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کیت سنجش آنتي باديIgG اختصاصي آنتی ژن Spike ويروس

SARS-CoV-2 به روش الايزا

   حیطه کاربرد : 

کيت الايزايSARS-CoV-2 anti-Spike IgG پيشتاز طب، براي تشخيص کمی وجود آنتي 
باديهاي IgG عليه آنتی ژن Spike ويروس SARS-CoV-2 عامل بيماري COVID-19 در 
سرم انسان طراحي شده است. از اين کيت می‌توان برای شناسایی سطح آنتی بادی‌های IgG عليه آنتی 
ژن Spike در  افراد بهبود یافته از بیماری کووید-19 و یا به صورت بالقوه در افراد واکسینه شده با 
 Investigational( استفاده نمود. این کیت فقط برای مصارف تحقیقاتی SARS-CoV-2 واکسن

Use Only( بوده و نباید به تنهائی برای موارد تشخیص بالینی مورد استفاده قرار بگیرد.

   مقدمه :

 COVID-19 که در سال 2019 در ووهان چين کشف شده و عامل بيماري SARS-CoV-2 ويروس
ميباشد، يک کروناويروس RNA دار تک رشته‌اي است. ژنوم اين ويروس شباهت بسياري با ديگر کروناويروسها 
بالاخص ويروس SARS-CoV و ويروس کروناي خفاش دارد. اين ويروس در انسان باعث ايجاد عفونت و 
 Spike(S), Envelope(E), مشکلات تنفسي شديدي ميشود. پروتئينها )آنتي ژنها(ي زيادي شامل آنتي ژن
Membrane(M) وNucleocapsid (N) در ساختار اين ويروس وجود دارند. تحقيقات نشان داده 
است، آنتي ژن S به عنوان آنتي ژن حاوی ناحیه RBD(Receptor Binding domain) ایمونوژن ترین 
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آنتی‌ژن جهت تولید آنتی بادی های مصونیت زا با قابلیت خنثی سازی می باشد که این آنتی بادی ها از اتصال 
ویروس به گیرنده ACE2 (Angiotensin Converting enzyme) در سطح سلول میزبان و ورود 

آن به سلول ممانعت می کنند.
کيت الايزاي سنجش آنتي بادي IgG اختصاصي آنتی ژن Spike شرکت پيشتاز طب با تشخيص کمی حضور 
آنتي بادي IgG  علیه آنتی ژن Spike ميتواند نقش تعيين کننده اي در تشخيص  وجود آنتی بادیهای مذکور در 

سرم افراد بهبود یافته و همچنین افراد واکسینه شده داشته باشد.

   اساس آزمايش :

در اين كيت چاهکهاي پليت توسط آنتي ژنهاي Spike ويروس SARS-CoV-2 پوشانده شده اند 
)coating(. در هنگام آزمايش، نمونه هاي رقيق شده به داخل چاهكها ريخته مي شوند. در صورت وجود 
آنتي بادي عليه آنتي ژن Spike اين آنتي بادي ها به آنتي ژنهاي كف چاهك متصل مي گردند. پس 
از شستشو با افزودن آنتي بادي ضد IgG كه به آنزيم HRP متصل شده، در صورت وجود آنتي بادي 
هاي ضد SARS-CoV-2 از نوع IgG، آنتي هيومن IgG نشاندار شده نيز به آنها متصل مي گردد. 
پس از شستشو، محلول رنگزا داخل چاهكها ريخته مي شود كه شدت رنگ آبي، متناسب با كمپلكس 
ايمني تشكيل شده در چاهكها است. افزودن محلول متوقف كننده، رنگ آبي را به زرد تبديل مي نمايد 

كه بهترين جذب نوري را در طول موج 450 نانومتر دارد .

   محتويات يكت :

.SARS-CoV-2 ويروس Spike 1( پليت حاوی چاهکهای پوشش داده شده با آنتی ژن

2( محلول رقيق كننده نمونه )Sample Diluent(: ويال حاوي محلول جهت رقيق كردن نمونه ها.
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3( محلول آنزيم كونژوگه آماده مصرف )Enzyme Conjugate(: ويال حاوي محلول آنتي بادي علیه 
آنتی بادی IgG انسانی متصل شده به آنزيم پراكسيداز. 

4( سري استانداردها )Standards Set( : شامل 6 ويال استاندارد آماده مصرف حاوی آنتی بادی از نوع 
 RU/ml 100با غلظتهاي 0، 5 , 10 ،25 ،50 و  SARS-CoV-2 ویروس Spike  علیه آنتی ژن IgG

در بافر حاوی پروتئین به عنوان پایدار کننده و تیومرسال به عنوان نگهدارنده.
استانداردها به کمک آنتی بادی مونوکلونال انسانی ضد Spike بر مبنای RU/ml ارزش گذاری شده است. 

5( سرم کنترل پایین )Low Control Serum(: یک ويال 2 میلی لیتری سرم انسانی حاوي مقدار 
مشخص آنتی بادی اختصاصی از نوع IgG علیه آنتی ژن  Spike در محلول بافري داراي پروتئين به عنوان 
پايدار کننده و 0/5% کاتن به عنوان ماده محافظ  )آماده براي مصرف( . غلظت دقیق کنترل روی ویال ذکر 

شده است .

6( سرم کنترل بالا )High Control Serum(: یک ويال 2 میلی لیتری سرم انسانی حاوي مقدار 
مشخص آنتی بادی اختصاصی از نوع IgG علیه آنتی ژن  Spike در محلول بافري داراي پروتئين به عنوان 
پايدار کننده و 5/0 % کاتن به عنوان ماده محافظ )آماده براي مصرف( . غلظت دقیق کنترل روی ویال ذکر 

شده است .

7( محلول رنگزاي يك مرحله اي )Chromogen-Substrate(: ويال حاوي تترا متيل بنزيدين و آب 
اکسيژنه )آماده براي مصرف( .

8( محلول شستشو )Wash Buffer(: ويال حاوي محلول شستشوي غليظ )10x( داراي محلول بافر 
فسفات و 0/05% توئين. جهت تهيه محلول شستشوي آماده مصرف، مقدار مورد نياز را با آب مقطر به نسبت 
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1/10 رقيق نماييد .

9( محلول متوقف كننده )Stop Solution(: ويال حاوي اسيد کلريدريک 1 نرمال .

10( برچسب مخصوص پليت . 

   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 .

3( آب مقطر .

4( دستگاه انکوباتور 37 درجه سانتي گراد .

   نكات قابل ذكر براي مصرف كنندگان:

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

2( اين کيت صرفاً جهت اندازه گيري  IgG عليه آنتی ژن Spike ويروس SARS-CoV-2 در 
سرم انساني طراحي و ساخته شده است .
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3( از مخلوط كردن محتويات كيتها با شماره ساختهاي مختلف جداً خودداري نماييد .

4( 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 .

باید به عنوان پسماندهای عفونی  بیماران، استانداردها، کنترلها و چاهکهای استفاده شده،  5( نمونه 
در نظر گرفته شوند. تمام محلولهای واکنش گر و معرفها باید مطابق با مقررات ملی دفع پسماندهای 

عفونی امحاء شوند .

   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. پايداري پليت پس از باز کردن 
کيسه آن 4 ماه ميباشد .

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 1/10 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 .
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   جمع آوري و آماده سازي نمونه : 

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

   آماده سازی اولیه نمونه ها : 

نمونه ها را با كمك محلول رقيق كننده نمونه به نسبت 1 به 101 رقيق كنيد )10 ميكروليتر نمونه با 
1000 ميکروليتر محلول رقيق كننده نمونه( . 

توجه : کنترلهاي كيت  و استاندارد ها آماده مصرف بوده و نيازي به رقيق سازي ندارند .

   توضيحات عمومي :

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

2( به محض شروع آزمايش كليه مراحل بايد بدون توقف انجام پذيرند .

3( بايد از نوك سمپلر يك بار مصرف براي هر نمونه استفاده شود .

4( پس از افزودن محلول متوقف كننده، جذب نوري چاهكها حداكثر تا نيم ساعت قابل قرائت مي باشد .
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5( براي كسب نتايج مطلوب بايد شستشوي چاهكها بصورت كامل صورت گرفته و آخرين قطرات پس 
از شستشو از چاهكها تخليه شوند .   

6( از مهمترين فاكتورها در حصول نتيجه مطلوب، زمان انكوباسيون 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 كنيد، 

اين عمل با كاهش فاصله زماني بين مراحل سمپلينگ باعث نتايج دقيق تر مي شود . 

   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( ابتدا مقدار 100 ميكروليتر از هر استاندارد ، کنترل و نمونه آماده شده را به داخل هر چاهك بريزيد 
)پيشنهاد مي گردد كه از استانداردها، کنترل ها و نمونه ها بصورت داپليكيت استفاده شود بدين معني كه 
هر استاندارد و نمونه را در دو چاهك بريزيد و در انتها از ميانگين جذب نوري آنها براي محاسبه نتايج 
استفاده كنيد( پس از پوشاندن چاهكها توسط برچسب مخصوص پليت، چاهكها را براي مدت 30 دقيقه 

در دماي 37 درجه سانتي گراد قرار دهيد .

4( محتويات چاهكها را خالي كرده و چاهكها را 5 بار با محلول شستشوي آماده مصرف بشوييد. براي 
شستشو چنانچه دستگاه واشر اتوماتيك در دسترس نباشد مي توان از سمپلر 8 كاناله و يا سرنگ 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 
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شستشو، چاهكها را در حالت وارونه و با ضربات ملايم بر روي يك پارچه يا كاغذ نمگير بكوبيد تا 
قطرات اضافي خارج شوند .

5( 100 ميكروليتر از محلول آنزيم كونژوگه آماده مصرف را به داخل چاهكها به استثناي چاهک بلانک 
بريزيد، پس از پوشاندن چاهكها توسط برچسب مخصوص پليت، چاهكها را به مدت 30 دقيقه در دماي 

37 درجه سانتي گراد قرار دهيد .

بشوييد.  مصرف  آماده  محلول شستشوي  با  بار   5 را  چاهكها  و  كرده  خالي  را  چاهكها  محتويات   )6
)همانند بند 4( 

نماييد،  اضافه  چاهكها  همه  به   )Chromogen-Substrate( رنگزا  محلول  ميكروليتر   100  )7
چاهكها را به مدت 15 دقيقه در درجه حرارت اتاق و در تاريكي قرار دهيد .

8( با اضافه كردن 100 ميكروليتر محلول متوقف کننده )Stop Solution( به هر چاهك، واكنشهاي 
 450 nm آنزيمي را متوقف نماييد. براي سنجش جذب نوري هر چاهك از دستگاه الايزاريدر با فيلتر
استفاده نموده و جذب نوري چاهكها را قرائت نمائيد. توصيه ميشود از فيلتر nm 630 به عنوان فيلتر 

رفرانس استفاده گردد .

   محاسبه نتایج : 

از هر دستگاه الايزاريدر با قابليت سنجش جذب نوري در طول موج nm 450 ميتوان استفاده نمود . 
1( جذب نوري استانداردها و نمونه ها را به كمك دستگاه الايزاريدر در طول موج nm 450 )و در 

صورت امكان در مقابل فيلتر رفرانس nm 630( بخوانيد . 
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 )Point to point( با استفاده از ميانگين جذب نوري استانداردها و غلظت معلوم آنها نموداري )2
رسم كنيد به اين صورت كه جذب نوري استانداردها را روي محور عمودي )Y( و غلظت آنها را روي 
محور افقي )X( برده و نقطه تلاقي غلظت و جذب نوري را براي هر استاندارد بدست آوريد ، سپس 

نقاط بدست آمده را به يكديگر وصل نمایيد تا منحني بدست آيد . 

3( ميانگين جذب نوري براي هر نمونه را بدست آورده و روي محور عمودي جاي آن را پيدا كنيد ، 
سپس نقطه مذكور را توسط خطي به منحني وصل نمایيد بطوريكه اين خط بر محور عمودي كاملًا 
عمود باشد و بعد از محل تلاقي خط و منحني ، خطی عمود بر محور افقي وارد كنيد نقطه تلاقي اين 

خط با محور افقي مقدار غلظت را نشان خواهد داد .

4( اگر نمونه های مورد آزمایش نتایجی بالاتر از آخرین استاندارد را نشان دادند ، نمونه می بایست 
با محلول رقیق کننده رقیق گردد و جواب بدست آمده پس از ضرب در فاکتور رقت محاسبه گردد.
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توجه : جذبهاي نوري و منحني مربوطه فقط به عنوان نمونه مي باشد و هر آزمايشگاه در هر دفعه انجام 
آزمايش بايد منحني جديدي رسم نمايد.
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   شاخصهای اجرایی : 

1( حداقل مقدار قابل تشخیص : 
 IgG حداقل غلظت آنتی بادی اختصاصی )SD( بر اساس جذب نوري استاندارد صفر و سه برابر انحراف معيار

بر علیه آنتی ژن Spike ویروس SARS CoV-2 قابل تشخيص در اين كيت  RU/ml 0/6 مي باشد.

   ارزشيابي آزمايش : 

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

- جذب نوري کمتر از 0/1 براي استاندارد صفر، 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 1/5 براي استاندارد 100. 

   مقادیر مورد انتظار: 

بر مبنای نتایج حاصل از سنجش آنتی بادی اختصاصی Spike ویروس 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 )RU/ml(8 محاسبه شد.

> 8RU/ml 

≤ 8RU/ml

منفی

مثبت
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2( حساسیت : 
109عدد سرم بیمار کووید-19 تائيد شده با روش مولکولي، علائم باليني و تصوير برداري ريه با اين 
کيت آزمايش شدند که 107 مورد مثبت بودند. با توجه به نتايج بدست آمده حساسيت کيت جهت 
اندازه گيري آنتي بادي IgG عليه آنتی ژن Spike  ویروس SARS-CoV-2  ، 98/16 درصد 
مي باشد. میانگین غلظت آنتی بادی در افراد بیمار مبتلا به کووید-RU/ml، 19  84/2 ، با ضریب 

اطمینان 95درصد RU/ml  98/7-78/6 می‌باشد.

3( اختصاصیت : 
102عدد سرم منفي اخذ شده مربوط به دوسال قبل از پاندمی کووید-19 که در شرايط مناسب نگهداري شده 
بود آزمايش شدند که با روش اين   کيت 101 نمونه منفي بودند. بر اساس نتايج بدست آمده اختصاصيت 
اين کيت 99/01 درصد مي باشد. میانگین غلظت آنتی بادی در افراد نرمال  ، RU/ml 1/48 ، با ضریب 

اطمینان 95درصد RU/ml 1.2-1.7 می‌باشد.
- نمونه های دارای مقادیر بیش از 100RU/ml می بایست توسط محلول رقیق کننده نمونه رقیق گردد 

و نتیجه حاصل در فاکتور رقت ضرب گردد.
- در صورت تمایل گزارش ارزش نمونه ها بصورت تیتراسیون می توان نمونه ها را با محلول رقیق کننده 

بصورت سریالی رقیق نموده و تیتر مثبت بر اساس میزان Cut-off گزارش گردد.

4(صحت : 
 SARS-CoV-2 تعداد 40 نمونه بیمار و 32 نمونه نرمال قبل پاندمی به طور همزمان با کيت الايزاي
anti-Spike IgG پيشتاز طب و کیت تجاری معتبر تست شدند. میزان توافق کلی 98/6 درصد بین 

دو کیت محاسبه گردید. ضمنا نتایج حاصله بیانگر همبستگی 99/6 بین نتایج دو کیت می باشد. 
با استفاده از کیت پیشتاز طب رقت های سریالی از ماده مرجع WHO-NIBSC 20/136 تست شد. اعداد 
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 Binding Antibody Unit per milliliter (BAU/ml)برای تبدیل به RU/ml بالاتر از 1بر مبنای
 می‌بایست در فرمول y=3x+20 قرار داده شود. در این فرمول X معادل اعداد بدست آمده برای 

RU/ml و y معادل نتیجه بر حسب  BAU/ml می باشد.  
 ,20/142  ,20/140  WHO-NIBSC رفرانس  مواد  از  استفاده  با  کیت  صحت  بررسی  جهت 
نتایج  تایید شد  منفی  و  مثبت  نمونه های  شناسایی  در  کیت  20/144, 20/148، صحت عملکردی 

طبق جدول زیر می باشد:

مرجع   ماده  مبنای  بر  طب  پيشتاز   SARS-CoV-2 anti-Spike IgG الايزاي  کيت  برای   -
 BAU/ml 44 می‌باشد. موارد بالای BAU/mlمعادل Cut-off مقدار WHO-NIBSC:20/136
44 به عنوان نمونه مثبت از نظر حضور آنتی بادی IgG ضد Spike محسوب می گردد. موارد بالای 

8RU/ml به عنوان نمونه مثبت از نظر حضور آنتی بادی IgG ضد Spike محسوب می گردد.  

نتایج حاصل از کیت 
)RU/ml( پیشتاز

نتایج تبدیل واحد شده از 
)BAU/ml( کیت پیشتاز

مقدار اعلام شده آنتی بادی 
IgG ضد Spike توسط 
NIBSC (BAU/ml)

NIBSC code

44/6 8/2
0 <0

48/5 9/5
236 72

4620/140
Negative

50
241

20/142
20/144
20/148
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5(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 یک نمونه سرمی منفی و یک نمونه سرمی مثبت ضعیف و یک نمونه 

سرمی مثبت قوی انجام شد که نتايج آن در جداول مربوطه آمده است .

:)Intra-assay( آزمون دقت درون سنجي

تعداد دفعات تکرار تست
میانگین غلظت 

)RU/ml(SDCV
)%(

20 نمونه منفی
نمونه مثبت ضعیف
نمونه مثبت قوی

20
20

5/17/05 0/36
27/4
53/6

6/2
5/04

1/7
2/7

)Inter- assay(:  آزمون دقت ميان سنجي

تعداد دفعات تکرار تست
میانگین غلظت 

)RU/ml(SDCV
)%(

20 نمونه منفی
نمونه مثبت ضعیف
نمونه مثبت قوی

20
20

5/57/81 0/43
26/7
55/9

6/74
5/54

1/8
3/1
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تفاوت نتایج)%(غلظت آنالیت مداخله‌گرآنالیت مداخله‌گر
ارزش نمونه قبل از

 افزودن آنالیت مداخله‌گر
)RU/ml(

ارزش نمونه بعد از 
افزودن آنالیت مداخله‌گر 

)RU/ml(

1mg/mlهموگلوبین
7.6

53.6
10.3

7.3
53.8
10.6

-3.94
0.37
2.91

7.6
53.6
10.3

7.8
54.1
10.1

2.63
0.93
-1.94

7.6
53.6
10.3

7.4
55.1
10.6

-2.63
2.79
2.91

3000mg/dL

20mg/dL

تری گلیسرید

بیلی روبین

6( 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 بادی های علیه HCV ) تعداد= 10( ، 

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

7( 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.
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