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 روش الايزاه ب  TSHكيت سنجش  

 : كاربرد حيطه

در سرم انسان طراحی شده است. این کیت به عنوان یک ابزار کمک تشخیص    (TSH)  گیری کمی هورمون محرک تیروئیداندازه  به منظور  پیشتازطب  TSHکیت الایزای  
رود. نتایج این کیت باید هیپوفیزی به کار می-کاری و پرکاری تیروئید، و همچنین بررسی محور هیپوتالاموسی کمدر بررسی و ارزیابی اختلالات عملکرد تیروئید، شامل  

 .های تشخیصی تفسیر شود. محتوای این کیت تنها برای استفاده آزمایشگاهی استهای بالینی و سایر روشهمراه با یافته

 مقدمه: 

TSH  ل یبتا تشک  یواحد اختصاص  ریواحد آلفا و ز  ریشود و از دو زیترشح م  زیپوفیغده ه  یدالتون که از بخش قدام  26600  یاست با وزن ملکول  ینیکوپروتئیهورمون گل  
گردد  یم   کی( تحرTRHآزاد کننده )  ورمونتوسط ه  TSHترشح    .باشدیم  hCGو    FSH  ،LH  ینی پروتئ  کوی های گلواحد آلفای هورمون  ریز  هی واحد آلفا شب  ریشده است. ز

. ترشح  گرددی( مT4  و  T3)شامل    یدیروئیت   یهاباعث سنتز و ترشح هورمون  د یروئیبا اثر بر غده ت  TSHشود.  یترشح م   پوتالاموسیهورمون آزاد کننده، خود از ه  نیا که  
  ص یو تشخ   یبررس   به منظور  TSH  زانی گردد. سنجش میم  میتنظ   ی منف  دبکیصورت ف ه  خون ب  انیآزاد در جر  دییروئی های ت توسط مقدار هورمون  TSHهورمون  

با    TSH  هورمون  ونیتراسیو ت  ری یگ اندازه  تی حاضر قابل  تی باشد. کیم  تیحائز اهم   زیی پوفیه -ی پوتالاموسی محور ه  هاییبررس  نیو همچن   دیروئیاختلالات غده ت را 
 .باشدیبالا دارا م اریبس تیو حساس تی اختصاص

 : اساس آزمايش

  ی علیه یک شاخص آنتی ژنیک یهابادیتوسط آنتیها  چاهکباشد. در این روش  های مونوکلونال میبادیساندویچ و با استفاده از آنتیالایزای  اساس این کیت به روش  
 بادی ثانویه ضد شود، سپس آنتیمجاور میها چاهکبادی پوشش داده شده در ته شوند. نمونه بیماران با آنتیمیداده  (Coating)پوشش   TSHواحد بتای مولکول  زیر

TSH  متصل به آنزیمHRP    ایمنی تشکیل شده در  اضافه میها  چاهکبه   ،ها متناسب است. پس از شستشو در نمونه  TSHبا غلظت  ها  چاهکشود. مقدار کمپلکس 
کمپلکس ایمنی تشکیل شده  میزان با  ، ریخته می شود که رنگ آبی پدید آمده ها  چاهک( وکروموژن است به داخل 2O2Hزا که محتوی هیدروژن پراکسید )محلول رنگ

 . دارد 450nmشود که بهترین جذب نوری را در طول موج رنگ آبی به زرد تبدیل می ، کننده توقف  مبا افزودن محلول   .متناسب استها چاهکدر 

 : كيت محتويات 

 .TSH (Anti-TSH Coated Plate)بادی ضد  آنتیی پوشش داده شده با هاچاهکحاوی خانه  96پلیت  (1
 . مصرف( یبرا )آماده  HRPنژوگه شده با آنزیم وک Anti -TSH یبادیآنتمحلول ویال حاوی  :((Enzyme Conjugateنژوگه ومحلول آنزیم ک (2
 WHOکالیبره شده در مقابل استاندارد    ، TSHاز    mIU/L  30و    15،  5،  2/ 5,  5/0،  0های  ویال استاندارد شامل غلظت  6  :(Standard Set)سری استاندارد   (3

80/558 ndIRP 2. 
 .سرم کنترل با غلظت مشخص درج شده بر روی برچسب ویال : ویال حاوی(Control Serum) سرم کنترل (4

منظور تهیه محلول شستشوی آماده مصرف مقدار لازم از محلول   به  ، (20X: ویال حاوی محلول شستشوی غلیظ )(Wash Solution)  محلول شستشو (5
 با آب مقطر رقیق کنید.  1:20شستشوی غلیظ را به نسبت 

 (. آماده مصرف) ژنهیو آب اکس نیدیبنزلیتترامت حاوی الیو : (Chromogen-Substrate)ای زای یک مرحلهمحلول رنگ (6

 .نرمال 1 کیدریکلر دیاس  حاویویال  :(Stop Solution) همحلول متوقف کنند (7
 . تیبرچسب مخصوص پل (8

 محصول.  یراهنما  دفترچه (9

 : باشندنميمورد نياز كه در كيت موجود  وسايلمواد و 

 . (به عنوان فیلتر رفرانس nm 630)و در صورت امکان  nm 450دارای فیلتر  (ELISA Reader) ریدر  الایزا دستگاه  (1
 . دقیق یمیکرولیتر 100و  50 هایسمپلر (2
 . مقطرآب  (3

 :كنندگانمصرف براي  ذكر نكات قابل 

 .باشدمیبرای مصرف در همین کیت  فقطمحتویات این کیت  (1

 .یدیمختلف جداً خوداری نما یهاساختها با شماره از مخلوط کردن محتویات کیت (2
.  باشندمیاند و فاقد این عوامل  گردیدهکنترل    HIVو    HCVضد    هایبادی آنتی  و   HBs Agکلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرمی دارند از نظر وجود   (3

 .دند از تماس مستقیم با مواد بپرهیزنکن میکه با کیت کار   یکاربراناحتیاط بهتر است  یبرا 

  هامعرف  و  گر واکنش  یهامحلول  یتمام.  در نظر گرفته شوند  یعفون  یبه عنوان پسماندها  دیبا  ، استفاده شده   یهاوچاهک  هاکنترل  ، استانداردها   ، ماران یب  نمونه (4
 .امحا شوند یعفون یدفع پسماندها یمل مقرراتمطابق با  دیبا
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 :شرايط نگهداري

 .یدیگراد نگهداری نماسانتیدرجه  8تا  2یخچال بین دمای  کیت را در (1
 .یدیگیر نگهداری نمارا در کیسه مخصوص پلیت همراه با نم ها چاهک (2
 .باشدمیها شده بر روی هر یک از آن نوشتهپایداری محتویات کیت تا پایان مدت انقضای  (3
قابل نگهداری و مصرف    گرادسانتی  درجه  8تا    2با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط    1:20شستشوی آماده مصرف که به نسبت    محلول (4

 .باشدمی

 : آوري و آماده سازي نمونهجمع 

تر )حداکثر  طولانیو یا برای مدت  گراد  سانتیدرجه    8تا    2تواند برای مدت دو روز در دمای  مینمونه    ، توان پس از جدا نمودن از خون استفاده نمودمیسرم یا پلاسما را  
های مشکوک به آلودگی میکروبی برای انجام  از نمونه .نمودن نمونه پرهیز شودذوب و انجماد در ضمن باید از  .شودنگهداری گراد سانتیدرجه  -20دمای  روز( در 30تا 

 استفاده نشود. آزمایش 

 :توضيحات عمومي

 . اتاق برسانید دمایها را به قبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه (1
 . محض شروع آزمایش کلیه مراحل بدون توقف انجام پذیرنده بهتر است ب (2
 . از نوک سمپلر یک بار مصرف برای هر نمونه استفاده کنید (3

 . باشدمی گیریاندازهحداکثر تا نیم ساعت قابل ها چاهکجذب نوری  ، کننده پس از افزودن محلول متوقف (4
 .دنتخلیه شوها  چاهکبه صورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از ها چاهکبرای کسب نتایج مطلوب باید شستشوی  (5
 هایگردد قبل از شروع آزمایش تمام مواد و محلولبنابراین پیشنهاد می  .، باشدزمان انکوباسیون مناسب می  ، صول نتیجه مطلوبحاز مهمترین فاکتورها در   (6

 . شودتر میهای مورد نیاز را باز کنید، این عمل با کاهش فاصله زمانی بین مراحل سمپلینگ باعث نتایج دقیقمورد نیاز را آماده نموده و درب محلول
  .طول نیانجامد هدقیقه ب 5ها بیش از  بهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زمان ریختن نمونه 6به دلیل مشابه در بند  (7
 است.  یضرور اریقابل اعتماد بس ج یبا مقدار مناسب بافر شستشو جهت حصول نتا ح یصح یشستشو (8

 : آزمايشمراحل انجام 

 نگهداری پلیت قرار داده و درب آن را ببندید.گیر درون کیسه مخصوص را به همراه نمها چاهک ریساهای مورد نظر را انتخاب نموده و تعداد چاهک (1
( Duplicate) تیکی ها به صورت دوپل استانداردها و نمونه  گرددپیشنهاد می. بریزیدمیکرولیتر از هر استاندارد، سرم کنترل و نمونه را به داخل هر چاهک  50 (2

 استفاده شود.  ج ینتا اسبهمح یها برا آن یجذب نور نیانگیاز م تیو در نها ردیکه هر استاندارد و نمونه در دو چاهک قرار گ   یمعن نیاستفاده شوند؛ به ا 

ثانیه تکان دهید تا محتویات    15( را به هر چاهک اضافه نموده و پلیت را به آرامی به مدت  Enzyme Conjugateنژوگه )ومیکرولیتر از محلول آنزیم ک  100  (3
 . خوبی مخلوط شونده آن ب

 د. ییدرجه سانتی گراد( انکوبه نما 22 -  28اتاق ) دمایدقیقه در  60را به مدت ها  چاهکرا با برچسب مخصوص پلیت پوشانده و ها چاهکدرب  (4

کاناله استفاده نمود ولی    8توان از سمپلر  ید )برای شستشو مییبار با محلول شستشوی آماده مصرف بشو  5را  ها  چاهکرا خالی کرده و  ها  چاهکمحتویات   (5
شستشو حدود   باردر هر    .تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش گرددباید مواظب بود که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا می

را در  ها چاهکد و در انتهای عملیات شستشو ییها را با وارونه کردن و تکاندن خالی نمامیکرولیتر محلول شستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک 300
 خارج شوند(. محلول شستشو   گیر بکوبید تا قطرات اضافیحالت وارونه و با ضربات ملایم بر روی یک پارچه یا کاغذ نم

 .یدی( به هر چاهک اضافه نماChromogen-Substrateزا )میکرولیتر محلول رنگ 100 (6

 . یدیدقیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریکی انکوبه نما 15را به مدت ها چاهک (7
برای سنجش جذب نوری   .یدیهای آنزیمی را متوقف نماادامه واکنش  ، به هر چاهک  (Stop Solution)  کنندهتوقف  ممیکرولیتر محلول    100با اضافه کردن   (8

 استفاده گردد(.   رفرانسبه عنوان فیلتر  nm 630شود از فیلتر  ید )توصیه مییاستفاده نما nm  450ریدر با فیلتر  هر چاهک از دستگاه الایزا 

 : نتايجحاسبه م 

 .توان استفاده نمودمی nm  450با قابلیت سنجش جذب نوری در طول موج ریدر الایزا ر دستگاه  ه از 
 .( بخوانیدnm 630 رفرانس)و در صورت امکان در مقابل فیلتر  nm 450در طول موج  ریدر الایزا ها را به کمک دستگاه نمونه جذب نوری استانداردها و (1
( رسم کنید به این صورت که جذب نوری استانداردها را روی Point to Pointها نموداری )با استفاده از میانگین جذب نوری استانداردها و غلظت معلوم آن (2

بدست   نقطه تلاقی غلظت و جذب نوری را برای هر استاندارد بدست آورید، سپس نقاط( برده و  Xها را روی محور افقی )( و غلظت آنYمحور عمودی )
 ید تا منحنی بدست آید.یآمده را به یکدیگر وصل نما

  ه ید بیپیدا کنید، سپس نقطه مذکور را توسط خطی به منحنی وصل نما  یانگین جذب نوری برای هر نمونه را بدست آورده و روی محور عمودی جای آن رام (3
بر محور افقی وارد کنید نقطه تلاقی این خط با محور  عمود خطیکه این خط بر محور عمودی کاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقی خط و منحنی   طوری

 استفاده کنید.(  طب  شتازي پ خودكار  گرمحاسبهتوانید از )برای این کار می. افقی مقدار غلظت را نشان خواهد داد
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 . و هر آزمایشگاه در هر دفعه انجام آزمایش باید منحنی جدیدی رسم نماید باشدمیهای نوری و منحنی مربوطه فقط به عنوان نمونه جذب : توجه
 

 : مقادير مورد انتظار

گردد که هر آزمایشگاه مقادیر نرمال  باشد ولی پیشنهاد میهای مکرر به روش الایزا بدست آمده به قرار زیر میکه توسط تست  سالمدر سرم افراد    TSHمقادیر نرمال  
 : خود را بدست آورد

 
 
 
 

 : گيريروش اندازه محدوديت

های هتروفیل با منشاءهای متفاوت در سرم افراد، امکان وجود  بادیهای کیت، به علت وجود آنتیهای هتروفیل در محلولبادیکننده آنتیبا وجود استفاده از مواد بلاک
های تیروییدی به طور همزمان  های عملکرد تیروییدی با نتایج یک تست امکان پذیر نبوده و نتایج این آزمایش باید با نتایج سایر تستتفسیر تستنتایج کاذب وجود دارد.  

 های انجام شده با این کیت باید به تداخلات مختلف فیزیولوژیکی مثل مصرف داروهای خاص و سابقه بیماری توجه شود. تفسیر شود. در هنگام تفسیر نتایج آزمایش

 :ييهاي اجراشاخص 

 :گيريحداقل مقدار قابل اندازه( 1
با استفاده از   یبررس  نیا  .باشدمی  mIU/L 0.1  قابل تشخیص در این کیت  TSH( حداقل غلظت  SDبر اساس جذب نوری استاندارد صفر و سه برابر انحراف معیار ) 

 انجام شده است. CLSI EP17-A2 یراهنما
 

 :دقت آزمايش  (2
  ی هاآزمایشسری  نمونه در  یک    خوانی غلظت مشخص از)هم   Inter Assay( و  آزمایشیک سری  نمونه در  یک    خوانی غلظت مشخص از)هم  Intra Assayهای  آزمایش
انجام شده   CLSI EP05-A3  یبا استفاده از راهنما   یبررس   نیا   . آمده است  2و    1انجام گردید که در جداول    TSH  های مختلف سرم با غلظت  3( با استفاده از  مختلف 

 است. 
 

 .Intra Assay ج ينتا -1جدول 

 %SD CV (mIU/L) ميانگين تعداد دفعات تكرار تست نمونه

1 16 25/0 0/015 6 

2 16 35/4 0/17 9/3 
3 16 7/11 0/53 5/4 

 

 .Inter Assay ج ينتا  - 2جدول 

 %SD CV (mIU/L)ميانگين   تعداد دفعات تكرار تست نمونه

1 20 25/0 0/02 8 

2 20 4/4 0/31 7 

3 20 1/12 1/02 4/8 

 انجام شده است. داپلیکیت  صورته هر سری آزمایش ب
 
 
 

 

 جذب نوري (mIU/L)استانداردها 

0 0/03 

0/5 0/07 

2/5 0/24 

5 0/42 

15 1/16 

30 2/17 

 (mIU/L)محدوده طبيعي  انهيم ( (mIU/Lمحدوده طبيعي در افراد بالغ 

2/5 - 32/0 8/1 
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   : شيآزما يكاورير (3
درصد را نشان داد. نتایج مربوطه    100 ±  10ها عددی بین شده آنمحاسبهریکاوری افزوده شد و  TSHهای مشخص نمونه سرم با غلظت 4به  TSH مقادیر معلومی از

 انجام شده است.  CLSI EP34 یبا استفاده از راهنما یبررس نیا  .آمده است 3در جدول 
 . شيآزما  ي كاورير  ج ينتا  - 3جدول 

  موجود در نمونه TSHمقدار  نمونه
(mIU/L) 

 TSH مقدار افزوده شده
(mIU/L) 

  مقدار مورد انتظار
(mIU/L) 

  مقدار بدست آمده
(mIU/L) 

 )%( ريكاوري 

1 6/0 5/0 55/0 6/0 109 
1 6/0 5 8/2 6/2 93 
1 6/0 15 8/7 5/7 96 
2 8/1 5/0 1/1 1/1 100 
2 8/1 5 4/3 6/3 106 
2 8/1 15 4/8 8/8 105 
3 9/2 5/0 7/1 6/1 94 
3 9/2 5 9/3 1/4 105 
3 9/2 15 9/8 9 101 
4 5 5/0 7/2 5/2 93 
4 5 5 5 8/4 96 
4 5 15 10 5/10 105 

 

   : خطي بودن آزمايش( 4

  ن نتایج آ  4  تهیه گردید و نتایج بر اساس ضریب رقت محاسبه شد که در جدول  TSHنمونه سرم با غلظت مشخص از    4های متوالی از  تق، ربا استفاده از استاندارد صفر
 انجام شده است. CLSI EP06-A یبا استفاده از راهنما یبررس نیا  .آورده شده است

 .شي آزما  ي كاورير  يبررس  ج ينتا  - 4جدول 

 نشده قيدر سرم رق موجود TSH مقدار نمونه
(mIU/L) 

 ) % ( ي كاورير
 1:16 رقت 1:8رقت  1:4رقت  1:2رقت 

1 7/2 100 98 102 96 
2 4/8 99 103 99 96 
3 7/16 99 94 104 105 
4 8/27 97 105 94 85 

 

 :اختصاصيت آزمايش ( 5

شد که نتایج آن در   سنجیده  TSH  های متقاطع بابررسی واکنش  به منظور  hCG  و  hFSH  ،hLHهای مختلف  ی با غلظتیهااختصاصیت این آزمایش به کمک سرم 
 انجام شده است. CLSI EP14-A3 یبا استفاده از راهنما یبررس  نیا  .آمده است 5 جدول

 تست اختصاصيت )واكنش متقاطع(.  ج ينتا  - 5جدول 

 hTSH (mIU/L)غلظت ظاهري  غلظت آناليت 

hFSH (IU/L) 

1000 
100 
10 

1/0> 

hLH (IU/L) 
1000 
100 
10 

1/0> 

hCG (IU/L) 
1000 
100 
10 

1/0> 

 
 (:Hook Effectاثر هوك ) (6

 CLSI  یبا استفاده از راهنما  یبررس  نیا   ( صورت گرفت که پدیده هوک مشاهده نشد.mIU/L   500با غلظت بسیار بالا از این آنالیت )تا  ییهاسرم  بر روی  TSHآزمایش  

EP34   .انجام شده است 
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 : جدول علائم

 Use by تاريخ انقضاء

 
 Batch code شماره سري ساخت

 
 Serial number سريالشماره 

 

 Date of manufacture تاريخ توليد
 

 Catalogue number شماره كاتالوگ
 

 Caution: consult accompanying documents توجه به مدارك همراه 
 

 Manufacturer توليدكننده 
 

 Contains sufficient for <n> tests تست كافيست  nمحتويات براي 
 

 In vitro diagnostic medical devices فرآورده تشخيصي 
 

 Temperature limitation محدوده دماي نگهداري 
 

 Consult instructions for use كتابچه راهنما 
 

 Biological risks زيستي خطرات 
 

 Control كنترل 
 

 Negative control كنترل منفي 
 

 Positive control كنترل مثبت 
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 شماتيك  به صورت TSH انجام آزمايش روش

  TSH ضدي باد آنتيي كوت شده با هاچاهك
 هامحلول  استانداردها  سرم کنترل  نمونه 

 استانداردها  میکرولیتر 50 - -

 سرم کنترل  - میکرولیتر 50 -

 نمونه  - - میکرولیتر 50

 نژوگه وآنزیم ک میکرولیتر 100 میکرولیتر 100 میکرولیتر 100

را با برچسب مخصوص  ها چاهکبخوبی مخلوط شوند و سپس دهانه ها چاهکتکان دهید تا محتویات  ثانيه 15پلیت را به ملایمت برای مدت 

بار   5طبق دستور شستشو  را خالی کنید.ها چاهکبرچسب پلیت را برداشته و محتویات  .انکوبه کنید دماي اتاقدر  دقيقه 60 .پلیت بپوشانید
 .یدیرا بشوها چاهک

 زارنگ محلول  میکرولیتر 100 میکرولیتر 100 میکرولیتر 100

 . انکوبه کنید تاريكيو در  دماي اتاقدر  دقيقه 15

 متوقف کنندهمحلول   میکرولیتر 100 میکرولیتر 100 میکرولیتر 100

 .کنیدخوانش ( رفرانسبه عنوان فیلتر  nm 630)و در صورت امکان   nm 450را با طول موج ها چاهکجذب نوری 

 
 
 

 ت يك ات يمحتو جدول

 ي تست 192 فرمت يتست 96 فرمت يتست 48 فرمت ت يك اتيمحتو

 یتپل
Plate 

1×48-wells 1×96-wells 2×96-wells 

 کونژوگه آنزیم محلول 
Enzyme Conjugate 

1×6 ml 1×12 ml 2×12 ml 

 نداردها سری استا 
Standard Set 

St.0:1×1 ml 
Other St.: 5×0.5 ml 

St.0:1×2 ml 
Other St.: 5×1 ml 

St.0:1×4 ml 
Other St.: 5×2 ml 

 سرم کنترل  
Control Serum  

1×0.5 ml 1×1 ml 1×2 ml 

 ایزای یک مرحلهمحلول رنگ 
Chromogen - Substrate 

1×6 ml 1×12 ml 2×12 ml 

 شستشول ولمح
Wash Solution  

1×25 ml 1×50 ml 2×50 ml 

 کنندهمحلول متوقف
Stop Solution 

1×6 ml 1×12 ml 2×12 ml 

 برچسب مخصوص پلیت 
Cardboard Sealer 

1 1 2 

 دستورالعمل استفاده 
Instruction for Use 

1 1 1 
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