
 

 

 

 
   

  Anti-H. pylori IgGگیری اندازه هایکیت

 در سرم انسان
H.P. IgG ELISA Kit 96t / Cat. No: 1224-96 

)22/90/240(1 B3Rev:  
 
 

 : مقدمه

  است منفي    گرمرپیچي  ام  باسیل  كي  (H. Pylori)  یلوریهلیکوباکترپ

تلیوم  در بررسي بیوپسي اپي  Warrenو    Marshallتوسط  بار  اولین  که

اين باکتری منجر به    ت مزمن، مشاهده شد.ران دچار گاستريامعده بیم

حاد   گاستريت  است  شودمي ايجاد  ممکن  نیز    که  مزمن  گاستريت  به 

بیماری  H. pylori  حضور  تبديل شود. از  زيادی  تعداد  دستگاه   یها با 

جملارش  گوا و  ساگ  هز  معده  زخم  سوءدوازدههتريت،   و  هاضمه، 

معده آدنو ارتبا  کارسینومای  اين    طدر  از    درصد  91در    ،باکتریاست. 

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

بر اين    بیماران مبتلا به زخم معده وجود دارد.  رصد ازد  70  و  دوازدهه

بیم  ،ساسا که  ارادر  دست  بالیني  مئعلاني  با  دارندمرتبط  گوارش  ، گاه 

عفونت و  H. pylori  تشخیص  اهمیت  است.ژه ياز  برخوردار    طه یح  ای 

  ضدIgG     یبادآنتي   سطح   يکم   یریگاندازه    کیت اين     کاربرد

H. pylori است. زايانسان به روش الا يا پلاسمای در نمونه سرم 
 

 :آزمایش اصول

آزماي  اساس ترتیبيساندو  الايزای  شاين  اين    باشد.مي  يچ   ،آزمايشدر 

طريق  ژن،آنتي   یسازحرکتبي تثبیت   اویدینتپاستر  ینب  شنواک  از 

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

ببراتوریکال  يا  نمونهدر  موجود    یهابادی آنتي  .دگیرمي  ژن آنتي  هها 

pylori  H.    در   لیتشک  منياي  هایسپلکمک  و  د شونميمتصل  شده 

  ه، شدن  شستشوی اجزاء متصل  س ازد. پگردنمي  تثبیتها  سطح چاهك 

 ون در  دباشمي  يانسان  IgGضد    ادی بآنتي  یکه حاو  يميزگه آنوکونژ

ميچاهك  ريخته  از شستشوی    شود.ها  اضافه  با  ،  هاچاهك مجدد  پس 

محلولکر آنزيمبستر)سو  زا گرن  دن  س  (HRP  ای    محلول   پسو 

نهاي  ،ه ندنکفمتوق تمحصول  کهمي  دولیي    450  جموطول در    شود 

  شده و   جاديا  رنگ  میزان   .ارددرا    نوری    بمیزان جذ  نانومتر بیشترين 

در  موجود    H. pyloriضد    IgG  یباديآنت  غلظت  بانوری  جذب  شدت  

   IgG   یبادي نتآ   غلظت    تيانه  در   دارد.    میمستق  ارتباط  نمونه

  گردد.يمحاسبه م ارداندمنحني است کمكه ب  ،هنونم  H. pyloriضد

 :محتویات کیت

 .  تثبیت شده  ترپتاويدين سا حاوی يستت 96  تیپلکرویم (1

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

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

 11  الي و  يك  :(Enzyme Conjugate)  يآنزيم  کونژوگه  (3

در   HRP  ميانسان، متصل به آنزIgG ضد    یباديآنت  یحاو  یتریليلیم

   بافر.

  ی تریليلیم  11  اليو  يك:  (Biotin Conjugate)ي  نیوتیب ژوگه  نکو  (4

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

ر  (5   50  لايو  دو:  (Sample Diluent-1X)  نمونهکننده  قیقمحلول 

 .یتریليلیم

شستش   (6  20الي و  يك  :(Wash Solution-50X)و  محلول 

 .یتریليلیم

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

 .یتریليلیم

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

 .یتریليلیم

  12  اليو  يك:  (Stop Solution)ش  واکن  کننده فوقمت  ولمحل(  9

 .یرتیليلیم

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

 .یتریليلیم

 ورق. يك ت یبر چسب مخصوص پل (11

 

کل1  توجه دماولحلم  ه ی:  در  سانت  8تا    2  یها    ی نگهدار  گراديدرجه 

 .تسا یدارهقابل نگ  زیاتاق ن یماه در دندنکشوند. محلول متوقف

 است. شده  درج COAکنترل)ها( در  يرادقم : 2 توجه

 

 : کیت در نشده نتأمی نیاز  مورد ایلسو  و مواد

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

   .(جعمر

 .کالیبره  سمپلر( 2

 .ديونیزه مقطر آب( 3

 
 
 
 

 : احتیاط در استفاده از کیت

استفاده  1 برای  کیت  اين  محتويات  کیهم  رد(  گرديده  ه  بیع ت  تین 

استف از  لذا  سمش  ه دااست؛  با  کیتترک  ياير  و  ساخت ره شما  اها  های 

 ديگر جداً خودداری کنید.

که  هايي  دار هستند. از محلوليتا زمان انقضاء کیت پا  اه( کلیه محلول2

 ها گذشته است استفاده نکنید.تاريخ انقضاء آن 

 ند.یرنگ رارقیم قست م  رها در معرض نو( توجه فرمايید محلول3

م4 با  کیت  محتويات  ا اشن(  بودن  ازنساني  ء  منفي  ،  HBs Ag  نظر 

HIV1/2    وHCV   رد منفي  وم  اند؛ ولي تشخیص قطعي دربررسي شده

عوام تمام  بیماری   لبودن  روشعفوني  از  استفاده  با  متداول زا  های 

ام احتمال کان آزمايشگاهي  گرفتن  نظر  در  با  بنابراين،  نیست.  پذير 

د مطابق اي مايش بآز  لحايي محتويات کیت، تمام مرزای رام یي و بدگولآ

 های ايمني انجام شود.ملالعروبا دست

و عین5 از دستکش  الزامي است  ك( استفاده  در هنگام   .در هنگام کار 

وی صورت يا ساير نقاط کار با کیت دقت فرمايید که محتويات آن بر ر

جلوگیری   اًجد  طاخاير مس  و   نبدن ريخته نشود. از تماس مواد با دها

 کنید. 

سر   هاچاهك   ،اهرلنتک  ن،رامایب  هنمون(  6 شده    لرهایسمپ  و  استفاده 

 الزامات با  بق  امطو    در نظر گرفته شوند  ينعفو  یعنوان پسماندهابه   ديبا

 .گردندامحاء  يعفون یدفع پسماندها

 

   :نمونهو نگهداری  سازی آماده ، آوریجمع

يا  پلام،  سر  املش  تاين تس  ایهای مناسب برنمونه  (1 سمای هپارينه 

گیری هنگام نمونه  ناشتا بودن فرد به.  باشدمي  EDTAی حاوی  سمالاپ

به نتايج  درستي  ب  تسددر  خواهد  تأثیرگذار  خونموند.  وآمده  با ه  ن 

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

( کامل خون  لخته شدن  ای خوني جدا  هلسلوز  اقیقه(  د  60تا    30از 

حتي نمو  انکملاا  شود.  فاده ستا  زیهمولو    كیمیپل  ك،يکتريا  یاهنهاز 

 .دینکن

با2 دوز  که  افرادی  در  بیوتینلا(  از  فت اي در  را  (mg/day 5˃)  يي 

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

   بیوتین انجام شود.

مای  د  در  زور  5ها تا  نمونهباشد.    بسته  لاًماکبايد    هاهوننم  فظر  درب  (3

سانتي  8  تا  2 حددرجه  و  تا  گراد  دمای  م  يكاکثر  در  درجه    -20اه 

اسبل  اقگراد  سانتي و  هسنگهداری  ازتتفاده  ومنج  ند.  کردن    مد  ذوب 

 .خودداری کنیدها نهمکرر نمو

  ه را ب  رمنمونه ساز    تریلیکروم  10  حجم  م:رس  هاینمونه ی  سازقیرق(  4

به  با سر  وده و  نم  اضافه  کنندهقیل رقمحلواز    تریليلیم  1 ته کردن  و 

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

 

 :هامعرف اری و نگهد سازی هدآما

مآماده (  1 نگهداری  و  شستشو حسازی  از  میلي  20حجم    :لول  لیتر 

ه و  اضاف  زه نیويب مقطر دلیتر آمیلي  980  هب  را  (50X)شو  تمحلول شس

  . در اد نگهداری کنیدگردرجه سانتي  8تا    2دمای    دری  سازآماده پس از

  درجه   37  ریامبن  دررا    آنشستشو،  حلول  م  در  رسوب  ه ت مشاهدصور

هده کدورت در  صورت مشا را رسوب حل شود. د رار دهید تگراد قنتياس

 اری کنید.ددخواز مصرف آن  ستشو، ش محلول 

آماده 2 محلواس(  رنولمحل  :اگزرن  لزی  با حجم  Bو    Aا  گزهای  های را 

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

لیتر از  میلي  1را به    Aزا  لیتر از محلول رنگمیلي  1محلول آماده مصرف،  

رنگزا  ومحل به  Bل  و  کنید(  دم  10ت  دماضافه  در  وا  ایدقیقه   تاق 

ک انکوبه  در  تاريکي  واهده  شم   رتوصنید.  آبي  در   کدورتا  ي  رنگ 

 ودداری فرمايید.محلول رنگزا، از مصرف آن خ

 

   :روش انجام آزمایش

ا به  هو نمونه  مام اجزاء کیتد که تيوع آزمايش مطمئن شورشقبل از  

)دما اتاق  سانتي  28تا    22ی  رسیده درجه  کالیبراتورگراد(    ، هااند. 

 نواخت کنید.آرامي يکن بهو ته کردار سر ب 5با را  هاکنترلها و ونهنم

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

 درب  د،هیدر کیسه آلومینیومي قرار د  ریگهمراه رطوبتبه   راا  هچاهك 

 .نگهداری نمايیدگراد درجه سانتي 8تا  2دمای  آن را بسته و در

يا کنترل   شده  قیرق هاینمونه يا هاکالیبراتوراز  تر یکرولیم 25 حجم (2

چاهك   را برمور  یها در  نظر    يا   نمونه  هر  از   که  ستا   بهتر.  ديزيد 

 .شود ريخته هاچاهك  در یت()دوپلیک دوتايي صورتهب رراتوکالیب

  د یبه هر چاهك اضافه کن  ينیوتبیکونژوگه    از   تری کرولیم  100  حجم  (3

 .دی تکان ده يبه آرام زیسطح م یرو دقیقه  1مدت هب  ار تیپل و

 

 



 

 

 

 
   

مخچاهك   (4 چسب  با  را  پلها  به  دیبپوشان  تیصوص   60مدت  و 

 .دیياتاق انکوبه نما یمادر د قهیدق

تخلیههه پلیت يا آسپیراسیون کردن    با وارونهرا    اهحتويات چاهكم  (5

در هر مرحلههه :  Time Soaking) بهرتم 5ها را سپس چاهك کنید.

الزامههي قبل از تخلیههه  شو  ومحلول شستیه توقف  انث  30شست و شو  

آمههاده   یول شستشههومحلهه   رولیتهه میکر  300و هر مرتبه بهها    (باشدمي

اگههر   .يیدبشههو  یههد(بفرماي  را مطالعه  هافسازی معرآماده   بخش)  ،شده 

 يمآرابهههدر انتهههای شستشههو  شوددستي انجام مي صورتهبشستشو  

منظور انجام شستشههوی به .بزنیدگیر دستمال رطوبتا بر روی رپلیت  

 رده دمطههابق بهها فههیلم قههرار داده شهه  ،اههه و اسههتاندارد چاهكمناسب  

 اقدام نمايید.  1سايت شرکتوب

کونژوگه  ر تیولکریم   100  حجم  (6 ه  ميآنزي  از  اضافه   ربه  چاهك 

 .دیکن یمرحله خوددار نيادر  تیپل از تکان دادن .دیکن

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

 .ديیاق انکوبه نماات یدر دما قهیدق

 ید.و دهش شست 5با بند  مطابقها را چاهك  (8

محلول  تریکرولیم  100  حجم  (9 )بخش   یزاگرن  از  مصرف  آماده 

  د يزيها برك تمام چاه   روند  بفرمايید(  ها را مطالعهمعرفسازی  ه آماد

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

 کنید. یتکان دادن پلیت در اين مرحله خوددار

به دست   2کمتر از    براتوریکال  ینورجذب    زانیم  نياگر بالاترتوجه:  

  قه یدق  10ت  ا به مدزا رل رنگمحلو  ونیزمان انکوباستوانید    ميآمد،  

 .دیده شيافزا

متوقف  تریکرولیم  50  حجم  (10 به  محلول  ها  چاهك   مامتکننده 

تمام   ات  دیتکان ده  يآرامبه  هیثان  20به مدت  و پلیت را    دیاضافه کن

 ود.ش ليد آن به زرد تب يرنگ آب

  استفاده از تر با  انومن  450موج  در طول را  هر چاهك  نوری  جذب    (11

تا  حداک  Point to Pointمتد   از  قهیدق  15ثر  کردن  ومت  بعد  قف 

نانومتر   630تا    620  رفرانس  موجاز طول)  کنید  گیریاندازه   واکنش

 تیک  نيا  هایرو نمودار کالیبراتو  نوری  میزان جذب  .(دیاستفاده کن

 رده شده است.آو ريدر زعنوان نمونه به
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 H. pylori  ضد IgG ادیبنتیآ یالایزا ی ر برا ظمقادیر مورد ن

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

اي اگرچه،  است.  مقاديرمشخص کرده  نظرمت  یلآنابرای    ن  توسط  باي  ورد  د 

 تعیین گردد.  آزمايشگاه 

 
 

 

 

 IgGت برای تس های کنترل کیفی پارامتر

 

 (Within Run)دور درون آزمون دقت-دقت بررسی( 1

  و منفي   دو نمونه مثبتپذيری نتايج حاصل از تکرار با ارزيابي دوردرون دقت

يرش ذار پعیمشد.    ررسينه( بمو نتکرار برای هر    بار  20کاری )نوبت يك    در

 است. CV˂10%اين آزمايش  در

 
 

 
                          
 

 

 (Between Run)ور دقت بیندن آزمو-بررسی دقت( 2

مثبت نمونه    دوصل از  پذيری نتايج حا زيابي تجديد ربا ا  دوردقت بین

منفي )کانوبت  4در    و  هر بار    5ری  در  نمونه  هر  برای  تکرار 

 CV˂10%در اين آزمايش    ر پذيرشایعد. مرسي شربکاری(  نوبت

 .است

 
 
 
 

 

 ( Sensitivity) بررسی حساسیت( 3

 Limitو  Limit of Detection  (LOD)حساسیت کیت بر اساس  

of Blank (LOB)  حاسبه شدستفاده از فرمول زير م با ا. 
 

sLOD = LOB + 1.645 SD 
bSD+ 1.645 b LOB = Mean 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 باشد: يم ريزبه شرح  IgG یابرکیت   تیساسح
      

IgG:    0.15 U/mL 

 

 (Stability)پایداری ررسیب( 4

Accelerated Stability Test  :4  مدت  به  تیک  پايداری  بررسي  

  .گراديسانت درجه 37 یدما در فتهه

In Use Stability Test  :کردن   باز  از  پس  تیک  پايداری  بررسي  

 .گراديسانت درجه 4 یادم در هفته  8 مدت به ،هامحلول بدر

Shelf Stability Test  :2  مدت  به  تیک  عدد  8  پايداری  يبررس  

  سه  هر  صورتهب  نتايج  ارزيابي  و  گراديسانت  درجه  4  یدما  در  سال

  .اشدبمي بار كي ماه 

  نظر   وردم  تیک  که  دهدينشان م  یدار ياپ  يبررس  لفمطالعات مخت

در    رشيپذ  اریمع  .تسا  داريپا  شده مشخص   یهازمان   در

ب  یهاش ي آزما تعمربوط   20  ازکمتر    نتايج  تغییر  ،یداريپا  نییه 

  .استدرصد 
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های  شکل خواهشمند است با شماره رگونه مدر صورت بروز ه

 اس بگیريد.تم (ينبخش پشتیبا)مندرج بر روی جعبه 

Calibrator 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(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 Anti H. Pylori IgG (U/mL) 4.23 37.11 

SD (U/mL) 0.22 1.66 

CV (%) 5.2 4.5 

 

Serum Sample Negative Positive 

No. of Repeats 20 20 

Mean Anti H. Pylori IgG (U/mL) 4.12 39.23 

SD (U/mL) 0.23 1.79 

CV (%) 5.6 4.5 

 

Positive Result Borderline   Negative Result 

> 30 (U/mL) 20-30 (U/mL) < 20 (U/mL) 

 

http://www.idealdiag.com/Training.aspx

