
 

 

 

 
   

 در سرم انسان  A-tTg-Anti گیریاندازهیت ک
Anti-tTg-A ELISA Kit 96t 

 Cat. No: 4624-96 / Rev: A2 (1402/09/22) 
 
 

 :مقدمه

شامل دو زیر    (Anti-tTg)  ضد آنزیم ترانس گلوتامیناز بافتی های  بادی آنتی اتو

مهم به   IgGو    IgAکلاس   مارکرهای  سلیاک تشخیص    در  یعنوان    بیماری 

ارتباط مستقیمی با شدت علائم    هابادیاین آنتی سطح سرمی    .نداه دش  اختهشن

. حیطه کاربرد کیت تغذیه بیمار اهمیت دارددرمان و  پایش  در    ماری دارد وبی

اندازه  کمیحاضر،  گلوتامیناز   IgAبادی  اتوآنتی   سطح  گیری  ترانس  آنزیم  ضد 

  .تاسزا به روش الایبافتی در نمونه سرم انسان 

 

   :یشاماصول آز

غیر  الایزای  اساس  بر  تست  است.  این  شده  طراحی  این  مستقیم    آزمایش در 

ژن آنتی   حاویهای  چاهک   به  ها، کالیبراتورها و کنترل سرمشده  رقیق  هاینمونه 

اول  شوند.می   اضافه  تثبیت شده انکوباسیون  زمان   نمونهی  هایبادی آنتاتو،  در 

 .ند گردمی   تبیتث  کف چاهک  رد، کالیبراتورها و کنترل مثبت  )درصورت وجود( 

متص اجزاء  حذف  و  شستشو  از  نشدپس  شدنهل  اضافه  با  آنزیمی    ،  کونژوگه 

آنتی ) آنزیم    یانسان   IgAایمونوگلوبولین  ضد  بادی  حاوی  به   ،(HRPمتصل 

می کمپلکس تشکیل  ایمنی  از   ند.شوهای  انکوباسیون، پس  مرحله    دومین 

چاهک شستشو می ی  تکرار  شد شود.  ها  اضافه  رنگ  نبا  سوبسترای  )  زامحلول 

متوقف کننده    و سپس  (HRPنزیم  آ می محلول  تولید  نهایی  که    شودمحصول 

هر    نوریجذب    شدت  دارد.  رنانومت  450ج  ومبیشترین جذب نوری را در طول

ارتباط مستقیم    نمونه  موجود در  tTg  ضد  IgA  هایبادی نتی لظت آبا غ  چاهک

محاسبه   منحنی استانداردنه توسط  ومبادی هر ندارد. در نهایت غلظت اتوآنتی 

 شود. می 

  

 : محتویات کیت

 شده.  یت ب ثت ژنحاوی آنتی  یتست 96پلیت میکرو (1
های با غلظتکالیبراتور  الیو شش: Cal A-F)  (Anti-tTg-Aیهاکالیبراتور (2

 شده از سرم انسان. هیته ،  U/mL  300 و  100، 30، 20،  10، 0

 الیو یک:  (Anti-tTg-A Enzyme Conjugate)یمیکونژوگه آنزل ول مح (3

 در بافر. HRP زیمآن متصل به یانسان IgA ی ضدبادیآنت یحاو یتریلیل یم  11

 10 یااالو یااک: (Sample Diluent-10X) نمونااه کنناادهبااافر رقیق (4

 یتری.لیلیم

 .یتریلیل یم 20 الیو یک:  (Wash Solution-50X) محلول شستشو (5

 .لیتریمیلی 5/6: یک ویال A (Substrate Solution A) اگزرنمحلول  (6

 .یترلییل یم 5/6 لایو کی: B (Substrate Solution B)ا گزمحلول رن( 7

 

 .یتریلیل یم 12 الیویک :  (Stop Solution)کنندهمحلول متوقف (8

 .لیتریمیلی 5/0یک ویال :  (Control Level 1)سطح یک محلول کنترل (9

 لیتری.میلی 5/0یک ویال  (Control Level 2): ودسطح ( محلول کنترل 10

 . تیچسب مخصوص پل بر (11

گراد درجاه ساانتی 8تاا    2دماای    ی و درف اصال ر ظرها د: تمام محلول1توجه

 کننده در دمای اتاق نیز قابل نگهداری است.نگهداری شوند. محلول متوقف

 ست.شده اج رد COAدر  هاکنترل: مقادیر 2توجه 

 

 باشند:در کیت موجود نميمورد نیاز که یل مواد و وسا

 .(مرجعفیلتر )مترونان 630و  450 تری فیل دارا گر پلیتخوانش ( دستگاه 1

 ( سمپلر کالیبره. 2

  ( آب مقطر دیونیزه.3

 

 : ت یدر استفاده از ک اطیاحت

ذا از ل  ؛است  دهیگرد  هیتعب  تیک  نیاستفاده در هم  یبرا  تیک  نیا  اتی( محتو1

مشترک  ا د  یهاشماره   ای و    هاتیک   ریسابا  ستفاده  خج   گریساخت    ی وددارداً 

 . کنید 

 خیکه تار  ییها. از محلول دنت هس   داری پا  تکی  ءقضانا  زمان  تا  هامحلول  هی( کل 2

 . دیها گذشته است استفاده نکن انقضاء آن 

 . رندیقرار نگ ممستقی نور معرض در هامحلول  دیی ( توجه فرما3

انسان  تیک  تایو( محت4 و    HBsAg  ،HIV 1/2بودن    ینظر منفز  ا  یبا منشاء 

HCV  ول شده  یبررس منف   یقطع  صیتشخ   یاند؛  مورد  عوامل متدن  بو  یدر  ام 

.  ستی ن  ریپذامکان   یشگاهیمتداول آزما  یهابا استفاده از روش   زای ماریب   یعفون

  ام تم  ت، یک  اتی محتوزایی  و بیماری  یبا در نظر گرفتن احتمال آلودگ  ن،یبنابرا 

 ند. ام شوانج یمنیا هایمطابق با دستورالعمل  دیبا  شیمراحل آزما

ع5 و  دستکش  از  استفاده  ک  نکی (  هنگام  ا در  ه  یلزامار  در  ب گناست.  کار  ا ام 

فرما  تیک محتو  دییدقت  رو  اتیکه  بر  ر  ریسا  ایصورت    یآن  بدن    خته ی نقاط 

 . دی نک یریمخاط جداً جلوگ  رینشود. از تماس مواد با دهان و سا

ب(  6 سمپلرهای  هاچاهک   ،هاترل کن   ماران،ینمونه  سر  شاستف  و  بااده    د یده 

پسماندهابه گرف  یعفون  یعنوان  نظر  شدر  با  و    وندته  دفع    زاماتلا مطابق 

 گردند. امحاء  یعفون یپسماندها

 

  :نمونه سازیآوری و آمادهجمع

اساازی جد سااعت پاس از 8تازه )حاداکثر سرم    نمونهبرای این آزمایش از    (1

گیری ونارد خاساتاندنمونه خون با اساتفاده از تکنیاک ا  .دنیک  استفادهسرم(  

یقاه( از دق 60تا  30امل خون )شدن کلخته سیاهرگی تهیه شود و سرم بعد از 

 و کیامیپل ک،یاکتریا هاینموناه ازحتی الامکاان  های خونی جدا شود.سلول

 .دیاستفاده نکن زیهمول

 

نمونه درب ظر( 2 باشد  کاملاً  دیابها  ف  تا  هاه ونمن   .بسته  در    8  حداکثر  ساعت 

در ماه    6  ات  کثرحدا و    گرادیسانت   درجه  8تا    2  دمای  روز در  14تا    و  دمای اتاق

از منجمد و ذوب   هستند.  ادهو استف   قابل نگهداری  گرادی درجه سانت  -20  یدما

 ها خودداری کنید. کردن مکرر نمونه 
 

  :اهمعرفو نگهداری  سازیآماده

نگه  سازیماده آ  (1 شستشو  داریو  ازمیلی  20حجم  :  محلول  محلول    لیتر 

ب  (50X)  شستشو مقطر    تریلی ل یم   980  هرا  از   اضافه  ونیزهیدآب  پس    و 

سانتی   8تا    2دمای  در    یازسآماده  صورت دکنی  ینگهدار  گراددرجه  در   .

شستشو محلول  در  رسوب  بن  آن  ،مشاهده  در  دما  یماررا  درجه    37  یبا 

کدورت در محلول   دهدر صورت مشاه  حل شود.  رسوبتا    دی قرار ده  گرادی نت اس

 . کنید  یاز مصرف آن خوددار ،شستشو

آماده س 2 با حجم   Bو    Aهای رنگزا  ل ومحل   رنگزا:لول  ازی مح(  های مساوی را 

)به 1:1) کنید  مخلوط  تهیه  (  برای  مثال،  آماده  میلی   2عنوان  محلول  لیتر 

ممیلی   1مصرف،   از  به    Aرنگزا    لولحلیتر  رنللی می  1را  محلول  از   Bگزا  یتر 

به  و  کنید(  ات  10مدت  اضافه  دمای  در  و  دقیقه  کتاریکاق  انکوبه  دی  ر نید. 

یا کدورت در محلول رنگزا، از مصرف آن خودداری  گ آبی و  نررت مشاهده  صو

 فرمایید. 

سبت  به نرا  )X)10 نمونهکننده بافر رقیق  :نمونهکننده سازی بافر رقیق( آماده 3

رقیق کننده  لیتر از بافر  میلی   10  ،مثالعنوان  )به رقیق کنید    مقطربا آب    10/1

مدت حداقل یک  ه به ر آماده شدکنید(. بافافه  ر اضقطب میتر آلمیلی  90را به  

 درجه سانتیگراد پایدار و قابل استفاده است.  2-8ماه در دمای 

-قیاقر باافرتوساط  001/1ت نسب سرم را به یهانمونه  رقیق سازی نمونه:  (4

از نمونه سرم   تریلکرویم  10عنوان مثال  . بهدیکن  قیرق  نمونۀ آماده شدهکننده  

 .دیکن اضافه نمونهکننده قیرق بافر تریلوکریم  990 ها بر
 سازی ندارند.ها آماده مصرف هستند و نیاز به رقیقو کنترلتورها توجه: کالیبرا

 

   :روش انجام آزمایش

از آزماو رش  قبل  شوید    شیع  کیت  کهمطمئن  اجزاء  نمونه   تمام  دماو  به   یها 

را   هاکنترل ها و ، نمونه اهوراتبرلی کا د. انده ی( رسگرادی درجه سانت 28تا  22اتاق )

 . کنید یکنواخت یسر و ته کردن به آرام بار  5با 

ا  ر هاچاهک  هی و بق ریدرا بردا  شیانجام آزما یبرا ازیمورد ن یهاتعداد چاهک  (1

 یدرب آن را بسته و در دما هید،قرار د  یوم ین یآلوم   سهیکدر    ریگهمراه رطوبت

 .  کنید ینگهدار گرادی درجه سانت 8تا  2

را کنترل   و  براتورهایکال  ، شدهقیرق  یهانمونه از    تری کرولیم  100  حجم  (2   ها 

)دوپلیکیت(صورت  به کنیدها  چاهک   به  دوتایی  به   اضافه  را  پلیت   30مدت  و 

 ه به آرامی تکان دهید. نیثا

پل چاهک  (3 مخصوص  برچسب  با  را  در    قهیدق  60مدت  بهو    دیبپوشان  تیها 

 . دییااتاق انکوبه نم یدما

 ها راچاهک و    یدکن تخلیه  با وارونه کردن یا آسپیراسیون  را    تپلی  اتیمحتو  (4

آماده شده )بخش آماده    محلول شستشو  تری کرولیم  300مرتبه با    مرتبه و هر  3

 انجام   یصورت دستشستشو به   . اگردیی بشو  یید(اا را مطالعه بفرمهمعرف   یازس

انتهای م در  آرام   یشود  به    . دیبزن  ریگمال رطوبت دست  یروا  ر  تیپل   یشستشو 

ها، مطابق با فیلم قرار داده منظور انجام شستشوی مناسب و استاندارد چاهک هب

 . کنید اقدام  1شرکت سایت ب شده در و

چاهک   به  یمی نزآکونژوگه  محلول  از    تریول رکیم  100  حجم  (5 اضافه ها  همه 

  قه یدق  30  مدتبهرا    تیپل   ،ها با برچسب مخصوص و پس از پوشاندن آن   کنید

 از تکان دادن پلیت در این مرحله خودداری کنید.  .دییاتاق انکوبه نما یدر دما

 شستشو دهید.  کنید وتخلیه  4مطابق بند ها را چاهک  (6
 

آمزارنگمحلول    تریول کریم  100  حجم  (7 مصرفای  آماده  ده  سازی  )بخش 

  15مدت  را به  تیپل   و  دیزیها بردرون تمام چاهک   فرمایید(ها را مطالعه بمعرف 

از تکان دادن پلیت در این مرحله   .دیانکوبه کن   یک یاتاق و تار  یدر دما  هقی دق

 خودداری کنید. 

متوقف محل   تری کرولیم  100  حجم  (8 کل ول  به  اضافه کنهک اچ  هیکننده   . دی ها 

دقیقه    5  قلحدا  مدتبهو سپس    دی ن دهتکا  یمبه آراثانیه    20مدت  به  ار  تیپل 

   .به کنیددر دمای اتاق انکو 

نانومتر حداکثر تا   450هر چاهک در طول موج    ی را برا  ینور  جذب  شدت  (9

تا   620)از طول موج رفرانس    دیبخوان  بعد از متوقف کردن واکنش  قهیدق  15

کنمنونا  630 استفاده  و    میزان (.دی تر  کیت  جذب  این  کالیبراتورهای  نمودار 

   عنوان نمونه در زیر ارائه شده است.به

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
1. http://www.idealdiag.com/Training.aspx 

 
 
 

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(U/mL) 

Cal. A 
A1 0.01 

0.02 0 
B1 0.03 

Cal. B 
C1 0.436 

0.447 10 
D1 0.458 

Cal. C 
E1 0.651 

0.663 20 
F1 0.675 

Cal. D 
G1 0.863 

0.878 30 
H1 0.893 

Cal. E 
A2 1.817 

1.833 100 
B2 1.849 

Cal. F 
C2 2.871 

2.883 300 
D2 2.895 

 

http://www.idealdiag.com/Training.aspx


 

 

 

 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 دیر مورد انتظار  و مقا نتایجکمي  گیریاندازه

 

استاند  میکنتایج   منحنی  از  استفاده  با  روش  داررا  با    Point to Point  و 

کنید. از  هایی  نمونه   محاسبه  بیشتر  غلظت  رقیق    U/mL300با  از  پس  باید 

)ت محشدن  رقیقلووسط  مجدداًکنل  شوند.  نده(  تولید   آزمایش  کننده  شرکت 

به را  تست  این  برای  انتظار  مورد  مقادیر  است  کیت،  کرده  مشخص  زیر   .قرار 

 تعیین گردد.   باید توسط آزمایشگاهت گرچه، این مقادیر برای هر آنالیا

 

 

 

 های کنترل کیفيپارامتر

 

  جیتا، نCLSIو  EN 13641های دارد موجود در استان یهایی بر اساس راهنما

 باشد. در محدوده قابل قبول می  Anti-tTg-A تیک هایتست حاصل از

 

 Run) -nthii(Wدورآزمون دقت درون-( بررسي دقت1

سارم باا یج حاصال از ساه نموناه  باا ارزیاابی تکرارپاذیری نتاا  ردودرونت  دق

ررسای نموناه( ب  بار تکرار بارای هار  20کاری )در یک نوبت  متفاوت  هایغلظت

 شد. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 )Run) -Betweenدورن درو بین آزمون-( بررسي دقت2

بین حاصل    دوردقت  نتایج  تجدیدپذیری  ارزیابی  سابا  سرز  نمونه  با م  ه 

متفاوتغلظت )نوبت   4در    های  هر   5کاری  در  نمونه  هر  برای  تکرار  بار 

 کاری( بررسی شد.  نوبت

 

 

 

 
 

 

 

 

  (Recovery)آزمون بازیابي -( بررسي درستي3

ازاب  یشآزمااین    در آزمون،هء  ه  نمونه سرم  ر  یکدیگر  ب   دو  با  مساوی  نسبت  ه 

 . گیری شده انداز در آن  Anti-tTg-A غلظت مونهک ن عنوان یو به ترکیب 
 

 

 

 

 

 

  (Comparison Methods) هامقایسه روش -درستيبررسي  (4
رم س  نمونه  100در    Anti-tTg-A  انزمیت، جهت بررسی درستی نتایج این کی 

مقایسه  گیری شد و نتایج آن با کیت مرجع  اندازه   بالا    نرمال و  با مقادیر پایین،

ض همبستگو  نتایجریب  بین  آمده  به    ی  کیت،  دست  دو  روش  باز  اساس  ر 

صورت زیر   ایش بهمعیار پذیرش برای این آزم  محاسبه گردید.  997/0  ،رسون یپ

 تعریف شده است: 

 
0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 

 
 

 

  (Interference) تداخلاتبررسي  (5

ماورد  Anti-tTg-A سانجشبر اساس فرمول زیار، درصاد تاداخلات رایاج در 

 گرفت: ابی قرار ارزی

 

 

 

 

نتایج  رب آمده  ب  اساس  تادست    و   20تا  روبین  بیلی،  500  هموگلوبین 

 . تأثیری بر نتیجه سنجش ندارد ر یتلگرم بر دسی میلی 1000تا  دلیسریگتری
 
 

 

  (Sensitivity)( بررسي حساسیت6

   Limit of Blankو Limit of Detection (LOD) بر اساس  کیت حساسیت

(LOB)   اسب فا  از  محتفاده  زیر  شدارمول  بر  سبه  تعیین  U/mL  8/0با    رباو 

 . دگردی

LOD = LOB + 1.645 SDs 

LOB = Meanb + 1.645 SDb 
 

(s: Diluted sample & b: Blank) 

 (Stability)پایداری ررسيب( 7

Accelerated Stability Test  :در   فتهه  3  مدت  به  تیک  پایداری   بررسی  

   .گرادی سانت درجه 37 یدما

In Use Stability Test  :بدر  کردن  باز  از   پس  تیک  پایداری  بررسی 

 . گرادی سانت  درجه 4 یدما در هفته 8 مدت به ،هامحلول 

Shelf Stability Test  :در   ماه  18  مدت  به  تیک  عدد  8  پایداری  یبررس 

   .اشدبمی  بار کی ماه سه هر  صورته ب نتایج ارزیابی و گرادی سانت  درجه 4 یدما

 یهازمان   در  نظر وردم  تیک که  دهدی نشان م   یداریا پ  یبررس لفمطالعات مخت

آزما   رشیپذ  اریمع   .است  داریپا  شدهمشخص  ب  یهاشیدر    ن ییتعه  مربوط 

  .استدرصد  20 ازکمتر  نتایج تغییر ،یداریپا

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 تفاده شده در برچسب کالاهاعلائم اس
 

 

Authorized representative in 

the European community 

 
Manufacturer 

 
Use-by date 

 

Batch code 

 

In vitro diagnostic medical 

device 

 
European conformity 

 
Catalogue number 

 
Contains sufficient for tests 

 
Temperature limit 

 

Date of manufacture 

 
References: 

 

1.Sblattero D, et al. Human recombinant tissue 
transglutaminase ELISA: an innovative diagnostic 
assay for celiac disease". The American Journal of 

Gastroenterology (2017). 
 

است    در بروز هرگونه مشکل خواهشمند  بر صورت  مندرج  تلفن های  با 

 به بخش پشتیبانی تماس بگیرید. روی جع

Positive  Negative 

≥ 20 (U/mL)  20 (U/mL) ˂ 

 

گر اخله  میانگین غلظت بعد از افزودن آنالیت مد -گرمداخله   میانگین غلظت قبل از افزودن آنالیت  ₌ 
آنالیت مداخله گر  غلظت  

  100   ×  درصد تداخل  

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (U/mL) 10.15 26.33 51.39 

SD (U/mL) 0.59 1.18 2.04 

CV (%) 5.8 4.5 4 

 

No. 
Sample 
(U/mL) 

Added 
(U/mL) 

Exp. 
(U/mL) 

Obs. 
(U/mL) 

% Rec. 

1 5.7 34.9 20.3 19.7 97 

2 14.2 5.7 9.9 9.5 96 

3 14.2 34.9 24.5 26.3 107.3 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (U/mL) 6.34 13.56 52.39 

SD (U/mL) 0.4 0.62 2.3 

CV (%) 6.3 4.6 4.4 

 


