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زایبه روش الاIgGاز نوع يلوریکو باکتر پیضد هليبادیت سنجش آنتیک

:مقدمه

از یکیبه عنوان ين باکتریامروزه ا. دیافت گردیوارن در موکوس معده توسط مارشال و1983ن بار در سال یست که اولایگرم منفيک باکتریيلوریباکترپکویله
، دیس پپسی غیر زخمی و آدنوکارسینوم معده مطرح می باشد.گوناگون در دستگاه گوارش نظیر گاستریت، زخم معده و اثنی عشرعوامل اصلی در ارتباط با بیماریهاي

اي توسعه با این باکتري بیشتر از کشورهاقتصادي جامعه دارد و در کشورهاي در حال توسعه فراوانی عفونت-با شرایط اجتماعیفراوانی هیلوباکترپیلوري رابطه مستقیمی 
به یآلودگدرصد از افراد فاقد علائم بالینی نیز کلونیزه می شود.50درصد می رسد در حالیکه این باکتري در حدود 90. فراوانی باکتري در افراد علامت دار تا یافته است

یباشند در بدن بوجود میمIgAو IgG ,IgMنواع که از ايباکتره یعلیاختصاصيهایبادیآنتیمنین پاسخ ایشده و در ایمنیک پاسخ ایباعث تحريلوریکوباکترپیهل
) و تست هاي PCR، هیستوپاتولوژي، تست اوره آز سریع و تست هاي تشخیصی این باکتري شامل تست هاي تهاجمی (آندوسکوپی و برداشت بیوپسی جهت کشت.دیآ

و حساسیت بالا و آسانی در انجام تست به عنوان یک تست غربالگري در تشخیص به دلیل اختصاصیت غیر تهاجمی (تست اوره تنفسی و الایزا) می باشد که روش الایزا 
کتري در معده و یا آنتی بادي ضد هیلوباکترپیلوري به روش الایزا دلیلی بر وجود بامورد استفاده گسترده قرار گرفته است اما باید توجه داشت که مثبت شدن تست سنجش 

را با اختصاصیت و IgGاندازه گیري آنتی بادي ضد هیلوباکترپیلوري از نوع ت یت حاضرقابلیکشد و باید تست هاي تائیدي دیگر نیز انجام شود.نمی بابیماري فعال 
.حساسیت بالا دارا می باشد

:شیاساس آزما

شوند. در یخته میق شده داخل چاهکها ریرقيش نمونه هایآزماطی ر دو(coating)ده اندیبه داخل چاهک ها متصل گرديلوریکوباکترپیهليژنهایت آنتین کیادر
م یکه به آنزIgGضد يبادیگردند و با افزودن آنتیکف چاهک متصل ميژنهایها به آنتیبادین آنتیاي لوریکوباکترپیهليژنها ینتآه یعليبادیصورت وجود آنت

HRPاز نوع يلوریباکترپکویضد هليهاي بادیدر صورت وجودآنت،متصل شدهIgG ،ومن یه-یآنتIgG متصل به آنزیمHRPپس از گردد ویز به آنها متصل مین
رنگ افزودن محلول متوقف کنندهاستمتناسبل شده در چاهکهایتشکیمنیبا کمپلکس اپدیدآمده یرنگ آبکهشودیخته میمحلول رنگزا داخل چاهکها ر،شستشو

.نانو متر دارد450را در طول موج ين جذب نورید که بهتریانمیل میرا به زرد تبدیآب

ت :یات کیمحتو

.H.pylori(H.pylori coated plate)يژنهایپوشش داده شده با آنتيچاهکهايحاوخانه 96ت یپل)1
.ق کردن نمونه هایتر محلول جهت رقیلیلیم50يحاوهر یک الیودو : (Sample Diluent)ق کننده نمونهیمحلول رق)2
.(آماده مصرف)داز یم پراکسیمتصل شده به آنزیانسانIgGضد يبادیتر آنتیلیلیم12يال حاویک وی: (Enzyme Conjugate)م کنژوگه یمحلول آنز)3
Standards)استاندارد ريس)4 set) :6100و50، 0،5،10،20يال استاندارد شامل غلظت هایوU/mlاز نوع يلوریکوباکترپیضد هليبادیتاز آنIgG هر ویال)

.میلی لیتر می باشد)5/1استاندارد حاوي 
.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
به نسبت مورد نیاز را با آب مقطر جهت تهیه محلول شستشوي آماده مصرف مقدار .)X20(ظیغليل شستشوتر محلویلیلیم50يال حاویک وی: محلول شستشو)6

.رقیق نمایید20/1
.تر (آماده مصرف)یلیلیم12حاويال یویک : (Chromogen-Substrate)يک مرحله ایيمحلول رنگزا)7
. نرمال 1اسید کلریدریک تریلیلیم12اويحال یک وی: )Stop Solution(همحلول متوقف کنند)8
.تیبرچسب مخصوص پل)9

:باشندیت موجود نمیاز که در کیل مورد نیمواد و وسا

.لتر رفرانس)ینانومتر به عنوان ف630نانومتر (و در صورت امکان 450لتر یفيداراریدرزایدستگاه الا)1
.قیدقمیکرولیتري 100و10هايسمپلر)2
.آب مقطر)3

: مصرف کنندگانينکات قابل ذکر برا

شده است .طراحیت ین کیمصرف در هميت براین کیات ایمحتو) 1
.دیینمايداردمختلف جداً خوساختهايتها با شماره یات کیاز مخلوط کردن محتو)2
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جهت .باشندین عوامل میده اند و فاقد ایکنترل گردHIVو HCVادي هاي ضدو آنتی بHbsAgدارند از نظر وجود یت که منشاء سرمیه مواد موجود در کیکل)3
.   زدیم با مواد بپرهیکند از تماس مستقیت کار میکه با کهر آزمایشگرياط بهتر است یاحت

: يط نگهداریشرا

.  دیینمايگراد نگهداریدرجه سانت8تا 2ين دمایخچال بیت را دریک)1
.دیینماير نگهداریت همراه با نمگیسه مخصوص پلیدر کچاهکها را)2
.باشدیک از آنها میهر يشده بر رویاديان مدت انقضایت تا پایات کیمحتويداریپا)3
.ري و مصرف می باشددرجه سانتی گراد قابل نگهدا2-8با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط 20/1محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت )4

نمونه :يو آماده سازيجمع آور

و یا براي مدت زمان طولانی تر           گراد یدرجه سانت8تا 2يمدت دو روز در دمارا می توان به نمونه .ودن از خون استفاده نمودتوان پس از جدا نمیا پلاسما را میسرم 
.نمونه پرهیز شود)نمودن freez-thawدر ضمن باید از (نگهداري نمودد گرایتدرجه سان-20يدما) در روز30ماکزیمم تا (

:یحات عمومیتوض

. دانیبه درجه حرارت اتاق برسرا ش تمام مواد و نمونه هایقبل از شروع مراحل آزما)1
.رندیبدون توقف انجام پذه مراحل یش کلیمحض شروع آزماه ببهتر است )2
.هر نمونه استفاده شوديک بار مصرف برایر از نوك سمپل)3
.باشدیم ساعت قابل قرائت میچاهکها حداکثر تا نيجذب نور، پس از افزودن محلول متوقف کننده)4
.   ه شودین 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 پیباشد، بنابرایون مناسب میزمان انکوباس،جه مطلوبیصول نتحن فاکتورها در یهمتراز م) 6

.شودیقتر میج دقینگ باعث نتاین مراحل سمپلیبین عمل با کاهش فاصله زمانید، ایاز را باز کنیمورد نيآماده نموده و درب محلولها

:شینجام آزماامراحل 

ت قرار داده و یپليسه مخصوص نگهداریر درون کیچاهکها را به همراه نمگسایر) مورد نظر را انتخاب کرده و Coated Wells(پوشش داده شده يتعداد چاهکها) 1
. دیدرب آن را ببند

. ق کننده نمونه)یتر محلول رقیلیلیم1تر نمونه با یکرولیم10د (یق کنیرق101به1ق کننده نمونه به نسبت ینمونه ها را با کمک محلول رق)2
.ندارنديق سازیبه رقيازین،ت آماده مصرف بودهیکاستانداردهاي:توجه

به صورت از استانداردها و نمونه هاي رقیق شدهرا به داخل هر چاهک بریزید. پیشنهاد می گردد کهق شدهیرقيو نمونه هاسرم کنترل،استانداردهر تر ازیکرولیم100) 3
.در دو چاهک بریزید و در انتها از میانگین جذب نوري آنها براي محاسبه نتایج استفاده کنیدداپلیکیت استفاده شود بدین معنی که هر استاندارد و نمونه رقیق شده را 

.دیانکوبه کندرجه سانتی گراد)22–28(اتاقيدر دمانیم ساعت مدت يبرات، چاهکها را یپس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پل)4
توان از یک در دسترس نباشد میشستشو چنانچه دستگاه واشر اتوماتيد (براییآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5کرده و چاهکها را یات چاهکها را خالیمحتو)5

ش گردد در یجه آزمایجاد خطا در نتیتواند موجب ایرا میگر وارد نشود زیک چاهک به چاهک دیمواظب بود که محلول شستشو از دیبایکاناله استفاده نمود ول8سمپلر 
ات شستشو یعمليد و در انتهایینمایخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خالیتر محلول شستشو در هر چاهک ریکرولیم300هر دفعه شستشو حدود

.خارج شوند)محلول شستشوید تا قطرات اضافیر بکوبیا کاغذ نمگیک پارچه یيم بر رویچاهکها را در حالت وارونه و با ضربات ملا
.دیزیبرر چاهکبه داخل هرا (Enzyme Conjugate)م کنژوگه آماده مصرفیتر از محلول آنزیکرولیم100)6
.دییانکوبه نمادرجه سانتی گراد)22–28(اتاق دماي در نیم ساعتچاهکها را به مدت تیرچسب مخصوص پلپس از پوشاندن چاهکها توسط ب)7
.)5د (همانند بند ییآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5کرده و چاهکها را یات چاهکها را خالیمحتو)8
.بریزیدهکهر چادر(Chromogen-Substrate)محلول رنگزا تر یکرولیم100)9

د .ییانکوبه نمایکیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریدق15چاهکها را به مدت )10
هر چاهک يسنجش جذب نوريد. براییرا متوقف نمایمیآنزيبه هر چاهک ادامه واکنشها(stop solution)ندهکنتوقف متر محلول یکرولیم100با اضافه کردن )11

.لتر رفرانس استفاده گردد)یبه عنوان فnm630لتر یشود از فیه می(توص. دییاستفاده نماnm450لتر یفدر با یزاریاز دستگاه الا
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:شیآزمایابیارزش

:گرددیمیر ارزشمند و قابل گزارش تلقیط زیش با داشتن شراین آزمایا

ش را دوباره یح صورت نگرفته است، آزمایاحتمالاً شستشو به طور صحين جذب نوریاشتر بودنی، در صورت بصفراستاندارديبرا1/0کمتر از ين جذب نوریانگیم
.دیانجام داده و در مراحل شستشو دقت کن

شتر از استاندارد صفر باشد .ید بیبا5استاندارد ين جذب نوریانگیم
یرا بررس، تاریخ انقضاء کیت و استاندارد استیتکا یخراب شدن استاندارد و انگریببودن این جذب نوري، کمتر،100استاندارديبرا1شتر از یبين جذب نوریانگیم

. دیکن

: جیمحاسبه نتا

توان استفاده نمود . یمnm450در طول موج يت سنجش جذب نوریبا قابلریدر زایالااز هر دستگاه
. دی) بخوانnm630لتر رفرانس ی(و در صورت امکان در مقابل فnm450ول موج در طریدر زایالاو نمونه ها را به کمک دستگاهاستانداردها يجذب نور)1
محور ياستانداردها را روين صورت که جذب نوریبه ادیرسم کن(Point to point)ياستانداردها وغلظت معلوم آنها نمودارين جذب نوریانگیبا استفاده از م)2

گر وصل یکدینقاط بدست آمده را به سپس ،دیدست آوره هر استاندارد بيرا برايغلظت و جذب نوریبرده و نقطه تلاق(X)یمحور افقيروو غلظت آنها(Y)يعمود
.بدست آیدیمنحنتادیینما
کهید بطورییوصل نمایبه منحنینقطه مذکور را توسط خط، سپسدیدا کنیآن را پجاي يمحور عموديدست آورده و روه هر نمونه را بيبراين جذب نوریانگیم)3

مقدار غلظت را ین خط با محور افقیاینقطه تلاق،دیکنوارد یعمود بر محور افقخطی،یخط و منحنیکاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقيخط بر محور عموداین
نشان خواهد داد.

يبادیآنتتیترکه يافرادو به اثبات رسانیدیاز منفيبادیآنتمثبت ترین افراد با تیراق بافتيبرارا10معادل استاندارد cut-offمقدار ت نرمالیک جمعیيمطالعه بر رو
.شوندتستدوباره،تازه يا پلاسمایماران با استفاده از سرم و ین بید ایبایشده و پس از مدتیباشد مشکوك تلقیمU/ml10و U/ml5ن یبما آنها 

:نمودار حاصلهاستاندارد ها وينمونه جذب نور

Standard curve
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.دیرسم نمايدیجدید منحنیش بایشگاه در هر دفعه انجام آزمایباشد و هر آزمایمربوطه فقط به عنوان  نمونه میو منحنينوريجذبها:توجه

: ییاجرايشاخصها

:شیت آزمایو اختصاصتیحساس)1
ي به پزشکان مراجعه کرده بودند مورد بررسی قرار گرفتند . توسط یا فته هاي بیوپسی دعدتنشانه هاي بیماري هاي مبیمار که با علائم و187تعداد مجموعا

نفر نیز بصورت هلیکوباکتر پیلوري منفی 83و ثبتنفر از این تعداد بصورت هلیکوباکتر پیلوري مCLO(104و تست (استفاده از روش هاي بافت شناسی ،کشت
ندوسکوپی مورد مقایسه قرار گرفتند:آنتایج تست الایزا با یافته هاي نمونه هاي بیوپسی صفحه بعد. در جدولمورد تایید قرار گرفتند

)U/ml(استانداردها جذب نوري
0 03/0
5 045/0
10 75/0
20 2/1
50 9/1
100 3/2
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پیشتازطب H.pylori IgGکیت الایزاي

حساسیت             = 101 / 104 = 97 %

اختصاصیت             = 76 / 83 = 91 %

صحت       = 177/ 187 = 95 %

: مقایسه اي تست )2
نمونه سرم 121، این تعدادپیشتازطب و یک کیت تجاري داراي تاییدیه اتحادیه اروپا تست شدندکه ازH.pylori IgGبوسیله کیت الایزاي سرم بیمار249تعداد 

همبستگی)92(%.دو کیت منفی بودندهرنمونه سرم با109مثبت و 

H.pylori IgGکیت الایزاي

پیشتازطب

کیت تجاري معتبر
+ - مجموع

+ 121 5 126
- 14 109 123

مجموع 135 114 249

تکرارپذیري:تست)3
رار گرفتند کھ نتایج بھ دست آمده در جداول ذیل  قتست تکرار پذیری مورد استفاده جھت H.pylori IgGسه نمونه سرم با غلظت هاي مختلف

:آمده است

)اسی-اینترا( :١شماره جدول 

CV%
SD

U/ml
میانگین 
U/ml

تعداد تست هاي انجام شده نمونه
6/4 3/0 5/6 24 1
0/5 9/0 18 24 2
4/4 0/2 45 24 3

) اسی-اینتر( :٢شماره جدول 

هر نمونه بصورت دوپلیکیت(دوتایی) تست شده است.

+ مشکوك - مجموع
+ 101 1 2 104
- 5 2 76 83

مجموع کل نمونه ها 187

CV%
SD

U/ml
میانگین 
U/ml

تست هاي انجام شدهتعداد نمونه
1/8 71/0 7/8 10 1
4/9 76/1 8/18 10 2
7/6 90/2 5/43 10 3

بیوپسی
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کیبصورت شماتH.pylori IgGش یروش انجام آزما

يلوریکو باکتر پیهليژنهایکوت شده با آنتيچاهکها
یق شدهرقنمونه سرم کنترل استانداردها محلولها

- - میکرولیتر100 استانداردها
- میکرو لیتر100 - سرم کنترل

میکرولیتر100 - - نمونه رقیق شده
برچسب پلیت را برداشته و .دقیقه در دماي  اتاق  انکوبه کنید30.دیت بپوشانیدهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پل

.یدیبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو ها را خالی کنید.محتویات چاهک
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 کنژوگه آنزیم 

برچسب پلیت را برداشته و .دقیقه در دماي  اتاق  انکوبه کنید30.دیت بپوشانیدهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پل
.یدیبار چاهکها را بشو5ق دستور شستشو طبمحتویات چاهکها را خالی کنید.

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

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده
نانومتر450در طول موج را چاهکهايجذب نور

.دیلتر رفرانس) قرائت کنینانومتر به عنوان ف630ت امکان (و در صور
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