
 

 

 

 
   

 انسان سرم در Anti-TPO گیریاندازه كیت
Anti-TPO ELISA Kit 96t  

Cat. No: 5424-96 / Rev: A5 (1402/09/22)  
 

 :مقدمه

  ان ماریب  درصد  95  در   (TPO)  پروکسیداز  تیروئید  آنزیم  علیه  بر   ی بادی اتوآنت 

 از  درصد  72  حدود  و  شوندی م  افتی  موتویهاش  تید یروئیت  بیماری  به  مبتلا

  بروز   را  تیروئیدی  اختلالات  از  مختلفی  درجاتمثبت    Anti-TPO  افراد

 هی اول  یافتراق   صی تشخ  جهت  Anti-TPO  تست  اساس،  این  بر.  دهندمی 

 رگوات  ،موتو یهاش  تیدیروئ یت  وز،یگر  یماریب   رینظ  دیروئیت  هایبیماری 

  سنجش   .شودمی  انجام(  اطفال در) کیت یلنفوس   مزمن تیدیروئ یت  و یرسمیغ

Anti-TPO  انجام   نیگلوبولتیروی آنت   سطح   یرگیاندازه  همراهبه  لب غا  

یا   سرم  در  Anti-TPO  ی کم  یریگاندازه   کیتاین    کاربرد  طهیح .شودی م

 . است زایالا روش به انسان پلاسمای

 

 :آزمایش اصول

  ابتدا   روش،  نیا  در.  است  شده  طراحی  یبیترت  یزایالا  اساس  بر  ایشآزم  نیا

 TPO  ژنی آنت  همراهبه  TPO  ضد  بادیتی نآوتا  یوحا   براتوریکال   یا  نمونه

.  ندشوی م  انکوبه  شده  تثبیت  نی دی استرپتاو  حاوی  یهاچاهک   در  لهینی وتیب

  انسان   IgG  ضد  بادیآنتی   نشده،  متصل  باتیترک  حذف  و  شستشو  از  پس

 ازرنگ  محلول  افزودن  با  .شودمی   اضافه(  HRP  میآنز  با  شده  هژوگکون)

  تولید   نهایی  محصول  ،کنندهفوق تم  لمحلو  و  (HRP  می آنز  یسوبسترا)

  شدت   .دارد  نانومتر  450  موجطول  در  را  نوری  جذب  بیشترین  که  شودمی 

 ارتباط   نمونه  در  موجود  Anti-TPO  غلظت  با  چاهک  هر  نوری  جذب

  ی منحن   کمک  به  هانمونه   در  Anti-TPO  زانیم   تیاه ن  در.  دارد  می مستق

 . دگردی م  هحاسبم  استاندارد

 

 : كیت محتویات

  .شده تثبیت نیدیاسترپتاو حاوی تستی 96 تیوپل رکیم( 1

  ، 50  ،25  ،0  هایغلظت  با  ویال  شش:   (Anti-TPO Cal A-F)تورکالیبرا  (2

 . انسانی مرس از شده تهیه IU/mL 500 و 250 ،100

  یک   :(Anti-TPO Enzyme Conjugate)  آنزیمی  کونژوگه  محلول(  3

 .بافر در HRP می زآن به متصل بادیآنتی  یحاو لیتریمیلی  11 ویال

 الیو  یک  :(Anti-TPO Biotin Conjugate)  ینی وتیب  وگهژکون  محلول(  4

 .بافر در نیوت یب به متصل ژنی آنت یحاو یتریلیل یم 11

 20  الیو  یک:  (Sample Diluent-10X)  نمونه  کنندهقیرق  بافر(  5

 . یتریلی ل یم

 . یتریلی ل یم 20 ویال کی :(Wash Solution-50X)و شستش محلول( 6

 

  5/6  الیو  یک:  A (Substrate Solution A)  زاگرن  محلول(  7

 . یتریلی ل یم

  5/6  الیو  یک:  B  (Substrate Solution B)  زارنگ  محلول(  8

 . یتریلی ل یم

 12  الیو  یک:   (Stop Solution)واکنش  کنندهف وق مت  ولمحل (  9

 . یتریلی ل یم

 . یتریلی ل یم 5/0 (های)الیو :(Anti-TPO Control) لکنتر محلول( 10

 . پلیت مخصوص برچسب( 11

گراد نگهداری شوند. نتیسادرجه  8 ات 2ای دم  ردها ل: کلیه محلو1 توجه

 تاق نیز قابل نگهداری است.کننده در دمای امحلول متوقف

 است. شده درج COAکنترل)ها( در  مقادیر: 2 توجه
 

 :  تیك  در نشده تأمین زاین دمور وسایل و مواد

  فیلتر )  نانومتر  630  و   450  فیلتر  یرادا  پلیت  رگخوانش   دستگاه(  1

 .  (مرجع

 . کالیبره سمپلر( 2

 . دیونیزه مقطر آب( 3
 

 : كیت  از استفاده در اطتیاح
 ت؛سا  گردیده  تعبیه  کیت  همین  در  استفاده  برای  کیت  این  محتویات(  1

 جداً  دیگر  ساخت  هایشماره   ای  و  هاکیت  سایر  با  مشترک  استفاده  از  لذا

 . د کنی خودداری

 که  هاییمحلول   از.  هستند  پایدار  کیت  انقضاء  زمان  تا  هالولحم  هکلی(  2

 . نکنید استفاده است هگذشت  هاآن  انقضاء تاریخ

 . نگیرند قرار مستقیم رنو معرض در  هامحلول فرمایید توجه( 3

 ،HBs Ag  ند وب  یمنف  نظر  از  انسانی  منشاء  با  کیت  تویاتحم(  4

HIV1/2  و  HCV  منفی   مورد  در  یقطع  تشخیص  یلو  اند؛شده   بررسی  

 متداول  هایروش   از  استفاده  با  زابیماری   عفونی  عوامل  تمام  بودن

  آلودگی   احتمال  گرفتن  نظر  در  با  بنابراین،.  نیست  پذیرامکان   شگاهیآزمای 

 با  مطابق  یدا ب  آزمایش  مراحل  تمام  کیت،  اتمحتوی   زاییبیماری  و

 . شود انجام یایمن  هایورالعملتدس

  کار   هنگام  در.  است  الزامی  کار  هنگام  در  عینک  و  شدستک  از  هاستفاد (  5

  بدن   نقاط   سایر  یا  صورت  یور  بر  آن  محتویات  که  فرمایید  دقت  کیت  با

 .  کنید جلوگیری جداً مخاط  سایر و ندها  با مواد تماس از. نشود ریخته

  د یبا  شده  ادهتفسا  سمپلرهای  سر  و  اهکهاچ   ،هاترلن ک  ماران،یب  نمونه(  6

 دفع  الزامات  با  مطابق  و  شوند  گرفته  نظر  در  یعفون   یهاپسماند  نا عنوبه

 .گردند امحاء یعفون یپسماندها

 
 
 

 :نمونه نگهداری و یسازآماده ،یرآوجمع 
ا  یهانمونه   (1 برای  آزمایشمناسب    یا   هپارین  حاوی)  پلاسما  یا   سرم  ین 

EDTA  )بف  ند وب  ناشتا  .شدابمی ن  هرد  درونهمهنگام  نت   گیری  یج ادرستی 

  استاندارد   تکنیک  از  استفاده  با  خون  نمونه  تأثیرگذار خواهد بود.  مدهآت  دسبه

 60 تا 30) خون کامل شدن  لخته از بعد سرم و شود تهیه سیاهرگی گیریخون 

  ک، یکتریا  یهانمونه   از  الامکان  حتی.  شود  جدا  خونی  هایسلول  از(  دقیقه

   .دی نک ن استفاده زیهمول و  کیم یپل

 درجه  8  تا  2  ماید  در  روز  5  تا  هانمونه .  باشد  تهسب  لاًماک  باید  اهونهنم  درب  (2

  نگهداری   قابل  گرادسانتی   درجه  -20  دمای  در  ماه  یک  تا  اکثرحد  و  گرادسانتی

 . کنید ریخوددا هانهنمو  مکرر کردن ذوب و منجمد از. هستند استفاده و
  د، کنن می   تفدریا  را  (mg/day 5˃)  نبیوتی  از  بالایی  زود  هک  افرادی  رد  (3

 .  شود انجام بیوتین دوز آخرین دریافت از پس ساعت 8 حداقل باید ریگیه نمون
 

 :هامعرف  نگهداری و یسازآماده

  محلول   از  لیترمیلی  20  حجم  :شستشو  محلول  نگهداری  و  سازیآماده(  1

  از   پس  و  اضافه  یزهونید  طرمق  آب  لیترمیلی   980  به  را  (50X)  شستشو

 صورت  در.  کنید  نگهداری  گرادی نت سا  هجدر   8  تا  2  ی دما  در  یسازآماده 

 قرار  گرادسانتی   درجه  37  ماریبن  در  را  آن   شستشو،  حلولم   در   رسوب  همشاهد 

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

 . کنید یخوددار آن مصرف

 یاومس  هایم جح  با  را   B  و  A  رنگزا  یهامحلول:  رنگزا  لول مح  سازیاده مآ(  2

  مصرف،   آماده  محلولیتر لمیلی  2  تهیه  برای  مثال،  عنوانبه )  کنید  مخلوط (  1:1)

(  کنید  اضافه  B  رنگزا  محلول  از  لیترمیلی   1  به  را  A  رنگزا  محلول  از  لیترمیلی   1

 مشاهده  رتوص  در.  کنید  وبهانک  تاریکی  و  اتاق  دمای  در  دقیقه  10  مدتبه  و

 . فرمایید خودداری ن آ رفصم  زا رنگزا، محلول در کدورت یا و  یآب رنگ

رقیق  :نمونه  کنندهرقیق  بافر  تهیه(  3 محلول  از  نیاز  مورد    نمونه کننده  مقدار 

(10X)    به نسبت به   1:9را  برای  با آب مقطر دیونیزه رقیق کنید.  عنوان مثال، 

میلی  محلول  تهیه یک  م  100  م، حج آماده مصرفلیتر  رقیق حمیکرولیتر  لول 

 رولیتر آب مقطر دیونیزه اضافه کنید. کیم 900را به  (10X) نمونهکننده 
 بافر   لیترمیلی   1  به  را  بیمار  نمونه   از  میکرولیتر  10  حجم  :نمونه  سازیرقیق(  4

  کردن  ته  و  سر  با  را  محتویات  و  کرده  اضافه  (رفمص  آماده)  نمونه  کنندهرقیق

 2-8  ایم د  در  ساعت  48  مدت   به  هدش   رقیق  هوننم.  دیی نما  یکنواخت  کاملاً

  .است نگهداری قابل گرادسانتی  درجه

  به   نیازی  و  هستند  مصرف  آماده   كیت   هایرلكنت   و  كالیبراتورها  :توجه

 .ندارند سازیرقیق
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 :آزمایش انجام روش

 به   اهنمونه  و  کیت  اجزاء   تمام  که  شوید  مطمئن   آزمایش   وعرش  از  قبل

  ا ه  ونهنم  ،هاکالیبراتور.  دن ارسیده(  گراد سانتی  جهدر  28  تا  22)  اقتا  دمای

 . کنید یکنواخت آرامی  به کردن ته و سر بار 5 با را هاکنترل و

  بقیه   و  ریدبردا  را  آزمایش  انجام  برای  ازین  مورد  هایچاهک   تعداد  (1

  ن آ برد هید،د ارقر آلومینیومی کیسه در ریگرطوبت همراهبه ار هاچاهک 

 . نمایید نگهداری ادگرنتی اس درجه 8 تا 2 یدما در و  تهبس را

 در  کنترل  و  ی رقیق شدههانمونه  ،کالیبراتورها   از  یترمیکرول   25  حجم  (2

  کالیبراتور   یا  نمونه  هر  از  که  است  بهتر.  بریزید  نظر  ردمو  هایچاهک

 . شود ریخته هاچاهک در (یکیتل دوپ) اییدوت صورتبه

  افه ضا  چاهک  هر  به  بیوتینی  کونژوگه  محلول  از  کرولیتری م  100  حجم  (3

 . دهید  تکان یآرام به  میز سطح روی هیثان 30 تمد به را پلیت و  کنید

  دقیقه   60  مدت  به  و  بپوشانید   یتل پ  مخصوص  برچسب  با  ار  هاچاهک  (4

 . نمایید انکوبه اتاق دمای در

  تخلیه   آسپیراسیون  یا  پلیت  کردن  وارونه  با  را  اهچاهک   محتویات  (5

 محلول  میکرولیتر  300  با  مرتبه  هر  و  مرتبه  5  را  هاچاهک   سپس.  کنید 

  ( یدبفرمای  مطالعه  را  هامعرف   سازیآماده  بخش)  شده   ادهآم  یشستشو

  ستشو ش  انتهای  در  شودمی   انجام  دستی  صورتبه   شستشو  اگر  .بشویید

  انجام   رمنظوبه   .بزنید  گیررطوبت  دستمال  روی  بر   ار  پلیت  یآرامبه

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

 . نمایید  اقدام 1شرکت تسایوب

 اضافه  چاهک  هر  به  آنزیمی  کونژوگه  محلول  از  رمیکرولیت  100  حجم  (6

  .ماییدن  خودداری حلهمر این در پلیت دادن  تکان از .کنید 

 . نمایید انکوبه اتاق دمای در دقیقه 30 مدت به را پلیت( 7

 . نمایید تکرار 5 ندب با مطابق را هاچاهک  شستشوی (8

  سازی هآماد  بخش)  مصرف  آماده  زایگرن  محلول  کرولیترمی  100  حجم(  9

  را  پلیت  و  بریزید  هاچاهک   تمام  درون  (د اییبفرم  مطالعه  را  هاف معر

 دادن  تکان  از  .دیی نما  انکوبه  تاریکی  و  اتاق  دمای  رد  دقیقه  15  مدتبه

 . کنید  خودداری مرحله این در پلیت

 ضافها  هااهکچ  تمام  به   کنندهمتوقف   محلول  رولیتمیکر  50  حجم  (10

 آبی  رنگ  م تما  تا  دهید  تکان  یمآرابه  نیهثا  20  مدت  به  را  پلیت  و  کنید

 . شود تبدیل زرد به آن

  استفاده   با  نانومتر  450  موجطول  در  را  چاهک  هر   ی نور  جذب  شدت  (11

 کردن  وقفمت  از  بعد  دقیقه   15  تا  حداکثر  Point to Point  روش  از

 نانومتر   630  تا  620  س رفران  وجمطول   از)   نمایید   گیریاندازه    اکنش و

 عنوانبه  کیت  این  لیبراتورهایکا   نمودار  و  جذب  میزان  (.کنید  استفاده

 . است شده ارائه زیر در نمونه
 

1. http://www.idealdiag.com/Training.aspx 
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 TPO-Anti ی الایزا تست  برای انتظار مورد مقادیر
 

 ریز  قراربه  را  تست  این  برای   انتظار  دمور   مقادیر  ،کیت  کنندهتولید  شرکت

  توسط   باید  نظر  مورد  آنالیت  برای  مقادیر  این  ه،گرچ ا.  است  کرده  مشخص

 .  گردد تعیین آزمایشگاه

 

Normal Range 

< 40 (IU/mL) 

1 IU/mL = 1 KU/L 

 
 

 كیفی كنترل پارامترهای

 

 (Within Run) دوردرون دقت آزمون-دقت بررسی( 1

  با   سرم  نمونه  سه  از  حاصل  جنتای  پذیریتکرار  ارزیابی   با  دوررون د دقت

  برای   ارتکر  بار  20)  کاریت نوب  یک  در  کنترل  سطح  دو  و  متفاوت  هایغلظت

 .است CV˂10% مایشز آ ینا در رشپذی معیار .شد بررسی( نمونه هر

 

 

 
 

 

 (Between Run) دوربین دقت آزمون-دقت بررسی( 2
 با  سرم   هنمون  سه  از  حاصل  نتایج  پذیریتجدید  ییاب ارز  با  ردوبین  دقت

  هر   برای   تکرار  بار  5)  کارینوبت  4  در  کنترل  سطح  دو  و  وتفا تم  های غلظت

  CV˂10%  مایشزآ  این  در  شپذیر  معیار  .شد  بررسی(  کارینوبت  هر  در  نمونه

 .است

 

 

 

 
 (Recovery) بازیابی آزمون-یدرست یبررس( 3
  یگر دیک  با  ساویم   نسبت  به  سرم  نمونه  دو  ،مونآز  هر  اءاز  به  آزمایش  این  در

  ر معیا.  شد  گیریاندازه   آمده  دستبه  ترکیب  در  Anti-TPO  سطح  و  ترکیب

 . ستا انتظار دمور  نتیجه به نسبت Bias˂36.9% ،مایش آز این در پذیرش

 

 

 

 

 (Linearity) بودن خطی آزمون-درستی بررسی( 4

 تعیین  برای  سرم  نمونه  مختلف  هایرقت  رد  Anti-TPO  غلظت  ،تست  این  در

  ش یآزما  نیا   در  رشیپذ  رایمع   .شد  گیریندازه ا   کیت  بودن  خطی

Bias˂36.9% است. 

 

 
 

 
 

 (Comparison of Methods)ا هروش  سهمقای  -درستی بررسی( 5

 با  سرم  نمونه  100  در  Anti-TPO  میزان  کیت،  این  نتایج  رستید  بررسی  هتج

 ضریب  و  سهمقای   مرجع  کیت  با  آن  نتایج  و  شد  گیریاندازه   لابا  و  نرمال  مقادیر

  998/0  ،پیرسون   روش  اساس  بر  کیت،  دو  از  آمدهستده ب  نتایج  بین  یمبستگ ه

  ه شد  تعریف  یرز  صورت  به  آزمایش  این  برای  پذیرش   ارمعی   .یدگرد  محاسبه

 : است
 

0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 
 

 

    (Interference) تداخلات بررسی( 6

 نجشس  رد  هانمونه   در  وجودم  رایج  یباتترک  تداخل  درصد  زیر  فرمول  اساس  بر

Anti-TPO گرفت قرار ارزیابی مورد: 

 
 
 

  و   20  تا  روبینبیلی  ،700 تا  هموگلوبین  آمدهت دسبه  جنتای  اساسرب

 ؛د نندار  سنجش  نتیجه  بر  تأثیری  لیتردسی   بر  گرممیلی   2500 تا   گلیسریدیتر

  الایزا   تست  برای  میکلیپ  هاینمونه  از  که  شودی م  توصیه  عمومی  طوره ب  یول

 . شودن  استفاده

 

 (Cross Reactivity) متقاطع واكنش آزمون-ویژگی بررسی( 7

اضافه کردن غلظت  Anti-TPO  تیک  ویژگی   ی های بادی آنت   از  یمختلف  یهابا 

شد.   یبررس  سرمنه  به نمو  د،یو فاکتور روماتوئ   نیروگلوبولی، تANA  ،DNAضد  

  Anti-TPOافه شده به مقدار  ضدار ماده انسبت مق  یریگاندازه صل از  حا  جینتا

ن نشا   جادیا  یبرا  ازی مورد  مقدارجذب،  عدن همان  واکنشدهنده  متقاطع   م 

و   تیکنش متقاطع )بسته به نوع آنال ا و  رشیپذ  اری مذکور بود. مع  یهای بادی آنت 

اده اضافه م  ی برا  و  درصد  100±10ه  دود در مح  تیآنال  یماده اضافه شده( برا

 .درصد است 25کثر تا شده حدا

 

   (Sensitivity) حساسیت بررسی( 8
  Limit of Blankو  Limit of Detection  (LOD)  اساس  بر  کیت  حساسیت

(LOB)  با  برابر  و  شد  همحاسب   زیر  لفرمو  از  استفاده  باIU/mL   95/0  تعیین 

 . گردید
sLOD = LOB + 1.645 SD 

b+ 1.645 SD bnMea LOB = 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 (Stability)پایداری ررسیب( 9

Accelerated Stability Test  :در   فتهه  4  مدت  به  تیک  پایداری   بررسی  

   .گرادی سانت درجه 37 یدما

In Use Stability Test  :بدر  کردن  باز  از   پس  تیک  پایداری  بررسی 

 . گرادی سانت  درجه 4 یدما در هفته 8 مدت به ،هامحلول 

Shelf Stability Test :یدما در سال 2 مدت به تی ک عدد 8 پایداری یبررس 

   .اشدبمی  بار کی ماه سه هر  صورته ب نتایج ارزیابی و گرادی سانت  درجه 4

 ماه   18  مدت  به  وردم  تیک  که   دهدی ان منش  یداریاپ   یبررس  لف مطالعات مخت

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

   .استدرصد  20 ازکمتر  نتایج
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  رب مندرج هایشماره  با است خواهشمند مشکل هرگونه بروز صورت در

 . بگیرید اسمت (نی اپشتیب  خشب) جعبه روی

 Authorized representative in the 

European community 

 
Manufacturer 

 
Use-by date 

 
Batch code 

 
In vitro diagnostic medical 

device 

 
European conformity 

 
Catalogue number 

 
Contains sufficient for tests 

 
Temperature limit 

 
Date of manufacture 

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(IU/mL) 

Cal. A 
A1 0.021 

0.025 0 
B1 0.029 

Cal. B 
C1 0.250 

0.245 25 
D1 0.240 

Cal. C 
E1 0.460 

0.435 50 
F1 0.410 

Cal. D 
G1 0.810 

0.790 100 
H1 0.770 

Cal. E 
A2 1.510 

1.540 250 
B2 1.570 

Cal. F 
C2 2.700 

2.600 500 
D2 2.500 

 

No. 
Sample 
(IU/mL) 

Added 
(IU/mL) 

Exp. 
(IU/mL) 

Obs. 
(IU/mL) 

% Rec. 

1 16.9 180.2 98.6 95.8 97.2 

2 180.2 345.2 262.7 270.4 102.9 

3 346.2 16.9 181.6 188.2 103.6 

 

No. 
Sample 
(IU/mL) 

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

% Bias  

1 39.9 2.3 -0.8 -1.2 -2 -1.5 

2 234.1 -2.5 2.2 -0.8 -1.7 -2.6 

3 388.2 1.5 -1.7 -2.7 2.9 -2.1 

 

Sample/ Control 1 2 3 Ctrl. 1 Ctrl. 2 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 

Mean (IU/mL) 5.6 25.9 108.3 12.7 24.5 

SD (IU/mL) 0.3 1.3 4.4 0.6 1.1 

CV (%) 5.4 5.0 4.1 4.7 4.5 

 

Sample/Control 1 2 3 
Cont. 

1 
Cont. 

2 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 

Mean (IU/mL) 10.1 52.2 179.0 12.6 24.7 

SD (IU/mL) 0.6 2.7 8.1 0.6 1.1 

CV (%) 5.9 5.2 4.5 4.8 4.4 

 

 غلظت بعد از افزودن آنالیت مداخله گریانگین م - خله گرادن آنالیت مزودن غلظت قبل از افمیانگی

 گرغلظت آنالیت مداخله

 ×100 درصد تداخل  =


