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 به روش الایزا  Free T3 گیریاندازه تستی  96  کیت
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 اهمیت بالینی 

به    (T3)  تیرونیندویتریهورمون   تیروئید  غده  از  شده  ترشح 

آزاد در جریان خون   T3به پروتیئن و    شونده   متصل  T3صورت  

دارد.     نیپروتئ(  TBG)  ن یروکسیت  به  متصل  نیگلوبولوجود 

  اریبس  بخش .  است  دیروئیت  هورمون  گردش  ی برا  یاصل  حامل

 ن یا  و  بوده   آزاد  صورتبهخون    گردش  در  T3  هورمون  از  یکم

  یریگاندازه   ،نیبنابرا.  باشدمی  فعال  یکیولوژیب  نظر  از  بخش

  سرم  تام  T3مقدار    به  نسبت  (fT3)  آزاد  نیرونیدوتییتر  غلظت

(tT3)  نی پروتئ  ظتلغ.  دارد  یشتریب  ارتباط  ینیبال  تیوضع  با

 ر ییتغ  یباردار   جمله  از  ،ینیبال  طی شرا  از  یاریبس  در  حامل  یها

ن یپروتئ  غلظت  ریی تغ  با  ،دیروئیت  یعیطب  عملکرد  در.  کندیم

میtT3 مقدار    ،حامل  یها تغییر  غلظت حالی در    کندنیز  که 

fT3،  باقی   در   دیروئیت  یپرکار  ای  کوزیروتوکسیت.  ماندمی   ثابت 

  .شود یم  جادیا  دو  هر  ای  fT3  ،نیروکسیت  حد  از  شیب  شیزااف  اثر

کی برایاین  سطح  اندازه   ت  کمی  سرم    fT3گیری  نمونه  در 

 .داردکاربرد انسان به روش الایزا 

 

 اصول آزمایش

آزمایش  .  باشدمیرقابتی    الایزای   این تستاساس   این   fT3در 

آنز  هکونژوگ به    ای)  رمس   ونهنم  همراهبه  (HRP  می)متصل 

  ی ها چاهک  به  ،وگه(کونژری)غ  ی عیطب  fT3  یحاو  (وراتبرلیکا

زمان در    د.نشویمه  اضاف  تثبیت شده   fT3بادی ضد  آنتی   حاوی

بین    انکوباسیون و  fT3رقابت  نمونه  در   دار نشان  fT3  موجود 

چاهک صورت    کفشده در    تثبیتهای  بادیتیی اتصال به آنبرا

شستشوی  گیرد.  می از    للومح  دنرکفه  اضابا  ،  هاچاهک پس 

با دشومیتشکیل   یآب  رنگ  ،HRP  آنزیم   سوبسترای   که 

   .گرددمی  زرد  رنگ به   تبدیل  کننده فمتوق   محلول افزودن 

  نیرشت یب  نانومتر   450  موجطول  در  شده  دیتول  یینها  محصول

ا.  دارد  را   ینور  جذب  زانیم رنگ  نتیجه  در  و    شده   دجا یشدت 

در  fT3  غلظتبا    جذب،میزان     اتورها ربلیاکو    اهنمونه  موجود 

دارد. عکس  نها  نسبت  نمونه  fT3  غلظت  یتدر  در  ها موجود 

 .گرددمحاسبه میتوسط منحنی استاندارد 
 

 تمحتویات کی

 :   (Calibrators)اکالیبراتوره ( 1

  12/ 0،  8/ 0،  4/ 0،  5/1،  0ویال کالیبراتور با غلظت های    6شامل   

 .pg/mL 20و 

ممکن است متفاوت    یدسری تول  رها در هورتبراکالی  غلظت  نکته:

د باشد مقادیر  با  مطابق  ویالو  لیبل  روی  شده  گواهی رج  و  ها 

 .شد( می باCOAمحصول )

 (fT3 Enzymeیآنزیم  نژوگهکومحلول    ( 2

(Conjugate 11 یترللیمی: 

 .با آنزیم ه نشان دار شد fT3یک ویال شامل محلول 

 :  ی تست 96پلیت  ( 3

ضد  ینتآ  حاویپلیت    یک بهشده  تثبیت  fT3بادی  همراه  که 

 بندی شده است.آلومینیومی بسته  گیر در کیسهرطوبت

غلیظ    ( 4 شستشو   20  (Wash Buffer-50X)محلول 

 یتر: لمیلی
 .فسفات بافر رده دول شلمح انتکتافیک ویال شامل سور

 :  تریلیلیم A 5/6 (Substrate A) راسوبست محلول( 5
 . (TMB)یدین نزب یلتویال محلول تترا م  یک

 : لیترمیلی B 5/6 (Substrate B) سوبستراول محل ( 6
 .(H2O2)ویال محلول هیدروژن پراکساید  یک

متوقف  ( 7   12 (Stop Solution) کنندهمحلول 

 : لیترمیلی

 .شنکاکننده وحاوی محلول متوقف ویال یک

ی  محلول کنترل   ( 8 یک    :(Control Level 1)  کسطح 

 .یتریلیلیم  0/ 5 ویال

 یک   :(Control Level 2)  ودسطح    لکنتر  محلول  ( 9

 .یتریلیلیم  0/ 5 ویال

 . ورق کی :توص پلیمخصب چسرب ( 10

اجز:  1توجه کیتکلیه  دمای  ای  سانتی  8تا    2  در  گراد درجه 

شود. متوقف نگهداری  میمحلول  را  دکننده  دمایتوان   اتاق   ر 

 نگهداری کرد.

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

 
 

 مواد و وسایل مورد نیاز تأمین نشده در کیت: 

دس1 دارای    گرخوانش  تگاه (    نانومتر   630و    450فیلتر  پلیت 

 .  )فیلتر مرجع(

 .یبره ( سمپلر کال2

 طر دیونیزه.ب مق( آ3

 

 موارد احتیاط در استفاده از کیت

تست انجام  برای  کیت  محیطاین  در  تشخیصی    های های 

دارد. کاربرد  منشا  آزمایشگاهی  کیت  انسانی    ءمحتویات  سرم 

ازداشت و  عدم  ه  آ   HBsAgوجود  نظر  های بادی یتنو 

  اند، اما از آنجا که هیچ روشی شده کنترل    HCVو     HIV1/2ضد

یید نماید، أموارد را تبودن این  منفی    تواندصد نمی درر صدوطبه

مراقبت کیت،  از  استفاده  هنگام  است  لازم  لازم  بنابراین  به های 

 ده شود.عمل آور

درم • شده  تعبیه  کی   حتویات  استفااین  برای  در  ت   نهمیده 

از    بوده   تاخس  یرس سایر سریاستفادو  با  مشترک  ها  ساخته 

 .خودداری فرمایید

به  افتیردای  رب • و  نتایج  مراحل  قیقدتر  بین  زمانی  فاصله  تر 

این فاصله زمانی نباید به گونه    .شودها رعایت  سمپلینگ چاهک

لازم به ذکر است    ( گردد.driftبه اثر دریفت )ای باشد که منجر  

د تکه  ایر  مراحل  ن مامی  حکتن  دت  میاه  ز ئاه  نمایید  است.  قت 

 ها نزدیک به ته چاهک ریخته شوند.حلولم

تباه  آمدن نتایج اش  د اند باعث بوجووتمی  ب مناسشستشوی نا •

 .در آزمایش شود

فاده ها تا زمان انقضاء کیت پایدار هستند. از استکلیه محلول •

محلول تااز  که  آن هایی  انقضاء  گذریخ  داری  دخو  استشته  ها 

 ید.نمای

 

 هیه نمونه ها و تجمع آوری 

 هکد  باشانسانی می  سرمین آزمایش  ا  درنمونه مورد استفاده   •

لخت  شده  ه هیتی  رگهایس  نوخ  از از  بعد  سرم  شدن  و    ل مکاه 

ا ناشت.  گرددمینی جدا  وخهای  لولقه( از س دقی   60  تا  30)  ونخ

بهبو فرد  نمونه  دن  نتایج  هنگام  درستی  در  آمده بهگیری  دست 

خوارگذتأثی الامکان      د.بود  هار  نمونهحتی    ک، یکتریا  یهااز 

   .دیاستفاده نکن زیهمولو  کیمیپل
  ها نمونه.  بسته انجام شود  های درلهواید در لسرم ب  یدارهگن •

در 1تا   اتاقدمر  وز  د  7ا  تو    ای  در  ه درج  8تا    2مای  روز 

مینگهداربل  اق  دگراسانتی برای  استف  صورت  ردو    باشدی  اده 

تا  )تر  زمان طولانیمدت   دما   (وزر  30حداکثر  درجه    -20  یدر 

ا هنه. از منجمد و ذوب کردن مکرر نموشوندگهداری  نگراد  تیسان

 .کنید اریددخو

 

 ها محلولزی اماده سآ

با   را  (50X)  وشتشس  ویال محلولحجم  کل    :محلول شستشو

حجم  دیونیزه   رقطم  بآ  ر تیلمیلی  980   لیتر یمیل  1000  به 

آماده انیدبرس محلول  دمای    .  در  سا  8ا  ت  2شده  اد رگنتیدرجه 

م  .کنید  یارنگهد در  رسوب  مشاهده  صورت  شستشو،  در  حلول 

حل  تا رسوب  قرار دهید    دگراسانتی   درجه  37  یرمارا در بن  آن

  ف مصر  از  ،شستشو  محلول  در  کدورت  مشاهده   صورتدر    شود.

 .کنید یر اخودد آن

ازقب  :استرسوب  محلول استفاده  شروع  از  حجم   ل  کل  کیت، 

رو)  B  رنگزامحلول   را  ویال  ویال )   A  رنگزا محلول  داخل  شن( 

م  ره(تی پایان  تا  تست  انجام  برای  و  نمایید  کیتخالی   صرف 

رنگ    .دنماییاستفاده   مشاهده  صورت  و  در  کدوآبی  ر  د  تریا 

 فرمایید. ریدداآن خوف محلول رنگزا، از مصر

 

 مراحل انجام تست 

که    قبل شوید  مطمئن  آزمایش  شروع  ااز    و   یتک  اءزجتمام 

دمبها  نمونه )ه  اتاق  سانتی  28  تا  22ای  رسیده درجه   .دانگراد( 

 هبار سر و ت  5با    ا راه و نمونه  ها،کنترلورلیبراتهای کاویال  یهکل

 نمایید.یکنواخت  آرامیبه کردن

نموده   را جدا  آزمایشم  نجامورد نیاز برای ای  هاکهاچ  دداتع  (1

مانده چاهکو   باقی  ه  های  رطبه  گیر  مراه    سه کیدر  وبت 

درجه    2-8در دمای    و  ببندیدرا  آن    درب  ار داده،قرمینیومی  ولآ

  .ماییدهداری نراد نگانتی گس

از    50  حجم  (2 های نمونه  و  ها،کنترلکالیبراتورهامیکرولیتر 

  شود پیشنهاد میهای مورد نظر بریزید.  کهاخل چارا در د  بیمار

یا   نمونه  هر  در    کیت()دوپلی  دوتایی  صورتبه  اتور کالیبراز 

 .شود ه استفاد هاآن نوری جذب میانگین از و شودته ها ریخک هچا

حجم3 تمامی  آنزیمی    نژوگه وکمحلول  میکرولیتر    100  (  به 

روی سطح می ه به آراثانی 20  -30یت را  پل .دیاضافه کن هاچاهک 

 .تکان دهیدمیز 

  .دقیقه در دمای اتاق انکوبه نمایید 60پلیت را به مدت  ( 4

ن پلیت و  نه کرداروو دستی با    شدر رو  را  هاچاهک   حتویاتم  (5

  .ییدتخلیه نما کاملاًه کردن در روش دستگاهی با آسپیر

را  چاهک (  6 مرتبه  مرتب  3ها  هر  و  محلول می  300با  ه    کرولیتر 

مطالعه  هامحلولسازی  آماده   بخش)  شده ده  آما  یشوتشس  را 

 درود  شمی  می انجادست  تصوربهگر شستشو  ا  .بشویید  بفرمایید(

http://www.tinapajoohan.com/
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ی بر  آرامبه  را  پلیت تخلیه کامل مایعات،    منظوربه  ی شستشوتهانا

   گیر بزنید.روی دستمال رطوبت 

 

ا  100م  حج  (7 سوبستراز  میکرولیتر  شده آماد  یمحلول  ه  ب)  ه 

آم سازابخش  شوهلولمح  یده  مراجعه  چاهک  ( دا  اضافه  به  ها 

  15ت  مد  . سپس پلیت را بهپلیت بپوشانیدچسب  برنمایید و با  

  ت تکان دادن پلی  از.  ه نماییدکی انکوباریق و تتاای امدر  ده  دقیق

 خودداری فرمایید. ین مرحلهدر ا

  دست   به  2  از  کمتر  براتوریکال  جذب  زانی م  نیشتریب  اگر :  توجه

  10  مدت  به   را   سوبسترا    محلول   ون یانکوباس  انزم  دیتوانیم  آمد،

 .دیده شیافزا قهیدق

  ها اضافه هکچا  به   دهکننقفومتمیکرولیتر محلول    50  حجم(  8

 آرامی تکان دهید. ثانیه به 15-20موده و به مدت ن

 در زمان  نانومتر   450ها را در طول موج  جذب نوری چاهک  ( 9

م  زا)  بخوانیدقیقه  د  15ز  اکمتر    630تا    620انس  ررف   جوطول 

غلظت .(نماییداستفاده   روش  محاسبه  نیز    Point to Point  به 

 زانیمد.  ست ارجحیت دارن تای  رد  4PLش  قابل اجرا است اما رو

  ر یز  در  نمونه   عنوانبه  ت یک  نیا  یبراتورهایکال  نمودار  و  جذب

روش   .است  شده   آورده  از  استفاده  صورت   غلظت  4PLدر 

در   (pg/mL  0.01ل  عنوان مثا)به وچککعددی ا ر Aکالیبراتور 

 گیرد.ب نظر

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 نهمچنی  و  ارهاتوکالیبر   از   آمده   دست به  نوری  جذب  :نکته

  آزمایشگاهی   هر  در  و  شده  ذکر  ثال م  عنوانبه  فقط  ق فو  منحنی

 .گردد مترسی دیجدی منحنی باید آزمایش همرتب هر در

 

 مقادیر مورد انتظار

ر برای این تست را  د انتظادیر مورقام   ، کیته  دنکنشرکت تولید

آنالیت ه است. اگرچه، این مقادیر برای  قرار زیر مشخص کردبه  

 گردد. تعیینط آزمایشگاه توسید با رظند مور

 

 

 کنترل کیفی  پارامترهای
 

 Intra – Assay 
سه    از  حاصل  جینتا  تکرارپذیریابی  ارزی  با  ستیتدرون قتد

بار   20)  کاری  یک نوبت  در  متفاوتهای  غلظتبا    سرمی  نمونه

  ش یآزما  نیا  در  رشیذپ  اریمع  .دیدگر  بررسی  (تکرار

CV˂10% است. 

 

 

 
 

Inter – Assay 
بین سه از    حاصلنتایج    پذیریتجدید  رزیابیابا    تستیدقت 

متفاوتلظتغ  با  سرمینمونه   هر  )  کاری  نوبت  چهار  در  های 

  نیا  در  رشیپذ  اریمع  .گردید  بررسی  ( تکرار  راب  پنجبت  ون

 .است CV˂10% شی آزما

 

 

 

 
Recovery 

ن  تتس  در این ترکیب    با یکدیگرساوی  مبت  نسبه  ه سرم ونمدو 

و   نبهشده  یک  مقدارعنوان  اندازه   fT3  مونه،  آن  گیری شد.  در 

 .است Bias˂10% شیآزما  نیا در رشیپذ اریمع

 

 

 

 

 

 
 

 
Linearity 

  یسرم برا  مونهنف  تلمخ  یها ترقر  د  fT3  تظ، غلتتس  ر ایند

کی دبو  تعیین خطی  اندازه ن   نیا  در  رشیپذ  اریمع   .گیری شدت 

 .است Bias˂10% شی ماآز

 

 

 

 
Cross Reactivity 

آزمایش   این  اتمخهای  ظتغل  کردن  هافاضبا  اختصاصیت   زلفی 

بهخلدام  دموا م سرم  هگر    ش کنوا  .تگرفار  قر  جشنس  درو، 

بتم نیرگدازه نا  اقاطع  بهداخلم  ده ما  زودبین   تسبی    دوز  هگر 

fT3 دیابی شزار ار جذبدهمان مق یبرا زیان دمور. 

 

Analyte 
Cross 

Reactivity 
Conc. 

L-T3 1  

L-T4 <0.0002 10 µg/mL 
Iodothyrosine <0.0001 10 µg/mL 

Diiodothyrosine <0.0001 10µg/mL 
Diiodothyronine <0.0001 10µg/mL 
Phenylbutazone <0.0001 10µg/mL 
Sodiumsalicylate <0.0001 10µg/mL 

 
Sensitivity 

  فر و سه برابر انحرافر صتویبراب کالجذ  یانگینمجمع  بر اساس  

 pg/mL  0 /1  تاین کیتشخیص در    لقاب  ت غلظ  حداقلیار،  عم

   .باشدمی

 
Stability 

Accelerated Stability Test  :مدت   به  تیک  پایداری  بررسی  

   .ادگرینتسا درجه 37 یدما در فتهه 4

In Use Stability Test  :زبا  از  پس  تیک  پایداری  بررسی  

  درجه   4  یدما  در  هفته   8  دتم  به  ،هامحلول  بدر  کردن

 .گرادیسانت

Shelf Stability Test  :مدت   به  تیک  عدد  8  پایداری  یبررس  

  ره  صورتهب  نتایج  ارزیابی  و   گرادیسانت  درجه  4  یدما  در  سال  2

  .باشدمی بار کی ماه  سه

 

  وردم  تیک  که  دهدی نشان م  یداریاپ  یبررس  لفلعات مختمطا

در   رشیپذ  اریمع  .است  دار یپا  شده مشخص   یها زمان   در  نظر

  20  ازکمتر    نتایج  تغییر  ،یداریپا  ن ییه تعب  مربوط  یهاش ی آزما

  .استدرصد 
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تیبانی شرکت  ش پشبخبا    مشکل  هنوهرگدر صورت بروز  

 تینا پژوهان آروین تماس حاصل فرمایید.

دستگاهتوجه:   از  پروسسواهچنانچه  الایزا  استفاده ی  ر 

میمی تنظیکنید،  شرکت توانید  از  را  خود  دستگاه  مات 

 .نمایید تدریاف

 

Serum sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean fT3 (pg/mL) 1.01 3.9 6.7 

SD (pg/mL) 0.06 0.22 0.35 

CV (%) 5.9 5.6 5.2 

 

Serum sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean fT3 (pg/mL) 1.17 4.21 7.1 

SD (pg/mL) 0.06 0.21 0.33 

C.V. (%) 5.1 5 4.6 

 

No. 
Sample 

(pg/mL) 

1/2 1/4 1/8 

% Bias 

1 7.2 2.8 -2.9 3.2 

2 8.4 -1.5 3.1 -0.8 

3 9.1 -1.2 -2.8 -3.4 

 

 

No. 
Sample 

(pg/mL) 

Added 

(pg/mL) 

Exp. 

(pg/mL) 

Obs. 

(pg/mL) 
% Rec 

1 1.3 6.8 4.05 4.63 114.3 

2 4.7 1.6 3.15 3.06 97.1 

3 7.9 3.7 5.8 5.64 97.2 

 

Calibrators 
Well 

Number 
Abs. 

Mean 
Abs 

Conc. 
(pg/mL) 

Cal. A 
A1 2.770 

2.796 0 
B1 2.822 

Cal. B 
C1 2.364 

2.375 1.5 
D1 2.386 

Cal. C 
E1 1.858 

1.870 4 
F1 1.882 

Cal. D 
G1 19.21  

1.236 8 
H1 1.253 

Cal. E 
A2 0.871 

0.897 12 
B2 0.923 

Cal. F 
C2 0.462 

0.490 20 
D2 0.518 

 

Normal Range (pg/mL) 

< 1.7 Less than Normal 

≥ 1.7 – 4.2 ≥ Normal 

4.2   <  More than Normal 

1.8 – 4.2 Pregnancy 
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