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 اهمیت بالینی 

بوده که در    Dشکل اولیه ویتامین    Dهیدروکسی ویتامین    -25

می سنتز  اکبد  متابولیتشود.  گردش  غالب  فرم    ، ین  حال  در 

به  Dویتامین   لی  ک  وضعیت  از  قیقد  عنوان یک شاخصاست و 

میفر  Dویتامین   گرفته  نظر  در  انتقال   د.شود                  با 

ویتامین    -25 کلیه  Dهیدروکسی  آخرین مرحلۀ  به  انجام  و  ها 

فعال فرم  ویتامین -25،1)  هیدروکسیلاسیون،  هیدروکسی  دی 

D)  می نقشحاصل  که  متابولیسم    شود  کنترل  در  حیاتی 

ویتامین  دارداستخوان    .D    در   مهم  هایشقن  یفایا  بر علاوه  

 ، یسلول  زیتما  در  استخوان،  یمعدن  سمیمتابول  و  میکلس  تازوسمه

تنظیم عملکرد سیستم ایمنی بدن و پیشگیری از ابتلا به برخی  

باعث بسیاری از    Dکمبود ویتامین   ها نیز موثر است.از سرطان

و  بیماری  سرطان  استخوان،  نرمی  استخوان،  پوکی  جمله  از  ها 

 گیری کیت برای اندازه ن  یا  شود.یمقی  عرو  وهای قلبی  بیماری 

ویتامین   غلظت  کاربرد    Dکمی  الایزا  روش  به  انسان  سرم  در 

 دارد.
 

 اصول آزمایش

ویتامین    -25کیت   اساس    Dهیدروکسی  رقابتی    الایزایبر 

است.   شده  نمونهطراحی  ابتدا  سرمدر  و استاندارد  ،های  ها 

  .دوشمییخته ر اهکچاهر د کننده به همراه معرف آزادها کنترل

اول انکوباسیون  زمان  پروتئین  Dویتامین    ، در  اتصالی  از  های 

چاهک متصل   کفتثبیت شده در  های  بادیجدا شده و به آنتی

شستشوی  شود.می و  تخلیه  از   Dویتامین  ها،چاهک   پس 

آنزیم   با  شده  می   HRPکونژوگه  جایگاه اضافه  به  و  های  شود 

انجام پس از    .  دد.گرل می صمت  اهکچ    کف بادی در  خالی آنتی 

 رنگ   HRP  میآنز  یسوبسترا  محلول   کردن  افهضا  ابتشو و  سش

 به   لیتبد  کننده متوقف  محلول  افزودن  با  که  شده   لیتشک  یآب

  450  موجطول  در  شده   دیتول  یینها  محصول.  گرددیم  زرد  رنگ

شدت جذب نوری   .دارد  را  ینور  جذب  زان یم  ن یشتریب   نانومتر

با   نسبت معکوس    Dویتامین    غلظتهر چاهک  آن  در  موجود 

توسط  نمونهر  د  Dمین  اویت  تظلغ  .ددار استاندارد ها   منحنی 

 گردد.محاسبه می

 

 محتویات کیت

 :   (Calibrators)کالیبراتورها  ( 1

با غلظت  شششامل   ،  70،  50،  30،  10،  2ی  هاویال کالیبراتور 

120 ng/mL . 

کو  ( 2   (Vitamin D Enzyme  آنزیمی  نژوگهمحلول 

(Conjugate 11 ریتللیمی: 

    .HRP دار شده با آنزیمنشان Dویتامین  ل محلول ویال شام یک

آزاد  ( 3  (Vitamin D Releasingهکنندمعرف 

(Agent 11  لیترلیمی : 

آزادحاوی    ویال  یک  از  را  D  نیتامیو  که  کننده معرف 

 .کندیم آزادی  اتصال یهانیپروتئ

 : تستی 96پلیت  ( 4

آنتی  تستی  96میکروپلیت    یک   ضد  شده ت  بیثتبادی  حاوی 

به  Dتامین  یو رطوبتکه  آهمراه  کیسه  در    ییوممینولگیر 

   .ده استی شبندستهب

غلیظ  ولحم  ( 5 شستشو    20  (Wash Buffer-50X)ل 

 یتر: لمیلی

 .فسفات بافر انت محلول درفکتسور حاویویال یک 

   ر:لیتمیلی A 5/6 (Substrate A) سوبسترامحلول  ( 6

 .(TMB)ن یدیویال محلول تترا متیل بنز یک

 : تریلمیلی B 5/6 (Substrate B) سوبسترا محلول ( 7

 .(H2O2) دیاویال محلول هیدروژن پراکس یک

متوق  ( 8  12 (Stop Solution) کنندهفمحلول 

 : لیترمیلی

 .کننده واکنشحاوی محلول متوقف ویال یک

 :(Vitamin D Control) سرم کنترل ( 9

 .کنترل رمس ر لیتمیلی 0/ 5حاوی  (ی)ها ویال

   :برچسب مخصوص پلیت ( 10

 .ورق یک
 

اجز:  1  جهوت کیتکلیه  ساندرج  8تا    2  دمایر  د  ای  گراد تیه 

شود. میوقفتم  محلول نگهداری  را  دکننده  دمایتوان   اتاق  ر 

 کرد. دارینگه

 .است ه دش درج COAرگه بکنترل)ها( در  مقادیر :2 توجه
 

  یل مورد نیاز تأمین نشده در کیتو وسامواد 

خ1 دستگاه  پلیوانش(  فیلتر  گر  دارای    انومتر ن   630و    450ت 

   .ع(مرج رتلی)ف

 ( سمپلر کالیبره.2

 دیونیزه. طرق( آب م3

 

 در استفاده از کیت موارد احتیاط

تست • انجام  برای  کیت  محیطاین  در  تشخیصی    های های 

د کاربرد  ک  .اردآزمایشگاهی  منشامحتویات  انسانی    ءیت  سرم 

ازداشت و  وجود  ه  عدم  آ   HBsAgنظر  های  بادییتنو 

  هیچ روشی ز آنجا که  اند، اما اشده رل  نتک  HCVو     HIV1/2ضد

یید نماید،  أموارد را تبودن این  تواند منفی  مین  دص درطور صدبه

مراقبت کیت،  از  استفاده  هنگام  است  لازم  لازم  بنابراین  به های 

 ده شود.ورل آعم

درحم • شده  تعبیه  کی  تویات  در  این  استفاده  برای    ن همیت 

 هاساخت  ر سریسایا  ب  رک ه مشتو از استفاد  بوده  ساخت  یرس

 .ودداری فرماییدخ

ن • دریافت  دقیق  ایجتبرای  و  مراحل  بهتر  بین  زمانی  فاصله  تر 

این فاصله زمانی نباید به گونه    .شودها رعایت  سمپلینگ چاهک

لازم به ذکر است    ( گردد.driftریفت )به اثر دجر  من  ای باشد که

ت در  مکه  امامی  نکتراحل  حین  داهمیت    زئاه  مایید ن  قتاست. 

 چاهک ریخته شوند. ک به تهها نزدیحلولم

ود آمدن نتایج اشتباه  اعث بوجد بتوانسب مینامنا  شستشوی •

 .در آزمایش شود

فاده استاز  ها تا زمان انقضاء کیت پایدار هستند.  کلیه محلول •

آنهامحلولاز   انقضاء  تاریخ  که  است گذها  یی   ریدادخو  شته 

 نمایید.

 

  هانه نمو هیو ته ریآو عجم

که    شدابمی  ینا انس  سرم در این آزمایش  ده  نمونه مورد استفا •

تاهسی  خون  از شدن    شدههیه  رگی  لخته  از  بعد  سرم    ل مکاو 

شتا ان .گرددمیهای خونی جدا  قه( از سلولدقی  60  تا  30)  ونخ

ف بهبودن  نمونه هنگ  رد  به ام  نتایج  درستی  در  آگیری  مده  دست 

خوتأثیرگذا الا  بود.اهد  ر  نمونهن  مکاحتی    ک، یکتریا  یهااز 

   .دیناستفاده نک زیهمولو  کیمیپل

ها نمونه  .شود  انجام  بسته  در  یها لوله  در  دیاب  مسر  ینگهدار •

یک ماه   تاثر  حداک   گراد ونتیدرجه سا  8تا    2  یما روز در د  5تا  

ده هستند. نگهداری و استفا  قابل  گرادی سانت  درجه  -20  یدما ر  د

 د.ها خودداری کنیهوننمرر مک مد و ذوب کردناز منج

 

 ها سازی محلولآماده

از  ییلم  20حجم    و:شستش  محلول ویال محلول شستشو  لیتر 

(50X)    با مقطرمیلی  980را  آب    1000حجم    به  دیونیزه   لیتر 

بمیلی دمای    را  هآماده شد. محلول  نیدرسالیتر  درجه    8تا    2در 

 لولحم  رد رسوب  ه د شاهرت مر صوداری کنید. دگراد نگهسانتی

ا  قرار دهید تگراد  سانتیدرجه   37ماری  بن   رد را  و، آنشتشس

  شستشو،   محلول  در  کدورت  مشاهده   حل شود. در صورتب  سور

 ی کنید.خوددار آن مصرف از

ا قب  :سوبسترامحلول   استفاده  شروع  از  حجم    زل  کل  کیت، 

داخل)  B  رنگزا محلول   را  روشن(  ویال  )  A  رنگزامحلول    ویال 

م  ره(تی پایان  تا  تست  انجام  برای  و  نمایید  کیت خالی    صرف 

رنگ    .دنماییاستفاده   مشاهده  صورت  و  در  کدوآبی  ر د   تریا 

 فرمایید. ریدداآن خومحلول رنگزا، از مصرف 

 

 راحل انجام تست م

ش  قبل شومطمئایش  زمآ  روعاز  کن  اجزاءید  تمام  و  ه   کیت 

بهنمونه اتا  ها  سانتی  28ا  ت  22)ق  دمای  اند.  سیده رگراد(  درجه 

ویال کنترلکلیه  کالیبراتور،  نمونه  های  راهو  تر  بار س  5  با  ا   هو 

 نمایید.یکنواخت ی آرامبه نردک

را بردارید و   ازین  موردهای  تعداد چاهک   (1 آزمایش  انجام  برای 

بچاهکیه  بق را  در کیسهرطوبتهمراه  ه ها  قرار    آلومینیومی  گیر 

را  دهید، آن  و    درب  دمای  بسته  گراد سانتی   درجه  8تا    2در 

 نگهداری نمایید.

امیکرولی  25  حجم( 2 کتر  بیمنهومن   ا،رهلیبراتواز  و  های  ار 

بهتر است که  زید.  بریهای مورد نظر  ها را در داخل چاهکترلکن

ک یا  نمونه  هر  )دوپدوتای  تصوربهالیبراتور  از  در ی  لیکیت( 

 شود.ها ریخته چاهک 

به تمامی    Dن  ویتامی  کننده آزاد  محلول میکرولیتر    100  م حج(  3

رامی  آبهه  نیثا  20  -  30  مدتبه   پلیت را  ها اضافه نمایید.چاهک 

 دهید. انتک

  30 مدتبهو  شانیدها را با برچسب مخصوص پلیت بپو چاهک( 4

 د.دقیقه در دمای اتاق انکوبه نمایی
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چاهک مح  ( 5 کرتویات  وارونه  با  را  پلیتها  آسپیراسیون  یا    دن 

چاهک  سپس  کنید.  را  تخلیه  و    3ها  با  مرتبه  مرتبه    300هر 

شستشو محلول    سازی ه دآما  بخش)  ،شده آماده    یمیکرولیتر 

بفرمایید(  هامحلول مطالعه  شستش  .بشویید  را   صورتبهو  اگر 

یت را بر روی  ی پلامآربهشود در انتهای شستشو  جام میدستی ان

  زنید.گیر بدستمال رطوبت

کونژوگه آنزیمی به هر چاهک  محلول  میکرولیتر    100  حجم  (6

 ید.نی کخوددار در این مرحله  لیت. از تکان دادن پاضافه کنید

  .دقیقه در دمای اتاق انکوبه نمایید 30مدت ه ب را پلیت ( 7

چاه  (8 آک محتویات  یا  پلیت  کردن  وارونه  با  را  یون سپیراسها 

 .دشو دهیشست 5و مطابق بند  تخلیه کنید

حجم  9 محلول    100(   شده آماده    یسوبسترامیکرولیتر 

بفرمایید  هامحلولسازی  آماده بخش) مطالعه  تما  (را  م  درون 

دقیقه در دمای اتاق و    20مدت  به  ها راچاهک  د وها بریزیهک چا

 .رماییداز تکان دادن پلیت خودداری ف .ییدانکوبه نما ریکیتا

میزان جذب   بالاترین  اگر  از    ورتلیبراکاتوجه:  دست    به  2کمتر 

انکوباسیون محلول  می  آمد، زمان  به  سوبستراتوانید    10مدت  را 

 .دقیقه افزایش دهید

ممیکرولیت  50  حجم(  10 کلیه  و  کننده قفومت  حلولر  به  اکنش 

اضافه  چاهک  را    کنیدها  پلیت  ی آرامبهثانیه    15-20  مدتبهو 

 ود.تا تمام رنگ آبی آن به زرد تبدیل شدهید  تکان

نانومتر    450  موجطولدر  را  هر چاهک    نوری  جذب  تشد  (11

تا   واکنش  15حداکثر  کردن  متوقف  از  بعد  ز  ا)  بخوانید  دقیقه 

کنیداسنانومتر    630تا  620نس  رفرا  موجولط  نیا  در.  (تفاده 

  غلظت   محاسبه  یبرا (  Logic-log  ای)  4PL  وشر  زا  شی آزما

نا  امکان استفاده در صورت عدم  .  دییانم  تفاده اس ،    4PLمودار  ز 

قابل استفاده    نیز جهت محاسبه غلظت  Point to Pointنمودار  

   می باشد.

 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 نهمچنی  و  رهااتوکالیبر  از  آمده   ستدبه  نوری  جذب  :نکته

  آزمایشگاهی   هر  در  و  شده   ذکر  ثالم  عنوانبه  فقط  قفو  منحنی

 .گردد مترسی دیجدی منحنی باید زمایشآ همرتب هر در
 

 Dبرای تست الایزای ویتامین  انتظار  وردم مقادیر

را  تست    نیا  یمورد انتظار برا  ریمقاد  ،تی کننده کدیشرکت تول

کرده مش  ریزر  قراهب هر    یبرا  ریمقاد  نی ا  هرچند؛است.    خص 

 گردد. نییتع اه شگ یتوسط آزما دیبا تیآنال

 

 

 

 

 

 ی فکیل پارامترهای کنتر
 

 Intra – Assay 

داخد با  قت  نمونه   از  حاصل  جیانت  پذیریارتکربی  ارزیالی    سه 

بار تکرار    20)  کاری  یک نوبت   در  های متفاوتبا غلظت  سرمی

ه   ش یآزما  نیا  رد  رشیپذ  اریمع  .گردید  بررسی  (  ر نمونهبرای 

CV˂10% است. 

 
 

 
 

 
 
 

Inter – Assay 

ب با   سرمیمونه  ن  سهاز    اصلح   نتایج  رزیابیابا    تستییندقت 

مغلظت نوبت  ه)   کاری  نوبت  چهار  در  وتاتفهای   بار  پنجر 

 ش ی آزما  نیا  در  رشیپذ  اریمع  .گردید  بررسی  (تکرار

CV˂10% است. 

 

 

 

 

 

 
 

 

Recovery 

این نموتست    در  بسره  ندو  مسهم  یکدیگراونسبت  با  ترکیب    ی 

گیری  ه در آن انداز  Dیتامین  و  عنوان یک نمونه، مقدارو به  شده 

 .است Bias˂10% شی آزما نیا در رشیپذ اریمعشد. 

 
 

 
 
 

 

Linearity 
نمونه سرم  های مختلف  در رقت   Dیتامین  وین تست مقدار  ادر  

 در  شریپذ  اریمع  گیری شد.بودن کیت اندازه برای تعیین خطی  

 .ستا Bias˂10%  شیآزما نیا
 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

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

Bias % 

1 19.4 2.7 -2.4 1.6 -2.1 

2 32.1 2.3 -0.9 -1.5 2.4 

3 108.3 3.3 2.7 2.8 -1.3 
 

 

Cross Reactivity 
ایاصاختص بیت  آزمایش  غلظتن  کردن  اضافه  کمک   های ا 

مداخله مختلفی مواد  ماز  سرم،  به  گرفت.  ورگر  قرار  سنجش  د 

با   نشکوا مقدار ماد گیری نسبتاندازه متقاطع    گر خلهه مدابین 

مقدا هم  Dتامین  یو ربه  ایجاد  برای  نیاز  مقمورد  جذب  ان  دار 

 .سنجش شد
 

 
 

 
 
 
 
 
 

Interferences 
 گذار نیستند وثرا  Dیتامین  وگیری  واکنش انداره   در  رزی  اتترکیب

 .نندکنمی ایجادخله مدا
 

Hemoglobin Up to 5 g/dL 
Triglyceride Up to 10 g/dL 

Bilirubin Up to 0.2 g/dL 
Cholesterol Up to 10 g/dL 

 
 
 
 

Sensitivity 
  رابرب  ر و سه فص  میانگین جذب نوری کالیبراتور  عر اساس جمب

این  ،ارمعیاف  رانح در  تشخیص  قابل  غلظت    کیت حداقل 
ng/mL 1 /2 دباشمی. 

 
 
 
 

Stability 
Accelerated Stability Test  :به   تیک  پایداری  بررسی  

  .گرادینتسا درجه 37 یدما در فتهه 4 مدت

In Use Stability Test  :باز   زا  پس  تیک  پایداری   بررسی  

 درجه   4  یادم  در   هفته  8  مدت  به  ،هامحلول  بدر  کردن

 .گرادیسانت

Shelf Stability Test :مدت  به تیک عدد 8 پایداری ی بررس 

 صورتهب  نتایج  ارزیابی  و  گرادیسانت  درجه  4  یدما  در  سال  2

 .باشدمی بار کی ماه  سه هر

 وردم  تیک  که  دهدی نشان م  یدار یا پ  یبررس  لفمطالعات مخت

در   رشیپذ  اریمع  .است  داریپا  شده مشخص  یهازمان  در  رنظ

  20  ازکمتر    نتایج  تغییر  ،یداریپا  نیی ه تعب  مربوط  یهاش ی آزما

  .است رصدد
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صود هرگرت  ر  پشتیبانی شرکت  بروز  بخش  با  نا  تیونه مشکل 

 س حاصل فرمایید.پژوهان آروین تما

د،  ینکر استفاده می های الایزا پروسسوچه از دستگاه چنان  توجه:

 .نمایید تمات دستگاه خود را از شرکت دریافتنظی توانیدمی
 

 

 

 

 

No. 
SampLe 
(ng/mL) 

Added 
(ng/mL) 

Exp. 
(ng/mL) 

Obs. 
(ng/mL) % Rec 

1 9.1 27.3 18.2 19.6 107.6 

2 39.3 83.4 61.3 62.5 101.9 

3 33.1 109.2 71.15 70.6 99.2 

 

Levels 
Concentration 

(ng/mL ) 

Deficient < 20 

Insufficient 20 - 29 

Sufficient 30 - 100 

Potential Toxicity >100 

 

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(ng/mL) 

Cal. A 
A1 1.90 

1.94 2 
B1 1.98 

Cal. B 
C1 1.467 

1.475 10 
D1 1.483 

Cal. C 
E1 1.021 

1.034 30 
F1 1.047 

Cal. D 
G1 0.814 

0.804 50 
H1 0.794 

Cal. E 
A2 0.707 

0.704 70 
B2 0.701 

Cal. F 
C2 0.574 

0.571 120 
D2 0.568 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean Vit D (ng/mL) 11.3 45.5 83.1 

SD (ng/mL) 0.67 3.4 4.9 

C.V (%) 5.9 7.4 5.8 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean Vit D (ng/mL) 9.8 44.1 79.4 

SD (ng/mL) 0.66 3.9 5.1 

C.V (%) 6.7 8.8 6.4 

 

Analyte Cross Reactivity  

25-OH vitamin D2 1.000 

25-OH vitamin D3 1.000 

vitamin D2 0.007 

vitamin D3 0.004 

1,3,25-(OH)3 vitamin D2 1.900 

  

1,3,25-(OH)3 vitamin D3 1.150 
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