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 مقدمه:  

اصلT4)  نیروکسیت شده هورمون    نیتری(    های کولیفول  زا  ترشح 

ت حدوداست  دیروئیغده  درخون    T4از  درصد    70  .  با  موجود 

ت  ن یگلوبول به  شونده  با    20،  (TBG)  ن یروکسیمتصل  درصد 

پیوند   نیآلبوم درصد با  10 و  ن یروکسیشونده به تمتصل  نیآلبومپره 

می حدودبرقرار  و  در نیز    T4از  درصد    0/ 03  کند  آزاد  صورت  به 

داردخون   ذخساز  شیپعنوان  به   T4.  جریان  فعال    ره یو  هورمون 

که    شودی م  لیتبد  T3ها به  شدن در بافت  نهیدیُبا د  ،(  T3)  دیروئیت

از   بیشتر  بسیار  اندازه دارد  T4فعالیتی  به    توتال  T4  زانیم  یر یگ. 

مطمئن  یتست  ،یاسمونویا  روش و  تشخیص    جهت  آسان 

افزا  دیروئیت  یها یی نارسا  سم،یدیروئیپرتیدر ه  T4مقدار    شیاست. 

ت  Graves  یها ی ماریب رخ  یهات یدیروئیو  مقدار ی م  حاد  دهد. 

هنیز    T4  نییپا ، Myxedema  ،یزادمادر   یهاسمیدیروئیتپویدر 

)ب  یهاتیدیروئیت و  موتویهاش  یماریمزمن   ی هایی نارسا  گرید  ای( 

کاربرد  شود.یم  ده ید  یکیژنت اندازه  حیطه  کیت،  کمی این  گیری 

 غلظت تیروکسین در سرم انسان به روش الایزا است.
 

 : اصول آزمایش

اساس    نیا بر  است.  ی طراح  یرقابت  الایزایتست    حرکت بی  شده 

ایمنی کمپلکس  تثبیت  بین  واکنش  توسط  سازی   استرپتاویدین 

مونوکلونال  بادیآنتی   و  چاهک  سطح  در  شده   T4  ضد  بیوتینیله 

حاوی  نمونه.  گیردمی  صورت که  کالیبراتورها  و  سرم   T4های 

ها اضافه بادی بیوتینیله به چاهکهمراه آنتیغیرکونژوگه هستند به

سپس،  می و  آنزیم  (کونژوگه    T4شوند  به  درون   HRP)متصل 

کونژوگه برای اتصال به    T4شود. به این ترتیب،  ها ریخته میچاهک 

اند( با بادی )که در مرحله اول مصرف نشده های محدود آنتی جایگاه 

T4   با   ها،چاهک   شستشوی  از  کند. پسموجود در نمونه رقابت می  

رنگزا  افزودن محلول  سپس  و    (HRP  میآنز  یسوبسترا)  محلول 

میکننده متوقف تولید  نهایی  محصول  در    شود،    450  موج طولکه 

  شده  جادیرنگ ا  . میزانرا داردنوری  نانومتر بیشترین میزان جذب  

نتیجه   در  نوری،شدت  و  نمونهT4  غلظتبا    جذب  در  و موجود  ها 

ها توسط  نمونه  T4  در نهایت غلظت  دارد.  عکس  نسبت  کالیبراتورها،

 گردد.منحنی استاندارد محاسبه می

 

 ویات کیت: محت

 .: دو عددتثبیت شده  ن یدیاسترپتاوتستی حاوی  96( میکروپلیت  1

،  5،  2،  0های  : شش ویال در غلظتCal A – F)   (T4( کالیبراتور2

 تهیه شده از سرم انسان. µg/dL 25و 15، 10

: یک ویال  (T4 Enzyme Conjugate)( محلول کونژوگه آنزیمی  3

 .HRPمتصل به آنزیم  T4لیتری حاوی میلی 11

کونژوگه 4 محلول  یک(T4 Biotin Conjugate)  بیوتینی   (    ویال  : 

 .بافر در بیوتین به بادی متصلآنتی حاوی لیتریمیلی 11

 لیتری.میلی 11: یک ویال (Assay Buffer)محلول  (5

شستشو  6 محلول   )(Wash Solution-50X)  ویال یک   :20  

 لیتری.میلی

رنگزا7 محلول   )A   (Substrate Solution A)  :6/ 5ویال    دو 

 لیتری.میلی

رنگزا  (8  6/ 5ویال    دو  :B   (Substrate Solution B)محلول 

 لیتری.میلی

متوقف  (9 واکنشمحلول    12ویال    یک:   (Stop Solution)کننده 

 لیتری.میلی

  0/ 5 یک ویال  :(Control Level 1)( محلول کنترل سطح یک  10

 ی.تریلیلیم

دو  11 سطح  کنترل  محلول   )(Control Level 2):  ویال   0/ 5 یک 

 ی.تریلیلیم

 ورق. دوبر چسب مخصوص پلیت:  (12
 

محلول1  توجه کلیه  دمای  :  در  سانتی  8تا    2ها  نگهداری  درجه  گراد 

 کننده در دمای اتاق نیز قابل نگهداری است.شوند. محلول متوقف

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

 مواد و وسایل مورد نیاز تأمین نشده در کیت: 

خوانش1 دستگاه  فیلتر  (  دارای  پلیت  )فیلتر    630و    450گر  نانومتر 

 مرجع(.  

 ( سمپلر کالیبره.2

 ( آب مقطر دیونیزه.3
 

 احتیاط در استفاده از کیت: 

هم  یبرا  تیک  نیا  اتیمحتو  (1 در    ده یگرد  هیتعب  تیک  نیاستفاده 

از  است؛ سا  لذا  با  مشترک  ساخت    یهاشماره   ای  و  هاتیک  ریاستفاده 

 .نمایید یخوددار  جداً گرید

از محلولکلیه محلول  (2 پایدار هستند.  انقضاء کیت  زمان  تا  هایی ها 

 د.ها گذشته است استفاده نکنیکه تاریخ انقضاء آن 

 قرار نگیرند. مستقیمنور   عرضها در متوجه فرمایید محلول (3

بودن    (4 منفی  نظر  از  انسانی  منشاء  با  کیت  ، HBsAgمحتویات 

HIV1/2    وHCV   شده مورد   اند؛بررسی  در  قطعی  تشخیص  ولی 

بودن   بیماریمنفی  عفونی  عوامل  روشتمام  از  استفاده  با  های زا 

امکان  آزمایشگاهی  نیستمتداول  بنابراینپذیر  گرفتن    ،.  نظر  در  با 

زایی محتویات کیت، تمام مراحل آزمایش احتمال آلودگی و بیماری 

 د.نهای ایمنی انجام شودستورالعمل  باید مطابق با

ع  (5 و  دستکش  از  الزام  نکیاستفاده  کار  هنگام  در   .است  یدر 

 ا یصورت    ر رویب  آن  اتیکه محتو  دییدقت فرما  تیهنگام کار با ک

مخاط   ریبا دهان و سامواد  از تماس    ریخته نشود.نقاط بدن    ریسا

 .  جلوگیری کنید جداً

استفاده شده   و سر سمپلرهای هاچاهک، اهکنترل ماران،ینمونه ب( 6

پسماندها به   دیبا شوند  یعفون  یعنوان  گرفته  نظر  با  و    در  مطابق 

 گردند.امحاء  یعفون یدفع پسماندها الزامات
 

 سازي و نگهداري نمونه:  آوري، آماده جمع

است.(  1 آزمایش سرم  این  برای  مناسب  به   نمونه  فرد  بودن    ناشتا 

تأثبه  جینتا  یدر درست  یریگهنگام نمونه آمده  خواهد   رگذاریدست 

گیری سیاهرگی نمونه خون با استفاده از تکنیک استاندارد خونبود. 

دقیقه( از   60تا    30تهیه شود و سرم بعد از لخته شدن کامل خون )

جدا  سلول خونی  الامکان  گرددهای  حتی  نمونه.   ک، یکتریا  یهااز 

   .دیاستفاده نکن زیهمولو  کیمیپل

 را دریافت   (mg/day 5˃)در افرادی که دوز بالایی از بیوتین  (  2

نمونهمی حداقل  کنند،  باید  آخرین    8گیری  دریافت  از  پس  ساعت 

 دوز بیوتین انجام شود.

باشد.    ها ( درب ظرف نمونه3 بسته  تا  نمونهباید کاملاً  در   روز  1ها 

 1گراد و حداکثر تا  درجه سانتی  8تا    2روز در دمای    5  دمای اتاق و

دمای   در  سانتی  -20ماه  از  درجه  هستند.  نگهداری  قابل  گراد 

 ها خودداری کنید.منجمد و ذوب کردن مکرر نمونه
 

 سازي و نگهداري معرف ها: آماده

آماده 1 محلول شستشو: (  نگهداری  و  از  میلی  20حجم    سازی  لیتر 

شستشو   به    (50X)محلول  دیونیزه  میلی  980را  مقطر  آب  لیتر 

آماده  از  پس  و  دمای  اضافه  در  سانتی  8تا    2سازی  گراد  درجه 

 آنشستشو،     محلول   رسوب در نگهداری کنید. در صورت مشاهده  

گراد قرار دهید تا رسوب حل شود.  سانتی  درجه   37ماری  در بن  را

آن   مصرف  از  شستشو،  محلول  در  کدورت  مشاهده  صورت  در 

 خودداری کنید.

قبل از شروع استفاده از کیت، کل حجم  سازی محلول رنگزا:  آماده (  2

رنگزا   رنگزا    Bمحلول  محلول  داخل  را  روشن(  تیره(    A)ویال  )ویال 

خالی نمایید و برای انجام تست تا پایان مصرف کیت استفاده نمایید. 

از مصرف   رنگزا،  یا کدورت در محلول  آبی و  در صورت مشاهده رنگ 

 آن خودداری فرمایید.
 
 

 روش انجام آزمایش:  

ها به  قبل از شروع آزمایش مطمئن شوید که تمام اجزاء کیت و نمونه

( اتاق  سانتی  28تا    22دمای  رسیده درجه  کالیبراتورگراد(  ، هااند. 

 بار سر و ته کردن به آرامی یکنواخت کنید. 5را با  هاها و نمونهکنترل

ن  یهاچاهک   تعداد  (1 بردا  انجام  یبرا  ازیمورد  را  بقرید  تست    ه یو 

رطوبترا  ها  چاهک  ک  ریگهمراه  درب   دهید،قرار    یومینیآلوم   سهیدر 

 .کنید یگراد نگهداریدرجه سانت 8تا  2 یآن را بسته و در دما

حجم2 کنترلنمونه  کالیبراتورها،  از  میکرولیتر  25  (  یا  و    در   هاها 

  کالیبراتور به   یا  نمونه  هر  از  که   است  بهتر.  بریزید  نظر  مورد  هایچاهک 

 .شود ریخته هاچاهک  در )دوپلیکیت( دوتایی صورت

 نظر   مورد  هایچاهک   در  Assay Buffer  از  میکرولیتر  50  ( حجم3

به بریزید را  پلیت  به  30  مدت  و  میز  سطح  روی  تکان   ثانیه  آرامی 

 دهید.

حجم4 کونژوگه    50  (  محلول  چاهک   بیوتینیمیکرولیتر  همه  ها به 

آرامی تکان    روی سطح میز به  ثانیه   30  مدت  اضافه کنید و پلیت را به

 دهید.

و  چاهک (  5 بپوشانید  پلیت  مخصوص  برچسب  با  را    30مدت  به  ها 

 دقیقه در دمای اتاق انکوبه نمایید.

حجم  6 همه    50(  به  آنزیمی  کونژوگه  از  اضافه    هاچاهک میکرولیتر 

 آرامی تکان دهید. ثانیه روی سطح میز به 30 مدت و پلیت را بهکنید 

و    هاچاهک (  7 بپوشانید  پلیت  مخصوص  برچسب  با  مدترا    30به 

 دقیقه در دمای اتاق انکوبه نمایید.

کردن  پلیت  اتیمحتو  (8 وارونه  با  آسپیراسیون  را  و    دیکن  تخلیه  یا 

راچاهک  با    3  ها  مرتبه  هر  و  محلول شستشو    تریلکروی م  300مرتبه 

اگر   .دییبشو ها را مطالعه بفرمایید(سازی معرفشده )بخش آماده آماده 

به دستشستشو  م  یصورت  انتهایانجام  در  به  یشود    یآرامشستشو 

انجام شستشوی  به  .دیبزن  ر یگدستمال رطوبت  یرا بر رو  تیپل منظور 

چاهک  استاندارد  و  در مناسب  شده  داده  قرار  فیلم  با  مطابق  ها، 

  .کنیداقدام  1سایت شرکتوب
 

1. http://www.idealdiag.com/Training.aspx 
 

 

http://www.idealdiag.com/Training.aspx


حجم9 رنگزا  تر یلکرویم   100  (  محلول  )بخش    شده آماده    یاز 

معرفآماده  بفرمایید(سازی  مطالعه  را  چاهک   ها  تمام  ها درون 

به  دیزیبر را  پلیت  دما  قه یدق  15  مدت  و  تار  یدر  و    ی کیاتاق 

  از تکان دادن پلیت در این مرحله خودداری کنید..  دیکنانکوبه 

بالاتر  توجه: کال  زانیم  نیاگر  از    براتوریجذب  دست  به  2کمتر 

م انکوباس  دیتوانیآمد،  مدت    ونیزمان  به  را  رنگزا    15محلول 

 . دیده شیافزا قهیدق

  ه یکننده واکنش به کل از محلول متوقف  تر یلکرویم   50  ( حجم10

اضافه کنچاهک  را  و  دیها  تکان   یآرامبه  هیثان  20مدت  به  پلیت 

 شود. لیآن به زرد تبد یتا تمام رنگ آب دیده

نور  مقدار  (11 برا  یجذب  موج    یرا  طول  در  چاهک    450هر 

  قه یدق 15حداکثر تا   Point to Point روشنانومتر با استفاده از 

  620از طول موج رفرانس  )  دیبخوان  متوقف کردن واکنش  بعد از

کن  630تا   استفاده  نمودار   .(دینانومتر  و  جذب  میزان 

 شده است. ارائه ریعنوان نمونه در زبه تیک نیا کالیبراتورهای

                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 به روش الایزا  T4مقادیر مورد انتظار براي تست 

 

شرکت تولیدکننده کیت، مقادیر مورد انتظار برای این تست را به 

آنالیت   برای  مقادیر  این  اگرچه،  است.  کرده  مشخص  زیر  قرار 

 باید توسط آزمایشگاه تعیین گردد.  مورد نظر 

 
 

 

 

 

 هاي کنترل کیفی پارامتر
 

 (Within-Run)دور آزمون دقت درون-( بررسی دقت1

دور با ارزیابی تکرار پذیری نتایج حاصل از سه نمونه  دقت درون

بار تکرار برای    20کاری )های متفاوت در یک نوبتسرم با غلظت

 CV˂10%هر نمونه( بررسی شد. معیار پذیرش در این آزمایش  

 است.

 
 

 

 
 

 (Between-Run)دور آزمون دقت بین-( بررسی دقت2
از سه نمونه دقت بین نتایج حاصل  ارزیابی تجدید پذیری  با  دور 

بار تکرار برای هر    5کاری ) نوبت  4های متفاوت در  سرم با غلظت

کاری( انجام شد. معیار پذیرش در این آزمایش  نمونه در هر نوبت

CV˂10% است. 

 

 
 

 
 (Recovery)بازیابی آزمون -یدرست ی( بررس3

دو نمونه سرم به نسبت مساوی   آزمایش به ازاء هر آزمون،در این  

به و  ترکیب  یکدیگر  غلظت  با  نمونه  یک  آن    T4عنوان  در 

شد.اندازه  آزمایش،    گیری  این  در  پذیرش    Bias˂10%معیار 

 نسبت به نتیجه مورد انتظار است.

 

 
 

 

 (Linearity)آزمون خطی بودن -( بررسی درستی4
های مختلف نمونه سرم برای تعیین  در رقت  T4در این تست، غلظت  

اندازه  کیت  بودن  شد.خطی  ا  رشیپذ  اریمع  گیری   ش ی آزما  نیدر 

Bias˂10% .است 

 

 
 
 

 (Cross Reactivity)آزمون واکنش متقاطع -( بررسی ویژگی5

های مختلفی از مواد مندرج  این آزمایش با اضافه کردن غلظت  ویژگی

در جدول زیر به نمونه سرم، مورد سنجش قرار گرفت. واکنش متقاطع 

اندازه  دوز  با  به  شده  اضافه  ماده  دوز  بین  نسبت  نیاز   T4گیری  مورد 

شد. ارزیابی  جذب  مقدار  همان  ایجاد  واکنش   برای  پذیرش  معیار 

در   آنالیت  برای  شده(  اضافه  ماده  و  آنالیت  نوع  به  )بسته  متقاطع 

تا    100±10محدوده   حداکثر  شده  اضافه  ماده  برای  و    25درصد 

 درصد است.

 

 

 

 

 
 
 

  (Sensitivity)( بررسی حساسیت 6

 Limit ofو    Limit of Detection (LOD)حساسیت کیت بر اساس  

Blank (LOB)   با  برابر  شد و  محاسبه    زیر فرمول  از  استفاده  با 

μg/dL 51 /0 تعیین گردید. 
 

sLOD = LOB + 1.645 SD 

b+ 1.645 SDb LOB = Mean 
(s: Diluted sample & b: Blank) 

 
 (Stability)( بررسی پایداري 7

Accelerated Stability Test  :  پایداری مدت    تیکبررسی    4به 

  .گرادیدرجه سانت 37 یهفته در دما

In Use Stability Test  :  پایداری کردن    تیکبررسی  باز  از  پس 

  .گرادیدرجه سانت 4 یهفته در دما 8ها، به مدت محلول بدر

 

Shelf Stability Test  :  سال    2به مدت    تیعدد ک  8بررسی پایداری

هر صورت ارزیابی نتایج بهو  شد گراد قرار دادهیدرجه سانت 4 یدر دما

   .باشدمی بار کیسه ماه 

  در  مورد نظر  کیت   که  دهدینشان م  یداریپا  یمطالعات مختلف بررس

آزما  رشیپذ  اریمعاست.    پایدار  شده مشخص  هایزمان   ی ها ش یدر 

 .درصد است 20تغییر نتایج کمتر از  ،یداریپا نییمربوط به تع
 

 

 علائم استفاده شده در برچسب کالاها

 

Authorized representative in the 

European community 

 
Manufacturer 

 
Use-by date 

 

Batch code 

 

In vitro diagnostic medical 

device 

 
European conformity 

 
Catalogue number 

 
Contains sufficient for tests 

 
Temperature limit 

 

Date of manufacture 
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در صورت بروز هرگونه مشکل خواهشمند است با تلفن های مندرج بر 

 روی جعبه بخش پشتیبانی تماس بگیرید.

دستگاه   توجه: از  میچنانچه  استفاده  پروسسور  الایزا  کنید،  های 

 .توانید تنظیمات دستگاه خود را از شرکت دریافت نماییدمی

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(µg/dL) 

Cal. A 
A1 2.703 

2.721 0 
B1 2.739 

Cal. B 
C1 1.928 

1.962 2 
D1 1.996 

Cal. C 
E1 0.943 

0.960 5 
F1 0.977 

Cal. D 
G1 0.569 

0.577 10 
H1 0.585 

Cal. E 
A2 0.367 

0.386 15 
B2 0.405 

Cal. F 
C2 0.192 

0.202 25 
D2 0.212 

 

 

No. 
Sample 
(µg/dL) 

Added 
(µg/dL) 

Exp. 
(µg/dL) 

Obs. 
(µg/dL) 

% Rec. 

1 13.2 2.94 8.07 7.99 99.0 

2 6.5 13.2 9.85 9.9 100.5 

3 2.94 6.4 4.67 4.77 102.1 

 

No. 
Sample 
(µg/dL) 

1/2 1/4 1/8 1/16 

% Bias  

1 3.8 2.3 -2.9 -2.0 -2.2 

2 9.4 -2.0 3.5 -1.4 -2.4 

3 16.2 -1.9 -2.1 -3.4 -1.8 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean T4 (µg/dL) 3.1 9.6 16.2 

SD (µg/dL) 0.13 0.44 0.72 

CV (%) 4.2 4.6 4.4 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean T4 (µg/dL) 4.0 6.8 19.2 

SD (µg/dL) 0.20 0.35 0.87 

CV (%) 5.0 5.1 4.5 

 

Concentration 
Cross 

Reactivity 
Analyte 

- 1 L-Thyroxin 

10 µg/dL 0.9800 D-Thyroxin 

100 µg/dL 0.0150 D-Triiodothyronine 

100 µg/dL 0.0300 L-Triiodothyronine 

100 µg/ml 0.0001 Iodothyrosine 

100 µg/ml 0.0001 Diiothyrosine 

100 µg/ml 0.0001 Diiodothyronine 

 

Normal Range for Adults 

4.5 – 12.5 µg/dL 

 


