
 

 

 
   

 

 

 

  Anti-H. pylori  IgG / IgM / IgAگیری اندازه هایکیت

 در سرم انسان
H.P.G ELISA Kit 96t / Cat. No: 1234-96 
H.P.M ELISA Kit 96t / Cat. No: 3834-96 
H.P.A ELISA Kit 96t / Cat. No: 3734-96 

)32/80/140(1 A0Rev:  
 : قدمهم

  است منفي    گرم  يچمارپی  باسیليك  (H. Pylori)   یلوریهلیکوباکترپ

بیوپسي    Warrenو    Marshallتوسط  بار  اولین  که بررسي  در 

شد.اپي مشاهده  مزمن،  گاستريت  دچار  بیماران  معده  اين    تلیوم 

حاد   گاستريت  ايجاد  به  منجر  است  شودميباکتری  ممکن  به    که 

با تعداد زيادی از   H. pylori  حضور   گاستريت مزمن نیز تبديل شود.

، دوازدههتريت، زخم معده و  ساگ  هز جملارش  گوا  ه ادستگهای  بیماری 

اين    کارسینومای معده آدنو  و  هاضمهسوء ارتباط است.  در    ،باکتریدر 

به  درصد  91 بیماران مبتلا  بیماران   90گاستريت مزمن،    از  از  درصد 

به ازد   70  و  دوازدههزخم    مبتلا  معده   رصد  زخم  به  مبتلا  بیماران 

دارد. اساس،  وجود  اين  که  ارامیبدر    بر  با   بالیني  مئعلاني  مرتبط 

دارنددست گوارش  عفونتگاه  تشخیص   ،  H.pylori   ويژه اهمیت  ای از 

-آنتي  سطح  يکم  یریگاندازه   ،اين کیتکاربرد    طهیح  برخوردار است.

نمونه سرم  H. pylori  ضد  هاییباد پلاسمای  در  روش   يا  به  انسان 

 است. زايالا
 

 :آزمایش اصول

  ، آزمايشدر اين    باشد.مي  ساندويچ ترتیبي  یازياين آزمايش الا  اساس

تثبیت   اویدیناسترپت  ینب  واکنش  از طريق  ژن،آنتي   یسازحرکتبي

متصل به بیوتین صورت    H. pylori  ژنو آنتي  هاچاهك  سطحدر    شده 

ببراتوریکال  يا   نمونهدر  موجود    یها بادی آنتي  .دگیرمي  ژنآنتي   هها 

pylori  H.    در  لیتشک  نييما  ای هسککمپل   و  دشونميمتصل  شده 

  ه، شدشستشوی اجزاء متصل ن  س از د. پگردنمي  تثبیتها  سطح چاهك 

 يانسان  IgG IgM / /  IgAضد  ادی بآنتي  یکه حاو يميکونژوگه آنز

مي چاهك  ون در  دباشمي ريخته  شستشوی    شود.ها  از  مجدد  پس 

کربا  ،  هاچاهك  محلولاضافه  آنزيمبستر)سو   زا گرن  دن  و    (HRP  ای 

متومحلو   سپس نهاي  ، ه ندنکفقل  تمحصول  که مي  دولیي  در    شود 

  میزان     .را دارد  نوری      میزان جذب  نانومتر بیشترين    450  جموطول

ضد      یبادي آنت    غلظت    با     نوریجذب    شدت      و  شده      جاديا  رنگ  

H. pylori  غلظت  تيادارد. در نه  میمستق   ارتباط  نمونهدر موجود   

کالمنکمك    هب  ،نمونه   H. pyloriضد  ی باديآنت )منحني    هار واتبریودار 

  گردد.يمحاسبه م (اردانداست

 

 :محتویات کیت

 .  تثبیت شده  استرپتاويدين  حاوی يستت 96  تیپلکرویم (1

غلظت  ويال  پنج:  (H. pylori Cal A-E)  هاکالیبراتور  (2 ،  10،  0های  با 

 سرم انسان. ازشده  هی، ته(U/mL) 100و  50 ،25

  ی تریليلیم   11  اليو  يك  :(Enzyme Conjugate)  آنزيمي  گه وکونژ  (3

آنز  IgG /IgM  IgA/ضد    یبادي آنت  یحاو به  متصل  در   HRP  ميانسان، 

   بافر. 

  ی تریليلیم  11  اليو  يك:  (Biotin Conjugate)ي  نیوتیبژوگه  کون  (4

 در بافر. نیوتیمتصل به ب  H.pyloriژن ي آنت یحاو

ر  (5   11  اليو  يك  :(Sample Diluent-10X)  نمونه کننده  قیقمحلول 

 .یتریليلیم

 .یتریليلیم 20اليو يك :(Wash Solution-50X)و محلول شستش (6

 6/ 5  اليو  يك:  A  (Substrate Solution A)  زارنگ  محلول(  7

 .یتریليلیم

 6/ 5  اليو  يك:  B  (Substrate Solution B)  زارنگ  محلول(  8

 .یتریليلیم

  12  اليو  يك:  (Stop Solution)ش  کنوا  کننده فوقمت  ول محل(  9

 .یرتیليلیم

   یتریليلیم 0/ 5 (های)ويال  : (H.pylori  Control) لکنتر  محلول( 10

 ورق. يك ت یبر چسب مخصوص پل (11

شوند.   ینگهدار  گراديدرجه سانت  8تا    2  یها در دمامحلول  هی: کل1  توجه

 است. یدارهقابل نگ  زیاتاق ن یماه در دندنکمحلول متوقف

 .درج شده است COAبرگه : مقادير کنترل)ها( در 2ه توج
 

 : کیت در نشده نتأمی نیاز  مورد ایلسو  و ادوم

  .(مرجع  فیلتر)  نانومتر  630  و  450  فیلتر  دارای  پلیت  گرخوانش  دستگاه (  1

 .کالیبره  سمپلر( 2

 .ديونیزه مقطر آب( 3
 

 : احتیاط در استفاده از کیت

بیه گرديده است؛ لذا  تعت  ین کیهم  دراده  ( محتويات اين کیت برای استف1

م استفاده  با  ر تشاز  کیتسک  ياير  و  جداً  ره شما  اها  ديگر  ساخت  های 

 .نمايیدخودداری 

 هايي که  ها تا زمان انقضاء کیت پايدار هستند. از محلول( کلیه محلول2

 .نشودها گذشته است استفاده تاريخ انقضاء آن 

 

 نگیرند.ر راقیم قست مر  نو معرضها در ( توجه فرمايید محلول3

منشا4 با  کیت  محتويات  بودن  زاساني  ان  ء(  منفي  ، HBs Ag  نظر 

HIV1/2    وHCV   شده منفي  بررسي  مورد  در  قطعي  تشخیص  ولي  اند؛ 

بیماری  عفوني  عوامل  تمام  روشبودن  از  استفاده  با  متداول زا  های 

ي دگوآلال  احتمپذير نیست. بنابراين، با در نظر گرفتن  آزمايشگاهي امکان 

ب مراحلی اریمو  تمام  کیت،  محتويات  بزمآ  زايي  با ياايش  مطابق  د 

 های ايمني انجام شود.ملالعرودست

( استفاده از دستکش و عینك در هنگام کار الزامي است. در هنگام کار  5

با کیت دقت فرمايید که محتويات آن بر روی صورت يا ساير نقاط بدن  

 جلوگیری کنید. ط خااير مس ون دهابا  ريخته نشود. از تماس مواد

 دياستفاده شده با  لرهایسمپ  و سر  هاچاهك  ،اهرلتنک  ان،رامینمونه ب(  6

دفع    الزاماتمطابق با  و    در نظر گرفته شوند  يعفون  یعنوان پسماندهابه

 گردندامحاء  يعفون یپسماندها

 

   :نمونهو نگهداری  سازی آماده ، آوریجمع

مناسب  نمونه  (1 ش  برای های  تست  سرم،  اين  يا پلاامل  هپارينه  سمای 

گیری در  هنگام نمونه ناشتا بودن فرد به. باشدمي EDTAی حاوی امسلاپ

ن با استفاده از  ه خونموندست آمده تأثیرگذار خواهد بود.  درستي نتايج به

خون  استاندارد  لخته  تکنیك  از  بعد  سرم  و  شود  تهیه  سیاهرگي  گیری 

  . حتي گرددهای خوني جدا  سلولقیقه( از  د  60  تا  30شدن کامل خون )

 .نشودفاده ستا زیهمولو  كیمیپل ك،يکتريا یاهنهاز نمو ناکملاا

بیوتین2 از  بالايي  دوز  که  افرادی  در   )  (˃5 mg/day)  فت  ايدر  را

نمونهمي حداقل  کنند،  بايد  دوز   8گیری  آخرين  دريافت  از  پس  ساعت 

   بیوتین انجام شود. 

 2مای د رد زور 5ها تا نمونهلاً بسته باشد. کامبايد  هاهنونم فظر درب (3

سانتي  8  تا حددرجه  و  تا  گراد  دمای  م  يكاکثر  در  درجه    -20اه 

اسسانتي و  نگهداری  قابل  ازگراد  هستند.  ومنج  تفاده  کردن    مد  ذوب 

 .نمايیدخودداری ها نهمکرر نمو

ساز    تریلیکروم  10  حجم  : نمونه ی  سازقیرق(  4 ب  رمنمونه    1  هرا 

رقمحلواز    تریليلیم و  نم  اضافه  مصرفه  دامآ  کننده قی ل  ته با سر  وده  و 

 (.1:100سازی به نسبتي مخلوط نمايید )رقیقخوبکردن به 

 

 :هامعرف و نگهداری سازی آماده

لیتر از محلول  میلي  20حجم    :لول شستشوحسازی و نگهداری مآماده (  1

آمیلي  980  هب  را  (50X)شو  تشس امق ب  لیتر  از ه و  ضافطر ديونیزه    پس 

ت  صور  . دراد نگهداری کنیدگردرجه سانتي  8تا    2ای  مد  دری  سازآماده 

 درجه  37 ماریبن در را  آن شستشو،   حلول م در    رسوب   ه مشاهد

هده کدورت صورت مشا  رگراد قرار دهید تا رسوب حل شود. د سانتي  

 .اری کنیدددخواز مصرف آن  ستشو،شدر محلول 

آماده 2 رنگزا:(  رنولمحل  سازی محلول  با حجم  Bو    Aا  گزهای  های  را 

( مخ1:1مساوی  )به(  کنید  معنوالوط  تهیه  ثالن  برای  یتر  لمیلي  2، 

لیتر  میلي  1را به    Aلیتر از محلول رنگزا  میلي  1محلول آماده مصرف،  

 تاق وا  ایدقیقه در دم  10ت  دم  اضافه کنید( و به  Bل رنگزا  واز محل

مشاهده  ريتا صورت  در  کنید.  انکوبه  وکي  آبي  در    ورتدکا  ي  رنگ 

 ودداری فرمايید.محلول رنگزا، از مصرف آن خ

رق  سازیاده مآ(  3 ن  :نمونه کننده  ق یمحلول  با  متناسب  از    ازیمقدار 

رق نسبت  X10)  نمونه   کننده قی محلول  به  را  رق  1:9(  آب مقطر    ق یبا 

بهدیکن برا.  مثال،  آماده مصرف،    رتی ليلی م  1ساختن    یعنوان  محلول 

آب   تریليلی م 0/ 9( را به  X10) نمونه  هندنکقیمحلول رق تر یليلیم 0/ 1

 .دیمقطر اضافه کن
 

   :روش انجام آزمایش

ها به  و نمونه  د که تمام اجزاء کیتيوع آزمايش مطمئن شورشقبل از  

ونه نم  ،هااند. کالیبراتورگراد( رسیده نتيدرجه سا  28  تا  22)  اتاق  یدما

 .یدآرامي يکنواخت کنبار سر و ته کردن به 5با را  هاکنترلها و 

بردا  ازین  موردهای  چاهك   تعداد  (1 را  آزمايش  انجام  بقیه    ريدبرای  و 

درب   هید،در کیسه آلومینیومي قرار د  ریگهمراه رطوبتبه  راها  چاهك 

 .نگهداری نمايیدگراد درجه سانتي 8تا  2دمای  ه و درستآن را ب

برا  تریکرولیم  25  حجم  ،IgGتست    یبرا  (2  و   IgMیهاتست  یو 

IgA    يا   شده  قیرق  هاینمونه  يا  هاکالیبراتوراز    تر یکرولیم  50حجم

  يا   نمونه  هر  از  که  است  بهتر.  ديزيد نظر برمور   یهادر چاهك   کنترل را

 .شود ريخته هاچاهك در )دوپلیکیت( اييتدو صورتبه رکالیبراتو

به اول  اان بلانك در نظر گر عنوتوجه: چاهك  چاهك   ن يفته شود. در 

 کسانيها چاهك ريمراحل با سا ه ینشود. بق ختهير براتوریکال اينه و نمو

 باشد.مي

 دیبه هر چاهك اضافه کن  ي نیوتبیکونژوگه  از تر یکرولیم 100 حجم (3

 .دی تکان ده يبه آرام زی سطح م یرو هیانث 30مدت به  ار تیپل و

  قه یدق  60مدت    و به  دیبپوشان  ت یصوص پلمخچسب  ها را با  چاهك   (4

 .دیياتاق انکوبه نما یمادر د

وارونه  اهحتويات چاهك م  (5 با  آسپیراسیون  کردن    را  يا  تخلیه  پلیت 

چاهك   کنید. را  سپس  با  م  3ها  مرتبه  هر  و    میکرولیتر   300رتبه 

شستشو معرفآماده  بخش)  ، شده آماده    یمحلول  مطالعه   هاسازی   را 

شستشو    .ويیدبش  (بفرمايید مي  صورتبهاگر  انجام  ددستي  ر  شود 

   .بزنیدگیر ا بر روی دستمال رطوبترپلیت  يمآرابهانتهای شستشو 

 



 

 

 
   

مناسب  به شستشوی  انجام  چاهك منظور  استاندارد  با اهو  مطابق   ،

 اقدام نمايید. 1تسايت شرک وبدر  فیلم قرار داده شده 

کونژوگه   رت یکرولیم  100  حجم  (6 هرب  ميآنزي  از  اضافه    ه  چاهك 

 .دیکن یمرحله خوددار نيادر  تیاز تکان دادن پل .دیکن

پلچاهك   (7 مخصوص  با چسب  را  مدت    دیبپوشان  تیها  به   30و 

 .ديیاق انکوبه نماات یدر دما قهیدق

 دهید. ستشوش 5با بند  مطابقها را چاهك  (8

محلول   تریکرول یم  100  مجح  (9 )بخش    زاگرن  از  مصرف  آماده 

  د يزيها برك تمام چاه  رون د  ها را مطالعه بفرمايید(ی معرفساز آماده 

از   .دیانکوبه کن يکياتاق و تار یمادر د قه یدق 15مدت پلیت را به  و 

 کنید. یتکان دادن پلیت در اين مرحله خوددار

به دست    2کمتر از    براتوریکال  ینورذب  ج  انزی م  ن ياگر بالاترتوجه:  

  قه یدق  10ا به مدت  زا رحلول رنگم  ونیزمان انکوباستوانید  مي  آمد،  

 .دیده شيافزا

متوقف  تریکرولیم  50  حجم  (10 به  محلول  ها چاهك   مامتکننده 

ا تمام  ت دیتکان ده يآرام به  ه یثان 20به مدت و پلیت را   دیاضافه کن

 د.شو ليآن به زرد تبد  يرنگ آب

تر با استفاده  نانوم  450موج  در طول را  هر چاهك  وری  نجذب    (11

وقف کردن مت  بعد از  قهیدق  15حداکثر تا    ntPoint to Poi  متد  از

نانومتر استفاده    630تا    620  موجاز طول)  گیری کنیداندازه   واکنش

 عنوانبه  تیک  نيا   هایر و نمودار کالیبراتو  نوری  میزان جذب  .(دیکن

 ست.ارده شده آو ريز نمونه در

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
  

 

 

 

 

 
1. http://www.samantajhiz.com/Support.aspx 

   H. pylori  ضد هایبادینتیآ یا الایز تستمقادیر مورد نظر برای 

  را به قرار زير   برای افراد بیمارمورد انتظار  مقادير    ، کیت  کنندهتولیدشرکت  

مقادير اين  اگرچه،  است.  توسط    نظر  دمورآنالیت    رایب  مشخص کرده  بايد 

 کننده تعیین گردد. آزمايشگاه مصرف
 

 
 
 
 
 
 

 IgGبرای تست  های کنترل کیفیپارامتر 

 (Within Run)دور آزمون دقت درون-قتبررسی د

دو نمونذذه مثبذذت و پذذذيری نتذذايج حاصذذل از   با ارزيابي تکرار  دورندرو  دقت

معیذذار سذذي شذذد.  رر نمونه( بری هتکرار برا  بار  20کاری )وبتنيك    در  منفي

 است. CV˂10%اين آزمايش  پذيرش در
 

 
                          

 
 
 

 (Between Run)ور دآزمون دقت بین-بررسی دقت

 مثبت و منفينمونه  دوپذيری نتايج حاصل از ديدي تجرزياببا ا  دوردقت بین

 .ی( بررسذذي شذذدکاربرای هر نمونه در هر نوبت تکراربار   5کاری )نوبت  4در  

 .است CV˂10%معیار پذيرش در اين آزمايش 
 

 
 
 

 

 
 

 IgMبرای تست  ی کنترل کیفیر هاپارامت

 (Within Run)دور ت درونآزمون دق-ررسی دقتب

ارزيذذابي دقذذت معیار پذيرش مشابه با آنچه در مذذورد  ش و  رو  اباين آزمايش  

 انجام پذيرفت.است شده  توضیح داده  IgG دوردرون

 
                          

 
 

 

 

 

 

 (Between Run)ور دآزمون دقت بین-بررسی دقت

در مذذورد ارزيذذابي اين آزمايش با روش و معیار پذيرش مشابه با آنچذذه  

 است انجام پذيرفت. شده  داده  توضیح IgG  دوردقت بین
 

 
 
 

 
 

 

 IgAبرای تست  های کنترل کیفی پارامتر

 (Within Run)دور آزمون دقت درون-تی دقبررس

بي رزيذذارش مشابه با آنچذذه در مذذورد ازمايش با روش و معیار پذيآاين  

 ذيرفت.توضیح داده شده است انجام پ IgG دوردروندقت 

 

 
                          
 
 

 

 (Between Run)ور دآزمون دقت بین-دقترسی بر

بي ا آنچذذه در مذذورد ارزيذذابه باين آزمايش با روش و معیار پذيرش مشا

 توضیح داده شده است انجام پذيرفت. IgG  دورقت بیند
 

 
 

 
 

 

 ( Sensitivity) تساسیبررسی ح

 (LOB)و  Limit of Detection (LOD)س حساسیت کیت بذذر اسذذا

Limit of Blank   ز فرمول زير محاسبه شدده استفابا ا. 

 

sLOD = LOB + 1.645 SD 
 

bSD+ 1.645 b LOB = Mean 
 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 باشد: يم ريبه شرح ز IgAو  IgG ،IgM یبرات کیت  یحساس

      
IgG:    0.15 U/mL 

IgM:   0.08 U/mL 

IgA:    0.32 U/mL 
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های  ا شماره مشکل، خواهشمند است بدر صورت بروز هرگونه 

 ه )بخش پشتیباني( تماس بگیريد.مندرج بر روی جعب

 

Calibrator 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(U/mL) 

Cal. A 
A1 0.043 

0.042 0 
B1 0.041 

Cal. B 
C1 0.388 

0.392 10 
D1 0.396 

Cal. C 
E1 0.851 

0.863 25 
F1 0.875 

Cal. D 
G1 1.415 

1.432 50 
H1 1.449 

Cal. E 
A2 2.465 

2.496 100 
B2 2.527 

 

Serum Sample Negative Positive 

No. of Repeats 20 20 

Mean Anti H. pylori IgG (U/mL) 5.44 33.12 

SD (U/mL) 0.25 1.25 

CV (%) 4.5 3.8 

 

Serum Sample Negative Positive 

No. of Repeats 20 20 

Mean Anti H. pylori IgG (U/mL) 3.19 43.18 

SD (U/mL) 0.17 1.7 

CV (%) 5.3 3.9 

 

Serum Sample Negative Positive 

No. of Repeats 20 20 

Mean Anti H. pylori IgM (U/mL) 5.28 47.11 

SD (U/mL) 0.21 1.77 

CV (%) 3.9 3.7 

 

Serum Sample Negative Positive 

No. of Repeats 20 20 

Mean Anti H. pylori IgM (U/mL) 4.32 49.02 

SD (U/mL) 0.20 2.18 

CV (%) 4.6 4.4 

 

Serum Sample Negative Positive 

No. of Repeats 20 20 

Mean Anti H. pylori IgA (U/mL) 3.96 34.01 

SD (U/mL) 0.19 1.07 

CV (%) 4.7 3.1 

 

Serum Sample Negative Positive 

No. of Repeats 20 20 

Mean Anti H. pylori IgA (U/mL) 3.14 33.12 

SD (U/mL) 0.16 1.21 

CV (%) 5 3.7 

 

Concentration 
(U/mL)   

H. pylori 
Antibodies 

> 20  IgG 
> 20  IgA 
> 40  IgM 

 


