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 شماره رفرانس

● BONHLAB52-24 

 شرح کیت 

است. این  شدهساخته Real-Time صورتبه( PCRای پلیمراز )این کیت بر اساس واکنش زنجیره

آمده توسط این دستاست.نتایج به شدههیتهمحصول برای تشخیص در شرایط آزمایشگاهی 

 ا آزمایشگاهی تفسیر شوند.های بالینی یمحصول باید همراه با سایر داده

 اصول

ای پلیمراز را توسط واکنش زنجیره HLA-B52 یهارشاخهیزکیت حاضر قابلیت تشخیص تمامی 

(PCR دارد. در واکنش )Real-Time PCR  شناسایی  فلورسنتاز طریق  رشدهیتکثمحصول

( تشخیص Real-Time صورتبه) PCRدر حین واکنش  فلورسنتشوند. مشاهده شدت می

ممکن  PCRواکنش پس از اجرای  یهالولهمجدد  باز کردنحصولات در حال تکثیر را بدون نیاز به م

 سازد.می

 اطلاعات ژن

 آنتيکه نقش اساسي در بروز پاسخ ایمني نسبت به  MHCکمپلکس اصلي سازگاري بافتی یا 

شناخته  HLAان یا لکوسیتي انس یهاژنیآنت، در انسان تحت عنوان کنندیمپروتئیني ایفا  یهاژن

موجود در سطح  یهاژنیآنتدارا است که بسیاری از  HLA یهاژن. هر فرد ترکیبی ارثی از شوندیم

هر فرد  HLA، ترکیبی مشخص برای ژنیآنت. وجود یا عدم وجود هر کندیمخود را کد  یهاسلول

ابتلا به بیماری  در ترکیب خود هستند، احتمالHLA-B52 د . در افرادی که واجکندیمایجاد 

همچنین نقش مهمی در بروز   HLA-B52. ابدییمآرتریت تاکایاسو نسبت به دیگر افراد افزایش 

. بنابراین، شناسایی آن در کندیمفا ( ایColitis Ulserative)بیماری کولیت اولسراتیو  زمانهم

 فرایند تشخیص و مدیریت بیماری دارای اهمیت بسیار است.
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  محتویات کیت

Title 
24 Tests 

Volume per Vial 

Master A- B52 240 μl/tube × 1 

Master B-HLA 240 μl/tube × 1 

Nuclease Free Water 250 μl /tube × 1 

Positive Control  B52 50 μl/tube × 1 

. محتویات کیت1جدول   

 نگهداری و انتقال کیت 

 گردد ینگهدار تاریکیگراد و در سانتی درجه -۲0کلیه محتویات این کیت باید در دمای، 

 .خشک استفاده نماییدجایی کیت از یونولیت با درب و یخانتقال و جابه منظوربههمچنین 

 شود. ساعت کیگاه نباید بیشتر از هیچگراد سانتیدرجه  4دمای کیت در نگهداری  

 های یخروی بستهاین کیت نیاز به حمل بر( زدهFrozen Ice Pack.را دارد ) 

 بندی محصول طور که روی برچسب بستههمه مواد موجود در کیت تا تاریخ انقضا، همان

 .پایدار هستند شدهمشخصاست، در شرایط  شدهمشخص

 های متعدد ذوب و انجماداز چرخه (Freeze-Thaw)  خودداری کنید زیرا سبب کاهش

 .شودحساسیت و درنتیجه عدم کارایی کیت می

  مستقیم اجزای کیت در معرض نور، گرما یا رطوبت خودداری کنید نقرار داداز. 

 گراد( ذوب کنید. پس از ذوب درجه سانتی ۲5تا  15ها را قبل از استفاده در دمای اتاق )معرف

مختصر سانتریفیوژ کنید تا مطمئن شوید که مواد  طوربهها را شدن مواد موجود در کیت، لوله

 اند.خت مخلوط شدهیکنوا طوربهموجود در کیت 
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 :باید توسط کاربر تدارک دیده شود که ازیموردنمواد و تجهیزات 

 DNAکیت استخراج  .1

  دار لتریفهای مختلف و نوك سمپلر در اندازه تنظیمسمپلر قابل  .۲

 سانتریفوژ رومیزي .3

 کنندهخنکبلوك  .4

 درصد  10وایتکس .5

 گان و دستکش  .6

و  Greenرنگ  فلورسنتکانال  ۲با یگر د یهادستگاهیا   MICوRotor-Gene ه دستگا .7

Yellow  و یا انتخاب فلورفورهایFAM  وHEX   

 مورداستفاده دستگاه رافزانرم .8

 مورداستفادهو کپ مناسب دستگاه  استریپ .9

 نکات احتیاط عمومی

 دستورالعمل را با دقت بخوانید و قبل از استفاده محصول با تمام اجزای کیت آشنا شوید  .1
ً
لطفا

 دنبال کنید.کار  نیحو در 
ً
 دستورالعمل را دقیقا

 قبل از استفاده، ابزارهای  .2
ً
ها سازگار را بررسی کنید و فرآیند را با آن Real-Time PCRلطفا

 جلو ببرید.

 از کیت یا اجزای کیت پس از تاریخ انقضا استفاده نکنید. .3

 در کیت آزمایش از ماده دیگری استفاده نکنید. .4

 استفاده نمایید. RNase & DNase freeو  ارد لتریفاز سرسمپلرهای  .5

شده از مریض و محصولات گرفته یهانمونه ،HLA-B52نگهداری و تخلیص مواد مثبت برای  .6

صورت  Master Mix یسازآمادهباید در محلی کاملًا جدا از محل نگهداری و  PCRحاصل از 

 پذیرد.

 امل در دمای اتاق ذوب شود.ک طوربهکیت قبل از شروع کار باید  ازیموردنهمه مواد  .7
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برای  مختصر اسپین کنید. این امر طوربهپیپتاژ نمایید و  یخوببهبعد از ذوب شدن، کلیه مواد را  .8

 .شودیکامل توصیه م طوربهجلوگیری از کاهش عملکرد کیت در طی زمان 

( Cooling Boxسرد ) یهاباید بر روی یخ یا جعبه Master Mixتمام مراحل مربوط به تهیه  .9

از آن باید  ازیموردنبعد از برداشتن مقدار  Master Mixانجام شود. استوک اصلی مربوط به 

 به فریزر منتقل شود. سرعتبه

 و بارمصرفکی، همیشه روپوش مناسب آزمایشگاهي، دستکش یائیمیمواد شهنگام کار با  .10

 محافظ داشته باشید. یهانکیع

ری از آلودگی که ممکن است باعث ایجاد مثبت کیت حاوی کنترل مثبت است. برای جلوگی .11

 کاذب شود، کنترل مثبت را از سایر مواد موجود در کیت کاملًا جدا کنید.

12. PCR .بسیار حساس به آلودگی متقابل است، پس فرآیند کار را با دقت انجام دهید 

 باید مرت هاها و مواد موجود در کیت، برای جلوگیری از آلودگی، دستکشهنگام کار با نمونه .13
ً
با

 تعویض شوند.

ها و مواد موجود در کیت جداگانه و اختصاصی استفاده کنید. هنگام کار با نمونه یهاپیاز ت .14

 استفاده کنید. DNAهای فیلتر دار برای جلوگیری از ورود آلودگی از میکروتیپ

 لوله .15
ً
ازید. بیند دور یدرستبهبندی کرده و بسته بارمصرفکیرا با دو دستکش  PCRهای لطفا

 را پس از امپلی فای باز نکنید. PCRهای لوله

 استفاده نکنید. بارکی، بیش از بارمصرفکیاز مواد  .16

دور  یدرستبهها باید شده و زبالهمواد موجود درکیت که بلااستفاده هستند، کیت استفاده .17

 انداخته شوند.

 ٪10و وایتکس  ٪75با اتانول ها و تجهیزات را ، پیپتدیکنپس از آزمایش، محل کار را پاک .18

 .کنید اسپری
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 ها هشدارها و محدودیت

دارای پوشش  دهیدآموزش کارکنانتوسط  1GLPتمامی مراحل آزمایش باید بر اساس اصول  .1

های عفونی باید در هود های بالینی بر نمونهانجام شود. آزمایش (PPE)2و محافظ  یاحرفه

 انجام شود.  BSL-2( در محیط Class II Biological Safety Cabinetکلاس دو )

درصد تمیز  10قبل و بعد از کار با وایتکس  مورداستفادههود و یا استیشن  شودیپیشنهاد م .۲

 زده شود.  UVبعد از کار لامپ  طورنیهمشود و 

مخلوط واکنش و اضافه کردن  یسازآماده، DNAمکان مجزا برای استخراج  3 شودیپیشنهاد م .3

 نه استاندارد در نظر گرفته شود تا از ایجاد نتایج مثبت کاذب جلوگیری شود.نمونه و نمو

 مخلوط واکنش، آن را در تاریکی نگهداری نمایید.  یسازآمادهپس از  .4

 

 هاکنترل

 .استفاده شود نمونه حاصل از استخراج DNA . نمونه بیمار: از محتویات اسید نوکلئیک1

 .مونه کنترل منفی حاوی آب بجای نمونه استفاده شود: همواره یک ن(NTC). کنترل منفی ۲

 .جای نمونه در یک واکنش استفاده شود(: از کنترل مثبت کیت بهPTC. کنترل مثبت )3

 

 شدهگرفتههای نگهداری نمونه

گراد و برای نگهداری درجه سانتی 8تا  2ساعت در یخچال با محدوده دما از  8تواند کمتر از نمونه می

 گراد منجمد شده و نگهداری شود.درجه سانتی -20دت آن، باید در دمای مطولانی

 

 انقضای کیت تاریخ

 است. شدهدرجتاریخ انقضای کیت بر روی جعبه محصول 

 

                                                             
1 Good Laboratoty Practice 

2 Personal Protective Equipment  
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 عوامل تداخلی

 100گرم در  40(، اوره )1µl(، خون )1µlهای سیلیس )، دانهEDTA (0.5M) ،HCl (1N)حضور 

از  یریگنمونه. توجه شود که در هنگام شودمی PCRواکنش ر مها موجبلیتر( و بافر لیز میلی

 است. یابیردقابلهپارین استفاده نشود. وجود مهارکننده در واکنش با ژن کنترل داخلی 

 سازی نوکلئیک اسیدخالص
های های جداسازی موجود در بازار مطابق پروتکلجداسازی اسیدنوکلئیک باید توسط کیت

 جداسازی مواد بالینی خاص انجام شود. 

 شدهاستخراجاز انعقاد آن جلوگیری شده است،  EDTAخونی که توسط  ینمونهاز  مواد نمونه باید

 باشد. 

 در این کیت گنجانده نشده است. DNAکیت استخراج 
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  سازیدهآما

پیپتاژ  یآرامبهها را ها ذوب شوند و محتویات لولهها را روی رک یخ بگذارید تا محتویات آن. ابتدا لوله1

 مختصر سانتریفیوژ کنید. طوربهو یا ورتکس کنید و 

 تریل کرویم 10سپس،  اضافه کنید. PCRهای به لولهرا MasterA-B52 از  تریل کرویم 10. مقدار 2

 نیز به هر لوله اضافه نمایید.را  MasterB-HLAاز 

( را آماده NTCهای واکنش، ابتدا نمونه کنترل منفی )ها به تیوب . پس از انتقال مستر میکس3

درب آن  و از آب بدون نوکلئاز را به تیوب کنترل منفی اضافه نمایید تریل کرویم 5کنید. برای این کار، 

از کنترل مثبت  تریل کرویم 5ر با اسید نوکلئیک انتقال دهید، را به منطقه کا هالولهسپس  را ببندید.

لازم است  PCRدر حین تهیه . های مربوطه اضافه نماییدهای بیمار را به تیوباز نمونه تریل کرویم 5و 

 ( .2نگهداری شوند )جدول  گرادیدرجه سانت 8تا  2همه اجزا در دمای 

 
Reaction Setup Volume 

Master A – B52 10 µl 

Master B- HLA 10 µl 

 or Control 5 µl نمونه

Final volume 25 µl 

 در هر واکنش مورداستفاده. مقادیر 2جدول

 

 سانتریفیوژ کنید، آن. لوله4
ً
ها را داخل دستگاه قرار دهید و اجازه دهید مطابق ها را ببندید، مختصرا

هنگام استفاده از کنترل مثبت یا مواد  تکثیر شوند. 3در جدول شماره  دشدهیمشخصات برنامه ق

 بالینی بسیار مراقب باشید. 

 عنوانبهدر هر بار انجام تست یک لوله  :نکته No Template Control  باید گذاشته شود. در

NTC شود که برای کنترل آلودگی واکنش کاربرد شده از آب استفاده مینمونه استخراج یجابه

 دارد.

  رد های بیمار استفاده کجداگانه برای اضافه کردن مستر واکنش و نمونهبهتر است از فضاهای

سازی نمونه و و همچنین در نظر داشته باشید که در ویال کنترل مثبت را تنها در محل آماده

 .دییبازنمافضای آلوده 
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 برنامه دمایی 

 Yellowو Green (FAM) دارای کانال Real-Time PCR هایدستورالعمل برای دستگاه

(HEX) (، واکنش 3)جدول شماره  زیر دستگاه مطابق برنامه کردن میتنظاست. پس از  شدهفیتوص

به کاتالوگ دستگاه  Rotor Geneبرای آگاهی از نحوه تعریف کانال در دستگاه  .کنید یاندازراهرا 

 آورده شده است. 3مراجعه کنید. مقادیر دمایی در جدول 

 
Temperature Hold Cycle 

Pre-Denaturation 95 °C 5 min 1 

Denaturation 95 °C 20 sec  

 

 
35 

 
 

Annealing and Acquisition on 

Channel Green (FAM) And 

Yellow (HEX) 

58°C 45 sec 

Extension 72°C 20 sec 

 . تنظیم برنامه دستگاه ریل تایم3جدول 
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 هادستگاهدر تعریف طیف سنجش فلورسنت 

 Rotor-Geneدستگاه 

 (.1)شکل  را انتخاب کنید Gain Optimizationی گزینه Rotor-geneبدین منظور در دستگاه 

 
 Gain Optimizationبرای  Rotor-Geneدستگاه تنظیمات . 1شکل 

 

 Targetیکانال سبز و زرد بازه ۲برای هر  Optimize Acquiringی در این صفحه با انتخاب گزینه

sample range   (.۲)شکل فرض دستگاه( انتخاب شود)حالت پیش 10تا  5از 

 

 

 

 

 

 

 Auto Gain Optimizationبرای  Rotor-Geneدستگاه . تنظیمات 2شکل 

 

به همراه  Bو  Aمیکس هر دو مسترمیکس که حاوی دستگاه باید برمبنای تیوب اول   Gainهمچنین

 (.3)شکل انجام شودکیت است،  PTCکنترل مثبت یا 
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 Auto Gain Optimizationبرای  Rotor-Geneدستگاه نظیمات . ت3شکل 
 

 Perform Optimization Before 1stیی مناسب برای هر کانال، گزینهپس از انتخاب بازه

Acquisition (4)شکل را انتخاب کرده، و پنجره را ببندید. 

 

 
 Auto Gain Optimizationبرای  Rotor-Geneدستگاه . تنظیمات 4شکل 
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 MICدستگاه 

پروفایل دمایی کیت را وارد کرده و  Run Profileی با انتخاب گزینه MICبدین منظور در دستگاه 

 (.5کانال سبز و زرد فعال کنید )شکل  2سنجش فلورسنت را در  Cyclingدر بخش 

 MICدستگاه . تنظیمات 5کل ش

به   Bو  Aدو مسترمیکس  میکس هرکه حاوی دستگاه باید برمبنای تیوب اول   Gainهمچنین

 (6)شکل  انجام شودکیت است،  PTCهمراه کنترل مثبت یا  

 

 MICدستگاه  Gain. تنظیمات 6شکل 
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 حساسیت کیت

. باشدیم ng/µl 50-5 بهینه برای کیت، ژنومی DNAتوجه!: در نظر داشته باشید که غلظت 

 ییشناساکمتر به علت عدم  به علت ایجاد مهار  واکنش و غلظتاز این محدوده  بیشتر غلظت

 .شودینمتوصیه  وجهچیهبهتوسط کیت، 

 Rotor Geneآنالیز نتایج 

کانال رنگی  2مربوطه و بر اساس دستورالعمل دستگاه انجام شود. در  افزارنرمآنالیز نتایج توسط 

Green  وYellow رار دهید.ق 0.02 ی مناسبآستانه را در بازه 

 جدول تفسیر نتایج عمل کنید. برای تفسیر نتایج، مطابق 
 

 زیر تفسیر گردد: صورتبهنتایج باید 

در  کانال   Ct. چنانچه نمونه در کانال سبز و زرد دارای منحنی سیگموئیدی و فاز لگاریتمی باشد، و 1

HLA-باشد، نمونه دارای  Ct واحد 7کمتر از  دو کانالنتایج هر  Ctباشد، و اختلاف  Ct ≤ 30زرد 

B52 باشدیم . 

سبز منحنی سیگموئیدی باشد، و در کانال  Ct ≤ 30در کانال زرد  یکنترل داخل Ctکه  . زمانی2

 Ct واحد 8بیشتر از  دو کانالنتایج هر  Ctنباشد و سیگنالی در این کانال دیده نشود و یا اختلاف 

 .باشدینم HLA-B52باشد، نمونه دارای ژن 

HLA-، فرد مشکوک به  ΔCt <8>7 )) باشد 8تا  7رد بین دو کانال سبز و ز  Ctزمانی که اختلاف  .3

B52  در صورت تکرار نتایج مشکوک، برای راهنمایی و کسب  تکرار شود . باید تست و باشدیم

 با پشتیبانی فنی شرکت تماس حاصل فرمایید. دیتوانیماطلاعات بیشتر 

 

باشد، تست فاقد اعتبار  Ct>30یا  . زمانی که کنترل داخلی تکثیر نشده و نتیجه کانال زرد منفی و4

 یاجهینتدلیل بروز چنین  تواندیماست و باید تکرار شود. استخراج نامناسب یا خطا در آزمایش 

 .باشد
 

 در نظر بگیرید و در فرمول بگذارید. 40آن را برابر  Ct. چنانچه کانال سبز بالا نیامد 5
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 Rotor Geneجدول تفسیر نتایج 

 

Result Yellow (HEX) Green (FAM)  

HLA-B52 positive Ct ≤ 30 Ct Green - Ct Yellow ≤7 

H
L

A
-B

5
2
 M

ix
 

HLA-B52 negative Ct ≤ 30 Ct Green - Ct Yellow >8 

Invalid 

- 

Or 

Ct > 30 

+/- 

HLA-B52 Suspicious Ct ≤ 30 7< ΔCt <8  

 Rotor-gene. تفسیر نتایج 4جدول 

 MICآنالیز نتایج 

کانال رنگی  2مربوطه و بر اساس دستورالعمل دستگاه انجام شود. در  افزارنرمیز نتایج توسط آنال

Green  وYellow رار دهید.ق0.02 ب ی مناسآستانه را در بازه 

 برای تفسیر نتایج، مطابق جدول تفسیر نتایج عمل کنید. 

 زیر تفسیر گردد: صورتبهنتایج باید 

در کانال   Ctبز و زرد دارای منحنی سیگموئیدی و فاز لگاریتمی باشد و. چنانچه نمونه در کانال س1

 B52-HLA، نمونه دارای واحد باشد 9کمتر از  دو کانالنتایج هر  Ctاختلاف باشد، و  Ct ≤ 30زرد 

 . باشدیم

سبز منحنی سیگموئیدی باشد، و در کانال  Ct ≤ 30در کانال زرد  یکنترل داخل Ct که یزمان. 2

، واحد باشد 10کانال بیشتر از  نتایج هر دو Ctاختلاف سیگنالی در این کانال دیده نشود و یا نباشد و 

 .باشدینم HLA-B52نمونه دارای ژن 

، فرد مشکوک به ΔCt <10>9)) باشد 10تا  9دو کانال سبز و زرد بین  Ctزمانی که اختلاف  .3

B52 -HLA ده وجود مهارکنن دهندهنشانمشکوک، تکرار نتایج  تکرار شود . باید تست و باشدیم
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برای رقیق شود و تست تکرار گردد. ½ نمونه به میزان  شودیمدر استخراج است، بنابراین پیشنهاد 

 با پشتیبانی فنی شرکت تماس حاصل فرمایید. دیتوانیمراهنمایی و کسب اطلاعات بیشتر 

 

باشد، تست فاقد اعتبار  Ct>30ی و یا . زمانی که کنترل داخلی تکثیر نشده و نتیجه کانال زرد منف4

 یاجهینتدلیل بروز چنین  تواندیماست و باید تکرار شود. استخراج نامناسب یا خطا در آزمایش 

 .باشد

 در نظر بگیرید و در فرمول بگذارید. 40آن را برابر  Ct. چنانچه کانال سبز بالا نیامد 5 

 MICجدول تفسیر نتایج 
Result Yellow (HEX) Green (FAM)  

HLA-B52 positive Ct ≤ 30 Ct Green - Ct Yellow ≤9 

H
L

A
-B

5
2
 M

ix
 

HLA-B52 

negative 
Ct ≤ 30 

Ct Green - Ct Yellow 

>10 

Invalid 

- 

Or 

Ct > 30 

+/- 

HLA-B52 

Suspicious 
Ct ≤ 30 9< ΔCt <10  

 MIC . تفسیر نتایج 5جدول 
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 ، جینتا زیآنال یبرنامهجهت دریافت توجه: 
ً
 .زیر را اسکن نمایید QRCODE لطفا

 

فنی یپشتیبان  

 با تلفن
ً
 شرکت تماس حاصل فرمایید . یهابرای پشتیبانی فنی لطفا

 09936693941 )آقای قره داغی( 

 

  هانشانه

 

 Research Use Only  برای مصارف پژوهشی 

 Catalog Number کد کالا 

 Batch Number   دشدهیتولشماره بچ 

 Temprature Limitation  محدودیت دمایی 

 Concult Instructon For Use  مطالعه دستورالعمل 

 Content sufficent for <n> tets تعداد تست 

 Use by  تاریخ انقضا 

 Manufacturer آدرس 
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  اطلاعات تماس 

 

 مورو سین گروه- یاخته بن فناوری شرکت

 خیابان، آبادسعادت متری 24 بلوار فرهنگ، میدان ،آبادسعادت ن،اتهر : مرکزی دفتر

 یاخته بن فناوری شرکت ،9پلاک ،)شرقی دوم (حیدرنیا

 

  02122082120: تماس تلفن   1997775555:پستی کد

    www.Senmurv.coWeb Site:  
    info@senmurv.irEmail:  

http://www.senmurv.co/
mailto:info@senmurv.ir

