
 

 

 

 
   

 
 
 
 

 در سرم انسانIgE  گیریاندازهکیت 

IgE ELISA Kit 96t  
Cat. No: 5734-96 / Rev: A1 (1402/09/25)  

 

 :مقدمه

 شیو افزا  ها با سلول  زاعامل حساسیتتماس    جهینت  ها دریاز آلرژ  یاری بس

م  IgE  میزان سل  IgE  یهابادی آنتی .  دهدیرخ  ماست  سطح  و  به  ها 

بهنم  وشده  متصل    هال یف بازو   متسع مواد    ریو سا  نیستامیه  رها شدن  جر 

 . گرددی م  ک یآلرژ  هایواکنش جادی سبب ا  تیدرنهاکه   شوندی کننده عروق م

اساس، این  به در  IgE   میزان  گیریاندازه   بر  گسترده سرم  در   ایطور 

گیری اندازه   .رودمی   ارکهب  یانگل   یهاعفونت و    کیآلرژ  هایواکنش   صیتشخ 

IgE  بالینی آن تظاهرات    بینیش یو پ نوزاداندر    یآلرژ  هی لاو  صیشخ به ت   تام

  ش یشروع به افزا  یآرام به  یدر دوران کودک  IgE  سطح .  استمؤثر    ندهیآ  در

زندگمی  دوم  دهه  در  و  بالاتر  یکند  م   نیبه  افزای حد  توجه   شیرسد.    قابل 

افراد    IgEسطح   همچنیتحساس دارای  در  م   نی،   س زیلویآسپرژ  لوما، یدر 

انگل فع   هدور  و  یویر د  یونت  کیت،   شود. می   ده یفعال  این  کاربرد  حیطه 

 در نمونه سرم انسان به روش الایزا است. IgEگیری کمی سطح اندازه 
 

   :اصول آزمایش

پا  نیا بر  است  یبیترت  یزایالا  هیتست  شده  ابتدا    .طراحی  روش،  این  در 

یوتینیله نوکلونال بومی بادی آنت به همراه  IgEکالیبراتورهای حاوی و  هانمونه 

انکوبه شده    تثبیتاسترپتاویدین  حاوی    یهاچاهک انسان، در    IgEده ضد  ش

در ایمنی از طریق واکنش بیوتین با استرپتاویدین    یهاکمپلکس   و  دشونمی 

و  دگردنی م  تثبیت  هاچاهک  سطح از شستشو  متصل   حذف. پس  ترکیبات 

آنزیم   شده با کونژوگهو انسان  IgEضد )نوکلونال دیگری وم یبادی آنت نشده، 

HRP ) محلول رنگپس از افزودن  .شودمیاضافه( سوبسترای آنزیم زاHRP )

متوق حم  و کننده،  لول  در  میزانف  و  شده  ایجاد    جذب   شدتنتیجه  رنگ 

سرم    یهانمونهدر    IgEبا غلظت    نانومتر  450موج  در طول  چاهکهر    نوری

دارد.   مستقیم  ارتباط  کالیبراتورها  به   هانمونه در    IgEمیزان    تیدرنهاو 

   .گرددی م محاسبه کمک منحنی استاندارد 
 

 :ت کیتای ومحت

  .شدهتثبیت تستی حاوی استرپتاویدین  96 تیکروپل یم( 1

،  50،  25،  5،  0هایبا غلظت  ویال   شش  :)  IgE Cal A-F  (هایکالیبراتور  (2

   .سانسرم ان ازتهیه شده  IU/mL 400و 150
  11ویال  یک  :  (IgE Enzyme Conjugate)  یآنزیم  کونژوگه  (3

   در بافر. HRP میز نی متصل به آبادی آنتی حاوی تریلی ل یم
بژکون  (4  11  الیو  کی  :(IgE Biotin Conjugate)  ین یوت یوگه 

  .در بافر بیوتین متصل به یبادی آنتحاوی  یتریلی ل یم
 

 

 .یتری لی ل یم 20ویال  یک: (Wash Solution-50X) ومحلول شستش (5

 . یتریلی ل یم 5/6ویال  یک:  A  (Substrate Solution A) زارنگ محلول  (6

 . یتریلی ل یم  5/6 ویالیک  :B (Substrate Solution B) زارنگ محلول  (7

 . یتریلی ل یم 12 ویالیک  :(Stop Solution) کننده واکنشول متوقف محل  (8

های  با غلظت  یتریلیل یم  5/0  )های(ویال:  (IgE Control)  محلول کنترل(  9

 . فمختل 

 . چسب مخصوص پلیتبر (10

محلول1توجه   کلیه  دمای  :  در  سانتی   8تا    2ها  شوند.  درجه  نگهداری  گراد 

 کننده در دمای اتاق نیز قابل نگهداری است.محلول متوقف

 درج شده است. COA برگه: مقادیر کنترل)ها( در 2توجه 

 

 ت:  مواد و وسایل مورد نیاز تأمین نشده در کی

 . )فیلتر مرجع( نانومتر 630و  450ر تل پلیت دارای فی رگ( دستگاه خوانش 1

 ( سمپلر کالیبره. 2

 . ر دیونیزهطب مق( آ3

 

 اط در استفاده از کیت: تیحا

است؛ لذا از کیت تعبیه گردیده  مین  ه  در  ی استفاده( محتویات این کیت برا1

ک سایر  با  مشترک  شماره یتاستفاده  یا  و  ساخت  ها  خودداری های  جداً  دیگر 

 . د کنی

خ  هایی که تاریضاء کیت پایدار هستند. از محلول ها تا زمان انقل( کلیه محلو2

 ه است استفاده نکنید. تها گذشضاء آن انق

 قرار نگیرند.  مستقیم رودر معرض نها  ( توجه فرمایید محلول3

از نظر منفی بودن(  4 انسانی  با منشاء    و   HBs Ag  ،HIV1/2  محتویات کیت 
HCV  وبررسی شده د  یل اند؛  قطعی  عوامل    رتشخیص  تمام  بودن  منفی  مورد 

پذیر نیست. شگاهی امکان یی متداول آزماهاوش زا با استفاده از ر ماری عفونی بی 

یات کیت، تمام  زایی محتوبیماری  گی وودآل  تن احتمالبنابراین، با در نظر گرف

 انجام شود.  های ایمنیبق با دستورالعملمراحل آزمایش باید مطا

استفاد5 دستک  ه(  عیاز  و  است.    کن ش  الزامی  کار  هنگام  با  در  کار  هنگام  در 

فرمایید دقت  م   کیت  بر  که  آن  ریخته  رحتویات  بدن  نقاط  یا سایر  وی صورت 

 ی کنید. مخاط جداً جلوگیر  و سایر نا واد با دهنشود. از تماس م

ب(  6 سمپلرهای  هاچاهک  ،هاکنترل  ماران،ینمونه  سر  باتفا اس  و  شده    د ی ده 

شوند  ین وعف  یپسماندها  نا عنوبه گرفته  نظر  با  و    در  دفع    الزاماتمطابق 

 گردند. اء امح  یعفون یپسماندها

 

 نمونه: و نگهداری سازیهآماد، آوری عجم

برای  (1 مناسب  سرم    ینا  نمونه  به   است. آزمایش  فرد  بودن  هنگام    ناشتا 

  خون با   هنمون رگذار خواهد بود.  دست آمده تأثیگیری در درستی نتایج به نمونه 

گیری سیاهرگی تهیه شود و سرم بعد از لخته  استاندارد خون از تکنیک    ه استفاد

  ا شود. حتی الامکان های خونی جددقیقه( از سلول 60تا  30شدن کامل خون )

   .دیاستفاده نکن زیهمولو  کی میپل ک،یکتریا یاهنمونه  زا

 

  کنند، یم  تفایرا در  (mg/day 5˃)  نیوت یاز ب  ییکه دوز بالا  ی( در افراد2

در  8حداقل    دیبا  یریگنه ومن از  ب  نیآخر  افتیساعت پس  انجام    نیوتیدوز 

 شود. 
تا   2ی  ماد  روز در  5ها تا  ها باید کاملاً بسته باشد. نمونه نمونه  ب ظرفدر  (3

سادر  8 حنتیجه  و  تا  دگراد  دمای  اکثر  در  ماه  سانتی   -20یک  گراد  درجه 

نگهدار هستنقابل  استفاده  و  از  ی  کرد منجمد  د.  ذوب  نمونه مک  نو  ها رر 

 . خودداری کنید 

 
 ها:سازی و نگهداری معرف آماده

آماده1 شستشو:(  محلول  نگهداری  و  محلول میلی  20حجم    سازی  از  لیتر 

به    (50X)شستشو   مقطر  لیلی م  980را  آب  از دیتر  پس  و  اضافه  یونیزه 

دمای  سازآماده  در  سا  8تا    2ی  کنید.نتی درجه  نگهداری  صو  گراد  رت  در 

گراد درجه سانتی   37را در بن ماری  ب در محلول شستشو، آن سور  مشاهده

محلول   در  کدورت  مشاهده  صورت  در  شود.  حل  رسوب  تا  دهید  قرار 

 اری کنید. ددخو شستشو، از مصرف آن 

آما2 محلوسازده (  رنگزامحلول رنگزا:    لی  حجم  B  و  A  ی های  با  های را 

محلول لیتر  میلی   2ه  یهت  برای   ل،وان مثا عن)به     مخلوط کنید (  1:1مساوی )

رنگزامیلی   1آماده مصرف،   محلول  از  به    A  یلیتر  محلول میلی1را  از  لیتر 

به   اضافه کنید(  B  یرنگزا اتاق ودم ر  د  دقیقه  10مدت  و  کوبه نکی اتاری  ای 

مصرف یا کدورت در محلول رنگزا، از    صورت مشاهده رنگ آبی و  ر. دکنید 

 د. یی آن خودداری فرما

 
   :روش انجام آزمایش

ها به دمای قبل از شروع آزمایش مطمئن شوید که تمام اجزاء کیت و نمونه

-کالیبراتور و هاها، کنترل نمونه  اند.گراد( رسیدهدرجه سانتی 28تا  22اتاق )

 واخت کنید.نآرامی یکبه کردن بار سر و ته 5ا ب راها 

چاهک   (1 آ  ازی ن  موردهای  تعداد  انجام  بردابرای  را  ب زمایش  و  قیه رید 

گیر در کیسه آلومینیومی قرار دهید، درب آن را  راه رطوبتهمه برا    هاچاهک 

 گراد نگهداری نمایید. درجه سانتی  8تا  2بسته و در دمای 

کنترل  اهونهنم  ،هالیبراتوراک  از  تریل کرویم  25  حجم  (2   ی هاهکچا  در  و 

از هر نمونه    ر است. بهتدیزیمورد نظر بر  دوتایی به صورت  کالیبراتور    ایکه 

 شود.  ختهی ها رهکدر چا  )دوپلیکیت(

اضافه   هاچاهک  مهبه ه  وتینی یب  نژوگهکومحلول    تری لکرویم  100  حجم  (3

 . دی تکان ده یآرام به زیسطح م یرو هیثان 30ت مد پلیت را به و دیی نما

در   قهیدق  30مدت  و به  دی بپوشان  تیبرچسب مخصوص پل   ها را باچاهک  (4

 . دییاتاق انکوبه نما یماد

آسپیراسیون تخلیه کنید.  یا  کردن پلیت    ونها وارها را باهک چ  تامحتوی  (5

  ی شستشو  یکرولیتر محلولم   300مرتبه و هر مرتبه با    3ها را  پس چاهک س

آماده  شدهده  آما  معرف )بخش  بفرمایید(سازی  مطالعه  را  اگر    ها  بشویید. 

انجام می   صورتبه شستشو   ی پلیت را  آرامبه انتهای شستشو    شود دردستی 

رطور  رب دستمال  و نظومبه   بزنید.یر  گوبت ی  مناسب  شستشوی  انجام  ر 

ام اقد  1ت شرکتسایشده در وب  با فیلم قرار دادهها، مطابق  استاندارد چاهک 

 .نمایید
ه  ی م یآنز  نژوگهکومحلول    تریل کرویم  100  حجم  (6 اضافه    هاچاهک  مهبه 

 خودداری کنید.  از تکان دادن پلیت در این مرحله .دیی نما

در    قهیدق   30مدت   و به   د ی نبپوشا  تیبرچسب مخصوص پل   ها را باچاهک  (7

 . دییااتاق انکوبه نم یدما

 شستشو دهید.  5و مطابق بند   را تخلیه کنیدها چاهک محتویات  (8

  ی سازآماده    آماده شده )بخش  یاز محلول رنگزا  تری کرولیم  100حجم    (9

مدت را به   تیو پل   .دیزیبر  هاتمام چاهک  ن( درودییها را مطالعه بفرمامعرف 

 نیا  در  تیپل   دادناز تکان  .  دیکن انکوبه    یک یاتاق و تار  یدما  در  قهیدق  15

 . دی کن یمرحله خوددار

به  از محلول متوقف  تری لکرویم  50  محج  (10 ها  چاهک  تمامکننده واکنش 

  ی رنگ آب  تا تمام  دیتکان ده  یآرام به  هینثا  20مدت  به  پلیت را  و  دیاضافه کن 

 شود.  لیآن به زرد تبد

نور  مقدار  (11 طول   یبرا  را  یجذب  در  چاهک  با    450موج  هر  نانومتر 

کردن    متوقف  بعد از  قهیدق  15داکثر تا  ح  Point to Pointده از متد  استفا

رفرانس  طول   از)  دیبخوان   واکنش   . (دی کن  استفاده  انومترن  630تا    620موج 

آورده    ریبه عنوان نمونه در ز  تیک  نیا   ان جذب و نمودار کالیبراتورهایمیز

 شده است. 

 
 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
1. http://www.samantajhiz.com/Support.aspx 

 

 

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(IU/mL) 

Cal. A 
A1 0.0216 

0.023 0 
B1 0.0249 

Cal. B 
C1 0.0871 

0.085 5 
D1 0.0837 

Cal. C 
E1 0.317 

0.336 25 
F1 0.355 

Cal. D 
G1 0.503 

0.510 50 
H1 0.518 

Cal. E 
A2 1.188 

1.194 150 
B2 1.201 

Cal. F 
C2 2.336 

2.322 400 
D2 2.309 
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  IgE الایزای تست  برای مقادیر مورد انتظار
را به قرار زیر    آزمایشقادیر مورد انتظار برای این  م ،کیت  نندهک تولیدشرکت  

است.   کرده  مقادیر  اگرچه،مشخص  بب  این   توسط  نظر  موردآنالیت    رای اید 

 تعیین گردد.   آزمایشگاه 

 
 

 

 

 

 
 فییهای کنترل ک پارامتر

 (Within Run) دورآزمون دقت درون-ررسی دقتب (1
بلا   حاصلل از سله نمونله سلرم  جری نتاییپذ  رارتک  با ارزیابی  دوردرون  دقت

سلی ر( برهنهر نمو  ار برایبار تکر  20کاری )در یک نوبتمتفاوت    هایغلظت

 است. CV˂10% این آزمایشد. معیار پذیرش در ش

 

 
 (Between Run)دور آزمون دقت بین-( بررسی دقت2

بلا ونله سلرم نم نتلایج حاصلل از سله با ارزیابی تجدید پذیری دوردقت بین

نمونله در هلر  بلار تکلرار بلرای هلر 5کلاری )نوبت 4در های متفاوت تغلظ

 است. % CV˂10در این آزمایش یرش ذار پیعم شد. می( انجاکارنوبت

 

 
 (Recovery)بازیابی آزمون -یدرست ی( بررس3 

این   آزمون،در  هر  ازاء  به  سرم  آزمایش  نمونه  نسبت  دو  یکدیگر   به  با   مساوی 

در    رشیپذ  اریمع   .گیری شدازهدر آن اند   IgEغلظت  ک نمونه  ی عنوان  یب و به رکت

 انتظار است. دمور  جهی تنت به نسب Bias˂10% ش،ی آزما نیا

 

 

 
 

 (Linearity)آزمون خطی بودن -( بررسی درستی4
های مختلف نمونه سرم برای تعیین خطی بودن در رقت  IgEدر این تست، غلظت  

 است. Bias˂10% شیآزما نیدر ا رشیپذ اریعم شد.گیری ازهندکیت ا

 

 

 

 
  (Comparison of Methods)  هاسه روش مقای  -درستی ( بررسی5

بر میزان  انتایج    درستیسی  رجهت  مقادیر    100در    IgEین کیت،  با  نمونه سرم 

بالا   و  نرمال  مقا  گیریاندازه پایین،  مرجع  کیت  با  آن  نتایج  و   یب رضو    یسهشد 

اساس  از  آمدهدست به   نتایج  نبی  یهمبستگ  بر    998/0،  یرسون پ  روش    دو کیت، 

 تعریف شده است:  یش به صورت زیرمعیار پذیرش برای این آزما محاسبه گردید.

 

0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 

 

   (Interference) ( بررسی تداخلات6

ورد ارزیلابی قلرار مل  IgE  سلنجش  رج دد تداخلات رایلدرص  ،اساس فرمول زیر  بر

 گرفت:

 

 

 
  د یسریگل یتر و   30 تا  نیروب یل یب،  800  هموگلوبین تابدست آمده    س نتایجبر اسا

 .دنتأثیری بر نتیجه سنجش ندار رتیلی دسبر  گرمیل یم 500تا 

 
  (Cross Reactivity) آزمون واکنش متقاطع-( بررسی ویژگی7

با اضافه کردن غلظتن  ای  ویژگی از مواد  های  آزمایش  مندرج در جدول  مختلفی 

سبت ن  گیریواکنش متقاطع با اندازه  مورد سنجش قرار گرفت.  ،مسر نمونه  به  زیر  

دو  شده  هافاض ماده    دوزن  بی جذب    IgE  زبه  مقدار  همان  ایجاد  برای  نیاز  مورد 

 شده(  اضافهت و ماده نوع آنالی ه ببسته متقاطع ) معیار پذیرش واکنش ارزیابی شد.

آنا ماده اضافه    100±10لیت در محدوده  برای  و برای  تا  ده  شدرصد    25حداکثر 

 درصد است. 

 

   (Sensitivity)( بررسی حساسیت 8

اسا کحساسیت   بر   Limit of Blankو  Limit of Detection  (LOD)س  یت 

(LOB)    از فرمول زی بارب   محاسبه شد ور  با استفاده  تعیین   IU/mL  125/0   ابر 

 . گردید

 
s645 SDLOD = LOB + 1. 

b+ 1.645 SDb LOB = Mean 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 (Stability) ( بررسی پایداری9

Accelerated Stability Test  :پا مدت    تیکداری  یبررسی  در   4به  هفته 

   .گرادی درجه سانت 37 یدما

In Use Stability Test  :  پایداری درپ  تی کبررسی  کردن  باز  از    ب س 

 . گرادی درجه سانت  4 یهفته در دما 8مدت ها، به محلول 

 Shelf Stability Test  :پایداری  بر ک  8رسی  مدت    تیعدد  در    2به  سال 

 ک یهر سه ماه صورت تایج بهی نارزیابو  شد دهاد گراد قراری تدرجه سان  4 یدما

  نظر   وردم  تیک  که  دهدی نشان م  یداریاپ  یبررس   لفمطالعات مخت  .اشدبمی   بار

ه مربوط ب  یهاش ی در آزما  رشیپذ   اریمع   .است  داریپا  شدهمشخص   یهازمان   در

 .استدرصد  20 ازکمتر  نتایج تغییر ،یداریپا  نییتع
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های  ونه مشکل خواهشمند است با شماره گردر صورت بروز ه

 تماس بگیرید. (پشتیبانیبخش )مندرج بر روی جعبه 

 

Sample/ 
Control 

1 2 3 
Cont. 

1 
Cont. 

2 
Cont. 

3 

No. of 
Repeats 

20 20 20 20 20 20 

Mean 
(IU/mL) 

14.38 85.69 173.29 16.87 110.54 199.41 

SD 
(IU/mL) 

0.75 4.28 7.93 0.72 5.18 9.13 

CV (%) 5.2 5 4.6 4.3 4.7 4.6 

Sample/ 
Control 

1 2 3 
Cont. 

1 
Cont. 

2 
Cont. 

3 

No. of 
Repeats 

20 20 20 20 20 20 

Mean 
(IU/mL) 

19.36 75.02 153.11 16.67 108.05 200.31 

SD 
(IU/mL) 

1.06 4.05 7.65 0.77 4.46 8 

CV (%) 5.5 5.4 5 4.6 4.0 4 

No. 
Sample 
(IU/mL) 

Added 
(IU/mL) 

Exp. 
(IU/mL) 

Obs. 
(IU/mL) 

Rec. 
(%) 

1 14.63 117.31 34.04 34.35 100.9 

2 17.32 90.46 53.89 55.12 102.3 

3 43.59 112.6 99.89 97.52 97.6 

 

No. 
Sample 
(IU/mL) 

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 

Bias%   

1 12.53 -1.3 1.9 2.4 2.5 -3.1 

2 48.67 1.6 -2.2 -1.4 -2.6 -3.4 

3 163.97 -0.9 -1.2 2.6 -2.9 3 

 

Expected value (IU/mL) 

Age value 

0 – 3 Years 0 - 46 

3 – 16 Years 0 - 280 

Adults 0 - 200 

IU/ml × 2.4 = ng/mL 

 

100 × 

 ودن آنالیت مداخله گر غلظت بعد از افز میانگین   -انگین غلظت قبل از افزودن آنالیت مداخله گر می

 گرغلظت آنالیت مداخله  
 درصد تداخل  =


