
(3و3-5 و5 تترامیل بنزیدین) سبب ایجاد  رنگ آبی توسط آنزیم می شود. شدت  

رنگ ایجاد شده با میزان IgG ضد هلیکوباکترپیلوري موجود در نمونه ها نسبت 

مستقیم دارد. رنگ زائی واکنش آنزیماتیک توسط محلول متوقف کننده خاتمه 

می یابد و رنگ آبی ایجاد شده به رنگ زرد مبدل می شود. شدت رنگ به وسیله 

یک اسپکتروفتومتر مخصوص میکروپلیت در طول موج 450 نانومتر اندازه گیري 

می شود. 

کیت ایمونو آنزیماتیک (EIA) پادتن علم (96تستی)�
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     هلیکوباکترپیلوري میکروب گرم منفی مارپیچی شکل ، براي اولین بار در 
سال 1983 توسط مارشال و وارن کشف گردید. این میکروب که در معده و 

دوازدهه انسان رشد و تکثیر پیدا می کند، عامل یکی از رایج ترین عفونتهاي 
باکتریال در انسان است. 

آلودگی ناشی از H.Pylori در سطح جهان گسترده بوده و درصد ابتلا به آن 
(1-3)

. در کشورهاي  ارتباط مستقیم با وضعیت اقتصادي- اجتماعی جامعه دارد
درحال توسعه 80% و در کشورهاي صنعتی بین 20% تا 50% از افراد میانسال به 
این باکتري آلوده می باشند. عفونت مزمن H.pylori در %100 بیماران مبتلا 

(9-10) (6-8) (4-5)
دیده       و80% سرطان معده ،70% زخم معده بهزحم معدهودوازدهه

می شود. همچنین درمان و ریشه کن کردن این میکروب منجر به بهبود التهاب 
(11-13)

ها ، زخمهاي معده و دوازدهه گردد. 

Invasive (کشت و آزمایش  امروزه تشخیص این عفونت به طریق 
    هیستولوژیکی بیوپسی معده، تست اوره آز) یا noninvasive (تست تنفسی 

اوره، بررسی آنتی ژن در مدفوع، تیتر آنتی بادي یا آنتی ژن در سرم) انجام   
(14)
. می پذیرد 

از بین روشهاي نامبرده اثبات وجود آنتی بادیهاي اختصاصی ضد 
هلیکوباکترپیلوري توسط تستهاي ایمونوآنزیماتیک (EIA) به دلیل بالا بودن 
حساسیت و سرعت جوابدهی از روشهاي تشخیصی ارجح بوده و پیگیري 

(15-16)
. بیماریهاي فوق الذکر را میسر می سازد 

IgA ضد  IgG می تواند به عنوان تست تائیدي  تعیین کمی غلظت 
هلیکوباکترپیلوري باشد. همچنین این اندازه گیري در تشخیص عفونت افرادي 

که قادر به ترشح IgA ضد هلیکوباکتري نمی باشند حائز اهمیت است. 

   براي ترسیم منحنی از  غلظت هاي مندرج بر روي ویال استانداردها استفاده نمائید.

ور
ب ن

جذ

(AU/ml غلظت)

(IgG)هلیکوباکترپیلوري

موارد استفاده :

تعیین نیمه کمی  IgG ضد هلیکوباکترپیلوري در سرم یا پلاسما

ʻ ʻ

مقدار IgG ضد هلیکوباکترپیلوري                 جذب نور               نمونه

III.   محتویات کیت :   

(Cat.No.P-HGI) محلولهاي این کیت  جهت انجام 96 تست بوده و تاریخ انقضاي

هر یک بر روي شیشه آن درج شده است . دماي مناسب براي نگهداري کیت 2-8 
درجه سانتی گراد می باشد .

ژن تخلیص شده   1. پلیت: پلیت 96 حفره اي پوشش داده شده با آنتی

هلیکوباکترپیلوري.

2.  کالیبراتورها(آماده مصرف) : 4 ویال 1/5 میلی لیتري کالیبراتور حاوي 

IgG ضد پیلوري  PBS، پروتئین و تیمروزال. مقادیر  IgG ضد پیلوري، 

کالیبراتورها (برحسب AU/ml ) بر روي برچسب ویال ها درج شده است.

3.  کنترل ها(آماده مصرف) : 2 ویال 1/5 میلی لیتري کنترل مثبت و منفی 

سرمی حاوي IgG ضد پیلوري، PBS، پروتئین و تیمروزال. مقادیر IgG ضد 

پیلوري کنترل ها (برحسب AU/ml ) بر روي برچسب ویال ها درج شده است.

 IgG 4.  ردیاب آنزیمی : یک ویال 10 میلی لیتري آنتی بادي منوکلنال ضد

انسانی،متصل به پراکسیداز (HRP) محلول در بافر  PBS، حاوي پروتئین و 

تیمروزال.

5.  بافر رقیق کننده : دو ویال 25 میلی لیتري محلول PBS، پروتئین و 

تیمروزال.    
     

6. محلول شستشوي غلیظ (20x): یک ویال 25 میلی لیتري حاوي

PBS-Tween20 و تیمروزال.

.TMB و H O 72.  محلول رنگ زا: یک ویال 12 میلی لیتري بافر  2

         H SO 82.  محلول متوقف کننده واکنش: یک ویال 12 میلی لیتري  4

دو نرمال.

V.   نحوه جمع آوري و آماده سازي نمونه ها:

نمونه مناسب جهت اندازه گیري IgG ضد هلیکوباکترپیلوري، سرم یا 
پلاسماي هپارینه بیمار می باشد . این نمونه ها به مدت یک تا دو هفته در 
دماي 8-2 درجه سانتی گراد قابل نگهداري است . براي نگهداري نمونه ها 
به مدت طولانی تر ، سرم یا پلاسماي بیمار را در حجم هاي کم تقسیم 
نموده ، در 20- درجه سانتی گراد نگهداري نمائید . بهتر است از ذوب شدن 
و یخ زدن مکرر نمونه ها اجتناب نمود . براي اندازه گیري IgG نمونه هاي 
منجمد شده ، ابتدا نمونه را در حرارت اتاق ذوب نموده ، سپس با حرکت 
دست یکنواخت نمائید . براي یکنواخت کردن نمونه ها از Vortex نباید 

استفاده نمود. 

VIII.   محاسبه نتایج :

پس از تعیین میزان جذب نوري کالیبراتورها و نمونه ها و ترسیم منحنی 
مقدار IgG  ضد هلیکوباکترپیلوري بیماران قابل محاسبه است . در منحنی 
مذکور که با استفاده از دستگاه الایزا ریدر (قابل برنامه ریزي) و یا به صورت 
دستی ترسیم می شود، محور Y شاخص میزان جذب نور کالیبراتورها در 

برحسب   طول موج 450 نانومتر و محور X شاخص مقادیر کالیبراتورها
مثال ن  AU/ml می باشد . نتایجی که در جدول زیر آمده ، فقط به عنوا

بوده و نبایستی بعنوان نتایج حاصل از آزمایش تلقی شود.

I.   مقدمه :   
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 VII.   روش کار :

کالیبراتورها و کنترل هاي کیت آماده مصرف بوده
 و برخلاف سرم ها نیاز به رقیق کردن ندارند.

         قبل از شروع کار دماي تمامی محلولها باید به دماي اتاق برسد. 

1.  ابتدا 100 میکرولیتر از کالیبراتورها، کنترل ها و نمونه هاي سرمی 
رقیق شده را داخل حفره هاي مربوطه ریخته ، پلیت را به مدت 10 دقیقه 

در دماي اتاق انکوبه کنید.  

2.  حفره ها را 4 بار با 300 میکرو لیتر محلول شستشو بشوئید . 
  10 3.  به هر حفره 50 میکرولیتر از کونژوگه ضد  IgG  افزوده و به مدت

دقیقه در دماي اتاق قرار دهید.

4.  حفره ها را 4 بار با 300 میکرولیتر محلول شستشو بشوئید. 

TMB اضافه نمائید5.  به هر حفره 100 میکرو لیتر از سوبستراي

6.  پلیت را به مدت 5 دقیقه در دماي اتاق و در محلی تاریک قرار دهید .  

7. 100 میکرولیتر از محلول متوقف کننده واکنش را در هر حفره بریزید و 
به مدت 10 ثانیه مخلوط کنید . 

8. میزان جذب نوري حفره ها را در طول موج 450 نانومتر (با دیفرانسیل 
630 نانومتر) حداکثر تا 15 دقیقه بعد از افزودن محلول متوقف کننده ، 

بخوانید. 

II.   اصول اندازه گیري :   

TMBمی شود. بعـد از دومین انکـوباسیون و شستشــو، افــزودن سوبستراي

کیت اندازه گیري نیمه کمی IgG ضد هلیکوباکترپیلوري بر مبناي سنجش 

واکنش ایمونوآنزیماتیک بر روي فاز جامد طراحی شده است. در این سیستم  

ابتدا به حفره هاي پلی استایرن پوشیده شده با آنتی ژن هاي 

هلیکوباکترپیلوري،کالیبراتورها، کنترل ها و نمونه هاي رقیق شده بیماران 

افزوده می شود.در حین انکوباسیون اول،IgG ضد هلیکوباکترپیلوري موجود در 

نمونه ها به آنتی ژن هاي هلیکوباکتر متصل شده و سپس بقیه مواد از طریق 

 IgG تخلیه و شستشو از سیستم خارج می شوند. پس از شستشو، آنتی بادي ضد

انسانی که به آنزیم پراکسیداز  (HRP) متصل شده است به حفره ها افزوده 

 VI.   آماده سازي محلول ها :

1. نمونه هاي سرم را به کمک بافر رقیق کننده نمونه به نسبت 1 به 50 
رقیق کنید 10 میکرولیتر نمونه به ازاء 500 میکرولیتر بافر رقیق کننده).

2. محلول شستشوي غلیظ به نسبت یک به بیست با آب مقطر یا دیونیزه 
رقیق شود. (یک حجم محلول شستشوي غلیظ به ازاء 19 حجم آب) 
محلول شستشوي رقیق را تا یک هفته در دماي 8-2 درجه سانتی گراد 
می توان نگهداري کرد. در صورت مشاهده کریستال در محلول غلیظ 
شستشو ، ویال را به مدت چند دقیقه در37 درجه سانتیگراد قرار دهید تا 

محلول یکنواخت گردد.

(AU/ml)

 IX.    اعتبار آزمایش :

آزمایش انجام شده در صورتی معتبر است که شرایط زیر را دارا باشد :

 1. جذب نوري کالیبراتور B بیشتر از 0/2 باشد. 

2. کنترل مثبت و منفی ارائه شده در کیت در محدوده مورد نظر قرائت 
گردد. 

3. جذب نوري کالیبراتور D بیشتر از 1 باشد.

فقدان شرایط مذکور نشان دهنده احتمال تخریب مواد و یا به وقوع 
پیوستن خطاي آزمایش می باشد. در این صورت توصیه می شود، آزمایش 

تکرار گردد.

IV.   وسایل مورد نیاز (این وسایل همراه کیت عرضه نمی شوند):

موج 2.  دستگاه اسپکتروفتومتر میکروپلیت با دامنه جذب نوري 3-0 در طول 

450 نانومتر با دیفرانسیل 630 نانومتر .

بار 3.  میکروپیپت قابل تنظیم بر روي500-10 میکرولیتر و تیپ هاي یک 
مصرف. 

1.  آب مقطر یا آب دیونیزه براي رقیق کردن محلول شستشو .
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احتیاط!

با توجه به اینکه محلول هاي به کار رفته در این کیت ها حاوي مواد سمی 

مانند تیمروزال و مواد پروتئینی با منشا انسانی و حیوانی هستند، و 

 ، HCV اینکه با هیچ تستی نمی توان از عدم وجود ویروس هایی چون

HBV، HIVدر این محلول ها اطمینان کامل حاصل کرد، خواهشمند 

است هنگام کار احتیاط هاي لازم از جمله  استفاده از دستکش، امتناع 

از خوردن و آشامیدن و سیگار کشیدن،  خودداري از پیپت کردن با 

دهان و پرهیز از هرگونه تماس محلول با چشم و دست ها، رعایت شود.  
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X.  تفسیر نتایج :

با توجه به نتایج بدست آمده از جذب نوري سرم بیماران، نمونه ها را می توان 

در سه گروه، به شرح ذیل دسته بندي نمود:

1. نمونه هاي منفی : نمونه هایی که میزان جذب نوري و یا غلظت آنها پائین 

تر از جذب نوري و یا ارزش کالیبراتور B باشد، منفی تلقی میشوند.

بیمارانی که نمونه سرم آنها منفی گزارش می شود یا فاقد آنتی بادي هاي 

IgG ضد هلیکوباکترپیلوري بوده و یا مقدار این آنتی بادي ها پائین تر از 

حدي است که با این کیت قابل اندازه گیري باشد. 

توجه: در مراحل ابتدائی پاسخ ایمنی، در بیماران مشکوك به ابتلاء به 

هلیکوباکترپیلوري، نتیجه آزمایش منفی می تواند باشد. در این بیماران 

توصیه می گردد آزمایش به فاصله چند روز تکرار گردد.

2. نمونه هاي مشکوك: نتایج نمونه هایی که میزان جذب نوري و یا غلظت 

آنها مابین کالیبراتور B و C باشد قابل تفسیر نبوده و تست بایستی به فاصلۀ 

چند روز تکرار شود . در صورت تائید جواب مشکوك، اندازه گیري IgG ضد 

این باکتري به روش هاي دیگر پیشنهاد می گردد.

3. نمونه هاي مثبت: نمونه هایی که میزان جذب نوري و یا غلظت آنها برابر 

I ضد  g G C باشد، داراي آنتی بادي هاي  یا بیش از کالیبراتور 

هلیکوباکترپیلوري بوده و بیمار می تواند مبتلا به هلیکوباکتریلوري باشد. 

مثبت بودن نتیجه آزمایش لزوماً نشانگر وجود بیماري گوارشی نمی باشد.
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<Calibrator B

Calibrator B-Calibrator C

>Calibrator C

       تفسیر نتایج         AU/ml       مقادیر IgG ضد هلیکوباکترپیلوري

XII.   ویژگی هاي اختصاصی تست :

1.  حساسیت و اختصاصی بودن : براي بررسی حساسیت و اختصاصی 

بودن کیت EIA پادتن علم، IgG ضد هلیکوباکترپیلوري 842 نمونه 

تصادفی با کیت پادتن علم و کیت مورد تائید FDA اندازه گیري گردید.

مقایسه نتایج به دست آمده در جدول زیر آمده است:
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مشکوك

مثبت

20<

 20-30

30>

XI.  مقادیر طبیعی :

بررسیهاي انجام گرفته بر روي 271 نفر (تهران) که فاقد هر گونه علائم بیماریهاي 

گوارشی بوده اند نشان دهنده آن است که سرم 64%  از افراد نرمال بالاي 25 سال 

حاوي IgG ضد پیلوري می باشد. 

از آنجایی که میزان آلودگی با میکروب هلیکوباکترپیلوري، بستگی به سن، منطقه 

جغرافیائی و شرایط اجتماعی و اقتصادي دارد، توصیه می گردد که هر آزمایشگاه با 

در نظر گرفتن مقدار IgG ضد هلیکوباکترپیلوري افراد سالم، Cut-off آن را 

تعیین نموده و از آن بعنوان مبناي مقایسه خود استفاده نماید.

شاخص دقت کیت با مقایسه تکرارپذیري جواب ها به روش 2. دقت : 

میان سنجی (Inter-assay) و درون سنجی (Intra-assay) تعیین 

گردیده است. براي این منظور3 نمونه سرم(مثبت،مشکوك،منفی) ده بار در 

یک دوره آزمایش (درون سنجی) و یکبار در ده دوره آزمایش متفاوت 

(میان سنجی) تعیین غلظت شده است. نتایج انحراف معیار (SD) و ضریب 

تغییرات (CV) در جدول زیر آمده است :

کیت پادتن علم

+          -/+           -

321

3

18

6

54

7

13

8

412

-

-/+

+
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