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ABSTRACT 
Background and Aim: Covid-19 disease is a global health concern that requires rapid 

quantitative diagnostic testing. The standard technique for diagnosing SARS-CoV-2 is now 

REAL-TIME PCR. The aim of this study was to design a sensitive Reverse Transcription 

Loop-Mediated Isothermal Amplification method for the early identification of SARS-CoV-

2. 

Material and Methods: In this laboratory study, specimens were prepared from the patients 

by laryngeal, pharyngeal, and nasal swabs and after RNA extraction and cDNA synthesis. 

SARS-CoV-2 virus was evaluated using the RT-LAMP method. Sensitivity of the  RT-

LAMP method was evaluated by primers targeting N and E genes. 

Results: In this study, 19 SARS-CoV-2 RNA samples were examined. According to the 

results of this study turbidity or discoloration of fluorescent dye showed that agarose 

electrophoresis gel is a more sensitive test. Detection limits for the number of  E gene copy 

were observed at the dilutions of 10
-9

 and 10
-8 

for gel electrophoresis and fluorescent light, 

respectively. This means detection of 1 copy and 14 copies for the two above-mentioned 

methods, respectively. However, in the case of the N gene the detection limits, were at the 

dilutions of 10
-10

 on the gel and 10
-8

 by fluorescent light, which indicated detection of 1 copy 

and 17 copies, respectively. The calculations were performed using the Chiang formula. 

Conclusion: The results of this study showed that the LAMP was a simple, fast, sensitive, 

and specific method for the diagnosis of SARS-CoV-2 that may improve the diagnostic 

potential in clinical laboratories. 
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 چکیده

حال حاضر  در .تست تشخیص سریع کمی دارد یک نگرانی بهداشت جهانی است که نیاز به 13-بیماری کووید: زمینه و هدف

هدف از این مطالعه طراحی  .گیرد یمانجام  (qRT-PCR)معکوس  یسیرونو SARS-CoV-2 تشخیص تکنیک استاندارد برای

 .بود SARS-CoV-2تشخیص ویروس  برای LAMP (RT-LAMP) روش حساس

استخراج  از و پسحلق و بینی تهیه  ،سواب های حنجره با استفاده از اننمونه بیمارآزمایشگاهی در این مطالعه  :ها روشمواد و 

RNA  و سنتزcDNA ویروس ،SARS-CoV-2 با استفاده از روش RT-LAMP  از بدین منظور. قرار گرفت ارزیابیمورد 

 .مورد بررسی قرار گرفت RT-LAMP حساسیت روش ،E و N یها ژن هدف قرار دادن باطراحی شده  پرایمرهای

 که دهد یمنتایج این مطالعه نشان  .گرفتمورد بررسی قرار  SARS-CoV-2ویروس  RNAنمونه  13 این مطالعه در :ها یافته

 یرسبر یبرا .دارد یشتریب تیالکتروفورز حساس آگارز ژل نیهمچن و فلورسنت رنگ رییتغ ای کدورت مشاهده و صیتشخ یبرا

بود که  10-4 یبررس قابلرقت  نینور فلورسنت آخر بر اساسو  10-3رقت  نیژل الکتروفورز آخر یتست بر رو E ژن یکپ تعداد

و در اثر  10-10ژل تا رقت  یبر رو Nاما در مورد ژن ؛ دهد یم صیتشخ را یکپ 13 بر اساس فلورسنت و یکپ 1 الکتروفورز ژل با

محاسبه  Chiangرا داشتند که با فرمول  یکپ 13و  یکپ 1 صیتوان تشخ یببه ترتبود که  یقابل بررس 10-4نور فلورسنت تا رقت 

 .دیگرد

-SARSیک روش ساده، سریع، حساس و خاص که برای تشخیص  LAMP نتایج این مطالعه نشان داد که روش :گیری یجهنت

CoV-2  بالینی بهبود بخشد های یشگاهآزمااست که ممکن است پتانسیل تشخیصی را در. 

 .، ویروسایزوترمال معکوس ی حلقه ی واسطهتکثیر به  ،13-کووید ،SARS-CoV-2 :کلمات کلیدی

 3/0/1300:پذیرش 03/10/1301:اصلاحیه نهایی 10/3/1300:وصول مقاله

 

 

 

 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
sj

ku
.2

8.
4.

66
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
jk

u.
m

uk
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-1
2-

05
 ]

 

                             2 / 11

http://dx.doi.org/10.61186/sjku.28.4.66
https://sjku.muk.ac.ir/article-1-6937-en.html


 ...با تکنیک sars-cov-2 شناسایی  76

 2041مهر و آبان  / هشتدوره بیست و / مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان 

 مقدمه

 RNA یو دارا دار پوش    یه ا  روسی  و ،ها روسیو کرونا

 کمیت ه  اخی ر  گ زارش  اس اس  ب ر  .(1)اس ت   یا رش ته  ت ک 

 ی خ انواده  ری  ز ب ه  متعل ق  ،ه ا  روسیو یبند طبقه یالملل نیب

 ی راس ته  و ویری د  کرون ا  ی خ انواده  از ارتوکروناویرین ه 

 ،ویروس کرونا آلفا جنس چهار شامل و هستند نیدوویرالس

 وی روس  کرون ا  وگام ا  کرون اویروس  ادلت ویروس بتاکرونا

 یمج ار  ،یتنفس   یتوانند مج ار  یها م روسیو کرونا. است

 ان،ی  انس ان، چارپا  یمرک ز  یعص ب  س تم یس کبد و ،یگوارش

را  یوحش   وان ات یاز ح یاریپرندگان، خف اش، م وش و بس    

 دیجد روسیکروناو 0000 هیژانو 10در . (3-0)کنند یعفون

 novel 2019 بهداش    ت یس    ازمان جه    ان توس     

coronavirus  از آن  یناش  ی م  اریب 0000 هی  فور 11و در

 نیب   ت ه یکم توس    سپس .(3, 0)شد ینامگذار 13- دیکوو

 International)) ه    ا روسی    و یبن    د طبق    ه یالملل    

Committee on Taxonomy of Viruses; ICTV  و

ب ه   روسی  و نیبودن ا کیو نزد ییبر اساس ارتباطات تبارزا

عام  ل  یو خفاش   یانس  ان یه  ا روسی  و کرون  ا پی  پروتوتا

 – SARS دیجد روسیو کرونا ،دیحاد شد یسندروم تنفس

CoV2، کرونا دیانواع جد وعیظهور و ش. (3)شد ینامگذار 

 ه ا  روسی  و کرون ا  دی  ب ودن تهد  یاز ج د  یحاک ها روسیو

دارای دامن ه   SARS-CoV-2 .اس ت  یس لامت جه ان   یب را 

 سراس  ر دنی  ا ح  ال حاض  ر در میزب  انی وس  یعی اس  ت و در

تاکنون هیچ درم ان قطع ی ی ا     .(4) گسترش پیدا کرده است

 .است نشدهمؤثری برای این بیماری تأیید 

تزری ق   ،عفون ت  در حال حاضر بهترین اقدامات برای کنترل

روند  تشخیص زودهنگام بیماری، گزارش مستمر ازواکسن، 

 تش خیص  .اس ت ( قرنطین ه )افراد مب تلا   جداسازی و بیماری

 و رادیول وژی  یه ا  افت ه ی ب ه  متک ی  COVID-19 بیم اری 

 بسزایی اهمیت ی،رادیولوژ یها یبررس .است آزمایشگاهی

 -COVID بیماری مدیریت و بیماری در اوایل تشخیص در

 ت وان  یم  را مولکولی  آزمایشگاهی روشاز طرفی  .دارد 19

وابسته  یدما همجهت تکثیر اسیدهای نوکلئیک به نام تکثیر 

 Loop-Mediated Isothermal)ب     ه حلق     ه  

Amplification;LAMP )روش ی س ریع و دقی ق     عنوان به

 هانانسان، حیوان و گیا در های مختلف پاتوژن در تشخیص

اس تفاده   تشخیص سریع در مناطقی که امک ان  بعلاوه برای و

در  ل ذا  ؛(3) ب رد بک ار  مجهز وجود ندارد  یها شگاهیآزمااز 

جه ت تش خیص وی روس     RT - LAMP این مطالعه روش

SARS-CoV-2 و هدف از آن معرف ی روش ی    استفاده شد

 یه  ا ش  گاهیآزماحس  اس، آس  ان، س  ریع، ایم  ن و ارزان در 

مراک ز تحقیق اتی و    ،صحرایی یها مارستانیب ،طبی صیتشخ

که بتواند راه را برای تشخیص این وی روس  است  یا نهیقرنط

 یه  ا روش مش  کلات یادی  ح  دود زس  ازد و ت  ا  هم  وارتر

 قاب ل  ری  غ) ژن یآنت یمبنا بر صیتشخ مانند یکنون یصیتشخ

ک ارایی   .ده د  یم    یاف زا را  روسی  و نیا در( بودن اعتماد

بسیار بالاست و ق ادر اس ت مق دار     LAMPتکثیر در روش 

 10را تا ( کپی در مخلوط 3حتی کمتر از ) DNAاندکی از 

آس ان و تنه ا    ،س اده  LAMPروش  .(10) کپی تکثیر نماید

در . پلیمراز و مخل وط واک ن  دارد   DNAنیاز به آغاز گر، 

این روش نیازی به دستگاه ترموسایکلر نب وده و واک ن  در   

؛ (11)قابل انج ام اس ت    یک حمام آبگرم یا بلوک حرارتی

 یروش ب  را کی   یطراح   ،مطالع  هه  دف از ای  ن  نیبن  ابرا

روش  کی   ج اد یب ود و ا  SARS-CoV-2 عیس ر  صیتشخ

 روسی  و صیتش خ  یب را )  RT-LAMP) LAMPحساس 

SARS-CoV-2 بود.  

 

 مواد و روش ها 

طرح تحقیقاتی حاض ر   :ها نمونهو نحوه انتخاب  یبردار نمونه

در س ال   IR.AJAUMS.REC.1399.140با ک د اخ لا    

س پس  . در دانشگاه علوم پزشکی ارت  تص ویب ش د   1433

 کنن ده  مراجعهبیماران از  یبردار نمونه( 1433)سال همان در 

در . انج ام ش د   بیمارستان ارت  جمهوری اس لامی ای ران   به

-SARS نمون  ه مش  کوک ب  ه وی  روس  30مجم  وع تع  داد

COV-2 س وم  کی  پ ب ه  مرب وط  و دلتا ها هیسو .تهیه گردید 

 .بود
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از  RNA اس   تخراج: cDNAو س   نتز  RNAاس   تخراج 

از کی ت اس تخراج    ش ده ب ا اس تفاده    یآور جم ع  یه ا  نمونه

RNA  کل   ون نایس    ش   رکتتهی   ه ش   ده از SinaPure-

RNA(cell culture. Tissues)-EX6031  و طب   ق

س پس ب رای تهی ه و     .دستورالعمل داخل کیت انجام گرف ت 

 SinaClonس یناکلون  ش رکت  نی ز از کی ت    cDNAسنتز 

First Strand cDNA Synthesis Kit استفاده شد. 

RT LAMP  وPCR – RT: ویروسی که ت اکنون   یها ژن

مولکولی هدف قرارگرفته اند  های ی آزمابرای استفاده در 

ب ه  وابس ته   پلیم راز  RNAآن زیم   وژن N،E،Sیها ژنشامل 

RNA (RdRP )وORF1a / b  در مطالع ه حاض ر   . هس تند

 bst میمثل آنز یکمبود مواد یلبه دل) Sو N یها ژن یابیرد

-SARS صیتش خ  یبرا( و در دسترس نبودن آن در فاز اول

CoV- 2 استفاده قرار گرفت مورد. 

ر آغازگ Sو N یها ژن توالی آغازگرهای استفاده شده برای

طراح  ی آغازگره  ا  .(1ج  دول ) ش  د یطراح   LBحلق  وی 

 مورد نظر یها ژن برای RT - LAMP جهت انجام واکن 

س ایت  موج ود در  PrimerExplorer افزار نرمبا استفاده از 

http: / / primerexplore. Jp ها بعد از  مریپرا. شد انجام

 یبان  ک اطلاع  ات  BLASTب  ا اس  تفاده از بخ      یطراح  

NCBI    س  نتز  یو س پس ب را   یبررس   تیاز لح ا  اختصاص

 زانی   م یبررس   یب  را یس  ت یبا نیهمچن   .دی  ارس  ال گرد

 ،SARSمانن د   یها روسیوبا ژنوم  یها مریپرا تیاختصاص

MERS نیژنوم ا یول ؛گردد یبررس یها مریصحت پرا زین 

 مانن د  کنت رل  یطراح   ی ل به دل .ستیندر دسترس  ها روسیو

 .نبود یداخل کنترل به یازین یتجار های یتک

 واک ن   یب را  اس تفاده  م ورد  ریمق اد  و واک ن   یاج زا  -

LAMP :Master ب افر   یح او  کسیمbst 0,0 ت ر، یکرولیم 

 ت  ر،یکرولیم 0 کوم  ولیپ 00ب  ا غلظ  ت   bipو  fip م  ریپرا

dNTPs 1 م   ریپرا ت   ر،یکرولیم f3  وb3   00ب   ا غلظ   ت 

 0 نیبت   ا  ت   ر،یکرولیم mgso4 1 ت   ر،یکرولیم 1 کوم   ولیپ

 حج م  ت ر یکرولیم 4ژن وم   ت ر یکرولیمbst 1 میانز تر،یکرولیم

.ش         د رس         انده ت         ریکرولیم 00 یینه         ا

 

 استفاده مورد یمرهایپرا یتوال .1 جدول  

 

 

 

name Primer Sequence (5'-3')  Reference 

Gene 
LoBN GGGCGATTTTGTTAAAGCCAC N  

F3N GAAAAGAAAAAGCTTGATGGC N  

B3N GTAAGTAACCACAAGTAGTGG N  

FIN AGTTGAAAGGCACATTTGGTTGCTTTATGGGTAGAATTCGATCTG N  

BIN GTGGTGAAACTTCATGGCAGACCCTTCTTTAGTCAAATTCTCAGTG N  

LoBE GCTGCAATATTGTTAACGTGAGTC E  

F3E TCATTCGTTTCGGAAGAGA E  

B3E AGGAACTCTAGAAGAATTCAGAT E  

FIE TGTAACTAGCAAGAATACCACGAAACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCG E  
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cDNA     کی  ت ش  رکت  تولی  د ش  ده جه  ت تکثی  ر طب  ق

برنام ه س نتز    .قرار گرفت PCRدر داخل دستگاه  سیناکلون

cDNA ق ه، یدق 0 ب ه م دت   درجه سلسیوس 00 یدما شامل 

 30یدم ا و  ق ه یدق 30 دتب ه م    درج ه سلس یوس    30 یدما

اس تفاده  مق ادیر م واد    .ب ود  قهیدق 0 ه مدتب درجه سلسیوس

 X 5 میکرولیتر 3شامل  PCR شده جهت انجام یک واکن 

Reaction Buffer ،0  میکرولیت  ر M-MuL V Reverse 

transcriptase (200u/µl) ،0  10میکرولیتر mM dNTP Mix 
 00این واک ن  در حج م   . بود Ribolockو یک میکرولیتر 

 چرخه حرارتی انجام شد، کلیه مواد و آنزیم 40میکرولیتر و 

س پس در   PCR، محص ولات  تهیه ش د  کلونسینا شرکت از

 .الکتروفورز شدند آگارز یک درصد

و تهی  ه پلاس  مید  کلونین  گ TA :س  اخت کنت  رل مثب  ت 

-SARS-CoV از Eو N ژن PCR استاندارد پس از تکثیر

از  ن گ یکلون B3 ،TA و F3 ب ا اس تفاده از آغازگره ای    2

ب ا   PCR ب رای ای ن منظ ور، محص ول    . محصول انج ام ش د  

. ش د  خ الص  PCR (Bioneer) اس تفاده از کی ت تخل یص   

جف ت ب از    003و  013با ط ول  E و N قطعه ژن خالص شده

 T4 DNA  با کمک آنزیم و pTZ57R/T به وسیله وکتور

و طبق دستورالعمل کاری  اتصال انجام گردید واکن لیگاز 

 E. coli ، ترانس  فورم ب ه  (sinaclon) کی ت کلونین گ  

JM107  43در دم ای  شده  ترانسفورم یها سلول. شدانجام 

برت انی  -ساعت در محی  لوری ا  03به مدت  سلسیوسدرجه 

µg ml ح اوی ( مرک ، آلم ان )
-144,3 IPTG( ایزوپروپی ل 

40µl/ml ,(Sigma, St. Louis, MO, USA)و  (بت ا 
-1 

(isopropyl-beta- D-thiogalactopyranoside) X-

gal ug/ml (5-bromo-4-chloro-3-indolyl beta D-

galactoside) (Sigma), 00 نالیدکسیک اسید و ug/ ml 

 ه ای  یکلن   .کش ت داده ش د   .(Merck) آمپی سیلین ,100

 نوترکیب در محی  با غربالگری آبی و س فید مش خص ش د   

رنگ سفید حاوی وکتور نوترکیب برای ارزی ابی   های یکلن

 colonyین نمون ه واک ن    و بر روی ا بیشتر انتخاب شدند

PCR منتخ ب   ه ای  یکلن  سپس پلاسمیدهای . انجام گرفت

 AccuPrep Plasmid Mini Extraction توس   کی ت  

(Bioneer)   یه ا  ژنو  گردی د  اس تخراج N وE    ح اوی

ب ا آغازگره ای    PCR پلاسمیدهای نوترکیب ب ا اس تفاده از  

ه و به عن وان کنت رل مثب ت اس تفاد    تأیید  B3)و(F3 خارجی

 pTZ57R/N و pTZ57R/E پلاس مید تأیی د ش ده   . ش د 

از هر کدام از پلاسمید ها از تست حساسیت  .شد یگذار نام

محاس  به  LODتهی  ه و ب  رای ه  ر ژن   10-10 ت  ا 10-1رق  ت 

 ه ا  رق ت  یتم ام و  هی  رق ت ه ا ته   نیها ا دیپلاسم از. گردید

 رق ت  ک دام  در ش ود  مش خص  ت ا  قرار گرفت یمورد بررس

 .(10) شود یم مثبت تست

. تهیه شد Master Mixابتدا  :RT – LAMPانجام واکن 

ژنومی ب ه   cDNAمیکرولیتر از نمونه های  4سپس به مقدار 

و در بلوک حرارتی  اضافه Master Mixحاوی  تیوب های

. انج ام ش د   LAMPقرار گرفتند و طبق برنامه زیر واک ن   

 سلس یوس درج ه   30دقیق ه در دم ای    30نمونه ها ب ه م دت   

ه دقیق   10 سلس  یوسدرج  ه  40 درو  جه  ت انج  ام واک  ن 

 . جه       ت خاتم       ه واک       ن  ق       رار داده ش       د 

 س پس  :PCR – RTو  RT LAMPالکتروفورز محص ول  

. ش د الکتروف ورز  درصد  0ژل  بر روی 100با ولتاژ نمونه ها 

پس از خاتمه الکتروفورز ژل در دستگاه ژل داک بررسی و 

 .عکسبرداری شد

پ س   :کلس ئین تشخیص ویروس از طریق کدورت سنجی و 

، کدورت ناش ی از رس وب   RT - LAMP از پایان واکن 

منحص  ر ب  ه ف  رد  پیروفس  فات منی  زیم یک  ی از خصوص  یات

اس ت ک ه    RT - PCRنس بت ب ه    LAMP - TRواک ن   

شناس ایی مش اهده ای ی     باع    بلافاصله بعد از اتمام واکن 

می شود، همچنین رن گ  میکروتیوب واکن  مثبت از منفی 

 پس از اتمام واک ن   کلسئینای از  آمیزی مقدار بهینه شده

RT – LAMP     راه دیگری از شناس ایی میکروتی وب ه ای

در ای  ن روش، ب  رای  .اس  تمثب  ت و کنت  رل منف  ی   کنت  رل

و  اس  تفاده LED تح  ت ن  ور دس  تگاه ژل داک ازمش  اهده 

 .عکسبرداری صورت گرفتسپس 

 ها یافته 
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 ب ا پرایم ر ه ای بیرون ی ب ر روی ژن      کنترل مثب ت  تهیهبرای 

  bp 013 PCRو bp003 با محصولی به ط ول   Eو  N های 

 (.1شکل )انجام شد و کلونینگ 

 

 جفت باز 217و  207 طول به یباندها با E و N یها ژن PCRالکتروفورز محصول  -1شکل

 

 جفت باز 217 و 207 طول به یباندها باE و N یها ژناز  کیهر  یبرا colony PCR جینتا -2شکل

 .مثبت بود ،ها نمونهبرای کلیه  N و E یها ژنبرای  RT-LAMP :LAMPنتایج 

 

 

 

در مرحله آخر کلونینگ برای اطمینان از تکثیر درست  :Colony PCRنتایج  N و E یها ژن یبرا LAMPواکنش  -3شکل

 .(0شکل )انجام داده شد  PCRمستقیم  صورت بهژن دلخواه و کلنی های رشد شده از کلنی ها 

 
 (الف)                                                                  (ب)

 با Real-time LAMPحساسیت روش  نییتع :) 2 (.  E یها ژن از سریال های رقت با نیاز کلسئستفاده ا: ) 1 -(الف -4 شکل

 :)2 ( N ژن یبرا یسنج کدورتروش  با Real-time LAMPحساسیت روش  نییعت: ) 1  (-ب. E ژن یبرا یسنج کدورتروش 

 .N یها ژن از سریال های رقت با نیستفاده از کلسئا
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در  و ش  بیه س  ازی LAMP محص  ولاتتجزی  ه و تحلی  ل 

 دم ا،  ب ا واک ن  مثب ت ب رای تکثی ر ه م       یهای میکروتیوب

پی رو   ک دورت  .کدورت س فید منی زیم تش کیل ش ده اس ت     

ع لاوه ب ر ای ن، تغیی ر      وفسفات با چشم غیر مس ل  مش اهده   

 زی را مع رف  ، ش د دی ده   LEDتح ت ن ور    ه ا  لولهرنگ در 

فلورس انس س بز    مخلوط ب ا ی ون ه ای منی زیم و     در کلسئین

از محص  ولات روی ژل  الکتروف  ورز .ش  دبیش  تری تولی  د 

 ش بیه نردب ان نش ان داد    DNA کثی ر ی ک ت  درصد0آگارز 

بدون آغازگرهای حلقه، زمان بهینه  در واکن  ها(. 3شکل )

 دقیق ه در ح الی ک ه در واک ن      30 ایزوترم ال  تکثیربرای 

در . زمان ب ه دس ت آم د    یقهدق 40حاوی آغازگرهای حلقه، 

 با آغازگره ای خ ارجی   PCR سنج  فرآیند شبیه سازی،

F3 )و (B3 اس  تخراج ش  ده از پلاس  میدهای  ب  ر روی

pTZ57R/E و pTZ57R/N  نوترکیب از کلنی های س فید 

نت ایج   ایج اد ک رد   درصد0یک نوار واض  روی ژل آگارز 

 (.3شکل )کرد  پلاسمید مناسب را تأیید

نش ان داد ک ه     LAMP یژگ  یو و تیحساس  سنج   جینتا

داده  صیتشخ pTZ57R/N و pTZ57R /E غلظت نیکمتر

ژل  یرو ب  ر  Eژن  یب  را  یش  ده توس    ک  دورت واقع      

 نین ور فلورس نت آخ ر    ب ر اس اس  و  10-3الکتروفورز رقت 

 13 و یکپ   1 بی  ک ه ب ه ترت   است 10-4 بینی ی پرقت قابل 

ژل ت ا   یب ر رو  Nاما در مورد ژن ؛ دهد یم صیرا تشخ یکپ

 یقابل بررس 10-4و در اثر نور فلورسنت تا رقت  10-10رقت 

را دارا  یکپ   13و  یکپ   1 صیت وان تش خ   بی  بود که به ترت

محاس  به  Chiang فرم  ول ب  ر اس  اساع  داد  نی  ابودن  د ک  ه 

ژن  یب را ( یکدورت سنج زمان واقع جیمطابق با نتا. )دیگرد

E  وN (3شکل) شد نییتع.  
CN = MN/LD 

CN :یتعداد کپ  

M :غلظت محصول  نیکمترPCR یابیو وکتور که قابل رد 

ب ه  ن انوگرم ب ه گ رم ع دد      لیبرای تبد)باشد بر حسب گرم 

 (شود یضرب م 10 -3در کودراپیآمده از دستگاه پ دست

 N :004/3× 1004عدد آووگادرو 

 :L    دیاس   کی  طول وکت ور ب ه هم راه نوکلئ PCR   ب ر  ش ده

 جفت باز اساس

D :ک ه جف ت ب از را     3/3× 100عدد برابر با  یریفاکتور متغ

 .کند یم لیتبد لودالتونیبه ک

 

 بحث 

 زمان نیازمند SARS-COV-2 تشخیص متداول یها روش

 س ریع  تش خیص  جهت لازم ییکارا فاقد که است طولانی

 تش خیص مولک ولی   جه ت  محققین .باشند یم ویروس این

SARS-COV-2 اس اس  ب ر  مختلفی پرایمرهایM ،S،E، 
Nاند نموده بررسی و طراحی را شده شناخته یها ژن ردیف ،

 ب ر اس اس ژن    ک ه  N,E پرایم ر  جف ت  دو ب ا  PCRانج ام  

SARS-COV-2 طول به باندهای یببه ترت)شده  طراحی 

 را SARS-COV-2 مهم یها ژن از (باز جفت 003 و 013

 ی ک  یطراح  هدف از مطالعه حاض ر   ینبنابرا ؛دهد یم نشان

 ی ک  یج اد و ا SARS-CoV-2 یعس ر  یصتشخ یروش برا

 یصتش  خ یب  را LAMP (RT-LAMP)روش حس  اس 

 .بود SARS-CoV-2 یروسو

نه ایی تش خیص    زم ان  RT - LAMP ب ا اس تفاده از روش   

حساس یت ب الای    .ش د  تر کوتاهبسیار  RT – PCR نسبت به

RT – LAMP  نسبت بهRT - PCR   از دیگر فاکتوره ای

نسبت  RT – LAMP نهایی همچنین هزینه. قابل توجه بود

از دستگاه  LAMPزیرا در  ؛بسیار کمتر بود RT - PCRبه 

؛ ش یمیایی خاص ی اس تفاده نش ده اس ت      ترموسایکلر یا مواد

م ی   RT- PCRمقایسه با  در RT - LAMP بنابراین روش

 یب ا  تقر) ت ر  یعس ر مولک ولی   عن وان روش تش خیص   تواند به

 س  ترده درب  ا ک  اربرد گ( براب  ر 100ت  ا ) ت  ر ی  قدق، (براب  ر

 .تشخیصی مورد استفاده قرار گیرد های یشگاهآزما

Lamb ب  رای  یا مطالع  هط  ی  0000همک  اران در س  ال   و

 (COVID-19) تش خیص س ریع وی روس کرون ا وی روس     

تکثیر ایزوترم ال ب ا واس طه     -توس  حلقه رونویسی معکوس

LAMP  مناطق طراحی شده برای منطقه پ نج ژن ORF1a 

 RNAتوس     کهش  دآزم  ای  ه  ر مجموع  ه   N و ژن

گیری شد جواب داد که نتیجه درصد 100 و انجاممصنوعی 
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م ی   LAMPتکنیک پر سرعت، حساس و بس یار دقی ق    که

 .(14)اس  تفاده ش  ود  COVID-19توان  د ب  رای تش  خیص   

ب ا بررس ی    0000و همکاران در سال  El-Tholoth ینهمچن

وی روس   ب رای  یا دومرحلهو  یا مرحلهتک  LAMPروش 

، ب رای ایج اد ی ک    SARS-COV-2 کرون ا   ی د جد 0013

آزمای  تشخیص غربالگری سریع انجام دادند که می تواند 

نمونه های بیمار شبیه سازی . دقیقه انجام شود 40در کمتر از 

با استفاده از سرم، ادرار، ب زا ، س واب ه ای حنج ره و      شده

-SARS س واب ب ا بخش ی از ت والی نوکلئی ک      .ب ود حل ق  

COV-2  ازبا استفاده qRT-PCR  معم ولی RT-LAMP 

 س ایر  نت ایج م ا ب ا   بن ابراین   ؛(3)گرف ت ق رار   بررس ی مورد 

 SARS-COV-2 و داشت همخوانی زمینه این در محققین

 30ت ا   40ب ر  ب ال   زم انی  در روش این با اختصاصی طور به

 چنینبر اساس نتایج مطالعات قبلی  .شد داده تشخیص دقیقه

 روش با SARS-COV-2 تشخیص که شود یم گیری یجهنت

Real Time PCR   دارد نیاز زمان ساعت 3تا  4 بی  از. 

Iwamoto ک ردن  اض افه  ک ه  دادن د  نش ان  همک اران  و 

SYBR Greenواک ن   مخلوط به LAMP  را تش خیص 

 ب ا  همک اران  و Flores همچن ین   .(13) کن د  یم   ت ر  آسان

 ه ای  یم اری ب تش خیص  LAMPروش  ب ه  پ روب  اف زودن 

 ای یافت ه عن وان   ب ه  را ب الاتری  دقت و اطمینان با را قارچی

 دارای نی ز  روش ای ن  واض  طور به. (10)ندنمود بیان مهم

 پیچی دگی  ب ه  ت وان  یم   جمل ه  آن از است هایی یتمحدود

 ب رای  لازم ه ای  پ روب  و چندگان ه  طراح ی آغازگره ای  

 مشکل تجربه کم افراد برای که جدید ژنی هر ناحیه تکثیر

 ه ای  روش از یک ی  نی ز  روش ای ن  .ک رد  اس ت، اش اره  

 ب الینی  و بیولوژیک عوامل مولکولی در تشخیص کاربردی

تکنی ک   از استفاده با نهایی محصول آشکارسازی که است

 یک ماده عنوان به که فلورسنت های پروب با هیبریداسیون

 ،ت ر  س اده آنالیز  باع  کند یم نمایان را مثبت نمونه نشاندار

 شود یم امر باع  همین .گردد یم نتایج تر یقدق و تر مطمئن

 نتیج ه  از حص ول  اطمین ان  و ک اه   خط ا  بروز امکان که

 فلورس نت  LAMP روش از اس تفاده  با .یابد افزای  مثبت

 گردد یم تر کوتاه به بسیار PCRنسبت تشخیص نهایی زمان

 ک ردن  کوتاه جهت که دیگری یها تلاشبا  مقایسه در که

-SARS جمل ه  از زا یم اری ب ه ای  ی روس وتش خیص   زم ان 

COV-2 مت داول   یها دستگاهبا  کهPCR  گرفت ه  ص ورت 

شده  بررسی ایزوترمال روش بنابراین .است توجه قابل است،

 PCR اب   مقایس ه  در فلورس نت  LAMP عن وان  ب ه  تواند یم

 ،(براب ر  4 یب ا  تقر) ت ر  یعس ر  بس یار  مولکولی تشخیص روش

ک اربرد   ب ا  (براب ر  10 ت ا ) ت ر  ارزان و (براب ر  100 تا) تر یقدق

ق انونی،   پزش کی  تشخیص ی  ه ای  یش گاه آزما در گس ترده 

و  کوچ ک  ه ای  یش گاه آزما حتی و تحقیقاتی و کشاورزی

و  تش خیص  ،یرشناس ی گ هم ه  مطالع ات  جه ت  نی ز  س یار 

 .گیرد قرار استفاده مورد شناسایی

Dong  روش ب ه  ویروس کرونا شناسایی رایب همکاران و 

RT-LAMP تش خیص  ب رای  قوی و سریع روش یک که 

COVID-19  ه ، ب  ارا  ه نم ود   دقیق ه  30 از کمت ر  در را

 آم وزش  ب دون  اف راد  توس  تواند یم روش این که طوری

 و ش ود  انج ام  یا تجهیزات خاص و گران قیم ت  تخصصی

-COVID گس ترش  ب ا  مب ارزه  جدی د ب رای   تشخیص یک

 رن گ  س ریع  برای تشخیص همکاران و Yu .(13)باشد19

 کنن ده  تقوی ت  ی ک  از استفاده با SARS-CoV-2 سنجی

 معک وس  معک وس رونویس ی   حلقوی ایزوترمال ایزوترمال

(RT-LAMP)  (13) کردنداستفاده تشخیصی  بسترهای و. 

Rodel تح ت عن وان    یا مطالع ه  0000همکاران در س ال   و

به  variplex ™ SARS-CoV-2 RT-LAMP استفاده از

-RT روش عنوان یک روش مولکولی سریع ب رای تکمی ل   

PCR برای تشخیص COVID-19  (14) کردندرا بررسی. 

به عنوان مرجع نمونه ترشحات تنفس ی  E   این مطالعه ژن در

و بیم اران   COVID-19 وی روس از بیماری عفونت کرون ا  

و  RNA ب دون اس تخراج   ™شاهد منفی توس  واریپلکس 

یافت ه  . دادمورد تجزیه و تحلی ل ق رار    RT-PCR به موازات

-RT ™ ب  ا اس  تفاده ج  دا ش  ده RNA ک  ه ه ا نش  ان داد 

LAMP variplex ژن E  درصد در مقایس ه   30باحساسیت

نتیجه مثبت کاذب گ زارش   بود RT- PCR LightMix با

 variplex RT-LAMP ی ش  د ک  هنتیج  ه گی  ر ونش  د 

   به عنوان یک آزمای  سریع هم راه ب ا ی ک روش    تواند یم
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RT-PCR   دق  ت تشخیص  ی در بیم  اران    ب  رای اف  زای

 Osterdahl .(14) باشد COVID-19 مشکوک به عفونت

تکثی ر ه م    با مقایسه حلقه واس طه  0000همکاران در سال  و

 ب رای  (PCR) پلیم راز  ای ی ره زنجواکن   با (LAMP) دما

 برای RT-LAMPکه  دریافتند SARS-CoV-2 تشخیص

امیدوارکننده، سریع و حساس و  SARS-CoV-2 تشخیص

 .(13)است  دقیق

Jiang  و همک  اران تحقیق  ی تح  ت عن  وان توس  عه و اعتب  ار

و دقی ق تکنی ک تقوی ت حرارت ی      یا مرحل ه معکوس ی ک  

سریع  برای شناسایی (RT-LAMP) حلقه واسطه یا واسطه

SARS-CoV-2    نسبت به تجاری معکوس ت رانس کریپت از

 برای PCR Real Time (qRT-PCR)سایپرز، سنج   -

 در نهای ت  گرفت،تشخیص سریع مورد تجزیه و تحلیل قرار 

و  درص  د100ویژگ  ی تحلیل  ی و حساس  یت ای  ن تکنی  ک   

 یو دقت ب الا  تیبا توجه به حساس .(00) بود %0/33ویژگی 

LAMP یه ا  روش نیگزیج ا  روش نی  شود ا یم شنهادیپ 

 یو حت   زای  مانن د تس ت الا   ش گاه یدر آزمامعمول  یصیتشخ

ک ه  نیا ب ه  توج ه  ب ا  نیهمچن  . گ ردد  RT- PCR نیگزیج ا 

RNA روسیو SARS-COV-2    ف رد پس از ج دا ش دن از 

 یب را  RT – LAMPکم ثبات اس ت، از روش   اریبس ماریب

 ب ه خ اطر   بع لاوه . اس تفاده ش ود   روسیو نیا عیسر ییشناسا

 نی  اندک ا نهیبالا، روش انجام آسان و هز یصیقدرت تشخ

 از. ردی  م ورد اس تفاده ق رار گ    روسیو کیپاندمدر  کیتکن

دس ترس نب ودن    دربه  توان یممطالعه حاضر  یها تیمحدود

 یص  یتشخ یه ا  تیکنبودن  نیهمچن .اشاره نمود Bst میآنز

 تیمحدود کیبه عنوان  LAMP کیتکن هیبر پامجوز دار 

 .رود یبشمار م گرید مهم

 

 نتیجه گیری

با توجه به قدرت تشخیصی بالا، روش انجام آس ان و هزین ه   

و ص   حرایی  ه   ای یمارس   تانبان   دک ای   ن تکنی   ک در  

 - RTاز روش  ت وان  یم   ب دون تجهی زات   ه ای  یش گاه آزما

LAMP روش تشخیص ی دقی ق و س ریع در بخ        عنوان به

 ه ا  اس تان ورودی و خروج ی کش ورها و   قرنطینه و بازرس ی  

 .استفاده نمود SARS-COV-2و تشخیص  جهت شناسایی

 

 و قدردانی تشکر 
مطالعه حاضر برگرفته از طرح تحقیقاتی مصوب در دانشگاه 

 عل      وم پزش      کی ارت        ب      ا ک      د اخ      لا     

IR.AJAUMS.REC.1399.140 ب   دین وس   یله . اس   ت

نویسندگان از معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی ارت  

 .دارندکمال تشکر و قدردانی را 
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