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T4 ELISA Kit 

 به روش الايزا (T4)كيت سنجش هورمون تيروكسين 

 ی كاربرد:حيطه

گیری کمی هورمون تیروکسین در سرم انسان طراحی شده است. این کیت به عنوان یک ابزار کمک تشخیص در بررسی و  پیشتاز طب برای اندازه  T4کیت الایزای  
های تشخیصی تفسیر  های بالینی و سایر روشرود. نتایج این کیت باید همراه با یافتهکاری و پرکاری تیروئید، به کار میارزیابی اختلالات عملکرد تیروئید، شامل کم

 . شود. محتوای این کیت تنها برای استفاده آزمایشگاهی است

 : مقدمه

( تیروکسین  تیروزین ساخته میT4هورمون  و  ید  از  تیروئید  غده  در  فقط  (  این   03/0تا    02/0شود.  بقیه  و  دارد  وجود  آزاد  به صورت  در خون  این هورمون  از  درصد 
( به Total T4تیروکسین در خون )  کلباشد. مقدار  ( میTBGبایندینگ گلوبولین )  نیها، تیروکسترین این پروتئینهاست که اصلیهورمون به صورت متصل با پروتئین

می مطرح  تیروئید  وضعیت  بررسی  در  مهم  فاکتور  یک  مقداربهباشد.  عنوان  هیپرتیروئیدیسم  به  مبتلا  افراد  سرم  در  معمول  دچار   و  افزایش T4 طور  افراد  در 
شونده به تیروکسین به دلایل فیزیولوژیک، ژنتیک یا فارماکولوژیک  های متصلکند. با این حال، اگر مقدار پروتئینهیپوتیروئیدیسم مقدار این هورمون کاهش پیدا می

اندازه نباشد،  مقدار کلنرمال  نمیبه  T4 گیری  باشدتنهایی  تیروئید  عملکرد  برای سنجش  دقیقی  اندازه  تیک.  تواند شاخص  قابلیت  تیتراسیون هورمون  حاضر  و  گیری 
 باشد.و حساسیت بسیار بالا دارا می صاصیتتیروکسین را با اخت

 اساس آزمايش: 

نوکلونال که بر علیه مولکول ومبادی آنتیتوسط ها چاهکگردیده است. در این روش  طراحی بادی مونوکلونالآنتیبه کمک  رقابتی و الایزای به روش T4کیت الایزای 
T4 پوشش  باشد می(Coating) اسی بافر محلولو سپس  شدهمجاور ها چاهکپوشش داده شده در ته بادی آنتی. استانداردها و نمونه بیماران با شوندمی داده (Assay 

Buffer)  و در پی آن  T4    آنزیم   باکونژوگهHRP    این    .شوندمی    اضافهها  چاهکبهT4    کونژوگه(T4-HRP  با )T4    های کوت  در اتصال به آنتی بادیموجود در نمونه
پس    .گردد و بالعکسمیهای کوت شده متصل  بادیآنتیکمتری به  کونژوگه    T4مقدار    در نمونه بیشتر باشد  T4بنابراین هر چه مقدار    .کندمیرقابت  ها  چاهکشده در  

از انکوباسیون رنگ آبی پدید   پس  .گرددمیو انکوبه  ریخته شده  ها  چاهک( وکروموژن است به داخل  2O2Hزا که محتوی هیدروژن پراکسید )محلول رنگ  ، از شستشو
گردد  میمحلول متوقف کننده افزوده    ، برای جلوگیری از فعالیت بیش از اندازه و نامناسب آنزیم  .متناسب است  هانمونهموجود در    T4آمده به صورت معکوس با غلظت  

 دارد.  nm 450نماید که بهترین جذب نوری را در طول موج میکرده و رنگ آبی را به زرد تبدیل  متوقفکه فعالیت آنزیم را 

 كيت: محتويات

  .T4 (Anti-T4 Coated Plate)ضد بادی آنتیی پوشش داده شده با هاچاهکحاوی پلیت  (1
 )آماده مصرف(.   HRPنژوگه شده با آنزیم وک T4 محلول حاوی(: ویال Enzyme Conjugate)کونژوگه محلول آنزیم  (2
 آماده مصرف. محلول بافری  ویال حاوی : (Assay Buffer)اسی بافر  (3
 . T4از  لیترمیکروگرم بر دسی 20 و 12،  8،   4،   2، 0های استاندارد شامل غلظت های: ویال (Standards Set)سری استانداردها  (4

 : ویال حاوی سرم کنترل با غلظت مشخص درج شده بر روی برچسب ویال. (Control Serum) سرم کنترل (5
تهیه محلول شستشوی آماده مصرف مقدار لازم از محلول    به منظور(.  20Xمحلول شستشوی غلیظ )  : ویال حاوی(Wash Solution)  محلول شستشو (6

 با آب مقطر رقیق کنید.  20:1شستشوی غلیظ را به نسبت 
 (. آماده مصرف) ژنهیو آب اکس نیدیبنزلیتترامت حاوی الیو : (Chromogen-Substrate) ایمرحلهزای یک محلول رنگ (7
 نرمال.  1اسید کلریدریک  حاوی(: ویال Stop Solution) همحلول متوقف کنند  (8
 برچسب مخصوص پلیت.  (9

 ی راهنمای محصول. دفترچه (10

 : باشند مواد و وسايل مورد نياز كه در كيت موجود نمي 

 . به عنوان فیلتر رفرانس( nm 630)و در صورت امکان  nm 450دارای فیلتر  (ELISA Reader) ریدر الایزا دستگاه  (1
 .دقیق میکرولیتری 100و  50، 25 هایسمپلر (2
 . آب مقطر (3

 نكات قابل ذكر برای مصرف كنندگان:

 . شده است تعبیهمحتویات این کیت برای مصرف در همین کیت  (1
 .یدیداری نمادمختلف جداً خو هایساختها با شماره از مخلوط کردن محتویات کیت (2
باشند، میاند و فاقد این عوامل  گردیدهکنترل    HIVو    HCVهای ضد  بادیآنتی و    HBs Agکلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرمی دارند از نظر وجود   (3

 د.د از تماس مستقیم با مواد بپرهیزنکمیکه با کیت کار هر پرسنلی بهتر است  احتیاط برای

استانداردها، کنترل (4 بیماران،  و چاهکنمونه  تمامی محلولها  گرفته شوند.  نظر  در  عفونی  پسماندهای  عنوان  به  باید  استفاده شده،  واکنشهای  و  های  گر 
 امحا شوند.  مقررات ملی دفع پسماندهای عفونیها باید مطابق با معرف
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 شرايط نگهداری:

 .یدیگراد نگهداری نماسانتیدرجه  8ا ت 2یخچال بین دمای  کیت را در (1
 .یدیگیر نگهداری نماپلیت همراه با نم را در کیسه مخصوص ها چاهک (2
 . باشدها میبر روی هر یک از آن ی یاد شدهپایداری محتویات کیت تا پایان مدت انقضا (3
نسبت   (4 به  آماده مصرف که  در شرایط    1:20محلول شستشوی  به مدت یک هفته  باشد  رقیق شده  مقطر  آب  و گراد  سانتیدرجه    2-8با  نگهداری  قابل 

 باشد.میمصرف 

 جمع آوری و آماده سازی نمونه:

  تر طولانیو یا برای مدت زمان  گراد  سانتیدرجه    8تا    2توان به مدت دو روز در دمای  مینمونه را  .  توان پس از جدا نمودن از خون استفاده نمودمیسرم یا پلاسما را  
های مشکوک به آلودگی میکروبی برای  . از نمونهنمونه پرهیز شود  مکررذوب و انجماد  در ضمن باید از  .  نگهداری نمودگراد  سانتیدرجه    -20روز( در دمای    30  حداکثر)

 انجام آزمایش استفاده نشود. 

 توضيحات عمومي:

 .ها را به درجه حرارت اتاق برسانیدنمونهقبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و  (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
 .باشدمیحداکثر تا نیم ساعت قابل قرائت ها چاهکپس از افزودن محلول متوقف کننده جذب نوری  (4

 .د نشو خارجها چاهککامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از  طوربه ها چاهکبرای کسب نتایج مطلوب باید شستشوی  (5
های مام مواد و محلولت  قبل از شروع آزمایشگردد  می، بنابراین پیشنهاد  باشدمیصول نتیجه مطلوب زمان انکوباسیون مناسب  حاز مهمترین فاکتورها در   (6

 . تر می شودسمپلینگ باعث نتایج دقیق های مورد نیاز را باز کنید، این عمل با کاهش فاصله زمانی بین مراحلمورد نیاز را آماده نموده و درب محلول
 .طول نیانجامده ب دقیقه 5از   ها بیشنمونهبهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زمان ریختن  6به دلیل مشابه در بند  (7

 شستشوی صحیح با مقدار مناسب بافر شستشو جهت حصول نتایج قابل اعتماد بسیار ضروری است.  (8

 : مراحل انجام آزمايش

 گیر درون کیسه مخصوص نگهداری پلیت قرار داده و درب آن را ببندید.را به همراه نمها  چاهکباقی ی مورد نظر را انتخاب نموده و هاچاهکتعداد  (1
داپلیکیت استفاده    به صورتها  نمونهکه از استانداردها و  گردد  میپیشنهاد   .  میکرولیتر از هر استاندارد، سرم کنترل و نمونه را به داخل هر چاهک بریزید  25 (2

نوری آن  ، شود از میانگین جذب  انتها  بریزید و در  نمونه را در دو چاهک  و  استاندارد  استفاده کنیدبدین معنی که هر  نتایج  برای محاسبه    50سپس    .ها 
 . دیرا به هر چاهک اضافه کن (Assay Buffer) اسی بافر کرولیترمی

 .یدیمیکرولیتر از محلول آنزیم کونژوگه را به هر چاهک اضافه نما 50مقدار  (3

را  ها  چاهکرا با برچسب مخصوص پلیت پوشانده و  ها  چاهکدرب  . سپس  خوب مخلوط شوندها  چاهکثانیه تکان دهید تا محتویات    15مدت  به  پلیت را   (4
 .یدیگراد( و در تاریکی انکوبه نمایدرجه سانت 22-28در درجه حرارت اتاق )ساعت  1به مدت 

کاناله استفاده نمود، ولی   8توان از سمپلر  )برای شستشو میید  یبا محلول شستشوی آماده مصرف بشو  بار  5را  ها  چاهکها را خالی کرده و  محتویات چاهک (5
تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش گردد. در هر دفعه شستشو  باید مواظب بود که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود، زیرا می

چاهک  300حدود   سپس  و  ریخته  چاهک  هر  در  شستشو  محلول  نمامیکرولیتر  خالی  تکاندن  و  کردن  وارونه  با  را  شستشو،  یدیها  عملیات  انتهای  در   .
 گیر بکوبید تا قطرات اضافی خارج شوند(. ها را در حالت وارونه و با ضربات ملایم بر روی یک پارچه یا کاغذ نمچاهک

 .دیی( به هر چاهک اضافه نماChromogen-Substrateزا )محلول رنگ رمیکرولیت 100 (6

 .یدیارت اتاق و در تاریکی انکوبه نمادقیقه در درجه حر  15را به مدت ها چاهک (7
ادامه واکنش  (Stop Solution)میکرولیتر محلول متوقف کننده    100با اضافه کردن   (8 . برای سنجش جذب    یدیهای آنزیمی را متوقف نمابه هر چاهک 

عنوان فیلتر رفرانس  به    nm  630شود از فیلتر  ید ) توصیه مییاستفاده نما  nm  450با فیلتر    (ELISA Reader)  ریدر  نوری هر چاهک از دستگاه الایزا 
 . (استفاده گردد

 نتايج:  محاسبه

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

سپس نقاط   ( برده و نقطه تلاقی غلظت و جذب نوری را برای هر استاندارد بدست آورید، Xها را روی محور افقی )( و غلظت آنYروی محور عمودی )
 .د تا منحنی بدست آیدییبدست آمده را به یکدیگر وصل نما

  یدیپیدا کنید، سپس 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  (3
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نقطه تلاقی این خط با    .بر محور افقی وارد کنید  عمود، خطی  که این خط بر محور عمودی کاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقی خط و منحنی    طوریه  ب

 استفاده کنید.(  طب شتازی پخودکار  گرمحاسبهتوانید از )برای این کار می  .محور افقی مقدار غلظت را نشان خواهد داد

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

و هر باشد  میهای نوری و منحنی مربوطه فقط به عنوان نمونه  جذب  توجه: 

 باید منحنی جدیدی رسم نماید.  آزمایشگاه در هر دفعه انجام آزمایش
 

 : مورد انتظار مقادير

که هر آزمایشگاه مقادیر نرمال خود  گردد  می ولی پیشنهاد  باشد  میقرار زیر  ه  های مکرر به روش الایزا بدست آمده بتوسط تست  که  سالم در سرم افراد    T4 نرمالمقادیر  
 . را بدست آورد

 
 
 
 

g/dl × 12.87 = nmol/L 
nmol/L × 0.078 = g/dl 

 : T4های كيت  محدوديت

متفاوت در سرم افراد، امکان وجود    یبا منشاءها  لیهتروف  یهایبادیبه علت وجود آنت  ت، ی ک  یهادر محلول  لیهتروف  یهایبادیکننده آنتبا وجود استفاده از مواد بلاک
با نتایج سایر تستتفسیر تست کاذب وجود دارد.    ج ینتا باید  با نتایج یک تست امکان پذیر نبوده و نتایج این آزمایش  های تیروییدی به طور  های عملکرد تیروییدی 

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

 : ييهای اجراشاخص

 :گيریاندازهحداقل مقدار قابل  (1

و  استاندارد صفر  نوری  اساس جذب  )  منهای  بر  معیار  انحراف  برابر  غلظت  SDسه  این کیت  T4( حداقل  در  با    بررسیاین    .باشدمی  g/dl  0.4  قابل تشخیص 

 ه است. انجام شد CLSI EP17-A2 یاستفاده از راهنما

 :دقت آزمايش  (2

از)هم   Inter Assayهای  آزمایش مشخص  غلظت  در    یک  خوانی  آزمایشنمونه  سری  و  یک   )Intra Assay  از)هم مشخص  غلظت  در    یک  خوانی  سری  نمونه 
 . آمده است 2و  1انجام گردید که در جداول  T4 های مختلفسرم با غلظت 3( با استفاده از مختلف هایآزمایش

 
 . Intra Assayاطلاعات  – 1جدول 

 %µg/dl SD CV))ميانگين  تعداد دفعات تكرار تست مونهن 

1 24 6/3 18/0 5 

2 24 5/9 55/0 8/5 

3 24 16 58/0 6/3 

 
 .Inter Assayاطلاعات  – 2جدول 

 %SD CV ( µg/dl)ميانگين  تعداد دفعات تكرار تست نمونه

1 10 8/3 21/0 5/5 

2 10 9/9 76/0 7/7 

3 10 3/15 68/0 4/4 

 انجام شده است.  داپلیکیت به صورتهر سری آزمایش 

 جذب نوری (g/dl)  استانداردها

0 72/2  

2 35/1  

4 82/0  

8 41/0  

12 21/0  

20 12/0  

 g/dlميانگين محدوده طبيعي  g/dlمحدوده طبيعي 

5/12 - 7/4 6/8 
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 1404شهریور  - هشتمویرایش 

T4 ELISA Kit 

 :ريكاوری آزمايش (3

با استفاده از    یبررس  نیا   .آمده است  3  جدولها محاسبه گردید که نتایج آن در  افزوده شد و ریکاوری آن   T4های مشخص  سرم با غلظت  4به    T4مقادیر معلومی از  
 انجام شده است. CLSI EP34 یراهنما

. نتايج ريكاوری آزمايش  - 3جدول   

 (%)ريكاوری  µg/dl)) مقدار بدست آمده µg/dl)) مقدار مورد انتظار T4 ((µg/dl مقدار افزوده شده µg/dl)موجود در سرم ) T4مقدار  نمونه

1 5/2 2 25/2 4/2 107 
1 5/2 8 2/5 1/5 98 
1 5/2 20 2/11 12 107 
2 4 2 3 8/2 93 
2 4 8 6 3/6 105 
2 4 20 12 12 100 
3 7 2 5/4 2/4 93 
3 7 8 5/7 1/7 95 
3 7 20 5/13 9/13 103 
4 11 2 5/6 1/7 109 
4 11 8 5/9 9 95 
4 11 20 5/15 5/16 106 

 : خطي بودن آزمايش  (4

نتایج آن    4تهیه گردید و نتایج بر اساس ضریب رقت محاسبه شد که در جدول    T4نمونه سرم با غلظت مشخص از    4های متوالی از  ت، رق استاندارد صفر  استفاده ازبا  
 انجام شده است. CLSI EP06-A یبا استفاده از راهنما یبررس نیا   .آورده شده است

آزمايش. خطی بودننتايج بررسي   - 4جدول   

 µg/dl))در سرم رقيق نشده  موجود T4 مقدار نمونه
 ريكاوری )%(

 1:16رقت   1:8رقت   1:4رقت   1:2رقت  

1 6 95 106 91 --- 
2 9 94 91 109 105 
3 12 96 90 92 91 
4 18 90 94 109 107 

 :اختصاصيت آزمايش  (5
  ،Diiodothyronine ، 3,3’,5-Triiodothyronine (T3) ، 3,3’,5’-Triiodothyronine (rT3)-3,5 های مختلف ی با غلظتیهااختصاصیت این آزمایش به کمک سرم

3, 3’, 5-Triiodothyro acetic acid    5 ,’3 ,3و–Triiodothyropropionic acid  های متقاطع با  بررسی واکنش  به منظورT4  شد که نتایج آن در جدول   سنجیده
 انجام شده است. CLSI EP14-A3 یبا استفاده از راهنما یبررس نیا   .آمده است 5

 .اختصاصيت )واكنش متقاطع( - 5جدول 

 T4 (g/dl)غلظت ظاهری  (nmol/L) غلظت آناليت 

3, 5 - Diiodothyronine 1000 4/0> 

3, 3’, 5 – Triiodothyronine (T3) 100 4/0> 

3, 3’, 5’ - Triiodothyronine (rT3) 100 4/0> 

3, 3’, 5 - Triiodothyro acetic acid 100 4/0> 

3, 3’, 5 – Triiodothyropropionic acid 100 4/0> 

 منابع: 

• Liewendahl K: Assessment of thyroid status by laboratory methods: development and perspectives. Scand J Clin Invest 
50 (Suppl 201): 83-92, 1990. (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/2244187/) 

• Cavalieri RR, Rapoport B: "Impaired peripheral conversion of Thyroxine to Triiodothyronine." Ann Rev Med 28:57-
65,1977. 
(https://doi.org/10.1146/annurev.me.28.020177.000421) 

• Spector DA et al: "Thyroid function and metabolic state in chronic renal failure." Ann Int Med 85:724-730. 
(https://doi.org/10.7326/0003-4819-85-6-724) 

• Burr WA et al: "Serum triiodothyronine and reverse triiodothyronine concentrations after surgical operation." Lancet 
II:1277-1279,1975. (https://doi.org/10.1016/S0140-6736(75)90612-1) 
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 : جدول علائم

 Use by تاريخ انقضاء

 

 Batch code شماره سری ساخت 

 

 Serial number شماره سريال
 

 Date of manufacture تاريخ توليد 
 

 Catalouge number شماره كاتالوگ 
 

 Cautionm consult accompanying ducuments توجه به مدارک همراه 
 

 Manufacturer توليدكننده 
 

 Contains sufficient for <n> tests ست تست كافي nمحتويات برای  
 

 In vitro diagnostic medical devices فرآورده تشخيصي
 

 Temperature limitation محدوده دمای نگهداری
 

 Consult instruction for use كتابچه راهنما
 

 Biological risks زيستي  خطرات
 

 Control كنترل
 

 Negative control كنترل منفي 
 

  Positive control كنترل مثبت 
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 صورت شماتيكه ب T4روش انجام آزمايش 

 T4 تستبرای  بادی آنتيی 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

 آنزیم کنژوگه  میکرولیتر 50 میکرولیتر 50 میکرولیتر 50

در دمای اتاق   ساعت 1 .را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانیدها چاهکسپس دهانه  د. مخلوط شون بخوبیها چاهکتکان دهید تا محتویات  ثانيه 15پلیت را به ملایمت برای مدت 

 .یدی را بشوها چاهک بار 5طبق دستور شستشو  را خالی کنید.ها چاهکبرچسب پلیت را برداشته و محتویات  انکوبه کنید.  تاريكيو در 

 زامحلول رنگ  میکرولیتر 100 میکرولیتر 100 میکرولیتر 100

 .انکوبه کنید تاريكيدر دمای اتاق و در  دقيقه 15

 محلول متوقف کننده میکرولیتر 100 میکرولیتر 100 میکرولیتر 100

 .کنید خوانش به عنوان فیلتر رفرانس( nm 630)و در صورت امکان   nm 450را در طول موج ها چاهکجذب نوری 

 
 

 محتويات كيت  جدول

 تستي  192فرمت  تستي  96فرمت  تستي  48فرمت  محتويات كيت 

 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.:6×0.5 ml St.0: 1×1 ml 
Other St.:5×0.5 ml 

St.0:.1×2 ml 
Other St.:5×1 ml 

 کنترل  سرم 
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 یک مرحلهمحلول رنگ 
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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