
︲︡ ﹨﹙﹫﹊﹢︋︀﹋︐︣ ︎﹫﹙﹢ری در ︨︣م ﹬︀ ︎﹑︨﹞︀ی   IgM آ﹡︐﹩ ︋︀دی ︛︴︨ ا﹡︡ازه ﹎﹫︣ی
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ﹉﹫︑︀﹝﹬︤﹡آ﹢﹡﹢﹝﹬روش ا ﹤ ا﹡︧︀﹡﹩︋ 

﹋ـ︀ر︋ـ︣د

︠﹑︮﹥ روش ﹋︀ر

Anti-H.pylori  IgM ﹋﹫ـ️ ︨ـ﹠︖ـ︩ 
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ا﹁︤ودن µl ١٠٠ ﹝︜﹙﹢ل  ﹝︐﹢﹇︿ ﹋﹠﹠︡ه

︠﹢ا﹡︩ ﹝﹫︤ان ︗︢ب ﹡﹢ری در ︵﹢ل ﹝﹢ج
 ٤٥٠ ﹡︀﹡﹢﹝︐︣ ︋︀ د﹬﹀︣ا﹡︧﹫﹏ ٦٣٠ ﹡︀﹡﹢﹝︐︣

٣٠ د﹇﹫﹆﹥ ا﹡﹊﹢︋︀︨﹫﹢ن در د﹝︀ی ا︑︀ق

︡ه ︧︐︪﹢ ر﹇﹫﹅︫  ︀  µl ٣٥٠ ﹝︜﹙﹢ل︫   ︋ ︀﹨ ﹉﹨︀︚  ﹢︪︐︧ ︀ر︫   ︋٤

١٥ د﹇﹫﹆﹥ ا﹡﹊﹢︋︀︨﹫﹢ن در د﹝︀ی ا︑︀ق

ا﹁︤ودن µl ١٠٠ ﹝︜﹙﹢ل ر﹡﹌ زا

Key: TMB

5

کیت را در دماى 8-2 درجه سانتیگراد نگهدارى کنید.
پایدارى کیت در دماى 8-2 درجه سانتیگراد، قبـل از شـروع استـفاده (In Shelf) و حین 
استفـاده(In use) بر مبنـاى استانـدارد                       (١٧) بررسى گردیـد که  نتایـج به 

شـرح زیـر مى باشد: 

نمونه مورد نیاز جهت اندازه گیرى IgM، سرم یا پلاسماى به دست آمده با مواد ضد انعقاد هپارین، 
سیترات سدیم و EDTA مى باشد. جهت پایدارى نمونه ها از سدیم ازاید(Sodium Azide) استفاده 
نشود. نمونه ها در دماى 8-2 درجه سانتیگراد تا 7 روز و در دماى 20- درجه سانتیگراد تا یک 
ماه قابل نگهدارى هستند. از ذوب شدن و یخ زدن مکرر نمونه ها پرهیز نمایید. جهت اندازه گیرى 
IgM نمونه هاى منجمد شده، ابتدا نمونه را در دماى اتاق ذوب و بعد با حرکت دست یکنواخت 

نمایید.

مواد و وسایل لازم که همراه کیت عرضه نمى شوند
    دستگاه الایزا ریدر داراى فیلتر 450 و630 نانومتر کالیبر شده

     سمپلرهاى 500، 200، 50،100، 25 و10 میکرولیتر کالیبر شده
    سرسمپلرهاى یک بار مصرف

    آب مقطر براى رقیق سازى محلول شستشوى غلیظ

︗﹞︹ آوری و آ﹝︀ده ︨︀زی ﹡﹞﹢﹡﹥ ﹨︀

روش ا﹡︖︀م ︑︧️روش ا﹡︖︀م ︑︧️

:︫︡︀  ︋﹩﹞ ︣﹬︣ح ز  ︫﹤  ︋Anti-H.pylori IgM ﹩︐︧︑ ا︗︤ای ︑︪﹊﹫﹏ د﹨﹠︡ه ﹋﹫️ ٩٦

﹝﹬﹢︐︜︀ت ﹋﹫️

﹬︀︡اری ︫︣ا﹧﹍﹡ ︳﹬︡اری و︎ 

(In Shelf) قبل از شروع استفاده

(In use) حین استفاده

تا پایان تاریخ انقضا

تا 6 ماه

HRP

(Cat.No. DG.HPM.01)

کالیبره بودن ابزارها و دستگاه ها در صحت نتایج اثرگذار است.
جهت ساخت اجزاى این کیت از مواد شیمیایى و زیستى استفاده شده است. لذا توصیه 

مى شود هنگام کار از تماس مستقیم با مواد پرهیز شود.
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Anti-H.pylori  IgM ﹋﹫ـ️ ︨ـ﹠︖ـ︩ 

ا﹁︤ودن µl ٥٠ ﹝︜﹙﹢ل آ﹡﹬︤﹛ ﹋﹢﹡︥و﹎﹥

︡ه ︧︐︪﹢ ر﹇﹫﹅︫  ︀  µl ٣٥٠ ﹝︜﹙﹢ل︫   ︋ ︀﹨ ﹉﹨︀︚  ﹢︪︐︧ ︀ر︫   ︋٤

 (Concentrated Wash Buffer) محلول شستشوى غلیظ

 (TMB Substrate) محلول رنگ  زا
 (Stop Solution) محلول متوقف کننده

1/96 wells

  (Standards A-E)   A-E    5/0.5استاندارد هاى ml

ml 3/0.5 کنترل منفى، مشکوك، مثبت

1/25 ml                            (RF Absorbent Assay Buffer)   ︣﹁︀︋ ︩﹠﹋وا             

1/25 ml

محلول آنزیم (HRP) کونژوگه شده به آنتى بادى ضد IgM انسانى  
     (Anti-Human IgM- HRP Conjugate)

1/6 ml

1/12 ml

1/12 ml

︿﹬رد
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︿﹬ا︡د﹡︀م ا︗︤اءرد ا︡ر/︑︺ ﹆﹞
پلیت پوشانده شده با آنتى ژن هلیکوباکتر پیلورى 
(Helicobacter Pylori Antigen Coated Microtiter Plate)

  (Sample Diluent) 2/25    محلول رقیق کننده نمونه ml

ا﹁︤ودن µl 25  از ا︨︐︀﹡︡ارد، ﹋﹠︐︣ل، ︨︣م ر﹇﹫﹅ ︫︡ه 
ا﹁︤ودن ︜﹞  200 µl﹙﹢ل ︋︀﹁︣وا﹋﹠︩

     (Negative, Borderline, Positive Controls)

AntibodyH.Pylori Ag

﹇︊﹏ از ا﹡︖︀م ︑︧️:
   تمام مواد و نمونه ها را به دماى اتاق (25-20 درجه سانتیگراد) برسانید.
    نمونه هاي سرم را به کمک محلول رقیق کننده نمونه به نسبت 1 به 50

    رقیق کنید. ( 10 میکرولیتر نمونه به ازاء 500 میکرولیتر محلول رقیق کننده)
   براى تهیه محلول شستشوى قابل مصرف، یک حجم محلول شستشوى     

   غلیظ(20x) را با 19 حجم آب مقطر رقیق نمایید.  

هلیکوباکتر   :(Helicobacter Pylori)ری﹢﹚﹫︎ ︨︀︠︐︀ر و ﹝︟︪︭︀ت ﹨﹙﹫﹊﹢︋︀﹋︐︣ 
 Warren  پیلورى، باسیل  میکرو آئروفیل گرم منفى  مارپیچى شکل در سال 1983 توسط
و  Marshall در لایه هاى مخاطى لوله گوارشى انسان یافت شد. این باکترى که در ابتدا 
Campylobacter pyloridis نامیده مى شد، با داشتن فلاژل هاى قطبى امکان حرکت 
فعال و تشکیل کلونى در لایه عمقى موکوس پوشاننده سلول هاى اپیتلیال معدى را دارد. 
کلونى هاى تولید شده با ترشح مواد آنتى ژنیک چون آنزیم اوره آز، توکسین و پلى 
ساکاریدها، زمینه ساز التهاب در لایه هاى مخاطى لوله گوارشى فرد مبتلا مى شوند.(٥,٤,٣,٢)  
این التهاب مى تواند با علایمى چون درد، تهوع، نفخ شکم، استفراغ و تب همراه باشد. طبق 
شواهد به دست آمده از نمونه بردارى بافت هاى معده و اثنى عشر، در صورت تداوم 
عفونت و عدم درمان، ابتلا به بیمارى هایى نظیر گاستریت مزمن، زخم هاى پپتیک ، آدنو 
کارسینوم و لنفوم سلول هاى مالت در افراد مبتلا به عفونت هلیکوباکتر پیلورى نسبت به 

افراد غیر مبتلا بسیار بیشتر است.(١١,١٠,٨,٧,٦)
 بعد از آلودگى و اتصال باکترى به سلول هاى مخاطى معده، مواد آنتى ژنیک مترشحه از 
 lamina) پروپریا  از لامینا  عبور  از  و پس  تلیال شده  اپى  هاى  باکترى جذب سلول 
ابتدا  شده  تحریک  هاى  لنفوسیت  از  نماید.  مى  تحریک  را  ها  لنفوسیت   (propria
ایمونوگلوبولین هاى کلاس M و  بعد از سویچ،  ایمونوگلوبولین هاى کلاس G یا A ترشح 
مى شوند. آنتى بادى هاى در حال گردش براى هلیکوباکتر پیلورى عمدتا از کلاس IgG مى 

باشند.(١٦,١٥,١٢)
︀﹜﹫﹠﹩: آلودگى ناشى از هلیکوباکتر پیلورى از شایع ترین عفونتهاى  شناخته شده  ﹋︀ر︋︣د︋ 
است، به طورى که بیش از 4 میلیارد نفر در جهان آلوده به این باکترى هستند. بر اساس 
مطالعات جهانى شیوع این عفونت  که به روش انتقال دهانى-دهانى و دهانى- مدفوعى رخ 
مى دهد، در کشورهاى توسعه یافته ٪34/74 ، در حال توسعه ٪50 و در ایران بین 50 تا 
٪60 برآورد شده است.(٩,١) تست هاى تشخیصى این عفونت به دو روش کلى تهاجمى ( 
کشت و آزمایش هیستولوژیکى بیوپسى معده، تست اوره آز) و غیر تهاجمى ( تست تنفسى 
اوره، بررسى آنتى ژن در مدفوع و تیتر آنتى بادى یا آنتى ژن در سرم) طبقه بندى مى 
شوند. از میان این روش ها تست هاى غیرتهاجمى سرولوژى به دلیل سهولت و سرعت در 
انجام آزمایش و همین طور مقرون به صرفه بودن در میان کاربران به صورت گسترده ایى 
مورد استفاده قرار مى گیرند. تست سرولوژیک اندازه گیرى آنتى بادى IgM براى تشخیص 

اولیه عفونت هلیکوباکتر پیلورى استفاده مى شود.(١٤,١٣)

︑﹢︗﹥ و ا︝︐﹫︀ط

﹝︡ت ز﹝︀ن ا﹡︖︀م ︑︧️: ٣٠ د﹇﹫﹆﹥ + ٣٠ د﹇﹫﹆﹥ +١٥ د﹇﹫﹆﹥

ا︨︀س روش ︨﹠︖︩

﹤﹞︡﹆﹞

پیلورى بر اساس روش  اندازه گیرى سطح آنتى بادى IgM ضد هلیکوباکتر  طراحى کیت 
ایمونوآنزیماتیک با استفاده از لیزیت هلیکوباکتر پیلورى  مى باشد. در این روش آنتى بادى مورد 
سنجـش طى دو مرحله بیـن آنتى ژن هلیکوباکتر پیلورى  تثبیـت شده در تـه چـاهک هـاى پـلى
 استـایرنـى و  آنتـى بـادى ضد IgM   انسانى متـصـل به آنـزیـم پراکسیداز(HRP)  قرار مى گیرد. 
پس از شستشو و خارج کردن آنالیت هاى غیر متصل با افزودن سوبسترا، تترا متیل بنزیدین 
(TMB)، آنزیم رنگ آبى ایجاد مى کند. با اضافه نمودن محلول متوقف کننده، رنگ آبى به زرد 
تبدیل مى شود. شدت رنگ ایجاد شده که با غلظت IgM   نمونه ها  ارتباط مستقیم دارد، در طول 

موج 450 نانومتر(بادیفرانسیل630نانومتر) اندازه گیرى مى گردد.

این کیت تشخیصى به صورت in vitro قابل استفاده مى باشد.
کلیه محلول هاى کیت آماده مصرف هستند، فقط محلول شستشوى غلیظ (20x) قبل از 

استفاده نیاز به رقیق سازى دارد.
اجزاى اختصاصى این کیت براى مصرف با اجزاى هم سرى ساخت کیت ارائه شده اند.
اجزاى عمومى کیت شامل محلول هاى شستشو، رنگ زا و متوقف کننده مى باشند که 

براى سایر محصولات دیازیست نیز قابل استفاده هستند. 
 Sample) به منظور رقیق سازى نمونه ها مى بایست از "محلول رقیق کننده نمونه
diluent)" کیت مربوطه، استفاده گردد. استانداردها و کنترل ها نیاز به رقیق سازى 

نداشته و آماده مصرف مى باشند.
جهت کاهش پدیده تأخیرى، ضرورت دارد  مرحله اول تست در کمتر از 10 دقیقه 

انجام شود.
توصیه مى شود در هر تست استانداردها جهت رسم منحنى استفاده شوند، همچنین 
درصورتى که همزمان بیش از یک پلیت تست گذاشته شود، رسم منحنى براى هر 

پلیت ضرورى است. 

٣٠ د﹇﹫﹆﹥ ا﹡﹊﹢︋︀︨﹫﹢ن در د﹝︀ی ا︑︀ق
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Anti-H.pylori  IgM Anti-H.pylori﹋﹫ـ️ ︨ـ﹠︖ـ︩   IgM ﹋﹫ـ️ ︨ـ﹠︖ـ︩ 
﹝︣ا︝﹏ ا﹡︖︀م ︑︧️ :

1.  25 میکرولیتر از هر استاندارد، کنترل و نمونه سرم رقیق شده به چاهک مربوطه بریزید.
2.  200 میکرولیتر محلول بافر واکنش به هر چاهک اضافه نمایید و پلیت را 15 ثانیه تکان دهید.
3.  روى چاهک ها را با برچسب مخصوص پوشانده و مدت 30 دقیقه در دماى اتاق قرار دهید.

4.  چاهک ها را 4 بار با 350 میکرولیتر محلول شستشو بشویید.
5.  به هر چاهک 50 میکرولیتر محلول آنزیم کونژوگه اضافه نمایید.

6.  روى چاهک ها را با برچسب مخصوص پوشانده و مدت 30 دقیقه در دماى اتاق قرار دهید.
7.  چاهک ها را 4 بار با 350 میکرولیتر محلول شستشو بشویید.

8.  به هر چاهک 100 میکرولیتر محلول رنگ زا اضافه نمایید و پلیت را به مدت 15 دقیقه در 
دماى اتاق قرار دهید.

9.  به هر چاهک 100 میکرولیتر محلول متوقف کننده اضافه نمایید و بعد از مخلـوط کـردن 
به مدت 15 ثانیه، میزان جذب نورى را در طول موج 450 نانومتر با دیفرانسیل 630 نانومتر، 

حداکثر تا 15 دقیقه بعد از افزودن محلول متوقف کننده، بخوانید.
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﹋﹠︐︣ل ﹋﹫﹀﹩

﹢ر︑﹩ ︑﹬︃﹫︡ ﹝﹩ ﹎︣دد ﹋﹥: ︑︧️ در︮ 
جذب نورى استاندارد صفر کمتر از 0/09 باشد.

جذب نورى استاندارد آخر بیش از 1/4 باشد.
خوانش کنترل هاى منفى، مشکوك و مثبت کیت در محدوده مورد قبول باشد.

︕﹬︀︐﹡ ﹤︊︨︀︜﹞
غلظت IgM نمونه ها با استفاده از منحنى استاندارد (رسم به صورت دستى یا دستگاه الایزا ریدر) 
تعیین مى گردد. در این منحنى جذب نورى استانداردها را در طول موج 450 نانومتر بر روى 
محور عمودى (Y) و غلظت آن ها را بر حسب AU/ml بر روى محور افقى (X) مشخص کنید و 
بر اساس آن منحنى را رسم نمایید. با استفاده از منحنى ترسیم شده و جذب نورى بدست آمده 
از نمونه، غلظت IgM آن قابل محاسبه مى باشد. جدول و نمودار زیر به عنوان مثال ارائه شده 

است.

اثـر تداخـلى بیـلى روبیـن (تا mg/dl 20) ، هموگلـوبیـن  (تا mg/dl 500)، تـرى گلیسیـریـد  
(تا mg/dl 3000) و فاکتورهاى روماتوئید(تا IU/ml 3250) به لحاظ تفسیر نتایج مشاهده 

نگردید.
نمونه سرم یا پلاسماى افرادى که سابقه درمان یا تشخیص بیمارى با مواد حاوى آنتى بادى 
مونوکلنال موش داشته اند، مى تواند حاوى آنتى بادى هاى انسانى ضد موش (HAMA) باشد. با 
توجه به غلظت آنتى بادى و مواد بازدارنده مورد استفاده در این کیت، واکنش هاى تداخلى غیر 

اختصاصى به حداقل رسیده و تا کنون واکنش مثبت کاذب مشاهده نشده است.

 ︀﹨ ️ ﹬︡ود︜﹞ ︡ا︠﹏ ﹨︀ و︑

ی
ب ﹡﹢ر

︢︗

︕﹬︀︐﹡ ︣﹫︧﹀︑
پیرو بررسى هاى به عمل آمده برروى سرم افراد مبتلا و سالم، با در نظر گرفتن حساسیت 
(sensitivity) و ویژگى (city�speci) کیت اندازه گیرى کمى IgM ضد هلیکو باکتر پیلورى 
�10AU/ml (Cut o جهت تفسیر نتـایج بدست آمده تعیـین  point) دیازیست مرز تشخیصى

گردید. بر این اساس نمونه هاى سرمى در سه گروه به شرح ذیل دسته بندى گردید.

︕﹬︀︐﹡ ︣﹫︧﹀︑﹤﹡﹢﹝﹡  IgM ︡ار﹆﹞
 منفى 

مشکوك 
مثبت

8 AU/ml کمتر از

12 AU/ml بیشتراز
8-12 AU/ml بین

بر این اساس افرادى که نمونه هاى سرمى آنها منـفى ارزیابى شوند یا فاقد آنتـى بادى هاى 
IgM ضد هلیکو باکتر پیلـورى هستند و یا مقدار این آنتى بادى ها کمتراز سطحى است که 
باشد   مشـکوك  آنهـا  سرولوژیکى  نتیجه  که  افرادى  در خصوص  گردند.  ارزیابى  مثـبت 
تکرار شود. توصیه مى گردد در  فاصـله چـند روز  به  افراد  این  بادى  آنتى  اندازه گیرى 
آزمایش  دیگرمانند  هاى  روش  با   HP به  ابتلا  بررسى  مشکوك  جواب  تایید  صــورت 
هیستولوژیکى بیوپسى معده، تست تنفسى اوره آز و بررسى آنتى ژن در مدفوع  انجام شود.

﹡︐﹬︀︕ ﹝﹢رد ا﹡︐︷︀ر
پیرو تعیین مرز تشخیص 10AU/mlبراى کیت اندازه گیرى آنتى بادى IgM ضد هلیکوباکتر 
پیلورى دیازیست، بررسى سرو اپیدمیولوژیک این باکترى در سه گروه سنى انجام گردید. 

نتایج Seroprevalence این نمونه ها در جدول زیر امده است:

اجتماعى  با شرایط  پیلورى  باکتر  با میکروب هلیکو  آلودگى  از آنجایى که میزان و شیوع 
اقتصادى ، سن، نژاد، و منطقه جغرافیایى مرتبط است توصیه مى گردد هر آزمایشگاه با در 
نظر گرفتن مقادیر IgM ضد هلیکو باکتر پیلورى افراد سالم و مبتلاى منطقه مرز تشخیص 

را تعیین نموده و از آن جهت تفسیر نتایج استفاده نماید.

Prevalence﹟︨

کمتر از 10 سال

بیشتر از 25 سال

بین 10 تا 25 سال

︑︺︡اد
71

244

142

Serum
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IgM (AU/ml) ️︷﹚︾
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و﹬︥﹎﹩ ﹨︀ی ا︠︐︭︀︮﹩ ﹋﹫️

﹡﹞﹢﹡﹥﹝﹫︀﹡﹍﹫﹟ ︗︢ب ﹡﹢ری ︗︢ب ﹡﹢ری IgM (AU/ml) ️︷﹚︾ 

E ا︨︐︀﹡︡ارد

 D ا︨︐︀﹡︡ارد

 C ا︨︐︀﹡︡ارد

   B ا︨︐︀﹡︡ارد

A ا︨︐︀﹡︡ارد

﹋﹠︐︣ل ﹝︓︊️

﹋﹠︐︣ل ﹝︪﹊﹢ک

 ﹋﹠︐︣ل ﹝﹠﹀﹩

٢/١١

١/١٣

٠/٦٠

٢/٧٠
٢/٧٥
٢/١٠
٢/٠٠
١/٣٠
١/٢٩
٠/٧٥
٠/٧٤
٠/٠١
٠/٠١

٢/٧٢

٢/٠٥

١/٢٩

٠/٧٥

٠/٠١

-

-

-

٢٢/٣٨

٩/٠٢

٣/٧٨

٥٠

٢٠

١٠

٥

٠

︨︣م ١/٩٢ ١٨/٢٥

2. د﹇️: شاخص دقت این کیت بر مبناى استانـدارد                       (١٨) ارزیابـى گردیده 
است. بدین منظور میزان IgM ضد هلیکوباکتر پیلورى3 نمونه سرمى با غلظت هاى مختلف(منفى، 
مشکوك و مثبت) 60 بار اندازه گیرى و انحراف معیار و ضریب تغییرات محاسبه گردید که در 

جدول زیر آمده است:

٦٠

٦٠

٦٠

٣/٣٣

٩/٣١

٣٦/٧٢

٠/٢١

٠/٢٩

٠/٩٩

٦/١٦

٣/١٠

٢/٧٠

٠/٢٣

٠/٤٠

١/٢٩

٦/٩٠

٤/٢٨

٣/٥١

Within Run

SD SD٪CV ٪CV

Total
︑︺︡اد ﹡﹞﹢﹡﹥ 

︩︖﹠︨
﹟﹫﹍﹡︀﹫﹞
 ️︷﹚︾

 (AU/ml)

﹩﹀﹠﹞
﹝︪﹊﹢ک

️︊︓﹞

1.صحت: در بررسى صحت کیت اندازه گیرى سطح IgM ضد هلیکوباکتر پیلورى دیازیست، نتایج 
Serore- مرجع مقایسه گردید. خلاصه نتایج EIA بدست آمده از تعداد 69 نمونه سرمى با کیت

activity در جدول زیر آمده است:

︛︴︨ ا﹡︡ازه ﹎﹫︣ی ️﹫﹋ 
︹︗︣﹞ HP ︡︲ IgM ﹩﹞︨︣

️︊︓﹞
﹝︪﹊﹢ک

﹩﹀﹠﹞

️︊︓﹞ ﹝︪﹊﹢ک ﹩﹀﹠﹞

﹩﹞︨︣ ︛︴︨ ا﹡︡ازه ﹎﹫︣ی ️﹫﹋ 
️︧﹬︀ز﹬د HP ︡︲ IgM

١٧

٢

-

٢

١

٣ ٤٤

-

-

-


