
1 
 

PCRITD 5.0 Kit-Poliovirus rRT 

 الاصدار الخامس  المتسلسل البلمرة تفاعلباستخدام شلل الأطفال  سلالاتبين  الهوية للتمييز اختبار  

 فيروس شلل الأطفال بدعم من المبادرة العالمية لاستئصال شلل الأطفالسلالات دوات لتحري التمييز بين الأحقيبة 

 :Kit Components)) الحقيبة مكونات

 رباعية أنبوبةهي: ) لأنابيباوهذه (، probes) جساتوالم( primers) الممهدةالبادئات  تحتوي عليصغيرة  أنابيب 6علبة واحدة فيها 

، (Quadruplex EV+Sabin سابينالسلالات الثلاث لفيروس شلل الأطفال الفيروسات المعوية + اربعة كواشف:  تحتوي علي

(، WPV1لشلل الأطفال ) شرسمن الفيروس ال 1 سلالةلل أنبوبة خاصةو(، PanPVفيروسات شلل الأطفال ) عمومب أنبوبة خاصةو

 شرسلفيروس شلل الأطفال ال I-3  سلالةلل خاصة وأنبوبة(، PV Type 2من فيروس شلل الأطفال ) 2 سلالةلل أنبوبة خاصةو

(WPV3-I ،)3 سلالةلل أنبوبة خاصةو-II  شرسشلل الأطفال ال لفيروس (WPV3-II كما تتضمن العلبة أيضًا ،)خاصةأنابيب  3 

ر أحماض نوويةالإيجابية هي  محدداتوالمعها.  مرفقةأنابيب من الماء، ونسخة واحدة من هذه النشرة  7، ويجابيةالإ بالمحددات  ةمحضَّ

 (Sabin) سابينبالفيروس  الخاص لأيجابيا محددالالعدوى، ويمكن استخدام  سببتولا ( lyophilizedبالتَّجْفيد )التجفيف والتجميد( )

وعموم  (Quadruplex EV+Sabinسابين )شلل الأطفال فيروس السلالات الثلاث ل+  كل من رباعية الفيروسات المعوية فحصل

 (.PV Type 2من فيروس شلل الأطفال ) 2 سلالة( و الPanPVفيروسات شلل الأطفال )

 :هيتتضمنها حقيبة الأدوات  لاوالكواشف والإنزيمات الإضافية والضرورية والتي 

 Quanta Biosciences qScript XLT One-Step RT-qPCR ToughMix (CAT#95132-500) or 

Promega GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR System (CAT#A6120.) 

من  المجموعة هذه وتقييم تطوير في تم استخدامه هو ماالكواشف والإنزيمات الإضافية من  هذه النشرة في تم ذكره مامع الاعتبار ان 

 .يعَُدّ اعتمادًا نوعيًا لها لاو (probes) جسات( والمprimers) الممهدةالبادئات 

ل كل مختبر مسؤولية العثور على البدائل الملائمة  منتجةبين شركة  الكواشف والإنزيمات الإضافيةيتفاوت توافر  وقد وأخرى، ويتحمَّ

 عند الضرورة.

  (Real-Time RT-PCR Reactions) محدد في وقتالبلمرة المتسلسل -تفاعل التناسخ العكسي

 ،(probes) جسات( والمprimers) الممهدةالبادئات و والتاريخ، الاسم،بكتابة  PCR المتسلسل البلمرة تفاعل عمل ورقة املأ -1
الخاصين  الحاسوبي والبرنامج thermocycler الحراري مدورال جهاز من لكل التعريفية والرموز ،وأرقام العينات وترتيبها

 .بالتفاعل
 والمحددات الايجابية والسلبية العيَِّّنات من لكل وذلك أماكن العينات لتسمية الحراري مدورلل الحاسوبي البرنامج استخدم ()أ

 مكونات الحقيبةوالغير معدي المتوفر ضمن  سلالةواحد من الحمض النووي والخاص بكل  تعيين محدد ايجابي ()ب
(Poliovirus rRT-PCRITD 5.0 Kit ) 

 الاحتفاظ مع الغرفة، حرارة درجة في (PCR) المتسلسل البلمرة تفاعل وكواشف الايجابية الفيروسية العزلات تدفئة -2

 .الاختبار لإجراء التحضير فترة طيلة الثلج فيالخاصة بالتفاعل  بالإنزيمات

 بادئة)مزيج  كل اسم مدون عليه لتر ليلم 1.5 منها كل سعة التي الدقيقة الأنابيب على كتابة البيانات: الإنزيمي المزيج تحضير -3

 : البيولوجيةالحيوية و بالسلامةكابينة خاصة  داخل التالية الخطوات واتبعومرقمة بأرقام العينات،  primer/probe ممهدة /مجس(

 :   qPCR System-Step RT-Promega GoTaq® Prob 1المستخدم هو الكاشف كان إذا (أ)

ممهدة  )بادئة مزيج من كرولتريم 1 مع GoTaqProb 1-Step Master Mix الرئيسي المزيج من كرولتريم 10 امزج

 وكليازيالن إنزيم من الخالي الماء من ميكرولتر 7.6 و ، GoScript RT Mix مزيج منميكرولتر  0.4 و ،مجس( /

(dH2O ثم.)1 أضفثم  ،3الأنابيب التي تم تحضيرها مسبقا في الخطوة  إلى التفاعلي المحلولمزيج  من ميكرولتر 19 وزع 

 .كرولتريم 20الخليط  حجم مجمل ليصبح المطلوب اختبارها(  template) الفيروسية الايجابية العزلات من كرولتريم

 كرولتريم 1 مع ، ToughMix من كرولتريم 10 امزج: Quanta ToughMix Kit الكاشف المستخدم هو كان إذا (ب)

 من ميكرولتر 19 وزع ثم. dH2O وكليازيالن إنزيم من الخالي الماء من كرولتريم 8 و ،ممهدة /مجس(  )بادئة مزيج من

الفيروسية  العزلات من ميكرولتر 1 ثم أضف ، 3الأنابيب التي تم تحضيرها مسبقا في الخطوة  إلى التفاعلي المحلولمزيج 

 .ميكرولتر 20 حجم الخليط الي مجمل ليصبح ( المطلوب اختبارها template) الايجابية
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ر: العينات من كبيرة أعداد مع للتعامل -4  primer/probe مجس(/ممهدة  )بادئة مجموعات من مجموعة لكل رئيسيًا مزيجًا حضِّّ

 :المثال سبيل فعلى ،من المزيج المطلوب لتحديد الحجم للعينات الإجمالي العدد بضرب وذلك

 ،10 العينات عدد وكان ،Promega GoTaq® Prob 1-Step RT-qPCR System الكاشف كان إذا  ()أ

 فيكون ، GoTaqProb 1-Step Master Mix الرئيسي المزيج من ميكرولتر 10 في( العينات عدد وهو) 10 اضرب

 واضرب منه، ميكرولتر 4 الناتج فيكون ،GoScript RT Mix مزيج من 0.4 في 10 واضرب منه، ميكرولتر 100 الناتج

 في 10 واضرب ،ميكرولتر  10 الناتج فيكون ، primer/probe ممهدة /مجس( )بادئة مزيج من ميكرولتر 1 مع في 10

مزيج  من ميكرولتر 19 وزع ثم .ميكرولتر 76 الناتج فيكون ، dH2O النيوكلياز إنزيم من خال   ماء من ميكرولتر 7.6

 الأنابيب التي تم تحضيرها  إلى التفاعلي المحلول

 من كرولتريم 10 في( العينات عدد وهو) 10 اضرب :Quanta ToughMix Kit الأدوات حقيبة كانت إذا  ()ب

ToughMix ، ممهدة /مجس(  )بادئة مزيج من كرولتريم 1 في 10 واضرب ، كرولتريم 100 الناتج فيكون

primer/probe ، وكليازيالن إنزيم من الخالي الماء من كرولتريم 8 في 10 واضرب ، كرولتريم 10 الناتج فيكون 

dH2O، الأنابيب التي تم تحضيرها  إلى التفاعلي المحلولمزيج  من ميكرولتر 19 وزع ثم ، كرولتريم 80 الناتج فيكون 

طارد ، واستخدم دقيقة ة طارد مركزيأنبوب( وضعها في يجابية العزل علي الخلايا الحيةالاتحضير العينات: خذ العينة ) -5

العينة في الأنبوب الدقيق بدرجة حرارة الغرفة وبسرعة  (centrifuge) دويرلت ( Tube-Strip PicoFugeمركزي )

يمكن  spun العينة يتم تدوير)وعندما دورة في الدقيقة( ولمدة دقيقتين.  6400دورة في الدقيقة )وبحد أقصى  5000

في  حفظهابعد  spin-re ثانية ويجب اعادة تدويرها مرةاللزوم،  عندلإعادة استعمالها  -C020في درجة حرارة  حفظها

 (.-C020درجة حرارة 

( Control RNA -لأيجابيا محددالمن  كرولتريم 1)أو  كرولتريم 1من كل عينة  )الطبقة العلوية(ذ من السائل الطافي خ -6

 Real-Time RT-PCR) محدد وقت فيالبلمرة المتسلسل -تفاعل التناسخ العكسيان . ةالملائم التفاعل أنبوبةوأضفه إلى 

Reactions)  درجة حرارة  التسخين عند يحتاجلاC095  المستخلص حمض النوويالمن  كرولتريم 1. ويمكن استخدام 

(extracted RNA) .إلا أن ذلك عمومًا غير مطلوب ،  

نوع الجهاز ملف التشغيل استنادًا إلى  واخترThermocycler Machine))الحراري  مدورالجهاز في  الأنابيبضع  -7

 .المستخدم

 في المتاحة الخصائص بين من)السريع 7500( المسار اختيار تجنب (ABI7500) المسار يذ الجهاز استخدام عند: ملاحظة

 .سرعة أقل مسار على للحصول وذلك التجارب،

 .دقيقة 30 لمدة C050 حرارة درجة:  RT العكسي التناسخ تفاعل -أ

 .واحدة دقيقة لمدة C095 حرارة درجة:  RT العكسي التناسخ تعطيل -ب

CFX96 (BloRad) & Mx3000P (Agilent/Stratagene) 

-تفاعل التناسخ العكسيدورات 
 PCRالبلمرة المتسلسل 

 (40X)  

C095 15 ثانية 

C050 45 ثانية 

C072 5 ثواني 

 

7500 & 7500 Fast (Applied Biosystems)  

-تفاعل التناسخ العكسيدورات 
 PCRالبلمرة المتسلسل 

 (40X) 

C095 15 ثانية 

C050 45 ثانية 

 ramp 25%سرعة 

C072 5 ثواني 

 

Rotor-Gene Q (Qiagen) 

-تفاعل التناسخ العكسيدورات 
 PCRالبلمرة المتسلسل 

 (40X) 

C095 15 ثانية 

C050 45 ثانية 

C061 20 ثانية 

C072 5 ثواني 
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 .مئوية درجة C050 عندخطوة التبريد بعد التسخين  نهاية في النهاية لنقطة الفلورية البيانات جمععين  -ج

ح الملائم  -د  حول ذلك. جدول بكل المعلومات، وستجد أدناه الذي تجريه لأختبارابما يتلاءم مع  غاتللصبعليك أن تختار المرشِّّ

 الجهاز تشغيلابدأ  -ه

 

 تفسير النتائج

السلبية والإيجابية. والعينة الإيجابية هي التي تظهر  المحدداتعليك أولًا أن تتحقق من  ،للتحقق من صحة البيانات التي حصلت عليها

 Sالسلبي، وهي علامة تظهر على نحو نمطي بشكل منحنى شبيه بحرف  لمحددا فوق قيمةوتفيها  والغموض عليها علامة لا مجال للبس

  السلبي. محددبالعلامات تكبير العينة وينبغي مقارنة جميع  Ct لقاطعة وليس هناك قيمة )انظر الأمثلة في ما يلي(. 

 السلبي.  لمحددينبغي تقييمها وفقًا لعلي اي حال ولكن  علامة خلفية للاختبارهي  37تساوي أو تزيد عن  Ct قيمة العينات التي لها

 .CFX96 BioRadعلى جهاز  العلامات الايجابيةوفي ما يلي مثال عن 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 أخطاء شائعة -أعطال 

 الأسباب المحتملة المشكلة

المستخدم في الحراري نقص في المكونات، خطأ في الملف  الإيجابي. المحددجميع التفاعلات سلبية، بما فيها 
 . يئةاشف سوكالحراري، أو  مدورال

؛ وبعض تفاعلات يجابيالإ للمحددقيمة سلبية( ) tCلا وجود لقيمة 
 .إيجابيةالعينات 

أو لم تتم إضافته  تكسير الحمض النووي للمحدد الايجابي
 أصلًا.

السلالات الثلاث أزواج  منمع واحد أو أكثر  tCقيم إيجابية ل 
ولكن قيمة فيروس شلل الأطفال  سابينلفيروس شلل الأطفال 

PanPV .سلبية 

-العكسي تفاعل التناسختأكد من أن التبريد بعد التسخين في 
وصل إلى درجة  العكسي لتناسخاعلى إنزيم  المتسلسل البلمرة
، وتأكد من أن الوقت الذي اقتضاه المسار بين C050حرارة 

C050  وC072  ثانية )بمعدل  45-40استغرقC0 0.4  /
  ABI 7500 اجهزةثانية( في 

شح  سيسجل جميع  ABI 7500/CFX96/Mx3000إن  .ختبارالاالصحيح في  الصبغيالفشل في اختيار المرِّّ
الذي تم اختياره، وعليك أن  الصبغالأصبغة بغض النظر عن 
ح الصحيح   وأن تعيد تحليل النتائج.للصبغ تختار المُرَشِّّ

تفاعل  منعت)أو في الغطاء(.  العيناتوجود فقاعات في  في كل أو في بعض العينات. فلوريةبيانات الالعدم تجميع 
، خفِّّف العينة بالنسب التالية المتسلسل البلمرة-العكسي التناسخ

 .tCوذلك استنادًا إلى نتائج قيم  10:1أو  5:1أو  2:1

لعموم  ، )primers( الممهدةالبادئات ( في tCتفاعل إيجابي )قيمة 
إلا أن جميع الأزواج الأخرى  PanPVفيروسات شلل الأطفال 

 سلبية.
الاختبارة مرة أو إذا كانت النتائج لاتزال غير متسقة بعد إعادة 

 أخرى.

إلى مختبر مرجعي  النتيجة غير متسقةيجب إحالة العينة 
 متخصص للتعرف على هويتها.
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حات( والم  probesات )مجسال  المتسلسل البلمرة-العكسي تفاعل التناسخفي ( filters) رَش ِّ
 

 

 المتسلسل البلمرة-العكسي التناسختفاعل لاستخدامه في  (lyophilized RNA)تحضير المحدد الايجابي 

ر الأنبوب لفترة وجيزة لتركيز الحبيبات المُجَفَّدة )المجففة استخدامهافي الإيجابية قبل البدء  محدداتال تشكيلاعادة يجب  ، وعليك أن تدوِّّ

 من الخالي الماء من كرولتريم 100مُجَفَّد )مُجَفَّف بالتجميد( في  محددكل  اعادة تشكيلبالتبريد( قبل إعادة تشكيل المستعلق، وينبغي 

المحددات ضع  dH2O النيوكلياز إنزيم)المتوافر ضمن حقيبة الأدوات(، وبعد إضافة الماء الخالي من  (dH2O) النيوكلياز إنزيم

 حفظوتُ المحلول إلى أحجام أصغر  ثم يقسم، في الماء RNAحُبيَْبات لهدرجة طيلة الليل لإتاحة الوقت  -C020في درجة حرارة  ةالمحلول

بين انبوبة واخري مخاطر التلوث  يحد ويقلص فرصلاستعمالها في المستقبل. تقسيم المحلول لأحجام صغيرة  -C020في درجة حرارة 

 . RNA وايضا فرصة تكسير

السلالات الثلاث لفيروس شلل الأطفال + الفيروسات المعوية  :فحص  كمحدد ايجابي فيفي  سابينلل الإيجابي المحددويمكن استخدام 
  PV Type2من فيروس شلل الأطفال  2 سلالة، وفي الPanPVفي عموم فيروسات شلل الأطفال و Quadruplex + EV سابين

 
  

ح مجس ال ختبار أو الفحصاسم الا رَش ِّ  الم 

Quadruplex + EV  

السلالات الثلاث لفيروس شلل الأطفال الفيروسات المعوية + (رباعية 
 )سابين

 1سابين 
Sabin 1 

CY5 

Quadruplex + EV 

السلالات الثلاث لفيروس شلل الأطفال الفيروسات المعوية + (رباعية 
 )سابين

 2سابين 
Sabin 2 

FAM 

Quadruplex + EV 

شلل الأطفال  السلالات الثلاث لفيروسالفيروسات المعوية + (رباعية 
 )سابين

 3سابين 
Sabin 3 

ROX 

Quadruplex + EV 

السلالات الثلاث لفيروس شلل الأطفال الفيروسات المعوية + (رباعية 
 )سابين

 عموم الفيروسات المعوية
Pan-EV 

VIC 

Pan Poliovirus 
 عموم فيروسات شلل الأطفال

PanPV 
 عموم فيروسات شلل الأطفال

FAM 

WPV1 
 لشلل الأطفال شرسالفيروس المن  1سلالة ال

WPV1 
لشلل  شرسمن الفيروس ال 1سلالة ال

 الأطفال

FAM 

Poliovirus type 2 
 من فيروس شلل الأطفال 2سلالة ال

PV Type 2 
 من فيروس شلل الأطفال 2سلالة ال

FAM 

WPV3-I (AFRO WPV3) 
 لشلل الأطفال شرسمن الفيروس ال I-3 سلالةال

WPV3 
لشلل  شرسالفيروس المن  3سلالة ال

 الأطفال

CY5 

WPV3-II (SOAS WPV3) 
 لشلل الأطفال شرسمن الفيروس ال II-3 سلالةال

WPV3 
لشلل  شرسمن الفيروس ال 3سلالة ال

 الأطفال

FAM 
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  PCRITD 5.0 Kit-Poliovirus rRT فيروس شلل الأطفالسلالات دوات لتحري التمييز بين الأحقيبة محتويات 

 تفاعل( 100تكفي لإجراء ) 
 

العدد في  لون الغطاء الحجم وصف الأنبوب 
 )العلبة(الحقيبة 

الفيروسات المعوية + السلالات  ( رباعيةل ممهدة بادئات/جساتم
 )الثلاث لفيروس شلل الأطفال سابين

 Quadruplex EV + Sabin 

 1 أصفر كرولتريم 100

من فيروس شلل  2 سلالةلفيروس سابين/ال RNA يجابيالإ المحدد
 الأطفال

 1 برتقالي *

 1 أبيض كرولتريم 100 لعموم فيروسات شلل الأطفال ممهدة بادئات/جساتم

 1 أزرق كرولتريم 100  1 سلالةللفيروس الشرس ال ممهدة بادئات/جساتم

 1 أزرق فاتح * 1 سلالةال للفيروس الشرس RNA يجابيالإ محددال

 1 بلون البط كرولتريم 100 من فيروسات شلل الأطفال 2 سلالةلل ممهدة بادئات/جساتم

 I (AFRO-3 سلالةللفيروس الشرس ال ممهدة بادئات/ جساتم
WPV3) 

 1 بنفسجي كرولتريم 100

 II (SOAS -3 سلالةلا لفيروس الشرسل ممهدة /بادئات جساتم
WPV3) 

 1 أخضر كرولتريم 100

بنفسجي  *  3 سلالةال للفيروس الشرس RNAيجابيالإ محددال
 فاتح

1 

 7 بلا لون كرولتريم 100 النوويتكسير الحمض ماء معقم خال  من إنزيم 

 مُجَفَّد )مُجَفَّف بالتجميد( وليس سائلًا *
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 ر النهائيفيروس شلل الأطفال وكتابة التقريسلالات نتائج التحري للتمييز بين 
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سلالات النتيجة الصحيحة للتمييز بين 
 الفيروس

 العمل النتيجة النهائية

من فيروس شلل  2سلالة لل فحصأي 
 ( 2سلالة أو ال 2)سابين الأطفال 

من فيروس شلل الأطفال  2سلالة ال
(PV2) 

 التسلسل الجينيإحالة للتعرف على 
 لتحقق من صحة النتائجاو

 1 سابينفيروس  SL1  1سابين 
 

 VDVP1 لاختبارإحالة 

 VDVP3 لاختبارإحالة  3سابين فيروس  SL3 3سابين 

لشلل  الشرسمن الفيروس  1سلالة ال
 الأطفال

NSL1  1 شرسفيروس 
  

 التسلسل الجينيإحالة للتعرف على 
 لتحقق من صحة النتائجاو

من  3سلالة أي فيروس من ال
أو  IIأو  Iة )شرسالفيروسات ال

 كلاهما( 

NSL3  3 شرسفيروس 
 
 

 التسلسل الجينيإحالة للتعرف على 
 لتحقق من صحة النتائجاو

عموم الفيروسات المعوية وعموم 
الأطفال )وجميع فيروسات شلل 

 الأخرى سلبية( فحوص ال

 التسلسل الجينيإحالة للتعرف على  غير محدد
 لتحقق من صحة النتائجاو

نتائج غير منطقية )مثل إيجابية عموم 
فيروسات شلل الأطفال، وسلبية عموم 

 الفيروسات المعوية(

حالة لاإ مرة أخرى مع فحصأعد ال غير صحيح
لتحقق او التسلسل الجينيللتعرف على 

 من صحة النتائج

 نتيجة نهائية (NEVفيروسات ليست معوية ) سلبيةفحوص جميع ال

عموم الفيروسات المعوية )وجميع 
 المقايسات الأخرى سلبية(

فيروسات معوية ليست فيروسات شلل 
 (NPEVالأطفال )

 نتيجة نهائية
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