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 Bو  A، آنفلوانزا نوع SARS-CoV-2ای چند منظوره غربالگری یک مرحله rRT-PCRکیت 

                                                                          (In Vitro Diagnostic, IVD) Ref: APSCFAB 

 مقدمه:
 یتنفس یدر نمونه ها هاآن و تمایز  Bو  A، آنفلوانزا نوع SARS-CoV-2 (CoVID-19) هیعفونت اول یحساس و اختصاص ع،یسر ییهدف شناسابا  (AP-RAD) وندیپ ریشرکت پژوهش و توسعه ام

-COVID  یماریبعامل  نموده است.  rRT-PCR یمرحله ا کیچند منظوره  یغربالگر شیآزما تیو ساخت ک یهستند، اقدام به طراح تنفسی یماریب یعلائم و نشانه ها یکه دارا یمارانیب یفوقان

 2020سال  ابتدایی یکشف شد و در ماه ها نیچ کشور ایهوب منطقهدر  2019است که در دسامبر سال   beta-coronavirus کی این ویروس می باشد. Coronaviridae متعلق به خانواده  19

ویریون می باشند. envelope بوده و دارای پوشش یا  positive-senseدار تک رشته اند که  RNAها، بزرگترین خانواده ویروسی گردید. کروناویروس یعفونت دستگاه تنفس شدن ریهمه گ منجر به

  .Nucleocapsid (N)و  Envelope (E), Matrix (M)   : عبارتند از این ویروس نیامساخت یها نیپروتئسایر . قرار دارد پوشش ویروسدر   (S)ینیکوپروتئیگل زوائد  است و یها اکثراً کرو آن

گسترده  فیطشده اند مبتلا   COVID-19 ی که بهکند. افرادیآنفلوانزا بروز مشبیه به علائم بیماری و  فیبا علائم خف  SARS-CoV-2 عفونت شواهد بالینی حاکی از آن است که در بیشتر افراد،

 در ی هاربرداریدر تصو هیر یردرگی ، ٪50 بیش از  (یپوکسینفس ، ه ی)تنگ موارد، بیماری شدید ٪81( در فیخف یتا پنومون فخفی علائم)تا متوسط  فیخفعلائم  :اند داده ارشگز را از علائم یا

 Bو  Aویروس آنفلوانزا انسانی، متعلق به خانواده اورتومیکسوویریده است و انواع  .گزارش شده است( ین عضواختلال در عملکرد چند ای، شوک یتنفس یی)نارسا موارد بحرانی ٪5در  موارد و 14٪

است، دارای پوشش پلئومورفیک  negative-senseتک رشته ای  RNAشود. ژنوم ویروس های آنفلوانزا به صورت منجر به پاندمی نمی Bآن منجر به اپیدمی می شوند. با این حال، آنفلوانزا نوع 

اد می شود. نانومتر است. آنفلوانزا عامل یک بیماری حاد تنفسی است که به شدت مسری است و هر ساله به میزان قابل توجهی منجر به مرگ و میر در افر 120تا  50)چند شکلی( بوده و قطر آن 

روفارنکس عفونت ایجاد می کند. اغلب، توانایی بیماری زایی آنفلوانزا دست کم گرفته می شود که این امر منجر به بالا رفتن میزان مرگ ، ابتدا در نازوفارنکس و حفرات اوBو  Aویروس آنفلوانزا نوع 

 2تا  1ون عفونت های تیپیک آنفلوانزا در انسان دوره کم. گرددو میر ناشی از این بیماری به ویژه در افراد مسن و بیماران پرخطر نظیر نوجوانان و افرادی که سیستم ایمنی تضعیف شده دارند می

می انجامد. هنگامی که فردی به نوع شدید آنفلوانزا  روز است و علائم آن نظیر بروز ناگهانی تب، گلو درد، سرفه، سر درد، دردهای عضلانی و احساس بی قراری است که حداقل تا یک هفته به طول

ان و ه سرعت به سمت پنومونی پیشرفت کرده و حتی دربرخی موارد منجر به مرگ شود. بروز پاندمیک نوع شدید آنفلوانزا، خطر جدی برای سلامت انسمبتلا می شود علائم ذکر شده می تواند ب

برای تشخیص مولکولی توسعه امیر پیوند   تولید شده در شرکت پژوهش و B و  Aآنفلوانزای نوع ، SARS-CoV-2یک مرحله ای چند منظوره غربالگری  rRT-PCR کیتگردد. حیوانات محسوب می

 real-time طراحی و تولید شده است. کارکنان آزمایشگاه های بالینی واجد شرایط که به ویژه در زمینه تکنیک های (In Vitro Diagnostic)ویروس های یاد شده در آزمایشگاه تشخیص پزشکی

PCR  آزمایشگاهی تعلیم دیده و تربیت شده اند مسئول انجام آزمایش هستندو روش های تشخیصی در محیط های. 

 انجام آزمایش: لواص
 یاز نمونه ها استخراج م RNA ابتدا است. (rRT-PCR) معکوس به روش ملکولی پلیمراز  ایواکنش زنجیرهبراساس  یشیآزما Bو  Aنوع  یآنفلوانزا و COVID-19 یماریب  یصتشخ یروش اصل

پروب های از  چند منظوره rRT-PCR  آزمایشد. نشو یم تکثیر cDNAاز  یخاص به دنبال آن، بخش هایشود و  یم ساخته( cDNA) یا همان DNA ی مکملرشته ها از روی آن شود، سپس

قادر به شناسایی  تجمع پیدا می کنند PCRهنگامی که در چرخه های  Taq DNA polymerase پریم 5که با استفاده از خاصیت فعالیت نوکلئازی  کند یاستفاده م TaqManفلوروژنیک بر پایه 

پروب های اختصاصی برای عامل ایجاد است. نمونه های تنفسی انسانی مشکوک، به صورت همزمان در یک میکروتیوب همراه با کنترل داخلی با استفاده از پرایمر و  PCRمحصولات اختصاصی 

ژن  وA )ماتریکس( برای آنفلوانزا نوع  M، ژن SARS-CoV-2 برای )ژن پروتئین نوکلئوکپسید( Nمورد آزمایش قرار خواهند گرفت. به ترتیب ژن  Bو  Aآنفلوانزا نوع ، CoVID-19بیماری های 

NS1 برای آنفلوانزا ( ساختاری غیر )پروتئینB  به صورت موازی باRNase P ریبونوکلئاز( P ).باشد.به عنوان کنترل داخلی برای بررسی استخراج و ارزیابی آزمایش، مورد سنجش قرار خواهند گرفت 

 محتویات کیت:

  می باشد µl 20تست با حجم  50محتویات این کیت برای 

 شرایط نگهداری حجم محتویات ردیف

آماده مصرفو پرایمر و پروب ویال حاوی مسترمیکس  1  500 µl 20-  ºC ≥ 

-µl 20 50 کنترل منفی 2  ºC ≥ 

-µl 20 50 کنترل مثبت 3  ºC ≥ 
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 مواد و وسایل مورد نیاز:
  (Rotor-Gene Q 5plex Platform, Rotor-Gene Q 5plex HRM Platform, Rotor-Gene Q 6plex Platform of Qiagenبه عنوان مثال:  Real time PCRدستگاه ارزیابی و کالیبر شده  -

 . (JOEیا  VIC یا HEX) و زرد (CY5) قرمز ،(FAM) کانال سبزکانال  با

 IIهود ایمنی زیستی کلاس  -

 ( 10μl , 10-100 µl , 100-1000 µl-0.5  (های حجم در سمپلر -

 (زیستی ایمنی هودهای یا PCR کار میز ،Minispin ورتکس،) نظیر کوچک تجهیزات -

 ویروسی RNAاستخراج  کیت -

  یا پلیت های مخصوص دستگاه ریل تایممیلی لیتر  2/0یا  1/0با حجم   میکروتیوپ: پلاستیکی ظروف -

 رول و آزمایشگاهی گذاری علامت خودکار ،µl, 100 µl, 1000 µl 10های  حجم در آئروسل فیلتر دارای سرسمپلرهای آزمایشگاهی، های روپوش پودر، فاقد مصرف یکبار دستکش: مصرفی مواد -

 کاغذی دستمال

 (گراد سانتی -20) فریزر  -

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

 وی کیت درج شده است.ر ماه بوده که تاریخ انقضا نیز بر12 مدت زمان مناسب برای استفاده از این کیت -

 توجه:

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

 تا دو مرتبه کنترل شده و توصیه می شود تنها دو مرتبه این عمل بر روی کیت اعمال شود. Freeze thawپایداری کیت در مقابل عمل  -
 

 :یستیز ایمنی
-COVIDرا شناسایی و روش های مقابله را رعایت نمایند. در صورت مواجهه با بیماران مبتلا به و آنفلوانزا  COVID-19 ها خطرات موجود در برخورد با افراد مشکوک بهتوصیه می شود آزمایشگاه -

 .کنید آلوده و عفونی تلقی را ها نمونه می بایست اقدامات ایمنی لازم نظیر استفاده از وسایل حفاظت شخصی رعایت گردد. تمامیو آنفلوانزا  19

 

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

 . قبل از انجام آزمایش از ضدعفونی بودن محل انجام تست اطمینان حاصل کنید (2

 شود. گراد انتقال داده درجه سانتی -20توصیه می شود کیت در دمای کم تر از  (3

 .ییدنقص اجتناب نما یدارا یها یتاز استفاده ک (4

 ده نشده را مطابق با قوانین و مقررات کشوری دور بریزید.محلول های استفا (5

 RNAویروس توسط ریبونوکلئازها، به شدت توصیه میشود  RNAنمونه بسیار حائز اهمیت است و ممکن است بروی نتایج اثر بگذارد، به منظور به حداقل رساندن خطر دناتوراسیون   RNAکیفیت (6

 .اجتناب شوددست روی پوست  بونوکلئازیر ید تا از آلودگیاز دستکش استفاده کن شهی، هم RNA اهنگام کار بویروس فورا بعد از جمع آوری نمونه ها استخراج شود. 

، اطمینان هانمونه یرسا PCRمحصولات  یا RNA ،cDNAر ها با لازم است جهت جلوگیری از بروز نتایج مثبت کاذب از عدم آلودگی محیط کار و ابزا RT-PCRبا توجه به حساسیت بالای تکنیک (7

 یاهبه گون دیکار بامراحل انجام  یز است را رعایت کنند.تمیشگاه آزماشروپو یا ، عینک و گانمصرف یکبار یهادستکشحاصل نمایید. پرسنل آزمایشگاه باید ملزومات پوشش حرفه ای را که شامل 

 در خلاف جهت این مسیر انتقال پیدا نکنند. محصولات واکنشگاه و هیچ. فقط در یک جهت صورت گیردحرکت د که نشو یسازمانده

 .شوند زتمی منظمبطور  دیبا یشگاهیآزما یها روپوشو سمپلرها ، یشگاهیآزما یزهایم (8

امری ضروری ،  DNAای RNA یحاوهای میکروتیوبهنگام دست زدن به ها ض دستکشتعوی سمپلرهای دارای فیلتر آئروسل استفاده شود.توصیه می شود در تمام مراحل انجام آزمایش از سر (9

 .شود یریجلوگ ی که تکثیر یافته اندمحصولات ریختنشوند تا از  امحا اطیبا احتها میکروتیوب دیبا، PCRانجام . پس از است

ی نظیر انستیتوپاستور و ادارات امور آزمایشگاه های ، درمان و آموزش پزشکمراجع تعیین شده توسط وزارت بهداشتآزمایشگاه های داخل ایران می بایست تمامی جواب های مثبت خود را به  (10

 دانشگاه های علوم پزشکی گزارش دهند.

 ایستاده قرار دهید. حالت به نقل و حمل حین و نگهداری هنگام را کیت (11

 . کنید بررسی آسیب یا نشتی بروز لحاظ از را ها ویال کیت، از استفاده از پیش (12

 شده و پیش از استفاده به مدت کوتاهی با دور پایین سانتریفیوژ یا اسپین نمائید.د، کاملاً مخلوط ناتاق ذوب شو یدر دما دیبا تیک یک از محتویاتهر  (13
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 هیپوکلریت سدیم محلول با باید ابزار و کار محل سطوح آزمایش، انجام از پس. شوند ریخته %10 سدیم هیپوکلریت محلول حاوی Safety box یک در استفاده از پس بایست می ها سرسمپلر (14

 . شود روشن کار، سطوح ضدعفونی منظور به دقیقه 30 مدت به  UV لامپ نهایت در و شوند تمیز خالص آب یا %75 اتانول با سپس شوند ضدعفونی شده تهیه تازه 10%

 cross-talks بروز امکان تا شوند کالیبره منظم صورت به دستگاه دستگاه راهنمای دفترچه در شده ذکر دستورالعمل اساس بر باید اند گرفته قرار استفاده مورد PCR برای انجام آزمایش که وسایلی (15

 .برود بین از ها کانال میان
 

 جمع آوری نمونه، حمل و نقل و نگهداری آن ها:
 باید تحت نظر و مشورت با پزشک معالج انجام شود B و A آنفلوانزا نوعو   SARS-CoV-2تمامی آزمایش های 

 

 :نمونه های دستگاه تنفسی فوقانی

 ( AP-RAD Ref :APVTMA1 VTM)الف. سواب حلق و بینی در یک لوله جمع آوری نمونه که حاوی محیط انتقال ویروسی است 

 ب. یک سواب ابتدا برای حلق و سپس برای بینی 

 مجزا  VTMپ. سواب های حلق و بینی جداگانه در لوله های 

    (NA)ت. آسپیره نازوفارنژیال یا آسپیره بینی 

 سانتی متر( 2، که سواب عمقی بینی نیز نامیده می شود. )عمق حدود (NMT)ث. سواب تیغه میانی بینی 

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

 نکات مهم:

ه نکنید زیرا ممکن است حاوی موادی باشند که تنها از سواب های الیاف مصنوعی با دسته پلاستیکی استفاده کنید. از سواب های آلژینات کلسیم یا سواب هایی که دسته چوبی دارند استفاد  -

 .دهید قرار ویروس انتقال محیط حاوی استریل های لوله در بلافاصله را ها سواب. شوند PCR آزمایش مهار به منجر و کرده فعال غیر را ها ویروسبرخی از 

 (AP-RAD Ref :APVTMA1 VTM)   میلی لیتر( 2نمونه ها می بایست در محیط انتقال ویروسی استریل حمل شوند. )  -

 نشود.سواب خشک شده ارسال   -

 حمل کرد. VTMتوان در یک لوله حاوی اگر سواب هم از مجاری بینی و هم از حلق جمع آوری شده است، هر دو سواب را می  -

تنها با نمونه های تنفسی فوقانی ارزیابی فتد، این کیت نکته: با توجه به عدم دسترسی به نمونه های تنفسی تحتانی، چرا که از نظر ایمنی حتی در مراکز بیمارستانی این امر به ندرت اتفاق می ا

 اشد.شده است. اما با توجه به آنالیزهای نرم افزاری انجام شده و آزمایش های حساسیت، نباید با نمونه های تنفسی تحتانی نیز مشکلی داشته ب
 

 نگهداری و دمای مناسب برای انتقال نمونه:
تولید شده در شرکت پژوهش و VTMساعت پس از جمع آوری نمونه، نگهداری کنید. )لوله های  72درجه سانتی گراد به مدت  2-8در دمای  VTMنمونه جمع آوری شده را در لوله های  -

ی در مراحل انجام آزمایش یا حمل نمونه رخ دهد باید نمونه ها در دمای کند(. اگر پیش بینی می کنید که ممکن است تاخیرهفته تضمین می 1توسعه امیر پیوند، حفظ سلامت نمونه را تا 

 تر نگهداری کنید.یا پایین -70

 باید نشود ارسال آزمایشگاه به ساعت 24 طی ها نمونه نمونه را برای انجام آزمایش در اسرع وقت به آزمایشگاه انتقال دهید. به این منظور نمونه ها را بر روی پک های یخ قرار دهید . چنانچه -

 .شوند حمل خشک یخ زیادی مقدار روی برای ارسال باید بر و شوند منجمد گراد سانتی درجه -70 دمای در سرعت به

بندی و منتقل شوند. به منظور کسب اطلاعات تحت عنوان کالای خطرناک بسته  (IATA)المللی حمل و نقل هوایی بایست مطابق با دستورالعمل فعلی تنظیم مقررات انجمن بیننمونه ها می -

 :بیشتر می توانید به آدرس های اینترنتی ذیل مراجعه نمایید

- 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)  

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

 .سواب ها در محیط مورد تائید قرار ندارد. )سواب خشک( •

 نوع نمونه مورد تائید نیست )سواب زبان یا سواب بزاق( •

 نمونه ها فاقد اطلاعات شناسایی بیمار است.  •

 حجم نمونه ناکافی است. •

 نمونه ها در دمای اتاق دریافت شده اند. •

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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 ساعت از زمان جمع آوری نمونه به آزمایشگاه، رسیده اند 72فریز نشده پس از گذشت بیش از نمونه های  •

 روش آزمایش:
-rRT معرف های آماده مصرفبا استفاده از  امیمستق تخلیص شده RNAشوند.  یم استخراجشده  یجمع آور یاز نمونه ها یروسیو RNAمعتبر استخراج  تیبا استفاده از ک ریبونکلئیک اسیدها

PCR  ی چند منظوره مرحله اتکAP-RAD فاز  طی. در متصل می گردد، اندع شده واق پرایمرهای فوروارد و ریورس میانکه  ویژه ایهدف  سکانس، پروب به ندیفرآ نی. در امی شوند تکثیر

هر چرخه،  درکند. می جادیفلورسنت ا گنالیو سشده  quencherاز رنگ  ریپورتررنگ  منجر به جدا شدنو  کرده بیرا تخر پروب ،Taq polymerase زینوکلئا 5 تی، فعالPCRچرخه  گسترش

 .شودیم ثبت Real-Time PCR دستگاه توسط PCRدهند. شدت فلورسانس در هر چرخه  یم شیفلورسانس را افزا شوند و شدت یم جداروب مربوطه پ از ریپورتررنگ  یاضاف یمولکولها

 استخراج و تخلیص نوکلئیک اسید:

 یاز سواب ها اًمیرا مستق یروسیو  RNAتوان یم (High Pure Viral Nucleic Acid Rocheو  Qiagem DSP Viral RNA ،RNJia Virus Kit) RNA معتبر استخراج یها تیکاستفاده از با 

 تک rRT-PCR کیت .کرد استخراج ،عیما ینمونه ها ریسا ای  Lavon Broncho-Alveolar Lavage (BAL) نمونه های اقرار گرفته اند ی  (VTM)سرویومحیط انتقال  نمونه که در یجمع آور

 باشدنامبرده سازگار می RNAبا کیت های استخراج  ،SARS-CoV-2 منظوره چند ایمرحله

 : TaqManی یک مرحله ای برپایه فیک RT-PCRروش 
RT-PCR   شود یانجام م ذیل مراحل مطابق ایمرحله کی. 

 گذاری نمائید.نام   NTCهای کنترل مثبت و منفی و در کلیه آزمایشات برای هر بیمار دو میکروتیوب همراه با میکروتیوب .1

 .شود یم دیتأک ماریهر ب دوتایی )دوپلیکیت( برای صورت به  PCR  انجام بر اطمینان، قابل دقیق نتایج به دستیابی برای :توجه      

 .دیسرد قرار دهرک  یرو برها را وبیکروتیتمام م .2

 .دیاضافه کنبه تمامی میکروتیوب های نام گذاری شده آماده را میکرولیتر مسترمیکس  10 .3

 .دیاضافه کن NTC میکروتیوببه  لیآب مقطر استر تریکرولیم 10 .4

 .دیاضافه کنمیکروتیوب که برای آن نام گذاری شده است به  یکنترل منف تریکرولیم 10 .5

 .دیاضافه کن هر دو میکروتیوب نام گذاری شده بیماررا به  بیماران  RNA از تریکرولیم 10 .6

 .دیاضافه کنمیکروتیوب که برای آن نام گذاری شده است کنترل مثبت به  تریکرولیم 10 .7

 کوتاه انجام دهید. Spinکرده ویا مخلوط ها را خوب محتویات میکروتیوب  .8

 مسترمیکس برای یک واکنشتهیه خلاصه ای از مراحل  توجه :

 نمونه آماده مصرف مسترمیکس

10 µl 10 µl 

 .دیاجرا کن ه استذکر شد یقرار داده و برنامه را همانگونه که در برنامه واکنش حرارت Real Time-PCRسپس آن را در دستگاه 
 

 : معمول مشخصات واکنش حرارتی

 چرخه زمان دما 

دقیقه RT 50 °C 30رونویسی معکوس   1 

اولیه سازی فعال  95 °C 1 دقیقه  1 

ثانیه C 15° 95 دناتوراسیون  
45 

ثانیه C 35° 55 انیلینگ/گسترش * 
 

 و قرمز  N (SARS-COV-2)اختصاصی ژن  (JOE, HEX, VIC) و زرد  (B)آنفلوانزا نوع  NS1اختصاصی ژن   (ROX)( و نارنجیA)آنفلوانزا نوع  Mاختصاصی ژن  (FAM)کانال سبز : *توجه

(CY5)  اختصاصی کنترل داخلی(RNase P) است. 
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 (: Semi-fast) مشخصات واکنش حرارتی نیمه سریع 
 قابل اجرا می باشد. Corbetو  (QIAGEN)فقط برای دستگاه های ریل تایم کمپانی کیاژن Semi-fast برنامه ی واکنش حرارتی 

 چرخه زمان دما 

 1 دقیقه C 50 10° (RTرونویسی معکوس )

 1 دقیقه C 95 1° اولیه سازی فعال

 ثانیه C 95 2° دناتوراسیون
45 

 ثانیه C 55 3° انیلینگ/گسترش

 1 تانیه C 72 70° گسترش نهایی

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

 یابد.با استفاده از این روش بار کار بر دستگاه کاهش می  -

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

 

 آن ها: داده ها و گزارش آنالیز
 (CY5) و قرمز  N (SARS-COV-2  ) اختصاصی ژن  (JOE, HEX, VIC) زرد  و (B)آنفلوانزا نوع  NS1اختصاصی ژن  (ROX)( و نارنجیA)آنفلوانزا نوع  Mاختصاصی ژن  (FAM)کانال سبز 

و بر اساس دستورالعمل های  Thresholdعبور منحنی فلورسانس از خط آستانه یا  به واسطه ،Real Time PCRدستگاه با استفاده از نرم افزار  جیتان .است . (RNase P)اختصاصی کنترل داخلی 

 دستگاه تفسیر می شوند.

 تفسیر:
باشد مثبت خوانده می شود و  (40≥) 40سیکل کمتر یا مساوی  45برای هر هدف طی  Ctاندازه گیری شده برای هر هدف تائید می شود. در صورتی که میزان  Ctآنالیز نتایج با استفاده از میزان 

 ( منفی خوانده می شود. Ct value >40باشد ) 40بیشتر از  Ctهنگامی که میزان 

 .دارای کنترل های مثبت، منفی و داخلی است  Bو  A، آنفلوانزا نوع SARS-CoV-2ای چند منظوره غربالگری یک مرحله rRT-PCRکیت  -

باشد. تمامی کنترل های آزمایش  40≥می بایست  (RNase P)برای کنترل داخلی  Ctباشد. میزان  Flatمسطح یا  "باشد و برای کنترل منفی کاملا 40≥می بایست برای کنترل مثبت  Ctمیزان 

 (.1باید پیش از تفسیر نتایج بیمار، بررسی شوند )جدول شماره 

شرح داده شد نشان نمی دهند، ممکن است نحوه انجام آن در صورتیکه کنترل ها عملکرد مورد انتظار را آن گونه که اگر کنترل ها مورد تائید نیستند نباید نتایج آزمایش بیماران تفسیر گردد. 

 نادرست باشد یا خرابی در معرف یا نقص در تجهیزات رخ داده باشد. در این صورت، آزمایش را تایید نکرده و مجددا تکرارشود.

                                                                                                  (1)جدول شماره                                                                                    

 تفسیر نتایج بیمار:
 وجود دارد. 2باشد تشخیص داده می شود. خلاصه ای از تفسیر نتایج در جدول شماره  40هر یک از نمونه ها مشخص می شود و اگر میزان آن کمتر یا بیشتر از  Ctتفسیر نتایج بیمار با خواندن 

 

 

 Nژن  برای نظارت بر نام کنترل خارجی

SARS-CoV-2 

 Mژن 

Influenza A 

  NS1ژن 

Influenza  B 

 ژن

RNase P 
 میزان مورد انتظار

و CoVID-19کنترل مثبت 
Influenza A&B 

عملکرد اجزای معرف نظیر پرایمر و 

 هاپروب
 +  +  +  + Ct ≤40 

و   CoVID-19کنترل منفی 

Influenza A&B 
 +  -  -  -  آلودگی معرف و یا محیط

Ct > 40 کنترل  به جز 

 داخلی

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

 Report اقدامات
Result 

Interpretation 

  NS1 ژن

Influenza  B 

 Mژن 

Influenza A 

-N   SARS ژن 

CoV-2 
RNase P 

یا وجود دارد مثبت گزارش جواب  SARS-CoV-2 detected - - + + 

 + - + - Influenza A Detected مثبت یا وجود دارد گزارش جواب

 + - - + Influenza B Detected مثبت یا وجود دارد گزارش جواب

 SARS-CoV-2  Influenza منفی یا وجود ندارد گزارش جواب

A/B not detected 
- - - + 

استخراج و آزمایش را تکرار کنید. اگر همچنان نامعتبر 

 شد مجددا از بیمار نمونه بگیرید.
نامعتبر وغیر قابل گزارشنتیجه  نامعتبر   - - - 

 نتایج نباید گزارش شوند. اتفاق افتد  ( NTCیا کنترل داخلی، افزایش فلورسنت در هر یک از میکروتیوب ها )به جز میکروتیوب   RNase Pدر غیاب  -

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

 نرمال)به جز کنترل داخلی(، می بایست آزمایش تکرار شود و احتمال بروز آلودگی وجود دارد. میکروتیوبدر صورت افزایش فلورسنت در  -

 .ژن  منفی شد برای دیگر ژنهای عفونی پیشنهاد بدهید سهدر صورتی که نتایج هر  -

و  یشگاهیآزما یها، دادهینیبال یها افتهی هیکلاز نتایج این کیت به تنهایی جهت تشخیص )تائید یا رد عفونت( نباید استفاده نمود و میبایست در تفسیر نتایج و اتخاذ تصمیمات به  نکته مهم:

 . تمامی داده های آزمایشگاهی و بالینی انجام شودی توجه کنید. ممکن است عفونت متقاطع رخ دهد، بنابراین باید تفسیر نتایج با توجه به ولوژیدمیاپ
 

 محدودیت ها:
 زیرا  احتمال آلودگی وجود دارد. اطلاعات بالینی و آزمایشگاهی و اپیدمیولوژیک برای تفسیر باید در نظر گرفته شود، تمام .1

های اصلی  ویروس در نمونه Loadدر نمونه های تنفسی انسان استفاده می شود. نتایج نشان دهنده ی میزان بار یا  Bو  Aو آنفلوانزا  SARS-CoV-2 RNAاین کیت برای تشخیص کیفی وجود  .2

 نیستند. 

منجر به به شیوه غلط انجام آزمایش و نمونه  یممکن است آماده ساز باشندو حمل  نگهداری، پردازش، یآور جمع مشخص شده در دستورالعمل طیمطابق با شرا دیبا شیمورد آزما ینمونه ها .3

  نادرست شود. جینتادریافت 

 شود از منجمد و ذوب کردن کیت بیش از دو مرتبه پرهیز نمائید.توصیه می .4

دستگاه در میکروتیوب های مخصوص تقسیم  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 .5

(Aliquot .کرده و مجددا منجمد نمائید ) 

های  دستگاه از اگر. انجام شده است Real-Time PCR دستگاه Qiagen 5plex and 6Plex با  عه امیر پیوندشرکت پژوهش و توس چندمنظوره کیت با شده ذکر هایویروس شناسایی و تقویت .6

 انجام شود.  Validationدیگر استفاده می شود باید 

 ویروس که هنگامی. است کم ها آن نشدن یافت احتمال باشند داشته وجود آزمایش نمونه در LOD غلظت در ها ویروس که هنگامی. شود می تعیین %95 اطمینان با( LOD) تشخیص محدوده .7

 .دارد وجود ها آن یافتن احتمال نیز باشند LOD از تر کم غلظت در آزمایش در نمونه ها

 اگرچه) شده حفاظت بسیار مناطق این در جهش بروز. دهند می قرار هدف مورد راB وA و آنفلوانزا نوع   SARS-CoV-2 ژنوم در شده محافظت بسیار مناطق کیت، این های پروب و پرایمرها .8

 . شود ویروس RNA شدن تشخیص قابل غیر به منجر تواند می( است نادر بسیار

 . گیرد قرار مدیریتی تصمیمات سایر یا درمان مبنای تنها نباید و نیستB وA و آنفلوانزا نوع  SARS-CoV-2 عفونت به ابتلاء عدم دهنده نشان منفی، نتایج .9

 .دهند گزارش زیربط های ارگان یا و پزشکی آموزش و درمان بهداشت وزارت به را مثبت نتایج کلیه موظفند آزمایشگاهها .10

 .باشند دیده آموزش و داشته آشنایی نتایج تفسیر و آزمایش روند انجام با آزمایش انجام از پیش بایست می هستند، آنالیز و بررسی مسئول که کارکنانی .11

 .شود کاذب منفی آزمایش جواب است ممکن نباشد کافی مقدار به آن به نادرست رسیدگی و انتقال آوری، جمع علت به نمونه در موجود های میکروارگانیسم تعدادچنانچه  .12

 در واکنش وجود داشته باشد ممکن است جواب آزمایش، منفی کاذب شود.  RNAچنانچه مقدار خیلی زیادی از الگوی  .13
 

 ویژگی های عملکرد:
 .می باشد داخلی کنترل عنوان به RNase P ژن و B و A نوع آنفلوانزا برای NS1 و M  های ژن ترتیب به و SARS-CoV-2 اختصاصی مارکر عنوان به N این کیت قادر به تشخیص همزمان ژن
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 :(LOD)حساسیت آنالیتیکال )محدوده تشخیص 

ها مثبت )مثبت حقیقی( شد. به  replicates% از 100 انجام شد که Bو  A آنفلوانزا،  SARS-CoV-2غلظت  نیکمتر نییتع ی( براLOD ای صیتشخ محدوده) آنالیتیکال تیحساس یها شیآزما

 ود بالا تعیین شد. از نمونه هاهای بالینی با لدر نمونه Bو  Aآنفولانزا نوع و نمونه  پلاسمید استاندارد ، SARS-CoV-2 استاندارد خارجی، غلظت ویروس RNA این منظور ابتدا با استفاده از نمونه 

-SARS-CoVمتعلق به  N یژن هاکیت برای حساسیت این  ،از ویروس ها محاسبه گشت. طی این روش محدوده تشخیص اولیه محاسبه شد( هر یک LODهای مختلف تهیه و حد تشخیص )رقت

نهایی،  غلظت های  LODجهت ارائه  .کپی در میکرولیتر می باشد 7/1به میزان  Bنوع  آنفلوانزا NS1و ژن کپی در میکرولیتر  1به میزان  Aنوع  آنفلوانزا Mژن   وکپی در میکرولیتر 4/0میزان  ، 2

کیت  نیبنابرانهایی تعیین می گردند.  LODمورد منفی کاذب این غلظت ها به عنوان بدون  مورد مثبت و  20تکرار کرده و با گزارش run در یک مرتبه  20اولیه را  LODتعیین شده به عنوان 

 .برخوردار است یخوب تیاز حساس زیاست ن نیینام برده پا یها روسیو غلظتکه  یمارانیب رد یحت

  مثبت منفی کاذب معیار  پذیرش نتیجه ارزیابی

100 %  100 – 95 %  0 20 SARS-CoV-2 

100 %  100 – 95 %  0 20 Influenza A 

100 %  100 – 95 %  0 20 Influenza B 

 

   N gene (SARS-CoV-2)و گراف مربوط به حساسیت آنالتیکال منحنی استاندارد نتایج 

 

 حد آستانه مثبت:
 .باشدمی 40مرجع برای ژن های مورد هدف و ژن کنترل داخلی این کیت  Ctی مقدار مرجع، با توجه به مطالعه

 :اختصاصیت آنالیتیکال

اند که با ها به گونه ای طراحی شدهمی باشد. پرایمرها و پروب Bنوع  آنفلوانزا NS1و ژن  Aنوع آنفلوانزا  Mژن   ،SARS-CoV-2متعلق به  Nاین کیت منحصراً قادر به شناسایی ژن های 

منظوره شرکت پژوهش و توسعه امیرپیوند، اختصاصیت کیت  تک مرحله ای چند rRT-PCRزای دیگر هیچگونه واکنش متقاطعی نداشته باشند.به منظور تائید اختصاصیت کیت های بیماریویروس

 ( مورد ارزیابی قرار گرفت. In-Silico PCRو آنالیز بیوانفورماتیک ) (WETبه دو روش آنالیز آزمایشگاهی )

( و CFU/mlباشد و با توجه به عدم دسترسی به تمام میکروارگانیسم های باکتریایی با غلظت مشخص )می CFU/ml 610های باکتریایی غلظت استفاده شده برای میکروارگانیسم نکته :

آزمایشگاه تشخیص طبی و تخصصی پیوند استفاده شده است. سایر  و مورد تایید 20-35بین  Ct(، از کیت حاضر با نمونه هایی با PFU/mlمیکروارگانیسم های ویروسی با غلظت مشخص )

 شود.% اعلام می 100باشد و اختصاصیت میکروارگانیسم ها به دلیل عدم دسترسی به صورت بیوانفورماتیک ارزیابی شده و درصد تشابه در همه موارد یاد شده در ذیل صفر می

 Adenovirus ،Enterovirus، RSV ،VZV، HSV-I، HSV-II، CMV، Streptococcus pneumoniae، Klebsiella pneumoniae، Humanهای یاد شده عبارتند از: میکروارگانیسم

Alphaherpesvirus I ،Adenoviridae، 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، Legionella pneumoniae،  

Mycobacterium tuberculosis،  Streptococcaceae،  Human alphaherpevirus III، Mycoplasma،  Pneumocystis،  Cucumber mosaic virus،  Fungi،  Legionellales،  Bordetella  و

Mollicutes . 

 RNA 
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 دقت:
 است.  %5کاری دارای دقت کمتر از runدر یک  (%CV)کمیت ضریب تغییرات 

 مطالعات بالینی:

ومنفی مثبت  بالینی نمونه های با استفاده از Bو  Aو آنفلوانزا نوع  SARS-CoV-2یک مرحله ای چندمنظوره کیفی شرکت پژوهش و توسعه امیرپیوند برای ویروس   RT-PCRعملکرد بالینی کیت 

 باشد.بخ شرح جداول ذیل می NS1 geneو  N gene ،M geneمورد تائید ارزیابی شد. نتایج ارزیابی هر یک از ژن های 

SARS-CoV-2 (N gnene) 

 روش مرجع

 مثبت منفی

 ای چند منظوره یک مرحله rRT-PCRکیت  مثبت 32 0

 منفی B 24 0و  A، آنفلوانزا نوع SARS-CoV-2غربالگری 

 

Influenza A (M gene) 

 

  

 

 

Influenza B (NS1 gene) 

 

 

 : تیفیک کنترل

ها در تمامی میکروتیوب در یک میکروتیوب وجود دارد و کنترل داخلی باید Bو  Aآنفلوانزا نوع ، SARS-CoV-2های به عنوان کنترل داخلی ویروس RNase P (Ribonuclease P)در این آزمایش، 

 در کانال قرمز افزایش یابد. NTCبه جز میکروتیوب 

 تداخل:

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

 .از روش های نادرست جمع آوری نمونه استعمدتاً نتایج منفی کاذب، ناشی  -

 دفع پسماندها:
 .با مشورت با مقامات محلی یا ایالتی و با توجه به روش های توصیه شده موجود انجام دهیددفع پسماندها را   -

 روش مرجع

 مثبت منفی

ای چند منظوره  غربالگری یک مرحله rRT-PCRکیت  مثبت 8 0

SARS-CoV-2 آنفلوانزا نوع ،A  وB 48 0 منفی 

 روش مرجع

 مثبت منفی

ای چند منظوره  غربالگری یک مرحله rRT-PCRکیت  مثبت 13 0

SARS-CoV-2 آنفلوانزا نوع ،A  وB 43 0 منفی 

 %100حساسیت:

 %100اختصاصیت : 

 %100حساسیت:

 %100اختصاصیت : 

 

 %100حساسیت:

 %100اختصاصیت : 
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و ... در آن، باید همانند  Bو  Aو آنفلوانزا نوع  SARS-CoV-2هایی چون های پاتوژنیک انواع مختلف ویروسبه دلیل احتمال حضور میکروارگانیسم VTMهای هایی با منشاء انسانی به ویژه لولهزباله  -

 .بکار گیریدهنگام برخورد و دفع چنین نمونه هایی، اقدامات احتیاطی جهانی را  های زیستی ابتدا اتوکلاو شوند سپس با احتیاط امحا گردند.زباله
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