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  چكيده
، آزمايش هـاي متعـددي   CoV-SARS2-2، ناشي از ويروس COVID(1-19( 19-كوويددر پاسخ به شيوع بيماري 

مورد نياز است.  جمعيجهت تشخيص بيماري حاد، رديابي تماس، تشخيص عفونت هاي بدون علامت و ارزيابي ايمني 
آزمايش استاندارد در بيماري حاد اسـت، آزمـايش هـاي سـرولوژيك بـا توجـه بـه شـيوع گسـترده           PCRحالي كه در 

كـه ويژگـي    PCRبيماري، جهت رفع نيازهاي تشخيصي مورد توجه قرار گرفته و توسعه يافته انـد. بـرخلاف آزمـايش    
 6است. بـا توجـه بـه ايـن كـه       COVID-19بالايي دارد، واكنش متقاطع يك چالش بزرگ براي آزمايش آنتي بادي 

كرونا ويروس ديگر كه انسان را آلوده مـي كننـد نيـز وجـود دارد، توسـعه روش هـاي سـرولوژيك بـا ويژگـي بـالا در           
  شناسايي بيماران آلوده از اهميت خاصي برخوردار خواهد بود.

د، كـه  نري هاي عفوني ايفا مي كنشيوع بيمادر مقابل تشخيصي آزمايشگاهي نقش مهمي را براي واكنش  هاي آزمايش
  ، SARS-CoV-2نيــز صــادق اســت. در طــي چنــد روز پــس از انتشــار ژنــوم  COVID-19در مــورد ايــن موضــوع 
به سرعت در خط مقدم براي تشخيص بيماران مبتلا به پنوموني حاد در چين و در سطح جهاني بـه   PCR3آزمايش هاي 

بـه تنهـايي نمـي توانـد پاسـخگوي نيازهـاي ايـن         PCRبود كه آزمـايش   مرحله اجرا در آمد. با گسترش بيماري واضح
  بيماري مانند رديابي تماس گذشته نگر، بررسي ميزان بيماران بدون علامت و ارزيابي ايمني جمعي باشد.

با توجه به اين كه در ساير كشورهاي جهان از آزمايش هاي سرولوژيك در رديابي تماس، مطالعات سرواپيدميولوژيك 
استفاده مـي كننـد، متاسـفانه اظهـار نظرهـاي       19-برنامه ريزي و تعيين استراتژي هاي مختلف در كنترل بيماري كوويد و

مختلفي در مورد استفاده و كيفيت آزمايش هاي سرولوژيك در فضاي مجازي ديده شد كه عمدتا مبتنـي بـر اطلاعـات    
  شيوع پايين بيماري بود.اندك در ابتداي توليد كيت هاي سرولوژي و همزماني آن با 

در اينجا به مرور اجمالي استفاده از استراتژي هاي مختلف جهت افزايش حساسيت، ويژگي و ارزش پيشگويي كنندگي 
 مثبت در آزمايش هاي سرولوژيك پرداخته و تاثير عوامل مختلف را بر روي آن ها مورد بررسي قرار مي دهيم.  

 هـا بـه صـورت    آزمـايش ايـن  ي آنتي بادي را توسعه داده اند و اكنـون بسـياري از   دانشمندان تعداد زيادي از سنجش ها
 FDA4، در حالي كـه  وليسنجش ها به طور كامل تأييد نشده  اين چه هنوز هيچ يك از تجاري در دسترس هستند. اگر

كـرده   ش هـا صـادر  برخـي آزمـاي  را براي  EUA(5مجوز استفاده اضطراري (، بر لزوم اعتبار سنجي بيشتر تأكيد مي كند

                                             
1 Coronavirus disease 2019 
2Severe Acute Respiratory  Syndrome Coronavirus‐2 
3 Polymerase Chain Reaction 
4 Food and Drug Administration 
5 Emergency Use Authorization 
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   كـه   مي تواند منجر به سياسـت هـايي شـود كـه بـه جـاي ايـن        آزمايش هاي تاييد نشدهاستفاده گسترده از  چرا كه است.
  نمايد. تشديدكنترل كند، آن را را  SARS-CoV-2فعلي  يهمه گير

  
د، واكـنش متقـاطع،   ، آنتي ژن اسپايك، آنتي ژن نوكلئوكپسـي 19-آزمايش هاي سرولوژيك، كوويد كلمات كليدي:

  الگوريتم متعامد (ارتوگونال)

  

  مقدمه

هـاي تشخيصـي مهـم     ) و پاندمي حاصل از آن، از چـالش SARS‐CoV‐2( 2كروناويروس حاد سندرم تنفسي شديد 
شـده انـد.    مبتلا SARS-CoV-2رود. كاربرد اصلي آزمايش سرولوژي، شناسايي افرادي است كه قبلا به  به شمار مي
و همچنين تسهيل رديابي تماس استفاده كرد.  يو شيوع سرم كمي توان براي هدايت مطالعات اپيدميولوژي از اين دانش

خـون و ارزيـابي پاسـخ     ياحتمـالي پلاسـما   گانزمايش هاي سرولوژي براي شناسايي اهـدا كننـد  آهمچنين ممكن است 
 در تشـخيص  فاده از آزمايش هاي سرولوژيكامكان استدر نهايت، و استفاده قرار گيرد  مورد به واكسن هانسبت ايمني 

، اين آزمـايش را انجـام نـداده باشـند    بوده و يا منفي  RT-PCRكه  COVID-19 بيماران علامت دار يا بدون علامت
  .وجود دارد

ز كـه ممكـن اسـت بـه درمـان نيـا      افرادي شناسايي مي تواند در ، سرولوژيك با كيت هاي تاييد شده هاي آزمايشانجام 
 . عدم تشخيص افـراد مبـتلا بـه   نمايند، كمك كننده باشدبراي پيشگيري از گسترش عفونت، بايد خود را ايزوله  شته يادا

 خطـر  همچنين (نتيجه منفي كاذب)، ممكن است باعث به تعويق افتادن درمان شده و ابتلادر صورت وجود  19-كوويد 
 بيمـاري  در صورت عدم وجود  19-كوويد يي نادرست . شناساداشته باشدگسترش بيشتر عفونت را به ديگران به همراه 

شـود.   بيمـار  سـازي غيرضـروري شـخص    بيشتر، درمـان و جـدا   (نتيجه مثبت كاذب) ممكن است منجر به انجام آزمايش
گيري گسترش بيماري، ارزيابي موفقيـت جداسـازي و    اند، در اندازه داشته 19-كوويد شناسايي صحيح افرادي كه قبلا 

  .داردخاصي لقوه در شناسايي افراد ايمن اهميت طور با به
ي كـه داراي  بـا آزمـايش جمعيـت هـا و افـراد     همچنـين  بـالا و   ويژگـي  با روشاست كه با انتخاب يك  اين  مهممسئله 

، نتايج آزمايش مثبت كـاذب  (احتمال پيش آزمون بالا) دارند SARS-CoV-2 احتمال بالايي مبني بر آلودگي قبلي با
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مثبـت   گويي كننـده ارزش پيش ـ وقتي  است. بدين معني كه 6مدالگوريتم متعا استفاده از . روش ديگرمل برسانيرا به حداق
  ت از دو آزمايش مستقل براي افزايش ارزش پيش بيني كنندگي آزمايش استفاده نماييم.يك آزمون واحد كم اس

  

   زمان مثبت شدن آزمايش هاي سرولوژيك

آزمايش هاي سرولوژيك زير سوال قرار گيرند نتايج منفـي آن در بيمـاراني اسـت     يكي از مواردي كه موجب مي شود
كـاذب بـه دليـل درخواسـت      منفـي كه علائم باليني يا راديولوژي مثبت دارند. به نظر مي رسد در بيشتر موارد اين نتـايج  

  آزمايش در زمان نامناسب (عمدتا كمتر از يك هفته از شروع بيماري) باشد.

 بـدين  اسـت  ويروسـي  حـاد 	هـاي  بسيار شبيه ساير عفونـت  19-سروكانورژن بيماري كوويد  ن مي دهند كهمطالعات نشا
با اين حال مطالعات نشان دادنـد كـه    .كند شروع به افزايش مي IgGغلظت  IgMبه حداكثر رسيدن غلظت  با كه معني

هتـروژن ايـن    بتاپاتولوژي نس بيانگرتمالا كه اح تر بودهنسبت به ساير ويروس هاي تنفسي كند IgGو  IgM تيتر افزايش
  ويروس است.

ممكـن اسـت بـه     19-مورد ديگري كه در برخي مقالات به آن استناد شده اين است كه سروكانورژن در بيماران كوويد
) و  IgGو   IgMتوليـد همزمـان  ) سـروكانورژن همزمـان (  IgGسـپس   و  IgMصورت سروكانورژن معمـول (توليـد  

باشد و اين موضوع مي تواند تفسـير آزمـايش هـاي سـرولوژيك را      )IgMسپس  و  IgG(توليد سروكانورژن معكوس
و يا دير ايجاد   (non responder)ممكن است پاسخ ايمني ايجاد نشود درصد بيماران 2-3پيچيده نمايد. از طرفي در 

  كه بايد مورد توجه همكاران گرامي قرار گيرد.  (late responder)شود

   نشـود  اسـتفاده   مناسـب هـا در زمـان    از آناگـر   بـوده و  بسـيار مهـم   و انجام آزمايش هاي سـرولوژيك  درخواست مانز
كمتـري را  بـاليني  كه افـراد علائـم   ي در صورت امكان به خصوص در شرايط جواب هاي قابل قبولي حاصل نمي گردد.

  ت زمان طولاني تري مورد بررسي قرار داد.درا در م بيماران ويافته مي دهند بايد تجزيه و تحليل داده ها ادامه نشان 
  و اسـتفاده از   19-بيمـار مبـتلا بـه بيمـاري كوويـد      8526با اسـتفاده از نمونـه   نتايج تجميع شده در يك مطالعه كوهورت 

، IgG، IgM، IgA اندازه گيري براي) LFIAروش هاي سرولوژيك كمي لومينسانس، الايزا و روش جريان جانبي (
دارنـد   پـائيني ، حساسـيت  بيمـاري  همگي طي هفته اول شـروع علائـم  نشان داد كه  IgG/IgMهاي توتال و  بادي يآنت

                                             
6Orthogonal algorithm 
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        افـزايش يافتـه و در هفتـه سـوم بـه بـالاترين مقـدار خـود         حساسيت آزمـايش هـا   )، در هفته دوم %1/30(همگي كمتر از 
  . مي رسند

  به ترتيب در:   IgG/IgMحساسيت تركيبي 
  )%95با محدوده اطمينان  7/40تا  4/21(  %1/30معادل  بعد از شروع علائم روز 7تا  1 ه اول:هفت 
  )  %95با محدوده اطمينان  5/79تا  5/63(  %2/72 معادل بعد از شروع علائم روز 14تا  8 هفته دوم: 
  بود.) %95اطمينان با محدوده  4/94تا  0/87( %4/91معادل  بعد از شروع علائم روز 21تا  15 هفته سوم: 
  . ه بودندو مطالعات بنا شد كمتري از نمونهبرآورد براي بيش از سه هفته، براساس حجم  

تـا   6/90( %0/96معـادل   IgG/IgM يهـاي تركيب ـ  ، حساسـيت 35تـا   21 روزهـاي  براي هفته هاي چهارم و پنجم:
  ) بودند. %95با محدوده اطمينان  3/98

  .نداشت علائم وجودروز از شروع  35براي بيش از  ها يت آزمايشمطالعات كافي براي تخمين حساس
كـه بـه    اسـت  و در محدوده مورد انتظاريبوده  %98از  بيشترها،  بادي مطالعه) براي كليه آنتي 35(ارائه شده در  ويژگي 

 دهد. رخ ميمعمول طور

  

  
 

     در بيمـاران مبـتلا بـه    Sو  N ژن هـاي  ضـد آنتـي   اختصاصـي  IgGو  IgMينتيـك پاسـخ هـاي    كديگر  مطالعه در يك
COVID-19 بيمـار مبـتلا بـه     38نمونـه خـون از    130ايـن مطالعـه    . درمورد بررسي قـرار گرفـت   پس از شروع علائم
COVID-19  كه:نشان داد  بررسي ها و قرار گرفت آزمايشمورد  
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درصد عفونت را در  75مي توان تا  S-IgGو  N-IgM ،N-IgG  ،S-IgMآنتي بادي هاي اندازه گيري همزمانبا  -
  هفته اول تشخيص داد.

عفونـت را در هفتـه دوم   درصد  7/94مي تواند تا  N-IgG + S-IgGيا  N-IgM + N-IgG اندازه گيري همزمان -
  تشخيص دهد. 

صـد  دررسـيد. در مقابـل،    ٪100بـه   S-IgGو  N-IgGدر هفته سوم پس از شروع علائم، ميزان مثبت شدن آن براي  -
كاهش مـي يابـد،    IgGبه  IgM برخي از بيماران در نتيجه سوئيچ ايزوتايپ در S-IgMو  N-IgMبراي  موارد مثبت

  كمك كند. ،جلوگيري كنند يكه ممكن است به توليد آنتي بادي هاي مؤثرتري كه مي توانند از عفونت ويروس
 

  انواع روش هاي تشخيص آنتي بادي

 SARS-CoV-2به آنتـي ژن هـاي اختصاصـي     آنتي بادي هار پايه اتصال ب COVID-19آزمايش سرولوژي اساس 
ــد  ــي باش ــف  . م ــاي مختل ــاس روش ه ــرولوژي  اس ــد س ــاي    19-كووي ــنجش ه ــامل س ــان ش ــانبيجري ــزا ،7ج                  و  8 الاي

رفتـه بـا هـم    و نوع آنتي ژن به كار  آنتي ژن-اتصال آنتي بادي شناسايي در نحوه ها است. اين سنجش 9كمي لومينسانس
آنتي بادي هايي ايجاد كرده باشد، آنتي بادي هاي مربوطه آنتي ژن ها را  SARS-CoV-2اگر بيمار در برابر  متفاوتند.

  است. SARS-CoV-2قرار گرفتن در معرض  هتشخيص داده و به آن متصل مي شوند و اين نشان
  

  نوع آنتي ژن به كار رفته و روش انجام آزمايش

بستگي دارد. آنتي ژن ها مي توانند پروتئين، پلي ساكاريد يـا  آن يش هاي سرولوژي به ويژگي آنتي ژن تفسير دقيق آزما
از ، احتمال واكنش متقاطع افزايش يافتـه و اطمينـان   ويژگي بالايي براي عامل عفونت زا نداشته باشندليپيد باشند، اما اگر 

مورد  SARS-CoV-2زير براي تشخيص آنتي بادي هاي كاهش مي يابد. آنتي ژن هاي ويروسي  به دست آمدهنتايج 
  استفاده قرار مي گيرد.

) و S( اسـپايك گليكوپروتئين  د،مي شوتوليد آنتي بادي ها آن ها كه عليه  SARS-CoV-2مهم ويروس  آنتي ژندو 
ضـروري اسـت و در   به سلول ميزبان براي ورود ويروس  S) هستند. در حالي كه پروتئين N( فسفوپروتئين نوكلئوكپسيد

. ويروسي همراه  مي باشد RNAبا  زاي بسيار قوي است كه پروتئين ايمنييك  Nح ويروسي وجود دارد، پروتئين سط
                                             

7 Lateral flow Immunochromatographic assay(LFIA) 
8 Enzyme Linked Immunosorbent Assay(ELISA) 
9 Chemiluminesense Immuno Assay(CIA) 
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) بـه عنـوان آنتـي ژن    RBD(يا دامنه اتصـال گيرنـده    S1 ، زير واحد)S1+S2( كامل  Sمانند Sاشكال متعدد پروتئين 
از  يكمترويژگي ، كرونا ويروس هاستاظت شده بين ، كه شامل مناطق حفS2. زير واحد قرار مي گيرنداستفاده  مورد

RBD .دارد  

 نقش ساختاري و غير ساختاريمتصل شده و  RNAپروتئيني است كه به  :N 10)پروتئين (پروتئين نوكلئوكپسيد
ايفا مي كند. داده ها حـاكي از آن اسـت كـه ايـن آنتـي ژن نقـش مهمـي در پـاتوژنز           SARS-COV-2را در عفونت
  بيماري دارد.

سـلول هـاي   بـه  هستند كه  يپروتئين هاي سطحي قارچ مانند منحصر به فرد :S(11(پروتئين هاي  اسپايكپروتئين 
است كه بـه   S2و  S1حاوي دو زير واحد  Sمي كنند. هر مونومر پروتئين  تسهيلو ورود ويروس را شده ميزبان متصل 

بـه  صـورت جداگانـه يـا    ه ممكن است ب ـ S2و  S1ترتيب اتصال و همجوشي غشايي را تسهيل مي كنند. زير واحد هاي 
  د.ناستفاده شو كبه عنوان آنتي ژن براي آزمايش سرولوژيصورت كامل 

 )،ACE2( 2آنزيم تبديل كننـده آنژيوتانسـين   به كه است  S1بخشي از پروتئين  :RBD  12ده يادامنه اتصال گيرن
  شود.متصل مي است  SARSCoV-2 كه گيرنده

 

كرونـا  در بـين   Nه در روش هاي الايزا واكنش متقاطع و ويژگي آن را تعيـين مـي كنـد. آنتـي ژن     مورد استفاد آنتي ژن
 د.نمـي شـو   محافظـت  (S1,S2)كامـل   Sيا  S1بيشتر از  RBD، آنتي ژن هاي اسپايك، و در )Sويروس ها بيشتر از (

اظت شده و داراي ويژگي بالايي نسبت به ساير دامنه هاي پروتئين اسپايك بين كرونا ويروس ها كمتر حف  RBDمنطقه
مشـخص شـده    به كار رود.  SARS-COV-2است. بنابراين مي تواند به عنوان هدف اصلي براي آنتي بادي هاي ضد

كـه واسـطه اتصـال     hACE2بـه گيرنـده سـلولي     Sمـي تواننـد اتصـال پـروتئين      اسپايك ضدآنتي بادي هاي است كه 
SARS-CoV-2 ضـد  آنتي بادي هاي  بر اين كهمدركي مبني  هيچ را مسدود كنند.هاي هدف است  و ورود به سلول

قـدرت ايمنـي زايـي    بـه دليـل    Nپروتئين  بتوانند مانع ورود ويروس به سلول هاي بدن شوند، وجود ندارد. نوكلئوكپسيد
 .براي تشخيص زود هنگام عفونت است يمناسبكانديد آن و تجمع داخل سلولي قبل از بسته بندي ويروس،  بالاي

كـاهش  ، (S1,S2) اسـپايك بـا طـول كامـل     به جـاي   RBDاستفاده از  به هنگامآنتي بادي  در شناسايينگراني عمده 
      مبــتلا بــهاز بيمــاران  ٪95كــه بــيش از در يــك تحقيــق مشــاهده شــد احتمــالي حساســيت ســنجش اســت. بــا ايــن حــال، 

                                             
10 Nucleocapsid proteins 
11 Spike proteins 
12 Receptor Binding Domain 
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SARS-COV-2، 9    روز پس از شروع علائم آنتي بـادي ضـدRBD بيمـاران درگيـر بـا     سـرم  . ليـد نمـوده انـد   را تو
2-CoV-SARS 1 دامنه اتصال گيرنده كه باهايي دارند  آنتي بادي-CoV-SARS13  مي دهدواكنش متقابل نشان .

 انسـان بسـيار كـم اسـت، واكـنش متقـاطع       حال حاضـر در  در  MERS-COVو  SARS-CoV-1از آنجا كه شيوع 
نشـان داده  همچنين يد است كه چالش هاي تشخيصي ايجاد كند. بع SARS-CoV-1با  SARS-CoV-2آنتي بادي 

خنثـي سـازي   جهـت  در بيمـاران و توانـايي سـرم بيمـار      RBDيك رابطه مشخص بين سطح آنتـي بـادي هـاي     كه شده
مي توانـد ابـزاري مفيـد بـراي      RBDساده مبتني بر  روش الايزاييك وجود دارد. بنابراين  SARS-CoV-2ويروس 

  .نندگان پلاسماي خون باشدشناسايي اهدا ك

روش الايـزاي غيـر مسـتقيم داراي حساسـيت بـالايي بـراي        :(Indirect ELISA)روش الايزاي غيـر مسـتقيم   
در كـف چاهـك الايـزا متصـل شـده       Sيا  N شناسايي آنتي بادي در سرم بيمار است. در اين روش آنتي ژن اختصاصي

آنتـي  ا بخواهيم اندازه گيـري نمـاييم از   تايپي ركه چه ايزوساس اين سپس سرم حاوي آنتي بادي به آن اضافه شده و بر ا
استفاده مي كنيم. يكي از معايب اين روش امكان واكنش متقاطع با آنتـي   HRP 14هيومن ايمونوگلبولين نشاندار شده با

  ژن ثابت شده در كف چاهك الايزا است كه موجب افزايش سيگنال زمينه مي گردد.

در  استفاده از اين روش موجب افزايش ويژگي سنجش مي گـردد.  (Capture ELISA): روش الايزاي كپچر
بـا آنتـي بـادي هـاي ضـد       ELISA استفاده مي شود. چاهك) HRP-RBD( مانند آنتي ژن نشاندار از يكاين روش 

hIgG  يا ضدhIgM شستشـو،  . پس از افزودن سـرم انسـاني و   ه استاختصاصي به ايزوتايپ انساني از قبل پوشانده شد
HRP-RBD نسـبت بـه   اين روش كه  هنتايج نشان داد محلول رنگزا اضافه مي گردد. اضافه شد و پس از آن شستشو و

  دارد.مثبت   PCR) در بيماران ٪96 حساسيت و ٪100ويژگي الايزاي غير مستقيم حساسيت و ويژگي بيشتري (
 ساب تايپ ها) يا IgA ،IgE  ،IgDساير ايزوتايپ ها ( براي شناساييهمان قالب اين آزمايش را به راحتي  مي توان با 

)IgG1-4آنتي ژن . سازگار كرد اندكي تغيير ) باHRP-RBD نيز  آن و پروتكل عملياتي كليبوده  در دسترس
 Xكه در آن  HRP ،(HRP-X)با  Xپروتئين  مي توان از HRP-RBD استفاده از در اين روش به جايوجود دارد. 

  .استفاده نمود آنتي بادي شناساييباشد، براي  SARS-CoV-2 آنتي ژن هاي ديگري ازيا  مي تواند پروتئين
  
  

                                             
13 Severe Acute Respiratory  Syndrome Coronavirus‐1 
14 Horseradish Peroxidase 
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   واكنش متقاطع

بيشـتر از  نياز به آزمايش هاي سرولوژي يا آنتـي بـادي   و به دنبال آن توليد واكسن،  19-با افزايش شيوع  بيماري كوويد
       كـه   آزمـايش هـايي  بـراي توليـد    مختلـف در جهـان   . آزمايشگاه هاي تحقيقـاتي و شـركت هـاي   پيش احساس مي شود

را با ويژگي و حساسيت كافي تشخيص دهند، با هم در حال  رقابت هستند. علاوه بـر   COVID-19مي توانند عفونت 
SARS-CoV-2 ) شش ويروس ديگـر ،OC43 ،229E ،SARS-CoV ،NL63 ،HKU1  وMERS-CoV (

كه هدف ما طراحي يك روش با ويژگي بالا باشد اين ها چالش جدي  هنگاميوجود دارد كه انسان را آلوده مي كنند. 
وجـود   hCoVs(15محسوب مي شوند. اگر چه احتمال واكنش متقاطع آنتي بادي در بين ويروس هاي كروناي انساني (

را به دليل روابط نزديـك فيلوژنتيـك    SARS-CoV-2بالاترين شانس واكنش متقاطع را با  SARS-CoV-1دارد، 
  و هويت بالاي توالي ژنوم و پروتئين دارد.

    از كودكـان يـك يـا چنـد     ٪75تـا   60مضـر اسـت زيـرا     بسيار cCoV(16( معمولهاي  ويروس واكنش متقاطع با كرونا
هسـتند.   cCoV نـوع  4 هـر  بر عليـه  سال داراي آنتي بادي 50از بزرگسالان بالاي  ٪90دارند و  cCoVعليه آنتي بادي 

ــبختانه  ــه دلخوش ــه      ب ــيدهاي آمين ــوژي اس ــد هومول ــودن درص ــايين ب ــل پ ــا ي ــتراك )٪21-34(تقريب ــين  اش ــادي ب               زي
SARS-CoV-2  وcCoV's وجود ندارد.  
SARS-CoV-2 وSARS-CoV-1   هـاي   اسيد آمينه را براي پروتئينهومولوژي  ٪90در حدودN   77مربوطـه و٪ 

 ٪33و  Nاسيد آمينـه را بـراي پـروتئين     هومولوژي CoV-MERS17 94٪و  CoV-SARS-2دارند.  Sهاي  پروتئين
را بـراي افـزايش ويژگـي تسـت هـاي       Sدارند. اين داده ها ارزش استفاده از آنتـي ژن هـاي پـروتئين     Sبراي پروتئين را 

  سرولوژي برجسته مي كند.
جزيـه مـي شـود، زيـر     توسط پروتئـاز ميزبـان بـه دو زيـر واحـد ت     كه يك پروتئين بزرگ است  كرونا ويروس Sپروتئين 
ترمينـال كـه   -C ناحيه در S2 گيرنده و زير واحدبه ) مسئول اتصال 685 تا 1ترمينال (اسيد آمينه N در ناحيه   S1واحد

تـا   319(اسيدهاي آمينه  S1زير واحد ترمينال  C) در منطقه RBDمسئول همجوشي غشايي است. دامنه اتصال گيرنده (

                                             
15 Human coronaviruses 
16 Common Coronaviruses 
17 Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus 
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 )(ACE2گيرنـده سـلولي   بـه  نوتركيب به تنهـايي بـراي اتصـال     RBDده است كه ) واقع شده است، نشان داده ش591
   .كافي است

ــروتئين هــاي  يــكدر  روش در چهــار  SARS-CoVو  SARS-CoV-2از  RBDو  N  ،S1مطالعــه عملكــرد پ
در را  (specificity)بهترين ويژگي  RBDكه پروتئين  در اين بررسي مشخص شدمورد بررسي قرار گرفت.  مختلف

هر دو ويروس به دليل سطح بسيار بالاي واكنش متقاطع بـراي تشـخيص    N، در حالي كه پروتئين ين روش ها داشته اندا
مي تواند  الايزاي كپچر مشخص شد كه طور در اين مطالعه همين. تشخيص داده نشدندمناسب  يآنتي بادي هاي ويروس

 هـا  مطالعـه ايزوتايـپ   بـراي  سنجش را مي تـوان بـه راحتـي    همچنين اين .بهبود بخشدنموده و را بيشتر  آزمايشويژگي 

IgA,IgE,IgE)  ( ساب تايپ هاي ايمونوگلبولين ها و(IgG1-IgG4) نيازهاي تحقيقاتي سازگار كرد.  جهت 

افراد مبتلا به عفونت هاي خفيف در مطالعـات   عدم شناساييتا از نياز است يك سنجش حساس به وجود  از سوي ديگر
دو  ازشناسايي آنتـي بـادي هـا    جهت  سرولوژيك است در مطالعاتلازم به همين منظور  جلوگيري شود.اپيدميولوژيك 

  . استفاده شودآنتي ژن مختلف براي تأييد يافته ها و جلوگيري از منفي هاي كاذب 

   حساسيت، ويژگي و ارزش پيشگويي كننده تست هاي سرولوژيك

، متصور است آن  سرولوژيك به هدفي كه از انجام هاي يژگي آزمايشحساسيت و وتعيين  طور كه قبلا گفته شد همان
ها حساسيت  براي ارزيابي بيماران علامت دار و تشخيص آن. بستگي دارد و بايستي قبل از اجراي آن در نظر گرفته شود

تـايج مثبـت   كاهش جزئي در ويژگي و وجـود برخـي ن   حالت در اين) درصد 90به طور كلي بيشتر از (بالايي لازم است 
ساير اقدامات تشخيصـي و ارزيـابي هـاي آزمايشـگاهي در     نتيجه كه  كاذب ممكن است قابل تحمل باشد مشروط بر اين

 هاي غير ضـروري و حتـي   و درمان ها آزمايش ،نظر گرفته شود زيرا وجود نتايج مثبت كاذب ممكن است به مداخلات
هـاي   هاي اجتمـاعي و بازگشـت بـه فعاليـت     محدوديت حذفبراي  ها با اين حال اگر آزمايش گردد.قرنطينه فرد منجر 

زيرا نتايج مثبت كاذب افراد غير ايمن را ممكن است به خطر ، عادي به كار گرفته شود بايستي ويژگي بالايي داشته باشد
 تعيين شوند.شيوع بيماري ميزان با توجه به  بايد اندازد. بنابراين موارد فوق

آن ها در  در هنگام استفاده از از اين موضوع نگرانند كه ممكن است حساسيت و ويژگي  آزمايش سرولوژيكمحققان 
بيشتر در بيماران بستري ارزيابي شده  ها باشد، زيرا اين آزمايش از مقدار ادعا شده كمتربررسي هاي سرواپيدميولوژيك 

 خفيف و بدون علامت تشخيص دهنـد سرم بيماران  در ادي راسطوح پايين آنتي بها مي توانند  معلوم نيست كه آيا آن و
  يا خير؟
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آزمـايش (ويژگـي و حساسـيت) و همچنـين شـيوع       يهـاي عملكـرد   مثبت و منفي به ويژگـي  پيشگويي كنندگيارزش 
، خطـر بـروز نتـايج مثبـت كـاذب آزمـايش       اسـت كـم   19-كوويـد بيماري بستگي دارد. در مناطقي كـه شـيوع بيمـاري    

بسيار بيشتر است. بنابراين، ميزان آلودگي بايد در نظر گرفته شود و بـراي   اگر ويژگي بالايي داشته باشد سرولوژي، حتي
  .واقع گرددتأييد نتايج در جمعيت هايي كه شيوع بيماري كم دارند، آزمايش هاي مكرر ممكن است مفيد 

مجموعـه مشخصـي از نمونـه هـاي     بـا اسـتفاده از   (حساسيت و ويژگي) آزمايش هاي سرولوژي خصوصيات عملكردي 
 آن بايد در نظر گرفته شود زيـرا مقـادير  نيز آزمون  گيكنند گوييپيش ارزشمنفي و مثبت تعيين مي شود. علاوه بر اين، 

نتيجـه  بـا   بيمـار  كـه  بـدين معنـي اسـت    18(PPV) مثبـت  هپيشگويي كنند بر نتايج كلي آزمايش تأثير مي گذارد. ارزش
كه افـراد بـا   را نشان مي دهد اين احتمال 19(NPV)منفي  گويي كنندهباشند. ارزش پيشداشته آنتي بادي ، آزمايش مثبت

افـراد آنتـي بـادي    واقعي مثبت و منفي با درصد گويي كننده آزمايش منفي واقعا آنتي بادي منفي باشند. مقادير پيش يجهنت
در  ي آزمـايش تعيـين مـي شـود. مـثلا     مثبت در جمعيت مورد آزمايش (شيوع، احتمال پيش آزمون) و حساسيت و ويژگ

بدين معنـي كـه احتمـالا افـرادي كـه       -مثبت افزايش مي يابد  پيشگويي كننده، ارزش ي بيماريشيوع بالا جامعه بايك 
  از ايـن رو وقتـي از يـك آزمـايش در جمعيتـي اسـتفاده        -، واقعاً آنتي بادي مثبت هستند آنتي بادي دارندمثبت  آزمايش

مثبت كاهش مـي يابـد زيـرا نتـايج مثبـت كـاذب        گويي كنندهاست، ارزش پيش پايين جاآن بيماري در مي شود كه شيوع
منفـي نيـز تحـت تـأثير شـيوع قـرار        گوييبه همين ترتيب، ارزش پيش ـ آزمون كم است.از احتمال پيش  چونبيشتر است 

، پـايين شـيوع  با كه در يك محيط  منفي كاهش مي يابد در حالي گويي كنندهدر يك محيط شيوع بالا، ارزش پيش دارد.
، به طوري كه آزمـايش  استمتغير  ٪25تا  ٪5از  SARS-CoV-2شيوع آنتي بادي  هاافزايش مي يابد. در بيشتر كشور

  .است و نتايج منفي كاذب كمتر كاذب بيشتر نتايج مثبتيعني  نادرست شود نتايج در اين مرحله ممكن است منجر به
 

بررسـي سـرولوژيك   مثبـت در يـك   گويي كننده داكثر رساندن ويژگي و در نتيجه ارزش پيشحبه فعلي، ي در همه گير
. به عنوان مثال، در جمعيتي كـه شـيوع   ممكن است پايين باشد برخي جوامعكه شيوع آنتي بادي ها در  زيرا، ارجح است
را به همراه خواهـد   ٪49ت مثبگويي كننده ارزش پيش ٪95 ويژگيو  ٪90با حساسيت  ي، آزمايشاست ٪5آن بيماري در 

آزمـايش  اگر همين مثبت واقعاً آنتي بادي دارند. از طرف ديگر،  آزمايش هايداشت. به عبارت ديگر، كمتر از نيمي از 
، بـود خواهـد   ٪95مثبـت بيشـتر از    كننـدگي  پيش بينـي  ارزش، انجام شود ٪50بيشتر از  بيماريدر يك جمعيت با شيوع 

                                             
18 Positive Predictive Value 
19 Negative Predictive Value 
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مثبـت   آن هـا  ، نتيجـه آزمـايش  دارنـد)  آزمايش آنتي بادي مثبت نفر كه 20يك در هر فراد (ا ٪5بدين معني كه كمتر از 
  .خواهد بودكاذب 

  
  :نموداستفاده زير  مثبت مي توان از سه استراتژي كننده براي بهبود ارزش پيش بيني

ارزش  ٪5شـيوع   يا بيشتر، در جمعيت هاي آزمايش شـده بـا   ٪5/99انتخاب آزمايشي با ويژگي بسيار بالا، شايد  -1
 مثبت بالايي خواهد داشت. گويي كنندهپيش

 ضـد     آنتـي بـادي هـاي    بـالايي بـراي   آزمـون  راهكار ديگر تمركز بر روي افـرادي اسـت كـه احتمـال پـيش از      -2
SARS-CoV-2       را دارند، ماننـد افـرادي كـه سـابقه بيمـاريCOVID-19   و يـا علائـم آن را ذكـر    داشـته      

  .مي كنند
اسـت كـه در آن افـرادي كـه در ابتـدا       (ارتوگونـال)  رويكرد سوم استفاده از يـك الگـوريتم آزمـايش متعامـد     -3

شـوند. الگـوريتم هـاي متعامـد عمومـا مبتنـي بـر         مجـددا آزمـايش  با يـك آزمـايش دوم   آزمايش مثبت دارند، 
هسـتند (بـه    ويژه اي در طراحـي  خصوصياتآزمايش يك نمونه بيمار با دو آزمايش هستند كه هر كدام داراي 

  مثلا: )فرمت انجام آزمايشيا  ي هدفعنوان مثال، آنتي ژن ها
و ديگـري داراي   Nاستفاده از دو روش الايزاي يكسان (مثلا الايزاي غيـر مسـتقيم) كـه يكـي داراي آنتـي ژن       -

  است.S آنتي ژن 
يـا   استفاده از دو روش الايزاي متفاوت (مثلا الايـزاي كپچـر و الايـزاي غيـر مسـتقيم بـا آنتـي ژن هـاي يكسـان          -

  متفاوت
 آزمايش مختلف مانند الايزا و كمي لومينسانس با آنتي ژن هاي يكسان يا متفاوتاستفاده از دو  -

   
بـالا بـا    مـورد حداكثر ويژگي در عين حفظ حداكثر حساسيت طراحي شوند. به عنوان مثال، در با الگوريتم ها مي توانند 

ويژگـي   ٪95حساسـيت و   ٪90متفـاوت دوم كـه داراي    روشبا  مثبت در مرحله اول، اگر نمونه هايي ٪5شيوع جمعيت 
عملكـرد الگـوريتم متعامـد بـه طـور       .دسـت آورد ه را ب ٪95مثبت كننده  گوييپيش ارزش، مي توان آزمايش شوند است

  . (جدول)تخمين زد آن رامحاسباتي  نرم افزارسيستماتيك مورد ارزيابي قرار نگرفته است اما مي توان با استفاده از يك 
م جناب آقاي دكتر بيات نرم افزاري را طراحي نمـوده انـد كـه همـراه بـا توضـيحات جهـت        در همين راستا همكار محتر

  استفاده همكاران در سايت انجمن دكتراي علوم آزمايشگاهي قرار داده شده است.
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  جدول: بهبود ارزش پيشگويي كنندگي مثبت با استفاده از الگوريتم متعامد (ارتوگونال)

  
 

SE: Sensitivity                           
SP: Specificity 

  PPV: Positive Predictive Value 
  

هفتـه   2اوليه و يكـي   PCRيكي همزمان با   روي سرم هاي گرفته شده از بيمارهمچنين آزمايش نمونه هاي دوتايي  -4
تـرين پـروتئين ويـروس كـه      بعد مي تواند دقت تشخيصي را افزايش دهد. به طور معمول، اكثر آنتي بادي ها عليه فراوان
، را شناسايي مـي كننـد   NCنوكلئوكپسيد ويروسي است، توليد مي شوند. بنابراين، آزمايش هايي كه آنتي بادي ها ضد 

اختصاصيت بيشتري داشته و انتظار مي رود خنثي كننده نيز  RBD-Sحساس تر هستند. با اين حال، آنتي بادي هاي ضد 
  منجر به حساسيت بالايي مي شود.  IgMو  IgGيك يا هر دو آنتي ژن براي تشخيص  باشند. بنابراين، استفاده از

 

  محدوديت هاي آزمايش سرولوژيك
         جامعـه  افـراد  نشـده اسـت.   مشـخص بـه خـوبي    SARS-CoV-2ناشـي از عفونـت   و مصـونيت   در حال حاضر، ايمني

 اسـت  SARS-CoV-2محافظت در برابـر   و ايمنيمثبت سرولوژيك نشان دهنده  هاي آيا آزمايش مي خواهند بدانند
مجدد، مدت زمان آن و همچنـين   ابتلامحافظت از  جهتاين كار شامل ارزيابي سطح آنتي بادي هاي مورد نياز يا خير؟ 
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ينتيـك پاسـخ آنتـي بـادي، طـول عمـر آنتـي بـادي هـا،          كاست.  ت كنندهعوامل مرتبط با توسعه پاسخ آنتي بادي محافظ
هنـوز   كنندگي آن تيتر آنتي بادي با توانايي خنثي بينو ارتباط  مجددادي ها در محافظت در برابر عفونت توانايي آنتي ب

، امـا  از ايـن موضـوع حمايـت مـي كنـد      چه مطالعات مربوط به چالش حيوانات در كوتاه مدت مشخص نشده است. اگر
از اين رو، حضور آنتي بادي هـا بـا ايمنـي فـرد از      دارد. ات بيشتريطولاني مدت در انسان نياز به مطالعايمني نشان دادن 

  يكسان در نظر گرفته شود.نمي تواند  SARS-CoV-2عفونت 
  

 و نتيجه گيري بحث

، توسعه سريع سـنجش هـاي تشخيصـي بخـش مهمـي از      COVID-19هنگام مقابله با شيوع بيماري هاي عفوني مانند  
تـر توسـعه مـي يابنـد، امـا قـادر بـه         ، بسيار سريعPCRعمدتا  است. آزمايش هاي مولكولي،سيستم هاي بهداشتي پاسخ 

پاسخگويي به تمام نيازهاي شيوع نيستند. سرولوژي مي تواند با پاسخ آنتي بادي در مرحله اوليه عفونت، تشخيص مبتنـي  
  صادق است. IgMرا تكميل كند، كه به ويژه در مورد آنتي بادي هاي  PCRبر 
اپيدميولوژي و ارزيابي ميزان شـيوع سـرولوژي و طـول عمـر     ، در رديابي تماسرا مهمي تر از همه، سرولوژي نقش  مهم
 حائز اهميتبسيار  COVID-19 جمعي در. اين امر به ويژه در زمينه ايمني ايجاد شده (در صورت وجود)، دارد ايمني
  است.

د: سـريع (هـم بـراي توسـعه و هـم      آنتي بادي بايد بسياري از ويژگي هاي زير را داشته باش ـ شناسايي آزمايشيك روش 
، ارزان و قابـل حمـل. متأسـفانه، چنـين     برآسان و بي خطر براي كـار انجام ، داراي حساسيت و ويژگي بالابراي كاربرد)، 

آزمايشي را انتخاب كرده و به كار ببريم كـه بـا   وجود ندارد. بنابراين، هدف عملي اين است كه هنوز  "يكامل"آزمايش
    د.هدف ما متناسب باش

و از طرفي توليد واكسن در آينده روش هاي مولكـولي قـادر بـه    19-به نظر مي رسد با شيوع هر چه بيشتر بيماري كوويد
به نيازهاي تشخيصي كشور نبوده و استفاده از روش هاي سرولوژيك جديـد اجتنـاب ناپـذير اسـت. در ايـن       گوييپاسخ

   روش الايـزاي كپچـر بـا     SARS-CoV-2دي هـاي ضـد   حالت به نظر مي رسد روش مناسب براي شناسـايي آنتـي بـا   
  شناسايي نمايد.نيز باشد كه مي تواند ايزوتايپ ها و ساب تايپ هاي ايمونوگلبولين ها را  يا هر دو و S و  Nآنتي ژن

، مي توان در مورد كـل افـراد آلـوده، از جملـه عفونـت هـايي كـه احتمـالا         يابيشيوع بررسي هاي با استفاده از همچنين 
انـد بـه دسـت آورد.    هنوز آلـوده نشـده    ي كهميزان جمعيت ي ازتخمين و نمود كسب مناسبي ، اطلاعاتشناسايي نشده اند
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و  برنامه ريزي كننـد  ،مراقبت هاي بهداشتي آيندهو مداخلات  بهداشت كمك مي كند تا براي نيازها متوليانبه  همچنين
 وضـعيت  تعيـين  در لازم مداخلات مختلف، يها جمعيت بين و مختلف هاي مكان و ها زمان در بيماري ريسكبا تعيين 
 گـذاري  فاصـله  ماننـد  كمتـر،  يـا  بيشتر كنترلي اقدامات اتخاذ نتيجه در و آن روند و بيماري به ابتلا احتمال نظر از شهرها

را عفونت در طول زمـان در بـين جمعيـت     گسترشد چگونگي نها همچنين مي توا ارزيابي. اين را فراهم نمايد اجتماعي
دارو را در اختيـار   و نيـاز  مـورد  ، تخميني از ميزان واكسن(Herd Immunity)و با ارزيابي ايمني جمعي مايد پايش ن

    تصميم گيران نظام سلامت قرار دهد.

 ارزيابيمانند سن، محل زندگي يا شرايط بهداشتي فرد را  ابتلا به بيماري، براي بررسي هاي شيوع مي تواند عوامل خطر 
 فشـارها  كنـوني كـه   شـرايط  به دنبال عفونت را تعيين نمايد. همچنـين در آنتي بادي در بدن افراد  يداريمدت پا نموده و
است مي توان از آن به عنوان ابـزار كمـك    افزايش حال در كشور در اقتصاد گردش و ها فعاليت دوباره بازگشايي براي

 شناسايي براي "ايمني گواهي" يا "ايمني رنامهگذ" زمينه ايده تشخيصي و در كنار آزمايش هاي تشخيص مولكولي، در
  نمود. اند، استفادهشده  مبتلا ويروس به كه قبلا افرادي

با توجه به توزيع جغرافيايي مناسب آزمايشگاه هاي خصوصي و دولتي در سطح كشور، هم اكنون امكان از طرف ديگر 
 يـك  طراحـي  بـا  تـوان  مـي  سـبي وجـود دارد و  دسترسي به آزمايش هاي سرولوژي در اقصي نقاط كشور به صورت منا

به  نظام سلامت و به صورت متمركز، در موجود الكترونيك سامانه هاي بستر از استفاده و مشخص و شده تعريف فرآيند
مورد نياز پرداخت. از اين نظر با توجه به طيف وسيع كاربردهاي  اطلاعات آوري جمع و با كمترين هزينه به مناسبي نحو

           خصوصـي  پزشـكي  آزمايشـگاه  ظرفيـت  هـاي سـرولوژيك در مـديريت بيمـاري كرونـا در كشـور، اسـتفاده از       ارزيابي 
  باشد. راهگشا زمينه ها اين در موثر، راهبرد يك به عنوان تواند مي

همچنين لازم است كه مسـئولين سياسـت گـذاران و مسـئولين در وزارت بهداشـت، درمـان و آمـوزش پزشـكي و سـاير          
ن ها و نهاد هاي مربوطه با تشويق و راهنمايي شركت هاي دانش بنيان و ارائه تسـهيلات لازم بـه آن هـا زمينـه سـاز      سازما

حركت به سمت توسعه روش هاي سرولوژيك با حساسيت و ويژگي بالا شده تا بتوان با افزايش كارايي ايـن روش هـا،   
  يك و كمك به تشخيص بيماران، استفاده نمود.به نحو موثرتري در شيوع يابي و بررسي هاي سرواپيدميولوژ
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  ره يافت ها
در آزمـايش هـاي سـرولوژي موجـب افـزايش       RBDاستفاده از آنتي ژن هاي اسـپايك خصوصـا آنتـي ژن     -1

 ويژگي و حساسيت آزمايش مي گردد.

 داراي حساسيت و ويژگي بالايي است. (RBD,S2,S1)روش الايزاي كپچر با آنتي ژن هاي اسپايك  -2

موجب افـزايش ويژگـي    Sموجب افزايش حساسيت روش و استفاده از آنتي ژن هاي  N اده از آنتي ژناستف -3
 روش مي گردد.

موجــب افــزايش  IgGو  IgMبــه همــراه ايمونوگلبــولين هــاي   Nو   Sاســتفاده تركيبــي از آنتــي ژن هــاي  -4
شروع علائم بيمـاري  حساسيت تشخيصي آزمايش هاي سرولوژيك در شناسايي بيماران در هفته اول پس از 

 مي گردد.

آزمــايش هــاي اســتفاده از الگــوريتم متعامــد (ارتوگونــال) موجــب افــزايش ارزش پيشــگويي كننــده مثبــت   -5
 .در بررسي هاي اپيدميولوژيك و تشخيصي مي گرددسرولوژيك 

    چند ماه پس از بيمـاري در سـرم شـروع بـه كـاهش نمـوده در صـورتي كـه          Nآنتي بادي هاي ضد آنتي ژن  -6
          ر سـرم بيمـار قابـل شناسـايي هسـتند، بنـابراين عـدم شناسـايي         همچنان د RBDآنتي بادي هاي ضد آنتي ژن 

دليلي بر نبود ايمني و يا كاهش پاسخ ايمني  نيست و بايد در ايـن گونـه مـوارد بـراي       Nآنتي بادي هاي ضد
 به كار رفته است استفاده نمود. RBDشناسايي آنتي بادي ها از روش هايي كه در آن ها آنتي ژن هاي 

ام درخواست آزمايش هاي سرولوژيك بايد به حساسـيت تشخيصـي آزمـايش هـاي سـرولوژيك در      در هنگ -7
 هفته هاي مختلف بيماري توجه نمود.

هسـتند بنـابراين در     SARS-COV-2افراد بيمار قادر به توليد آنتي بـادي بـر عليـه ويـروس     %98در حدود  -8
 ــ      ــد اف ــوند باي ــي ش ــي م ــرولوژيك منف ــاي س ــايش ه ــه آزم ــواردي ك ــير م                  و Nonresponder رادتفس

Late responder    وجـود   19-را نيز در نظر گرفت و در صورتي كه هنوز شك باليني بـه بيمـاري كوويـد
 دارد بايد از يك آزمايش دوم با ساختار متفاوت استفاده نمود.

غيـر مسـتقيم    روش الايزاي كپچر نسبت به الايـزاي SARS-COV-2 در اندازه گيري آنتي بادي هاي ضد  -9
 واكنش مثبت كاذب كمتري ديده شده است.
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برابري تيتر آنتي بادي نشانه ابتلا  4و يا افزايش  IgGبه  IgMسروكانورژن  19-در بيماران مبتلا به كوويد -10
  و شاخص تشخيصي است.

توسعه روش هاي سرولوژيك با حساسيت و ويژگي بالا شده مي تواند با افزايش كارايي اين روش ها، در  -11
  شيوع يابي و بررسي هاي سرواپيدميولوژيك و كمك به تشخيص بيماران، بهبود دهد.  

    در  مـوثر،  راهبـرد  يـك  بـه عنـوان   توانـد  مـي  بخش خصوصـي  ي پزشكيآزمايشگاه ها ظرفيت از استفاده -12
جمع آوري اطلاعات مورد نيـاز در بررسـي هـاي سـرو اپيـدميولوژيك و مـديريت بيمـاري كرونـا در كشـور،          

  .باشد راهگشا
 

  تشكر و قدرداني
سـركار خـانم دكتـر     ،دميپايان لازم است از راهنمايي هاي همكاران ارجمند جناب آقاي دكتر حميد رضا امير مق ـ در

 نرگس سلاجقه و جناب آقاي دكتر غلامرضا حمزه لو تشكر و قدرداني نماييم.

 

  
  
  

  تهيه و تنظيم:
  

  و دكتر مهناز آل ياسين دكتر شهروز همتي
  دكتراي علوم آزمايشگاهي

 1399 مرداد    
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