
راهنمای کیت تشخیص مولکولی
COVID-19 One-Step RT-PCR 

  TaqMan Real Time PCR با روش  COVID-19  نام محصول: کیت تشخیص
مورد استفاده:

ــوده کــه دارای ســاختار ژنومــی RNA تــک رشــته  ــواده کروناویریــده ب SARS-CoV-2 از خان
ــر  ــا ۱۲۰ نانومت ــر ۸۰ ت ــا قط ــروی ب ــکل ک ــه ش ــولا ب ــروس معم ــت. ذره وی ــت اس ــنس مثب س
ــذاری(  ــت نامگ ــید و عل ــاج خورش ــه ت ــبیه ب ــون )تش ــطح ویری ــی روی س ــای تاج ــا میخک‌ه ب
ــی  ــن مهره‌داران ــول در بی ــور معم ــه ط ــا ب ــزرگ از ویروس‌ه ــواده‌ی ب ــن خان ــود. ای ــده می‌ش دی
چــون خفــاش، شــتر، گربــه و ...گــردش می‌کنــد. ویــروس SARS-CoV-2 بــه عنــوان 
ــد باعــث ایجــاد  ــروس شناســایی شــده اســت کــه می‌توان ــن عامــل بیمــاری‌زای کروناوی جدیدتری
پنومونی)ذات‌الریــه( ویروســی و تنگــی نفــس در انســان شــود. ایــن کیــت جهــت ســنجش کیفــی 
ــه ای در  ــک مرحل ــتفاده از روش Real-time PCR بصــورت ت ــا اس ــا ب ــروس کرون RNA وی
نمونــه هــای تنفســی فوقانــی )ســواب نازوفارنکــس و اوروفارنکــس( طراحــی شــده اســت و نتایــج 
حاصــل از ایــن کیــت می‌توانــد بــه عنــوان یــک عامــل کمــک کننــده بــرای تشــخیص بیمــاری 

ــرد.   ــرار بگی ــتفاده ق ــورد اس ــل از SARS-CoV-2 م COVID-19 حاص
نتایــج حاصــل از ایــن کیــت بایــد فقــط بــرای شــواهد بالینــی اســتفاده شــود و نبایــد بــه عنــوان 
تنهــا اســتاندارد تشــخیصی بیمــاری مــورد اســتفاده قــرار گیــرد. پیشــنهاد می‌شــود کــه تشــخیص 

بیمــاری از ترکیــب نتایــج آزمایشــگاهی و معاینــه‌ی فیزیکــی بیمــار بــه دســت آیــد.
اصول روش کار:

مخلــوط پــروب و پرایمــر ایــن کیــت بــه روش dual-target gene طراحــی شــده کــه توالــی 
ــه RdRp و نوکلئوکپســید پروتئیــن N را بصــورت همزمــان  هــای ژنومــی محافظــت شــده ناحی
هــدف قــرار می‌دهــد کــه بــا اســتفاده از محلــول واکنــش PCR ارائــه شــده در کیــت، تکثیــر ایــن 
ــش ســیگنال فلورســانس توســط دســتگاهها   ــق افزای ــی و از طری ــه صــورت کیف ــد ب الگــو می‌توان

Real Time PCR انــدازه گیــری شــود. 
ــی  ــرل داخل ــروب و پرایمــر کنت ــول حــاوی پ ــن کیــت تشــخیصی شــامل یــک محل ــن ای همچنی
ــمپلینگ و  ــه س ــت پروس ــش دق ــث افزای ــرل باع ــن کنت ــج ای ــه نتای ــد ک R(RNase P)pمی‌باش

ــود. ــی کاذب می‌ش ــج منف ــز از نتای ــت پرهی ــتخراج جه اس
محتویات کیت:

این کیت شامل محلول‌های آزمایش Real Time PCR با فرمت 100 تستی به شرح زیر می باشد.
میزانردیف محلول

1
2
3
4
5

مخلوط آنزیمی COVID-19 )لیوفیلیزه شده(

COVID-19 پرایمر-پروب

)5X )Real Time PCR بافر

COVID-19 برای PCR کنترل مثبت

)DEPC H2O)COVID-19 برای PCR کنترل منفی

100تست/ ویال

120میکرولیتر/ ویال

450میکرولیتر/ ویال

90میکرولیتر/ ویال

90میکرولیتر/ ویال

شرایط نگهداری:
1-مدت زمان مفید استفاده این کیت ۱۲ ماه بوده که تاریخ انقضاء نیز برروی کیت درج شده است.

2- این کیت باید در تاریکی و در دمای C°5± 20- نگهداری شوند.
3- مخلوط آنزیمی باقی مانده به مدت دو هفته در دمای یخچال پایدار می باشد.

4- از ذوب و فریز شدن دوباره محلول‌ها تا حد امکان خودداری کنید.
ابزار هماهنگ با کیت:

ــال هــای ســایر  ایــن کیــت قابلیــت انجــام در تمامــی دســتگاههای Real Time PCR دارای کان
ــد. ــی باش FAM, HEX/VIC, RED/ROX را دارا م

مشخصات نمونه:
1-نوع نمونه:سواب گلو و بینی

2-شرایط نمونه‌گیری: جمع آوری براساس شرایط و نوع نمونه طبق پروتکل‌های موجود انجام گیرد. 
ــرای آزمایــش مــورد  ــه ب ــد بلافاصل ــه‌ی دریافــت شــده می‌توان ــه: نمون 3-نگــه‌داری و انتقــال نمون
اســتفاده قــرار گیــرد و یــا در دمــای C°5± 20- بــرای ســه مــاه و در دمــایC°70- بــرای مــدت 
ــا  ــری شــود. نمونه‌ه ــز شــدن مکــرر جلوگی ــی نگــه‌داری شــود. از ذوب شــدن و فری ــان طولان زم
در زمــان ارســال بــه آزمایشــگاه بایــد در محفظــه‌ی بســته و در مجــاورت یــخ انتقــال داده شــوند.

آماده‌سازی پیش از آزمایش:
ابتــدا بــا اســتفاده از راهنمــای کیــت اســتخراج اســید نوکلئیــک ویروســی، RNA ویــروس را بعنــوان 
 PCR اســتخراج شــده می‌توانــد مســتقیما بــرای آزمایــش RNA .الگــو از نمونــه اســتخراج کنیــد
اســتفاده شــود و یــا در غیــر ایــن صــورت در دمــایC°70- نگــه‌داری شــود. از ذوب شــدن و فریــز 

شــدن مکــرر الگــو)RNA( خــودداری کنیــد. 
 Qiagen DSP Viral نبــوده و بــا کیــت RNA توجــه: ایــن محصــول شــامل کیــت اســتخراج

ــد. ــازگار می‌باش RNA و High Pure Viral Nucleic Acid Roche س

انجام آزمایش:
a -آماده‌سازی محلول‌ها )لطفا در محل مناسب و استریل انجام شود(:

1.آمــاده ســازی مخلــوط آنزیمــی مایــع :  محتویــات کیــت  را از داخــل بســته بنــدی خــارج کــرده 
و اجــازه دهیــد تــا در دمــای اتــاق ذوب شــود. پــس از رســیدن دمــای محلــول بــه دمــای اتــاق، 

مــوارد ذیــل را آمــاده کنیــد.
• بــه ویــال حــاوی آنزیــم لیوفیلیــزه، 400 میکرولیتــر مخلــوط بافــر آنزیمــی  و 500 میکرولیتــر آب 
)RNase Free( را اضافــه کنیــد. محتویــات را بــه آرامــی و بــدون ایجــاد حبــاب ، حداقــل 3 بــار 
پیپــت کــرده ، تــا پــودر آنزیــم لیوفیلیــزه کامــل حــل شــود. درب ویــال بطــری را بســته و بــه مــدت 

15 دقیقــه انکوباســیون در دمــای اتــاق انجــام شــود. 
*توصیــه می‌شــود کــه مخلــوط واکنــش آمــاده شــده را پــس از تهیــه اســتفاده کنیــد، در غیــر ایــن 
صــورت مــی توانیــد آن را بــه مــدت دو هفتــه در دمــای C°4 و یــا در حجم‌هــای مناســب در دمــای 

ــه داری کنید.  C°20- نگ

2.آمــاده ســازی مخلــوط واکنــش:  حجــم نمونــه مــورد اســتفاده شــده در ایــن تســت بایــد 5 یــا 
10 میکرولیتــر باشــد کــه براســاس ایــن حجــم نمونــه مــورد آزمایــش بــه یکــی از ســتون هــای 

جــدول زیــر بــرای آمــاده ســازی مخلــوط مراجعــه کنیــد: 

ــدار  ــی، مق ــی و منف ــای مثبت ــداد کنترل‌ه ــش و تع ــورد آزمای ــای م ــداد نمونه‌ه ــه تع ــه ب ــا توج ب
ــد.  ــوط کنی ــاده و مخل ــا را آم ــده از محلول‌ه ــن ش تعیی

)RNA( 3.اضافه کردن الگو
• پــس از آماده‌ســازی محلول‌هــا، مخلــوط حاصــل را بــه منطقــه‌ی انجــام آزمایــش منتقــل کنیــد  

و براســاس میــزان الگــو مــورد نظــر طبــق مــوارد زیــر عمــل کنیــد: 
• میــزان الگــو 5 میکرولیتــری : براســاس میــزان الگــو مــورد نظــر،  مقــدار 5 میکرولیتــر از نمونــه 
الگــو،  کنتــرل منفــی  و کنتــرل مثبــت  بــه محلــول واکنــش اضافــه کنیــد. حجــم نهایــی بایــد ۲۰ 

میکرولیتــر در هــر ویــال باشــد. 
• میــزان الگــو10 میکرولیتــری : براســاس میــزان الگــو مــورد نظــر،  مقــدار 10 میکرولیتــر از نمونــه 
الگــو، 10 میکرولیتــر کنتــرل منفــی و 10 میکرولیتــر کنتــرل مثبــت بــه مخلــوط واکنــش اضافــه 
ــته و  ــا را بس ــپس درب ویال‌ه ــد. س ــال باش ــر وی ــر در ه ــد ۲۰ میکرولیت ــی بای ــد. حجــم نهای کنی

اســپین کنیــد.
PCR 4- انجام آزمایش

ــورد  ــه م ــه )نمون ــر نمون ــام ه ــد. ن ــرار دهی ــایکلر ق ــال س ــتگاه ترم ــل دس ــا را داخ ــوپ ه a. تی
ــد. ــی( را وارد کنی ــت و منف ــای مثب ــرل ه ــش، کنت آزمای

:Real Time انتخاب کانال.b
و)HEX (N gene را بــرای تشــخیص ویــروس  FAM (RdRp region(کانال‌هــای •

ــد. ــاب کنی COVID-19 انتخ
• کانال ROX را برای تشخیص کنترل داخلی)RNase P gene( تنظیم کنید.

• لطفــا رنــگ رفرنــس داخلــی)Passive Reference(  را بــر روی تنظیمــات none  قــرار 
دهیــد)در صــورت اســتفاده از دســتگاههای شــرکت ABI و مشــابه (.

c. شرایط پیشنهادی انجام آزمایش بر طبق جدول پیشنهادی زیر می‌باشد:

سیکلزماندمامرحلهردیف
QPCR برنامه روتین

Reverse Transcription

cDNA Initial 
Denaturation

Denaturation

Annealing, Extension 
and Fluorescence 

measurement

Cooling

50°C

95°C

94°C

55°C

25°C

20 دقیقه
3 دقیقه

10 ثانیه

40 ثانیه

۱0 ثانیه

1
1

45

1

(1x)مواد مورد نیاز برای هر تست مواد مورد نیاز برای هر تست

)RNA(میزان الگو
مخلوط آنزیمی آماده شده

RdRp/N/ICON پرایمر-پروب
(FAM/HEX/ROX(

)RNase Free)آب
حجم نهایی

برای میزان الگو 5 میکرولیتر
9میکرولیتر
1 میکرولیتر

5 میکرولیتر
15 میکرولیتر

برای میزان الگو10 میکرولیتر
9میکرولیتر
1 میکرولیتر

-
10 میکرولیتر

پس از ذخیره کردن تنظیمات، فایل را ذخیره کرده و برنامه واکنش را راه‌اندازی کنید.
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تحلیل نتایج:
ــر تشــخیص  ــره شــده و منحنــی تکثی ــه صــورت اتوماتیــک ذخی ــج ب ــان واکنــش، نتای پــس از پای

ــوند. ــز می‌ش ــه آنالی ــورت جداگان ــه ص ــی ب ــرل داخل ــدف و کنت RNA ه
1-کنترل کیفی:

ــرل  ــای FAM،HEX و ROX)کنت ــام کانال‌ه ــی COVID-19 PCR : تم ــرل منف a. کنت
ــر از ۴۰ باشــد.  ــا CT بالات ــد CT از خــود نشــان داده ی ــی( نبای داخل

b. کنتــرل مثبــت CT : COVID-19 PCR تمــام کانال‌هــای FAM،HEX و ROX)کنتــرل 
داخلــی( بایــد کمتــر و یــا مســاوی از ۳۵ باشــد.

ــر ایــن صــورت  ــرار باشــد، در غی ــه طــور همزمــان برق ــد در هــر آزمایــش ب ــالا بای c. ملزومــات ب
ــت. ــرار اس ــه تک ــزم ب ــوده و مل ــه ب ــش بی‌نتیج آزمای

حد آستانه‌ی مثبت:
بــا توجــه بــه مطالعــه‌ی مقــدار مرجــع، CT مرجــع بــرای ژن مــورد هــدف  و ژن کنتــرل داخلــی  

ایــن کیــت ۴۰ اســت.
آنالیز نتایج:

ــد،  ــر از۴۰ باش ــر Ct کمت ــود. اگ ــز ش ــی ROX آنالی ــرل داخل ــر کنت ــی تکثی ــد منحن ــدا بای 1- ابت
ــد  ــه ادامــه‌ی رون ــد ب ــر می‌توان ــوده و کارب نشــاندهنده‌ی ایــن اســت کــه آزمایــش قابــل اعتمــاد ب

آنالیــز نتایــج بپــردازد:
a. اگــر یــک منحنــی S شــکل تیپــکال در هــر دو کانــال FAM و HEX یــا یکــی از آنهــا رســم 
SARS-  نیــز کمتــر از۴۰ باشــد نشــان دهنــده‌ی ایــن امــر اســت کــه ویــروس Ct شــده باشــد و

CoV-2  در نمونــه حضــور دارد و نتیجــه‌ی آزمایــش مثبــت اســت.
b. اگــر یــک منحنــی S شــکل تیپــکال توســط کانال‌هــای FAM و HEX رســم نشــده باشــد یــا 
Ct کمتــر از۴۰ نباشــد نشــان دهنــده‌ی ایــن امــر اســت کــه ویــروس SARS-CoV-2 در نمونــه 

حضــور نداشــته و نتیجــه‌ی آزمایــش منفــی اســت.
2- اگــر کنتــرل داخلــی کانــال ROX نتوانــد Ct را مشــخص کنــد و یــا Ct بیشــتر از ۴۰ باشــد، 
ــا  ــن اســت و ی ــی پایی ــش خیل ــورد آزمای ــه‌ی م ــه غلظــت نمون ــر اســت ک ــن ام نشــان‌دهنده‌ی ای
یــک واکنــش محــدود کننــده در انجــام آزمایــش مداخلــه کــرده اســت. در ایــن صــورت کاربــر بایــد 

آزمایــش را تکــرار کنــد.
3- بــرای نمونه‌هــای منفــی، کنتــرل داخلــی بایــد مثبــت باشــد، اگــر کنتــرل داخلــی منفــی اســت 
نتایــج قابــل اتــکا نمی‌باشــد. دلیــل ایــن مســئله بایــد کشــف و رفــع شــود. کاربــر بایــد ســمپلینگ 
و انجــام آزمایــش را تکــرار کند)اگــر نتایــج همچنــان قابــل اتــکا نبــود بــا تولیــد کننــده‌ی دســتگاه 

تمــاس بگیریــد(
4- مشــخص کــردن نتایــج نامشــخص)منطقه خاکســتری(: اگــر ســیگنال فلورســانس یــک نمونــه، 
افزایــش قابــل توجهــی در کانال‌هــای FAM  و HEX داشــته باشــد امــا مقــدار Ct بیشــتر از ۴۰ 
باشــد، نمونــه در محــدوده‌ی نامشــخص اســت و بایــد آزمایــش را تکــرار کــرد. اگــر شــرایط تغییــری 

نکنــد بایــد نتیجــه‌ی آزمایــش را مثبــت قلمــداد کــرد.
محدودیت‌های روش تشخیصی:

1- نتایــج آزمایــش ایــن کیــت فقــط بــرای رفرنــس بالینــی هســتند. تشــخیص قطعــی و درمــان 
بیمــاران بایــد بــر اســاس علائــم ســابقه‌ی پزشــکی و نتایــج آزمایشــگاهی دیگــر و همچنیــن پاســخ 

بــه درمــان تعییــن شــود.
2- آنالیز احتمال نتایج منفی کاذب:

ــث  ــد باع ــه می‌توان ــم نمون ــت ک ــن غلظ ــال و همچنی ــردازش، انتق ــب، پ ــری نامناس a. نمونه‌گی
ــود. ــی کاذب ش ــج منف ایجــاد نتای

ــل  ــی ایجــاد شــده از دلای ــرات توال ــروس SARS-CoV-2 و تغیی ــی هــدف وی ــوع در توال b. تن
دیگــر ایجــاد نتایــج منفــی کاذب مــی باشــد.

c. شرایط نگهداری نامناسب محلول‌ها می‌تواند باعث نتایج منفی کاذب شود.
d. دیگر مسائل مهار و محدود کننده‌ی PCR نیز می‌توانند باعث نتایج منفی کاذب شوند.

e. آلودگی های ایجاد شده در طول پردازش نمونه نیز باعث نتایج مثبت کاذب شوند.
f. آزمایــش بایــد بــر اســاس قوانیــنGood Laboratory Practice (GLP) انجــام شــود. 

اپراتــور بایــد دقیقــا بــر اســاس راهنمــای تولیــد کننــده آزمایــش را انجــام دهــد.
عملکرد محصول:

1- اختصاصیــت تســت: ایــن کیــت بــر اســاس توالــی ژنــی ویــروس SARS-CoV-2 طراحــی 
ــچ واکنــش  ــن کیــت هی ــی مــورد اشــاره دارد. ای ــی ژن ــرای توال ــی ب شــده و قابلیــت تشــخیصی بالای
 Influenza A virus; influenza،متقاطعــی بــا دیگــر نمونه‌هــای مثبــت کروناویــروس
A(H1N1) virus and H3N2 ; influenza B virus; human rhinovirus; hu-
 man coronaviruses NL63, 229E, OC43; human parainfluenza viruses
1, 2, 3 and 4; human respiratory syncytial viruses A/B; human ade-
  novirus; enterovirus; human parechovirus; Mycoplasma pneumonia ,
ــانی  ــت انس ــای مثب ــه ه ــن نمون Staphylococcus, haemophilus Influenza و همچنی

HIV ، HBV ، HCV ، EBV ، CMV ،  HPV, HSV1,2 نشــان نــداده اســت. 
 Entrovirus, Chlamydia pneumonia,بــا توجــه به محدودیت دسترســی بــه نمونــه هــای
 Legionella pneumophila, Mycobacterium tuberculosis,Human
 Metapneumovirus, Steptococcus pyrogenes, Bordetella pertussis,
Pneumocystis jirovecii, Candida albicans   SARS- coronavirus, Mers-

ــد ــام نش ــت انج ــت اختصاصی Coronavirus, تس
ــه  ــه ب ــا توج ــه ب ــد ک ــد بودن ــس ۱۰۰ درص ــاری رفرن ــی تج ــای منف ــخیص نمونه‌ه ــزان تش * می

ــی باشــد. ــت تســت 100 درصــد م ــزان اختصاصی ــده می ــه دســت آم ــج ب نتای
2- حساســیت تســت: حداقــل تعــداد کپــی قابــل تشــخیص)Limit of detection( در ایــن 

تســت ۲۰۰ کپــی در میلی‌لیتــر مــی باشــد.
 Ct حساســیت تشــخیصی و اختصاصیــت تشــخیصی: بــه طــور همزمــان روی 40 نمونــه مثبــت بــا
هــای متفــاوت و 40 نمونــه منفــی، بــا اســتفاده از کیــت پیشــتاز طــب زمــان و کیــت دارای مجــوز 

آزمایــش انجــام شــد کــه نتایــج همبســتگی 100% را نشــان میدادند.خطــرات و پیشــگیری‌ها:
خطرات و پیشگیری ها:

ــش از اســتفاده راهنمــای  ــا پی ــت اســتفاده‌ی in-Vitro دارد. لطف ــا قابلی ــن محصــول تنه 1- ای
ــا دقــت مطالعــه کنیــد. اســتفاده را ب

2- پرســنل آزمایشــگاه بایــد آموزش‌دیــده باشــند و آشــنایی کامــل بــا رونــد و خطــرات دســتگاه‌ها 
داشــته باشــند. کنتــرل کیفــی نیــز بایــد بــرای هــر آزمایــش انجــام شــود.

3- مدیریــت آزمایشــگاه بایــد طبــق دســتورالعمل‌های آزمایشــگاه‌های PCR انجــام شــود. 
پرســنل آزمایشــگاه بایــد بــه طــور حرفــه‌ای آمــوزش دیــده باشــند و پروســه‌ی آزمایــش نیــز بایــد 
بــه دقــت بــه مراحــل مختلــف تقســیم شــود. تمــام وســایل نیــز بایــد پیــش از اســتفاده اســتریل 
شــده باشــند. تمــام وســایل و امکانــات نیــز بایــد بــه هــر مرحلــه‌ی آزمایــش بــه صــورت مجــزا 

ــه بخــش دیگــری نباشــند. ــل انتقــال ب اختصــاص داده شــده و قاب
4- تمــام نمونه‌هــا بایــد بــه صــورت بالقــوه عفونــی در نظــر گرفتــه شــوند. پرســنل آزمایشــگاه بایــد 
ملزومــات پوشــش حرفــه‌ای و محافــظ)PPE(  را رعایــت کننــد کــه شــامل اســتفاده از دســتکش‌های 
ــه  ــر نمون ــن ه ــتکش‌ها بی ــود. دس ــوش آزمایشــگاه می‌ش ــا روپ ــک، گان ی ــار مصــرف، عین ــک ب ی
بایــد مرتبــا تعویــض شــده تــا از ایجــاد آلودگی‌هــای مهارکننــده در رونــد آزمایــش جلوگیــری شــود. 
آزمایش‌هــای بالینــی مربــوط بــه نمونه‌هایــی بــا احتمــال عفونــی بــودن بایــد در یــک کابینت)هــود( 
کلاس Class II Biological Safety Cabinet (BSC) in a BSL-2 facility 2 در یک 
ــگاه  ــتاندارد آزمایش ــرایط اس ــد از ش ــخیصی بای ــت‌های تش ــوند. تس ــام ش BSL-2 facility انج
ــرای  ــد. ب ــروی کنن ــار پی ــه‌ی بیم ــا نمون ــان کار ب ــت پیشــگیری‌های اســتاندارد در زم شــامل رعای

ــد. ــروی کنی ــد اســتاندارد پاتوژن‌هــای تنفســی دیگــر پی ــا از رون ــع زباله‌ه دف
ــد  ــل می‌باش ــل حم ــخ قاب ــای ی ــا پک‌ه ــی ب ــدت ۷ روز در بســته‌بندی فوم ــه م ــت ب ــن کی 5- ای
ــا از نیمه‌عمــر محصــول نکاهــد. ــوده ت ــر از ۲۰ درجــه‌ی ســانتی‌گراد ب ــد کمت ــز بای و دمــای‌ آن نی

RT-PCR با روش SARS-CoV-2 گزارش ارزیابی فنی کیت تشخیص ویروس
گراف تکثیر:

PISHTAZ TEB COVID-19 RT-PCR KIT

براســاس نتایــج نشــان داده شــده درشــکل بــالا، مقادیــر بدســت آمــده از ســیکل 11 تــا 
40 مشــاهده شــد و گــراف تکثیــر بصــورت S مــی باشــد. 

*بازده واکنش)Efficiency(: 95 درصد
*عرض از مبدا واکنش)Y-intercept(: سیکل 39

 0/999  :)r2(ضریب همبستگی واکنش*
                                             نسخه ششم-خرداد1400

تـهران، شـهرك گلستان، بـلوار گلها،خیـابان یاس سوم، نبش خیـابان یاسمن، پلاك 1

کدپستی 1494734463  تلفن 000 197 42(خط ویژه)   پشتیبان یفنی 197 197 42


