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راهنمای کیت تشخیص مولکولی
SARS-FLU Plus OneStep RT-PCR

  TaqMan Real Time PCR  نام محصول: کیت تشخیص و تفرق ویروس کرونا و آنفلوانزا با روش
حیطه کاربرد :

ــوده کــه دارای ســاختار ژنومــی RNA تــک رشــته  ــواده کروناویریــده ب SARS-CoV-2 از خان
ــروس شناســایی شــده  ــاری زای کروناوی ــل بیم ــن عام ــوان جدیدتری ــه عن ــروس ب ــن وی اســت. ای

ــد باعــث ایجــاد پنومونــی)ذات الریــه( ویروســی شــود. اســت کــه مــی توان
Influenza از خانــواده ارتومیکســوویریده بــوده کــه باعــث عفونــت بینــی، گلــو و ریــه مــی گــردد. 

آنفلوانــزای A و B از مهــم تریــن انــواع آنفلوانــزای انســانی مــی باشــند. 
  B و A ویــروس کرونــا و آنفلوانــزای RNA کیــت طراحــی شــده جهــت ســنجش کیفــی و تفــرق
ــه هــای تنفســی  ــه ای از نمون ــک مرحل ــه صــورت ت ــا اســتفاده از روش Real-time PCR ب ب
فوقانی)ســواب اوروفارنکــس و نازوفارنکــس( طراحــی شــده اســت و نتایــج حاصــل از ایــن کیــت 
ــا و  ــزا و کرون ــرای تشــخیص بیمــاری آنفلوان ــوان یــک عامــل کمــک کننــده ب ــه عن ــد ب مــی توان
تفــرق ایــن دو از یکدیگــر بــه منظــور انتخــاب درمــان مناســب مــورد اســتفاده قــرار بگیــرد. ایــن 

کیــت قــادر بــه تفــرق آنفلوانــزای A و B از یکدیگــر مــی باشــد.
نتایــج حاصــل از ایــن کیــت فقــط بــرای شــواهد بالینــی اســتفاده شــود و نبایــد بــه عنــوان تنهــا 
ــخیص  ــه تش ــود ک ــی ش ــنهاد م ــرد. پیش ــرار گی ــتفاده ق ــورد اس ــاری م ــخیصی بیم ــتاندارد تش اس

ــد. ــه دســت آی ــار ب ــه فیزیکــی بیم ــج آزمایشــگاهی و معاین ــب نتای ــاری از ترکی بیم
اصول روش کار :

مخلــوط پرایمــر و پــروب ایــن کیــت قــادر بــه شناســایی ناحیــه ORF1ab ویــروس کرونــا، ژن 
ــزا B مــی باشــد.  ــزا A و ژن NS1 ویــروس آنفلوان M1 ویــروس آنفلوان

بــا اســتفاده از محلــول واکنــش ارائــه شــده در کیــت، تکثیــر ایــن الگوهــا مــی توانــد بــه صــورت کیفــی و 
از طریــق افزایــش ســیگنال فلورســانس توســط دســتگاههای Real Time PCR انــدازه گیــری شــود.

محتویات کیت :
ایــن کیــت شــامل محلــول هــای آزمایــش Real Time PCR بــا فرمــت 100 تســتی بــه شــرح 

زیــر مــی باشــد:

میزانردیف محلول
1
2
3
4
5

بافر

پرایمر و پروب

مخلوط آنزیمی

کنترل مثبت

کنترل منفی

1400 میکرولیتر

700 میکرولیتر

140 میکرولیتر

500 میکرولیتر

500 میکرولیتر

زمان)ثانیه:دقیقه(دماسیکلمرحله
1
2

3

1
1

45

42
95
95
58

05:00
00:10
00:05
00:30

تجهیزات مورد نیاز :
سمپلر 10-1 میکرولیتري و سرسمپلر فیلتردار متناسب با سمپلر، دستگاه Real time PCR با حداقل 

4 کانال، استریپ مناسب دستگاه.
شرایط نگهداری :

1- مدت زمان مفید استفاده این کیت 9 ماه بوده که تاریخ انقضا نیز روی کیت درج شده است.
2- این کیت باید در دمای C° 5 ±20- نگهداری شود.

3- ویال مربوط به پرایمر و پروبها دور از نور نگهداری گردد.
4- از ذوب و فریز کردن مکرر محلول ها تا حد امکان جلوگیری شود.

ابزار هماهنگ با کیت :
 FAM, دارای کانالهــای Real time PCR ایــن کیــت قابلیــت انجــام در تمامــی دســتگاه هــای

HEX/VIC.ROX و CY5 را دارا مــی باشــد.
مشخصات نمونه :

1-نوع نمونه: سواب گلو و بینی
2-شــرایط نگهــداری نمونــه: جمــع آوری بــر اســاس شــرایط و نــوع نمونــه طبــق پروتــکل هــای 

موجــود انجــام گیــرد.
ــرای آزمایــش مــورد  ــه ب ــد بلافاصل ــه دریافــت شــده مــی توان ــه: نمون 3-نگهــداری و انتقــال نمون
اســتفاده قــرار گیــرد و یــا در دمــای  C° 5 ±20- بــرای ســه مــاه و در دمــای C° 70- بــرای مــدت 
زمــان طولانــی نگهــداری شــود. از ذوب و فریــز شــدن مکــرر جلوگیــری شــود. نمونــه هــا در زمــان 

ارســال بــه آزمایشــگاه بایــد در محفظــه بســته و در مجــاورت یــخ انتقــال داده شــوند.
آماده سازی پیش از آزمایش :

ابتــدا بــا اســتفاده از راهنمــای کیــت اســتخراج اســید نوکلئیــک ویروســی، RNA ویــروس را بــه 
عنــوان الگــو از نمونــه اســتخراج کنیــد. RNA اســتخراج شــده مــی توانــد بــه صــورت مســتقیم 
بــرای آزمایــش PCR اســتفاده شــود. در غیــر ایــن صــورت در دمــای C° 70- نگهــداری شــود.

ایــن محصــول شــامل کیــت اســتخراج نبــوده و بــا کیــت هــای اســتخراج RNA ویروســی دارای 
مجــوز ســازگار اســت. 

انجام آزمایش:
محتویــات کیــت را از داخــل بســته بنــدی خــارج کــرده و اجــازه دهیــد ذوب شــود. پــس از رســیدن 

دمــای محلــول بــه دمــای اتــاق، اقــدام بــه آمــاده  ســازی واکنــش کنیــد:

ــا توجــه بــه تعــداد نمونــه هــای مــورد آزمایــش و تعــداد کنتــرل هــای مثبــت و منفــی، مقــدار  ب
ــاز مخلــوط واکنــش را آمــاده نماییــد.  مــورد نی

اضافه کردن الگو :
پــس از آمــاده ســازی محلــول هــا، مقــدار 5 میکرولیتــر از نمونــه بــه مخلــوط واکنــش اضافــه کنیــد. 

ســپس درب ویــال هــا را بســته و اســپین کنیــد.
انجام آزمایش :

تیوب ها را داخل دستگاه ترمال سایکلر قرار دهید. نام هر نمونه را وارد نمایید.
انتخاب کانال دستگاه :

کانــال FAM بــرای تشــخیص ویــروس کرونــا، ROX  بــرای ویــروس آنفلوانــزای A و   
HEX/VIC  بــرای ویــروس آنفلوانــزای B و کانــال CY5 بــرای کنتــرل داخلــی انتخــاب شــود.

شرایط انجام آزمایش طبق جدول زیر می باشد:

میزان برای هر تست مواد مورد نیاز برای هر تست

بافر
پرایمر-پروب

مخلوط آنزیمی
)RNA(الگو
حجم نهایی

12/5میکرولیتر
6/3 میکرولیتر
1/2 میکرولیتر
5 میکرولیتر
25 میکرولیتر
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پس از ذخیره کردن تنظیمات، فایل را ذخیره و برنامه واکنش را راه اندازی کنید.
تحلیل نتایج :

پــس از پایــان واکنــش، نتایــج بــه صــورت اتوماتیــک ذخیــره شــده و منحنــی تکثیــر RNA هــدف 
و کنتــرل داخلــی بــه صــورت جداگانــه آنالیــز مــی شــوند.

1- بــرای کنتــرل منفــی و نمونــه بــدون الگــو نبایــد هیــچ منحنــی S شــکل تیپیکالــی در کانالهــای 
ــو  ــدون الگ ــه ی ب ــرای نمون ــال CY5 ب ــود. در کان FAM,HEX/VIC و ROX مشــاهده ش

نبایــد منحنــی مشــاهده شــود. Ct کانــال CY5 بــرای کنتــرل منفــی بایــد کمتــر از 35 باشــد.
ــد  ــای FAM,HEX/VIC, ROX و CY5 بای ــی کاناله ــت Ct تمام ــرل مثب ــرای کنت 2- ب

ــد. ــر از 35 باش کمت
ــورت  ــن ص ــر ای ــد، در غی ــرار باش ــان برق ــور همزم ــه ط ــش ب ــر آزمای ــد در ه ــالا بای ــات ب ملزوم

ــرار اســت. ــه تک ــزم ب ــوده و مل ــه ب ــی نتیج ــش ب آزمای
3-بــرای همــه نمونــه هــا بایــد Ct کانــال CY5 کــه مربــوط بــه کنتــرل داخلــی اســت، کمتــر از 
35 باشــد. اگــر منحنــی S شــکل تیپیــکال در کانــال هــای مربــوط بــه تشــخیص ویــروس هــا مثبت 
باشــد امــا شــاهد منحنــی S شــکل تیپیــکال در کانــال CY5 نباشــیم، تســت همچنــان معتبر اســت.

ــر  ــز کمت ــال FAM رســم شــده باشــد و Ct نی 4- اگــر یــک منحنــی S شــکل تیپیــکال در کان
ــه حضــور دارد و نتیجــه  ــا در نمون ــده ایــن امــر اســت کــه ویــروس کرون از 37 باشــد نشــان دهن

ــا مثبــت اســت. ــروس کرون ــرای وی آزمایــش ب
5- اگــر یــک منحنــی S شــکل تیپیــکال در کانــال HEX/VIC رســم شــده باشــد و Ct نیــز 
کمتــر از 36 باشــد نشــان دهنــده ایــن امــر اســت کــه ویــروس آنفلوانــزا B در نمونــه حضــور داشــته 

و نتیجــه آزمایــش بــرای ویــروس آنفلوانــزا B مثبــت اســت.
ــر  ــز کمت ــال ROX رســم شــده باشــد و Ct نی ــکال در کان 6- اگــر یــک منحنــی S شــکل تیپی
از 36 باشــد نشــان دهنــده ایــن امــر اســت کــه ویــروس آنفلوانــزا A در نمونــه حضــور داشــته و 

ــزا A مثبــت اســت. ــرای ویــروس آنفلوان نتیجــه آزمایــش ب
7- در صورتیکــه منحنــی S شــکل تیپیــکال بــه طــور همزمــان در کانــال هــای مربــوط به تشــخیص 

ویــروس هــا رســم شــود، نمونــه مــورد آزمــون بــرای هــر دو نــوع ویــروس مثبــت می باشــد.
8- اگــر منحنــی S شــکل تیپیــکال در کانــال CY5 بــا Ct کمتــر از 35 رســم شــد و منحنــی در 
هیــچ یــک از کانالهــای دیگرمشــاهده نشــد، نتیجــه تســت بــرای هــر ســه ویــروس کرونــا، آنفلوانــزا 

A و B منفــی اســت.
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عملکرد محصول :
 SARS-CoV-2 ــروس ــی وی ــی ژنوم ــاس توال ــر اس ــت ب ــن کی ــت: ای ــت تس 1- اختصاصی
ــاره دارد.  ــورد اش ــای م ــی ژنه ــرای توال ــی ب ــخیص بالای ــت تش ــده و قابلی ــی ش ــزا طراح و آنفلوان
 human ،ــروس ــا وی ــت کرون ــای مثب ــه ه ــر نمون ــا دیگ ــی ب ــش متقاطع ــچ واکن ــت هی ــن کی ای
 human adenovirus,  1,2,3  rhinovirus, human parainfluenza viruses
ــت. ــداده اس ــان ن entrovirus, staphylococcus, HBV, HCV CMV و HPV نش

ــده  ــان دهن ــه نش ــود ک ــد ب ــس، 100 درص ــاری رفرن ــی تج ــای منف ــه ه ــخیص نمون ــزان تش می
ــت. ــدی اس ــت 100 درص اختصاصی

ــه  ــر س ــرای ه ــت ب ــن تس ــخیص در ای ــل تش ــی قاب ــداد کپ ــل تع ــت: حداق ــیت تس 2- حساس
ــد. ــی باش ــر م ــی لیت ــی در میل ــزا B ، 200 کپ ــروس آنفلوان ــزا A و وی ــا، آنفلوان ــروس کرون وی

3- انــدازه گیــری میــزان دقــت: نتایــج مطالعــه ای کــه بــه منظــور بررســی دقــت ســنجش کیــت 
SARS-FLU Plus OneStep RT-PCR تولیــد شــده توســط شــرکت پیشــتاز بــه صــورت 

intra و inter انجــام شــد، بــه اختصــار آورده شــده اســت.
نتایج :

Inter Assay
مربوط به نمونه کرونا

CV%SDMean CtNo. of Tests Sample

-
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-
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CV%SDMean CtNo. of Tests Sample
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1.8

0.54
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20

undetectable

33.1

24.06

Negative

Weakly Positive
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CV%SDMean CtNo. of Tests Sample

-
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1.90
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1.62

0.43
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CV%SDMean CtNo. of Tests Sample
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CV%SDMean CtNo. of Tests Sample
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5.01

2.00

-

1.61

0.45
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undetectable

32.11

22.43
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Positive

CV%SDMean CtNo. of Tests Sample

-

4.72

2.73

-

1.57

0.66

20

20

20

undetectable

33.26

24.11

Negative

Weakly Positive

Positive

A مربوط به نمونه آنفولانزا

B مربوط به نمونه آنفولانزا

Intra Assay
مربوط به نمونه کرونا

A مربوط به نمونه آنفولانزا

B مربوط به نمونه آنفولانزا

ــخص  ــج مش ــت در رن ــی تس ــل از بررس ــده، CV حاص ــت آم ــج بدس ــه نتای ــه ب ــا توج ــه: ب نتیج
ــازی  ــد. آماده س ــی باش ــول م ــل قب ــر قاب ــورد نظ ــت م ــرد کی ــوده و عملک ــده)کمتر از 10( ب ش

ــا : ــگیری ه ــرات و پیش خط
- این محصول تنها قابلیت استفاده in-Vitro دارد.

- پرسنل می بایست آموزش دیده بوده و با خطرات احتمالی آشنایی کامل داشته باشند.
- تمامی نمونه ها می بایست به صورت عفونی در نظر گرفته شوند.

- آزمایش می بایست در زیر هود کلاس II انجام شود.
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