
 

 

 

 
   

 در سرم انسان  Vitamin B12گیریاندازهکیت 
Vit B12 ELISA Kit 96t / Cat. No: 6624-96 

Brochure Rev: 06 (1400/04/21) 
 ه:مقدم

B12 راین هاا  از ف یعیوس  فی که در ط استمحلول در آب  نیتامییک و

 نیقرمز خون و امچن  ااگلبول لینقش دارد. دخالت در تشکفیزیولوژیک 

 نی ا  اانقش نیترمهم ازجمله یدر اطراف بافت عصب نیلیغلاف م لیتشک

 نیمأت  یوانی حغ اایی از من اب  معم وً   B12 نیت امی. واس تنه نیتامیو

استنه در معرض خط ر کمب ود  خواراهیکه گ  و افراد . سالمنهانگرددیم

 لی زم ان س طم متام  ریگان هازهنتایج حاصل از قرار دارنه.  نیتامیو نیا

 نیت امیکمب ود و یافتراق  صیتش   درنیز  نیستئیو اوموس  CoAلیمالون

B12 نیتامی. کمبود وشونهکار برده میبه از کمبود فوًت B12  و فوًت ار

. استنه نیستئیمقهار اوموس شیشامل افزا یمشابه ینیبال علائم  دو دارا

 لی مالون لی س طم مت شی، اف زاB12 نیتامیدر کمبود و تنهاوجود،  نیا با

CoA داهیم رخ.   

 

  :اصول آزمایش

 نی . در اش ودمیانج ا    ریخأت یرقابت یمنیسنجش ا هیبر پا آزمایش نیا

  ب ادیآنت) ینیوتی کونژوگ ه ب امراهبه و کنترل اابراتوریکال ،اانمونه روش

 ح  او   ا  اچااک ب  ه (B12 نیت  امیش  هه    ه و ل  هینیوتینوکلون  ال بوم

 هب  12B نیت امیو . پس از اتصالهنشومی ا افه 1شهه تثبیت نیهیاسترپتاو

( HRP میکونژوگه با آنز B12 نیتامی)و یمیکونژوگه آنز له،ینیوتیب  بادیآنت

 تیحساس  شیس ب  اف زا یم یکونژوگه آنز ریخأ. افزودن با تشودمیا افه 

 نی. رقابت بشودمی B12 نیتامیبا غلظت کم و  اانمونه  برا ژهیوبهتست 

مح هود   ا اگاهیجااتص ال ب ه   ژن نمون ه ب رایژن کونژوگ ه و آنت یآنت

. ش ودمی یج ادا (انهاول واکنش نهاده ونیکه در زمان انکوباس)اا  بادیآنت

و  HRP میآن ز  متص ل نش هه، سوبس ترا باتیپس از شستشو و حاف ترک

 درش هه و  ج ادیرن   ا می زان. ش ودمیکننهه ا افه سپس محلول متوقف

موج ود در  B12 نیت امیااک، با غلظت ودر ار چ نور  جاب شهت جهینت

در  نیت امیو نی ت اظ غل تینهااا ارتباط معکوس دارد. دربراتوریسر  و کال

 گردد.یمحاسبه م( براتوراایاستانهارد )نمودار کال ینحنبه کمک ماا نمونه

 

 :محتویات کیت

  .تثبیت شهه نیهیاسترپتاوحاو   تستی96پلیت میکرو (1

، 400 ،200، 100 ،0ا  ا ب  ا غلظتوی  ال  Vit B12  :6 ا  ا کالیبراتور (2

مط  ابب ب  ا  تی  ک نی  در اا  ا  موج  ود کالیبراتور .pg/ml 2000و  1000

 انه.الیبره شههک 03/178ه ک WHOالمللی استانهارد بین

متص ل  ژنآنت ی لیتر  حاو میلی 6ویال  Vit B12 :1 آنزیمی وگهژکون (3

 . در بافر HRP آنزیم به

 
1. Immobilized 

 ب اد آنتی  ح او  ت ریلیلیم 6 الی و Vit B12 :1 ینیوتی وگ ه بژکون (4

 .در بافر بیوتینمتصل به 

 لیتر .میلی 13ویال  Vit B12 :1کننهه آزاد حلولم (5

 لیتر .میلی7/0ویال  Vit B12 :1کننهه پایهار محلول (6

 لیتر .میلی 6ویال  Vit B12 :1کننهه بافر خنثی (7

 .لیتر میلی 20 ویال 1:  (50X)محلول شستشو (8

 لیتر .میلی 5/6 ویالA  :1زامحلول رن  (9

 لیتر .میلی 5/6ویال B  :1زامحلول رن  (10

 لیتر .میلی 12ویال 1: واکنش کننههمحلول متوقف (11

 .یتر لمیلی 5/0 )اا (محلول کنترل: ویال( 12

 .چس  م صوص پلیتبر (13

. گراد نگه هار  ش ونهدرج ه س انتی 8ا ت  2اا در دما  محلول تما  :توجه

 تی ک اتی محتو .کننهه در دما  اتاق نیز قابل نگههار  استمحلول متوقف

 هاری گراد پایدرج ه س انت 2-8  روز در دم ا 60پس از باز شهن به م هت 

 استنه.

 
 باشند:مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نمي

عنوان فیلتر نانومتر به 630نانومتر و  450( دستگاه اًیزا ریهر دارا  فیلتر 1

 رفرانس. 

 ( آب مقطر.2

 

 احتیاط در استفاده از کیت:

( محتویات این کیت برا  استفاده در امین کیت تعبیه گردیهه است؛ لاا 1

اا  س اخت دیگ ر ج ها  ا ا و ی ا ش مارهاز استفاده مشترک با س ایر کی ت

 خوددار  نماییه.

ا ایی ک ه ن انقضاء کیت پای هار اس تنه. از محلولاا تا زما( کلیه محلول2

 اا گاشته است استفاده نکنیه.تاریخ انقضاء آن

 اا در معرض نور مستقیم قرار نگیرنه.( توجه فرماییه محلول3

 HBsAg ،HIV( محتویات کیت با منشاء انس انی از نظ ر منف ی ب ودن 4

ب ودن  انه؛ ولی تش یص قطع ی در م ورد منف یبررسی شهه HCVو  1/2

ا ا  مت هاول آزمایش گاای زا با استفاده از روشتما  عوامل عفونی بیمار 

پایر نیست. بنابراین، با در نظر گرفتن احتمال آلودگی محتویات کیت، امکان

 اا  ایمنی انجا  شونه.تما  مراحل آزمایش بایه مطابب با دستورالعمل

ست. در انگا  کار ب ا ( استفاده از دستکش و عینک در انگا  کار الزامی ا5

کیت دقت فرماییه که محتویات آن بر رو  صورت یا سایر نقاط بهن ری ته 

 نشود. از تماس مواد با داان و سایر م اط جها  جلوگیر  نماییه. 

 

  :نمونهو نگهداری  سازیآماده ،آوریجمع

خ ون ب ا اس تفاده از  گ رفتن .استسر   مناس  برا  این آزمایش نمونه( 1

از  س رعتبه س ر گیر  س یاارگی انج ا  ش ود و اس تانهارد خ ون تکنیک

امراه  کیپمیل اا نمونه  از انجا  تست بر رو .جها گردد یاا  خونسلول

در  B12علت ناپای هار  ویت امین ب ه .هیی نما  خوددار زیبا کهورت و امول

بهت ر اا در معرض ن ور خ وددار  کنی ه. ، از قرار دادن نمونهUVبرابر اشعه 

 در لول هدر  اا. نمون هرنهیسر  بلافاصله مورد استفاده قرار گ اا نمونهاست 

 5حهاکثر به م هت  گرادیدرجه سانت 8تا  2 نیب  در دماو تیره رن  بسته 

 روز قابل استفاده 30به مهت حهاکثر  گرادیدرجه سانت -20  روز و در دما

 .هیکن  خوددار اامکرر نمونه منجمه و ذوب کردنز ا .استنه

کننه، را دریافت می (mg/day 5˃)در افراد  که دوز باًیی از بیوتین ( 2

ساعت پس از دریافت آخ رین دوز بی وتین انج ا   8گیر  بایه حهاقل نمونه

 شود.

  :هاو نمونه هاسازی معرفآماده

: کل محتویات محلول شستشو تهیه محلول شستشو )آماده مصرف( (1

(50Xرا با )ساز  در تر آب مقطر م لوط کنیه و پس از آمادهلیمیلی 980

را ی چال نگههار  نماییه. در صورت مشااهه رسوب در محلول شستشو آن

گراد قرار دایه تا رسوب حل شود. در درجه سانتی 37در بن مار  با دما  

 صورت مشااهه کهورت در محلول شستشو از مصرف آن خوددار  نماییه.

را ب ا  Bو  Aزا ا ا  رن  محلول آم اده مص رف(:زا )تهیه محل ول رن   (2

لیتر میلی 2عنوان مثال، برا  تهیه ( م لوط کنیه )به1:1اا  مساو  )حجم

لیت ر از میلی 1را ب ه  Aزا لیتر از محل ول رن  میلی 1محلول آماده مصرف 

دقیقه در دما  اتاق و ت اریکی  10مهت ا افه نماییه( و به Bزا محلول رن 

زا، از نیه. در صورت مشااهه رن  آبی و یا کهورت در محلول رن  انکوبه ک

 مصرف آن خوددار  فرماییه.

را با نسبت کننهه اا  پایهارکننهه و آزادمحلول است راج: محلول( تهیه 3

را ه کننهمیکرولیتر محلول پایهار 100عنوان مثال به)م لوط نماییه  1:39

این شود که توصیه می .(فه کنیها ا کننههلیتر محلول آزادمیلی 9/3 به

  .تهیه شود به مقهار نیاز قبل از مصرف و محلول 
اا  بیمار، به تعهاد نمونه :، کالیبراتور و کنترلنمونهاست راج ( 4

 آزمایش لولهتهیه نماییه. به ار  ا شیشه آزمایش لوله نترلو ک کالیبراتوراا

µl 100  و از نمونهµl 50 فه کرده و پس از م لوط از محلول است راج ا ا

دقیقه در 15 به مهت (ثانیه 2تا  1ار بار به مهت  ورتکسسه بار ) کردن

سپس و کننهه ا افه خنثیبافر از  µl50دما  اتاق انکوبه نماییه. سپس 

  .ثانیه( 2تا  1ورتکس ار بار به مهت سه بار ) کنیهورتکس 

تازه و نو ا  شیشهاا  لوله از حتی اًمکان برا  است راج نمونهتوجه: 

ا  کاملا  تمیز و فاقه املاح اا  شیشهلولهدقت فرماییه که استفاده کنیه. 

 باشنه.

 

  :روش انجام آزمایش

ا ا )ب ا قبل از شروع آزمایش اطمینان حاصل کنیه که کالیبراتوراا، معرف 

درج ه  26ت ا  24دم ا  ات اق ) ا ا ب هاا  متف اوت(، پلی ت و نمون هحجم

اا را با سر و ته کردن به آرام ی یکنواخ ت انه. کالیبراتوررسیههگراد( سانتی

 نماییه.

اا اا  مورد نیاز برا  انجا  تست را برداریه و بقیه چااک( تعهاد چااک1

گیر در کیسه آلومینیومی قرار دایه، درب آن را بسته و در را امراه رطوبت

 گراد نگه دار  نماییه.  درجه سانتی 8تا  2دما  

 یا   است راج شههااکالیبراتور، است راج شهه کنترل میکرولیتر از 50 (2

اا  مورد نظر بریزیه. بهتر است که در چااکرا  اا  است راج شههنمونه

اا ری ته در چااک (Duplicate) دوتایی صورتبه کالیبراتورار نمونه یا 

 شود.

چااک ا افه کنیه و  ه ارب بیوتینیکونژوگه میکرولیتر از محلول  50 (3

 .یه رو  سطم میز به آرامی تکان دایهثان 30مهت  پلیت را به

در  دقیقه 45 مهت به بپوشانیه و پلیت اا را با برچس  م صوصچااک (4

 دما  اتاق انکوبه نماییه.

 به ار چااک ا افه کنیه و از محلول کونژوگه آنزیمی   میکرولیتر 50 (5

 بهسپس  هیتکان دا یبه آرام زیسطم م  ور هیثان 30مهت  پلیت را به

 دقیقه در دما  اتاق انکوبه نماییه. 30مهت

 300با  مرتبه ار و مرتبه 5 اا رات لیه کرده و آناا را چااک محتویات (6

صورت شستشو به اگر بشوییه.)آماده مصرف( میکرولیتر محلول شستشو 

رو  دستمال  را بربه آرامی پلیت  انتها  شستشو در شودمیدستی انجا  

 بزنیه. گیررطوبت

اا چااک درون تما ( مصرف )آمادهزا رن  محلول از میکرولیتر 100 (7

 .انکوبه کنیهدر دما  اتاق و تاریکی  دقیقه 20مهت به  پلیت را وبریزیه 

اا ا افه کنیه و پلیت هه به کلیه چااککننمحلول متوقف میکرولیتر 50 (8

ما  رن  آبی آن به زرد تبهیل آرامی تکان دایه تا تثانیه به  20مهت را به 

 .شود

دقیقه  15حهاکثر تا  نانومتر 450موج در طولرا  ار چااک نور  جاب (9

تا  620موج رفرانس )از طول گیر  کنیهبعه از متوقف کردن واکنش انهازه

 Pointدر این آزمایش محاسبه غلظت به روش  نانومتر استفاده کنیه(. 630

to Point  4قابل اجرا است؛ اما روشPL  یا(Logic-log .ارجحیت دارد )

عنوان نمونه در زیر ارائه میزان جاب و نمودار کالیبراتوراا  این کیت به

  شهه است.

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

Calibrator 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(pg/ml) 

Cal. A 
A1 2.958 

3.031 0 
B1 3.104 

Cal. B 
C1 2.537 

2.564 100 
D1 2.591 

Cal. C 
E1 2.106 

2.109 200 
F1 2.113 

Cal. D 
G1 1.433 

1.494 400 
H1 1.555 

Cal. E 
A2 0.791 

0.765 1000 
B2 0.739 

Cal. F 
C2 0.233 

0.248 2000 
D2 0.263 

 

 



 

 

 

 
   

 

  

 

 

 

 

 

 

 B12 ویتامین برای تست الایزای انتظار مقادیر مورد

افراد سالم در  نمونه سر  از 40در  B12 ویتامین در این تست، میزان

با  B12 ویتامین گیر  شه و دامنه نرمالاا  سنی متفاوت انهازهگروه

 افراد جامعه محاسبه گردیه. %95پراکنهگی در 

 

 
 
 
 
 

 

 

 :های کنترل کیفيپارامتر

 جیتا، نCLSIو  EN 13641اا  د در استانهاردموجو  ااییبر اساس راانما

  .باشهمیهوده قابل قبول در مح B12 ویتامین تیک اا تست حاصل از

 

  Intra – Assay )بررسي دقت(

دقت داخلی با ارزیابی تکرارپایر  نتایج حاصل از سه نمونه متفاوت 

بار تکرار برا  ار  20کار  )در یک نوبتو سه سطم کنترل  سر  

 است. CV˂10%معیار پایرش در این آزمایش  نمونه( بررسی شه.

 
 
 
 
 
 
 
 

  Inter - Assay )بررسي دقت(

تستی با ارزیابی تجهیهپایر  نتایج حاصل از سه نمونه دقت بین

بار تکرار برا  ار  5کار  )نوبت 4در و سه سطم کنترل متفاوت سر  

معیار پایرش در این آزمایش  کار ( بررسی شه.نمونه در ار نوبت

CV˂10% .است 

 

 
 

 

 

 
 
 

 Recovery )بررسي درستي 1 (

  یترک گریکهیبا     به نسبت مساوتست دو نمونه سر نیدر ا

  ریگدر آن انهازه Vit B12غلظت  ،نمونه کیعنوان شهه و به

 درصه است. 10معیار پایرش در این تست انحراف کمتر از  .شه
 

 

 
 

Linearity  (درستي)بررسي 
عی ین برا  ت نمونه سر  اا  م تلفرقتدر  B12، ویتامین در این تست

 شیآزم ا نی در ا رشیپ ا اری مع .گیر  ش هخطی بودن کیت انهازه

Bias˂10% .است 
 

 

 

 

sMethodof Comparison   (درستي)بررسي 
نمونه  100در  B12 ویتامین جهت بررسی صحت نتایج این کیت، میزان

گیر  شه و نتایج کیت انهازه این سر  با مقادیر پایین، نرمال و باً توسط

دست آمهه از دو بین نتایج به ی با کیت مرج  مقایسه و  ری  امبستگآن 

معیار پایرش برا   محاسبه گردیه. 993/0، پیرسون کیت، بر اساس روش

 این آزمایش به صورت زیر تعریف شهه است: 
0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 

 

 

Interferences )بررسي اختصاصیت( 
م ورد  B12تهاخلات رای ج در س نجش ویت امین  درصهبر اساس فرمول زیر 

 ارزیابی قرار گرفت:

 

 

 
و  30 روبین ت ابیل ی، 500 اموگل وبین ت ا ،بر اس اس نت ایج بهس ت آم هه

ت أثیر  ب ر نتیج ه س نجش لیتر گر  بر دس یمیلی 2500 گلیسریه تاتر 

 .نهارد
1. Trueness 

  Cross Reactivity  )واکنش متقاطع(

ا ا  تتوس ط ا  افه ک ردن غلظ B12 گیر کی ت ان هازه ویژگی

گیر  نس بت ب ین به سر  و انهازه Cobinamide و RFم تلفی از 

نیاز ب را  ایج اد ام ان  موردB12 به مقهار  ا افه شههمقهار ماده 

ک ه ای ن ترکیب ات ب ا  ش ه. نت ایج نش ان داد بررس یمقهار جاب، 

معی ار پ ایرش  واک نش متق اط  نهارن ه. B12باد  ویت امین آنتی

ع آنالیت و ماده ا افه شهه( برا  آنالیت واکنش متقاط  )بسته به نو

 25درصه و برا  ماده ا افه شهه حهاکثر ت ا  100±10در محهوده 

  .درصه است

 

Cross Reactivity Substances 

0.0008 Rheumatoid Factor 

< 0.0001 Cobinamide 

 
 Sensitivity)بررسي حساسیت(

س جم  میانگین در این کیت بر اسا  (LOD)تش یصحهاقل غلظت قابل

بار تکرار  20جاب نور  کالیبراتور صفر و سه برابر انحراف معیار حاصل از 

 .باشهمی pg/ml 51/70یک نمونه با غلظت کم 

 

 Stability )بررسي پایداری(

Accelerated Stability Testدرج ه  37  افته در دما 4به مهت  تی: ک

روز ص فر  جیو ب ا نت ا یآن بررس  جیو س پس نت ا ش هگراد قرار داده یسانت

 ه.یگرد سهیمقا
In Use Stability Test8به مهت  تیکاا، محلول ب: پس از باز کردن در 

آن حاصل از  جیه و سپس نتاشگراد قرار داده یدرجه سانت 4  افته در دما

 ه.یگرد سهیروز صفر مقا جیبا نتا

Shelf Stability Test :8 ه درج 4  سال در دما 2به مهت  تیعهد ک

ار  جیه. نتایگرد یبار بررس کیو ار سه ماه  شه گراد قرار دادهیسانت

 ه.ش سهیروز صفر مقا جیبا نتا یبررس

نظر در  مورد تیکه ک داهینشان م  هاریپا یمطالعات م تلف بررس 

اا تغییر معیار پایرش در این آزمایش .است هاریشهه پامش ص  اازمان

OD ستدرصه ا 20اا کمتر از نمونه. 
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اا  منهرج بر رو  ت با شمارهدر صورت بروز ارگونه مشکل خوااشمنه اس

 تماس بگیریه. (ب ش پشتیبانی)جعبه 

Sample/ 
Control 

1 2 3 
Cont. 

1 
Cont. 

2 
Cont. 

3 

No. of 
Repeats 

20 20 20 20 20 20 

Mean 
(pg/ml) 

251 782 877 453 742 1304 

SD 
(pg/ml) 

13.6 40.2 48.3 25.8 43.7 75.3 

CV (%) 5.4 5.1 5.5 5.7 5.9 5.8 

 

No. 
Sample 
(pg/ml) 

Added 
(pg/ml) 

Exp. 
(pg/ml) 

Obs. 
(pg/ml) 

Rec. 
(%) 

1 95 457 276 284 102.9 

2 718 94 406 421 103.7 

3 456 718 587 573 97.6 

 

No. 
Sample 
 (pg/ml) 

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

Bias%  

1 286 -2.8 1.5 -1.5 -1.3 

2 840 -1.4 1.2 2 -2.3 

3 1500 3.6 -3.3 -3 -0.3 

 

Sample/ 
Control 

1 2 3 
Cont. 

1 
Cont. 

2 
Cont. 

3 

No. of 
Repeats 

20 20 20 20 20 20 

Mean 
(pg/ml) 

356 793 1379 451 743 1298 

SD 
(pg/ml) 

21.6 44.6 71.8 29.1 44.6 72.3 

CV (%) 6.1 5.6 5.2 6.4 6. 1 5.6 

 

pmol/L pg/ml تیجمع  

 نوزاد 160-1300 118-959

 بزرگسال 200-835 148-616

بزرگسال ˃ 60 110-800 81-590  

pg/ml × 0.736 = pmol/L 

 

 گرغلظت آنالیت مداخله

 ن غلظت بعد از افزودن آنالیت مداخله گرمیانگی -میانگین غلظت قبل از افزودن آنالیت مداخله گر 

 
 100× درصد تداخل =


