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SARS-CoV-2 IgM Capture

سنجش آنتی بادی IgM اختصاصی علیه ویروس
 SARS-CoV-2 به روش Capture الایزا

   حیطه کاربرد : 

آنتي  براي تشخيص کيفي وجود  پيشتاز طب،   SARS-CoV-2 IgM Captureالايزاي کيت 
يا  سرم  در   COVID-19 بيماري  عامل   SARS-CoV-2 ويروس  عليه   IgM هاي  بادي 
پلاسماي انسان طراحي شده است. اين کيت به عنوان يک ابزار کمکي در تشخيص بيماران مبتلا 
به بيماريCOVID-19 در ترکيب با ساير تظاهرات باليني به کار  مي رود. اين کيت فقط برای 
مصارف تحقيقاتی )Investigational use only( بوده و نبايد به تنهايی برای تشخيص بالينی 

مورد استفاده قرار بگيرد. 

   مقدمه :

 COVID-19 که در سال ۲۰1۹ در ووهان چين کشف شده و عامل بيماری SARS-CoV-2 ويروس
با ديگر  می باشد، يک کورونا  ويروس RNA دار تک رشته ای است. ژنوم اين ويروس شباهت بسياری 
کوروناويروس ها بالاخص ويروس SARS-CoV و ويروس های کورونای خفاش دارد. اين ويروس در 
انسان باعث ايجاد عفونت و مشکلات تنفسی شديدی می شود. پروتئين ها )آنتی ژن ها(ی زيادی در ساختار 
spike (S), envelope (E), membrane (M)اين ويروس شرکت دارند که شامل آنتی ژن

S که يک  پروتئين  داده است هوموتريمرهای  نشان  وnucleocapsid (N) می باشند. تحقيقات 
پروتئين به شدت گليکوزيله شده می باشد نقش مهمی در ورود ويروس با اتصال به گيرنده هدف در 
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سطح سلول بازی می کند. به نظر می رسد پروتئينS نقش اصلی را در تعامل با سلول های ميزبان 
 RBD (Receptor-Binding Domain) قطعه  بخصوص    S پروتئين   ، رو  اين  از  دارد. 
بادی های  آنتی  از  متنوعی  توليد طيف  به  منجر  است که  بالايی  بسيار  ايمنوژنيسيته  ويژگی  دارای 
خنثی کننده می شود. دمين پروتئين ميخک )S1)spike ، برای تشخيص سرولوژيکی آنتی بادی 
از پروتئينهای S با طول کامل بسيار محافظت شده، اختصاصی تر است.   SARS-CoV-2 های
از طرف ديگر ، آنتي ژن N به عنوان يکی از فراوان ترين آنتي ژن های اين ويروس بهترين گزينه 
براي استفاده در روش هاي تشخيصي ايمونولوژيک مي باشد. اين ويروس از طريق انتقال فرد به فرد 
و توسط قطرات )Droplets( تنفسي ايجاد شده با سرفه يا عطسه ي بيماران مبتلا به اين عفونت 

افراد جديد را آلوده مي کند. 
سيستم ايمني انسان در مقابله با اين ويروس دو نوع آنتي بادي IgM و IgG را توليد و به سيستم 
گردش خون وارد ميکند. وجود آنتي باديهاي IgG وIgM عليه اين ويروس نشان دهنده ي تماس فرد 

با ويروس و ايجاد پاسخ سيستم ايمني بدن بر عليه ويروس مي باشد.
کيت هاي الايزاي SARS-CoV-2 پيشتاز طب با تشخيص کيفي حضور اين آنتي بادي ها در سرم 
يا پلاسماي بيماران مشکوک مي تواند نقش تعيين کننده اي در تشخيص اين بيماري داشته باشد.  

   اساس آزمایش :

Anti- با  پليت  های  چاهک   . است  شده  طراحی   Antibody capture روش  به  کيت  اين 
human IgM antibody پوشانده شده اند. در هنگام آزمايش ، نمونه ها در داخل چاهک رقيق 
 IgM های موجود در نمونه سرم )از جمله IgM می شوند. داخل چاهکها ريخته مي شوند. تمامی
های ضد SARS-CoV-2( به آنتی باديهای کف چاهک متصل می شوند. پس از شستشوی اوليه 
، آنتی باديهای باند نشده جدا شده و در مرحله بعد کنژوگه کيت که شامل آنتی ژن های نوکلئوکپسيد 
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N و اسپايک S ويروس SARS-CoV-2 کنژوگه شده با HRP می باشد، اضافه می گردد که 
آنتی ژن های فوق به IgM اختصاصی SARS-CoV-2 متصل شده و ايجاد کمپلکس می نمايد . 
پس از شستشو ، محلول رنگزا داخل چاهکها ريخته مي شود که شدت رنگ آبي ايجاد شده ، متناسب 
با کمپلکس ايمني تشکيل شده در چاهکها است. افزودن محلول متوقف کننده ، رنگ آبي را به زرد 

تبديل مي نمايد که بهترين جذب نوري را در طول موج 45۰ نانومتر دارد .

   محتویات کیت :

 . Anti- human IgM 1( پليت حاوی چاهکهای پوشش داده شده با

 S و  N ويال حاوی آنتی ژنهای : )Enzyme conj. 20x( ۲۰ x محلول آنزيم کنژوگه غليظ )۲
ويروس، نشاندار شده با پراکسيداز در محلول بافری حاوی پروتئين و نگهدارنده .  

3( محلول رقيق کننده کنژوگه )Conj. Diluent( : ويال حاوی محلول بافری دارای پروتئين و نگهدارنده . 

4( محلول رقيق کننده نمونه  )Sample Diluent(: ويال حاوي محلول ، جهت رقيق کردن نمونه ها .

5( سرم کنترل مثبت  )Positive Control(: ويال حاوی محلول بافری ، دارای پروتئين به عنوان 
پايدار کننده و ۰/۰5 % کاتن به عنوان ماده محافظ و سرم انسانی غير فعال شده ، حاوی آنتی بادی

. SARS-CoV-2 عليه IgM

6( سرم کنترل منفی )Negative Control( : ويال حاوی محلول دارای بافر فسفات و ۰/۰5 % 
.SARS-CoV-2 عليه IgM کاتن به عنوان ماده محافظ و سرم انسانی منفی از نظر آنتی بادی
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7( محلول رنگزای يک مرحله ای  )Chromogen-Substrate(: ويال حاوی محلول تترا متيل بنزيدين 
و آب اکسيژنه )آماده برای مصرف( . 

8( محلول شستشو )Wash Solution( : ويال حاوی محلول شستشوی غليظ )1۰X( . دارای بافر فسفات 
و  ۰/۰5% توئين . 

۹( محلول متوقف کننده )Stop Solution( : ويال حاوی محلول اسيد کلريدريک 1 نرمال .

1۰( برچسب مخصوص پليت . 

توجه: لطفا برای آگاهی از مقادير و حجم محتويات کيت به جدول محتويات داخل جلد بروشور مراجعه نماييد.

   مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نمي باشند :

1( دستگاه الايزاريدر با طول موج 45۰ نانومتر )و در صورت امکان فيلتر 63۰ نانومتر به عنوان رفرانس( . 

۲( سمپلر های 5۰ و 1۰۰ ميکروليتری دقيق .

. 37 °C 3( بن ماری يا انکوباتور

4( آب مقطر .
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   نكات قابل ذکر براي مصرف کنندگان:

1( محتويات اين کيت تنها براي مصرف در همين کيت قابل استفاده هستند .

۲( از مخلوط کردن محتويات کيتها با شماره ساختهاي مختلف جداً خودداري نماييد .

3( اين کيت صرفا جهت اندازه گيري Anti SARS-CoV-2 IgM در سرم و پلاسماي انساني 
طراحي و ساخته شده است .

 HCV وآنتي باديهاي ضد HBsAg 4( کليه مواد موجود در کيت که منشاء سرمي دارند از نظر وجود
و HIV کنترل گرديده اند و فاقد اين عوامل مي باشند، جهت احتياط بهتر است کاربراني که با کيت 

کار مي کنند از تماس مستقيم با مواد بپرهيزند .

5( نمونه بيماران، کنترلها و چاهکهای استفاده شده، بايد به عنوان پسماندهای عفونی در نظر گرفته 
شوند. تمامی محلولهای واکنش گر و معرفها بايد مطابق با مقررات ملی دفع پسماندهای عفونی امحاء 

شوند .

   شرایط نگهداري : 

1( کيت را در يخچال بين دماي ۲ تا 8 درجه سانتي گراد نگهداري نماييد .  

۲( چاهکها را در کيسه مخصوص پليت همراه با نمگير نگهداري نماييد. پايداري پليت پس از باز کردن 
کيسه آن 4 ماه ميباشد .
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3( پايداري محتويات کيت تا پايان مدت انقضاي نوشته شده بر روي هر يک از آنها مي باشد .

4( ممکن است در محلول شستشوي غليظ، کريستال تشکيل شود که اين امر مشکلي را ايجاد نمي 
نمايد. قبل از تهيه محلول شستشوي کار، براي حل شدن کريستالها، ويال را در 37 درجه سانتي گراد 
قرار دهيد. محلول شستشو را به نسبت 1/1۰ با آب مقطر رقيق نماييد، اين محلول )آماده مصرف( به 

مدت يک هفته در شرايط 8-۲ درجه سانتيگراد قابل نگهداري و مصرف مي باشد.

   جمع آوري و آماده سازي نمونه : 

سرم يا پلاسما را مي توان پس از جدا نمودن از سلولهاي خون استفاده نمود، نمونه ميتواند براي مدت 
دو روز در دماي 8 - ۲ درجه سانتي گراد نگهداري شود ولي براي نگهداري بيش از مدت دو روز بايد 
از دماي ۲۰- درجه سانتي گراد استفاده گردد )در ضمن بايد از Freeze-thaw نمودن نمونه پرهيز 

شود(. از نمونه هاي مشکوک به آلودگي ميکروبي جهت انجام آزمايش استفاده نشود .

   آماده سازی اولیه محلولها : 

جهت تهيه محلول شستشوی آماده مصرف ، مقدار مورد نياز را با آب  مقطر به نسبت 1/1۰ رقيق نماييد .

توجه : کنترلهای کيت آماده مصرف بوده و نيازي به رقيق سازي ندارند .

   آماده سازی محلول کونژوگه : 

محلول کنژوگه آماده مصرف : برای تهيه مقدار کنژوگه مورد نياز ، کنژوگه غليظ را توسط محلول 
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رقيق کننده کنژوگه به نسبت 1 به ۲۰ رقيق کنيد . بطور مثال برای تهيه 1ميلی ليتر محلول کنژوگه 
آماده مصرف ، 5۰ ميکروليتر از آنزيم کنژوگه غليظ را با ۹5۰ ميکروليتر محلول رقيق کننده کنژوگه 

به خوبی مخلوط نماييد .

   توضیحات عمومي :

1( قبل از شروع مراحل آزمايش تمام مواد و نمونه ها بايد به درجه حرارت اتاق برسند . 

۲( به محض شروع آزمايش کليه مراحل بايد بدون توقف انجام پذيرند .

3( بايد از نوک سمپلر يک بار مصرف براي هر نمونه استفاده شود .

4( پس از افزودن محلول متوقف کننده، جذب نوري چاهکها حداکثر تا نيم ساعت قابل قرائت مي 
باشد .

5( براي کسب نتايج مطلوب بايد شستشوي چاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخرين قطرات پس 
از شستشو از چاهکها تخليه شوند .   

6( از مهمترين فاکتورها در حصول نتيجه مطلوب، زمان انکوباسيون مناسب مي باشد. بنابراين پيشنهاد 
مي گردد قبل از شروع آزمايش تمام مواد و محلولهاي مورد نياز را آماده نموده و درب آنها را باز کنيد، 

اين عمل با کاهش فاصله زماني بين مراحل سمپلينگ باعث نتايج دقيق تر مي شود .  
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   مراحل انجام آزمایش : 

1( تعداد چاهکهاي مورد نظر را انتخاب کرده و ساير چاهکها را به همراه نمگير درون کيسه مخصوص 
نگهداري پليت قرار داده و درب آن را ببنديد .

۲( 1۰۰ ميکروليتر از محلول رقيق کننده نمونه را به تمام چاهک ها اضافه کنيد . سپس 5۰ ميکرو 
ليتر از کنترل ها و  نمونه ها  را طبق دستور زير در چاهک ها بريزيد، دو چاهک اول را براي بلانک 
و دو چاهک بعدي را براي کنترل منفي در نظر بگيريد. سپس کنترل مثبت را به صورت دوپليکيت 
ريخته و ساير چاهک ها را براي نمونه ها استفاده کنيد. پليت را به آرامی به مدت 3۰ ثانيه تکان دهيد 
تا نمونه ها و کنترل ها به خوبی با محلول رقيق کننده مخلوط شوند، پس از پوشاندن چاهک ها توسط 
برچسب مخصوص پليت، چاهک ها را برای مدت 3۰ دقيقه در دمای 37 درجه سانتی گراد قرار دهيد .

3( محتويات چاهکها را خالي کرده و چاهکها را 5 بار با محلول شستشوي آماده مصرف بشوييد. براي 
شستشو چنانچه دستگاه واشر اتوماتيک در دسترس نباشد مي توان از سمپلر 8 کاناله و يا سرنگ استفاده 
نمود ولي بايد مواظب بود که محلول شستشو از يک چاهک به چاهک ديگر وارد نشود زيرا مي تواند موجب 
ايجاد خطا در نتيجه آزمايش گردد. در هر دفعه شستشو حدود 3۰۰ ميکروليتر محلول شستشو در هر چاهک 
ريخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خالي نماييد و در انتهاي عمليات شستشو، چاهکها را 

در حالت وارونه و با ضربات ملايم بر روي يک پارچه يا کاغذ نمگير بکوبيد تا قطرات اضافي خارج شوند .

4( 1۰۰ ميکروليتر از محلول آنزيم کنژوگه آماده مصرف را داخل چاهکها به استثناي چاهک های 
بلانک بريزيد، پس از پوشاندن چاهکها توسط برچسب مخصوص پليت، چاهکها را به مدت 3۰ دقيقه 

در دماي 37 درجه سانتي گراد قرار دهيد . 
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بار با محلول شستشوي آماده مصرف بشوييد )  5( محتويات چاهکها را خالي کرده و چاهکها را 5 
همانند بند 3( .

نماييد،  اضافه  چاهکها  همه  به   )Chromogen-Substrate( رنگزا  محلول  ميکروليتر   1۰۰)6
چاهکها را به مدت 15 دقيقه در درجه حرارت اتاق و در تاريکي قرار دهيد .

چاهک،  هر  به   )Stop Solution( کننده  متوقف  محلول  ميکروليتر   1۰۰ کردن  اضافه  با   )7
واکنشهاي آنزيمي را متوقف نماييد. براي سنجش جذب نوري هر چاهک از دستگاه الايزاريدر با فيلتر 
nm 45۰ استفاده نموده و جذب نوري چاهکها را قرائت نماييد. توصيه ميشود از فيلتر nm 63۰ به 

عنوان فيلتر رفرانس استفاده گردد .

   ارزشیابي آزمایش : 

اين آزمايش با داشتن شرايط زير ارزشمند و قابل گزارش تلقي مي گردد :

- جذب نوري کمتر از ۰/۰5 براي بلانک، در صورت بيشتر بودن جذب نوري بلانک، احتمالًا محلول 
رنگزا آلوده شده است .

- جذب نوري کمتر از ۰/1 براي کنترل منفي، در صورت بيشتر بودن اين جذب نوري، احتمالًا شستشو 
به طور صحيح صورت نگرفته است، آزمايش را دوباره انجام داده و در مراحل شستشو دقت کنيد .      

- جذب نوري بيشتر از ۰/6 براي کنترل مثبت .
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   محاسبه نتایج : 

از هر دستگاه الايزاريدر با قابليت سنجش جذب نوری در طول موج nm 45۰ می توان استفاده نمود .

1( جذب نوری کنترلها و نمونه ها را به کمک دستگاه الايزاريدر در طول موج nm 45۰ و در صورت 
امکان در مقابل فيلتر رفرانس  nm 63۰ اندازه گيری کنيد .

۲( جذب نوری بلانک را از کنترلها و نمونه ها کم کنيد .

3( مقدار Cut-Off را طبق فرمول زير بدست آوريد .

Cut-Off value = ۰/۲۰ +  ميانگين جذبهای نوری کنترل منفی

Cut-off Index (COI) = OD of sample/Cut-off value

بر اساس اين فرمول مقادير بالاتر از 1/1 مثبت و پايين تر از ۰/۹ منفي قلمداد مي شوند. نمونه هايي 
که مقدار ايندکس آنها بين 1/1- ۰/۹ مي باشد مشکوک بوده و بايد پس از مدتي با استفاده از سرم يا 

پلاسماي تازه مجدداً آزمايش شوند .

 Cut-off 4( برای تعيين جوابهای مثبت و منفی ، مقدار ايندکس را از تقسيم جذب نوری نمونه بر مقدار
بدست آوريد :
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   بررسی نتایج : 

 SARS-CoV-2 عليه IgM جواب منفي نشان دهنده عدم وجود مقادير قابل تشخيص آنتي بادي
مي باشد. جواب مثبت نشان دهنده وجود آنتي بادي IgM عليه SARS-CoV-2 مي باشد. با توجه 
به اينکه پاسخ سيستم ايمنی بدن در واکنش به عفونت ويروس عامل COVID-19 تاخيری است، 
نتيجه منفی آزمايشهای سرولوژی مبتنی بر آنتی بادی، عفونت SARS-CoV-2 را رد نميکند )منفی 
کاذب(. خصوصاً در افرادی که در تماس و مواجهه با ويروس قرار داشته اند. به منظور رد عفونت در 
چنین افرادی، باید آزمایشهای پیگیرانه با استفاده از روشهای تشخیص مولكولی انجام شود.   

نتايج اين کيت نبايد به عنوان تنها شاخص تشخيص بيماري استفاده شود. 
در تفسير نتايج اين کيت بايد به نتيجه تست IgG  و همچنين وجود علائم باليني، فاصله زماني بين 
شروع علائم و اخذ نمونه خون و ساير تست هاي تشخيصي از جمله تست هاي مولکولي و تصويربرداري 

نيز توجه شود و نتايج بر اساس ساير موارد ذکر شده تفسير گردد.
با وجود ويژگي مناسب اين کيت، نتيجه مثبت کاذب آنتي بادي IgM ممکن است مربوط به واکنش 
متقاطع با آنتي بادي هاي از قبل توليد شده و يا ديگر عوامل رخ دهد. نتايج مثبت اين کيت بايد قبل از 

تصميم گيري در مورد نتيجه آزمايش با يافته هاي باليني انطباق داده شود.
از آنجا که افراد حامل ويروس، در سير عفونت و بيماری، ميتوانند هم پاسخ آنتی بادی منفی و هم مثبت داشته 
 SARS-CoV-2 باشند، نتايج آزمايش آنتی بادی نبايد به تنهايی برای تشخيص بيماری و يا رد عفونت با

و يا تعيين و اعلام وضعيت عفونت )infection status( مورد استفاده قرار گيرد )مثبت و منفی کاذب(.
با توجه به اينکه از طريق آزمايش نمونه های سرمی آرشيوی مربوط به ماهها پيش از شيوع عفونت 
 OC43 ,NL63 ,HKU1 مشخص شده است که کورونا ويروسهايی نظير ،SARS-CoV-2 با
229E ممکن است باعث نتايج مثبت آزمايش سرولوژی شوند، اين احتمال وجود دارد که نتيجه مثبت 
يک فرد ناشی از عفونت فعلی و يا قديمی با کورونا ويروس های غير از SARS-CoV-2 باشد. از 
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آنجائيکه دسترسی به نمونه کورونا ويروس های ياد شده برای توليد کننده ميسر نبود، اين مورد در تفسير 
نتايج مورد توجه قرار گيرد )مثبت کاذب(.   

نتيجه منفي نمي تواند وجود بيماري را رد نمايد بويژه در افرادي که علايم باليني دارند و يا با بيمار مبتلا 
تماس قبلي داشته است.

اين تست براي غربالگري و بيماريابي و يا استفاده در سرويس هاي انتقال خون طراحي نشده است. 

   شاخصهای اجرایی : 

1( حساسیت : تعداد ۹1 نمونه سرم در روزهای مختلف پس از شروع علايم بالينی از 5۹ بيمار دارای 
علايم بالينی بستری در بيمارستان که تست RT-PCR مثبت داشتند گردآوری گرديد . مدت زمان 
شروع علايم بالينی تا زمان اخذ نمونه از ۲ تا 3۰ روز بود . علاوه بر اين تعداد 34 نمونه سرم از افراد 
بالينی بوده و تست RT-PCR مثبت داشتند گرفته شد .  بهبود يافته از بيماری که دارای علايم 
تمامی نمونه ها با کيت مورد ازمايش قرار گرفت . حساسيت کيت بر اساس يافته های حاصل شده 

در جدول زير آمده است .  

6-0 روز

بیشتر از 15 روز

14-7 روز

حساسیت %موارد منفیموارد مثبتتعداد نمونه
 )حدود اطمینان 95درصد (

۲6
48
51

83۰/7 )13-48/5 %( 18
41
4۰

85/4 % )75/4 – ۹5/4 %(
78/4 % )67/1-8۹/7%(

7
11

 روز بعد از شروع
علایم بالینی
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2( اختصاصیت : 556 عدد سرم منفي اخذ شده مربوط به يک تا  دوسال قبل که در شرايط مناسب 
نگهداري شده بود آزمايش شدند که با روش اين کيت 553 نمونه منفي بودند. بر اساس نتايج بدست 
آمده اختصاصيت اين کيت ۹۹/4 درصد) با حدود اطمينان ۹5 درصد معادل%1۰۰- ۹8/8 ( مي باشد .

3( دقت آزمایش : جهت بررسي تکرار پذيري کيت، آزمون هاي دقت درون سنجي )در يک کيت( و 
ميان سنجي )بين چند کيت از يک سري ساخت( بوسيله يک نمونه سرمی منفي و يک نمونه سرمی 

مثبت ضعيف و يک نمونه سرمي مثبت قوی انجام شد که نتايج آن در جداول مربوطه آمده است .

: )Intra- assay( آزمون دقت درون سنجی

نمونه منفی

نمونه مثبت قوی

نمونه مثبت ضعیف

SDCVمیانگین جذب نوریتعداد دفعات تكرار تست
(%)

۲۰
۲۰
۲۰

۰/۰466/5 ۰/۰۰3
۰/34
1/37

5/8
4/3

۰/۰۲
۰/۰6

: )Inter- assay( آزمون دقت میان سنجی

نمونه منفی

نمونه مثبت قوی

نمونه مثبت ضعیف

SDCVمیانگین جذب نوریتعداد دفعات تكرار تست
(%)

۲۰۰/۰488/3 ۰/۰۰4
۰/35
1/34

6/8
6/5

۰/۰۲4
۰/۰87

۲۰
۲۰



14

SARS-CoV-2 IgM Capture

آنالیت مداخله گر
غلظت آنالیت
مداخله گر 

تفاوت نتایج 
)%(

ارزش نمونه قبل از افزودن 
)S/C( آنالیت مداخله گر

ارزش نمونه بعد از افزودن 
)S/C( آنالیت مداخله گر

هموگلوبين

تری گليسريد

بيلی روبين

1 mg/ml

3۰۰۰ mg/dL

۲۰ mg/dL

7/4
1/8
۰/5

7/4
1/8
۰/5

7/4
1/8
۰/5

7/3
1/7
۰/48

7/5
1/85
۰/5

7/4
1/87
۰/53

-1/3
-5/6
-4/۰

1/3
۲/7
۰/۰

۰/۰
3/8
6/۰

4( تداخل: جهت بررسي تداخل کيت به سه نمونه سرم، مقادير زير از عوامل مداخله گر هموگلوبين، 
تري گليسريد و بيلي روبين اضافه و تغييرات ميزان S/C نمونه در قبل و بعد از افزودن عوامل مداخله 

گر محاسبه شد و نتايج جدول زير بدست آمد.

جدول نتایج:

علاوه بر اين تعداد 14 نمونه با تست ANA مثبت و ۲۰ نمونه مثبت با تست انتی بادی آنفلوانزا با 
روش HI ) نمونه های پس از واکسيناسيون ( با کيت مورد آزمايش قرار گرفت و همه نمونه ها از نظر 

انتی بادی IgM با اين کيت منفی گزارش شدند . 
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