


HCG Titration ELISA Kit 02



HCG Titration ELISA Kit01

مقدمه
هورمون گنادوتروپین جفتی انسان )hCG( گلیکوپروتئینی با وزن مولکولی 
38000 دالتون اســت، که توسط ســلول‌های تروفوبلاست جفت در دوران 
بارداری ســنتز می شــود. hCG متشــکل از دو زیرواحدآلفا و بتا می‌باشد. 
 HCG و LH، FSH مشــابه زیرواحد آلفا هورمون‌هــای hCG زیرواحــد آلفا
انســانی اســت و زیرواحد بتا مســوول اثرات هورمونی اختصاصی مولکول 
hCG می‌باشد. بواسطه شباهت‌های ساختمانی، خصوصیات فیزیولوژیک و 
ایمونولوژیک hCG  تقریبا مشــابه هورمون LH است. hCG دارای اثرات 
لوتئوتروپیک بوده و شکل گیری جسم زرد را حمایت می‌کند. hCG همچنین 
عملکرد هورمونی بیضه و غده آدرنال جنین را تعیین می کند. hCG  سرم 
در مراحل اولیه حاملگی ظاهر شــده، غلظت آن تدریجاً افزایش می‌یابد؛ به 
طوریکه در ســه ماهه اول به اوج خود می‌رســد. سپس بصورت پیشرونده 
تــا زمان زایمــان کاهش می‌یابــد. بنابراین اندازه گیــری hCG خصوصاً در 
ســه ماهه اول یک اقدام مهم برای پایش حاملگی است. علاوه بر تشخیص 
زودهنگام بارداری، اندازه گیری hCG همچنین در تشــخیص بارداری‌های 
غیر طبیعی اهمیت دارد. در بارداری خارج رحمی نســبت به بارداری طبیعی 
سرعت افزایش hCG آهسته‌تر بوده و در سطوح پایین تری باقی می‌ماند. 
غلظــت بالای hCG عموما در بــارداری چند قلویی و در بیماران با تومورهای 
تروفوبلاست و غیر تروفوبلاست نظیر بیضه، پستان، کارسینوما برونشیال و 

سلول‌های رویانی مشاهده می‌شود.
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اساس روش اندازه‌گیری
در ایــن تســت الایزا،کیت به روش ســاندویچی وبا اســتفاده ازســنجش 

ایمونولوژیکی آنزیم تهیه شده است . 

HCG  موجود در نمونه‌ها به عنوان آنتی ژن به دو آنتی بادی زوج اختصاصی 
مونوکلونــال خود متصل می‌شــود. یکی از آنتی بادی‌ها بــر روی فاز جامد و 

دیگری به آنزیم HRP متصل شده است.

پس از اضافه شــدن نمونه ســرم بیمارها مولکــول HCG با آنتی بادی‌های 
مونوکلونــال واکنش داده و بین آنتــی بادی متصل به فاز جامد و آنتی بادی 

کنژوکه شده با آنزیم ساندویچ می‌گردد.

پس ازگذشــت زمان انکوباســیون چاهک‌ها تخلیه داده شــده و شستشو 
می‌گــردد. ســپس بــه هــر چاهــک سوبســترای آنزیــم اضافــه می‌گردد. 
اســتانداردها با غلظت مشــخص با نمونه مجهول آزمایش می‌شــوند، که بر 
اساس منحنی استانداردجذب نور در مقابل غلظت HCG، غلظت نمونه‌های 

مجهول بدست می‌آید.

فعالیت آنزیم با غلظت HCG در نمونه‌ها رابطه مستقیم دارد.
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حجم/ تعدادنام محصولردیف

1Anti-HCG پلیت پوشانده شده با آنتی بادی مونوکلونال
)Anti HCG Coated plate(

1Х96 test

2)Enzyme conjugate( 1محلول آنزیم کونژوگه آماده مصرفХ12 ml

3

)Cal hCG   0.0 IU/L( آ0.0آIU/L 1استاندارد در غلظتХ5 ml

)Cal hCG   50 IU/L(آ50آIU/L 1استاندارد در غلظتХ1.5 ml

)Cal hCG  250 IU/L(آ250آIU/L 1استاندارد در غلظتХ1.5 ml

)Cal hCG  1000 IU/L(آ1000آIU/L 1استاندارد در غلطتХ1.5 ml

)Cal hCG  2500 IU/L(آ2500آIU/L 1استاندارد در غلظتХ1.5 ml

)Cal hCG  5000 IU/L(آ5000آIU/L 1استاندارد در غلظتХ1.5 ml

)Cal hCG  10000 IU/L(آ10000آIU/L 1استاندارد در غلظتХ1.5 ml

4)Wash Buffer(20آХ 1محلول  شستشوی غلیظХ30 ml

5)Wash Buffer( 1محلول سوبسترا - رنگزا آماده مصرفХ12 ml

محلول متوقف کننده )اسیدکلریدریک یک نرمال( 6
)Stop Solution(

1Х6 ml

7)Control serum( 2سرم کنترل به همراه نگهدارندهХ1.5 ml

8Assay-Buffer 2محلولХ12 ml

1 عددبرچسب مخصوص پلیت9

+ محلول شستشو، رنگزا و متوقف کننده در همه کیت‌ها مشترک می‌باشند.
+ اســتانداردها در بافر انســانی حاوی نگهدارنــده و آماده مصرف 

می‌باشند.

محتویات کیت
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مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نمی‌باشند
1- سمپلرهای  20، 50، 100و 200 میکرولیتری

2- آب مقطر
3- دســتگاه الایزا ریــدر دارای فیلتر 450 نانومتــری و در صورت 

امکان 630 نانومتری به عنوان فیلتر رفرانس
4- کاغذ جاذب رطوبت

جمع آوری و آماده سازی نمونه 
پس از جداســازی ســرم از نمونه خون بیمار، نمونــه را می‌توان به 
مدت 48 سـ�اعت در درمای c° 8-2نگهداری شوند. جهت نگهداری 
طولانی‌تر، نمونه‌ها باید در دمای c° 20- نگهداری شوند. نمونه‌های 
ذوب شده باید قبل از آزمایش مخلوط شوند. بهتر است ترجیحاً از 
نمونه‌های با کدورت بالا، همولیز و لیپمیک استفاده نشود. در ضمن 
باید از فریز و ذوب مکرر نمونه‌ها )Freeze- Thaw( اجتناب گردد. در 
مــواردی که مقدار hCG نمونه بیش از 10000IU/L باشــد، نمونه 

را با Assay Buffer رقیق نموده و سپس آزمایش را تکرار نمائید.
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نکات قابل توجه  
1- کیت فقط جهت استفاده در آزمایشگاه تشخیصی کاربرد دارد.

2- استفاده از نوک سمپلر یک بار مصرف برای هر نمونه جهت دقت 
و صحت بیشتر.

3- شستشو چاهک‌ها به صورت کامل جهت نتیجه بهتر.
    • بررسی چاهک‌ها از نظر وجود حباب.

    • خارج کردن حباب از چاهک‌ها با زدن ضربه آهسته به  پلیت.
4- عدم ترکیب اجزاء کیت با سری ساخت متفاوت.

5- جلوگیری از تعویض درب معرف‌ها.
6- جلوگیری از تماس معرف به ویژه معرف حاوی اسیدکلریدریک با 

پوست )در صورت تماس با آب کافی شستشو داده شود(.

7- از استعمال دخانیات، خوردن و آشامیدن اجتناب شود.
8- از پی‌پت کردن مواد با دهان پرهیز شود.
9- از دستکش و کلاه مناسب استفاده شود.

+ جهت ســاخت برخی از اجزای این کیت از سرم انسانی که از نظر 
HIV،HbsAg ،HCV منفی می‌باشد، استفاده شده است.
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آماده سازی معرف‌ها
1- همه معرف‌ها باید قبل از استفاده به دمای اتاق )25-18 درجه 
ســانتی گراد( برســند و قبل از استفاده آن ها را به آرامی سر و ته 

نمائید.
2- تهیه محلول شستشو: برای تهیه محلول شستشوی آماده مصرف، 
یک حجم از بافر شستشو غلیظ )20X( را با 19 حجم آب مقطر رقیق 

نمائید.

 
نکته‌های مهم

1- توصیه می‌شود که بیشتر از 32 چاهک در هر ران کاری استفاده 
نشود.

2- فرایند شستشو خیلی مهم است. شستشوی ناکافی باعث کاهش 
دقت و افزایش کاذب جذب می شود.

3- در م��واردی که مقدار hCG نمونه بیش از IU/L 10000باشــد، 
نمونــه را با Assay Buffer رقیق نموده و ســپس آزمایش را تکرار 

نمائید.
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روش انجام آزمایش  
1- انتخاب تعدادچاهک‌های کوت شــده برای اســتانداردها، کنترل 
و نمونه‌هــای بیمار بصورت دوتایی و قــراردادن مابقی چاهک‌ها در 

کیسه مخصوص به همراه نمگیر و بستن درب آن.
μl  -2 200 از Assay Buffer را به چاهک‌ها بجز چاهک استانداردها،  

اضافه نمایید.                                     
200μl  -3 اســتانداردها و کنترل را به چاهک‌های مورد نظر اضافه 

نمایید.                                     
20μl -4 از نمونه‌هــای بیمــار را بــه داخــل چاهک‌های حاوی 

بریزید.  Assay Buffer
 Assay Buffer توصیه می‌شــود، پس از ریختن نمونه‌ها در داخل +
چندین مرتبه خالی و پر کردن سمپلر در داخل چاهک‌ها، انجام شود.

5- پلیت را به مدت 15 ثانیه به آرامی تکان دهید و ســپس درب 
چاهک‌ها را با برچسب مخصوص پلیت پوشانده و 10دقیقه در دمای 

اتاق )27-20 درجه سانتی گراد( انکوبه کنید .                    
6- محتویــات چاهک‌هــا را خالــی کنیــد و چاهک‌هارا 5 بــار با 350 
میکرولیتر بافر شستشوی آماده شستشو دهید. سپس چاهک‌ها را 
وارونه کنید و همراه با تکان دادن خالی کنید و در انتهای شستشو 
بــا ضربات ملایم بر روی کاغذ جاذب تمامی مایع موجود در چاهک‌ها 

را تخلیه نمایید.
100μl -7 از کونژوگه آنزیمی را به تمام چاهک‌ها اضافه کنید.

8- پلیت را به مدت 15 ثانیه به آرامی تکان دهید تا محتویات چاهک‌ها 
خوب مخلوط شــوند. ســپس درب چاهک‌ها را با برچسب مخصوص 

پلیت پوشانده، آن‌ را به مدت 10 دقیقه در دمای اتاق انکوبه کنید.
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9- محتویات چاهک‌ها را خالی کرده و 5 بار با 350 میکرولیتر بافر شستشوی 
آماده مصرف بشوئید. برای شستشوی چاهک‌ها ابتدا 350 میکرولیتر بافر 
شستشو را داخل چاهک‌ها بریزید. سپس چاهک‌ها را وارونه کرده و همراه 
با تکان دادن خالی کنید و در انتهای شستشو، با ضربات ملایم بر روی کاغذ 

جاذب تمامی مایع موجود در چاهک‌ها را تخلیه نمایید.

10- 100 میکرولیتر از سوبسترای آماده مصرف به تمامی چاهک‌ها اضافه 
کنید و آن‌ها را به مدت 10 دقیقه در دمای اتاق و در  تاریکی انکوبه نمائید.

11- 50 میکرولیتر از محلول متوقف کننده و اکنش به همه چاهک‌ها اضافه 
کنید. سپس جذب نور هر چاهک را در طول موج 450nm با دستگاه الایزا 
ریــدر قرائت نمائیــد. )در صورت امــکان از طول نانومتر بــه عنوان فیلتر 

رفرانس استفاده کنید.(

+ سنجش جذب نوری باید حداکثر تا 30 دقیقه پس از اتمام آزمایش انجام 
شود.
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محاسبه نتایج 
1- با استفاده از میانگین جذب نوری استانداردها )محور Y( و غلظت 
مشــخص آنها )محور X( برروی کاغذ میلی متری، منحنی استانداردی 

رسم کنید.
2- میانگین جذب نوری برای هر نمونه را بدست آورده و روی محور 
Y جای آنرا پیدا کنید. ســپس نقطه مذکور را توسط خطی به منحنی 
وصل کنید. از نقطه بدست آمده خطی عمود بر محور X وارد کنید تا 

نقطه تلاقی که نشان دهنده غلظت نمونه است، بدست آید.
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راهنمای محاسبه 
مقادیر جذب نوری ارائه شده در جدول ذیل تنها به عنوان راهنمایی 
آورده شــده است و هر آزمایشگاهی باید برای هر بار آزمایش یک 

منحنی استاندارد جدید بدست آورد. 

جذبمقدار استاندارد )IU/L(ردیف
100/02
2500/05
32500/14
410000/64
525001/44
650002/06
7100002/65
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مقادیر طبیعی
هر آزمایشــگاهی لازم اســت تا براســاس بافت جمعیتی، محدوده 
طبیعی مقادیر این هورمون را بدست آورد. مقادیر طبیعی در سرم 
افراد نرمال که توسط آزمایشات مکرر به روش الایزا بدست آمده 

است به قرار زیر می‌باشد:
   0/5 - 20/0 IU/L : محدوده طبیعی

20/0 - 30/0 IU/L : محدوده مشکوک

چنانچه فردی در این محدوده مشــکوک باشد، لازم است یک هفته 
بعــد مجدداً خونگیــری و آزمایش مجدد به عمــل آید. همچنین در 
نمونه‌هایــی که در Boarder line قــرار دارند، آزمایش مجدد حتماً 

تکرار شود. 
 )IU/L در افراد بــاردار طبیعی مقادیر در دوران مختلف )برحســب

بشرح ذیل است: 

25-35 هفته اول
35-100 هفته دوم

100-1000 هفته سوم
1000-10000 هفته چهارم

30000-100000 ماه دوم و سوم
5000-15000 سه ماه سوم
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ضریب تغییرات در روز

میانگین دفعات تکرارنمونه سرم
)IU/L(

ضریب تغییرات انحراف معیار
)%CV(

1201128/237/4
22094280/38/7
32031861785/6

 ضریب تغییرات در روزهای مختلف

میانگین دفعات تکرارنمونه سرم
)IU/L(

ضریب تغییرات انحراف معیار
)%CV(

11056/14/27/4
210136/68/15/9
310575/838/36/7

3- ویژگی:
آنتــی بادی‌هــای مونوکلونــال مــورد اســتفاده در این کیــت الایزا 
اختصاصی hCG انسانی می‌باشند. هیچگونه تداخلی با LH ،FSH و 

TSH انسانی در غلظت های طبیعی دیده نشده است. 

خصوصیات کیت 
1- حساسیت:

با تکرار و خوانش جذب استاندارد صفر، حساسیت آنالایتیکال کیت 
برای تعیین مقدار هورمون hCG  بر اساس محاسبه 3SD+0.0 برابر 

10IU/L بدست آمد.
2- دقت: 

برای محاسبه میزان دقت در یک روز و روزهای مختلف، آزمایش بر 
روی 3  نمونه ســرم 20 بار تکرار شد که ضریب تغییرات به شرح 

ذیل است.
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4- خطی بودن:
سه نمونه مختلف سرمی با استاندارد صفر به نسبت های 1:2، 1:4، 
1:8، 1:16، 1:32و 1:64رقیق شدند. سپس غلظت hCG در آنها با 

استفاده از کیت محاسبه شد که نتایج ذیل بدست آمد.

نمونه 
سرمی

غلظت اولیه
)IU/L( 

درصد بازیابی

1:21:41:81:161:321:64

115601081069510210698

245501021031019895105

3890010710410410110399

5- در این کیت اثر هوک تا غلظت IU/L 1000000 رؤیت نشد.
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پاره‌ای نکات علمی در خصوص رفع مشــکلات احتمالی در کیت‌های 
الایزا :

راه حلعلت مشکل

آلودگــی  یــا  و  افــت 
کونژوگه

بــا کونژوگه  تکرار تســت 
جدید

و  دمــا  بــودن  پاییــن 
یــا کوتــاه بــودن زمــان 
انکوباســیون، بــه دمــا 
محلول‌هــای  نرســیدن 

کیت و نمونه بیماران

• دمای آزمایشگاه و تایمر را 
چک کرده و تست را تکرار 

کنید.
• قبــل از شــروع آزمایش 
کیــت و نمونه بیمــاران به 

دمای اتاق برسد.

PH نامناسب و یا غلظت 
 ،Wash Buffer بــالای 
نامناسب و  شستشــوی 
یا خشک شدن چاهک‌ها

• PH آب مقطر را چک کنید 
 Wash Buffer و تست را با

جدید تکرار کنید.
• پس از شستشــوی کامل 
و تخلیه چاهک‌ها بلافاصله 

تست را ادامه دهید.

نگهداری نامناسب کیت 
و عــدم رعایــت زنجیره 

سرد

• پــس از بــاز کــردن کیت 
تاریــخ را ثبــت کنیــد و به 

تاریخ انقضا توجه کنید.
• پــس از هــر بــار مصرف 
پلیت را با چسب بپوشانید و 
کیت را در یخچال نگهداری 

کنید.
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خوانــش  مــوج  طــول 
نامناســب )405 نانومتر 

بجای 450 نانومتر (

• تست را با دستگاه کالیبر 
شده بخوانید.

• طــول مــوج دســتگاه را 
دوباره چک کنید.

اســتفاده از مواد سایر 
کیت‌ها

تکرار تســت با مواد همان 
کیت

انجام نشــدن مرحله‌ای 
 تکرار تستاز تست

آلودگی محلول کونژوگه 
با سدیم آزاید

تکــرار تســت بــا محلــول 
کونژوگه جدید

از سری اســتاندارد جدید آلودگی استانداردها
استفاده کنید
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پی‌پتینگ  نامناسب

• اســتفاده از نوک ســمپلر 
یکبار مصرف.

• از ســمپلرهای تک کاناله 
یا چنــد کاناله کالیبر شــده 

استفاده کنید.
• توجــه کنید نوک ســمپلر 
محکــم بــه ســمپلر متصل 

باشد.
• توجــه کنیــد در هنــگام 
پی‌پتینگ حبــاب وارد نوک 

سمپلر نشود.

PH نامناسب و یا غلظت 
Wash Buffer ،بالای

PH آب مقطــر را چک کنید 
 Wash Buffer و تست را با

جدید تکرار کنید.

شستسوی نامناسب و یا 
خشک شدن چاهک‌ها

پس از شستشــوی کامل و 
بلافاصله  چاهک‌هــا  تخلیه 

تست را ادامه  دهید.
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بــا آلودگی استاندارد صفر تســت  تکــرار 
استانداردهای جدید

اســتفاده از محلــول رنگزا آلودگی محلول رنگزا
جدید

غلظــت  یــا  و  آلودگــی 
 ،Wash Buffer پاییــن 

شستشوی نا مناسب

• عــدم آلودگــی آب مقطر 
با مــوادی ماننــد وایتکس 
را چک کنید و تســت را با 
Wash Buffer جدید تکرار 

کنید.
• تمام ســوزن‌های دستگاه 

واشر را چک کنید.

طول موج نامناســب در 
خوانش

• تست را با دستگاه کالیبر 
شده بخوانید. 

• طــول مــوج دســتگاه را 
دوباره چک کنید.

• از فیلتــر 630 نانومتــر 
به عنوان فیلتــر رفرانس 

استفاده کنید.
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Stop آلودگی محلول  Stop تکرار تست با محلول
جدید

ایجاد وقفه در خوانش
 Stop از  بعــد  بلافاصلــه 
کــردن تســت، یــا حداکثر 
را  پلیــت  تــا 15 دقیقــه 

بخوانید.

پی‌پتینگ نامناسب

• اســتفاده از نوک سمپلر 
یکبار مصرف 

• از ســمپلرهای تک کاناله 
یــا چند کاناله کالیبر شــده 

استفاده کنید.
• توجه کنید نوک ســمپلر 
محکم بــه ســمپلر متصل 

باشد.
• توجــه کنیــد در هنــگام 
وارد  حبــاب  پی‌پتینــگ 

نشود.
• توجه کنید جداره خارجی 
نوک ســمپلر حاوی محلول 

نباشد.
تمیــز  و  کالیبراســیون   •

کردن ادواری سمپلرها.
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طولانی شدن زمان انجام 
تست

فاصلــه زمانی بیــن اضافه 
کردن استانداردها و نمونه 
نباید بیشــتر از 10 دقیقه 
باشد. در این صورت نتایج 

قابل اعتماد نیست.

نگهداری نامناسب کیت 
و عــدم رعایــت زنجیره 

سرد

• پــس از باز کــردن کیت 
تاریــخ را ثبــت کنیــد و به 

تاریخ انقضا توجه کنید.
• پــس از هــر بــار مصرف 
پلیت را با چسب بپوشانید 
یخچــال  در  را  کیــت  و 

نگهداری کنید.

کونژوگه  مانــدن  باقــی 
در لبــه چاهک‌ها و عدم 
شستشــوی مناسب و یا 

خشک شدن چاهک‌ها.

و  صحیــح  پی‌پتینــگ 
پس  مناســب،  شستشوی 
از شستشوی کامل و تخلیه 
چاهک ها بلافاصله تست را 

ادامه دهید.

وجود حباب در چاهک‌ها
در حین انکوباسیون و بعد 
واکنــش  کــردن   Stop از 
در  حبــاب  کنیــد  توجــه 

چاهک‌ها نباشد.

کف چاهکها را با دســتمال کثیف بودن کف چاهک‌ها
نرم و مرطوب، تمیز کنید

مخلوط نشدن محلول‌های 
کیت

قبــل از اســتفاده از ویال 
محلول‌ها را به آرامی تکان 

دهید
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نمونه‌هااستانداردهامعرف‌ها

Assay Buffer-200µl

-200µlاستاندارد و کنترل

20µl-نمونه

µl100 µl 100محلول رنگزا

µl100 µl 100کونژوگه آنزیمی

µl50 µl 50محلول متوقف کننده

خلاصه روش آزمایش

به مدت 10 دقیقه در دمای اتاق در تاریکی انکوبه نمایید.
5 بار با 350µl محلول بافرشستشو رقیق شستشو دهید و با دقت 

محتویات را خالی کنید.

 Assay Buffer توصیه می‌شــود پــس از ریختن نمونه‌ها در داخــل
چندین مرتبه با خالی و پر کردن سمپلر در داخل چاهک، انجام شود.

در دمای اتاق به مدت 10 دقیقه انکوبه نمایید.
5 بار با 350µl محلول بافرشستشو رقیق شستشو دهید و با دقت 

محتویات را خالی کنید.

به مدت 10 دقیقه در دمای اتاق در تاریکی انکوبه نمایید.

جــذب نوری  هر چاهــک در طول موج nm 450 و فیلتر رفرانس 
nm 630 قرائت شود.
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