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به روش الایزا(IL-6)6اینترلوکین کیت سنجش
حیطه کاربرد :

در سرم انسان طراحی شده است. IL-6یپیشتاز طب، براي سنجش کمIL-6کیت الایزاي 

مقدمه :
این سایتوکاین توسط سلولهاي مختلفی در بدن ترشح می شود اما سلولهاي سیستم ایمنی با خواص پیش التهابی و همچنین ضد التهابی است. سایتوکاینی6اینترلوکین 

وکاین بدن ترشح این سایتدر سرم افراد نرمال بسیار کم است اما به دنبال تغییر شرایط فیزیولوژیک6اینترلوکین د. میزان نسایتوکاین می باشمهمترین سلولهاي ترشح کننده این
افزایش می یابد. 

هابی مزمن و انواع د، بیماریهاي خود ایمنی، بیماریهاي التدر بیماریهایی مانند تصلب شرایین، آلزایمر، لوپوس اریتماتوز سیستمیک، مالتیپل میلوما، آرتریت روماتوئیIL-6ترشح
نابراین، کنترل بمتابولیک مانند دیابت نیز سطح افزایش یافته این سایتوکاین در خون بیماران مشاهده شده است. اختلالاتهمچنین در شود. مشاهده می…مختلف سرطان و

.اي برخوردار استاز فعال سازي پاسخ ایمنی از اهمیت ویژهدر طول بیماري خصوصاً فعال شدن آنها پس IL-6میزان

ی، بعد از ورود ویروس به بدن و ابتلا به عفونت ویروسمطالعات نشان داده است کهاهمیت می باشد. ئز باکتریایی و ویروسی نیز حایهاي افزایش این سایتوکاین در بیمار
و ترشح سایر سایتوکاین ها باعث ایجاد IL-6کنند. تحریک تولیدتولید میIL-6ماکروفاژها (یکی از انواع سلولهاي سیستم ایمنی) براي دفاع در برابر ویروس فعال شده و

و دیگر سایتوکاین هاي پیش التهابی مشاهده IL-6و افزایش ترشحTهايکاینی نیز به دلیل فعال شدن سلولشود و همچنین طوفان سایتوواکنش شدید سیستم ایمنی می
مقدارتولیدباتهاجمیالتهابیپاسخنیز19-بیماري کوییددر.هاي پیش التهابی در مراحل اولیه عفونت ویروسی بسیار مهم استشود. بنابراین، تشخیص و کنترل پاسخمی

.شودمیهاارگاندیگروریهبهآسیب،ریويالتهابموجبوشدهبیماريیافتنشدتاه است که موجبهمر) سایتوکاینیطوفان(التهابیپیشهايسایتوکاینزیادي
MCP-و IL1β ،6-IL ،12-IL ،γ-IFN ،10-IPنتیجه مطالعاتی که تاکنون انجام شده است حاکی از آن است که افزایش میزان سایتوکاین هاي پیش التهابی در سرم مانند 

.باشدمیمرتبط19-کوویدبهمبتلابیماراندرریويالتهاببا1
اسخپدلیلبهاحتمالاًکهاست،شدهگزارشبودندبستريویژهمراقبتهايبخشدر سرم بیماران مبتلا به کرونا که درMCP-1و IL1β ،γ-IFN ،10-IPسطح بالایی از 

بهIL-6گیرياندازهبنابرایندارد.مستقیمارتباط19-کوویدبیماريشدتباIL-10و α-TNF ،6-ILفعال شده است. علاوه بر این، سطوح 1-helper-T(Th1)سلول
باشد.میکارآمدبسیارالتهابیبیماریهايانواعناشیالتهابشدتتعییندرالتهابیهايسایتوکاینمهمترینازیکیعنوان

آزمایش :اساس 
پوشش IL-6ک شاخص آنتی ژنیاساس این کیت به روش ساندویچ و با استفاده از آنتی بادیهاي مونوکلونال می باشد. در این روش چاهکها توسط آنتی بادیهایی بر علیه یک 

متصل به آنزیم IL-6آنتی بادي ثانویه ضد ، انکوباسیون و شستشوپس از ، نمونه بیماران با آنتی بادي پوشش داده شده در ته چاهکها مجاور شده).Coatingداده می شوند (
HRPمقدار کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها با غلظت .به چاهکها اضافه شده و انکوبه می گرددIL-6محلول رنگزا که ،پس از شستشو، در نمونه ها متناسب است

با .اهکها ریخته می شود که رنگ آبی پدید آمده متناسب با کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکهاست) وکروموژن است به داخل چH2O2محتوي هیدروژن پراکسید (
نانومتر دارد. 450افزودن محلول متوقف کننده رنگ آبی به زرد تبدیل می شود که بهترین جذب نوري را در طول موج 

محتویات کیت:

Anti-h)(IL-6Coated Plateضد ) پلیت حاوي چاهکهاي پوشش داده شده با آنتی بادي 1 IL-6.
نژوگه آماده مصرف.ومحلول کحاوي میلی لیتري12ویال یک ): Enzyme Conjugateنژوگه (و) محلول آنزیم ک2
100,‚10‚5‚0با غلظتهاي آماده مصرف ،استانداردمیلی لیتري1ویال7): شامل Standards Set) سري استانداردها (3 pg/ml.600و25300,

با غلظتهاي مشخص شده بر روي برچسب ویال.آماده مصرفحاوي سرم کنترلیک میلی لیتريویالدو: (Control Sera)) سرم کنترل 4
حاوي محلول بافري آماده مصرف.میلی لیتري6ویال یک :(Assay Buffer )) محلول اسی بافر5
حاوي محلول آماده مصرف.میلی لیتري 12ویال یک : (Chromogen-Substrate)) محلول رنگزاي یک مرحله اي 6
مقدار مورد نیاز را با آب ، جهت تهیه محلول شستشوي آماده مصرف).x20حاوي محلول شستشوي غلیظ (میلی لیتري 50ویال یک : (Wash Solution)) محلول شستشو 7

رقیق نمایید.20/1مقطر به نسبت 
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حاوي محلول آماده مصرف.میلی لیتري 12ویال یک ): Stop Solution) محلول 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 ) دستگاه الایزاریدر1
.میکرولیتر دقیق100و 50) سمپلر 2
.شیکر الایزا ) 3
) آب مقطر .4

نکات قابل ذکر براي مصرف کنندگان : 
شده است .طراحی) محتویات این کیت براي مصرف در همین کیت 1
) از مخلوط کردن محتویات کیتها با شماره ساختهاي مختلف جداً خودداري نمایید .2
کنترل گردیده اند و فاقد این عوامل می باشند، جهت احتیاط HIVو HCVو آنتی بادي هاي ضدHBsAg) کلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرمی دارند از نظر وجود 3

د. نند از تماس مستقیم با مواد بپرهیزنکه با کیت کار می ککاربرانی بهتر است 
در نظر گرفته شوند. تمامی محلولهاي واکنش گر و معرفها باید مطابق با نمونه بیماران، استانداردها، کنترلها و چاهکهاي استفاده شده، باید به عنوان پسماندهاي عفونی ) 4

مقررات ملی دفع پسماندهاي عفونی امحا شوند.

شرایط نگهداري :  
درجه سانتی گراد نگهداري نمایید.8تا 2) کیت را در یخچال بین دماي 1
یید.) چاهکها را در کیسه مخصوص پلیت همراه با نمگیر نگهداري نما2
.شده بر روي هر یک از آنها می باشدنوشته) پایداري محتویات کیت تا پایان مدت انقضاء 3
درجه سانتی گراد قابل نگهداري و مصرف می باشد.2-8رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط 20/1) محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت 4

جمع آوري و آماده سازي نمونه :
روز) 30حداکثردرجه سانتی گراد و یا براي مدت زمان طولانی تر (8تا 2روز در دماي سهسرم را می توان پس از جدا نمودن از خون استفاده نمود، نمونه را می توان به مدت 

. نمودن نمونه پرهیز شودFreeze-thawباید از در ضمن.نگهداري نموددرجه سانتی گراد-70و یا ترجیحا -20در دماي 

توضیحات عمومی : 
خوبی تکان دهید تا کاملاً یکنواخت شوند. ه ) قبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق رسانده و ب1
) بهتر است به محض شروع آزمایش کلیه مراحل بدون توقف انجام پذیرند.2
مصرف براي هر نمونه استفاده کنید.) از نوك سمپلر یک بار 3
) پس از افزودن محلول متوقف کننده جذب نوري چاهکها حداکثر تا نیم ساعت قابل قرائت می باشد.4
صورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیه شود.   ه ) براي کسب نتایج مطلوب باید شستشوي چاهکها ب5
ماده آصول نتیجه مطلوب زمان انکوباسیون مناسب می باشد، بنابراین پیشنهاد می گردد قبل از شروع آزمایش تمام مواد و محلولهاي مورد نیاز را حتورها در ) از مهمترین فاک6

نموده و درب محلولهاي مورد نیاز را باز کنید، این عمل با کاهش فاصله زمانی بین مراحل سمپلینگ باعث نتایج دقیقتر می شود.
طول نیانجامد.ه دقیقه ب5از بهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زمان ریختن نمونه ها بیش 6) به دلیل مشابه در بند 7

مراحل انجام آزمایش : 
درب آن را ببندید.) تعداد چاهکهاي مورد نظر را انتخاب نموده و باقی چاهکها را به همراه نمگیر درون کیسه مخصوص نگهداري پلیت قرار داده و1
اضافه نمایید. ها) را به همه چاهکAssay Bufferمیکرولیتر از محلول اسی بافر (50) 2
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معنی دینصورت داپلیکیت استفاده شود به میکرولیتر از هر استاندارد، سرم کنترل و نمونه را به داخل هر چاهک بریزید (پیشنهاد می گردد که از استانداردها و نمونه ها ب50) 3
ثانیه تکان دهید تا 15آرامی به مدت که هر استاندارد و نمونه را در دو چاهک بریزید و در انتها از میانگین جذب نوري آنها براي محاسبه نتایج استفاده کنید) و پلیت را به

درجه سانتی گراد) 22-28دقیقه در درجه حرارت اتاق (120دت درب چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت پوشانده و چاهکها را به م.خوبی مخلوط شونده محتویات آن ب
200با دور برروي شیکر  rpm. انکوبه نمایید

کاناله استفاده نمود ولی باید مواظب بود 8(براي شستشو می توان از سمپلر ) محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را پنج بار با محلول شستشوي آماده مصرف بشویید.4
میکرولیتر محلول شستشو 300محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا می تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش گردد، در هر دفعه شستشو حدود که

لت وارونه و با ضربات ملایم بر روي یک پارچه در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خالی نمائید و در انتهاي عملیات شستشو چاهکها را در حا
.یا کاغذ نمگیر بزنید تا قطرات اضافی خارج شوند)

) را به هر چاهک اضافه نموده، درب چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت پوشانده و چاهکها را به مدت Enzyme Conjugateنژوگه (ومیکرولیتر از محلول آنزیم ک100) 5
200با دور برروي شیکردرجه سانتی گراد)22-28ارت اتاق (دقیقه در درجه حر60 rpm. نکوبه نمایید
.)4) محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را پنج بار با محلول شستشوي آماده مصرف بشویید ( همانند بند 6
) به هر چاهک اضافه نمایید.Chromogen-Substrateمیکرولیتر محلول رنگزا (100) 7
دقیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریکی انکوبه نمایید.15چاهکها را به مدت ) 8
براي سنجش جذب نوري از دستگاه به هر چاهک ادامه واکنشهاي آنزیمی را متوقف نمایید.(Stop Solution)محلول متوقف کننده میکرولیتر100) با اضافه کردن 9

.به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گردد)nm630شود از فیلتر ( توصیه میاستفاده نمایید.nm450الایزاریدر با فیلتر 

محاسبه نتایج :
میتوان استفاده نمود. nm450با قابلیت سنجش جذب نوري در طول موجاز هر دستگاه الایزاریدر

) بخوانید. nm630(و در صورت امکان در مقابل فیلتر رفرانس nm450در طول موج ) جذب نوري استانداردها و نمونه ها را به کمک دستگاه الایزاریدر1
) Y) رسم کنید به این صورت که جذب نوري استانداردها را روي محور عمودي (Point to point() با استفاده از میانگین جذب نوري استانداردها و غلظت معلوم آنها نموداري2

) برده و نقطه تلاقی غلظت و جذب نوري را براي هر استاندارد بدست آورید، سپس نقاط بدست آمده را به یکدیگر وصل نمایید تا منحنی Xافقی (و غلظت آنها را روي محور 
بدست آید.

این خط طوریکهه نی وصل نمایید ب) میانگین جذب نوري براي هر نمونه را بدست آورده و روي محور عمودي جاي آن راپیدا کنید، سپس نقطه مذکور را توسط خطی به منح3
نقطه تلاقی این خط با محور افقی مقدار غلظت را نشان خواهد داد.،عمود بر محور افقی وارد کنیدخطی ،بر محور عمودي کاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقی خط و منحنی

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

مقادیر مورد انتظار:  
1.2میانگین. آمدهاي مکرر به روش الایزا بدست سرم افراد طبیعی توسط تستعدد 81در مقادیر نرمال  pg/mlمقادیر کمتر از بر اساس میانگین به دست آمده.محاسبه شد ،

5 pg/mlولی پیشنهاد می گردد هر آزمایشگاه مقادیر نرمال خود را بدست آوردتعیین شد.عنوان محدوده مرجعه ب.
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:يریروش اندازه گتیمحدود
دهیدمارانیز بایکه در نمونه سرم برخلیهتروفيهايبادیاوقات آنتی. گاهردیقرار گریمورد تفسیصیتشخيتست ها و روش هاریهمراه با ساسـت یبایتسـت م جینتا

.امکان تداخل دارندت،یکيضد آنها در محلول هايشوند، با وجود مواد بلاك کننده قویم

شاخصهاي اجرایی :

) حداقل مقدار قابل اندازه گیري:1
Limit of Detection (LOD):1.6و محاسبات انجام شدهاستاندارد صفربر اساس جذب نوري  pg/ml.می باشد

) دقت آزمایش : 2
) با سري آزمایشات مختلفنمونه در یکاسی (همخوانی غلظت مشخص از-) و اینتریک سري آزمایشنمونه در یکاسی (همخوانی غلظت مشخص از-آزمایشهاي اینترا

آمده است :  2و 1انجام گردید که در جداول IL-6سرم با غلظتهاي مختلف 4استفاده از 

اسی) :-(اینترا 1جدول شماره

اسی) :-(اینتر 2جدول شماره 

انجام شده است .Duplicateصورته هر سري آزمایش ب

) صحت:3
درصد 2/95بین دو کیت همبستگی به دست آمده تست شدند. که CEوIVDداراي نشان و کیت تجاري معتبرپیشـتاز طب کیت الایزاينمونه به طور همزمان با 98تعداد 

.محاسبه گردید

) ریکاوري آزمایش:4
.را نشان می دهددرصد 10100افزوده شد و ریکاوري محاسبه شده آنها عددي بین IL-6مقادیر معلومی از نمونه سرم با سهاستاندارد با غلظت مشخص به 

( جهت تست ریکاوري از استاندارد هاي کیت استفاده نشود.)

% pg/mlSDCVمیانگین تعداد دفعات تکرار تستنمونه

1208/22/01/7
2208/106/05/5
3206/398/15/4
4206/959/10/2

% pg/mlSDCVمیانگین تعداد دفعات تکرار تستنمونه

1204/22/03/8
2209/107/04/6
3207/391/23/5
4202/969/20/3
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) خطی بودن آزمایش :5
بر اساس ضریب رقت محاسبه شده عددي خطی بودن و نتایج دیگردهی) ته1:16تا 1:2ازیصورت چهار رقت متواله نمونه سرم (ب3یمتواليبه کمک استاندارد صفر رقتها

درصد را نشان می دهد.10100بین 

نمونه
در سرم رقیق موجود IL-6مقدار 

(pg/ml)نشده

ریکاوري ( % )

16/1رقت 8/1رقت 4/1رقت 2/1رقت 

18/9596%91%97%109%

26/8395%108%100%90%
39/64103%94%109%98%

) تداخل: 6
ل و بعد از افزودن رزش نمونه در قبجهت بررسی تداخل کیت به سه نمونه سرم مقادیر زیر از عوامل مداخله گر هموگلوبین، تري گلیسرید و بیلی روبین اضافه و تغییرات میزان ا

دست آمد.ه بمربوطهعوامل مداخله گر محاسبه شد و نتایج جدول 

ارزش نمونه قبل از افزودن آنالیت گرغلظت آنالیت مداخلهمداخله گرآنالیت
)pg/ml(مداخله گر

ارزش نمونه بعد از افزودن آنالیت 
تفاوت نتایج (%))pg/ml(مداخله گر

mg/ml 1نیهموگلوب
20.6
53.6
568

20.3
50.8
542

-1.4
-5.2

-4.57

mg/dL 3000تري گلیسرید
20.6
53.6
568

21
52.1

586.7

1.94
-2.8
3.29

20mg/dLروبینبیلی 
20.6
53.6
568

20.4
51.7
554

-1
-3.5
-2.46

.باشدینکرد و قابل قبول مجادیاجیدر نتايریچشمگرییشده تغجادیدست آمده تداخل اه بجیبر اساس نتا

ریکاوري
( %)

مقدار بدست آمده
(pg/ml)

مقدار مورد انتظار
(pg/ml)

افزوده IL-6مقدار 
(pg/ml)شده

موجود در سرمIL-6مقدار 
(pg/ml)

نمونه

1/19 2/6 8/6 3/10 4/3 1
4/96 3/61 9/16 5/30 4/3 1
5/310 38 7/36 70 4/3 1
4/110 21 7/20 3/10 2/31 2
2/210 5/31 8/30 5/30 2/31 2
7/102 52 6/50 70 2/31 2
3/103 43 6/41 3/10 73 3
5/210 53 7/51 5/30 73 3
3/104 6/74 5/71 70 73 3
7/95 5/124 1/130 3/10 250 4
2/79 3/136 2/140 5/30 250 4
3/109 175 160 70 250 4
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):Hook Effect) اثر هوك (7
صورت گرفت که پدیده هوك مشاهده نشد.) pg/ml60000جهت سرمهائی با غلظت بسیار بالا از این آنالیت (تا IL-6آزمایش 
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صورت شماتیکه ب(IL-6)6اینترلوکین ام آزمایشروش انج

IL-6ضدچاهکهاي کوت شده با آنتی بادي 

نمونه سرم کنترل استانداردها محلولها
میکرولیتر50 میکرولیتر50 میکرولیتر50 اسی بافر

- - میکرولیتر50 استانداردها
- میکرولیتر50 - سرم کنترل

میکرولیتر50 - - نمونه
120سپس دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید. .خوبی مخلوط شونده ثانیه تکان دهید تا محتویات چاهکها ب15را به ملایمت براي مدت پلیت 

200با دور بر روي شیکردقیقه در دماي اتاق  rpmبار چاهکها را 5شستشو طبق دستور .انکوبه کنید. برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید
بشویید.

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 نژوگهوآنزیم ک
200با دوربر روي شیکردقیقه در دماي اتاق60.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید rpm انکوبه کنید. برچسب پلیت را برداشته و محتویات

بار چاهکها را بشویید.5دستور شستشو طبق .چاهکها را خالی کنید
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول رنگزا

.دقیقه در دماي اتاق و در تاریکی انکوبه کنید15

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده
قرائت کنید.نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس)630امکان ودرصورتنانومتر(450جذب نوري چاهکها را در طول موج 
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جدول محتویات کیت
تستی192فرمت تستی96فرمت تستی48فرمت محتویات کیت

پلیت
Plate

1 × 48 Wells1 × 96 Wells2 × 96 Wells

محلول اسی بافر
Assay Buffer

1 × 3 ml1 × 6 ml1 × 12 ml

کنژوگه آنزیممحلول
Enzyme Conjugate

1 × 6 ml1 × 12 ml2 × 12 ml

سري استانداردها
Standards Set

St. 7 × 0.5 mlSt. 7 × 1 mlSt. 7 × 2 ml

سرم کنترل
Control Sera

2 × 0.5 ml2 × 1 ml2 × 2 ml

محلول شستشو
Wash Solution

1 × 25 ml1 × 50 ml2 × 50 ml

محلول متوقف کننده
Stop Solution

1 × 6 ml1 × 12 ml2 × 12 ml

محلول رنگزاي یک مرحله اي
Chromogen - Substrate

1 × 6 ml1 × 12 ml2 × 12 ml

برچسب مخصوص پلیت
Cardboard Sealer

112


