 

سٍی دووِ  Set Up. اص هٌَی (*.StepOne software 2)دػتگبُ سا ثبص وٌیذ 

Template  .ولیه وٌیذ ٍ فبیل داخل لَح فـشدُ سا اًتخبة وٌیذ 

                            ٍ ػپغ دووِ Plate Setupاص هٌَی ػوت چپ 

Assign Targets and Samples  ُسا اًتخبة وٌیذ. یه وٌتشل هٌفی ثِ ّوشا

اػتبًذاسد ٍ دُ ًوًَِ اص پیؾ تؼشیف ؿذُ اًذ. اػتبًذاسدّب، وٌتشل هٌفی ٍ  چْبس

تؼذاد ًوًَِ هَسد ًظش خَد سا دس سدیف دلخَاُ وپی وٌیذ. ثشای ایٌىبس اص گضیٌِ 

ی تَاًیذ اػتفبدُ وٌیذ. ّوچٌیي ثب ه (copy, paste, clear)ّبی ولیه ساػت 

هی تَاًیذ تؼذاد ًوًَِ ّبی  Define Targets and Samplesاػتفبدُ اص هٌَی 

هَسد ثشسػی سا ًیض اضبفِ وٌیذ ٍ ًبم ًوًَِ ّب سا ًیض هغبثك ًبم ثیوبساى تغییش 

سا ولیه وٌیذ ٍ فبیل آصهبیؾ سا دس  Start Runدّیذ. دس پبیبى تٌظیوبت دووِ 

 تب دػتگبُ ؿشٍع ثِ وبس وٌذ. (save)ًظش رخیشُ وٌیذ  هحل هَسد

 ّا  تٌظین سایر دستگاُ .14

 Real-Time PCRچٌبًچِ ایي ویت سا ثشای اػتفبدُ ثب ػبیش دػتگبّْبی 

 اػتفبدُ هی وٌیذ، دػتگبُ سا هغبثك ثشًبهِ صیش تٌظین ًوبییذ:

 

Step Temperature and time  

1 95C x 10 min 1 cycle 

2 
95C x 15 sec  

45 cycles 
58C x 60 sec 
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ٍ  FAMّبی  دسخِ ٍ ثشای سًگ 58اًذاصُ گیشی تبثؾ فلَسػبًغ ثبیذ دس دهبی 

VIC/HEX .تٌظین ؿَد 

CMV Mix  هَخَد دس ویت حبٍیROX .هی ثبؿذ 

  RotorGeneآًالیس ًتایج .15

هشاخؼِ وٌیذ. ثِ عَس خلاكِ اص  RotorGeneثشای آًبلیض ًتبیح ثِ ساٌّوبی 

دٍثبس ولیه  Greenسا اًتخبة وشدُ ٍ سٍی  Analysis ،Quantitationهٌَی 

یب ثبلاتش اص  02/0حذالل سا سٍی  autofind thresholdوٌیذ. دس پٌدشُ 

سا ثضًیذ تب پغ اص سػن هٌحٌی اػتبًذاسد  OKفلَسػبًغ صهیٌِ لشاس دادُ ٍ دووِ 

حِ ًـبى دادُ ؿًَذ. ّوچٌیي هیتَاًیذ ثِ عَس ػبدُ ًتبیح دس خذٍل پبییي كف

هدذدا  Analysisلشاس دّیذ. ػپغ دس هٌَی  1/0سا سٍی   (threshold)آػتبًِ 

Quantitation ػپغ ٍYellow   ُسا ولیه وٌیذ. دس پٌدشautofind threshold 

 لشاس دّیذ.  1/0سا سٍی آػتبًِ سا ثضًیذ  ٍ  cancelدووِ 

 داخلی وٌتشل ٍ هٌفی وٌتشل اػتبًذاسدّب، اًتظبس هَسد گشاف هـبّذُ ثشای

 تلبٍیش یه ٍ دٍ سا هلاحظِ فشهبییذ.
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 دس وبًبل ػجض دػتگبُ سٍتَسطى CMVهٌحٌی اػتبًذاسدّبی  تلَیش یه:

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 لَیش دٍ: هٌحٌی وٌتشل داخلی دس وبًبل صسد دػتگبُ سٍتَسطىت
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 ًتبیح سا ثب تَخِ ثِ ًىبت صیش تفؼیش وٌیذ: 

ٍ افضایؾ  CMVهشثَط ثِ  (Green)تبثؾ ػجضتَخِ داؿتِ ثبؿیذ وِ افضایؾ 

 .هی ثبؿذ حبكل اص وٌتشل داخلی (Yellow)تبثؾ صسد 

تٌْا در صَرت هشاّذُ هٌحٌی سیگوَییذی  CTكِ  ًكتِ تسیار هْن ایي

غیاب  تاشذ. در ٍ دارای فاز لگاریتوی هفَْم داشتِ ٍ قاتل تفسیر هی

غیر قاتل اعتواد تَدُ ٍ هٌجر تِ تشخیص  CTهٌحٌی سیگوَییذی 

 شَد. اشتثاُ هی

 وِ ًوًَِ دس وبًبل ػجض داسای ًوَداس ػیگوَییذ ٍ ی دس كَستCT  ووتش اص

هثجت ثبؿذ، ثذٍى دس ًظش گشفتي ًتیدِ آى دس وبًبل صسد  هی تَاى آى سا  40

 تلمی ًوَد ٍ تیتش هحبػجِ ؿذُ تَػظ دػتگبُ سا گضاسؽ ًوَد.

 وِ یه ًوًَِ دس وبًبل ػجض فبلذ هٌحٌی ػیگوَییذ ثبؿذ ٍ دس ی دس كَست

هٌفی ثبؿذ، ًوًَِ  32تب  28ثیي  CTوبًبل صسد داسای هٌحٌی ػیگوَییذ ٍ 

 دس ًظش گشفتِ هی ؿَد.

 وِ یه ًوًَِ دس ّش دٍ وبًبل ػجض ٍ صسد فبلذ هٌحٌی ػیگوَییذ ی دس كَست

 ؿَد. تىشاس ثبؿذ، آصهبیؾ ثبیذ 

  StepOneآًالیس ًتایج .16

هشاخؼِ وٌیذ. ثِ عَس خلاكِ دووِ  StepOneثشای آًبلیض ًتبیح ثِ ساٌّوبی 

Analysis  سا ولیه وٌیذ. ثشایCMV/FAM  ًِآػتب(threshold)  1/0سا سٍی  ٍ

 لشاس دّیذ.  05/0آػتبًِ سا سٍی  IC/VICثشای 

 داخلی وٌتشل ٍ هٌفی وٌتشل اػتبًذاسدّب، اًتظبس هَسد گشاف هـبّذُ ثشای

 تلبٍیش ػِ ٍ چْبس سا هلاحظِ فشهبییذ.
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 StepOneدػتگبُ  FAMدس وبًبل  CMVتلَیش ػِ: هٌحٌی اػتبًذاسدّبی 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 StepOneدػتگبُ  VICتلَیش چْبس: هٌحٌی وٌتشل داخلی دس وبًبل 

 ًتبیح سا ثب تَخِ ثِ ًىبت صیش تفؼیش وٌیذ: 

ٍ افضایؾ  CMVهشثَط ثِ  CMV/FAMتبثؾ تَخِ داؿتِ ثبؿیذ وِ افضایؾ 

 هی ثبؿذ. حبكل اص وٌتشل داخلی IC/VICتبثؾ 

تٌْا در صَرت هشاّذُ هٌحٌی سیگوَییذی  CTكِ  ًكتِ تسیار هْن ایي

غیاب  تاشذ. دری ٍ دارای فاز لگاریتوی هفَْم داشتِ ٍ قاتل تفسیر ه
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غیر قاتل اعتواد تَدُ ٍ هٌجر تِ تشخیص  CTهٌحٌی سیگوَییذی 

 شَد. اشتثاُ هی

 ًوًَِ ثشای وِ  یدس كَستCMV/FAM ًوَداس ػیگوَییذ ٍ  داسای CT 

هثجت اى آى سا هی تَ IC/VICثبؿذ، ثذٍى دس ًظش گشفتي ًتیدِ  40ووتش اص 

 تلمی ًوَد ٍ تیتش هحبػجِ ؿذُ تَػظ دػتگبُ سا گضاسؽ ًوَد.

 وِ یه ًوًَِ ثشای  یدس كَستCMV/FAM  ثبؿذ ٍ  ػیگوَییذ هٌحٌی فبلذ

ثبؿذ، ًوًَِ  34تب  28ثیي   CTثب  ًوَداس ػیگوَییذ داسای IC/VICثشای 

 دس ًظش گشفتِ هی ؿَد.هٌفی 

 وِ یه ًوًَِ دس ّش دٍ وبًبل  یدس كَستCMV/FAM  ٍIC/VIC  فبلذ

 . ؿَدتىشاس هٌحٌی ػیگوَییذ ثبؿذ، آصهبیؾ ثبیذ 

 هحذٍدُ خطی .17

هحذٍدُ خغی ایي ویت ثب اػت ثب اػتفبدُ اص ًوًَِ ولَى ؿذُ حبٍی ثخـی اص 

 بدس هیىشٍلیتش ت وپیهیلیَى  یهطًَم ٍیشٍع ثشسػی ؿذُ اػت ٍ ؿبهل ثبصُ 

 دس هیىشٍلیتش هی ثبؿذ.  وپی یه

 هیساى حساسیت .18

حؼبػیت تـخیلی ایي ویت ثب اػتفبدُ اص ًوًَِ ولَى ؿذُ حبٍی ثخـی اص 

هی ثبؿذ. یؼٌی یه وپی دس هیىشٍلیتش  طًَم ٍیشٍع ثشسػی ؿذُ اػت ٍ هؼبدل

ثبؿذ،  هَاسدی وِ تیتش ٍیشٍع دس ًوًَِ هَسد آصهبیؾ ثیؾ اص ایي هیضاى" 95دس 

تَػظ ایي ویت تـخیق دادُ خَاّذ ؿذ. دس كَست وبّؾ تیتش ًوًَِ ثِ ووتش 

اص ایي هیضاى ّوچٌبى ویت لبدس ثِ تـخیق خَاّذ ثَد اهب ثب ضشیت اعویٌبى ثِ 

 هشاتت ووتش.
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CMV RQ kit is intended for use with Rotor Gene 6000/Q or 
StepOne/StepOnePlus instrument and for the quantitative 
detection of CMV-DNA extracted from plasma. This kit is for 
research use only. 

1. Introduction 

Human Herpesvirus 5 (HHV-5) known as Cytomegalovirus 
(CMV) is a double-stranded DNA virus and a member of 
Herpesviridae family. It is a widespread pathogen with high 
seropositivity (about 80%) in adult population. Primary 
infection is usually subclinical and mostly happens in early 
childhood. The primary infection is followed by the latent 
infection and CMV persists in the infected person through 
life. CMV can be reactivated in immunocompromised hosts 
for example after stem cell, bone marrow or solid organ 
transplantation or in the course of HIV infection. In these 
patients, viral load assays are the corner stone for the 
diagnosis and monitoring of CMV disease. Viral load 
quantification in blood allows assessing patients at risk of 
developing relapsing infection, early detection of active CMV 
infection, guiding preemptive therapy, monitoring response to 
therapy, determining duration of therapy and prediction of 
treatment failure due to emergence of resistant strains. 
Currently the Real-Time PCR provides the highest sensitivity 
and widest dynamic range among other methods. In this 
method application of fluorescent dye labeled probes allows 
detection of amplified product. Analysis of fluorescent 
kinetics also leads to quantification of the target sequence in 
the reaction without requiring post-amplification analysis, 
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reducing the possibility of contamination with the PCR 
product. CMV RQ kit provides a ready-to-use Real-Time 
PCR system for detection and quantitation of 
cytomegalovirus with RotorGene 6000/Q (Corbett Research / 
Qiagen) or StepOne/StepOnePlus instrument (Applied 
Biosystems). The kit also incorporates an Internal Control 
(IC) to identify possible PCR inhibition. 

2. Kit Contents 

The kit contains a manual, a CD with RotorGene and 
StepOne templates and following reagents: 
 

Label Content Quantity 

CMV Mix PCR Master mix 375 ul* 

CMV S1 Standard 1: 10,000 copy/ul 150 ul 

CMV S2 Standard 2: 1,000 copy/ul 150 ul 

CMV S3 Standard 3: 100 copy/ul 150 ul 

CMV S4 Standard 4: 10 copy/ul 150 ul 

Water PCR Grade Water 200 ul 
* 2 tubes for 48 reaction and 4 tubes for 96 reaction kits. 

3. Storage and Stability 

The kit components should be shipped and stored at -20°C 
and are stable until the expiry date mentioned. Avoid 
repeated freeze-thaws more than few times to prevent 
reduced sensitivity.    
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4. General Precautions 

In order to prevent false results, always pay attention to the 
following points: 

 Treat all samples as potentially infectious. 

 Within the pre-PCR work area assign three separate 
spaces for: a) Sample storage and extraction, b) 
Reagent preparation where the master-mix is 
aliquoted into tubes and c) Reaction preparation area 
for addition of extracted DNA to the tubes.  

 Always wipe the working surfaces with 70% Ethanol 
before and after work. 

 Thaw kit components on ice completely, mix by 
flickering followed by a quick spin and store on 
crushed ice after. 

 Do not place PCR tubes on crushed ice. Use cooling 
blocks instead. 

5. Additionally Required Materials 

 Real-Time PCR machine and accessory computer 

 Table top microtube centrifuge 

 Vortex mixer 

 Adjustable pipetters 

 DNA extraction kit 

 Nuclease free filtered tips 

 Tubes or strips and strip caps 

 Disposable powder-free gloves 
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6. Specimen, Storage and Transport 

Peripheral blood should be collected in sterile condition in 
proper and sterile tubes. We recommend EDTA or citrate 
plasma for CMV detection. Whole blood or plasma should be 
shipped at +4°C. Upon receipt plasma should be separated 
from whole blood and can be stored at +4°C for few days or 
aliquoted and stored at -20°C for up to few weeks.  

7. Interfering Substances 

Heparin (more than 10 IU/ml) affects the PCR. Blood 
collected in heparin containing tubes should not be used. 
Samples of heparinized patients must not be used as well. 
Elevated levels of bilirubin (≤4.5 mg/dl) and lipids (≤1000 
mg/dl) and hemolytic samples do not influence the extraction 
and PCR. 

8. DNA Isolation 

DNA isolation can be performed using different kits from 
various manufacturers. We recommend the following: 

 High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Cat. no. 
11858874001, Roche Applied Science, Mannheim, 
Germany) 

 QIAamp DNA Blood Mini Kit (Cat. no. 51104, Qiagen 
GmbH, Hilden, Germany) 

 QIAampUltraSens ® Virus Kit (Cat. no. 53704, 
Qiagen GmbH, Hilden, Germany)   

 QIAampMiniElute Virus Spin Kit (Cat. no. 57704, 
Qiagen GmbH, Hilden, Germany). 
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9. Internal Control (IC) 

To examine the possible PCR inhibition and to prevent false 
negative results, the kit contains an Internal Control (CMV 
IC) included in PCR Master Mix (CMV MIX). Internal control 
should generate a CT (Cycle Threshold) of 28-32 in Yellow 
Channel on RotorGene and a CT of 28-34 in VIC channel on 
StepOne (with threshold at 0.1).   

10. Quantitation 

The kit provides 4 quantitation standards with defined titers 
to generate a standard curve for quantification of samples 
viral load. Working with RotorGene machine, the standard 
curve from a previous run can also be imported for 
quantification of samples ot oht recent run. To do so, at least 
one standard must be used in the current run. Apparently 
using all five standards in each run will lead to more accurate 
results.  
Quantitation standards are defined as copy/ul. To convert the 
result to copy/ml following equation should be used: 
 

                
                                  

                 
 

 
“Sample volume” is the plasma volume used for DNA 
isolation and “Elution volume” is the volume of buffer or water 
used to elute or dissolve isolated DNA. 



CMV RQ                                       

 

 7 

11. PCR Protocol 

Thaw the reagents on ice completely followed by a brief 
mixing and a quick spin. Place required number of tubes on 
pre-cooled (0-4°C) cooling block or loading block. Consider 
one tube for each sample plus one for each standard and 
one for the negative control. 
Pipette 15ul of CMV Mix directly to each tube followed by 
adding 10ul of standard or isolated DNA. 
Cap the tubes/Strips and visually inspect to make sure all are 
caped securely. Place tubes in the machine. Working with 
StepOne/StepOnePlus instrument, spin tubes/strips briefly 
before loading on the block. If using RotorGene attach the 
locking ring. 

12. Programming of the RotorGene 

Before you start the machine make sure you have attached 
the locking ring on the rotor!  
Open the CD provided in the kit and double click on CMV 
Template 0.2 if you are using 0.2ml tubes. If you are using 
0.1ml strip tubes, double click on CMV-strip. Program starts. 
Click on Start button (Green button on the top menu). On the 
pop up window click start again and save program on desired 
location. 

13. Programming of StepOne (/Plus) 

Open the StepOne software (V 2.*). On the Set Up menu 
click on Template and select the file on CD provided with the 
kit. Click on Plate Setup. One negative control, 4 standards 
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and 10 samples are defined. You may change plate set up 
using right click options (copy, paste, clear). You may also 
add/remove samples or change sample names on “Define 
Targets and Samples” menu. When finished, click on “Start 
Run” and save the experiment on desired location. 
Instrument will start shortly. 

14. Programming Other machines 

If you apply this kit to other Real-Time PCR machines, 
program it according to the following table: 
 

Step Temperature and time  

1 95C x 10 min 1 cycle 

2 
95C x 15 sec  

45 cycles 
58C x 60 sec 

 
Fluorescence should be collected at 58C for FAM and 
VIC/HEX dyes. 
The CMV Mix contains ROX. 

15. Data Analysis: RotorGene 

Before analyzing results, make sure in the sample menu all 
the standards have been defined as “standard” and the 
relative concentrations have been entered. Patient samples 
should be defined as "unknown" and Negative control or no 
template control as "Negative Control" or "NTC" respectively. 
Analyze data according to manufacturer recommendations. 
Perform quantitative analysis for CMV (Green channel) and 



CMV RQ                                       

 

 9 

qualitative analysis for Internal Control (Yellow channel). 
Briefly, click on analysis menu and then under Quantitation 
tab double click on cycling A. Green.  
In the pop up for Automatic Threshold increase the minimum 
or lower bound until it surpasses the negative control or the 
NTC fluorescence, and then click on OK.  
Repeat the above for Cycling A. Yellow but cancel the 
Automatic Threshold and manually put threshold on 0.1.  
Figures 1 and 2 represent typical graphs for RotorGene 
machine. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        Figure 1. Typical CMV Graph in Green Channel for RotorGene 
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          Figure 2. Typical IC Graph in Yellow Channel for RotorGene 

 
Consider following points when analyzing: 
Note that calculated CT is reliable only when there is a 
sigmoid graph with clear logarithmic phase. In the 
absence of sigmoid graph, CT must be ignored to 
prevent false results. 

 A sample is positive if it generates a sigmoid graph in 
Green channel with a CT of less than 40. The viral 
load or quantitation results in the Cycling A. Green 
are valid. 

 A sample is negative if does not produce a sigmoid 
graph in Green channel (for CMV) while a sigmoid 
graph is detected for IC in Yellow channel with CT of 
28-32. 

 Results are inconclusive if no sigmoid graph is 
detected either in Green (CMV) or Yellow channel (for 
IC) and the test should be repeated. 
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16. Data Analysis: StepOne 

Analyze data according to manufacturer recommendations. 
Briefly, click on Analyze and set the threshold for CMV/FAM 
at 0.1 and at 0.05 for IC/VIC.  
Figures 3 and 4 represent typical graphs for StepOne 
machine. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             Figure 3. Typical CMV Graph in FAM Channel for StepOne 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             Figure 4. Typical IC Graph in VIC Channel for StepOne 
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Consider following points when analyzing: 
Note that calculated CT is reliable only when there is a 
sigmoid graph with clear logarithmic phase. In the 
absence of sigmoid graph, CT must be ignored to 
prevent false results. 

 A sample is positive for CMV if it generates a 
sigmoid graph in CMV/FAM channel with a CT of less 
than 40. The viral load or quantitaion results are 
considered valid. 

 A sample is negative for CMV if it generates a 
sigmoid graph only for IC/VIC with CT of 28-34 but 
not for CMV/FAM. 

 Results are inconclusive if no sigmoid graph is 
detected for either of CMV/FAM and IC/VIC. 

17. Linear Range 

The linear range of the kit was assessed with dilution series 
of the cloned target and showed to be linear in the range of 
1,000,000 copies/ul to 1 copy/ul. 

18. Sensitivity 

The analytical detection limit of the kit was assessed with 
dilution series of the cloned target and showed a limit of 
detection equal to 1 copy/ul. 


