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 ( مقدمه:1
-COVID)عامل بیماری  SARS-CoV-2ویروس  اختصاصی، حساس و عیسر ییشناسابا هدف  (AP-RAD)شرکت پژوهش و توسعه امیر پیوند  

ی و ساخت طراحهستند، اقدام به  COVID-19ی بیماری هاعلائم و نشانه دارای ی کهمارانیب یفوقان یتنفس دستگاه یهادر نمونهیز آن تما( و 19

 این ویروس باشد.می  Coronaviridaeهمتعلق به خانوادCOVID-19 ی ماریبعامل  .چند منظوره نموده استای تک مرحله rRT-PCRکیت 

همه منجر به 2020سال  ابتدایی یهاکشف شد و در ماه نیچ کشور ایهوب منطقهدر  2019است که در دسامبر سال  beta-   coronavirus کی

و دارای  بودهpositive-sense اند که دار تک رشته RNAها، بزرگترین خانواده ویروسی گردید. کروناویروس یدستگاه تنفس در عفونت شدن ریگ

 نیامساخت یهانیپروتئسایر . قرار دارد پوشش ویروسدر   (S)ینیکوپروتئیگل زوائد است و یها اکثرا کروباشند. ویریون آنمیenvelope پوشش یا 

 عفونت . شواهد بالینی حاکی از آن است که در بیشتر افرادNucleocapsid (N) و Envelope (E), Matrix (M)  :عبارتند از این ویروس

SARS-CoV-2  ی که بهکند. افرادیآنفلوانزا بروز م شبیه به علائمو  فیبا علائم خفCOVID-19   ارشگز را از علائم یاگسترده فیطاند شدهمبتلا 

در  هیر یر، درگی50% ی( بیش ازپوکسینفس، ه ی)تنگ موارد، بیماری شدید 81%( در فیخف یتا پنومون فخفی علائم)تا متوسط  فیخفعلائم  :.اندداده

 یویروس آنفلوانزا .گزارش شده است( ین عضواختلال در عملکرد چند ای، شوک یتنفس یی)نارسا موارد بحرانی 5%در  موارد و 14% در هایربرداریتصو

شود. منجر به پاندمی نمی Bنوع  یشوند. با این حال، آنفلوانزاآن منجر به اپیدمی می Bو  Aانسانی، متعلق به خانواده اورتومیکسوویریده است و انواع 

 120تا  50شکلی( بوده و قطر آن مورفیک )چنداست که دارای پوشش پلی negative-senseای شتهرتک RNAهای آنفلوانزا به صورت ژنوم ویروس

شود. راد مینانومتر است. آنفلوانزا عامل یک بیماری حاد تنفسی است که به شدت مسری بوده و هر ساله به میزان قابل توجهی منجر به مرگ و میر در اف

شود زایی آنفلوانزا دست کم گرفته میکند. اغلب، توانایی بیماریازوفارنکس و حفرات اوروفارنکس عفونت ایجاد می، ابتدا در نBو  Aویروس آنفلوانزا نوع 

ه سیستم ایمنی که این امر منجر به بالا رفتن میزان مرگ و میر ناشی از این بیماری به ویژه در افراد مسن و بیماران پرخطر نظیر نوجوانان و افرادی ک

روز است و علائم آن نظیر بروز ناگهانی تب، گلو درد، سرفه، سر  2تا  1های تیپیک آنفلوانزا در انسان گردد. دوره کمون عفونترند میتضعیف شده دا

م شود علائانجامد. هنگامی که فردی به نوع شدید آنفلوانزا مبتلا میقراری است که حداقل تا یک هفته به طول میدرد، دردهای عضلانی و احساس بی

تواند به سرعت به سمت پنومونی پیشرفت کرده و حتی در برخی موارد منجر به مرگ شود. بروز پاندمیک نوع شدید آنفلوانزا، خطر جدی ذکر شده می

برای  Multiplex One-step rRT-PCR kit for SARS-CoV-2, Influenza A & B گردد. برای سلامت انسان و حیوانات محسوب می

های بالینی واجد شرایط که به های یاد شده در آزمایشگاه تشخیص پزشکی طراحی و تولید شده است. کارکنان آزمایشگاهویروس تشخیص مولکولی

 اند مسئول انجام آزمایش هستند.های آزمایشگاهی تعلیم دیدههای تشخیصی در محیطو روش Real-Time PCRهای ویژه در زمینه تکنیک

 

 انجام آزمایش: لواص( 2
است.  هاویروس یصتشخ یهاروش ینتریعو سر ینترخاص ین،تراز حساس یکی Real-Time PCR تکنیک با استفاده از یکنوکلئ یدهایاس سنجش

RNA پس از تبدیل شدن به و  شدهها استخراج از نمونه ویروسیcDNA  در همان میکروتیوب، مناطق خاصی ازcDNA علاوه، درب شود.یم تکثیر 

 Taq کلئازینو 5′ها با استفاده از فعالیت شود. این پروبیاستفاده م TaqManهای فلوروژنیک مبتنی بر پروباز  Real-Time PCR آزمایش

DNA polymerase های در چرخهPCR آورد. کیت می شناسایی محصولات اختصاصی را فراهم امکانPCR  شرکت چند منظورهAP-RAD 
 ،یروسیهای وعفونته ب مشکوک ی دستگاه تنفس فوقانیانسانی هانمونه در Influenza Bو  SARS-CoV-2 ،Influenza A تشخیص وجود یبرا

 NS1 (Influenza و N (SARS-CoV-2) ،M (Influenza A)هدف  هایی برای سنجش ژناختصاص یهاو پروب هامریبه طور همزمان از پرا

B )( همراه با کنترل داخلیRNase P ) کند.استفاده می یک میکروتیوبدر 

 ( محتویات کیت:3

 باشد.می µL 20در این کیت حجم نهایی هر واکنش 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مقدار تستی 25کیت محتویات  شماره

 µL 250 ایتک مرحله RT-PCRمسترمیکس آماده برای استفاده در  1

 µL 50 کنترل مثبت 2

        µL        50   کنترل منفی 3
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 ( مواد و وسایل مورد نیاز:4
  Cy5)قرمز ) و (ROXنارنجی ) (،JOEیا  HEX ،VIC(، زرد )FAMبا کانال سبز ) Real-Time PCRنوع دستگاه ارزیابی و کالیبر شده هر  -     

 PCR workstation و IIهود ایمنی زیستی کلاس  -

 µL 1000-100و   μL،10-100 µL 10-0.5 هایحجم در سمپلرهای متغیر -

 Minispin ورتکس و نظیر تجهیزاتی -

 ویروسی RNAاستخراج  کیت -

 های مخصوص دستگاه ریل تایمیا پلیت DNase/RNaseلیتر عاری از میلی 2/0یا  1/0: میکروتیوب با حجم ظروف پلاستیکی -

و  μL ،100 μL 10های حجم در آئروسل فیلتر دارای سرسمپلرهای آزمایشگاهی، روپوش پودر، فاقد مصرف یکبار دستکش: مصرفی مواد -

1000 μL، کاغذی دستمال رول و آزمایشگاهی گذاریعلامت خودکار 

 (≤ -C° 20)فریزر  -
 

 ( شرایط نگهداری کیت:5
 مدت زمان نگهداری محصول الزامی است.دما در باشد. حفظ می (≤ -C° 20)دمای استاندارد برای نگهداری محتویات این کیت    -  

 وی کیت درج شده است.ر نیز برماه(  12)تاریخ انقضا  واز این کیت مدت زمان مناسب برای استفاده  -

 توجه:

 نگهداری کیت در تاریکی الزامی است. د.گردمینادرست یج اتاق منجر به بروز نتا یدر دما یبه مدت طولان یتک ینگهدار -

 شود تنها دو مرتبه این عمل بر روی کیت اعمال شود.تا دو مرتبه کنترل شده و توصیه می )ذوب و انجماد( freeze thawکیت در مقابل عمل  پایداری -

 runگردد جهت جلوگیری از تکرار ذوب و منجمد کردن کیت، در اولین زمان ذوب کردن، محتویات کیت را به میزان مورد نظر در هر پیشنهاد می

 ( کرده و مجددا منجمد نمائید.Aliquotهای مخصوص تقسیم )دستگاه در میکروتیوب
 

 :یستیز ( ایمنی6
های ویروسی بیماران مشکوک به عفونتبرای بررسی هایی که برای تأسیسات خود و رویهرا  (risk assessment) خطربایست یک ارزیابی آزمایشگاه می

های ایمنی زیستی های ذکر شده، شیوههای مشکوک به بیماریتوان هنگام کار با نمونه، انجام دهد. پس از انجام این ارزیابی خطر، میپذیردصورت می

های مختلف ایمنی از جمله استفاده از وسایل حفاظت شخصی از قبیل بدیهی است که استفاده از شیوه شده را انتخاب کرد. تقویت PPEمانند  مضاعف،

 .کنید آلوده و عفونی تلقی را هانمونه تمامی باشد.دستکش، ماسک، روپوش و غیره حین کار الزامی می

 موارد احتیاطی و پیشگیری:( 1-6
 آزمایش، دستورالعمل کیت را به دقت مطالعه نمایید. از شروع  پیش( 1

 . انجام تست اطمینان حاصل کنیدمحل  بودن (Decontamination)و ضدعفونی  تمیزپیش از انجام آزمایش از  (2

 .دصورت پذیر -C° 20کیت در دمای کم تر از  حمل و نقل شودتوصیه می (3

 .ییدنقص اجتناب نما یدارا یهایتک از از استفاده (4

 های استفاده نشده را مطابق با قوانین و مقررات کشوری امحا نمایید.محلول( 5

 مقدار تستی 50کیت محتویات  شماره

 µL 500 ایتک مرحله RT-PCRمسترمیکس آماده برای استفاده در  1

 µL 100 کنترل مثبت 2

        µL        100   کنترل منفی 3

 مقدار تستی 100کیت محتویات  شماره

 µL 1000 ایتک مرحله RT-PCRمسترمیکس آماده برای استفاده در  1

 µL 200 کنترل مثبت 2

        µL        200   کنترل منفی 3
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های استاندارد ها و کیتروش استفاده از ینبنابرا .دهد قرار تأثیر تحت را آزمایش نتایج تواندمیو  برخوردار استاز اهمیت بالایی   RNAکیفیت نمونه( 6

 به منظور به هم چنین، گردد.های غیر منجر به نتایج منفی کاذب میگذاری شده برای استخراج ژنوم ویروس الزامی است و استفاده از کیتو صحه

 ،RNA با کار هنگام. آغاز گردد RNA استخراج نمونه، آوریجمع از بلافاصله پس شودتوصیه می ریبونوکلئاز، توسط RNA تخریب رساندن حداقل

 .کنید استفاده دستکش از ریبونوکلئاز روی پوست دست، همیشه آلودگی نمونه توسط از به منظور پیشگیری

ها جهت جلوگیری از بروز نتایج مثبت کاذب از عدم آلودگی محیط کار و ابزار لازم است ،Real-Time PCR با توجه به حساسیت بالای تکنیک (7

های ای را که شامل دستکشپرسنل آزمایشگاه باید ملزومات پوشش حرفه ، اطمینان حاصل نمایید.هانمونه یرسا PCRمحصول  یا RNA ،cDNAبا 

 گردش یک سویه کارکه ای سازماندهی شوند کنند. مراحل انجام کار باید به گونه آزمایشگاه تمیز است را رعایت یکبار مصرف، عینک و گان یا روپوش

 در خلاف جهت این مسیر انتقال پیدا نکنند محصولات واکنشگاه حفظ شده و هیچ

 انجام شود. PCR workstationو  IIها برای انجام آزمایش باید در فضای هود بیولوژیک کلاس سازی معرفمراحل استخراج و آمادهتمام ( 8

 .شوند آلودگی زدایی و زتمی منظمطور ه ب دیبا یشگاهیآزما یهاروپوشو سمپلرها ، یشگاهیآزما یزهایم( 9

 اطیبا احتها میکروتیوب دیبا، PCRانجام پس از  سمپلرهای دارای فیلتر آئروسل استفاده شود.شود در تمام مراحل انجام آزمایش از سر( توصیه می10

 .شود یریجلوگ تکثیر یافته محصولات ریختنشوند تا از  امحا

ی ، درمان و آموزش پزشکبایست طبق پروتکل، گزارشات نتایج مثبت بحرانی خود را به مراجع تعیین شده توسط وزارت بهداشتها میآزمایشگاه (11

 گزارش دهند.

 قرار دهید.ایستاده  حالت به نقل و حمل حین و نگهداری هنگام را کیت (12

 . کنید بررسی آسیب یا نشتی بروز لحاظ از را هاویال کیت، از استفاده از پیش (13

ن سانتریفیوژ یا اسپین شده و پیش از استفاده به مدت کوتاهی با دور پایید، کاملاً مخلوط ناتاق ذوب شو یدر دما دیبا تیک یک از محتویاتهر  (14

 .شوند

 تهیه تازه 10% ریتهیپوکل سدیم محلول با باید ابزار و کار محل سطوح. شوند ریخته Safety box یک در استفاده از پس بایستمی هاسرسمپلر( 15

 ضدعفونی منظور به دقیقه 30 مدت به UV لامپدر معرض تابش  نهایت در و شوند تمیز مقطر آب یا 70% اتانول با سپس ،شوند ضدعفونی شده

 روشن شود. کار، سطوح

 صورت به دستگاه، یراهنما دفترچه در شده ذکر دستورالعمل اساس بر باید ،اندگرفته قرار استفاده مورد PCR برای انجام آزمایش که وسایلی (16

 .برود بین از هاکانال میان cross-contamination بروز امکان تا شوند کالیبره منظم

 آوری نمونه:( جمع7
ها از دستگاه تنفسی فوقانی نمونه. باید تحت نظر و مشورت با پزشک معالج انجام شود Influenza A & Bو   SARS-CoV-2های تمامی آزمایش

 شود.تهیه می

 های دستگاه تنفسی فوقانی:( نمونه1-7

 (AP-RAD, Ref :APVTM1)آوری نمونه حاوی محیط انتقال ویروسی الف. سواب حلق و بینی در یک لوله جمع
 ب. یک سواب ابتدا برای حلق و سپس برای بینی 

 مجزا  VTMهای های حلق و بینی جداگانه در لولهپ. سواب

 (   NA)ت. آسپیره نازوفارنژیال یا آسپیره بینی 

 متر(سانتی 2یا سواب عمقی بینی )عمق حدود  (NMT)ث. سواب تیغه میانی بینی 

 متر  سانتی 1حداقل ، در فاصله (NS)ج. سواب نمونه حفره قدامی 

 نکات مهم:

زیرا  ،دارند استفاده نکنید هایی که دسته چوبیهای آلژینات کلسیم یا سواب. از سوابشودهای الیاف مصنوعی با دسته پلاستیکی استفاده تنها از سواب  -

های استریل لوله در هبلافاصل را هاسواب .شوند PCR آزمایش مهار به منجر و کرده فعالغیر ها راممکن است حاوی موادی باشند که برخی از ویروس

 .دهید قرار ویروس انتقال محیط حاوی

  .استریل حمل شوندلیتر( میلی 2) VTM هایلوله بایست درها میدلیل جلوگیری از خشک شدن سواب، نمونهه ب  -

 حمل کرد. VTMتوان در یک لوله حاوی میآوری شده است، هر دو سواب را م از مجاری بینی و هم از حلق جمعاگر سواب ه  -

با  گرچههای دستگاه تنفسی فوقانی ارزیابی شده است. امتعدد، این کیت تنها با نمونه های تنفسی تحتانیبا توجه به عدم دسترسی به نمونه توجه:

 تحتانی نیز به وسیله این کیت امکان پذیر است.های تنفسی های حساسیت انجام شده، تشخیص ویروس در نمونهتوجه به مشخصات کیت و آزمایش
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 ( نگهداری و دمای مناسب برای انتقال نمونه:2-7
کرد گهداری توان نآوری نمونه میساعت پس از جمع 72گراد به مدت درجه سانتی 2-8در دمای  VTMهای آوری شده را در لولهنمونه جمع -

ارسال  یا یشآزما انجام در یرتاخ احتمالاگر کند(. هفته تضمین می 1، حفظ سلامت نمونه را تا AP-RADتولید شده در شرکت  VTMهای )لوله

 .یدکن یکمتر نگهدار یا گرادیدرجه سانت -70 یها را در دماوجود دارد، نمونه

از گرما و نور مستقیم ر دهید. های یخ قراروی پک ها را برنمونه را برای انجام آزمایش در اسرع وقت به آزمایشگاه انتقال دهید و به این منظور نمونه -

 .آفتاب دور نگه داشته شود
 مقدار روی رسال باید بربرای ا و شده منجمد گرادسانتی درجه -70 دمای در سرعت به باید ،نشود ارسال آزمایشگاه به ساعت 24 طی هانمونه چنانچه -

  .شوند حمل خشک یخ مناسبی

بندی طرناک بستهختحت عنوان کالای  (IATA)المللی حمل و نقل هوایی بایست مطابق با دستورالعمل فعلی تنظیم مقررات انجمن بینها مینمونه -

 های اینترنتی ذیل مراجعه نمایید:توانید به آدرسو منتقل شوند. به منظور کسب اطلاعات بیشتر می

 
- Interim Guidelines for Collecting, Handling, and Testing Clinical Specimens from Persons for Coronavirus Disease 2019 

(COVID-19)  

https://www.cdc.gov/coronavirus/SARS-CoV-2/guidelines-clinical-specimens.html 
- Interim Laboratory Biosafety Guidelines for Handling and Processing Specimens Associated with Coronavirus Disease 

2019 (COVID-19)  

https://www.cdc.gov/coronavirus/SARS-CoV-2/lab-biosafety-guidelines.html 

 شرایط رد نمونه: (3-7

 نمونه در ظرف غیراستریلآوری جمع -

 سواب زبان و یا بزاق ،مانند سواب خشک های نامعتبرانواع نمونه -

 مخدوش و یا فاقد نام و مشخصاتبا لیبل های نمونه -

 ناکافی حجمهای دارای نمونه -

 ها در دمای اتاقنمونهدریافت  -

 هاآنآوری ساعت از زمان جمع 24پس از گذشت بیش از  های فریز نشدهنمونهدریافت  -

 آزمایش:انجام ( روش 8

شوند. اسید نوکلئیک خالص شده یم استخراجشده  یآورجمع یهااز نمونه روسیو RNAمعتبر استخراج  تیبا استفاده از ک ریبونکلئیک اسیدها

گردد. در این فرآیند، پروب به سکانس میتایید شده تکثیر  Real-Time PCRدر هر دستگاه  مسترمیکس موجود در کیتمستقیما با استفاده از 

 Taqنوکلئازی  5′، فعالیت PCRگردد. در طی فاز گسترش چرخه اند، متصل میواقع شده Reverseو  Forwardای که میان پرایمرهای هدف ویژه

polymerase،  پروب را تخریب کرده و منجر به جدا شدن رنگ ریپورتر از رنگquencher  در هر چرخه، کندمیشده و سیگنال فلورسنت ایجاد .

توسط  PCRدهند. شدت فلورسانس در هر چرخه ایش میشوند و شدت فلورسانس را افزهای اضافی رنگ ریپورتر از پروب مربوطه جدا میمولکول

 .شودثبت می Real-Time PCRدستگاه 

 استخراج و تخلیص نوکلئیک اسید: (1-8
RNA جمعتبر استخرا یهاتیکآوری و سپس به وسیله های دستگاه تنفسی فوقانی انسان، جمعتوان به طور مستقیم از نمونهرا می RNA (Qiagen 

DSP Viral RNA ،RNJia Virus Kit  وHigh Pure Viral Nucleic Acid Rocheیت کهای دستی و دستگاهی استخراج کرد. ( و یا روش

 نامبرده سازگار RNAهای استخراج ، با کیت Multiplex One-step rRT-PCR kit for SARS-CoV-2, Influenza A & B منظوره چند

 .باشدمی

 :TaqManپایه  برای یک مرحلهی فیک rRT-PCRروش ( 2-8

rRT-PCR شود.ای به روش زیر انجام میکیفی تک مرحله 

مرتب و (NTC) منفی و بدون الگو  ،های آماده استفاده را به صورت دوتایی برای هر بیمار و به صورت تکی برای کنترل مثبتمیکروتیوببه ترتیب  .1

 گذاری کنید.نام

 .شود( برای هر بیمار تأکید میduplicateبه صورت دوتایی ) PCRدقیق، بر انجام  اعتماد و قابل نتایجبرای دستیابی به : توجه

 .دیسرد قرار دهرک  یرو برها را وبیکروتیم . تمام2

https://www.cdc.gov/coronavirus/SARS-CoV-2/guidelines-clinical-specimens.html
https://www.cdc.gov/coronavirus/SARS-CoV-2/lab-biosafety-guidelines.html
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3 .µL 10  دیاضافه کنمشخص شده های را به تمامی میکروتیوب مسترمیکس آمادهاز. 

4 .µL 10  میکروتیوببه را  لیآب مقطر استراز (NTC) No Template Control و سپس درب میکروتیوب را ببندید دیاضافه کن. 

5 .µL 10  سپس درب میکروتیوب را ببندید و کنیداضافه  برای کنترل منفی مشخص شده استکه  یمیکروتیوببه  را یکنترل منفاز. 

6 .µL 10 از RNA ا ببندیدراضافه کنید و سپس درب میکروتیوب که برای هر بیمار مشخص شده است، یک از دو میکروتیوبی  هررا به  بیمار. 

7 .µL 10  ببندید کنید و سپس درب میکروتیوب را اضافه برای کنترل مثبت مربوطه مشخص شده است،میکروتیوبی که به  را کنترل مثبتاز. 

 را برای مدت زمان کوتاهی اسپین کنید.ها . میکروتیوب8

 .دیاجرا کن ،ته اسذکر شد یقرار داده و برنامه را همانگونه که در برنامه واکنش حرارت Real-Time PCRرا در دستگاه  هامیکروتیوبسپس  .9

 گردد.ها، مطابق مراحل فوق به منظور جلوگیری از آلودگی به طور جدی توصیه میتوجه به ترتیب اضافه نمودن نمونه نکته:

 
 ای از مراحل انجام تست برای یک واکنشخلاصه

 

 

 

 ( مشخصات واکنش حرارتی معمول: 3-8

 

 

 

 

*  FAM برایInfluenza A، HEX ،VIC  یاJOE برای SARS-CoV-2 ،ROX برای Influenza B  وCy5 برای RNase P  )تنظیم )کنترل داخلی

 .شود
 

 

 

 

 (:Semi-fast)( مشخصات واکنش حرارتی نیمه سریع 4-8
مورد تایید و ارزیابی قرار گرفته کیاژن   Rotor-Gene Qمدل Real-Time PCRهای فقط برای دستگاهSemi-fast ی واکنش حرارتی برنامه

 است.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 یابد.دقیقه کاهش می 73دقیقه به  120باشد. مدت زمان کل تست از روش نیمه سریع جهت تسریع در انجام واکنش قابل استفاده می  -

 یابد.کار بر دستگاه کاهش میبار  ،با استفاده از این روش  -

 .باشدمیپاسخ دریافتی از این روش مشابه با پاسخ دریافتی از روش معمول   -

آمادهمسترمیکس   حجم نمونه حجم 

01   µL 10  µL 

 چرخه زمان دما مرحله

دقیقه 50  °C 30  (RTرونویسی معکوس )  1 

اولیه سازیفعال   95  °C 1 دقیقه  1 

ثانیه C 15°  95  دناتوراسیون  
45 

 *35 ثانیه C°  55  انیلینگ/گسترش

 (Cy5) قرمزکانال  (ROXکانال نارنجی ) (JOE ای HEX، VICکانال زرد ) (FAM) سبزکانال 

Influenza A SARS-CoV-2 Influenza B RNase P 

 چرخه زمان دما مرحله

دقیقه 50  °C 01  (RTرونویسی معکوس )  1 

اولیه سازیفعال   95  °C 1 دقیقه  1 

ثانیه C 2°  95  دناتوراسیون  
45 

ثانیه C 3°  55  انیلینگ/گسترش  
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 ها:آن ها و گزارشداده ( آنالیز9
کند، در عبور می )آستانه( Thresholdکه از خط  منحنی سیگنال فلورسنت مشاهده با Real-Time PCR هایدستگاه افزار استفاده از نرم بانتایج 

شود و در دستگاهمی تفسیر دستگاه هایدستورالعمل و یا مطابق باشدمی 05/0های اصلی و کنترل داخلی کیاژن، برای ژن  Rotor-Geneدستگاه

ها انجام شود. تنظیم دقیق خط برای تمامی نمونه فرآیند انتخاب آستانه باید با روندی ثابت شود.می تفسیر دستگاه هایدستورالعمل های دیگر مطابق

های مختلف، متفاوت باشد و نیاز است که بر اساس نمودار امپلیفیکیشن تعریف شود. اگر از تنظیم خودکار خط آستانه تواند برای دستگاهآستانه می

را  (یگموئیدی)س Sبه شکل فلورسنت  یفیکیشنامپلهای کنید، حتما درستی آن را بررسی نمایید. به طور معمول، خط آستانه باید منحنیاستفاده می

( بالای manuallyهای مثبت قطع کند و نباید بر روی خط پایه قرار گیرد. در غیر این صورت خط آستانه را به صورت دستی )ای کنترل و نمونهبر

 ( تنظیم کنید.exponential amplificationخط فلورسنت پایه و در فاز خطی تقویت نمایی )

 ( تفسیر:1-9
 یفیکیشنامپل یکه منحن تیدر صورشود. میتعیین گیری شده برای هر هدف ( اندازهCt) Cycle of thresholdآنالیز نتایج با استفاده از میزان  -

 یمنحن شود و هنگامی کهباشد مثبت خوانده می (Ct value ≤ 40) 40سیکل کمتر یا مساوی  45برای هر هدف طی  Ctمیزان  باشد و یگموئیدیس

 شود. ( منفی خوانده میCt value > 40باشد ) 40بیشتر از  Ctمیزان  نباشد و یگموئیدیبه شکل س یفیکیشنامپل
دارای  AP-RAD تشخیصی چند منظوره  Multiplex One-step rRT-PCR kit for SARS-CoV-2, Influenza A & Bتیک -

 .باشدمیداخلی کنترل و همچنین  Influenza A & Bو  SARS-CoV-2های مثبت، منفی برای کنترل

یگموئیدی باشد. س یشو بدون افزا Flat یا مسطح کاملا و برای کنترل منفی (≤35 ) 35مساوی یا کمتر از   ،بایست برای کنترل مثبتمی Ctمیزان  -

 .باشد (≤35 ) 35مساوی یا کمتر از بایست میدر کنترل مثبت و منفی،  (RNase P)برای کنترل داخلی  Ctمیزان 

 (.1باید پیش از تفسیر نتایج بیمار، بررسی شوند )جدول شماره های آزمایش تمامی کنترل -

 ،را آن گونه که شرح داده شد ها عملکرد مورد انتظارکه کنترل ها مورد تائید نیستند، نباید نتایج آزمایش بیماران تفسیر گردد. در صورتیاگر کنترل -

ورت، آزمایش را تایید یا خرابی در معرف یا نقص در تجهیزات رخ داده باشد. در این صباشد، دهند، ممکن است نحوه انجام آزمایش نادرست نشان نمی

 .نماییدنکرده و مجددا تکرار 
 (1شماره جدول )

 

 تفسیر نتایج بیمار: (2-9
ای از شود. خلاصهتشخیص داده می ،باشد 40و اگر میزان آن کمتر یا بیشتر از  گرددمیها مشخص هر یک از نمونه Ctتفسیر نتایج بیمار با خواندن 

 وجود دارد. 2تفسیر نتایج در جدول شماره 
 (2شماره جدول )

 برای نظارت بر نام کنترل خارجی
Influenza A SARS-CoV-2 Influenza B RNase P 

 میزان مورد انتظار
FAM HEX ،VIC  یاJOE ROX Cy5 

 Ct ≤ 35 + + + + هاعملکرد اجزای معرف نظیر پرایمر و پروب  کنترل مثبت
 کنترل داخلی به جز Ct > 40 + - - - آلودگی معرف و یا محیط کنترل منفی 

 Ct > 40 - - - - آلودگی معرف و یا محیط   (NTC)فاقد الگو 

RNase P Influenza B SARS-CoV-2 Influenza A 

Result Interpretation Report اقدامات 
Cy5 ROX 

HEX، VIC یا 
JOE 

FAM 

± - + - 
SARS-CoV-2 

Detected 

SARS-CoV-2 
 مثبت

 گزارش جواب

± - - + 
Influenza A 

 Detected 

Influenza A 

 مثبت
 گزارش جواب

± + - - 
Influenza B 

 Detected 

Influenza B 

 گزارش جواب مثبت

+ - - - 
SARS-CoV-2, 

Influenza A & B  

Non-Detected 

 منفی
هایی را برای نتیجه را گزارش کنید. آزمایش  

 .ها در نظر بگیریدشناسایی سایر میکروارگانیسم

- - - - Invalid result نامعتبر 
آزمایش را تکرار کنید. اگر همچنان  استخراج و

 نامعتبر شد، مجددا از بیمار نمونه بگیرید.
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ایج نباید گزارش نت بیفتد،( اتفاق NTCها )به جز میکروتیوب افزایش فلورسنت در هر یک از میکروتیوب اگر یا کنترل داخلی، RNase Pدر غیاب -

 شوند.

در  Ct > 35احتمال  یکهر حالد .باشد 35مساوی یا کمتر از بایست می( RNase P) یکنترل داخل یبرا Ctشود یم یمنف یجهکه نت ییهادر نمونه -

  .(±) کند وجود داردیبروز م یبالا در ژن اصل یزانکه پاسخ مثبت با م ییهانمونه یبراکنترل داخلی 

  بایست آزمایش تکرار شود و احتمال آلودگی وجود دارد.می، NTCدر صورت افزایش فلورسنت در میکروتیوب  -

 ودگی وجود دارد.تکرار شود و احتمال بروز آلبایست آزمایش در صورت افزایش فلورسنت در میکروتیوب کنترل منفی )به جز کنترل داخلی(، می -

این اتفاق نادر ) هده شودکانال به غیر از کانال کنترل داخلی مشا سه ها و یاکانال یممکن است عفونت همزمان رخ دهد و افزایش فلورسنت در همه -

 .(شود مشاهدهاست و ممکن است در بیماران دارای نقص در سیستم ایمنی 

 شود.های مولد عفونت داده میژن، پیشنهاد بررسی ژن سایر ارگانیسم سهدر صورت منفی شدن نتایج هر  -

 نکته مهم:

بایست در تفسیر نتایج و اتخاذ تصمیم و می نمود( استفاده رد حضور ویروسبه تنهایی جهت تشخیص )تائید یا نباید از نتایج این کیت   -

 .شودی توجه ولوژیدمیو اپ یشگاهیآزما یهاداده، ینیبال یهاافتهی یهیکلبه 

 های بالینی و آزمایشگاهی انجام شود.باید با توجه به تمام داده نتایج عفونت همزمان، تفسیراحتمال حضور به علت  -

 ها:( محدودیت10

شود. انسان استفاده می فوقانی تنفسدستگاه های در نمونه Influenza A & Bو  SARS-CoV-2 RNAاین کیت برای تشخیص کیفی وجود . 1

 باشد.ها نمیویروس در نمونهی میزان دهندهنتایج نشان

 آزمایشگاهی و اپیدمیولوژیک برای تفسیر باید در نظر گرفته شود، زیرا احتمال آلودگی وجود دارد. ،اطلاعات بالینی. تمام 2

 ممکن است یراز .شده باشندو حمل  نگهداری، پردازش، یآورجمع ،مشخص شده در دستورالعمل طیمطابق با شرا دیبا شیمورد آزما یهانمونه. 3

  شود.نادرست  جینتادریافت منجر به انجام آزمایش به شیوه غلط و نمونه  یسازآماده

های پردازش ارزیابی استخراج و سیستم هایهای بالینی باید توسط کیت استخراج معتبر انجام شود. سایر روشاز نمونه اسید نوکلئیک. استخراج 4

 اند.نشده

 Real-Time PCR،Rotor-Gene Q 5plexبا دستگاه  AP-RAD تشخیصی چندمنظوره کیت با شده ذکر هایویروس شناسایی و تقویت .5

(Qiagen)   ها باید تائید شود.. استفاده از سایر دستگاهشده استتصدیق 

در نمونه آزمایش وجود  LODهای مورد نظر با غلظتی مشابه با که ویروس هنگامی. شودمی تعیین 95% اطمینان با( LOD) تشخیص محدوده. 6

وجود داشته باشد، نیز احتمال  LODکمتر از داشته باشند، احتمال پاسخ منفی کاذب کم است. هنگامی که ویروس در نمونه مورد آزمایش در غلظتی 

 ها وجود دارد.یافتن آن

که  ،دهندمی قرار هدف مورد را Influenza A & Bو   SARS-CoV-2 ژنوم در شده محافظت بسیار مناطق کیت، این هایپروب و ایمرهاپر. 7

 تشخیص قابل غیر به منجر تواندمی( است نادر بسیار اگرچه) شده حفاظت بسیار مناطق این در جهش بروزکند. احتمال تشخیص متقاطع را منتفی می

 .شود ویروس RNA شدن

 . گیرد قرار مدیریتی تصمیمات سایر یا درمان مبنای تنها نباید و نیست مورد نظر هایویروس به ابتلا عدم دهنده نشان منفی، نتایج. 8

 دیده آموزش و داشته آشنایی نتایج تفسیر و آزمایش روند انجام با آزمایش انجام از پیش بایستمی هستند، آنالیز و بررسی مسئول که کارکنانی. 9

 .باشند

 آزمایش جواب است ممکن ،نباشد کافی مقدار به نادرست استخراج و انتقال آوری،جمع علت به نمونه در موجود هایمیکروارگانیسم چنانچه تعداد. 10

 .شود کاذب منفی

 ممکن است جواب آزمایش، منفی کاذب شود. ،در واکنش وجود داشته باشد  RNAچنانچه مقدار خیلی زیادی از الگوی. 11

 های عملکرد:( ویژگی11
 کنترل عنوان به RNase P ژن و اختصاصی مارکر عنوان به Influenza A & Bو  SARS-CoV-2ژنوم این کیت قادر به تشخیص همزمان 

 .باشدمی داخلی
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 :(LODیا ( حساسیت آنالیتیکال )محدوده تشخیص 1-11

 Influenza A & B و SARS-CoV-2غلظت  نیکمتر نییتع و تشخیص ی( براLOD ای صیتشخ محدوده) آنالیتیکال تیحساس یهاشیآزما

-SARSگیری ( محاسبه شده کیت برای اندازهLODمحدوده تشخیص )ها مثبت )مثبت حقیقی( شد.  replicate تمام از 100ه است که %انجام شد

CoV-2 ،copy/µL 4/0 برای ،Influenza A ،copy/µL 1  و برایInfluenza B ،copy/µL 7/1 دهنده حساسیت باشد، که این امر، نشانمی

قرار دارند، غیر معمول  بیمارانی که تحت درمان در خصوص با اندک میزان ویروس نامبرده است، که این حالت بهی کیت حتی در بیماران تشخیصی بالا

     .نیست

 

  

 

 

 

 

 
 

 SARS-CoV-2 تیکالیآنال( گراف مربوط به حساسیت 1شکل 

 حد آستانه مثبت: (2-11

 .باشدمی 35 ≥کنترل داخلی برای و  40 ≥این کیت های هدف مرجع برای ژن Ctی مقدار مرجع، توجه به مطالعهبا 

 :اختصاصیت آنالیتیکال (3-11

اند که با شدهای طراحی ها به گونهپرایمرها و پروب باشد.می SARS-CoV-2 ،Influenza A & B ومقادر به شناسایی ژن این کیت منحصرا

-Multiplex One-step rRT به منظور تائید اختصاصیت کیت زای دیگر هیچگونه واکنش متقاطعی نداشته باشند.بیماریی هامیکروارگانیسم

PCR kit for SARS-CoV-2, Influenza A & B  اختصاصیت کیت به دو روش آنالیز پیوند، شرکت پژوهش و توسعه امیرمنظوره  چند

 ( مورد ارزیابی قرار گرفت. In-Silico PCRو آنالیز بیوانفورماتیک ) (WETهی )آزمایشگا

  باشند: زیر می شامل موارد (In-Silico PCR) و آنالیز بیوانفورماتیک (WETآزمایشگاهی )آنالیز  ارزیابی شده در روش هایمیکروارگانیسم *
Varicella zoster virus (VZV), Herpes simplex virus type I, Herpes simplex virus type II, Mycoplasma pneumonia, 

Respiratory syncytial virus (RSV), Mycobacterium tuberculosis, Cytomegalovirus (CMV), Legionella 

pneumophila, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Enteroviruses, 

Pneumocystic Jirovecii, Candida Albicans, Aspergillus SSP., Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, 

Staphylococcus haemolyticus, Adenovirus, Human Alphaherpesvirus I, Human metapneumovirus, Human 

respirovirus III, Human parainfluenza virus I, Human Alphaherpesvirus II, Human parainfluenza virus 4a, 

Human parainfluenza virus 4b, Rice stripe tenuvirus, Chlamydia pneumoniae, Haemophilus influenza, 

Streptococcaceae, Human alphaherpevirus III, Pneumocystis, and Cucumber mosaic virus. 

 

 

 

 

 

 

 

Influenza B Influenza A SARS-CoV-2 
Multiplex One-step rRT-PCR kit for SARS-CoV-2, 

Influenza A & B  
 مثبت منفی کاذب مثبت منفی کاذب مثبت منفی کاذب

0 20 0 20 0 20 

 حساسیت آنالتیکال  %100  %100  %100

SARS-CoV-2 



 

 پژوهش و توسعه امیرپیونددانش بنیان شرکت  021-22920776  

 co.ap-rad.com  مس شایران، تهران، خیابان شریعتی، خیابان شهید دستگردی )ظفر(، بعد از خیابان

 order@co.ap-rad.com  1919754949/ کد پستی:  1واحد  ، 3طبقه  ،148تبریزی، ساختمان بهاران، پلاک 

10 
 

 :(Precision) دقت( 4-11
ها با نتایج آزمایشگاه درصد موارد، نتایج تکرارهای همه نمونه 95-100که در  ،این کیت انجام شد (repeatabilityتکرارپذیری )تست سنجش میزان 

 مرجع همخوانی داشت.

 ( مطالعات بالینی:5-11
، بر  Multiplex One-step rRT-PCR kit for SARS-CoV-2, Influenza A & B بالینی حساسیت و اختصاصیت کیتجهت ارزیابی 

نمونه مثبت برای  43و  Influenza Aنمونه مثبت برای  SARS-CoV-2، 48نمونه مثبت برای  24) نمونه بالینی با نتیجه منفی 115روی 

Influenza B)  نمونه مثبت برای  32)نمونه بالینی با نتیجه مثبت  53وSARS-CoV-2، 8  نمونه مثبت برایInfluenza A  نمونه مثبت  13و

و  سهیمرجع مقا روشدست آمده با ه ب جیانجام و نتا PCR آزمایش اند، های دستگاه تنفسی فوقانی به دست آمدهکه از نمونه (Influenza Bبرای 

 درصدی داشت. 100های منفی، منفی گزارش شد و مطابقت های مثبت، مثبت و نمونهنتایج تمامی نمونه گرفت.مورد ارزیابی قرار 

 
Influenza A 

 

 

 

 

 

 
SARS-CoV-2 

 

 

 

 

 

Influenza B 

 

 

 

 

 

 : تیفیک کنترل( 12

در  شود و بایددر همان میکروتیوب تکثیر می housekeepingبه عنوان کنترل داخلی یا ژن  Ribonuclease P (RNase P)در این آزمایش، 

 .در کانال قرمز افزایش یابد NTCها به جز میکروتیوب تمامی میکروتیوب

 :( تداخل13

 های مثبت به نمونه در حال آزمایش، نتیجه مثبت کاذب شود.ممکن است در اثر حمل یا انتقال آلودگی از سایر نمونه -

 .آوری نمونه استهای نادرست جمععمدتا نتایج منفی کاذب، ناشی از روش -

 

 

  روش مرجع

 مثبت منفی

 ,Multiplex One-step rRT-PCR kit for SARS-CoV-2 مثبت 8 0

Influenza A & B  48 0 منفی 

  روش مرجع

 مثبت منفی

 ,Multiplex One-step rRT-PCR kit for SARS-CoV-2 مثبت 32 0

Influenza A & B  24 0 منفی 

  روش مرجع

 مثبت منفی

 ,Multiplex One-step rRT-PCR kit for SARS-CoV-2 مثبت 13 0

Influenza A & B  43 0 منفی 

 %100حساسیت: 

 %100اختصاصیت: 

 %100حساسیت: 

 %100اختصاصیت: 

 %100حساسیت: 

 %100اختصاصیت: 
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 دفع پسماندها:( 14
 های توصیه شده موجود انجام دهید.های ابلاغی و با توجه به روشمطابق با استاندارددفع پسماندها را  -

ممکن است احتمال  Influenza A & Bو  SARS-CoV-2های مورد استفاده برای تشخیص مولکولی با منشاء انسانی به ویژه نمونه هایپسماند -

های زیستی، ابتدا اتوکلاو شده و باید همانند زبالههای بالینی وجود دارند افزایش دهند و زا را که در نمونههای بیماریمیکروارگانیسمآلودگی توسط 

 هایی، اقدامات احتیاطی جهانی را به کار گیرید.سپس با احتیاط امحا گردند. هنگام برخورد و دفع چنین نمونه

 ( منابع:15

- Chodari, L.; Maleki Dizaj, S.; Ardalan, M.; Samiei, M.; Sharifi, S.; Zununi Vahed, S.; Huseynova, I.; Khalilov, 

R.; et al. A Comprehensive Review of Detection Methods for SARS-CoV-2. Microorganisms 2021, 9, 232. 

- Kiani, J.; Ghorbani, S.; Seif, F.; Khoshmirsafa, M.; Bokharaei, F. Tips for Molecular Detection of SARS-CoV-

2 Using Real-time PCR Method. RJMS. 2020, 27(6), 113-165. 

- Hu, B.; Guo, H.; Zhou, P.; et al. Characteristics of SARS-CoV-2 and CoVID-19. Nat Rev Microbial 2021, 19, 

141-154      
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