
 

 

 

 
   

 

 

 

 
 

 در سرم انسان  D aminVit Hydroxy-25 گیریاندازه کیت 
Sensitive 25-OH Vitamin D ELISA Kit  

96 Tests: Cat. No: 6734-96 
192 Tests: Cat. No: 6934-192 

Rev: B3 (1403/01/20) 

 : مقدمه

و   یااست که در جذب فعال روده   یدیهورمون استروئ  کی  D  نیتامیو

تحت   زومریدو ا  یدارا  نیتام یو  نینقش دارد. ا  میهومئوستاز کلس  میتنظ

  25به کربن    لیدروکسیگروه ه  کی. در کبد  باشدیم  D3و   D2  نیعناو

و  D  نیتامیو اضافه  اشودیم  دیتول  D  نیتامیو  یدروکسیه-25،    ن ی. 

و   دهدیم  لیدر گردش خون را تشک  D  نیتامیو  غالبفرم    ت،یمتابول

.  شودیفرد در نظر گرفته م  کی  D  نیتامیو زانیم  قیعنوان نشانگر دقبه

  ۀ مرحل  نیو انجام آخر  هاهیبه کل  D  نیتامیو  یدروکسیه-25با انتقال  

)  ون،یلاسیدروکسیه فعال  ( D  نیتامیو  یدروکسیه  ید  -25،1فرم 

استخوان    سمیدر کنترل متابول  یاتیح  ی نقش  فاگر یکه ا  شودیحاصل م

  ها ی ماریاز ب  یاریدر بس  ل یعنوان عامل دخبه  D  نیتامیاست. کمبود و

پوک راش  یاز جمله  استئومالاس  سمیتیاستخوان،  م  یو  .  شودیشناخته 

ا  طهیح و  یکم  یریگاندازه   ت یک  نیکاربرد  در سرم    D  نیتامیغلظت 

 .باشدیم زا یانسان به روش الا

 

  :اصول آزمایش

نمونه است.  شده  طراحی  رقابتی  الایزای  اساس  بر  آزمایش  ها،  این 

ها ریخته  همراه محلول رهاکننده در چاهک ها بهها و کنترلکالیبراتور

ویتامین  می اول،  انکوباسیون  زمان  طی  در  پروتئین  Dشوند.  های از 

ها متصل بادی تثبیت شده در سطح چاهک اتصالی رها شده و به آنتی

کونژوگه شده   Dها، ویتامین از تخلیه و شستشوی چاهک شود. پسمی

بادی در سطح  های خالی آنتی شود و به جایگاه اضافه می  HRPبا آنزیم  

از شستشوی مجدد چاهک چاهک متصل می  افزودن  ها،  گردد. پس  با 

کننده محصول  ( و محلول متوقفHRP  میآنز  یمحلول رنگزا )سوبسترا

ب  شودیم  دیتول  یینها نور   ن یشتریکه  طول  یجذب  در    450موج  را 

موجود    Dشدت جذب نوری هر چاهک با غلظت ویتامین    نانومتر دارد.

منحنی  ها توسط  در نمونه  Dدر آن نسبت معکوس دارد. غلظت ویتامین  

 گردد.محاسبه میاستاندارد 

 
 

 کیت:  محتویات
 محتویات کیت تستی  96کیت  تستی   192کیت 

 عدد  یک عدد  دو
بادی آنتی تستی حاوی 96 تیپل 

   Vit Dضد تثبیت شده 
با  ویال  شش

،  10، 2های غلظت

30 ،50  ،70  ،120  

ng/mL . 

با  ویال  شش

،  10، 2های غلظت

30 ،50  ،70  ،120  

ng/mL . 

 ( F-Cal A Vit D (کالیبراتور

  11ویال دو 

 لیتریمیلی
  11ویال  کی

 لیتریمیلی
   یمیکونژوگه آنزمحلول  

Enzyme Conjugate)Vit D ( 
  11ویال دو 

 لیتریمیلی
  11ویال  کی

 لیتریمیلی
 کننده رها محلول

(Vit D Releasing Agent ) 
  20ویال  کی

 لیتریمیلی
  20ویال  کی

 لیتریمیلی
 (50X)محلول شستشو 

(50X-Wash Solution ) 
  6/ 5ویال دو 

 لیتریمیلی
  6/ 5ویال  کی

 لیتریمیلی
 A رنگزامحلول 

(Substrate Solution A) 

  6/ 5ویال دو 

 لیتریمیلی
   6/ 5ویال  کی

 لیتریمیلی
 B رنگزامحلول 

(Substrate Solution B) 

  12ویال یک 

 لیتریمیلی
  12ویال  کی

 لیتریمیلی
 کنندهمحلول متوقف

(Stop Solution) 
  5/0  )های(ویال

 لیتری میلی
  5/0  )های(ویال

 لیتری میلی
 کنترل  محلول

)Control Vit D( 

 برچسب مخصوص پلیت ورق کی ورقدو 

 
محلول:  1  توجه دماتمام  در  سانت  8تا    2  یها    ی نگهدار  گرادیدرجه 

متوقف محلول  دماشوند.  در  ن   یکننده  نگهدار  زیاتاق    است.  یقابل 

گراد یدرجه سانت  8تا    2  یدر دما   یباز شده در صورت نگهدار   یهامعرف

 باشند.یم داریروز پا 60 مدتبه

 است. شده  درج COA: مقادیر کنترل)ها( در برگه 2توجه 

 

 مواد و وسایل مورد نیاز تأمین نشده در کیت: 

خوانش1 دستگاه  فیلتر  (  دارای  پلیت  )فیلتر  نانومتر    630و    450گر 

 مرجع(.  

 ( سمپلر کالیبره.2

 ( آب مقطر دیونیزه.3
 

 احتیاط در استفاده از کیت: 

( محتویات این کیت برای استفاده در همین کیت تعبیه گردیده است؛  1

دیگر جداً  های ساخت ها و یا شماره لذا از استفاده مشترک با سایر کیت

 خودداری کنید.

هایی که ها تا زمان انقضاء کیت پایدار هستند. از محلول( کلیه محلول2

 ها گذشته است استفاده نکنید.تاریخ انقضاء آن 

 ها در معرض نور مستقیم قرار نگیرند.( توجه فرمایید محلول3

بودن  4 منفی  نظر  از  انسانی  منشاء  با  کیت  محتویات   )HBs Ag  ،

HIV1/2    وHCV   اند؛ ولی تشخیص قطعی در مورد منفی  بررسی شده

بیماری  عفونی  عوامل  تمام  روشبودن  از  استفاده  با  متداول  زا  های 

امکان  احتمال  آزمایشگاهی  گرفتن  نظر  در  با  بنابراین،  نیست.  پذیر 

حتویات کیت، تمام مراحل آزمایش باید مطابق  زایی مآلودگی و بیماری 

 های ایمنی انجام شود.با دستورالعمل

( استفاده از دستکش و عینک در هنگام کار الزامی است. در هنگام 5

کار با کیت دقت فرمایید که محتویات آن بر روی صورت یا سایر نقاط 

گیری  بدن ریخته نشود. از تماس مواد با دهان و سایر مخاط جداً جلو

 کنید. 

ب(  6 استفاده شده   و سر سمپلرهای  هاچاهک   ،هاکنترل  ماران،ینمونه 

  الزامات مطابق با  و  در نظر گرفته شوند  یعفون  یعنوان پسماندها به  دیبا

 گردند.امحاء  یعفون یدفع پسماندها

 

 سازی و نگهداری نمونه:  آوری، آماده جمع

هنگام   ناشتا بودن فرد به  .سرم است  شیآزما  نیا  ی( نمونه مناسب برا1

نمونه  دست آمده تأثیرگذار خواهد بود.  گیری در درستی نتایج به نمونه

گیری سیاهرگی تهیه شود و  خون با استفاده از تکنیک استاندارد خون

های خونی دقیقه( از سلول  60تا    30سرم بعد از لخته شدن کامل خون )

الامکان   حتی  شود.  نمونهجدا    ز یهمولو    کیمیپل  ک،یکتریا  یاهاز 

   .دیاستفاده نکن

مای  روز در د 5ها تا ها باید کاملاً بسته باشد. نمونهنمونه ظرف درب (2

سانتی  8تا    2 حددرجه  و  تا  گراد  دمای  اکثر  در  ماه  درجه    -20یک 

از منجمد و ذوب کردن  سانتی قابل نگهداری و استفاده هستند.  گراد 

 .خودداری کنیدها مکرر نمونه

 

 ها: معرف یسازآماده

لیتر از محلول  میلی  20حجم    سازی و نگهداری محلول شستشو:( آماده 1

لیتر آب مقطر دیونیزه اضافه و پس از  میلی  980را به    (50X)شستشو  

گراد نگهداری کنید. در صورت  درجه سانتی   8تا    2سازی در دمای  آماده 

آن شستشو،  محلول  در  رسوب  ماری    مشاهده  بن  در  درجه    37را 

گراد قرار دهید تا رسوب حل شود. در صورت مشاهده کدورت در  سانتی

 دداری کنید.محلول شستشو، از مصرف آن خو

رنگزا:  آماده (  2 رنگزا  محلولسازی محلول  با حجم  Bو    Aهای  های  را 

 لیتر میلی 2تهیه   مثال، برای عنوانبه کنید ) ( مخلوط1:1مساوی )

 

 
 

مصرف،   آماده  رنگزا  میلی  1محلول  محلول  از  به    Aلیتر    1را 

دقیقه در    10مدت  اضافه کنید( و به  Bلیتر از محلول رنگزا  میلی

تاریکی انکوبه کنید. در صورت مشاهده رنگ آبی و یا   دمای اتاق و

 کدورت در محلول رنگزا، از مصرف آن خودداری فرمایید.
 

  :روش انجام آزمایش

ها قبل از شروع آزمایش مطمئن شوید که تمام اجزاء کیت و نمونه

 ،هااند. کالیبراتورگراد( رسیده سانتیدرجه    28تا    22به دمای اتاق )

آرامی یکنواخت  بار سر و ته کردن به  5با  را    هاکنترلها و  نمونه

 کنید.

و   ازی ن  موردهای  تعداد چاهک   (1 بردارید  را  آزمایش  انجام  برای 

چاهک به بقیه  را  رطوبتها  قرار  همراه  آلومینیومی  کیسه  در  گیر 

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

 نگهداری نمایید.

-چاهک  در  ها و کنترلنمونه  ،کالیبراتورها   از   میکرولیتر  25  ( حجم2

کالیبراتور    یا  نمونه   هر  از   که   است   بهتر .  بریزید  نظر  مورد  ایه

 .  شود ریخته هاچاهک  در )دوپلیکیت( دوتایی صورتبه

به هر چاهک    Vit Dرهاکننده    محلولاز    تریکرولیم  100( حجم  3

 .دیتکان ده  یبه آرام  هیثان  30تا    20  مدتبهرا    ت یپلو    دیاضافه کن

  30  مدتبهو    دیبپوشان  ت یچسب مخصوص پلبرها را با  چاهک   (4

 .دییاتاق انکوبه نما یدر دما قهیدق

چاهک  (5 آسپیراسیون  محتویات  یا  پلیت  کردن  وارونه  با  را  ها 

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

شستشو محلول  آماده آماده   یمیکرولیتر  )بخش  سازی  شده 

دستی    صورت بهبشویید. اگر شستشو    ها را مطالعه بفرمایید(معرف

ی پلیت را بر روی دستمال  آرامبهشود در انتهای شستشو  انجام می

بزنید.رطوبت استاندارد به  گیر  و  مناسب  انجام شستشوی  منظور 

اقدام   1سایت شرکتها، مطابق با فیلم قرار داده شده در وبچاهک 

 .نمایید

به هر   Vit D یمیکونژوگه آنزمحلول از  تر یکرولیم 100( حجم 6

کن اضافه  پلیت  دیچاهک  دما  قهیدق  30  مدتبهرا    و  اتاق    یدر 

 .دیکن یخودداردر این مرحله  تیاز تکان دادن پل. دییانکوبه نما

ها و چاهک  دیکن ن یا آسپیراسیون تخلیهرا با وارونه کرد پلیت (7

 شستشو دهید. 5را مطابق با مرحله 

بخش آماده  )  شدهآماده  گزای  میکرولیتر محلول رن  100  حجم  (8

  .ها بریزیددرون تمام چاهک  (ها را مطالعه بفرماییدسازی معرف
 

1. http://www.samantajhiz.com/Support.aspx 

 
 

http://www.samantajhiz.com/Support.aspx


 

 

 

 
   

از تکان .  دیینمادقیقه در دمای اتاق و تاریکی انکوبه    20  مدتبهپلیت را  

 دادن پلیت در این مرحله خودداری کنید.

از   کمتر  کالیبراتور  جذب  میزان  بالاترین  اگر  آمد،به    2توجه:   دست 

را بهمی رنگزا  انکوباسیون محلول  افزایش   10مدت  توانید زمان  دقیقه 

 دهید.

ها کننده واکنش به کلیه چاهک میکرولیتر محلول متوقف  50  حجم  (9

ی تکان دهید تا تمام رنگ  آرام بهثانیه    20  مدتبهاضافه کنید و پلیت را  

 آبی آن به زرد تبدیل شود.

پس از متوقف    قهیدق  15)حداکثر تا  را  هر چاهک    یجذب نورشدت    (10

موج از طول)  نمایید  گیریاندازه نانومتر    450موج  در طولکردن واکنش(  

روش  از    شیآزما  ن یدر ا  .(نانومتر استفاده کنید  630تا    620نس  ارفر

4PL  (ای  Logic-log  )  میزان جذب    استفاده نمایید.محاسبه غلظت  برای

 آورده شده است.  ریعنوان نمونه در زبه  تیک  نیا   کالیبراتورهایو نمودار  

 Point to، نمودار 4PLتوجه: در صورت عدم امکان استفاده از نمودار 

Point باشد. یجهت محاسبه غلظت قابل استفاده م ز ین 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 Vit D الایزای تست برای انتظار مورد مقادیر
 

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

  دیبامورد نظر  تیآنال یبرا ریمقاد ن یمشخص کرده است. هرچند؛ ا ریز

 گردد. نییتع شگاه یتوسط آزما

 

 پارامترهای کنترل کیفی 
 

 (Within Run)دور آزمون دقت درون-( بررسی دقت1

با ارزیابی تکرارپذیری نتایج حاصل از سه نمونه سرم با   دوردرون  دقت

بار تکرار  20کاری )نوبتدر یک و سه سطح کنترل های متفاوت غلظت

  CV˂10%این آزمایش    پذیرش دربرای هر نمونه( بررسی شد. معیار  

 است.

 

 
 
 
 

 (Between Run)دور آزمون دقت بین-بررسی دقت( 2

با ارزیابی تجدیدپذیری نتایج حاصل از سه نمونه سرم با    دوردقت بین

متفاوت  غلظت کنترل  های  )نوبت  4در  و سه سطح  تکرار    5کاری  بار 

نوبت هر  در  نمونه  هر  این برای  در  پذیرش  معیار  شد.  بررسی  کاری( 

 است. CV˂10%آزمایش 
 

 

 

 
 

 (Recovery)بازیابی آزمون -یدرست ی( بررس3

آزمون ازاء هر  به  آزمایش  این  با    ،در  نسبت مساوی  دو نمونه سرم به 

گیری شد. دست آمده اندازه در ترکیب به   Vit Dیکدیگر ترکیب و سطح  

آزمایش این  در  پذیرش  مورد    Bias˂10%  ،معیار  نتیجه  به  نسبت 

   انتظار است.

 
 
 

 

   (Linearity)آزمون خطی بودن -( بررسی درستی4

های مختلف نمونه سرم برای تعیین  در رقت  Vit Dدر این تست، غلظت  

اندازه  کیت  بودن  شد.خطی  ا  رشیپذ  اریمع  گیری   ش ی آزما  نیدر 

Bias˂10% است. 

 

 

 

 

 

 (Cross Reactivity)آزمون واکنش متقاطع -( بررسی ویژگی5

این آزمایش با کمک اضافه کردن ترکیبات مندرج در جدول زیر به   ویژگی

ماده    غلظت گیری نسبت  . واکنش متقاطع با اندازه سنجش شدنمونه سرم،  

ارزیابی برای ایجاد همان مقدار جذب    ازین  مورد  Vit D  غلظتبه    اضافه شده 

  . معیار پذیرش واکنش متقاطع )بسته به نوع آنالیت و ماده اضافه شده( شد

درصد و برای ماده اضافه شده حداکثر تا    100±10برای آنالیت در محدوده  

 درصد است. 25

 

 

 

 

    (Interference) ( بررسی تداخلات 6

مورد ارزیابی  Vit D بر اساس فرمول زیر، درصد تداخلات رایج در سنجش

 : قرار گرفت
 

 

 

گذار نیستند اثر  Vit Dگیری در واکنش انداره موارد ذکر شده در جدول زیر 

 .کنندمداخله ایجاد نمی و

 
 
 
 

   (Sensitivity)بررسی حساسیت ( 7

و    Limit of Detection  (LOD)  اساسو بر  4PLحساسیت کیت به روش  

Limit of Blank (LOB)  از فرمول با    با استفاده  برابر  زیر محاسبه شد و 

ng/mL 1 /2 تعیین گردید. 
 

sLOD=LOB + 1.645 SD 

LOB= Meanb + 1.645 SDb 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 (Stability)( بررسی پایداری8

Accelerated Stability Test  :در   هفته   4  مدت  به  بررسی پایداری کیت 

  گراد.سانتی درجه 37 دمای

In Use Stability Test  :کردن   باز   از  پس  بررسی پایداری کیت 

 گراد.سانتی درجه 4 دمای در هفته  8 مدت به ها،محلول درب

Shelf Stability Test  :  پایداری   2  مدت  به  کیت  عدد  8بررسی 

  سه  صورت هرارزیابی نتایج به  و  گرادسانتی  درجه  4  دمای  سال در

  .باشدمی بار یک ماه 

  مورد نظر   کیت  که  دهدینشان م  یدار یپا  یمطالعات مختلف بررس

  ی هاش یدر آزما   رشیپذ  اریمعاست.    پایدار  شده مشخص  هایزمان   در

   .درصد است 20تغییر نتایج کمتر از  ،یداریپا نییمربوط به تع
 

 لائم استفاده شده در برچسب کالاهاع

 

Authorized representative in the 

European community 

 
Manufacturer 

 
Use-by date 

 

Batch code 

 

In vitro diagnostic medical 

device 

 

European conformity 

OBL Own Brand Labling 

 
Contains sufficient for tests 

 
Temperature limit 

 

Date of manufacture 
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های مندرج گونه مشکل خواهشمند است با شماره   در صورت بروز هر

 تماس بگیرید. (بخش پشتیبانی) بر روی جعبه 

Level Conc. (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 1.72 

1.81 2 
B1 1.9 

Cal. B 
C1 1.503 

1.474 10 
D1 1.446 

Cal. C 
E1 1.109 

1.123 30 
F1 1.137 

Cal. D 
G1 0.962 

0.971 50 
H1 0.981 

Cal. E 
A2 0.772 

0.84 70 
B2 0.908 

Cal. F 
C2 0.573 

0.616 120 
D2 0.66 

 

Sample / 
Control 

1 2 3 
Cont. 

1 
Cont. 

2 
Cont. 

3 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (ng/mL) 11.44 31.28 73.56 8.05 28.43 89.11 

SD (ng/mL) 0.57 1.42 3.28 0.37 1.29 3.77 

CV (%) 5.0 4.5 4.4 4.6 4.5 4.2 

 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

Added 
(ng/mL) 

Exp. 
(ng/mL) 

Obs. 
(ng/mL) 

% Rec. 

1 7.2 16.5 11.85 11.63 98.1 

2 31.7 115.4 73.55 70.90 96.4 

3 23.6 74.1 48.85 51.2 104.8 

 

Sample / 
Control 

1 2 3 
Cont. 

1 
Cont. 

2 
Cont. 

3 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (ng/mL) 10.14 57.3 82.54 8.17 28.66 88.59 

SD (ng/mL) 0.53 2.77 3.63 0.42 1.31 3.52 

CV (%) 5.2 4.8 4.4 5.1 4.6 4.0 

 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

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

Bias % 

1 36.81 2.3 -2.5 2.8 -3.4 

2 41.81 -2.0 2.2 2.3 -2.9 

3 93.11 1.3 -1.7 1.9 2.7 

    

 غلظت بعد از افزودن آنالیت مداخله گرمیانگین  -میانگین غلظت قبل از افزودن آنالیت مداخله گر 

 
100× 

 گرغلظت آنالیت مداخله
 درصد تداخل =

Cross Reactivity Analyte 

1.000 25-OH vitamin D2 

1.000 25-OH vitamin D3 

0.0076 vitamin D2 

0.004 vitamin D3 

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

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

 

Up to 5 g/dL Hemoglobin 

Up to 10 g/dL Triglyceride 

Up to 0.2 g/dL Bilirubin 

Up to 10 g/dL Cholesterol 

 


