
راهنمای کیت استخراج RNA ویروس کرونا با روش ستونی
COV- Extraction 

کاتالوگ نامبر:PT-VNEX-100       100 تستی

نام محصول: کیت استخراج اسید نوکلئیک ویروسی با روش ستونی 

مورد استفاده:

ايــن کيــت جهــت اســتخراج RNA ويــروس کرونــا بــا اســتفاده از روش ســتوني بــراي محيــط انتقال 
ويــروس طراحــي گرديده اســت. 

محتویات کیت:

مواد و تجهیزات مورد نیاز: 

هــود لامینــار فلــو کلاس Heating Block (Dry Bath Incubator) ،0 II ، ســانتریفیوژ، 
ورتکــس میکســر، میکروتیــوب 1/5 میلــی لیتــری DNase free RNase free، ســمپلر 

ــمپلرها. ــا س ــب ب ــردار متناس ــمپلر فیلت ــری و سرس ــر)100-10( و )1000-100( میکرولیت متغی
 

شرایط نگهداری:

* مــدت زمــان پایــداری ایــن کیــت بــدون کاهــش کیفیــت قبــل از بــاز شــدن 24 مــاه و پــس از 
ــاه می‌باشــد. ــاز شــدن 18 م ب

*کیت باید در دمای 20 تا 30 درجه سانتی‌گراد نگهداری شود.
 

موارد استفاده از محصول استخراج شده با کیت: 

ماده ژنتیکی استخراج شده با این کیت قابلیت استفاده در فرآیند فرودستی RT-PCR  را دارد.

مشخصات نمونه:

1- نوع نمونه: محیط انتقال ویروس.
2- شــرایط نمونه‌گیــری: جمــع آوری و نگهــداری نمونــه طبــق پروتــکل هــای منحصــر بــه نمونــه‌ 

صــورت پذیــرد.
3-  نگهــداري و انتقــال نمونــه: در صورتیکــه آزمایــش ظــرف 24 ســاعت روی محیــط انتقــال ویــروس 
صــورت مــی پذیــرد، نمونــه در 4 درجــه ســانتی‌گراد و در صــورت نیــاز بــه نگهــداری طولانــی تــر در 

دمــای 70- درجــه ســانتی‌گراد ذخیــره شــود. 
نمونــه هــاي فريــز شــده قبــل از انجــام تســت در محيــط قــرار گرفتــه و پــس از رســيدن بــه دمــاي 

محيــط مــورد آزمــون قــرار گيرنــد. از فريــز و ذوب شــدن نمونــه بيــش از يکبــار جلوگيــري شــود.
نمونه در زمان ارسال به آزمايشگاه بايد در محفظه بسته و در مجاورت يخ انتقال داده شود. 

کنترل کیفی:

تعــداد 40 نمونــه مثبــت و 40 نمونــه منفــی بــا Ct هــای مختلــف، همزمــان بــا کیــت اســتخراج 
COV-Extraction شــرکت پیشــتاز طــب و دســتگاه اتوماتیــک اســتخراج دارای مجــوز مــورد 

بررســی قــرار گرفتنــد کــه نتایــج، همبســتگی 100% را نشــان مــی داد. 

خطرات و پیشگیری:

1- پرســنل آزمایشــگاه بایــد بــا رونــد و خطــرات احتمالــی آشــنایی کامــل داشــته باشــند و بــرای 
انجــام آزمایــش، حفاظــت فــردی و جلوگیــری از پخــش آلودگــی آمــوزش دیــده باشــند.

2- تمامــی نمونه‌هــا بایــد بــه صــورت بالقــوه عفونــی در نظــر گرفتــه شــوند. آزمایش‌هــا بایــد در 
هــود لامینــار فلــو کلاس II انجــام شــود. پرســنل آزمایشــگاه بایــد ملزومــات حفاظــت شــخصی 
ــد. دســتکش‌ها  ــودر اســتفاده کنن ــدون پ ــوش، کلاه، عینــک، شــیلد و دســتکش ب شــامل گان، پاپ

مرتبــا تعویــض شــوند تــا از انتقــال آلودگــی بیــن نمونــه‌ای جلوگیــری شــود.
3- تمام وسایل استفاده شده برای آزمایش باید استریل، RNase free و DNase free باشند.

4- از افزودن مستقیم ‌هیپوکلریت سدیم به مواد دفعی روند استخراج خودداری شود.

آماده سازی معرف ها:

* آمــاده ســازی RNA Carrier: ) بــا اســتفاده از دســتکش و در محــل مناســب و اســتریل انجــام 
شــود.(

ــس  ــزوده، ورتک ــر Elution Buffer اف ــاوی RNA Carrier، 1000 میکرولیت ــال ح ــه وی ب
نماییــد تــا کامــا حــل شــود. RNA Carrier بعــد از حــل شــدن در Elution Buffer  بایــد 
ــار محلــول ذکــر  در دمــای 20- درجــه ســانتی‌گراد نگهــداری شــود. از فریــز و ذوب بیــش از 3 ب

شــده جلوگیــری گــردد.
ــوب  ــد میکروتی ــده در Elution Buffer در چن ــل ش ــود RNA Carrier ح ــه می‌ش توصی

ــردد. ــری گ ــاره جلوگی ــد ب ــز و ذوب شــدن چن ــا از فری الیکــوت شــود ت
* بــه ازای هــر نمونــه، 10 میکرولیتــر RNA Carrier بــه 250 میکرولیتــر Lysis Buffer اضافــه 

شــود. )محلــول تــازه تهیه شــود.(

مراحل انجام تست:

* جدول راهنمای تهیه Lysis Buffer در برگ بعدی پیوست شده است.
ــت)  ــده اس ــی ش ــا RNA Carrier غن ــه ب ــال A( ک ــر Lysis Buffer )وی 1-250 میکرولیت
بــه ازای هــر نمونــه، 10 میکرولیتــر RNA Carrier بــه 250 میکرولیتــر Lysis Buffer اضافــه 
شــود.( بــه 200 میکرولیتــر از نمونــه افــزوده شــود. میکروتیــوب را 3 بــار زیــر و رو نمــوده و ســپس 

ــه گــردد. ــه انکوب ــه مــدت 6 دقیق ــای 65 درجــه ســانتی‌گراد ب در دم
2-250 میکرولیتر Absolute Ethanol )در کیت قرار دارد(به محلول بالا اضافه شود.

Filter tube-3 را روی Collection tube قــرار داده و مــواد بــالا روی Filter tube ریختــه 
 Collection .11000 ســانتریفیوژ گــرددrpm 8000 یــاrcf )g( شــود. بــه مــدت 1 دقیقــه بــا دور

tube و محتویاتــش دور انداختــه شــود.

4-500 میکرولیتــر Inhibitor Removal Buffer )ویــال B( روی Filter tube افــزوده شــود. 
 Collection tube  .11000 ســانتریفیوژ گــرددrpm 8000 یــاrcf )g(  بــه مــدت 1 دقیقه بــا دور

و محتویاتــش دور انداختــه شــود.
5-450 میکرولیتــر Wash Buffer 1 )ویــال C( روی Filter tube افــزوده شــود. بــه مــدت 
1 دقیقــه بــا دور  )8000rcf )g یــا 11000rpm ســانتریفیوژ گــردد. Collection tube و 

ــه شــود. محتویاتــش دور انداخت
6-450 میکرولیتــر Wash Buffer 2 )ویــال D( روی Filter tube افــزوده شــود. بــه 
مــدت 2 دقیقــه بــا دور )8000rcf )g یــا 11000rpm ســانتریفیوژ گــردد. Collection tube و 

ــه شــود. ــش دور انداخت محتویات
7-100 میکرولیتــر Elution Buffer )ویــال E( دقیقــا در مرکــز Filter tube کــه روی 
ــود.  ــزوده ش ــده، اف ــرار داده ش ــری DNase free RNase free ق ــی لیت ــوب 1/5 میل میکروتی
 11000rpm 8000 یــاrcf )g( یــک دقیقــه زمــان داده شــده و ســپس بــه مــدت 1 دقیقــه بــا دور

ــود. ــه ش ــردد. Filter tube  دور انداخت ــانتریفیوژ گ س
8-نوکلئیک اسید ویروس درون میکروتیوب استخراج شده است.

در صورتــی کــه مــاده ژنتیکــی اســتخراج شــده ســریعا بــرای مراحــل بعــدی مــورد اســتفاده قــرار 
ــش از  ــدن بی ــز ش ــود. از ذوب و فری ــداری ش ــانتی‌گراد نگه ــه س ــای 70- درج ــرد در دم نمی‌گی

یکبــار مــاده ژنتیکــی اســتخراج شــده جلوگیــری شــود.

1
2
3
4
5
6
7
8

میزانردیف محتویات کیت
 Lysis Buffer

 Inhibitor Removal Buffer

 Wash Buffer 1

 Wash Buffer 2

  Elution Buffer
RNA Carrier (lyophilized)

Filter Tube

Collection Tube

30 میلی لیتر

55 میلی لیتر

50 میلی لیتر

50 میلی لیتر

13 میلی لیتر

2 میلی گرم

100 عدد

400 عدد

30 میلی لیتر 9Absolute Ethanol

1



رفع مشکلات حین کار:

در صورتیکــه RNA اســتخراج شــده دارای غلظــت کــم بــود، جــدول ذیــل چنــد راهــکار جهــت 
ــد. ــه می‌کن ــده ارائ ــش آم ــع مشــکل پی رف

ــداری  ــانتی‌گراد نگه ــه س ــای 30-20 درج ــت در دم ــای کی بافره
شــوند.

ــر و تشــکیل  در صــورت قــرار گرفتــن بافرهــا در دمــای پاییــن ت
ــا  رســوب، بافرهــا را در دمــای 37 درجــه ســانتی‌گراد قــرار داده ت

رســوب کامــا حــل شــود.
RNA Carrier پــس از حــل شــدن در Elution Buffer در 
دمــای 20- درجــه ســانتی گــراد نگهــداری شــود و از ذوب و فریــز 

شــدن بیــش از 3 بــار جلوگیــری بــه عمــل آیــد.
پــس از هــر بــار اســتفاده، درب بافرهــا محکــم بســته شــود تــا از 

تغییــرات احتمالــی و نفــوذ آلودگــی جلوگیــری شــود.

ــار  ــد ب ــه، میکروتیــوب چن ــه نمون ــر Lysis ب پــس از افــزودن باف
ــر و رو شــود. زی

در تمــام مراحــل کار از دســتکش مناســب، سرســمپلر و میکروتیوب 
RNase Free اســتفاده گردد.

ــاده ژنتیکــی اســتخراج شــده  ــه نگهــداری م ــاز ب در صورتیکــه نی
بــرای مــدت طولانــی اســت، مــاده ژنتیکــی در دمــای 70- درجــه 

ــود. ــره ش ــانتی‌گراد ذخی س

نگهداری اجزای کیت در 
شرایط نامناسب

مخلوط نشدن کافی نمونه 
و بافر 

  RNase حضور

References:

1-CLSI. Collection, Transport, Preparation, and Storage of Specimens for Mo-
lecular Methods. 2nd ed. CLSI guideline MM13. Clinical and Laboratory Stand-
ards Institute; 2020

2-CDC. Specimen collection guidelines. http://www.cdc.gov/urdo/downloads/
speccollectionguidelines.pdf. Accessed 5 August 2020.

3-Lieberman D, Lieberman D, Shimoni A, Keren-Naus A, Steinberg R, Shem-
er-Avni Y. Identi cation of respiratory viruses in adults: nasopharyngeal versus 
oropharyngeal sampling. J Clin Microbiol. 2009;47(11):3439-3443.

4-CLSI. Laboratory Automation: Bar Codes for Specimen Container Identifica-
tion; Approved Standard—Second Edition. CLSI document AUTO02-A2. Clini-
cal and Laboratory Standards Institute; 2005.

5-Tan SC, Yiap BC. DNA, RNA, and protein extraction: the past and the present 
[erratum appears in J Biomed Biotechnol. 2013;2013:628968]. J Biomed Bio-
technol. 2009;2009:574398.

6-WHO. Global Alert and Response (GAR). Transport of infectious substances. 
http://www.who.int/csr/resources/publications/WHO_CDS_CSR_LYO_2004_9/
en/. Accessed 5 August 2020

7-Thatcher SA. DNA/RNA preparation for molecular detection. Clin Chem. 
2015;61(1):89-99.

8-Enderle D, Spiel A, Coticchia CM, et al. Characterization of RNA from ex-
osomes and other extracellular vesicles isolated by a novel spin column-based 
method. PLoS One. 2015;10(8):e0136133.

نحوه انجام آزمایش به صورت شماتیک:

200   l Sample+ 

250   l Lysis buffer

(Supplemented with RNA Carrier)

o

Incubated at 65 C for 6 min

8000 rcf(g) or 11000 rpm for 1min

500   l Inhibitor Removal Buffer
8000 rcf(g) or 11000 rpm for 1min

450   l Wash Buffer 1
8000 rcf(g) or 11000 rpm for 1min

450   l Wash Buffer 2
8000 rcf(g) or 11000 rpm for 2min

100   l Elution Buffer

Incubated for 1 min

8000 rcf(g) or 11000 rpm for 1min

Viral Nucleic acid 

250   l Absolute Ethanol 

2



:Lysis Buffer جدول راهنمای تهیه

محلول تازه تهیه شود.

تعداد نمونهتعداد نمونه
مقدار 

LysisBuffer(µl)
مقدار 

LysisBuffer(µl)
 RNA مقدار
Carrier (µl)

 RNA مقدار
Carrier (µl)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

250

500

750

1000

1250

1500

1750

2000

2250

2500

2750

3000

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

3250

3500

3750

4000

4250

4500

4750

5000

5250

5500

5750

6000

130

140

150

160

170

180

190

200

210

220

230

240
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