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  HLA B27شناسايي   PCRكيت 

Version 5  

 

 محتواي كيت  - ١

Color tube Content Quantity 
Green B27 PCR Mix 470 μl 

Colorless B27 Negative gDNA 60 μl 
Red B27 Positive gDNA 60 μl 

  

 ويژگيهاي تكنيكي كلي كيت - ٢

 Post-PCR  تكنولوژي

  كيفي  نوع بررسي
  B*2701-2709  توالي هدف
 ng/µl 5حداقل   حساسيت

  %98  اختصاصيت تشخيص
  %98   حساسيت تشخيص

  خون تام  نوع نمونه
 C ± 5°20-  ذخيره

 Thermal Cycler  دستگاههاي مناسب

 

 پروتوكل - ٣

همچنين يك تيوب   د.گردتيوب مجزا در نظر گرفته شود. تيوب ها با نام بيمار نشانه گذاري  يكبراي هر بيمار  - الف

) B27فرد داراي الل  DNA( كيت مثبتكنترل  براي و يك تيوب )B27فرد فاقد الل  DNA( كيت كنترل منفيبراي 

 د.گردنشانه گذاري 

 . دياضافه نماي PCR Mix 27Bاز محتويات ويال  ميكروليتر ١٨ درون تمامي تيوب ها  - ب     

     د. اين عمل گرداضافه  انمشخص شده بيمار هاي شده به طور مجزا به تيوباستخراج  DNAاز  ميكروليتر ٢ سپس - ج     

 .شودانجام  و مثبت نيز هاي منفيبراي كنترل 
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 د:مي گردبار گذاري شده و برنامه زير اجراء  PCRتيوب ها ، تيوب ها در دستگاه  Spinو  vortexبعد از  -د 

  Initial denaturation 95 °C/15 min 
 

1 repeat 

Denaturation 95 °C/15 sec 
 

 
34 repeat 

Annealing 58 °C/20 sec 
 

Extension 72 °C/30 sec 
Final extension 72 °C/5 min 

 
1 repeat 

 

 الكتروفورز ژل آگاروز -٤

يا ساير رنگهاي   )Safe Stain GelRed )Cat No:1146-1ml, PZP رنگ  ، محصولات تكثيري با PCRپس از پايان 

. گرددالكتروفورز  مناسبدر ولتاژ  دقيقه ٠٣ت بارگذاري و به مد %2.5و درون چاهكهاي  ژل آگاروز  مخلوطفلورسنت مناسب 

كنترل داخلي است كه برپايه  جفت بازي ٣٠٠ تكثيري قطعه مي باشد. 27Bنشانه حضور الل  جفت بازي ١٨٠حضور قطعه 

    و بايد در تمامي ميكروتيوب هاي واكنش مشاهده شود. يكي از ژنهاي انساني مي باشد

 

 

براي اجتناب از باند هاي ناخواسته الگو با غلظت پايين نياز مي باشد.  DNAبه  HLA Typingتوجه: براي انجام صحيح 

 ميكروليتر نباشد. ٢٠٠اضافه مي گردد، كمتر از استخراج نهايي كه به ستون  Elutionتوصيه مي گردد حجم بافر 

 آزمايش نامعتبر - ٥

جفت بازي ١٨٠جفت بازي باشد يا تيوب كنترل مثبت فاقد قطعه  ١٨٠در صورتي كه تيوب حاوي كنترل منفي حاوي قطعه 

) جفت بازي ٣٠٠(در ميكروتيوب مربوط به بيمار بايد قطعه كنترل داخلي  باشد آزمايش نامعتبر بوده و مجدد بايد تكرار گردد.

 به درستي استخراج شود.و ژنومي استخراج شده نامناسب است و بايد مجدد  DNAتكثير شده باشد در غير اين صورت 


