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 T3 راهنمای کیت

 مقدمه:

T3   دالتون است و درخون با اتصالات ضعیف به پروتئین هاي حامل پلاسما مثل  151از غده تیروئید ترشح مي شود ، وزن مولکولي آنTBG  وپره آلبومین

(TBPA)  و آلبومین وصل مي شود.مقدارT3   در خون خیلي کمتر ازT4  میباشد.حلالیت کمT3 درصد به پروتئین  5...ود سبب مي شود تا بخش عمده آن يعني حد

 ذر سوخت و ساز سلولي بسیار موثر بوده و در رشد بدن و همینطور رشد و تمايز اندام هاي جنسي نقش اساسي دارد.  T3هاي حامل متصل گردد.

،  T3کنترل مي شود. نیمه عمر مترشحه از هیپوتالاموس  TRHتوسط  TSHکنترل مي شود که خود  (TSH)با مکانیسم فیدبک منفي توسط تیروتروپین T3تولید 

در کبد به فرم هاي سولفاته گلوگورونه کنژوگه مي شوندکه اين کنژوگه ها داخل صفرا شده و به روده مي روند. هورمونهاي   T4 و T3ساعت است.  03-42

را روي آمینو اسید تیروزين مولکول    Iodineل کرده و سپس تبدي Iodineئي را به اشوند. سلول هاي تیروئید يد پلاسمتیروئیدي هیدرولیز شده بعدها دوباره جذب می

-0مي شودکه از لحاظ بیولوژيک غیر فعالند.ترکیب دو مولکول  (MIT,DIT)قرار مي دهندکه منجر به ساخته شدن  5و0تیرو گلوبولین در موقعیت هاي 

 را مي سازد.   T3دي يدوتیروزين  -5و0منويدوتیروزين و 

 ش:کاربرد باليني آزماي

تواما بالاست ولي در بعضي موارد مثل  T4و T3جهت تائید علائم بالیني موجود در هیپرتیروئیديسم کمک مي کند .در اکثر موارد هیپرتیروئیدي میزان  T3سنجش 

Tirotoxicosis  غلظتT3  به تنهائي بالا بوده در حاالي کاهT4 وTBG مار، میازان نرماال هساتند.در نادول هااي تیروئیاد و آدناوم توکسایک پلاT3  باالا میارود. در

 پائین مي آيد و در گواتر به علت کمبود يد نیز میزان آن کاهش مي يابد.   T3هیپرتیروئیديسم پیشرفته غالبا میزان 

 محدوده طبيعی:

دد که هر آزمايشگاه مقاادير نرماال خاود را در سرم افراد طبیعی که توسط تستهای مکرر الايزا بدست آمده بقرار زير می باشد ولی پیشنهاد می گر T3مقادير نرمال 

 بدست آورد:

 ng/mlميانگين محدوده طبيعي  ng/mlمحدوده طبيعي 

4.1- 3.5 1.0 

 اساس آزمايش :

رد ها ونموناه میشوند. استاندا  T3 , Coatاساس اين کیت به روش رقابتی می باشد. در اين روش چاهکها توسط آنتی بادی منوکلونال بر علیه يک واحد آنتی ژنیک 

به چاهکها اضافه میشوند که  T3اسی بافرو پس از انکوباسیون کنژوگه  (assay buffer)شده در چاهکها مجاور می شود و سپس محلول  Coatبیماران با آنتی بادی 

 T3در نمونه بیشاتر باشاد مقادار  T3هر چه مقدار موجود در نمونه در اتصال به آنتی بادی های کوت شده در چاهکها رقابت می کند.بنابراين T3کنژوگه با  T3اين 

و کروماوژن اسات باه داخال  H2O2کنژوگه کمتری به آنتی بادی های کوت شده متصال مای گاردد وباالعکس.  در اداماه پاس از شستشاو ، محلاول رنگازا کاه حااوی 

موجود در نمونه ها متناسب است.  با افزودن محلول متوقف  T3لظت چاهکها ريخته میشود و تولید رنگ آبی می کند که رنگ آبی تولید شده به صورت معکوس با غ

 نانومتر دارد. 253کننده رنگ آبی به زرد تبديل میشود که بهترين جذب نوری را در طول موج 

 جمع آوري و آْماده سازي نمونه :

روز در دماي اتاا   وياا باراي  7خیلی پايداراست و مي تواند به مدت  T3هم استفاده کرد ،سرم  EDTAنمونه سرم ارجح است ولي از پلاسماي هپارينه يا همراه با 

 روز(. از فريز و ذوب کردن نمونه بايد اجتناب کرد. 03نگهداري شود) حد اکثر تا  -43مدت طولاني تر دريخچال و 

 واکنش تداخلی:

  مثل فنی توئین و کاربامازين پائین اپی لپسی ها)ضد صرع ها( هستند وآنتی T3داروهای آمیودارون ، آسپرين ، دانازول ، پروپرانولول بالا برنده 

 آورنده اند.

 محتويات کيت :

 چاهک 1.( دارای Anti -T3 coated Plate) T3يک عدد پلیت حاوی چاهکهای پوشش داده شده با آنتی بادی ضد  -1

 میلی لیتر می باشد. 1که هر ويال محتوی  8، 2، 4، 1، 3.5صفر،   ng/mlويال استاندارد دارای غلظت های  1:  (Standard Set)سری استاندارد  -4

 میلی لیتر سرم کنترل با غلظت مشخص نوشته شده روی برچسب ويال 1: يک ويال حاوی  (Control Serum)سرم کنترل   -0

ظت بالاتری از بالاترين استاندارد کیت را میلی لیتر برای رقیق کردن نمونه هائی که غل 1: يک ويال حاوی  (Sample Diluent)محلول رقیق کننده نمونه ها  -2

 دارا می باشند.

 . HRPکنژوکه شده با  T3 میلی لیتر محلول حاوی  1( : يک ويال حاوی Enzyme Conjugate (محلول آنزيم کنژوگه  -5

 میلی لیتر محلول. 1: يک ويال حاوی  (Assay Buffer)محلول اسی بافر  -1

( که برای تهیه محلول شستشوی آماده مصار  مقادار X 45میلی لیتر محلول شستشوی غلیظ ) 23ويال حاوی  : يک  (Washing Solution)محلول شستشو  -7

 با آب مقطر رقیق کنید. 45/1لازم از محلول شستشوی غلیظ را به نسبت 

 میلی لیتر و آماده برای مصر . 14: يک ويال محتوی   (Chromogen Substrate)محلول رنگزا -8

 میلی لیتر. 14:يک ويال محتوی  (Stop Solution)محلول متوقف کننده  -.

 (Card Board Sealer)بر چسب مخصوص پلیت  -13

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

 به عنوان فیلتر رفرانس. 103نانومتر ودر صورت امکان  253دارای فیلتر  (Eliza Reader)دستگاه خوانش الايزا  -1

 ولیتر دقیقمیکر 133و  53سمپلر های  -4

 آب مقطر  -0
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 نكات قابل ذكر براي مصرف كنندگان :

 محتويات اين كیت براي مصر  در همین كیت مي باشد . -1

 از مخلوط كردن محتويات كیتها باشماره ساختهاي مختلف جدا" خودداري نمائید . -4

ده اناد و فاقاد ايان عوامال ماي باشاند . جهات احتیااط كنتارل  گرديا HIV,HCV, HBs AGكلیاه ماواد موجاود در كیات كاه منشاا  سارمي دارناد از نظار وجاود  -0

 بهتراست هر کاربري كه با كیت كار مي كند از تماس مستقیم با مواد بپرهیزد .

 توضيحات عمومي:

 قبل از شروع مراحل آزمايش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتا  رسانده و به خوبي تكان دهید تا كاملا" يكنواخت شوند.  -1

 راست به محض شروع آزمايش كلیه مراحل بدون توقف انجام پذيرند .بهت -4

 ازنوك سمپلر يك بار مصر  براي هر نمونه استفاده كنید . -0

 وري چاهكها حداكثر تا نیم ساعت قابل قرائت مي باشد .افزودن محلول متوقف كننده ، جذب نپس از  -2

 ت گرفته وآخرين قطرات پس از شستشو از چاهكها تخلیه شوند .براي كسب نتايج مطلوب بايد شستشوي چاهكها بصورت كامل صور -5

واد و محلولهااي از مهمترين فاكتورها در حصول نتیجه مطلوب ، زمان انكو باسیون مناسب مي باشد ، بنابراين پیشنهاد مي گردد قبل از شروع آزمايش تمام ما -1

 ، اين عمل با كاهش فاصله زماني بین مراحل سمپلینگ باعث نتايج دقیقتري میشود. مورد نیازرا آماده نموده و درب محلولهاي مورد نیاز را باز كنید

 دقیقه به طول نیانجامد .5اشد وزمان ريختن نمونه ها پیش ازبهتر است كه حجم انجام تست محدود ب  -7

 مراحل انجام آزمايش :

 درون كیسه مخصوص نگهداري پلیت قرار داده و درب آن را ببنديد . تعداد چاهكهاي مورد نظر را انتخاب نموده و باقي چاهكها را به همراه نمگیر -1

ثانیه تكان دهید تا محتويات آن بخوبي  15میكرولیتر از هر استاندارد ، سرم كنترل و نمونه را به داخل هر چاهك بريزيد ، سپس  پلیت را به آرامي به مدت  53 -4

مونه ها به صورت داپلیكیت استفاده شود بدين معني كه هر استاندارد و نمونه را در دوچاهك بريزيد و در مخلوط شوند ، پیشنهاد مي گردد كه از استانداردها و ن

هک بريزيد وبرای را به داخل هر چا (Assay buffer) میكرولیتر محلول اسی بافر 53سپس  دانتها از میانگین جذب نوري آنها براي محاسبه نتايج استفاده كنی

دقیقه  03ت ثانیه پلیت را تکان دهید تا محتويات چاهکها خوب مخلوط شوند و آنگاه درب چاهکها را با بر چسب مخصوص پلیت پوشانده و چاهكها را به مد 15

 درجه( انكوبه نمائید. 44-48در درجه حرارت اتا )

ثانیه پلیت را  15آنزيم کونزوگه به هرچاهك اضافه نمائید وبرای    (Enzyme Conjugate)لولمیکرو لیترمح 53 بدون اينکه چاهکها را شستشو دهید درادامه -0

دقیقاه در درجاه  03تکان دهید تا محتويات چاهکها خاوب مخلاوط شاوند و آنگااه درب چاهکهاا را باا بار چساب مخصاوص پلیات پوشاانده و چاهكهاا را باه مادت 

 درجه( انكوبه نمائید.  44-48حرارت اتا )

كاناله استفاده نمود ولاي باياد  8بار با محلول شستشوي آماده مصر  بشوئید ) براي شستشو مي توان از سمپلر  5ويات چاهكها را خالي كرده و چاهكها را محت -2

فعاه شستشاو حادود مواظب بود كه محلول شستشو از يك چاهك به چاهك ديگر وارد نشود زيرا مي تواند موجاب ايجااد خطاا در نتیجاه آزماايش گاردد(. در هار د

ا قطرات میكرولیتر محلول شستشو در هر چاهك ريخته و سپس چاهك ها را درحالت وارونه و با ضربات ملايم بر روي يك پارچه يا كاغذ نمگیر بكوبید ت 033

 اضافي محلول شستشو خارج شوند.

دقیقاه در درجاه حارارت اتاا  و درتااريكي  15چاهكهاا را باه مادت به هرچاهك اضافه نمائید و  (Chromogen – Substrate)میكرولیتر محلول رنگزا  133 -5

 انكوبه نمائید .

به هرچاهك ادامه واكنشهاي آنزيماي را متوقاف نمائیاد . باراي سانجش جاذب ناوري    (Stop Solution )میكرولیتر محلول متوقف كننده  133با اضافه كردن  -1

 به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گردد.(  nm 630اده نمائید .) توصیه مي شود از فیلتر استفnm 450  هرچاهك از دستگاه الايزا ريدر با فیلتر 

 شرايط نگهداري فرآورده تشخيصی:

 نگهداري شود .                    ' 4Cمي باشد و بهتراست كه در    'C 8-2دماي نگهداري كیت بین  -1

د ودر ايان مادت كیات مااه پايادار ماي باشا 14ري صاحیح تاا كیت درصورت رعايت موارد  نگهدا اين   accelerate , Full Termبا توجه به انجام تست هاي  -4

                 با توجه به آزمايشات انجام شده در صورت باز نمودن کیت يک ماه پايدار می باشد .اولیه را داراست. درصد كارايي   3.حاضر بالاي 

 یر نگهداري نمائید .چاهكها را در كیسه مخصوص پلیت همراه با نمگ -0

 درصورت بازشدن درب كیت و محلول ها تازماني كه آلودگي میكروبي و قارچي رخ ندهد كیت پايدار خواهند بود. توجه : -2

 

 محاسبه نتايج :

 103nmنس فیلتار رفااراو در صاورت امکاان در مقابال  253nmدر طاول ماوج  Eliza Readerجاذب ناوری اساتاندارد هاا و نموناه هاا را باه کماک دسااتگاه  -1

 بخوانید.

رسم کنید ،به اين صورت که جذب ناوری اساتانداردها را روی  Point To Pointبا استفاده از میانگین جذب نوری استاندارد ها و غلظت معلوم آنها نموداری  -4

رد بدست آوريد ،در اداماه نقااط بدسات برده و نقطه تلاقی غلظت و جذب نوری را برای هر استاندا  (X)و غلظت آنها را روی محور افقی (Y)محور عمودی 

 آمده را به يکديگر وصل نمائید تا منحنی بدست آيد.

مائیاد میانگین جذب نوری برای هر نمونه را بدست آورده و روی محور عمودی جای آن را پیدا کنیاد ، ساپس نقطاه ماذکور را توساط خطای باه منحنای وصال ن -0

د و در ادامه از محل تلاقی خط و منحنی ،خطی عمود بر محاور افقای وارد کنیاد ، نقطاه تلاقای ايان خاط باا خط کاملا بر محور عمودی عمود باشبطوريکه اين 

 محور افقی مقدار غلظت را نشان خواهد داد.
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 رسم نمايد.جذب های نوری و منحنی مربوط فقط به عنوان نمونه می باشند و هر آزمايشگاه در هر دفعه انجام آزمايش بايد منحنی جديدی  توجه :

 شاخصهاي اجرائي:

 حداقل مقدار قابل اندازه گیري : -1

 مي باشد . ng/ml 0.1 قابل تشخیص در اين كیت T3 حداقل غلظت (SD)براساس جذب نوري استاندارد صفر ومنهای سه برابر انحرا  معیار 

 دقت آزمايش : -4

اساي ) همخاواني غلظاات مشاخص ازياك نموناه در سااري  -اساي ) همخاواني غلظاات مشاخص از ياك نموناه در ياك  سااري آزماايش ( و اينتار -آزمايشاهاي اينتارا

 آمده است . 4و1يد كه در جداول انجام گرد  T3استاندارد با غلظتهاي مختلف  2آزمايشهاي مختلف ( بااستفاده از

 اسي ( -) اينترا 1جدول شماره 

 %ng/ml SDng/ml CVمیانگین  تعداد دفعات تكرار نمونه

1 14 3 3.117 8.1 

4 14 1.3 3.145 8.0 

0 14 4.3 3.42 1.8 

2 14 2.3 3.8 ..3 

 اسي (  -) اينتر 4جدول شماره 

 %ng/ml SD ng/ml CVمیانگین  تعداد دفعات تكرار نمونه

1 5 3 3.155 7.7 

4 5 1.3 3.114 1.5 

0 5 4.3 3..3 5.1 

2 5 2.3 3.47 8.1 

 انجام شده است .  Duplicateهرسري آزمايش بصورت 

 بعد آمده است .افزوده شد و ريكاوري آنها محاسبه گرديد كه نتايج آن در جدول صفحه   T3سرم با غلظتهاي مشخص  2به   T3مقادير معلومي ازريكاوري آزمايش : -0

 جدول ريكاوري :

 نمونه
 T3مقدار 

 ((ng/mlموجود درسرم 

 T3مقدار افزوده شده 

(ng/ml) 

 مقدار مورد انتظار

(ng/ml) 

 مقدار بدست آمده

(ng/ml) 

 ريكاوري

(%) 

1 3.5 1 3.75 3.7 .0 

1 3.5 2 4.45 4.1 .0 

1 3.5 8 2.45 2.1 .1 

4 1.2 1 1.1 1.1 133 

4 1.2 2 4.7 4.5 .4 

4 1.2 8 2.7 2.5 .5 

0 4.5 1 1.75 1.8 134 

0 4.5 2 0.45 0 .4 

0 4.5 8 5.45 2.75 .3 

2 0.1 1 4.0 4.15 .0 

2 0.1 2 0.8 0.1 .2 

2 0.1 8 5.8 5.4 8. 

جذب 

 نوری
 ( ng/mlاستانداردها )

2.45 0 St 1 

1.97 0.5 St 2 

1.62 1.0 St 3 

1.1 2.0 St 4 

0.66 4.0 St 5 

0.4 8.0 St 6 
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 خطي بودن آزمايش : -2

يج بر اسااس ضاريب رقات محاسابه شاد كاه درجادول زيار تهیه گرديد و نتا  T3نمونه استاندارد با غلظت مشخص از  2به كمك استاندارد صفر رقتهاي متوالي 

 نتايج آن آورده شده است .

 جدول خطي بودن :

 نمونه

موجود در  T3مقدار 

سرم رقیق نشده 

(ng/ml) 

 ريكاوري )%(

 %133 %75رقت  %53رقت  %45رقت 

1 4.3 .2 .4 131 .0 

4 2.3 .3 .8 .7 .1 

0 8.3 .. .0 .5 .4 

 

 اختصاصیت آزمايش : -5

 وDiiodothyronine   و  L-Thyroxine, Phenylbutazone و ,Diiodothyrosineصاصیت اين آزمايش به كمك سرمهايي با غلظتهاي مختلف اخت

Iodothyrosine   جهت بررسي واكنشهاي متقاطع باT3  . بررسي شد كه نتايج آن در جدول زير آمده است 

 

 جدول اختصاصیت ) واكنش متقاطع ( :
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 T3 ( ng/ml)غلظت ظاهري  (µg/ml)غلظت آنالیت

Iodothyrosine 10 <0.1 

Diiodothyrosine 10 <0.1 

Diiodothyronine 10 <0.1 

L-Thyroxine 10 <0.1 

Phenylbutazone 10 <0.1 


