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 مقدمه:

دی مطالعات متعد. باشد که در موکوس های معده انسان رشد میکند یکو باکتر پیلوری که قبلا کمپیلو باکتر پیلوری نامیده میشد یک باکتری مارپیچی  میهل

  دانسته اند. وجود این باکتری در معده را مرتبط با  زخم معده مزمن

برای کشت  ونه برداریمو باکتر پیلوری وجود دارد ، در روش تهاجمی با استفاده از آندوسکوپی ندو نوع روش تهاجمی و غیر تهاجمی برای تشخیص هلیک

یک، علاوه بر ناخشنودی بیمار، گران هم می باشد. روشهای غیر تهااجمی شاامر روشاهای سارولو گیرد که  شناسی سلولی صورت می و آزمایشات آسیب

آنتای  ن هلیکاو  کو باکتر پیلوری در نمونه مدفوع می باشد. این کیت با استفاده از تکنیک الایازا وجاودن هلی نتی آتست اوره تنفسی و تست بررسی وجود 

    شناسایی می کند. باکتر را در مدفوع

 

 اساس آزمایش :

 مونهنسپس  شوند.  می اده پوشش د پیلوری هلیکو باکتراختصاصی  بادی می باشد. در این روش چاهکها توسط آنتی الایزاساندویچ اساس این کیت به روش 

نشاندار شده  لیکوباکتره ضداختصاصی  و با افزودن آنتی بادی  شده در چاهکها مجاور می شود بادی پوشش داده با آنتی  بیماراناز مدفوع  شده  استخراج 

حلول رنگزا که م، وپس از شستشو  گردند  میبه آنها متصر  نیز HRPی متصر به آنتی بادی ها ،هلیکو باکتر پیلوری  ن، در صورت وجود آنتی HRPبا 

د شده در نی  ایجاشود و تولید رنگ آبی می کند که رنگ آبی تولید شده متناسب با کملپکس ایم و کرومو ن است به داخر چاهکها ریخته می H2O2حاوی 

 .دارد نانومتر 450را در طول موج  ذب نوریشود که بهترین ج چاهکها می باشد. با افزودن محلول متوقف کننده رنگ آبی به زرد تبدیر می

 

 جمع آوري و آمْاده سازي نمونه :

ی شوند و یگراد نگهدارتسان هدرج 8تا  2گردند در غیر اینصورت در دمای استخراج بهتر است نمونه مدفوع پس از جمع آوری در اولین زمان ممکن  -1

 گردد.درجه سانتیگراد اجتناب  30از نگهداری آنها در دمای بالای 

 د.درجه سانتیگراد نگهداری شو 20روز وجود نداشت لازم است که نمونه در دمای منفی  3در صورتی که امکان انجام استخراج در کمتر از  -2

 در توان ا می، نمونه استخراج شده رنمود. در صورت نیاز به زمان بیشترروز در یخچال نگهداری  3ه را می توان به مدت حداکثر دنمونه استخراج ش -3

 درجه سانتیگراد نگهداری نمود. 20 منفی

 نیزه شود. با اپلیکاتور بخوبی هموپیش از انجام استخراج، لازم است تا نمونه  -4

 

 محتویات کیت :

 چاهک 96( دارای Anti-H.Pylori coated Plate) هلیکوباکتر پیلوریضد  یبادپلیت حاوی چاهکهای پوشش داده شده با آنتی یک عدد  -1

 میلی لیتر  50ویال حاوی  دو:  (Sample Diluent) جبافر استخرا -2

نژوکه کبادی اختصاصی هلیکوباکتر پیلوری آنتی بادی  دارایمیلی لیتر محلول  6( : یک ویال حاوی Enzyme Conjugate (محلول آنزیم کنژوگه  -3

 . HRPشده با 

 .رای آنتی  ن هلیکو باکتر پیلوری و ماده پایدار کنندهدامیلی لیتر و  0.5یک ویال حاوی :  (Positive Control)محلول کنترل مثبت  -4

 .ن هلیکوباکتر پیلوری و ماده پایدار کننده بافر فاقد آنتی میلی لیتر  0.5یک ویال حاوی  (Negative Control):محلول کنترل منفی  -5

رف ( که برای تهیه محلول شستشوی آماده مصX 25میلی لیتر محلول شستشوی غلیظ ) 40: یک ویال حاوی   (Washing Solution)محلول شستشو  -6

 با آب مقطر رقیق کنید. 25/1مقدار لازم از محلول شستشوی غلیظ را به نسبت 

 میلی لیتر و آماده برای مصرف. 12: یک ویال محتوی   (Chromogen Substrate)محلول رنگزا -7

  میلی لیتر. 12:یک ویال محتوی  (Stop Solution)محلول متوقف کننده  -8

 (Card Board Sealer)بر چسب مخصوص پلیت   -9

 

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

 به عنوان فیلتر رفرانس. 630نانومتر ودر صورت امکان  450دارای فیلتر  (Eliza Reader)دستگاه خوانش الایزا  -1

 درجه سانتیگراد 37انکوباتور  -2

 قمیکرولیتر دقی 1000و  100و  50سمپلر های  -3

  آب مقطر -4

 سانتریفیو  -5

 ابزار نمونه برداری )اپلیکاتور( -6

 تیوب مخصوص استخراج نمونه مدفوع -7
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 نكات قابل ذكر براي مصرف كنندگان :
 . طراحی شده استمحتویات این كیت براي مصرف در همین كیت  -1

 شماره ساختهاي مختلف جدا" خودداري نمائید .ا از مخلوط كردن محتویات كیتها ب -2

ت احتیاط كنترل  گردیده اند و فاقد این عوامر مي باشند . جه HIV,HCV, HBs Agموجود در كیت كه منشاء سرمي دارند از نظر وجود كلیه مواد  -3

 .بهتراست هر کاربري كه با كیت كار مي كند از تماس مستقیم با مواد بپرهیزد 

 ررات دفع پسماندهای عفونی امحا ء شوند.بعد از اتمام کار تمامی محلولهای واکنش گر و معرفها باید مطابق با مق -4

 توضیحات عمومي:

 . قبر از شروع مراحر آزمایش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق رسانده و به خوبي تكان دهید تا كاملا" یكنواخت شوند   -1

 بهتراست به محض شروع آزمایش كلیه مراحر بدون توقف انجام پذیرند .

 یك بار مصرف براي هر نمونه استفاده كنید . ازنوك سمپلر  -2

 . شودقرائت  سریعاپس از افزودن محلول متوقف كننده ، جذب نوري چاهكها    -3

 براي كسب نتایج مطلوب باید شستشوي چاهكها بصورت كامر صورت گرفته وآخرین قطرات پس از شستشو از چاهكها تخلیه شوند .   -4

ش تماام ماواد و حصول نتیجه مطلوب ، زمان انكو باسیون مناسب مي باشد ، بنابراین پیشنهاد ماي گاردد قبار از شاروع آزماای از مهمترین فاكتورها در   -5

 ي مينتایج دقیقتر محلولهاي مورد نیازرا آماده نموده و درب محلولهاي مورد نیاز را باز كنید ، این عمر با كاهش فاصله زماني بین مراحر سمپلینگ باعث

 شود.

 دقیقه به طول نیانجامد . 5تست محدود باشد وزمان ریختن نمونه ها پیش از تر است كه حجم انجامبه -5

 

 آماده سازی نمونه : 

جه سانتیگراد فریز در 20ساعت تهیه شده اند استفاده نمائید و برای نگهداری طولانی مدت حتما نمونه ها را در منفی  24کمتر از در از نمونه های که  -1

 نمائید.

 .کنیدلیبر گذاری را وبهای مخصوص استخراج نمونه مدفوع تی -2

 ج  بریزید.میلی لیتر از محلول استخرا 1وله داخر هر ل -3

 .) به اندازه دانه عدس( برداشته و داخر تیوب مورد نظر بریزید  mg 100به اندازه حدودا  اپلیکاتور بوسیله -4

ناد. از محلاول اجازه دهید ذرات معلق در نموناه بطاور کامار تاه نشاین گرد نتریفیو  کنید.سادقیقه  10تا  5به مدت   3000rpmتیوبها را با دور سپس  -5

 رویی می توانید برای انجام تست استفاده کنید.

 

 مراحل انجام آزمایش :

 ا ببندید .درب آن ر تعداد چاهكهاي مورد نظر را انتخاب نموده و باقي چاهكها را به همراه نمگیر درون كیسه مخصوص نگهداري پلیت قرار داده و -1

زیم آنا (Enzyme Conjugate)میكرولیتار محلاول  50 ساپس را باه داخار هار چاهاك بریزیاد ،هاا  كنتارلو  نمونه ای استخراج شدهمیكرولیتر از  50 -1

 انكوبه نمائید . درجه سانتیگراد 37دقیقه در درجه حرارت  60کونزوگه به هرچاهك اضافه نمائید و چاهكها را به مدت 

ز اد و در انتهاا و نموناه را در دوچاهاك بریزیا کنتارل ها و نمونه ها به صورت داپلیكیت استفاده شود بدین معني كاه هارکنترلهاد مي گردد كه از پیشن  -2

 میانگین جذب نوري آنها براي محاسبه نتایج استفاده كنید .

ساتفاده نماود اكاناله  8بار با محلول شستشوي آماده مصرف بشوئید ) براي شستشو مي توان از سمپلر  5محتویات چاهكها را خالي كرده و چاهكها را  -3

در هر دفعه  ولي باید مواظب بود كه محلول شستشو از یك چاهك به چاهك دیگر وارد نشود زیرا مي تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش گردد(.

ا كاغاذ و در هر چاهك ریخته و سپس چاهك ها را درحالت وارونه و با ضربات ملایم بر روي یك پارچه یمیكرولیتر محلول شستش 300شستشو حدود 

 نمگیر بكوبید تا قطرات اضافي محلول شستشو خارج شوند.

 واتااق  دقیقاه در درجاه حارارت 15باه هرچاهاك اضاافه نمائیاد و چاهكهاا را باه مادت  (Chromogen – Substrate)میكرولیتر محلول رنگزا  100 -4

 درتاریكي انكوبه نمائید .

سنجش جاذب  به هرچاهك ادامه واكنشهاي آنزیمي را متوقف نمائید . براي   (Stop Solution )میكرولیتر محلول متوقف كننده  100با اضافه كردن  -5

 س استفاده گردد.(به عنوان فیلتر رفران  nm 630استفاده نمائید .) توصیه مي شود از فیلتر nm 450  نوري هرچاهك از دستگاه الایزا ریدر با فیلتر 

 

 شرایط نگهداري فرآورده تشخیصی:

 نگهداري شود .                    ' 4Cمي باشد و بهتراست كه در    'C 8-2دماي نگهداري كیت بین  -1

این مدت  ماه پایدار مي باشد ودر 12تا این كیت درصورت رعایت موارد  نگهداري صحیح    accelerate , Full Termبا توجه به انجام تست هاي  -2

 درصد كارایي اولیه را داراست.                   90كیت حاضر بالاي 
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 درصورت بازشدن درب كیت و محلول ها تازماني كه آلودگي میكروبي و قارچي رخ ندهد كیت پایدار خواهند بود. -3

 ید .چاهكها را در كیسه مخصوص پلیت همراه با نمگیر نگهداري نمائ -4

 محاسبه نتایج :

  رانس و در صاورت امکاان در مقابار فیلتار رفا ناانومتر 450در طاول ماوج  Eliza Readerجذب نوری استاندارد ها و نمونه ها را به کمک دساتگاه  -1

 بخوانید. نانومتر 630

 . را طبق فرمول زیر بدست آوریدCut Off مقدار  -2

 = Cut off value  میانگین جذبهاي نوري کنترل منفی+ 0.1

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

Cut off  Index (COI) = OD of sample/Cut off  Value 

 

می باشد مشکوك  1.1-0.9ین ایی که مقدار ایندکس آنها بمنفی قلمداد می شوند. نمونه ه 0.9مثبت و پایین تر از  1.1بر اساس این فرمول مقادیر بالاتر از 

 .مجدداً آزمایش شوند  پس از مدتی با استفاده از سرم یا پلاسماي تازه بوده و باید

 

 شود. کرارقرار گرفت بهتر است پس از گذشت یک هفته آزمایش با نمونه جدید و قدیمی از بیمار ت Borderlineاگر نتیجه حاصر از نمونه در محدوده 

 تفسیر نتایج:
 هلیکوباکتر در نمونه مدفوع می باشد.جوابهای منفی نشانگرعدم شناسایی آنتی  ن 

ر مرحلاه اول دجوابهای مثبت باید مجددا تکرار شوند. نمونه های مثبتی که در تکرار مجدد منفی می شوند باید منفی گازارش گردناد . مثبات شادن آزماایش 

 مراحر شستشو یا نمونه برداری باشد.میتواند به سبب خطای کاری در 

 بالینی قطعی باید بر اساس تمام یافته های بالینی و آزمایشگاهی مبتنی باشد.تشخیص 

 کنترل کیفی آزمایش:

 باشد. 0.5کنترل مثبت باید بیشتر از  ODمیانگین 

 باشد. 0.18کنترل منفی باید کمتر از  ODمیانگین 

 

 شاخصهاي اجرائي:

 ت:حساسیت و اختصاصی -1

د منفی گزارش مور 290مورد مثبت و  95و ازاین نمونه ها  که نتایجشان توسط کیت الایزای تجاری معتبر تائید شده بود  نمونه مدفوع 358از مجموع 
 بدست آمدند:که نتایج حاصله به قرار زیر با این کیت آزمایش شدند شده بود 

 

  + مشکوک - کلتعداد 

95 0 1 94 + 

290 288 2 0 - 

 کلتعداد  94 3 289 385

Sensivity =94/95×100=98.9% 

Specifity=289/290=99.3% 

 دقت آزمایش : -2

 بوسیله یاک نموناه (بین چند کیت از یک سري ساخت)و میان سنجی  (در یک کیت)جهت بررسی تکرار پذیري کیت، آزمون هاي دقت درون سنجی 

 .می مثبت قوي انجام شد که نتایج آن در جداول مربوطه آمده استسرمی منفی و یک نمونه سرمی مثبت ضعیف و یک نمونه سر

 (Intra assay) دقت درون سنجی       

 %SD CV میانگین جذب نوری تعداد دفعات تكرار نمونه

 9.82 0.014 0.15 20 منفی

 8.61 0.022 0.25 20 مثبت ضعیف

 3.36 0.058 1.74 20 مثبت قوی

 

 

 

 (Inter assay) دقت میان سنجی      

 %SD CV میانگین جذب نوری تعداد دفعات تكرار نمونه

 9.84 0.013 0.13 20 منفی

 5.35 0.014 0.26 20 مثبت ضعیف

 3.48 0.06 1.75 20 مثبت قوی
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  :آزمایش تداخلی  -3

احتمال وجود  ن دچار خونریزی،در مدفوع بیمارا هموگلوبین)همچون جهت بررسی تداخر کیت به سه نمونه سرم مقادیر زیر از عوامر مداخله گر 

ا ادرار وجود داشته بدر مدفوع زنان حامله که احتمال آلوده شدن آنها  HCGهورمون و  آلبومین انسانی در مدفوع بیمارانی که پروتئین دفع میکنند

اخله گر محاسبه شد و نتایج از افزودن عوامر مدو بعد  نمونه در قبر S/Cو تغییرات میزان  باشد( غلظتهای بالائی از آنها به نمونه مدفوع اضافه گردید

 .جدول زیر بدست آمد
        

 غلظت آنالیت مداخله گر آنالیت مداخله گر
ارزش نمونه قبر از افزودن 

 ((S/Cآنالیت مداخله گر

ارزش نمونه قبر از افزودن 

 ((S/Cآنالیت مداخله گر 
 تفاوت نتایج)%(

 mg/ml 1 هموگلوبین

0.55 

1.75 

6.1 

0.57 

1.7 

6.2 

3.6 

-2.85 

1.63 

 mg/ml 1 آلبومین انسانی

0.55 

1.75 

6.1 

0.51 

1.79 

5.8 

-7.2 

2.28 

-5 

 HCG 1000 IU/mlهورمون 

0.55 

1.75 

6.1 

0.59 

1.83 

5.9 

7.2 

4.5 

3.27 

 

 واکنش متقاطع: -4

 :ارگانیسمهای زیر نداشتمیکروبر اساس آزمایشات صورت گرفته این کیت هیچگونه واکنش تداخلی با 

Escherichia coli, staphylococcus aureus, pseudomonas aeruginosa, Giardia lamblia, Proteus vulgaris. 

 
 اثر هوک:  -5

 دید.مشاهده نگر ( انجام شد که پدیده هوکH.Pylori ) 1000000 ng/mlاین آزمایش برای نمونه های با غلظت بسیار بالا از آنتی  ن 
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