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  راهنمای کیت

 Free T4  

 مقدمه:

مل متصلل %(به پروتئینهای حا95( هورمون اصلی تیروئید است که با توجه به حلالیت کم این هورمون در محیط آبی ،بخش عمده آن)حدود T4تیروکسین)

ت زیلرا ام اسبوده و بخش کوچکی بصورت آزاد در خون وجود دارد کهدارای فعالیت فیزیولوژیگ بوده و اندازه گیری آن شاخص مهمتری از تیروکسین ت

 است.  FT4تیروکسین تام تحت تاثیر میزان پروتئین های حامل قرار می گیرد.فرم فعال متابولیک و قابل قبول موجود در بافت ها فرم 

 کاربرد باليني آزمايش:

الا میلرود .در بل FT4کسلیوز نیلز مالدار بالا میلرود همننلین در سلندرم گریلوز و تیروتا FT4در هیپرتیروئیدیسم و هیپوتیروئیدیسم درمان شده با تیروکسین 

ملی  پلائین FT4الدار مزمان حاملگی و در هیپوتیروئیدیسم و هیپرتیروئیدیسم درمان شده با تری یدونین ودر هیپوتیروئیدیسم با منشا هیپوفیز و هیپوتالاموس 

 حاد و مزمن اتفاق بیفتد.    Non thyroidو در زمان بیماری های  Euthyroidممکن است در بیماران  FT4آید. نوسانات 

 محدوده طبيعی:
اه ماادیر ه هر آزمایشگدر سرم افراد طبیعی که توسط تستهای مکرر الایزا بدست آمده بارار زیر می باشد ولی پیشنهاد می گردد کFree T4 ماادیر نرمال 

 نرمال خود را بدست آورد.

  

 ng/dl  2.1-0.6 محدوده طبیعی

     

 نیز نرمال است. ng/dl 5استفاده می کنند،  Levothyroxine از داروی  برای بیمارانی که 

 ساس آزمايش :ا

استاندارد ها میشوند.   T4 , Coatمی باشد. در این روش چاهکها توسط آنتی بادی منوکلونال بر علیه یک واحد آنتی ژنیک رقابتی اساس این کیت به روش 

به  HRPمتصل به  T4و پس از انکوباسیون  (assay buffer)و سپس محلول اسی بافر چاهکها مجاور می شود شده در  Coatنمونه بیماران با آنتی بادی و

 موجود در نمونه در اتصال به آنتی بادی های کوت شده در چاهکها رقابت می کند.بنابراین هر چه مادار T4کنژوگه با  T4چاهکها اضافه میشوند که این 

Free T4 مادار  در نمونه بیشتر باشدT4 .در ادامه پس از شستشو ، محلول رنگزا   کنژوگه کمتری به آنتی بادی های کوت شده متصل می گردد وبالعکس

 T3غلظلت بلا  بله صلورت معکلوسو کروموژن است به داخل چاهکها ریخته میشود و تولید رنگ آبی می کنلد کله رنلگ آبلی تولیلد شلده  H2O2که حاوی 

 .نانومتر دارد 450با افزودن محلول متوقف کننده رنگ آبی به زرد تبدیل میشود که بهترین جذب نوری را در طول موج   ت.موجود در نمونه ها متناسب اس

 جمع آوري و آمْاده سازي نمونه :

دماي اتاق  ویا  روز در 7خیلی پایداراست و مي تواند به مدت  T4هم استفاده کرد ،سرم  EDTAنمونه سرم ارجح است ولي از پلاسماي هپارینه یا همراه با 

 روز(. از فریز و ذوب کردن نمونه باید اجتناب کرد. 30نگهداري شود) حد اکثر تا  -20براي مدت طولاني تر دریخنال و 

 واکنش تداخلی:
ی تللوئین و رع ها(مثلل فنللهسللتند وآنتلی اپللی لپسللی ها)ضلد صلل Free T4داروهلای آمیللودارون ، آسلپرین ، دانللازول ، پروپرانوللول و فورسللماید بللالا برنلده  

 کاربامازین و متادون و ریفامپین وهپارین پائین آورنده اند.

 محتويات کيت :

 چاهک 96( دارای Anti –T4 coated Plate) T4یک عدد پلیت حاوی چاهکهای پوشش داده شده با آنتی بادی ضد  -1

لیتر می  میلی 0.5ل محتوی اکه هر ویا 5،10  ،2.5 ،1، 0.2صفر،   ng/dlویال استاندارد دارای غلظت های  6:  (Standard Set)سری استاندارد  -2

 باشد.

 .میلی لیتر سرم کنترل با غلظت مشخص نوشته شده روی برچسب ویال 0.5: یک ویال حاوی  (Control Serum)سرم کنترل   -3

ترین استاندارد ن نمونه هائی که غلظت بالاتری از بالامیلی لیتر برای رقیق کرد 1: یک ویال حاوی  (Sample Diluent)محلول رقیق کننده نمونه ها  -4

 کیت را دارا می باشند.

 . HRPکنژوکه شده با  T4 میلی لیتر محلول حاوی  12( : یک ویال حاوی Enzyme Conjugate (محلول آنزیم کنژوگه  -5

رف ( که برای تهیه محلول شستشوی آماده مصX 25میلی لیتر محلول شستشوی غلیظ ) 40: یک ویال حاوی   (Washing Solution)محلول شستشو  -6

 با آب ماطر رقیق کنید. 25/1مادار لازم از محلول شستشوی غلیظ را به نسبت 

 میلی لیتر و آماده برای مصرف. 12: یک ویال محتوی   (Chromogen Substrate)محلول رنگزا -7

 میلی لیتر. 12:یک ویال محتوی  (Stop Solution)محلول متوقف کننده  -8
 (Card Board Sealer)بر چسب مخصوص پلیت  -10

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

 به عنوان فیلتر رفرانس. 630نانومتر ودر صورت امکان  450دارای فیلتر  (Eliza Reader)دستگاه خوانش الایزا  -1

 میکرولیتر دقیق 100و  50و 25سمپلر های  -2

 آب ماطر  -3

 ي مصرف كنندگان :نكات قابل ذكر برا
 محتویات این كیت براي مصرف در همین كیت مي باشد . -1

 از مخلوط كردن محتویات كیتها باشماره ساختهاي مختلف جدا" خودداري نمائید . -2

ت احتیاط كنترل  گردیده اند و فاقد این عوامل مي باشند . جه HIV,HCV, HBs AGكلیه مواد موجود در كیت كه منشاء سرمي دارند از نظر وجود  -3

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

 توضيحات عمومي:
 قبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق رسانده و به خوبي تكان دهید تا كاملا" یكنواخت شوند.  -1

 ون توقف انجام پذیرند .بهتراست به محض شروع آزمایش كلیه مراحل بد -2

 ازنوك سمپلر یك بار مصرف براي هر نمونه استفاده كنید . -3
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  راهنمای کیت

 Free T4  

 پس از افزودن محلول متوقف كننده ، جذب نوري چاهكها حداكثر تا نیم ساعت قابل قرائت مي باشد . -4

 اهكها تخلیه شوند .براي كسب نتایج مطلوب باید شستشوي چاهكها بصورت كامل صورت گرفته وآخرین قطرات پس از شستشو از چ -5

ملام ملواد و تاز مهمترین فاكتورها در حصول نتیجه مطلوب ، زمان انكو باسیون مناسب مي باشد ، بنابراین پیشنهاد مي گردد قبلل از شلروع آزملایش  -6

یاتري اعث نتایج دقاحل سمپلینگ بمحلولهاي مورد نیازرا آماده نموده و درب محلولهاي مورد نیاز را باز كنید ، این عمل با كاهش فاصله زماني بین مر
 میشود.

 دقیاه به طول نیانجامد .5بهتر است كه حجم انجام تست محدود باشد وزمان ریختن نمونه ها پیش از  -7

 مراحل انجام آزمايش :

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

دهید تا محتویات آن  ثانیه تكان 15پلیت را به آرامي به مدت   سپسمیكرولیتر از هر استاندارد ، سرم كنترل و نمونه را به داخل هر چاهك بریزید ،  25 -2

نمونله را در  وبلدین معنلي كله هلر اسلتاندارد پیشنهاد مي گردد كه از استانداردها و نمونه هلا بله صلورت داپلیكیلت اسلتفاده شلود ،  بخوبي مخلوط شوند

نلزیم آ   (Enzyme Conjugate)میكرولیتلر  100سلپس  ددوچاهلك بریزیلد و در انتهلا از میلانگین جلذب نلوري آنهلا بلراي محاسلبه نتلایج اسلتفاده كنیل

ا بلر چسلب بلط شلوند و آنگلاه درب چاهکهلا را ثانیه پلیت را تکان دهید تا محتویات چاهکها خلوب مخللو 15برای به هرچاهك اضافه نمائید و کونزوگه

  .انكوبه نمائید درجه( 22-28)در درجه حرارت اتاق ساعت 1چاهكها را به مدت  مخصوص پلیت پوشانده و

ه نملود سلتفاداكاناله  8بار با محلول شستشوي آماده مصرف بشوئید ) براي شستشو مي توان از سمپلر  5محتویات چاهكها را خالي كرده و چاهكها را  -3

در هر دفعه  آزمایش گردد(. ولي باید مواظب بود كه محلول شستشو از یك چاهك به چاهك دیگر وارد نشود زیرا مي تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه
ا كاغلذ میكرولیتر محلول شستشو در هر چاهك ریخته و سپس چاهك ها را درحالت وارونه و با ضربات ملایم بر روي یك پارچه ی 300شستشو حدود 

 نمگیر بكوبید تا قطرات اضافي محلول شستشو خارج شوند.

و  دقیاله در درجله حلرارت اتلاق 15هرچاهلك اضلافه نمائیلد و چاهكهلا را بله ملدت بله  (Chromogen – Substrate)میكرولیتر محلول رنگزا  100 -4

 درتاریكي انكوبه نمائید .

سنجش جلذب  به هرچاهك ادامه واكنشهاي آنزیمي را متوقف نمائید . براي   (Stop Solution )میكرولیتر محلول متوقف كننده  100با اضافه كردن  -5

 استفاده نمائید .nm 450  با فیلتر  نوري هرچاهك از دستگاه الایزا ریدر

 به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گردد.(  nm 630) توصیه مي شود از فیلتر      

 شرايط نگهداري فرآورده تشخيصی:

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

ین مدت اماه پایدار مي باشد ودر 12ري صحیح تا این كیت درصورت رعایت موارد  نگهدا   accelerate , Full Termبا توجه به انجام تست هاي  -2

                اشد .با توجه به آزمایشات انجام شده در صورت باز نمودن کیت یک ماه پایدار می بدرصد كارایي اولیه را داراست.    90كیت حاضر بالاي 

 یسه مخصوص پلیت همراه با نمگیر نگهداري نمائید .چاهكها را در ك -3
 درصورت بازشدن درب كیت و محلول ها تازماني كه آلودگي میكروبي و قارچي رخ ندهد كیت پایدار خواهند بود. توجه : -4

 محاسبه نتايج :

 630nmامکان در ماابل فیلتر رفرانس  و در صورت 450nmدر طول موج  Eliza Readerجذب نوری استاندارد ها و نمونه ها را به کمک دستگاه  -1

 بخوانید.

ستانداردها را ارسم کنید ،به این صورت که جذب نوری  Point To Pointبا استفاده از میانگین جذب نوری استاندارد ها و غلظت معلوم آنها نموداری  -2

در ادامه ذب نوری را برای هر استاندارد بدست آورید ،برده و ناطه تلاقی غلظت و ج  (X)و غلظت آنها را روی محور افای (Y)روی محور عمودی 

 نااط بدست آمده را به یکدیگر وصل نمائید تا منحنی بدست آید.

وصلل  میانگین جذب نوری برای هر نمونه را بدست آورده و روی محور عمودی جای آن را پیدا کنید ، سپس ناطه مذکور را توسط خطی بله منحنلی -3

ی ، ناطه تلاق ملا بر محور عمودی عمود باشد و در ادامه از محل تلاقی خط و منحنی ،خطی عمود بر محور افای وارد کنیدنمائید بطوریکه این خط کا

 .ای مادار غلظت را نشان خواهد داداین خط با محور اف

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 ماید.نهای نوری و منحنی مربوط فاط به عنوان نمونه می باشند و هر آزمایشگاه در هر دفعه انجام آزمایش باید منحنی جدیدی رسم  جذب توجه :

 شاخصهاي اجرائي:

 حداقل مادار قابل اندازه گیري : -1

 مي باشد . ng/dl 0.1 قابل تشخیص در این كیت Free T4حداقل غلظت  (SD)ر براساس جذب نوري استاندارد صفر و سه برابر انحراف معیا

 دقت آزمایش : -2

ر سري اسي ) همخواني غلظت مشخص ازیك نمونه د -اسي ) همخواني غلظت مشخص از یك نمونه در یك  سري آزمایش ( و اینتر -آزمایشهاي اینترا

 آمده است . 2و1انجام گردید كه در جداول   Free T4اي مختلف استاندارد با غلظته 4آزمایشهاي مختلف ( بااستفاده از

 (ng/dlاستانداردها ) جذب نوری

2.65 0 St 1 

2.45 0.2 St 2 

1.85 1.0 St 3 

1.0 2.5 St 4 

0.65 5.0 St 5 

0.2 10 St 6 
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  راهنمای کیت

 Free T4  

 اسي ( -) اینترا 1جدول شماره 

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

1 12 0.2 0.5 6.6 

2 12 1 0.03 8.3 

3 12 2.5 1.08 5.9 

4 12 5 0.25 4.0 

 

  ( اسي -) اینتر 2جدول شماره 

  %ng/dl SD ng/dl CVمیانگین  تكرارتعداد دفعات  نمونه

1 5 0.2 0.04 7.0 

2 5 1 0.08 5.1 

3 5 2.5 0.25 5.0 

4 5 5 0.86 4.4 

 انجام شده است .  Duplicateهرسري آزمایش بصورت 

 
 ریكاوري آزمایش : -3

 .مده است آ زیرگردید كه نتایج آن در جدول  افزوده شد و ریكاوري آنها محاسبه  Free T4سرم با غلظتهاي مشخص  4به  Free T4ماادیر معلومي از

 جدول ریكاوري :

 نمونه
 Free T4مادار 

 ((ng/dlموجود درسرم 

مادار افزوده شده 

Free T4 

(ng/dl) 

 مادار مورد انتظار

(ng/dl) 

 مادار بدست آمده

(ng/dl) 

 ریكاوري

(%) 

1 0.5 0.3 0.4 0.36 90 

1 0.5 0.85 1.1 1.0 90 

1 0.5 2.2 1.35 1.4 103 

2 0.95 0.3 0.625 0.59 94 

2 0.95 0.85 0.9 09.2 102 

2 0.95 2.2 1.5 1.5 100 

3 1.6 0.3 0.95 1.0 105 

3 1.6 0.85 1.2 1.1 91 

3 1.6 2.2 1.9 1.75 92 

4 3.5 0.3 1.9 1.75 92 

4 3.5 0.85 2.1 1.9 90 

4 3.5 2.2 2.85 2.5 87 

 

 خطي بودن آزمايش : -4

ه شلد كله تهیه گردید و نتایج بر اساس ضلریب رقلت محاسلب  Free T4با غلظت مشخص از  استانداردنمونه  4د صفر رقتهاي متوالي به كمك استاندار

 درجدول زیر نتایج آن آورده شده است .

 

 جدول خطي بودن :

 نمونه

 Free T4مادار 

 استانداردموجود در

(ng/dl) 

 ریكاوري )%(

 %100 %75رقت  %50رقت  %25رقت 

1 1.0 92 90 102 94 

2 2.5 90 93 96 96 

3 5 92 95 91 92 

 

 

 اختصاصيت آزمايش : -5
 Triiodothronine(T3)-5,`3,3و Diiodothyronine-3,5 اختصاصلللللللیت ایلللللللن آزملللللللایش بللللللله كملللللللك سلللللللرمهایي بلللللللا غلظتهلللللللاي مختللللللللف

ا جهت بررسي واكنشهاي متااطع ب  Triiodothyropioonic acid-5,`3,3و Triiodothyro acetic acid-5,`3,3و Triiodonine(rT3)`5,`3,3و

Free T4  . بررسي شد كه نتایج آن در جدول زیر آمده است 

 

 جدول اختصاصيت ) واكنش متقاطع ( :
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 Free T4 ( ng/dl)غلظت ظاهري  (nmol/L)غلظت آنالیت

3,5-Diiodothyronine 1000 <0.1 

3,3`,5-Triiodothronine(T3) 100 <0.1 

3,3`,5`Triiodonine(rT3) 100 <0.1 

3,3`,5-Triiodothyro acetic acid 100 <0.1 

 Triiodothyropioonic 100 <0.1-5,`3,3و


