
 

 

 

 
   

 در سرم انسان  MPO-Anti گیریاندازه کیت 
Anti-MPO ELISA Kit 96t/ Cat. No: 4824-96 

Brochure Rev: C0 (1402/10/12) 
 

 :مقدمه

نوتروفیل  بادی آنتی اتو ضد  سیتوپلاسمی  عنوان  به  (ANCA)های 

سیستمیک   واسکولیت  تشخیص  مهم، جهت  شده مارکرهای  اند  شناخته 

اساس    که آم  یالگوبر  فزیرنگ  ی  توپلاسمی س  دو دسته  به  لوئورسنسی 

(cANCA)  هسته   و   شتر ی ب.  گردندی م  میتقس(pANCA)  ایپیش 

ژن ی عنوان آنترا به (MPO) دازیلوپراکس یم، آنزیم pANCA هایبادی آنتی 

می   هدف درحالی شناسایی  پروتئیناز  کنند  آنزیم  ژن آنتی (PR3)   3که 

  ایمونوفلورسانس  ANCA هایی که نتیجه تستنمونه است.    cANCAویژه  

گیری اندازه یید شوند.  نیز تأ  ELISAها مثبت است، باید توسط تست  آن 

  آنژیت لی پ  مارکر  عنوانبه همچنین    MPO  ضد  یبادی نتاتوآسطح  

گلومرولونفر  یکروسکوپ یم دار کانون   وتیکنکر  تیو  کاربرد  افزایش    د.ی 

ب  MPOضد    یهای بادی نتآسطح   مرتبط  هایماریدر  غیر    ANCAبا  ی 

ریت و بیماری نظیر واسکولیت القاء شده توسط دارو، کلاژنوز، لوپوس نف

روده مزمن  کاربرد  .است  شده  مشاهده  نیز  التهابی   Anti-MPOحیطه 

ELISA Kit  های ضد  بادی سطح آنتی و سنجش کیفی  گیری کمی  اندازه

MPO  .در نمونه سرم انسان به روش الایزا است 
 

   :اصول آزمایش

ت براین  است  لایزایااساس  ست  شده  طراحی  این .  غیرمستقیم  در 

های پوشیده چاهک   به  ها، کالیبراتورها و کنترل سرم  هایمونه ن،  آزمایش

آنتی  با  اول،  می  اضافه  MPOژن  شده  انکوباسیون  زمان  در  شوند. 

ضد  های بادی آنت اتو در    MPOی  و  سرم  هاینمونه موجود  کالیبراتورها   ،

پس از شستشو و حذف  ند.  گردمی   تتثبیها  کنترل مثبت در کف چاهک 

بادی ضد  حاوی آنتی )کونژوگه آنزیمی    اضافه شدن  ، بااجزاء متصل نشده 

آنزیم    یانسان  ایمونوگلوبولین به  ایمنی  کمپلکس   (HRPمتصل  های 

  و سپس   (HRPسوبسترای آنزیم  )  اگزمحلول رن  ند. افزودنشوتشکیل می 

د که بیشترین جذب نکمحصول نهایی را تولید می محلول متوقف کننده  

هر چاهک با    نوریجذب    شدت  دارد.  نانومتر  450موج  نوری را در طول

آنتی ارتباط مستقیم دارد. در آن    موجود در  MPOضد  های  بادی غلظت 

محاسبه    منحنی استاندارددر هر نمونه توسط    Anti-MPO  ظتنهایت غل 

  شود.می 
 

 : محتویات کیت
 شده.  تثبیت MPO ژنی حاوی آنت یتست 96پلیت میکرو (1

غلظت  الیو  شش:  Cal A-F)  (Anti-MPOهاکالیبراتور  (2 ،  10،  3،  0های  با 

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

  .لیتریمیلی  1 ویال یک: Cut-Off( کالیبراتور 3

آنز  (4  11  الیو  یک:  (Anti-MPO Enzyme Conjugate)یم یکونژوگه 

به  یانسان   ایمونوگلوبولین  ضد  یبادی آنت  یاوح  یتریلی ل یم   HRP  آنزیم  متصل 

 در بافر. 

 یتری. لیلی م 20 یالو یک :(Sample Diluent-5X) نمونه کنندهبافر رقیق (5

 . یتریلی ل یم 20 الیو یک : (Wash Solution-50X) محلول شستشو (6

 . ریتیلمیلی  5/6: یک ویال A (Substrate Solution A) رنگزامحلول  (7

 . لیتریمیلی  5/6: یک ویال B (Substrate Solution B) اگزنرمحلول ( 8

 . یتری لیل یم 12 لایویک  : (Stop Solution)محلول متوقف کننده (9

 لیتری. میلی  1: یک ویال  (Positive Control)مثبت( محلول کنترل 10

 ی. تریللی یم 1یال ک و: ی (Negative Control)منفی( محلول کنترل 11

 . تیپل  چسب مخصوصبر (12

درل ومحل   تمام:  1  توجه سانت   8تا    2  یدما  ها  شوند.   ینگهدار  گرادی درجه 

 است. یقابل نگهدار  زیاتاق ن  یکننده در دمامتوقف محلول 

 ت.درج گردیده اس  COAدر  هامقادیر کنترل  :2 توجه

 

 باشند:مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نمي

   .فیلتر مرجع()نانومتر  630و  450ریلتدارای ف تلیگر پخوانش ( دستگاه 1

 سمپلر کالیبره. ( 2

 آب مقطر دیونیزه. ( 3

 

 احتیاط در استفاده از کیت: 

  لذا از است؛    دهی گرد  هیتعب  تی ک  نیاستفاده در هم  یبرا  تیک  نیا  اتی محتو(  1

سا  با  مشترک  د  یهاشماره   ای   و  هات یک  ریاستفاده   ی خوددار  جداً  گریساخت 

 . دیی انم

هایی که تاریخ نقضاء کیت پایدار هستند. از محلول ها تا زمان الول ( تمام مح2

 ها گذشته است استفاده نکنید. انقضاء آن 

 ها در معرض نور مستقیم قرار نگیرند. ( توجه فرمایید که محلول3

و    HIV1/2،HBsAgدن بو ی از نظر منف یانسان  شاءمنبا  تیکاین  اتی محتو( 4

HCV  قتشخی  ولی  ؛دانهدش  بررسی در  ص  عوامل  بودن    یمنف   موردطعی  تمام 

. ستی نهای متداول آزمایشگاهی امکان پذیر  با استفاده از روش   زاعفونی بیماری 

محتویات کیت، تمام مراحل زایی  و بیماریبا توجه به احتمال آلودگی    نیبنابرا 

 د. نانجام شو یمنیا یهامل دستورالع آزمایش باید مطابق با

و   هفاد تاس(  5 با  و    است  یدر هنگام کار الزام  نکی ع  از دستکش  در هنگام کار 

فرما   تیک محتو   دیی دقت  بدن    ریسا  ایصورت    ر رویبآن    اتیکه  ریخته  نقاط 

 . نمایید جلوگیری مخاط جداً  ریبا دهان و سامواد از تماس  نشود.

ب (  6 سمپلرهای  و  هاچاهک   ،هاکنترل   ماران،ینمونه  با  سر  شده   د ی استفاده 

پسمانده وا عنهب شوند   یعفون  یان  گرفته  نظر  با  و    در  دفع    الزاماتمطابق 

 گردند. امحاء  یعفون یپسماندها

 

  :نمونه سازیآوری و آمادهجمع 

از    (1 آزمایش  این  )حداکثر  سرم    نمونهبرای  جداسازی    8تازه  از  پس  ساعت 

ا  .کنید  استفادهسرم(   با  خون  خون نمونه  استاندارد  تکنیک  از  ری یگستفاده 

دقیقه( از    60تا    30لخته شدن کامل خون )  د ازد و سرم بع شو  گی تهیهیاهرس

شود.سلول جدا  خونی  الامکان  های    و   کیم یپل   ک،ی کتریا  هاینمونه  ازحتی 

 . دیاستفاده نکن  زیهمول

 دمای روز در 2تا ها حداکثر نمونه  .بسته باشد کاملاً دیبا هاف نمونهدرب ظر( 2

قابل گراد  ی درجه سانت  -20  یدمادر    ماهیک   مدتبه    و  گرادی درجه سانت  2-8

 نید. ها خودداری کنمونهاز منجمد و ذوب کردن مکرر  .ی هستندنگهدار

 

  :رقیق سازی نمونهو  هاسازی معرفآماده

سازی  آ  (1 شستشوماده  شستشو  میلی  20حجم    :  محلول  محلول  از  لیتر 

(50X)    به وا لیتر آب مقطر دیونیزه اضمیلی  980را  آمادپس    فه  ازی در سه از 

در صورت مشاهدرجه سانتی   8تا    2ی  دما نگهداری کنید.  در گراد  ده رسوب 

آن محلول ش بن  ستشو،  در  تا رسوب درجه سانتی  37ماری  را  دهید  قرار  گراد 

م  در  کدورت  مشاهده  صورت  در  شود.  آن  حل  مصرف  از  شستشو،  حلول 

 د. خودداری کنی

های مساوی  را با حجم  Bو    Aی رنگزا  هاللوحم:  ( آماده سازی محلول رنگزا2

)به1:1) کنید  مخلوط  تهیه  (  برای  مثال،  آماده میلی  2عنوان  محلول  لیتر 

رنگزا  میلی   1مصرف،   محلول  از  به    Aلیتر  رنگزا  میلی   1را  محلول  از    Bلیتر 

به  و  کنید(  د   10مدت  اضافه  در  در  دقیقه  کنید.  انکوبه  تاریکی  و  اتاق  مای 

ن خودداری رنگزا، از مصرف آ  ت در محلولدورو یا ک  آبی  رنگ  هصورت مشاهد

 فرمایید. 

ساز3 آماده  رق   ی(  نمونه:  قیبافر  رق   کننده  به  5X)  نمونهکننده    قی بافر  را   )

رق  1:4نسبت   مقطر  آب  مثال  )به  دیکن  قیبا  بافر   تریلی ل یم  20عنوان  از 

  ت مدبهه  شده  آماد   (. بافردیآب مقطر اضافه کن   تریلیل یم  80را به    کنندهقیقر

 است.   ستفادهو قابل ا داری پا گرادی درجه سانت 2-8 یماه در دما کیقل داح

نمونه:  (4 سازی  نسبت    یهانمونه  رقیق  به  را    بافر توسط    1:100سرم 

ه  از نمون   تری لکرو یم   10عنوان مثال  . به دی کن  قیرق  آماده شده  نمونۀکننده  قیرق

 . دی کن فهاضا هوننمه کنندق یرق بافر تری لکرویم 1000 هسرم را ب

 سازی ندارند. ها آماده مصرف هستند و نیاز به رقیق و کنترل تورها توجه: کالیبرا

 
 
 

 

   :روش انجام آزمایش

آزما از شروع  که  شیقبل  شوید  کیت  مطمئن  اجزاء  نمونه  تمام  به و  ها 

ار  ب 5ها را با کالیبراتوراند. ده ی رس( گرادی درجه سانت 28تا  22اتاق ) یدما

 . کنید یکنواخت یام رآه  کردن ب هت سر و

چاهک   (1 ن  یهاتعداد  آزما  یبرا  ازیمورد  بردا  شی انجام  بق   ریدرا    ه یو 

درب آن   هید،قرار د  یوم ینی آلوم  سهیدر ک  ریگهمراه رطوبتها را  چاهک 

 .  کنید ینگهدار  گرادی درجه سانت  8تا  2 یرا بسته و در دما

ها کنترل  و هارواتبری کال ،دهش قیرق یهانمونهاز  تری کرولیم 100 حجم (2

صورت    را )دوپلیکیت(به  را   کنیداضافه  ها  چاهک   به  دوتایی  پلیت  و 

 ثانیه به آرامی تکان دهید.  30مدت به

  قه ی دق  30مدت  به و    دی بپوشان  تیپل   رچسب مخصوصها را با بچاهک   (3

 . دییاتاق انکوبه نما یدر دما

را  چاهک   اتیمحتو  (4 کرها  وارونه  آسی  ندبا    د. کنی  هی ل ختسیون  پیراا 

راچاهک  و  3  ها  با  تبمر  هر   مرتبه  شستشو    تریکرولیم  300ه  محلول 

اگردیی بشو به صورت دست  .  انتهادشود  ی م   انجام  یشستشو  شستشو    یر 

رطوبت  یرورا    تیپل   یآرامبه   انجام به   .دیبزن  ریگدستمال  منظور 

ه در داده شد  ها، مطابق با فیلم قرارشستشوی مناسب و استاندارد چاهک 

 اقدام نمایید.  1رکتش سایتوب

آنزمحلول  از    تری کرولیم  100  حجم  (5 چاهک   به  یمی کونژوگه  ها  همه 

مدت بهرا  تیپل  ،ها با برچسب مخصوصن و پس از پوشاندن آ اضافه کنید

ن مرحله  از تکان دادن پلیت در ای  .دیی کوبه نمااتاق ان   یدر دما  قهیدق  30

 .دداری کنیدخو

 شستشو دهید.  کنید وتخلیه  4بق بند مطاا را هچاهک  (6

ماگزرنل  محلو  تری کرولیم  100  حجم  (7 آماده  )بخش  ی  آماده  صرف 

را    تیپل   و  دیزیها بردرون تمام چاهک   (ها را مطالعه بفرماییدمعرف   سازی

دما  قهی دق  30مدت  به تار  یدر  و  کن  یک یاتاق  دادن   .دیانکوبه  تکان  از 

 .کنیددداری ن مرحله خوپلیت در ای

متوقف محل   تری کرولیم  100  حجم  (8 ککنندول  به  اضافه چاهک  هیل ه  ها 

مدت  را بهثانیه به آرامی تکان دهید و سپس آن    5مدت  پلیت را به  .د یکن

 دقیقه در دمای اتاق انکوبه کنید.  5

نور  شدت  (9 ب  یجذب  موج    یرارا  طول  در  چاهک  نانومتر    450هر 

)از طول موج    دینش بخوان کردن واکبعد از متوقف    قهیدق  30حداکثر تا  

کن نا  630ا  ت  620رفرانس   استفاده  نمودار   (.د ینومتر  و  جذب  میزان 

  ر زیر ارائه شده است.د عنوان نمونهکالیبراتورهای این کیت به 

 
 

 

 
 

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

 

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


 

 

 

 
   

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 ظار نتمورد او مقادیر  نتایجکمي  تفسیر
  Point to Point  و با روشنتایج کمی را با استفاده از منحنی استاندار  

کنید. ازهایی  نمونه   محاسبه  بیشتر  غلظت  از  بای  U/mL 300با  پس  د 

محلوشدرقیق   )توسط  شوند.ن  آزمایش  مجدداً  کننده(  رقیق  شرکت   ل 

کیت، کننده  قرارمقادی  تولید  به  را  تست  این  برای  انتظار  مورد  زیر    ر 

توسط شخم باید  آنالیت  هر  برای  مقادیر  این  اگرچه،  است.  کرده  ص 

   تعیین گردد.آزمایشگاه 

 

 

 

 نتایج و مقادیر مورد انتظار کیفي تفسیر 
تفسی نوری    ،ایجنتکیفی  ر  در  نوری  نمونه جذب  با جذب  را  کالیبراتور ها 

Cut-Off مقایسه نمایید.    

 

 

 

 

 

 

 في های کنترل کیپارامتر
راهنمااسبر   استاندارد   یهایی اس  در  ،  CLSIو    EN 13641های  موجود 

از  جیتان قبول    Anti-MPO  تیک  هایتست  حاصل  قابل  محدوده  در 

 باشد. می 
 

 (Within Run) دورونون دقت درآزم -دقت يبررس (1

ارزیابی    دوردرون دقت   نتابا  نموتکرارپذیری  سه  از  حاصل  با  نه  یج  سرم 

یک    متفاوت  هایغلظت )بتنودر  نمونه(   20کاری  هر  برای  تکرار  بار 

 است. CV˂10%بررسی شد. معیار پذیرش در این آزمایش 
 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (U/mL) 8.34 14.82 68.47 

SD (U/mL) 0.48 0. 47  3.5 

CV (%) 5.7 5.0 5.1 

 

 (Between Run)ور دنبی مون دقتآز-دقتبررسي ( 2
نتایج  دوربینت  دق تجدیدپذیری  ارزیابی  سرم    با  نمونه  سه  از  با  حاصل 

متفاوت  هغلظت )نوبت   4در  ای  هر    5کاری  در  نمونه  هر  برای  تکرار  بار 

 است. CV˂10%یار پذیرش در این آزمایش شد. مع  امانج کاری( نوبت

 
Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (U/mL) 7.3 11.71 42.88 

SD (U/mL) 0.44 0.61 2. 23  

CV (%) 6.0 5.2 5.4 

 

 (Recovery) یابيبازآزمون -يدرست ي( بررس3
ازاء  آزمایش  این  در آ  به  سرم   ،زمونهر  نمونه  نب  دو  مساویه  با    سبت 

ترکیب به   شد  یکدیگر  نموو  یک   آن در    Anti-MPO  غلظت  ،نه عنوان 

گردید.   این  م سنجش  در  پذیرش  به   Bias<10%  ایش،آزم عیار  نسبت 

 است.  مورد انتظار جهی نت
 

No. 
Sample 
(U/mL) 

Added 
(U/mL) 

Exp. 
(U/mL) 

Obs. 
(U/mL) 

% Rec. 

1 9.7 26.5 18.1 18.4 101.6 

2 26.5 69 47.7 49.6 104 

3 69 6.7 37.85 36.7 97 

 

 (Linearity)  آزمون خطي بودن-درستي( بررسي 4

ا ختلف نمونه سرم برای م  هایقتدر ر   Anti-MPOغلظتین تست،  در 

اندازه  بودن کیت  ا  رشیپذ   اریمع   .گیری شدتعیین خطی    ش یآزما  نیدر 

Bias˂10%  .است 

 

 

 

  اهسه روشمقای  - بررسي درستي (5

)sethodison of MCompar( 
این کیت،    رستیدبررسی  جهت     100در     Anti-MPOمیزان نتایج 

مقایسه کیت مرجع  ن با  ج آ گیری شد و نتایه انداز  کیت  ایننمونه توسط  

آمده از دو کیت، بر اساس روش به دست   بین نتایجی  و ضریب همبستگ

گردید.  998/0  ،پیرسون  آزما  محاسبه  این  برای  پذیرش  به معیار  یش 

 یف شده است: ت زیر تعرصور
 

0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 
 

   (Interference) بررسي تداخلات( 6

مورد    Anti-MPO رصد تداخلات رایج در سنجشزیر، دل  بر اساس فرمو 

 ارزیابی قرار گرفت:  

 

 
آمده   بدست  نتایج  اساس  تابر   و  20تا  روبین  بیلی،  500  هموگلوبین 

تاگلیسریتری دسی یمیل   1000  د  بر  نتیجه سنجش  لیتر  گرم  بر  تأثیری 

 . ندارد
 

   (Clinical Specificity)تصاصیت بررسي اخ( 7

سط  رمس  نمونه  104 کیت  توسطمنفی    Anti-MPOح  با  بررسی   این 

و   ازشدند  حاصل  شدمنفی    نمونه  98  نتایج   ،اساس  این   بر  .ارزیابی 

 باشد. درصد می  2/94  کیتبالینی اختصاصیت 
 

    (Clinical Sensitivity) نيبالی اسیتحسبررسي  (8

که بررسی شدند    Anti-MPO ELISA Kitاده از  با استفمثبت    نمونه  51

آن بیاز     این   بر  .ارزیابی شد مثبت    نمونه  48  در  Anti-MPOا سطح  هن 

 باشد. درصد می  1/94 کیتبالینی  حساسیت ،اساس
 

 (Limit of Detection)  گیریزهکمترین حد اندا( بررسي 9

   Anti-MPOگیری میزان  اندازه   اساس  بر  ت،یک  یرگیاندازه   حد  نکمتری

بار    60نمونه منفی )با    کی   و  (ررابار تک  60با  )ونه  نمکننده    بافر رقیقدر  

 . تعیین گردید U/mL 47/1 برابر با تکرار(،
 

    (Stability) پایداریبررسي ( 10

Accelerated Stability Test:  مدت    تیک دهف  4به  در    37  یماته 

نتا  و  یآن بررس  جینتاو سپس    شدگراد قرار داده  ی سانتدرجه   ز رو  جیبا 

 . دیردگ سهی مقا صفر

In Use Stability Test  کردن باز  از  پس  به    تیکها،  حلول م  بدر : 

 جید و سپس نتا شگراد قرار داده  ی درجه سانت   4  یهفته در دما  8مدت  

 د. یگرد  سهی ز صفر مقارو جیآن با نتاحاصل از 

Shelf Stability Test:  8  ه درج  4  یدر دما  سال2به مدت    تیعدد ک  

 د. یدرگ یررسب بار کیماه  ر سههو  شد دهداار گراد قری سانت 

مخت م  یداریاپ  یبررس  لفمطالعات  ک  دهدی نشان    نظر   مورد  تیکه 

آزما  رشیپذ  اری مع  .است  داریپا   ماه  22  مدتبه ب  یهاش یدر  ه مربوط 

  .استدرصد  20 ازکمتر  نتایج ییرتغ ،یداریپا  نییتع
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بروز هرگونه   تلفنخواه  مشکلدر صورت  با  است  بر ها  شمند  مندرج  ی 

 نی تماس بگیرید. با یبخش پشت روی جعبه 

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. (U/mL) 

Cal. A 
A1 0.049 

0.055 0 
B1 0.061 

Cal. B 
C1 0.188 

0.195 3 
D1 0.202 

Cal. C 
E1 0.396 

0.400 10 
F1 0.404 

Cal. D 
G1 0.779 

0.785 30 
H1 0.791 

Cal. E 
A2 1.431 

1.440 100 
B2 1.449 

Cal. F 
C2 2.294 

2.300 300 
D2 2.306 

 

Positive Result Equivocal Range Normal Range 

 18 (U/mL)˃ 12 -18 (U/mL)  12 (U/mL)˂ 

 

No. 
Sample 
(U/mL) 

1/2 1/4 1/8 1/16 

% Bias  

1 31.84 -3.9 2.16 -2.6 -4.8 

2 69.40 4.47 -3.38 0.29 -1.8 

3 286.21 -2.7 1.1 -3.6 - .04  

 

Positive Result Negative Result 

1.2 × OD Cut-off < OD Patient 0.8 × OD Cut-off   ˂ OD Patient 

 Equivocal Range 

0.8 × OD Cut Off ≤ OD Patient ≤ 1.2× OD Cut Off  

 

گرافزودن آنالیت مداخله  میانگین غلظت بعد از -گر مداخله   تن آنالیین غلظت قبل از افزودانگمی 100 ×   ₌ 
 غلظت آنالیت مداخله گر 

 درصد تداخل 


