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 روش الايزاه ب T-Uptakeكيت سنجش  

 : كاربرد حيطه

های تیروئیدی در سرم انسان طراحی شده است. این کیت تنها برای  های حامل هورمونگیری ظرفیت پروتئینپیشتاز طب برای اندازه T-Uptake ELISA Kit محصول
 . بررسی و ارزیابی عملکرد تیروئید کاربرد داردباشد و به عنوان ابزار کمکی در استفاده آزمایشگاهی می

  : مقدمه

صورت آزاد در گردش خون وجود دارند و بخش به  زیها به مقدار ناچهورمون  نی . ا کندیرا ترشح م  T4و    T3های  هورمون  ن، یروتروپیهورمون ت  میتحت تنظ  دیروئی غده ت
که   TBGد از ناند که عبارتشناخته شده T4و  T3متفاوت برای  هایتی و ظرف لیبا تما نی. سه پروتئشوندیم افتیحامل  یها نیصورت متصل به پروتئ ها بهآن یعمده

ظرف  75تا    65 از  هورمون  تی درصد  تحمل  دارد،    دییروئیهای  عهده  به  ظرف  20تا    15که    TBPA (Thyroxine binding pre-albumin)را  از  حمل    تیدرصد 
  ۳0و  نیروکسیدرصد از هورمون ت  10داشته و  ییبالا تیظرف یرا دارد ول یدیروئیت یهابه هورمون لیتما نیکه کمتر نیرا به عهده دارد، و آلبوم دییروئیهای تهورمون

های مقدار هورمون  نیو ا   گرددیم  م یتنظ  یدیروئیت  یهاطور کامل توسط فرم آزاد هورمونبه  سمیمتابول  ندیجا که فرا . از آنکندیدر دسترس را حمل م  T3درصد از هورمون  
  های نیپروتئ  تی ظرف  رییگاندازه  به منظور. تاکنون  ابدییم  تی اهم  هانیپروتئ  نیا   زانیم  رییگ ها دارد، اندازهحامل آن   هاینی وتئپر  تی ظرف  زانیبا م  یکامل  یآزاد وابستگ 

  ن یرتو ساده   نیدتریاز جد  یکیاستفاده شده است.    Denatured albuminو    Silicates  ،Ion-exchange  های متعددی شاملاز روش  دییروئیهای تحامل هورمون
 . باشدیبرخوردار م ییبالا تی است که از حساس  EIA (Enzyme Immunoassay)ها، روش روش

 : آزمايشاساس 

 T4هورمون    ،اند و در هنگام انجام آزمایشپوشانده شده  T4بادی ضد  های پلیت با آنتیبه این ترتیب که چاهك  .رقابتی استوار استروش سنجش  اساس این آزمایش بر  
مقداری از   خودهای تیروئیدی بر حسب ظرفیت های حامل هورمونشوند. در این هنگام پروتئینها اضافه میو سرم به چاهك HRPژوگه شده با آنزیم ونک  T4به همراه
بر سر   ، های حامل نگردیده استکه جذب پروتئین  T4مقداری از ، در نتیجه  .نژوگه واکنشی نشان دهندوک  T4توانند با هورمون نمایند، ولی نمیرا جذب می  T4هورمون

کمتری برای رقابت    T4مقدار    ، های سرم بالاتر باشدظرفیت حمل پروتئینبنابراین هر چه    .نمایدکونژوگه رقابت می  T4های کف چاهك با هورمون  بادیاتصال به آنتی
ها  محلول سوبسترا به چاهك  ، پس از شستشو .(بالعکستر خواهد بود )و  ها ناموفقهای کف چاهكبادینژوگه باقی مانده و در رقابت با آن در اتصال به آنتیوک  T4با  

برداشت    T4به این معنی است که مقدار    این موضوع  است.کونژوگه    T4گر بالاتر بودن میزان اتصال هورمون  بیان   ، زایی بیشتر باشدهر چه میزان رنگ  .گردداضافه می
  ،نامناسب آنزیمبرای جلوگیری از فعالیت بیش از اندازه و    .(برای رقابت باقی مانده است )و بالعکس   T4بنابراین مقدار کمتری  و  های حامل بالا بوده  شده توسط پروتئین

 . دارد nm 450نماید که بهترین جذب نوری را در طول موج گردد که فعالیت آنزیم را مختل کرده و رنگ آبی را به زرد تبدیل میمحلول متوقف کننده افزوده می

 : محتويات كيت

 . T4 (Anti-T4 Coated Plate)آنتی بادی ضد  ی پوشش داده شده با هاچاهكحاوی خانه  96پلیت  (1
 )آماده مصرف(.  HRPنژوگه شده با آنزیم وکT4محلول  ویال حاوی :(Enzyme Conjugateنژوگه )ومحلول آنزیم ک (2
استاندارد بر رو  قیدرصد. غلظت دق  46و    ۳5/ 5،    5/26،  15  یبیتقر  یهاویال استاندارد شامل غلظت  4:  (Standard Set)سری استاندارد   (۳   الیو  یهر 

 . است دهیاستانداردها درج گرد
 . آماده مصرف یمحلول بافرویال حاوی  :(Assay Buffer)محلول اسی بافر  (4

 .الیبر چسب و یسرم کنترل با غلظت مشخص درج شده بر رو یحاو  الیو: (Control Serum) سرم کنترل (5
تهیه محلول شستشوی آماده مصرف مقدار لازم از محلول  منظور  به  . (20X: ویال حاوی محلول شستشوی غلیظ )(Wash Solution)  محلول شستشو (6

 . با آب مقطر رقیق کنید 1:20شستشوی غلیظ را به نسبت 
 (. آماده مصرف) ژنهیو آب اکس نیدیبنزلیتترامت حاوی الیو : (Chromogen-Substrate)ای مرحلهی یك زا رنگمحلول  (7
 . نرمال 1 كیدریکلر دیاس حاویویال  :(Stop Solution) همحلول متوقف کنند (8

 . تیبرچسب مخصوص پل (9

 محصول.  یراهنما  دفترچه (10

 : باشندنميمواد و وسايل مورد نياز كه در كيت موجود 

 . (به عنوان فیلتر رفرانس nm 630)و در صورت امکان  nm 450دارای فیلتر  (ELISA Reader) ریدر  الایزا دستگاه  (1
 .میکرولیتر دقیق 100و  50، 25 سمپلر های (2

 . آب مقطر (۳

 :كنندگانمصرف نكات قابل ذكر براي 

 .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   (۳

 .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   یهاوچاهك  هاکنترل  ، استانداردها   ، ماران یب  نمونه (4
 .امحا شوند مقررات ملی دفع پسماندهای عفونی مطابق با دیبا
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  :شرايط نگهداري

 .یدیگراد نگهداری نمادرجه سانتی 8تا  2یخچال بین دمای  کیت را در (1
 .یدیگیر نگهداری نمارا در کیسه مخصوص پلیت همراه با نم ها چاهك (2
 .باشدمیها شده بر روی هر یك از آن نوشتهپایداری محتویات کیت تا پایان مدت انقضای  (۳
قابل نگهداری و مصرف    گرادسانتی  درجه  8تا    2با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت یك هفته در شرایط    1:20شستشوی آماده مصرف که به نسبت    محلول (4

 .باشدمی

 :سازي نمونهآمادهآوري و جمع 

)حداکثر    تریمدت طولان  یبرا   ایگراد و  درجه سانتی  8تا    2تواند برای مدت دو روز در دمای  توان پس از جدا نمودن از خون استفاده نمود. نمونه میسرم یا پلاسما را می
انجام    یبرا   یکروبی م  یمشکوک به آلودگ  یهاشود. از نمونه  زی از ذوب و انجماد مکرر نمونه پره  دیشود. در ضمن با  یگراد نگهداردرجه سانتی  -20روز( در دمای    ۳0تا  

 استفاده نشود.  شیآزما

  :توضيحات عمومي

 . اتاق برسانید یدماها را به قبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه (1

 . محض شروع آزمایش کلیه مراحل بدون توقف انجام پذیرند هبهتر است ب (2

 . از نوک سمپلر یك بار مصرف برای هر نمونه استفاده کنید (۳

 . باشدمی یریگاندازهها حداکثر تا نیم ساعت قابل جذب نوری چاهك ، کننده پس از افزودن محلول متوقف (4
 د.نها تخلیه شوها به صورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهكبرای کسب نتایج مطلوب باید شستشوی چاهك (5

 .دیزیها برها را در وسط چاهكها و نمونهتمام محلول ، نگیدر هنگام سمپل  (6
 هایمحلولگردد قبل از شروع آزمایش تمام مواد و  بنابراین پیشنهاد می  .، باشدزمان انکوباسیون مناسب می  ، صول نتیجه مطلوبحاز مهمترین فاکتورها در   (7

 . 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 7به دلیل مشابه در بند  (8

 : آزمايش انجاممراحل 

 گیر درون کیسه مخصوص نگهداری پلیت قرار داده و درب آن را ببندید.ها را به همراه نمچاهك ریساهای مورد نظر را انتخاب نموده و تعداد چاهك (1
( Duplicate)  تیکی ها به صورت دوپل استانداردها و نمونه  گرددیم   شنهاد یپ  .دیزیتر از هر استاندارد ، سرم کنترل و نمونه را به داخل هر چاهك بریکرولیم  25  (2

استفاده شود. سپس،    جیمحاسبه نتا  یها برا آن  یجذب نور  نیانگی از م  تیو در نها  ردی که هر استاندارد و نمونه در دو چاهك قرار گ  یمعن   نیاستفاده شوند؛ به ا 
 .دی( را به هر چاهك اضافه کن Assay Bufferبافر ) یاز محلول اس تریکرولیم 50

 بافر(.  ی )بلافاصله بعد از اس دییکونژوگه را به هر چاهك اضافه نما میاز محلول آنز تریکرولیم 50 (۳
پوشانده و  تیها را با برچسب مخصوص پلها خوب مخلوط شوند و سپس درب چاهكچاهك اتیتا محتو دیتکان ده یبه آرام  هیثان 15مدت  یرا برا  تیپل (4

 .دیی( انکوبه نماگرادیدرجه سانت 22 -28اتاق )  یساعت در دما 1ها را به مدت چاهك
بود که محلول شستشو   مواظبولی باید  ، کاناله استفاده نمود 8توان از سمپلر د )برای شستشو میییآماده مصرف بشو یبار با محلول شستشو 5ها را  چاهك (5

میکرولیتر محلول   ۳00حدود  در هر دفعه شستشو .تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش گرددزیرا می ، از یك چاهك به چاهك دیگر وارد نشود
ها را در حالت وارونه و با چاهك ، در انتهای عملیات شستشو .یدیها را با وارونه کردن و تکاندن خالی نمادر هر چاهك ریخته و سپس چاهك وشستش

 . گیر بکوبید تا قطرات اضافی خارج شوند(ضربات ملایم بر روی یك پارچه یا کاغذ نم

دقیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریکی   15را به مدت ها چاهك .یدی( به هر چاهك اضافه نماChromogen-Substrateزا )میکرولیتر محلول رنگ 100 (6
 .یدیانکوبه نما

ید. برای سنجش جذب نوری یهای آنزیمی را متوقف نماادامه واکنش  ،به هر چاهك  (Stop Solution)  کننده توقف  م میکرولیتر محلول    100با اضافه کردن   (7
 استفاده گردد(.   رفرانسبه عنوان فیلتر  nm 630شود از فیلتر  ید )توصیه مییاستفاده نما nm  450هر چاهك از دستگاه الایزا ریدر با فیلتر 

 : حاسبه نتايجم 

 .توان استفاده نمودمی nm  450با قابلیت سنجش جذب نوری در طول موجریدر  الایزا ر دستگاه  ه از 
 .( بخوانیدnm 630 رفرانس)و در صورت امکان در مقابل فیلتر  nm 450در طول موج  ریدر الایزا ها را به کمك 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

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

 ،یدیسپس نقطه مذکور را توسط خطی به منحنی وصل نما  .میانگین جذب نوری برای هر نمونه را بدست آورده و روی محور عمودی جای آن را پیدا کنید (۳
نقطه تلاقی این خط با    .خطی عمود بر محور افقی وارد کنید  ، و بعد از محل تلاقی خط و منحنی ؛که این خط بر محور عمودی کاملاً عمود باشدبه طوری  

 .( دیاستفاده کن  طب  شتازي پخودكار  گرمحاسبهاز  دیتوانیکار م نیا  یمحور افقی مقدار غلظت را نشان خواهد داد. )برا 
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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 خود را میولی پیشنهاد  باشدمیقرار زیر ه های مکرر به روش الایزا بدست آمده بکه به توسط تست سالممقادیر نرمال در سرم افراد 
 :بدست آورد

 
 
 
 

 :هاي كيتمحدوديت

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

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

 :ييهاي اجراشاخص 

 :دقت آزمايش  (1
  ی هاآزمایشسری  نمونه در  یك    خوانی غلظت مشخص از)هم   Inter Assay( و  یك سری آزمایشنمونه در  یك    خوانی غلظت مشخص از)هم  Intra Assayهای  آزمایش
انجام   CLSI EP05-A3 یبا استفاده از راهنما بررسیاین  . آمده است 2و  1در جداول انجام گردید که  T-Uptake های مختلف سرم با غلظت ۳( با استفاده از مختلف 

 ه است. شد
 

 .Intra Assay ج ينتا -1جدول 

 %SD CV )%(  ميانگين تعداد دفعات تكرار تست نمونه

1 24 22 95/0  7/2 

2 24 4/۳5 84/0  4/2 

۳ 24 ۳/45 07/0  5/1 

 

 .Inter Assay ج ينتا  - 2جدول 

 %SD CV )%(  ميانگين تعداد دفعات تكرار تست نمونه

1 10 2/17 60/0  5/۳ 

2 10 2/27 70/1  9/۳ 

۳ 10 ۳6 50/1  9/2 

 . انجام شده است داپلیکیتهر سری آزمایش به صورت * 
 

  

 جذب نوري )%(استانداردها 

15 2/70 

26/5 2/0 

۳5/5 0/91 

46 0/۳0 

 (%) يعيطب محدوده (%) يعيطبمحدوده  نيانگيم

۳0 ۳5 - 25 
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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 مدارک 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 T-Uptake (TUP)انجام آزمايش روش
   T-Uptake تست ي به منظورباد آنتيي كوت شده با هاچاهك

 هامحلول  استانداردها  سرم کنترل  نمونه 

 استانداردها  میکرولیتر 25 - -

 سرم کنترل  - میکرولیتر 25 -

 نمونه  - - میکرولیتر 25

 اسی بافر میکرولیتر 50 میکرولیتر 50 میکرولیتر 50

 نژوگه وآنزیم ک میکرولیتر 50 میکرولیتر 50 میکرولیتر 50

را با برچسب مخصوص   هاچاهكسپس دهانه  .بخوبی مخلوط شوندها چاهكتکان دهید تا محتویات  ثانيه 15پلیت را به ملایمت برای مدت 

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

 .یدیرا بشو هاچاهك

 زارنگ محلول  میکرولیتر 100 میکرولیتر 100 ولیتر1×میکر  100

 . انکوبه کنید تاريكيو در  دماي اتاقدر  دقيقه 15

 محلول متوقف کننده میکرولیتر 100 میکرولیتر 100 میکرولیتر 100

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

1×3 ml 1×6 ml 1×12 ml 

 نداردها سری استا 
Standard Set 

St.: 4×0.5 ml St.: 4×0.5 ml St.: 4×1 ml 

 سرم کنترل  
Control Serum  

1×0.5 ml 1×0.5 ml 1×1 ml 

 ل اسی بافر ومح
Assay Buffer 

1×3 ml 1×6 ml 1×12 ml 

 ایزای یك مرحلهرنگ محلول 
Chromogen - Substrate 

1×6 ml 1×12 ml 2×12 ml 

 شستشو ل 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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