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BehDx HLA-B27 Real Time PCR Kit 
Cat No: BD209           Exp Date: 1 Year / Store at -20 C  
  Ver:01                              For Research Use Only   

 

 محتویات کیت   1.

CAT.NO محتویات 
HLA-B27 
(24RXN) 

HLA-B27  
(48RXN) 

HLA-B27 
 (96RXN) 

رنگ درب 
 تیوب

BD123 B27 Mix 1 1×360 µl 2×360 µl 4×360 µl آبی 

BD124 B27 Mix 2 1×120 µl 2×120 µl 4×120 µl قهوه ای 

BD125 

B27  

Positive 

Control 

1×40 µl 1×80 µl 2×80 µl قرمز 

BD126 

B27 

Negative 

Control 

1×40 µl 1×80 µl 1×160 µl سبز 

 

 پایداری و نگهداری  شرایط 2.
و در حداقل زمان ممکن صورت   -C  20°حمل کیت بایستی در شرایط دمای   •

  گیرد.
پس از دریافت کیت، محتویات بایستی مطابق شرایط درج شده بر روی جعبه   •

 کیت نگه داری شوند. 
استفاده   • آن  از  حمل  حین  در  نامناسب  دمای  در  کیت  داری  نگه  صورت  در 

 نشود. 
در صورت سالم نبودن بسته بندی کیت و یا عدم تطابق شکل ظاهری مواد   •

 مصرفی با توضیحات از  آن استفاده نشود. 
 کیت را در دمای  ثابت نگه داری نموده و از نور خورشید محافظت کنید.  •
 از تکرار متعدد چرخه انجماد / ذوب بپرهیزید. •
این  • شده  توصیه  دمای  در  داری  نگه  و  مصرفی  مواد  نشدن  باز  صورت  در 

 محصول تا پایان تاریخ انقضای مندرج بر روی جعبه کیت پایدار خواهد ماند. 

 معرفی   3.
لوکوسآنتی   جا  HLA-B) B  یانسان  تی ژن  توسط  اصل  B  گاهی(  کمپلکس    یدر 

  ن ی. اشود یم ی قرار دارد؛ کد گذار 6کروموزوم  ی( که بر روMHC) یبافت ی سازگار
  ی هسته دار وجود دارد. عملکرد آن ها ارائه آنت  یژن در سطح تمام سلول ها  یآنت 

به سلول    یسلول  خلدا  یپاتوژن ها  ای  ی روسیو  یدهایدرون زا مانند پپت  یژن ها
باشد که در   یژن م  نیا  یاز آلل ها  یک ی   HLA-B27است .  کیتوتوکسیس  T  یها

  HLA-B27حضور آلل    نیب  یاست. همبستگ %10-8  نیب  یفراوان   یدارا  تیجمع
 1970دهه    لی( از اواAnkylosing spondylitis)   لوزانیانک  تیلیاسپوند  ی ماریو ب

است، اما به شدت به    جیرا  یعموم  تی معآلل در ج  نیشناخته شده است. اگرچه ا
ب به  ابتلا  خصوص    یالتهاب  کیروماتولوژ  یها  ی ماریاستعداد  به 

مSpondylarthritis)تی لوآرتریاسپوند مرتبط  نظیر   ی(   های  بیماری  شود. 
( حاد قدامی،  بیماری التهابی روده، آرتریت پسوریاتیک و آرتریت Uveitisیووئیت)

 . ارتباط زیادی دارند HLA-B27واکنشی نیز با داشتن 

آلل     Real Time PCR  BehDx HLA-B27کیت   شناسایی  با    HLA-B27جهت 
در نمونه های خون طراحی و عرضه    TaqMan Real Time PCRاستفاده از روش  

 شده است. 

 حیطه کاربری  4.

کیت کیفی آزمایشگاهی با کاربرد یک    BehDx HLA-B27 Real Time PCRکیت  
آلل    تحقیقاتی  تشخیص  روش    HLA-B27جهت  مبنای  بر  که  باشد  -Realمی 

Time PCR  و همچنین استفاده از تکنیکTaqMan   طراحی شده است.این کیت
 را دارا می باشد.   HLA-B27 درصد زیر آلل های 99توانایی شناسایی بیش از  

 لطفا قبل از استفاده مطالعه شود. :    مهم نکات    5.
گیرند تا  • دمای محیط قرار  شروع فرآیند تمامی ریجنت ها بایستی در  قبل از 

 ذوب شوند. 
از   • بیش  ها  ریجنت  شدن  ذوب  مواد   30زمان  تخریب  از  تا  نباشد  دقیقه 

 جلوگیری شود. 
 پس از ذوب ریجنت ها، همگن و میکروفیوژ شوند.  •

 و تیپ های فیلتردار     DNase & RNase freeاز میکروتیوب های   •
 DNase & RNase free   .استفاده شود 

 نشده است فراهم    در کیت   که  لازم تجهیزات و مواد   6.
دستگاه های سازگار مراجعه   8سازگار )به بخش     Real-Time PCRدستگاه های   •

 شود( 
 DNAاستخراج    10-1مناسب )به بخش   DNAکیت ها و یا دستگاه های استخراج   •

 مراجعه شود( 
 دستگاه سانتریفیوژ و میکرواسپین  •
 DNase & RNase freeو تیپ های فیلتر دار   PCRمیکروتیوب   •
 دستکش بدون پودر یک بار مصرف  •

 نمونه های قابل استفاده   7.

  EDTAنمونه خون جمع آوری در تیوب های حاوی  •

-2  یدر دما ساعت 24ی نهایتا به مدت ستیبا DNA نمونه ها تا قبل از استخراج •
انتقال   ایاستخراج و   طیکه شرا یو در صورت نگه داری گردد گراد  یدرجه سانت8

تا  -20در دما ی  نمونه ها ی فراهم نبود، نگه دار هیساعت اول 24 یدر ط  نمونه
 .ردی گراد صورت گ یدرجه سانت -80

اختلال ایجاد می کند،     PCRاستفاده از هپارین به عنوان ضد انعقاد در فرایند  توجه: 
به همین دلیل از لوله های حاوی هپارین استفاده نشود. همچنین نمونه بیمارانی  

 مناسب نمی باشد.  PCRکه هپارین مصرف می کنند برای  

 دستگاه های سازگار   8.
 زیر توسعه و اعتبارسنجی شد.  PCRکیت برای استفاده در دستگاه های 

• Q5/6 plex Platform (QIAGEN) ®Gene-Rotor 
• Mic qPCR cycler (Bio Molecular Systems) 
• Tianlong Real-Time PCR systems (Xi'an Tianlong Science and 

Technology) 
• Time PCR System-5 Pro Real TMQuantStudio 
• Rad)-Time PCR Detection System (Bio-Real TMCFX96 
• Rad)-Time PCR Detection System (Bio-Deep Well Real TMCFX96 
• 480 Instrument II (Roche)  ®LightCycler 

طراحی گردیده    ROXاین کیت برای استفاده در دستگاه های بدون نیاز به توجه:  
 است. 

 

 نکات ایمنی   9.
با   • جا به جایی و یا ترکیب ریجنت های کیت  مختلف جدا خودداری    Lot Numberاز 

 کنید. 

دریافت  • از  آلودگی به محلول مسترمیکس، بلافاصله پس  انتقال  از  برای جلوگیری 
تیوب حاوی مسترمیکس  و  کیت، تیوب های کنترل مثبت   از  فریزر مجزا  را در  منفی 

 قرار دهید. 
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 از کیت و یا اجزای کیت بعد از گذشت تاریخ انقضا استفاده نشود.  •

زمینه تست های مولکولی این محصول توسط   • افراد متخصص و آموزش دیده در 
مصرف  گان آزمایشگاهی و دستکش یکبار  از  قابل استفاده می باشد، هنگام کار 

 استفاده کنید. 

دستکش های بدون   • از  کیت توصیه می شود  ریجنت های  از  هنگام استفاده  در 
 پودر استفاده شود. 

تمامی نمونه ها می توانند باعث انتقال آلودگی شوند و بایستی در حمل و استفاده   •
تماس مستقیم با نمونه ها خودداری شود. لوازم و موادی   آن ها دقت شود. از  از 

 که با نمونه ها در ارتباط بوده بایستی به درستی ضدعفونی و اتوکلاو شوند. 

از تماس نمونه یا ریجنت ها با پوست، چشم و غشاهای مخاطی خودداری کنید. در  •
، فورا با آب بشویید و سریعا به   صورت تماس با پوست، چشم یا غشاهای مخاطی 

 پزشک مراجعه کنید. 

تمامی محتویات کیت پس از استفاده جزء دسته ی زباله های زیستی خطرناک می   •
 باشد و باید به درستی دفع شود.

 

 فرآیند )دستورالعمل استفاده(   10.

 DNAاستخراج    1-10.
 استفاده از کیت های زیر توصیه می شود :  DNA برای جداسازی 

1 . BehPrep G-Plus DNA Extraction Kit (Cat Number: BP101) 
2 . BehPrep Genomic DNA Extraction Kit (Cat Number: BP102) 
 .است  µl/ng 10-100بیمار برای باقی مراحل   DNAمیزان غلظت مناسب از   •

استخراج با کیفیت و خلوص کافی نیز مورد  توسط کیت و دستگاه های   DNA استخراج  
 تایید است. 

 استخراج دستگاهی زیر نیز توصیه می شود: 

1 . BehMag Genomic DNA Extraction Kit (Cat Number: BM201)  

 آماده سازی مسترمیکس 2-10 .  
برای هر  B27 Mix2از   µl 5و   B27 Mix1از  µl 15برای تهیه مسترمیکس ،  . 1

 نمونه به لوله اصلی واکنش اضافه نمایید. 

15 1 Number of reactions 

225 µl  µl15   B27 Mix 1 

75  µl  µl5 B27 Mix 2 

300 µl  µl20 Total 

 

 میکروتیوب را ابتدا ورتکس و سپس برای مدت کوتاهی میکروفیوژ نمایید.  . 2

 PCRآماده سازی واکنش   3-10 .
1 .  µl 20  از مسترمیکس تهیه شده در مرحله قبل را به تیوب های PCR اضافه

 .گردد 
 از کنترل ها µl 5یا بیمار  استخراج شده   DNAاز   µl 5به هر تیوب تست  . 2

 ) کنترل مثبت یا منفی( را اضافه گردد.  
و   همگنمیکس نمونه و مسترمیکس ، و همچنین کنترل و مسترمیکس کاملا   . 3

 میکروفیوژ گردد. 
 پیشنهاد می شود تمام این مراحل بر روی یخ یا بلوک سرد انجام شود.  •

 
 

 برنامه دمایی   4-10.
 تیوب ها را در دستگاه قرار داده و مطابق برنامه زیر تست را انجام دهید. 

 

Analysis Mode Cycles 
Hold 

[hh:mm:s
s ] 

Temperature 
[°C] 

program 

None 1 00:15:00 95 Activation 

Quantification 40 
00:  00:15 95 Amplification 

 00:00:45 60* 
 بایستی روشن شوند.   HEXو     FAMانجام می گیرد و کانال های    C  60°خوانش در دمای  *

این آزمون سیگنال   نشان دهنده وضعیت ژن کنترل داخلی و سیگنال    یا سبز   FAMدر 
HEX   نشان دهنده وضعیت آلل  یا زردHLA-B27  .می باشد 

 

 تفسیر نتایج   11.
یا سبز )کنترل داخلی( و    FAMدر صورت مشاهده منحنی سیگموئیدی در کانال   . 1

 یا زرد نمونه مثبت است.   HEXوئیدی در کانال همچنین مشاهده منحنی سیگم
دو کانال   . 2 هر  صورت مشاهده نشدن منحنی سیگموئیدی در    HEXو   FAMدر 

 آزمایش بایستی از مرحله استخراج مجددا تکرار شود. 
کانال   . 3 صورتی که برای نمونه در  منحنی سیگموئیدی مشاهده نشود     FAMدر 

نمونه دارای منحنی سیگموئیدی باشد، نمونه مثبت در نظر    HEXولی در کانال  
 گرفته می شود. 

برای تیوب کنترل مثبت باید مثبت و برای تیوب کنترل منفی   HEXو     FAMکانال   .4
 باید منفی باشند.

تست را از مرحله    ؛  بود   ≤ Ct  30)کنترل داخلی ( دارای     FAMدر صورتی که سیگنال   .5
 تکرار نمایید.   DNAاستخراج با مقدار و خلوص بیشتر

 سیر نتایج بطور خلاصه آورده شده است در جدول زیر نحوه تف

 تفسیر 
 کانال 

HEX FAM 

 + - منفی است.  HLA-B27نمونه برای آلل  •

 +/- + مثبت است.  HLA-B27نمونه برای آلل  •

 PCRوجود مهار کننده در واکنش  •
انجام ناصحیح مراحل فرآیند تست و آماده سازی واکنش،   •

 تکرار شود.  PCRتست از مرحله استخراج یا 

 
- 

 
- 

 حساسیت و اختصاصیت بالینی:   12.
 100نمونه مثبت، نشان دهنده حساسیت % 85تست های بالینی انجام شده بر روی 

 بود. تشخیص 

  100نمونه منفی، نشان دهنده اختصاصیت %  98تست های بالینی انجام شده بر روی 
 تشخیص بود 

 

 

 

 

Reaction setup 
20 µl Master Mix 
5   µl Sample or Control 
25 µl Total 


