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 چکیده:

آن های مولکولی حساسی برای تشخیص روششد که در ووهان چین کشف  SARS-CoV-2ویروس جدید به نام یک کرونا 1825در دسامبر  مقدمه:

 Real-Time روشتشخیص این ویروس با موجود در های مبتلایان و همچنین بررسی چالشصحیح تشخیص  حاضر،. هدف از مطالعه ابداع شده است

-PCR (RT-PCR) استطور عملی ه ب. 

های نمونهدر این مطالعه نام نویسی شدند.   2355فروردین ماه تا تیر ماه سال  29به روش سرشماری از مرد  211زن و  289نفر شامل  112 :کار روش

 انجام گرفت. RT-PCRبرای تشخیص ویروس با روش  RNA  سوآب نازوفارینژیال و اوروفارینژیال از افراد مشکوک جمع آوری و استخراج

ای همحتوای کیتهای دریافتی، در کیت که در این بازه زمانی . نتایج نشان دادمثبت بودند 25لحاظ کووید  نفر از مردان از 01نفر از زنان و  91 ها:یافته

RT-PCR پس از مرحله استخراج و در فرایند  منفیهای قطعی کنترل موارد نمونههشت درصد . در داشتند گیبا کنترل مثبت آلودRT-PCR  با مستر
دون محتوای مستر میکس ب ،هااز کیتهفت درصد نشان داد که در مطالعه حاضر نتایج  ،. از سوییانددادههایی در دستگاه نشان پیکمیکس واکنش و 

 ند.کنکنترل مثبت ایجاد می  هایی مشابهپیکدستگاه در خود ه ب نمونه خود افزودن

لازم است تا از بروز پاسخ مثبت کاذب  RT-PCRه استخراج و در مرحل 25کووید  های متعددی برای تشخیص ویروسکنترل منفی نتیجه گیری:

 . شودجلوگیری 
 

 ، مطالعه مولکولی، کنترل کیفیواکنش زنجیره ای پلیمرازکروناویروس،  کلیدی: واژگان

 

 مقدمه:
نوع جدیدی از کروناویروس در ووهان   1825دسامبر  21 در

نام جدیدی  1818فوریه  22. در [2] دشاستان هوبی چین گزارش 
ا ر برای این ویروس انتخاب و آن سازمان بهداشت جهانیتوسط 
ویروس جدید توسط این . [1] ( نامیدندCOVID -19) 25کووید 

کمیته بین المللی تاکسونومی ویروس ها به عنوان سندروم تنفسی 
 . [3] گذاری شد ( نامSARS-CoV-2) 1حاد شدید 

سال عوارض  98سن بالای با  با ادامه شیوع ویروس کرونا افراد
ن شد که اینشان دادند. اگرچه در ابتدا تصور میاز خود متعددی را 

ی اما گزارشاتی از ابتلا ،را مبتلا کندافراد کهنسال فقط ویروس 

همچنین مشاهده شد . منتشر شدافراد جوان و حتی کودکان 
عوارض شدید ریسک بالاتری از مرگ داشته و نیاز به  با بیماران

از خفیف تا  SARS-CoV-2. علائم [0] مراقبت شدیدتری دارند
شایع  این بیماریعلائم در حالت کلی، . استنقص شدید تنفسی 

های کوتاه، لوکوپنی و پنومونی در هر دو شامل تب، سرفه، نفس
 .[9]است ریه 

دار  RNAهای بزرگترین خانواده ویروسکه ها کروناویروس
 31-11ها اندازه ژنوم آن .کشف شدند 2518ند در سال هست

یک  استکه عضوی از این خانواده  SARS-CoV-2. استکیلوباز 
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ای تک رشته RNAویروس پوشش دار و دارای ژنومی از جنس 
ها کروناویروس .[1] دارد  '3در انتهای  Aیک دم پلی  که است

به می توان ها را که آن هستنددارای خصوصیات مشترکی 
SARS-CoV-2  پروتئین  چهارنیز نسبت داد. این ویروس دارای

( پروتئین غشایی Eساختمانی مهم به نام های پروتئین پوششی )
 (Mپروتئین اسپایک ) (Sو پروتئین نوکلئوکپسید ) (N )که  است

 22حاوی  SARS-CoV-2. ژنوم [1] ندکنرا کنترل می فعالیت آن
پروتئینی پلی ORF1ab. است( ORFقالب باز خواندن ) 22ژن و 

( شبیه NSPپروتئین غیرساختمانی ) 21کند که شامل را بیان می
که به آن پروتئین  است SARSهای کروناویروس به پروتئین

توالی کامل ژنوم این  .[0] گویندمهارکننده بیان ژن میزبان می
ارها در دسترس قرار گرفت و ب 1825ویروس اولین بار در دسامبر 

های مرجع این توالی به روز رسانی شده است. داده
(NC_045512.2 در بانک ژنی موجود ) ژنوم ویروس [5]است .

 -های حیاتی است که پس از ترجمه کمپلکس رپلیکازدارای توالی
 ا هکند. این پروتئینایجاد می( را RTC) ترانس کریپتاز

 RNAپلیمراز وابسته به  RNAهای کلیدی شامل پروتئین
(RdRp  ،)RNA  علاوه ه . بهستندهلیکاز و پروتئین غیرساختمانی

RdRp  تعدادیRNA د که پسکننویروسی ساب ژنومی ایجاد می 
  Nو  S ،E ،Mهای ساختمانی پروتئینباعث ایجاد از ترجمه 

و  شدهع یویروس تجم RNAها سپس با پروتئین . اینشوندمی
 .[28] شوندآزاد می

جلوگیری از شیوع بیشتر ویروس تشخیص موارد مثبت  به منظور
وجود  .[22]است علامت دارای اهمیت حیاتی علامت دار و بدون 

های اختصاصی و با حساسیت بالا برای تشخیص صحیح  روش
خی ر. باستکنترل شیوع آن مهم  در راستایو سریع این ویروس 
به خاطر وقت ده اند که کشت این ویروس کراز مطالعات عنوان 

گیری بودن، زمان بر بودن و از همه مهمتر نیاز داشتن به 
 که در اکثر آزمایشگاه وجود ندارد، روش 3تسهیلات ایمنی سطح 

 .[21]تشخیص نیست  برایمناسبی 
های تکثیری مبتنی بر نوکلئیک اسید  روشدر حال حاضر 

، روش های سرولوژیکی تعیین توالی ویروسی RT-PCR همچون 
ا مزای کدامو کشت ویروس برای تشخیص آن وجود دارند که هر 

و  ارزانی، سادگیبه دلیل  RT-PCRد. نو معایب خاص خود را دار
است  SARS-CoV-2مطلوب برای تشخیص  روشیکارآیی بالا 

[23، 20] . 
ها و پرایمرهای اختصاصی برای پروب پژوهشگراناگرچه 

 اما هنوز ،ده اندکرتشخیص دقیق و حساس این ویروس طراحی 
ژه این ، به ویبرای تشخیص دقیق ویروس کافی نیست موارداین 
تشخیص صحیح این ویروس  های موجود در بازار لزوماًکیت که

مایشگاه آز کارکناند. در تشخیص این ویروس کننرا تضمین نمی 

کنار  بنابراین در ،زا مواجه هستندبا شرایط فیزیولوزیک استرس
های متعددی موجود در آزمایشگاه، وجود کنترل ایجهای رپروتکل

که تشخیص موارد مثبت به  اطمینان حاصل شودلازم است تا 
 حاضرلعه هدف از مطااز این رو، است.  شده انجامطریق صحیحی 

ایی هتشخیص مبتلایان به این ویروس و همچنین بررسی چالش
 .وجود دارد RT-PCR به روشطور عملی در تشخیص ه بود که ب

 

 :کارروش  
 افراد مورد مطالعه

فروردین تا  29از تاریخ که  25فرد مشکوک مبتلا به کووید  112
 ندبوده به بیمارستان پیمانیه جهرم مراجعه کرد 2355تیرماه  29

شدند. این افراد و مطالعه وارد نویسی نامبه صورت سرشماری 
 ک، گلودرد، خستگی، درد سینه، درای علائم تب، سرفه خش

صورت اسهال، ه ب عمدتاًهای کوتاه و علائم گوارشی نفس
ووید د مثبت قطعی کو یا با موار هاستفراغ، یبوست، و درد معده بود

رینژیال و اوروفارینژیال از این اند. سوآب نازوفاتماس داشته 25
ها سپس انتقال داده شد. این نمونه VTM  افراد تهیه و به محیط

ایمن به همراه یخ به آزمایشگاه مرکز مطالعات  های کاملاًدر جعبه
 و فرستادهو تشخیص مولکولی دانشگاه علوم پزشکی جهرم 

های منفی و مثبت د. کنترلشبلافاصله شروع  RNAاستخراج 
های علوم از انستیتوپاستور ایران، دانشگاه 25عی کووید قط

پزشکی شیراز و فسا تهیه شدند. پروتکل این مطالعه توسط کمیته 
 با کد اخلاق دانشگاه علوم پزشکی جهرم 

IR.JUMS.REC.1399.126 .مورد تایید قرار گرفت 
 

  RNAاستخراج 
 Vazymeوازایم )استخراج ژنوم ویروسی توسط دو کیت ستونی 

biotech co Ltd, 7E481B0 و روژه)(Roje technologies co, 

50592023 Yazd, Iran) محتویات کیت ها از  در ابتدا. انجام شد
 988 سپس جعبه خارج و اجازه داده شد به دمای محیط برسند.

میکرولیتر از نمونه به  188-288میکرولیتر از محلول لیز کننده با 
میلی لیتری انتقال داده و وورتکس شدند.  9/2یک میکروتیوب 

رحله م بعد از آن،. منتقل شداین مخلوط سپس به ستون جذبی 
-RTاستخراج شده بلافاصله برای  RNAو  انجامشستشو و الوشن 

PCR  در صورت وجود زمان بین مرحله  ت.قرار گرفاستفاده مورد
 RT-PCRاستخراج تا آماده سازی و توزیع، محلول ها در استریپ 

 درجه سانتی گراد نگهداری شدند. 18منفی دمای در 
 

Real-Time -PCR  
گری افراد از کیت شرکت سنشور  در مرحله اول برای غربال

((Sansure biotech Inc, 20200225 Changsha, China  استفاده
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. سپس برای تایید نتایج از کیت های شرکت کوژن و لایف شد
 ,Kogene biotech, R6900TD200441 Brussels) ریور

Belgium  and Life river Bio -Tech, Shanghai, China  )
-RT  را نیز هدف قرار می دهند. شرایط RdRpکه ژن  شداستفاده 

PCR  است ه شدهوردآ 1و2جداول برای کیت های فوق در. 
 

 کنترل کیفی
نا تشخیص کرو های مثبت و منفی که از سه آزمایشگاهکنترل

دانشگاه علوم پزشکی فسا، مرکز والفجر دانشگاه علوم پزشکی 
تهیه شده بودند تحت فرآیند  شیراز و انستیتو پاستور ایران

استخراج قرار گرفتند تا هم کارآیی کیت های استخراج بررسی 
که آلودگی وجود ندارد. در فرآیند  دشو اطمینان حاصلد و هم شو

RT-PCR ( علاوه بر کنترل منفی فاقد الگوNTC در یک یا دو ،)
ه ماده دیگری اضاف فزودنمستر میکس بدون ا ،هاخانه از استریپ

. علاوه بر این، هر روز دشو اطمینان حاصلتا از سلامت آن  شد
 خراجفرآیند است درها ونهبا بقیه نم همراه یک نمونه منفی قطعی 

در رابطه با ترکیبات   RT-PCRتا رفتار مسترمیکس  شدوارد 

روز  هرعلاوه بر این، . شودباقیمانده در فرآیند استخراج بررسی 
. دشوت انجام تا نتایج کنترل یک حداقل با دو RT-PCRفرآیند 

کنترل مثبت از کیت  RT-PCR  هر روز قبل  از شروعهمچنین 
 تا شانس آلودگی ه شدمجزا قرار داد ایستگاه کاریر یک خارج و د

. سپس تمامی اجزای دیگر کیت با وایتکس رسانده شودداقل حبه 
جهت تعیین واکنش مثبت .ه شد( شستشو دادNaClo 5%درصد ) 9

از نمونه های منفی حقیقی استفاده کردیم.از  RT-PCRکاذب 
افه استریپ اضکنترل مثبت آخرین نمونه ای بود که به سویی 
 نمودیم.

 

 آماری هایتحلیل
های . دادهانجام شد 20 نسخه SPSSنرم افزار ها با تحلیل داده

ها . نرمال بودن دادهندگزارش شد Mean ± SDصورت ه کمی ب
و کای  t. از آزمون شد بررسیاسمیرنوف  - کولموگروف آزمونبا 

ارزش  .شدهای بین گروهی استفاده برای ارزیابی تفاوت داده مربع
P  در نظر گرفته شد. آماریبه عنوان معنادار 89/8کمتر از 

 
 برای کیت های کوژن، سنشور و لایف ریور RT-PCR: مقادیر واکنش گرهای 2جدول 

 

 مقدار نمونه    )میکرولیتر( مقدار مستر میکس )میکرولیتر( نوع کیت

 9 29 کوژن

 28 29 سنشور

 9 18 لایف ریور

 
 کوژن ، سنشور و لایف ریور برای کیت های RT-PCRهای دمایی : سیکل1جدول

 

توسط ترانس کریپتاز  cDNAسنتز  نوع کیت

 معکوس

غیر فعال سازی آنزیم ترانس 

 C˚95کریپتاز معکوس در 

واسرشت در  cDNAتکثیر 
C˚95 

 

 کوژن

 ثانیه 29 گراد درجه سانتی 18ثانیه در  38 دقیقه 2 درجه سانتی گراد 98دقیقه در  38

 سیکل 09 سیکل 2

 

 سنشور

 ثانیه 29 درجه سانتی گراد 18یک دقیقه در  دقیقه 28 درجه سانتی گراد 98دقیقه در  38

 سیکل 08 سیکل 2

 

 لایف ریور

 ثانیه 29 درجه سانتی گراد 90ثانیه در  38 دقیقه 3 درجه سانتی گراد 09دقیقه در  28

 سیکل 09 سیکل 2

 

 :هایافته
که  نفر مرد 211نفر زن و  289نفر شامل  112در این پژوهش 
 .مورد مطالعه قرار گرفتند بودندسال  05تا  3در دامنه سنی 

سال  02±21و میانگین سنی مردان  31±20میانگین سنی زنان 
درصد( از مردان از  12نفر ) 01درصد( از زنان و  35نفر  ) 91 .بود

 مثبت بودند. 25کووید لحاظ 

بردن یک نمونه کنترل منفی به ازای  نتایج نشان داد که به کار
ه ب مندهر ده نمونه در فرآیند استخراج، تعداد موارد مشکوک نیاز

. (>89/8p) دهدبه میزان قابل توجهی کاهش می راتکرار 
 29فروردین تا  29همچنین مشخص شد که در بازه زمانی 

محتوای های دریافتی، درصد کیت 9در  2355اردیبهشت ماه سال 
درصد  0با کنترل مثبت آلوده شده اند. در  RT-PCRهای کیت
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پس از مرحله استخراج و در  منفیهای قطعی کنترل موارد نمونه
 هایی در دستگاهپیکواکنش و با مستر میکس RT-PCRفرایند 

 ،هاتیدهند. از سویی نتایج نشان داد که در برخی از کنشان می
ر خود ده ب نمونه به آن خود افزودنمحتوای مستر میکس بدون 

مثبت ایجاد  نمونه مشابههایی پیکدستگاه درصد موارد در  1
 .کنندمی
 

 :بحث
ر بیشت. استها بتاکروناویروس خانواده نوع جدیدی از 25کووید 

بار در طول زندگی با یکی از بتاکرونا  ممکن است حداقل یک افراد
ممکن است  25کووید . عفونت با [29]ها آلوده شوندویروس

، (ARDSسندروم دیسترس حاد تنفسی ) همچونعوارض شدیدی 
طور  . همان[21]به دنبال داشته باشد آسیب قلبی و حتی مرگ 

و سندروم تنفسی  SARS-Cov-1های حاصل از در اپیدمی که قبلاً
برای آن که بتوان ( نیز به اثبات رسیده است، MERSخاورمیانه )

وجود را با دقت خوبی تشخیص داد،  25موارد مثبت کووید 
 است ضرروی بالا دقتهای آزمایشگاهی با حساسیت و آزمایش

[21] . RT-PCRروشهای تشخیصی به عنوان در آزمایشگاه 
 برای تشخیص موارد مثبت معرفی شده است.  اصلی

 13در 25تشخیص کووید  در RT-PCRاولین پروتکل مبتنی بر 
و  RdRp ،Eهای ژن ،. این پروتکل[20] منتشر شد 1818ژانویه 

N امروز بیشتر مطالعات در فرآیند توسعه به داد. تا را تشخیص می
 اند وبه طراحی پرایمر و پروب مناسب پرداخته ،RT-PCR  روش

ووید شیوع ویروس کاند. دهکرهای با کیفیت عالی استفاده از کیت
و سبب تخلیه بازار از  به دنبال داشتهزایی شرایط استرس 25

که از  تاسبنابراین ضروری  ه است،فیت عالی شدهای با کیکیت
اده آزمایشگاه استف رایجهای روش فراتر ازهای کنترل کیفی روش

 از پاسخ نهایید تا بتوان شانس مثبت کاذب را کاهش داده و کر
 .شدمطمئن صحیح 

گیری تا فرایند از مرحله نمونه 25 فرآیند تشخیص ویروس کووید
RT- PCR  ها آزمایشگاه کارکنان و پژوهشگران. استاسترس زا

شتی اهای بهدجلوگیری از آلودگی خود پروتکل ناچارند به منظور
شگاه زمایآ در این راستا کارکنانند. کنشدیدی را رعایت  نسبتاً

ها در حداقل ند که آزمایشکنای مدیریت زمان را به گونه دبای
تفاده ف اسزمان ممکن به اتمام برسند. برای دستیابی به این هد

د کن. این امر کمک میشودهای منفی متعدد توصیه میاز کنترل
ز به هایی که نیاتا نتایج مورد اعتماد بوده و از سویی تعداد نمونه
تمام این موارد  .تکرار دارند به میزان قابل توجهی کاهش یابد

 . دشومیدر اتاق استخراج کارکنان  نمیزان ماند منجر به کاهش
-RTبا طراحی پرایمرهای جدید روش  [21]چان و همکارانش 

PCR  دند. کرطراحی  25برای تشخیص کووید با حساسیت بالا

اده خوب برای استفدر شرایط اپیدمی این ویروس مواد با کیفیت 
تعادل بین عرضه و تقاضای  نبود ه وروش چان وجود نداشتدر 

مشهود بود. فشار اپیدمی از یک  ابزار و مواد آزمایشگاهی کاملاً
ها را آزمایشگاه خوب، های با کیفیتطرف و عدم وجود کیت

ه ب برای پاسخ گوییدنبال راه جایگزین ه که ب کرده استمجبور 
های موجود در  از همان کیت در مطالعه حاضر. هستندنیاز جامعه 

های متعدد در تمام مراحل اما با اعمال کنترل شد،بازار استفاده 
ز این ا. رسانده شودب به حداقل ذشانس نتایج کا شدکاری سعی 

غربال  Nو  E ،ORF1 همچونهایی ماران با ژندر گام اول بیرو، 
. در مواقعی مشاهده شد که مستر شدندتایید  RdRpو سپس با ژن 

 مشابه پیک هاییدن نمونه کربدون اضافه  RT-PCRمیکس 
 ده شددااحتمال  ودهد که ربطی به آلودگی ندارد کنترل مثبت می

برای  ،بنابراینها باشد. ها مربوط به هیدرولیز پروبپیککه این 
، یک تا دو خانه از استریپ به  NTCعلاوه بر  موردکنترل این 

از ا ت ه شداختصاص داد یماده دیگر فزودنمستر میکس بدون ا
 .اطمینان حاصل شودمستر میکس  عملکرد صحیح

با کنترل  RT-PCRهای که محتوای کیت همچنین مشاهده شد
اسب و انتقال نامنارسال  مربوط به موردکه این  اندمثبت آلوده شده

به محض باز کردن کیت  مورداست. برای کنترل این  محموله ها
 یهو بق همجزایی قرار دادایستگاه کاری کنترل مثبت را در 

نترل ک همچنینزدایی شدند. محتویات کیت با وایتکس آلودگی
 . شدای بود که به استریپ اضافه مثبت آخرین نمونه

 یکپهای منفی قطعی با مستر میکس ایجاد نمونه علاوه بر این،
مربوط به واکنش مستر  مورد نیزاین  داده شدکه احتمال  کرده

میکس با بقایای حاصل از مرحله استخراج و یا محتویات کیت 
هر روز یک نمونه منفی  مورداستخراج باشد. برای کنترل این 

 Baselineد میزان آستانه و شمشاهده  پیکیچه  تکرار شد و چنان
 .شدطور دستی تنظیم ه نتایج ب تحلیلدر مرحله 

 

 :گیرینتیجه
 های مرسوم که در رابطهطور عملیاتی علاوه بر کنترل کیفیه ب

ای بسیار ههای بیولوژی مولکولی وجود دارد، کنترل کیفیبا کیت
لازم است.  25بیشتری برای تشخیص صحیح موارد مثبت کووید 

های مستر میکس به یک یا دو خانه از استریپ فزودنا ،بنابراین
RT-PCR  و تکرار یک نمونه منفی قطعی در هر روز کاری

 د.کنتواند از نتایج مثبت کاذب جلوگیری می
 

 تشکر و قدرانی:

این مطالعه توسط معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی جهرم 
 .ه استمورد حمایت قرار گرفت
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Abstract:  
Introduction: 

A novel coronavirus has recently been discovered in Wuhan, China in December 2019 named SARS-

COV-2. Sensitive molecular assays are now available for detection of SARS-COV-2. The aims of this 

study were to detect positive subjects of SARS-COV-2 and to survey some challenges that are 

encountered practically in detection of the virus by Real-time RT-PCR (rRT-PCR) technique. 

Materials and Methods:  
271 subjects including 105 women and 166 men were registered by census method from 15 April to 15 

Jun of 2020. Nasopharyngeal and oropharyngeal swab samples of suspicious cases were collected for 

RNA extraction to identify SARS-COV-2 by rRT-PCR amplification. 

Results:  
52 women and 82 men were positive for Covid-19. However, technically the results showed that in the 

time period of 15 April to 15 May of 2020 the contents of received rRT - PCR kits were infected with 

positive control.  8 % of certain negative control samples showed a peak resembling to that of the 

positive samples in the rRT - PCR process. In addition, the results showed that in some of the rRT - 

PCR kits the master mix would produce peaks like positive control without adding the sample to it 

automatically in 7 % of the tests. 

Conclusion: 

Having different types of negative control for diagnosis of SARS-COV-2 is necessary in extraction and 

rRT- PCR steps to reduce the chance of having false positive results.  
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