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 T4 راهنمای کیت 

 مقدمه:

T4   توسط غده تیروئید ساخته می شوو  و توسوط هیتوتواسمو  و هیتووبی  کوا اوی م اییبو  بیودکی منتوی مبوا  تن.وی  موی شوو TRH   تولیود شوده توسوط

ییو  توسوط موی رور   کوه ااو   و T3و  T4شده که خو  کا تاثیر روی غده تیروئید کاعث آزا  سازی  TSHهیتوتاسمو  کا تحرای هیتوبی  کاعث رها سازی  

که اا  کنژوره ها  اخل صترا   ر کبد که برم هاي سولتاته رلورورویه کنژوره مي شوید  T4 و T3 را کنترل می کنند TRH  و  TSHم اییب  بیدکی ترشح 

تبدال کر ه و سوت   Iodineکه  شده و که رو ه مي روید  هورمویهاي تیروئیدي هیدرولی  شده کعدها  وکاره جذب میشوید  سلول هاي تیروئید اد پلاسمهائي را

Iodine    قرار مي  هند کوه منرور کوه سواخته شود   5و3را روي آمینو اسید تیروزا  مول ول تیرو رلوکولی   ر موقعیت هاي(MIT,DIT)  موي شوو که از

متصول اسوت کوه ظربیوت  TBGسوما ملول غالبا که پوروتیی  هوای پلا T4تش یل می شو    T4هورمو   DITلحاظ کیولوژای غیر بعالند از ا غام  و مل ول 

وار  سولولها شوده و اثور کیولووژا ی خوو  را  TBGآزا  کوه علوت اتصوال کوه  T4% اسوت  1 0کمتر از   T4 ار   پ  مقدار آزا     T4کاسئی کرای اتصال کا  

 اعمال می کند 

 کاربرد باليني آزمايش:

تیروئیدابو  یاشوی از روواتر موولتی یودولر مآ یوموا متومورهوای تروبوکلاسوتی و تیروئیودات  ر ارزااکی عمل ر  تیروئید متیود اسوت   ر هیتر  T4تعیی  مقدار  

ی  کواه  کاس میرو    ر هیتو تیروئیداب  یاشی از آتروبی اولیه تیروئید متیروئیدات م م  مکمبو  اد متعاقب جرامی مرا اولوژی و یارسائی هیتوب  T4مقا ار  

99 97% T3 وT4  کصورت کاید کاTBG وTBPA    و آلبومی  وجو   ار 

 محدوده طبيعی:

 

 µg/dl 14-4 بزرگسالان 

 µg/dl 15 3-6 4 کودکان 

 

 اساس آزمايش :

اسوتایدار  هوا میشووید    T4 , Coatمی کاشد   ر اا  روش چاه ها توسط آیتی کا ی منوکلویال کر علیه ای وامد آیتی ژییی رقاکتی اسا  اا  کیت که روش 

کوه چاه هوا افوابه  T4و  ر پوی آ  کنژوروه  (assay buffer)اسی کابر  و ست  محلول شده  ر چاه ها مراور می شو   Coatیتی کا ی یمویه کیمارا  کا آو

 ر یمویوه  T4موجو   ر یمویه  ر اتصال که آیتی کا ی های کوت شوده  ر چاه هوا رقاکوت موی کنود کناکراا  هور چوه مقودار  T4کنژوره کا    T4میشوید که اا   

و  H2O2 ر ا امه پ  از شبتشو م محلوول ریزو ا کوه مواوی   کنژوره کمتری که آیتی کا ی های کوت شده متصل می رر   وکالع    T4اشد مقدار کیشتر ک

موجوو   ر یمویوه هوا  T4غل.وت کوا  کوه صوورت مع وو کروموژ  است که  اخل چاه ها راخته میشو  و تولید ریگ آکی می کند که ریوگ آکوی تولیود شوده 

 یایومتر  ار   450کا اب و   محلول متوقف کننده ریگ آکی که زر  تبدال میشو  که کهترا  جذب یوری را  ر طول موج   است   متناسب

 جمع آوري و آمْاده سازي نمونه :

روز  ر  ماي اتاق  واوا  7دت خیلی پااداراست و مي تواید که م T4ه  استتا ه کر  مسرم  EDTAیمویه سرم ارجح است ولي از پلاسماي هتارانه اا همراه کا 

 روز(  از برا  و ذوب کر   یمویه کااد اجتناب کر   30یزهداري شو ) مد اکلر تا  -20کراي مدت طوسیي تر  راخچال و 

 واکنش تداخلی:

 توئی  و کارکامازا  پائی  آوریده اید   هبتند وآیتی اپی لتبی ها)فد صرع ها(ملل بنی T4 اروهای آمیو ارو  م آسترا  م  ایازول م پروپرایولول کاس کریده   

 محتويات کيت :

 چاهی 96(  ارای Anti –T4 coated Plate) T4ای عد  پلیت ماوی چاه های پوش   ا ه شده کا آیتی کا ی فد   -1

میلوی لیتور موی  5 0وی ل محتواکه هر واا 20م12  م 6 م 3م 5 1صترم   µg/dlواال استایدار   ارای غل.ت های  6:  (Standard Set)سری استایدار   -2

 کاشد 

 میلی لیتر سرم کنترل کا غل.ت مشخص یوشته شده روی کرچبب واال 5 0: ای واال ماوی  (Control Serum)سرم کنترل   -3

تایدار  میلی لیتر کرای رقیق کر   یمویه هائی که غل.ت کاستری از کاسترا  اسو 1: ای واال ماوی  (Sample Diluent)محلول رقیق کننده یمویه ها  -4

 کیت را  ارا می کاشند 

    HRPکنژوکه شده کا  T4 میلی لیتر محلول ماوی  6( : ای واال ماوی Enzyme Conjugate (محلول آی ا  کنژوره  -5

 میلی لیتر محلول  6: ای واال ماوی  (Assay Buffer)محلول اسی کابر  -6

( که کرای تهیه محلول شبتشوی آما ه مصرف X 25حلول شبتشوی غلیظ )میلی لیتر م 40: ای واال ماوی   (Washing Solution)محلول شبتشو  -7

 کا آب مقطر رقیق کنید  25/1مقدار سزم از محلول شبتشوی غلیظ را که یببت  

 میلی لیتر و آما ه کرای مصرف  12: ای واال محتوی   (Chromogen Substrate)محلول ریز ا -8

 میلی لیتر  12محتوی  :ای واال  (Stop Solution)محلول متوقف کننده   -9

 (Card Board Sealer)کر چبب مخصوص پلیت   -10

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

 که عنوا  بیلتر ربرای   630یایومتر و ر صورت ام ا   450 ارای بیلتر  (Eliza Reader) ستزاه خوای  اسا ا   -1

 می رولیتر  قیق 100و  50و 25سمتلر های   -2

 ر آب مقط -3

 نكات قابل ذكر براي مصرف كنندگان :

 محتواات اا  كیت کراي مصرف  ر همی  كیت مي کاشد   -1

 از مخلوط كر   محتواات كیتها کاشماره ساختهاي مختلف جدا" خو  اري یمائید   -2

عوامل مي کاشند   جهوت امتیواط  كنترل  رر اده اید و باقد اا  HIV,HCV, HBs AGكلیه موا  موجو   ر كیت كه منشاء سرمي  ارید از ی.ر وجو   -3

 کهتراست هر کارکري كه کا كیت كار مي كند از تما  مبتقی  کا موا  کترهی    
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 توضيحات عمومي:

 قبل از شروع مرامل آزماا  تمام موا  و یمویه ها را که  رجه مرارت اتاق رسایده و که خوکي تكا   هید تا كاملا" اكنواخت شوید   -1

 وع آزماا  كلیه مرامل کدو  توقف ایرام پذارید  کهتراست که محض شر -2

 ازیوك سمتلر اك کار مصرف کراي هر یمویه استتا ه كنید   -3

 پ  از اب و   محلول متوقف كننده م جذب یوري چاهكها مداكلر تا یی  ساعت قاکل قرائت مي کاشد   -4

 قطرات پ  از شبتشو از چاهكها تخلیه شوید   کراي كبب یتااج مطلوب کااد شبتشوي چاهكها کصورت كامل صورت رربته وآخرا  -5

وا  و از مهمترا  باكتورها  ر مصول یتیره مطلوب م زما  ایكو کاسیو  مناسب مي کاشد م کناکراا  پیشونها  موي رور   قبول از شوروع آزمواا  تموام مو -6

كاه  باصله زمایي کی  مرامل سمتلینگ کاعث یتوااج  قیقتوري محلولهاي مور  ییازرا آما ه یمو ه و  رب محلولهاي مور  ییاز را کاز كنید م اا  عمل کا 

 میشو  

  قیقه که طول ییایرامد  5کهتر است كه مر  ایرام تبت محدو  کاشد وزما  راخت  یمویه ها پی  از  -7

 مراحل انجام آزمايش :

 وص یزهداري پلیت قرار  ا ه و  رب آ  را کبنداد  تعدا  چاهكهاي مور  ی.ر را ایتخاب یمو ه و کاقي چاهكها را که همراه یمزیر  رو  كیبه مخص -1

ثاییه تكا   هید تا محتواوات آ   15پلیت را که آرامي که مدت   ست میكرولیتر از هر استایدار  م سرم كنترل و یمویه را که  اخل هر چاهك کرا اد م   25 -2

ت  اپلیكیوت اسوتتا ه شوو  کودا  معنوي كوه هور اسوتایدار  و یمویوه را  ر پیشنها  مي رر   كه از استایدار ها و یمویه ها کوه صوورم    کخوکي مخلوط شوید

و ر پوی (Assay buffer) اسی کوابر میكرولیتر محلول 50ست   د وچاهك کرا اد و  ر ایتها از میایزی  جذب یوري آیها کراي محاسبه یتااج استتا ه كنی

ثاییه پلیت را ت وا   هیود توا محتواوات چاه هوا  15کرای رچاهك افابه یمائید وکه ه آی ا  کوی وره   (Enzyme Conjugate)می رو لیترمحلول 50آ 

  رجوه( 22-28) ر  رجه مورارت اتواق ساعت 1چاهكها را که مدت  خوب مخلوط شوید و آیزاه  رب چاه ها را کا کر چبب مخصوص پلیت پوشایده و

    ایكوکه یمائید

كایالوه اسوتتا ه یموو   8ار کا محلول شبتشوي آما ه مصرف کشوئید ) کراي شبتشو موي تووا  از سومتلر ک 5محتواات چاهكها را خالي كر ه و چاهكها را  -3

 بعوه  ولي کااد مواظب کو  كه محلول شبتشو از اك چاهك که چاهك  ازر وار  یشو  زارا مي تواید موجب اارا  خطا  ر یتیره آزمواا  رور  (   ر هور

 ر هر چاهك راخته و ست  چاهك ها را  رمالت وارویه و کا فرکات ملاا  کر روي اوك پارچوه اوا كاغوذ   میكرولیتر محلول شبتشو  300شبتشو مدو   

 یمزیر کكوکید تا قطرات افابي محلول شبتشو خارج شوید 

اتواق و  قیقوه  ر  رجوه مورارت  15که هرچاهوك افوابه یمائیود و چاهكهوا را کوه مودت  (Chromogen – Substrate)میكرولیتر محلول ریز ا  100 -4

  رتاراكي ایكوکه یمائید  

که هرچاهك ا امه واكنشهاي آی امي را متوقوف یمائیود   کوراي سونر  جوذب    (Stop Solution )میكرولیتر محلول متوقف كننده  100کا افابه كر    -5

 استتا ه یمائید  nm 450  یوري هرچاهك از  ستزاه اسا ا رادر کا بیلتر  

 که عنوا  بیلتر ربرای  استتا ه رر   (  nm 630ر  ) توصیه مي شو  از بیلت     

 شرايط نگهداري فرآورده تشخيصی:

 یزهداري شو                       ' 4Cمي کاشد و کهتراست كه  ر    'C 8-2 ماي یزهداري كیت کی   -1

ماه پاادار مي کاشود و ر ااو  مودت  12حیح تا اا  كیت  رصورت رعاات موار   یزهداري ص   accelerate , Full Termکا توجه که ایرام تبت هاي  -2

                  کا توجه که آزمااشات ایرام شده  ر صورت کاز یمو   کیت ای ماه پاادار می کاشد     اراست  رصد كارااي اولیه را   90كیت مافر کاسي  

 چاهكها را  ر كیبه مخصوص پلیت همراه کا یمزیر یزهداري یمائید   -3

 کازشد   رب كیت و محلول ها تازمایي كه آلو ري میكروکي و قارچي رخ یدهد كیت پاادار خواهند کو    رصورت توجه : -4

 

 محاسبه نتايج :

 630nmو  ر صورت ام ا   ر مقاکل بیلتر ربورای   450nm ر طول موج  Eliza Readerجذب یوری استایدار  ها و یمویه ها را که کمی  ستزاه  -1

 کخوایید 

رس  کنید مکه اا  صورت که جذب یوری استایدار ها را  Point To Pointیایزی  جذب یوری استایدار  ها و غل.ت معلوم آیها یمو اری کا استتا ه از م -2

کر ه و یقطه تلاقی غل.ت و جذب یوری را کرای هر استایدار  کدست آوراد م ر ا اموه   (X)و غل.ت آیها را روی محور ابقی (Y)روی محور عمو ی 

 آمده را که ا دازر وصل یمائید تا منحنی کدست آاد   یقاط کدست

میایزی  جذب یوری کرای هر یمویه را کدست آور ه و روی محور عمو ی جای آ  را پیدا کنید م ست  یقطه موذکور را توسوط خطوی کوه منحنوی وصول  -3

حنی مخطی عمو  کر محور ابقی وار  کنید م یقطوه تلاقوی یمائید کطورا ه اا  خط کاملا کر محور عمو ی عمو  کاشد و  ر ا امه از محل تلاقی خط و من

 اا  خط کا محور ابقی مقدار غل.ت را یشا  خواهد  ا  
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 ط بقط که عنوا  یمویه می کاشند و هر آزمااشزاه  ر هر  بعه ایرام آزماا  کااد منحنی جدادی رس  یمااد جذب های یوری و منحنی مرکو توجه :

 شاخصهاي اجرائي:

 

 مداقل مقدار قاکل ایدازه ریري : -1

 اشد  مي ک µg/dl 0.4  قاکل تشخیص  ر اا  كیت T4مداقل غل.ت   (SD) کراسا  جذب یوري استایدار  صتر و سه کراکر ایحراف معیار 

  قت آزماا  : -2

اسي ) همخوایي غل.ت مشخص ازاك یمویوه  ر سوري  -اسي ) همخوایي غل.ت مشخص از اك یمویه  ر اك  سري آزماا  ( و اانتر  -آزمااشهاي اانترا

 آمده است   2و1ایرام رر اد كه  ر جداول   T4استایدار  کا غل.تهاي مختلف   4آزمااشهاي مختلف ( کااستتا ه از

 

 اسي ( -) اانترا 1ه  جدول شمار

 

 %µg/dl SDµg/dl CVمیایزی   تعدا   بعات تكرار یمویه 

1 12 0 167 9 8 1 

2 12 1 5 125 2 8 3 

3 12 6 0 24 6 6 8 

4 12 20 8 4 9 0 

 

 اسي (  -) اانتر 2جدول شماره  

 

  %µg/dl SD µg/dl CVمیایزی   تعدا   بعات تكرار یمویه 

1 5 0 155 2 7 7 

2 5 1 5 112 3 6 5 

3 5 3 0 90 4 5 1 

4 5 6 0 27 1 8 6 

 

 ایرام شده است    Duplicateهرسري آزماا  کصورت  

 راكاوري آزماا  : -3

  آمده است   زاراب و ه شد و راكاوري آیها محاسبه رر اد كه یتااج آ   ر جدول   T4سرم کا غل.تهاي مشخص  4که   T4مقا ار معلومي از

 

 جدول راكاوري :

 

 یمویه 
 T4قدار م

 ( (µg/dlموجو   رسرم 

 T4مقدار اب و ه شده 

(µg/dl) 

 مقدار مور  ایت.ار

(µg/dl) 

 مقدار کدست آمده 

(µg/dl) 

 راكاوري

(%) 

1 2 2 1 5 1 95 1 8 92 

1 2 2 6 4 1 3 9 95 

1 2 2 20 11 1 10 8 97 

2 3 5 1 5 2 5 2 2 88 

2 3 5 6 4 75 4 85 102 

2 3 5 20 11 75 11 2 95 

3 6 6 1 5 4 05 4 0 98 

3 6 6 6 6 3 6 0 95 

3 6 6 20 13 3 12 4 93 

4 10 5 1 5 6 5 5 91 

4 10 5 6 8 25 7 9 95 

4 10 5 20 15 25 13 5 88 
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 خطي کو   آزماا  : -4

اسا  فراب رقت محاسبه شود كوه  رجودول تهیه رر اد و یتااج کر   T4کا غل.ت مشخص از  استایدار یمویه  4که كمك استایدار  صتر رقتهاي متوالي 

 زار یتااج آ  آور ه شده است  

 

 جدول خطي کو   :

 

 یمویه 

موجو   ر   T4مقدار 

سرم رقیق یشده  

(µg/dl) 

 راكاوري )%(

 %100 %75رقت  %50رقت  %25رقت 

1 3 0 92 90 102 94 

2 6 0 90 93 96 96 

3 20 92 95 91 92 

 

 

 اختصاصیت آزماا  : -5

 Triiodothronine(T3)-5,`3,3و Diiodothyronine-3,5 ت ااووووو  آزمووووواا  کوووووه كموووووك سووووورمهااي کوووووا غل.تهووووواي مختلوووووفاختصاصوووووی

جهت کررسي واكنشهاي متقاطع کا   Triiodothyropioonic acid-5,`3,3و Triiodothyro acetic acid-5,`3,3و Triiodonine(rT3)`5,`3,3و

T4   است  کررسي شد كه یتااج آ   ر جدول زار آمده 

 

 جدول اختصاصیت ) واكن  متقاطع ( :
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 T4 ( µg/dl)غل.ت ظاهري  (nmol/L)غل.ت آیالیت 

3,5-Diiodothyronine 1000 <0.4 

3,3`,5-Triiodothronine(T3) 100 <0.4 

3,3`,5`Triiodonine(rT3) 100 <0.4 

3,3`,5-Triiodothyro acetic acid 100 <0.4 

 Triiodothyropioonic 100 <0.4-5,`3,3و


