
 

 

 

 
   

 گیری اندازهکیت 

Anti-H. pylori IgG, IgM & IgA  
 انسانسرم  در

H.P.G ELISA Kit 96t / Cat. No: 1224-96 
H.P.M ELISA Kit 96t / Cat. No: 3824-96 
H.P.A ELISA Kit 96t / Cat. No: 3724-96 
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 :مقدمه 

Helicobacter Pylori  کت  ست  اگرم منفي مارپیچي  باسیليك

تلیوم در بررسي بیوپسي اپي Warrenو  Marshallتوسط بار اولین

اين باکتری منجر  معده بیماران دچار گاستري  مزمن، مشاهده شد.

ب  گاستري  متزمن  ک  ممکن اس  شودميب  ايجاد گاستري  حاد 

هتای با تعتداد ييتادی اي بیماری H. pylori حضور نیز تبديل شود.

، ستو  دوايدهت عتده و ي جمل  گاستتري ، يمتم مادستگاه گوارش 

در  ،بتاکتریدر ارتباط است . ايتن  کارسینومای معدهآدنو و هاضم 

درصد اي بیماران  90گاستري  مزمن،  اي بیماران مبتلا ب  درصد 91

بیماران مبتلا ب  يمتم معتده  رصد ايد 70 و دوايده يمم  مبتلا ب 

ط بتا مترتب علائتم بتالینيدر بیماراني ک   بر اين اساس، وجود دارد.

اي اهمیتت   H. pylori ، تشتيی  عفونت گاه گتوارش دارنتددستت

 ای برموردار اس .ويژه

 

 :آزمایش اصول

 واکنش بین اي طريق ژن،آنتي حرک  سايیبي ،آيمايشدر اين 

 H. pylori ژنو آنتي هاچاهك کفدر  1تثبی  شده اويديناسترپت

 يا نمون  موجود در یهابادیآنتي .دگیرمتصل ب  بیوتین صورت مي

 هایکمپلکس و دشونميمتصل  H. pyloriژن آنتي  ها ببراتوریکال

د. پس اي گردنمي تثبی ها سطح چاهك شده در لیايمني تشک

 یک  حاو يميکونژوگ  آنزشستشوی اجزا  متصل نشده، 

 - Anti)باشدمي انسان IgA اي IgG ،IgMهای ضد ادیبآنتي

human IgG, IgM or IgA Enzyme Conjugate) ها چاهك وندر

با افزودن  ها وشستشوی مجدد چاهكپس اي  شود.رييت  مي

 جاديا آبي رنگي محصول (HRP ميآنز یسوبسترا)يا محلول رنگ

 رنگ آبي ب  يردمحلول متوقف کننده  با اضاف  شدند. شومي

 نوری جذب نيشترینانومتر ب 450موج ک  در طول شودميتبديل 

 غلظ   بانوری جذب  شدتشده و  جاديا رنگ میزانرا دارد. 

  
1. Immobilized 

دارد. در  میارتباط مستق نمون در موجود  H. pyloriضد  یباديآنت

نمودار ب  کمك  ،نمون  H. pylori IgG, IgA, IgMغلظ    ينها

  گردد.يمحاسب  م )منحني استاندارد( هابراتوریکال

 

 :محتویات کیت

 . تثبی  شده استرپتاويدين یحاو يستت 96  یپلکرویم (1

 100و  50 ،25، 10، 0 ريدر مقاد H. pylori یهاکالیبراتور (2

(U/ml)سرم انسان. ايشده   ی، ته 

ضد  یباديآنت یحاو یتریليلیم 11 اليو 1: آنزيمي کونژوگ  (3

IgG ،IgM  و ياIgA ميانسان، متصل ب  آنز HRP  .در بافر 

 .Hژن يآنت یحاو یتریليلیم 11 اليو 1ي: نیوتیبکونژوگ   (4

pylori در بافر. نیوتیمتصل ب  ب 

 .یتریليلیم 11 اليو 1: (10X) کننده سرم قیمحلول رق (5

 .یتریليلیم 20اليو 1: (50X) محلول شستشو (6

 .یتریليلیم 5/6 ويال A :1 يامحلول رنگ (7

 .یتریليلیم 5/6 ويال B :1 يامحلول رنگ (8

 .یتریليلیم 12 اليو 1 ده واکنش:محلول متوقف کنن (9

های با غلظ  لیتریمیلي 5/0ويال  2کنترل:  هایمحلول (10

 .متفاوت

 ورق. 1  یبر چسب ميصوص پل (11

 ینگهتدار گراديدرجت  ستانت 8تا  2 یها در دمامحلول  ی: کلتوج 

 اس . یدارقابل نگ  زیاتاق ن یشوند. محلول متوقف کننده در دما

 

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

نانومتر و در صتورت امکتان  450( دستگاه الايزا ريدر دارای فیلتر 1

 عنوان فیلتر رفرانس. نانومتر ب  630

 ( آب مقطر2

 

 :احتیاط در استفاده از کیت

 دهيتگرد  یتتعب  یک نیاستفاده در هم یبرا  یک نيا اتيمحتو (1

ستام   یهاشماره اي و ها یک ريبا سا استفاده مشترک لذا اياس ؛ 

 .ديینما یموددار جداً گريد

هايي ها تا يمان انقضا  کی  پايدار هستند. اي محلولکلی  محلول (2

 استفاده ننمايید. ها گذشت  اس ک  تاريخ انقضا  آن

 قرار نگیرند.مستقیم نور  معرضها در توج  فرمايید محلول (3

شا  انساني اي نظر منفي بودن محتويات اين کی  با من (4

HIV1/2، HBsAg  وHCV اند؛ ولي تشيی  قطعي بررسي شده

يا با استفاده اي در مورد منفي بودن تمام عوامل عفوني بیماری

های متداول آيمايشگاهي امکان پذير نیس . بنابراين با توج  روش

ب  احتمال آلودگي محتويات کی ، تمام مراحل آيمايش بايد مطابق 

 های ايمني انجام شوند.با دستورالعمل

در  استفاده اي دستکش و عینك در هنگام کار الزامي اس . (5

صورت يا  آن بر روی ید ک  محتوياتهنگام کار با کی  دق  فرماي

با دهان و ساير مياط مواد اي تماس  رييت  نشود.ساير نقاط بدن 

 .جلوگیری نمايید جداً

 

  :نمونهگهداری و ن سازی آماده، آوری جمع

های مناسب برای اين تس  شامل سرم، پلاسمای هپارينت  نمون  (1

بتا استتفاده اي  ديگرفتن مون باهستند.   EDTAيا پلاسمای حاوی 

سترع  ب سرم انجام شود و  ياهرگیس یریگاستاندارد مون كیتکن

 یهانمونت  یانجتام تست  بتر رو جدا گتردد. اي يمون یهااي سلول

 . دیينما یموددار زیه باکدورت و همولهمرا كیپمیل

را دريافت   (mg/day 5˃)( در افرادی ک  دوي بالايي اي بیوتین 2

ساع  پس اي دريافت  آمترين  8گیری بايد حداقل کنند، نمون مي

  دوي بیوتین انجام شود. 

 روي در 5تتا ها نمونت  .بستت  باشتد کاملا ديدرب ظروف نمون  با (3

 -20 یدر دمتا متاه 1گراد و حد اکثر تتا ينتدرج  سا 8تا  2 دمای

اي منجمتد و ووب کتردن  .هستتند ینگهدارقابل گراد يدرج  سانت

 ها مودداری نمايید.مکرر نمون 

 

 :هامعرفو نگهداری سازی آماده

محلتول  اتيتکتل محتو :محلول شستشتو )آمتاده مصترف(( تهی  1

و پس اي  دیآب مقطر ميلوط کن تریليلیم 980( را با50Xشستشو )

. در صورت مشتاهده رستوب ديینما ینگهدار يچاليدر  یسايآماده

 گراديستانت درج  37 یبا دما یرا در بن ماردر محلول شستشو آن

تا رسوب حل شود. در صورت مشاهده کدورت در محلول  دیقرار ده

 .ديینما یشستشو اي مصرف آن موددار

را  Bو  Aيا رنتگ یاهمحلول (:مصرفيا )آماده محلول رنگ( تهی  2

  یته ی)ب  عنوان مثال، برا دی( ميلوط کن1:1) یمساو یهابا حجم

را  A يااي محلول رنتگ تریليلیم 1 مصرفمحلول آماده  تریليلیم 2

 10( و بت  متدت ديیتاضتاف  نما B يااي محلول رنتگ تریليلیم 1ب  

رنتگ . در صورت مشاهده دیانکوب  کن يکيو تار تاقا یدر دما ق یدق

 .ديیفرما یيا، اي مصرف آن موددارکدورت در محلول رنگ ايو  يآب

 اتيتکتل محتو :)آمتاده مصترف( کننده سرم قیمحلول رق( تهی  3

آب مقطتر  تریليلیم 99( را با 10Xکننده سرم ) قیمحلول رق اليو

 .دیميلوط کن

 1  را بت نمون  سرماي  تریلیکروم 10های سرم: نمون رقیق سايی ( 4

وده و با سر و نم اضاف  مصرفآماده کننده  قیاي محلول رق تریليلیم

 (.1:100سايی ب  نسب ت  کردن ب  موبي ميلوط نمايید )رقیق

 

  :روش انجام آزمایش

)بتا  هتامحلول ک  تمام اطمینان حاصل کنیدش يقبل اي شروع آيما

درجت   28تا  22اتاق ) یها ب  دماو نمون های متفاوت(، پلی  حجم

 يرا با سر و تت  کتردن بت  آرامت هاکالیبراتور .اندرسیده( گراديسانت

 .دیينما يکنوام 

  یتو بق داريتدانجام تست  را بر یبرا ايیمورد ن یهاچاهك تعداد (1

درب  دهید،قرار  يومینیآلوم س یدر ک ریگهمراه رطوب را ها چاهك

 .نمايید یرداگراد نگهيدرج  سانت 8تا  2 یرا بست  و در دماآن

 IgM & IgAیهاتست  یو برا تریکرولیم IgG، 25تس   یبرا (2

 یهاشده در چاهك قیرق هاینمون  يا هاکالیبراتوراي  تریکرولیم 50

 صتورتب  کتالیبراتور ايت. بهتر اس  ک  اي هر نمون  ديزيمورد نظر بر

 شود. يت يها ردر چاهك 2دوتايي

چاهك  نير گرفت  شود. در اعنوان بلانك در نظچاهك اول ب  :توج 

هتا چاهك ريمراحتل بتا ستا  یتنشود. بق يت ياستاندارد ر اينمون  و 

  باشد.يم کساني

 و دیتب  هر چاهك اضاف  کن ينیوتبیکونژوگ   اي تریکرولیم 100 (3

 .دیتکان ده يب  آرام زیسطح م یرو  یثان 30مدت ب  را   یپل

و بت  متتدت  دیبپوشتان  یتهتا را بتا چستب ميصتوص پلچاهك (4

 .ديیاتاق انکوب  نما یدر دما ق یدق 60±10

تيلیت   يتا آسپیراستیونها را با وارونت  کتردن چاهك اتيمحتو (5

 تتریکرولیم 300مرتب  و هتر مرتبت  بتا  5 ها را. سپس چاهكدیکن

 يانجتام مت ي. اگرشستشو بت  صتورت دستتديیمحلول شستشو بشو

ستتتمال د یرورا بتتر   یتتپل يشستشتتو بتت  آرامتت یشتتود در انتهتتا

 .دیبزن ریگرطوب 
 

2. Duplicate 



.دیچاهك اضاف  کن ب  هر آنزيمي اي کونژوگ  تریکرولیم 100 (6

 .دیکن یمرحل  موددار نيدر ا  یاي تکان دادن پل 

و بت  متتدت  دیبپوشتان  یتهتا را بتا چستب ميصتوص پلچاهك (7

 .ديیاتاق انکوب  نما یدر دما ق یدق 30±10

 شستشو دهید. 5با بند  مطابقها را چاهك (8

و  ديتزيهتا بررون تمام چاهكديا رنگ اي محلول تریکرولیم 100 (9

اي  .دیتانکوبت  کن يکياتاق و تار یدر دما ق یدق 15مدت پلی  را ب  

 تکان دادن پلی  در اين مرحل  مودداری کنید.

ب  دس   2کمتر اي  براتوریکال یجذب نور زانیم نياگر بالاترتوج : 

 10يا را بت  متدت محلتول رنتگ ونیيمتان انکوباستتوانید مي آمد، 

 .دیده شيافزا ق یدق

هتا اضتاف  چاهك تمتاممحلول متوقف کننده ب   تریکرولیم 50 (10

تا تمام رنتگ  دیتکان ده يب  آرام  یثان 20ب  مدت و پلی  را  دیکن

 شود. ليآن ب  يرد تبد يآب

تر با استفاده نانوم 450موج در طولرا هر چاهك نوری جذب  (11

متوقف کردن  بعد اي ق یدق 15حداکثر تا  Point to Pointاي متد 

نانومتر استفاده  630تا  620موج اي طول) گیری کنیداندايه واکنش

عنوان ب   یک نيا و نمودار کالیبراتورهای نوری میزان جذب .(دیکن

 آورده شده اس . رينمون  در ي

الایزا برای تست H. pyloriهای بادینتيیید حضور آتأ

Concentration H. pylori Antibodies

> 20 U/mlIgG

> 20 U/mlIgA

> 40 U/mlIgM

IgGبرای تست  های کنترل کیفيپارامتر

Intra - Assay )بررسي دقت(

دق  داملي بتا ارييتابي تکرارپتذيری نتتايص حاصتل اي ست  نمونت  

بتار تکترار بترای هتر نمونت (  20کتاری )نوب  متفاوت سرم در يك

اس . CV˂10%معیار پذيرش در اين آيمايش  بررسي شد.

                      

Inter - Assay )بررسي دقت(

تستي با ارييابي تجديدپذيری نتايص حاصتل اي ست  نمونت  دق  بین

در هتر  بار تکرار بترای هتر نمونت  5کاری )نوب  4متفاوت سرم در 

 CV˂10%معیار پتذيرش در ايتن آيمتايش  کاری( انجام شد.نوب 

اس .

 

IgMبرای تست  پارامتر های کنترل کیفي

Intra - Assay )بررسي دقت(

ارييتابي روش و معیار پذيرش مشاب  با آنچ  در مورد  ااين آيمايش ب

انجام پذيرف .توضیح داده شده اس   IgG دق  داملي

Inter - Assay )بررسي دقت(

اين آيمايش با روش و معیار پذيرش مشاب  با آنچ  در مورد ارييتابي 

توضیح داده شده اس  انجام پذيرف . IgGدق  بین تستي 

IgAبرای تست  های کنترل کیفيپارامتر

Intra - Assay )بررسي دقت(

رش مشاب  با آنچ  در مورد ارييتابي اين آيمايش با روش و معیار پذي

توضیح داده شده اس  انجام پذيرف . IgG دامليدق  

              

Inter - Assay )بررسي دقت(

اين آيمايش با روش و معیار پذيرش مشاب  با آنچ  در مورد ارييتابي 

توضیح داده شده اس  انجام پذيرف . IgGدق  بین تستي 

 

Sensitivity )بررسي حساسیت( 

صفر و س  برابر  کالیبراتورجذب نوری  میانگینبر اساس جمع 

، IgG یبرا  یک نيدر ا  یحداقل غلظ  قابل تشي ،انحراف معیار

IgM  وIgA باشد: يم ريب  شرح ي

IgG:    0.15 U/ml

IgM:   0.08 U/ml

IgA:    0.32 U/ml
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های رگون  مشکل مواهشمند اس  با شمارهدر صورت بروي ه

تماس بگیريد. (بيش پشتیباني)مندرج بر روی جعب  

Calibrator 
Well 

OD 
Mean Conc. 

Number OD (U/ml) 

Cal. A 
A1 0.043 

0.045 0 
B1 0.047 

Cal. B 
C1 0.374 

0.385 10 
D1 0.396 

Cal. C 
E1 0.808 

0.824 25 
F1 0.839 

Cal. D 
G1 1.388 

1.416 50 
H1 1.444 

Cal. E 
A2 2.431 

2.472 100 
B2 2.513 

Serum Sample Negative Positive 

No. of Repeats 20 20 

Mean H. pylori IgG (U/ml) 4.23 37.11 

SD (U/ml) 0.18 1.14 

CV (%) 4.2 3.1 

Serum Sample Negative Positive 

No. of Repeats 20 20 

Mean H. pylori IgG (U/ml) 4.12 41.26 

SD (U/ml) 0.20 1.75 

CV (%) 4.8 4.2 

Serum Sample Negative Positive 

No. of Repeats 20 20 

Mean H. pylori IgM (U/ml) 5.31 49.07 

SD (U/ml) 0.23 1.87 

CV (%) 4.3 3.8 

Serum Sample Negative Positive 

No. of Repeats 20 20 

Mean H. pylori IgM (U/ml) 4.63 52.02 

SD (U/ml) 0.22 2.34 

CV (%) 4.7 4.5 

Serum Sample Negative Positive 

No. of Repeats 20 20 

Mean H. pylori IgA (U/ml) 5.11 35.00 

SD (U/ml) 0.24 1.15 

CV (%) 4.7 3.3 

Serum Sample Negative Positive 

No. of Repeats 20 20 

Mean H. pylori IgA (U/ml) 3.23 36.04 

SD (U/ml) 0.15 1.45 

CV (%) 4.6 4.0 


