
 

 

 

 
   

  انسان سرم در IgG/IgM Phospholipid-Anti گیریکیت اندازه

Anti-Phospholipid IgG/IgM ELISA Kit 
Cat. No: 4524-96 

Brochure Rev: B0 (1402/09/21) 
 

 :مقدمه

و    شوندی م  دیتول  نبد ایمنی    خوددر اثر پاسخ    د،ی پی فسفول  ضد   یهای بادی آنت اتو

لوپوس   ومبوز در بیماران مبتلا به تر   کریسدر تشخیص    هاآن   سطحگیری  اندازه 

اهمیت دارد.    (APS)و سندرم آنتی فسفولیپید    (SLE)  کی ستمی س  زتروماتویار

فسفولیپیدهابادی آنتی اتوافزایش سطح   تشکیل   ی ضد  با  مرتبط  اختلالات  در 

خون،   جن یتوپن ی ترومبوسلخته  مکرر  سقط  و   سهدر    وصاً)خص  نی،  اول  ماهه 

اکلامپس رپ  و  زودرسزایمان  دوم(،   می   یه  کاربرد  شود.مشاهده        حیطه 

Anti-Phospholipid IgG/IgM ELISA Kit   کمی  اندازه سنجش  گیری  و 

الایزا   Anti-Phospholipid IgG/IgMسطح  کیفی   روش  به  انسان  سرم  در 

  است.

 

   :اصول آزمایش

ت براین  استست  شده  طراحی  غیرمستقیم  الایزای  آزمایش، .  اساس  این  در 

ژن ده با آنتی های پوشیده شبه چاهک  ها، کالیبراتورها و کنترل سرم  یاهنمونه 

می  اول،  اضافه  انکوباسیون  زمان  در  ضد  هایبادیآنت اتوشوند.  فسفولیپید ی 

ها تثبیت ، کالیبراتورها و کنترل مثبت در کف چاهک سرم  هاینمونه موجود در  

فه شدن کونژوگه  اضپس از شستشو و حذف اجزاء متصل نشده، با اگردند.  می 

آنتی  )حاوی  ضدآنزیمی  به    IgMیا    IgG  یانسان ایمونوگلوبین    بادی  متصل 

کمپلکس HRPآنزیم   می (  تشکیل  ایمنی  رنهای  محلول  افزودن  ا گزشوند. 

( و سپس محلول متوقف کننده محصول نهایی را تولید  HRP)سوبسترای آنزیم  

موج  می  طول  در  را  نوری  جذب  بیشترین  که  شدت نان  450کند  دارد.  ومتر 

آنتی  غلظت  با  چاهک  هر  نوری   فسفولیپیدضد    IgMو    IgGهای  بادی جذب 

در غلظت    آن  موجود  نهایت  در  دارد.  مستقیم  هر   فسفولیپید  آنتیارتباط  در 

  شود.محاسبه می  منحنی استانداردنمونه توسط 

 

 محتویات کیت: 

 شده.  ژن تثبیت حاوی آنتی  یتست 96پلیت میکرو (1
، 0های  با غلظت  الیو  شش:  Cal A-F)  (Anti-Phospholipidهابراتوریلاک  (2

 شده از سرم انسان.  هیته ،U/mL 300 و 100، 30، 10، 3

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

  ی تریلی ل یم   11  الیو  یک  :(IgG Enzyme Conjugate)یم یکونژوگه آنز(  4

 در بافر. HRP آنزیم متصل بهن سا ان  IgG ی ضدبادی آنت یحاو

  ی تریلیل یم  11  الیو  یک:  (IgM Enzyme Conjugate)یمیکونژوگه آنز(  5

 در بافر. HRP آنزیم متصل بهانسان  IgM ی ضدبادی آنت یحاو

 یتری. لیلیم 20 یالو یک :(Sample Diluent-5X) نمونه کنندهبافر رقیق ( 6

 . یتریلی ل یم 20 الیو یک : (Wash Solution-50X) محلول شستشو( 7

 . لیتریمیلی  5/6: یک ویال A (Substrate Solution A) رنگزامحلول ( 8

 . یترلیمیلی  5/6: یک ویال B (Substrate Solution B) رنگزامحلول ( 9

 . یتریلی ل یم 12 لایویک   :(Stop Solution)محلول متوقف کننده( 10

 لیتری. میلی  1یال وک ی  : (Positive control)مثبتمحلول کنترل ( 11

 ی. تریللی یم  1یال ک و: ی  (Negative control)منفیمحلول کنترل ( 12

 . تیچسب مخصوص پل بر( 13

درلومحل   تمام:  1  توجه س  8تا    2  یدما  ها  شوند.   ینگهدار  گرادی انت درجه 

 است. یقابل نگهدار  زیاتاق ن  یکننده در دمامتوقف محلول 

 ت.گردیده اس  رجد COAر د هامقادیر کنترل  :2 توجه

 

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

 . فیلتر مرجع()نانومتر  630و  450فیلتردارای  گر پلیتخوانش ( دستگاه 1

 ( آب مقطر دیونیزه. 2

 ( سمپلر کالیبره. 3

 

 احتیاط در استفاده از کیت: 

 لذا ازت؛  سا  هد یردگ  هیتعب  تیک  نیه در هماستفاد  یبرا  تیک  نیا  اتیمحتو(  1

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

 . دیی نما

هایی که تاریخ ها تا زمان انقضاء کیت پایدار هستند. از محلول ( تمام محلول2

 ها گذشته است استفاده نکنید. انقضاء آن 

 د. نرنگیمعرض نور مستقیم قرار ها در ( توجه فرمایید که محلول3

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

HCV  مورد  ولی  ؛اندشده  بررسی در  قطعی  عوامل بودن    یمنف   تشخیص  تمام 

.  ستین های متداول آزمایشگاهی امکان پذیر  با استفاده از روش   زاعفونی بیماری 

یات کیت، تمام مراحل  وتح م  اییزو بیماریمال آلودگی  با توجه به احت   نیبنابرا 

 د. نانجام شو یمنیا یهادستورالعمل  آزمایش باید مطابق با

با  و    است  یدر هنگام کار الزام  نکیاستفاده از دستکش و ع (  5 در هنگام کار 

فرما  تیک محتو  دییدقت  بدن    ریسا  ایصورت    ر رویبآن    اتیکه  ریخته  نقاط 

 . نمایید یریگول ج داًمخاط ج   ریبا دهان و سامواد از تماس  نشود.

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

پسماندهابه شوند  یعفون  یعنوان  گرفته  نظر  با  و    در  دفع    الزاماتمطابق 

 گردند. امحاء  یعفون یپسماندها

 

 

 : سازی نمونهآوری و آمادهجمع 

از    (1 آزمایش  این  )حداسرم    نمونه برای  جداس  عتسا  8کثر  تازه  از  ازی پس 

خون   .کنید  استفادهسرم(   استاندارد  تکنیک  از  استفاده  با  خون  گیری نمونه 

دقیقه( از    60تا    30سیاهرگی تهیه شود و سرم بعد از لخته شدن کامل خون )

شود.سلول جدا  خونی  الامکان    های   و   کی میپل  ک،ی کتریا  هاینمونه  ازحتی 

 . دیتفاده نکن اس زیهمول

 دمای روز در  2تا  ها حداکثر  نمونه   .بسته باشد   کاملاً  د یبا  هاه نمون   فظر  درب( 2

 -20  یدمادر    ماهبه مدت یک   و  قابل نگهداری هستند  گرادی درجه سانت  2-8

ها از منجمد و ذوب کردن مکرر نمونه   .تندی هس قابل نگهدارگراد  ی درجه سانت 

 خودداری کنید. 
 

 : نهسازی نموها و رقیقسازی معرفادهآم

شستشو:  (  1 محلول  نگهداری  و  سازی  محلول  میلی  20حجم  آماده  از  لیتر 

به    (50X)شستشو   از  میلی   980را  پس  و  اضافه  دیونیزه  مقطر  آب  لیتر 

دمای  آماده  در  سانتی   8تا    2سازی  صورت درجه  در  کنید.  نگهداری  گراد 

 راد قر گرادرجه سانتی   37را در بن ماری  مشاهده رسوب در محلول شستشو، آن 

کهید مشاهده  در صورت  شود.  رسوب حل  تا  از د  محلول شستشو،  در  دورت 

 مصرف آن خودداری کنید. 

آماده سازی محلول رنگزا:  2 با حجم   Bو    Aهای رنگزا  محلول (  های مساوی را 

)به 1:1) کنید  مخلوط  تهیه  (  برای  مثال،  آمادمیلی   2عنوان  محلول  ه  لیتر 

رنگمیلی   1مصرف،   محلول  از  رنگزا  میلی   1به  ا  ر  Aزا  لیتر  محلول  از   Bلیتر 

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

صورت مشاهده رنگ آبی و یا کدورت در محلول رنگزا، از مصرف آن خودداری  

 فرمایید. 

ساز3 آماده  رق  ی(  نمونه:    قیبافر  به 5X)  ونهنمکننده    قی رق   بافرکننده  را   )

رق آ  با  1:4ت  نسب مقطر  مثال  )به   دیکن   قیب  بافر   تری لی ل یم  20عنوان  از 

مدت بافر آماده شده به   (.دیآب مقطر اضافه کن   تریلیل یم  80را به    ندهنکرقیق

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

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

از نمونه سرم   تری لکرو یم  10عنوان مثال  . به دی کن  قیرقآماده شده    نمونۀکننده  

 . د یکن اضافه نمونهکننده ق یرق بافر تری لکرویم 1000 هرا ب
 سازی ندارند. ها آماده مصرف هستند و نیاز به رقیق و کنترل توجه: کالیبراتورها 

 

 :  مایشروش انجام آز

آزما از شروع  کیت  که  دی وشئن  مطم  شیقبل  اجزاء  نمونه   تمام  دماو  به   یها 

با  کالیبراتوراند.  ده ی( رسگرادی درجه سانت  28تا    22اتاق ) و ته  بار    5ها را  سر 

 . کنید یکنواخت یکردن به آرام 

ها را چاهک  هیو بق  ریدرا بردا  شیانجام آزما یبرا ازیمورد ن یهاتعداد چاهک  (1

  ی درب آن را بسته و در دما هید،د  رراق  یمو ینی آلوم  سهی در ک  ریگاه رطوبتهمر

 .  دکنی ینگهدار گرادی درجه سانت 8تا  2

ها کنترل  و براتورهای کال ،شده قیرق یهااز نمونه تری کرولیم 100 حجم (2

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

 ه به آرامی تکان دهید. نیثا 30مدت به

  ه قی دق  30مدت  و به   دی بپوشان  تیسب مخصوص پل رچبا با  ر  هاچاهک (  3

 . دییاتاق انکوبه نما یام در د

را  چاهک   اتیمحتو(  4 کنید.  ها  تخلیه  آسپیراسیون  یا  کردن  وارونه  با 

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

اگردیی بشو به صورت دست  .  انتهای م   انجام  یشستشو    شو ستش  یشود در 

ر  تیپل   یامآربه   رطوبت  یورا  انجظمنبه   .دیبزن  ریگدستمال  ام  ور 

ها، مطابق با فیلم قرار داده شده در شستشوی مناسب و استاندارد چاهک 

 اقدام نمایید.  1سایت شرکتوب

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

 مدتبهرا  تیپل  ،وصمخص رچسبها با بو پس از پوشاندن آن  اضافه کنید

ن مرحله  از تکان دادن پلیت در ای  .دیی نما  انکوبهاتاق    یدر دما  قهیدق  30

 .دداری کنیدخو

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

ماگزرنمحلول    تری کرولیم  100  حجم  (7 آماده  )ی  آماده  بخش  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 

 .دداری کنیده خون مرحل پلیت در ای

متوقف   تری کرولیم  100  حجم  (8 به محلول  اضافه چاهک  هیکل   کننده  ها 

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

 دمای اتاق انکوبه کنید. دقیقه در  5

نور  (9 جذب  برار  یمقدار  موج    ی ا  طول  در  چاهک  نانومتر    450هر 

. )از طول موج  دی د از متوقف کردن واکنش بخوانبع   قهیقد  30حداکثر تا  

کن   630تا    620رفرانس   استفاده  نمودار   (.د ینانومتر  و  جذب  میزان 

 ده است. ه در زیر ارائه شکالیبراتورهای این کیت به عنوان نمون
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Calibrators 
(IgG/M) 

Well 
Number 

Mean OD 
(IgG) 

Mean OD 
(IgM) 

Conc. 
(U/mL) 

Cal. A 
A1 

0.056 0.0 15  0 
B1 

Cal. B 
C1 

1440.  0.131 3 
D1 

Cal. C 
E1 

0.311 0.304 10 
F1 

Cal. D 
G1 

0.623 0.609 30 
H1 

Cal. E 
A2 

1.228 1.225 100 
B2 

Cal. F 
C2 

2.091 2.074 300 
D2 
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 تفسیر کمي نتایج و مقادیر مورد انتظار 
  Point to Point  روشاستاندار و با  نتایج کمی را با استفاده از منحنی  

نمونه محاس کنید.  ازهبه  بیشتر  غلظت  با  از    U/mL 300ایی  پس  باید 

شوند.ر آزمایش  مجدداً  کننده(  رقیق  محلول  )توسط  ت شرک  قیق شدن 

زیر   قرار  به  را  تست  این  برای  انتظار  مورد  مقادیر  کیت،  کننده  تولید 

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

 .  تعیین گردد آزمایشگاه

 

 

 

 و مقادیر مورد انتظار نتایج  کیفيتفسیر 

نمونه  نوری  نتایج، جذب  تفسیر کیفی  ندر  با جذب  را        لیبراتورکاوری  ها 

Cut-Off   .مقایسه نمایید 

 

 

 
 

 پارامترهای کنترل کیفي

راهنما اساس  استاندارد   یهایی بر  در  ،  CLSIو    EN 13641های  موجود 

از  جیتان قابل   Anti-Phospholipid  تیک  هایت تس  حاصل  در محدوده 

 باشد. قبول می 

 (Within Run) دورآزمون دقت درون -دقت يبررس (1

ارزیابی    ردورون ددقت   نمونه  با  سه  از  حاصل  نتایج  با  تکرارپذیری  سرم 

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

 است. CV˂10%ن آزمایش د. معیار پذیرش در ایبررسی ش

 

 

 

 

 (Between Run)ور دنبی آزمون دقت-دقتبررسي ( 2
بین نتا  دوردقت  تجدیدپذیری  ارزیابی  حبا  سرم  اصیج  نمونه  سه  از  با  ل 

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

 .است CV˂10%در این آزمایش شد. معیار پذیرش   انجامکاری( نوبت

 

 
 
 
 

 (Recovery) یابيبازآزمون -يدرست يبررس( 3
ازاء  مایشآز  این  در آ  به  سرم   ،زمونهر  نمونه  بب  دو  مساوی  نسبت  ا  ه 

 و  IgGهای بادی میزان آنتی   ،نمونه  عنوان یک و به شد  گر ترکیبدییک

IgM    آن   فسفولیپیدضد انداز در  شدهها  این .  گیری  در  پذیرش  معیار 

 است. رد انتظار مو جهی نسبت به نت Bias<10% زمایش،آ

 

 

 

 

 

 

 
 

 (Linearity)  زمون خطي بودنآ-درستي( بررسي 4

تست،   این  آنتی در  در  ضد  IgM و    IgGهای  ادی بمیزان  فسفولیپید 

اندازه رقت کیت  بودن  تعیین خطی  برای  سرم  نمونه  مختلف  گیری های 

 است. Bias˂10% شیآزما نیدر ا رشیپذ  اریمع  .شد
 

IgG 
Sample 
(U/mL) 

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

% Bias  

1 26.22 2.1 -2.8 -2.8 -3.1 

2 38.56 0.3 -2.5 -4.0 -1.3 

3 45.68 -0.4 3.4 -1.1 -3.3 
 

 

 

IgM 
Sample 
(U/mL) 

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

% Bias  

1 30.46 3.3 5.1 7.1 -8.6 

2 42.37 -1.0 3.9 4.0 6.1 

3 54.13 1.2 3.0 3.3 7.5 
 

  اهه روشسمقای  - سي درستيبرر (5

)sComparison of Method( 
سط نمونه تو  100در  فسفولیپید  ضد    IgMو    IgGهای  بادی نتی آمیزان  

مرجع  اندازه   تکیاین   کیت  با  آن  نتایج  و  شد  ضریب گیری  و  مقایسه 

نتایجهمبستگ  بین  آ  ی  دست  روش  به  اساس  بر  کیت،  دو  از  مده 

Pearson،    برایIgG  با برای    999/0  برابر  با  براب  IgMو    999/0ر 

گردید. برای  محاسبه  پذیرش  تعریف    معیار  زیر  صورت  به  آزمایش  این 

 شده است: 
0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 

 
 

    (Interference) ( بررسي تداخلات6

 -Anti لات رایررج در سررنجشبررر اسرراس فرمررول زیررر، درصررد تررداخ

Phospholipid IgG/M  قرار گرفت: مورد ارزیابی 

 

 

 

و  20ترا روبین بیلری، 500 هموگلروبین ترار اساس نتایج بدسرت آمرده ب

أثیری بر نتیجره سرنجش ت  لیتردسیگرم بر  میلی  1000د تا  گلیسریتری

 .دنندار
 

  (Clinical Specificity)بررسي اختصاصیت ( 7

یل شده است کهای مختلفی تش ژن از آنتی   GMجایی که فسفولیپید  ازآن 

ا بالین صختو  برااصیت  آنتی ی  است ژنی  متفاوت  مختلف  لذا ،  های 

 . شد بامیدرصد  16/76صیت بالینی به طور میانگین اختصا
 
 

   (Clinical Sensitivity) نيبالی حساسیتبررسي ( 8

یل شده است کهای مختلفی تش ژن از آنتی   GMجایی که فسفولیپید  ازآن 

 سیتحساا  لذ،  اوت استهای مختلف متفژنبالینی برای آنتی   حساسیتو  

 . شد ابدرصد می  16/65بالینی به طور میانگین 
 

 (Limit of Detection)  گیریزهکمترین حد اندا( بررسي 9

های  بادی آنتی میزان  گیری  اندازه   اساس  بر  ت،یک  یرگیاندازه   حد  نکمتری

IgG    وIgM    برابر با   بار تکرار(،30نمونه منفی )با    کی در   فسفولیپید  ضد  

U/mL 0/1 دیدتعیین گر . 
 

    (Stability) پایداریبررسي ( 10
 

Accelerated Stability Test:  مدت    تیک دماهف  4به  در    37  یته 

نتا  یآن بررس  جینتاو سپس    شدگراد قرار داده  ی سانترجه  د با  ز رو  جیو 

 . دیردگ سهی صفر مقا

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

 جید و سپس نتا شگراد قرار داده  ی جه سانت در  4  یادمفته در  ه  8مدت  

 د. یگرد  سهی ز صفر مقارو جیآن با نتا صل ازحا

Shelf Stability Test:  8  ه درج   4  یدر دما  ماه  22به مدت    تیعدد ک

 د.  یدگر یبار بررس کیماه  ر سههو  شد ار دادهگراد قری سانت 

 

 

 ی لف بررس مخت  تامطالع   د.ش  سهیوز صفر مقار  جیانت با    یهر بررسنتایج  

م   یداریپا ک  دهدی نشان  شده  تانظر    مورد  تیکه  مشخص    دار یپا   زمان 

آزما  رشیپذ   اریمع   .است ب  یهاش یدر  تعمربوط   تغییر   ،ی داریپا  نییه 

 . استدرصد  20 ازکمتر  نتایج

 

 علائم استفاده شده در برچسب کالاها 

 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 
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مندرج بر روی روز هرگونه مشکل خواهشمند است با تلفن های  در صورت ب

 . تیبانی تماس بگیریدپشجعبه بخش 

 

 

 

IgG 
Sample 
(U/mL) 

Added 
(U/mL) 

Exp. 
(U/mL) 

Obs. 
(U/mL) 

% Rec. 

1 8.65 14.36 11.50 12.14 105.56 

2 14.36 81.36 47.86 46.52 97.2 

3 81.36 8.65 45.01 42.35 94.1 

 Positive Result Equivocal Range Normal Range 

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

 

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 

 

IgG or IgM test IgG IgM 

Serum Sample 1 2 3 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (U/mL) 8.91 14.09 73.54 10.51 18.1 67.95 

SD (U/mL) 0.5 0.7 3.0 0.6 0.8 2.8 

CV (%) 5.6 5.0 4.1 5.7 4.4 4.1 

 

IgG or IgM test IgG   IgM 

Serum Sample 1 2 3 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (U/mL) 9.22 17.39 56.11 10.83 17.24 67.54 

SD (U/mL) 0.6 0.9 2.6 0.7 1.0 2.9 

CV (%) 6.5 5.2 4.6 6.4 5.8 4.3 

 

IgM 
Sample 
(U/mL) 

Added 
(U/mL) 

Exp. 
(U/mL) 

Obs. 
(U/mL) 

% Rec. 

1 9.61 13.74 11.68 12.14 104.0 

2 13.74 80.27 47.01 46.52 98.96 

3 80.27 9.61 44.94 42.35 94.24 

 

 × 100 درصد تداخل  =

 ر له گافزودن آنالیت مداخ لظت بعد ازغن  میانگی -مداخله گر میانگین غلظت قبل از افزودن آنالیت 

 گره لظت آنالیت مداخلغ 


