
در این کیت، چاهک هاي پلیت توسط آنتی ژن هاي N( پوشش هســـــته) 

ویروس SARS-CoV-2 پوشـانده شـده اند(coating). در هنگام آزمایش ، 

نمونه هاي رقیق شـــده داخل چاهک ها ریخته می شـــوند. در صـــورت و  ج  و  د 

آنتی بادي هاي IgM علیه آنتی ژن هاي SARS-CoV-2 ، این آنتـی بادي ها 

به آنتی ژن هاي کف چاهک متصـل می شوند. در ادامه پس از شسـتشـو و حذف 

اجزاء متصل نشـده، آنتی بادي ضد IgM انسـان که به آنزیم HRP متصـل شده 

است (Anti-human IgM)، به چاهک ها اضافه می شود که در صـورت وجود 

آنتی بادي هاي IgM ضد SARS-CoV-2، به آنها متصل می گردد. 

پس از شسـتشـو ، محلول رنگزا داخل چاهک ها ریخته می شود که سوبســتراي 

آنزیم HRP است و محصــــول آبی رنگ تولید می شود . شدت رنگ متناسب با 

کمپلکس ایمنی تشـــــکیل شده در چاهک ها می باشد. افزودن محلول متوقف 

کننده، رنگ آبی را به زرد تبدیل می نماید که بهترین جذب نوري را در طول موج 

450 نانومتر دارد . 

کیت ایمونو آنزیماتیک (EIA) پادتن علم (96تستی)�

SARS-CoV-2(Ig  شرکت پادتن علم براي تشــــخی ص  Mکیت الایزا  (

Ig بر ضد ویروس SARS-CoV-2 در سر م  Mکیفی آنتی بادي هاي کلاس 
انســــــــان طراحی شده است . این کیت براي مصــــــــارف تح ق ی ق ا ت   ی 

Investigation use only(IUO) اســـت و کاربرد آن فقط به عنوان ابزار 

کمکی در کنار سایر داده هاي آزمایشگاهی و علائم بالینی جایز است . 

SARS-CoV-2(IgM)

حیطه کاربرد :     اصول اندازه گیري :   

مقدمه :   

ویروس SARS-CoV-2 که به عنوان nCoV-2019 هم نامیده می شــود 

به خانواده Coronavirus تعلق دارد که در اواخر سال 2019 از شهر ووهان 

چین در استان هوبی شروع به گســترش به تمامی دنیا و ایجاد پاندمی کرد . 

خانواده Coronavirus چهار زیـــر گـــروه آلفا، بتا، گاما و دلتا دارد که در 

پستانداران و پرندگان ایجاد عفونت میکنند. تاکنون شش گونه ویروس کرونا 

از زیرگروه آلفا و بتا که انســـــــــــــــان را آلوده می کند شناخت  ه   ش  د  ه   و 

SARS-CoV-2 از زیر گروه بتا هفتمین ویروس این خانواده اســـــت که 

آلودگی انسانی ایجاد می کند.

راه عمده انتقال این ویروس از طریق قطرات (Droplets) تنفسـی از انسـان 

به انســــان صورت می گیرد و البته انتقال از طریق سطوح آلوده نیز گزارش 

شده است . 

این ویروس یک ویروس enveloped اســـــت و چهار پروتئین اصـــــلی 

ساختمانی دارد :

nucleocapsid(N), Membrane(M),  envelope(E), Spike(S)

آنتی ژنN به دلیل فراوانی زیاد در ساختمان ویروس و ایمونوژنیسیتی خوب 

 ـ ـ ـا   ن  به عنوان یک گزینه مناسب براي بررسی ایمونوژنیســـیته در بدن انس

می تواند بکار برود . 

معمولا دوره کمون ویروس از 2 الی 14 روز طول میکشــــد و پس از آن فرد 

آلوده شده به علائم بالینی گوناگون خفیف تا شـدید دچار می شـود و معمولا 

پس از یک هفته از شــــــروع علائم بالینی آنتی بادي هاي مختلف از کلا   س 

IgG و IgM بطور همزمان یا متوالی در بدن فرد مبتلا تولید و تیتر آن شروع 

به بالا رفتن می کند بطوري که اکثر مبتلایان بعد از 3 هفته از شـــروع علائم 

بالینی مقادیر بالایی از انواع آنتی بادي IgG و IgM را تولید کـرده اند که در 

سرم آنها قابل شناسایی است . 

معمولا ســطح IgG چندین برابر از IgM  بالاتر اســـت و در میان مبتلایان 

درصد بیشتري از افراد IgG مثبت نسبت به IgM مثبت وجود دارد . 

در جوامع انســانی به دلیل وجود سابقه عفونت با Coronavirus هاي دیگر 

ایجاد علائم ســــــرماخوردگی و  مثبت کاذب می کنند ، احتمال تداخل در 

واکنشــهاي ایمنی سنجی وجود دارد و به علاوه تاخیر در ایجاد پاسخ ایمنی 

قابل سـنجشمحدودیت دیگري اســت (منفی کاذب)، بنابراین براي کاربرد 

بالینی باید نهایت دقت به عمل آید و تفسـیر بالینی در کنار سایر تسـت هاي 

آزمایشگاهی مرتبط و علائم بالینی بیماران انجام شود. 

1. پلیت:  میکروپلیت 96 حفره ايپوشش داده شده با آنتی ژن هاي N ویروس 

SARS-CoV-2 .بسته بندي شده در زیپ کیپ همراه با رطوبت گیر.

2. بافر رقیق کننده نمونه (Sample Diluent): 1 ویال 50 میلی لیتري 

3. محلول آنـزیم کنـژوگه (Enzyme Conjugate): 1 ویال 6  میلــی 

.HRP انسانی متصل به آنزیم IgM لیتري حاوي آنتی بادي ضد

4. سـرم کنترل مثبت (Positive Control): 1 ویال 1 میلی لیتري حاوي 

آنتی بادي IgM علیه  SARS-CoV-2 تهیه شده از سرم انسانی غیر فعال.

5. سرم کنترل منفی (Negative Control): 1 ویال 1 میلی لیتري حاوي 

 .SARS-CoV-2 علیه IgM سرم انسانی منفی از نظر آنتی بادي

6. محلول رنگزا (Chromogen-Substrate): 1 ویال 12 میلی لیتري.

7. محلول شستشو (Wash Buffer 20X): 1 ویال 25 میلی لیتري 

8. محلول متوقف کننده : (Stop Solution): 1 ویال 12 میلی لیتري 

9. برچسب مخصوص پلیت 

10. محلول Assay Buffer: 1 ویال 6  میلی لیتري 

  محتویات کیت :   

 شرایط نگهداري :   

1. کیت را در دماي 2 تا 8 درجه سانتی گراد نگهداري نمایید.

2. چاهک ها را در کیســه مخصـــوص پلیت همراه با رطوبت گیر نگهداري 

نمایید. 

3. پایداري محتویات کیت تا پایان مدت انقضـاي نوشته شده بر روي هر یک 

از آنها می باشد.

1. دستگاه الایزا ریدرداراي فیلتر 450 نانومتر و 630  نانومتر

2. سمپلرهاي دقیق

3. آب مقطر یا آب دیونیزه براي رقیق کردن محلول شستشو

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

1. این کیت صـــرفاً جهت اندازه گیري Anti SARS-CoV-2 (IgM) در 

سرم  انسانی طراحی و ساخته شده است.

2. از مخلوط کردن محتویات کیت ها با یکدیگر و با شــماره هاي ســـاخت 

متفاوت خودداري نمائید.

3. کلیه مواد موجود در کیت که منشــــــاء سرمی دارند ، از نظر عدم وجود 

HBSAg و آنتی بادي هاي HCV و HIV تســـــت شده اند. ولی جهت 

احتیاط بیشتر، لازم است کاربرانی که با کیت کار می کنند از تماس مستقیم 

با مواد بپرهیزند.

4. در هنگام کار با کیت دقت فرمائید که محتویات به صـورت یا ســایر نقاط 

بدن برخورد نکند.

5. به منظور پیشــــــــــگیري از عدم اختلاط اندك نمونه درون چاهک ها  

(CarryOver)، اطمینان حاصل شـود. امکان رخ دادن این اتفاق در اولین 

مرحله شستشو بیشتر می باشد.

احتیاط در استفاده از کیت:

جمع آوري و آماده سازي نمونه:

1. نمونه هاي سرم  پس از جدا کردن سلول هاي خون قابل استفاده هستند. 

2. نمونه ها تا 2 روز در دماي 2 تا 8 درجه سانتی گراد پایدار هســـتند، ولی 

براي نگهداري بیش از دو روز باید در دماي 20- درجه سـانتی گراد نگهداري 

شوند. 

3. از Freeze-thaw کردن نمونه ها باید پرهیز شود.

4. از نمونه هاي مشـــــکوك به آلودگی هاي میکروبی جهت انجام آزمایش 

استفاده نشود.

آماده سازي اولیه نمونه ها:

1. نمونه ها را با محلول رقیق کننده نمونه، به نسبت 1 به 51 رقیق کنید (10 
میکرولیتر نمونه با 500 میکرولیتر محلول رقیق کننده).

توجه: محلول هاي کنترل، آماده مصرف بوده و نیازي به رقیق سازي ندارند.

آماده سازي معرف ها:

محلول شستشو: در صورت مشاهده کریستال در محلول شسـتشـو غلیظ، 
قبل از رقیق سازي، ویال را در دماي 37 درجه سانتی گراد قرار دهید. سپس 
مقدار لازم از محلول شسـتشـوي غلیظ را با آب مقطر به نسـبت 1/20 رقیق 

کنید.

روش انجام آزمایش:

قبل از شـروع آزمایش اطمینان حاصـل کنید که کلیه معرف ها و نمونه ها به 
دماي اتاق (20 تا 25 درجه سانتی گراد)رسیده اند.

1. تعداد چاهک هاي مورد نیاز براي انجام آزمایش را برداشـته و بقیه چاهک 
ها را همراه رطوبت گیر در زیپ کیپ قرار داده درب آن را بسـته و در دماي 2 

تا 8 درجه سانتی گراد نگهدارید.

2. مقدار 75 میکرولیتر از کنترل ها را بصـورت مسـتقیم در چاه ک 

هاي مشـخص شده بریزید . دو چاهک اول را خالی از نمونه بـراي بلانک و 
دو چاهک بعدي را براي کنترل منفی در نظر بگیرید. سـپس کنترل مثبت را 
به صـــورت دو پلیکیت ریخته و چاهک هاي بعدي را براي ســـایر نمونه ها 
استفاده نمایید به این ترتیب که   25 میکرولیتر از نمونه هایی که قبلاً 1/51 
رقیق شـــــــــده اند را در چاهک هاي مربوطه بریزید و در ادامه مقدار 50 
میکرولیتر از     Assay Buffer را به چاهک هاي محتوي نمونه هاي رقیق 

شده اضافه نموده و به مدت 30 ثانیه Mix نمایید.

3. چاهک ها را با چسـب مخصــوص پلیت بپوشانید و به مدت 30 دقیقه در 
دماي 23 تا 28 درجه سانتی گراد انکوبه نمایید. 

4. محتویات چاهک ها را با وارونه کردن پلیت تخلیه کنید. سـپس چاهک ها 
را 5 مرتبه و هر مرتبه با 300 میکرولیتر محلول شســتشــو بشـــویید. اگر 
شستشو به صورت دستی انجام می شود در انتهاي شستشو به آرامی پلیت را 

بر روي دستمال رطوبت گیر بزنید.

5. 50 میکـرولیتـر از محلول آنـزیم کونـژوگه (Conjugate Enzyme) به 
همه چاهک ها به اســتثناي چاهک بلانک، اضــافه کنید. درب چاهک ها را 
توسط برچســب مخصـــوص پلیت پوشانده و پلیت را به مدت 30 دقیقه در 

دماي 23 تا 28 درجه سانتی گراد انکوبه نمایید.

6. محتویات چاهک ها را با وارونه کردن پلیت تخلیه کنید و 5 مـرتبه با 300 
میکرولیتر محلول شستشو همانند مرحله 4 بشویید.

7. 100 میکرولیتر از محلول رنگزا درون تمام چاهک ها بریـزید و پلیت را به 
مدت 10 دقیقه در دماي اتاق و تاریکی انکوبه نمایید.

8. 100 میکرولیتر از محلول متوقف کننده واکنش به کلیه چاهک ها اضـافه 
کنید و میزان جذب را براي هر چاهک در طول موج 450 نانومتـر حداکثـر تا 
30 دقیقه پس از افزودن محلول متوقف کننده بخوانید. از طول موج رفرانس 

620 تا 630 نانومتر استفاده نمایید.



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

Ig و همچنین وجود علائم بالینی،  Gتفسـیر نتایج این کیت باید به نتیجه تسـت 

فاصله زمانی بین شروع علائم و اخذ نمونه خون و سایر تسـت هاي تشـخیصـی از 

جمله تسـت هاي مولکولی و تصـویر برداري نیز توجه شود و نتایج بر اساس سایر 

موارد ذکر شده تفسیر شود .

از آنجا که افراد مبتلا به ویروس، در سیر عفونت و بیماري، می توانند پاسـخ 

آنتی بادي منفی و هم مثبت داشـته باشـند، نتایج آزمایش آنتی بادي نباید 

به تنهایی براي تشـــخیص بیماري و یا رد عفونت با SARS-CoV-2 و یا 

تعیین و اعلام وضــعیت عفونت (Infection status) مورد اســتفاده قرار 

گیرد(احتمال مثبت و منفی کاذب).

این آزمایش با داشتن شرایط زیر، معتبر و قابل گزارش می باشد:

1. جذب بلانک، کمتر از 0/05 باشد. در صورت بیشـــــتر بودن جذب نوري 

بلانک احتمالاً محلول رنگزا آلوده شده است. 

2. جذب کنترل منفی، کمتر از 0/1 باشد. در صورت بیشـتر بودن جذب آن، 

احتمالاً شســتشـــو به طور صحیح صورت نگرفته است. بنابر این لازم است، 

آزمایش دوباره تکرار شود و در مراحل شستشو، بیشتر دقت شود.

3. میزان جذب کنترل مثبت بیشتر از 0/6 باشد.

ارزشیابی آزمایش:

محاسبه نتایج:

1. جذب نوري بلانک را از کنترل ها و نمونه ها کم کنید. 

2. مقدار Cut off را طبق فرمول زیر بدست آورید. 

Cut off value = 0/25 + میانگین جذب هاي نوري کنترل منفی
3. براي تعیین نتایج مثبت و منفی، مقدار ایندکس را از تقسـیم جذب نمونه 

بر مقدار Cutoff بدست آورید:

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

بر اساس این فرمول مقادیر بالاتر از 1/1 مثبت و پائین تر از 0/9 منفی قلمداد 

می شوند. نمونه هایی که مقدار ایندکس آنها بین 0/9 تا 1/1 باشد، مشـکوك 

حساسیت : بر اساس ارزیابی هاي انجام شده روي 187 نمونه که 35 مورد از آنها چند روزبوده و باید پس از  با استفاده از سرم تازه مجدداً آزمایش شوند. 

سرم بیماران مبتلا به COVID-19 که مثبت بودن تسـت آنها با کیت دیگري 

تائید شده و علائم بیماري نیز در شرح حال آنها مشــــــــاهده گردیده، میزان 

 ،SARS-CoV-2 علیه IgM حســاسیت کیت جهت اندازه گیري آنتی بادي

88 درصد به دست آمد. حد اطمینان 95 درصد حساسیت کیت  71/89 درصد 

تا 99/7 درصد بدست آمد.

اختصاصیت: ارزیابی هاي انجام شده روي 187 نمونه که 152مورد از آنها سـرم 

منفی تهیه شده از بانک نمونه هاي مربوط به یک سال قبل بود و همچنین منفی 

بودن آنها با کیت هاي دیگري تائید شده، نشــان می دهد اختصـــاصیت کیت 

جهت اندازه گیري آنتی IgM علیه SARS-CoV-2، 100 درصد می باشـد. 

حد اطمینان 95 درصد اختصاصیت کیت 91 درصد تا 100 درصد بدست آمد.

دقت: جهت بررسی تکرارپذیري کیت ، آزمون هاي دقت درون تســـــت و بین 

تســت بوسیله کنترل منفی و مثبت و یک نمونه سرمی مثبت ضعیف انجام شد 

که نتایج آن در جداول زیر آمده است. 
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 Ig Mنتیجه منفی، نشان دهنده عدم وجود مقادیر قابل تشخیص آنتی بادي 

علیه SARS-CoV-2 می باشد و نتیجه مثبت می تواند نشــــــانه مواجهه با 

Ig در بدن بیمار باشـــد ولی به  SARS-Co و تولید آنتی بادي  Mویروس 2- V

این نکته توجه داشـته باشـید که احتمال واکنش متقاطع با گونه هاي دیگر کرونا 

ویروس که ایجاد سرماخوردگی میکند (مثبت کاذب) نیز وجود دارد. 

 با توجه به اینکه پاسخ سیســـــــتم ایمنی در واکنش به عفونت با ویروس عامل 

COVID-19 تاخیري می باشد، نتیجه منفی تســـت هاي سرولوژي مبتنی بر 

آنتــی بادي، عفونت با SARS-CoV-2 را به ویــژه در افــرادي که در تماس و 

مواجهه با ویــروس بوده اند، رد نمــی کند(نتایج منفـــی کاذب). به منظور رد 

عفونت در چنین افرادي، باید آزمایش هاي پیگیرانه با اسـتفاده از روش 

هاي تشخیص مولکولی انجام شود. 

در صـورت منفی بودن جواب آزمایش و شـک به وجود بیماري توصـیه می شـود 

نسبت به اخذ نمونه مجدد و تکرار آزمایش پس از یک تا دو هفته اقدام شود.

تفسیر نتایج:

پارامترهاي کنترل کیفی:

دقت داخلی با ارزیابی تکرار پذیري سه نمونه سرم انجام گردید.

%CV SD
میانگین  تعداد دفعات 

تکرار تست

2.065 0.009 0.475 15 نمونه منفی

نمونه مثبت
ضعیف

نمونه مثبت
قوي

3.26 0.034 1.05

155.49 0.14 2.59

15

Inter - Assay (دقت بین تست)

%CV SD
میانگین تعداد دفعات 

تکرار تست

5.0 0.02 0.47 15 نمونه منفی

نمونه مثبت
ضعیف

نمونه مثبت
قوي

3.89 0.04 1.02

156.13 0.15 2.6

15

ارزیابی دقت بین تســـتی با سه نمونه متفاوت سرم در چندین نوبت کاري 

انجام شد . 

تغییرات بین تستی نیز به صورت زیر می باشد:

Interferences (تداخلات )

جهت بررسی تداخل کیت با سه نمونه سرم، مقادیر زیر از عوامل مداخله گر 

اضــافه و تغییرات میزان S/C نمونه در قبل و بعد از افزودن عوامل مداخله 

گر محاسبه شد.

غلظت 
آنالیت 

مداخله گر

ارزش نمونه 
قبل از افزودن

آنالیت 
مداخله گر

(S/C)

ارزش نمونه
 بعد از افزودن

آنالیت 
مداخله گر

(S/C)

20 
mg/dl

تفاوت نتایج
(%)

300 
mg/dl

آنالیت 
مداخله گر

هموگلوبین

تري گلیسرید

بیلی روبین

1 
mg/ml

0.79
8.51
12.2

0.82
8.58

12.31

0.79
8.55
12.6

0.79
8.53

12.36

0
0.53
-3.3

0
0.33
1.34

-4.62
0.46
0.98
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0.79
8.51
12.2

0.79
8.51
12.2

احتیاط!

 با توجه به اینکه محلول هاي به کار رفته در این کیت ها حاوي مواد
 سمی مانند تیمروزال و مواد پروتئینی با منشا انسانی و حیوانی
 هستند، و اینکه با هیچ تستی نمی توان از عدم وجود ویروس هایی
 چون                          در این محلول ها اطمینان کامل حاصل
 کرد، خواهشمند است هنگام کار احتیاط هاي لازم از جمله  استفاده از
 دستکش، امتناع از خوردن و آشامیدن و سیگار کشیدن،  خودداري از
 پیپت کردن با دهان و پرهیز از هرگونه تماس محلول با چشم و

  دست ها، رعایت شود.

HBV,HCV,HIV

Ratio

Ratio


