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SARS-CoV-2 Neutralizing Ab

کیت سنجش آنتي بادي خنثی کننده
SARS-CoV-2 به روش الايزا

   حیطه کاربرد : 

کیت سنجش آنتي بادي خنثی کننده SARS-CoV-2 پيشتاز طب، براي سنجش کمی حضور آنتي 
بادي‌های خنثی کننده SARS-CoV-2 در سرم انسان طراحي شده است. از اين کيت می‌توان برای 
شناسایی سطح آنتی بادی‌های خنثی کننده در  افراد بهبود یافته از بیماری کووید-19 و یا به صورت 
بالقوه در افراد واکسینه شده با واکسن SARS-CoV-2 استفاده نمود. این کیت فقط برای مصارف 

تحقیقاتی Investigational Use Only قابل استفاده است.

   مقدمه :

ویروس SARS-CoV-2 عامل بیماری کووید-19 به صورت کروناويروس دارای RNA تک رشته اي همراه 
 ،)Spike( می باشد. در ساختار این ویروس چندین پروتئین ساختاری شامل میخک )Envelop( با پوشش
پوشش، غشا و نوکلئوکپسید وجود دارد.  پروتئین میخک  حاوی دومن متصل به گیرنده )RBD( است که 
شناسایی و اتصال به گیرنده سطح سلول ها به نام آنزیم مبدل آنژیوتانسین ACE2( 2( را به عهده دارد. تحقیقات 
انجام شده نشان می‌دهد RBD این ویروس با قدرت بالایی با گیرنده ACE2 انسانی میانکنش می دهد که 
 SARS-CoV-2 منجر به اندوسیتوز به داخل سلول های ریوی و تکثیر ویروس می گردد. عفونت با ویروس
باعث القای پاسخ های ایمنی اکتسابی شده و در نتیجه آنتی بادی های اختصاصی علیه آنتی ژن های ویروسی در 
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گردش خون بیماران یافت می شود. جالب توجه اینکه تمامی آنتی بادی های تولید شده قدرت مهار اتصال ویروس 
به گیرنده سطح سلول های میزبان و مهار تکثیر ویروس را ندارند. تنها بخشی از این آنتی بادی ها که توان مهار و 
خنثی سازی ویروس را دارند به عنوان آنتی بادی های خنثی کننده در نظر گرفته می شوند. بنابراین آنتی بادی های 
اختصاصی بر علیه RBD  می تواند از طریق مهار اتصال RBD-ACE2  نقش محافظت کننده و خنثی کننده 
داشته باشند. مشاهداتی مبنی بر ارتباط تیتر آنتی بادی ضد پروتئین میخک و آنتی بادی خنثی کننده وجود دارد اما 
سنجش این آنتی بادی های خنثی کننده می تواند دلیلی غیر مستقیم بر مصونیت در افراد باشد که نیازمند مشاهدات 
تاییدی می باشد .  حساسیت کیت سنجش آنتي بادي خنثی کننده   SARS-CoV-2 در روزهای اولیه پس از 
عفونت با SARS-CoV-2 مشخص نمی باشد. نتایج منفی عفونت حاد با این ویروس را منتفی نمی کند. نتایج 
مثبت کاذب به علت واکنش متقاطع آنتی بادی های از قبل تولید شده یا دلایل احتمالی دیگر ممکن است رخ دهد. 

   اساس آزمايش :

در اين کیت چاهکهاي پلیت توسط آنتي ژن RBD  پوشانده شده اند. در هنگام آزمايش ، نمونه  سرم 
بیمار همزمان با ACE2 کونژوگه با HRP  به داخل چاهکها ريخته مي شوند . در صورت وجود آنتي 
بادی های خنثی کننده ضد RBD-SARS-CoV-SARS 2 ، اين آنتی بادیها به آنتي ژنهای کف 
چاهک متصل مي گردند و در نتیجه از اتصال کونژوگه به RBD ممانعت می شود. پس از شستشو و 
خروج مواد اتصال نیافته، محلول رنگزا داخل چاهکها ريخته مي شود که شدت رنگ آبي ، رابطه معکوس 
با کمپلکس ايمني تشکیل شده در چاهکها  دارد.  افزودن محلول متوقف کننده ، رنگ آبي را به زرد تبديل 

مي نمايد که بهترين جذب نوري را در طول موج 450 نانومتر دارد .
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   محتويات يكت :

  RBD 1( یک عدد پليت دارای 96 عدد چاهک هاي پوشش داده شده با آنتي ژن

2(  سری استانداردها )Standard Set( : شامل 5 ویال 1 میلی لیتری از استاندارد با غلظت های  1‚ 2/5‚ 5 
‚ 10 و µg/ml 40 از آنتی بادی خنثی کننده SARS- CoV-2 )آماده براي مصرف-سبز رنگ(

استانداردهای فوق بر مبنای آنتی بادی انسانی با عملکرد تایید شده خنثی سازی SARS-CoV-2 ارزش 
گذاری شده است.  

3( محلول رقيق كننده نمونه )Sample Diluent(: یک ویال 12 میلی لیتری حاوي محلول جهت رقيق 
كردن نمونه ها )آماده براي مصرف- آبی رنگ(.

4( سرم کنترل پایین )Low Control Serum(: یک ويال 1 میلی لیتری سرم انسانی حاوي مقدار 
مشخص آنتی بادی خنثی کننده در محلول بافري داراي پروتئين به عنوان پايدار کننده و 0/5% کاتن به عنوان 

ماده محافظ  )آماده براي مصرف-زرد رنگ( . غلظت دقیق کنترل روی ویال ذکر شده است .

5( سرم کنترل بالا )High Control Serum(: یک ويال 1 میلی لیتری سرم انسانی حاوي مقدار 
مشخص آنتی بادی خنثی کننده در محلول بافري داراي پروتئين به عنوان پايدار کننده و 5/0 % کاتن به عنوان 

ماده محافظ  )آماده براي مصرف-بنفش رنگ( . غلظت دقیق کنترل روی ویال ذکر شده است .

6( محلول آنزيم كونژوگه آماده مصرف )Enzyme Conjugate(: یک ويال 6 میلی لیتری حاوي محلول 
ACE2 انساني متصل شده به آنزيم پراكسيداز )آماده براي مصرف-قرمز رنگ(
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7( محلول رنگزاي يك مرحله اي )Chromogen-Substrate(: یک ويال 12 میلی لیتری حاوي تترا 
متيل بنزيدين و آب اکسيژنه )آماده براي مصرف- بی رنگ(

 )20x( یک ويال 50 میلی لیتری حاوي محلول شستشوي غليظ :)Wash Buffer( محلول شستشو )8
داراي محلول بافر فسفات و 0/05% توئين; جهت تهيه محلول شستشوي آماده مصرف، مقدار مورد نياز را با 

آب مقطر به نسبت 1/20 رقيق نماييد.

9( محلول متوقف كننده )Stop Solution(: یک ويال 12 میلی لیتری حاوي اسيد کلريد ريک 1 نرمال

10( یک عدد برچسب مخصوص پليت 

11( دستورالعمل مصرف 

   مواد و وسايل مورد نياز كه در يكت موجود نمي باشند :

1(  دستگاه الايزاريدر داراي فيلتر 450 نانومتر )و در صورت امكان 630 نانومتر  به عنوان فيلتر رفرانس( 

2(  سمپلر هاي دقيق و کالیبره  50 و 1000 میکرولیتری و سر سمپلرهای مخصوص یکبار مصرف

3( كاغذ نمگير

4( آب مقطر
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   نكات قابل ذكر براي مصرف كنندگان:

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

2( تنها پرسنل آموزش دیده بایستی از این تست استفاده نمایند.

انساني  در سرم   SARS-CoV-2 کننده بادی خنثی  آنتی  اندازه گيري  اين کيت صرفا جهت   )4
طراحي و ساخته شده است.

5( از مخلوط كردن  محتويات كيت ها با شماره ساختهاي مختلف جداً خودداري نماييد.

6( كليه مواد موجود در كيت كه منشاء سرمي دارند از نظر وجود HBsAg وآنتي باديهاي HCV و 
HIV كنترل گرديده اند و فاقد اين عوامل مي باشند، جهت احتياط  بهتر است کاربراني كه با كيت 

كار مي كنند از تماس مستقيم با مواد بپرهيزند.

7( نمونه بیماران، استانداردها، کنترل‌ها و چاهک‌های استفاده شده، باید به عنوان پسماندهای عفونی 
در نظرگرفته شوند. تمام محلول‌های واکنش‌گر و معرف‌ها باید مطابق با مقررات ملی دفع پسماندهای 

عفونی امحاء شوند.
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   شرايط نگهداري : 

1( كيت را در يخچال بين دماي 2 تا 8 درجه سانتي گراد نگهداري نماييد.  

2( چاهكها را در كيسه مخصوص پليت همراه با نمگير نگهداري نماييد. 

3( پايداري محتويات كيت تا پايان مدت انقضاي نوشته شده بر روي هر يك 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 1/20 با آب مقطر رقيق نماييد؛ اين محلول )آماده مصرف( به 

مدت يک هفته در شرايط 8-2 درجه سانتيگراد قابل نگهداري و مصرف مي باشد.

   جمع آوري و آماده سازي نمونه : 

سرم را مي توان پس از جدا نمودن از سلولهاي خون استفاده نمود، نمونه مي تواند براي مدت دو روز در 
دماي 8-2 درجه سانتي گراد نگهداري شود ولي براي نگهداري بيش از دو روز بايد از دماي 20- 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.
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   توضيحات عمومي :

1( قبل از شروع مراحل آزمايش تمام مواد و نمونه ها بايد به درجه حرارت اتاق برسند . پلیت را بعد از 
رسیدن به دمای محیط از کیسه مخصوص آن خارج کرده و چاهک های مورد نیاز را بردارید. 

2( برای تیتراسیون نمونه ها در صورت نیاز از نظر آنتی بادیهای خنثی کننده SARS-CoV-2 از 
محلول رقیق کننده نمونه استفاده نمایید. 

3( به محض شروع آزمايش كليه مراحل بايد بدون توقف انجام پذيرند . از خشک شدن چاهک ها در 
بین مراحل انکوباسیون پرهیز شود.

4( حتما از نوك سمپلر يك بار مصرف براي هر نمونه استفاده شود .

قرائت  قابل  نيم ساعت  تا  نوري چاهك ها حداكثر  متوقف كننده، جذب  افزودن محلول  از  5( پس 
مي باشد .

6( براي كسب نتايج مطلوب بايد شستشوي چاهك ها بصورت كامل صورت گرفته و آخرين قطرات 
پس از شستشو از چاهك ها تخليه شوند .   

بنابراين   . باشد  مي  مناسب  انكوباسيون  زمان   ، مطلوب  نتيجه  در حصول  فاكتورها  مهمترين  از   )7
پيشنهاد مي گردد قبل از شروع آزمايش تمام مواد و محلولهاي مورد نياز را آماده نموده و درب آنها 

را باز كنيد ، اين عمل با كاهش فاصله زماني بين مراحل سمپلينگ باعث نتايج دقيق تر مي شود .
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   مراحل انجام آزمايش : 

1( تعداد چاهكهاي مورد نظر را انتخاب كرده و ساير چاهكها را به همراه نمگير درون كيسه مخصوص 
نگهداري پليت قرار داده و درب آن را ببنديد .

2( 50 ميكروليتر از هر استاندارد و نمونه ها را طبق دستور زير در چاهك ها بريزيد ؛ 

شش چاهک اول برای استانداردهای مختلف، چاهک های بعدی برای کنترل مثبت و منفی و ساير 
چاهك ها را براي نمونه ها استفاده كنيد ؛ پیشنهاد می گردد استانداردها و نمونه ها به صورت دوپلیکیت 

استفاده شود و در انتها میانگین جذب نوری آنها برای محاسبه نتایج استفاده گردد.

3( بلافاصله 50 ميكروليتر از کونژوگه آنزیم به چاهکهای مربوطه اضافه می شود. محتویات چاهک ها 
به آرامی به مدت 15 ثانیه میکس می شود. پس از پوشاندن درب چاهك ها توسط برچسب مخصوص 

پليت ، چاهك ها را به مدت 30 دقيقه در دمای 37 درجه سانتی گراد انکوبه نمایید. 

4( محتويات چاهك ها را خالي كرده و چاهك ها را 5 بار با محلول شستشوي آماده مصرف بشوييد 
. براي شستشو چنانچه دستگاه واشر اتوماتيك در دسترس نباشد مي توان از سمپلر 8 كاناله استفاده 
نمود ولي بايد مواظب بود كه محلول شستشو از يك چاهك به چاهك ديگر وارد نشود زيرا مي تواند 
موجب ايجاد خطا در نتيجه آزمايش گردد . در هر دفعه شستشو حدود 300 ميكروليتر محلول شستشو 
در هر چاهك ريخته و سپس چاهك ها را با وارونه كردن و تكاندن خالي نماييد و در انتهاي عمليات 
شستشو ، چاهك ها را در حالت وارونه و با ضربات ملايم بر روي يك پارچه يا كاغذ نمگير بكوبيد تا 

قطرات اضافي خارج شوند .
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5( 100 ميكروليتر محلول رنگزا )Chromogen-Substrate( به هر چاهك اضافه نماييد ؛ چاهك 
ها را به مدت 15 دقيقه در درجه حرارت اتاق و در تاريكي قرار دهيد .

6( با اضافه كردن 100 ميكروليتر محلول متوقف کننده )Stop Solution( به هر چاهك ، واكنش هاي 
 450 nm آنزيمي را متوقف نماييد . براي سنجش جذب نوري هر چاهك از دستگاه الايزا ريدر با فيلتر
استفاده نموده و جذب نوري چاهك ها را قرائت نمائيد . توصيه مي شود از فيلتر nm 630 به عنوان فيلتر 

رفرانس استفاده گردد .

   ارزشيابي آزمايش : 

 اين آزمايش با داشتن شرايط زير ارزشمند و قابل گزارش تلقي  مي گردد :
- جذب نوری استاندارد صفر به ترتیب بیشتر از 1/5 قابل قبول است. 

   محاسبه نتایج : 

از هر دستگاه الايزاريدر با قابليت سنجش جذب نوري در طول موج nm 450 مي توان استفاده نمود .

 450 nm 1( جذب نوري استانداردها، کنترل ها و نمونه ها را به کمک دستگاه الايزاريدر در طول موج
و در صورت امکان در مقابل فيلتر رفرانس nm 630 بخوانيد .

 )Point to point( با استفاده از میانگین جذب نوری استانداردها و غلظت معلوم آنها نموداری )2
رسم كنید به این صورت كه جذب نوری استانداردها را روی محور عمودی )Y( و غلظت آنها را روی 
محور افقی )X( برده و نقطه تلاقی غلظت و جذب نوری را برای هر استاندارد بدست آورید ، سپس 
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3( میانگین جذب نوری برای هر نمونه را بدست آورده و روی محور عمودی جای آن راپیدا كنید، 
سپس نقطه مذكور را توسط خطی به منحنی وصل نمایید بطوركیه این خط بر محور عمودی كاملًا 
عمود باشد و بعد از محل تلاقی خط و منحنی، خطي عمود بر محور افقی وارد كنید ، نقطه تلاقی این 

خط با محور افقی مقدار غلظت را نشان خواهد داد .

توجه : جذبهای نوری و منحنی مربوطه فقط به عنوان نمونه می باشد و هر آزمایشگاه در هر دفعه انجام 
آزمایش باید منحنی جدیدی رسم نماید .
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بیمار
نرمال

مثبت
منفی

0/09
1/58

56/7
0/8

50/14- 63/35
0/72-0/88

میانگین 
گروهجذب نوری  حضور آنتی بادی 

S ضد آنتی ژن
محدوده مرجع 

)95% حدود اطمینان(
میانگین غلظت  

) µg/ml(

> 2.5 µg/ml

≤ 2.5 µg/ml

منفی

مثبت

   مقادیر مورد انتظار:   

مقادیر قابل انتظار در102 نمونه سرم افراد نرمال قبل پاندمی کووید-19 و 92 نمونه افراد بیمار مبتلا به 
کووید-19 با تست مولکولی مثبت SARS-CoV-2 كه توسط تستهای مكرر به روش الایزا بدست 

آمده به قرار زیر می باشد :

بر مبنای نتایج حاصل از سنجش آنتی بادی خنثی کننده SARS-CoV-2 در نمونه سرم های افراد 
نرمال، میانگین و سه برابر انحراف معیار )SD( مبنای تعیین Cut-Off قرار گرفت. بر این اساس 

Cut-Off معادل µ 2.5 µg/mlمحاسبه شد.
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SDCVميانگين ) µg/ml(تعداد دفعات تکرار تست
)%(

20 نمونه1
نمونه2
نمونه3

20
20

0/49/4 0/04
2/82

39/47
7/05
7/9

0/2
3/18

   شاخصهای اجرایی : 

1( دقت آزمایش:  

جهت بررسی تکرار پذیری کیت ، آزمون های دقت درون سنجی )در یک کیت( و میان سنجی )بین 
چند کیت از یک سری ساخت( بوسیله سه نمونه سرمی با غلظت های متفاوت آنتی بادی خنثی کننده  

SARS-CoV-2 انجام شد که نتایج آن در جداول زیر آمده است .

:)Intra- assay(  آزمون دقت درون سنجی
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SDCVميانگين ) µg/ml(تعداد دفعات تکرار تست
)%(

20 نمونه1
نمونه2
نمونه3

20
20

0/429 0/04
2/88
39/9

7/56
8/8

0/218
3/5

:)Inter- assay( آزمون دقت میان سنجی

2( صحت:  

الايزاي  کيت  بـا  هــمزمان  طور  به  پـاندمی  قبل  نـرمال  نمونـه   108 و  بیمار  نمونه   104 تعداد 
SARS-CoV-2 neutralizing antibody پيشتاز طب و کیت تجاری معتبر تست شدند. که 
از این میان تعداد 103 عدد بیمار با کیت پیشتاز مثبت شد و همه 108 عدد نمونه نرمال قبل از پاندمی 

با کیت پیشتاز منفی گردید بنابراین میزان توافق کلی بین دو کیت 99/52 درصد محاسبه گردید.  

کیت پیشتازطب

کیت تجاری

مثبت

منفی

مجموع

103
0

103

1
108
109

104

108

212

مجموع            منفی            مثبت
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3( واکنش متقاطع:  

واکنش متقاطع سرمی با سرم های مثبت از نظر آنتی بادی ضد نوکلئوکپسید SARS-CoV-2 که فاقد 
آنتی بادی ضد آنتی ژن S این ویروس بودند ) تعداد= 5(  و آنتی بادی‌های علیه HCV ) تعداد= 10( ، 

HBV ) تعداد= 10( و HIV ) تعداد= 10( مشاهده نشد. 

3( 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 ارزش نمونه در قبل و بعد از افزودن عوامل مداخله گر محاسبه شد 

و نتايج جدول زير بدست آمد.

تفاوت نتایج)%(غلظت آنالیت مداخله‌گرآنالیت مداخله‌گر
ارزش نمونه قبل از

 افزودن آنالیت مداخله‌گر
)µg/ml(

ارزش نمونه بعد از 
افزودن آنالیت مداخله‌گر 

)µg/ml(

1mg/mlهموگلوبین
0.56
43.6
3.2

0.53
43.8
3.6

-3.6
0.5
1.6

0.56
43.6
3.2

0.57
42.7
3.15

3
-2.1
-1.6

0.56
43.6
3.2

0.55
43

3.09

-1.8
-1.4
-3.4

3000mg/dL

20mg/dL

تری گلیسرید

بیلی روبین
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