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Background and aims: We have encountered many epidemics such as HIV, SARS 

and Middle East respiratory syndrome corona viruses, Ebola virus, Zika and recently 

SARS-Cov-2. All these epidemics resulted from an animal to human transmission, 

during all these epidemics, absence of rapid and accurate molecular diagnostic 

testing has threatened the public health. Most tests for early detection of SARS-

COV-2 RNA rely on reverse transcription-polymerase chain reaction, but isothermal 

mediated amplification assays and CRISPER based methods are thriving 

alternatives. Identification of individuals who have activated antibodies to the SARS 

COV-2 virus requires serological tests including enzyme-linked immuno sorbent 

assay (ELISA) and lateral flow immunoassay and they can be used as 

complementary tests in complex cases. This report is an overview of current 

development in COVID 19 molecular genetic techniques and future improvement 

and innovation.    

Conclusion: There is an ongoing race to develop more efficient laboratory 

techniques and cost-effective, point-of-care test kits that can be used in large scale. 

While RT-PCR has been the dominant technique for detection of viral RNA, other 

nucleic acid assays such as isothermal amplification assays, hybridization 

microarray assays, amplicon-based metagenomics sequencing, and recently 

CRISPR-related technologies are also under development. 
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در  یمولکول کیژنت یکهاینقش تکن

 COVID-19 صیتشخ

 

، 1زاده  سارا تقي، 1 ليلا جوانپرست شيخاني ،* 2و 1 فرخنده بهجتي

 1عالمه محمدپور،  1راد جاه گلنوش گل،  1تموچين محرمي
 

صارم، بيمارستان فوق تخصصي صارم،  یو نابارور یبارور قاتيمرکز تحق 1

  .رانیتهران، ا ران،یا يدانشگاه علوم پزشک
 رانی، تهران، ايو توانبخش يستیدانشگاه علوم بهز، کيژنت قاتيمرکز تحق 2

 
 

 چکيده

ها همانند کرونا های مکرری از ویروسما با اپيدمي :ها و اهداف نهيزم

، ویروس ایبولا، 2009های تنفسي خاورميانه، های عامل سندرمویروس

ی به رو بوده ایم. همه رو   COVID-19ویروس زیکا و ویروس اخير یعني 

ها در اثر انتقال از یک حيوان به انسان رخ داده اند که به صورت اپيدمي این

در زمان  اند ومحسوس یا غير محسوس در جمعيت انساني منتقل شده

ها عدم وجود یک روش تشخيص مولکولي سریع وجود هریک از این اپيدمي

 و در دسترس، سلامت عمومي را با خطر مواجه کرده است.

 به واکنش  SARS-CoV-2 زودرس صيتشخ یبرا شاتیآزما شتريب

 Reverse transcription polymeraseمعکوس ) مرازيپل یا رهيزنج

chain reaction) و  زوترمالیا ريتکث ی هیبر پا یاما تستها ،دارد هيتک  

هستند.  یکننده ا دواريام یها نهی، گزCRISPRبر  يمبتن یروش ها

 SARS-CoV-2روسیو  هيانها عل یها یباد يکه آنت یافراد یيشناسا

دارند، از جمله سنجش  يکیسرولوژ یها شیبه آزما ازيفعال شده است، ن

ي و جانب يسنج يمنی( و روش اELISA) میمرتبط با آنز مونوسوربنتیا

. های مکمل در موارد پيچيده بيماری باشند توانند تست ها مي این تست

     COVID-19 ژنتيک مولکوليي صيتشخ یها کيتکن يمقاله به بررس نیا

 مي پردازد.

 

و کارآمد  يشگاهیآزما يکهایتکن یقابت بر سر توسعه ر گيری:نتيجه 

بزرگ را داشته  یها ياساستفاده در مق يتکه قابل يقمقرون به صرفه و دق

غالب  يکتکن یک  RT-PCRيکباشند، همچنان ادامه دارد. اگرچه تکن

از  يدیاس يکنوکلئ یتستها یراست، سا یروسيو RNA یيشناسا یبرا

 يتوال يينتع ،هیآرا یزرهيبریدیزاسيون ل، یزوترماا يرتکث یتستها يبلق

در حال  يزن یسپرکر یهبر پا يکهایتکن يراو اخ يکونامپل یهبر پا يکمتاژنوم

 توسعه و تکامل هستند.
 

 ، کریسپر، تکثير ایزوترمالCOVID-19 ،RT-PCR ها:واژه کليد

 

 05/02/99: تاریخ دریافت

 05/03/99تاریخ پذیرش: 
 فرخنده بهجتي نویسنده مسئول:*

 

 مقدمه

 پستانداران در که هستند هایي ویروس جمله از (COVsا )هویروس کرونا

 های بيماری بروز باعث عمدتا و شوندمي  مشاهده وسيعي طور به پرندگان و

     شوند.  مي هپاتيت یا و عصبي های بيماری گاه و گوارشي، تنفسي،

 دهان مسير و مدفوع طریق از یا و تنفسي طریق مسير از معمولا ها عفونت

 .باشند مزمن یا حاد توانند مي ایجاد شده های عفونت و شوند مي منتقل

خاص  جانوری گونه یک کردن آلوده برای معمولاا  ها ویروس کرونا

صورت  جانوری گونه همان به گونه یک از و انتقال  اند یافته اختصاصيت

 ویروسي خانواده یک عنوان به ها ویروس کرونا به لحاظ تاریخي، .پذیردمي

 انسان، تنفسي پاتوژن جدید چندین کشف پي در، 1960 دهه در جدید

 بودن دارا  واسطه به   ها ویروس  این  شدند. معرفي و شناسایي اارسم

 شناخته شوند، مي ناميده (SPIKE) اسپایک که خود سطح در هایي ساختار

 در و ها ویروس از گروه این شناسایي از پس سال چهل تقریبا شوند.  مي

 بروز باعث ویروس، کرونا یک ميلادی، 2003 سال اوایل و 2002 سال اواخر

 سندرم یا (SARS-CoV) سارس به که شد انسان در شدید تنفسي عوارض

 تحقيقات تا شد باعث SARS ناگهاني ظهور معروف شد تنفسي حاد

 این اعضای زایي بيماری و تکثير اصلي های مکانيسم درک برای جدیدی

 -SARS شيوع د. شو آغاز جهان در آنها کنترل هدف با ویروسي خانواده

CoV  و مير  درصد مرگ نفرشد و  794و مرگ  نفر 8096 ابتلای باعث

 ویروسي مجددا ، 2012 سال در آن از پس .شد اعلام درصد 8/9این ویروس 

 یافت شيوع عربستان در بویژه و خاورميانه منطقه در خانواده این از دیگری

و را آلوده نفر  2260 مجموع در و گرفت منا  (MERS -CoV)  مرس که

 .]1،2[درصدی را در انسان موجب شد 5/35مرگ ومير 

  یک از ناشي  ، ذات الریه موارد  از  دسته  یک  ، 2019  در دسامبر سال

β-coronavirus  استان ووهان شهر درکه به تازگي شناسایي شده بود 

 سریع و گسترده شيوع و تنفسي سندرم حاد علائم با چين کشور هوبي 

این ویروس  .رسيد جهاني گيری همه مرحله به ماه چند طي در و بوده همراه

  ست که در انسان ایجاد بيماری ا ویروسها هفتمين ویروس از نوع کرونا

 .]3،4[کرده است

 
 

 ژنومی سازمان و تاکسونومی

را در ژانویه  SARS-CoV-2 محققان چيني به سرعت یک بيمار مبتلا به

مطالعات . ]5[یابي نمودند قرنطينه کرده و ژنوم ویروس را توالي  2020

 فرخنده بهجتي و همکاران 2
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تخمين  2.2را حدود  SARS-Cov-2ی ویروس سرعت توليد مثل اوليه

 .]3،6[زده اند

  خانواده زیر و Coronaviridae خانواده به متعلق ها ویروس کرونا

Orthocoronavirinae  شوند مي بندی طبقه جنس چهار در و هستند: 

 Alphacoronaviruses (α)  

 Betacoronaviruses (β)  

 Gammacoronaviruses (γ)   

  Deltacoronaviruses (δ) 

 در طولي با RNA مثبت رشته تک ژنوم با دار پوشش ها، ویروس کرونا

 خانواده این ویژگي ترین بارز از یکي هستند.  باز جفت هزار 32تا  26 حدود

 ژنوم اندازه بزرگترین دارای ها ویروس است. کرونا آنها ژنوم اندازه ویروسي

 حاوی ها ویروس این ژنوم هستند. دار RNA های ویروس تمامي بين در

 آن به که است  3’سر در (A) پلي دم یک و ’5  سر در کلاهک ساختار یک

مورد   های پروتئين پلي ترجمه برای mRNA عنوان به تا دهد مي اجازه

 غير های پروتئين replicase های ژن کند. عمل سازی نياز همانند

 20kb حدود در یعني ژنوم، سوم دو و کنند مي گذاری رمز را ساختاری

 با مرتبط ژنهای را، kb 10 حدود مانده یعني باقي سوم دارند. یک طول

 تشکيل (accessory) جانبي یا و  (structural)های ساختاری پروتئين

  ای ناحيه و leader توالي حاوی ’5انتهای در دهند. ژنوم ویروسي مي

 تکثير برای مورد نياز ساختار چندین شامل که است (UTR) کننده کد غير

 جانبي، یا ساختاری ژن هر ابتدای در براین، است. علاوه RNA رونویسي و

  تنظيم نيز و بيان برای که دارند رونویسي قرار کننده تنظيم های توالي

 ساختارهای دارای UTR  3- ’ضروری هستند. ها ژن این از یک هر بيان

RNA  سنتز و تکثير برای نياز مورد RNA ویروس نو ظهور. است ویروسي 

CoV-2  – SARS  گونه جدید از بتا کرونا ویروس ها است که ساختار

 یکاسپا ژنومي معمول کرونا ویروس ها را شامل پروتئين های ساختاری

(spike)، ( پوششيEnvelope)غشایي ، (membrane)  و نوکلئوکپسيد

(Neucleocapsid)  را به فرد  همچنين چندین پروتئين جانبي منحصرو

از  Covژنوم  .]2،7[کنددارا بوده که با سيستم ایمني ذاتي ميزبان تداخل مي

تشکيل شده است،  ORF(open reading frame)(، 6-12) تعداد متغيری

                 ORF (ORF1 a/b)ویروسي عمدتا در اولين  RNAدو سوم از 

را کد  pp1abو pp1aقرار گرفته است که دو پلي پروتئين را تحت عنوان 

             های ساختاری را کدها، پروتئين ORFکند در حالي که سایر مي

 .]3،8[کنندمي

درصد  SARS-COV2،  96.2ها حاکي از آن هستند که توالي ژنومي یافته

باشد. براساس نتایج مربوط به ی آن در خفاش ميمشابه نوع یافته شده

ها به عنوان ميزبان طبيعي تکاملي، خفاش هاییابي ویروس و بررسيتوالي

اند که توسط یک حد واسط نا مشخص به انسان ویروس در نظر گرفته شده

که درواقع رسپتور آن   ACE2از آنزیم  SARS-COV2منتقل شده است. 

 .]3،9[کنداست، برای آلوده کردن انسان استفاده مي

 

 کارآمداهمیت وجود یک روش تشخیص مولکولی 

طيف وسيعي از تظاهرات باليني را نشان مي دهد،  COVID-19 از آنجا که

از علائم خفيف مانند آنفولانزا گرفته تا شرایط تهدید کننده حيات، مهم 

ابتدا انجام شود تا این بيماری  است که تست های تشخيصي کارآمد را در

از سایر بيماری ها تفکيک شود این مورد از قرنطينه های غير ضروری 

ها منفي است جلوگيری کرده و مانع از آنافرادی که تست بيماری برای 

شود. تشخيص مي مثبت است، آنهاگسترش بيماری توسط افرادی که تست 

که سریعاا مداخلات درماني را زودهنگام به پزشکان این امکان را مي دهد 

برای بيماراني که در معرض خطر بيشتری برای عوارض جدی تر ناشي از 

هستند را ارائه دهند. تست های پيچيده تری که بر   COVID-19 بيماری

پایه ی توالي یابي ژنوم ویروسي هستند، ابزار اساسي برای تعيين ميزان و 

و همچنين شناسایي  SARS-CoV-2 درجه تنوع جهش های مرتبط با

ویروس به منظور تهيه واکسن های موثر بر بيماری  نوظهورگونه های 

هستند. تا زماني که یک واکسن تجاری در دسترس نباشد، شناسایي افراد 

،  با ظهور و یا بدون ظهور علائم و نيزافرادی که SARS-CoV-2 آلوده به 

امر این امکان را فراهم ایمني ضد ویروسي ایجاد کرده اند، مهم است این 

قدرت و توان سيستم ایمني در جمعيت عمومي  آناليزمي کند تا امکان 

 فراهم شود.

 يبه دو سته اصل COVID-19  يصيتشخ یها شیآزما یبه لحاظ تجار

  یيشناسا یبرا يمولکول یشوند. دسته اول شامل روشها يم یبند ميتقس

RNA  مرازيپلی ا رهيزنج  یها کيتکن  یهیبرپا يروسیو (PCR و )ای 

است. دسته دوم  دياس کينوکلئهيبریدیزاسيون بر  يمبتن یها یاستراتژ

 یادیهستند  که تا حد ز يکیمونولوژیو ا يکیسرولوژ یشامل تست ها

هستند که توسط  های آنتي ژنيکي و یا پروتئين هایباديآنتوابسته به 

 (.1)تصویر ]10[ شود يم ديتول رنديگ يقرار م روسیکه در معرض و یافراد

 صيدر تشخ يها نقش همپوشان شیدو دسته از آزما نیالبته که  ا

COVID-19  شیدارند. آزما  RNA کند يم یيرا  شناسا یافراد  يروسیو

را  یمتعاقباا افراد کیسرولوژ شیعفونت قرار دارند. آزما که در مرحله حاد

    کرده اند و جادیا روسیو هيرا عل یيها یباد يکند که آنت يم یيشناسا

   امکان را فراهم  نیا نياهداکننده بالقوه پلاسما باشند. همچن نندتوا يم

 يمنیا ستميس تيقرار داد و وضع یريگيکند که افراد مبتلا را مورد پ يم

 .]10[کرد يآنها را در طول زمان بررس

 COVID-19مبارزه با  ديکل یريشگيبه موقع ، درمان مؤثر و پ صيتشخ

مقرون به صرفه  يشگاهیازما یتهايک یبر سر توسعه يهستند. رقابت فعل

 است. صيتشخ یسرعت بالا تيبا قابل

 
 کینوکلئ ییشناسا یبرا  یمولکول صیتشخ یروش هامعرفی 

 یروسیو یدهایاس

  SARS-CoV-2روسیو  کی   RNA سنس  یرشته ا تک   دار          

   GISAID  در  آن   ژنتيکي   توالي   کل  که    آنجا   از  و است    مثبت

Initiative on Sharing All Influenza Data)  (Globalبار گذاری     

 COVID -19   3 صيدر تشخ يمولکول کيژنت یکهاينقش تکن 
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 یها تياز ک يفيط کی يقاتيتحق یها و گروه ها است، شرکت شده

 روسیو يکيژنت يرا گسترش داده اند. در دسترس بودن توال يصيتشخ

خاص را  یتستها یتوسعه یبرا ازيمورد ن یو پروبها مرهایپرا يطراح

 یها یاستراتژ روندها و  يقسمت ما به بررس نیدر ا .]11[کرده است ليتسه

از  دیمرسوم و جد یبر روش ها يمبتن COVID-19 يمولکول يصيتشخ

 .یمپردازيم CRISPRجمله 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 ]COVID/2-CoV–SARS ]11-19های مورد استفاده برای تشخيص  . تست1تصویر

 
 (RT-PCR)یسیمعکوس رونو مرازیپل یا رهیواکنش زنج

RT-PCR يکيژنت یاز ماده يکه قادر است مقدار اندک تيقابل نیبراساس ا 

 کيتکن کیبه عنوان ، کند يکند، عمل م ريموجود در نمونه را تکث روسیو

در  شود. يدر نظر گرفته م 19 دیکوو روسیو یيگلد استاندار در شنانسا

کنند  ياستفاده م یيمعمولاا از نمونه ها RT-PCR شاتیآزما حال حاضر

        یبا استفاده از سواب جمع آور يدستگاه تنفس يکه از قسمت فوقان

با استفاده از سرم،  زياز مطالعات ن يتعداد اندک ، نیشده اند. علاوه بر ا

 کيژنوم شگاهیماآز رااي( اخ7-5) انجام شده اند. يترشحات چشم ای مدفوع ،

 Taq Path تحت عنوان را RT-PCR مبتني بر  روش  کیروتگرز  ينيبال

COVID19-Combo kit بزاق جمع  یاز نمونه ها ست که توسعه داده ا

بوده و  عتریروش سر نیا، کند ياستفاده م ماريشده توسط خود ب یآور

 شود،يم یمتحمل درد کمتر مارينمونه ب یجمع اور یروشها رینسبت به سا

از نمونه  یشتريکادر درمان داشته و حجم ب یبرارا  یکمترخطر  نيهمچن

 .]10[گذارد يم اريرا در اخت

 لیبا تبد RT-PCRنشان داده شده است ،  1همانطور که در شکل 

رونوشت بردار معکوس  میتوسط آنز DNAبه  يژنوم RNA يشگاهیآزما

     که  DNAکوچک   یبه آغازگرها يواکنش متک نی. ادشو يشروع م

 میآنز زيکند و ن يم یيشناسا يروسیژنوم و  RNAمکمل را در  یها يتوال

از  DNA (cDNA)کوچک  يکپ کیبتواند  تارونوشت بردار معکوس است 

RNA همانطور که  يدر زمان واقع ريواکنش تکث نیبسازد. در ا يروسیو

رنگ  کیبا استفاده از  که شوديرود، مشاهده م يم شيپ   PCRواکنش 

 کی زيشده است و ن بليمولکول فلئورسنت ل کیکه با  يپروب ایفلورسنت 

  TaqMan  که در مورد روش   یزيهمانند چ ،(quencherخاموش کننده )

 
 
 
 

 را ريتکث ندیخودکار فرا ستميس کیسپس  شودانجام ميشود،  يمشاهده م

 ابلق يروسیو cDNAکه  يتا زمان  کنديچرخه تکرار م 40حدود  یبرا

 سريم يکیالکتر اینت و سفلوئور گناليس کیمعمولا با  نیمشاهده باشد و ا

 .]10،12[شود يم

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
بخش  کیاز  cDNA يکپ کی RT-PCR . (RT-PCR)معکوس  مرازيپل  یا رهيواکنش زنج. 2 ریتصو

شده است که بصورت  لیتبد (dsDNA) یدو رشته ا DNAکه به  کند يم جادیا يروسیو RNAخاص از 

 شده است. ريتکث یينما

 

RT-PCR  دو  ای یا یک مرحلهواکنش  کیبه طور مرسوم به عنوان   

 وبيکروتيم کی از یمرحله ا کیشود. واکنش  ينظر گرفته م ای درمرحله 

کند،  يانجام کل واکنش است، استفاده م یبرا یضرور یمرهایکه شامل پرا

انجام  یبرا وبيکروتيم کیاز  شياز ب RT-PCR یواکنش دو مرحله ا

نسبت  يول کندياستفاده م ريمعکوس و تکث يسیرونو یاکنشهاو یجداگانه

دهد،  يرا نشان  م یبالاتر تيانعطاف  و حساس یمرحله ا کیبه واکنش 

را دارد که بتوان  تيقابل نیدارد و ا ازيجهت آغاز واکنش ن یبه مواد کمتر

c-DNA کی(. به طور معمول  روش 11کرد) یاهداف نگهدار ریسا یرا برا 

آن  لياست به دل SARS-CoV-2 صيتشخ یروش ارجح برا  یامرحله 

نمونه نداشته  تیریبه مد يچندان ازيرا دارد و ن عیسرراه اندازی  تيکه قابل

کردن و  پتيان خطرات مربوط به پ جهيقابل انجام است که درنت عایو سر

. تا به امروز ابدی يکاهش م ريمعکوس و تکث يسیمراحل رونو يط يآلودگ

استفاده کرده اند  RT-PCR یاز فناور يمولکول يصيشخت  یتستهااکثر 

 ، نوکلئوORF8 ای و ORF1bرا شامل  روسیمختلف ژنوم و يکه نواح
ژن  ای DNA (RdRp)وابسته به  مرازيپل RNA، (S)اسپایک   ،(N)ديکپس

 .]31[را هدف قرار داده اند (E) يپوشش

-SARS یعفونت ها یيشناسا یروش برا نیمتداول تر RT-PCRاگرچه 

CoV-2زاتيبه تجه ازيتوان ن يدارد که از ان جمله م زين يبی، است، معا 

اشاره کرد، ، هم  شگاهیپرسنل آزما یبالا اريو مهارت بس يشگاهیآزما قيدق

رو   نیاست. از ا ازين  جهينت افتیدر یزمان چند روزه برا کیبه  نيچن

 فرخنده بهجتي و همکاران  4
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 یها در سراسر جهان  در حال تلاش برا شگاهیاز شرکت ها و آزما یتعداد

 ها کيتکن ریسا یو توسعه  RT-PCR یها یفن آور  یيهبود کاراب

 .]10[هستند
 

 دیاس کینوکلئ زوترمالیا ریتکث

 RT-PCR دارد که  ازيهر چرخه ن یدرجه حرارت برا به تغييرات چندگانه

 د،ياس کينوکلئ زوترمالیا ريتکث .]10[است شرفتهيپ یيدما زاتيمستلزم تجه

دهد و  يثابت را م یدر دما ريتکث یاست که اجازه  نیگزیروش جا کی

 ی هیروش برپا نیچند نیبنابرا .کنديم طرفرا بر  یيدما یبه چرخه  ازين

 اند. افتهیاصل توسعه  نیا

 

   (RT-LAMP)تکثیر ایزو ترمال با واسطه لوپ

RT-LAMP  یو مقرون به صرفه برا عیسر نیگزیتست جا کیبه عنوان 

 2است. همانطور که در شکل  افتهیگسترش  SARS-Cov-2 صيتشخ

 ی هيناح ایژن  یخاص برا مریپرا 4به  RT-LAMPنشان داده شده است، 

مرحله  کیرا با  LAMPداده و  شیرا افزا تيدارد تا حساس ازيهدف ن

 نیکند. محصول ا يم بيترک RNA یيشناسا رمعکوس به منظو يسیرونو

       کدورت زانيم که مشاهده شود یفوتومتر لهيتواند به وس يم ريتکث

توان در  يواکنش را م نیا .رديگ يرا اندازه م میزيمن لهيشده به وس جادیا

نور فلورسانس با  ایکدورت  زانيم  یرياندازه گ ی لهيبه وس  يزمان واقع

قرار داد. از آنجا که  يشونده مورد بررس نترکالهیا یاستفاده از رنگ ها

 یبصر  يبررس به حرارت و يدر زمان واقع RT-LAMP يصيتشخ شیآزما

             دیکاند کیبه  را این تکنيک آن تيو حساس يدارد، سادگ ازين

 .]14[کرده است لیتبد روسیو یيشناسا یکننده برا دواريام

-SARSتعداد اندکي از تستهای مولکولي در دسترس برای شناسایي  

CoV2  از تکنيکRT-LAMP .این تست  سریع است  استفاده مي کنند

ویروسي  از سواب های دستگاه  RNAدقيقه یا کمتر( و برای تشخيص   13)

 .]10[تنفسي فوقاني استفاده ميکند، اما محدود به یک نمونه در هر ران است

پيشنهادی توسط ژانگ و همکاران، از ریورس  RT-LAMPتست 

استفاده مي کند که  cDNAویروسي به  RNAاز برای تبدیل ترانسکریپت

برای تشخيص سریع   DNAپليمراز وابسته به  DNAمتعاقبا توسط  

شود . این آنزیم تکثير مي DNAکلرومتریک  با یک رنگ متصل شونده به 

در این سيليکو  است  که  RNAپليمراز هدایت شده به وسيله  DNAیک 

، درجه سانتيگراد مهار مي کند 40را زیر  RTxبه یک آپتامر  که فعاليت 

ویروسي در  RNAکلریمتریک در شناسایي  LAMP شود.متصل مي

موثر است و یک روش  RNAکپي  480ليزهای سلولي در سطوح تقریبي 

 .]10[است PCR-RTسریع و ساده جهت جایگزیني با 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 (loop-mediated isothermal amplificationمعکوس با واسطه لوپ ) ري. تکث3ریتصو

 

 
 یسیبا واسطه  واسطه رونو ریتکث

(Transcription-Mediated Amplification) (TMA))  

   TMAاست که در مرحله  زوترمالیا ريتکث یبرا یتک لوله انحصار کی

 DNAاز  يخاص ينواح ريتکث یبرا  يروسیرتروو یپس از همانند ساز ی

                 مورد استفادهRT-PCR نسبت به  یشتريب یيبا کارا RNA ای

و  يروسیمعکوس رتروو پتازیترانسکر  کیروش از  نی. در ارديگ يقرار م

RNA مرازيپل T7 از  دهاياس کينوکلئ یيشناسا یو برا شوديم ادهاستف

 Hologic's   Panther . پلتفرم رديگيپاتوژن مورد استفاده قرار م نیچند

fusion  مراحل مربوط به  را دارد که هردو تيقابل نای RT-PCR و TMA 

 .]10[را انجام دهد

روش  کیساعت(،  24تست در  1000آن )حداکثر  یبالا یيکارا ليبه دل

 یها روسیو ریرا دارد که به طور  همزمان سا تيقابل نیبوده و ا زیمتما

دارد را با استفاده از  يهم پوشان COVID-19که علائم آن با  عیشا يتنفس

هيبریدیزاسيون اول شامل  رحلهقرار دهد. م يمورد بررس ماريهمان نمونه ب

RNA است که شامل  یيدهايگونوکلئوتيپروب خاص و اول کیبه  يروسیو

     به دام يسيذرات مغناط کرويم یهستند ، که بر رو T7پروتومر  مریپرا

   دیبريه T7هدف به دام افتاده که با پروموتور  RNAافتند.  سپس  يم

 RNaseH تيفعال. متعاقبا شوديم يسیرونو cDNA کیشده است، به 

-RNAهدف را از داپلکس  RNAمعکوس، رشته  پتازیمربوط به ترنسکر

cDNA  تک رشته  کیجدا کرده و فقطc-DNA که شامل  ماند،يم يباق

        دو  DNA جادیجهت ا ياضاف مریپرا کی. از باشد يم T7پروموتور 

به   T7 مرازيپل RNA. که متعاقبا توسط شودياستفاده م یرشته ا

سپس  RNA دیجد یکونهايامپل نی. اشوديم لیتبد RNA یکونهايامپل

را  RNA کونيامپل ونهايليب یينها ريتکث نیو ا شونديم TMA  ندیوارد فرا

 دیبريبا استفاده از  ه یيشناسا ندی. فراکنديم جادیساعت ا کیدر کمتر از 

 نی. اشوديانجام م  RNA کونيبه امپل یتک رشته ا دياس کيشدن نوکلئ

  دياس کينوکلئ يفلوروفور و خاموش کننده است. وقت کیبه  تهوابس  ندیفرا

 COVID -19   5 صيدر تشخ يمولکول کيژنت یکهايتکن نقش 
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را دارد که در  تيقابل نیفلوئوفور ا شود،يم دیبريه یتک رشته ا RNAبا 

 .]10[کند جادیا گناليشدن، س ختهياثر برانگ

 

 تشخیص های مبتنی بر استفاده از کریسپر

 یها يخانواده از توال ککریسپر ی  يندروميپال يژن نيب یخوشه ا یتکرارها

ها  یمانند باکتر يوتیپروکار یها سميهستند که در ارگان یدياس کينوکلئ

آنزیم های  دسته از کی ی لهيبه وس توانند يها م يتوال نیشده اند. ا افتی

 دهیو بر یيشناسا شوند،يم دهينام سپریمرتبط با کر یها میآنزکه  یيایباکتر

از خانواده  يخاص یها میآنز .Cas13و  Cas9 ،Cas12مثال  یشوند برا

Cas12  وCas13  يتوال دنیهدف قرار دادن و بر یبرا توانندي م RNA 

 شوند. یزیبرنامه ر يروسیو

 که Sherlock Biosciencesو  Mammoth Biosciencesدو شرکت  

 یشده اند، به طور مستقل بر رو سيتاس سپریگذاران کر انيتوسط بن

-SARS یيشناسا یبرا سپریتوسط کر يژن شیرایاحتمال استفاده از و

Cov-2 روش کننديم قيتحق .SHERLOCK یلهيکه به وس Sherlock 

Biosciences  است، از  افتهیتوسعهCas13 که قادر است   کندياستفاده م

 ژهیو تگریهدا  RNA کیگزارشگر  را در پاسخ به    RNA یها ياست توال

SARS-CO2 مربوط به  يصيبرش بزند. تست تشخMammoth 

Biosciences  بر برشRNA  گزارشگر توسطCas12a دارد که به  هيتک

کرده و به دنبال  یيرا شناسا  Nو  E یمربوط به ژنها يتوال  يطور اختصاص

ان با  یهدف انجام شده و منجر به مشاهده  یهيناح زوترمالیا ريتکثآن 

 سپریبر کر يمبتن یروشها نیا .]10،15[شوديفلوئوفور م کیاستفاده از 

نداشته  ازين یا دهيچينشان داده شده است به ابزار پ 3همانطور که در شکل 

 تين از دست رفتن حساسوبد روسیوجود و ی،کاغذ یاز نوارها ستفادهو با ا

 نهیو از نظر هز يتست ها از نظر زمان نیاست. ا صيقابل تشخ تيو اختصاص

 هستند.م ساعت قابل انجا کیمقرون به صرفه بوده و در کمتر از 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 يروسیو RNA یيشناسا یبرا سپریبر کر يمبتن نیگزیدو روش جا -4 ریتصو

A تست ،SHERLOCK   وB تست ،DETECTOR 

 

 
  (Rolling Circle Amplification)غلطان رهیبه روش دا ریتکث

 یادیاست که توجه ز (RCAغلطان ) رهیروش دا گرید زوترمالیروش ا کی

به خود جلب کرده  یدياس کينوکلئ صيتشخدسته تستهای مبتني بر را در 

را در هر دور در کمتر  ريگنال تکثيس 109روش قادر است  نیا رایاست، ز

 تواندياست که م تیمز یجهت دارا نیاز ا RCAکند.  جادیا قهيدق 90از 

 جینتا جادیاز ا نيمواد انجام شود و همچن اقلو با حد زوترمالیا طیراشدر 

 یريجلوگ شونديبا آن مواجه م  PCRبر  يمبتن یمثبت کاذب که روشها

 عیدر دوفاز جامد و ما  SARS-COV يصيتشخ    RCAروش کی. کنديم

 نیا .]16[مورد استفاده قرار گرفت يدستگاه تنفس ینمونه ها شیآزما یبرا

        توسعه SARS-CoV-2 يصيروش تشخ کیروش هنوز به عنوان 

 است. افتهين

 

  نوکلئیک اسید با استفاده از میکرو آرایه هیبریدیزاسیون

(Nucleic Acid Hybridization Using Microarray) 

 صيتشخ یبرا هیزآرایر روش از استفاده با کينوکلئ دياس هيبریدیزاسيون

          استفاده SARS-CoV  کينوکلئ یدهاياس یبالا یيکارا با و عیسر

 هيتک روشها نیا است شده داده نشان 4 شکل در که همانطور. است شده

 نشانه ان دنبال به و معکوس يسیرونو ي،روسیو RNA  از cDNA ديتول بر

 شده دار نشان یها cDNA. دارند خاص یپروبها با cDNA  کردن دار

 شده تيتثب یدهاينوکلئوت گوياول یدارا در که یيها چاهک داخل در سپس

 متصل یدهاينوکلئوت نکهیا از بعد. رنديگيم قرار هستند، سطوحشان در

 ديتول يروسیو دياس کينوکلئ حضور بر منوط يگناليس شدند، شسته نشده

 مرتبط یها جهش یيدرشناساه یآرا زیر بر يمبتن یتستها .]10،17[شوديم

 تک سميمورف يپل 24 یيشناسا یبرا و بوده کارامد  SARS-CoV با

-SARS  (S)کیاسپا ژن ينواح یجهشها با مرتبط( SNP)یدينوکلئوت

 CoV یها گونه یيشناسا تيقابل .]10،18[رود يم کار به درصد 100 دقت با 

  تر گسترده COVID 19  يپاندم که همانطور SARS- CoV   نوظهور

 پلتفرم کی هیآرا زیر بر يمبتن يصيتشخ یروشها و ابدی يم تياهم شود،يم

 يکيژنت تنوع جهينت در شده جادیا دیجد یها گونه عیسر صيتشخ یبرا را

 نهیهزه یآرا زیر کيتکن به مربوط بیمعا از يکی اگرچه. کنديم فراهم را

 فلوئورسنت ريغ یديوتئگونوکياول ی هیآرا کيتکن نوع کی است، ان یبالا

 يتيساسح با  ها روسیو کرونا گانه چند یها گونه یيشناسا  تيقابل با

 پلتفرم کی از نیا بر علاوه .]19[است افتهی گسترش   R.TPCR  برابر

نوکلئيک   صيتشخ یبراه یآرا زیر یپهايچ اساس بر يصيتشخ پورتابل

 .]20[است شده استفاده آنفولانزاهمانند  MERS  های اسيدهای ویروس

 
 توالی یابی متاژنومیک بر پایه ی امپلیکون 

است که بریک   SARS-CoV-2 یيشناسا یبرا يصيروش تشخ نیا

علاوه  کونيدوگانه  شامل استفاده از تعيين توالي برپایه  امپل کردیرو

نوميک اساسا برای تا ژتکيه دارد. تعيين توالي م کيمتاژنوم يبرتعيين توال

را دارد  قابليتشود. این روش این استفاده ميآلوده تعيين ميکروبيوم افراد 

پاتوژن هایي را که   و هم سایر SARS-Cov-2که به سرعت هم ویروس 
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را  COVID 19شوند که علایم منجر به ایجاد عفونتهای ثانویه ای مي

 يابیتوالي یابي بر پایه امپليکون  امکان رد.  کنند، شناسایي کند تشدید مي

 تکامل ویروس را  هبيمار ، بررسي اپيدميولوژی مولکولي و مطالععلایم 

-Sequenceکند. رویکردهای متاژنوميکي شامل امکان پذیر مي

independent single primer amplification (SISPA) انامک    

کند. این تکنيک کمک را درواگرایي توالي ویروس فراهم مي یيها يبررس

کند تا بتوان سرعت جهش و همچنين نوترکيبي های احتمالي ان را با مي

سایر کرونا ویروسهای انساني مورد بررسي قرار دارد که این مورد در تهيه 

های  تکنيکواکسن و ميزان کارایي آنتي ویروسي آن حائز اهميت است.  

و  Moreتوسط  MinIONژنوميک ن توالي بر اساس امپليکون و متاييتع

وسایر  SARS-Cov-2ساعت( ژنوم  8) همکاران برای توالي یابي سریع

ميکروبيوم های موجود در سواب های مجاری تنفسي از بيماران مبتلا به 

را  ریپرایم 16در روش امپليکون محور  این گروه  .]21[بيماری استفاده شد

شوند را به منظور تکثير فاظت شده ژنوم ویروس متصل ميحکه به نواحي 

انتخاب کردند.   bp  200شان با نواحي همپو  bp 1000متوالي قطعات 

مورد استفاده قرار  c-DNAامپليکون از  30سپس این پرایمرها برای ایجاد 

 تواليیک روش تعيين  توالي یابي شدند. MinIOnتوسط و در نهایت گرفته 

ایلومينا توسعه یافته است  شرکت  اساس تعيين توالي نسل بعد به وسيله بر

تنها قابليت این را دارد وجود گونه های مختلف کروناویروس را ه که ن

      تشخيص دهد، بلکه قابليت تشخيص ارگانيزم های پاتوژن موجود در

 دارد. نمونه های پيچيده را نيز
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
رفرنس با استفاده  cDNAو  يروسیو cDNA. هیآرا زیبا استفاده از ر دياس کينوکلئهيبریدیزاسيون . 5ریتصو

 یها پوشانده شده با پروب هیزآرایر های شده و در داخل چاهک بيفلئورسنت مختلف ترک های بلياز ل

 .]10[ رندگي يقرار م DNAخاص 

 

 و نتیجه گیری بحث

مختلفي برای شناسایي مولکولي که  به لحاظ علمي روشهای  يدر حال

های کنوني  ویروسي ارائه شده است، بيشتر تشخيص های  نوکلئيک اسيد

نوکلئيک اسيد دارند. به  یزوترمالو تکثير ا RT-PCRتکيه بر استفاده از 

توليد کنندگان،   COVID-19دليل وجود نياز ضروری برای تشخيص 

در  FDAتوانند از آزمایشگاه های تجاری و آزمایشگاه های مولکولي مي

جهت مقاصد تشخيصي بکنند. تستهایي را خواست تایيد برای تستهایشان 

تایيد شوند و  الاتيکينآکنند، باید به لحاظ را دریافت مي FDAکه مجوز 

تحت شرایط ایده ال و با استفاده از نمونه های مثبت و کنترل های منفي 

 .تایيد شده توسعه یافته باشند

-RTیا  PCRژی درصد از تکنولو 90تست مولکولي در دسترس  112از 

PCRT ،6 درصد از 2ی های مربوط به تکثير ایزو ترمال، ژدرصد از تکنولو

درصد نيز نيز از تکنيکهای بر پایه  2و يون هيبریدیزاستکنولوژی های 

CRISPER ها کارایي بالایي کنند. برخي از این تستاستفاده مي(high-

throughput)  داشته و قادرند نتيجه را در زمان کوتاهي ارائه دهند و

 . ها زیاد است بنابراین در خواست برای اینگونه تست

ماه های پيشين شاهد توسعه ی سریع کيتهای تشخيصي  يکه ط يدر حال

 يشگاهیآزماابت برای یافتن تکنيکهای غبوده ایم، ر COVId-19برای 

مقرون به صرفه تر و  دقيق تر همچنان ادامه دارد. این مقاله  ،ترکارآمد 

 COVID-19مولکولي موجود برای تشخيص  يتيکژنمروری بر روشهای 

تکنيک غالب مورد استفاده برای  RT-PCRبود. در حالي که تکنيک 

شناسایي عفونت ویروسي است،  سایر تکنيکه از قبيل تکثير ایزوترمال، 

ژنوميک بر پایه امپليکون ، توالي یابي متا هیآراریز هيبریدیزاسيون تستهای 

 نيز در حال توسعه هستند.CRISPER  برپایه نوظهور ژی های و تکنولو

      و  ر قابل توجهي در حال افزایش استبه طو ها نيز این تست کارایي

  هستند FDAتوسط  های جدیدتر در مراحل مختلف تایيدشان تست

بدون  و کيتهای تشخيصي دقيق تر و با سرعت جوابدهي بيشترهمچنين 

.  ضرورت تندپيچيده  در حال توسعه هس يشگاهیآزمانياز به تجهيزات 

یک امر حياتي در سيستم سلامت  SARSCov-2تشخيص سریع و دقيق 

      اندمي در حال تکامل و گسترش پمان پيدایش این ز جهاني بوده و از

لوده آبوده است. همچمنين  تستهای سرولوژیکي و ایمونولوژیکي در افراد 

بدون علائم و دارای علائم و افرادی که تماس نزدیک با این بيماران دارند، 

ی مولکولي اه بر اینکه این تستها مکمل تستهتقاضای بالایي دارند. علاو

ژنتيک به ویژه در موارد مشکوک هستند، این نوع از تستها اطلاعات 

 رندگذار مياارزشمندی را در مورد نحوه ی عملکرد سيستم ایمني در اختي

های باليني مربوط به تهيه واکسن نقش  یيکارآزماو متعاقب ان ميتوانند در 

تواند در ارزیابي های  تایج حاصل از این تستها مين مهمي داشته باشند.

کمک کننده باشد، هر چند گمانه زني هایي در مورد  کیولوژيدمياپ

 حساسيت و اختصاصيت تستهای سرولوژیک وجود دارد. 

به طور خلاصه  پيشرفت قابل توجهي در زمينه توسعه تستهای تشخيصي 

ي  دراین رابطه هنوز مطرح یصورت گرفته هر چند سوالات و چالشها

 هستند. تلاشها در سطح جهاني برای تسهيل و توسعه تستهای جدید در 

 COVID -19   7 صيدر تشخ يمولکول کيژنت یکهاينقش تکن 
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ها  حال انجام است و موسسات مختلفي در حال پشتيباني از این کوشش

رسد با جهت توليد و تایيد  روشهای تشخيصي جدید هستند. به نظر مي

 ندهیآجدیدی  در  ژی های تشخيصتوسعه  دانش در این زمينه تکنولو

 ور کنند.هظ

 
 

  تشکر و قدردانی:
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از پرسنل آزمایشگاه سيتوژنتيک بيمارستان صارم  سيتوژنتيک ارجاع دادند،

 .داریم قدرداني را و های ارجاعي کمال تشکر وخانواده
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