
19-کووید
سرولوژی

ایمنی،ارزیابی اثربخشی واکسن  و تشخیص)
(سرمی

مرتضی ایزدیار



طبقه بندی و واژه شناسی
کروناویروس اشاره به خانواده ویروس دارد.

ها ویروس های  پوشش دار واجد کروناویروسRNA مثبت تک رشته ای پلاریته.

(enveloped, positive sense single-stranded RNA viruses)

های غیرساختاریساخت پروتئین(NSPs ) مستقیماً ازRNA –های ساختاری ساخت پروتئیین
ژنومیکسابRNAبا واسطه 

 (آلفا، بتا، گاما ، دلتا کروناویروس ها قرار دارند)جنس 4در خانواده کروناویروس ها

فقط جنس های آلفا و بتا قادر به آلوده کردن انسان  می باشند.

آلفا کروناویروس ها(229E وNL63)و بتا کروناویروس ها(OC43 وHKU1) عامل سرما
.خوردگی هستند

 سه ویروسMERS-CoV ،SARS-CoV وSARS-CoV-2 به ترتیب با میزان مرگ و میر
.جزو ویروس های مرگبار  خانواده بتا هستند% 5و 10%، 37%



طبقه بندی و تاریخچه
SARS-CoV-2به نام ویروس اشاره دارد:

 Severe Acute Respiratory Syndrome- Coronavirus type 2

اشاره به نام بیماری دارد19-کووید.

 Coronavirus Disease year 2019

 در شهر ووهان از استان هوبی در مرکزچین  پدیدار شد2019در اوایل دسامبر بیماری.

بیماری های منتقله از کروناویروس ها منشاء حیوانی دارند.

ر بازار منشاء آن به خوبی مشخص نیست ولی به نظر می رسد با  فروش  حیوانات دریایی د
ان به و ویروس پس از انتقال به انسان، توانایی انتقال از انس( R0=0.24)تره بار پیوستگی دارد

(R0=2.5)انسان را یافت

 ریحی بدنبال   سرعت بالای  سرایت بیماری در کشتی  تف( 1398اسفند 21)2020مارس 11در
ا پیست های اسکی ایتالیا و استرالیکروز در ژاپن، همایش گروه های مذهبی در کره جنوبی، 

.این بیماری را پاندمی اعلام نمودWHO( قم)و شهری مذهبی در ایران



SARS-CoV-2ساختار ویروس



های ساختاریپروتئین
ویروسSARS-CoV-2 پروتئین ساختاری است 4دارای

 پروتئینEکه در پاتوژنز و اسمبل ویروس نقش دارد.

 خاموش کردن ژنE در ویروسSARS-CoV باعث از بین رفتن کشندگی ویروس در خوکچه
.گرددهندی می

 پروتئینM ،و پاتوژنز نقش دارداسمبل که در شکل دهی به ویروس.

پروتئین نوکلئو کپسید(N ) که بهRNAویروس متصل و در همانندسازی نقش دارد.

پروتئین اسپایک(S )که  گلیکوزیله است و عامل ورود ویروس به سلول میزبان است.

دیمر هماگلوتینین استراز(HE)به نظر می رسد خاموش شدن ژن این پروتئین از جمله ؟؟؟؟
هاستبا  سایر بتاکروناویروسSARS-CoV-2های تفاوت



Sساختمان گلیکوپروتئین



ادامه-Sساختمان گلیکوپروتئین
 گلیکوپروتئینSل منظره گ)به صورت هموتریمر از سطح ویروس به بیرون امتداد یافته است

(.میخکی

 هر ساب یونیت از دو مونومرS1 وS2تشکیل شده است

یونیت سابS1 که ناحیۀRBDه یونیت مسؤل اتصال ویروس به سلول میزبان از طریق پذیرنداز این ساب
ACE2تفاوت  انتشار . استACE2در نسوج مختلف تعیین کننده تروپیسم نسجی ویروس است.

 علاوه برACE2هایی دیگری نیز به عنوان رسپتور همیارپذیرنده(Co-receptor )شناسایی شده است(C-
type Lectin ،PS-receptor و.)....

 پس از اتصال موقت ویروس به سلول میزبان پروتئازهای غشایی حد فاصلS1-S2 را برش داده و باعث
.می گردد′Sپدیدار شدن دومن جدیدی به نام

یونیت سابS2مسؤل ممزوج شدن ویروس با سلول میزبان است.

 پروتئینS به دو شکل فضایی باز و بسته و وجود دارد که در شکل بسته میزان دسترسیRBD بهACE2 کم
برقرار می شود و ACE2و RBDچندین اتصال بین است و وابسته به پروتئازهای غشایی است، اما در شکل باز

.شوداز وابستگی ویروس به پروتئازهای غشایی کاسته می

یونیت سابS2ها ساختمان یکسانی دارددر تمامی بتاکروناویروس.

 تای آن در ناحیه 15موتاسیون رخ داده که 60درواریانت اومیکرون نسبت به سوش ووهانRBD صورت
گرفته است



Nنوکلئوکپسید 

از نظر عملکردی باعث بسته بندیRNAویرویس  در ریبونوکلئوکپسید می
.گردد

 ساختاری حفاظت شده نزد کروناویروس ها دارد پروتئینN SARS-CoV-2

.داردSARS-CoVدرصدی با همین پروتئین در 90تشابه حدود 

 در  اولین کیت های تشخیصی سرولوژی  از پروتئینN SARS-CoV  استفاده
.شد
قبلاً تعیین توالی شده بود.

شودتیتر بالایی از آنتی بادی علیه این پروتئین در بدن مبتلایان تشکیل می.

 آنتی بادی علیه پروتئینN نیست( نوترالیزان)خنثی کننده.



19-در کوویدهومورال ایمنیپاسخ 

 تیتر آنتی بادی اختصاصی علیهSARS-CoV-2 با وخامت بیماری همبستگی
(؟ADEکمک به تکثیر بیشتر ویروس در بدن میزبان نوترالیزاسون یا .)دارد

از کلاس 19-برخلاف آنفلونزا و سایر پاتوژن های تنفسی آنتی بادی غالب در کوویدIgG3

است

 ظهورIgM اختصاصی تقدم بسیار ناچیزی نسبت بهIgG دارد و در بسیاری موارد همزمان
.شودمیتولید 

 تیترIgG وIgAاشکال  و درگذشتگان بیش از( بستری بیمارستان)در اشکال شدید بیماری
.چندان مشهود نیستIgMسرپایی و خفیفی است، در حالی که چنین تفاوتی در خصوص 

 تولیدIgMاختصاصی در مردان بیش از زنان است در حالی که چنین تفاوتی در خصوص
IgGدیده نمی شود.

 القاء شدید و زودرسIL-6



19Good Ab versus Bad Ab-کوویدپاسخ ایمنی در 



، واکسیناسیون19-کووید

پلاتفرم طبقه بندی می شوند5به 19-واکسنهای کووید:
 وکتورهای ویروسی

ویروس های غیرفعال شده

 نوکلئیکهای مبتنی بر اسید واکسن

ساب یونیت های پروتئینی نوترکیب

 های زنده ضعیف شدهویروس



های ویروس غیرفعالواکسن



وکتورهای ویروسی 



های مبتنی بر اسید نوکلئیکواکسن



های پروتئینی نوترکیبیونیتساب

حال حاضر دو واکسن از این پلتفرم ، در در ایران 
Soberana)پاستوکووک باشدو اسپایکوژن در حال استفاده می( 02



ویروس زنده ضعیف شدههای واکسن



روش شناسی–19سرولوژی کووید

بادی از کلاس خاصسنجش آنتی(IgM ،IgG وIgA)
ژن هدفآنتی(rN ،rS ،rRBD)
بادی تامسنجش آنتی(Roche- Target Antigen rN)
(کمیلومینسانس، الکتروکمیلومینسانس-الایزا)اصول
ژن در ترشحات تنفسیسنجش آنتی(ژن تشخیص آنتیN)

سازی ویروس جایگزینهای خنثیروش(rACE2ژن به عنوان آنتی
هدف

روش های ایمونواسی تشخیص پیش آگهی بیماری(IL-6)-  استفاده از
(Tocilizumab)توسیلیزوماب



Abیا Agکینتیک روش ها براساس تشخیص 



سریعتست های -ایمونواسیروش های 



روش های ایمونواسی  غیر مستقیم



اصول ربایشی–روش های ایمونواسی 
(Capture IgM)



مضاعفاصول ساندویچ -روش های ایمونواسی
Double Sandwich principle



(PRNTs)تستهای خنثی سازی



خنثی سازی جایگزینروش های 



(کاربرد صحیح)19-سرولوژی کووید
و جودبه عنوان آزمایش کمکی در افراد دارای علائم که آزمایش های مولکولیRNA ویروس را

در صورت وجود علائم به احتمال زیاد بر وجود بیماری دلالت IgMیک نتیجه مثبت )نشان نمی دهد 
.( کندمی 

امل به عنوان آزمایش کمکی در افرادی که مستمراً نتایج آزمایش های مولکولی آنها  در غیاب ع
(Long-term effects of Covid-19)عفونی مثبت است 

مولتی بیماری التهابی)در افرادی که علائم بالینی نامتعارف دارند  نظیر مثل سندروم های التهابی
(و ترومبوزCovid toesسیستم در کودکان و بالغین، انگشتان کوویدی

 بیماریبرآورد دقیق تر از شیوع

شناسایی کاندید مناسب برای جمع آوری پلاسما برای کارآزمایی بالینی

بررسی انتشار جغرافیایی

 شناسایی مناطق بشدت آلوده و افراد در معرض خطر

 (%99<نیازمند روشی با اختصاصیت تشخیصی بالا)مراقبتیتحلیل های منطقه ای و برنامه های

بررسی اثربخشی واکسن



تصدیق یا صحه گذاری-19کوویدتشخیص سرولوژیک 

کیت های با هدف تشخیص برون بدنی(IVD ) در مقابل کیت های با هدف پژوهشی(IUO)

مشخصه های اجرایی روش های کمی در مقابل مشخصه های اجرایی روش های کیفی

در مقابل حساسیت آنالیتیک( بالینی)حساسیت تشخیصی

 در مقابل اختصاصیت آنالیتیک( بالینی)تشخیصیاختصاصیت

 تعیین نقطه مرزی یاCut-off

 ارزش پیش بینی منفی و مثبت(PVpositive &PVnegative)

مجوز کاربرد اورژانسی(EUA)

 برای اخذ % 95و اختصاصیت تشخیصی % 90حداقل حساسیت تشخیصیEUA

 یصینمونه مثبت برای صحه گذاری حساسیت و اختصاصیت تشخ50نمونه منفی و 50حداقل

EP12A- user protocol for Evaluation of Qualitative Test performance; Approved 
guideline



کیفیمشخصه های اجرایی و تعاریف در روش هایی با تفسیر

ثبت استدرصد افراد مبتلا به حالت موردنظر که آزمایش آنها م: حساسیت تشخیصی

  ستدرصد افراد بدون حالت موردنظر که آزمایش آنها منفی ا: تشخیصیویژگی.

مثبت کاذب(FP :)اخذ پاسخ مثبت برای فردی بدون حالت موردنظر

منفی کاذب(FN :)اخذ پاسخ منفی برای فردی  مبتلا به حالت موردنظر

استاندارد طلایی(Gold standard :) واژه ای غیراختصاصی برای فرآیند یا ماده
.را بیان می داردی که بهترین برآورد موجود از حقیقت(مواد)

ارزش پیش بینی منفی (PVnegative): درصد افراد با پاسخ منفی  بدون حالت
موردنظر

 مثبتارزش پیش بینی (PVpositive )درصد افراد مثبت  واجد حالت موردنظر

Reference:

EP12A- user protocol for Evaluation of Qualitative Test 

performance; Approved guideline



تصدیق یا صحه گذاری-19-تشخیص سرولوژیک کووید

 Diagnostic Sensitivity=100×
TP

TP+FN

 Diagnostic Specificity=100×
TN

TN+FP

 prevalence=100×
TP+FN

TP+FP+TN+FN

 ⇒NPV=100×
TN

TN+FN

 ⇒PPV=100×
TP

TP+FP

 𝐸𝑓𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑦 =
𝑇𝑃+𝑇𝑁

𝑇𝑃+𝑇𝑁+𝐹𝑃+𝐹𝑁



یت حداقل نمونه برای تصدیق حساسیت و اختصاص
تشخیصی



اهمیت تعداد نمونه در اعتبار آماری نتایج

روش مقایسه ای

روش تحت بررسی positive negative Total

Positive 19 0 19

Negative 1 20 21

Total 20 20 39

%95محدوده اطمینان 

خلاصه آماری درصد حد پایینی حد بالایی

حساسیت تشخیصی 95.00% 75.13% 99.87%

ویژگی تشخیصی 100.00% 83.16% 100.00%



هادام-نتایجاهمیت تعداد نمونه در اعتبار آماری 

روش مقایسه ای

روش تحت بررسی positive negative Total

Positive 49 0 49

Negative 1 50 51

Total 50 50 100

%95محدوده اطمینان 

خلاصه آماری درصد حد پایینی حد بالایی

حساسیت تشخیصی 98.00% 89.35% 99.95%

ویژگی تشخیصی 100.00% 92.89% 100.00%



بهبود حساسیت تشخیصی

 راهبرد آزمایش موازی(Parallel testing :) نتیجه هنگامی مثبت تلقی
:ها مثبت شوندشود که حداقل یکی از آزمایشمی

 دو آزمایشCovid-19 RT-PCR وAnti-SARS-CoV-2 IgM   باعث
.شودمی%90به %70افزایش حساسیت تشخیصی از

 دو آزمایشPAP-smear وHPV-testing برای تشخیصCervical 

cancer گرددمی%97به %70باعث افزایش حساسیت تشخیصی از.

فی شود تا های منفی تست اول باید با تست دوم نیز منمطابق این راهبرد پاسخ
.تست منفی حقیقی قلمداد گردد

 گرددمیراهبرد آزمایش موازی باعث بهبود ارزش پیش بینی منفی.



انتخاب روش-های کیفیخصوصیات روش

رمان است و هنگامی که بیماری جدی، اما قابل د: بیشترین حساسیت تشخیصی
.  روانی یا اقتصادی وخیمی در پی ندارد-مثبت کاذب عواقب روحی

آزمایش تشخیص گلودرد چرکی استرپتوکوکی

ابل درمان هنگامی که بیماری جدی و غیرق: بیشترین اختصاصیت تشخیصی
تست . است و مثبت کاذب عواقب روحی، روانی یا اقتصادی در پی دارد

HIVبادی تأییدی آنتی

 بینیبیشترین ارزش پیش(PV ) هنگامی که درمان نابجا عواقب ناگواری در
(بادی علیه روبلاسقط درمانی در مواقع تیتر فزاینده آنتی) پی دارد

های خهنگامی که بیماری جدی و قابل درمان است و پاس: بیشترین کارآمدی
ژن جستجوی آنتی)مثبت و منفی کاذب هر دو عواقب ناگواری دارند

(برای یافتن علت مننژیتCSFباکتریایی در 



شیوع بیماری–پیش بینی مثبت و منفی 

درصد پیش بینی مثبت و منفی را برای روش سرولوژیک : 1مثالTotal-Anti-SARS-CoV-2

بیماری بدست % 10با شیوع Dرا برای شهر % 98و اختصاصیت % 95با حساسیت تشخیصی 
:آورید

1000 ∗ 10% = 100

T𝑃 = 100 ∗ 95% = 95 ⇒ 𝐹𝑁 = 100 − 95 = 5
𝑁𝑜𝑛 − 𝑎𝑓𝑓𝑒𝑐𝑡𝑒𝑑 𝑝𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 = 1000 − 100 = 900

𝑇𝑁 = 900 ∗ 98% = 882
𝐹𝑃 = 900 − 882 = 18

𝑃𝑉𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 = 100 ×
882

882 + 5
~99%

𝑃𝑉𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒 = 100 ×
95

95 + 18
~84%

ابع حساسیت ارزش پیش بینی مثبت تابع اختصاصیت و ارزش پیش بینی منفی ت: نتیجه گیری
.تشخیصی است



شیوع بیماری–پیش بینی مثبت و منفی 
در شهر 19-کوویدمتعاقب اثربخشی یک برنامه کنترل بیماری، شیوع بیماری: 2مثالA در . می رسد%0.1به

با Anti-SARS-CoV-2 total IgGبرنامه مراقبتی برای پایش گردش بیماری در جمعیت از یک کیت 
میزان ارزش پیش بینی مثبت و . استفاده شده است% 95و اختصاصیت تشخیصی % 98حساسیت تشخیصی 

آیا کیت یادشده برای هدف موردنظر مناسب می باشد؟. منفی را بدست آورید
100000 ∗ 0.1% = 100

T𝑃 = 100 ∗ 98% = 98 ⇒ 𝐹𝑁 = 100 − 98 =2

𝑁𝑜𝑛 − 𝑎𝑓𝑓𝑒𝑐𝑡𝑒𝑑 𝑝𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 = 100000 − 100 =99900

𝑇𝑁 = 99900 ∗ 95% = 94905

𝐹𝑃 = 99900 − 94905 =4995

𝑃𝑉𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 = 100 ×
94905

94905 + 2
~100%

𝑃𝑉𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒 = 100 ×
98

98 + 4995
~1.92%

𝑅𝑒𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑃𝑟𝑒𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑐𝑒 = 100 ×
98 + 4995

100000
~5.1%

و نیاز داریم( %99<)برای برنامه های مراقبتی به روش هایی با اختصاصیت تشخیصی بسیار بالا : نتیجه گیری
.استفاده از روش هایی با اختصاصیت متوسط به برآورد کاذب بیش از مقدار واقعی منجر می گردد



بینی مثبتبهبود ارزش پیش

هر چه شیوع بیماری بیشتر باشد، ارزش پیش بینی مثبت بهتر می شود.

 در مناطق با شیوع بیماری بالا کیت تشخیصی با اختصاصیت متوسط نیزPVpositive مطلوب را
.برای ما تأمین می کند

 (.  %99<)روشی با اختصاصیت بسیار بالا نیازمندیمدر مناطق با شیوع کم بیماری به

 آزمایش متوالیراهبرد(Serial tessting )ثبت برای بهبود ویژگی تشخیصی و ارزش پیش بینی م
(A&B .)در این راهبردPVpositive آزمایش اول برای آزمایش دوم معادل شیوع محسوب

.میشود

 آزمایش توأمAnti-rS-SARS-CoV-2 IgG وAnti-rN-SARS-CoV-2 IgG در یک برنامه
مراقبتی



آزمایش متوالی
رسیده است، برای بررسی %0.2در یک برنامه مراقبتی در شهری که شیوع بیماری به : 2مثال

با Anti-SARS-CoV-IgG( الف)در راهبرد آزمایش متوالی از دو گزینۀ  روشموارد مثبت
با فرمت Anti-SARS-CoV-2(ب)و روش rNفرمت ایمونواسی غیرمستقیم علیه آنتی ژن 

ی در صورتی که حساسیت و ویژگی تشخیص. استفاده شده استrS-RBDساندویچ مضاعف علیه 
باشد، ارزش پیش بینی 95/5%و % 100به ترتیب ( ب)و روش % 97و % 92به ترتیب ( الف) روش

:اول ب سپس الف محاسبه و نتیجه گیری نمایید( 2)اول الف سپس ب و ( 1)مثبت را در دو حالت

حالت اول:

 T𝑜𝑡𝑎𝑙 𝐴𝑓𝑓𝑒𝑐𝑡𝑒𝑑 = 100000 × 0.2% = 200

 𝑇𝑃 = 200 × 92% = 184 ⇒ 𝐹𝑁 = 200 − 184 = 16

 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑁𝑜𝑡 − 𝑎𝑓𝑓𝑒𝑐𝑡𝑒𝑑 = 100000 − 200 = 99800

 𝑇𝑁 = 99800 ×97%=96806

 𝐹𝑃 = 99800 − 96806 = 2994

 𝑃𝑉𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒 =
184

184+2994
~5.8%



ادامه-آزمایش متوالی

 𝑇𝑜𝑡𝑡𝑎𝑙 𝐴𝑓𝑓𝑒𝑐𝑡𝑒𝑑 = 1000 × 5.8% = 58

 𝑇𝑃 = 58 × 100% = 58 ⇒ 𝐹𝑁 = 0

 𝑇𝑜𝑡𝑡𝑎𝑙 𝑁𝑜𝑡 − 𝑎𝑓𝑓𝑒𝑐𝑡𝑒𝑑 = 1000 − 58 = 942

 𝑇𝑁 = 942 × 95.5% ~ 900 ⇒ 𝐹𝑃 = 942 − 900 = 42

 𝐹𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑃𝑉𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒 =
58

58+42
= 58%

جه راهبرد آزمایش متوالی باعث بهبود قابل تو:نتیجه گیری
.اختصاصیت و ارزش پیش بینی مثبت می گردد



ادامه-آزمایش متوالی

حالت دوم اول ب سپس الف

 𝑇𝑜𝑡𝑡𝑎𝑙 𝑎𝑓𝑓𝑒𝑐𝑡𝑒𝑑 = 100000 × 0.2% = 200

 𝑇𝑃 = 200 × 100% = 200 ⇒ 𝐹𝑁 = 0

 𝑇𝑜𝑡𝑡𝑎𝑙 𝑁𝑜𝑡 − 𝑎𝑓𝑓𝑒𝑐𝑡𝑒𝑑 = 100000 − 200 = 99800

 𝑇𝑁 = 99800 × 95.5% = 95309 ⇒ 𝐹𝑃 = 99800 − 95309 = 4491

 𝑃𝑉𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒 =
𝑇𝑃

𝑇𝑃+𝐹𝑃
=

200

200+4491
= 4.26%

 𝑇𝑜𝑡𝑡𝑎𝑙 𝑎𝑓𝑓𝑒𝑐𝑡𝑒𝑑 = 10000 ∗ 4.26% = 426

 𝑇𝑃 = 426 × 92% = 392 ⇒ 𝐹𝑁 = 426 − 392 = 34

 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑁𝑜𝑡 − 𝑎𝑓𝑓𝑒𝑐𝑡𝑒𝑑 = 10000 − 426 = 9574

 𝑇𝑁 = 9574 × 97%~9287 ⇒ 𝐹𝑃 = 9574 − 9287 = 287

 𝑃𝑉𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒 =
𝑇𝑃

𝑇𝑃+𝐹𝑃
=

392

392+287
= 57.7%



ادامه-آزمایش متوالی

نتیجه گیری:

اما . ندارددر راهبرد آزمایش متوالی، توالی آزمایش ها در ارزش پیش بینی مثبت نهایی تأثیری
به دلیل دو گزینه از نظر تعداد مواردی که نیاز به تست مجدد دارند، با یکدیگر تفاوت دارند و

ری صرفه جویی و کاهش هزینه ها گزینۀ ای انتخاب می شود که نیاز به آزمایش مجدد کمت
اب می ما گزینۀ ب سپس الف را انتخ“ الفسپس ب ”و ‟بسپس الف ”از بین دو گزینۀ دارد،لذا 

(.   نفر5/8در مقایسه با 4/26)کنیم



Cut-Offتعیین 

Sensitivity specificity



محاسبه گرهای آنلاین

 2x2 Contingency Calculator

 http://tools.westgard.com/two-by-two-contingency.shtml

 Medcalculator

 https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php

http://tools.westgard.com/two-by-two-contingency.shtml
https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php
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