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  راهنمای کیت

 Free T3  

 مقدمه:

می) ما  ( و آبواوTBPAپاره آبواومی)    ، TBG% آن در خون به وسیله پروتئینهای حامل که شاامل  99.7از غده تیروئید ترشح شده و حدود  T3هورمون 

که دارای  است به صورت آزاد و غیر متصل به پروتئینها م  باشد و در واقع همی) شکل آزاد هورمون T3درصد از  0.3باشند، حمل م  گردد و در حدود 

عیای) تدر خاون یاک م ادار مها  در   T3در سوخت و ساز سالوب  و رشاد و تمااید بادن ماوتر اسات، بناا بارای) م ادار  T3فعابیت بیوبوژیک است. هورمون 

 -رف داروهاا ملگ  و مصاوضعیت تیروئید و متابوبیس  بدن م  باشد، اما به علت تغییر غلظت پروتئینهای حامل در بسیاری از تغییارات کلینیکا  مادناد حاا

 Free T3کل دچار تغییرات کاذب م  شود در حابیکاه م ادار  T3مصرف فن  توئی) و آددروژدها،  –استروژن درماد   –مصرف قرصهای ضد بارداری 

وه در بعضا  از   دهاد. باه عااکل دشان ما T3ارتواط قابل اعتمادتری با وضعیت کلینیک  بیمار در م ایسه با  Free T3تابت است. بنابر ای) اددازه گیری 

 باشد. رتشخیص کمک کننده م د Free T3در حد درمال م  باشد تعیی) م دار   Free T4پایی) و  TSHافراد موتا به هیپر تیروئیدیس   که م دار 

 کاربرد باليني آزمايش:

تادویه( و سه ماهه  ولا م  رود و در موارد هیپو تیروئیدیس   اوبیه با Free T3سندروم م اوم محیط ، م دار  –توکسیکوز  T3 -در موارد هیپر تیروئیدیس   
 پایی) م  آید.  Free T3سوم بارداری م دار 

 محدوده طبيعی:

 زمایشگاه م ادیردر سرم افراد طویع  که توسط تستهای مکرر الایدا بدست آمده ب رار زیر م  باشد وب  پیشنهاد م  گردد که هر آ FREE T3م ادیر درمال 

 درمال خود را بدست آورد:

  

 pg/mlميانگين محدوده طبيعي  pg/mlمحدوده طبيعي 

4.4- 1.9 3.2 

 

 اساس آزمايش :

 استاددارد ها میشودد.  T3 , Coatم  باشد. در ای) روش چاهکها توسط آدت  بادی منوکلودال بر علیه یک واحد آدت  ژدیک رقابت  اساس ای) کیت به روش 

 و سپس محلول اس  بافر شده در چاهکها مجاور م  شود  Coatا آدت  بادی دموده بیماران بو

(assay buffer)  و پس از ادکوباسیونT3  متصل بهHRP  (به چاهکها اضافه میشودد که ایT3  کنژوگه باT3  دتا  باادی آموجود در دموده در اتصال باه

ده متصل م  شکنژوگه کمتری به آدت  بادی های کوت  T3در دموده بیشتر باشد م دار  T3 های کوت شده در چاهکها رقابت م  کند.بنابرای) هر چه م دار

کناد کاه  و کروموژن است به داخل چاهکها ریخته میشود و توبید ردگ آب  م  H2O2در ادامه پس از شستشو ، محلول ردگدا که حاوی   گردد وبابعکس.

میشود کاه  با افدودن محلول متوقف کننده ردگ آب  به زرد تودیل  ر دموده ها متناسب است.موجود د T3غلظت با  به صورت معکوسردگ آب  توبید شده 
 دادومتر دارد. 450بهتری) جذب دوری را در طول موج 

 ماده سازي نمونه :آ  جمع آوري و 

 30د اکثر تا حدگهداري شود   -20دریخچال و ه  استفاده کرد و براي مدت طولادي تر  EDTAدموده سرم ارجح است وبي از پاسماي هپارینه یا همراه با 

 روز(. از فرید و ذوب کردن دموده باید اجتناب کرد.

     واکنش تداخلی:

 داروها و اسیدهای چرب آزاد تداخل ایجاد م  کنند.

 محتويات کيت :

 چاهک 96( دارای T3  Anti -T3 coated Plateیک عدد پلیت حاوی چاهکهای پوشش داده شده با آدت  بادی ضد  -1

تار ما  میلا  بی 1که هر ویاال محتاوی  20، 10، 5، 2.5، 1 صفر،  pg/mlویال استاددارد دارای غلظت های  6:  (Standard Set)سری استاددارد  -2

 باشد.

 میل  بیتر سرم کنترل با غلظت مشخص دوشته شده روی برچسب ویال 1: یک ویال حاوی  (Control Serum)سرم کنترل   -3
تری) استاددارد میل  بیتر برای رقیق کردن دموده هائ  که غلظت بالاتری از بالا 1: یک ویال حاوی  (Sample Diluent)ه دموده ها محلول رقیق کنند -4

 کیت را دارا م  باشند.

 . HRPکنژوکه شده با  T3 میل  بیتر محلول حاوی  6( : یک ویال حاوی Enzyme Conjugate (محلول آددی  کنژوگه  -5

 میل  بیتر محلول. 6: یک ویال حاوی  (Assay Buffer) محلول اس  بافر -6

رف ( که برای تهیه محلول شستشوی آماده مصX 25میل  بیتر محلول شستشوی غلیظ   40: یک ویال حاوی   (Washing Solution)محلول شستشو  -7

 با آب م طر رقیق کنید. 25/1م دار لازم از محلول شستشوی غلیظ را به دسوت 

 میل  بیتر و آماده برای مصرف. 12: یک ویال محتوی   (Chromogen Substrate)محلول ردگدا -8

 میل  بیتر. 12:یک ویال محتوی  (Stop Solution)محلول متوقف کننده  -9

 (Card Board Sealer)بر چسب مخصوص پلیت  -10

 مواد و وسايل مورد نياز که در کيت موجود نمی باشد:

 به عنوان فیلتر رفرادس. 630دادومتر ودر صورت امکان  450دارای فیلتر  (Eliza Reader)دستگاه خوادش الایدا  -1
 میکروبیتر دقیق 100و  50سمپلر های  -2

 آب م طر  -3

 نكات قابل ذكر براي مصرف كنندگان :
 محتویات ای) كیت براي مصرف در همی) كیت مي باشد .   -1

 خودداري دمائید . از مخلوط كردن محتویات كیتها باشماره ساختهاي مختلف جدا"   -2
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  ای کیتراهنم

 Free T3  

جهت احتیاط  كنترل  گردیده ادد و فاقد ای) عوامل مي باشند . HIV,HCV, HBs AGكلیه مواد موجود در كیت كه منشاء سرمي داردد از دظر وجود     -3

 بهتراست هر کاربري كه با كیت كار مي كند از تماس مست ی  با مواد بپرهیدد .

 توضيحات عمومي:

 آزمایش تمام مواد و دموده ها را به درجه حرارت اتاق رسادده و به خوبي تكان دهید تا كاما" یكنواخت شودد.  قول از شروع مراحل -1
 بهتراست به محض شروع آزمایش كلیه مراحل بدون توقف ادجام پذیردد . -2

 ازدوك سمپلر یك بار مصرف براي هر دموده استفاده كنید . -3

 وري چاهكها حداكثر تا دی  ساعت قابل قرائت مي باشد .دافدودن محلول متوقف كننده ، جذب پس از  -4

 براي كسب دتایج مطلوب باید شستشوي چاهكها بصورت كامل صورت گرفته وآخری) قطرات پس از شستشو از چاهكها تخلیه شودد . -5

ماام ماواد و تگردد قوال از شاروع آزماایش  از مهمتری) فاكتورها در حصول دتیجه مطلوب ، زمان ادكو باسیون مناسب مي باشد ، بنابرای) پیشنهاد مي -6

ی تري اعث دتایج دقمحلوبهاي مورد دیازرا آماده دموده و درب محلوبهاي مورد دیاز را باز كنید ، ای) عمل با كاهش فاصله زمادي بی) مراحل سمپلینگ ب

 میشود.

 طول دیادجامد .دقی ه به 5اشد وزمان ریخت) دموده ها پیش ازبهتر است كه حج  ادجام تست محدود ب  -7

 مراحل انجام آزمايش :

 ا بوندید .رتعداد چاهكهاي مورد دظر را ادتخاب دموده و باقي چاهكها را به همراه دمگیر درون كیسه مخصوص دگهداري پلیت قرار داده و درب آن  -1

دهید تا محتویات آن  تادیه تكان 15به آرامي به مدت  میكروبیتر از هر استاددارد ، سرم كنترل و دموده را به داخل هر چاهك بریدید ، سپس  پلیت را 50 -2
 دموداه را در وبخوبي مخلوط شودد ، پیشنهاد مي گردد كه از استادداردها و دموده هاا باه صاورت داپلیكیات اساتفاده شاود بادی) معناي كاه هار اساتاددارد 

را باه  (Assay buffer) میكروبیتر محلول اس  باافر 50سپس  دده كنیدوچاهك بریدید و در ادتها از میادگی) جذب دوري آدها براي محاسوه دتایج استفا

خصاوص تادیه پلیت را تکان دهید تا محتویات چاهکها خوب مخلوط شودد و آدگااه درب چاهکهاا را باا بار چساب م 15داخل هر چاهک بریدید وبرای 

 درجه( ادكوبه دمائید. 22-28دقی ه در درجه حرارت اتاق  30پلیت پوشادده و چاهكها را به مدت 

تادیه  15ای آددی  کوددوگه به هرچاهك اضافه دمائید وبر   (Enzyme Conjugate)میکرو بیترمحلول 50 دبدون اینکه چاهکها را شستشو دهی درادامه -3

دقی ه  30ت پلیت را تکان دهید تا محتویات چاهکها خوب مخلوط شودد و آدگاه درب چاهکها را با بر چسب مخصوص پلیت پوشادده و چاهكها را به مد

 كوبه دمائید. درجه( اد 22-28در درجه حرارت اتاق 

ساتفاده دماود اكادابه  8بار با محلول شستشوي آماده مصرف بشوئید   براي شستشو مي توان از سمپلر  5محتویات چاهكها را خابي كرده و چاهكها را  -4

ر هر دفعه دیش گردد(. وبي باید مواظب بود كه محلول شستشو از یك چاهك به چاهك دیگر وارد دشود زیرا مي توادد موجب ایجاد خطا در دتیجه آزما

ا كاغاذ میكروبیتر محلول شستشو در هر چاهك ریخته و سپس چاهك ها را درحابت واروده و با ضربات مای  بر روي یك پارچه ی 300شستشو حدود 

 دمگیر بكوبید تا قطرات اضافي محلول شستشو خارج شودد.

و  دقی اه در درجاه حارارت اتااق 15ك اضاافه دمائیاد و چاهكهاا را باه مادت باه هرچاها (Chromogen – Substrate)میكروبیتر محلول ردگدا  100 -5
 درتاریكي ادكوبه دمائید .

سنجش جاذب  به هرچاهك ادامه واكنشهاي آددیمي را متوقف دمائید . براي   (Stop Solution )میكروبیتر محلول متوقف كننده  100با اضافه كردن  -6

 س استفاده گردد.(به عنوان فیلتر رفراد  nm 630استفاده دمائید .  توصیه مي شود از فیلتر nm 450  یلتر دوري هرچاهك از دستگاه الایدا ریدر با ف

 

 شرايط نگهداري فرآورده تشخيصی:

 دگهداري شود .                    ' 4Cمي باشد و بهتراست كه در    'C 8-2دماي دگهداري كیت بی)  -1

ی) مدت اد ودر ماه پایدار مي باش 12ري صحیح تا ای) كیت درصورت رعایت موارد  دگهدا   accelerate , Full Termبا توجه به ادجام تست هاي  -2

                 شد .با توجه به آزمایشات ادجام شده در صورت باز دمودن کیت یک ماه پایدار م  بادرصد كارایي اوبیه را داراست.   90كیت حاضر بالاي 

 پلیت همراه با دمگیر دگهداري دمائید . چاهكها را در كیسه مخصوص -3

 درصورت بازشدن درب كیت و محلول ها تازمادي كه آبودگي میكروبي و قارچي رخ ددهد كیت پایدار خواهند بود. توجه: -4

 محاسبه نتايج :
 630nmفیلتر رفرادس م ابل و در صورت امکان در  450nmدر طول موج  Eliza Readerجذب دوری استاددارد ها و دموده ها را به کمک دستگاه  -1

 بخوادید.

ستادداردها را ارس  کنید ،به ای) صورت که جذب دوری  Point To Pointبا استفاده از میادگی) جذب دوری استاددارد ها و غلظت معلوم آدها دموداری  -2

در ادامه برای هر استاددارد بدست آورید ، برده و د طه تاق  غلظت و جذب دوری را  (X)و غلظت آدها را روی محور اف   (Y)روی محور عمودی 

 د اط بدست آمده را به یکدیگر وصل دمائید تا منحن  بدست آید.

وصال  میادگی) جذب دوری برای هر دموده را بدست آورده و روی محور عمودی جای آن را پیدا کنید ، سپس د طه مذکور را توسط خط  باه منحنا  -3

 ، د طه تاق  ر عمودی عمود باشد و در ادامه از محل تاق  خط و منحن  ،خط  عمود بر محور اف   وارد کنیدخط کاما بر محودمائید بطوریکه ای) 

 ای) خط با محور اف   م دار غلظت را دشان خواهد داد.
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  ای کیتراهنم

 Free T3  
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 ماید.رس  دجذب های دوری و منحن  مربوط ف ط به عنوان دموده م  باشند و هر آزمایشگاه در هر دفعه ادجام آزمایش باید منحن  جدیدی  توجه :

 شاخصهاي اجرائي:
 

 حداقل م دار قابل اددازه گیري : -1

ماي  pg/ml 0.5 قابال تشاخیص در ایا) كیات FREE T3حاداقل غلظات  (SD)سه برابر ادحراف معیار  منهایساس جذب دوري استاددارد صفر وبرا

 .باشد

 ریكاوري آزمایش : -2

 ه بعدفحصافدوده شد و ریكاوري آدها محاسوه گردید كه دتایج آن در جدول   FREE T3سرم با غلظتهاي مشخص  4به   FREE T3م ادیر معلومي از

 ت.آمده اس

 جدول ریكاوري :

 

 دموده
 FREE T3م دار 

 ((pg/mlموجود درسرم 

م دار افدوده شده 

FREE T3 

(pg/ml) 

 م دار مورد ادتظار

(pg/ml) 

 م دار بدست آمده

(pg/ml) 

 ریكاوري

(%) 

1 0.6 1 0.8 0.7 87 

1 0.6 3 1.8 2.1 116 

1 0.6 7 3.8 4.1 107 

2 1.4 1 1.2 1.1 91 

2 1.4 3 2.1 2.3 109 

2 1.4 7 4.2 4.0 95 

3 3.6 1 2.3 1.95 84 

3 3.6 3 3.3 3 90 

3 3.6 7 5.3 5.1 96 

4 6.7 1 3.85 3.45 89 

4 6.7 3 4.85 4.6 94 

4 6.7 7 6.85 6.2 90 

 
 دقت آزمایش : -3

ر سري اسي   همخوادي غلظت مشخص ازیك دموده د -اسي   همخوادي غلظت مشخص از یك دموده در یك  سري آزمایش ( و اینتر -آزمایشهاي اینترا

 آمده است . 2و1ادجام گردید كه در جداول   FREE T3استاددارد با غلظتهاي مختلف  4آزمایشهاي مختلف ( بااستفاده از

 

 اسي ( -  اینترا 1جدول شماره 

 

 %pg/ml SDpg/ml CVمیادگی)  تعداد دفعات تكرار دموده

1 12 0 0.167 8.1 

2 12 1.0 0.125 8.3 

3 12 2.5 0.24 6.8 

4 12 5.0 0.08 9.0 

 

 

 

 

OD 

450/630 

استانداردها 

Pg/ml 

2.3 0 St 1 

1.6 1.0 St 2 

1.1 2.5 St 3 

0.52 5.0 St 4 

0.4 10 St 5 

0.2 20 St 6 
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  ای کیتراهنم

 Free T3  

 اسي (  -  اینتر 2جدول شماره 

 

  %pg/ml SD pg/ml CVمیادگی)  تعداد دفعات تكرار دموده

1 5 0 0.155 7.7 

2 5 1.0 0.112 6.5 

3 5 2.5 0.90 5.1 

4 5 5.0 0.27 8.6 

 

 .ادجام شده است   Duplicateهرسري آزمایش بصورت 

 
 اختصاصیت آزمایش : -4

  ,Diiodothyrosine,  ,L-Thyroxine, Phenylbutazone اختصاصیت ای) آزمایش به كمك سرمهایي با غلظتهاي مختلف

Diiodothyronine ,Iodothyrosine   جهت بررسي واكنشهاي مت اطع باFREE T3  . بررسي شد كه دتایج آن در جدول زیر آمده است 

 

 نش مت اطع ( :جدول اختصاصیت   واك
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 (µg/ml)غلظت آدابیت
 FREE ( pg/ml)غلظت ظاهري 

T3 

Iodothyrosine 10 <0.5 

Diiodothyrosine 10 <0.5 

Diiodothyronine 10 <0.5 

L-Thyroxine 10 <0.5 

Phenylbutazone 10 <0.5 


