
 محتویات کیت:

مقادیر در  عنوان برچسب اجزا
 کیت 

 Reaction Mix 1ml مسترمیکس 

 HPV HPV Oligomix 100 µlالیگومیکس 

 Control Control Oligomix 100 µlالیگومیکس 

 HPV Positive Control 50 µlکنترل مثبت 

 HPV Negative Control 50 µl نفیکنترل م

 

دستور کار:

خاص ژنوم  هیناح ریبر اساس تکث نوع  صیتشخ

 دییو تا  یاختصاص یمرهایپاتوژن با استفاده از پرا

ی م ذوب یمنحن زیشده با استفاده از آنال ریمحصول تکث

تا  78 ذوب بین  یها کیپباشد. وجود منحنی تکثیر و 

و  روسیگراد نشان دهنده وجود ژنوم و یدرجه سانت 88

 77عدم وجود منحنی تکثیر و پیک های ذوب کمتر از 

درجه سانتی گراد نشان دهنده عدم وجود ژنوم ویروس 

است. پاپیلوما

:پروتکل

آماده سازی میکس الف( 

و  HPV دومیکس جداگانه )میکس ،PCRواکنش هر  یبرا

 ،یمنف نمونه یبا حجم مناسب برا (Controمیکس 

. دی( آماده کن)نمونه های آزمایش نمونه مثبت و 

های داده شده در جدول نسبت  مطابق دیمعرف ها با

مخلوط شوند:

 کنترل کیمثبت،  کنترل کی، PCR واکنشهر  ی: براتوجه

.دیکن هیتهیک نمونه شاهد )یا آب مقطر(  و یمنف

 حجم / واکنش  HPVاجزای واکنش 

 µl 10 مسترمیکس

 HPV   2 µlالیگو میکس 

 حجم / واکنش  Controlاجزای واکنش

 10ul مسترمیکس

  Control 2 µlالیگومیکس 

ضافه اب میکروتیو بهرا  آماده شدهمیکس  از میکرولیتر 12

 ایاستخراج شده  DNAمیکرولیتر  به مقدار کرده و 

DNA  آب مقطر سپس،  د،یاضافه کن آنهاکنترل را به

 اضافهمیکرولیتر به هر واکنش  27حجم نهایی تا  استریل
.دیقرار ده Real-time PCRآنها را در دستگاه .  دیکن
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معرفی کیت :

گروه  نیتر عیاز شا یکی (HPV) یانسان یلومایپاپ روسیو

 یدر جهان است که پوست و نواح یروسیو یها

از  شیدهد. ب یقرار م ریبدن انسان را تحت تأث یمخاط

نوع  07 بیش از شده است که ییشناسا HPVنوع  157

تماس  قیرا از طر یتناسل یتوانند نواح یاز آنها م

ارتباط آنها با  اسبر اس HPVآلوده کنند. انواع  یجنس

شوند. یم یسرطان طبقه بند

توانند باعث  یم HPV  (HCRپرخطر ای کیانکوژن انواع

 از جمله سرطان تالیآنوژن هیناح الیتلیداخل اپ ینئوپلاز

 یبرخ نیو مقعد و همچن یدهانه رحم، واژن، آلت تناسل

اوروفارنکس شوند. یاز سرطان ها

 جادیعموماً باعث ا HPVانواع کم خطر  گر،ید یسو از

شوند، اما باعث سرطان دهانه رحم  یم یتناسل لیزگ

شوند. ینم

 کار:اساس 

منحنی تکثیر توالی  با استفاده از HPV یغربالگر تیک

 ی( براMLAذوب" ) یمنحن لی"تحل و  HPVاختصاصی 

از نظر وجود  ینیبال یو ارزان نمونه ها عیسر یغربالگر

شده است. یطراح لومایپاپ روسیژنوم و

 SYBR Greeو رنگ اختصاصی  یمرهایاستفاده از پرا با

از جمله انواع  لومایپاپ روسینوع و 07از  شیتوان ب یم

. پرایمرهای کرد ییرا شناسا ،پرخطر و کم خطر

یونیورسال مورد استفاده در این کیت با پرایمرهای مورد 

)اعم از کیتهای  HPVاستفاده در کیتهای ژنوتایپینگ 

( یکسان Reverse Dot Bloو  RealTime PCRمبتنی بر 

بوده و در نتیجه تمام گونه های قابل شناسایی با 

قابل  MLA HPV Screeningکیتهای ژنوتایپینگ با کیت 

شناسایی است. 



در محدوده های دمایی مشخص در یک واکنش با نمونه  HPV : منحنی ذوب 2تصویر 

 های مثبت

 

نمونه ای منفی در نظر گرفته می شود که در  .3

پیک تکثیر نداشته و یا دارای  HPVلوله واکنش 

درجه  77-80پیک ذوب در محدوه دمایی خارج از 

.باشند

 مشخص دمایی محدوده در داخلی کنترل ذوب منحنی:  3صویر ت

 

 
پژوهشکده بوعلی،اتاقهای تمیز مرکز رشدفناوری ران، مشهد، یا:آدرس
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  دمایی واکنشب( برنامه 

دیکن میتنظ ریزطبق پروفایل دمایی را  دستگاه

Acquisition در کانال  دبایFAM .انجام شود

در  دیتوان یواکنش را م برنامه دمایی مناسبببببتوجه: 

www.sim-biolab.com دیکن ملاحظه و دانلود 

:داده ها لیتحل

ها بر اسببببباس بررسببببی منحنی تکثیر و   نالیز نمونه  آ

 منحنی ذوب نمونه ها انجام می شود. 

 نتایج را با درنظر گرفتن نکات زیر تفسیر کنید:

( باید در NTCتمامی نمونه ها )به غیر از نمونه  .1

لوله های مربوط به پرایمر کنترل منحنی تکثیر 

مثبت داشته باشند. این پیک مربوط به پرایمر 

برای ارزیابی احتمال کنترل داخلی می باشد که 

استخراج نامناسب یا مهار واکنش و جلوگیری از 

 است. نتایج منفی کاذب

نمونه ای مثبت در نظر گرفته می شود که در  .2

ثبت داشته و در پیک تکثیر م لوله واکنش 

دارای پیک ذوب واضح  78-88محدوه دمایی 

باشند.

 Controlنمونه هایی که فاقد منحنی تکثیر در لوله  نکته

باشند، به شرط دارا  HPVو دارای منحنی تکثیر در لوله  -

بودن پیک ذوب مناسب به عنوان نمونه های مثبت در 

 نظر گرفته می شوند.

 

 و کنترل داخلی  HPVریتکث یمنحن:  1 ریتصو

Cycle 
Data 

Collection 
Time Temp Step 

1X  15 min 95˚C Initial activation 

 
40-45X 

 

 30 s 95˚C Denaturation 

 30 s 53˚C Annealing 

* 30 s 72˚C Extension 

…  … 55˚C _ 99˚C 
Melt curve 
analysis 

http://www.simbiolab.com/

