
 

 

 

 
   

 در سرم انسان  PR3-Anti گیریاندازه کیت
Anti-PR3 ELISA Kit 96t/ Cat. No: 4924-96 

Brochure Rev: B0 (1402/09/21) 
 

 :مقدمه

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

اند و  شناخته شده مارکرهای مهم، جهت تشخیص واسکولیت سیستمیک  

اساس   آم  یالگوبر  دسته  به  فلوئورسنس  یزیرنگ  ی  توپلاسمی س  دو 

(cANCA)  ایهسته ش  پی  و   (pANCA)شتر یب .  گردندی م   میتقس  

ژن ی عنوان آنت ( را بهMPO)  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 

وگنر   هایبیماری   مارکر  عنوانبه   PR3  ضد  یبادی نتاتوآسطح  

اتوایمیون  (WG)گرانولوماتوز   واسکولیت  همچنین میزان    د.کاربرد دار  و 

سطح   فعالیت  PR3ضد    یهای بادی نتآافزایش  شدت   WGبیماری    با 

است.   کاربرد  مرتبط  و  اندازه  Anti-PR3 ELISA Kitحیطه  گیری کمی 

در نمونه سرم انسان به    PR3های ضد  بادی سنجش کیفی سطح اتوآنتی 

 روش الایزا است. 
 

   :اصول آزمایش

ت براین  استست  شده  طراحی  غیرمستقیم  الایزای  این  .  اساس  در 

های پوشیده چاهک   هب  ها، کالیبراتورها و کنترل سرم  هاینمونه ،  آزمایش

آنتی  با  اول،  ر  د  د.شونمی   اضافه   PR3ژنشده  انکوباسیون  زمان 

ضد  های بادی آنت اتو در    PR3ی  و  سرم  هاینمونه موجود  کالیبراتورها   ،

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

د  ی ضدابحاوی آنتی )کونژوگه آنزیمی    ، با اضافه شدناجزاء متصل نشده 

های ایمنی تشکیل سلککمپ (HRPمتصل به آنزیم  یانسان  ایمونوگلبولین

محلول    و سپس  (HRPسوبسترای آنزیم  )  ازمحلول رنگ  ند. افزودنشومی 

بیشترین جذب نوری را کند که  محصول نهایی را تولید می متوقف کننده  

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

تباط ار  رهاوهای سرم و کالیبراتنمونه   موجود در  PR3ضد  های  دی ابآنتی 

غلظت   نهایت  در  دارد.  توسط    Anti-PR3مستقیم  نمونه  هر  منحنی  در 

 شود.  محاسبه می   استاندارد
 

 : محتویات کیت

 شده.  تثبیت PR3ژن حاوی آنتی  یتست 96پلیت میکرو (1
،  3،  0های  غلظت  اب  لا یو  شش:  Cal A-F)  (Anti-PR3هاکالیبراتور  (2

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

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

آنز  (4  11  الیو  یک:  (Anti-PR3 Enzyme Conjugate)یم یکونژوگه 

به  یانسان   ایمونوگلوبولین  ی ضدبادی آنت  یحاو  یتریلی ل یم   HRP  آنزیم  متصل 

 ر. فاب در

 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

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

 . یتریلی میل  5/6: یک ویال B (Substrate Solution B) رنگزامحلول ( 8

 . یتری لیل یم 12 لایویک  : (Stop Solution)ندهتوقف کنمحلول م (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

 . تیچسب مخصوص پل بر (12

درلومحل   تمام:  1  توجه شوند.   یرنگهدا  گرادی ت انس  جهدر  8تا    2  یدما  ها 

 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  450دارای فیلتر گر پلیتخوانش ( دستگاه 1

 ه. یبرلکاسمپلر ( 2

 ه. دیونیز آب مقطر( 3

 

 کیت: در استفاده از  یاطاحت

 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

ه تاریخ ی کهایول ها تا زمان انقضاء کیت پایدار هستند. از محل م محلول( تما2

 ید. ته است استفاده نکن گذش هاقضاء آن ان

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

.  ستین پذیر    ل آزمایشگاهی امکانوهای متدا روش   با استفاده از  زاری عفونی بیما

بیماریاحتمال آلودگی    گرفتندر نظر  با    نیبنابرا  محتویات کیت، تمام زایی  و 

 د. نانجام شو یمنیا یهادستورالعمل  مراحل آزمایش باید مطابق با

  با   رکادر هنگام  و    است  یدر هنگام کار الزام  نکیکش و ع استفاده از دست(  5

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

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

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

پسم به شوند  یعفون  یاندهاعنوان  گرفته  نظر  با  و    در  دفع    اتم زاالمطابق 

 دند. رگامحاء  یعفون یپسماندها

 

  :نمونه سازیمادهآوری و آجمع 

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

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

ه( از  قیق د  60ا  ت  30ی تهیه شود و سرم بعد از لخته شدن کامل خون )سیاهرگ

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

 . 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    ماهو به مدت یک   گرادی درجه سانت  2-8

 نید. ها خودداری کنمونهرر ذوب کردن مکاز منجمد و  .تندسه ینگهدار

 

  :رقیق سازی نمونهو  هاسازی 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  سانت  8تا    2سازی  کنیدنگ  رادگی درجه  صورت هداری  در   .

گراد قرار درجه سانتی  37ماری را در بن ستشو، آن ده رسوب در محلول شمشاه

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

 د. مصرف آن خودداری کنی 

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

)بهکنیوط  ل مخ(  1:1) برعنوا د  مثال،  تن  محمیلی  2هیه  ای  آماده لیتر  لول 

  B  یلیتر از محلول رنگزامیلی  1را به    A  یلیتر از محلول رنگزامیلی  1مصرف،  

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

ی دارخود  آنصورت مشاهده رنگ آبی و یا کدورت در محلول رنگزا، از مصرف  

 فرمایید. 

( را به نسبت 5X)  نمونهکننده  ق یافر رق ب  مونه:کننده نق یبافر رق   ی( آماده ساز3

را   کنندهرقیق از بافر    تری لیل یم  20عنوان مثال  )به   دی کن  قیبا آب مقطر رق  1:4

ماه ک یمدت حداقل  (. بافر آماده شده به دیمقطر اضافه کن   آب  تریلیل یم  80به  

 . است ستفادهو قابل ا  ردایپا گرادی ت سان جهدر 2-8 یدر دما

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

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

 . دی کن اضافه نمونهکننده ق یرق بافر تری لکرویم 0001 هسرم را ب
 سازی ندارند. یق ف هستند و نیاز به رق آماده مصر اهل نترک  وتورها توجه: کالیبرا

 

   :ش انجام آزمایشور

آزما از شروع  اجزاء کیت  کهمطمئن شوید    شیقبل  نمونه  تمام  دماها  و   یبه 

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

 . کنید یکنواخت یکردن به آرام 

ها را هک چا هیو بق  ریددابر را  شیانجام آزما یبرا ازیمورد ن یاههک چاتعداد  (1

  ی درب آن را بسته و در دما هید،قرار د  یومینی آلوم  سهی در ک  ریگهمراه رطوبت

 کنید.  ینگهدار گرادی درجه سانت 8تا  2

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

و پلیت را  کنیداضافه کنیدها  ک اه چ  به  لیکیت(پوی )دایدوتبه صورت    را

 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 آسپیراسیون  ها  یا  کردن  وارونه    د. کنیتخلیه  با 

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

ادیی بشو انتهادشود  ی م   انجام  یبه صورت دستشو  ت شس  گر.  شستشو    یر 

رطوبت  یرورا    تیپل   یآرامبه   انجام به   .دیبزن  ریگدستمال  منظور 

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

 اقدام نمایید.  1رکتسایت شوب

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 اتاق انکوبه نما  یدر دما  قهیدق  30

 .دداری کنیدخو

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

ماگزرنل  محلو  رتی 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 کنیدن مرحله خوپلیت در ای

متوقف محل   تری کرولیم  100  حجم  (8 به  دکنن ول  اضافه ها  چاهک  هیکل ه 

مدت  به  ار  و سپس آن  دی تکان ده  یبه آرام  ثانیه  5مدت  به  را  تیپل   .د یکن

 . دمای اتاق انکوبه کنید دقیقه در 5

نور  شدت  (9 برا  یجذب  موج    یرا  طول  در  چاهک  نانومتر    450هر 

)از طول موج    دیبعد از متوقف کردن واکنش بخوان   قهیدق  30حداکثر تا  

است  630ا  ت  620رفرانس   کن نانومتر  نمود (.د یفاده  و  جذب  ار  میزان 

  ر زیر ارائه شده است.د عنوان نمونهتورهای این کیت به راکالیب

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

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

 

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
 (U/mL) 

Cal. A 
A1 0.029 

0.040 0 
B1 0.051 

Cal. B 
C1 0.171 

0.175 3 
D1 0.179 

Cal. C 
E1 0.346 

0.350 10 
F1 0.354 

Cal. D 
G1 0.677 

0.680 30 
H1 0.683 

Cal. E 
A2 1.217 

1.220 100 
B2 1.223 

Cal. F 
C2 2.125 

2.130 300 
D2 2.135 

 

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


 

 

 

 
   

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 انتظار  مورد رو مقادی  نتایجکمي  تفسیر

  Point to Point  و با روشر  دانی استانج کمی را با استفاده از منحنتای

کنید.حا م ازهایی  نمونه   سبه  بیشتر  غلظت  از    U/mL 300با  پس  باید 

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

قر به  را  تست  این  برای  انتظار  مورد  مقادیر  کیت،  کننده  زیر اتولید    ر 

اس کرده  برای  مشخص  مقادیر  این  اگرچه،  آنالت.  توسط ت  یهر  باید 

 تعیین گردد.  آزمایشگاه 

 

 

 

 و مقادیر مورد انتظارنتایج کیفي تفسیر 

تفسیر   نوری    نتایج،کیفی  در  نوری  هنمونه جذب  با جذب  را  کالیبراتور ا 

Cut-Off مقایسه نمایید.   

 

 

 
 

 

 يهای کنترل کیفپارامتر

استاندارد موجود    یهایی راهنمااساس  بر     ،CLSIو    EN 13641ی  هادر 

از  جیتان قبول  Anti-PR3  تیک  ایهت تس  حاصل  قابل  محدوده   در 

 باشد. می 
 

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

ارزیابی    دوردرون دقت   نمونه  با  سه  از  حاصل  نتایج  با  تکرارپذیری  سرم 

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

 است. CV˂10%معیار پذیرش در این آزمایش . دبررسی ش

 

 

 

 

 

 
 

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

متفاوت  هغلظت )نوبت   4در  ای  بر  5کاری  تکرار  هربار  هر  نمون  ای  در  ه 

 است. CV˂10%این آزمایش ر دپذیرش   شد. معیار انجامکاری( نوبت
 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (U/mL) 7.49 12.85 26.94 

SD (U/mL) 0.42 0.61 1.16 

CV (%) 5.6 4.7 4.3 
 
 
 
 

 (Recovery) یابيبازآزمون -يدرست ي( بررس3
ا  آزمایش  این  در آه  زاءبه  س  ،زمونر  نمونه  مساوب  رم دو  نسبت  با  ه  ی 

ترکیبیگدیک به  شد  ر  نموو  یک  آن   Anti-PR3  غلظت  ،نه عنوان    در 

گردید.   این  سنجش  در  پذیرش  به   Bias<10%  آزمایش،معیار  نسبت 

 است.  مورد انتظار جهی نت
 

 

No. 
Sample 
(U/mL) 

Added 
(U/mL) 

Exp. 
(U/mL) 

Obs. 
(U/mL) 

% Rec. 

1 5.48 17.59 11.54 12.04 104.3 

2 17.59 44.67 31.13 33.02 106.0 

3 44.67 5.48 25.08 23.75 94.7 

 

 (Linearity)  آزمون خطي بودن-درستي( بررسي 4
تست،   این  رقت   Anti-PR3غلظتدر  برای  در  سرم  نمونه  مختلف  های 

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

Bias˂10% ت. اس 

 

 

 

 
 

  اهوشسه رمقای  - رستيبررسي د (5

)smparison of MethodCo( 
نمونه   100در     Anti-PR3میزان  نتایج این کیت،  رستیدبررسی  جهت  

مرجع  اندازه   کیتاین  توسط   کیت  با  آن  نتایج  و  شد  و  گیری  مقایسه 

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

گردید.  998/0  ،ون پیرس این  معیار  محاسبه  برای  بهاآزم  پذیرش   یش 

 صورت زیر تعریف شده است: 

 
0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 

 

 

 

  (Interference) ( بررسي تداخلات6
مورد     Anti-PR3بر اساس فرمول زیر، درصد تداخلات رایج در سنجش

 ارزیابی قرار گرفت:  

 

 

بدس نتایج  اساس  آمدبر  تاهم  ،هت    و   20تا  روبین  ی بیل ،  500  وگلوبین 

تا  یگلیسریرت بر  میلی  1000د  نتیجه سنجش  لیتر  دسی گرم  بر  تأثیری 

 . ندارد
 

  (Clinical Specificity)بررسي اختصاصیت ( 7

سی شدند برر این کیت توسطمنفی  Anti-PR3با سطح سرم  نمونه 102

اختصاصیت    ،ساسا  این  بر  . ارزیابی شدمنفی    نمونه  98  نتایج حاصل ازو  

 اشد. بمی  درصد 1/96 کیتی بالین
 

   (Clinical Sensitivity) نيبالی حساسیتبررسي ( 8
 

بررسی شدند    این کیت  توسط  مثبت  Anti-PR3با سطح  سرم    نمونه  50

 این  بر  .ارزیابی شدمثبت    نمونه  47  در  Anti-PR3ها سطح  از بین آن   و

 . اشدبمی  درصد 94 کیتبالینی  حساسیت ،اساس
 

 

 (Limit of Detection)  گیریزهد انداکمترین ح( بررسي 9

   Anti-PR3گیری میزان  اندازه   اساس  بر  ت،یک  یرگیاندازه   حد  نریکمت

بار    60نمونه منفی )با    یک  و  (بار تکرار  60با  )  نمونهبافر رقیق کننده  در  

 . تعیین گردید U/mL 39/1 برابر با تکرار(،
 

    (Stability) پایداریبررسي ( 10 
 

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

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

 . دیردگ سهی صفر مقا
In Use Stability Test  کردن باز  از  پس  به    تیکها،  حلول م  بدر : 

 جیسپس نتا   د وش  داده  گراد قراری درجه سانت   4  یهفته در دما  8مدت  

 د. یگرد  هسی صفر مقا زرو جیآن با نتا حاصل از

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

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

 ی مطالعات مختلف بررس   د.ش  سهیوز صفر مقار  جیانت با    یهر بررس  جینتا

مشخص شدهزم  تانظر    مورد  تیک  که  هددی م   نشان  یداریپا   دار یپا   ان 

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

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

 تماس بگیرید.  روی جعبه بخش پشتیبانی

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  

 
No. 

Sample 
(U/mL) 

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

% Bias  

1 26.00 2.31 -4.77 4.92 6.31 

2 33.30 3.36 -3.66 4.74 5.17 

3 42.15 2.35 3.02 -3.27 3.95 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (U/mL) 7.6 18.62 66.10 

SD (U/mL) 0.39 0.84 2.63 

CV (%) 5.1 4.5 4.0 

 × 100 رصد تداخل د = 

 ر له گافزودن آنالیت مداخ لظت بعد ازغن  میانگی -داخله گر ممیانگین غلظت قبل از افزودن آنالیت 

 گرغلظت آنالیت مداخله  


