
دستورالعمل 

مقدمه(1
مختلفیبیماری‌هایباعثکههستنددارپوششویروس‌هایRNAازبزرگینسبتاخانواده‌یویروس‌هاکرونا

.(1)می‌شوند(MRES)میانهخاورتنفسیسندرمو(SARS)تنفسیحادسندرمبیماریسرماخوردگی،جملهاز
بیماریایجادباعثکهاستشدهشناختهچینووهاندرجدیدکروناویروسیک2019سالاواخردر

COVID-19بیماریشایععلایم.(2,3)می‌شودانساندرCOVID-19می‌باشدنفستنگیوسرفهتب،شامل
در.(4)شودمرگنهایتدروکلیهنارساییتنفسی،حادسندرمپنومونی،باعثمی‌تواندشدیدترموارددرکه
یکصورتبهCOVID-19طغیانکهکرداعلام(WHO)جهانیبهداشتسازمان2020سالمارسماه

شدتوالی‌یابیویروساینژنوم2020ژوئنماهدر.کردنگرانیابرازوضعیتاینازواستشدهپاندمی
(GenBank accession number: MN908947)ویروسبهزیادیشباهتویروساینکهگردیدمشخصو

کروناویروس‌هااینژنومرویاز.(5,6)شدنامیدهSARS-CoV-2دلیلهمینبه.داردSARSعاملکرونای
پروتئین‌هایکهداده‌اندنشانمختلفمطالعات.(7)می‌شودکدغیرساختاریوساختاریپروتئین‌15حداقل

دارایکهویروس‌هااینغشای.(8)هستنددخیلپاتوژنزرونددرویروس‌هاکروناساختاریغیروساختاری
ازدنوکلئوکپسی.می‌کنداحاطهراویروسنوکلئوکپسید-استE(Envelope)وM،S(Spike)پروتئین‌های

ازیکی.(7)می‌شودکدویروسژنومدرنامهمینبهژنیتوسطکهاستشدهتشکیلNپروتئین
وعموضاست،مطرحعمومیسلامتبامرتبطدرمان‌هایوکنترلمنظوربهکهاولویت‌هاییضروری‌ترین

هستندالابدقتوحساسیتباروش‌هاییمولکولیتشخیصیروش‌های.می‌باشدویروسایندقیقتشخیص
SARS-CoV-2ویروستشخیصیپنلحاضر،حالدر.می‌شوندگرفتهبکارویروساینتشخیصدرمی‌توانندکه

Multiplexروشاساسرب real-time RT-PCRست‌هایازاستفادهبامختلفکشورهایدرکه(9)می‌باشد
گرفتهبکارEژنوRdRpژن،Nژنمانندویروسیژن‌هایانواعبرایشدهطراحیپروب-پرایمرمختلف
.(10)می‌باشدموجودWHOسایتدرروش‌هااینجزئیاتکهمی‌شود

اساس تست( 3
Multiplexتکنیکحاضر،کیتکاراساس probe-based one-step real-time RT-PCRژنومشناساییمنظوربه

ویروسیRdRpژندرناحیهیکوNژندرناحیهیکروش،ایندر.استSARS-CoV-2کروناویروس
درشدهاستخراجژنومیRNAابتدامنظور،اینبرای.می‌شوندتکثیرPCRفرآینددرتشخیصیهدفبعنوان
ودمی‌شانجامژنومیاهدافتکثیرواکنشتیوبهماندرآن،بدنبالومی‌شوندcDNAبهتبدیلتیوبیک
اختصاصیپروبوپرایمرستدوازهدفناحیه‌یشناساییبه‌منظورتیوب،هردر.(مرحله‌ایتک)

درومختلف(فلوفور)فلوروسنترنگ‌هایدارای‌5َسمتدرکهپروب‌هااین.می‌شوداستفادهالیگونوکلئوتیدی
رنگدیگریو(FAM)سبزرنگدارایپروب‌هاازیکی.هستند(کوئنچر)کنندهخاموشیکدارای3´سمت
تشخیصراویروسRdRpوNژن‌هایازمختلفینواحیمی‌توانندآن‌هاازکدامهرکهاست(HEX)زرد
ژنوموجودصورتدرPCRانجامحین.نمی‌شودآزادفلوروسنتیرنگکوئنچروجودبدلیلوجود،اینبا.دهند
آنزیمهدف،cDNAتکثیربه‌منظور.می‌شوندمتصلمربوطهنواحیبهاختصاصیپروب‌هایوپرایمرهاهدف،
استفادهبازیمآناینجدید،رشته‌هایسنتزحیندر.می‌کندجدیدرشته‌هایسنتزبهشروعوشدهفعالپلیمراز

کوئنچریجهنتدروشدهمربوطههدفنواحیبهشدهمتصلپروب‌هایهیدرولیزباعثاگزونوکلئازیفعالیتاز
Real-timeدستگاهکهمی‌شوندآزادمختلففلوروسنترنگ‌هاینتیجهدروشدهجدافلوفوراز PCRبهقادر

آنالیزمربوطهافزارنرمازاستفادهبانتایجPCRواکنشپایانازبعدنهایتدر.می‌باشدآنثبتوخوانش
روسنتفلوقرمزرنگدارایدیگرپروبوپرایمرستیکازحاضرکیتدرکهاستذکربهلازم.می‌شوند

Texas redژنازبخشیشناساییجهتRNasePرلکنتاین.می‌شوداستفادهداخلیکنترلبعنوانانسانی
.داردکاربردویروسژنوماستخراجونمونه‌گیریفرآیندارزیابیجهتداخلی

کیتمحتوای(4
:می‌باشدزیراجزایدارایواستتشخیصیتست100انجامبرایحاضرکیت

مقادیر *ریجنت ها

میکرولیترx100تیوب‌1 20X RTase Mix 1

میکرولیترx1400تیوب‌1 SARS-CoV-2 Master Mix 2

میکرولیترx100تیوب‌1 Positive Control 3

میکرولیترx100تیوب‌1 No Template Control (Nuclease-

Free Water)
4

لازممصرفی هایوتجهیزاتسایر(5

توضیحات تعداد مصرفی/ دستگاه 

PCRتهیهبراییکی mixکردناضافهبرایدیگریو
RNAاستکنترل‌هاوویروسی.

عدد2 (PCRکابینت‌)ورک‌استیشن‌ 1

.شوددادهقراراستیشنورکهرزیردرستیکهر ست2 فست‌سمپلر‌با‌حجم‌های‌مختل 2

.شوددادهقراراستیشنورکهرزیردرکدامهر عدد2 ورتکسر/‌اسپین‌مینی 3

لیتپیاتیوب‌هااستریپکردنسانتریفوژمنظوربه
-RealدستگاهدردادنقرارازقبلPCRواکنشحاوی

time PCRمی‌شوداستفاده.
عدد1

تریپ‌مینی‌اسپین‌با‌روتور‌اس
ت‌خورخور‌یا‌سانتریفیوژ‌پلی 4

،FAMکانال3حداقلدرخوانشقابلیتدارایدستگاه

HEXوTexas redباشدآن‌هاموجطولمعادلیا.
عدد1 Real-time PCRدستگاه‌ 5

حیندرRNAنمونه‌هایوبافرهانگهداریوحملبرای
.می‌شوداستفادهکار

به‌تعداد‌لازم (کرایو‌رک)کول‌رک‌ 6

Real-timeدستگاهنوعاساسبر PCRیاسفیدنوعاز
.می‌شوداستفادهشفاف

به‌تعداد‌لازم صوص‌استریپ‌تیوب‌یا‌پلیت‌مخ
Real-time PCR

7

فادهاستوسایلتمامیوسطوحکردنتمیزمنظوربه
.می‌شود

به‌مقدار‌لازم
محلول‌از‌بینحاوی‌اسپری

برنده‌نوکلئازها
8

.باشندRNaseوDNaseازعاریباید به‌تعداد‌لازم
ی‌سر‌سمپلر‌فیلتر‌دار‌در‌حجم‌ها

مختلف
9

1صفحه‌

Delta vGenome Kit
A Real-Time PCR Assay for SARS-CoV-2 Detection

100 tests

(دلتا)دلسا تشخیص آریا 

زیستیایمنی(6
(محافظنکعیوماسکگان،دستکش،مثل)حفاظتیوسایلازحتمابالینینمونه‌هایباکارحیندر❑

.شوداستفاده
.گیردانجامبالاتریا2کلاسمیکروبیولوژیکیهودزیردرحتمابالینی،نمونه‌هایباکار❑
.شودانجامدیدهآموزشافرادتوسطبایدکارانجاممراحلتمامی❑
:شودانجاممربوطهگایدلاین‌هایومقرراتاساسبرنمونه‌هاوریجنت‌هابافرها،ریختندور❑

https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-nCoV/lab/lab-biosafety-guidelines.html

کیتکاربرد(2
Deltaکیت vGenomeتشخیصیتستیکIn vitroتکنیکپایه‌‌یبرکیفیProbe-based real-time RT-PCRتک

نمونه‌هایدرSARS-CoV-2کروناویروسژنومیRNAتشخیصمنظوربهکهاستمالتیپلکسومرحله‌ای
صتشخیبرایمذکورتستنتایج.می‌شوداستفادهCOVID-19بیماریبهمشکوکافرادازآمدهبدستبالینی
RNAکروناویروسSARS-CoV-2معمولا.می‌شودگزارشRNAکروناویروسژنومیSARS-CoV-2در

ژنومیRNAدوجوتاییدکننده‌یمثبت،نتایج.استتشخیصقابلعفونتحادفازطیدرتنفسینمونه‌های
باترکیبدربایدنتایجونیستSARS-CoV-2باعفونتکنندهردمنفینتایجوSARS-CoV-2کروناویروس
مثبتنتایجکهاستذکربهلازم.شوندگرفتهبکاراپیدمیولوژیکیاطلاعاتوبیمارحالشرحبالینی،یافته‌های
Deltaکیت.نمی‌باشدهمراهویروس‌هایسایروباکتریاییعفونت‌هایوجودردکننده‌یتست،ازحاصل vGenome

.می‌باشددیدهآموزشآرمایشگاهپرسنلتوسطاستفادهبرای

بر اساس تکنیک ریل تایم پی سی آرSARS-CoV-2کیت تشخیص کیفی ویروس 

:توجه*
.شوندنگهداریسانتیگراددرجه-25تا-15دمایدرکیتاجزایتمامی✓
.استشدهدرجآنرویبرکیتانقضایتاریخ✓
.(بار5ازکمتر)شودخودداریکیتاجزایشدنفریزوذوبازامکانحدتا✓
.شوداستفادههفتهیکازکمتردرسانتیگراد،درجه4دمایدرکیتنگهداریصورتدر✓
.شودتهیهالیکوتنیازاساسبراجزاازهرکدامازنیازصورتدر✓
درامکانحدتاواستفلوروسنتموادباشدهنشاندارپروبوپرایمرحاویMastermixمحلول✓

.نگیردقرارمستقیمنورمعرض
.شودانجاماسپین/ورتکسکیت،درموجودمحلول‌هایازهرکدامازاستفادهازقبلحتما✓

استفادهموردبالینینمونه ی(7
(OPS)اوروفارنکسیاو(NPS)نازوفارنکسازشدهگرفتهسوآب
:شودانجامCDCگایدلایناساسبرنمونه‌گیری✓

(https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/guidelines-clinical-specimens.html).
نگهداریسانتیگراددرجه‌ی-8تا-2دمایدرساعت48ازقبلتامی‌توانراشدهگرفتهنمونه‌های✓

.شوندنگهداریکمتریاسانتیگراددرجه‌ی-70دمایدرنمونه‌هااینصورت،غیردر.نمود
✓RNAدرجه‌ی-20دمایدریکماهمدتبهمی‌توانرابالینینمونه‌هایازشدهاستخراجویروسی

.دادانتقالسانتیگراددرجه-70دمایبهآنازبعدونمودنگهداریسانتیگراد
پیشنهادبنابراین،.داردشدهاستخراجRNAکیفیتومقداربهبستگیحاضرکیتپرفورمنسوکارایی✓

استفاده(اتوماتیکچهودستیچه)مناسبویروسیRNAاستخراجروشیکیاکیتیکازمی‌شود
.شود

تستمحدودیت های(8
.شودحاصلهنتایجدرخطاایجادباعثاستممکنروپیشپروتکلدرتغییراتهرگونه❖
.شودانجامدیدهآموزشمتخصصافرادتوسطبایدحاضرتست❖
.داردمناسبنگهداریوذخیرهحمل،جمع‌آوری،بهبستگیاطمینانقابلنتایج❖
Deltaکیت❖ vGenomeاین.استشدهاستخراجویروسژنومنمونه‌هایرویبرتستانجامبرایصرفا

ازاستفادهبادبایحتماتست،انجامازقبل.شودانجامبیمارنمونه‌هایرویبرمستقیمبه‌طورنبایدتست
.شودانجامنمونهازRNAاستخراجمناسبروشیک

یاومعکوسنسخه‌برداریواکنشانجامازمانعمی‌توانندRNAاستخراجحیندرموجودمهارکننده‌های❖
.شوندcDNAتکثیر

DD001-001-100



تستانجامپروتکل(9
باازنوکلئازعاریمیکروتیوبیکدرونزیرجدولمطابقراکیتاجزایاستیشن،ورکیکزیردر(1-9

.آیدبدستPCRواکنشمیکستانماییدمخلوطیکدیگر

**حجم  *اجزای واکنش

میکرولیتر 1 20X RTase Mix 1

میکرولیتر14 SARS-CoV-2 Master Mix 2

میکرولیتر15 حجم نهایی

Real-timeدستگاهبهراواکنش‌ها(4-9 PCRنماییداجرارازیرجدولدرشدهآوردهبرنامه‌یوکردهمنتقل.

(ثانیه)زمان  (درجه سانتیگراد)دما  مرحله سیکل

600 50 (cDNAسنتز‌)نسخه‌برداری‌معکوس‌ X 1
300 95 فعال‌شدن‌آنزیم‌پلیمراز X 1
10 95 الگوcDNAباز‌شدن‌رشته‌های‌

X 45
30* 55 جفت‌شدن‌پرایمرها‌و‌سنتز‌رشته‌های‌جدید

TexasوFAM،HEXکانال‌هایدرفلوروسنتخوانش* redنیازصورتدروشودانجاممرحلهایندر
Passive reference dye(ROX)کمپانیساختدستگاه‌هایدرمثالبعنوان)شوددادهقرارخاموشحالتدر

Applied Biosystemsمشابهدستگاهاییا).
.شودانجامزیرجدولاساسبرنتایجتفسیر،PCRانجامازبعد(5-9

oمقادیرCt(Cq)وجودنظرازمنفیبعنوان40ازبزرگترمقادیروویروسوجودنظرازمثبتبعنوان35ازکمتر
(Inconclusive)نتیجه‌گیریبدون40تا35بینCtمقادیرکهاستدکربهلازم.شوندگرفتهنظردرویروس
.شودتکرارنمونهرویبرآزمایشاتمی‌شودپیشنهادمواقعیچنیندر.است

oژنکننده یشناساییپروبNفلوروسنترنگباFAM،ژنکنندهشناسایی پروبRdRp

RNaseژنکننده یشناساییپروبوHEXرنگبا PرنگباTexas redاستشدهنشاندار.
oمقادیر.استمنفیومثبتکنترلنمونه‌ینوع2دارایحاضرکیتCtکانالسههرFAM،HEXو

Texas redازعاریآبحاضرکیتمنفیکنترلنمونه‌ی.می‌باشند35ازکمترمثبتکنترل‌برای
Noبعنوانکهاستنوکلئاز template control(NTC)آلودگیوجودصورتدر.می‌شودگرفتهنظردر

کهاستممکن،PCRواکنشسازیآمادهحیندرتکنیکیآلودگی‌هاییاویروسیRNAباکیتریجنت‌های
نمونه‌یبرایCtمقادیرمشاهده‌یصورتدر.شودخوانشدستگاهتوسطمذکورکانال‌‌هایدرفلوروسنترنگ
NTCشوندتکرارآزمایشاتتامی‌شودپیشنهاد.

2صفحه‌ (دلتا)دلسا تشخیص آریا 

کاشان،‌دانشگاه‌علوم‌پزشکی،‌مرکز‌رشد‌فناوری:  آدرس
0319101065102191010651:    شماره تماس

www.deltabiotechno.com:وبسایت

نیبالیتشخیصجهترنامبلاترنامبکاتالوگ

اانقضتاریختست هاتعداد لدستورالعمحاوی

نگهداریدمایمحدوده

کیتعملکردارزیابی(10
Deltaکیت vGenomeزیردرزیابی‌هایارایننتایجازبخشیکهگرفتقرارارزیابیموردآنالیتیکیوبالینینظراز
.استشدهآورده

بهراویروسیشده‌یاستخراجRNAازیکهرازمیکرولیتر5مقداردیگراستیشنورکیکزیردر(3-9
.نماییداسپینواضافهقبلمرحله‌یمیکس
:نکات
زاعاریآب)منفیکنترلومثبتکنترل‌هایازکدامهرازمیکرولیتر5مقدارموازیبطورمرحله،ایندر✓

.شونداضافهواکنشمیکسحاویچاهکبهجداگانهبه‌صورتنیزراکیتدرموجود(نوکلئاز
راآن‌هافریزر،ازآن‌هاکردنخارجازپسشده،استخراجهایRNAکیفیتحفظبه‌منظورکارانجامحیندر✓

.نماییدنگهداریوحملمخصوصکرایورکبرروی

مخصوصپلیتازچاهکهربهراواکنشمیکسازمیکرولیتر15مقدارنمونه،هرازایبه(2-9
Real-time PCR(تایی8تیوباستریپازتیوبهریا)نماییداضافه.

.شوندذوبآرامیبهتاشونددادهقرارسانتیگراددرجه4دمایدردقیقه15مدتبهکیتاجزایتمامیتستانجامازقبل*
کردنموژنهوکردنحلبرایسپس.می‌شودپیشنهادمرحلهایندرمحلول‌هانگهداریمنظوربهکرایورکازاستفاده

رویلولمحقطراتکهصورتیدرتاشونداسپینمحلول‌هاتمامیبعد،مرحلهدر.شوداستفادهورتکسازمحلول‌ها
.شودکشیدهمیکروتیوبتهبهباشدتیوب‌هادرب

تمامیه،نمونیکازبیشازاستفادهصورتدر.هستند(واکنشیک)نمونهیکازایبهجدولدرشدهاوردهمقادیر**
.شودگرفتهنظردراضافیواکنشیکنمونه16هرازایبهکهاستذکربهلازم.شودنمونه‌هاتعدادضربدرمقادیر

آنالیتیکالحساسیتارزیابی(2-10
Limitation)تشخیصحد of detection, LOD)تستانجامازاستفادهباحاضرتشخیصیکیتReal-time PCRبر
اب(ایرانپاستورانستیتوازشدهتهیه)SARS-CoV-2کروناویروسژنوماستانداردنمونه‌یازرقتسریالششروی

نظردر10/1نمونه‌هاسازیرقیقضریب.(زیرشکل)شدبررسیژنومیالگویبعنوانcopies/ul2000اولیهغلظت
LODکهدادنشانآزمایشاتازحاصلنتایج.شدانجامتکرار15درآزمایشاینکهاستذکربهلازم.شدگرفته

.استمیلی‌لیتردرویروسازکپی200معادلcopies/ul0/2تعدادیعنیپنجمرقتمعادلحاضرتست

بالینیارزیابی(1-10
RNA100شامل)موجودتجاریکیتیکازاستفادهباقبلازشدهبررسیبالینینمونه‌ی150تعدادژنومی

یبررسموردحاضرکیتازاستفادهبا(منفینمونه‌ی50وSARS-CoV-2کروناویروسوجودنظرازمثبتنمونه‌ی
:استشدهآوردهزیردربالینیارزیابینتایج.گرفتندقرار

نندهکتولیدکمپانی

a b

c d

پایداریارزیابی(4-10
.شدنددادهقرار(سانتیگراددرجه25)محیطدمایوسانتیگراددرجه‌ی4دمایدرهفتهیکمدتبهکیتاجزای

روزبامقایسهدر(مختلفهایCtدارای)بالینینمونه‌ی10رویبرکیتعملکردروزیکهرزمانی،دوره‌یایندر
روزهایدرحاصلهایCtکمیآنالیزازحاصلنتایج.گرفتقرارارزیابیموردHEXوFAMکانالدودرصفر

.(bوaشکل)نداردوجودصفرروزوروزهاازیکهربینآمارینظرازمعناداریاختلافکهدادنشانمختلف
شدذوبوفریزبار7تعدادبهحاضرکیتبعلاوه،.استشدهآوردهزیردرFAMکانالبرایآزمایشاتایننتایج

(Freeze-thaw)باشدهالیکوتبالینینمونه‌ی10بارهردروCtمورد(مستقلتکراربعنواننمونههر)مختلفهای
7اینازآمدهبدستهایCtاینبینمعناداریتفاوتکهدادنشانواضحطوربهنتایجآنالیز.گرفتقرارارزیابی
شرایطاینتحتحاضرکیتکهنمودنتیجه‌گیریاینگونهمی‌توانبنابراین،.(dوcشکل)نداردوجودآزمایش
.استمطلوبتشخیصیعملکرددارای

تکرارپذیریارزیابی(5-10
CLSIاستاندارداساسبرکیتازحاصلنتایجتکرارپذیری MM17تکرار20بابالینینمونه2)گرفتانجام

زاحاصلداده‌های.استشدهآوردهزیرشکلدرآننتایجکه(دوپلیکیتبصورتمختلفروزهایدر
اختلافکهدادنشانحاصلنتایجوشدندآنالیزANOVAآماریتستازاستفادهبامختلفتکرارهای
.نداردوجودنمونه‌هاازهرکدامبرایمختلفتکرارهایبینمعناداری

آنالیتیکالاختصاصیتارزیابی(3-10
Crossارزیابیمنظوربه reactivityآنالیزin silicoشدهثبتتوالی‌هایمقابلدرپروب‌هاوپرایمرهاتوالی
ایجادCOVID-19بیماریبامشابهعلائمکهپاتوژن‌هایی،SARS-CoV-2شبیهویروس‌هایژنوم‌از

Inتعیینمنظوربه.شدانجامنرمالفلورمیکروارگانیسم‌هایهمچنینومی‌کنند vitro،ارزیابیاختصاصیت
Cross reactivityسم‌هایمیکروارگانیازپنلیکرویبرآزمایشاتازیکسریازاستفادهباحاضرکیت

Humanشامل Coronavirus NL63،Human Coronavirus OC43،Influenza A virus،Influenza B virus،

Rhinovirus،Respiratory syncytial virus،Pseudomonas،Staphylococcus،Enterococcus،Klebsiellaو
Mycoplasmaگرفتانجام(Wet lab).بابررسیموردمیکروارگانیسم‌هایازهیچکدامکهدادنشاننتایج

.نمی‌شودحاصلکاذبمثبتنتایجوندارندتداخلیکیتعملکرد

Efficiency = 92.057

R2 = 0.995 

 اختصاصیت

(NPA) 

 حساسیت

(PPA) 

  تشخیص با استفاده از کیت

 تشخیص ویروس با استفاده از کیت استاندارد تعداد
 م بت منفی

 SARS-CoV-2مثبت‌از‌نظر‌وجود‌ 100 100 0 %100  %100 

 SARS-CoV-2از‌نظر‌وجود‌‌منفی 50 0 50 %100  %100 

 



3صفحه‌ (دلتا)دلسا تشخیص آریا 
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