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دستورالعمل 

مقدمه(1
مناطقدرSARS-CoV2ازمختلفیژنتیکیواریانتهایآمدنبوجودباعثکهمیآیدبوجودویروسایندرمختلفیهای(موتاسیون)جهشجهان،درSARS-CoV2جدیدویروسکروناشیوعافزایشبا

Variant)کنندهنگرانسویههایبعنوانویروساینازیافتهجهشسویهیچندیناخیرا.میشودجغرافیاییمختلف of concern)یاVOCآلفایاانگلیسیسویههایشاملکه(1جدول)هستندمطرح
(B.1.1.7)،بتایاآفریقایی(B.1.351)،گامایابرزیلی(P.1)دلتایاهندیو(B.1.617)هستندخودژنوممختلفنواحیدربفردمنحصرجهشهایدارایجهشیافتهسویههایاینازیکهر.هستند.

Mutationبعنوانکهویروساین(S)اسپایکژندرآمدهبوجودجهشهایمهمترین of concern(MOC)جهشهایشاملهستندمطرحN501Y،E484KوL452Rایجادباعثمیتوانندکههستند
تشخیصعدمباعثاستممکنVOCسویههایدرآمدهبوجودجهشهایاینکهدادهاندنشاناخیرشواهد.بگذارنداثرویروسرفتاربرطریقاینازوشونداسپایکپروتئیندرمهمیساختاریتغییرات
اینکردنمانیتورویشناسای.شوندواکسنهاعملکردبرمنفیاحتمالیتاثیرایجادهمچنینودرمانیسرمومونوکلونالآنتیبادیبرمبتنیدرمانهایبهمقاومتویروس،عفونتزاییافزایشویروس،
.باشدمفیدمذکورژنتیکیواریانتهایتشخیصدرمیتواندMOCجهشهایاساسبرSARS-CoV2ویروسژنوتایپینگ.نمایدکمک19کوویدبیماریکنترلوتشخیصبهمیتواندنوظهورسویههای
TaqMan)پیسیآرتایمریلتکمنروشبهمیتوانجملهآنازکهدارندوجود(SNPs)نوکلئوتیدیتکپلیمورفیسمهایبررسیبهمنظورمختلفژنوتایپینگروشهای real-time PCR)این.نموداشاره

.میباشدهزینهترکموسریعتر،(DNAتوالییابی)استانداردگلدروشبامقایسهدرروش

Sسایر جهش های مهم در ژن N501Y/E484K/L452Rوضعیت جهش WHOنامگذاری(ورکش)بار تشخیص برای اولین سویه

--/ -/ --(ووهان)چینوحشی1

2B.1.1.7انگلیسAlpha / +- /-Δ69/70, Δ144, A570D, D614G, P681H, T716I, S982A, D1118H

3B.1.351جنوبیآفریقایBeta / + / +-D80A, D215G, Δ241/242/243, K417N, D614G, A701V

4P.1برزیل/ژاپنGamma / + / +-L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S, K417T, H655Y, T1027I

5B.1.617هندDelta- /-+ /E484Q

SARS-CoV2ویروسکنندهینگرانیافتهیجهشسویههای(1جدول

تستاساس(3
TaqManتکنیکپایهیبرحاضرکیتکاراساس genotypingبعنوان)نظرموردجهشیافتهناحیهیبررسیبهمنظورتیوب،هردر.میشودبررسیمجزاتیوبیکدرمذکورجهشسهازکدامهروضعیت.است
تشخیصرا(هیافتجهشآللیکووحشیآللیک)آللیکمیتوانندآنهاازکدامهرکهمیشوداستفادهمربوطه(کوئنچر)کنندهخاموشومتفاوت(فلوفور)فلوروسنترنگ2بااختصاصیپروب2از(N501Yمثال
آنزیمونوکلئازیاگزفعالیتاثردرپروبها،ازهریکاتصالازپسومیشوندمتصلآنبهمربوطپروبطبیعیآللوجودصورتدروآناختصاصیپروبیافتهجهشآللوجودصورتدرPCRانجامحیندر.دهند

Real-timeدستگاهکهمیشوندآزادمختلففلوروسنترنگهاینتیجهدروشدهجدافلوفورازکوئنچرپروب،هیدرولیزبدنبال.میشوندهیدرولیزپلیمراز PCRجهشآللچنانچه.میباشدآنثبتوخوانشبهقادر
اختصاصیپروب،(N501)وحشیآللوجودصورتدر.میشودآزاد(HEXیازردرنگمثالبعنوان)خودخاصرنگوشدههیدرولیزسپسوشدهمتصلآناختصاصیپروبباشدداشتهوجود(N501Yمثلا)یافته
اینکهاستذکربهلازم.میشوندآنالیزمربوطهافزارنرمازاستفادهبانتایجPCRواکنشپایانازبعدنهایتدر.میشودآزاد(FAMیاسبزرنگمثلا)دیگرفلوروسنترنگنتیجهدرومیشودهیدرولیزومتصلآن

.میشودآزاد(FAM)سبزرنگ(E484K)یافتهجهشاللوجودصورتدرو(HEX)زردرنگ(E484)وحشیاللوجودصورتدر.میباشدبرعکسE484Kجهشبرایشرایط

(تست50)کیتمحتوای(5
کورمذجهشسهازیکیبررسیبرایبستههاازکدامهرکهاستبسته3شاملحاضرکیت
:میباشندزیراجزایدارایبستههاازهرکدام.است

مقادیر اجزا

میکرولیترx500تیوب 1 2X One-Step Buffer 1

میکرولیترx50تیوب 1 20X RTase Mix 2

میکرولیترx125تیوب1 P&P Mix 3

میکرولیترx500تیوب 1 Nuclease-Free Water 4

میکرولیترx50تیوب 1 Mutation C+ (control) 5

میکرولیترx50تیوب 1 Wild-Type C+ (control) 6

:توجه
.شوندنگهداریسانتیگراددرجه-25تا-15دمایدرکیتاجزایتمامی(1
.استشدهدرجآنرویبرکیتانقضایتاریخ(2
هرکدامازنیازصورتدرو.(بار3ازکمتر)شودخودداریکیتاجزایشدنفریزوذوبازامکانحدتا(3
.شودتهیهالیکوتنیازاساسبراجزااز
P&Pمحلول(5 Mixمعرضدرامکانحدتاواستفلوروسنتموادباشدهنشاندارپروبوپرایمرحاوی

.نگیردقرارمستقیمنور
.میباشندمتفاوتهرکیتدروحشیوجهشیافتهاللهایبرایمثبتکنترلمحلولهای(6
.شودانجاماسپین/ورتکسکیت،درموجودمحلولهایازهرکدامازاستفادهازقبلحتما(7

لازممصرفی هایوتجهیزاتسایر(6

توضیحات تعداد مصرفی/ دستگاه 

PCRتهیهبراییکی mixاضافهبرایدیگریو
.استکنترلهاوویروسیRNAکردن

عدد2 (PCRکابینت)ورکاستیشن 1

.دشودادهقراراستیشنورکهرزیردرستیکهر ست2 فستسمپلرباحجمهایمختل 2

.شوددادهقراراستیشنورکهرزیردرکدامهر عدد2 ورتکسر/اسپینمینی 3

پلیتایتیوبهااستریپکردنسانتریفوژمنظوربه
دستگاهدردادنقرارازقبلPCRواکنشحاوی

Real-time PCRمیشوداستفاده.
عدد1

اس تریپمینیاسپینباروتور
تخورخوریاسانتریفیوژپلی

4

کانال2حداقلدرخوانشقابلیتدارایدستگاه
FAMوHEXباشدآنهاموجطولمعادلیا.

عدد1 Real-time PCRدستگاه 5

درRNAنمونههایوبافرهانگهداریوحملبرای
.میشوداستفادهکارحین

بهتعداد
لازم

(کرایورک)کولرک 6

Real-timeدستگاهنوعاساسبر PCRسفیدنوعاز
.میشوداستفادهشفافیا

بهتعداد
لازم

خصوصاستریپتیوبیاپلیتم
Real-time PCR

7

تفادهاسوسایلتمامیوسطوحکردنتمیزمنظوربه
.میشود

بهمقدار
لازم

محلولازبینحاویاسپری
برندهنوکلئازها

8

.باشندRNaseوDNaseازعاریباید
بهتعداد
لازم

هایسرسمپلرفیلترداردرحجم
مختلف

9

2از1صفحه

Delta vSNiP Kit
A SARS-CoV2 Variant Screening Assay

(دلتا)دلسا تشخیص آریا

زیستیایمنی(7
عینکوماسکگان،دستکش،مثل)حفاظتیوسایلازحتمابالینینمونههایباکارحیندر

.شوداستفاده(محافظ
گیردانجامبالاتریا2کلاسمیکروبیولوژیکیهودزیردرحتما،بالینینمونههایباکار.
شودانجامدیدهآموزشافرادتوسطبایدکارانجاممراحلتمامی.
دشوانجاممربوطهگایدلاینهایومقرراتاساسبرنمونههاوریجنتهابافرها،ریختندور:

https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-nCoV/lab/lab-biosafety-guidelines.html

استفادهموارد(2
Delta“کیت vSNiP”تکنیکپایهبرژنوتایپینگکیتیکTaqMan real-time PCRجهشهایوجودعدمیاوجودکیفیبررسیبهمیتوانآنازاستفادهباکهاستمرحلهایتکN501Y،E484Kو

L452R19کوویدبیماریبهمبتلاافرادازآمدهبدستبالینینمونههایدر(COVID19)واریانتهایازبرخیدرمذکورجهشهایاینکهبهباتوجه.پرداختSARS-CoV2حاضرکیت،(1جدول)داردوجود
Inتستیکبعنوانمیتواند vitroمختلفواریانتهایافتراقمنظوربهمولکولیغربالگریSARS-CoV2دمیباش〝تحقیقاتجهتصرفا〞حاضرکیتکاربردحیطهیکهاستذکربهلازم.شودگرفتهنظردر

.نموداستفادهتوالییابیبربتنیمروشهایازمیتوانواریانتنوعنهاییتاییدبرایکیت،اینازاستفادهباژنتیکیواریانتهایغربالگریازبعد.شوداستفادهبالینیقطعیتشخیصموارددرآننتایجازنبایدو

رفرنس ها(4
1.Centers for Disease Control and Prevention (CDC), in COVID19. (2021). Availeble at:

https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/cases-updates/variant-surveillance/variant-info.html

2.S. J. R. da Silva et al., Clinical and Laboratory Diagnosis of SARS-CoV-2, the Virus Causing COVID-19. ACS

infectious diseases 6, 2319 (Sep 11, 2020).

3.P. Spearman, Diagnostic testing for SARS-CoV-2/COVID19. Current opinion in pediatrics 33, 122 (Feb 1,

2021).

4.H. Wang et al., Multiplex SARS-CoV-2 Genotyping PCR for Population-Level Variant Screening and

Epidemiologic Surveillance. medRxiv, 2021.04.20.21255480 (2021).

5.A. P. West et al., Detection and characterization of the SARS-CoV-2 lineage B.1.526 in New York. bioRxiv,

2021.02.14.431043 (2021).

SARS-CoV2کیت غربالگری مولکولی سویه های جهش یافته ویروس 

https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/cases-updates/variant-surveillance/variant-info.html


تستانجامپروتکل(8

**(میکرولیتر)حجم  *اجزای واکنش

10 2X One-Step Buffer 1

1 20X RTase Mix 2

2/5 P&P Mix 3

1/5 Nuclease-Free Water 4

15 حجم نهایی

عاریمیکروتیوبیکدرونزیرجدولمطابقرابستههراجزایاستیشن،ورکیکزیردر(1-4-8
یکهربررسیبرایراینبناب.آیدبدستژنوتایپینگواکنشمیکستانماییدمخلوطیکدیگربانوکلئازاز
میکروتیوب3)نمودآمادهرامربوطهواکنشمیکسحاویمجزامیکروتیوبیکبایدموتاسیونهااز

.(نظرموردموتاسیون3بررسیبرای

بهتاشونددادهقرارسانتیگراددرجه4دمایدردقیقه15مدتبهکیتاجزایتمامیتستانجامازقبل*
سپس.ودمیشپیشنهادمرحلهایندرمحلولهانگهداریمنظوربهکرایورکازاستفاده.شوندذوبآرامی
پیناسمحلولهاتمامیبعد،مرحلهدر.شوداستفادهورتکسازمحلولهاکردنهموژنوکردنحلبرای
.ودشکشیدهمیکروتیوبتهبهباشدتیوبهادربرویمحلولقطراتکهصورتیدرتاشوند

نمونه،کیازبیشازاستفادهصورتدر.هستند(واکنشیک)نمونهیکازایبهجدولدرشدهاوردهمقادیر**
اضافیواکنشیکنمونه16هرازایبهکهاستذکربهلازم.شودنمونههاتعدادضربدرمقادیرتمامی

.شودگرفتهنظردر

پلیتازچاهکهربهراواکنشمیکسازمیکرولیتر15مقدارنمونه،هرازایبه(2-4-8
.نماییداضافه(تایی8تیوباستریپازتیوبهریا)PCRReal-timeمخصوص

شدهیاستخراجRNAازیکهرازمیکرولیتر5مقداردیگراستیشنورکیکزیردر(3-4-8
.نماییداسپینواضافهقبلمرحلهیمیکسبهراویروسی

oازکهاستبهترژنوتایپ هاتعیینبه منظورRNAنمونه هایازحاصلهای
COVID19+یتکیکتوسطبایدقبلانمونه  هااین.شوداستفادهالگوبعنوان

استخراجهایRNAازمیتوان،همچنین.باشندشده بررسیروتینمولکولیتشخیص
الگوعنوانبمستقیمبصورتنیز(ویروسوجودنظرازمنفیومثبتنمونههایشامل)شده
.نموداستفادهPCRواکنشدر
oجهشالل)مثبتکنترلهایازکدامهرازمیکرولیتر5مقدارموازیبطورمرحله،ایندر

چاهکیکبهجداگانهبهصورت(نوکلئازازعاریآب)منفیکنترلو(جهشفاقدویافته
.شونداضافه

oنمونههایکردنخارجازپسRNAوحملمخصوصکرایورکبررویراآنهافریزر،ازها
.نماییدنگهداری

Real-timeدستگاهبهراواکنشها(4-4-8 PCRجدولدرشدهآوردهبرنامهیوکردهمنتقل
.نماییداجرارازیر

مدت زمان 
(ثانیه)

درجه )دما 
(سانتیگراد مرحله سیکل

600 50 (cDNAسنتز)نسخهبرداریمعکوس X 1
300 95 فعالشدنآنزیمپلیمراز X 1
10 95 الگوcDNAبازشدنرشتههای

X 45
30** *50یا55 جفتشدنپرایمرهاوسنتزرشتههایجدید

E484KبرایسانتیگراددرجهیL452R.50وN501Yبرایسانتیگراددرجه55*
نیازصورتدروشودانجاممرحلهایندرHEXوFAMکانالهایدرفلوروسنتخوانش**

Passive reference dye(ROX)دستگاههایدرمثالبعنوان)شوددادهقرارخاموشحالتدر
Appliedکمپانیساخت Biosystemsمشابهدستگاهاییا).

.شودانجامزیرجدولاساسبرنتایجتفسیر،PCRانجامازبعد(5-4-8

oمقادیرCt(Cq)شوندگرفتهنظردرمثبتبعنوان40ازکمتر.
oکانالدوهرواکنشتیوبهردرچنانچهFAMوHEXردداوجودنمونهایبینآلودگیاحتمالشوندمثبت.
oشاملکنترلهااین.استمثبتکنترلنمونهینوع2دارایحاضرکیت:

L452R,N501Yکنترلهای(الف C+جهشیافتهآللهایبرای(N501YوL452R)درکههستند
E484K)میشونددادهتشخیصHEXکانال C+کانالدرFAMمیشوددادهتشخیص).

N,Lکنترلهای(ب Wild-Type C+وحشیآللهایبرای(N501وL452)کانالدرکههستند
FAMدنمیشودادهتشخیص(E Wild-Type C+کانالدرHEXمیشوددادهتشخیص).

E484K L452R N501Y
تفسیر

FAM HEX FAM HEX FAM HEX

- + - + + - (فرنیاییکالی)یااپسیلون(هندی)وجودواریانتدلتایاکاپااحتمال

- + + - - + (انگلیسی)احتمالوجودواریانتآلفا

+ - + - - + (برزیلی)یاگاما(افریقایی)احتمالوجودواریانتبتا

- + + - + - (ووهان)کلاسیکاحتمالوجودواریانت

- - - - - - دویروسییااحتمالوجودمهارکنندهیاجهشجدیRNAنمونهفاقد

+ - - + + - (نیویورکی)احتمالوجودواریانتیوتا

+ - + - + - نیجریهای)احتمالوجودواریانتاتا (برزیلی)یازتا(

- + - + - +
احتمالوجودواریانتجدید

+ - - + - +

محدودیت ها
شودحاصلهنتایجدرخطاایجادباعثاستممکنروپیشپروتکلدرتغییراتهرگونه.
شودانجامدیدهآموزشمتخصصافرادتوسطبایدحاضرتست.
داردمناسبنگهداریوذخیرهحمل،جمعآوری،بهبستگیاطمینانقابلنتایج.
استخراجمناسبروشیکازاستفادهبابایدحتماتست،انجامازقبل.شودانجامبیمارنمونههایرویبرمستقیمبهطورنبایدروشاینRNAشودانجامنمونهاز.
استخراجحیندرموجودمهارکنندههایRNAتکثیریاومعکوسنسخهبرداریواکنشانجامازمانعمیتوانندcDNAشوند.

آنالیتیکالحساسیت(9
Limitation)تشخیصحد of detection, LOD)کنترلنمونهیازرقتسریالدهازاستفادهباکیت

اولیهغلظتبا)وحشیکنترلنمونهیازرقتسریالدهو(ng/μl0/125اولیهغلظتبا)جهشیافته
ng/μl0/125)سازیرقیقضریب.(روبروشکل)شدبررسیتکراربار2بصورتژنومیالگویبعنوان

یعنیهشتمرقتمعادلحاضرتستLODکهدادنشاننتایج.شدگرفتهنظردر10/1نمونهها
fg/μl0/0125نهمچنی.میباشدوحشیاللبرایمیکرولیتردرکپی4تقریبابابرابرالگوژنوماز
برایE=96%ازحاکینتایج.گردیدمحاسبهفرمولاساسبرPCR(E)کارایی
بالینیارزیابی(11.بودیافتهجهشاللبرایE=103%ووحشیالل

هیافتاللجهش
(N501Y)

CrossوReactivity)آنالیتیکالاختصاصیت(10 reactivity)
جهشووحشیحالتدودر)پروبهاوپرایمرهاتوالیمقایسهیابتداکیت،Reactivityبررسیمنظوربه

Crossارزیابیمنظوربهسپس.گرفتانجامSARS-CoV2ویروسژنومازشدهثبتتوالیمقابلدر(یافته

reactivityیهشبویروسهایژنومازشدهثبتتوالیهایمقابلدرپروبهاوپرایمرهاتوالیمقایسهی
SARS-CoV2،بیماریبامشابهعلائمکهپاتوژنهاییCOVID19همچنینومیکنندایجاد

شناساییدرحاضرکیتدرصدیصدReactivityازحاکینتایج.شدانجامنرمالفلورمیکروارگانیسمهای
SARS-CoV2وجودعدموCross reactivityبود.

.نشدندررسیبواریانتهاسایروگرفتانجامدلتاوآلفاواریانتهایرویبرتنهابالینیارزیابیهایاستذکربهلازم*

اللوحشی
(N501)

2از2صفحه (دلتا)دلسا تشخیص آریا

کاشان،دانشگاهعلومپزشکی،مرکزرشدفناوری:  آدرس

0319101065102191010651:    شماره تماس

www.deltabiotechno.com:وبسایت

رنامبکاتالوگ
نامبرلات

تتحقیقاجهتصرفا

تست هاتعداد

انقضاتاریخ

نگهداریدماییمحدودهدستورالعملحاوی




