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به روش الایزاTSHکیت سنجش 
مقدمه:

TSHواحد اختصاصی بتا تشکیل واحد آلفا و زیر دالتون که از بخش قدامی غده هیپوفیز ترشح می شود و از دو زیر26600با وزن ملکولی هورمون گلیکوپروتئینی است
ی م) تحریک TRHتوسط هورمون آزاد کننده (TSH. ترشح می باشدhCGوLH,FSHشبیه زیر واحد آلفاي هورمونهاي گلیکو پروتئینیزیر واحد آلفا، شده است

. ) می گرددT4و T3با اثر بر غده تیروئید باعث سنتز و ترشح هورمونهاي تیروئیدي (شامل TSH. خود از هیپوتالاموس ترشح می شود،گردد که این هورمون آزاد کننده
جهت بررسی و تشخیص TSH. سنجش میزان هورمونهاي تیروئیدي آزاد در جریان خون بصورت فیدبک منفی تنظیم می گرددتوسط مقدارTSHترشح هورمون 

را با TSHکیت حاضر قابلیت اندازه گیري و تیتراسیون هورمون .هیپوفیزي حائز اهمیت می باشد- اختلالات غده تیروئید و همچنین بررسیهاي محور هیپوتالاموسی
.ت و حساسیت بسیار بالا دارا می باشداختصاصی

:اساس آزمایش

واحد زیرعلیه یک شاخص آنتی ژنیکی ی. در این روش چاهکها توسط آنتی بادیهااساس این کیت به روش ساندویچ و با استفاده از آنتی بادیهاي مونوکلونال می باشد
، سپس آنتی بادي ثانویه ضد  اران با آنتی بادي پوشش داده شده در ته چاهکها مجاور می شود. نمونه بیم)Coatingپوشش داده می شوند (TSHمولکولبتاي

TSH متصل به آنزیمHRPمقدار کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها با غلظت به چاهکها اضافه می شود .TSHپس از شستشو محلول در نمونه ها متناسب است .
متناسب ابا کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکهآمده ا ریخته می شود که رنگ آبی پدید) وکروموژن است به داخل چاهکهH2O2(رنگزا که محتوي هیدروژن پراکسید 

. نانومتر دارد450رنگ آبی به زرد تبدیل می شود که بهترین جذب نوري را در طول موج ،کنندهتوقف مبا افزودن محلول ، است

:محتویات کیت

-TSH(Antiخانه حاوي چاهکهاي پوشش داده شده با آنتی بادي ضد 96پلیت یک)1 TSH Coated Plate).
.میلی لیتر (آماده مصرف)12حاوي ویالیک: )TSH Enzyme Conjugateمحلول آنزیم کنژوگه ()2

Standardsسري استانداردها ()3 Set( ویال استاندارد با غلظتهاي 6: شاملTSH0 ،5/0 ,5/2 ،5 ،15 وmIU/L30 استاندارد صفر)سایرمیلی لیتر و2حاوي
WHO.کالیبره شده در مقابل استانداردهاي ، میلی لیتر می باشند)1استانداردها حاوي  IRP 2nd 80/558

. رچسب ویالمیلی لیتر سرم کنترل با غلظت مشخص درج شده بر روي ب1: یک ویال حاوي(Control Serum)سرم کنترل)4
.میلی لیتر (آماده مصرف)12حاويویال یک: (Chromogen-Substrate)محلول رنگزاي یک مرحله اي)5
مقدار مورد نیاز را با،ت تهیه محلول شستشوي آماده مصرف. جه)X20میلی لیتر محلول شستشوي غلیظ (50حاوي ویالیک: (Wash Solution)محلول شستشو)6

.یدیرقیق نما20/1به نسبت آب  مقطر
.میلی لیتر12حاويویالیک: )Stop Solution(همحلول متوقف کنند)7
. برچسب مخصوص پلیت)8

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

.نانومتر 630نانومتر و در صورت امکان 450با طول موج ریدر الایزادستگاه) 1
.میکرولیتر دقیق100و 50ر هاي سمپل)2
.آب مقطر)3

: نکات قابل ذکر براي مصرف کنندگان

شده است .تعبیه محتویات این کیت براي مصرف در همین کیت )1
ید .یاري نمادمختلف جداً خودساختهاي از مخلوط کردن محتویات کیتها با شماره )2
، جهت کنترل گردیده اند و فاقد این عوامل می باشندHIVو HCVو آنتی بادي هاي ضد HBsAgی دارند از نظر وجود کلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرم)3

.دد از تماس مستقیم با مواد بپرهیزنکه با کیت کار می کیشگري هر آزمااحتیاط بهتر است 

شرایط نگهداري : 

ید .ایگراد نگهداري نمدرجه سانتی8تا 2یخچال بین دماي کیت را در)1
ید .یپلیت همراه با نمگیر نگهداري نماچاهکها را در کیسه مخصوص )2
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.شده بر روي هر یک از آنها می باشدنوشتهپایداري محتویات کیت تا پایان مدت انقضاء )3
.درجه سانتی گراد قابل نگهداري و مصرف می باشد2-8ته در شرایط با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت یک هف20/1محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت )4

جمع آوري و آماده سازي نمونه :

درجه سانتی گراد و یا براي مدت زمان طولانی تر8تا 2، نمونه را می توان به مدت دو روز در دماي سرم یا پلاسما را می توان پس از جدا نمودن از خون استفاده نمود
.)نمودن نمونه پرهیز شودFreeze-thawباید از در ضمن(درجه  سانتی گراد نگهداري نمود-20روز) در دماي 30اکثر تاحد(

توضیحات عمومی : 

. قبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق رسانده و بخوبی تکان دهید تا کاملاً یکنواخت شوند)1
.شروع آزمایش کلیه مراحل بدون توقف انجام پذیرندپس ازهتر استب)2
.از نوك سمپلر یک بار مصرف براي هر نمونه استفاده کنید)3
.جذب نوري چاهکها حداکثر تا نیم ساعت قابل قرائت می باشد،پس از افزودن محلول متوقف کننده)4
.   دنورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیه شوبراي کسب نتایج مطلوب باید شستشوي چاهکها بص)5
، بنابراین پیشنهاد می گردد قبل از شروع آزمایش تمام مواد و محلولهاي مورد نیاز را زمان انکوباسیون مناسب می باشدصول نتیجه مطلوبحاز مهمترین فاکتورها در )6

. می شوديترنتایج دقیقکسب، این عمل با کاهش فاصله زمانی بین مراحل سمپلینگ باعثورد نیاز را باز کنیدآماده نموده و درب محلولهاي م
.دقیقه  بطول نیانجامد5ازبهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زمان ریختن نمونه ها بیش6به دلیل مشابه در بند )7

مراحل انجام آزمایش : 

.چاهکها را به همراه نمگیر درون کیسه مخصوص نگهداري پلیت قرار داده و درب آن را ببندیدسایرکهاي مورد نظر را انتخاب نموده وتعداد چاه) 1
یکیت استفاده شود بدین ، سرم کنترل و نمونه را به داخل هر چاهک بریزید، پیشنهاد می گردد که از استانداردها و نمونه ها بصورت داپلمیکرولیتر از هر استاندارد50) 2

.معنی که هر استاندارد و نمونه را در دو چاهک بریزید و در انتها از میانگین جذب نوري آنها براي محاسبه نتایج استفاده کنید
انیه تکان دهید تا محتویات آن بخوبی ث15) را به هر چاهک اضافه نموده و پلیت را به آرامی به مدت Enzyme Conjugateمیکرولیتر از محلول آنزیم کنژوگه (100) 3

.مخلوط شوند
.دییدرجه سانتی گراد) انکوبه نما22-28دقیقه در درجه حرارت اتاق (60درب چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت پوشانده و چاهکها را به مدت ) 4
کاناله استفاده نمود ولی باید مواظب بود 8ید (براي شستشو می توان از سمپلر یف بشوبار با محلول شستشوي آماده مصر5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را ) 5

میکرولیتر محلول 300شستشو حدود بار، در هر که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا می تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش گردد
د و در انتهاي عملیات شستشو چاهکها را در حالت وارونه و با ضربات ملایم بر روي ییا را با وارونه کردن و تکاندن خالی نماشستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ه

.خارج شوند)محلول شستشو یک پارچه یا کاغذ نمگیر بکوبید تا قطرات اضافی
ید .ی) به هر چاهک اضافه نماChromogen-Substrateمیکرولیتر محلول رنگزا (100) 6
ید .یدقیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریکی انکوبه نما15چاهکها را به مدت ) 7
هر چاهک . براي سنجش جذب نوريدییبه هر چاهک ادامه واکنشهاي آنزیمی را متوقف نما(Stop Solution)میکرولیتر محلول متوقف کننده 100با اضافه کردن ) 8

.به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گردد)nm630شود از فیلتر . (توصیه مییدیاستفاده نماnm450از دستگاه الایزاریدر با فیلتر 

:محاسبه نتایج

میتوان استفاده نمود . nm450با قابلیت سنجش جذب نوري در طول موجریدر الایزااز هر دستگاه
. ) بخوانیدnm630(و در صورت امکان در مقابل فیلتر رفرانس nm450در طول موج ریدر االایزنمونه ها را به کمک دستگاه جذب نوري استانداردها و) 1
) رسم کنید به این صورت که جذب نوري استانداردها را روي محور عمودي Point to point(با استفاده از میانگین جذب نوري استانداردها و غلظت معلوم آنها نموداري) 2
)Yمحور افقی () و غلظت آنها را رويXید تا ی، سپس نقاط بدست آمده را به یکدیگر وصل نما) برده و نقطه تلاقی غلظت و جذب نوري را براي هر استاندارد بدست آورید

.منحنی بدست آید
ید بطوریکه این یخطی به منحنی وصل نما، سپس نقطه مذکور را توسطپیدا کنیدمیانگین جذب نوري براي هر نمونه را بدست آورده و روي محور عمودي جاي آن را) 3

بر محور افقی وارد کنید نقطه تلاقی این خط با محور افقی مقدار غلظت را نشان عمود، خطی خط بر محور عمودي کاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقی خط و منحنی 
.خواهد داد
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جذبهاي نوري و منحنی مربوطه فقط به عنوان نمونه می باشد و هر آزمایشگاه در هر دفعه انجام آزمایش باید منحنی جدیدي رسم نماید.:توجه

: مقادیر مورد انتظار

قرار زیر می باشد ولی پیشنهاد می گردد که هر آزمایشگاه مقادیر نرمال خود ه آمده بسرم افراد طبیعی که توسط تستهاي مکرر به روش الایزا بدست درTSHمقادیر نرمال 
:را بدست آورد

محدوده  طبیعی در افراد بالغ
mIU/L)(

طبیعی محدوده میانه
(mIU/L)

2/5–32/0 8/1
:ییشاخصهاي اجرا

:حداقل مقدار قابل اندازه گیري) 1

.می باشدmIU/L0.1قابل تشخیص در این کیت TSH) حداقل غلظت SDندارد صفر و سه برابر انحراف معیار (بر اساس جذب نوري استا

: دقت آزمایش)2

) مختلفسري آزمایشهاينمونه در یک اسی (همخوانی غلظت مشخص از-) و اینتریک سري آزمایشنمونه در یکاسی (همخوانی غلظت مشخص از-آزمایشهاي اینترا
:  آمده است2و 1انجام گردید که در جداول TSHسرم با غلظتهاي مختلف 3با استفاده از 

:اسی) -(اینترا1جدول شماره

میانگینتستتعداد دفعات تکرارنمونه
)mIU/L(SDCV%

11625/0015/06
21635/417/09/3
3167/1153/05/4

:اسی)-(اینتر2جدول شماره 

میانگینتستتعداد دفعات تکرارنمونه
)mIU/L(SDCV%

12025/002/08
2204/431/07
3201/1202/14/8

انجام شده است .Duplicateهر سري آزمایش بصورت*

استانداردها 
mIU/L)( جذب نوري

0 03/0
5/0 07/0
5/2 24/0

5 42/0
15 16/1
30 17/2
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:ریکاوري آزمایش)3

:افزوده شد و ریکاوري آنها محاسبه گردید که نتایج آن در جدول زیر آمده استTSHسرم با غلظتهاي مشخص 4به TSHمقادیر معلومی از 

در سرمموجودTSHمقدارنمونه
(mIU/L)

افزوده شدهمقدار
TSH(mIU/L)

مقدار مورد انتظار
(mIU/L)

مقدار بدست آمده 
(mIU/L)

ریکاوري 
(%)

16/05/055/06/0109
16/058/26/293
16/0158/75/796
28/15/01/11/1100
28/154/36/3106
28/1154/88/8105
39/25/07/16/194
39/259/31/4105
39/2159/89101
455/07/25/293
45558/496
4515105/10105

:خطی بودن آزمایش) ٤

تهیه گردید و نتایج بر اساس ضریب رقت محاسبه شد که در جدول زیر نتایج آن آورده TSHظت مشخص از لنمونه سرم با غ4مک استاندارد صفر رقتهاي متوالی به ک
:شده است

سرم رقیق نشدهموجود درTSHمقدار مونهن
(mIU/L)

(%)ریکاوري 

16/1رقت 8/1رقت 4/1رقت 2/1رقت 
17/21009810296
24/8991039996
37/169994104105
48/27971059485

:اختصاصیت آزمایش)٥

hFSHی با غلظتهاي مختلف یختصاصیت این آزمایش به کمک سرمهاا , hLH وhCG جهت بررسی واکنشهاي متقاطع باTSHزیرررسی شد که نتایج آن در جدول ب
.استآمده

:(واکنش متقاطع)صیتجدول اختصا

غلظت ظاهريغلظتآنالیت
hTSH (mIU/L)

hFSH (IU/L)

1000
100
10

1/0<

hLH (IU/L)

1000
100
10

1/0<

hCG (IU/L)

100000
10000
1000

1/0<
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:)Hook Effectاثر هوك ()٦

.صورت گرفت که پدیده هوك مشاهده نشد)mIU/L500با غلظت بسیار بالا از این آنالیت (تاییجهت سرمهاTSHآزمایش 
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بصورت شماتیکTSHروش انجام آزمایش 

TSHچاهکهاي کوت شده با آنتی بادي ضد

نمونه سرم کنترل استانداردها محلولها
- - میکرولیتر50 استانداردها
- میکرولیتر50 - سرم کنترل

میکرولیتر50 - - نمونه
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 آنزیم کنژوگه

ثانیه تکان دهید تا محتویات چاهکها بخوبی مخلوط شوند و سپس دهانه چاهکها را با بر 15پلیت را به ملایمت به مدت 
برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را .دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید60چسب مخصوص پلیت بپوشانید . 

.یدیبشوبار چاهکها را 5طبق دستور شستشو .خالی کنید
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول رنگزا

.دقیقه در دماي اتاق و در تاریکی انکوبه کنید15
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده

.فیلتر رفرانس) قرائت کنیدنانومتر به عنوان 630(و در صورت امکان نانومتر450جذب نوري چاهکها را  در طول موج 


