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 کیفیراهنمای کیت تشخیص 

SARS-CoV-2/FluA/FluB One-Step RT-PCR 

 

 نام محصول 

 Aآنفلوآنزای نوع  و COVID-19همزمان کیفی  کیت تشخیص

 TaqMan Real Time PCRبا روش  Bو 

 

 مورد استفاده

-SARSهمزمان ویروس  کیفی و این کیت برای شنننااینننایی

CoV-2 ،FluA  وFluB  با ایتفاده از روشReal-time PCR 

به صنور  ت  مرلله ای ررالی شن ه اینت و نتایا لاصز از    

این کیت می توان  بعاوان عامز کم  کاا ه برای تشننخیص و 

ایننتفاده شننود    Bو  A، آنفلوآنزا نوع 91-افتراق بیماری کووی 

 و نتایا لاصز از این کیت به تاهایی برای تشخیص کافی نبوده

 علائم بالیای بیمار نیز بای  برریی شود 

 

 اصول روش کار

 که باشنن  یم ها مریپرا و ها پروب از یمخلور شننامز تیک نیا

 شنن ه محافظت یژنوم یهایتوال SARS-COV-2 روسیو یبرا

RdRp ،نوع یآنفلوآنزا روسیو یبرا A یژنوم یتوال M یبرا و 

 همزمان صنور   به را HA یژنوم یتوال B نوع یآنفلوآنزا روسیو

 ش ه ارائه PCR واکاش محلول از اینتفاده  اب  ده یم قرار ه ف

 قیرر از و کیفی صننور  به توان یم الگوها نیا ریتکث ت،یک در

 Real-Time یهادیننتگاه توینن  فلوریننان  گاالیینن شیافزا

PCR پرایمر کاترل داخلی در این کیننت   شنننود یریگ اننن ازه

RNase P    می بناشننن  کنه نتایا این کاترل باعا افزایش دقت

نمونه برداری و اینننتخراه  هت پرهیز ار نتایا مافی کامب می 

 شود 

 کیتمحتویات 
با  Real Time PCRن کینت شنننامنز محلول های آزمایش   ای

 تستی به شرح زیر می باش   911فرمت 

 

 

 مواد و تجهیزات مورد نیاز

 همراه کیت ارائه نمی بهموارد زیر برای انجام تست لازم بوده و 

 ها را فراهم نمایی  گردد  قبز از شروع کار آن

  هود بیولوژی/ PCR Work Station 

 Vortex  

 Cryo /Cool BOX 

 (ب ون پودر) دیتکش یکبار مصرف  

  یخچال و فریزر 

 Microcentrifuge (16,000 x g) 
 Real time PCR system  

  های )پلیت (لوله  Real time PCR reaction 

    پنین ننت   منینکنرو  (0.5 µl – 1000 µl) فیلتر دار و
RNase/DNase Free 

 های  بمیکروتیوRNase/DNase Free 

 Biohazard waste container 

 Tube racks  

 

 شرایط نگهداری

  این کیت بای  در تاریکی و در دمایCo −20 ± 5  

 .دنگه اری شو

  تاریخ ماه بوده که تا  91م   زمان مفی  ایتفاده از کیت

 انقضای دره ش ه بر روی کیت قابز ایتفاده می باش  

  مرتبه( 3)بیشتر از  محلول ها مکررو فریز ش ن از موب 

  خودداری کای 

  داری  نگهخا   کار ها را در ری مرالز محلولتمام  

  مخلوط آنزیمی باقی مان ه به م   دو هفته در دمای

 یخچال پای ار می باش  

 

 کیتهماهنگ با دستگاه 

دارای  Real Time PCRاین کیت در تمامی دیتگاه های 

 FAM،HEX/VIC/JOE  ،ROX/TEXAS کانال های

RED  وCY5  قابز ایتفاده ایت 

 مشخصات نمونه

 نازوفارنک ، اوروفارنک  و بافر نگه ارن ه ویروس نوع نمونه:

: نمونه گیری شرایط نمونه گیری، نگهداری و انتقال نمونه

برایاس شرای  و نوع نمونه ربق پروتکز های مو ود انجام 

گیرد  نمونه دریافت ش ه می توان  بلافاصله برای آزمایش مورد 

Co −20ایتفاده قرار گیرد و یا در دمای   ± برای یه ماه   5

برای م   زمان رولانی نگه داری شود   Co −70و در دمای  

 لوگیری شود  نمونه ها در زمان از موب و فریز ش ن مکرر 

اریال به آزمایشگاه بای  در محفظه ی بسته و در مجاور  یخ 

 انتقال داده شون  

REF.: FSD              (100 Tests) 

No. Type of Reagent Presentation 
100 Rxns 

REF. 

1 
2 
3 
4 

Master Mix (MM) 
Primer/Probe Mix (PP) 
Negative Control (NC) 
positive Control (PC) 

1vial, 600µl 
1vial, 400µl 
1vial, 50µl 
1vial, 50µl 

MM600 
PP400 
NC50 
PC50 
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 آماده سازی پیش از آزمایش
ا ویروس را با ایتفاده از کیت های ایتخراه    RNAابت 

   کایایتخراه آن ایی نوکلئی  ویرویی و ربق راهامای 

ایتخراه ش ه را مستقیما برای    RNAی   می توانی 

ایتفاده کای  و یا در غیر این صور  در دمای   PCRآزمایش 

Co−70   نگه اری شود  از موب و فریز ش ن مکررRNA  

 خودداری کای  

نبوده و با    RNAز کیت ایتخراه متو ه: این محصول شا

ی High Pureو Qiagen DSP Viral RNAکیت ها  

Viral nucleic Acid Roche  های ایتخراه و دیگر کیت

RNA  یازگار می مورد تایی  اداره کز تجهیزا  پزشکی

 باش  

 

 انجام آزمایش

و در محز ماایب و ایتریز  بای  تمام مرالز انجام آزمایش

انجام شود  برای  qPCRای و مسل  به توی  کاربر لرفه

انجام آزمایش ابت ا محتویا  کیت را از داخز بسته با ی 

با تو ه به خاره کرده و ا ازه دهی  در دمای اتاق موب شود  

تع اد نمونه های مورد آزمایش و تع اد کاترل های مثبت و 

مافی، مق ار تعیین ش ه از محلول ها را به شرح زیر آماده 

 کای  
 

 ماده مورد نیاز
 مورد نیاز حجم

 (1Xبرای هر تست )

 / مثبت کاترل / (RNAالگو )

 کاترل مافی
 میکرو لیتر 91

 میکرولیتر 6 (MM) مسترمیک 
 میکرولیتر 4 (PP) پروب/مریپرا

 مسنننترمیک  لجم (MM) پروب/پرایمر و (PP)  در هر

واکاش با تع اد نمونه ها ضنرب می شود که شامز کاترل 

های تهیه شنن ه ایننت  با تو ه به ها، ایننتان اردها و نمونه

ی  نمونه اضنننافی  در رون  پییتیاگ همواره التمال خطا

در نظر بگیرین   مواد را بنه رور کنامنز مخلوط کرده و به     

 .م   کوتاهی در دیتگاه یانتریفیوژ قرار دهی 

 6  ارمق فیلتردار یری به ش ه تجهیز پی ت از ایتفاده با 

برداشته شود و در  PPمیکرولیتر از  4و  MMمیکرولیتر از 

  قرارداده شود Real Time PCRهای واکاش  )پلیت( لوله

 کاترل مافی یامیکرولیتر از الگو ) 91ی   به رور مجزا 

( در لوله ها )پلیت( های مختلف واکاش یا کاترل مثبت

بلافاصله لوله )پلیت( ها را ببا ی  تا از آلودگی   اضافه کای 

  لوگیری شود 

 در قسمت انتهایی لوله  ا زای واکاش آوری  مع ماظور به

 بایست لول محور رولی به آرامی گردان ه شود ها می

  قرار دهی   کانال تیوب ها را  داخز دیتگاهFAM  ژن(

HA)  برای ویروسInfluenza B ،کانال 

HEX/VIC/JOE   ژن(Rdrp برای )SARS-COV-2، 

( برای ویروس M)ژن  ROX/TEXAS REDکانال

Influenza A  و کانالCY5  برای کاترل داخلی )ژن

RNase P )  انتخاب کای 

  اگر از دیتگاه های شرکتABI  ایتفاده می کای  لطفا رنگ

( را بر روی تاظیمننا  Passive Referenceرفرن  داخلی )

none   پیشننناهادی انجام آزمایش ربق شنننرای   قرار دهی

   ول زیر می باش :

 

 نتایجتحلیل 

کاترل مافی و مثبنت بای  به درینننتی انجام  : کیفی کنترل

 شود در غیر ایاصور  نتایا نمونه ها نامعتبر ایت 
 

 Ct Value انالک
FAM 

(FLU B) 

HEX 
(SARS-COV-2) 

ROX 
(FLU A) 

CY5 
(IC) 

کنترل 

 منفی

 

UNDET 

 

UNDET 

 

UNDET 
 

UNDET 

کنترل 

 مثبت

 

≤30 

 

≤30 

 

≤30 

 

≤30 

باش ،  بای  برای هر آزمایش به رور همزمان برقرار ملزوما  بالا

 در غیر این صور  آزمایش بی نتیجه بوده و ملزم به تکرار ایت 

 

 حد آستانه مثبت:

و  Negative Controlبالای تمام   (Threshold)ل  آیتانه 

مر ع برای  Ctبا تو ه به مطالعه مق ار  نویزها قرار داده شود 

 ایت  41ژن های مورد ه ف و ژن کاترل داخلی این کیت 

 

 

 سیکل زمان دما مرحله
Reverse 

Transcription 
50ºC 11 9 دقیقه 

cDNA Initial 

Denaturation 
95ºC 91 9 ثانیه 

Denaturation 95ºC 91 ثانیه  

41 
 

Annealing, 

Extension and 
Fluorescence 

measurement 

 
58ºC 

 

 ثانیه 31
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 :تفسیر نتایج

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

گیری و انتقال * در صور  ع م رعایت شرای  ایتان ارد نمونه

نمونه ممکن ایت مافی کامب در نتایا مشاه ه شود  اگر در 

 PCRها یا آماده یازی واکاش لین آماده یازی نمونه

 Cross Contaminationهای لازم  هت  لوگیری از التیاط

صور  ن ذیرد، ممکن  های فیلتر دار()مانا  ایتفاده از تیپ

 ایت باعا بروز نتایا مثبت کامب در تست گردد 

 

 محدودیت های روش تشخیصی
 و نتایا آزمایش این کیت فق  برای رفرن  بالیای هستا 

تشنخیص قطعی بای  برایناس علانم و برریی های بالیای   

 بیمار تعیین شود 

در صنننور  نموننه گیری نناماناینننب، پردازش، انتقال و    

همچاین غلظت کم نمونه ممکن ایننت نتایا مافی کامب 

لاصنز شنود  همچاین شنرای  نگه اری ناماایب محلول    

ها می توان  باعا نتایا مافی کامب شنننود  تاوع در توالی 

و تغییرا  توالی ایجنناد  SARS-CoV-2هنن ف ویروس 

تایا مافی کامب می باشننن   شننن ه از دلایز دیگر ایجاد ن

نیز می توان   PCRدیگر مسننناینز مهار و مح ود کاا ه  

 باعا نتایا مافی کامب شود 

آلودگی های ایجاد شنن ه در رول پردازش نمونه می توان   

 باعا نتایا مثبت کامب شود 

 Good Laboratoryآزمننایش بنناینن  براینننناس قوانین 

Practice (GLP)  انجام شود 

آزمایش را انجام  کیتراهامای  براینناسدقیقا  بای  اپراتور

 ده  
 

 عملکرد محصول

 

 :تستآنالیتیکال اختصاصیت 

اختصاصیت کیت هم بصور  انجام تست در آزمایشگاه و بر 

های مختلف و هم بصور  های یویهنمونه روی

 بیوانفورماتی  برریی گردی   

ای زاین کیت هیچ واکاش متقارعی با یایر عوامز عفونت

 ،Klebsiella pneumoniaاز  مله  تافسی

Streptococcus pneumonia،Haemophilus 

influenza، pseudomonas aeruginosa ،

Legionella pneumophila ،Pertussis، aureus 

Staphylococcus  ،PIV ،ADV  وRSV   تست  ن ارد

برروی نمونه ایتان ارد یا بالیای عوامز فوق صور  پذیرفته 

  ایت 

بصور   هااختصاصیت تمامی پرایمر و پروبهمچاین، 

 Primer BLASTبا ایتفاده از نرم افزار و بیوانفورماتیکی 

برای  BLASTگردی    برریی و تایی  NCBIپایگاه داده 

 nrمربوط به  Databaseها و با ایتفاده از تمامی توالی

(bacteria (taxid:2) ،viruses (taxid:10239)  و

humans (taxid:9605)های ( انجام گرفت  برریی

پرایمر و  ی%911دها ه اختصاصیت بیوانفورماتیکی نشان 

ها برای شاایایی گونه های مورد نظر )آنفلوانزای پروب

پرایمر و پروب  باش  ( میSARS-COV-2و  Bو  Aتایپ 

بر ایاس   SARS-COV-2 شاایاییررالی ش ه برای 

 Gene Bank) ( nCoV_1191)یویه 

accession:MN908947) های در برریی و باش می

)یویه  B.1.1.7های یویه بیوانفورماتیکی قابلیت شاایایی

)یویه  B.1.35.1 ،)یویه برزیلی(B.1.1.28  انگلیسی(، 

نیز دارا بود را  )یویه ها ی(  B.1.617و  آفریقای  اوبی(

 باش  ها را دارا نمیولی قابلیت افتراق بین آن

 

 تستآنالیتیکال حساسیت 

ل اقز تع اد قابز درصننور  ایننتفاده صننحیی از کیت،  

ویروس در نمونه  10*25 در این تست، )LOD(تشخیص

 باش  می

 

 

 Ct Value تفسیر نتایج 
FAM HEX ROX CY5 

1 UNDET UNDET UNDET 25-30 مافی یا زیر ل  تشخیص 

 

2 

 

 
UNDET 

 

 
UNDET 

 

 
UNDET 

 

 
30-40 

بسیارکم و نیاز  RNAمیزان 

بنه نموننه گیری مج د می   

 باش 

3  

UNDET 

 

UNDET 

 

UNDET 

 

UNDET 
/ مح ودیت  RNAع م و ود

 ع م تشخیص دیتگاه/ 

4 ≤35 UNDET UNDET -----  آنفلوآنزای نوعB مثبت 

5 UNDET ≤35 UNDET -----  مثبت 91-کووی 

6 UNDET UNDET ≤35 -----  آنفلوآنزای نوعA مثبت 

 
7 

هاوز  Ct: اگر شیآزمنا تکرار  ----- ----- ----- 35-40

ایننت، تست  41تا  31بین 

 برای کانال مثبت ایت 

          35-40 ----- ----- 
----- ----- 35-40 ----- 

 

 
8 

 
≤35 

 
≤35 

 
----- 

 
----- 

نمونننه نننادر: آزمننایش مجنن دا 

تکرار شننود و آلودگی برریننی  

شود  اگر نتیجه مشابه قبز بود 

 91- فرد مبتلا به کووی التمالا

 نزا می باش  و آنفلوآ

 
----- 

 
≤35 

 
≤35 

 
----- 

 
9 

 
≤35 

 
≤35 

 
≤35 

 
≤35 

رار تک شیآزمانمونه بسیار نادر: 

اگر و آلودگی بررینننی شنننود  

 نتیجه مشنننابه قبز بود التمالا

و  91-فنرد مبتلا بننه کووینن  

  باش نزا می آنفلوآ
 

 



 تهران،اوین، بلوار دانشجو، دانشکده دندانپزشکی، طبقه پنجم، پژوهشکد علوم دندانپزشکی نشانی:

  www.dibahitech.comوبسایت:                                    112-14627564:  ارتباط با پشتیبانی

Page 4 of 7 
 

 

 

 

 کیت دقت

تکرار  1بررینننی ینننه لا  مختلف و انجام  ت بادقنت کی 

مورد  3برروی هر ک ام مورد برریی قرار گرفت که در هر 

 بود  CV (%)  ≤5%دارای 

 

 بالینی کیتارزیابی 
نمونه مثبت  41الیای کیت با انجام تسنت بر روی  ب ارزیابی

و مقایسنننه  نمونه مافی 41و  33تا  11بین  Ctدر دامانه  

 برایکیت شنرکت پیشتاز رب  ) ها با کیت/روش مر عآن

برای  WHO مر ع روش و SARS-COV-2شنناایننایی 

Influenza A/B)   صننور  پذیرفته ایننت  نتایا ب یننت

این  %911دها ه لسناینیت و اختصناصنیت     آم ه نشنان  

و  Bو  Aهای آنفلوانزای تایپ کیت برای شنااینایی یویه  

 باش  می SARS-COV-2همچاین 

 

𝐶𝑙𝑖𝑛𝑖𝑐𝑎𝑙 𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 =
𝑇𝑟𝑢𝑒 𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒

𝑇𝑟𝑢𝑒 𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒 + 𝐹𝑎𝑙𝑠𝑒 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒
→

40

40
= 100% 

𝐶𝑙𝑖𝑛𝑖𝑐𝑎𝑙 𝑆𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑡𝑦 =
𝑇𝑟𝑢𝑒 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒

𝑇𝑟𝑢𝑒 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒+𝐹𝑎𝑙𝑠𝑒 𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒
→

40

40
= 100% 

 

 

 ها پیشگیریخطرات و 
 

لطفنا پیش از اینننتفناده راهامای کیت را به دقت مطالعه   

ا برون تای راین محصننول تاها قابلیت اینننتفاده ی  کای   

    دارد

بای  به صور  بالقوه  ی گرفته شن ه از بیمار تمام نمونه ها

پرینناز آزمایشننگاه  از این رو، عفونی در نظر گرفته شنون   

( شنننامز PPEبای  ملزوما  پوشننش لرفه ای و محاف) ) 

ایننتفاده از دیننتکش های یکبار مصننرف، عیا ، گان یا   

  دیننتکش ها بین هر ی را رعایت کاا روپوش آزمایشننگاه

ر ی های مهانمونه بای  مرتبا تعویض ش ه تا از ایجاد آلودگ

آزمایش های  کاان ه در رونن  آزمنایش  لوگیری شنننود    

ی با التمال عفونی بودن بای  در ی  مربوط بنه نموننه ها  

انجام   BSL-2 facilityدر ی  1کنابیانت )هود( کلاس   

پریاز آزمایشگاه بای  آموزش دی ه باشا  و آشاایی شون   

رل تکامز با رون  و خطرا  دینتگاه ها را داشته باشا   کا 

تسنننت هننای  کیفی نیز برای هر آزمننایش انجننام شنننود 

تشخیصی بای  از شرای  ایتان ارد آزمایشگاه شامز رعایت 

پیشنننگیری های اینننتان ارد در زمان کار با نمونه ی بیمار 

پیروی کاا   برای دفع زباله  از رون  ایتان ارد پاتوژن های 

 تافسی دیگر پیروی کای  

من یرینت آزمنایشنننگناه بناین  ربق دینننتورالعمز های       

آزمایش  انجام انجام شننود  پرویننه ی PCRآزمایشننگاهی 

 تمام ویایز وبه دقت به مرالز مختلف تقسنیم شود   بای 

مام ت   از ررفیبای  پیش از اینتفاده اینتریز شن ه باشا    

ویایز و امکانا  بای  به هر مرلله آزمایش اختصاص داده 

 ال به بخش دیگری نباشا    ش ه و قابز انتق

روز در بسننته با ی فومی با پ  های  7این کیت به م   

 11یخ قابز لمز می باشننن  و دمای آن نیز بای  کمتر از 

در ه یننانتی گراد باشنن  تا از نیمه عمر محصننول کایننته 

 نشود 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Concentration 

(copies/RXN

） 

Positive 

Detections 

Total tests 

 /time 

 

Detection 

Rate 

2000 20 20 100% 

1000 20 20 100% 

500 20 20 100% 

250 18 20 90% 

125 16 20 80% 

 

   Samples 

 

Test 

Times 

 

FLU A 

(FAM) 

SARS-COV-2 

(HEX) 
FLU B 

(ROX) 

RP 

(IC) 

(CY5) 

Precision 

Reference 

1 27.33 29.37 29.12 23.21 

2 27.44 29.34 29.85 23.12 

3 27.69 29.34 29.95 23.45 

4 27.88 29.43 29.38 23.32 

5 27.59 29.34 29.56 23.91 

6 27.01 29.45 29.42 23.54 

7 27.07 29.12 29.25 23.21 

8 27.47 29.82 29.31 23.42 

9 27.38 29.54 29.35 23.43 

Calculated CV: ≤5%  ≤5%  ≤5%  ≤5%  

 
 تعداد و درصد مثبت نسبت به کیت/روش مرجع

SARS-Cov-2 
 RdRp ژن

 A  تایپ آنفولانزا
 M ژن

 ژن B تایپ آنفولانزا
HA 

مثبت 

(ct:20-38) 
04/04 044% 04/04 044% 04/04 044% 

 %4 04/04 %4 04/04 %4 04/04 منفی
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 گزارش ارزیابی فنی کیت 
 

 ارزیابی منحنی استاندارد:

 

 

 

 

 

 

 درص  13(: Efficiencyبازده واکاش )

   31(: ییکز Y-interceptعرض از مب ا واکاش )

   1911(: 2Rضریب همبستگی واکاش )

 

 

 گراف تکثیر:

 

 

 

 

 

 

 

 

 Sتکثیر به صور  مشاه ه ش  و گراف  31تا  13برایناس نتایا نشنان داده شن ه در اشکال بالا، مقادیر ب یت آم ه از ییکز    

 نمودار تکثیری را نشان نمی ده   NTCهمچاین نمونه  می باش  
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