
 
 معرفی و کاربرد 

سریع با حساسیت بالا به منظور   PCRیک روش    ، کیت تشخیص آلودگی مایکوپلاسما سیناکلون

های مایکوپلاسما در محیط کشت سلولی ارائه داده است. تمام مواد مورد نیاز شناسایی آلودگی 

منظور افزایش دقت و کاهش امکان خطا   به   .موجود استدر کیت    PCRجهت انجام واکنش  

 Nested PCRمایکوپلاسما به شیوه    طراحی پرایمرهای  ،در تشخیص آلودگی محیط کشت

. در نتیجه شود، که این امر منجر به افزایش حساسیت و اختصاصیت کیت میانجام شده است

DNA  هایی نظیر  سلول یا آلودگی  ، سایر منابع نظیر بافتE.coli    قابل تکثیر در فرایندPCR 

منشا   %95که تقریبا بالای    مایکوپلاسما،  باشد. این کیت توانایی شناسایی هشت گونه اصلی نمی

سلولی   کشت  محیط  را  هستندآلودگی  می،  گونه  .باشددارا  شامل:این  ، M.arginini  ها 

M.fermentans  ،M.hominis  ،M.hyorhinis  ،M.orale  ،M.pirum  ،M.salivarium    و

A.laidlawii  .قابل شناسایی هستند که   هاهای مثبت به راحتی از روی باند ژل آگارز آننمونه

 مرحله دوم قابل شناسایی است. PCRعنوان محصول هب 426bp تا 219bpز ا

 تجهیزات مورد نیاز 
 و مواد  زاتیتجه ردیف 

 وژ یکروفیم 1

 گرادیسانت یدرجه 95و  60 یبلاک در دما تریه 2

 ژل آگارز  زاتیتجه 3

 دستگاه ترموسایکلر 4
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Mycoplasma PCR Detection Kit 

20 TESTS   
PK3132  

  
Wet Ice 

  

                               
 

 محتویات کیت

موجود  باتیترک  محتویات  حجم 

هضم کننده  می+ آنززکننده یل باتیترک  2ml  بافر لیز 

، dNTPا، شده از بافره  نهیشامل مقدار به ریتکث بافر

 مرها یپرا  کسیو م Taq DNA Polymerase میآنز
290µl PCR Mix I 

، dNTPا، شده از بافره  نهیشامل مقدار به ریتکث بافر

 مرها یپرا  کسیو م Taq DNA Polymerase میآنز
290µl PCR Mix II 

_ 3ml  آب دیونیزه 
_ 10ml  کنترل مثبت 
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  PCR  انجام 

 به نکات زیر دقت کنید: PCRقبل از انجام واکنش 

 .گیردی مستقل انجام هاو تشخیص آن در مکان PCR سازی موادآماده  ,سازی نمونهماده آ  •
 . استفاده شود PCR سازی مواداز هود لامینار جهت آماده  •
 . کیت جدا خودداری کنیدکنترل مثبت   به هانمونه از آلودگی •

 PCRمرحله اول واکنش 

 .کنید  بیبا هم ترک ریبراساس جدول زرا واکنش مرحله اول   ازیمواد مورد ن .1

کنترل   کنترل منفی نمونه ترکیبات 

 مثبت 

PCR Mix I 14.5µl 14.5µl 14.5µl 

  1µl - - کنترل مثبت 

 - - 5µl نمونه 

 5.5µl 10.5µl 9. µl آب

 25µl 25µl 25µl حجم نهایی 

  ن یو اسپپپ دیرا ببند  میکروتیوبدرب  .  دیکن  پتاژیپ یبه آرامموجود در هر میکروتیوب را مواد  .2

 جمع گردد. یبه خوب  میکروتیوبتا محلول در ته  دیکن

 .اجرا کنیدرا  ریز دماییو پروتکل گذاشته   کلریرا درون ترموسا هامیکروتیوبسپس  .3

 است : ریدر مرحله اول و دوم تست به شرح ز PCRبرنامه   .4

Initial denaturation: 94°C for 2min 

Cycles Time (seconds) Temperature 

(°C) 

25 

40 94 Denaturation 

40 55 Annealing 

40 40 Elongation 

Final elongation :72°C for 1min/ 4°C on hold 

  ، و محصول  ستینمونه ن یبه گذاشتن ژل الکتروفورز افق  یازین  PCRپس از اتمام مرحله اول   .5

                                                      (4).شودیبه مرحله دوم واکنش منتقل م  میمستق

 

را بپا توجپه بپه    PCR MIX IIو    PCR Mix I  یهپامحلول  ت،یپ لطفپا قبپل از اسپپپتفپاده از ک توجهه 

شپپده خود یبندمیتقسپپ   یهاالیکرده  و در هر بار اسپپتفاده از و  میخود تقسپپ  ازیمورد ن  زانیم

 .دیکن ینگهدار گرادیدرجه سانت -20یها را در دماو آن دییاستفاده نما

 روش کار

 تهیه نمونه

 آوری سلول:عجم.  1
 510تا   410 کیت  انجام مراحل  مورد نیاز جهت  سپلولتعداد  : سپوسپپانسپیون یهاسپلول •

 .باشدسلول می

  طیو در مح دیرا توسپط اسپکارپر از سپطلا فلاسپک جدا کن  هاسپلول  چسپبنده: یهاسپلول •

  EDTA ای نیپسپ یبا تر  هاسپلول شپودیم  شپنهادی. پدیدرآورد ونیصپورت سپوسپپانسپ هکشپت ب

 .دنشویم کوپلاسمایرفتن ما  نیمواد باعث از ب نیچون ا  نشوند جدا

و در  دیزیبر زیتم  وبیکروتیم کیسپلول  را درون    510تا    410)  ونیسپوسپپانسپ  یهاسپلول.  2

 .دیرسوب ده قهیدق 5به مدت  13000rpm در دور C˚4 یدما

  PBS (1x)بپا بپافر    مرتبپه  2را    هپا. سپپپلولدیپ زیو بپا دقپت سپپپوپرنپاتپانپت را دور بر  یبپه آرام.  3

 .دیشستشو داده و مجددا رسوب ده

  و  خوبی در آن حل کنیدبریزید و رسپپوب را به  زیبافر ل 100µl، یرسپپوب سپپلول بر روی.  4

 .دیورتکس کن

و   دیانکوبه کن  C˚60  یساعت در دما  کیرا به مدت  هاو سلول زیبافر ل  یحاو  وبیکروتیم.  5

 .دیقرار ده C˚60 یو مجددا درون دما دیرا وارونه کن الیمدت چند بار و نیدر ا

 .دیانکوبه کن C˚95 یدر دما  قهیدق 10سپس نمونه را . 6

و سپپپس  دیرسپپوب ده  قهیدق 5به مدت  rpm 13000 را در دور  یسپپلول  عاتیضپپا.  7

 د.یمنتقل کن زیتم  وبیکروتیبه م یسوپرناتانت آن را به آرام

 آماده است. PCR یبرا نمونهمرحله   نیدر ا*
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 آنالیز/نتیجه گیری 

و در صپورت  باشپد  290bp در محدوده باید    حاوی کنترل مثبت  تسپتشپده در  باند مشپاهده 

 .مشاهده نخواهد شد  یدر نمونه کنترل منف یباند PCR  بودن مراحل لایصح

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Species Second stage PCR 
size 

M. arginini 236 
M. fermentans 365 
M. hominis 236 
M. hyorhinus 315 
M. Orale 290 
M. pirum 323 
M. salivarum 269 
A. laidlawii 426,219 
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 PCRمرحله دوم واکنش 

واکنش  ازیمواد مورد نببرید و  عنوان الگو در مرحله دوم بکار هب را  PCR  محصپول مرحله اول .1

 .کنید  بیبا هم ترک ریجدول زبراساس  را  دوممرحله  

 کنترل منفی نمونه و کنترل مثبت  ترکیبات 

PCR Mix II 14.5µl 14.5µl 
 - 5µl )از واکنش اول   نمونه

 5.5µl 10.5µl آب

 25µl 25µl حجم نهایی 

جهت  و  دیکن  یبارگذار %2ژل   یرا برو PCRاز محصپپپول   10µlمرحله دوم   انیپس از پا .2

 .استفاده کنید bp 100لدر  شده ترجیحا ازباندهای مشاهده بررسی سایز 
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 شکلات احتمالیم

 راه حل  دلیل احتمالی  مشکل 

 مشاهده باند در کنترل منفی 
آلودگی میکس مواد  

PCR 

 تکرار تست با مواد جدید  -

سازی جداسازی مکان آماده  -

و افزودن کنترل  PCRمیکس  

 مثبت  

در خارج از  مشاهده باند  

 محدوده آلودگی مایکوپلاسما 

  تعداد بالابودن

 PCRی هاسیکل 

مایکوپلاسما را   آلودگیاین باندها 

تکرار  دهند و نیازی به نشان نمی 

 تست نیست. 

 کنترل مثبت عدم مشاهده باند 
انجام نشدن صحیلا 

 PCRفرآیند 

ب مطابق با  تکرار تست دقیقا 

 بروشور  PCRبرنامه  

ی  محدوده باند در مشاهده دو 

 در کنترل مثبت 500و  300

لگوی  بالابودن غلطت در ا

 ی اولمرحله 

مشاهده ی باند مرحله ی اول در 

Nested PCR و   محتمل است

 تکرار تست نیست. نیازی به 

 

 علائم و راهنماها 
Definitions Signs Definitions Signs 

Name and address of the 
manufacturer of the 

product 

 
Temperature range on 

product use 

 

Product technical code  For Research Use Only 
 

  Number of usable tests  
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