
 

 

 

 
   

 انسانسرم  در Anti-Cardiolipin IgG/IgM گیریکیت اندازه

Anti-Cardiolipin IgG/IgM ELISA Kit 96t 
 Cat. No: 4424-96 / Rev: C0 (1402/10/06) 

 
 

 :مقدمه

  شوند ی م  دی تول  نبد خودایمنی  در اثر پاسخ    ،کاردیولیپین  ضد  یهای بادی آنت اتو

اندازه  آنتی و  این  میزان  دربادیگیری  بیماران  تشخیص    ها  در  ترومبوز  ریسک 

به  ار  مبتلا  فسفولیپید    (SLE)  کیستم ی س  زتروماتویلوپوس  آنتی  سندرم  و 

(APS)    .دارد سطح  اهمیت  ضد  هابادی آنتی اتوافزایش  در    کاردیولیپینی 

خون،   لخته  تشکیل  با  مرتبط  جن یتوپن یترومبوس اختلالات  مکرر  سقط   نی، 

دوم(  سهدر    وصاً)خص و  اول  می   زودرسمان  یاز  و  ماهه  حیطه   شود.مشاهده 

کمیاندازه  Anti-Cardiolipin IgG/IgM ELISA Kitکاربرد   و   گیری 

در نمونه سرم انسان   Anti-Cardiolipinهای  بادی سطح اتوآنتی   سنجش کیفی

 به روش الایزا است. 

 

   :اصول آزمایش

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

ژن پوشیده شده با آنتی   هایبه چاهک  ها، کالیبراتورها و کنترل سرم  هایونه من

می  اول،  اضافه  انکوباسیون  زمان  در  ضد  های دبای آنتاتوشوند.  کاردیولیپین  ی 

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

، با اضافه شدن کونژوگه  هپس از شستشو و حذف اجزاء متصل نشدگردند.  می 

( آنتی آنزیمی  ضدحاوی  به    IgMیا    IgG  یانسان ایمونوگلوبین    بادی  متصل 

کمپلکس HRPآنزیم   می (  تشکیل  ایمنی  رنگهای  محلول  افزودن  زا شوند. 

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

نانومتر دارد. شدت جذب   450  جموکه بیشترین جذب نوری را در طول   کندمی 

موجود    کاردیولیپینضد    IgMیا    IgG  هایبادی نوری هر چاهک با غلظت آنتی 

غلظت  نمونه   در نهایت  در  دارد.  مستقیم  ارتباط  کالیبراتورها  و  سرم  های 

محاسبه    منحنی استاندارددر هر نمونه توسط    Anti-Cardiolipinبادی  اتوآنتی 

  شود.می 
 

 : محتویات کیت

 شده.  ژن تثبیت حاوی آنتی  یتست 96پلیت میکرو (1
،  3،  0های  با غلظت  الیو  شش:  Cal A-F)  (Anti-Cardiolipinهالیبراتوراک(  2

 شده از سرم انسان.   هیته  (GPL/mL or MPL/mL)300و 100، 30، 10

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

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

 در بافر. HRP آنزیم متصل بهانسان  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 لایو  کی :(Stop Solution)محلول متوقف کننده( 10

 لیتری. میلی  1یال ک و: 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  یمار دده کنند متوقف 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  450فیلتردارای  گر پلیتخوانش دستگاه ( 1

 ( آب مقطر دیونیزه. 2

 لر کالیبره. ( سمپ3

 

 : کیت از  دهاحتیاط در استفا

 لذا ازاست؛    دهیگرد  هیتعب  تیک  نیاستفاده در هم  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

 ید. نکن  دهها گذشته است استفا انقضاء آن 

 ها در معرض نور مستقیم قرار نگیرند. محلول رمایید که( توجه ف3

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 یر  پذ  کانما   های متداول آزمایشگاهیاز روش با استفاده    زاعفونی بیماری 

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

 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    ریاس  ایصورت    ر رویبآن    اتیکه  ته  ریخنقاط 

 . نمایید جلوگیری مخاط جداً  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  ینعفو یپسماندها

 

 

 : سازی نمونهدهاآم آوری وجمع 

از    (1 آزمایش  این  )حداکثر  سرم    نمونه برای  جداسازی   1تازه  از  پس  ساعت 

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  الامکا  های    و   کی میپل  ک،ی رکتیا  هایونهنم  زان  حتی 

 . دیاستفاده نکن  زیهمول

 دمای روز در  2تا  ها حداکثر  نمونه   .بسته باشد   کاملاً  د یبا  هاف نمونه ردرب ظ( 2

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

ها نه مو ن  کرراز منجمد و ذوب کردن م  .تندی هس قابل نگهدارگراد  ی درجه سانت 

 ی کنید. خوددار

 

 : ها و رقیق سازی نمونهسازی معرفآماده

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

گراد قرار  جه سانتی در 37را در بن ماری ن ل شستشو، آوب در محلورسه د همشا

از  محلول شستشو،  در  کدورت  مشاهده  در صورت  شود.  رسوب حل  تا  دهید 

 مصرف آن خودداری کنید. 

آماده سازی محلول رنگزا:  2 با حجم   Bو    Aهای رنگزا  محلول (  ساوی های مرا 

)به 1:1) کنید  مخلوط  بر(  مثال،  آما  لیترمیلی   2  یه هتای  عنوان  ده  محلول 

رنگزا  لیتر  میلی   1مصرف،   محلول  به    Aاز  رنگزا  میلی   1را  محلول  از    Bلیتر 

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

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

 فرمایید. 

سا3 آماده  رقنمونه:  کننده    قیرق  فراب  یز(  به  5X)  نمونهکننده    قی بافر  را   )

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

  مدت به (. بافر آماده شده  دیآب مقطر اضافه کن  تری لیل یم  80را به    کنندهرقیق

 است.   هفادتس ا لقابو  داری پا گرادی درجه سانت 2-8 یاماه در دم کیحداقل 

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

از نمونه    تری لکرو یم   10عنوان مثال  . به دیکن   قیرقآماده شده    نمونۀکننده  قیرق

 . دی کن اضافه نمونه ۀکنندق یرق بافر تری لکرویم 1000 هسرم را ب
 سازی ندارند. به رقیق ز یان و  تندها آماده مصرف هس و کنترل براتورها توجه: کالی

 

 :  روش انجام آزمایش

آزما از شروع  کیت  کهمطمئن شوید    ش یقبل  اجزاء  نمونه   تمام  دماو  به    ی ها 

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  ریدارا برد شیا زمم آا انج یبرا ازیمورد ن یهاتعداد چاهک  (1

  ی درب آن را بسته و در دمادهید،  قرار    یوم ین یآلوم  سهیدر ک  ریگهمراه رطوبت

 .  کنید ینگهدار گرادی درجه سانت 8تا  2

به   ها راکنترل   و  براتورهای کال  ،شده   قیرق  یهااز نمونه   تری کرولی م  100  حجم  (2

ثانیه   30مدت  بهت را  و پلی نید که  افضاها  چاهک   به  دوتایی )دوپلیکیت(صورت  

 به آرامی تکان دهید. 

پل چاهک(  3 مخصوص  برچسب  با  را  به   دیبپوشان   تیها  در    قهیدق  30مدت  و 

 . دییاتاق انکوبه نما یدما

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

شستشو    . اگردیی ستشو بشوش  لوحل م   تریکرول یم  300مرتبه با    مرتبه و هر  3  را

دستبه انتهای م  امانج   یصورت  در  آرام  یشود  به  رو  تیپل   یشستشو    ی را 

رطوبت شستشوبه   .دیبزن  ریگدستمال  انجام  استاندارد    یمنظور  و  مناسب 

 . دیی اقدام نما 1شرکت تیساقرار داده شده در وب  لمیمطابق با فها، چاهک 

چاهک   به  یمی آنزه  گونژوکل  محلواز    تریکرول یم  100  حجم  (5 اضافه ها  همه 

 قه یدق  30  مدتبهرا    تیپل   ،ها با برچسب مخصوص ندن آن ز پوشاو پس ا  کنید

 .دداری کنیدن مرحله خواز تکان دادن پلیت در ای .دییاتاق انکوبه نما یدر دما

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

مآم ی  ازگرنمحلول    تریکرول یم  100  حجم   (7 )اده   سازی آماده  بخش  صرف 

  30ت  مدرا به  تیپل   و  دیزیها بردرون تمام چاهک   (ها را مطالعه بفرماییدمعرف 

ن مرحله از تکان دادن پلیت در ای  .دی انکوبه کن  یک یاتاق و تار  یدر دما  قهی دق

 .دداری کنیدخو

متوقف   تری کرولیم  100  حجم  (8 به کل محلول  اضافه کنچاهک   هیکننده    . دی ها 

دقیقه در   5مدت  را بهه آرامی تکان دهید و سپس آن  ثانیه ب  5مدت  ا بهت رپلی

 دمای اتاق انکوبه کنید. 

متر حداکثر تا نانو  450هر چاهک در طول موج    یرا برا  یب نوردار جذمق  (9

تا    620. )از طول موج رفرانس  دی بعد از متوقف کردن واکنش بخوان  قهیدق  30

استفاده    630 و  میز  (.دی کننانومتر  جذب  کیت ان  این  کالیبراتورهای  نمودار 

 نه در زیر ارائه شده است.  عنوان نموبه
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Calibrators 
(IgG/M) 

Well 
Number 

Mean OD 
(IgG) 

Mean OD 
(IgM) 

Conc. 
 (GPL/mL or 

MPL/mL) 

Cal. A 
A1 

0.061 0.057 0 
B1 

Cal. B 
C1 

0.159 0.155 3 
D1 

Cal. C 
E1 

0.304 0.297 10 
F1 

Cal. D 
G1 

0.602 0.591 30 
H1 

Cal. E 
A2 

1.099 1.105 100 
B2 

Cal. F 
C2 

2.062 2.047 300 
D2 

 

http://www.idealdiag.com/Training.aspx
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 تفسیر کمي نتایج و مقادیر مورد انتظار 

ر کمی  روشتفا اس  اب ا  نتایج  با  و  استاندار  منحنی  از    Point to Point  ده 

باید   300(GPL/mL or MPL/mL)   هایی با غلظت بیشتر ازسبه کنید. نمونه محا 

از رقیق شدن )توسط محلول رقیقپ آزمایش شوند.س  شرکت   کننده( مجدداً 

ک  دیتول انتظامو  ریمقاد  ت،یکننده  برارد  ز  نیا  یر  قرار  به  را  مشخص    ریتست 

است. آنال   یبرا  ریدمقا   نیا  ه، اگرچ  کرده  آزما  دیبا   تیهر    ن ییتع   شگاه ی توسط 

 گردد. 

 

 

 

 

 ار د انتظو مقادیر مور نتایج کیفيتفسیر

نمونه  نوری  جذب  نتایج،  کیفی  تفسیر  کالیبراتوردر  نوری  با جذب  را        ها 

Cut-Off  ید.  مقایسه نمای 

 

 

 
 

 پارامترهای کنترل کیفي

راهنما اساس  نCLSIو    EN 13641ی  هاتاندارد اس  در  دوموج  یهایی بر    ج یتا، 

 باشد. در محدوده قابل قبول می  Anti-Cardiolipin تیک ایهتست حاصل از

 

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

د با   دوررون دقت  سرم  نمونه  سه  از  حاصل  نتایج  تکرارپذیری  ارزیابی   با 

نوبت هاغلظت یک  در  متفاوت  )ی  هر تکرر  اب  20کاری  برای  بررسی   ار  نمونه( 

 است. CV˂10%یش شد. معیار پذیرش در این آزما

 

 

 

 

 (Between Run)ور دنبی آزمون دقت-دقتبررسي ( 2
بین با   دوردقت  سرم  نمونه  سه  از  حاصل  نتایج  تجدیدپذیری  ارزیابی  با 

در  غلظت متفاوت  )نوبت   4های  برای    5کاری  تکرار  نمونهبار  هر   هر  در 

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

 
 
 
 

 

 (Recovery) یابيبازآزمون -يدرست ي( بررس3
ازاء  مایشآز  این  در آ  به  نمونه سرم  ،زمون هر  یکدیگر ب   دو  با  مساوی  نسبت  ه 

شد به   ترکیب  نمونه و  یک  آنتی   عنوان  ضد IgM و    IgGهای  بادیمیزان 

آن   کاردیولیپین انددر  شدیرگهزاها  این  معیا.  ی  در  پذیرش    زمایش، آر 

Bias<10% است.  مورد انتظار جهی تنسبت به ن 

 

 

 

 

 

 

 
 (Linearity)  خطي بودنآزمون -درستي( بررسي 4

های رقتدر    کاردیولیپینضد  IgM و    IgGهای  بادی میزان آنتی در این تست،  

  رش یذپ رایعم .گیری شدمختلف نمونه سرم برای تعیین خطی بودن کیت اندازه 

 . است Bias˂10% شیآزما  نیدر ا
 

IgG 
Sample 

(GPL/mL) 

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

% Bias  

1 73.22 0.16 -0.81 -3.92 7.04 

2 73.42 1.99 -1.55 4.06 -4.99 
 

 

IgM 
Sample 

(MPL/mL) 

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

% Bias  

1 28.91 0.66 2.80 -5.36 -8.68 

2 60.06 0.72 -3.04 -1.7 2.43 
 

  اهسه روشمقای  - ي درستيبررس (5

)sethodComparison of M( 
این کیت،  رستیدبررسی  جهت   ضد  IgM و    IgGهای  بادی آنتی میزان    نتایج 

گیری شد و نتایج آن با کیت  اندازه   کیتاین  نمونه توسط    100در    ولیپینکاردی

ضری مقامرجع   و  همبستگسه  نتایجیب  بین  دو    ی  از  آمده  دست    بر   ،تیک به 

روش   برای    IgG  998/0برای    ،Pearsonاساس  محاسبه    IgM  998/0و 

 این آزمایش به صورت زیر تعریف شده است: معیار پذیرش برای  گردید.

 
0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 

   (Interference) ( بررسي تداخلات6

فر  بر در سنجشاساس  رایج  تداخلات  زیر، درصد   Anti- Cardiolipin مول 

IgG/M قرار گرفت:   رد ارزیابیمو 

 

 

و  20تررا روبین بیلرری، 500 هموگلرروبین تررابررر اسرراس نتررایج بدسررت آمررده 

 .دنتأثیری بر نتیجه سنجش ندارلیتر سیم بر دگرمیلی  1000د تا گلیسرییتر

 

  (Clinical Specificity)بررسي اختصاصیت ( 7

 توسطی  منف  IgMطح  ا سبه  مونن  100منفی و    IgGبا سطح  سرم    نمونه  100

منفی    IgMنمونه برای    100و    IgGبرای    نمونه   98  که  بررسی شدند   ن کیتای

برای    IgG  ،98رای  ب  کیتبالینی  اختصاصیت    ،اساس  این  بر  ند.بود   ، IgMو 

 باشد. درصد می 100

 

   (Clinical Sensitivity) نيبالی حساسیتبررسي ( 8

وبثم  IgGبا سطح  سرم    نمونه  47  بررسی با سطحنم  47  ت  مثبت    IgM  ونه 

کیت  توسط که  این  داد  برای  46و    IgGبرای    نمونه  45  نشان    IgM  نمونه 

برای    IgG  ،7/95برای    کیت  حساسیت  ،اساس  این  بر  ند.بودمثبت     IgMو 

 باشد. درصد می 9/97

 

 (Limit of Detection)  گیریزهکمترین حد اندابررسي ( 9

  Anti-Cardiolipinزان  گیری میزه نداا   ساسا  رب  ت،یک  یرگیاندازه   حد  نکمتری

 کرار(، بار ت  60بار تکرار( و یک نمونه منفی )با   60)با    نمونهق کننده  در بافر رقی

 . تعیین گردیدMPL/mL 97/0 یا GPL/mL 01/1 برابر با

 
  (Stability) یداریپارسي بر( 10

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

 سه یقاز صفر مرو  جیو با نتا   ی آن بررس  جینتا و سپس    شدداده    گراد قراری نت اس

 . دیردگ

In Use Stability Test  باز کردن از   8به مدت    تیکها،  ول حل م  بدر: پس 

آن با    حاصل از  جید و سپس نتا شرار داده  گراد قی درجه سانت   4  یاهفته در دم

 د. یگرد  سهی ز صفر مقارو جینتا

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

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

 

 ی مختلف بررس   مطالعات  د.ش  سهیوز صفر مقار  جیات نبا    یهر بررسنتایج  

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

آزما  رشیپذ   اریمع   .است بمر  یهاش یدر  تعبوط   تغییر   ،ی داریپا  نیی ه 

 . استدرصد  20 ازکمتر  نتایج
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تل  با  است  بروز هرگونه مشکل خواهشمند  بر در صورت  مندرج  فن های 

 د. ریگیروی جعبه بخش پشتیبانی تماس ب

 

 

 

IgG 
Sample 

(GPL/mL) 
Added 

(GPL/mL) 
Exp. 

(GPL/mL) 
Obs. 

(GPL/mL) 
% Rec. 

1 5.36 15.39 10.38 10.84 104.43 

2 15.39 75.66 45.53 48.52 106.56 

3 5.36 75.66 40.51 42.22 104.22 

 Positive Result Equivocal Range Normal Range 

 18 ˃ 
(GPL/mL or MPL/mL) 

12 -18  
(GPL/mL or MPL/mL) 

12˂  
(GPL/mL or MPL/mL) 

 

IgG or IgM Test IgG  IgM  

Serum Sample 1 2 3 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean Conc. 
IgG (GPL/mL) -IgM (MPL/mL) 

8.13 12.08 78.95 8.12 20.55 87.95 

SD  
IgG (GPL/mL) -IgM (MPL/mL) 

0.36 0.52 2.94 0.39 0.8 3.8 

CV (%) 4.4 4.3 3.7 4.8 3.9 4.3 

 

IgG or IgM Test IgG  IgM  

Serum Sample 1 2 3 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean Conc. 
IgG (GPL/mL) -IgM (MPL/mL) 

5.26 16.81 177.80 9.53 21.36 101.41 

SD  
IgG (GPL/mL) -IgM (MPL/mL) 

0.31 0.80 7.34 0.50 0.98 4.89 

CV (%) 5.9 4.7 4.1 5.2 4.6 4.8 

 

IgM 
Sample 

(MPL/mL) 
Added 

(MPL/mL) 
Exp. 

(MPL/mL) 
Obs. 

(MPL/mL) 
% Rec. 

1 7.61 11.74 9.68 10.14 104.75 

2 11.74 72.27 42.01 43.51 103.57 

3 7.61 72.27 39.94 40.37 101.08 

 

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 

 

 × 100 درصد تداخل  =

 ر ه گلافزودن آنالیت مداخ ظت بعد ازلغن  انگیمی -له گر مداخمیانگین غلظت قبل از افزودن آنالیت 

 گراخله ت مدغلظت آنالی 


