
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

دفترچه راهنما
 

RealSure SMA DTekt™ Kit 
Cat. No.: KBC-110408 

 

 

با استفاده از   (SMA) عضلانی -آتروفی عصبی ناقلین غربالگری کیت 

 ( TaqMan probe)روش  Real-Time PCRفناوری 

  

 

 

 

 

 فناوری کوثر   محصولی از شرکت دانش بنیان زیست
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 ektTRealSure SMA D™  کیت  های شاخصیژگیو  -1
و (  probe TaqMan)روش    PCR Real Timeبا اسختفاده از فناوری    SMAافراد ناقل بیماری   صیکیت تشخخ •

 SMN1ژن   7اگزون  هاینسخهبر اساس تعیین تعداد  

موارد    ٪98بیش از معخادل    )   5qSMAدر بیمخاری SMN1ژن   7شخخخنخاسخخخایی افراد نخاقخل واجخد حخ   اگزون    •

 (SMAایجاد 

 و دیگر بافت ها  استخراج شده از خون DNA باقابل استفاده   •

  PCR Real Timeهای  فاده در دستگاهتقابل اس •

 حیطه کاربرد  -1-1

نمونه   یبر رو  SMN1ژن   8و   7ح   اگزون   یدارا SMAتشخخخیص ناقلین  برای    ektTRealSure SMA D™کیت 

DNA   استخراج شده از خون به روشReal Time PCR باشد. می 

 استفاده شود. MLPAبرای افراد با جهش بیشتر، این کیت میتواند به عنوان یک روش جایگزین   •

 مفید باشد: نمی تواندبرای موارد زیر  RealSure SMA DTekt™کیت 

 .باشندموتاسیون نقطه ای دارای  افرادی که -1

ن مزبور در کروموزوم بر روی یک کروموزوم و فاقد ژ  SMN1دو نسخه از ژن  دارای  افرادی که همزمان -2

 د.نباش del/dupیا  همزمان    شدگی هح   و اضافدارای  دیگر یا به اصطلاح 

 نباشد. 5q SMAیا  SMN1ژن  مرتبط باافراد و یا بیمارانی که علت بیماری  -3

 کیت اجزای  -1-2

که هیچ کدام از اجزاء    (1)جدول    جز اسخت  7شخامل   شخرکت زیسخت فناوری کو ر  RealSure SMA DTekt™کیت 

واکنش عرضخخخه     100و     50  ،25  هخایهخای دیگر نیسخخختنخد. این کیخت در حجمکیخت قخابخل جخایگزینی بخا مواد شخخخرکخت

با ترکیب  Polymerase Taq -HSDNA   KBCنزیمآها، بافر مخصوص، ها، پرایمرگردد. اجزای کیت شخامل پرو می

 باشند.می Additivesها یا خاص و افزودنی

 

 اجزای کیت  - 1جدول 

  100حجم در کیت 

 واکنش )میکرولیتر( 

  50حجم در کیت 

 واکنش )میکرولیتر( 

  25حجم در کیت 

 واکنش )میکرولیتر( 
 برچسب تیوب

60 30 15 KBC HS Taq DNA Polymerase 
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700 350 175 PCR Mix 

100 50 25 Primer Mix 

25 10 5 
N-SMAControl DNA  

)50ng/µL-Normal Control DNA( 

25 10 5 
C-Control DNA SMA 

)50ng/µL-Carrier Control DNA( 

25 10 5 
A-Control DNA SMA 

)50ng/µL-Affected Control DNA( 

1400 900 450 KBC H2O 

 نتایج  آنالیز  -1-3

عرضه    RealSure SMA DTekt™به همراه کیت   Real Time PCRنتایج   آنالیزبه عنوان ابزار    SMAWareافزار  نرم

طراحی   SMN1تشخیص ژنوتیپ افراد از نظر ژن  برای  های بیش از هزار نمونه  داده  آنالیزافزار با  شود. این نرممی

 دهد. ای را در اختیار کاربران قرار میشده و محیط کاربری ساده
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 PCR  (PCRReal time )  ریل تایمواکنش    -2

 نگهداری حمل و  شرایط  -2-1

 گراد ذخیره شود.ی سانتیدرجه  -20در محتوای کیت  •

در زمان اسختفاده   اری شخود.هددر محل تاریک و دور از نور نگباید   کیت  سخنتفلور  هایپرو به دلیل وجود   •

 به مدت کوتاهی در بیرون فریزر نگهداری شود. اًحترجی

 ها استفاده کرد.و از آن 1مکرر جلوگیری شود. بهتر است کیت را به مقادیر کمتر تقسیم  انجماداز ذو  و  •

 شود.تر و با کیفیت کمتر دیده میماه استفاده، نتایج ضعیف  81بعد از  •

کارکرد خود را تواند  طولانی می  محتوای کیت به مدت نسخخبتاً  کیت در دمای اتاق وجود دارد.  جابجاییامکان   •

در  ی مکرر،در صخخورت اسخختفادهدر فریزر و  کیتبعد از اسخختفاده    اما بهتر اسخخت حفظ کندیزر فر از  بیرون

 یخچال نگهداری شود.

 مواد و تجهیزات  -2-2

 یشگاهیآزما  طیشرا  -2-2-1

و حسخاسخیت بسخیار   تکثیر شخوند  DNAتوانند با مقدار کم می  فلورسخنت هسختند، پرو که دارای    imeT Real  هایکیت

در صخخورت  .شخخودمحیط کار اطمینان حاصخخل    نبودناز آلوده  به همین دلیل باید    .بالایی نسخخبت به آلودگی محیط دارند

از شخرکت    DNA ZAP اسختفاده ازتوانید با  می PCRو یا محصخول   DNAبه   آزمایشخگاهیفضخای   آلودگیوجود احتمال  

  کنید. پاک DNAرا از سطوح آزمایشگاهی زیست فناوری کو ر  

نگهداری  ( PCRاز  پیشجدا )محیط    محیطد در  بای  lymeraseoHS Taq DNA p KBCو   PCRمیکس پرایمر، میکس 

بررسی  شود تا احتمال و منبع آلودگی   استفاده ود در کیتجهای موو کنترل کنترل منفیباید از آزمایش  در هر   د.نشو

  را تعیین   منبع آلودگی  کیت بایداطمینان از صحت عملکرد برای .  نتایج کاذ  به حداقل برسد یامکان مشاهده  شود و

   .دهیداحتیاطی را انجام و اقدامات  

  

 

1 Aliquot 

https://kawsarbiotech.com/product/dna-zap/
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 SMA نیناقل صیتشخ PCR میتا لیانجام تست ر یبرا ازین  مورد مواد  -2-2-2
 محتویات کیت   – 2جدول 

 ™RealSure SMA DTektمحتویات کیت 

 رنگ در تیو  برچسب تیو  

1 PCR Mix  

2 Primer Mix  

3 seKBC HS Taq DNA Polymera  

4 ormalN -Control DNA SMA  

5 arrierC -Control DNA SMA  

6 ffectedA -Control DNA SMA  

7 KBC H2O  

 

 :برای کار با کیتضروری   موارد

برای ارزیابی  مورد تأیید انجام شخود.   روشباید با اسختفاده از   DNAاسختخراج:  DNAمواد و تجهیزات اسختخراج  •

 "Blood Extraction Kit GeneDia"  اسخخختخراج رسخخخوبی از کیت  RealSure SMA DTektعملکرد کیت 

ج  اسختخرا  DNAهای  همچنین نمونه  میباشخد.  IVDکه    اسختفاده شخد  "ژرفانگاران دنیای تشخخیص"محصخول شخرکت  

 نیز عملکرد کاملا مناسبی دارند. Proteinase Kو  Salting outهای مرسوم مانند  شده از خون به روش

 ، سرسمپلر فیلتردار و ...(سمپلر، PCRTime  Realدستگاه   مانند) DNAتجهیزات و مواد مصرفی برای تکثیر  •

 RealSure SMA Dtekt™ سازگار با کیت   هاینمونه و  هادستگاه  -2-2-3

ها نیز با کیفیت از سخخایر بافت  ینمونههرچند    اسخختخراج شخخده از خون نیاز اسخخت.  DNAبرای اسخختفاده از این کیت به 

شخود زیرا توصخیه نمی  های دیگر و یا روش مسختقیم فعلاًاین کیت برای نمونه  ، ولیدنقرار بگیراسختفاده   مورد  دنتوانمی

 . انجام هستندحال    حال حاضر در که در  استآزمایش   تعداد زیادی  ها نیازمند انجاماستفاده از این نمونه

مورد استفاده   DNAدقت عملکرد کیت تا یر زیادی دارد و در نتیجه از بالا بودن کیفیت  در  استخراج شده    DNAکیفیت  

نانوگرم در هر واکنش    100تا    50لازم برای کاهش خطای کیت بین  DNAمقدار  حداقل  .  باید اطمینان حاصل شود

 است.  

 Gene Q-Rotorدستگاه    ، molecular systemsoBiشرکت     cycler   qPCRMicدر حال حاضر این کیت با دستگاه

دستگاهQiagen  شرکت و   Rocheو    ThermoFisher Scientificشرکت    StepOne/StepOne Plusهای  ، 

Diagnostics    شرکت تماس    علمی  یپشتیبان با    در این مورد  برای اطلاعات بیشتر.  شده و قابل استفاده استتنظیم

 بگیرید. 

https://kawsarbiotech.com/support/


 RealSure SMA DTekt™ Kit User Manual 
Cat. No.: KBC-110408 

32of  8Page  
 

 

 PCR Real Timeمورد استفاده در   ریمقاد  -2-2-4
 PCR Real Timeواکنش  مواد مورد استفاده در- 3جدول 

 واکنش )بر حسب میکرولیتر(  1مقدار در   جزء 

PCR Mix 7 

Primer Mix 1 

DNA PolymeraseKBC HS Taq  5/0 

DNA 1 * 

KBC H2O 5/10** 

 20 حجم کل 

 برای هر واکنش استفاده شود. الگو DNA نانوگرم 100تا  50حجم ورودی نمونه را طوری تنظیم کنید که بین  *

 رولیتر برسد. یکم 20** به مقداری آب به واکنش اضافه کنید که حجم نهایی به 

 

 ™Realsure SMA DTekt تیکنحوه استفاده از  کلِپروت  -2-2-5

مواد به  یهمه )اطمینان حاصخل کنید که  شخوند  ذو  کاملبه طور مواد را در دمای اتاق قرار داده و اجازه دهید .  1

 .(اندخوبی ذو  شده

 و آ   Primer Mix،Mix   PCR ،KBC HS Taq DNA Polymeraseشخامل   میکسمسختر  یک   3جدول  طبق .  2

 توان در دمای اتاق انجام داد.سازی را میبرای واکنش خود آماده کنید. آماده

 اسپین کنید. وبه آرامی مستر میکس را ورتکس   .3

مناسخخخب با   تیو ِاز مسخخختر میکس را به هر میکرولیتر    19کنید، مقدار   آنالیزخواهید  ای که میبرای هر نمونه.  4

 منتقل کنید.  خود مورد استفاده PCR Real Time  دستگاه

 میکرولیتر برسد.  20به حجم آن  کنید تااضافه  PCRرا به تیو   DNAنانوگرم  100 تا  50مقدار  .  5

 قرار دهید.  ime PCRT Realها را در دستگاه تیو .  6

 وارد کنید.   4  را با استفاده از پارامترهای جدول Real Time PCR زمانی  یبرنامه.  7

 واکنش را آغاز کنید..  8

 انجام دهید.   تفسیر نتایجاطلاعات را بر اساس بخش   آنالیزپس از اتمام برنامه،  .  9

 .ستین محصول  ینگهدار به یازین  و ردیگیم صورت  همزمان طور به ریتکث و  جینتا  آنالیز: توجه
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 PCR Real Time یبرنامه  - 4 جدول

Initial Step 95°C min0 2 

Denaturation 95°C sec10  

C
yc

le
s

 
0

3
 

Annealing °C59 sec20  

Extension °C27 sec20  

 نکته:

و  نمونه ناقلعنوان به  C-Control DNA SMA  ،سخخخالمبه عنوان کنترل   N-Control DNA SMAاز نمونه  •

A-Control DNA SMA   از . همچنین برای اطمینان شخخوداسخختفاده بیمار در هر ران دسخختگاه  به عنوان نمونه

 میکرولیتر آ  اسختریل به عنوان کنترل منفی   1از   DNAبه جای  در یک تیو  نبود آلودگی در مسخترمیکس  

(Non Template Control)  کنیداستفاده. 

 :مهم  اریبس ینکته

یا نزدیک  ،(PCR)پیش از  شخودمحیطی که کیت سخت میهرگز نباید در  PCRمحصخولات  های حاوی  تیو 

 اجزا کیت باز شوند.
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  PCRTime Realدستگاه    -3

کیت دستگاه    این  دستگاه  olecular systemsMBioشرکت    cycler Mic qPCRبا   ،Q Gene-Rotor    شرکت

Qiagenهای  ، و دستگاهStepOne/StepOne Plus   شرکتThermoFisher Scientific    وRoche Diagnostics  

 .  باشد و در حال بررسی با سایر برندها می آپ شده و قابل استفاده استست

 اضافه خواهد شد. ها نیزها، اطلاعات مربوط به آنسایر دستگاههای  با تکمیل شدن بررسی

  qPCR CyclerMicدستگاه    -3-1

نیاز به کالیبراسخیون    MIC qPCR Cyclerذکر شخده، برای اسختفاده از   دفترچه راهنمای این دسختگاههمان طور که در 

 نوری وجود ندارد.  

 Assayتعریف و ایجاد   -3-1-1

qPCR  icMکو ر در دستگاه  زیست فناوری  با استفاده از کیت شرکت   SMAانجام دادن تسخت تشخیص ناقلین  برای  

Cycler   ابتدا لازم اسخخت یکAssay  برای این کار از نیدو اطلاعات مربوط به تسخخت را در آن ذخیره ک ردهتعریف ک .

 .کنید  را انتخا   Assayو سپس  Newی گزینه 1بخش مشخص شده در تصویر 

 
 micPCRجدید در نرم افزار   assayتعریف یک  – 1تصویر 

  وجود دارد. run profileو  informationهای  شود که در آن بخشنمایش داده می 2ای مطابق تصویر صفحه 

https://biomolecularsystems.com/mic-pcr/
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=26e14396-0e26-4faa-823a-c07e23780527&lang=en
https://www.thermofisher.com/us/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-instruments/step-one-real-time-pcr-systems.html
https://biomolecularsystems.com/mic-pcr/
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 جدید   assayصفحه  – 2تصویر 

  hydrolysis probeشخود، نو  شخیمی واکنش )که برای این کیت  میدیده   3که در تصخویر   informationدر بخش 

علاوه بر این در بخش مشخخص شخده با کادر قرمز اسخم ژن هد  و رنگ پرو  مربوط به آن  شخود.اسخت( انتخا  می

 شود.وارد میمطابق جدول زیر 

 RealSure SMA Dtekt™های هد  در کیت رنگ پرو  ژن -5جدول 

  Reporter Dye Target Gene 

™FAM SMA 
™HEX Internal Control Gene 

 

 
 انتخا  نو  شیمی واکنش ، نام گ اری ژن هد  و مشخص کردن رنگ پرو    – 3تصویر 
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علاوه بر این حجم واکنش    کنید.آمده وارد  -5-2-2مطابق آنچه در بخش را ی دمایی  برنامه rofilePun Rدر بخش 

انتخا  شود.     TAQStandardکنترل دمایی  و  میکرولیتر    20 همچنین خوانش )آیکون دوربین( باید بر روی  باید 

   ه است.مربوط به این کیت آورده شد rofilePun R ،4 در تصویرانتخا  شود.  Annealingقسمت 

 
 برای تنظیم برنامه دمایی واکنش ، حجم واکنش و کنترل دمایی   run profileبخش   – 4تصویر 

 ایجاد شده را ذخیره کنید.  Assayدر نهایت  

 جدید unRایجاد یک   -3-1-2

  را انتخا  کنید. Runو سپس  Newی گزینه 5از بخش مشخص شده در تصویر 

 
   Runانتخا  گزینه  – 5تصویر 

 ی قبل ایجاد کردید انتخا  کنید.  مورد نظر را که در مرحله Assay، نام Assayدر کنار   +با کلیک بر روی علامت  
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 ذخیره شده  assayانتخا    – 6تصویر 

 وارد کنید. samplesها را در بخش حال نام نمونه

 ، ذخیره کردنunStart Rی  ، انتخخا  گزینخه6نشخخخان داده شخخخده در تصخخخویر    یدر نهخایخت بخا کلیخک بر روی گزینخه

 ران تست را آغاز کنید.   ،tartSی ی مورد نظر و کلیک بر روی گزینهدر پوشه  Runفایل

نوشخته    گ اریبر اسخاس شخمارهها توسخط دسختگاه  نمونه آنالیزها در دسختگاه توجه کنید.  به ترتیب چینش نمونهنکته: 

 پ یرد.انجام میها  شده در محل چاهک

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gene Q-Rotorدستگاه    -3-2

 Assayتعریف و ایجاد   -3-2-1

کخخو ر در دسخختگاه زیسخخت فنخخاوری بخخا اسخختفاده از کیخخت شخخرکت  SMAبخخرای انجخخام دادن تسخخت تشخخخیص نخخاقلین 

Gene Q-Rotor :به صورت زیر عمل کنید 
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 کلیک کنید.  Newبر روی  7مطابق تصویر 

 

 Rotor Gene Q Series Softwareدر نرم افزاز  Newانتخا  گزینه  – 7تصویر 

انتخا  کرده  را    Two Stepی  نمایش داده خواهد شد. گزینه  8ای مطابق با تصویر  صفحه  New  یبر رو  کیاز کل  پس

 ( کلیک کنید. 8)مطابق با تصویر Newو سپس بر روی 

 
 در پنجره باز شده Newو سپس  Two Step= انتخا  گزینه  8تصویر 

 ( 9را بزنید. )تصویر  Nextخود را با توجه به روتوری که در اختیار دارید تعیین کرده و  Rotorی بعد نو  در مرحله
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 Rotorانتخا  نو   – 9تصویر 

انجام    4خود را تعریف کنید. این کار را مطابق با جدول    PCRشود که برنامه واکنش  در این مرحله از شما خواسته می

  4ی جدول  ای را مطابق با برنامهی سه مرحلهرا وارد نموده، سپس برنامه  Holdکار ابتدا دما و زمان  دهید. برای این

 ( 10نمایید. )تصویر  Cyclingوارد قسمت  

 
 Holdتعریف برنامه واکنش ، وارد کردن دما و زمان  – 10تصویر 

تنظیم کنید. برای   HEXو    FAMهای  و در کانال   Annealingی  حتما خوانش را در مرحله  Cyclingدر زمان تنظیم  

  Not Acquiringس روی سپ (11، )تصویر را انتخا  نموده Annealingبخش مربوط به  Cyclingکار در قسمت این

دوبار   Yellowو    Greenهای  در این صفحه روی کانال  نمایش داده شود.  12ای مطابق با تصویر  کلیک کنید تا صفحه

 را بزنید.   okوارد شده و سپس  Acquiring channelsبه قسمت  Available channelsکلیک کنید تا از قسمت 
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 Cyclingدر قسمت   Not Acquiringو سپس گزینه  Annealingانتخا  بخش  -11تصویر 

 

 FAMو   HEXتنظیم نهایی در کانال  - 12تصویر  

 .  باشد نشده میتنظ یگر ید یمرحله چی ه در خوانش  تا دیکن دقت حتما : مهم ینکته

 افزار مشخص کنید. نتایج را برای نرم یرا انتخا  کرده و محل ذخیره Start Runسپس 
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 Start Runانتخا  گزینه  -13تصویر 

 .  کنید نیی خود را تع ی هانمونه رقت  و نو ، نام، دیتوانیم  آن در که شد  خواهد شینما شما  یبرا ریز یصفحه سپس

 
 انتخا  نام ، نو  و رقت نمونه ها  پنجره ی باز شده برای -14تصویر  
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 :Gene Q-Rotorافزار ی مهم در مورد کار با دستگاه نرمنکته

ها با  های حاوی نمونههای اسختاندارد نیاز دارد. تیو به سخریال رقت  Thresholdی صخحی  این دسختگاه برای محاسخبه

ها قرار خواهد  در اختیار آن  Gene Q-Rotorاسختاندارد به همراه کیت و بنا بر درخواسخت کاربران دسختگاه    هایرقت

شخخرکت    علمی یپشخختیبانبا   های اسخختاندارد لطفاًی کار با نمونهگرفت. برای اطلا  از چگونگی تنظیم دسخختگاه و نحوه

را   Gene Q-Rotorفناوری کو ر تماس بگیرید. همچنین در صخورتی که قصخد اسختفاده از این کیت در دسختگاه   زیسخت

 .های استاندارد در کنار کیت برای شما ارسال شوددارید در زمان  بت سفارش این موضو  را مطرح فرمایید تا نمونه

Email: Technicalsupport@kawsarbiotech.com 

 

  

https://kawsarbiotech.com/support/
mailto:Technicalsupport@kawsarbiotech.com


 RealSure SMA DTekt™ Kit User Manual 
Cat. No.: KBC-110408 

32of  19Page  
 

 StepOne/StepOne Plusدستگاه  -3-3

 Assayتعریف و ایجاد   -3-3-1

 (15باز شود. )تصویر  Design your experimentی کلیک کنید تا صفحه New Experimentابتدا بر روی  

 

 StepOne/StepOne Plusنرم افزار دستگاه  یکاربر یصفحه – 15 ریتصو

 ( تنظیمات را به صورت زیر تعیین کنید: 16)تصویر  Experiment Propertiesی سپس در صفحه

 Which instrument are you using، نام آزمایش خود را وارد نمایید. در قسمت  Experiment Nameدر قسمت  

to run the experiment  .نو  دستگاه خود را بر اساس دستگاهی که دارید انتخا  کنید 

Comparative  -Quantitationی  گزینه  What type of experiment do you want to designدر قسمت  

Ct    .را انتخا  کنید 
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 StepOne/StepOne Plusنرم افزار دستگاه  Experiment Properties یصفحه  - 16 ریتصو

 TaqMan  ، گزینهWhich reagents do you want to use to detect the target sequenceدر قسمت  

Reagents  ( 17را انتخا  کنید. )تصویر 

را   standard  ، گزینهWhich ramp speed do you want to include in the instrument runدر قسمت  

 ( 17انتخا  کنید. )تصویر 

 
 StepOne/StepOne Plusنرم افزار دستگاه  Experiment Properties یصفحه ی ادامه  - 17 ریتصو
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 Plate Setupدر قسمت 

 (: 18نیاز است دو مورد تعریف شود )تصویر  Define Targets and Samplesی در صفحه

1 .Internal Control : 

Reporter یرو بر را FAM   وQuencher یبر رو None  دیینما میتنظ . 

2 .SMN: 

Reporter یرا بر رو VIC   وQuencher یبر رو None دیینما می تنظ . 

 های خود را تعریف نمایید. نام نمونه Define Samplesو در قسمت 

 
 Define Targets and Samplesی صفحه Plate Setupقسمت   - 18تصویر 
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مورد نظر خود   چاهک  View Plate Layout( در قسمت  91)تصویر    Assign Targets and Samplesی  در صفحه 

 : را با کلیک کردن بر روی آن انتخا  نموده

 

 Assign Targets and Samplesی صفحه Plate Setupقسمت   - 19تصویر 

ی مورد نظر، آن را به چاهک  با کلیک بر روی نمونه  Assign sample(s) to the selected wellsو سپس در قسمت  

 اختصاص داده شده است:  A1به چاهک  Sample 1، 20تخا  شده اختصاص دهید. مثلا در تصویر ان

 
 مثالی از اختصاص دادن یک نمونه به یک چاهک.  – 20تصویر 
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کلیک نمایید     Internal Controlو    SMN1، بر روی  Assign Target(s) to the selected wellsسپس در قسمت  

 ( 21در آن چاهک تنظیم کنید. )تصویر  Targetتا دستگاه را برای خوانش این دو 

 
 ها به یک چاهک.مثالی از اختصاص دادن تارگت  - 21تصویر 

 تنظیم کنید.  Noneهای خود تکرار نموده،  سپس رنگ رفرنس را روی این فرآیند را برای تک تک نمونه

خود را تعریف کنید. این کار را مطابق با    PCRشود که برنامه واکنش  ما خواسته میاز ش  Run Methodدر قسمت  

تنظیم شود. همچنین   Annealingی  باید فقط روی مرحله  Data Collectionانجام دهید. دقت کنید که    4جدول  

Reaction volume per well    میکرولیتر تنظیم نمایید. و سپس روی آیکون    20را رویStart Run   کلیک کنید تا

 ( 22آغاز گردد. )تصویر  PCRواکنش 

 

 . Run Methodقسمت  - 22تصویر 
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 نتایج  آنالیزتفسیر و   -  4

 آنالیز  روشنرم افزار و   -4-1

نتایج    آنالیزنیست.    Post Amplificationنیازی به انجام مراحل    SMA DTekt™ RealSure نتایج کیت  آنالیزبرای  

 هر کانال قابل انجام است.   tCبسیار سریع و آسان بوده و بعد از به دست آمدن 

  ک ی SMAwareگیرد.  نیز در اختیار کاربر قرار می  SMAWareنرم افزار    ™RealSure SMA DTektدر کنار کیت  

RealSure کیت    حاصل از  یهاداده  آنالیزاست که با    SMAنی ناقل  قیدق  یغربالگر   ینوآورانه برا   یافزارراهکار نرم

SMA DTekt™  ژن  7اگزون    یها ح    یو کم  قیدق  لیامکان تحلSMN1  را    جیتاافزار ننرم  ن ی.اکندیرا فراهم م

نه تنها   SMAware.  دهدیارائه م  مت،یقگران  زاتیبه تجه  ازیتر، بدون نصورت مطمئنکمتر و به  نهیبا هز  تر،عیسر

 . شودی، ناقل و مبتلا تفاوت قائل مسالمافراد   نیبلکه ب ،کندیم ییرا شناسا نیناقل

 SMAwareنحوه استفاده از نرم افزار   -4-2

درسخخایت شخخرکت   محصخخول  ی مسخختنداتصخخفحهدر   دموجو  راهنمای کاربری نرم افزاربرای اسخختفاده از نرم افزار  

 فناوری کو ر را مطالعه نمائید.زیست

اسختفاده از نرم افزا بسخیار آسخان اسخت و فقط باید اطلاعات دریافتی از نرم افزار را در اکسخل اسختاندارد نتایج وارد کرده 

در سخایت شخرکت زیسخت  ی مسختندات محصخولصخفحه هباز کنید. برای دریافت اکسخل اسختاندارد نتایج ب  و در نرم افزار

 فناوری کو ر مراجعه نمائید.

وارد نموده تا   ررا در نرم افزا مبتلا، ناقل و  سخالم های کنترلعات مربوط به نمونهتوجه نمائید که ضخروری اسخت که اطلا

 ی آنالیز وجود ندارد.  ی باز کردن اکسل استاندارد نتایج برسید. در غیر این صورت امکان ادامهبه مرحله

ممکن نیسخخت. قبل از شخخرو  کار با نرم ی مهم: اسخختفاده از نرم افزار بدون متصخخل بودن قفل فیزیکی به کامپیوتر نکته

ی قفل نرم افزار با بخش فروش تهیهاطمینان حاصخل کنید. برای    USBن قفل فیزیکی آن به پورت افزار از متصخل بود

 یا از راه ایمیل زیر با ما در تماس باشید.  بگیرید سفناوری کو ر تمایا پشتیبانی علمی شرکت زیست

Email: Technicalsupport@kawsarbiotech.com 

 

 

 

 

 SMA DTekt™  RealSureنتایج   آنالیزراهنمای عمومی برای   -4-3

 مراجعه کنید.  دستگاه   آن  دستورالعملبه  Real Time PCRدستگاه   افزارنرم  ی کار بانحوهجزئیات  برای آموزش 

https://kawsarbiotech.com/product/realsure-sma/
https://kawsarbiotech.com/product/realsure-sma/
https://kawsarbiotech.com/product/realsure-sma/
mailto:Technicalsupport@kawsarbiotech.com
https://biomolecularsystems.com/mic-pcr/
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 معیارهای تفسیر  -4-3-1

کند، معیارهای دیگری نیز وجود  تعیین می  tCبر اسخاس  را    SMN1که تعداد نسخ  ژن   SMAwareنرم افزار  علاوه بر 

 عبارتند از:دهند. این معیارها  را نشان می  PCRکیفیت و صحت واکنش ریل تایم دارند که 

اعلام شخده توسخط دسختگاه    tC: درسختی شخکل سخیگموئیدی نمودار اهمیت زیادی در صخحت های  تکثیرشخکل منحنی -1

حاصخخل از منحنی   tC  غیراسخختاندارد نمایش داده شخخده اسخخت. اسخختاندارد و از منحنی  اینمونه  23در تصخخویر    دارد.

 غیراستاندارد قابل اعتماد نیست و نیاز به تکرار آزمایش وجود دارد.

 
 ای از شکل منحنی استاندارد و غیراستاندارد نمونه  -23تصویر 

 

    ی و از گزینه  نشخخوندکه این مقادیر به صخخورت دسخختی تنظیم    شخخودتوصخخیه می  :hresholdTو    Baselineمقادیر   -2

threshold set Auto استفاده شود.فرض انتخا  شده( )که به صورت پیش 

یا    8/0حدود    Efficiency: برای هر نمونه  MICافزار محاسخخبه شخخده توسخخط نرم 2Rو    Efficiencyبررسخخی مقادیر  -3

 مقادیر مناسبی برای هر واکنش هستند.  98/0بالاتر از   2Rبالاتر و  

های استاندارد و رسم منحنی استاندارد نیز موارد زیر در بررسی کیفیت آزمایش انجام در صورت استفاده از نمونه -4

 کننده هستند:شده کمک

 تکثیر Efficiencyشیب نمودار و  •

• 2R نمودار 

 پرت  هایداده •

 عرض از مبدا نمودار •

  

 منحنی استاندارد

 منحنی غیراستاندارد
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 و پایداری کیتکلینیکال  ،  های آنالیتیکیتستنتایج    -5

 (recisionP)  های دقتنتایج تست  -5-1

میزان تطابق نتایج تسخخخت یک نمونه در   یدهندهبوده و نشخخخاناین بخش شخخخامل قابلیخت تکرارپ یری و تولیخد مجخدد  

 کیت و روز انجام است. Lotدفعات مختلف و با تغییر عواملی همچون کاربر تست، دستگاه،  

  6کیت( از    LODی  غلظت مختلف )در محدوده  6کو ر،  شرکت زیست فناوری  برای بررسی تکرارپ یری نتایج کیت  

روز تست شدند. این بررسی   5و در   متفاوت  Lot  دوبا   دو نمونه بیمار  و  ی ناقلدو نمونه،  ی نرمالنمونه شامل دو نمونه

با توجه به منابع موجود، انحرا  معیار کمتر  . دادهای هر ژن و هر نمونه را در تکرارهای مختلف نشان tCمشابه بودن 

درصد    5کمتر از  و با مقدار    عنوان شاخصی از تکرارپ یری بین لات نامبرهای مختلفبه  (CV)  و ضریب تغییرات  5/0از  

   .دهنده عملکرد پایدار و قابل اعتماد کیت استنشان

 الهای حساسیت و اختصاصیت آنالیتیکنتایج تست  -5-2

 حساسیت آنالیتیکال  -5-2-1

  ی اول کیت قابلیت تکثیر و تشخیص الگو است که در درجه  DNAی حداقل مقدار  دهندهنشانحساسیت آنالیتیکال  

(DetectionLimit Of )  به درستی میزانی دوم  آن را داشته و در درجه  (Limit Of Quantification)  ن را تشخیص  آ

 . بدهد

نانوگرم    6را با حداقل غلظت    SMN1نشان داد که این کیت قابلیت تشخیص وجود و تکثیر ژن  نتایج این آزمایش  

مقدار    DNAنمونه بیمار دارد. با این حال بهینه ترین غلظت    نانوگرم برای  6نانوگرم برای ناقل و    25برای نمونه سالم،  

 با این مقدار انجام گیرد. ™RealSure SMA DTektشود تست های کیت  نانوگرم است که توصیه می  50

 اختصاصیت آنالیتیکال  -5-2-1

ی تا یری در نتیجه تکثیر کرده و نواحی ژنومی دیگر  به این معناسخت که کیت تنها ژن هد  رااختصخاصخیت آنالیتیکال 

 .  گ ارندتشخیصی آن  نمی

و تعداد نس  آن    نوکلئوتید با آن تفاوت دارد  5تنها    بوده،  SMN1همولوگ ژن  که     SMN2با توجه به وجود ژن  

به همین دلیل بسیاری برخوردار است.  ، اختصاصیت آنالیتیکال در این کیت از اهمیت  نداردزایی  تا یری در بیماری

بررسی  بودند با استفاده از این کیت   SMN2های متعدد  ( که دارای نسخهSMN1ژن    فاقدی بیمار )تعداد زیادی نمونه

را   SMN1است که کیت به طور اختصاصی ژن    آنها گویای  در این نمونه  SMN1در کانال    tCشدند. به دست نیامدن  

 . شته استآن تا یری ندا شخیصی ی تنتیجه در  SMN2تکثیر کرده و تعداد نس  

 های کلینیکال  نتایج بررسی  -5-3

 RealSure SMAدو کیت   که دو مرتبه بانمونه ناقل اسخختفاده شخخد  115نمونه سخخالم و    184برای انجام این تسخخت از 

DTekt  .100مختلف بررسخخی شخخد.( همچنین    نمونه دو مرتبه با دو لات نامبر  299) با شخخماره لات متفاوت انجام شخخد  
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حسخخاسخخیت و نتایج این تسخخت نشخخان داد  نمونه بیمار دو مرتبه با دو کیت به شخخماره لات متفاوت نیز آزمایش شخخد.  

 .درصد است  98.91درصد و    99.57  اختصاصیت کلینیکال کیت به ترتیب برابر

 Accelerated های پایدارینتایج تست  -5-4

اند که این  گراد نشان دادهسانتی  یدرجه  4و    22  ،37( در دماهای  Acceleratedه )های پایداری تسریع شدتست

پس از این مدت روند رو به افول  کند. پس از تولید قابلیت تشخیص و صحت عملکرد خود را حفظ می ماه 18کیت تا  

گراد، تا  سانتی  یدرجه  - 20که علاوه بر نگهداری کیت در دمای    شودشود. بنابراین توصیه میعملکرد کیت آغاز می

 قبل از تاری  انقضای کیت از آن استفاده نمایید. 

 توصیه:

های کمتر الیکوت کرده  جهت جلوگیری از احتمال بروز آلودگی در استفاده متعدد از کیت، آن را در حجم بهتر است 

پایداری و عملکرد    آلودگی،نید. بدین ترتیب علاوه بر کاهش احتمال  ها را مصر  کو در هر بار استفاده یکی از آن

 گیرد.کمتر تحت تا یر ی  زدن و ی  زدایی قرار میمحصول نیز 

 های تولید مجددنتایج تست  -5-5

  ،سری ساخت  ،runمحل،    ،انجام تست  روز  همچون  در شرایط مختلفرا  تغییرات احتمالی نتایج    مجدد،  تولید   قابلیت

 تاییدمجدد و    تولید  ی قابلیتبررس . جهتدهد  نشان می  batch)-run (inter-Between  و تحت عنوان  کاربر و ابزار

)  6با    مختلفشماره ساخت    2،  عملکرد کیت روز    5در   نمونه ناقل( و  2و    نمونه بیمار   2،  نمونه سالم  2نمونه  ابت 

قابلیت تشخیصی   دهدنتایج تست نشان میردید. تست گ RealSure SMA DTekt™کیت   مختلف توسط دو کاربر با

 کیت با وجود تغییر شرایط حفظ شده است.  

 use Stability-inهای نتایج تست  -5-7

در شررایط  تواند  اولین باز شخدن بسخته بندی و یا اسختفاده، میت تا چه زمانی بعد از یکند که کبررسخی می in useتسخت 

  ی درجه سخخانت  20 یتسخخت در دما  نیا .بدون اینکه عملکرد یا کیفیت آن دچار افت شخخود شررده نگهداری شررودتوصرریه

 تاییدمحصخخول، و   in useی پایداری  بررسخخ  . جهتاسخخت رفتهیصخخورت پ  زیدفر-زیفر  طیصخخفر و با شخخرا ریگراد ز

این صخخورت که نمونه ناقل( آزمایش شخخد به  2نمونه سخخالم و    2نمونه  ابت )چهار  شخخماره سخخاخت با  1، عملکرد کیت

 .  شدیقرار داده م  زریقرار گرفته و سپس دوباره در فر طیمح یدر دما قهیهر روز به مدت ده دق محصول

( شدن عملکرد خود  thaw-Freezeبار فریز دفریز )  50تا   RealSure SMA DTektنتایج گویای آن است که کیت  

با توجه به اینکه بیشترین حجم تولیدی کیت   با این    100را حفظ خواهد کرد اما  واکنش است و برای انجام تست 

واکنش )نمونه کنترل نرمال، بیمار و ناقل کیت به همراه یک کنترل منفی و حداقل یک نمونه مورد    5محصول حداقل  

دفعه میتوان از این کیت استفاده کرد که در این    20، در بیشترین حالت  بررسی( در هر بار استفاده مورد نیاز است

 شود. دفعه فریز و دفریز شدن محصول، عملکرد آن تغییری نخواهد کرد و خطا در تشخیص مشاهده نمی  20زمان و با  
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 های حمل و نقلنتایج تست  -5-8

برای کیت بالاتر می    -C20˚مای تعیین شده  که از د  C37˚با توجه به نتایج حاصل از تست های تسریع شده دمای  

نتیجه گرفت که کیت  باشد، می در صورت حمل محصول در دماهای بالاتر از دمای    RealSure SMA DTektتوان 

به مدت طولانی حفظ می قابلیت عملکرد مطلو  خود را  نیز  این حال  نگهداری محصول حتی دمای محیط،  با  نماید. 

 شود. برای ارسال به مشتری میتوصیه به حفظ زنجیره سرد 

 خطایابی –  6

فناوری کو ر تماس شخرکت زیسخت  علمیپشختیبانی مشخکلات فنی و تکنیکی با  در صخورت نیاز به راهنمایی یا هرگونه 

 بگیرید.

  Email: technicalsupport@kawsarbiotech.com 

 مشکل دیده شده  دلیل و راه حل احتمالی 

غلظت :الگو  DNAکمبود که  کنید  حاصل  در    DNAاطمینان  واکنش  در 

است که توسط پروتکل کیت توصیه شده است. در صورت    ای محدوده بهینه

 .کنیدگیری  مقدار آن را با دقت اندازهکرده و    استخراجتازه را     DNAلزوم،  

 هیچ تکثیری انجام نشود

تواند باعث ایجاد خطا  کالیبر نبودن دستگاه و مشکلات فنی دستگاه نیز می

انجام ندهد، مطمئن    شود و با وجود به انجام رسیدن واکنش دستگاه خوانش

 شوید دستگاه به صورت دوره ای چکاپ شده باشد. 

  و  باشد نشده لودهآ در ا ر خطا  کسیم مریپرا و یکروتیم دیشو مطمئن

  ،یاصل و یکروتیم از است بهتر  نباشد نور برخورد  ا ر در یطولان مدت

  در تا دییفرما هیته نور مانع یهاو یکروتی م در کمتر حجم با یهااستوک

 .نشود آلوده کسیم مری پرا همه خطا ا ر

مصرفی   مواد  و  بافرها  و  PCRآلودگی  کنید  استفاده  تازه  مواد  و  بافر  از   :

شود مستر میکس در یک مطمئن شوید که آلودگی وجود ندارد. توصیه می

 ( تهیه شود.PCR-Preمحیط تمیز )

 وجود سیگنال پس زمینه زیاد 

غیر انتخابی    DNAقطعاتکنید تا غلظت    را رقیق  DNAالگو:    DNAآلودگی  

بهترین تکثیر و  الگو را بهینه کنید تا    DNAدر واکنش کاهش یابد. غلظت

 کمترین سیگنال پس زمینه حاصل شود.

های آلوده بودن دستگاه: ممکن است در ا ر نشت از میکروتیو  در تست

ال اضافی در برخی  آلوده شده باشد و باعث شود سیگن   DNAقبل دستگاه به  

 ها دیده شود. چاهک

https://kawsarbiotech.com/support/
mailto:technicalsupport@kawsarbiotech.com
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بهینه نبودن شرایط واکنش: هر آزمایشگاه نیاز است کیت را مطابق دستگاه  

 خود بهینه سازی کند و دما و شرایط واکنش را بر اساس تنظیم نماید. 
 2تکثیر ناقص یا منحنی تکثیر مسط 

 ها و سلب مسئولیتمحدودیت –  7

توسط فرد    د یبا  د،یآیبه دست م  یگرید  یصیتشخ  تیهر ک  ای  ™RealSure SMA DTektتیکه از ک  یاجهیهر نت

  ینادرست   ریرا در قبال استفاده نادرست و تفس  یتیمسئول  چگونهیه زیست فناوری کو ر شود. شرکت  ریمتخصص تفس

نتابر عهده نخواهد گرفت  شود،یانجام م  یشگاه یکه توسط هر آزما   RealSure SMAتیاز ک  هبه دست آمد  جی. 

ekt™tD  شرکت  نیاستفاده شود، بنابرا  یکل  یکینیکل  تینشان دادن وضع  یتنها برا  دیبا  گرید  یصیتشخ  تیهر ک  ای 

 .شود گرفته یمشتر ا یکاربر  شگاهیباشد که توسط آزما ینیبال میمسئول هر تصم تواندینمزیست فناوری کو ر 

 .شده است  یطراح عصبی یعضلان  ناقلین بیماری آتروفی صیمنظور تشخبه تنها   ™RealSure SMA DTektتیک

شده است و کاربر تمام   ی طراح   یقاتیاستفاده تحق  یبرا  ™RealSure SMA DTektتی که ک  دی توجه داشته باش  لطفاً

از جمله   PCRتیهنگام استفاده از هر گونه ک  شودیم  هیرا بر عهده دارد. توص  ینیبال  بررسیاستفاده آن در    تیمسئول

 .دیعملکرد را مطالعه کن ن یبهتر ی هاییراهنما  ™RealSure SMA DTektتیک

  

 

2 Plateau 
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 هشدار ایمنی  -8

 شود.  استفاده طیو واجد شرا یاتوسط شخص حرفه دیبا RealSure SMA DTekt™  تکی •

  ی نمونه برا  یسخخازژل، آماده  یکردن نمونه بر رو DNA،  Runاسخختخراج   ندیکه فرا یفرد  ای  شخخگاهیآزما نیتکنسخخ  •

  بار انیاز ا رات ز  یریجلوگ برایقبل از شخرو  کار    دیبا  د،ینمایرا فراهم م رهیو غ PCRریل تایم خوانش در دسختگاه  

 .  دینما  مطالعهاز موارد ذکر شده را    کیدستورالعمل هر   ،ییایمیمواد ش

 .دیکن رهیشرح داده شده ذخ  (MSDS)  کاربر  یرا همان گونه که در راهنما تیتمام اجزاء ک •

 جدا باشد.  دیبا  PCR  ندیمحل کار قبل و بعد از فرا •

و دسختکش    یمنیا نکیع  شخگاه،یاز روپوش آزما ،یاز بروز آلودگ یریجلوگ  برای.  دیرا کم کن  ییایمیتماس با مواد شخ  •

 .دییمصر  مخصوص استفاده نما  کباری

 .دیینما زیتم  %70و الکل   %10 آ  ژاولرا با    لیوسا  هیکار و کل زیم ،یاز بروز آلودگ  یریجلوگ  برای •

 .دییفرما  تیرا رعا  ییایمیو دفع مواد ش  ینگهدار  ،یساز رهیمربوط به ذخ   نیقوان •

 .دیکن  تیرا رعا  شگاهیکار در آزما زیقبل از تولد و ن صیدر خصوص تشخ  یکشور  یجار  نیقوان •

برگزار   رانیپاسخخختور ا تویدر انسخخخت  ییهادوره  نی. چندیکن  تیرا رعا  شخخخگاهیآزما طیدر مح یسخخختیز  یمنیا  یراهنما •

 شود.یم

 :دییمراجعه نما زیر  تیبه سا دیتوانیم  شتریاطلاعات ب  یبرا •

https://www.dartmouth.edu/~ehs/chemical/lab_calendar_2006.pdf 

 

 

https://www.dartmouth.edu/~ehs/chemical/lab_calendar_2006.pdf
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 (Symbol)علائم   -9

 

 

 

 

 

 توضیحات  علائم

 
 نام و آدرس تولید کننده 

 
 یقاتیصرفاً تحق

 
 تعداد تست موجود 

 
 تولید  سری  شماره

 
 پایین دمای نگهداری حد بالا و 

 
 شماره کاتالوگ تولید کننده 

 

 تاریخ تولید 

 
 تاریخ انقضاء 

 
 کنترل DNAکد 

 
 دستورالعمل استفاده 

 
 برگه اطلاعات

 
 بارکد محصول 
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