
 

 

 

 
   

 

 در سرم انسان  CCP-Anti گیریاندازه کیت 
Anti-CCP ELISA Kit 96t  

Cat. No: 3324-96 / Rev: A3 (1402/09/22) 
 
 

 :مقدمه

( روماتوئید  رایجترین بیماریRAآرتریت  از  است  ( یکی  ایمنی  های خود 

تقریباً جهان  1  در  که  جمعیت  از  شود%  می  سینوویال   دیده  غشاء  و 

تحت  بد مفاصل   را  می  یرثاتن  آنتی قرار  پپتیدهای   یهابادیدهد.  ضد 

عنوان مارکرهایی با ویژگی بالا ( بهAnti-CCPحلقوی سیترولینه صناعی )

با حساسیتی مشابه فاکتور روماتوئید   بیماری    (RF)و  شناخته   RAبرای 

فاکتورها  شده روماتوئید  آنتی به"اند.  واکنش بادیعنوان  گاما های  با  گر 

ترمینال ناحیه ثابت  -cهایی هستند که با بخش  بادیی نتآوتا  "هالینگلوبو

های مرتبط با غلظت شوند. بیماریوارد واکنش می  IgGزنجیره سنگین  

%( روماتوئید  آرتریت  شامل:  روماتوئید  فاکتور  یافته  و 50-90افزایش   )%

باشد. همچنین این فاکتورها در بیماران %( می75-95سندروم شوگرن )%

لومبت به  سیستمیی ار  سوپلا  سیستمیک،  تروماتوس  اسکلروزیس  ک، 

کرپلی درماتومیوزیت،  یا  بافت  ا میوزیت  مخلوط  بیماری  و  یوگلوبولینمیا 

می یافت  نیز  اتوآنتی همشوند.  همبند  دور بادی چنین  فضای  ضد  های 

آنتی هسته که  میبادیای  نامیده  نیز  کراتین  بیماران  های ضد  در  شوند، 

RA  شده اخیریافت  ات  دیده  اًاند.  این  که  است  ها  بادیوآنتی شده 

حیطه کاربرد کیت دهند.  های حاوی سیترولین را هدف قرار میتوپاپی 

در سرم انسان به روش الایزا    Anti-CCPغلظت  گیری کمی  حاضر اندازه 

 است.

 

   :اصول آزمایش

  روش،   نیا  در.  است  شده  طراحی  یبیترت  یزایالا  اساس  بر  ایشآزم  نیا

و  ن ک  ،نمونه  تدابا   در   CCP  ضد  بادیتیآنوتا  یوحا   براتوری کال  یاترل 

سپس .  ندشوی م  انکوبه  شده  تثبیت  نی دی استرپتاو  حاوی  یهاچاهک 

بیوتینی اضافه می گرددکو پس از شستشو و حذف اجزاء متصل    .نژوگه 

شدننشده  اضافه  با  آنزیمی    ،  آنتی)کونژوگه  ضد حاوی  بادی 

آنزی صل  مت  یانسان  ینگلوبولوایمون ایمنی  کمپلکس  (HRP  مبه  های 

می  رن  افزودنبا  ند.  شوتشکیل  آنزیم  )  زاگمحلول  و   (HRPسوبسترای 

د که بیشترین  کنمحصول نهایی را تولید می ننده  محلول متوقف ک   سپس

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

آنتی با غلظت  م  یق تس ارتباط م  نآ  موجود در  CCPضد    یهابادیچاهک 

  منحنی استاندارد در هر نمونه توسط    Anti-CCP  ظتدر نهایت غل دارد.  

 ود.  شمحاسبه می

 : محتویات کیت

 .شده تی تثب نیدیاسترپتاو یحاو یتست 96 تیکروپل یم (1

،  3،  0  یهابا غلظت  الیوشش    :(Anti-CCP Cal A-F)  هاکالیبراتور  (2

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

  یک     :(Anti-CCP Enzyme Conjugate)  یم یکونژوگه آنزمحلول    (3

متصل   یانسان  ایمونوگلوبولین  ی ضدبادی آنت  یحاو  یتری لیل یم  11  الیو

 در بافر.  HRP آنزیم به

ب (  4 کونژوگه    ک ی:  (Anti-CCP Biotin Conjugate)  ین یوتیمحلول 

 در بافر.   نیوتیبه ب  لصتم ژنی آنت  یحاو یتریلی ل یم  6 الیو

کننده  (5 رقیق   50  یالو  دو(:  Sample Diluent-1X)  نمونه  بافر 

 یتری. لیلی م

 . یتریل  یل یم 50 الیویک(: Wash Solution-10Xمحلول شستشو ) (6

 . یتریلیل یم 12 الیو کی: (Substrate Solution)محلول رنگزا  (7

 . یتری لیل یم 12 لایو کی(: Stop Solution) کنندهمحلول متوقف (8

 . یتریل  یل یم 1 الیو کی: (Positive control) کنترل مثبت لومحل  (9

منف(  10 کنترل   1  الیو  کی:  (Negative control)  یمحلول 

 . یتریلی ل یم

 . تیچسب مخصوص پل بر (11

محلول 1توجه تمام  ظرف:  در  دمای    ها  در  و  ه  درج  8تا    2اصلی 

ل  باقق نیز  ده در دمای اتا نن ک  شوند. محلول متوقف  گراد نگهداریسانتی 

 داری است.نگه

 ه است.گردیددرج  COAدر  هال مقادیر کنتر :2 توجه

 

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

  فیلتر )  نانومتر  630  و   450  فیلتر  یرادا  پلیت  گرخوانش   دستگاه(  1

 . (مرجع

 ( آب مقطر دیونیزه. 2

 لیبره. ( سمپلر کا3

 

 از کیت:  احتیاط در استفاده

است؛   هد یگرد  هیتعب  تیک  نیهم  رد  هفاد است  یبرا  تیک  نیا  تایمحتو(  1

 جداً  گریساخت د  یهاشماره   ای  و  هات یک  ریاستفاده مشترک با سا  لذا از

 . دیی نما یخوددار

هایی که  ها تا زمان انقضاء کیت پایدار هستند. از محلول ( تمام محلول 2

 . نشود ها گذشته است استفادهء آن تاریخ انقضا 

 د. مستقیم قرار نگیرننور  ضر عدر مها محلول ایید کهمر( توجه ف3

 
 

منف  یانسان   شاءمن با    تیکاین    اتیمحتو (  4 نظر  دن بو   یاز 

HIV1/2،HBsAg   وHCV تشخیص قطعی در مورد  ولی ؛اندشده بررسی  

بیماریبودن    یمنف  از روش   زاتمام عوامل عفونی  های متداول  با استفاده 

ا آزمای  پذیر  مشگاهی  به    نیابران ب.  ستی نکان  توجه  و  لودگی  آ  لام احتبا 

بازایی  بیماری  مطابق  باید  آزمایش  مراحل  تمام  کیت،   محتویات 

 د. نانجام شو یمن یا یهادستورالعمل 

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

با ک نقاط    ریاس  ایصورت    ر روی بآن    اتیتو که مح  دیی دقت فرما  تیکار 

نشود. تخ ری بدن   تماس    ه  سا هد  اب اد  مواز  و   جلوگیری  جداًمخاط    ریان 

 . نمایید

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

دفع   الزاماتمطابق با  و    در نظر گرفته شوند  یعفون   یعنوان پسماندهابه

 گردند. اء امح  یعفون یپسماندها

 

  :نمونه سازیدهاآوری و آمجمع

آزمایش    (1 این  )حداکثر  سرم    هنومن از  برای  از    8تازه  پس  ساعت 

نمونه خون با استفاده از تکنیک استاندارد    .کنید  استفادهاسازی سرم(  جد

 30گیری سیاهرگی تهیه شود و سرم بعد از لخته شدن کامل خون )خون 

سلول   60تا   از  خوندقیقه(  شود.های  جدا  الامکان    ی    های نمونه   زاحتی 

 . دی نکن هدا فتاس  زیهمول و  کیم یپل  ک،ی رکتیا

  روز در   2تا  ها حداکثر  نمونه   .بسته باشد  کاملاً  دیبا  هانمونه   فدرب ظر( 2

سانت   2-8  دمای هستند.  گرادی درجه  نگهداری  نگهداری   قابل  برای 

در  نمونهر  تطولانی  را  نگی درجه سانت   -20  یدماها  از .  کنید  یهدارگراد 

 ها خودداری کنید. نه و مب کردن مکرر نومنجمد و ذ

 

  :ی نمونهساز رقیقو  هاسازی معرفهداآم

سازی  آ  (1 شستشوماده  شستشو    لیترمیلی  50حجم  :    محلول  محلول 

(10X)  با مقطر    تریلی ل یم  450  را  کندیونیزه  آب  از    دیمخلوط  پس  و 

دردیینما  ینگهدار  خچالی در    یسازآماده  در  صور   .  رسوب  مشاهده  ت 

آن ومحل  شستشو  مار  رال  بن  سا   37  یدر  ده  دارگی نتدرجه  تا   دی قرار 

کدورت در محلول شستشو از مصرف  دهدر صورت مشاه حل شود. رسوب

 . دیی نما یآن خوددار

ن  (2 سازی  نسبت    یهانمونه  ونه:مرقیق  به  را   بافرتوسط    1:100سرم 

از نمونه سرم  تری لکرو یم  10عنوان مثال . به دایی نم قیرقه نمونکننده قیرق

 . د یکن اضافه نمونهده ن نک قیرق بافر تری لکرویم 1000 هرا ب
سازی ها آماده مصرف هستند و نیاز به رقیقو کنترل تورها  توجه: کالیبرا

 ندارند. 

 

 

   :ش انجام آزمایشور

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

 ها رل نتک   ،براتورهای لاکاند. دهی ( رسگرادیدرجه سانت  28تا    22اتاق )  یدما

 . کنید یکنواخت یو ته کردن به آرام رسبار  5را با نه ها ومن و

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

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

 .  کنید یر انگهد گرادیدرجه سانت  8تا  2 یبسته و در دما را

ها کنترل  و براتورهای کال ،شده قیرق یهانمونهاز  تری لورکیم 100 حجم (2

 اضافه کنید. ها چاهک به دوتایی )دوپلیکیت(صورت به را

چاهک  به  بیوتینیکونژوگه  محلول  از    تریل روکیم  50  حجم(  3 ها  همه 

کنید را    اضافه  پلیت  روثا  30  مدته بو  تکان  نیه  آرامی  به  میز  ی سطح 

 دهید. 

  قه ی دق  30مدت  به و    دی بپوشان  تیپل   وصها را با برچسب مخصهکچا  (4

 . دییاتاق انکوبه نما یادر دم 

را  چاهک  اتیمحتو  (5 آسپیراسیون  ها  یا  کردن  وارونه    کنید. ه  ی ل تخبا 

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

اگردیی بشو به صورت دستشست   .  شستشو    ینتهاشود در ایم   انجام  یشو 

آرام انجام  منظبه   .دیزنب  ریگرطوبت  دستمال  یرورا    تیپل   یبه  ور 

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

 اقدام نمایید.  1ایت شرکتسوب

آنزل  محلواز    تری کرولیم  100  حجم  (6 چاهک  به  یمیکونژوگه  ها همه 

 ی کنید. از تکان دادن پلیت در این مرحله خوددار .اضافه کنید

دقیقه    30مدت    به  ا با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید وها رچاهک(  7

 مایید. نه ای اتاق انکوبم ر دد

 شستشو دهید.  کنید وتخلیه  5ند مطابق بها را چاهک (8

چاهک  زارنگمحلول    تریول کریم  100  حجم  (9 تمام  بردرون   و  دیزیها 

از تکان    .دیانکوبه کن  ی کیاتاق و تار  یدر دما  قهیدق  30دت  مرا به  تیپل 

 ادن پلیت در این مرحله خودداری کنید. د

فه  ها اضاچاهک  هیکننده به کل ول متوقفمحل   رتیرول کیم  100  حجم  (10

  آبی   رنگ  م تما  تا  دهید  تکان  یآرام به   ثانیه  20  مدت  به  را  پلیت  و   .د ینک

 . دشو  تبدیل زرد به آن

نور  شدت  (11 برا  یجذب  موج    ی را  طول  در  چاهک  نانومتر   450هر 

. )از طول موج دیاز متوقف کردن واکنش بخوان   بعد     قهیدق   15کثر تا  حدا

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

 نمونه در زیر ارائه شده است. یبراتورهای این کیت به عنوان کال
 
 

1. http://www.idealdiag.com/Training.aspx 
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 مقادیر مورد انتظار  و نتایجکمي  تفسیر

 

  Point to Point و با روش  داندارنی استاستفاده از منح نتایج کمی را با 

غلظتهایی  نمونه   .دکنیه  بمحاس ازیشب  با  از  باید    U/mL 300تر  پس 

آز  شرکت   وند.یش شمارقیق شدن )توسط محلول رقیق کننده( مجدداً 

ای برای  انتظار  مورد  مقادیر  کیت،  کننده  راتولید  تست  زیر    ن  قرار  به 

ا اگرچه،  است.  کرده  برای  مشخص  مقادیر  آناین  توسط هر  باید  لیت 

 گردد.   یینتعآزمایشگاه 
 

 

 
 

 يفیکنترل ک  یارهمتاپار

 

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

با    جینتا   یریرپذتکرا  یابیارز  با  ردودرون   دقت از سه نمونه سرم  حاصل 

در  متفا  یهاغلظت برا  20)  یکارنوبت   کی وت  تکرار  نمونه(   یبار  هر 

 .ستا CV˂10% شیآزما نیدر ا رشیپذ اری . معشد یبررس
 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (U/mL) 7.34 12.52 53.47 

SD (U/mL) 0.42 0.65 2.16 

CV (%) 5.7 5.2 4.0 
 
 
 

 
 

 (Between Run)ور دنبی آزمون دقت-دقتبررسي ( 2
ی  اهغلظتم با  سرمونه  ن  سهنتایج حاصل از    یتجدیدپذیر  با ارزیابی  دوردقت بین

  کاری( انجام شد. بتمونه در هر نون  تکرار برای هربار    5کاری )بتون  4ر  د  متفاوت

 ت.سا CV˂10%آزمایش  این درمعیار پذیرش  

 
Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (U/mL) 6.26 12.03 37.38 

SD (U/mL) 0.37 0.67 1.52 

CV (%) 5.9 5.6 4.1 
 

 

 (Recovery) یابيبازآزمون -يدرست ي( بررس3
کیب  ترمساوی با یکدیگر    تسبن به  نه سرم  دو نمو،  آزمون ر  به ازاء ه  تستدر این  

معیار پذیرش   در آن سنجش گردید.  Anti-CCPنه، غلظت  یک نمو  انشد و به عنو

 است.  نتظارنسبت به نتایج مورد ا Bias˂10% ،مایشین آزا در

 
 

No. 
Sample 
(U/mL) 

Added 
(U/mL) 

Exp. 
(U/mL) 

Obs. 
(U/mL) 

% Rec. 

1 7.1 42.3 24.7 24.3 98.3 

2 16.3 7.9 12.1 12.5 103.3 

3 40.2 19.2 29.7 30.1 101.3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (Linearity)  آزمون خطي بودن-درستي( بررسي 4
تستایدر   رقت  Anti-CCPغلظت    ن  نمدر  مختلف  تعیین های  جهت  سرم  ونه 

بوخط اندازه ن  د ی  شد.کیت  پذی  گیری  دمعیار  آزمایش  یا  ررش    Bias˂10%ن 

 است.
 

 
 
 
 

 
  (Comparison of Methods) هاروش  سهمقای  - يدرست سيربر (5

ب میزاننتای  یدرست ی  ررسجهت  کیت،  این  با نم  100در     Anti-CCPج    ونه سرم 

نرما  مقادیر بالا  پایین،  و  مرجع  دش  گیریاندازه ل  کیت  با  آن  نتایج   و   یسهمقا  و 

کیتاز    آمدهستدبه   نتایج  بین  یگهمبستیب  رض اساسدو  بر  ،  ونرسپی  شرو  ، 

ف شده یر تعرزی  معیار پذیرش برای این آزمایش به صورت  حاسبه گردید.م  998/0

  است:

 
0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 

 
 
 

 

    (Interference) ررسي تداخلات( ب6
رار قوی برد ارزیواموو Anti-CCP سنجش رج درای د تداخلاتدرص ،اساس فرمول زیر بر

 گرفت:

 

 

 
ا  د تگلیسریتری  و  20تا  روبین  بیلی،  500  وگلوبین تاهمست آمده  تایج بدن  بر اساس

 . تأثیری بر نتیجه سنجش نداردلیتر گرم بر دسییلیم 1000
 
 

 

 (Sensitivity) حساسیت بررسي (7

اساحساسیت   بر     Limit of (LOB)و  Limit of Detection  (LOD)س  کیت 

Blank با برابر  ابربر و شد  محاسبه زیر  فرمول  از  هدفاتاس با U/mL  4/0  تعیین گردید . 

 

LOD = LOB + 1.645 SDs 

LOB = Meanb + 1.645 SDb 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 

 

 (Stability) ایداریبررسي پ (8
Accelerated Stability Test  :37  یهفته در دما  4به مدت    تیک رسی پایداری  بر 

   .گرادی انتسدرجه 

In Use Stability Test  :  به    هامحلول  بن درپس از باز کرد  تیکبررسی پایداری

   .گرادی درجه سانت 4 یهفته در دما 8مدت 

Shelf Stability Test  :  پایداری   4  یدمادر  سال    2به مدت    تیکد  عد  8بررسی 

  . باشد می   بار  کیسه ماه    هرصورت    ارزیابی نتایج بهو    شد  قرار دادهگراد  ی انتسدرجه  

 ماه   18به مدت    نظر  وردم  تیک  که  دهدی نشان م   یداری اپ  یبررس  لفتمطالعات مخ 

آزما  رشیپذ  اری مع  .است  داریپا ب  یهاش یدر  تعمربوط   نتایج   تغییر  ،یداریپا  نییه 

  .استدرصد  20 ازکمتر 
 

 

 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

 شده در برچسب کالاهائم استفاده علا
 

 
Manufacturer 

 
Use-by date 

 
Batch code 

 

In vitro diagnostic medical 

device 

 
Catalogue number 

 
Contains sufficient for tests 

 
Temperature limit 

 
Date of manufacture 

 
ces:Referen 

1. Buris CA, Ashwood ER, Bruns DE. Tietz 
textbook of clinical chemistry and molecular 
diagnostics. Health Sciences. (2012). 
2. Abbas A, Lichtman A, Pillai S. Cellular and 
molecular immunology - 9th Edition. Elsevier. 
(2017). 

 
بروز  رد بهرگونه مشکل    صورت  مندرج  تلفن های  با  است  ر خواهشمند 

 رید. تماس بگی انیش پشتیبخروی جعبه ب

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(U/mL) 

Cal. A 
A1 0.040 

0.045 0 
B1 0.051 

Cal. B 
C1 0.170 

0.167 3 
D1 0.165 

Cal. C 
E1 0.410 

0.372 10 
F1 0.335 

Cal. D 
G1 0.635 

0.673 30 
H1 0.711 

Cal. E 
A2 1.311 

1.283 100 
B2 1.256 

Cal. F 
C2 2.121 

2.160 300 
D2 2.200 

 

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 8.84 -1.9 2.16 -2.6 -1.8 

2 31.40 1.47 -1.38 0.29 -1.8 

3 69.21 -2.7 1.1 -2.6 -2 

 

100 × 

 مداخله گر  عد از افزودن آنالیتبت ظانگین غلمی -ن آنالیت مداخله گر دفزو انگین غلظت قبل از امی

 گرمداخله غلظت آنالیت  
 تداخل  درصد =


