
︨︀︠︐︀ر و ﹡﹆︩ ﹁﹫︤﹢﹜﹢ژ﹉: ویتامین D از ویتامین هاى محلول در چربى به گروهى از 
پیش هورمون ها شامل ارگوکلسیفرول (Vitamin D2)، کوله کلسیفرول (Vitamin D3) و 
همچنین متابولیت ها و آنالوگهاى این مواد اطلاق مى شود.(٢و١) ویتامین D3 با منشاء حیوانى، 
به طور طبیعى در پوست از 7-دهیدروکلسترول در اثر مجاورت با پرتو ماوراء بنفش اB نور 
خورشید تولید مى شود. علاوه بر آن  این ویتامین از طریق  برخى مواد غذایى  مانند ماهى 
هاى چرب و مکمل هاى غدایى نیز قابل جذب است. ویتامین D2 منشاء گیاهى داشته و 
بوسیله ى تابش آفتاب به آرگوسترول مخمرها ساخته مى شود(٣-٧). تفاوت ساختارى بین 
دو فرم D2 و D3 در زنجیره هاى جانبى آنها است. زنجیره جانبى در ویتامین D2 داراى دو 

باند دوگانه بین کربن 22 و23 بوده و یک گروه متیل بر روى کربن 24 خود دارد.
ویتامین D جذب شده غیر فعال بوده و براى ایفاى نقش بر روى بافت هاى هدف باید دو مرحله 
 Vitamin D binding را پشت سر بگذراند ازابببب. این  مولکول پس از ترکیب با Hydroxylation
protein (VDBP)i وارد کبد شده و در آنجا یک مولکول OH دریافت مى کند. هیدروکسیلاسیون 

i25i-Hydroxy-Vita- بعدى در میتوکندرى هاى بافت کلیه انجام مى شود. این واکنش به وسیله
تولید           i(i25i,i1i)i-Di-hydroxy-Vitamin-Di نهایت  در  و  شده  فعال   min-D3i-i1i-iαi-Hydroxylase

مى گردد. این مولکول که کلسیتریول (Calcitriol) نام دارد فرم فعال و داراى عملکرد ویتامین 
D است(٨). میزان کلسیتریول هزار برابر کمتر از فرم غیرفعال این ویتامین بوده و نیمه عمر 
کوتاهى دارد. فرم فعال ویتامین  D با افزایش جذب کلسیم در روده و تنظیم غلظت کلسیم، 
فسفر و منیزیم بدن، اصلى ترین تنظیم کننده هوموستاز کلسیم بوده و در تکامل اسکلت و 
معدنى شدن استخوان ها اهمیت دارد(٩). دریافت کافى ویتامین D در کودکان از ابتلا به 
راشیتیسم و ریکتز(rickets) و در بزرگسالان از استئومالاسى پیشگیرى مى کند. در دوران 
کهنسالى کمبود این ویتامین باعث بروز بیمارى پوکى استخوان بویژه در زنان مى شود(١٠). 
علاوه بر آن،  این ویتامین در فرآیند رشد سلولى، (١١)، عملکرد عصبى-عضلانى،کاهش 
التهاب؛ ارتقاء عملکرد سیستم ایمنى ، تعادل هورمون هاى پاراتیروئیدى و تنظیم سطح گلوکز 

خون نقش دارد.
همچنین در طول چند سال اخیر ، مطالعات نشان دهنده ى این مطلب است که دریافت 
کافى ویتامین D مى تواند در گستره ى وسیعى از بیمارى ها مانند انواع سرطان ها و بیمارى 
ها از جمله مولتیل اسکلروزیس، عارضه هاى قلبى، بیماریهاى عفونى از جمله کووید- 19
پسوریازیس و آلزایمر داراى اثرات پیشگیرانه باشد(١٢-١٥). از طرف دیگر با توجه به 
همبستگى غلظت ویتامین D و کلسیم، مصرف بالاى مکمل هاى حاوى این ویتامین مى تواند 
سطح کلسیم خون را افزایش داده و باعث هایپرکلسمى منتهى به کلسیفیکاسیون بافت هاى 

نرم از جمله کلیه ها، ریه ها، قلب و رگ هاى خونى گردد. 
﹋︀ر︋︣د ︋︀﹜﹫﹠﹩: هرچند مفروض است افرادى که بصورت طبیعى در محیط سرشار از 
آفتاب زندگى میکنند مقادیر کافى ویتامین D دریافت کنند ولى نتایج بدست آمده از 
تحقیقات گسترده در خصوص سطح سرمى این پیش هورمون نشان میدهد که حدود یک 
 D دچارند(١٦). اندازه گیرى سطح سرمى ویتامین D میلیارد نفر در دنیا به فقر ویتامین
که محدودیت  افرادى  افراد مسن،  از جمله  آن،  فقر  معرض  در  گروههاى  بخصوص 
قرارگیرى در معرض نور خورشید دارند، رنگین پوستان، مبتلایان به بیماریهاى التهابى و 
گوارشى و افراد دارى وزن بالا حائز اهمیت است. برخلاف فقر ویتامین D بالابودن سطح 
سرمى این ویتامین نادر بوده و عموما در افرادى روى میدهد که در درازمدت مقادیر بالاى 
مکمل هاى ویتامین D دریافت کرده اند. در فصول سرد بدلیل کمتر بودن نور خورشید 

کمبود ویتامینD  به بیشترین حد خود مى رسد. 
در ایران شیوع فقر ویتامین D بسیار گسترده بوده و در حدود 70-80 درصد تخمین زده 
میشود(١٧و١٨). مسمومیت ناشى از مصرف بیش از حد ویتامین D با قطع مصرف آن و کم 
کردن دریافت کلسیم درمان میگردد. همچنین افزایش سطح سرمى ویتامین D مى تواند با 
ترشح  بیش از حد هورمون پاراتیروئید و یا بیمارى هایى مانند سارکوئیدرز یا برخى از لنفوم 
 25i-OH-Vitamin-D اندازه گیرى D ها دیده شود. بدین ترتیب علاوه بر موارد کمبود ویتامین

مى تواند در تشخیص موارد انباشت این پیش هورمون نیز حائز اهمیت مى باشد.

﹥  روش  ﹑︨﹞︀ی ا﹡︧︀﹡﹩︋   ︎︀ ︣م ا﹡︡ازه ﹎﹫︣ی ︾﹙︷️ i25i-OH Vitamin D در︨ 
﹉﹫︑︀ ﹝︤ ا﹞﹢﹡﹢آ﹡

﹋ـ︀ر︋ـ︣د
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ا︨︀س روش ︨﹠︖︩﹝﹠︀︋︹

 طراحى کیت 25i-OH Vitamin D بر اساس روش ایمونوآنزیماتیک رقابتى است. ابتدا 
ویتامین D نمونه هادر پلیت Extraction استخراج شده و سپس به پلیت Reaction منتقل 
مى گردد. در این روش بعد از استخراج، ویتامین D موجود در نمونه ها براى اتصال به 
با  چاهکها،  روى  بر  شده  داده  پوشش   ،25i-OH Vitamin Dمونوکلنال ضد بادى  آنتى 
25i-OH Vitamin D متصل به آنزیم پراکسیداز (25i-OH Vitamin D - HRP) رقابت مى کند. 
در این واکنش رابطه معکوسى بین میزان 25i-OH Vitamin D - HRP متصل به آنتى بادى 
مونوکلنال ضد 25i-OH Vitamin D با غلظت 25i-OH Vitamin D موجود در نمونه وجود 
دارد. پس از اتمام انکوباسیون و خارج شدن آنالیتهاى غیرمتصل، با افزودن سوبسترا،        
محلول  نمودن  اضافه  با  کند.  مى  ایجاد  آبى  رنگ  آنزیم   ،(TMB)بنزیدین تترا متیل 
متوقف کننده، رنگ آبى به زرد تبدیل مى شود. شدت رنگ ایجاد شده که با غلظت 
25i-OH Vitamin D نمونه ارتباط معکوس دارد، در طول موج 450 نانومتر (با دیفرانسیل 

630 نانومتر) اندازه گیرى مى گردد.

﹝︡ت ز﹝︀ن ا﹡︖︀م ︑︧️: ١ ︨︀︻️ + ١ ︨︀︻️ + ١٥ د﹇﹫﹆﹥ 

اجزاى اختصاصى این کیت براى مصرف با اجزاى هم سرى ساخت کیت ارائه شده اند.
اجزاى عمومى کیت شامل محلول هاى شستشو، رنگ زا و متوقف کننده مى باشند که 

براى سایر محصولات  دیازیست نیز قابل استفاده هستند. 
جهت کاهش پدیده تأخیرى، ضرورت دارد زمان انجام مرحله دوم تست در کمتر از 

10 دقیقه انجام شود.
توصیه مى شود در هر تست استانداردها جهت رسم منحنى استفاده شوند، همچنین 
درصورتى که همزمان بیش از یک پلیت تست گذاشته شود، رسم منحنى براى هر 

پلیت ضرورى است. 
کالیبره بودن ابزارها و دستگاه ها در صحت نتایج اثرگذار است.

جهت ساخت اجزاى این کیت از مواد شیمیایى و زیستى استفاده شده است. لذا توصیه 
مى شود هنگام کار از تماس مستقیم با مواد پرهیز نمایید.

︑﹢︗﹥ و ا︐﹫︀ط
این کیت تشخیصى به صورت in vitro قابل استفاده مى باشد.

﹝﹢︐︀ت ﹋﹫️

:︫︡︀  ︋﹩﹞ ︣︣ح ز  ︫﹤  ︋25i-OH Vitamin D ﹩︐︧︑  ا︗︤ای ︑︪﹊﹫﹏ د﹨﹠︡ه ﹋﹫️  ٩٦
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︿رد
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1/25 ml

1/12 ml

1/2.4 ml

ا︡د ا︡ر/︑︺ ﹆﹞

1/96 wells

 (Concentrated Wash Buffer) محلول شستشوى غلیظ

 (TMB Substrate) محلول رنگ  زا

 (Stop Solution) محلول متوقف کننده

 (ng/ml) برحسب (Standards A-E)   A-E    استاندارهاى 
2972  NIST کالیبره شده بر مبناى استاندارد

(Controls Low & High)    کنترل پایین و بالا 

﹡︀م ا︗︤اء

 25i-OH Vitamin D کونژوگه شده به (HRP) محلول غلیظ آنزیم
 (25i-OH Vitamin D -HRP Conjugate)

︋︧︐﹥︋ ﹠︡ی

96تستى

96تستى

96تستى

96تستى

96تستى

96تستى

96تستى

1/12 ml

2/0.5 ml

5/0.5 ml

 (Extraction Buffer) محلول بافر استخراج

96تستى

1/12 ml
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 Extraction Plate1/96 wells

 (Anti-25-OH Vitamin D Antibody Coated Microtiter Plate)



با توجه به پایین بودن سطح سرمى 25i-OH Vitamin D  در افراد جامعه، متخصصین توافق نظر بر 
این دارند که ”مقادیر طبیعى“ بر اساس میانگین سطح سرمى این ویتامین در افراد سالم جامعه 
تعریف گردد. بر این اساس همسو با اعلام انجمن طب (Institute of Medicine) محدوده هاى 

زیر جهت تفسیر سطح سرمى این ویتامین ارائه مى گردد. ( ٢١و ٢٢)

1. 25 میکرولیتر از هر استاندارد، کنترل و نمونه سرم در پلیت Extraction بریزید.
2. محلول کنژوگه مصرفى را تهیه نمایید. بدین منظور یک حجم محلول کنژوگه غلیظ را با 10 
حجم بافر استخراج مخلوط نمایید. خواهشمند است این محلول بعد از اضافه کردن استاندارد ها، 

کنترل ها و نمونه ها تهیه شده و بلافاصله استفاده گردد.
3. سپس به هر چاهک 100 میکرولیتر محلول آنزیم کنژوگه رقیق شده اضافه نموده و پلیت را 

تکان دهید تا به خوبى مخلوط شوند. 
4. روى چاهک ها را با برچسب مخصوص پوشانده و به مدت 60 دقیقه در دماى 37 درجه 

سانتیگراد قرار دهید.
پلیت  به  را  ها  کنترل  و  ها  رد  ندا استا  ، ها نمونه  ز  ا میکرولیتر   100  .5

Reaction (Anti-i25i-OH Vitamin D Coated Microtiter Plate)i اضافه نمایید.

6. روى چاهک ها را با برچسب مخصوص پوشانده و به مدت 60 دقیقه در دماى 37 درجه 
سانتیگراد  دهید.

7. چاهک ها را 5 بار با 350 میکرولیتر محلول شستشو بشویید.
8. به هر چاهک 100 میکرولیتر محلول رنگ زا اضافه نمایید و پلیت را به مدت 15 دقیقه در 

دماى اتاق قرار دهید.  
9.  به هر چاهک 100 میکرولیتر محلول متوقف کننده اضافه نمایید و بعد از مخلـوط کـردن 
به مدت 15 ثانیه، میزان جذب نورى را در طول موج 450 نانومتر با دیفرانسیل 630 نانومتر، 

حداکثر تا 15 دقیقه بعد از افزودن محلول متوقف کننده، بخوانید.

﹝︣ا﹏ ا﹡︖︀م ︑︧️:

غلظت 25i-OH-Vitamin-D نمونه ها با استفاده از منحنى استاندارد (رسم به صورت دستى یا دستگاه 
الایزا ریدر) تعیین مى گردد. در این منحنى جذب نورى استانداردها را در طول موج 450 نانومتر 
(با دیفرانسیل 630 نانومتر) بر روى محور عمودى (Y) و غلظت آن ها را بر حسب ng/ml بر 
روى محور افقى (X) مشخص کنید و بر اساس آن منحنى را رسم نمایید. با استفاده از منحنى 
ترسیم شده و جذب نورى بدست آمده از نمونه، غلظت 25i-OH-Vitamin-D آن قابل محاسبه     

مى باشد. جدول و نمودار زیر به عنوان مثال ارائه شده است.

(ng/ml)25i-OH Vitamin D ️︷﹚︾

ی
ب ﹡﹢ر

︢︗

﹩︺﹫︊︵ ︣︀د﹆﹞

و︥﹎﹩ ﹨︀ی ا︠︐︭︀︮﹩ ﹋﹫️

 .1︧︀︨﹫️:  حداقل غلظت قابل اندازه گیرى 25i-OH Vitamin D که از نمونه فاقد آنالیت 
قابل تمایز باشد را حساسیت گویند. این مقدارکه بر اساس میانگین غلظت استاندارد صفر بعلاوه 

دو برابر انحراف معیار محاسبه گردیده است (بدست آمده از 10 تست)،  ng/ml 5 مى باشد.
︮ .2️:  غلظت 25i-OH Vitamin D، 231 نمونه تصادفى با کیت دیازیست و روش مرجع 
 0/88 (r) اندازه گیرى شد. نتایج بدست آمده از مقایسه دو روش ضریب همبستگى خطى (HPLC)

را نشان مى دهد. غلظت نمونه ها با کیت دیازیست بین ng/ml 6/4 تا 75/8 و با روش مرجع    
ng/ml 8/4 تا 74/9 بود. نتایج مقایسه دو روش به شرح زیر است:

٢٣١ ٨٠-٦ -٠/٤٧ ٠/٩٩

٨٠٢٣١-٠/٨٧٣/٦٩٦

SlopeIntercept

Passing/Bablok

Linear Regression

︑︺︡اد
روش﹡﹞﹢﹡﹥

کیت را در دماى 8-2 درجه سانتیگراد نگهدارى کنید.
پایدارى کیت در دماى 8-2 درجه سانتیگراد، قبـل از شـروع استـفاده (In Shelf) و حین 
استفـاده(In use) بر مبنـاى استانـدارد                       (١٩) بررسى گردیـد که  نتایـج به 

شـرح زیـر مى باشد: 

نمونه مورد نیاز جهت اندازه گیرى 25i-OH Vitamin D، سرم یا پلاسماى به دست آمده با مواد 
ضد انعقاد هپارین، سیترات سدیم و EDTA مى باشد. نمونه ها در دماى 8-2 درجه سانتیگراد 
تا 7 روز و در دماى 20- درجه سانتیگراد تا یک ماه قابل نگهدارى هستند.(٢٠)  از ذوب شدن و 
یخ زدن مکرر نمونه ها پرهیز نمایید. جهت اندازه گیرى 25i-OH Vitamin D نمونه هاى منجمد 
شده، ابتدا نمونه را در دماى اتاق ذوب و بعد با حرکت دست یکنواخت نمایید. جهت پایدارى 

نمونه ها از سدیم ازاید(Sodium Azide) استفاده نشود.

︗﹞︹ آوری و آ﹝︀ده ︨︀زی ﹡﹞﹢﹡﹥ ﹨︀

روش ا﹡︖︀م ︑︧️روش ا﹡︖︀م ︑︧️

(In Shelf) قبل از شروع استفاده

(In use) حین استفاده

تا پایان تاریخ انقضا

تا 3 ماه

25 i-OH Vitamin D 25﹋﹫ـ️ ︨ـ﹠︖ـ︩  i-OH Vitamin D ﹋﹫ـ️ ︨ـ﹠︖ـ︩ 

تمام مواد و نمونه ها را به دماى اتاق (25-20 درجه سانتیگراد) برسانید.
براى تهیه محلول شستشوى قابل مصرف، یک حجم محلول شستشوى غلیظ(20x) را با 19 

حجم آب مقطر رقیق نمایید.  

﹇︊﹏ از ا﹡︖︀م ︑︧️:

︀︡اری ︫︣ا﹍﹡ ︳︡اری و︎ 

︀﹨ ﹤﹡﹢﹝﹡ ️︷﹚︾
 (ng/ml)

مواد و وسایل لازم که همراه کیت عرضه نمى شوند
    دستگاه الایزا ریدر داراى فیلتر 450 و630 نانومتر کالیبر شده

    سمپلرهاى 100  و 25 میکرولیتر کالیبر شده
    سرسمپلرهاى یک بار مصرف

    آب مقطر براى رقیق سازى محلول شستشوى غلیظ
     انکوباتور 37 درجه سانتیگراد

١:٢

١:٤

١:٨

١:١٦

ر﹇️

3. د﹇️: شاخص دقت این کیت بر مبناى استانـدارد                         (٢٣) ارزیابـى گردیده 
است. بدین منظور میزان 25i-OH Vitamin D 3 نمونه سرمى با غلظت هاى مختلف اندازه گیرى 

و انحراف معیار و ضریب تغییرات محاسبه گردید که در جدول زیر آمده است:.

ULoQ دن:  به منظور بـررسى صحـت انـدازه گیـرى نمونـه هـاى با غلظت بـالاى﹢  ︋﹩︴  ︠.4
(upper limit of quantitation) تـست خطـى بـودن ایـن کیـت بـر مبـنـاى استـانــدارد 
                                      (٢٤) انجام گردید. بدین منظور نمونه سرم با غلظت ng/ml 170/2 با پلاسماى 

کیت  با  غلظت ها  سپس  شد.  رقیق  متوالى  صورت  به   25i-OH Vitamin D فاقد  انسانى 
25i-OH Vitamin D اندازه گیرى گردید. درصد ریکاورى رقت که شاخص میزان دقت رقت

 گیرى مى باشد، طبق فرمول زیر محاسبه گردید:

١ ٦٠

٦٠

٦٠

٢

٣

١١/٧٧

٢٥/٩٥

٥٦/٢٨

٠/٦٥

١/٣٦

٢/١٠

٥/٥٧

٥/٣١

٣/٧٤

٠/٩٨

٢/٠٠

٢/٧٥

٨/٣٦

٧/٧٢

٤/٨٩

Within Run

SD SD٪CV ٪CV

Total︀ره﹝︫
 ﹤﹡﹢﹝﹡ 

︑︺︡اد
︩︖﹠︨

﹟﹫﹍﹡︀﹫﹞
 ️︷﹚︾

 (ng/ml)

١٠٤/٢

٩٧/٠

٩٤/٢

٩٦/٢

٪ ر﹊︀وری

٥٧/١٧

٢٧/٨١

١٤/٦٨

٨/٧١

 (ng/ml) غلظت اندازه گیرى شده 
 (ng/ml) غلظت مورد انتظار 

×١٠٠

﹫﹟ ٩٤/٢ ︑︀ ١٠٤/٢ ا︨️) ︨︡️ آ﹝︡ه︋  (﹝︡وده در︮︡ ر﹊︀وری︋ 

٥٤/٨٧

٢٨/٦٨

١٥/٥٩

٩/٠٥

︾﹙︷️ ا﹡︡ازه ﹎﹫︣ی ︫︡ه
 (ng/ml)

︾﹙︷️ ﹝﹢رد ا﹡︐︷︀ر
 (ng/ml)

De�cient

Insu�cient

Su�cient

Potential Toxicity

 <20 

 >100 

︣﹫︧﹀︑  25 - OH Vitamin D ️︷﹚︾    

(ng/ml) 
(ng/ml) 

(ng/ml) 
(ng/ml) 

 20 -29 

 30 -100

 نتایج مورد انتظار با کیت سنجش 25i-OH Vitamin D  دیازیست با اندازه گیرى غلظت سرمى 
25i-OH Vitamin D، 151  فرد بالغ جامعه تعیین گردید.  غلظت سرمى این ویتامین با فاصله 

اطمینان 97/5 تا 2/5 درصد در محدوده ng/ml 57/9-8/8 با میانگین ng/ml 24/9 است.
 25i-OH با توجه به تاثیر موقعیت جغرافیایى، سن، جنس و رنگ پوست افراد در سطح سرمى

Vitamin Dتوصیه مى گردد، هر آزمایشگاه با اندازه گیرى غلظت 25i-OH Vitamin D افراد سالم 
منطقه، مقادیر طبیعى مرجع خود را تعیین و از آن براى تفسیر نتایج استفاده نماید.

تا پایان تاریخ انقضا

Serum
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﹤﹡﹢﹝﹡ ︗︢ب ﹡﹢ری 25i-OH Vitamin D ️︷﹚︾ 
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١/١٣٩

١/٥٩٥

٢/٠٢٦

٢/٥٨٥

٣٠/٩٧

٣٩/٨٦

١٩/٧٢

١٦٠
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٤٠

٢٠

٠

﹟﹫︀︎ ︣ل︐﹠﹋

﹋﹠︐︣ل ︋︀﹐

︕︀︐﹡ ﹤︊︨︀﹞ ︀﹨ ️ ︡ود﹞ ︡ا︠﹏ ﹨︀ و︑

﹢ر︑﹩ ︑︃﹫︡ ﹝﹩ ﹎︣دد ﹋﹥: ︑︧️ در︮ 
جذب نورى استاندارد صفر بیش  از 1/6 باشد.

خوانش کنترل هاى پایین و بالاى کیت در محدوده مورد قبول باشد.
توصیه مى گردد جهت حصول اطمینان از نتایج کیت، علاوه بر کنترل هاى ارائه شده در کیت، 
به صورت دوره اى از کنترل هاى دقت و صحت تجارى نیز استفاده گردد. بدیهى است نتایج 

بدست آمده بایستى در محدوده مورد قبول قرائت گردد.

جهت بررسى اختصاصیت آنتى بادى به کار رفته در این کیت، اثر تداخلى آنالیت هاى قید 
شده در جدول زیر بررسى گردید. درصد تداخل نسبت غلظت 25i-OH Vitamin D به 

ماده افزوده شده است که جایگزین ٪50  واکنشهاى 25i-OH Vitamin D - HRP با آنتى 
بادى ضد 25i-OH Vitamin D گردیده است. بنا به نتایج مندرج در جدول زیر اثر تداخلى 
آنالیت هاى افزوده شده صرف نظر از                                که بطور معمول در سرم 
کمتر از pg/ml 100 بوده و عملا تداخل معنى دارى در نتایج ایجاد نمى کند، قابل توجه 

نمى باشد.

﹋﹠︐︣ل ﹋﹫﹀﹩

محدوده قابل اندازه گیرى غلظت 25i-OH Vitamin D با این کیت ng/ml 120- 5 مى باشد.

اثـر تداخـلى بیـلى روبیـن (تا mg/dl 20)، هموگلـوبیـن  (تا mg/dl 500)، تـرى گلیسیـریـد  
(تا mg/dl 3000) و فاکتورهاى روماتوئید(تا IU/ml 1000) در سرم کمتر از ٪۵ مى باشد.

نمونه سرم یا پلاسماى افرادى که سابقه درمان یا تشخیص بیمارى با مواد حاوى آنتى بادى 
مونوکلنال موش داشته اند، مى تواند حاوى آنتى بادى هاى انسانى ضد موش (HAMA) باشد. با 
توجه به غلظت آنتى بادى و مواد بازدارنده مورد استفاده در این کیت، واکنش هاى تداخلى غیر 

اختصاصى به حداقل رسیده و تا کنون واکنش مثبت کاذب مشاهده نشده است.

﹝︀ده ا﹁︤وده ︫︡ه (Cross-reactivity)  در︮︡ ︑︡ا︠﹏
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