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  محتويات كيت تستي ٩٦

1×96 wells پليت 

1×1ml 
  كنترل منفي

 (Control Negative) 

1×1ml 
 مثبت كنترل

(Control Positive)  

1×12ml 
 محلول آنزيم كونژوگه

 Conjugate) (HRP- 

1×50ml 
 (20X)غليظ محلول شستشو

(Wash Buffer) 

1×12ml 
 يك مرحله ايمحلول رنگزاي 

(Chromogen Substrate) 

1×12ml 
 محلول متوقف كننده

 (Stop Solution) 

2×50ml 
  بافر رقيق كننده

(Diluent Buffer) 
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 ١٩-ي  تشخيصي آنتي بادي عليه ويروس كوويدكيت الايزا 

COVID-19 Total Antibody ELISA KIT 
  مقدمه 

 نييجهت تع كيمونولوژيروش ا كي COVID-19 Total Antibody ELISA تيك
  . باشديم ١٩-ديكوو هيعل يباد يمقدار آنت

 روسياست كه در اثر عفونت با و يتنفس يماريب كي) COVID-19( ٢٠١٩ كرونا يماريب
SARS-CoV-2 يتب و سرفه، تنگ ،يعفونت شامل علائم تنفس عيشود. علائم شايم جاديا 

 يسندرم حاد تنفس ه،يتواند باعث ذات الريعفونت م دينفس است. مشكلات در موارد شد
)SARS.يماريبه ب ها هستند كه منجرروسياز و ياديها خانواده زروسيو كرونا) شود 

) وسندرم MERS-CoV( انهيخاورم يمانند سندرم تنفس ديشد يهايماريتا ب يسرماخوردگ
روسياز و ي، نوع COV-2 شوند. يم covid-19) وSARS-CoV( يتنفس ديحاد شد

 وعيو ش ييشناسا نيدر ووهان، چ ٢٠١٩بار در دسامبر  نياول يشكل هستند كه برا يتاج ييها
  كرده است. دايپ

  
  اساس روش اندازه گيري 

با  يميآنز يسنج يمنيا تيك كي   COVID-19 هيعل يباد يآنت صيتشخ يزايالا تيك
    (N,S)يژنها يپوشش داده شده با آنت يهااست كه از چاهك يادو مرحله ونيانكوباس

COVID-19 يهايباد يآنت ون،يانكوباس نيشده در اول اضافه ماريكند. سرم بيم استفاده 
-يها شسته موجود، متصل خواهند شد. سپس چاهك تدر صور COVID-19 ياختصاص

 يميبروند. در مرحله دوم كونژوگه آنز نياز ب ياختصاص ريغ يسرم يها نيشوند تا پروتئ
(Anti-human IgG+IgM+IgA) شود و پس از شستشو يها اضافه مبه چاهك

 يمنيامتناسب با كمپلكس  يشود كه شدت رنگ  آبيم ختهيها رمحلول رنگزا داخل چاهك
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كند يم ليرا به زرد تبد يشده در چاهك است. افزودن محلول متوقف كننده رنگ آب ليتشك
  نانومتر دارد. ٤٥٠در طول موج  يجذب نور نيكه بهتر

  عرف ها م
آنتي (S,N) چاهك جدا شدني كه با مخلوط ٩٦ميكرو پليت هاي پوشش داده شده: شامل . ١

 پوشش داده شده است. ١٩-ژن هاي كوويد

حاوي مواد نگه دارنده، پايدار كننده زرد  رنگ به ليما عي): ماتريل يليم ١( ي. كنترل منف٢
درجه  ٨-٢ يهفته در دما ٤از باز شدن  به مدت  كه پس وپروتئين هاي غير واكنشي ميباشد 

 .باشد يم داريگراد پا يسانت

حاوي آنتي بادي رقيق شده در بافر كه  قرمز رنگ به ليما عي): ماتريل يليم ١. كنترل مثبت (٣
 يم داريپا گراديدرجه سانت ٨-٢ يهفته در دما ٤كه پس از باز شدن به مدت پروتئيني ميباشد 

 باشد.

٤. HRP-Conjugate )كه حاوي  به رنگ قرمز عي): ماتريل يليم ١٢Anti-human 

(IgG+IgM+IgA) باشد يم. 
محلول شستشو  يكه حاو آبيبا درپوش  يرنگ داخل بطر يب عي): ما20x. بافر  شستشو (٥

 شود. قيشده رق زهيونيبا آب مقطر / د ١٩ به ١به نسبت  ديكه قبل از استفاده بااست 

٦ . Chromogen Solution )يم قهوه اي اليو كيرنگ داخل  يب عي): ماتريل يليم ١٢ 
 باشد.

 كيسولفور دياسكه حاوي  ديسف اليرنگ در و يب عي): ماتريل يليم ١٢( محلول متوقف كننده. ٧
  .باشد يشده م قيرق
٨. Diluent Buffer )كننده ويال محلول سبز رنگ كه حاوي بافر رقيق  ٢ ):تريل يليم ٥٠

 مي باشد.

  مورد نياز كه در كيت موجود نيست مواد و وسايل 
 شده زهيونيد اي تازه . آب مقطر١

 مصرف كباري. دستكش ٢ 

 كاغذ جاذب رطوبت .٣
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 گراديدرجه سانت ٣٧ وني. دستگاه انكوباس٤

نانومتري به عنوان  ٦٣٠نانومتري و در صورت امكان  ٤٥٠دستگاه الايزا ريدر داراي فيلتر  .٥
 فيلتر رفرانس 

  لاندا  ١٠٠٠، ١٠٠،  ١٠سمپلر  .٦
 
   ات قابل توجه براي مصرف كنندگان نك

 شينادرست، آزما جهياز نت يريجلوگ ياز نظر زمان و دما حساس است. برا ELISA سنجش
   .دهيددقت انجام را به 

محتويات اين كيت تنها براي مصرف در همين كيت قابل استفاده هستند و از مخلوط كردن  .١
  محتويات كيت ها با شماره ساخت هاي مختلف خودداري نماييد.

  از استفاده مواد پس از تاريخ انقضا خودداري كنيد. .٢
تماس با آب فراوان . از تماس پوستي با محلول متوقف كننده خودداري كرده و در صورت ٣

  بشوييد.
 

  شرايط نگهداري كيت:
  درجه سانتي گراد نگهداري نماييد.  ٨-٢. كيت را در دماي بين ١
  چاهك ها را در كيسه مخصوص پليت همراه با رطوبت گير نگهداري كنيد. .٢
 پس از باز شدن چاهك ها درب زيپ كيپ را محكم ببنديد. .٣

  تهيه و جمع آوري نمونه 
هاي شديدا هموليزه حذف شوند زيرا ميتوانند نتايج كاذب در اين آزمايش نشان دهند نمونه  .١

 و ضمنا به هيچ وجه از نمونه هاي آلوده به ميكروب استفاده نشود.

سرم فرد در نظر گرفته  ينمونه ها شيآزما يفقط برا COVID-19 ELISA يباد يآنت .٢
 شده است. 
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درجه سانتي گراد و براي مدت  ٨-٢هفته در دماي مثبت نمونه ها را ميتوان براي مدت يك . ٣
  درجه سانتي گراد نگه داري كرد. ٢٠زمان طولاني تر در دماي  منفي 

  
  آماده سازي معرف ها

  .كليه معرف ها را به دماي اتاق رسانده و قبل از استفاده آنها را به آرامي سر و ته كنيد  

 ) 20بافر شستشو راxشده رقيق كنيد. )با آب مقطر يا ديونيزه  

  ميكروليتر  ١٠( به عنوان مثال  شودسازي رقيق با بافر رقيق كننده  ١٠١به  ١سرم به نسبت
  سرم با يك ميلي ليتر بافر در ظرف مناسب مخلوط گردد)

  توجه: كنترل هاي كيت، آماده مصرف بوده و نيازي به رقيق سازي ندارند.
  

  انجام آزمايش  مراحل
به عنوان كنترل مثبت را چاهك و دو   يچاهك را به عنوان كنترل منفدو : يآماده ساز .١

 .ديكن يعلامت گذار

از ميكروليتر  ١٠٠و  يكنترل منف ،از كنترل مثبت تريكروليم ١٠٠ افزودن كنترل و نمونه: .٢
  .ديمربوطه خود اضافه كن يها هكچابه را  رقيق شده نمونه

 .دياستفاده كن جداگانه پتيهر نمونه از نوك پ يتوجه: برا

 ٣٠و به مدت  ديبپوشانبرچسب مخصوص داخل جعبه كيت را با  تيپل روي  :وني. انكوباس٣
 .ديگراد انكوبه كن يدرجه سانت ٣٧در  قهيدق

داخل چاهك ها را  اتيرا برداشته و محتو برچسب پليت ون،يانكوباس ي. شستشو: در انتها٤
. هر بار اجازه ديشده، شستشو ده قيبافر رقميكروليتر  ٣٠٠بار با  ٥ . هر چاهك راديينما هيتخل
 يبر رو ميشستشو با ضربات ملا يشوند و در انتها سيخ هيثان ٣٠-٢٠به مدت چاهك ها  ديده

 .ديينما هيموجود در چاهك ها را تخل عيما يكاغذ جاذب تمام
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-Anti-human (IgG+IgM+IgA) HRPي ميكونژوگه آنز تريكروليم ١٠٠. ٥

Conjugate ديرا به داخل هر چاهك اضافه كن. 

گراد  يرجه سانتد ٣٧در  قهيدق ٣٠و به مدت  ديبپوشان برچسب پليترا با  تي: پلوني. انكوباس٦
  .ديانكوبه كن

داخل چاهك ها را  اتيرا برداشته و محتو برچسب پليت ون،يانكوباس ي. شستشو: در انتها٧
. هر بار اجازه ديشده، شستشو ده قيبافر رقميكروليتر  ٣٠٠بار با  ٥. هر چاهك را ديينما هيتخل
بر  ميشستشو با ضربات ملا يشوند. و در انتها سيخ هيثان ٣٠-٢٠به مدت  چاهك ها ديده
 .ديينما هيموجود در چاهك ها را تخل عيما يكاغذ جاذب تمام يرو

را درون هر چاهك  Chromogen substrateرنگزا  محلولاز  تريكروليم ١٠٠: زايي. رنگ٨
  دقيقه در دماي اتاق قرار دهيد. ١٥و به مدت  دياضافه كن

 .دياضافه كن كرا به داخل هر چاه Stopاز محلول  تريكروليم ١٠٠. توقف واكنش: ٩

 ٦٣٠و  ٤٥٠جذب نوري هر چاهك را در طول موج   :نوري  جذب زانيم يري. اندازه گ١٠
دقيقه پس از  ٢٠ر قرائت نماييد. سنجش جذب نوري بايد حداكثر تا نانومتر با دستگاه الايزاريد
 اتمام آزمايش انجام شود.

 :جينتا محاسبهروش 

 = Negative Control + 0.25 cut off 
                                                                                                                    

Index=  
𝑶𝑫 بيمار 

𝐜𝐮𝐭 𝐨𝐟𝐟  𝐎𝐃
 

منفي تلقي مي شوند.  ٩/٠مثبت و پايين تر از  ١/١بالاتر از  index بر اساس اين فرمول مقادير
مي باشد مشكوك بوده و بايد مجددا آزمايش  ٩/٠ – ١/١نمونه هايي كه مقدار آن ها بين 

  شوند.
 :تيفيك كنترل

  مي باشد. ١/٠جذب نوري كنترل منفي كمتر از 
  مي باشد. ٧٠٠/٠جذب نوري كنترل مثبت بيشتر از 
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 :جينتا بررسي

كه  هستند يروش منف نيا يدارند براكات آف از  يكه جذب كمتر يي: نمونه هايمنف جينتا
 ييشناسا COVID-19 Ab ELISAبا  COVID-19 يباد يآنت چيدهد  ه ينشان م

در   COVID-19ويروس  ناكرو يدر مورد بيماري نشده است، بنابراين هيچ نشانه سرولوژيك
 حال حاضر يا گذشته وجود ندارد.

 عليه يباد يد آنتنده ينشان م دارند، كات آفاز  شتريبجذب كه  ييمثبت : نمونه ها جينتا
COVID-19  .وجود دارد 

  ارزيابي عملكرد كيت:
-Interو  Intra-assay.دقت آزمايش: جهت بررسي تكرار پذيري كيت، آزمون هاي ١

assay  توسط كنترل مثبت و منفي و يك نمونه سرمي مثبت ضعيف انجام شد كه نتايج به
  شرح جدول ذيل مي باشد.

 
  :)Intra-assayآزمون دقت (

  
  تعداد دفعات
  تكرار تست

Mean SD CV (%)  

  ٥/١٨  ٠٠٥١/٠  ٠٢/٠  ٢٠  كنترل منفي

  ١٤/٣  ٠١٦/٠  ٥١٨/٠  ٢٠  كنترل مثبت
  ٠٣/٦  ٠٨٨/٠  ٤٧/١  ٢٠  نمونه سرمي مثبت ضعيف
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 :)Inter-assayآزمون دقت (

  
  تعداد دفعات
  تكرار تست

Mean SD CV (%)  

  ٤٣/٤  ٠٠١/٠  ٠٢٨/٠  ٨  كنترل منفي
  ٠٥٤/٥  ٠٧٧/٠  ٥٣/١  ٨  كنترل مثبت

  ١٦/٦  ٠٣٢/٠  ٥٥/٠  ٨  نمونه سرمي مثبت ضعيف
  
 حساسيت و اختصاصيت: .٢

ييد نمونه مثبت تأ ٥٦مطالعه شدند كه  نمونه جهت ارزيابي حساسيت و اختصاصيت وارد ٣٥٨
نمونه منفي از نمونه هاي آرشيو خرداد،  ١١٢و  جهت بررسي حساسيت شده با روش مولكولي

شركت  ١٩-جهت بررسي اختصاصيت با كيت توتال آنتي بادي كوويد ١٣٩٨تير و مرداد سال 
PGI .ييد شده وزارت بهداشت به منظور مقايسه نمونه نيز با كيت تأ ١٩٠ همچنين ارزيابي شد

  بررسي گرديد.  PGIكيت شركت همبستگي 
 آن نمونه ٣٠ ،علائم بالينيداراي يا ييد شده با روش مولكولي و ونه تأنم ٥٦در بين  حساسيت:

. باتوجه به نتايج بدست آمده حساسيت اين كيت به خواني داشتهم PGIبا كيت شركت 
را درصد  ٤٢/٩٨حساسيت نمونه، ١٩٠با بررسي  درصد مي باشد. اين كيت ٥٧/٥٣، ١٩-كوويد

   د.نشان داييد شده وزارت بهداشت نسبت به كيت تأ
جمع آوري شد و بررسي  ١٣٩٨نمونه منفي از آرشيو خرداد، تير و مرداد سال  ١١٢ اختصاصيت:

نمونه آن منفي شد. باتوجه به نتايج بدست آمده اختصاصيت اين كيت نسبت به  ١٠٨و  گرديد
را درصد  ٧١/٨٥اختصاصيت نمونه،  ١٩٠از بين درصد مي باشد. اين كيت  ٥٥/٩٦، ١٩-كوويد

  .كردييد شده وزارت بهداشت ارزيابي ت به كيت تأنسب
مثبت و براساس كيت  براساس وجود علائم باليني كهمورد  ٩ نمونه، ١٩٠همچنين در بررسي 

 .خوانش شدمثبت  PGIشركت كيت  ييد شده منفي تشخيص داده شده بود، باتأ
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 COVID-19-Total ELISA KITجدول ارزيابي حساسيت و اختصاصيت 

 
PCR or clinical 
manifestations  

(sign and symptom) 

SARS-CoV-2 
(IgG*) ELISA Kit 

Sensitivity (%) 53.57 (n=56) 98.42 (n=127) 
Specificity (%) 96.55 (n=112) 85.71(n=63) 

PPV** (%) 88.23 93.28 
NPV*** (%) 81.15 96.43 

AUC 0.751 0.921 
Kappa  

(P. value) 
0.55789 0.85246 

 ييد شده وزارت بهداشتكيت تأ*

   (Positive Predictive Value) ارزش اخباري مثبت **

   (Negative Predictive Value) ارزش اخباري منفي ***

 كيتحساسيت و اختصاصيت  براساس ،وجود علائم باليني علي رغم  تست كيفياين در ارزيابي 
مي تواند به نتايج مثبت ارائه شده اعتماد كند  (PPV)درصد ارزش اخباري مثبت  ٨٨پزشك با 

درصد ارزش اخباري  ٨١ين با و با وجود شيوع گسترده اين ويروس آن را بيمار تلقي كند. همچن
  مي تواند موارد منفي را سالم تشخيص دهد.منفي 

 
  ROCرسم منحني .  ٣
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  با كيت تاييد شده COVID-19Total Antibodyهمبستگي كيت . ٤
  

  

  

  

  

  

  ضميمه يك:

  حساسيت تست 
IgG 

)95%CI(%، 

حساسيت 
  تست

 IgM 
)95%CI(%، 

  حساسيت تست
PGI)( Total Ab   
)95%CI(%، 

حساسيت 
 تست
PCR  

)95%CI(%،  

روزها پس از شروع 
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  ٧-١  هفته اول  ٧/٦٦  ٣/٣٨  ٧/٢٨  ١/١٩
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 :يمنيو ا ياطياحت اقدامات

 ) برسند.گراديدرجه سانت ٣٠-١٨اتاق ( يمعرفها و نمونه ها قبل از استفاده به دما دياجازه ده .١

درجه  ٨-٢ ي. بلافاصله پس از استفاده در دماديتكان ده يرا به آرامها از استفاده، معرف  قبل
 .دانيگراد برگرد يسانت

خراش ممكن است در خواندن اختلال  اي. اثر انگشت ديلمس نكنرا چاهك ها  ي. قسمت خارج٢
 .ديحاصل كن نانياز خشك بودن كف صفحه اطم ج،يكند. هنگام مطالعه نتا جاديا

ه به پس از مرحله شستشو خشك شوند. بلافاصل تيكروپليم يچاهك ها دي. هرگز اجازه نده٣
 .ديكن يهوا خوددار يحباب ها جادي. در هنگام افزودن معرفها از اديبرو يمرحله بعد

همه  يبرا كساني يكار طي. شراديكن يدر مراحل سنجش خوددار يطولان ي. از وقفه ها٤
 .ديكن نيچاهك ها را تضم

 ونيدر داخل دستگاه انكوباس گراديدرجه سانت ٣٧ ونيانكوباس يكه دما ديحاصل كن ناني. اطم٥
 است.

 نييتع رنانومت ٦٣٠ با شاهد نانومتر  ٤٥٠جذب را در  زاني، مالايزا ريدربا  يري. هنگام اندازه گ٦
 .ديكن

 يبنديعفونت بالقوه در نظر گرفته شوند. پا كيبه عنوان  ديبا ي،منشأ انسان ينمونه ها هي. كل٧
  كند. نيرا تضم يشخص تيتواند امن يمقررات م) عملكرد صحيح آزمايشگاه( GLPبه  قيدق

  :ها تيمحدود
 يمنيا ستميس ياز سركوبها يو در برخ يماريب هيها ممكن است در مراحل اول يباد يآنت .١
 COVID-19 Ab ELISAبه دست آمده با  يمنف جينتا نيبنابرا قابل كشف باشند. ريغ

آن  يمنف جهيو نت ستين يابيقابل رد يباد يسطح آنت يامر است نمونه حاو نيتنها نشانگر ا
 .در نظر گرفته شود يهد قطعاد به عنوان شينبا

 نيا ديباشد، با يمنف مجدد شيآزما جي، نتاهاي مثبت اوليهمجدد نمونه  شي. اگر پس از آزما٢
 شود.   ريتعب ينمونه ها به عنوان منف
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 ي، روش هاتاريخ گذشته يها تياشتباهات سنجش عبارتند از: استفاده از ك نيتر جيرا .٣
در هنگام  يكافنا ونيراسيآلوده، مراحل نادرست روش سنجش، آسپ ي، معرفهاغلط يشستشو

 معرفها، عملكرد نادرست ايشستشو، عدم اضافه كردن نمونه ها 

 ايشده  زهيهمول اريبس ي، استفاده از نمونه هايزمان بند ياها، خطيشگاهيآزما زاتيبا تجه
 سرم ناقص لخته شده. ي، نمونه هانيبريف يحاو ينمونه ها

٤ .COVID-19 Ab ELISA اندازه  يتوان برا ينم جياست و از نتا يفيروش ك كي
. هر چند كه معمولا اندكس هاي بالا حاوي تيتر استفاده كرد ي به صورت كميباد يآنت يريگ

  بالاي آنتي بادي هستند.
  د.دار SARS-CoVواكنش متقاطع با   COVID-19اين كيت  .٥
منفي است به عكسبرداري از قفسه سينه، انجام آزمايش   PCR. در مواقعي كه آزمون ٦

  توصيه مي شود.  COVID – 19  Agسرولوژي(همين آزمايش) و انجام آزمايش 
تكميل  ١٩و يا كيت تشخيص  آنتي ژن كوويد   PCR. تفسير نتايج اين كيت همراه با آزمون ٧

 مي گردد.
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  COVID-19-Total ELISA KITخلاصه روش كار 

 
 
 
 
 

 
 
 

   

٨  ٧  ٦  ٥  ٤  ٣  ٢  ١  
كنترل 
مثبت، 

منفي و  
نمونه 

 رقيق شده

  

زمان 
شيك در 

دماي 
  اتاق

مدت زمان 
انكوباسيون 

(  در دماي
ͦ٣٧(  
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ͦ٣٧(  

100 µl  15 s 30 min 5  300 
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µl  15 s 30 min  

١٦  ١٥  ١٤  ١٣  ١٢  ١١  ١٠  ٩  
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-ديکوو روسيو هيعل یباد یآنت صيتشخ تيخلاصه روش کار ک  

 
 ٥٣، واحد٣فرهاديه، پلاكآزادي، روبروي مترو توحيد، كوچه -: تهران، تقاطع نوابآدرس

    ٠٢١ - ٦٦٥٧٥٠٥٨:  تلفن   

             ٠٢١ - ٦٦٤٢٠٥٤٠ 

 ٠٢١ – ٦٦٥٧٥٠٥٨:  فكس   

خيابان هفتم -ساوه شهرك صنعتي مامونيه-اتوبان تهران ٨٠كيلومتر  -آدرس كارخانه: استان مركزي
  ٥پلاك 
     ٠٨٦-٤٥٢٥٣٣٦٨  تلفن:

  
 padtangostariran@gmail.com: آدرس ايميل    

 

  ١٩-انجام كيت الايزا كوويدخلاصه روش 

  (µl 100) نمونه رقيق شدهو  كنترل مثبت و منفي
 

15 s شيك در دماي اتاق 

 بار شستشو ٥
30 min در  انكوباسيون

  )٣٧ͦ( دماي 
 )100µlكونژوگه آنزيمي(

  در دماي اتاق  شيك s 15و

30 min در  انكوباسيون
  )٣٧ͦ(  دماي

 (100µl)محلول رنگزا بار شستشو ٥

15 min محلول متوقف كننده   در دماي اتاق انكوباسيون(100µl) 

 (nm 450/630)خوانش جذب نور 


