
 

 

 
   

 

 

 

 در سرم انسان  IgG  yloripH. -Anti گیری اندازه هایکیت
H.P.G ELISA Kit 96t / Cat. No: 1234-96 

)52/09/240(1 1BRev:  
 

 : قدمهم

  است منفي    گرم  يچمارپی  باسیليك  (H. Pylori)   یلوریهلیکوباکترپ

بیوپسي    Warrenو    Marshallتوسط  بار  اولین  که بررسي  در 

بیماراپي معده  گاستريت    ناتلیوم  شد.دچار  مشاهده  اين    مزمن، 

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 

ارتباط    کارسینومای معده آدنو  و  هاضمهسوء اين  سادر  در    ،باکتریت. 

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 

است. کیتکاربرد    طهیح  برخوردار    سطح  يکم  یریگاندازه   ، اين 

نمونه سرم  H. pylori  ضد  IgG  ی بادآنتي پلاسمای  در  به    يا  انسان 

 است. زايروش الا

 

 :آزمایش اصول

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

تثبیت   اویدینترپاست  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 

 وندر  دباشمي يانسان  IgGضد    ادی بآنتي یکه حاو يميزآن  ه گژوکون

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

محلول کر آنزيمبستر)سو  زاگرن  دن  ل  محلو  سپسو    (HRP  ای 

نهاي  ،ه ندنکفقمتو تمحصول  کهمي  دولیي    450  جموطولدر    شود 

  و   شده   جاديا  رنگ   میزان  .دردارا    نوری  جذبمیزان    نانومتر بیشترين 

در موجود    H. pyloriضد   IgG یباديآنت  غلظت  با  نوریجذب    شدت

در  میمستق  ارتباط  نمونه   ضد   IgG  یباديآنت    غلظت   تيانه    دارد. 

H. pylori  گردد.يمحاسبه م ارداندمنحني استکمك  هب ، نمونه   

 

 :محتویات کیت

 .  شده  بیتتث 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

 یتریليلیم  11  الي و  يك  :(Enzyme Conjugate)  آنزيمي  گهوکونژ  (3

  در بافر. HRP ميصل به آنزن، متانسا IgGضد  یبادي آنت یحاو

  یتریليلی م  11  اليو  يك:  (Biotin Conjugate)ي  نیوتیبژوگه  کون  (4

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

ر  (5   50  اليو  دو  :(Sample Diluent-1X)  نمونه کننده  قیقمحلول 

 .یتریليلیم

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

 .یتریليلیم 6/ 5 اليو يك :A (Substrate Solution A) انگزر محلول( 7

 .یتریليلیم 6/ 5 الي و يك: B (Substrate Solution B) اگزنر محلول( 8

  12  اليو  يك:  (Stop Solution)ش  کنوا  کننده فوقمت  ولمحل(  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 دمالومحل  هی: کل1  هجتو

 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  رتفیل)   نومتران  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  ساختره شما  اها  جد  های  اً  ديگر 

 .نمايیدخودداری 

 ي که  هاييدار هستند. از محلولانقضاء کیت پا نها تا زما( کلیه محلول2

 .نشودها گذشته است استفاده تاريخ انقضاء آن 

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

  HBs Ag  ،HIV1/2  نظر منفي بودن  ز اساني  ان  ء( محتويات کیت با منشا4

شده   HCVو   منفيبررسي  مورد  در  قطعي  تشخیص  ولي  تمام بو  اند؛  دن 

بیماری معوا عفوني  روشل  از  استفاده  با  آزمايشگاهي  زا  متداول  های 

  زاييی ار یمي و بدگوآلال احتمپذير نیست. بنابراين، با در نظر گرفتن امکان

مراحل تمام  کیت،  بزمآ   محتويات  دستي اايش  با  مطابق  های  مل العرود 

 انجام شود.يمني ا

ت. در هنگام کار  سار الزامي اک   م( استفاده از دستکش و عینك در هنگا5

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

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

 د يشده با  فاده است  لرهایسمپ  و سر  هاچاهك  ،اهرلتنک  ان،رامینمونه ب(  6

دفع    الزاماتبا    مطابقو    وندش   هدر نظر گرفت   يعفون  یعنوان پسماندهابه

 گردندامحاء  يعفون یپسماندها

 

   :نمونهو نگهداری  سازی آماده ، آوریجمع

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

گیری در  نگام نمونهه ناشتا بودن فرد به. باشدمي EDTAی حاوی امسلاپ

ن با استفاده از  ه خوونمنخواهد بود.  رادست آمده تأثیرگذرستي نتايج بهد

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

بیوتین 2 از  بالايي  دوز  که  افرادی  در   )  (˃5 mg/day)  فت اي در  را

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

   بیوتین انجام شود. 

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

سانتي  8  تا  2 حددرجه  و  تگراد  دمای  م  يكا  اکثر  در  درجه    -20اه 

نگهداری  سانتي قابل  هستنسا  وگراد  ازدتفاده  ومنج  .  کردن    مد  ذوب 

 .نمايیدخودداری ها نهمکرر نمو

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

  ي خوبو ته کردن به  با سر  وده و  نم  اضافه  کننده قیل رقمحلواز    تریليلیم

 (.1:100سازی به نسبتمخلوط نمايید )رقیق

 

 :هاف رمع و نگهداریسازی آماده

لیتر از محلول  میلي  20حجم    :لول شستشو حسازی و نگهداری ماده مآ(  1

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

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

  درجه   37  ماریبن  دررا    آن  شستشو،   حلولم  در  رسوب  ه مشاهد

هده کدورت در صورت مشا  ر تا رسوب حل شود. د  هیدر دراد قراگيتسان

 .اری کنیدددخواز مصرف آن  ستشو، ش محلول 

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

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

لیتر از  میلي  1را به    Aل رنگزا  لیتر از محلومیلي  1محلول آماده مصرف،  

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

در محلول رنگزا،   ورتدکا  ي رنگ آبي وانکوبه کنید. در صورت مشاهده 

 مايید.ودداری فراز مصرف آن خ

 

   :روش انجام آزمایش

ها به  ونهو نم  د که تمام اجزاء کیت يوع آزمايش مطمئن شورشل از  قب

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

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

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

درب   هید،ار ددر کیسه آلومینیومي قر  ر یگهمراه رطوبتبه  راها  اهك چ

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

يا    شده   قیرق  هاینمونه  اي  هاکالیبراتوراز    تر یکرولی م  25  حجم  (2

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

 .شود ريخته هاچاهك  در یت()دوپلیک اييتدو صورتبه رتوکالیبرا

  دیبه هر چاهك اضافه کن  ينیوتبیکونژوگه  از تر یکرولی م 100 حجم (3

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

  قه یدق  60مدت    و به  دیبپوشان  تی صوص پلمخچسب  ها را با  چاهك   (4

 .دیياتاق انکوبه نما یمادر د

بر  اهحتويات چاهك م  (5 وارونها  آسکردن    ا  يا  تخلیه پیراسیون  پلیت 

در هر مرحله :    Soaking Time)  رتبهم  5ها را  سپس چاهك   کنید.

شو   و  توقفانث  30شست  تخلیومحلول شست  یه  از  قبل  الزامي    هشو 

  ،شدهآماده    یمحلول شستشو  ترمیکرولی  300و هر مرتبه با    (باشدمي

اگر شستشو    .ويیدبش  (دبفرمايی  را مطالعه  هامعرف   سازیآماده   بخش)

انجام مي   صورتبه انشود ددستي  بر  رپلیت    يمآرابهتهای شستشو  ر  ا 

   .بزنیدگیر ل رطوبت روی دستما

، مطابق با فیلم اهو استاندارد چاهك منظور انجام شستشوی مناسب  به

 اقدام نمايید. 1ت سايت شرکوبدر  قرار داده شده 

 .دیچاهك اضافه کن  ه هرب  ميآنزي  از کونژوگه  ر تیکرولیم  100  حجم  (6

 .دیکن یرحله خوددارم نيادر  تیاز تکان دادن پل

  قهیدق  30و به مدت    دیبپوشان  تیپل  مخصوص  ها را با چسبچاهك   (7

 .ديیاق انکوبه نماات  یدر دما

 دهید. ستشوش 5با بند  مطابقها را چاهك  (8

محلول  تری کرولیم  100  مجح  (9 )بخش    یزاگنر  از  مصرف  آماده 

 و ديزيبر هاك تمام چاه روند ا را مطالعه بفرمايید(هی معرفسازه آماد

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

 کنید. یدادن پلیت در اين مرحله خوددار
 

1. http://www.samantajhiz.com/Support.aspx 
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بالاترتوجه:   از    براتوریکال  ینورذب  ج  انزی م  نياگر  به دست    2کمتر 

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

 .دیده شيافزا

ها اضافه چاهك  اممتکننده به  محلول متوقف  تر یکرولیم  50  حجم   (10

را    دیکن پلیت  تمام رنگ  ت   دیده  تکان  يآرام  به  هیثان  20دت  به مو  ا 

 د.شو ليآن به زرد تبد يآب

  تر با استفاده از نانوم  450موج  در طول را  چاهك  هر  وری  ن  جذب  (11

تا    Point to Point  متد از  قهی دق  15حداکثر  کردن  مت  بعد  وقف 

کنیداندازه   واکنش طول )  گیری  نانومتر    630تا    620  رفرانس  موجاز 

ک جذب  .(دیناستفاده  نمو  نوری  میزان  کالو   ت یک  نيا  هایریبراتودار 

 ست.ا رده شده آو ريز نمونه در عنوانبه

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
  

 

 

 

 

 
 

 

   H pylori  ضد IgG بادی نتیآ یالایزا  قادیر مورد نظر برایم

را به قرار   برای افراد بیمارمورد انتظار مقادير  ،کیت  کنندهتولیدشرکت 

بايد    نظر  دمورنالیت  آ  رایب  . اگرچه، اين مقاديرمشخص کرده است  زير

 .  تعیین گردد توسط آزمايشگاه 

 
 

 
 

 

 

 

 IgGبرای تست  های کنترل کیفیپارامتر 

 (Within Run)دور آزمون دقت درون-قتبررسی د ( 1

دو نمونه مثبت و پذيری نتايج حاصل از  با ارزيابي تکرار  دورندرو  دقت

س  ي ش  د. ربرر نمون  ه(  ی ه   تکرار برا  ارب  20کاری )وبتنيك    در  منفي

 است. CV˂10%اين آزمايش  معیار پذيرش در
 

 
                          
 

 
 

 (Between Run)ر ودآزمون دقت بین-بررسی دقت( 2

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

نم  تکرار بار    5کاری )نوبت  4در    منفي ی( کارهر نوبت  رونه دبرای هر 

 .است CV˂10%معیار پذيرش در اين آزمايش  .شد بررسي
 
 

 
 

 

 
 

 ( Sensitivity) تساسیبررسی ح( 3

اسا بر   (LOB)و    Limit of Detection  (LOD)س  حساسیت کیت 

Limit of Blank    ز فرمول زير محاسبه شدده استفاابا. 

 

sLOD = LOB + 1.645 SD 

bSD+ 1.645 b LOB = Mean 
 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 اشد: بيم ريبه شرح ز IgG یبرات کیت  یحساس

      
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 یدما در هفته  8 مدت به ،هامحلول بدر
 

 

 

 

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

  كي  ماه   سه  هر  صورتهب  نتايج  ارزيابي  و  گراديسانت  درجه  4  یدما  در

  .اشدبمي  بار

 در   نظر  وردم  تیک  که  دهدي نشان م  یدارياپ   يبررس  لفمطالعات مخت

آزما  رشيپذ  اریمع  .است  داريپا  شده شخصم  یهازمان    ی هاش ي در 

   .استدرصد  20 ازکمتر  نتايج تغییر ،یداريپا نییه تعمربوط ب
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های  ا شماره ت بمشکل، خواهشمند اسصورت بروز هرگونه در 

 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 (%) 4.6 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 

 

Positive Result Borderline   Negative Result 

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

 


