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  مقدمه
( می باشدد هدا ا  D3و  D2دو شکل شیمیایی مجزا )با استروئید -نوعی سکو  Dویتامین 

است هدا هربنی  ۲۸ یک ملکول  D2ویتامین  . هستند بیولوژیکی دارای اثرات یکسان نظر

هربندی  ۲۷یدک ملکدول   D3ها ویتدامین  ا  ارگوسترول گیاهی مشتق می شود. در حالی

در گدرد  خدون،  Dی گردد. شکل فعال بیولوژیکی ویتدامین است و ا  هلسترول مشتق م

وارد بدن انسان می شدود، در هبدد  Dهیدروهسیلا آن می باشد. وقتی ویتامین  ۲۵مشتق 

هیدروهسدیلا ویتدامین  ۲۵می شود. مشدتق  هیدروهسیلا شده و با شکل فعال آن تبدیل 

D شکل عمده ذخیره ویتامین ،D 25        ظدتدر بدن می باشدد. لد ا تعیدین  ل-OH-

Vitamin D  .در سرم، نشانگر اولیا سطح این ویتامین در بدن می باشد 
 

 اساس روش اندازه گیری 
ا بر اساس سنجش ایمونولوژیکی رقابتی تهی موجودOH-Vitamin D-25 هیت الایزای

 .می شودشده است. در این هیت ا  رو  پوشش آنتی بادی استفاده 

  25-OH-Vitamin D  در نموندددا هدددا بدددرای اتتدددال بدددا آنتدددی بدددادی موجدددود

، هددا بددرروی پلیددت پوشددش داده شددده اسددتOH-Vitamin D-25  دمنوهلونددال  دد

نددد. پدد  ا   مددان انکوباسددیون، رقابددت مددی ه OH-Vitamin D-Biotin-25  ابدد

بددا  HRP-Streptavidinمددی شددوند. سددژ  هون وگددا  و شسددتاهددا تیلیددا پلیت

انکوباسددیون، چاهددک هددا تیلیددا شددده و  چاهددک هددا ا ددافا مددی شددود. پدد  ا   مددان

و شستشددو داده مددی شددوند. سددژ  بددا هددر چاهددک سوبسددترای آنددزی  ا ددافا مددی شددود 

ا   بدفعالیدت آندزی بعد ا  انکوباسدیون مللدول متوقدن هنندده واهدنش ا دافا مدی شدود.

 در نمونا ها متناسب است. OH-Vitamin D-25 طور معکوس با  لظت

بددا  لظددت مشددیا، همددراه بددا نمونددا هددای    OH-Vitamin D-25هددای اسددتاندارد

مددی شددوند هددا بددر اسدداس منلنددی اسددتاندارد جدد   نددور در م ابددل  مددایشمجهددول آ 

 دست می آید. با  لظت نمونا های مجهول   ،OH-Vitamin D-25  لظت 
 

 معرف ها 
 

 تستی 19۲ تستی 96 نام محتویات

 96  ×  2 96  ×  1 میکرو پلیت
 ml 6  ×  1 ml 0.5  ×  6 استانداردها
 ml 2  ×  1 ml 0.5  ×  2 هنترل ها

 ml 1  ×  48 ml 24  ×  1 بافر استیراج
 ml 1  ×  3 ml 1.5  ×  1 بیوتین 

 ml 2  ×  12 ml 12  ×  1 هون وگا انزیمی
 ml 1  ×  60 ml 40  ×  1 مللول شستشو
 ml 2  ×  12 ml 12  ×  1 مللول رنگ  ا

 ml 1  ×  24 ml 12  ×  1 مللول متوقن هننده
 

 

 مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نیست 
 میکرولیتری دقیق ۲۰۰و 1۰۰،  ۲۵ سمژلر -1

 آ  دیونیزه -2

 ها   جاذ  رطوبت  -۳
 

  نکات قابل توجه برای مصرف کنندگان 
بدا پوسدت خدودداری هنیدد. در  (HCL 1N)ا  تماس مللول متوقن هننده واهدنش  -1

 را بشوئید. با آ  فراوان آن صورت تماس،

ردن یا ههیت پ  ا  تاریخ ان ضاء خودداری هنید و ا  میلوط  ها ا  استفاده معرف -2

 استفاده ا  هیت ها با شماره بچ میتلن پرهیز نمائید.

 د. در  ظروف را پ  ا  استفاده ببندید و ا  تعویض در  ها جدا خودداری هنی -۳

اهنش ودنی یا نگهدارنده مثل سدی  آ اید نباید در مللول های ملتوی مواد افزو -4

 آنزیمی وارد شوند. 

درجا سانتی گراد )ییچال( نگا  ۲ -۸هیت های با  نشده پ  ا  تلویل باید در دمای  -5

هیسا در بستا با همراه ماده جاذ  رطوبت نگا داری شود.  داری شوند. میکروپلیت باید در

ه شود. برای اطلاع ا  تاریخ ان ضاء با برچسب هیت مراجعا هیت باید تا تاریخ ان ضاء استفاد

 شود.
 

 نمونهو پایداری جمع آوری 
ای همدولیز و هد انجام داده و ا  با هار بردن نمونا سرمیآ مایش را بر روی نمونا های  -1

 لیژمیک خود داری فرمایید.

یدک مداه در  و بدا مددت درجا سدانتی گدراد ۲ -۸ نمونا ها با مدت دو رو  در دمای  -2

 درجا سانتی گراد قابل نگهداری می باشند. -۲۰درمای 

 ا  انجماد و ذو  مکرر نمونا ها جدا خودداری فرمایید. -۳
 

 آماده سازی معرف ها
دی از پروتئین های سرم برای -با توجه به اینکه جداسازی ویتامین -1

ا تعیین مقدار از اهمیت ویژه ای برخوردار است و این موضوع به دم

اتاق  دماساعت قبل شروع آزمایش، کیت را در  یکحداقل وابسته است 

طوح س) از قرار دادن پلیت روی  .تا کاملا به دمای محیط برسد قرار دهید.

 سرد بپرهیزید(.
 د(.هلیا معرف های هیت را با آرامی تکان دهید )سر و تا نمائی ،قبل ا  استفاده -2

ر ا  دی ا  پروتئین هدای سدرم بدرای تعیدین م ددا-ینبا توجا با اینکا جداسا ی ویتام -۳

ل سداعت قبدیدک اهمیت وی ه ای برخوردار است و این مو وع با دما وابستا است حداقل 

قررار  ) از شروع آ مایش، هیت را در دما اتاق قرار دهید. تا هاملا بدا دمدای ملدیر برسدد

 دادن پلیت روی سطوح سرد بپرهیزید(.
 .آرامی تکان دهیدمعرف های هیت را با  قبل ا  استفاده هلیا -4

هون وگا  حج  ا  1برای تهیا بافر استیراج آماده مترف، در یک ظرف شیشا ای تمیز،  -5

 ۵۰خراج بافر استمیلی لیتر  1 به ) بافر استیراجحج   ۲۰را با  )x21(بیوتینا  لیظ 

ش این  مایآهر بار  رقیق نموده و هاملا میلوط نمایید. برای (لاندا بیوتین اضافه گردد

 1۰ه مدت بآن را  اًازی بافر استخراج لطف.) پس از آماده سمللول باید تا ه تهیا شود

 درجه قرار دهید سپس استفاده کنید( 3۷دقیقه در دمای 

با  را )X25(بافر شستشو غلیظ  حج  ا  1برای تهیا مللول شستشو آماده مترف،  -6

 حج  آ  دیونیزه رقیق نمائید. ۲۴

 فردی
تعداد استریپ 

 مورد استفاده
 حجم بافر استخراج

(ml) 

حجم کونژوگه 

 (µl)بیوتینه 

 ۲۰۰ ۴ دو 1

 ۴۰۰ ۸ چهار 2

 6۰۰ 1۲ شش ۳

 ۷۰۰ 1۴ هشت 4

 9۰۰ 1۸ ده 5

 1۲۰۰ ۲۲ دوازده 6

 
 

 در دمای اتاق روش انجام تست
نتیا  را ا مارتعداد چاهک های هوت شده برای استانداردها، هنترل ها و نمونا های بی -1

 هنید. 
اهک چ را با داخل هر کنترل و نمونه های بیمار، از استانداردها میکرولیتر ۲۵ -2

 . بریزید

   افا هنید.تمام چاهک ها ا را با (آماده با مترف) میکرولیتر از بافر استخراج ۲۰۰ -۳
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ه بپلیت را حداقل بمدت یک دقیقه به آرامی تکان دهید تا محتویات چاهک ها  -4

ا سژ  در  چاهک ها را با برچسب میتوص پلیت پوشانده، آن ر .مخلوط شوند خوبی

 نمائید.( انکوبا درجا سانتی گراد2۳-25در دمای اتاق) دقی ا ۴۵ مدتا ب

افر بمیکرولیتر  3۰۰مرتبا با  ۵ملتویات چاهک ها را خالی هرده و چاهک ها را  -5

فر میکرولیتر با 3۰۰ک ها، ابتدا شستشوی آماده مترف بشوئید. برای شستشوی چاه

 دادن شستشو را داخل چاهک بریزید، سژ  چاهک ها را وارونا هرده و همراه با تکان

جود یع موخالی هنید و در انتهای شستشو، با  ربات ملای  بر روی ها   جاذ  تمامی ما

 در چاهک ها را تیلیا نمائید. 

فا بدا تمدامی چاهدک هدا ا دا رفمیکرولیتر از کونژوگه آنزیمی آمراده مصر 1۰۰ -6

هنید. سدژ  در  چاهدک هدا را بدا برچسدب میتدوص پلیدت پوشدانده و چاهدک هدا را 

 .  نمائیدانکوبا سانتی گراد( درجا 2۳-25)دقی ا در دمای اتاق 20مدت با 

ستشدوی شبا  میکرولیتر بافر مرتبا  ۵ ملتویات چاهک ها را خالی هرده و چاهک ها را  -۷

داخل  میکرولیتر بافر شستشو را 3۰۰د. برای شستشوی چاهک ها، ابتدا آماده مترف بشوئی

ر دو  چاهک بریزید، سژ  چاهک ها را وارونا هدرده و همدراه بدا تکدان دادن خدالی هنیدد
را  انتهای شستشو، با  ربات ملای  بر روی ها   جاذ  تمامی مایع موجدود در چاهدک هدا

 تیلیا نمائید. 

ا را با تمامی چاهک ها ا افا هنید و آنه رای آماده مصرفمیکرولیتر از سوبست 1۰۰ -8

 ( انکوبا نمائید. درجا سانتی گراد 2۳-25دقی ا در دمای اتاق) 1۵با مدت 

واهنش با هما چاهدک هدا ا دافا هنیدد و  میکرولیتر از محلول متوقف کننده 1۰۰  -9

ا بدآبدی هداملا   ثانیا هاملا میلوط شود . خیلی مه  است تا مطمئن شوید رندگ 1۵بمدت 

 رنگ  رد تغییر پیدا هرده است.

ت نمائیدد نانومتر با دستگاه الایزا ریدر قرائ ۴۵۰ج   نور هر چاهک را در طول موج  -10 

جد    نانومتر بعنوان فیلتر رفران  استفاده هنید(. سنجش 63۰)در صورت امکان ا  طول 

 م شود. دقی ا پ  ا  اتمام آ مایش انجا 1۵نوری باید حداهثر تا 
  

 محاسبه نتایج 
ملدور ( و  لظت مشیا آنهدا )Yبا استفاده ا  میانگین ج   نوری استانداردها )ملور  -1

X ا   میلی متری، منلنی استانداردی رس  هنید.ه( برروی 

ا جدای آندرا پیدد Yمیانگین ج   نوری برای هر نمونا را بدسدت آورده و روی ملدور  -2

 ر خطی با منلنی وصل هنید. ا  ن طا بدست آمده خطیهنید. سژ  ن طا م هور را توس

 آید.  وارد هنید تا ن طا تلاقی ها نشان دهنده  لظت نمونا است، بدست Xعمود بر ملور 

 خواهد شد. انجام با استفاده ا  هامژیوتر این ملاسبات ساده -۳

 راهنمای محاسبه 
ت و هدر هنمایی آورده شده اسعنوان راا م ادیر ج   نوری ارائا شده در جدول ذیل تنها ب

 آ مایشگاهی باید برای هر بار آ مایش یک منلنی استاندارد جدید بدست آورد.
 

 

O.D. Standard 

Con. (ng/mL) No. 

2.5 0 1 
1.9 10 2 
1.44 20 3 
0.9 40 4 
0.57 80 5 
0.33 120 6 

 مقادیر طبیعی 
ه ملدود ان برای تمام جمعیت هادلیل اختلافات سنی، ن ادی و رژی  تغ یا، نمی توا ب

م ادیر  ماید.مرجع تعیین هرد. بنابراین هر آ مایشگاه باید ملدوده مرجع خود را گزار  ن

 ست باادست آمده ا طبیعی در سرم افراد نرمال ها توسر آ مایشات مکرر با این رو  ب

 قرار  یر می باشد:
 

 سطح دریافت  D (ng/ml)غلظت ویتامین 

 ≥۲۰ Defficient 

3۰ – ۲1 Insufficient 

۷۰ – 31 Prefered Level 

۷1-1۰۰ High level 

1۰۰< Toxic 
 

 ضریب تبدیل واحد
 واحد با شرح ذیل می توان عمل هرد:برای تبدیل 

 

ng/ml × 2.5 =  nmol/L 

 

 خصوصیات کیت 
ت برای با سرم صفر، حساسیت این هی ۴با رقیق سا ی متوالی استاندارد : حساسیت -1

 بدست آمد.  ng/ml  3برابر  OH-VitaminD-25یین م دار هورمون تع

 3برای ملاسبا میزان دقت در یدک رو  و رو هدای میتلدن، آ مدایش بدر روی : دقت -2

 بار تکرار شد ها  ریب تغییرات با شرح ذیل است.  ۲۰نمونا سرم 

 یک سری آزمایشضریب تغییرات در

 نمونه سرم
دفعات 

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

ضریب تغییرات 
(%CV) 

1 20 11 14.3 
2 20 28 10.1 
3 20 46 7.6 

 

 چند سری آزمایشضریب تغییرات در 

نمونه 

 سرم

دفعات 

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

ضریب تغییرات 
(%CV) 

1 20 12 14.7 
2 20 30 11.1 
3 20 51 8.7 

 ا  مواد  یر برای بررسی میزان تداخل این هیت استفاده شد.: ویژگی -۳

 نوع ماده
درصد 

 تداخل

25-OH-VitaminD3 100 

25-OH-Vitamin D2 100 
Vitamin D3  0.04 ˂ 
Vitamin D2  0.05˂  
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