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به روش الایزاFerritinکیت سنجش 
:مقدمه

مغز استخوان وجود وطحال، کیلو دالتون مهمترین پروتئین ذخیره کننده آهن بدن می باشدکه در بافتهاي مختلف بدن از جمله کبد450مولکول فریتین با وزن ملکولی 
اتم آهن در 4000اً کروي را تشکیل داده و در مرکز آن حفره خالی ایجاد شده توسط حداقل واحد پروتئینی است که یک پوسته تقریبزیر24دارد. این مولکول داراي 

آهن موجود در فریتین مهمترین و اختصاصی ترین % از آهن پلاسما را در بر می گیرد.1این میزان آهن حدود غیر سمی و قابل دسترس اتصال می یابد.، حالت محلول
میزان فریتین در بدو تولد بالا بوده و به تدریج کاهش می یابد و در دوران کودکی در که در هنگام کمبود آهن به تدریج آزاد می شود.آهن ذخیره اي در سلولهاستفرم

واقعی از میزان آهن میزان فریتین سرم یک پارامترپس از بلوغ میزان آن شروع به افزایش می کند و در آقایان بیشتر از خانم ها خواهد بود.، همان سطح باقی می ماند
بنابراین اندازه گیري فریتین ، میزان فریتین در طی بیوریتم ثابت است در حالیکه میزان آهن دستخوش تغییرات گسترده می شود، ذخیره است و با آن ارتباط مستقیم دارد

اندازه گیري فریتین در در بیماري انباشتگی آهن، افزایش می یابد.در سرم انعکاسی از میزان آهن در بدن است بطوریکه به موازات کاهش آهن در فقر آهن، کاهش و
دیالیز و دهندگان حرفه اي خون ، تشخیص بیماري کم خونی ناشی از فقر آهن و کنترل درمان شاخص بسیار دقیق و حساسی است و در شرایط پر خطر نظیر بارداري

بدخیمی ها و ، بیماریهاي کبدي،آنمی همولیتیک نظیر تالاسمیآنمی ناشی از بیماریهاي مزمن،، مو کروماتوزمیزان فریتین در برخی از بیماریها نظیر ه، توصیه می شود
.التهابات افزایش می یابد

اساس آزمایش:

Ferritinعلیه یک شاخص آنتی ژنیک ی بریاساس این کیت به روش ساندویچ و با استفاده از آنتی بادیهاي مونوکلونال می باشد. در این روش چاهکها توسط آنتی بادیها

آنتی بادي ثانویه ،پس از انکوباسیون و شستشو.). نمونه بیماران با آنتی بادي پوشش داده شده در ته چاهکها مجاور می شودCoatingپوشش داده می شوند (
در نمونه ها متناسب Ferritinمنی تشکیل شده در چاهکها با غلظت به چاهکها اضافه شده و انکوبه میگردد که مقدار کمپلکس ایHRPمتصل به آنزیم Ferritinضد

) وکروموژن است به داخل چاهکها ریخته می شود که رنگ آبی پدید آمده متناسب با  H2O2است. پس از شستشو محلول رنگزا که محتوي هیدروژن پراکسید (
. نانومتر دارد450نده رنگ آبی به زرد تبدیل می شود که بهترین جذب نوري را در طول موج کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها است، با افزودن محلول متوقف کن

:محتویات کیت

Anti)(Coated Plateفریتینحاوي چاهکهاي پوشش داده شده با آنتی بادي ضد خانه 96پلیت )1 - Ferritin.
. میلی لیتر (آماده مصرف)12: یک ویال حاوي)Enzyme Conjugateمحلول آنزیم کنژوگه ()2
WHO 3rdکالیبره شده در مقابل فریتین800ng/mlو 0،10،25،100،200،400ویال استاندارد با غلظتهاي7: شامل )Standard Setسري استانداردها ()3 IS

.باشند)میلی لیتر می 1استانداردها حاوي سایرمیلی لیتر و 2(استاندارد صفر محتوي94/572
. میلی لیتر سرم کنترل با غلظت مشخص درج شده بر روي برچسب هر ویال1: دو ویال هر یک حاوي ینیسرم کنترلهاي بالا و پا)4
.میلی لیتر (آماده مصرف)12یک ویال حاوي : (Assay Buffer)محلول اسی بافر) 5
.میلی لیتر (آماده مصرف)12حاويال وییک: (Chromogen-Substrate)محلول رنگزاي یک مرحله اي )6
مقطر به نسبت . جهت تهیه محلول شستشوي آماده مصرف ، مقدار مورد نیاز را با آب)X20میلی لیتر محلول شستشوي غلیظ (50: یک ویال حاوي محلول شستشو)7

.یدیرقیق نما20/1
.لی لیترمی12حاويال ): یک ویStop Solutionمحلول متوقف کننده ()8
. برچسب مخصوص پلیت)9

:مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نمی باشند

.نانومتر630نانومتر و در صورت امکان 450با طول موج ریدر الایزادستگاه )1
.دقیقيمیکرو لیتر100و 50سمپلر هاي )2
.آب مقطر)3

نکات قابل ذکر براي مصرف کنندگان: 

.شده استتعبیه حتویات این کیت براي مصرف در همین کیت م)1
.یدیاري نماداز مخلوط کردن محتویات کیتها با شماره ساختهاي  مختلف جداً خود)2
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مل می باشند، جهت کنترل گردیده اند و فاقد این عواHIVو HCVو آنتی بادي هاي ضدHBsAgکلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرمی دارند از نظر وجود )3
.   که با کیت کار می کند از تماس مستقیم با مواد بپرهیزدهر پرسنلی احتیاط  بهتر است 

شرایط نگهداري : 

.یدیادرجه سانتی گراد نگهداري نم8تا 2یخچال بین دماي کیت را در)1
.یدیچاهکها را در کیسه مخصوص پلیت همراه با نمگیر نگهداري نما)2
.شده بر روي هر یک از آنها می باشدنوشتهپایداري محتویات کیت تا پایان مدت انقضاء )3
درجه سانتی گراد قابل نگهداري و مصرف می 2-8با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط 20/1محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت )4

.باشد

جمع آوري و آماده سازي نمونه :

درجه سانتی گراد و یا براي مدت زمان طولانی تر8تا 2استفاده نمود، نمونه را می توان به مدت دو روز در دماي خون رم یا پلاسما را می توان پس از جدا نمودن ازس
.)ه پرهیز شودنمودن نمونFreeze-thawباید از در ضمن(نموددرجه  سانتی گراد نگهداري-20روز) در دماي 30تاماکزیمم (

توضیحات عمومی : 

. قبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق رسانده و بخوبی تکان دهید تا کاملاً یکنواخت شوند)1
.دبهتر است به محض شروع آزمایش کلیه مراحل بدون توقف انجام پذیرن)2
.هر نمونه استفاده کنیداز نوك سمپلر یک بار مصرف براي )3
.پس از افزودن محلول متوقف کننده جذب نوري چاهکها حد اکثر تا نیم ساعت قابل قرائت می باشد)4
.   دنبراي کسب نتایج مطلوب باید شستشوي چاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیه شو)5
صول نتیجه مطلوب زمان انکوباسیون مناسب می باشد، بنابراین پیشنهاد می گردد قبل از شروع آزمایش تمام مواد و محلولهاي مورد نیاز را حر از مهمترین فاکتورها د)6

. این عمل با کاهش فاصله زمانی بین مراحل سمپلینگ باعث نتایج دقیقتر می شود،آماده نموده و درب محلولهاي مورد نیاز را باز کنید
.دقیقه  بطول نیانجامد5از بهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زمان ریختن نمونه ها بیش6به دلیل مشابه در بند )7

مراحل انجام آزمایش : 

.ب آن را ببندیدچاهکها را به همراه نمگیر درون کیسه مخصوص نگهداري پلیت قرار داده و درسایرتعداد چاهکهاي مورد نظر را انتخاب نموده و ) 1
، سرم کنترل و نمونه را به داخل هر چاهک بریزید، پیشنهاد می گردد که از استانداردها و نمونه ها بصورت داپلیکیت استفاده شود بدین از هر استانداردر میکرولیت50)2

.نها براي محاسبه نتایج استفاده کنیدمعنی که هر استاندارد و نمونه را در دو چاهک بریزید و در انتها از میانگین جذب نوري آ
ثانیه تکان دهید تا محتویات آن بخوبی مخلوط 15را به هر چاهک اضافه نموده و پلیت را به آرامی به مدت(Assay Buffer)میکرولیتر از محلول اسی بافر100)3

.یدیدرجه سانتی گراد) انکوبه نما22-28ه در درجه حرارت اتاق (دقیق30شوند درب چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت پوشانده و چاهکها را به مدت 
کاناله استفاده نمود ولی باید مواظب 8ید (براي شستشو می توان از سمپلر یبار با محلول شستشوي آماده مصرف بشو5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را )4

رمیکرولیت300ارد نشود زیرا می تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش گردد، در هر دفعه شستشو حدود بود که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر و
ید و در انتهاي عملیات شستشو چاهکها را در حالت وارونه و با ضربات یتکاندن خالی نمامحلول شستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و 

.ملایم بر روي یک پارچه یا کاغذ نمگیر بزنید تا قطرات اضافی خارج شوند)
نده و چاهکها را به را به هر چاهک اضافه نموده درب چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت پوشا(Enzyme Conjugate)میکرولیتر از محلول آنزیم کنژوگه 100)5

. یدیادرجه سانتی گراد) انکوبه نم22-28دقیقه در درجه حرارت اتاق (30مدت 
.)4ید (همانند بند یبار با محلول شستشوي آماده مصرف بشو5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را )6
:(ل رنگزا محلومیکرولیتر100)7 (Chromogen-Substrateیدیهک اضافه نمابه هر چا.
.یدیدقیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریکی انکوبه نما15چاهکها را به مدت )8
. براي سنجش جذب نوري از دستگاه یدیبه هر چاهک ادامه واکنشهاي آنزیمی را متوقف نما(stop solution)میکرولیتر محلول متوقف کننده 100با اضافه کردن )9

.به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گردد)nm630شود از فیلتر ید (توصیه مییاستفاده نماnm450لتر فیالایزاریدر با 
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:محاسبه نتایج

میتوان استفاده نمود . nm450با قابلیت سنجش جذب نوري در طول موجریدر الایزااز هر دستگاه
. ) بخوانیدnm630(و در صورت امکان در مقابل فیلتر رفرانس nm450در طول موج ریدر الایزانمونه ها را به کمک دستگاهجذب نوري استانداردها و ) 1
) رسم کنید به این صورت که جذب نوري استانداردها را روي محور Point to point(با استفاده از میانگین جذب نوري استانداردها و غلظت معلوم آنها نموداري)2

بدست آمده را به یکدیگر وصل ، سپس نقاط) برده و نقطه تلاقی غلظت و جذب نوري را براي هر استاندارد بدست آوریدXرا روي محور افقی () و غلظت آنها Yعمودي (
.ید تا منحنی بدست آیدینما
ید بطوریکه این یوسط خطی به منحنی وصل نماور را تمیانگین جذب نوري براي هر نمونه را بدست آورده و روي محور عمودي جاي آن راپیدا کنید، سپس نقطه مذک) 3

نقطه تلاقی این خط با محور افقی مقدار غلظت را .بر محور افقی وارد کنیدعمودیخط، خط بر محور عمودي کاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقی خط و منحنی 
.نشان خواهد داد

.جذبهاي نوري و منحنی مربوطه فقط به عنوان نمونه می باشد و هر آزمایشگاه در هر دفعه انجام آزمایش باید منحنی جدیدي رسم نماید:توجه

: مقادیر مورد انتظار

طبیعی ر تستهاي مکرر به روش الایزا بدست آمده بقرار زیر می باشد ولی پیشنهاد می گردد که هر آزمایشگاه مقادیدرسرم افراد طبیعی که توسط Ferritinمقادیر نرمال 
: خود را بدست آورد

:ییشاخصهاي اجرا

:حداقل مقدار قابل اندازه گیري)1

.می باشدng/ml1قابل تشخیص در این کیت Ferritin) حداقل غلظت SDبر اساس جذب نوري استاندارد صفر و سه برابر انحراف معیار (

: دقت آزمایش)2

سري آزمایشهاي نمونه در یکاسی (همخوانی غلظت مشخص از-) و اینتریک سري آزمایشنمونه دریکاسی (همخوانی غلظت مشخص از-آزمایشهاي اینترا
:  آمده است2و 1انجام گردید که در جداول Ferritinسرم با غلظتهاي مختلف 3) با استفاده از مختلف

ng/mlاستانداردها  جذب نوري
0 014/0
10 072/0
25 175/0
100 730/0
200 336/1
400 062/2
800 573/2

(ng/ml)محدوده  طبیعی برحسب واحد

300-20 آقایان
100-10 خانمها قبل از یائسگی
200-20 خانمهاي یائسه
500-150 نوزادان
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:اسی) -(اینترا1جدول شماره

ng/ml(SD% CV(میانگینتستتعداد دفعات تکرارنمونه

1245/166/06/3
2243657/112/3
324585325/5

:اسی)-(اینتر2جدول شماره 

ng/ml(SD% CV(میانگینتستتعداد دفعات تکرارنمونه

1103/202/19/5
2103727/185
3105666/523/9

انجام شده است .Duplicateهر سري آزمایش بصورت

:وري آزمایشریکا)3

:افزوده شد و ریکاوري آنها محاسبه گردید که نتایج آن در جدول زیر آمده استFerritinسرم با غلظتهاي مشخص 4به Ferritinمقادیر معلومی از 

موجود در سرمFerritinمقدارنمونه
(ng/ml)

Ferritinمقدارافزوده شده
(ng/ml)

مقدار مورد انتظار
(ng/ml)

ست آمدهمقدار بد
(ng/ml)

(%)ریکاوري 

11210115/1095
112100565496
11250025625097
244102729107
2441007274103
244500272280103
315210817896
3152100126130103
315250032632198
441610213219103
441610025825398
4416500458469102

:خطی بودن آزمایش)۴

تهیه گردید و نتایج بر اساس ضریب رقت محاسبه شد که در جدول زیر نتایج آن آورده شده Ferritinسرم با غلظت مشخص از 4به کمک استاندارد صفر رقتهاي متوالی 
.است

موجود در سرم رقیق نشدهFerritinمقدار نمونه
(ng/ml)

(%)اوري ریک

16/1رقت 8/1رقت 4/1رقت 2/1رقت 
15501069810191
23701121019683
32001091059597
4949810110390
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٩٢اردیبھشت –چھارمویرایش 

:)Hook Effectاثر هوك ()۵

.مشاهده نشدصورت گرفت که پدیده هوك)µg/ml250ی با غلظت بسیار بالا از این آنالیت (تا یجهت سرمهاFerritinآزمایش 
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بصورت شماتیکFerritinام آزمایش روش انج

Ferritinضدچاهکهاي کوت شده با آنتی بادي 

نمونه سرم کنترل استانداردها محلولها
- - میکرولیتر50 استانداردها
- میکرولیتر50 - سرم کنترل

میکرولیتر50 - - نمونه
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 اسی بافر

و سپس دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص ثانیه تکان دهید تا محتویات چاهکها بخوبی مخلوط شوند15به ملایمت براي مدت پلیت را
و طبق دستور برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنیدانکوبه کنید.)c28-22°( دقیقه در دماي اتاق 30پلیت بپوشانید.

.یدیرا بشوبار چاهکها 5شستشو 
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول کنژوگه

برچسب پلیت را برداشته و محتویات . انکوبه کنید)c28-22°( دقیقه در دماي اتاق30.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید
ید.یبار چاهکها را بشو5چاهکها را خالی کنیدو طبق دستور شستشو 

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول رنگزا
.دقیقه در دماي اتاق و در تاریکی انکوبه کنید15

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده
.قرائت کنیدنس)نانومتر به عنوان فیلتر رفرا630در صورت امکان و(نانومتر450جذب نوري چاهکها را در طول موج 
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