
 مقاله پژوهشي

794 

 ارمغان دانش، مجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ياسوج

(315شماره پي در پي )3441 مهر و آبان، 4، شماره 92دوره   

 

واکنش  طراحي، ساخت و بررسي کیت تشخیصي

 (real-time PCR)يدر زمان واقع مرازیپل یا رهیزنج

 91ـکووید
 *5تپه پورعلي ، مقداد عبداله4نیا روشن هادی شکرالله، 3محمد سبحاني لاری، 2فر ، زهرا ابراهیمي9محمدرضا زارع

 

کمیته تحقیقات دانشجويي، دانشکده علوم پزشکي لارستان، لارستان، 2، اندانشکده علوم پزشکي لارستان، لارستان، ايرگروه بهداشت محیط، 1

 شگاهيآزماشناسي مولکولي،  گروه ويروس4مرکز تحقیقات بیولوژی سلولي و مولکولي، دانشکده علوم پزشکي لارستان، لارستان، ايران، 3ايران، 

 رانيتهران، ا ران،يپاستور ا تویانست ،یلوژو فارماکو یولوژيزیبخش ف5، ي، قائمشهر، ايرانبیدکتر ط يطب صیتشخ

 

 25/30/1433 تاريخ پذيرش:       33/30/1432 تاريخ وصول:

 

 چکیده

 یا رهیواکنش زنج .از ارزش تشخیصي بسیار بالايي برخوردار است 10ـکوويد RNAو حساس  شخیص دقیقت :و هدف زمینه

ماده  اي RNAشود که  شناخته مي 10ـکوويد ي)استاندارد طلايي(شخیصترين تست ت دقیق (real-time PCRي)در زمان واقع مرازیپل

هدف از لذا  دهد. صیچند روز پس از ابتلا به عفونت تشخ يرا ط روسيتواند و يکند و م يم يابيرا رد روسيو ياختصاص يکیژنت

 باشد. يم 10ـکوويد صیتشخ یبرا Real-time PCR هيروش حساس بر پا کي يطراحتعیین و مطالعه,  نيا
 

 يدرمـان  يدر مرکز آموزش ـهای آزمايشگاهي  تست ها و یریگ نمونه يتمام .باشدمي کاربردیـ   تجربياين يک مطالعه  :بررسي روش

دانشکده علـوم پزشـکي لارسـتان و مرکـز تحقیقـات بیولـوژی سـلولي و         کرونا صیتشخ يمولکول گاهشيآزما، امام رضا)ع( لارستان

 يژن ـ گـاه يجابـرای   10ـکوويد ـاختصاصـي   کاوشـگر آغازگرها و  انجام شد. 1433لارستان در سال مولکولي دانشکده علوم پزشکي 

و  آغازگرهـا شـد. پـس از سـنتز     بلاسـت  NCBI تيو سپس بـا اسـتفاده از سـا    يطراح 7 گویالافزار نرم به وسیله RdRpو  N یها ژن

(، specificity(، اختصاصـیت) sensitivityهـای حساسـیت)     نمونـه مببـت امتحـان و تسـت     133ی رو بر real-time PCRکیت ، هاکاوشگر

حساسـیت و اختصاصـیت    آوری شـده بـا اسـتفاده از آزمـون    های جمعداده ( انجام شد.validation( و اعتبارسنجي)stabilityپايداری)

 تجزيه و تحلیل شدند.بالیني 
 

 زانیم ت،یحساس نییبود. در تست تع 10ـديکوومببت  یها نهنمو يتمام ييمطالعه قادر به شناسا نيدر ا شده  يطراح کیت :ها افتهی

گزارش شد. با  لیتر کپي در میلي 43 مطالعه نيدر ا شده دیتول 10ـديکوو يصیتشخ تیک (Limit of Detection; LODحد تشخیص )

بوده و  10ـکوويدس فقط قادر به شناسايي ويروبوده، درصد  133 کیت نيا اختصاصیت و دقت ،ي و مببتمنف یها نمونه يبررس

تفاوت براين،  باشد. علاوه يي را تحمل کرده و دارای پايداری بالايي ميشوک دماخوبي  دهد. کیت به تکرارپذيری بالا را نشان مي

 وجود ندارد. خارجي یتجار  تیمطالعه و ک نيدر ا شده دیتول تیک نیب یداريمعن
 

 کیت نيا ،مشابه یها تیک يسه بامقامناسب در  دقت و پايداری چنینهم و ، اختصاصیتتیبا توجه به سطح حساس :یریگ جهینت

 مناسب باشد.  10ـکوويد روسيثر وؤم صیتشخ یتواند برا يم
 

  مرازیپل یا رهیواکنش زنج، 10ـکوويد، يصیتشخ تیک :یدیکل هایواژه

 یو فارماکولوژ یولوژيزیفبخش ، رانيپاستور ا تویانست، تهران، تپه يپور عل مقداد عبدالهنویسنده مسئول: *

Email: abdollahpour1983@yahoo.com 
 

نشـريه بـه    نشريه علمي پژوهشي ارمغان دانش وابسته به دانشگاه علوم پزشکي ياسوج، يک نشريه با دسترسي آزاد اسـت و تمـامي مقـالات منتشـر شـده در ايـن       "

 صورت دسترسي آزاد منتشر مي شوند."
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 مقدمه

جديـدی در   ا ويـروس کرون، 9432در دسامبر 

                            ووهان)اســــتان هــــوبشي چــــین( شناســــايي شــــد

                       اســــم  (3)(WHO)ســــازمان بهداشــــت جهــــانيکــــه 

                                          32ـکوويدــرا  ل از آنــــــحاص ي بیمــاریـــــرسم

(coronavirus disease 2019; COVID-19) نظر گرفـت.   در

در بسیاری از نقاط چین و حتـي  سرعت   به 32ـکوويد

نتیجـه سـبب    ساير کشورهای دنیـا منتشـر شـد و در   

. شـیوع  شـد  يـان افزايش چشـمگیر تعـداد مـوارد مبتلا   

گســترده ويــروس و انتقــال ســريع آن بــه کشــورهای 

ژانويه اعلام وضـعیت   14در  WHO جهان باعث شد تا

 .(3ـ4)نمايد گیریهمه

 سکرونـا ويـر  از خـانواده   32ـکوويد ويروس

دار  پوشـش  هـای  هـا، ويـروس  کرونـاويروس . باشد مي

ــ RNA دارای ــتغیرمنقط ــانواده    (2)ع مبب ــه خ ــق ب متعل

Coronaviridae  و راستهNidovirales    هستند که بـه طـور

د و ان شده منتشرگسترده در انسان و ديگر پستانداران 

و  کرونـا ـ گاما ـ، کرونـا ـ بتا، کروناـ آلفااز زيرخانواده 

. ويـروس  (9و 5)انـد  ويروس تشـکیل شـده   کروناـ دلتا

شـناخته شـده    کرونا ـبتابه عنوان ويروس  32ـکوويد

کیلوباز اسـت و ماننـد    99ـ21 . اندازه ژنوم آن(1)است

ن سـاختاری و  ا چنـدين پـروتشی  ه ـ ديگر کرونـاويروس 

ــي  ــد م ــاختاری را ک ــد.  غیرس ــپايک  کن ــروتشین اس ، Sپ

پـروتشین  و M  پـروتشین غشـايي  ، Eپـروتشین پوششـي   

ايـن  هـای سـاختاری   از جمله پـروتشین  Nد نوکلشوکپسی

کـه   هـايي پژوهشدر يکي از  .(7و 8)باشند ويروس مي

میــزان تنــوع  ،انجــام شــد 32ـکوويدــوع در اوايــل شــی

نوکلشوتیــدهای ژنــومي بــین ايــن ويــروس و نــوعي از 

 درصـد  4(، RaTG13وابسته بـه خفـاش)   کروناويروس

هـای کـاربردی    . تغییرات جديد در مکانه شدنشان داد

، در spikeدهنـده گیرنـده    )از قبیل دامنه اتصال ويروس

اسـت  ( ديده شـده  پانگوولینهای  و ويروس 32ـکوويد

شـوند.   ها ايجاد مـي  جهش به وسیلهکه به احتمال زياد 

هـا بـه دو نـوع     آنالیز ژنتیکي نشان داد که اين ويروس

تـر   ( شايعدرصد 74)Lنوع  ،اند( تبديل شدهSو  Lاصلي)

  .(2و 34)باشد ( ميدرصد 14)Sاز نوع 

، نفسـي حـاد  سـندرم ت باعث  32ـکوويدبیماری 

، میکروآنژيوپـاتي ، آسیب عروقـي ، التهابي ديشدپاسخ 

شود. بیمـاران مبـتلا    گسترده مي ترومبوزو  آنژيوژنز

م ي ـ، علاذات الريـه تواننـد بـه    ميچنین هم 32ـکوويد به

نارسـايي  و  (3)(ARDSسندرم زجر تنفسـي حـاد)  شديد 

 32ـکوويدــمبــتلا شــوند. چهــار مرحلــه  چنـد عوــوی 

اه تنفســي فوقاني)مرحلــه اول(، عفونــت دســتگ ؛شــامل

الريه)مرحله دوم(، طوفان سـیتوکیني  تنگي نفس و ذات

نتیجه حالت پیش التهابي)مرحله سوم( و مرگ يـا   و در

 .3.(11و 12)باشد بهبودی)مرحله چهارم( مي

کشور و منطقه  233تقريباً در  32ـکوويدشیوع 

است و زندگي افراد زيادی را تحت تـثثیر   گزارش شده

                                                           
1-World Health Organization (WHO) 
2-Enveloped Non-Segmented Positive-Sense RNA 
3- acute respiratory distress syndrome (ARDS) 
   

 

 

 



 10-کوويد Real time PCRکیت تشخیصي 
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واقــع، اثــرات ســوب ايــن بیمــاری  قــرار داده اســت. در

هـای   مستقیماً در بیمـاران، بسـتگان، کارکنـان مراقبـت    

بهداشتي و ساير افرادی که در معرض بیماری هستند 

ايت . بـر اسـاس گـزارش س ـ   (13و 14)باشد مشهود مي

https://www.worldometers.info/coronavirus مـار   20، تا 

 734472001حدود  )زمان نگارش مقاله حاضر(،2324

مبــتلا  10ـکوويدــ نفــر در سراســر جهــان بــه بیمــاری

نفـر جـان خـود را از     7330330اند که از اين بـین   شده

ايـران   عزيزمـان  کشـور اين، در  بر  علاوه .ادنددست د

نفـر جـان    833341مبتلا و از اين تعداد نفر  7100702

 . (35)باختند

تواند به طـور   در حال حاضر، هیچ درماني نمي

اکبـر   عمـل کنـد و   32ـکوويد ـاختصاصي علیه بیماری 

ــا   ــه ب ــرای مقابل ــاني ب ــای درم ــروس راهکاره ــن وي اي

هـای   . بـر اسـاس ويژگـي   دنباش ميحمايتي  های درمان

، 32ـکوويدالیني ــــراحل مختلف بـــاتولوژيک و مـــپ

ــورد اســتفاده شــامل  کــلاس ــي م ــای داروي ــل  ه عوام

ــي،  ــدهضدويروسـ ــای   مهارکننـ ــای التهاا/داروهـ هـ

هـای بـا وزن مولکـولي کـم،      روماتیسـمي، هپـارين  ضد

 17)باشـد  های هیپرايمون مـي  پلاسما و ايمونوگلوبولین

ــديريت، تشــخیص،  .(11، 10و  ــان پیشــگیری م و درم

سزايي در کنتـرل و از بـین   ه نقش ب 32ـکوويدبیماری 

پیشـگیری بـا هـدف    ، ينبنـابرا . دنداربردن اين بیماری 

در نظـر  کاهش انتقال در جامعه بهترين روش درمـاني  

 .شود گرفته مي

وجود  10ـکوويدي که برای تشخیصهای  روش

ي، جســـم نـــهيمعاي، نیتظـــاهرات بـــالدارنـــد شـــامل 

 یهــا کیــتکني و افتراقــ صیتشــخی، ربرداريتصــو

در حـال حاضـر،    د.نباش ـ ي مـي شـگاه يآزماتشخیصي 

ژن يا  های آنتي واکنشبتني بر های آزمايشگاهي م تست

و  های سـرولوژيکي ايمونـوآنزيمي   آزمايش بادی، آنتي

 یا رهی ـواکـنش زنج  هـای مولکـولي مبتنـي بـر     آزمايش

(real-time PCR) يواقعـــــ در زمـــــان مـــــرازیپل
(1 )

ها در سراسر جهان  پرکاربردترين و معتبرترين تکنیک

 .9.(10ـ21)هستند

عنوان استاندارد طلايي   به real-time PCR تست

ــه   بــرای تشــخیص زودهنگــام ويــروس در نظــر گرفت

 صیتســت در تشــخ نيتـر  قیــدقايـن تســت   شــود. مـي 

 یدر افـراد  يحت ـويروس که  طوری  به است 32ـکوويد

بـا   .باشـد  يم ـ يابي ـهم قابل رد ،ندارند يعلامت چیکه ه

درصـد   در بـازار  موجود های تشخیصي کیت حال، اين

تلا بـه  متفاوتي از حساسیت در شناسـايي بیمـاران مب ـ  

باعث توانند  نتیجه مي درو  دهند را نشان مي 32ـکوويد

برخـي از بیمـاران مبـتلا بـه     در عدم تشخیص درست 

ــيکوو ــوند. 32ـد ــابراين  ش ــدف از ابن ــه ــه،  ني                     مطالع

ــین و  ــتعیــ ــ ،يطراحــ ــاخت و بررســ ــک يســ                          تیــ

با حساسـیت بـالا    32ـديکوو real-time PCR يصیتشخ

 .بود 32ـکوويدمبتلا به  مارانیجهت استفاده در ب

                                                           
1-Real-Time Polymerase Chain Reaction 
 
   

 

 

 

https://www.worldometers.info/coronavirus/
https://www.worldometers.info/coronavirus/
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 روش بررسي

 .باشـد مـي  یکـاربرد ـ   يتجرب ـاين يک مطالعه 

در هـای آزمايشـگاهي    تسـت  هـا و  یری ـگ نمونـه  يتمام

 ــ ــز آموزش ــان يمرک ــتان  يدرم ــا)ع( لارس ــام رض ، ام

دانشـکده علـوم    کرونـا  صیتشـخ  يولمولک گاهشيآزما

پزشکي لارستان و مرکز تحقیقات بیولوژی سـلولي و  

مولکـولي دانشــکده علــوم پزشــکي لارســتان در ســال  

 انجام شد. 1433

 مببـت  نمونـه بـالیني   133تعداد  ،در اين مطالعه

)بستری يا سـرپايي( در بیمارسـتان   دار علامت افراداز 

                     گاهشـــيآزماامـــام رضـــا لارســـتان)ارجاعي بـــه    

ــا صیتشــخ يمولکــول ــوم پزشــکي   کرون دانشــکده عل

 1/13/1433تـــــا  1/0/1433لارســــتان( از تــــاريخ   

  آوری شد. جمع

ــتخراج   ــرای اس ــولي  RNAب ــخیص مولک                  و تش

real-time PCR ترتیب از کیت  به  RNJia Virus Kit تیک و 

 (sansure)برنـد سنشـور    10ـديکووي مولکول صیتشخ

گیـری   بـرای ايـن منظـور، بعـد از نمونـه      استفاده شـد. 

در  (1)(VTM)روسي ـانتقـال و  طیمح ـ به وسـیله ها  نمونه

شرايط استاندارد و زنجیره دمايي سرد به آزمايشـگاه  

  بـا اسـتفاده از کیـت    RNAانتقال داده شدند و استخراج 

RNJia Virus Kit  ســازندهشــرکت طبــق دســتورالعمل 

هـای   ويروسي، نمونه RNAاز استخراج انجام شد. پس 

 10ـد ـيکوو يمولکول تشخیص تیکمببت با استفاده از 

sansure شدند.  يید ثتRNA  هـای مببـت تـا زمـان      نمونـه

 گراد نگهداری شدند. درجه سانتي 23استفاده در منفي 

، (primer-probe)کاوشـگر ـ آغازگر يطراحجهت 

 10ـکوويد ـ ابتدا توالي کامل و استاندارد ژنوم ويروس

ــاهيپااز  ــر ی داده  گ (NCBI)معتب
ــمت  (2) ــه  RefSeqقس ک

 دريافت شد. سـپس  ،باشد يید شده ميثدارای سکانس ت

 دینوکلشوکپس ـ نیفسـفوپروتش  هـای  ژن مربوط بهتوالي 

(N)  وRNA ــرازیپل ــه   م ــته ب ــن  RNA (RdRp)وابس از اي

 7 گـو یالکپـي و وارد نـرم افـزار     fastaقسمت به فرمت 

(Oligo 7 ).ــا  15حــدود  شــد  بــه وســیلهآغــازگر  23ت

بـر اسـاس    آغـازگر  3ه شـد کـه   ي ـارا 7 گویالافزار  نرم

مــورد  کاوشــگرو  آغــازگربنــدی بــرای طراحــي  رتبــه

بـه  کاوشـگر  آغـازگر و  استفاده قرار گرفت. در نهايت 

( شـده تـا بـا    blast)بلاسـت  NCBIی  داده  گـاه يپاوسیله 

اشـد. جهـت   های ديگر تداخل نداشـته ب  میکروارگانیسم

ــاخت  ــگرس ــد.   Taq manاز روش  کاوش ــتفاده ش اس

                       حـــدود ( نوكلشوتیـــد 31تـــا  21طـــول )بـــا کاوشـــگر

                آغازگرهــــايكــــي از  ’3 چنــــدباز بعــــد از انتهــــای

 .1.شدطراحي 

                              شـــده بـــه همـــراه    جفـــت آغازگرهـــای طراحـــي   

کنتـرل  و RdRp ، Nهـای    ظـر بـرای ژن  های مورد ن رنگ

بــه  (RdRp [FAM], N (HEX), RNAse P [ROX])داخلـي 

 1سـنتز شـدند. جـدول    گسـتر   اژني ـشرکت آر وسیله 

 10ـکوويد ـمربوط بـه   هایکاوشگرو  آغازگرهاتوالي 

  دهد. شده در اين مطالعه را نشان مي  طراحي

                                                           
1-Viral Transport Media (VTM) 
2-National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
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ـــکـ آغازگرــپــس از طراحــي                   ، تســتاوشگرــ

real-time PCR شـد.   نـه یبه 10ـکوويد ـی تشـخیص  برا

 کاوشگرـ آغازگر به طبق دستورالعمل شرکت سازنده،

سازی انجـام   ( آا اضافه و رقیقگستر اژنيشرکت آر)

 ی زيـر هـا  با معـرف  real-time PCRدر مرحله بعد، شد. 

ــازگر، نــــانوگرمRNA (5/3 ): انجــــام شــــد  4/3)آغــ

ــرم( ــگر، میکروگـــــ ــرم 2/3)کاوشـــــ ، (میکروگـــــ

                             و آا  میکرولیتـــــــــــر( 5/12)مســـــــــــترمیکس

بـه   میکرولیتـر  25/3 با حجم نهايي میکرولیتر( 2)مقطر

                       مســـــترمیکس تـــــریکرولیم 5/12 طـــــور دقیـــــق،

آغـازگر   تـر یکرولیميـک  (، PCR BIO SYSTEM شرکت)

 رتیکرولیم، يک کاوشگر تریکرولیم، نیم رفت و برگشت

و در مخلوط شدند  (1)(RT)پتازيکر ترانس ورسيرآنزيم 

 تـا بـه   شدبه مخلوط اضافه  RNA تریکرولیم 13نهايت 

 يي. برنامــه دمــارســیدند تــریکرولیم 25 ييحجــم نهــا

دقیقـه در   cDNA 23شامل سنتز  real-time PCRدستگاه 

و غیرفعـال   دناتوراسـیون گراد،  سانتي  درجه 53دمای 

گـراد   سانتي درجه 05یقه در دمای دق RT 3کردن آنزيم 

ــرمســیکل تکرارشــونده  45و   13( hot-start)شــروع گ

مرحلـــه گـــراد،  ســـانتي  درجـــه 05ی در دمـــا قـــهیدق

گراد،  سانتي درجه 05ی در دما ثانیه 13(2)ونیدناتوراس

 درجه 50ی در دما ثانیه 43 (annealing)آغازگراتصال 

در  ثانیـه  13 (extension)تي ـتقومرحلـه  گـراد و   سانتي 

گــراد تنظــیم گرديــد. بعــد از  ســانتي  درجــه 72ی دمــا

ــه  ــنتز و بهین ــي، س ــازی  طراح ــس ــگرـ آغازگر ، کاوش

)حد تشـخیص؛   LOD( يا sensitivityهای حساسیت)   تست

Limit of Detection(اختصاصــــــیت ،)specificity ،)

اسـاس   ( برvalidation( و اعتبارسنجي)stabilityپايداری)

بــرای  CLSIو اســتاندارد  WHOشــده  جــدول پیشــنهاد

 .4 انجام شد. 10ـکوويدتشخیص 

 real-time PCRاز تست  تیحساس يابيارز یبرا

نظـر   ، تـوالي مـورد  LODجهت محاسـبه   و استفاده شد

پرايمرهــای آغازگرهــای رفــت و   حاصــل از تکبیــر  

ــور  RdRpو  Nهــای  برگشــت ژن ســنتز و در يــک وکت

س براسـاس  گستر(. سپ ژن کلون گرديدند)شرکت آرين

دستورالعمل شرکت سازنده بـه ويـال حـاوی وکتـور     

اسـتفاده از   نظر)کنترل مببت( آا اضافه شد و با مورد

ــد. RNA (copy/mLفرمــول زيــر تعــداد  ( محاســبه گردي

 10ـکوويد ـ RNAی از ده برابر ياليسر یها رقت سپس

)رقتـي  LODنهايت  های مختلف انجام شد و در با غلظت

( مشـخص  ندهـا مببـت شـد    نهنمو درصد 05که در آن 

 شد.

RNA copies/mL= [RNA concentration (g/mL) ÷ (nt 

transcript length × 340)] × 6.022×10
23

. 

 گــاهيبــا اســتفاده از پا ییتاختصاصــ يبررســ

مختلف و نمونه ژنوم افـراد   يروسيو یها پانل، بلاست

 شد. انجامسالم 

ــور، تســت   ــن منظ ــرای اي ــا  real-time PCRب ب

روی  بر RdRpو  N ياختصاص یهاه از آغازگراستفاد

RNA از  ها، سمیکروارگانیم ريساهای استخراج شده از

ــه  ــه گونـ ــا جملـ ــونزای هـ (، Bو  A ،H1N1 ،H3N2)انفلـ

 .انجام شد يتنفس الیشیس نیس روسيوو  پارانفلونزا

                                                           
1-Reverse Transcriptase (RT) 
2-Denaturation 
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 4جهت انجام تست پايداری حین مصرف، کیت 

ــد و ذوا)  ــار منجم ــت freeze and thawب ــد و تس               ( ش

real-time PCR   روی يک نمونه بـاCT    اسـتاندارد انجـام

شد. نتايج حاصل با نتیجه نمونـه در حالـت اسـتاندارد    

 مقايسه شد.

جهت انجام تست پايداری، بـه منظـور تسـريع    

فرآيند تخريب محصول از روش ايجـاد شـوک دمـايي    

درجه سانتي گراد( استفاده گرديد. سپس نتايج به  37)

در  2در حالي کـه ضـريب تخريـب     Q10فرمول  وسیله

آنـالیز شـد و میـزان پايـداری      ،نظر گرفتـه شـده بـود   

محصول تخمین زده شد. جهت ارزيابي حاضر از يـک  

محصــول  LODنمونــه ســنتتیک نزديــک بــه بــه ناحیــه 

 7هـا در   ارزيـابي  لیتـر(، بـر میلـي   کپي 23)استفاده شد

ــاني   ــله زم ــام  روز 35و  20، 21، 14، 7، 4، 3فاص انج

 شد.

با توجه به ماهیت کیفي محصـول، بـر اسـاس    

روز کـاری و   13دقت محصـول در   CLSIدستورالعمل 

بار تکرار برای يک غلظـت نمونـه نزديـک     2به صورت 

 محصول انجام شد.    LODبه ناحیه 

 آغـازگر سـازی   بعد از طراحي، سـنتز و بهینـه  

اعتبارسنجي شامل بررسـي و مقايسـه       ، تستکاوشگر

هـای   يج حاصل از آزمايشات کیت تولید شده با کیتنتا

 تجاری انجام شد.

آزمـون   آوری شده با استفاده ازهای جمعداده

 شدند. لیو تحل هيتجز ينیبال تیو اختصاص تیحساس

 

 ها یافته

جهت  مطالعه نيدر ا شده  مراحل انجام 1شکل 

دهـد. در   را نشان مـي  10کوويدـتولید کیت تشخیصي 

)تثيیـد شـده بـه     نمونـه کوويـد مببـت    133اين مطالعه 

ــا  real-time PCRوســیله  ــکب ــول صیتشــخ تی  يمولک

 گاهيجا( مورد ارزيابي قرار گرفتند. sansure 10کوويدـ

و  WHOبا اسـتفاده از مقـالات    RdRpو  N یها ژن يژن

CDC مشــــخص شــــدند  روسيــــژنــــوم و یرو .

( بــا RdRpو  N هــای نمــورد نظــر )ژ آغازگر/کاوشــگر

ي، طراح ـ TaqManروش  و 7 گـو یالافزار ز نرماستفاده ا

 و سنتز شدند. بلاست

شـده در ايـن مطالعـه     طراحي آغازگر کاوشگر

 10ـکوويد ـهـای مببـت    قادر به شناسايي تمامي نمونـه 

قـادر بـه    کنتـرل منفـي  های  بود. در مقابل، برای نمونه

 کلیحداکبر آستانه س ـ تکبیر ژنوم ويروس نبوده است.

 يبه بالا منف ـ 43بوده است و از  43مببت شدن نمودار 

 .شددر نظر گرفته 
 

 

 91ـکیت کوویدمربوط به  هایآغازگرها و کاوشگر يتوال :9جدول 

 

 (ICکنترل داخلي ) RdRpژن  Nژن  

 ’CCAGAACAAACCCAAGGA 3’ 5’ GTGCATCGTGTTGTCTG 3’ 5’ AGATTTGGACCTGCGAGCG 3 ’5 آغازگر رفت

 ’TCCGAAGAACGCTGAAG 3’ 5’ CCACAGGGTCATTAGCA 3’ 5’ GAGCGGCTGTCTCCACAAGT 3 ’5 آغازگر برگشت

 ’ACCAGGAACTAATCAGACAAGGAACTG 3’ 5’ ACTGCCGTTGCCACATAGATCATCCA 3’ 5’ TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG 3 ’5 کاوشگر
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هـای     سازی کیـت، تسـت   بعد از طراحي و بهینه

ــیت و اختصاصــیت بــرای کیــت تشخیصــي      حساس

م شد. در تست تعیین حساسیت، میـزان  انجا 10ـکوويد

LOD    شـده در ايــن   تولیـد  10ـکوويدــکیـت تشخیصـي

گزارش شد. در واقـع، ايـن    تریل‌يلیبر م يکپ 43مطالعه 

ــي را در  ــل کپ مــوارد شناســايي  درصــد 05کیــت چه

 (.2کند)شکل  مي

ــیت  ــازگراختصاص ــگر آغ ــاس   کاوش ــر اس ب

ــنهاد  ــرروی  WHOپیش ــاز  23ب ــیم در ف                میکروارگانس

in silico  .شده در اين   طراحي کاوشگر آغازگرچک شد

هـا   کدام از اين ارگانیسم  مطالعه قادر به شناسايي هیچ

های RNA مببت تنها با جهینتاين،  نبوده است. علاوه بر

 بر real-time PCRنتیجه تست  مشاهده شد و 10ـکوويد

           نفلـونزا آی هـا  اسـتخراج شـده از گونـه    هایRNA روی

(A ،H1N1 ،H3N2  وB ،) روسيـــــ ـوو  پــــــارانفلونزا 

 منفي بوده است. يتنفس الیشیس نیس

 نتــايج بـــه دســـت آمــده نشـــان داد تفـــاوت  

داری بین نتايج حاصل از کیت نگهداری شـده در   يمعن

گراد و کیت تحت شوک دمـايي   درجه سانتي ـ23دمای 

 و بر Q10وجود ندارد. با استفاده از فرمول  21تا روز 

اساس زمان پايداری کیت تحت شـوک دمـايي، میـزان    

 . سال تخمین زده شد 1پايداری کیت 

روز  13واکـنش انجـام شـده در     23نتايج هـر  

کــاری مببــت گــزارش گرديــد کــه نشــان دهنــده دقــت 

کیـت  مناسب محصول طراحي شده بود. علاوه بر اين، 

 133شـده در ايـن مطالعـه قـادر بـه تشـحیص        طراحي

کـه کیـت تجـاری     در حالي ،بود مببت های نمونه درصد

را های مببـت   نمونه درصد 02شود(  )نام کیت ذکر نمي

 درستي تشخیص داد. به

بــه نمونــه  133روی  بــر real-time PCRتســت 

هـای   کیـت تولیـد شـده در ايـن مطالعـه و کیـت       وسیله

 جينتـا  ،(2)جدول تجاری موجـود در بـازار انجـام شـد    

 دی ـتول تی ـک نیب یدارينشان داد که تفاوت معن حاضر

وجـود   يخـارج  یتجـار   تی ـمطالعـه و ک  ني ـدر ا شده

 تیمطالعـه حساس ـ  ني ـشـده در ا  دیتول تیاما ک ،درندا

موجود در بازار)نـام   یتجار تینسبت به کرا  یبالاتر

 .داد( نشان شود يذکر نم تیک

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 91ـولید کیت تشخیصي کوویدجهت ت مطالعه نیمورد استفاده در ا مراحلنمودار  :9شکل 

(133)مببت  10-نمونه کوويد  

 کاوشگر-سازی آغازگر بهینه

 سنجش حساسیت کیت

 سنجش اختصاصیت کیت

 سنجش پايداری کیت

  اعتبارسنجي کیت
 

کاوشگرـطراحي و سنتز آغازگر  

 يدر زمان واقع مرازیپل یا رهیواکنش زنجآزمون 

(real-time PCR) 

 ها آنالیز داده
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 RdRpو  N های ژن برای real-time PCR رینمودار تکث :2شکل 

 PCR (Exponential PCR Phase)فاز نمايي          (Thresholdآستانه )          (Background Noiseزمینه) سیگنال پس

 
 و کیت تجاری در این مطالعه شده احيطر real-time PCRاعتبارسنجي و مقایسه کیت  :2جدول 

 

 های مببت درصد نمونه ژن هدف نوع نمونه های مببت نمونه 

 شده کیت طراحي
 RdRpو  Nهای  ژن سوآپ حلق و بیني 133

133 

 02 کیت تجاری
 

 بحث

ــه م  ــه ب ــا توج ــب ــالا زانی ــ یب ــاریب وعیش                یم

 ،ری ـو م روزافزون مرگ شيو افزا رانيدر ا 32دـيکوو

بـالا   تیبـا حساس ـ  قی ـدق صیتشـخ  رسـد  يبه نظـر م ـ 

ايـن   مبـتلا بـه   مـاران یب تـر  عيبـه درمـان سـر    تواند يم

 مطالعه، نيهدف از ابنابراين  کند. يانيکمک شا بیماری

HEX  ژن(N) 

 

FAM  ژن(RdRp) 

 

 

2 

1 

1 

2 

3 

3 

1 2 3 
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ــین و  ــتعیــ ــ ،يطراحــ ــاخت و بررســ ــک يســ                          تیــ

با حساسـیت بـالا    32ـديکوو real-time PCRي صیتشخ

 .بود 32کوويدـمبتلا به  مارانیده در بجهت استفا

 real-time يص ـیتشخ تی ـ، کحاضـر  مطالعه در

PCR  ارانـــمیدر ب 32ـکوويدتشخیص ويروس جهت 

نتايج اين مطالعه حاکي  .طراحي شد 32ـکوويدمبتلا به 

بـــا  32ـکوويدـــاز آن اســـت کـــه کیـــت تشخیصـــي 

اختصاصیت و دقت بـالايي قـادر بـه شناسـايي ژنـوم      

 باشد. های بیولوژی مي مونهويروس در ن

 تی ـاهم دنیـا در  32ـکوويد ـغیرمنتظـره   وعیش

در  کرونـا  روسي ـو یها عفونت يشگاهيآزما صیتشخ

را دوچنــدان کــرده اســت. در واقــع، تشــخیص انســان 

 های آزمايشـگاهي  سريع و مناسب با استفاده از روش

ايـن بیمـاری    وعیمحـدود کـردن ش ـ  منجـر بـه    تنهـا  نه

مبـتلا بـه    مـاران یمان مناسـب ب در سبب بلکه ،شود مي

ــر  ژن هــای آنتــي تســت .خواهــد شــد یعفونــت جــد ب

دو تکنیــک آزمايشــگاهي  real-time PCRو  بــادی آنتــي

های تشخیصي بـرای   که به وفور در آزمايشگاههستند 

 نـد.  رو کار مـي  به 32ـکوويدشناسايي بیماران مبتلا به 

 جهـت  الیـزا از آزمـون   یباد يآنتبر  ژن يآنت یها تست

 32ـکوويدــی ضــد ويــروس هــا بــادی آنتــيشناســايي 

 (rapid test)عيتسـت سـر  چنـین از  کنند. هـم  استفاده مي

 روسي ـو ياختصاص ـ ين ـیقطعـات پروتش  يابيردجهت 

در ترين زمان ممکن)در برخـي مـوارد    کوتاهدر  کرونا

با اين وجـود،   شود.  استفاده مي (قهیدق 14تا  35عرض 

 تشـخیص مولکـولي  هـای   آزمايش به دقتها  اين تست

(real-time PCR)  احتمـال وجـود دارد کـه     و اين نیستند

 32ـکوويد ـنتیجه آزمايش برخي از مبتلايـان ويـروس   

چنـین ايـن احتمـال وجـود     منفي باشد)منفي کاذا(. هم

آزمايش شخصي که به ويروسـي غیـر     دارد که نتیجه

باشـد، ماننـد ويـروس بیمـاری      مبتلا مـي  32ـکوويداز 

از اين  .(99)(مببت باشد)مببت کاذانیز  سرماخوردگي

ــق رو، ت ــخیص دقیــ از ارزش  10ـکوويدــــ RNA شــ

 . تشخیصي بسیار بالايي برخوردار است

Real-time PCR عنوان اسـتاندارد طلايـي     که به

ترين تست در  دقیقمطرح است  32ـکوويددر تشخیص 

هـای   تـرين روش  ي از سـريع يکو  32ـکوويدتشخیص 

مـاری را  بی سـرعت  به تشخیص آزمايشگاهي است که

 اي RNAدر واقع  real-time PCRتست  دهد. تشخیص مي

کنـد و   يم ـ يابيرا رد روسيو ياختصاص يکیماده ژنت

چنـد روز پـس از ابـتلا بـه      يرا ط ـ روسي ـتوانـد و  يم

کـه   یدر افـراد  يتسـت حت ـ  نيدهد. ا صیعفونت تشخ

. بـرای  باشـد  يم ـ يابي ـارند هم قابـل رد ند يعلامت چیه

هـا در يـک آزمايشـگاه     لازم است نمونـه کار   انجام اين

. (23و 24)نسبتاً مجهز مورد تجزيه و تحلیل قرار گیرند

                عــلاوه بــر ايــن، بــا توجــه بــه ايــن نکتــه کــه ويــروس 

راحتي در میان افراد انتقـال  به سرعت و به  32کوويدـ

ــي ــت مولکــولي     م ــد، انجــام تس و  real-time PCRياب

تشخیص به موقع آلودگي فرد نقـش قابـل تـوجهي در    

جلـوگیری از انتشـار ويــروس در میـان افـراد جامعــه     

تـوان   بر اساس نتايج اين روش ميعلاوه بر اين،  دارد.

موجود در  32کوويدـاطلاعات دقیقي از تعداد ويروس 

دسـت آورد. بـه ايـن    ه های گرفته شده از بیمار ب ونهنم

ــل ــايج حاصــل از  ،دلی در تشــخیص  real-time PCRنت
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و ارزيابي شدت بیماری کرونا  32کوويدـعفونت فعال 

 باشند. قابل اعتماد مي

های تشخیصي  گیری کرونا، کیت ابتدای همه در

 و مـورد  شدهاز خارج از کشور وارد ايران  10ـکوويد

، 1300گرفتند. پس از مدتي و در سال  رار مياستفاده ق

بـه   2310تشخیص مولکولي کرونـا ويـروس    های کیت

هـای   سـاخته شـد. کیـت    هـای مختلفـي   شـرکت   وسـیله 

ــیت    ــیت و اختصاص ــازار دارای حساس ــود در ب موج

برای انتخاا تست تشخیصـي   ،مختص به خود هستند

بهینه بايد چندين پارامتر در نظر گرفته شود. يک تست 

 اختصاصـــیتشخیصـــي بايـــد دارای حساســـیت و ت

ــب ــا      مناس ــا تنه ــن پارامتره ــال، اي ــن ح ــا اي ــد. ب باش

در  ،هايي نیستند که بايد در نظـر گرفتـه شـوند    ويژگي

، يک آزمايش مؤثر 32کوويدـگیری  واقع، در مورد همه

های موجـود   بايد سريع، قابل تکرار، بر اساس فناوری

محدود نگه دارد تا ها را  در مراکز متعدد باشد و هزينه

 .بر روی بخش بزرگي از جمعیت انجام شود

 TaqMan real-time PCRاز روش در اين مطالعه، 

استفاده شد کـه بـرای ايـن کـار      کاوشگرجهت ساخت 

 ’3انتهـای  در  quencherو يـک   ’5انتهای در   reporterيک

و  تیحساســــدارای روش ايــــن  قــــرار داده شــــد.

ــالا تیاختصاصــ ــان ب ــاربرد آس ــال، ، ک ــر زیآن  و عيس

باشد  تشخیص عیار ويروس در مدت زمان محدود مي

توانـد در مراکـز تشخیصـي اسـتفاده      راحتي مي  که به

                يژنــ گــاهيجا . بــرای ايــن منظــور،  (25و 20)شــود

 CDCو  WHOبا استفاده از مقـالات   RdRpو  N یها ژن

مـورد   کاوشگر آغازگر. شدند دایپ روسيو ژنوم یرو

 7 گویالافزار ( با استفاده از نرمRdRpو  N های ننظر)ژ

شد.  بلاست NCBI تيو سپس با استفاده از سا يطراح

باشـد   مـي  7 گویالشده در اين مطالعه  افزار استفاده نرم

آغـازگر و  که يـک نـرم افـزار قدرتمنـد بـرای طراحـي       

شـده دارای   طراحـي  کاوشـگر . (27و 20)است کاوشگر

بعد  باز حدود چندباشد و  مي نوكلشوتید 31تا  21 طول

. شــده اســتطراحــي  آغازگرهــايكــي از  ’3انتهــای از 

 Taqآنـزيم   ’5اگزونکلشـازی  فعالیـت  اساس ايـن روش  

DNA Polymerase آنزيم پس از نزديـ  شـدن    .باشد مي

 آن را اگزونکلشـازی خاصـیت  ا استفاده از بکاوشگر به 

 reporterمـاده   ،تجزيه شدکاوشگر كند. وقتي  تجزيه مي

از خـود فلورسـانس    خـارج شـده و   quencherاز تثثیر 

 reporterكند. در هر سیكل با آزادشدن بیشتر  ساطع مي

 بـه وسـیله  ماده فلورسانس بیشتری ساطع گرديـده و  

 .(20)شود دستگاه ثبت مي

 ت،یاختصاص، کاوشگرـ آغازگربعد از طراحي 

 هـای  تست نیو همچناعتبارسنجي  ی،داريپا ت،یحساس

QC و منفي انجام شد. مببت یها نمونه یبر رو 

های  بايستي از ديگر بیماری 32ـکوويدبیماری 

، آنفلـوانزا های  ويروس مانند ذات الريه ويروسي عامل

متمايز  سینسیتیال تنفسي و آدنوويروس، نفلوآنزاپاراآ

هـای   از بیماریبايستي  32ـکوويدشود. علاوه بر اين، 

ــد  ــوني، ماننـ ــکولیتغیرعفـ ــت، واسـ و  درماتومیوزيـ

 اين ترمهم متمايز گردد.نیز سازماندهي شده  پنوموني

فصلي  آنفولانزایاز  32ـکوويدکه نیاز به تمايز موارد 

رژانـس بیمارسـتاني را مسـدود    اوتواند خدمات  که مي

و روندهای تشخیصي و درماني را بـرای بیمـاران    کند
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، يک نگراني بزرگ به تاخیر بیاندازد 32ـکوويدمبتلا به 

حساسـیت و   هـا پژوهش. نتايج حاصل از (33)باشد مي

اختصاصیت نشـان داد کـه کیـت تولیـد شـده در ايـن       

طور اختصاصي قادر به شناسايي ويـروس    عه بهمطال

زای ديگر های بیماری باشد و بروی گونه مي 10ـکوويد

ــ حساســیت و ايــن نتــايج حــاکي از    ،ثیری نــداردثت

. کیت تولیـد شـده   باشد مياختصاصیت بالای اين کیت 

خـوبي تحمـل کـرده کـه نشـان       ايي را بهمهای د شوک

يسـه نتـايج   باشـد. مقا  دهنده پايـداری بـالای کیـت مـي    

هــای موجــود در بــازار  حاصــل از ايــن کیــت بــا کیــت

کیت و قدرت رقابت آن با  اين دهنده اعتبار بالای نشان

 باشد. مي خارجيهای  کیت

رسد طراحي يک کیت با حساسیت و  مينطر  به

اختصاصیت بسیار زياد که بتواند تمامي بیماران مببت 

سايي ر طول زمان شنارا د 32کوويدـويروس مبتلا به 

هـايي همـراه اسـت. بـه علـت ماهیـت        بـا چـالش   ،نمايد

کـه در ژنـوم ويـروس     نهای فـراروا  ويروس و جهش

توانـد  يـک    های جديـد مـي   افتد بروز ژنوتايپ اتفاق مي

تشـخیص بیمـاران    در راسـتای ی جـد  چالش بالقوه و

 هـای  پـژوهش  نبنـابراي  .مبتلا بـه ايـن ويـروس باشـد    

م کامـل ايـن   وژن ـای جهت بررسي  دوره اپیدمیولوژيک

يافته بـه   های جديد جهش ويروس و شناسايي ژنوتايپ

 ييشـده کـه توانـا    های بروزرساني منظور طراحي کیت

 باشـد.  لازم مي  ،ها را داشته باشند اين جهش صتشخی

که شـنايايي دقیـق هـدف     با توجه به اين ،بر اين علاوه

 ،ژني نیاز به استحراج نمونـه مناسـب از بیمـاران دارد   

توانــد   نامناســب اســتخراح مــيهــای  ده از روشاســتفا

 میزان موارد منفي کاذا را در اين روش افزايش دهـد. 

هــای باکیفیــت کــه توانــايي  بنــابراين اســتفاده از کیــت

استحراج مقادير کـم ژنـوم ويـروس را داشـته باشـند      

 باشد. امری ضروری و حیاتي مي

 

 گیری نتیجه

در سـطح جهـان   32ـکوويد ـغیرمنتظـره   وعیش

 روسي ـو یهـا  عفونـت  يشـگاه يآزما صیتشـخ  تیماه

چنـدان کـرده اسـت. در واقـع،      را دوکرونا در انسـان  

از ارزش تشخیصـي   10ـکوويد ـ RNA دقیـق تشـخیص  

محدود کردن منجر به  و بسیار بالايي برخوردار است

مبـتلا بـه    مـاران یدرمـان مناسـب ب   نیچن ـو هـم  وعیش

ن عنـوا  کـه بـه   Real-time PCR .خواهـد شـد   32ـکوويد ـ

مطـرح اسـت    32ـکوويداستاندارد طلايي در تشخیص 

که حتـي   است 32ـکوويدترين تست در تشخیص  دقیق

ــدون    ــراد ب ــروس در اف ــابي وي ــه ردي ــادر ب ــت ق علام

 10ـکوويد ـ real-time PCRکیـت تشخیصـي    .باشـد  يم ـ

، تیحساســـشـــده در ايـــن مطالعـــه دارای   طراحـــي

 توانـد  يم ـ بوده و مناسب اختصاصیت، دقت و پايداری

 مناسب باشد.10-کوويد روسيموثر و صیتشخ یبرا

 

 تشکرتقدیر و 

 یاز همکـار نـد  داننويسندگان بر خود لازم مي

دانشـکده   يو مولکـول  يسـلول  یولوژیب قاتیمرکز تحق

 طيجهـت فـراهم نمـودن شـرا     علوم پزشکي لارسـتان 

  .ميینما يقدران و انجام طرح تشکر
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 تعارض منافع

ــ ياظهــار مــ ســندگانينو ــهچیه هــکــد دارن  گون

 در پژوهش حاضر وجود ندارد. يتعارض منافع

 

  مالي حمایت

ي دانشــکده علــوم مـال  تيــحما بـا مطالعــه  ني ـا

 .رفتيانجام پذ پزشکي لارستان

 

 ملاحظات اخلاقي 

برگرفتـه از طــرح تحقیقـاتي بـا کــد     مقالـه ايـن  

ــوم  IR.LARUMS.REC.1400.012اخــلاق  از دانشــکده عل

 باشد. پزشکي لارستان مي

 

 سندگانیشارکت نوم

مطالعـه،   يعلم يطراح :تپه پور علي مقداد عبداله

ــگر، ــي آغازگر/کاوشـ ــاتيآزما طراحـ ــول شـ ي، مولکـ

 لی ـتحل و هيتجز، real-time PCR تستو  RNAاستخراج 

 يعلم ـ يطراح نیا روشن: هادی شکرالله، نتايج ریو تفس

ــگر،  ــي آغازگر/کاوشـ ــه، طراحـ ــاوره مطالعـ در  مشـ

، نتـايج  ریو تفس ـ لی ـتحل و هي ـتجزي، های مولکـول  تست

و  RNAي، استخراج مولکول شاتيآزما: محمدرضا زارع

نتـايج،   ریو تفس ـ لیتحل و هيتجز، real-time PCRتست  

و اصـلاح نوشـتار    سينـو شیپ ـ هیته فر: زهرا ابراهیمي

محمـد سـبحاني   ، نتـايج  ریو تفس لیتحل و هيتجز، هیاول

ــول شــاتيآزما لاری: ــتخراج مولک   تســت و RNAي، اس

real-time PCR ،و در  نتــايج ریو تفســ لی ـتحل و هيــتجز

را مطالعه و  مقاله نهايي  نسخهتمامي نويسندگان آخر 

 کردند. ديیتث
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Abstract 
 

Background & aim: Accurate and sensitive detection of Covid-19 RNA has a highly diagnostic 

value. Real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) is known as the most accurate 

diagnostic test (a gold standard) used for the diagnosis of Covid-19, having the ability to detect the 

specific RNA of the virus within a few days of infection. Therefore, the aim of this study was to 

design a sensitive method based on real-time PCR for the detection of Covid-19. 
 

Methods: In the present experimental-applied study, all samplings and laboratory tests were 

carried out at Imam Reza Hospital, Molecular Laboratory for Corona Diagnosis and Cellular and 

Molecular Biology Research Center from Larestan University of Medical Sciences, Fars province, 

Iran, in 2021. Primers and probes of Covid-19 for N and RdRp genes were designed and blasted 

using the Oligo 7 software and the NCBI website, respectively. After synthesis of the primers and 

probes, real-time PCR was performed on 100 positive test samples, followed by determination of 

sensitivity, specificity, stability, precision and validation of the newly-developed kit. The collected 

data were analyzed using clinical sensitivity and specificity tests. 
 

Results: The kit developed in the present study was able to identify all the positive samples of 

Covid-19. In the sensitivity test, the Limit of Detection (LOD) of the Covid-19 diagnostic kit was 

found to be 40 copies/mL. By examining the negative and positive samples, the specificity and 

accuracy of this kit were found to be 100%, and the kit was only able to identify the Covid-19 virus 

and showed high reproducibility. Temperature shock could not negatively affect the stability and 

potential of the kit. In addition, there was no significant difference between the kit developed in this 

study and the non-native commercial kits. 
 

Conclusions: Due to its appropriate sensitivity, specificity as well as accuracy and stability 

compared with similar kits, this kit can be suitable for effective detection of the Covid-19 virus. 
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