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زایبه روش الاIgMاز نوع يلوریکو باکتر پیضد هليبادیت سنجش آنتیک

:مقدمه

يهایماریبا بيلوریکو باکتر پین وجود هلی، مطالعات مختلف ارتباط بشودیافت میمعده يه موکوزایاست که در لایشکل گرم منفیچیمارپيک باکتریيلوریکوباکترپیهل
ماران مبتلا به زخم یدرصد از ب95-98در ين باکتری. انوم معده را نشان داده استیعشر و آدنوکارسی، زخم اثن، زخم معدهت مزمنیله گاسترمختلف دستگاه گوارش از جم

به ینیدر افراد با علائم باليلوژو سروی، 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% م90حدود 
توانند فقط دال یمینیمثبت بدون وجود علائم بالیوپسیا بیو کشت یمثبت اوره تنفس، تست یاختصاصيبادیهمانند وجودآنتيد توجه داشت که وجود شواهدی. بادهند

کوباکتر یص هلیتشخيبرایر تهاجمیو غیدو نوع روش تهاجم.ل بر عفونت خواهد بودیز وجود داشته باشد دلینینیچنانچه علائم بالیباشند وليون باکتریزاسیبر کلون
شود که علاوه بر گران بودن یع انجام میو تست اوره آز سريستوپاتولوژی، هجهت کشتیوپسیو برداشت بیبا استفاده از آندوسکوپیم، روش تهاجوجود دارديلوریپ

در يه باکتریعلIgMاز کلاس یاختصاصيبادی، وجود آنتک استیسرولوژيو روشهایشامل تست اوره تنفسیر تهاجمیغي، روشهاباشدیز میند نیمار ناخوشایبيبرا
.باشدیها ميبادین آنتیص ایتشخيبرایک انتخابیزا تکنیاست و الاابتلاي اولیه به باکتريص یک شاخص تشخیسرم 

:شیساس آزماا

. شوندیخته میخل چاهکها رق شده به دایرقيش نمونه هایو در خلال آزما(coating)ده اند یبه داخل چاهک ها متصل گرديلوریکوباکترپیهليژنهایت آنتین کیدر ا
م یکه به آنزIgMضد يبادیگردند و با افزودن آنتیکف چاهکها متصل ميژنهایها به آنتیبادین آنتیايلوریکوباکترپیهليژنهایه آنتیعليبادیدر صورت وجود آنت

HRPاز نوع يلوریکوباکترپیضد هليهايبادیآنتمتصل شده در صورت وجودIgMن ومیهیآنتIgM متصل به آنزیمHRPگردد و پس از شستشو یز به  آنها متصل مین
را به یافزودن محلول متوقف کننده رنگ آب،ل شده در چاهکها متناسب استیتشکیمنید آمده با کمپلکس ایپدیکه رنگ آبشودیخته میمحلول رنگزا داخل چاهکها ر، 

.نانومتر دارد450ل موج را در طوين جذب نورید که بهترینمایل میزرد تبد

محتویات کیت :

.داده شده با آنتی ژنهاي هلیکو باکتر پیلوريحاوي چاهکهاي پوشش تستی96یک پلیت :(Coated plate)کوت شدهپلیت ) 1
.میلی لیتر محلول جهت رقیق کردن نمونه ها50ویال حاوي 1: (Sample Diluent)محلول رقیق کننده نمونه ) 2
.در نمونه هاIgGجهت مهار کردن روماتویید فاکتور و غلظتهاي بالاي Anti human IgGمیلی لیتر محلول 5/7ویال حاوي Assay Buffer : (1محلول اسی بافر ()3
.ه به آنزیم پراکسیدازانسانی متصل شدIgMمیلی لیتر آنتی بادي ضد 12: یک ویال حاوي (Enzyme Conjugate)محلول آنزیم کنژوگه آماده مصرف ) 4
کاتن به عنوان ماده محافظ و 05/0داراي پروتئین به عنوان پایدار کننده و ،میلی لیتر محلول بافري5/1: یک ویال حاوي (Positive Control)سرم کنترل مثبت ) 5

.H.Pyloriعلیه IgMآنتی باديحاوي، سرم انسانی غیر فعال شده
% کاتن به عنوان ماده محافظ و سرم انسانی منفی از نظر 05/0میلی لیتر محلول داراي بافر فسفات و 2: یک ویال حاوي (Negative Control)سرم کنترل منفی) 6

.H.Pyloriعلیه IgMآنتی بادي
.یژنه (آماده براي مصرف)میلی لیتر تترا متیل بنزیدین و آب اکس12حاويویال 1: (Chromogen-Substrate)محلول رنگزاي یک مرحله اي ) 7
ین . جهت تهیه محلول ی% تو05/0محلول بافر فسفات و داراي)X10میلی لیتر محلول شستشوي غلیظ (50ویال حاوي دو: (Wash Buffer)محلول شستشو) 8

.یدیرقیق نما10/1، مقدار مورد نیاز را با آب  مقطر به نسبت شستشوي آماده مصرف
نرمال .1یک رمیلی لیتر اسید کلرید12حاوي: یک ویال )Stop Solutionده (محلول متوقف کنن) 9

برچسب مخصوص پلیت.  ) 10

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

.نانومتر  به عنوان فیلتر رفرانس)630نانومتر (و در صورت امکان 450دستگاه الایزاریدر داراي فیلتر ) 1
.اي دقیقسمپلر ه) 2
.آب مقطر) 3
.درجه سانتی گراد37دستگاه انکوباتور ) 4
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:مصرف کنندگانينکات قابل ذکر برا

.ت طراحی شده استین کیمصرف در هميت براین کیات ایمحتو) 1
.دیینمايتها با شماره ساختهاي مختلف جداً خوداریات کیاز مخلوط کردن محتو) 2
Antiازه گیري این کیت صرفا جهت اند) 3 H.Pylori IgMدر سرم و پلاسماي انسانی طراحی و ساخته شده است.
بهتر است کاربرانی اط ی، جهت احتباشندین عوامل میده اند و فاقد ایکنترل گردHIVو HBsAg ،HCVدارند از نظر وجود یت که منشاء سرمیه مواد موجود در کیکل) 4

.زندیم با مواد بپرهیمستقد از تماس نکنیت کار میکه با ک

:يط نگهداریشرا

.دیینمايگراد نگهداریدرجه سانت8تا 2ين دمایخچال بیت را دریک) 1
.دیینماير نگهداریت همراه با نمگیسه مخصوص پلیچاهکها را در ک) 2
.دباشیک از آنها میهر ينوشته شده بر رويان مدت انقضایت تا پایات کیمحتويداریپا) 3

.درجه سانتی گراد قابل نگهداري و مصرف می باشد2-8رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط 10/1محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت )4

نمونه :يو آماده سازيجمع آور

تر در یمدت زمان طولانيا برایگراد و یدرجه سانت8تا 2يت دو روز در دمامديتوان برایتوان پس از جدا نمودن از خون استفاده نمود، نمونه را میا پلاسما را میسرم 
Freezeد ازی. در ضمن بانموديگراد نگهداریدرجه سانت- 20يدما - thawز شودینمودن نمونه پره.

:یعمومحات یتوض

.دیانش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق برسیقبل از شروع مراحل آزما) 1
.رندیه مراحل بدون توقف انجام پذیش کلیبهتر است بمحض شروع آزما) 2
.هر نمونه استفاده شوديک بار مصرف براید از نوك سمپلر یبا) 3
.باشدیم ساعت قابل قرائت میچاهکها حداکثر تا نيپس از افزودن محلول متوقف کننده جذب نور) 4
.ه شوندین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیچاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخريود شستشیج مطلوب بایکسب نتايبرا) 5
از را یمورد نيش تمام مواد و محلولهایگردد قبل از شروع آزمایشنهاد مین پیباشد، بنابرایون مناسب میجه مطلوب زمان انکوباسین فاکتورها در حصول نتیاز مهمتر) 6

.شودیق تر میج دقینگ باعث نتاین مراحل سمپلیبین عمل با کاهش فاصله زمانید، ایاز را باز کنیمورد نيهاآماده نموده و درب محلول

:آماده سازي اولیه نمونه ها

. نده نمونه)محلول رقیق کنمیکرولیتر500میکرولیتر نمونه با 10رقیق کنید (51به 1با کمک محلول رقیق کننده نمونه به نسبت نمونه ها را )الف
.کیت آماده مصرف بوده و نیازي به رقیق سازي ندارندکنترلهاي توجه:

دقیقه در دماي اتاق 20کنید.سپس به مدت میکرولیتر از محلول اسی بافر به آنها اضافه75میکرولیتر از نمونه هاي رقیق شده را داخل لوله دیگري ریخته و 75) ب
.گرددH.pyloriدقیقه ممکن است منجربه جذب آنتی بادیهاي اختصاصی علیه 20مایید که نگهداري مدت زمان طولانی تر از توجه ن؛نگهداري نمایید

مراحل انجام آزمایش:

.ببندیدقرار داده و درب آن را مخصوص نگهداري پلیتچاهکها را به همراه نمگیر درون کیسهسایرتعداد چاهکهاي مورد نظر را انتخاب کرده و ) 1
دو چاهک اول را براي بلانک و کنترل مثبت در نظر بگیرید؛ را طبق دستور زیر در چاهک ها بریزیدآماده شدهنمونه هاي ازمیکرولیتر100و کنترل هامیکرولیتر از100) 2
، چاهکهـا را بـراي   پس از پوشاندن چاهکها توسـط برچسـب مخصـوص پلیـت    ؛ را براي نمونه ها استفاده کنیدچاهک ها سایر کنترل منفی را به صورت دوپلیکیت ریخته و .

.قرار دهیددرجه سانتی گراد37دمايدردقیقه30مدت
از . براي شستشو چنانچه دستگاه واشر اتوماتیک در دسترس نباشد می توانیدیبار با محلول شستشوي آماده مصرف بشو5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را ) 3

ا در نتیجه آزمایش کاناله و یا سرنگ استفاده نمود ولی باید مواظب بود که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا می تواند موجب ایجاد خط8سمپلر 
ید و در انتهاي عملیات یردن و تکاندن خالی نماا وارونه کمیکرولیتر محلول شستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ها را ب300. در هر دفعه شستشو حدودگردد

.دبا ضربات ملایم بر روي یک پارچه یا کاغذ نمگیر بکوبید تا قطرات اضافی خارج شونو، چاهکها را در حالت وارونهشستشو
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،پس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پلیت؛ دبریزیبه استثناي چاهک بلانکمیکرولیتر از محلول آنزیم کنژوگه آماده مصرف را به داخل چاهکها100) 4
. قرار دهیددرجه سانتی گراد37دمايدر دقیقه 30چاهکها را به مدت 

.) 3ید (همانند بند یبا محلول شستشوي آماده مصرف بشوبار5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را ) 5
Chromogen(میکرولیتر محلول رنگزا100) 6 - Substrate قرار دهیددقیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریکی 15چاهکها را به مدت ؛ دییچاهکها اضافه نماهمه ) به.
براي سنجش جذب نوري هر چاهک از ؛دییآنزیمی را متوقف نماواکنشهاي ،به هر چاهکStop)(Solutionمیکرولیتر محلول متوقف کننده100با اضافه کردن ) 7

.به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گرددnm630وصیه میشود از فیلتر ت. یدیو جذب نوري چاهکها را قرائت نمااستفاده نمودهnm450گاه الایزاریدر با فیلتر دست

: ارزشیابی آزمایش

:این آزمایش با داشتن شرایط زیر ارزشمند و قابل گزارش تلقی می گردد
.، در صورت بیشتر بودن جذب نوري بلانک احتمالاً محلول رنگزا آلوده شده استبراي بلانک05/0جذب نوري کمتر از-
، آزمایش را دوباره انجام داده و در صورت نگرفته استصحیحطور احتمالاً شستشو به،، در صورت بیشتر بودن این جذب نوريبراي کنترل منفی1/0جذب نوري کمتر از-

.یدمراحل شستشو دقت کن
.براي کنترل مثبت6/0جذب نوري بیشتر از -

:محاسبه نتایج

.می توان استفاده نمودnm450از هر دستگاه  الایزاریدر با قابلیت سنجش جذب نوري در طول موج 
.بخوانیدnm630رفرانس مقابل فیلترو در صورت امکان درnm450جذب نوري کنترلها و نمونه ها را به کمک دستگاه الایزا ریدر در طول موج ) 1
.جذب نوري بلانک را از کنترلها و نمونه ها کم کنید) 2
.را طبق فرمول زیر بدست آوریدCut Offمقدار ) 3

Cut Off value= میانگین جذبهاي نوري کنترل منفی+2/0

:بدست آوریدCut-offوري نمونه بر مقدار مقدار ایندکس را از تقسیم جذب ن،براي تعیین جوابهاي مثبت و منفی) 4

Cut-off Index(COI) = OD of sample/Cut-off value

می باشد مشکوك بوده و باید 9/0-1/1نمونه هایی که مقدار ایندکس آنها بین .منفی قلمداد می شوند9/0مثبت و پایین تر از 1/1بر اساس این فرمول مقادیر بالاتر از 
.آزمایش شونداًبا استفاده از سرم یا پلاسماي تازه مجددپس از مدتی 

:بررسی نتایج

. می باشدH.Pyloriعلیه IgMجواب منفی نشان دهنده عدم وجود آنتی بادي 
سبب ه آزمایش در مرتبه اول می تواند ب. مثبت شدن، باید منفی گزارش گردند. نمونه هاي مثبتی که در تکرار مجدد منفی میشوندجوابهاي مثبت باید مجدداً تکرار شوند

.یا نمونه برداري باشدوشستشومراحلخطاي کاري در

:ییشاخصهاي اجرا

. با توجه به نتایج مثبت بودندمورد185آزمایش شدند که با این کیتکمی لومینسانس والایزاي مرجع ،U.B.Tروشباید شده یعدد سرم مثبت تا186:حساسیت)1
.بوده و با کیتها و روشهاي تاییدي معتبر قابل مقایسه می باشددرصدH.Pylori،46/99علیه IgMآمده حساسیت کیت جهت اندازه گیري آنتی باديبدست

بر اساس نتایج .بودندمنفینمونه 1433این کیت شدند که با روش آزمایش کیت و روش کمی لومینسانس اینبابه طور همزمان سرم منفی عدد1435:اختصاصیت)2
.درصد می باشد86/99کیت این بدست آمده اختصاصیت 

آزمون هاي دقت درون سنجی (در یک کیت) و میان سنجی (بین چند کیت از یک سري ساخت) بوسیله کنترل منفی جهت بررسی تکرارپذیري کیت ،دقت آزمایش:)3
.تایج آن در جداول زیر آمده استو مثبت و یک نمونه سرمی مثبت ضعیف انجام شد که ن
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-Intra)آزمون دقت درون سنجی- assay):
%SDCVمیانگین جذب نوريتستتعداد دفعات تکرار

2051/1071/07/4کنترل مثبت
20034/00022/05/6کنترل منفی

120244/002/02/8ضعیف نمونه مثبت
220314/0019/00/6ضعیف نمونه مثبت
320417/0018/03/4ضعیفنمونه مثبت

-Inter)میان سنجیدقت آزمون- assay):
%SDCVمیانگین جذب نوريتستتعداد دفعات تکرار

1053/1073/08/4کنترل مثبت
10034/00024/00/7کنترل منفی

11025/0021/04/8ضعیف نمونه مثبت
21033/0023/00/7ضعیف نمونه مثبت
31043/0025/08/5ضعیف نمونه مثبت

صورت دوپلیکیت انجام شده است .ه ب،*هر سري آزمایش
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به صورت شماتیکH.Pylori.IgMروش انجام تست
میکرولیتر از محلول 75میکرولیتر از نمونه هاي رقیق شده را با 75سپس.رقیق کنید51به 1نمونه ها را  با کمک محلول رقیق کننده نمونه به نسبت *

.دقیقه در دماي اتاق قرار دهید20اسی بافر مخلوط کرده و به مدت 

H.Pyloriاختصاصیهايچاهکهاي کوت شده با آنتی ژن

آماده شدهنمونه کنترل ها بلانک محلولها
- میکرولیتر100 - کنترل ها

میکرولیتر100 - - آماده شدهنمونه
برچسب پلیت را برداشته و سانتی گراد انکوبه نمایید . درجه37دقیقه در دماي 30به مدت راا چسب مخصوص پلیت بپوشانید و آندهانه چاهک ها را ب

.یدیبار چاهکها را بشو5،طبق دستور شستشو.محتویات چاهکها را خالی کنید
میکرولیتر100 میکرولیتر100 - آنزیم کنژوگه

برچسب پلیت را برداشته و سانتی گراد انکوبه نمایید . درجه37دقیقه در دماي 30به مدت راچسب مخصوص پلیت بپوشانید و آندهانه چاهک ها را با 
.یدیبار چاهکها را بشو5،طبق دستور شستشو.محتویات چاهکها را خالی کنید

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول رنگزا
.قرار دهیددقیقه در دماي اتاق و در تاریکی 15مدت پلیت را به 

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده
.نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس) قرائت کنید630(و در صورت امکان نانومتر450جذب نوري چاهکها را در مقابل بلانک و در طول موج 


