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اختصاصی علیه ویروسIgGسنجش آنتی بادي
SARS-CoV-2به روش الایزا

: حیطه کاربرد 
SARS-CoV-2کیت الایزاي (IgG)بادیهاي پیشتاز طب، براي تشخیص کیفی وجود آنتیIgGعلیه ویروسSARS-CoV-2 بیماريعاملCOVID-19 در سرم یا

دریاوبالینیتظاهراتسایرباترکیبدرCOVID-19از این کیت به عنوان یک ابزار کمکی در تشخیص بیماران مبتلا به بیماري. پلاسماي انسان طراحی شده است
یقاتیمصارف تحقيفقط براتیکنیا.رودمیکاربهتماس قبلی یا احتمال ابتلا وباديآنتیوجودازاطمینانبرايعمومیجمعیتدرباديآنتیوجودشناسایی

)Investigational Use Only (ردیمورد استفاده قرار بگینیبالصیموارد تشخيبرایبه تنهائدیبوده و نبا.

:مقدمه 
ژنوم این ویروس . اي استدار تک رشتهRNAباشد، یک کروناویروس میCOVID-19در ووهان چین کشف شده و عامل بیماري 2019که در سال SARS-CoV-2ویروس 

. این ویروس در انسان باعث ایجاد عفونت و مشکلات تنفسی شدیدي میشود. و ویروسهاي کروناي خفاش داردSARS-CoVدیگر کروناویروسها بالاخص ویروس باشباهت بسیاري
spikeژنساختار این ویروس شرکت دارند که شامل آنتیي زیادي در )ژنهاآنتی(پروتئینها (S) ,envelope (E),membrane (M) وnucleocapsid (N)باشند و تحقیقات می

این ویروس از . این ویروس بهترین گزینه براي استفاده در روشهاي تشخیصی ایمونولوژیک میباشدهايژنترین آنتیفراوانیکی از به عنوان Nژن نشان داده است آنتی
. ي بیماران مبتلا به این عفونت افراد جدید را آلوده میکندتنفسی ایجاد شده با سرفه یا عطسه) Droplets(طریق انتقال فرد به فرد و توسط قطرات 

علیه این IgMو IgGآنتی بادیهاي وجود . کندرا تولید و به سیستم گردش خون وارد میIgGو IgMبادي ن ویروس دو نوع آنتیسیستم ایمنی انسان در مقابله با ای
.بر علیه ویروس می باشدویروس نشان دهنده تماس فرد با ویروس و ایجاد پاسخ سیستم ایمنی بدن

اي در تشخیص این تواند نقش تعیین کنندهبادیها در سرم یا پلاسماي بیماران مشکوك میپیشتاز طب با تشخیص کیفی حضور این آنتیSARS-CoV-2ت الایزاي کی
.تشخیص دهدعلامت ابتلا و یا بهبود یافته از این بیماري را تا مدتها پس از بهبود تواند موارد بیاین کیت همچنین می. بیماري داشته باشد

:ساس آزمایش ا
در هنگام آزمایش، نمونه هاي رقیق شده به داخل ). coating(پوشانده شده اند SARS-CoV-2ویروس ) پوشش هسته(Nهاي پلیت توسط آنتی ژنهاي در این کیت چاهک

سپس پس از شستشو با . هاي کف چاهک متصل می گردندها به آنتی ژناین آنتی بادي SARS-CoV-2نتی ژنهايآدر صورت وجود آنتی بادي علیه . چاهکها ریخته می شوند
نشاندار شده نیز به آنها متصل IgG، آنتی هیومن IgGاز نوع SARS-CoV-2متصل شده، در صورت وجود آنتی بادي هاي ضد HRPکه به آنزیم IgGافزودن آنتی بادي ضد 

افزودن محلول متوقف . ها استته می شود که شدت رنگ آبی، متناسب با کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکپس از شستشو، محلول رنگزا داخل چاهکها ریخ. می گردد
.نانومتر دارد 450کننده، رنگ آبی را به زرد تبدیل می نماید که بهترین جذب نوري را در طول موج 

:محتویات کیت 
SARS-CoV-2ویروس ) پوشش هسته(Nپوشش داده شده با آنتی ژنهاي حاوي چاهکهاي پلیت ) 1

.اوي محلول جهت رقیق کردن نمونه هاحویال ): Sample Diluent(محلول رقیق کننده نمونه ) 2
. انسانی متصل شده به آنزیم پراکسیدازIgGویال حاوي محلول آنتی بادي ضد ): Enzyme Conjugate(محلول آنزیم کنژوگه آماده مصرف ) 3
کاتن به عنوان ماده محافظ و سرم انسانی غیر فعال شده، حاوي % 05/0ویال حاوي محلول بافري، داراي پروتئین به عنوان پایدار کننده و ): Positive Control(سرم کنترل مثبت ) 4

.SARS-CoV-2علیهIgGآنتی بادي 
-SARSعلیه IgGکاتن به عنوان ماده محافظ و سرم انسانی منفی از نظر آنتی بادي % 05/0محلول داراي بافر فسفات و حاويویال ): Negative Control( سرم کنترل منفی ) 5

CoV-2.
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) .آماده براي مصرف(ویال حاوي تترا متیل بنزیدین و آب اکسیژنه ): Chromogen-Substrate(محلول رنگزاي یک مرحله اي ) 6
جهت تهیه محلول شستشوي آماده مصرف، مقدار مورد . توئین% 05/0داراي محلول بافر فسفات و ) x10(ویال حاوي محلول شستشوي غلیظ): Wash Buffer(محلول شستشو ) 7

.رقیق نمایید 10/1نیاز را با آب مقطر به نسبت 
Stop(محلول متوقف کننده ) 8 Solution :(نرمال 1ریک ویال حاوي اسید کلرید.
. برچسب مخصوص پلیت ) 9

:مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نمی باشند
) .نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس630و در صورت امکان (نانومتر 450دستگاه الایزاریدر داراي فیلتر ) 1
.سمپلر هاي دقیق ) 2
.آب مقطر ) 3
.درجه سانتی گراد 37دستگاه انکوباتور ) 4

:قابل ذکر براي مصرف کنندگاننکات 
.محتویات این کیت تنها براي مصرف در همین کیت قابل استفاده هستند ) 1
Anti SARS-CoV-2این کیت صرفا جهت اندازه گیري) 2 IgG در سرم و پلاسماي انسانی طراحی و ساخته شده است.
.خودداري نمایید از مخلوط کردن محتویات کیتها با شماره ساختهاي مختلف جداً ) 3
کنترل گردیده اند و فاقد این عوامل می باشند، جهت احتیاط بهتر HIVو HCVوآنتی بادیهاي HBsAgکلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرمی دارند از نظر وجود ) 4

.است کاربرانی که با کیت کار می کنند از تماس مستقیم با مواد بپرهیزند 
محلولهاي واکنش گر و معرفها باید مطابق با تمام. باید به عنوان پسماندهاي عفونی در نظر گرفته شوند،کنترلها و چاهکهاي استفاده شدهاستانداردها،ونه بیماران،من) 5

.مقررات ملی دفع پسماندهاي عفونی امحاء شوند 

: شرایط نگهداري 
.  داري نمایید درجه سانتی گراد نگه8تا 2کیت را در یخچال بین دماي ) 1
.ماه میباشد 4پایداري پلیت پس از باز کردن کیسه آن . چاهکها را در کیسه مخصوص پلیت همراه با نمگیر نگهداري نمایید) 2
.پایداري محتویات کیت تا پایان مدت انقضاي نوشته شده بر روي هر یک از آنها می باشد ) 3
قبل از تهیه محلول شستشوي کار، براي حل شدن کریستالها، ویال را در .تشکیل شود که این امر مشکلی را ایجاد نمی نمایدممکن است در محلول شستشوي غلیظ کریستال ) 4

راد گدرجه سانتی2- 8به مدت یک هفته در شرایط ) آماده مصرف(این محلول ، با آب مقطر رقیق نمایید10/1محلول شستشو را به نسبت . درجه سانتی گراد قرار دهید37
.قابل نگهداري و مصرف می باشد 

: جمع آوري و آماده سازي نمونه
درجه سانتی گراد نگهداري شود ولی براي 2- 8تواند براي مدت دو روز در دماي سرم یا پلاسما را می توان پس از جدا نمودن از سلولهاي خون استفاده نمود، نمونه می

از نمونه هاي مشکوك به ). نمودن نمونه پرهیز شودFreeze-thawدر ضمن باید از (سانتی گراد استفاده گردد درجه -20نگهداري بیش از مدت دو روز باید از دماي 
.ه نشودآلودگی میکروبی جهت انجام آزمایش استفاد

: آماده سازي اولیه نمونه ها 
) . میکرولیتر محلول رقیق کننده نمونه1000میکرولیتر نمونه با 10(رقیق کنید 101به 1نمونه ها را با کمک محلول رقیق کننده نمونه به نسبت 
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.کنترلهاي کیت آماده مصرف بوده و نیازي به رقیق سازي ندارند : توجه 

:توضیحات عمومی 
. قبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه ها باید به درجه حرارت اتاق برسند ) 1
.به محض شروع آزمایش کلیه مراحل باید بدون توقف انجام پذیرند ) 2
.باید از نوك سمپلر یک بار مصرف براي هر نمونه استفاده شود ) 3
.حداکثر تا نیم ساعت قابل قرائت می باشد پس از افزودن محلول متوقف کننده، جذب نوري چاهکها) 4
.   صورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیه شوند ه براي کسب نتایج مطلوب باید شستشوي چاهکها ب) 5
ردد قبل از شروع آزمایش تمام مواد و محلولهاي مورد نیاز را بنابراین پیشنهاد می گ. از مهمترین فاکتورها در حصول نتیجه مطلوب، زمان انکوباسیون مناسب می باشد) 6

. آماده نموده و درب آنها را باز کنید، این عمل با کاهش فاصله زمانی بین مراحل سمپلینگ باعث نتایج دقیق تر می شود 

: مراحل انجام آزمایش
.همراه نمگیر درون کیسه مخصوص نگهداري پلیت قرار داده و درب آن را ببندید ها را به تعداد چاهکهاي مورد نظر را انتخاب کرده و سایر چاهک) 1
دو چاهک اول را براي بلانک و دو چاهک بعدي را براي ،میکرولیتر از نمونه هاي آماده شده را طبق دستور زیر در چاهک ها بریزید100میکرولیتر از کنترل ها و 100) 2

ها توسط برچسب پس از پوشاندن چاهک،نترل مثبت را به صورت دوپلیکیت ریخته و سایر چاهک ها را براي نمونه ها استفاده کنیدسپس ک. کنترل منفی در نظر بگیرید
.درجه سانتی گراد قرار دهید 37دقیقه در دماي 30مدت مخصوص پلیت، چاهکها را براي 

براي شستشو چنانچه دستگاه واشر اتوماتیک در دسترس نباشد می توان از . تشوي آماده مصرف بشوییدبار با محلول شس5ها را ها را خالی کرده و چاهکمحتویات چاهک) 3
ا در نتیجه آزمایش کاناله و یا سرنگ استفاده نمود ولی باید مواظب بود که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا می تواند موجب ایجاد خط8سمپلر 

میکرولیتر محلول شستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خالی نمایید و در انتهاي عملیات شستشو، 300شستشو حدود در هر دفعه. گردد
.چاهکها را در حالت وارونه و با ضربات ملایم بر روي یک پارچه یا کاغذ نمگیر بکوبید تا قطرات اضافی خارج شوند 

ها توسط برچسب مخصوص پلیت، پس از پوشاندن چاهک،ها به استثناي چاهک بلانک بریزیداز محلول آنزیم کنژوگه آماده مصرف را به داخل چاهکمیکرولیتر100) 4
.درجه سانتی گراد قرار دهید 37دقیقه در دماي 30ها را به مدت چاهک

) 3همانند بند . (تشوي آماده مصرف بشوییدبار با محلول شس5ها را ها را خالی کرده و چاهکمحتویات چاهک) 5
.دقیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریکی قرار دهید 15ها را به مدت چاهک،ها اضافه نماییدبه همه چاهک) Chromogen-Substrate(میکرولیتر محلول رنگزا 100) 6
براي سنجش جذب نوري هر چاهک از دستگاه . به هر چاهک، واکنشهاي آنزیمی را متوقف نمایید) Stop Solution(میکرولیتر محلول متوقف کننده 100با اضافه کردن ) 7

.به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گردد nm630شود از فیلتر توصیه می. ها را قرائت نمائیداستفاده نموده و جذب نوري چاهکnm450الایزاریدر با فیلتر 

:ارزشیابی آزمایش 
:این آزمایش با داشتن شرایط زیر ارزشمند و قابل گزارش تلقی می گردد 

.براي بلانک، در صورت بیشتر بودن جذب نوري بلانک احتمالاً محلول رنگزا آلوده شده است 05/0جذب نوري کمتر از-
ستشو به طور صحیح صورت نگرفته است، آزمایش را دوباره انجام داده و در براي کنترل منفی، در صورت بیشتر بودن این جذب نوري، احتمالاً ش1/0جذب نوري کمتر از -

.      مراحل شستشو دقت کنید 
. براي کنترل مثبت 6/0جذب نوري بیشتر از -

: محاسبه نتایج 
.می توان استفاده نمود nm450از هر دستگاه الایزاریدر با قابلیت سنجش جذب نوري در طول موج 

.بخوانید nm630و در صورت امکان در مقابل فیلتر رفرانسnm450کنترلها و نمونه ها را به کمک دستگاه الایزاریدر در طول موج جذب نوري) 1
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.جذب نوري بلانک را از کنترلها و نمونه ها کم کنید ) 2
.را طبق فرمول زیر بدست آورید Cut Offمقدار ) 3

Cut Off value= میانگین جذبهاي نوري کنترل منفی + 15/0

:بدست آورید Cut-offبراي 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 بوده و باید 9/0-1/1نمونه هایی که مقدار ایندکس آنها بین . منفی قلمداد می شوند9/0پایین تر از مثبت و 1/1بر اساس این فرمول مقادیر بالاتر از 
.پس از مدتی با استفاده از سرم یا پلاسماي تازه مجدداً آزمایش شوند 

: بررسی نتایج 
عفونتبهواکنشدربدنایمنیسیستمبا توجه به اینکه پاسخ. می باشدSARS-CoV-2علیهIgGجواب منفی نشان دهنده عدم وجود مقادیر قابل تشخیص آنتی بادي 

افراديدرخصوصاً). کاذبمنفی(کند نمیردراSARS-CoV-2عفونتبادي،آنتیبرمبتنیسرولوژيآزمایشهايمنفینتیجهاست،تاخیريCOVID-19عاملویروس
انجاممولکولیتشخیصروشهايازاستفادهباپیگیرانهآزمایشهايبایدافرادي،چنیندرعفونتردمنظوربه. اندداشتهقرارویروسبامواجههوتماسدرکه

.شود
. نتایج این کیت نباید به عنوان تنها شاخص تشخیص بیماري استفاده شود

و همچنین وجود علائم بالینی، فاصله زمانی بین شروع علائم و اخذ نمونه خون و سایر تست هاي تشخیصی از جمله IgMدر تفسیر نتایج این کیت باید به نتیجه تست 
در صورت منفی بودن جواب آزمایش و شک به وجود بیماري توصیه . تست هاي مولکولی و تصویربرداري نیز توجه شود و نتایج بر اساس سایر موارد ذکر شده تفسیر شود

.بت به اخذ نمونه مجدد و تکرار آزمایش پس از یک تا دو هفته اقدام شودمی شود نس
نتایج . ممکن است مربوط به واکنش متقاطع با آنتی بادیهاي از قبل تولید شده و یا دیگر عوامل رخ دهدIgGبا وجود ویژگی مناسب این کیت، نتیجه مثبت کاذب آنتی بادي 

.در مورد نتیجه آزمایش با یافته هاي بالینی انطباق داده شودمثبت این کیت باید قبل از تصمیم گیري 
.ویژه در افرادي که علایم بالینی دارند و یا با بیمار مبتلا تماس قبلی داشته استه تواند وجود بیماري را رد نماید بنتیجه منفی نمی

يبراییبه تنهادینبايبادیآنتشیآزماجیو هم مثبت داشته باشند، نتایمنفيبادیهم پاسخ آنتتوانندیم،يماریعفونت و بریدر سروس،یاز آنجا که افراد حامل و
).کاذبیمثبت و منف(ردیقرار گهمورد استفاد) infection status(عفونت تیو اعلام وضعنییتعایو SARS-CoV-2رد عفونت با ایو يماریبصیتشخ

رینظییروسهایو، مشخص شده است که کوروناSARS-CoV-2عفونت با وعیاز ششیمربوط به ماهها پيویآرشیسرمينمونه هاشیآزماقیاز طرنکهیبا توجه به ا
HKU1, NL63, OC43, or 229Eایویاز عفونت فعلیناشفرد کیمثبت جهیاحتمال وجود دارد که نتنیشوند، ايسرولوژشیمثبت آزماجیممکن است باعث نتا

آنجایی که دسترسی به نمونه کروناویروسهاي یاد شده براي تولید کننده میسر نبود، این مورد در تفسیر نتایج مورد از . باشدSARS-CoV-2از ریغيهاهیبا سویمیقد
).مثبت کاذب(توجه قرار گیرد

.  این تست براي غربالگري و بیماریابی و یا استفاده در سرویس هاي انتقال خون طراحی نشده است

: شاخصهاي اجرایی 
ست دبا توجه به نتایج ب. مورد مثبت بودند32آزمایش شدند که عدد سرم مثبت تائید شده با روش مولکولی، علائم بالینی و تصویربرداري ریه با این کیت 34: حساسیت) 1

.درصد می باشد SARS-CoV-2،1/94علیهIgGآمده حساسیت کیت جهت اندازه گیري آنتی بادي 
. نمونه منفی بودند109کیت سال قبل که در شرایط مناسب نگهداري شده بود آزمایش شدند که با روش اینعدد سرم منفی اخذ شده مربوط به دو111: اختصاصیت) 2

.درصد می باشد 3/98بر اساس نتایج بدست آمده اختصاصیت این کیت 
یک نمونه بوسیله) بین چند کیت از یک سري ساخت(و میان سنجی ) در یک کیت(جهت بررسی تکرار پذیري کیت، آزمون هاي دقت درون سنجی : دقت آزمایش) 3

.آمده است مربوطهانجام شد که نتایج آن در جداول سرمی منفی و یک نمونه سرمی مثبت ضعیف و یک نمونه سرمی مثبت قوي
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):Intra-assay(آزمون دقت درون سنجی
% SDCVمیانگین جذب نوريتعداد دفعات تکرارتست

20027/0002/04/7نمونه منفی
20247/002/01/8نمونه مثبت ضعیف 

2041/1038/07/2نمونه مثبت قوي

-Inter):سنجیمیاندقتآزمون assay)

% SDCVمیانگین جذب نوريتعداد دفعات تکرار تست

20026/00022/046/8نمونه منفی
20254/0023/005/9نمونه مثبت ضعیف 

2041/104/084/2نمونه مثبت قوي

قبلدرنمونهS/Cمیزانتغییراتواضافهروبینبیلیوگلیسریدتريهموگلوبین،گرمداخلهعواملاززیرمقادیرسرمنمونهسهبهکیتتداخلبررسیجهت:تداخل) 4
.آمدبدستزیرجدولنتایجوشدمحاسبهگرمداخلهعواملافزودنازبعدو

:نتایججدول

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

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

تفاوت نتایج 
(%)

mg/ml 1هموگلوبین
0.87
8.63
12.5

0.81
8.68
12.1

-6.89
0.58
-3.2

mg/dL 3000تري گلیسرید
0.87
8.63
12.5

0.83
8.67

12.62

-4.59
0.46
0.96

20بیلی روبین mg/dL
0.87
8.63
12.5

0.88
8.66

12.67

1.15
0.35
1.36
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SARS-CoV-2یشانجام آزماروش IgGبه صورت شماتیک

.رقیق کنید 101به 1نمونه ها را با کمک محلول رقیق کننده نمونه به نسبت 
SARS-CoV-2چاهکهاي کوت شده با آنتی ژن هاي اختصاصی 

نمونه کنترل ها بلانک محلولها
- میکرولیتر100 - کنترل ها

میکرولیتر100 - - نمونه آماده شده

. درجه سانتی گراد انکوبه نمایید 37دقیقه در دماي 30چسب مخصوص پلیت بپوشانید و آن را به مدت بردهانه چاهک ها را با 
.بار چاهکها را بشویید 5طبق دستور شستشو، . برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید

میکرولیتر100 میکرولیتر100 - آنزیم کنژوگه

. درجه سانتی گراد انکوبه نمایید37دقیقه در دماي 30چسب مخصوص پلیت بپوشانید و آن را به مدت بردهانه چاهک ها را با 
.بار چاهکها را بشویید 5طبق دستور شستشو، . برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 رنگزامحلول 
.انکوبه کنیددقیقه در دماي اتاق و در تاریکی 15پلیت را به مدت 

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده
قرائت ) نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس630و در صورت امکان (نانومتر 450جذب نوري چاهکها را در مقابل بلانک و در طول موج 

.کنید 
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جدول محتویات کیت

تستی192فرمت تستی96فرمت محتویات کیت
پلیت

Plate
1 × 96 Wells2 × 96 Wells

رقیق کننده نمونهمحلول 
Sample Diluent

2 × 50 ml2 × 100 ml

کونژوگهآنزیممحلول
Enzyme Conjugate

1 × 12 ml2 × 12 ml

کنترل مثبت 
Positive Control

1 × 1 ml1 × 2 ml

کنترل منفی
Negative Control

1 × 1 ml1 × 2 ml

محلول رنگزاي یک مرحله اي
Chromogen - Substrate

1 × 12 ml2 × 12 ml

محلول شستشو
Wash Solution

1 × 50 ml2 × 50 ml

محلول متوقف کننده
Stop Solution

1 × 12 ml2 × 12 ml

برچسب مخصوص پلیت
Cardboard Sealer

12


