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زایبه روش الاIgAاز نوع يلوریکوباکترپیضد هليبادیت سنجش آنتیک

:مقدمه

يهایماریبا بيلوریکوباکترپین وجود هلیشود، مطالعات مختلف ارتباط بیافت میمعده يه موکوزایاست که در لایشکل گرم منفیچیمارپيک باکتریيلوریکو باکتر پیهل
ماران مبتلا به زخم یدرصد از ب95- 98در ين باکتری. انوم معده را نشان داده استیعشر و آدنوکارسی، زخم اثن، زخم معدهت مزمنیگاسترمختلف دستگاه گوارش از جمله 

ینیدر افراد با علائم باليوژو سرولی، بافت شناسيولوژیباکتريوع عفونت با استفاده از روشهایزان شی، مان به زخم معده وجود داردیدرصد از مبتلا60-90عشر و یاثن
یرا نشان نمینیزه شده و تا آخر عمر علائم بالیکلونيسال) فقط توسط باکتر50ين بالای% در سن50ش از یماران (بیاز بيادیکه تعداد زی، در حالرسدی% م90به حدود 

توانند فقط دال یمینیمثبت بدون وجود علائم بالیوپسیا بیو کشت یثبت اوره تنفس، تست میاختصاصيبادیآنتهمانند وجوديد توجه داشت که وجود شواهدی. بادهند
ص یتشخيبرایر تهاجمیو غیدو نوع روش تهاجم.ل بر عفونت خواهد بودیز وجود داشته باشد دلینینیچنانچه علائم بالیباشند وليون باکتریزاسیبر کلون

شود که یانجام م)CLO( عیو تست اوره آز سريستوپاتولوژی، هجهت کشتیوپسیو برداشت بیبا استفاده از آندوسکوپی، روش تهاجموجود دارديلوریکوباکترپیهل
از کلاس یاختصاصيبادی، وجود آنتک استیسرولوژيو روشهایشامل تست اوره تنفسیر تهاجمیغي، روشهاباشدیز میند نیمار ناخوشایبيعلاوه بر گران بودن برا

IgAباشدیها ميبادین آنتیص ایتشخيبرایک انتخابیزا تکنیاست و الايون باکتریزاسیص کلونیک شاخص تشخیدر سرم يه باکتریعل.

:شیساس آزماا

. در شوندیخته میچاهکها رق شده به داخلیرقيش نمونه هایدر خلال آزماو(coating)اند دهیبه چاهک ها متصل گرديلوریکوباکترپیهليژنهایت آنتین کیدر ا 
HRPم یکه به آنزIgAضد يبادیگردند و با افزودن آنتیکف چاهک متصل ميژنهایها به آنتیبادین آنتیايلوریکوباکترپیهليژنهاینتآه یعليبادیصورت وجود آنت

، پس از شستشو گردد ویز به آنها متصل مینHRPمتصل به آنزیم IgAومنیهیآنت،IgAاز نوع يلوریکوباکترپیضد هليهايبادیآنتمتصل شده در صورت وجود
را به یافزودن محلول متوقف کننده رنگ آب.ل شده در چاهکها متناسب استیتشکیمنید آمده با کمپلکس ایپدیکه رنگ آبشودیمختهیمحلول رنگزا داخل چاهکها ر

.نانومتر دارد450موج را در طولين جذب نورید که بهترینمایل میزرد تبد

ت :یات کیمحتو

.H.pylori(H.pylori coated plate)يژنهایپوشش داده شده با آنتيچاهکهايحاوخانه 96ت یپل)1
.ق کردن نمونه هایمحلول جهت رقتر یلیلیم50يحاوهر یکالیودو: (Sample Diluent)ق کننده نمونه یمحلول رق)2
.(آماده مصرف)دازیم پراکسیمتصل شده به آنزیانسانIgAضد يبادیتر آنتیلیلیم12يال حاویک وی: Enzyme Conjugate)کنژوگه (م یمحلول آنز)3
Standardsاستاندارد (يسر)4 set (:5100و50،20،10،0يال استاندارد شامل غلظت هایوU/mlاز نوع يلوریکوباکترپیهلضديبادیاز آنتIgA هر) ویال استاندارد

.میلی لیتر می باشد)5/1حاوي 
.میلی لیتر سرم کنترل با غلظت مشخص درج شده بر روي برچسب هر ویال5/1: دو ویال هر یک حاوي سرم کنترل هاي بالا و پایین)5
از را با آب مقطر به نسبت یماده مصرف مقدار مورد نآيه محلول شستشویجهت ته.)20Xظ (یغليتر محلول شستشویلیلیم50يال حاویک وی: محلول شستشو)6

.دییق نمایرق20/1
.تر (آماده مصرف)یلیلیم12حاويال یوک ی: (Chromogen-Substrate)يک مرحله ایيمحلول رنگزا)7
.تریلیلیم12حاويال یک وی: )Stop Solution(هل متوقف کنندمحلو)8
.تیبرچسب مخصوص پل)9

:باشندیت موجود نمیاز که در کیل مورد نیوسامواد و

.لتر رفرانس)ینانومتر  به عنوان ف630نانومتر (و در صورت امکان 450لتر یفيداراریدر ازیدستگاه الا)1
.قیدقمیکرولیتر100و 10هايسمپلر)2
.آب مقطر)3

:مصرف کنندگانينکات قابل ذکر برا

.شده استطراحیت ین کیمصرف در هميت براین کیات ایمحتو) 1
.دیینماياردخودً̋اًدمختلف جساختهايتها با شماره یات کیاز مخلوط کردن محتو) 2
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جهت .باشندیمن عواملیده اند و فاقد ایکنترل گردHIVو HCVو آنتی بادي هاي ضدHBsAgدارند از نظر وجود یت که منشاء سرمیه مواد موجود در کیکل) 3
.زدیم با مواد بپرهیکند از تماس مستقیت کار میکه با کهر آزمایشگري اط  بهتر است یاحت

:ينگهدارطیشرا

.یدیدرجه سانتی گراد نگهداري نما8ا ت2یخچال بین دماي کیت را در) 1
.دیینماير نگهداریت همراه با نمگیسه مخصوص پلیچاهکها را در ک) 2
.باشدیک از آنها میهر يشده بر رویاديان مدت انقضایت تا پایت کایمحتويداریپا) 3
.درجه سانتی گراد قابل نگهداري و مصرف می باشد2-8رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط 20/1محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت ) 4

نمونه :يو آماده سازيجمع آور

تریمدت زمان طولانيا برایو گراد یدرجه سانت8تا 2يمدت دو روز در دمابه توان یرا منمونه.از جدا نمودن از خون استفاده نمودتوان پسیا پلاسما را میسرم 
Freezeد ازیدر ضمن با(نموديگراد نگهداریدرجه سانت-20يدر دما)روز30ماکزیمم تا ( - thawز شودینمودن نمونه پره (.

:یحات عمومیتوض

.دینابه درجه حرارت اتاق برسراش تمام مواد و نمونه ها یقبل از شروع مراحل آزما) 1
.رندیه مراحل بدون توقف انجام پذیش کلیمحض شروع آزماه ببهتر است ) 2
.هر نمونه استفاده شوديک بار مصرف برایاز نوك سمپلر ) 3
.باشدیم ساعت قابل قرائت میهکها حداکثر تا نچايجذب نور،پس از افزودن محلول متوقف کننده) 4
.دنه شوین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیچاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخريد شستشویج مطلوب بایکسب نتايبرا) 5
از را یمورد نيش تمام مواد و محلولهایگردد قبل از شروع آزمایشنهاد مین پی، بنابراباشدیون مناسب میزمان انکوباس،جه مطلوبیصول نتحن فاکتورها در یاز مهمتر) 6

.شودیق تر میج دقینگ باعث نتاین مراحل سمپلیبین عمل با کاهش فاصله زمانی، ادیاز را باز کنیمورد نيآماده نموده و درب محلولها

:مراحل انجام آزمایش

چاهکها را به همراه نمگیر درون کیسه مخصوص نگهداري پلیت قرار داده و درب سایرنظر را انتخاب کرده و ) موردCoated Wells(پوشش داده شده تعداد چاهکهاي )1
.آن را ببندید

.کننده نمونه)میلی لیتر محلول رقیق1میکرولیتر نمونه با 10رقیق کنید (101به 1نمونه ها را با کمک محلول رقیق کننده نمونه به نسبت )2
.نیازي به رقیق سازي ندارند،نداردهاي کیت آماده مصرف بودهاستاتوجه :

رقیق شده بصورت . پیشنهاد می گردد که از استانداردها و نمونه هايچاهک بریزیدداخل هرو نمونه هاي رقیق شده را ، سرم کنترلاستانداردهرمیکرولیتر از100)3
. د و نمونه رقیق شده را در دو چاهک بریزید و در انتها از میانگین جذب نوري آنها براي محاسبه نتایج استفاده کنیدداپلیکیت استفاده شود بدین معنی که هر استاندار

.انکوبه کنیددرجه سانتی گراد) 22- 28اتاق (در دماي نیم ساعتمدت به، چاهکها را پس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پلیت)4
ید (براي شستشو چنانچه دستگاه واشر اتوماتیک در دسترس نباشد می توان از با محلول شستشوي آماده مصرف بشویبار5را خالی کرده و چاهکها را محتویات چاهکها )5

، در در نتیجه آزمایش گرددولی باید مواظب بود که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا می تواند موجب ایجاد خطا استفاده نمود کاناله 8سمپلر 
ید و در انتهاي عملیات شستشو چاهکها یمیکرولیتر محلول شستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خالی نما300هر دفعه شستشو حدود

.)خارج شوندمحلول شستشوافیرا در حالت وارونه و با ضربات ملایم بر روي یک پارچه یا کاغذ نمگیر بکوبید تا قطرات اض
.بریزیدآماده مصرف را داخل هر چاهک (Enzyme Conjugate)میکرولیتر از محلول آنزیم کنژوگه100)6
.یدانکوبه نمایدرجه سانتی گراد)22-28در دماي اتاق (نیم ساعتپس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پلیت چاهکها را به مدت )7
.)5ید (همانند بند با محلول شستشوي آماده مصرف بشویبار5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را )8
.یدحلول رنگزا به هر چاهک اضافه نمایمیکرولیتر م100) 9
.یدارت اتاق و در تاریکی انکوبه نمایدقیقه در درجه حر15چاهکها را به مدت )10
براي سنجش جذب نوري هر چاهک از .یدیبه هر چاهک ادامه واکنشهاي آنزیمی را متوقف نما(stop solution)متوقف کنندهلیتر محلول میکرو100با اضافه کردن ) 11

.به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گردد)nm630(توصیه میشود از فیلتر.یدیااستفاده نمnm450دستگاه الایزاریدر با فیلتر 
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:شیآزمایابیارزش

:گرددیمیر ارزشمند و قابل گزارش تلقیط زیش با داشتن شراین آزمایا
 ش را دوباره ی، آزماح صورت نگرفته استیاحتمالاً شستشو به طور صحين جذب نوریشتر بودن ای، در صورت بصفراستاندارديبرا1/0کمتر از يجذب نورمیانگین

.دیانجام داده و در مراحل شستشو دقت کن
شتر از استاندارد صفر باشدید بیبا10استاندارد يجذب نورنگین میا.
 یستاندارد را بررسات و یخ انقضاء کیتار،استکیت ا یانگر خراب شدن استاندارد و یبجذب نوري کمتر بودن این،100استاندارديبرا1شتر از یبيجذب نورمیانگین
.دیکن

:جیمحاسبه نتا

توان استفاده نمود .یمnm450در طول موج يت سنجش جذب نوریبا قابلریدرازیاز هر دستگاه الا
.دی) بخوانnm630لتر رفرانس ی(و در صورت امکان در مقابل فnm450در طول موج ریدرازیو نمونه ها را به کمک دستگاه الااستانداردهايجذب نور) 1
Point to)يغلظت معلوم آنها نموداراستانداردها وين جذب نوریانگیبا استفاده از م) 2 Point)يمحور عمودياستانداردها را روين صورت که جذب نوریبه ادیرسم کن

(Y)یمحور افقيو غلظت آنها را رو(X)اتدییگر وصل نمایکدینقاط بدست آمده را به ، سپس دیدست آوره هر استاندارد بيرا برايغلظت و جذب نوریبرده و نقطه تلاق
.بدست آیدیمنحن

اینکهید بطورییوصل نمایبه منحنینقطه مذکور را توسط خط، سپسدیدا کنیآن را پجاييمحور عموديهر نمونه را بدست آورده و رويبراين جذب نوریانگیم) 3
مقدار غلظت را نشان ین خط با محور افقیاینقطه تلاق. د کنیدواریعمود بر محور افقیخط،یخط و منحنیکاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقيخط بر محور عمود

.خواهد داد

Standard curve
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.دیرسم نمايدیجدیمنحند یش بایشگاه در هر دفعه انجام آزمایباشد و هر آزماینمونه ممربوطه فقط به عنوان یو منحنينوريجذبها:توجه

:یعیر طبیمقاد

.ص وجود داردیدر حد قابل تشخيلوریکوباکترپیضد هلیاختصاصيبادین است که آنتینشان دهنده اU/ml(20(شتر ازیر بیمقاد
.ص وجود نداردیدر حد قابل تشخيلوریکوباکترپیضد هلیاختصاصيبادین است که آنتینشان دهنده اU/ml(15(ر کمتر ازیمقاد

.تکرار شودتستيگریبا روش دجه مشکوك به دست آمدیکه نتید و تازه انجام شود و در صورتینمونه جديمجدد بر روتستد یباU/ml(15-20(ن یر بیدر مقاد

ر :یتفس

.ر شودیر روشها تفسیج سایمار و نتایبیخچه پزشکیتار،ینید بر اساس علائم بالین سنجش بایج به دست آمده از اینتا
بر اساس .دهدیون را نشان نمیزاسیا کلونیمربوط به عفونت ینیاست و وجود علائم باليلوریکوباکترپیهلضدیاختصاصيبادیجه مثبت فقط نشان دهنده وجود آنتینت
.را از عفونت فعال افتراق دادیتوان عفونت قبلین تست نمیج اینتا

استانداردها 
(U/ml)

جذب نوري
0 02/0
10 57/0
20 00/1
50 97/1
100 60/2
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:ییاجرايشاخصها

اختصاصیت:حساسیت و) 1
هاي بیوپسی (استفاده از روش . توسط یافتهي به پزشکان مراجعه کرده بودند مورد بررسی قرار گرفتنددعدتنشانه هاي بیماري هاي مبیمار که با علائم و134تعداد مجموعا

نفر نیز بصورت هلیکوباکتر پیلوري منفی مورد تایید قرار گرفتند. در 69مثبت و نفر از این تعداد بصورت هلیکوباکتر پیلوري CLO(65هاي بافت شناسی ،کشت و تست 
:ندوسکوپی مورد مقایسه قرار گرفتندآجدول ذیل نتایج تست الایزا با یافته هاي نمونه هاي بیوپسی

پیشتازطب H.pylori IgAکیت الایزاي

حساسیت             = 60/ 65 = 92 %

اختصاصیت             = 65 / 69 = 94 %

صحت              = 125 / 134 = 93 %

:مقایسه ايتست ) 2
نمونه سرم مثبت و 21این تعداد ،که ازپیشتازطب و یک کیت تجاري داراي تاییدیه اتحادیه اروپا تست شدندH.pylori IgAبوسیله کیت الایزاي سرم بیمار159تعداد
.دو کیت منفی بودندهرنمونه سرم با116

را نشان داد 97و اختصاصیت نسبی% 84حساسیت نسبی % CEو FDAیت الایزاي پیشتاز طب و کیت تجاري معتبر داراي تاییدیه مطالعه مقایسه اي بین ک
) .86( همبستگی نسبی  % 

شتاز طبیپIgAيلوریکو باکتر پیهل
مثبتیمنفمشکوكتعداد کل

مثبت252221
سهیمقايت مورد استفاده برایک

)CEو FDAه یدییتاي(دارا
یمنف12011163
مشکوك141112
تعداد کل1591411926

تست تکرار پذیري :) 3
:رار گرفتند که نتایج به دست آمده در جداول ذیل آمده استقجهت تست تکرار پذیري مورد استفاده H.pylori IgAسه نمونه سرم با غلظت هاي مختلف

)اسی-نتراای( :١شماره جدول 

CV% SD
(U/ml)

میانگین 
)U/ml( تعداد تست هاي انجام شده  نمونه

0/5 7/0 14 24 1
5/4 5/1 33 24 2
8/5 7/2 46 24 3

) اسی-اینتر( :٢شماره جدول 

CV% SD
(U/ml)

میانگین 
)U/ml( تعداد تست هاي انجام شده  نمونه

8/8 23/1 9/13 10 1
4/8 73/2 6/32 10 2
5/8 10/4 2/48 10 3

ھر نمونھ بصورت دوپلیکیت(دوتایی) تست شده است.

+ مشکوك - مجموع
+ 60 2 3 65
- 2 2 65 69

مجموع کل نمونه ها 134

بیوپسی
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کیبصورت شماتH.pylori IgAشیروش انجام آزما

يلوریکو باکتر پیهليژنهایکوت شده با آنتيچاهکها
رقیق شدهنمونه سرم کنترل استانداردها محلولها

- - میکرولیتر100 نداردهااستا
- میکرولیتر100 - سرم کنترل

میکرولیتر100 - - نمونه رقیق شده
برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را .دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید30.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید
.یدیبار چاهکها را بشو5دستور شستشو طبق .خالی کنید

یکرولیترم100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 کنژوگه آنزیم 
برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را .دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید30.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید
.یدیبار چاهکها را بشو5دستور شستشو طبق .خالی کنید

میکرولیتر100 ترمیکرولی100 میکرولیتر100 محلول رنگزا
.دیانکوبه کنیکیاتاق و در تاريقه در دمایدق15

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده
.دیلتر رفرانس) قرائت کنینانومتر به عنوان ف630(و در صورت امکان نانومتر450در طول موج را چاهکها يجذب نور


