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  شماره رفرانس

 BONHLAB27-24 

 

 شرح کیت  

 ه یته  یشگاهیآزما  طیدر شرا  صیتشخ  یمحصول برا  نیاست. اشدهساخته   Real-Timeبه صورت  )PCR(  مرازیپل  یا رهیواکنش زنجبر اساس    تیک  نیا

 د. نشو  ریتفس یشگاهیآزما ای ینیبال یهاداده   ر یهمراه با سا دیمحصول با نیآمده توسط ادستبه نتایج است.شده 

  اصول 

محصول   Real-Time PCRدر واکنش  دارد.  )  PCR(  مرازیپل  یارهیواکنش زنج  توسطرا   HLA-B27 ی  ها  زیرشاخهتمامی    صیتشخکیت حاضر قابلیت  

محصولات در    ص ی) تشخReal-Time(به صورت    PCRواکنش    نی. مشاهده شدت فلوروسنت در حشوندی م  ییفلوروسنت شناسا  ق یشده از طر  ریتکث

 .سازدی ممکن م  PCR یواکنش پس از اجرا یهاکردن مجدد لولهبه باز ازیرا بدون ن ریتکث حال

  ژناطلاعات 

 در انسان تحت عنوان آنتي،  میکنند  فایا  نيیپروتئ  هاي  ژننسبت به آنتي  منيیپاسخ ااساسي در بروز  که نقش    MHCی یا  کمپلکس اصلي سازگاري بافت

موجود در سطح سلول   ی ژن ها  یاز آنت  یاریدارد که بس HLA یاز ژن ها   ی ارث  یب یترک  ی. هرکسخته می شوندشنا  HLAیا   انسان   تيیلکوس   هاي   ژن

  . کند یم   جادی هر شخص ا یبرا HLA مشخص یبیژن ترک یعدم وجود هر آنت ای. وجود دکن ی مکد خود را  یها

،  (JRA) نوجوانان  دیروماتوئ  تیآرتر  ،لوزانیآنک  تیلیمانند اسپوند  یمنیخود ا  یها  یماریحتمال ابتلا به با ،HLA-B27دارای ترکیب شامل    افراددر  

  .بوده است نسبت به دیگر افراد بیشتراست)  ریتیآنها سندرم ر رمجموعهیاز ز یکی(که  یواکنش تیآرتر

    نیاول.  هستند  شروندهیمزمن و پ  ی ماریهر دو ب  یواکنش  تیو آرتر  لوزانیآنک  تیلیاسپوند
ً
. اغلب  مشاهده می شود  یزندگ  ۳۰دهه    لیاوادر  علائم معمولا

مشخص در استخوان ها و مفاصل و در    و ی دژنرات  راتیی طول بکشد تا تغ  الاست و ممکن است چند س   یجزئ  یمنی اختلالات خود ا  نیا  هی، علائم اول

  .قابل مشاهده باشد X یپرتوها

  ی گاه  ای)  JRAنوجوانان (  دیروماتوئ  تی، آرتر   یواکنش  تی، آرتر  لوزانیآنک  تیلیموارد مشکوک به اسپوند صیتشخ  دییتأ  ا ی  تیبه تقو   HLA-B27  شیآزما

  .کندمی کمک  یقدام تیتیوویاوقات 

 

 محتویات کیت

Title 
24 Tests 

Volume per Vial 

MasterA - B27 240 μl/tube × 1 

MasterB-B27 240 μl/tube × 1 

Nuclease Free Water 200 μl /tube × 1 

B27 Positive Control 100μl/tube × 1 

 ت یک اتی. محتو١جدول 
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 انتقال کیت  و نگهداری 

 جایی کیت از یونولیتبه منظور انتقال و جابههمچنین    ،گرددنگهداری  یتاریکو در  گراد  درجه سانتی  -۲۰کلیه محتویات این کیت باید در دمای 

  .خشک استفاده نماییدو یخ با درب

 ساعت شود.گاه نباید بیشتر از یکهیچ گراد سانتی درجه ۴  دمایکیت در نگهداری  

 زده خی یهابسته یروبه حمل بر ازین تیک نیا )Frozen Ice Pack.را دارد (  

 مواد موجود در ک پا  طیمحصول مشخص شده است، در شرا  یبندبرچسب بسته  یطور که روانقضا، همان  خ یتا تار  تیهمه    دار ی مشخص شده 

  .هستند

 متعدد ذوب و انجماد   یهااز چرخه (Freeze-Thaw)  شودی م تیک ییعدم کارا جهی و درنت تیسبب کاهش حساس  رایز  دیکن یخوددار.  

 دیکن یرطوبت خوددار ا یدر معرض نور، گرما  تی ک یاجزا میاز قراردادن مستق.  

  ها را به طور مختصر  لوله   ت،ی. پس از ذوب شدن مواد موجود در کدی) ذوب کنگرادی درجه سانت  ۲۵تا    ۱۵اتاق (  یها را قبل از استفاده در دما معرف

  اند.مخلوط شده کنواختیبه طور  تیکه مواد موجود در ک دیتا مطمئن شو  دیکن وژیفیسانتر

شود: ده ید رکتوسط کاربر تدا دی که با ازیمورد ن  زاتیمواد و تجه

 DNAکیت استخراج  .١

  نوك سمپلر فیلتردار  و  مختلف  یهااندازه در تنظیم سمپلر قابل .۲

  سانتریفوژ رومیزي .۳

 بلوك خنك کننده  .۴

 درصد   ١٠وایتکس .٥

 گان و دستکش  .٦

  Yellowو Green فلوروسنت مخصوص یهاکانالبا قابلیت خوانش در  دستگاه .٧

 مورد استفاده دستگاه زافزانرم .٨

 مناسب دستگاه مورد استفاده و کپ پیاستر .٩

  نکات احتیاط عمومی

 دستورالعمل را با دقت بخوان . ١
ً
 یدستورالعمل را دقکار نیحو در دیآشنا شو  تیک یو قبل از استفاده محصول با تمام اجزا دیلطفا

ً
 .دی دنبال کن قا

 قبل از استفاده، ابزارها 
ً
  .دیها جلو ببررا با آن  ندیآو فر  دی کن یسازگار را بررس  Real-Time PCR یلطفا

 دیانقضا استفاده نکن خ یپس از تار تیک یاجزا ای تیاز ک.  

 دیاستفاده نکن ی گریاز ماده د ش یآزما تیدر ک. 

   RNase & DNase freeو لترداریف یاستفاده از سرسمپلرها . ٢

شده  هاینمونه  صیتخلو    ینگهدار . ٣ ازکنترل   ،گرفته  حاصل  محصولات  و  جدا  یمحل  در  دیبا PCR ها  محل  کاملا    ی سازآماده  و   ینگهدار  از 

  .ردیورت پذمسترمیکس ص 

  .اتاق ذوب شود یبه طورکامل در دما دی قبل از شروع کار با تیک از یهمه مواد مورد ن . ٤

زمان    یط  در  تی ک  کاهش عملکرد  از  یری جلوگ  یامر برا  ن ی. ادیکن   نی اسپ  طور مختصرو به  دیینما  پتاژیپ  یمواد را به خوب  هیبعد از ذوب شدن، کل . ٥

  .شودیم هیطورکامل توص به

بعد از  مسترمیکس   مربوط به  یانجام شود. استوک اصل  (Cooling Box)سرد های جعبه  ا ی  خی  ی بر رو  دیبامسترمیکس   هیتمام مراحل مربوط به ته . ٦

  .منتقل شود  زریبه سرعت به فر  دیاز آن با ازیبرداشتن مقدار مورد ن

 هاي محافظ داشته باشید.عینكمصرف، و یکبار آزمایشگاهي، دستکش مناسب روپوش شیمیائي، با موادکار  هنگام . ٧

مواد موجود در   ریمثبت کاذب شود، کنترل مثبت را از سا جادیکه ممکن است باعث ا یاز آلودگ یریجلوگ یکنترل مثبت است. برا  یحاو تیک . ٨

 .دیکاملا جدا کن تیک

٩ . PCR دیکار را با دقت انجام ده ندیآفر  متقابل است، پس یحساس به آلودگ اریبس. 

 تعو  دیها بادستکش ،یاز آلودگ یریجلوگ یبرا ت،یها و مواد موجود در کهنگام کار با نمونه . ١٠
ً
 .شوند  ضیمرتبا
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از ورود    یریجلوگ  یدار برالتر یف  یهاپیکروتیاز م  تیها و مواد موجود در ک. هنگام کار با نمونهدیاستفاده کن  یجداگانه و اختصاص   یهاپیاز ت . ١١

 .دی استفاده کن  DNAو RNA یآلودگ

 لوله  . ١٢
ً
 .دیرا باز نکن یفایپس از امپل PCR یها. لوله دیندازیدور ب یدرستکرده و به یبندمصرف بسته کباریرا با دو دستکش  PCR یهالطفا

 .ف بپرهیزیدمصر کبار یمواد  از استفاده ی مجدد . ١٣

 .دور انداخته شوند یدرست  به دیها بااستفاده شده و زباله  تیند، کشداستفاده  که بلا تیکمواد موجود در . ١٤

  .دیکنتمیز  ٪١٠ تکسوای و ٪ ٧٥اتانول  اسپریرا با  زاتیو تجه هاپتیپ د،یکن کار را پاک محل ش،یپس از آزما . ١٥

 ها هشدارها و محدودیت 

های  انجام شود. آزمایش   ٢(PPE)توسط پرسنل آموزش دیده دارای پوشش حرفه ای و محافظ    GLP١تمامی مراحل آزمایش باید بر اساس اصول   .۱

 Interimاستفاده از دستورالعمل:(  انجام شود.  BSL-2در محیط    (Class II Biological Safety Cabinet)ها باید در هود کلاس دو  بالینی بر نمونه

Laboratory Biosafety Guideline For Handling and Processing Specimen Associated (  

 زده شود.   UVدرصد تمیز شود و همینطور بعد از کار لامپ  ۱۰شود هود و یا استیشن مورد استفاده قبل و بعد از کار با وایتکس پیشنهاد می .۲

زیرا  جدا باشند    کنترل مثبتاضافه کردن نمونه و نمونه    سازی واز فضای آماده سازی مخلوط واکنش  ، آماده DNAشود محل استخراج  پیشنهاد می  .۳

 ج مثبت کاذب به وجود آید.ممکن است نتای

 سازی مخلوط واکنش، آن را در تاریکی نگهداری نمایید.  پس از آماده  .۴

 ها  نترلک

  .استفاده شود  DNA. نمونه بیمار: از محتویات اسید نوکلئیک حاصل از استخراج ۱

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

  .واکنش استفاده شود یک نمونه در یجابه تی): از کنترل مثبت کPTCکنترل مثبت (. ۳

 

 گرفته شده  یهانمونه ینگهدار

از    تواندیم  نمونه در    ٨کمتر  از    خچال ی ساعت  سانت  ٨تا    ٢با محدوده دما  برا  گرادیدرجه    درجه   - ٢٠  ی در دما  د یبا  ،آن  مدت ی طولان  ینگهدار   یو 

 شود. یمنجمد شده و نگهدار  گرادسانتی

 

 تیک یانقضا خیتار

 جعبه محصول درج شده است. یبر رو تیک یانقضا خیتار

  یتداخل عوامل

EDTA (0.5M)  ،HCl (1N)1(  سیلیس   یها، دانهµl) خون ،(1µl) توجه    کنند.ی را مهار م  شیعملکرد آزما  ز ی) و بافر لتریلیلیم  ۱۰۰گرم در    ۴۰)، اوره

 است. یابیقابل رد یوجود مهارکننده در واکنش با ژن کنترل داخل شود که در هنگام نمونه گیری از هپارین استفاده نشود.

 

 د یاس  کینوکلئ یسازخالص 

 خاص انجام شود.  ینیمواد بال  یجداساز یهابازار مطابق پروتکل  در موجود یجداساز یهاتیتوسط ک دیبا کینوکلئ دیاس  یجداساز

 استخراج شده باشد. از انعقاد آن جلوگیری شده است،  EDTAاز نمونه ی خونی که توسط  دینمونه با مواد

 گنجانده نشده است. تیک نیدر ا DNAاستخراج  تیک

  

  

  

 

 
1 Good Laboratoty Practice 
2 Personal Protective Equipment  



6 
Version 10-IVD 

 سازی  آماده

آرامی پیپتاژ و یا ورتکس  های بافر واکنش، پرایمر پروب و کنترل مثبت را به  لولهها ذوب شوند و  ها را روی رک یخ بگذارید تا محتویات آنابتدا لوله.  ١

 کنید، سپس اسپین نمایید. 

  نیز به هر لوله اضافه نمایید. MasterB- B27میکرولیتر از  ١٠سپس، اضافه کنید. PCRهای را به لوله MasterA-B27 میکرولیتر از  ١٠. مقدار  ٢

میکرولیتر از آب بدون نوکلئاز را   ٥) را آماده کنید. برای این کار،  NTCهای واکنش، ابتدا نمونه کنترل منفی (به تیوب ها پس از انتقال مستر میکس. ٣

   به تیوب کنترل منفی اضافه نمایید.

های های بیمار را به تیوبمیکرولیتر از نمونه  ٥میکرولیتر از کنترل مثبت و    ٥. سپس میکروتیوب ها را به منطقه کار با اسید نوکلئیک انتقال دهید،  ٤

  تنظیم نمایید. ٣دستگاه را طبق جدول  و  قرار داده ریل تایمها را در دستگاه . سپس تیوب) ٢(جدول  مربوطه اضافه نمایید

  

Reaction Setup Volume 

Master A - B27 10 µl 

Master B- B27 10 µl 

Sample or Control 5 µl 

Final volume 25 µl 

  . مقادیر مورد استفاده در هر واکنش۲جدول

  

 برنامه دمایی  

( جدول  ریز کردن دستگاه مطابق برنامهمیشده است. پس از تنظ  فیوص ت  Yellowو    Green  کانال  یدارا Real-Time PCR یهادستگاه  یدستورالعمل برا

هر    یی دما  ری . مقاددیبه کاتالوگ دستگاه مراجعه کن  Rotor Geneکانال در دستگاه    ف یاز نحوه تعر  یآگاه  یبرا  .دینی ک واکنش را راه انداز  ، )  ۳شماره  

 آورده شده است.  جدول صفحه بعد قسمت در 
 

Temperature Hold Cycle 

Pre-Denaturation 95 °C 5 min  1 

Denaturation 95 °C 20 sec 

35 
Annealing and Acquisition on Channel 

YellowAnd  nGree 
58°C 45 sec 

Extention 72°C 20 sec 

٣جدول شماره   
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 در دستگاه هاتعریف طیف سنجش فلورسنت 

  Rotor-Geneدستگاه 

  را انتخاب کنید.  Gain Optimizationی گزینه  Rotor-geneبدین منظور در دستگاه 

  

  
  ۱شکل شماره 

  

فرض دستگاه) (حالت پیش   ۱۰تا   ۵از    Target sample rangeیکانال سبز و زرد بازه   ۲برای هر   Optimise Acquiringی  در این صفحه با انتخاب گزینه 

  انتخاب شود. 

  

  

  

  

  

  

  ۲شکل شماره 

  دستگاه باید برمبنای تیوب اول انجام شود.  Gainهمچنین

  

  

  

  

  

 

  ٣شکل شماره 

  را انتخاب کرده، و پنجره را ببندید.  Perform Optimization Before 1st Acquisationیی مناسب برای هر کانال، گزینهپس از انتخاب بازه 

  

  
  ۴شکل شماره
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 آنالیز نتایج

قرار 0.02 ی مناسب  آستانه را در بازه   Yellowو    Greenکانال رنگی    ٢آنالیز نتایج توسط نرم افزار مربوطه و بر اساس دستورالعمل دستگاه انجام شود. در  

  دهید.

  عمل کنید.   تفسیر نتایججدول مطابق  ،جینتا ریتفس یبرا

 

  :دد ر گ ریتفس ریبه صورت ز باید جینتا

دو کانال سبز   Ctو اختلاف   باشد   Ct≥ 30دارای  داخلی  کنترلو    ی سیگموئیدی و فاز لگاریتمی باشدکانال سبز دارای منحنچنانچه نمونه در   .۱

 می باشد. B27-HLAنمونه دارای باشد،  Ct ۵کمتر از و زرد 

  

دو   Ctو یا اختلاف  سبز منحنی سیگموئیدی نباشد و سیگنالی در این کانال دیده نشود،  و در کانال   Ct≥ 30دارای  داخلی  که کنترل  زمانی .۲

 نمی باشد. B27-HLAژن  ، باشد نمونه فاقدCt  ۵بیشتر از کانال سبز و زرد 

 

  

ستخراج نامناسب ا  تکرار شود.تست فاقد اعتبار است و باید    باشد،  Ct>30یا  نتیجه کانال زرد منفی و    کنترل داخلی تکثیر نشده وزمانی که   .٣

 .چنین نتیجه ای باشدبروز تواند دلیل  یا خطا در آزمایش می

  

  جدول تفسیر نتایج 

Result Yellow Green  

HLA-B27 positive Ct ≤ 30 Ct Green - Ct Yellow ≤5 

HLA-B27 

Mix 

HLA-B27 negative Ct ≤ 30 Ct Green - Ct Yellow >5 

Invalid 

- 

Or  

Ct > 30 

+/- 

  ٤جدول شماره 
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 های مختلفنکات آنالیز نتایج در دستگاه

  Rotor-Geneدستگاه 

  .ردی افزار دستگاه و بر اساس دستورالعمل دستگاه صورت گتوسط نرم دی با Rotor-gene 3000  و Rotor-gene 6000 اطلاعات در دستگاه زیآنال

   .دیکن کی، دوبار کلGreenرنگ، به طور مثالکیی را انتخاب کرده و رو  Quantitation ، Analysisیاز منو  .۱

  لد افیشنسی واکنش را به شکل زیر فعال کنید.هترش ، Outlier Removal کلیک بر گزینه ی. با ٢

  تنظیم نمایید. ٠٫٠٢بر آستانه را  Greenدر کانال  را زده و Cancel دکمه Autofind Threshold پنجره به نام نیدر ا. ٣

   تنظیم کنید. ٠٫٠٢ را بر تکرار کرده و آستانه Yellow یهاکانال  یمراحل بالا را برا. ٤

  

  

  
۵شکل شماره   
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 نشانه ها 

 

  

 

 

 

 

 

 

  طلاعات تماس ا

 

InVitro Diagnostic Medical Device   آزمایشگاهی  برای مصرف  

  Catalog Number کد کالا  
  

Batch Number    شماره بچ تولید شده 
 

Temprature Limitation   محدودیت دمایی 
 

Concult Instructon For Use    مطالعه دستورالعمل 

 Content sufficent for <n> tets  تعداد تست  

 Use by   تاریخ انقضا  

 Manufacturer  آدرس  

  گروه سین مورو-شرکت فناوری بن یاخته 

دوم )، کوچه متری ٢٤( خیابان استاد محمدعلی کشاورزان، سعادت آباد،تهردفتر مرکزی : 

  ، شرکت فناوری بن یاخته ٩شرقی، پلاک 

  ۰۹۳۰۱۸۲۱۶۰۱پشتیبان فنی :                                                 ۱۹۹۷۷۷۵۵۵۵کد پستی : 

  ٠٢١٢٢٠٨٢١٢٠  تلفن های تماس :

Web Site: www.Senmurv.co            Email: info@senmurv.ir 

 
 


