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Clinical manifestations
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Diagnosis
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Serological (Rapid test)

Immunoglobulin (IgM) M, which are produced 10–18 days after 
the onset of symptoms.
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• Figure 3. (A) Schematic illustration of disease detection using conventional methods relied 
on centralized laboratories and POC testing approaches. POC devices can drastically reduce 
the amount of time needed to detect disease. (B) Current rapid commercially available POC 
devices that possess FDA approval for COVID-19. After sample collection and processing, 
these devices are capable of testing the sample in a time frame of mostly less than 30 min.15



نمونه گیری



نمونه های قابل جمع آوری 

نمونه های تنفسی -1•

• نازوفارنژیال  ، اوروفارنژیال و بزاق : فوقانی

• ...خلط ،آسپیره ، لاواژ و : تحتانی  

• سرم و مایعات داخلی -2



نمونه های تنفسی فوقانی 

• وسایل نمونه گیری 

• : سواپ 

• پلی استری –ریون –پنبه ای : نوک سوآپ ( الف 

• فلزی –پلاستیکی –چوبی : دسته سواپ ( ب

• سایز سوآپ 

• سانتیمتر 20الی 15طول 

• میلیمتر5و 2/5قطر 



)VTM-Viral Transport Media) محیط انتقال ویروس

محیط کشت مایع بافر و مغذی هست که برای یک VTMمحیط انتقال ویروس •
جمع آوری،  حمل و نقل و نگهداری طولانی مدت نمونه های بالینی آلوده به ویروس از

. استفاده می شود… کلامیدیا، مایکوپلاسما و ،(COVID-19)جمله ویروس کرونا 

و محلول پنی سیلین استرپتومایسین  (BSA))آلبومین سرم گاوی ،DMEMشامل •
.می باشد

ویژگی های محیط انتقال ویروس•
…و  B،SARS-CoV-2و  Aقابل استفاده برای ویروس های آنفلوانزا نوع •
پایداری بیش از یک هفته برای انجام آزمایش های مولکولی•

قابل فریز کردن•

(PCR)بدون هیچگونه مهارکننده آزمایش های مولکولی •

از خشک شدن نمونهجلوگیری •

د در آنموجوآنتی بیوتیکهای جلوگیری از آلودگی های قارچی و باکتریایی از طریق •

ساعت در دمای یخچال۴۸حداقل حفظ و پایداری نمونه تا •





نمونه گیری نازوفارنژیال

:طرز استفاده از سوآپ نازال داکرون•

.شرح مراحل نمونه گیری به بیمار بدهید-۱•

آموزش نحو نشستن بر روی صندلی یا لبه تخت به بیمار-۲•

.از بیمار بخواهید که بینی خود را با استفاده از فین کردن تمیز کند-۳•

چک کردن مجرای بینی بیمار به وسیله چراغ قوه-۴•

ودن از بیمار بخواهید که یکی از سوراخ های بینی خود را با دست نگه دارد و مجدداً فین کند تا از باز ی–۵•

.مجاری بینی آن مطمئن شوید

سرفه کردن بیمار به منظور راندن ارگانیسم ها به فضای نازو فارنکس-۶•

سوآپ را در حالی که هنوز از بسته خارج نکرده اید به صورت منحنی خم کنید و بدون آلوده کردن -۷•

.آزمایشگاهی آن را از بسته خارج کنید

.سانتی متر داخل بینی بیمار کنید۱۰الی ۸سوآپ را به اندازه -۸•

یرون سواب را سریعا چرخانده و ب. را در نزدیکی سپتوم بینی و کف بینی نگهداریدسوآپ آزمایشگاهی-۹•

.بکشید

.ثانیه انجام شود۱۵الی ۱۰این کار باید حداکثر در زمان کوتاهی به اندازه : نکته•

.اگر سوآپ دارای لوله استریل است، انتهای آن را بشکنید و آن را سریعاً داخل لوله قرار دهید-۱۰•

https://stabiolab.com/%d8%b3%d9%88%d8%a2%d9%be-%d8%a2%d8%b2%d9%85%d8%a7%db%8c%d8%b4%da%af%d8%a7%d9%87%db%8c/


NP



نمونه گیری از اوروفارنژیال



نحوه نمونه گیری بزاق





نمونه گیری تنفسی تحتانی 



زمان و محل نمونه گیری

شامل جمع آوری SARS-CoV2-اساس تشخیص ویروس •

صحیح نمونه در زمان مناسب و از مکان مناسب است

–30درصد وسوآپ گلو  70-60سوآپ نازوفارینکس •
.درصد نمونه ها را تشخیص میدهد 35

تا نمونه های تنفسی فوقانی بعد از شروع علائم بیماری•

.هفته اول به اوج خود میرسد 

خود نمونه های تنفسی تحتانی از هفته دوم تا سوم به اوج•

میرسد 

ساعت در 72تا VTMنمونه های گرفته شده در محیط •

یخچال پایدار هستند 

جهت نگهداری طولانی مدت بایستی فریز شود •



19-استخراج ژنوم کوید



کرونا RNA  مراحل استخراج

µl 200،سپس اضافه کردن 2به یک میکروتیوب µl20،PKاضافه کردن -1•
ثانیه ورتکس15سپس µl200LB Bufferنمونه و 

دقیقه10درجه به مدت 56انکوبه در دمای -2•

ثانیه15درجه و ورتکس به مدت 99الکل µl250اضافه کردن -3•

وژ کردن در اضافه کردن محتویات لوله به داخل فیلتر میکروتیوب و ساتریفی-۴•
دقیقه ،دور ریختن محلول خارج شده از فیلتر1به مدت ۸000rpmدور 

برروی فیلتر و سانتریفیوژ کردن در µl500WB1اضافه کردن -5•
دقیقه 1به مدت ۸000rpmدور

۸000برروی فیلتر و سانتریفیوژ کردن در دور lµ500WB2اضافه کردن -6•
rpm  دقیقه 1به مدت

3به مدت 1۴000rpmتعویض تیوپ زیر فیلتر و سانتریفیوژکردن دردور -7•
دقیقه

به µl 50EBدر زیر فیلتر و اضافه کردن 2mlقرار دادن میکروتیوب -۸•
دقیقه5فیلتر و انکوبه در دمای اتاق  به مدت 

دقیقه ، اوت کردن فیلتر 1به مدت 1۴000rpmسانتریفیوژ کردن در دور -9•
 RNAو استفاده از مایع رسوب به عنوان 



Real Time PCR
يکبهنيازباهمراهمعمولی،هایPCRدرموجودعديدهنواقصومشکلات•

راPCRتکنيکدرنوينایعرصهگشايشزمينهدقيق،کمیِتعيينروش
آوردفرآهم

•Real Time PCRتکثيرفرايندلحظهبهلحظهیمشاهدهبرایاستتکنيکی
نوکلئيکاسيد

تکنيکدراستنيازمعمولیPCRيکبرایکهواکنش‌گرهايیواصولتمامی•
Real time PCRواکنشدرنيزفلورسنتگزارشگريکامامی‌رود،بکارهم

داردحضور
نورDNAتکثيرصورتدرکهمی‌شوندطراحیگونه‌ایبهگزارش‌گرهااين•

کنندتوليد
جذبثبتميزان،DNAغلظتافزايشموازاتبه،PCRواکنشطیدر•

.يابدمیافزايشدستگاهشناساگرتوسطواکنشدرفلورسانس
حنیمنيکنهايتاسيکل،هرانتهایدرفلورسانسنورشدتگيریاندازهبا•

.آيدمیبدست



Real Time PCR

روشی‌کاربردی‌است‌که‌در‌آن‌با‌استفاده‌از‌سيکل‌ PCRتکنيک‌•
.های‌دمايی‌پيوسته‌اقدام‌به‌تکثير‌يک‌ناحيه‌از‌ژن‌می‌گردد

در‌دمای‌ DNAبه‌اين‌ترتيب‌که‌ابتدا‌پيوندهای‌هيدروژنی‌دو‌رشته‌•
درجه‌پايين‌60درجه‌ازهم‌باز‌شده،‌سپس‌دما‌تا‌حدود‌90بالای‌

در‌دو‌جهت‌مخالف‌متصل‌ DNAآمده‌و‌پرايمر‌ها‌به‌تک‌رشته‌ای‌
.‌‌می‌شوند

پرايمر‌را‌شناخته‌و‌اقدام‌به‌3سر‌ POLYMERASEسپس‌آنزيم‌•
.‌‌ساخت‌رشته‌مکمل‌می‌کند

سيکل‌تکرار‌شده‌و‌نهايتا‌از‌يک‌40سه‌مرحله‌نام‌برده‌در‌حدود•
.محصول‌ساخته‌می‌شود40رشته‌الگوی‌اوليه‌دو‌به‌توان‌



Real Time PCRمراحل سه گانه تکنیک 

شدن‌واسرشته‌ :Real Time PCRاول‌تکنيک‌مرحله‌•
م‌الگوی‌اوليه‌و‌نيز‌در‌صورت‌استفاده‌فعال‌سازی‌آنزي

DNA پلی‌مراز‌Hot start holding stage .

اتصال‌مرحله‌اين‌در‌ Real Time PCR:تکنيکدوم‌مرحله‌•
پرايمر‌الگو‌به‌هدف‌و‌تکثير‌انجام‌می‌شود‌

پله‌انجام‌داد‌به‌اين‌معنا‌که‌2توان‌اين‌دو‌مرحله‌را‌در‌می‌•
دمای‌اتصال‌و‌تکثير‌را‌در‌يک‌بازه‌زمانی‌و‌يک‌مرحله‌

.انجام‌دهيم
60توصيه‌می‌شود‌که‌اگر‌دمای‌اتصال‌پرايمر‌شما‌زير‌•

دهيددرجه‌باشد،‌اين‌کار‌را‌انجام‌



زمانیای،پلهسهبهنسبتایپلهدوPCRمزيت•
نیپائياتصالدمایباکوتاهمحصولقطعهکهاست
داريد

باشددرجه60ازترپاييناتصالدمایکهزمانی•
توانايیازاستفادهوسومپلهحذفباتوانمی

درجه75تا55دمایدرمرازپلیDNAعملکرد
يکدرراسازیطويلواتصالمرحلهسانتيگراد

.دهيدانجامپله



Realتکنيکسومیمرحله-3• Time
PCR:ذوبآناليزمنحنی(Melting

Curve)انجامآزادهایرنگمورددرکه
هایقابليتجزومرحلهاينوگيردمی

Real)آرسیپیتايمريلدستگاه
Time PCR)دستگاهبهنسبت

.استمعمولیPCRترموسايکلر





Traditional PCR
• Amplify DNA with end point analysis to distinguish products.

End-point analysis

Template

Cycle 1

2X Template

4X Template

30-40 cycles

Cycle 2



هبراپروسهاينکهاستدوربينيکدارایدستگاه•
ميکندثبتفلورسانسگيریاندازهیوسيله

بهگرافصورتبهرااطلاعاتسادگیبهسپس•
Melting)ذوبمنحنیعنوان curve)ميزان

.دهدمینشانراحرارتدرجهمقابلدرفلورسانس

همازشدنبازحالدرDNAرشتهدوذوبدمای•
لیتوابهبستگیکهاستبينیپيشقابلکاملا

.داردGC)ميزانوطول)DNAبازهای



صورتبهیافلوروسنتگزارشگرِهایمولکول•
ایرشتهدوDNAبهکهباشندمیهاییرنگ

®SYBRمانندشوند،میمتصل Greenیاو
مانندخاصهایتوالیشناساگرهایبصورت

TaqMan® Probesباشندمی



RealدستگاهPCRواکنشاتمامازبعد• Timeبه
بيشتردرکهدهدمیتکثيرمنحنیيکشما

بهتکثيرمنحنیفرضپيشطوربههادستگاه
ياRnفلورسانسبرسيکلمحورهایصورت

ΔRnشودمیدادهنمايش



•

•Rnبرتقسيمگزارشگرازناشیخامفلورسانس
گزارشگرسيگنالکهباشدمیمرجعرنگفلورسانس

Rnشدهنرمال (Normalized Reporter signal)ناميده
شودمی

حاصلΔRnکنيد،کمزمينهپسفلورسانسازراRnاگر•
.شودمی

خودکاربصورتمحاسباتاينتمامیهادستگاهاکثردر•
.ميشودرسمنموداروميگيردصورت



Real-time PCR

• Quantify input nucleic acid by measuring the number of 
cycles required to reach a set level of product.

Template

Cycle 1

2X Template

4X Template

30-40 cycles

Cycle 2

Fluorescence detection

F

F

F

F

F

F
F

F Fluorescent Chemistry

Log 
View

Linear 
View



چند مرحله داردReal timePCRبه طور کلی منحنی 

The Base line phase: با‌وجود‌اينکه‌محصول‌دو‌رشته‌ای‌وجود‌دارد‌ولی‌نور‌آن‌قابل‌
.رديابی‌نيست



 Real Time PCRنشانه گذاري درشهاي رایج رو 

:کلی‌قرار‌داددسته‌در‌دو‌•

متصل شونده رنگهای مبتنی بر استفاده از روش -1
DNAبه

•SYBR Green I

•Eva Green

•YO-PRO-1

از پروب هااستفاده -2



شدنجايگزينواتصالباسايبرگرينرنگ•
DNAدر Minor grooveوچسبيدنمرحلهدر

شدنایرشتهدوافزايشباهمزمان،DNAتکثير
DNAتگاهدستوسطکهميکندساطعرابيشترینور
ميشودگيریاندازه

صولمحبينافتراققابليتترکيباينآنجاييکهاز•
منحنیبايدنداردرااختصاصیغيرواختصاصی

Melt-Curve Analysisذوبنموداربهتوجهبا
.گرددرسمنمونههربرای



دمایدستگاه،PCRپايانازپسکهصورتبدين•
کهرسانده،گرادسانتیدرجه94دمایبهرامحصولات

طوربهسپسشده،رشتهتکهاDNAهمهدماايندر
وDNAشدنایرشتهدوباويافتهکاهشدمامنظم

SYBRاتصالوجايگزينی Green Iناگهانیافزايشو
دميگردرسمذوبمنحنیشده،ساطعفلورسانتميزان

Multمنحنیآناليزباکه curveباندبينتمايزتوانمی
رادايمرپرايمرواختصاصیاختصاصی،غيرهای

کردمشخص



Target amplicon

Derivative Data View

Tm = temperature when 50% dissociated

Dissociation Curve



• SYBR® Green 1 dye binds to the minor 

groove of ds DNA

• Detects specific and unspecific products

Signal Generation with 

SYBR® Green 1 dye



Fluoresces when bound

to dsDNA





Example: Presence of Primer Dimers

Dissociation Curve

Product
Primer dimers or aspecific product



Melting Curve Analysis Can Show 
Specificity of Reactions
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انواع پروب
ندهستاليگونوکلئوئيدی30تاحتیو20-15کوتاههایوالیت•
:شاملتايمريلروشدراستفادهموردهایپروب•

Molecular Beacons , TaqMan Probes , FRET
Hybridization ProbesوScorpion Primersباشندمی

,روش،ترينکاربردی• TaqMan Probesاست
3درانتهایQuencherيکو5انتهایدرReporterيک•

.داردوجود
میباعثبلاکراين)داردوجودهمبلاکريک3انتهایدر•

.(نشوداستفادهپرايمرعنوانبهپروبکهشود
ازيکی3انتهایازبعدچندبازحدودپروب•

.شودمیطراحی((Forwardپرايمرها



Exonuclease′5خاصيتروشايناساس• ActivityآنزيمTaq
DNA Polymeraseباشدمی.

′5خاصيتازاستفادهباپروببهشدننزديکازپسآنزيم•
Exonuclease Activityکندمیراتجزيهآن.

ترکيبواليگونوکلئوتيدیرشته‌5َانتهایبهفلوئوروسنترنگ•
quencherمی‌شودمتصلرشتهديگرانتهایبه.

وردداعهدهبررافلوئوروسنتسيگنالمهاروظيفهترکيباين•
اين.می‌دهدانجامفلوئوروسنترنگازانرژیجذبباراکاراين

FRETپديده (Fluorescence Resonance Energy Transfer)
.داردنام



تأثيرازReporter،شدتجزيهپروبوقتی•
Quencherفلورسانسخودوازشدهخارج

.کندمیساطع

Reporterبيشترآزادشدنباسيکلهردر•
وگرديدهساطعبيشتریفلورسانسماده

شودمیثبتدستگاهتوسط









5’
3’

5’
5’
3’

5’

Forward
Primer

Reverse
Primer

TaqMan®

Probe QR

5’ Nuclease Assay 
using TaqMan® probes

FAM™, VIC® TAMRA™ dyes 

• PCR specificity (primer)

• Hybridization specificity (probe)



5’
3’

5’
5’
3’

5’

R Q

Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) 

from high energy to low energy dye

➔ No reporter signal with intact probe

5’ Nuclease Assay 
using TaqMan® probes



3’

5’3’

5’
5’

5’

R Q

p

R

Q

Displacement of probe by 5‘ nuclease activity 

of polymerase

5’ Nuclease Assay 
using TaqMan® probes



5’
3’

5’
5’
3’

5’

R

Q

Cleavage of probe by 5‘ nuclease activity of Taq 

polymerase

➔ FRET disabled, generation of reporter signal

5’ Nuclease Assay 
using TaqMan® probes



5’
3’

5’
5’
3’

5’

Polymerization completed

One reporter signal for each new DNA copy

QR

5’ Nuclease Assay 
using TaqMan® probes



5’-nuclease activity of 
Taq polymerase

1)

2)

3)

1) Denaturation and 
hybridization of probe

2) Extension of primer and 
strand displacement of 
probe 

3) Cleavage of probe and 
fluorescence from the 
reporter dye

Fluorescence from reporter dye is 
directly proportional to the 
number of amplicons generated





جداپايهيازمينهخطازهانمونهگرافکهجايیدر•
میThresholdآنراکهکردرسمخطیميتوانميشوند
.نامند

هپايخطازبيشترفلورسنتشدتکهچرخه‌ایاولينبه•
.گويندCTياآستانهچرخۀباشد

ازوداردمعنی‌داررابطۀاوليهالگویمقدارباCTعدد•
قرارتخمينموردرااوليهmRNAمقدارمی‌توانآنروی
.داد

مقدارتصاعدیمرحلهاوليهفازدرديگرعبارتبه•
بههکرسد،میایآستانهبهتايابدمیافزايشفلورسنت

ايناست،بالاترbackgroundسطحازمقدارمشخصی
عبورآستانهحدازتکثيرقطعهکهPCRازسيکلی)چرخه

.شودمیشناختهCTعنوانبه(کندمی





:2روش های تشخیص اسید نوکلئیک سارس کروناویروس

اسيدتوالیيافتنبرایاصلیراهنوکلئيکاسيدتشخيص•
در2کروناويروسسارسويروساختصاصینوکلئيک

استبيمارنمونه‌های
واکنشجملهازدارد،وجودزيادیتشخيصیتکنيک‌های•

کمیپليمراززنجيره‌ایواکنش،(PCR)پليمراززنجيره‌ای
real-time (RT-qPCR)،برمبتنیفناوری‌هایCRISPR،

هيبريداسيونفناوری‌هایوتوالی‌يابی،
سارسRNAبرایتشخيصیروش112تحليلوتجزيه•

تشخيصروش‌هایايناز٪90کهدادنشان2کروناويروس
تقويتفناوریازRT-PCR،6٪ياPCRفناوریاز

Isothermal)همدما amplification)،2٪فناوریاز
CRISPRمی‌کننداستفادههيبريداسيونفناوریاز٪2و.



19-استخراج‌ژنوم‌کويد



complementary DNA( cDNA)

real-timeآزمايشانجامبرایاولوهلهدر• PCRبهنياز
اندشدهcDNAسنتزکهداريمهايینمونه

RNAها،نمونهازبايستیcDNAسننتزفرآيندازقبل•
موردراشدهاستخراجRNAوباشيمکردهاستخراج
که(اسپکتروفتومتری)دهيمقرارخلوصياغلظتسنجش
کهاينقابليتشدنداستخراجکهRNAهاینمونهببينيم

دروخيريادارندکنيم،سنتزراcDNAآنهابابخواهيمما
دهيممیانجامراcDNAسنتزبعدمرحله

https://darwino.ir/blogs/rt-pcr-technique-for-synthesizng-dna/


دراکسيژنداشتندليلبهاسيدريبونوکلويکياRNAمولکول•
بهنسبتآن،بودنکوتاهورشتهتکهمچنينو2شمارهکربن

یبالايپذيریتخريبوبودهترپذيرواکنشDNAهایمولکول
.دارد

میبينازکمیزمانمدتدرواست،ناپايدارmRNAکهآنجااز•
اين‌دهيممیانجامcDNAکهاهدافیازيکیدليلهمينبهرود،
تاکنيمپايدارفرمبهتبديلناپايدارحالتازراmRNAکهاست
.شودبيشترmRNAنگهداریزمانمدت

وميشوداستفادهمعکوسبردارینسخهروشازکاراينبرای•
داريمنياز(RNAوابستهمرازپلیDNA)مرازیپلیآنزيميکبه
Reverse)کندتبديلcDNAبهراRNAکه transcriptase)



(سمعکوبردارنسخهآنزيم)هايیآنزيمیمهمترين•
وMMLVآنزيمميشود،استفادهکاراينبرایکه

AMVدارندبالايیدمايیمقاومتکههستند

thermal)آنزيمدمايیمقاومتچههر• stability)
دماهایدرزيرااستبهتروکاراترباشدبالاتر
بازدهوشودمیبازRNAدومساختارهایبالاتر،
.يابدمیافزايشcDNAتوليد



اینبرای.هستندپرایمرها،cDNAسنتزبرایمهممواددیگراز
:داردوجودپرایمرنوع3کار

Random)هگزامررندومپرایمرهای• Hexamer):هایتوالی
ازجايیهربهتصادفیصورتبهکهنوکلئوتيدی6کوچک
RNAبيانبخواهيمکهزمانیپرايمرهااين.دارنداتصالامکان
حتیکنترلیژنهرباشرايطیهرتحتراهاژنتمام

s18rRNAداردکاربردکنيمبررسی.

دارایmRNAانتهایبهپرايمرهااين:OligodTپرایمرهای•
.شوندمیمتصلpolyAتوالی

هشدشناختهنقاطبرایپرايمرهااين:اختصاصیپرایمرهای•
واقعدروشوندمیطراحیمشخصتوالیباهاmRNAازای

گردندمینظرموردتوالیسازیبهينهباعث







شاملدارندنقشcDNAسنتزدرکهديگریمواد•
(هاdNTP)نوکلئوتيدها•
بافر•
RTآنزيم•

ريبونوکلئازآنزيم•
•RNase HیرشتهدوجداسازییوظيفهکهRNAو

cDNAباشدمیدارد،راهمازشدهسنتز.
هایکيتدرمخلوطیصورتبهمواداينهمهمعمولا•

MasterعنوانتحتويالیدرcDNAسنتز Mixموجود
جداگانهصورتبههاآنافزودنبهنيازیوباشدمی

.نيست



،‌برخی‌کيت‌ها‌به‌صورت‌cDNAبرای‌انجام‌آزمايش‌سنتز‌•
One step و‌برخی‌Two step می‌باشند.

در‌يک‌ويال‌انجام‌ cDNAابتدا‌سنتز‌:‌‌ Two stepدر‌حالت‌•
می‌شود‌

 cDNAمعمولی‌در‌جهت‌بررسی‌بيان‌ژن‌ PCRسپس‌•
.‌سنتزشده‌در‌ويالی‌ديگر‌انجام‌می‌شود

دارند‌و‌باعث‌آسانتر‌شدن‌دقت‌بيشتری‌اين‌کيت‌ها‌•
Trouble shooting در‌هر‌مرحله‌می‌شوند.



Oneحالتدر• step:سنتزمراحلیهمهcDNAتا
کهافرادیبرایوگيردمیانجاموياليکدرژنبيان
.استترمناسبدارندزيادیتسلط

•RNAسنتزجهتشدهاستخراجcDNAوکيفيتبايد
يا1μgمعادلچيزیچونباشدداشتهمناسبیغلظت
سنتزجهتاستفادهبارهردرRNAاز1000ngهمان
.استنيازمورد

شدگفتهبالادرکهموادیبارانظرموردRNAسپس•
دستگاهبهراويالکرديممخلوطيخرویبر

نامهبربارالازمدماهایتاکنيممیمنتقلترموسايکلر
.کنيماعمالاستمتفاوتکيتبهبستهکهزمانی



complementary DNA( cDNA)



تشخیصبرایRT-qPCRواکنشسیستم•
پرایمرجفتیکاقلحدشامل،19کوید

TaqManپروبیکواختصاصی
.استهدفنوکلئیکاسیدبرایاختصاصی



تکنيک‌های،2کروناويروسسارسژنوماطلاعاتاساسبر•
ژنخاصمناطقشناسايیبرایRT-qPCRمختلف

طراحیبالينینمونه‌هایازاستخراج‌شدهRNAباويروسی
.شد

1abبازخوانشچارچوبيعنیهدف،ژنسهابتدا،در•
(ORF1ab)،نوکلئوپروتئين(N)انولوپو(E)،طريقازRT-

qPCRوردمبالاحساسيتواختصاصيتبهدستيابیبرای
.گرفتندقرارارزيابی

NوORF1abژنبرمبتنیتکنيک‌هایکهدادنشاننتايج•
سارسدرهدفژن‌هایبادقيقاًوهستنداختصاصی

.دارندمطابقت2کروناويروس



•RT-qPCRژنبرمبتنیEسايربارامتقاطعواکنش
اننشکروناويروسسارسمانندکرونا،بتاويروس‌های

.داد

ابزاريکعنوانبهEژنبرمبتنیRT-qPCR،بنابراين•
ازويروسها،بتاکرونادودمانبرایجهانیغربالگری

،2کروناويروسسارسکروناويروس،سارسجمله
.شدپيشنهادبقيهوخفاششبه‌سارسکروناويروس



هدفژندوژن،جهشازناشیکاذبمنفیازجلوگيریبرای•
ORF1abوNشدانتخاب.

NوORF1abژنبرمبتنیRT-qPCRاين،برعلاوه•
یتستهافنیدستورالعمل‌هایدرکههستنداستانداردهايی
وشده‌انددادهشرحوتوصيهچيندر19-کوويدآزمايشگاهی

.گرفته‌اندقراراستفادهموردگستردهطوربه

RT-qPCRمثبتنتايجمستلزممثبتمواردآزمايشگاهیتاييد•
-RTمثبتنتيجهيکنمونه،يکدرNوORF1abدوهربرای

qPCRهدفيکتنهابرای(ORF1abياN)نمونه،نوعدودر
.استنمونهيکازمثبتنتيجهدويا

می‌تواندننوکلئيکاسيدتشخيصمنفینتايجاست،ذکرقابل•
عواملبنابراين،.کندردرا2کروناويروسسارسعفونت
شوندگرفتهنظردردقتبابايدتداخل



2کروناويروسسارسنوکلئيکاسيدتشخيصاهداف•
باشدمتفاوتاستممکنکشورهرتوسطتوصيه‌شده

•CDCژنمناطقچينORF1abوNهدفژن‌هایعنوانبهرا
می‌کندتوصيهتشخيصبرای

توسطهدفژن‌هایعنوانبهNژندرهدفسهکهحالیدر•
CDCتوصيهتايلنددربهداشتملیموسسهومتحدهايالات

می‌شود
عنوانبهNوRNA،,E,(RdRP)بهوابستهپليمرازRNAژن‌های•

آلماندرهدفژن‌های
انستيتوتوسطهدفژن‌هایعنوانبهRdRPدرهدفدوو•

می‌شوندتوصيهفرانسهپاستور
وORF1a،Nژن‌هایژاپن،درعفونیبيماری‌هایملیمؤسسه•

Sکرده‌استتوصيهتشخيصبرایهدفژن‌هایبه‌عنوانرا



برخی از کیت های مورد استفاده  برای تشخیص 
19بیماری کوید 

(Rnase P) تشخیصیکیتهای هدفژنداخلیکنترل

Cy5 RdRp: FAM

E: JOE(VIC,Hex)

Biosensor nCoV

E: FAMlighmixSarbecovطول موج660 Roche

Cy5N: FAM

RdRp: VIC

2019-nCoV

HexE: FAM

S: ROX

COVITECH

ROXN: Hex

RdRp: FAM

Pishtazteb



ابرخی کیت های تشخیصی کوید و انفلوآنز

کیت تشخیصی ژن های هدف Rnase)کنترل داخلی P)

پیشتاز طب Flu A:  ROX

Flu B: Hex/ Vic

SARS-COV-2 : FAM

CY5

امیر پیوند Flu A/B: FAM

SARS-COV-2 : JOE(VIC,Hex)

ROX

هانا FLU A: FAM

FLU B: JOE(VIC,Hex)

SARS-COV-2 : texas Red/ROX

CY5

روژه FLU A: FAM

FLU B: Yakima Yellow

SARS-COV-2 : texas Red/ROX

CY5



Analysis







Melt curve Analysis



Standard curve



Standard curve





Real Time PCR Control- internal 

Control

Absence/presence



Real Time PCR Control- Positive 

Control



Real Time PCR Control-weak 

sample



Real Time PCR Control- Negative 

Control



Real Time PCR Control- Negative 

Control



Protocol



programming
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