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  كرونا روسيو بر ديتاك با يروسيو RNA استخراج تيك ديتول و يطراح
 

  a_elsagh@iau-tnb.ac.ir ) ولئمس نويسنده(*  رانيا تهران، ،ياسلام آزاد دانشگاه شمال، تهران واحد ،يميش گروه ك،يزيف يميش ارياستاد :الصاق اكبر
  كلون كاوش تهران شركت عامل ريمد ، ورانيا تهران، ،ياسلام آزاد دانشگاه شمال، تهران واحد ،يميش دانشكده ،يميش يمهندس يكارشناس :يجيلاه پور يقوام يهاد

  كلون كاوش تهران شركت توسعه و قيرتحقيمد ، ورانيا تهران، مدرس، تيترب دانشگاه ،ياهيگ يولوژيزيف يدكتر :پرمهر محمد
  رانيا تهران، ،ياسلام آزاد دانشگاه قات،يتحق و علوم واحد ،يميش گروه ،يلآ يميش ارشد يكارشناس يدانشجو: يشبستر اصل يقادر محمدرضا

  
      چكيده

 
جهت تشخيص  19-وويدكهاي حلق و بيني انسان و بيماران مبتلا به جداسازي و استخراج ژنوم ويروسي از نمونهزمينه و هدف: 
  د.باشهاي مطالعات باليني و تشخيصي ميترين بخشبيماري كه از مهم

شيوع بيماري كوويد روش كار: شركت تهران 19-اين مطالعه با  س كلون كاوش در  ويروسي  RNAتخراج آغاز گرديد. در ابتدا ا
ج نمونه ويروســي با لود پس از اطمينان يافتن از اســتخرا .آغاز گرديد HIV  ،HCVهاي خون بيماران مبتلا به بيماري از نمونه
ــنجش مقا RNA Viralبالاي  ــهبا كمك س ــتند نمونه ربيماري كوويد  علائماي با كيت نمونه خارجي، از بيماراني كه يس ا داش

  برداري آغاز شد.
دار است. از حساسيت بيشتري برخور RNAدار به واسطه عدم پايداري  RNAهاي اين موضوع در خصوص ويروس ها:يافته

هاي يروسكلون  به منظور اســـتخراج ژنوم و )، شـــركت تهران كاوشSinaPure Viral(در اين مطالعه كيت طراحي شـــده 
RNA  يت هاي مرجع شركت كدار از لحاظ استانداردهاي فارماكوپه اروپا شامل حساسيت، اختصاصيت، صحه گذاري و پايداري با
سي  19-و كوويد  HIV،HCVهاي مثبت ) بر روي نمونهGeneAllشركت جين آل ( و )QIAGENكياژن ( رار قمورد برر

سا سيت، به غير از كيتگرفت. برا هاي جين آل و شركت هايشركت كياژن  اختلاف معني داري بين كيت س نتايج بررسي حسا
يچ يك از دار، در مورد ه RNAهاي مشــاهده نشــد. همچنين در بررســي اختصــاصــيت كيت به جز ويروس، تهران كاوش كلون

نشــد. نتايج  گياهي و جانوري، پاســخ مثبت مشــاهده هايدار و همچنين باكتري گرم منفي و مثبت، نمونه DNAهاي ويروس
هاي ر كانتاختلاف معني داري را نشـــان نداد، اما كيت كياژن د HCVو  HIVهاي هاي مختلف نمونهگذاري در كانتصـــحه

ه اختلاف ماه 12و  6هاي ها نشــان داد. بررســي پايداري در دورهاختلاف معني داري را با ســاير كيت 19-هاي كوويدپايين نمونه
هاي پايين ويروسي در كانت SinaPure Viral ماه كيت 18ها نشان نداد، اما بعد از گذشت معني داري را در هيچ يك از كيت

  هاي رفرنس نشان داد.ها اختلاف معني داري را با كيتبراي همه نمونه
  نمود. معرفي ارباز در معتبر رفرنس هايتكي با مقايسه قابل را SinaPure Viral كيت توانمي اساس اين بر گيري:نتيجه
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Abstract   
 
Background & Aims: Chirgwin et al. (1979) were the first authors who proposed the ribonucleic acid 
(RNA) isolation technique. Without denaturation of the structure of nucleic acid, this method breaks the 
cell membrane using guanidinium thiocyanate and 2-mercaptoethanol (β-met). The extraction is carried 
out using ethanol or ultracentrifuge, and cesium chloride gradient. This method is time-consuming, 
inefficient, and involves toxic and incompatible compounds for the user. Thus, the quality and efficiency 
of the process of extraction were developed over time and through conducting more studies. Chomczynski 
and Sacchi (1987) improved the method suggested by Chirgwin et al. and proposed a single-step extraction 
process called the AGPC method, and it used acid guanidinium, phenol, and chloroform. The advantage 
of this method is its higher purity and efficiency, plus this process of isolation does not include RNA 
fragmentation. This method has been developed and using silica columns together with magnetic beads 
resulted in a revolution in the process of isolating nucleic acids. Extraction of viral nucleic acid includes 
high-purity DNA and RNA, determining sensitivity, and genome viral load within a short process is quite 
crucial for the majority of downstream molecular and medical studies such as sequencing, real-time PCR, 
PCR for research or diagnostic purposes. Efficient protocols for the extraction of nucleic acids are the 
prerequisite of these methods. As already mentioned the most available protocols are time-consuming and 
have limitations regarding some samples or disparate types of nucleic acids. An optimal protocol must 
provide a high sensitivity concerning the extraction of the viral genome from a broad spectrum of samples 
together with a shorter scientific time and lower price. The majority of methods up to the present time 
have been using precipitation steps to obtain pure nucleic acids from the extracts. New protocols use the 
binding capacity of the nucleic acid extract to the silica column. Vogelstein and Gillespie were the first 
scholars to describe the absorption of nucleic acid to the surface of silica in the presence of great 
concentrations of chaotropic salts. They used pieces of DNA recovered from agarose gel using silica 
powder. This technology is developed over time and now selective binding of DNA or RNA through silica 
gel surfaces is modified and binding and wash buffers have been optimized to provide the maximum 
separation and isolation capacity in nucleic acids. After the initial lysis of the sample, the respective 
nucleic acid bound to the membrane is regulated. Polysaccharides and proteins in the extract fail to 
function properly and lose their ability to bind to the membrane due to the destruction of the molecular 
structure. Finally, nucleic acid bounded to the column is desalinated by alcohol and washed, and then, 
separated from the column by elution buffer. One of the limitations of the process of extraction is 
separating various types of nucleic acids from different viral resources. For instance, Coronavirus contains 
an RNA genome and on the other hand, the samples are collected from the patient’s nose and throat, which 
requires an efficient and extremely sensitive procedure for extracting the genome of this virus. Given that, 
Tehran Cavosh Clon (former Sinaclon), a knowledge-based complex, proposed an optimal method for 
spearing viral RNA with high efficiency and free from toxic materials in accordance with conducted 
studies. The present research reported the results of the clinical studies on the basis of European 
Pharmacopoeia standards. 
Methods: Viral RNA was extracted from HCV, HIV, and COVID-19 samples. Sensitivity, specificity, 
verification, and stability tests were carried out according to the European pharmacopeia standard. 
Furthermore, Tehran Cavosh Clon’s viral extraction kit (SinaPure Viral) was compared with extraction 
kits of QIA Gen and GeneAll companies, as valid and the most common brands in the market. Finally, the 
results of PCR and Real-Time tests by these kits were compared. Serums infected with HCV, HIV, and 
COVID-19 swab nasopharyngeal were provided from Keyvan Laboratory. The reference viral genome 
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extraction kits (QIA Gen:CAT:52904; GeneAll: CAT:128-150), and HCV, HIV, and COVID-19 
diagnostic kits (GenproofHIV1/ISEX/050:HCVD/ISEX/050; CMV/ISEX/050; Sansure Biotech: S3104E) 
Were purchased from the respective agencies.  Chemicals used in the kit structure were purchased from 
Sigma Company. 
Kit comprises lysis buffer, precipitation buffer, wash buffer I, wash buffer II, and elution buffer, carrier 
RNA, and binding columns. First, 400 µl lysis buffer together with 5-6 µl of carrier RNA were added to 
microtubes containing the samples and they were vortexed for 20 seconds. Then, 300 µl of the precipitation 
buffer was added to the above solution and vortexed for 5 seconds. The final solution was transferred to 
the column and centrifuged at 12,100 x g,13,000 rpm, for 1 minute. It must be noted that the transferred 
solution must be discarded. In the next step, 400 µl of wash buffer I was poured on the column, and 
centrifuged, at the aforesaid revolutions for 1 minute. The transferred solution was discarded. 400 µl of 
wash buffer II was transferred to the above column, and centrifuged, at the aforesaid revolutions for 1 
minute. The transferred solution was discarded. Finally, without adding any solution, the collector column 
was centrifuged for 2 minutes. Then, it was transferred to 1.5 ml sterile microtubes and 50 µl elution buffer 
was added to it. It was placed at 55 degrees centigrade for 3 to 5 minutes. Upon the final centrifuge, the 
viral RNA was separated from the column with elution buffer. The extracted nucleic acid was collected. 
This product is used for diagnostic tests. 
The data were statistically analyzed using SPSS, 18. The diagrams were illustrated using Excel 2010. The 
One-way ANOVA test was carried out. The means were compared using Duncan's test with a significance 
level of P<0.05. 
Results: Table 1 shows the results of comparing the sensitivity test of SinaPure viral extraction kit with 
the QIA Gen and GeneAll regarding samples with HIV, HCV, and COVID-19. According to these results, 
the obtained Ct for LOD of HIV samples indicated no significant difference between GeneAll and 
SinaPure viral kits. While there was a significant difference between the QIA Gen and the aforesaid kits. 
The results of the sensitivity test of samples with HCV and COVID-19 manifested a similar pattern. The 
only significant difference between the QIA Gen and SinaPure viral with respect to the amount of LOD. 
Table 1 shows the results of the specificity of the SinaPure viral kit on different viral, bacterial, plant, and 
animal samples. Per the results, except for viruses with RNA such as HCV, HIV, and COVID-19, no 
positive response was observed in none of the viruses with DNA such as HSV, EPV, HPV, CMV, HBV, 
plus gram-negative bacteria, (Ecoli), gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus), plant samples 
(wheat), and animal sample (CHO Cell). This confirms SinaPure Viral’s ability in extracting the genome 
of viruses with RNA. 
SinaPure Viral confirmation kit was compared to QIA Gen and GeneAll kits in high, medium, and law 
counts of HCV and HIV serums, plus Swab Nasopharyngeal for COVID-19. The results of disparate 
counts of HIV-positive samples using all three kits demonstrated no significant difference (Table 2). On 
the other hand, the same pattern was observed in HCV samples (Table 3). Table 4 shows the results for 
the COVID-19 samples. Even though kits manifested no significant difference in the high and medium 
counts, in lower counts of the virus, QIA Gen had a significant difference with SinaPure Viral and 
GeneAll. It can be due to the difference in the sensitivity of sampling since in the lower loads of virus 
there is a possibility of making mistakes by the sample collector. On the other hand, the lack of significant 
difference between the HIV and HCV samples in disparate counts confirms this.  
Tables 5, 6, and 7 show the results of investigating the stability of the SinaPure Viral kit in the time 
intervals of 6, 12, and 18 months. Per these results, SinaPure Viral kit manifested no significant difference 
with QIA Gen and GeneAll in the time intervals of 6 and 12 months. Even after after18 months, the 
SinaPure Viral kit manifested a significant difference with reference kits in low viral counts in all samples. 
These high count viruses did not demonstrate this reduction of efficiency. The possible cause of reduction 
of kit efficiency could be the location of storing carrier RNA after the first time they were used. Taking 
into account the considerable role of carrier RNA in the viral genome precipitation, after preparing the 
carriers RNA solution, its storage condition is extremely effective on the stability of RNA. 
Conclusion: In accordance with the results, the pharmacopoeia standard of the kit designed by Tehran 
Cavosh Clon corresponded to reference kits, i.e. QIA Gen and GeneAll. Given that, this kit is comparable 
to reference kits and it can be considered as a valid replacement for foreign kits in the market. 
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 انو همكار الصاق اكبر

  مقدمه
 يكه ناش )،COVID-19( 2019 روسيكرونا و يماريب

 (SARS-CoV2) 2-كرونا روسيو ياز سندرم حاد تنفس
سرسـلامت انسـان در  يبرا يجد يدياسـت، تهد  سـرا

ــت ــده اس  نيا يجهان يريگهمه). 2و 1( جهان ظاهر ش
ست يماريب شخ يبرا يفعل شيآزما يالگو يهايكا  صيت
مسن  افراد). 3د (كنيمرا برجسته  يروسيو يهايماريب

سان شك يكه دارا يو ك شكلات پز ستعد  يم ستند م ه
شد شنده اي ديابتلا به عفونت  ستند 19-ديكوو ك و 4( ه

سترس بودن ك لذا،). 5 ستخراج يها تيدر د به  RNA ا
 استخراج يتجار يها تيك يجهان يكمبود تقاضا ليدل

RNA  كوويد صيتشـــخ يبرا يجد تيمحدود كيبه-
ــد ليتبد 19 ــورها ژهيامر به و نيا). 6( ش كه  ييدر كش

ـــاختيفاقد ز  تيك ديتول يبرا قابل قبول تيو ظرف رس
هستند  يخوب در سطح محل تيفيبا ك RNAاستخراج 

  ).7( دشوار است
ـــيد ـــازي ريبونوكلئيك اس ـــتين تكنيك جداس  نخس

)Ribonucleic acid (RNA)(  ين و گو ير چ توســـط 
ــال  ــد. در اين  ارائه 1979همكاران در س روش بدون ش

ــتفاده از  ــيد و با اس ــاختار نوكلئيك اس ــيون س دناتوراس
سيانات و بتا سلولي  گوانيدين تيو شاي  مركاپتواتانول، غ

شــكســته شــده و اســتخراج به كمك اتانول يا از طريق 
اولترا سانتريفيوژ و شيب كلريد سزيم صورت گرفت. اين 
ـــمي و  بات س مد و داراي تركي كارآ نا مان بر،  روش ز

ـــازگار  ـــت زمان و ناس براي كاربر بود. از اين رو با گذش
ستخراج ارتقا  شتر، كيفيت و كارايي فرايند ا مطالعات بي

و ساكي  چام چينسكي 1987). در سال 8بخشيده شد (
ــتخراج را با بهبود روش چيرگوين  و همكاران، فرايند اس

به اختصـــار  كه  ند در اين روش  له ايي كرد يك مرح
AGPC )Acid Guanidinium–Phenol–Chloroform( 

ــيانات گرم، فنول و  ــود از گوانيدين تيوس ناميده  مي ش
كلروفرم استفاده شد. مزيت اين روش در بازده و خلوص 

در فرايند  RNAبيشـــتر آن بود كه با عدم شـــكســـت 
سعه يافته و  سازي همراه بود. امروزه اين روش ها تو جدا
اســتفاده از ســتون هاي ســليكا يا بيدهاي مغناطيســي، 

لابي را در عرصه جداسازي نوكلئيك اسيدها به وجود انق
  ). 10و9آورده اند (

 DNA ويروســي شــامل نوكلئيك اســيد اســتخراج
)Deoxyribonucleic acid( يا RNA درصـــد خلوص با 

كمي ژنوم ويروســي در  ميزان و حســاســيت تعيين بالا،
سياري براي كوتاه پردازش زمان  و مولكولي از مطالعات ب

دستي از جمله واكنش زنجيره اي پليمراز پزشكي پايين 
(PCR) ،  واكنش زنجيره اي پليمراز در زمــان واقعي

)(Real-Time PCR، ) تعيين تواليSequencing(  ــا ب
ـــيار  يا اهداف تحقيقاتي ـــخيصـــي بس ز اهميت حائتش

ــد (مي  هايپروتكل ،هاروش اين نياز پيش. )14-11باش
ستخراج براي كارآمد سيدهاي ا چنان . ستا نوكلئيك ا

 موجود، هايپروتكل از كه قبلاً نيز اشــاره شــد بســياري
 هانمونه از هايي براي برخيداراي محدوديت يا و بر زمان

ــيدهاي مختلف انواع يا ــندمي نوكلئيك اس  پروتكل. باش
ژنوم  اســـتخراج براي را بالايي حســـاســـيت بايد بهينه

 كاهش با همراه ها نمونه از وســـيعي طيف ازويروســـي 
ـــياري. دهد ارائه پايين قيمت عملي، نزما  روش از بس
ـــوب مرحله از تاكنون موجود هاي ـــت به براي رس  دس

سيدهاي آوردن صاره از خالص نوكلئيك ا ستفاده ها ع  ا
 اســـيد اتصـــال توانايي از جديد هاي پروتكل. كنند مي

 ســتون ســليكايي به عصــاره اســتخراج شــده نوكلئيك
 نوكلئيك دهاياســي جذب). 16و 15كنند (مي اســتفاده

 نمك هاي زياد غلظت حضـــور در ســـيليس ســـطح به
سط ابتدا كائوتروپيك شتاين تو سپي و وگل صيف ژيل  تو

 پودر از اســتفاده با آگارز ژل از را DNA قطعات كه شــد
 توسعه بيشتر اكنون فناوري اين. كردند بازيابي سيليس

صال و يافته ستفاده طريق از RNA يا DNA انتخابي ات  ا
 و اتصــال بافرهاي و شــده اصــلاح يليكاژلســ ســطوح از

توان افتراق و  حداكثر تا اند شـــده بهينه شـــســـتشـــو
 از پس. كنند فراهم را نوكلئيك اسيدهاي بين جداسازي

صال نمونه، اوليه ليز سيد ات شا به نظر مورد نوكلئيك ا  غ
ـــتا پليمي تنظيم ـــود و در اين راس ـــاكاريدها ش  و س

به دل هاپروتئين يل بر هم خوردن موجود در عصـــاره 
ساختار مولكولي، عملكرد خود را از دست داده و به غشا 

متصــل  نوكلئيك اســيد شــوند. در انتها نيز نمي متصــل
شود و با  مي شسته زدايي و نمك الكل با شده به ستون

  ).17گردد (كمك بافر رها ساز از ستون جدا مي
ــد يكي از محدوديت ــاره ش ــه چنان كه اش هاي پروس

ــتخراج، ج ــيدها از منابع اس ــازي انواع نوكلئيك اس داس
شد. به عنوان مثال ويروس كرونا  سي مي با مختلف ويرو

سوي ديگر نمونه RNAداراي ژنومي از نوع  ها است و از 
شده از حلق و بيني بيمار مي باشد كه الزاماً روشي تهيه 
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كارامد و بســـيار حســـاس را براي اســـتخراج ژنوم اين 
ند. از اي يان ن رو ويروس طلب مي ك عه دانش بن مجمو

بر پايه مطالعات تهران كاوش كلون (ســيناكلون ســابق) 
ـــده ـــازي روش بهينه اي را  انجام ش  RNAبراي جداس
ــي با ــمي  بازده ويروس نموده  ارائهبالا و عاري از مواد س

باليني آن بر اســــاس  عات  طال تايج م كه ن اســــت 
ــدارد ــااســــتــان كوپــه اروپ  European( هــاي فــارمــا

pharmacopoeia( .در اين مطالعه گزارش شده است  
  

  روش كار 
RNA  19-ويروسي از نمونه هاي بيماران مثبت كويد 

)19-COVID(  بــيــمــاران مــثــبــت ،HIV )Human 
Immunodeficiency Virus ( وHCV )Hepatitis C 

Virus(  ـــد و آزمون ـــتخراج ش ـــيت، اس ـــاس هاي حس
اختصاصيت، صحه گذاري و پايداري بر اساس استاندارد 
هاي فارماكوپه اروپا صـــورت گرفت. همچنين مقايســـه 

با كيت هاي  )SinaPure Viral(كيت استخراج ويروسي 
ستخراج شركت  ا  GeneAllو  QIAGENهاي ويروسي  

بازار  ـــرف موجود در  ندهاي معتبر و پرمص به عنوان بر
ها اين آزمون Real-time PCRانجام شد و در انتها نتايج 
س سه گرديد.  شامل با هم مقاي سي  رم هاي آلوده ويرو

HIV ،HCV ـــواپ حلق و بيني كوويد -و نمونه هاي س
از آزمايشـــگاه  معتبر دكتر كيوان تهيه شـــد. كيت  19

ــخــراج ــــت ــس اس ــرن ــاي رف ــــي   ه ــروس ــوم وي ژن
)(QIAGEN:CAT:52904; GeneAll: CAT:128-150 
ـــخيصـــي و هاي تش  19-و كوويد HIV, HCV كيت 

(Genproof HIV1/ISEX/050:HCVD/ISEX/050; 
CMV/ISEX/050; Sansure Biotech: S3104E)  نيز از

نمايندگي هاي مربوطه خريداري شــد. مواد شــيميايي 
سيگما تهيه  ساختار كيت از كمپاني  شده در  ستفاده  ا

  گرديد.
اجزاي كيت شـــامل  :SinaPure Viralمحتويات كيت

سوب بافر تخريب كننده، بافر شوي دهنده، بافر ر ست  ش
ــوي ، بافر1 ــتش ــس ــاز،  رها ، بافر2 ش حامل و  RNAس

 اتصال مي باشد. هايستون
براي دســتيابي به خلوص  RNAروش اســتخراج 

 400ابتدا  بالا با اســتفاده از ســتون گروماتوگرافي:

ندهميكروليتر  ميكروليتر  6-5به همراه  بافر تخريب كن
RNA ضافه گرديد و  حامل به ميكروتيوب حاوي نمونه ا

ــپس  ــتگاه ورتكس ثانيه ب 20به مدت  س ه آرامي با دس
 رســـوب بافرميكروليتر از  300مخلوط گرديد. ســـپس 

شد و  دهنده ستگاه  5را به محلول فوق افزوده  ثانيه با د
سيون  به دست  ورتكس مجدداً مخلوط گرديد. سپان سو

ـــتون لود گرديد و به مدت  دقيقه  در  1آمده به روي س
قه (  13000 ــــانتريفيوژ  12000دور در دقي جي) س

 RNAرديد. در طي فرآيند فوق اســـيد هاي نوكلئيك گ
بروي ستون اتصال پيدا مي كنند و آنچه كه از ستون در 
ــده  ــده و از آن خارج ش ــتون ش حين لود نمونه وارد س

ميكروليتر  400 . در مرحله بعداســت، دور ريخته شــود 
بر روي ستون اضافه گرديد و  1 -شستشوي شماره بافر

ــانتريفيوژ دقيقه و با هم 1به مدت  ــده س ان دور ذكر ش
مجدد محلول خروجي از ستون  دور ريخته شود.  گرديد.

شماره  بافرميكروليتر  400مجدداً   شوي  ست به   2-ش
دقيقه با همان دور  1ستون فوق اضافه گرديد و به مدت 

ستون دور ريخته  شد و محلول خروجي از  سانتريفيوژ 
سيد نوكلئيك به شد. در نهايت،  2مدت  ستون حاوي ا

دقيقه بدون افزودن هيچ محلولي،  با شـــرايط يكســـان 
ــتون باقي مانده  ــانتريفيوژ گرديد تا هر آنچه كه در س س

شود و  ستون خارج  ست از  داخل ميكروتيوب  سپس ا
ميكروليتر از  50ميلي ليتري استريل انتقال يافته و  1,5
ــاز كننده  رها بافر ــافه گرديد. تيوب حاوي  س به آن اض

سيد نوك درجه  55دقيقه در دماي  3-5لئيك به مدت  ا
سانتي گراد در داخل دستگاه هات پليت قرار گرفت و با  

ويروسي به همراه  RNAاستفاده از دستگاه  سانتريفيوژ، 
نوكلئيك بافر رها ساز كننده از ستون جدا شده و  اسيد 

شده جمع آوري گرديد. از اين محصول مياني  ستخراج  ا
  شخيصي استفاده شد.براي آزمايش هاي ت

سيت و تعيين  :آزمون هاي باليني براي ارزيابي حسا
 SinaPureكيت  )LOD )Limit Of Detectionميزان 
Viral ،سرم سري رقت  و  HCVو  HIVهاي آلوده به از 

ـــواپ ويروس كرونا با كانت مشـــخص نيز نمونه هاي س
  ).18( استفاده شد

 منابععلاوه بر  كيت، اختصــاصــيت ارزيابي منظور به
سي ستخراج دار فرايند RNA ويرو  بر سازي خالص و ا
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ـــرم آلوده به ويروس روي ژنوم دار مانند  DNA هايس
HBV )Hepatitis B virus(، CMV 

)Cytomegalovirus(، HPV )Human 
papillomavirus(، EPV )Epstein-Barr virus(، HSV 

)Herpes simplex virus(، ــاكتري مثبــت  گرم هــايب
)Staphylococcus aureus،( منفي گرم هايباكتري- 
)Escherichia coli،( و گيــاهي (گنــدم) هــاينمونــه 

 )CHO Cell :Chinese hamster ovary Cell(حيواني 
  ). 19شد ( نيز انجام

ــتخراج  ــحه گذاري، كيت اس به منظور انجام آزمون ص
ـــركت  كاوش ش يتتهران  با ك و  QIAGenهاي كلون 
GeneAll قايســـه قرا ـــپس مورد م فت. س  آزمونر گر

شده با كمك كيت هاي  تشخيصي نمونه هاي استخراج 
Geneproof HIV PCR Kit  ،Geneproof HCV PCR 

Kit  وSansure PCR Kit  ـــتورالعمل ذكر مطابق با دس
 ).20ها انجام شد (شده در اين كيت

ـــي پايداري با   تعدادي كيت از يك در نهايت بررس
صورت رندوم  ساخت معين، به  شرايط دماي سري  و در 

سانتي گراد، طي 8-2 صل   nدرجه  ماه به نوبت و در فوا
قرار گرفتند و جهت اطمينان  آزمون زمان مختلف مورد

صحت نتايج، از كنترل سرم، همراه با از  هاي بالا و پايين 
  ).21كيت مرجع استفاده شد (

 داده ها آماري تحليل و تجزيه :هاداده آماري تجزيه
 Excel 2010 با نمودارها رســـم و SPSS 18 نرم افزار با

ـــد انجام  قرار طرفه يك واريانس تجزيه تحت هاداده. ش
سه و گرفتند ستفاده با ميانگين ها مقاي  كندان آزمون از ا

  .شد انجام>P  05/0 احتمال سطح در
  

  ها يافته
سيت سا سي ح سيت كيت  :برر سا سي ح نتايج برر

ـــتخراج  ـــه با كي SinaPure Viralاس هاي تدر مقايس

، HIVهاي براي نمونه  GeneAllو QIA Genاســتخراج 
HCV شـــده اســـت. بر  ارائه 1در جدول  19-كوويد  و

ــاس اين نتايج ميزان  ــت آمده براي  Ctاس  LODبه دس
نه يتHIVهاي نمو  هاي، اختلاف معني داري را بين ك

ـــركت ـــان  كاوش و تهران GeneAllهاي  ش كلون نش
 QIAGENكيت شركت  دهد. اين در حالي است كهنمي

ـــان داد.  اختلاف معني داري را با كيت هاي مذكور نش
ــاســيت به دســت آمده از نمونه هاي نتايج بررســي حس

HCV نيز الگوي مشابه با هم را نشان داده  19-و كوويد
 هايكيت بين LODو تنها اختلاف معني دار در ميزان 

QIA Gen و SinaPure Viral شد مشاهده.  
نتايج بررسي اختصاصيت كيت  :تبررسي اختصاصي

SinaPure Viral ـــي، بر روي نمونه هاي مختلف ويروس
شده است.  ارائه 1باكتريايي، گياهي و جانوري در شكل 

ـــان مي طور كه همان هاي به جز ويروس دهدنتايج نش
RNA  ــامل ، در مورد COVID 19و  HIV ،HCVدار ش

يك از ويروس ند DNAهاي هيچ  مان  HBV،CMVدار 
،HPV ،EPV ،HSV   ــاكتري گرم منفي و همچنين ب
)Escherichia coli( ، ــت ــب ــث ــرم م ــري گ ــت ــاك ب
)Staphylococcus aureus(هاي گياهي (گندم) ، نمونه

، پاســخ مثبت مشــاهده نشــد كه اين )CHO( و جانوري
صيت كيت  صا ضوع تاييدي بر اخت  SinaPure Viralمو

 دار است. RNAدر استخراج ژنوم ويروس هاي 
 SinaPureصحه گذاري كيت  :صحه گذاريبررسي 

Viral سه با كيت در  GeneAllو  QIAGenهاي در مقاي
 و HIV ،HCVكانت هاي بالا، ميانه و پايين ســرم هاي 

يد ـــواپ حلق و بيني كوو هاي س نه   19-همچنين نمو
ست آمده از كانت هاي مختلف  شد. در نتايج به د انجام 

بين هر ســه اختلاف معني داري  HIVنمونه هاي مثبت 
شد  شاهده ن كيت مورد آزمايش در كانت هاي مختلف م

ـــوي ديگر همين الگو نيز در مورد  ).2(جــدول  از س
 

  COVID-19و  HIV ،HCVهاي آلوده در نمونه LODمقايسه ميانگين  -1جدول 
 HIV(LOD) HCV(LOD)  COVID-19 (LOD)  نام كيت

QIA Gen  07/0± a27/32  11/0 ±a17/32  23/0 ±a03/36  
GeneAll  16/0 ± b9/39  12/0 ±ab26/33  21/0 ±ab64/36  

SinaPure Viral  33/0  ± b66/39  14/0 ±b13/34  17/0 ±b21/37  
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ـــد (جدول  HCVهاي نمونه ). اما در نتايج به 3ديده ش
 4كه در جدول  19-هاي كوويددســـت آمده براي نمونه

هاي بالا و ميانه گرديده است با وجود آنكه در كانت ارائه
شت، معني داري بين كيتاختلاف  هاي مذكور وجود ندا

نت كا ما در  يت ا پايين از ويروس، ك  QIAGenهاي 
با كيت و  SinaPure Viralهاي اختلاف معني داري را 

GeneAll تواند به تفاوت نشــان داد كه اين موضــوع مي
سيت نحوه نمونه سا شد؛ چرا كه در در ح گيري مربوط با

طا مال خ پايين ويروس احت هاي  طه فرد  لود ـــ به واس
ــوي ديگر، عدم اختلاف معني نمونه گير وجود دارد. از س

كانت HCVو  HIVهاي دار بين نمونه هاي مختلف در 
  تواند تاييدي بر اين موضوع باشد.  مي

يداري پا ــي  يت  :بررس يداري ك پا ـــي  تايج بررس ن
ـــتخراج   18و  12، 6در دوره هاي  SinaPure Viralاس

ساس ن 7و  6، 5ماهه در جداول  شدند و بر ا مايش داده 
داري ماهه اختلاف معني 12و  6هاي اين نتايج در دوره

يت  يت SinaPure Viral بين ك و  QIAGenهاي با ك
GeneAll  ماه، كيت  18مشاهده نشد، اما بعد از گذشت

SinaPure Viral  ـــي براي پايين ويروس هاي  كانت  در 
يت هاي داري را با كهاي مثبت اختلاف معنيهمه نمونه

رفرنس نشان داد؛ در حالي كه اين كاهش بازده در كانت 
 .ها مشـــاهده نشـــدبالاي ويروس در هيچ كدام از نمونه

ـــوعي كه در اينجا براي كاهش بازده كيت محتمل  موض
شرايط نگهداري  ستفاده  RNAاست  ناقل پس از اولين ا

ناقل در  RNAباشــد. با توجه به نقش به ســزايي كه مي
 RNAيروســي دارد پس از تهيه محلول رســوب ژنوم و

شرايط نگهداري آن در پايداري  سيار موثر  RNAناقل  ب
  باشد.مي

  
  

  
  هاي مختلف ويروسي، باكتريايي، گياهي و جانوريبر روي نمونه SinaPure Viralنتايج بررسي اختصاصيت كيت  -1شكل 
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  گيرينتيجه
ست آمده از اين مطالعه و انطباق  ساس نتايج به د بر ا

ستاندارد شركت ا شده  هاي فارماكوپه بين كيت طراحي 
يت با ك كاوش كلون  و  QIAGenهاي مرجع تهران 

  HIVهاي آلوده هاي مختلف نمونههاي بدست آمده از كانتCtمقايسه ميانگين  -2جدول 
 HIV  نام كيت

Low 
HIV 
Mid 

HIV 
High  

QIA Gen  33/0± a52/32  24/0 ±a94/25  17/0 ±a96/19  
GeneAll  19/0 ± a92/32  28/0 ±a01/26  11/0 ±a08/20  

SinaPure Viral 21/0  ± a47/32  17/0 ±a15/26  21/0 ±a13/20  
  .دهندنشان مي %5داري را در سطح هاي داراي حروف غير مشابه در هر ستون اختلاف معنيخطاي استاندارد. ميانگين ±ميانگين 

  
  HCVهاي آلوده ي مختلف نمونههادست آمده از كانته هاي بCtمقايسه ميانگين  -3جدول 

 HCV  نام كيت
Low 

HCV 
Mid 

HCV 
High  

QIA Gen  27/0 ±a11/29  16/0 ±a17/23  27/0 ±a01/20  
GeneAll  19/0 ±a26/29  21/0 ±a49/23  19/0 ±a25/20  

SinaPure Viral  25/0 ±a15/29  24/0 ±a61/23  25/0 ±a45/20  
  .دهندنشان مي %5داري را در سطح اراي حروف غير مشابه در هر ستون اختلاف معنيهاي دخطاي استاندارد. ميانگين ±ميانگين 

  
  19-هاي آلوده كوويدهاي مختلف نمونههاي بدست آمده از كانتCtمقايسه ميانگين  -4جدول 

 COVID-19  نام كيت
Low 

COVID-19 
Mid 

COVID-19 
High  

QIA Gen  09/0 ±a28/32  11/0 ±a25/23  18/0 ±a35/91  
GeneAll  12/0 ±b12/34  33/0 ±a42/23  21/0 ±a62/19  

SinaPure Viral  17/0 ±b48/34  27/0 ±a95/22  15/0 ±a80/19  
 .دهندنشان مي %5داري را در سطح هاي داراي حروف غير مشابه در هر ستون اختلاف معنيخطاي استاندارد. ميانگين ±ميانگين 

  
  GeneAllو   QIA Genهاييتدر مقايسه با ك ماه 6پس از  SinaPure Viralنتايج پايداري كيت  -5جدول 

 HIV  نام كيت
Low 

HIV 
High 

HCV 
Low 

HCV 
High  

COVID-19 
Low 

COVID-19 
High  

QIA Gen  33/0 ±a88/32  29/0 ±a25/20  23/0 ±a41/25  18/0 ±a21/19  27/0 ±a45/31  09/0 ±a15/16  
GeneAll  22/0 ±a22/32  21/0 ±a12/20  16/0 ±a10/25  21/0 ±a12/19  25/0 ±a35/13  12/0 ±a85/16  

SinaPure Viral  26/0 ±a15/32  27/0 ±a10/20  24/0 ±a61/25  15/0 ±a26/19  24/0 ±a85/31  07/0 ±a05/16  
  .دهندنشان مي %5داري را در سطح هاي داراي حروف غير مشابه در هر ستون اختلاف معنيخطاي استاندارد. ميانگين ±ميانگين 

  
  GeneAllو   QIA Genهايدر مقايسه با كيت ماه 12پس از  SinaPure Viralنتايج پايداري كيت  -6جدول 

 HIV  نام كيت
Low 

HIV 
High 

HCV 
Low 

HCV 
High  

COVID-19  
Low 

COVID-19 
High  

QIA Gen  23/0 ±a15/31  14/0 ±a95/20  21/0 ±a55/26  10/0 ±a85/19  31/0 ±a05/33  09/0 ±a52/18  
GeneAll  25/0 ±a12/31  19/0 ±a02/21  18/0 ±a18/26  11/0 ±a72/19  28/0 ±ab17/34  12/0 ±a15/18  

SinaPure Viral  2/0 ±ab15/32  16/0 ±a18/21  22/0 ±a68/26  16/0 ±a01/20  26/0 ±ab75/34  07/0 ±a81/18  
  .دهندينشان م %5داري را در سطح هاي داراي حروف غير مشابه در هر ستون اختلاف معنيخطاي استاندارد. ميانگين ±ميانگين 

  
  GeneAllو   QIA Genدر مقايسه با كيت هاي ماه 18پس از  SinaPure Viralنتايج پايداري كيت  -7جدول 

 HIV  نام كيت
Low 

HIV 
High 

HCV 
Low 

HCV 
High  

COVID-19  
Low 

COVID-19 
High  

QIA Gen  21/0 ±a95/34  24/0 ±a97/19  11/0 ±a14/29  09/0 ±a14/20  24/0 ±a05/35  11/0 ±a19/19  
GeneAll  23/0 ±a06/35  17/0 ±a22/20  15/0 ±a88/28  08/0 ±a68/19  21/0 ±ab24/36  15/0 ±a23/20  

SinaPure Viral  26/0 ±b45/37  13/0 ±a78/20  21/0 ±b33/32  1/0 ±a01/20  20/0 ±b81/37  10/0 ±a65/20  
  .دهندنشان مي %5داري را در سطح اختلاف معني هاي داراي حروف غير مشابه در هر ستونخطاي استاندارد. ميانگين ±ميانگين 
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استخراج تيك ديتول و يطراح                     RNA كرونا روسيو بر ديتاك با يروسيو   

GeneAllهاي ين كيت را قابل رقابت با كيتتوان ا، مي
مرجع عنوان كرد و آن را جــايگزيني مطمئن براي 

  هاي خارجي موجود در بازار دانست.كيت
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