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KIA COV)) 

 کیت تشخیص کیفی ویروس کرونا

2 One-Step RT-qPCR Detection Kit)-(SARS-CoV 

For In Vitro Diagnostics (IVD) 

 
 FPKF119.0100کد کاتالیتیک: 

  -C°02نگهداری: دمای 

------------------------------------------- 

 محتویات کیت:

 اجزا حجم

1000 μl یمـیمخلـوط آنز RT PCR 

300 μl یمر و پروبامخلوط پر 

500 μl کنترل مثبت 

1000 μl کنترل منفی 

 :توضیحات
2-SARS-CoV  بزرگ از خانواده عضویCoronaviridae ساختار  یدارا بوده و

عموماً به  روسیواین ذرات ، مثبت است سنسبا  یتک رشته ا RNA یژنوم

 روسیخانواده از و نیا. نانومتر هستند 028تا  08با قطر  و تاج دار یشکل کرو

. دندار رامانند خفاش ها، شترها، گربه ها  یمهره دارانتوانایی آلوده سازی  ها

 شد ییشناساپاتوژن عامل جدید عنوان به 2802جدید در سال  کرونا روسیو

کیت د. شودر انسان نفس  ی( و تنگی)پنومون هیالرذات جادیباعث ا تواندیکه م

حضور یا عدم  یفیک یابیارزو  کرونا روسیو RNAشناسایی  حاضر بر مبنای

 جیشده است و نتا یطراح  Real-time PCR با استفاده ازحضور این ویروس 

مورد  COVID-19 بیماری صیتشخ یبرا یتواند به عنوان کمک یم تیک نیا

وان تنها به عن دینبا تست نیا جیتاباید توجه داشت که . نردیاستفاده قرار گ

 بیا ترکب صیشخو لازم است ت شوداستفاده  یماریب نیا یصیتشخ ستانداردا

 .صورت پذیردماریب شواهد بالینیو  یشگاهیآزما جینتا سایر

 

 شرایط نگهداری کیت:

 طیشرا نیشود. در ا ینگهدار گرادیدرجه سانت -28 یدر دما دیبا تیک نیا-

  هستند. داریپا دیتول خیسال از تار کیمعرف ها به مدت 

پایدار به مدت دو هفته در دمای یخچال  RT PCR یمـیمخلـوط آنز -

 می باشد

 محتویات کیت تا حد امکان پرهیز کنید. مکررز ذوب و فریز شدن اس -

 

 :دستورالعمل

 عنوانببررسی سه ژن کرونا ویروس و یک ژن انسانی  مبنایبر  KIA COV کیت

در  RdRp (Hex) ژنهای ویروسی شامل ژن کنترل داخلی طراحی شده است.

تشخیص  .می باشددر کانال قرمز N (Cy5) و در کانال سبز  E (Fam) ،کانال زرد

 توسط فلورسانس سیگنال افزایش و الگو تکثیر کیفی و از طریق به صورت

 RNase Pهمچنین ژن انسانی  .صورت می گیرد Real Time PCRدستگاهها 

(ROX)  اعثب کنترل این نتایج در کانال نارنجی مورد بررسی قرار میگیرد که 

 کاذب منفی نتایج از پرهیز جهت استخراج و نمونه گیری پروسه دقت افزایش

 .شود می

 :نمونه مشخصات

 ینینوع نمونه: سواب گلو و ب .0

 یو نوع نمونه طبق پروتکلها طیبراساس شرا ی: جمع آوریرینمونه گ طیشرا .2

شود به دستور العمل نمونه گیری معاونت درمان  رجوع)ردیموجود انجام گ

 .وزارت بهداشت(

 بلافاصلـه توانـدیشـده م افـتیدر یو انتقـال نمونـه: نمونـه  ینگـهدار .3

 یبـرا  -C 28°    یدر دمـا ـایو  ـردیمـورد اسـتفاده قـرار گ ـشیآزما یبـرا

شــود.  ینگــهدار یمـدت زمــان طولانــ یبـرا  -C 08° سـه مـاه و در دمـا

. نمونه هــا  در ــودش یــریشــدن مکــرر جلوگ ــزیاز ذوب شــدن و فر

 ـخیبسـته و در مجـاورت  یدر محفظـه  ـدیبا شـگاهیزمـان ارسـال بـه آزما

 .انتقـال داده شـوند

 :شیاز آزما شیپ یساز آماده

 ،یوسـریو ـکینوکلئ دیاسـتخراج اسـ ـتیک یبـا اسـتفاده از راهنمـا ابتـدا

RNA  این محصول دارای ـدیرا بعنـوان الگـو از نمونـه اسـتخراج کن ـروسیو .

و  Vrial RNA Qiagen DSPو استفاده از کیتهای  نبوده RNAکیت استخراج 

High Pure Viral Nucleic Acid Roche تمامی کیت های استخراج  وRNA 

 می باشند بلامانع است.ی اداره کل تجهیزات پزشکویروسی که دارای مجوز 

RNAـشیآزما یبـرا مایمسـتق توانـدیاسـتخراج شـده م PCR  اسـتفاده شـود و

 ـدنشـود. از ذوب ش ینگـهدار -C 08°یصـورت در دمـا ـنیا ـریدر غ ـای

 .ـدیکن یخـوددار  RNAشـدن مکـرر الگـو  ـزیو فر

 :شیآزما انجام

  :انجام شود لیمحلول ها در محل مناسب و استر یآماده ساز 

 ـدیخـارج کـرده  و اجـازه ده یرا از داخـل بسـته بنـد ـتیک ـاتیمحتو .0

 اتـاق ذوب شـود. یتـا در دمـا

مخلـوط واکنـش: حجـم نمونـه مـورد اسـتفاده شـده  یآمـاده سـاز .2

 شـیباشـد. نمونـه مـورد آزما تـریکرولیم 0یا  5 می تواندتسـت  ـنیدر ا

 :ـدیکن یرا مطابق جـدول آمـاده سـاز

 ادهمنوع  واکنش( 1ادیر)مق

 RT PCRی مـیمخلـوط آنز تریکرولیم  12 تریکرولیم  08

 و پروب مریپرا تریکرولیم 3 تریکرولیم 3

 DEPC آب تریکرولیم 2 -

 RNA الگو تریکرولیم 5 تریکرولیم 0

 یینها حجم تریکرولیم 28 تریکرولیم 28
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 (RNA)اضافه کردن الگو .3

 ـشیانجـام آزما محلمحلول هـا، مخلـوط حاصـل را بـه  یاز آماده سـاز پـس

 .ـدیمنتقـل کن

 0یا  5الگـو مـورد نظـر، مقـدار  ـزانیبراسـاس مدر نظر داشته باشید که 

نـش و کنتـرل مثبـت بـه محلـول واک یاز نمونـه  الگـو، کنتـرل منفـ تـریکرولیم

در هـر  تـریکرولیم28 ـدیبا یـی. حجـم نهاـدیاضافـه کن در دو واکنش مجزا

  .باشـد ـالیو

 PCR شیانجام آزما .4

. نمونــه ــدیقــرار ده کلریهــا را داخــل دســتگاه ترمــال ســا بــویت

 .ــدیرا وارد کن یمثبــت و منفــ یکنتــرل هــا ــش،یمــورد  آزما

 

 : Real Time کانال انتخابتنظیم دستگاه و 

 ، (Hex, yellow)در کانال زرد  RdRp  ژن

E (Fam, green)  در کانال سبز و N (Cy5, red) یرا بــرادر کانال قرمز 

یا نارنجی   ROX کانالو  ــدیانتخــاب کن COVID-02 ــروسیو صیتشــخ

 .دیکن میتنظ  RNase P  یکنترل داخل صیتشخ یرا برا

  Rotor Gene 6000 ،Biomolecular Systemsتنظیمات مراحل در دستگاههای 

(MIC) ، Light Cycler Roche وABI  رنـگ  لطفـامشابه جدول ذیل می باشد اما

 .ـدیقـرار  ده none مـاتیتنظ یرا بـر رو Reference Passiveیرفرنـس داخلـ

 :باشدیم ریز یشنهادیبر طبق جدول پ شیانجام آزما یشنهادیپ طیشرا

 C◦ دما زمان مرحله کلیس

1 Reverse Transcription 15 min 50 

1 cDNA Initial Denaturation 3 min 95 

45 

Denaturation 10 sec 95 

Annealing, Extension 

&Fluorescence measurement 
40 sec 58 

 :جینتا لیتحل

 یـشــده و منحنـ ــرهیذخ ــکیبــه صــورت اتومات ــجیواکنــش، نتا ــانیاز پا پس

 ــزیبــه صــورت جداگانــه آنال یهــدف و کنتــرل داخلــ RNA صیتشــخ ــریتکث

   صورت می پذیرد.ارائه شده آنالیز نتایج بر اساس جدول   .شــوند یم

 نارنجی نتیجه

(Rox) 

 قرمز

(Cy5) 
  زرد

(Hex)  
 سبز

(Fam) 

 Ct < 40 Ct < 40 Ct < 40 Ct < 40 مثبت

 Ct < 40 Ct < 40 Ct < 40 - مثبت

 Ct < 40 Ct < 40 - Ct < 40 مثبت

 Ct < 40 - Ct < 40 Ct < 40 مثبت

 Ct < 40 Ct < 40 - - مثبت

 Ct < 40 - Ct < 40 - مثبت

 - Ct < 40 - Ct < 40 مثبت

 - - Ct < 40 Ct < 40 مثبت

 Ct < 40 - - Ct < 40 *مثبت مشروط

 - - - Ct < 40 منفی

 - - - - **تکرار

در صورت تکرار آزمایش و حاصل شدن نتیجه مشابه مثبت تایید شده گزارش *

 می شود.

احتمال خطا در نمونه گیری و یا مراحل استخراج وجود دارد، لذا تکرار  **

 یک یا هر دو مرحله الزامی است.

 معیار کنترل کیفی واکنش:
در نظر گرفته   48برای ژن های ویروسی کمتر از  (Threshold)حد آستانه مثبت  .0

 می شود.

غیر این صورت  نباید نموداری داشته باشد در 48کنترل منفی تا قبل از سیکل  .2

 می باشد.  پس از بررسی مراحل واکنش آلوده بوده و نیاز به تکرار آزمایش

قابل مشاهده باشد در  Ct 38نمودار کنترل مثبت در تمامی کانال ها باید زودتر از  .3

 غیراین صورت واکنش به درستی انجام شده و نیاز به تکرار می باشد.

 طرات و پیشگیری ها:خ

 کنید مطالعه دقت با را استفاده راهنمای استفاده از پیش لطفا. 

 خطرات و روند با کامل آشنایی و باشند دیده آموزش باید آزمایشگاه پرسنل 

 .شود جامان آزمایش هر برای باید نیز کیفی کنترل. باشند داشته دستگاهها

 تشخیص  آزمایشگاههای دستورالعملهای طبق باید آزمایشگاه مدیریت

 .شود انجام مولکولی

 امکانات و لوسای تمام. باشند  استریل شده استفاده از پیش باید وسایل تمام 

 و شده داده مجزا اختصاص صورت به آزمایش مرحله ی هر به باید نیز

 .نباشند دیگری بخش به انتقال قابل

 رسنلپ. شوند گرفته نظر در عفونی بالقوه صورت به باید نمونه ها تمام 

 که کنند رعایترا  PPE محافظ و حرفهای پوشش ملزوماتباید  آزمایشگاه

 روپوش یا گان عینک، مصرف، بار دستکش های یک از استفاده شامل

 از تا هشد تعویض مرتبا باید نمونه هر بین دستکشها. میشود آزمایشگاه

 .شود جلوگیری آزمایش روند در مهارکننده آلودگیهای ایجاد

 یک در دبای بودن عفونی احتمال با هایی نمونه به مربوط بالینی آزمایشهای 

 شرایط از باید تشخیصی تستهای. شوند انجام 2کلاس )هود)کابینت

 با ارک زمان در استاندارد های پیشگیری رعایت شامل آزمایشگاه استاندارد

 وژنهایپات استاندارد روند از ها زباله دفع برای. کنند پیروی بیمار ی نمونه

 .کنید پیروی دیگر تنفسی

 

 :LODو  آنالیتیکال تـاسیـحس
حاضر و کیت  کیتتوسط  وساخته تکرار  ویال 28تعداد  Poolیک نمونه از  

 Ctتکرار با  28، نتایج تمامی بدست آمدانها  Ctدار قمو  مرجع تست شدند

 ،تکرار حاصل شد 28ز نزدیک به هم ا Ctداشته و  تبقمطاکاملا  Poolنمونه 

در  د،درصد نشان دادن088همبستگی نتایج در واقع می توان بیان کرد که، 

همچنین  ژن را مشاهده می کنید. 3تصاویر ذیل گراف سیگموئیدی مرتبط به هر 

 پایین ترین حد قابل تشخیص توسط کیت حاضردر ادامه توسط محاسبات دقیق 

کوچکتر  Ct Cut Offو میزان  بود کپی در میلی لیتر 028با  محاسبه شد و برابر

 گزارش می شود. 48مساوی 
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 :آنالیتیکال ــتیاختصاص
 شــده یطراحـ -2CoV-SARS ـروسیو یژنـ یبـر اسـاس توالـ ـتیک ـنیا

ر د مــورد اشــاره دارد یژنــ یتوالــ یبــرا ینیالب یصیتشــخ ــتیو قابل

بــا  یمتقاطعــ  واکنــش ــچیه ــتیک ــنیا همین ویروس را دارا می باشد و

 influenza; virus A Influenzaــروس،یمثبــت کروناو یهــا نمونه گــرید
viruses parainfluenza human; OC43, 229E, NL63 coronaviruses manhu; 

rhinovirus human; virus B influenza ; H3N2 and virus) H1N1(A, 

pneumonia Mycoplasma; parechovirus human; enterovirus; 
novirusadehuman; B/A viruses syncytial respiratory human; 4 and 3, 2, 1 

Influenza  haemophilus, Staphylococcus ینمونــه هــا ــنیو همچن 

نشــان   HSV1, HPV  ،CMV  ،EBV  ،HCV  ،HBV  ،HIV,2یمثبــت انســان

 .نــداده اســت

با  بیوانفورماتیکی وورت ت تمامی پرایمر و پروبها بصاصی، اختصهمچنین 

 باکتری و ویروسی گاه دادهپایو  BLAST Primer فاده از نرم افزاراست

NCBI  ید گردیدبررسی و تای 

 

 :دقت عملکرد کیت
تکرار برروی هر کدام  08مختلف و انجام نامبر ت لاقت کیت با بررسی سه د

 Coefficient of دارای لات 3قرار گرفت که در هر ی مورد بررس

Variation   بود 1%کمتر از. 

 
Ct RNAse 

P 
Ct N Ct E Ct RDRP No. 

29.05 27.01 27.53 28.31 1 
29.35 27.28 27.44 28.11 2 
29.51 27.58 27.74 28.41 3 
29.28 27.74 27.9 28.57 4 
29.75 27.51 27.67 28.34 5 
29.12 27.98 28.14 28.81 6 
29.9 27.35 27.51 28.18 7 
29.08 27.13 28.29 28.96 8 
29.29 27.31 27.47 28.14 9 
29.59 27.52 27.68 28.35 10 
1% 1% 1% 1% CV 

 

 

 :ارزیابی بالینی
وسط موازی ت نمونه منفی به صورت 48و  32تا  Ct 28با نمونه بالینی بیمار  48

 همبستگی که نتایج کیت حاضر و کیت مرجع مورد آزمایش قرار گرفتند

درصد را نشان داد و به تفکیک میزان اختصاصیت و حساسیت کیت 088

 درصد برآورد شد088
C𝑙𝑖𝑛𝑖𝑐𝑎𝑙 𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 = 𝑇𝑟𝑢𝑒 𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒 \ 𝑇𝑟𝑢𝑒 𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒 + 𝐹𝑎𝑙𝑠𝑒 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒  

→ 40\40 = 100%  
 
𝐶𝑙𝑖𝑛𝑖𝑐𝑎𝑙 𝑆𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑡𝑦 = 𝑇𝑟𝑢𝑒 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑇𝑟𝑢𝑒 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 + 𝐹𝑎𝑙𝑠𝑒 𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒 
→ 40 40 = 100% 

 :منحنی استاندارد
 درصد22: واکنشکارآیی 

 48عرض از مبدا: 

 30885شیب نمودار: 

 
 

 منابع
1. EP25. Evaluation of Stability of In Vitro Diagnostics Reagents,2009. 

2. Molecular Diagnostics Template for Commercial Manufacturers, 
FDA’s current recommendations concerning what date and 

information should be submitted to FDA in support of a pre-EUA/EUA 

submission for a molecular diagnostic for SARSCOV-2, (version July 
6,2020). 

3. Instruction and requirements for Emergency Use Listing (EUL) 
submission: In vitro diagnostics detecting SARS-COV-2 nucleic acid 

and rapid diagnostics tests detecting SARS-COV-2 antigens. 

WHO.PQDx-347 version 4;09 June 2020. 
4. Clinical management of severe acute respiratory infection when novel 

coronavirus(nCoV) infection is suspected. Interim guidance. 

WHO.2020 
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