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 چکیده 

نمونه  RNA استخراج  و هدف:  سابقه مهارکنندهاز  دلیل وجود  به  پیچیدگیهای مدفوع  و  یک  ها  ترکیب شیمیایی مدفوع،  های 

سازی یک رود. هدف این مطالعه، طراحی و بهینهزای دستگاه گوارش به شمار میچالش عمده در تشخیص مولکولی عوامل بیماری

 .های مدفوع و مقایسه عملکرد آن با کیت تجاری می باشدکامل از نمونه RNA بافر لیز کارآمد برای استخراج

بخش نمونه  ها:مواد و روش در  بستری  بیماران  از  مدفوع  مفید جمع های  کودکان  بیمارستان  مختلف  بر  های  لیز  بافر  شد.  آوری 

مقادیر بافر    در تهیه گردید. شرایط استخراج شامل تغییر CTAB و   Tris-HCl  ،EDTAاساس ترکیبات گوانیدینیوم تیوسیانات،  

شده و  شده با استفاده از بافر لیز طراحیاستخراج   RNAدر سه حالت مختلف بررسی شد. کیفیت   RNA و حامل K لیز، پروتئیناز

استخراج   RNAبا کیفیت     Real-Time PCR وتکنیک  Qubit استفاده از ستون های استخراج سیلیکونی، با استفاده از دستگاه

از ژن کنترل     Real-Time PCR شده با استفاده از کیت تجاری بر پایه بید مغناطیسی، مورد مقایسه قرار گرفت. به منظور انجام

 .استفاده گردید  SARS - CoV-2 ویروس  S و E های ویروسی، ژن  RNase P داخلی

ترکیب    ها:یافته در  استخراج  بهینه  طراحی شده،    600حالت  لیز  بافر  حامل    20میکرولیتر  میکرولیتر   60و     RNAمیکرولیتر 

 کمتر از کیت تجاری بود و غلظت E و RNase P  ،S هایبرای ژن  Ct به دست آمد. در این شرایط، میانگین مقادیر  Kپروتئیناز  

RNA گیری شدنیز بالاتر اندازه. 

طراحیگیرینتیجه لیز  بافر  از  استفاده  با  استخراج  روش  استخراج  :  در  تجاری  کیت  به  نسبت  بالاتری  کارایی  از    RNAشده، 

 تواند به عنوان جایگزین مقرون به صرفه در تشخیص مولکولی به کار رود.های مدفوع داشت و مینمونه 

 ، بافر لیز. SARS-CoV-2، نمونه مدفوع، RNAاستخراج  کلمات کلیدی:
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Abstract 

Background and Objective: Extracting RNA from stool samples poses a major challenge in the 

molecular diagnosis of gastrointestinal pathogens due to the presence of inhibitors and the 

complex chemical composition of feces. This study aimed to design and optimize an efficient 

lysis buffer for extracting intact RNA from stool samples and to compare its performance with 

that of a commercial kit. 

Materials and Methods: Stool samples were collected from patients hospitalized in various 

wards of Mofid Children’s Hospital. The lysis buffer was prepared using guanidinium 

thiocyanate, Tris-HCl, EDTA, and CTAB. Extraction conditions were tested by varying the 

amounts of lysis buffer, proteinase K, and RNA carrier across three different setups. The quality 

of RNA extracted using the designed lysis buffer combined with silica spin columns was 

evaluated by Qubit and Real-Time PCR and compared to RNA extracted using a commercial 

magnetic bead-based kit. For Real-Time PCR, the internal control gene RNase P and SARS-

CoV-2 viral genes E and S were employed. 

Results: The optimal extraction condition consisted of 600 µL of the designed lysis buffer, 20 

µL of RNA carrier, and 60 µL of proteinase K. Under these conditions, the average Ct values for 

RNase P, S, and E genes were lower than those obtained with the commercial kit, and RNA 

concentration was also higher. 

Conclusion: The extraction method using the designed lysis buffer demonstrated higher 

efficiency than the commercial kit for RNA extraction from stool samples and can serve as a 

cost-effective alternative in molecular diagnostics. 

Keywords: RNA extraction, stool sample, SARS- CoV-2, lysis buffer. 
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 مقدمه 

، یکی از مراحل   RNA  ویژهاستخراج اسیدهای نوکلئیک، به

به  اپیدمیولوژیک و مولکولی  کلیدی در مطالعات تشخیصی، 

می تک به  RNAد.  روشمار  مولکولی  نقش رشته عنوان  ای، 

کند.  ها ایفا میاساسی در انتقال اطلاعات ژنتیکی و بیان ژن

ویروس  حوزه  شناسایی  در  از  RNA شناسی،  ویروسی 

های بالینی، گامی حیاتی برای تشخیص سریع و دقیق  نمونه 

میبیماری محسوب  کمیت  شود.  ها  و     RNAکیفیت 

بهاستخراج  حساسیت شده،  و  دقت  بر  مستقیم  طور 

 های تکثیر اسیدهای نوکلئیکهای مبتنی بر تکنیکآزمون 

است   Real- Time PCR    مانند  در  (1)تأثیرگذار   .

 (SARS-CoV-2) گیری ویروس کروناهای اخیر، همهسال

بر  گسترده  تمرکز  موجب  آن،  شناسایی  به  فوری  نیاز  و 

شده است.   RNA   های سریع و دقیق استخراجتوسعه روش 

  ویروس وطولانی تر  دلیل قابلیت ردیابی  های مدفوع بهنمونه 

و    همچنین ابتدایی  مراحل  در  اپیدمیولوژیک  مطالعات 

گرفته قرار  توجه  مورد  عفونت،  حال،  انتهایی  این  با  اند. 

دلیل ترکیب پیچیده ها بهاز این نوع نمونه  RNA   استخراج

مهارکننده چالشو حضور  مدفوع،  نمونه  در  استها    .برانگیز 

از نمونه برای مدفوع یکی  از دیرباز  بیولوژیکی است که  های 

به عفونی  عوامل  پاتوژنتشخیص  رودهویژه  مورد های  ای 

ظهور با  است.  گرفته  قرار  شواهد  COVID-19 استفاده   ،

  SARS-CoV-2 ویروس RNA اند کهمتعددی نشان داده

تنفسی منفی میزمانی که تستحتی   تواند    ، شوندهای  می 

نمونه باشددر  داشته  وجود  بیماران  مدفوع  این  ( 3,  2)های   .

نمونه بالینی  ارزش  شناسایی  ویژگی،  در  را  مدفوع  های 

بیماران، پیگیری روند بهبودی و پایش فاضلاب شهری جهت  

است داده  افزایش  محیطی  اپیدمیولوژی  با  (5,  4)مطالعات   .

این حال، ماهیت فیزیکی و شیمیایی مدفوع، که شامل مواد 

ساکاریدها،  ها، اسیدهای صفراوی، پلیای مانند چربیپیچیده

آنزیم و  متنوع  میکروبی  تخریبفلور  اسید  های  کننده 

کند. بسیاری از را دشوار میRNA   نوکلئیک است، استخراج

 های آنزیمی نظیرهای قوی واکنشاین ترکیبات، مهارکننده

PCR توانند باعث  هستند و در صورت عدم حذف کامل، می

یکی   .(6)نتایج منفی کاذب یا کاهش حساسیت آزمون شوند

مهم استخراجاز  موانع  نمونه  RNA ترین  مدفوع،  از  های 

های   آنزیم  آنزیم  RNase حضور  این  بهاست.  صورت  ها 

را    RNA سرعتطبیعی در دستگاه گوارش وجود دارند و به

می و  تخریب  معلق  ذرات  وجود  این،  بر  علاوه  کنند. 

های سیلیکونی یا  ساکاریدهای محلول باعث انسداد ستونپلی

می مغناطیسی  بیدهای  کارایی  همچنین،  (7)شودکاهش   .

های  تنوع ترکیب شیمیایی مدفوع بین افراد و حتی در نمونه 

یک فرد در روزهای مختلف، می تواند باعث تغییرپذیری بالا  

روش کارایی  گردددر  استخراج  تجاری    هایکیت  .های 

مهارکننده این  حذف  برای  ترکیباتمعمولاً  از   ها، 

chaotropic  مانند گوانیدینیوم تیوسیانات، بافرهای شستشو

چندمرحله  شستشوی  و  اتانول  محتوای  استفاده  با  ای 

این  می کارایی  این،  وجود  با  نمونه  هاکیتکنند.  های  در 

تر مانند خون یا سواب های سادهمدفوع گاهی کمتر از نمونه

است بر روش  .  (7)بینی  سیلیکونی  ستون  بر  مبتنی  های 

اساس توانایی باند شدن اسیدهای نوکلئیک به سطح سیلیکا  

نمک  می   chaotropic هایدر حضور  از   .(8)کنند کار  پس 

 ها حذف شده و شستشوهای متوالی، آلاینده طی باند شدن، 

RNA  نمک یا آب  با بافر کمRNase-free   شود. می شسته

سهولت  بالا،  سرعت  به  توان  می  ها  روش  این  مزایای  از 

البته در کنار   اشاره کرد.  به تجهیزات  نیاز  کاربری و حداقل 

کاهش   و  ستون  گرفتگی  به  حساسیت  همچون  معایبی  آن 
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مهارکننده و  جامد  ذرات  حضور  در  وجود  راندمان  نیز  ها 

روش(8)دارد در  بید .  مغناطیسی  بید  بر  مبتنی  های  های 

مواد متصلدادهپوشش با  بهشده  ، در حضور   RNA   کننده 

جذب میchaotropic   هاینمک را  نوکلئیک  اسید  کنند.  ، 

شستشو  و  جداسازی  مغناطیسی،  میدان  اعمال  با  سپس 

و شده  می  RNA انجام  دراغلب  استخراج  روش  این  شود. 

استخراج   تجاری   های  به  RNAکیت  مدفوع  نمونه  کار  از 

از مزایای این روش می توان به قابلیت اتوماسیون و   .رودمی

کاهش خطر آلودگی اشاره کرد اما متاسفانه این روش دارای 

. با توجه (9)هزینه بالایی است و نیاز به تجهیزات خاص دارد

کیت بالای  هزینه  محدودیتبه  وارداتی،  دسترسی  های  های 

روش  به  نیاز  و  تحریم  شرایط  بحران  در  شرایط  در  که  هایی 

بهینه گیری)مانند همه باشند، طراحی و  اجرا  سازی  ها( قابل 

ویژهروش اهمیت  بومی  کردهای  های  لیز اندپیدا  بافرهای   .

داخلی، طراحی  بازار  در  موجود  ترکیبات  اساس  بر  شده 

کممی جایگزینی  برای  توانند  اطمینان  قابل  و  هزینه 

های بومی امکان  های تجاری باشند. علاوه بر این، روشروش

بهینه  و  شرایط تغییر  نمونه،  نوع  با  متناسب  سازی 

می فراهم  را  موجود  تجهیزات  و  این  آزمایشگاهی  آورند. 

رو هستند،  موضوع در کشورهایی که با محدودیت منابع روبه

آزمایشگاهمی افزایش ظرفیت  ها و کاهش زمان  تواند موجب 

استخراج  عنوان اولین مرحله  بافر لیز، به  .انتظار بیماران شود

از نوکلئیک  سلول   اسید  تخریب  در  حیاتی  نقش  ها،  نمونه، 

آنزیمغیرفعال تخریبسازی  آزادسازی    RNA کنندههای  و 

ترکیبات دارد.  نوکلئیک  مانند   chaotropic اسیدهای 

ها،  ها و آنزیمگوانیدینیوم تیوسیانات با دناتوره کردن پروتئین

تخریب عوامل  میRNA   مانع  با  ماده  این  ترکیب  شوند. 

مانند پلیCTAB  شوینده  حذف  توانایی  که  و  ،  ساکاریدها 

می دارد،  را  نمونه لیپیدها  از  استخراج  کارایی  های  تواند 

افزایش دهدپیچیده . همچنین،  (11,  10)ای مانند مدفوع را 

حامل نمونه به  RNA افزودن  در  غلظت  ویژه  با  هایی 

 . تواند به افزایش بازدهی استخراج کمک کندمی  RNAپایین

پروتئین K پروتئیناز هضم  با  همراهنیز  و  RNA های 

بهبود  PCR  هایمهارکننده را  نهایی  محصول  کیفیت   ،

پیشرفت  .بخشدمی وجود  فناوریبا  در  توجه  قابل  های  های 

فرآیند استخراج  های موجود در  ، هنوز روش RNA  استخراج

نوکلئیک چالشنمونه   از  اسید  با  مدفوع  متعدد  های  های 

کیتروبه بالای  هزینه  هستند.  به  رو  نیاز  تجاری،  های 

محدودیت و  خاص،  استفاده  تجهیزات  مانع  واردات،  های 

فناوری این  از  تشخیصی گسترده  مراکز  از  بسیاری  در  ها 

شود. بنابراین، توسعه یک روش بومی که بتواند با  کشور می

بالا،   راندمان  و  کمتر  از   RNAهزینه  عاری  و  باکیفیت 

داردرا  ها  مهارکننده ضرورت  کند،  این    .استخراج  از  هدف 

بهینه و  طراحی  یکپژوهش،  پایه    سازی  بر  کارآمد  لیز  بافر 

استخراج   برای  دسترس،  در  از   RNAترکیبات  کامل 

تجاری  نمونه  کیت  یک  با  آن  کارایی  مقایسه  و  مدفوع  های 

مغناطیسی   بید  بر  روشاستمبتنی  کارایی  سنجش  .  با  ها 

فرآیند    RNAغلظت   در  عملکرد  ارزیابی   Real-Timeو 

PCR های ویروسی و کنترل داخلی بررسی گردید. برای ژن 

 

 

 هامواد و روش 

 هاآوری نمونهطراحی مطالعه و جمع

مطالعه   این  در   100در  بستری  بیماران  از  مدفوع  نمونه 

های ویژه نوزادان های اورژانس، عفونی، گوارش و بخشبخش

پزشکی   علوم  دانشگاه  مفید،  کودکان  بیمارستان  اطفال  و 

جمع بهشتی،  اخذ  شهید  با  مراحل  تمامی  گردید.  آوری 

 رضایت آگاهانه از بیماران یا والدین آنان و طبق کد اخلاق 

(IR.SBMU.RICH.REC.1400.038)  انجام شد. 

 ها سازی نمونهآماده

جمعنمونه  از  پس  مدفوع  استریل، های  ظروف  در  آوری 

در  مستقر  اطفال  عفونی  تحقیقات   مرکز  به  بلافاصله 

 بیمارستان کودکان مفید منتقل و تا زمان آزمایش در دمای

سانتیگراد  -80 استخراج،  درجه  زمان  در  شدند.  نگهداری 

رسانده نمونه  اتاق  دمای  به  استریل  شده   ها  آب  با   و 

RNase/DNase-free    نسبت )وزنی/حجمی(   1:5به 

ابتدا  همگن مدفوع،  خالص  وزن  تعیین  برای  شدند.  سازی 
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به  میکروتیوب  نمونه  مشخصی  مقدار  سپس  شده،  توزین  ها 

 .ها اضافه و مجدداً توزین شدندآن 

 ترکیب و تهیه بافر لیز 

مواد پایه  بر  مطالعه  این  اختصاصی  لیز  و  chaotropic بافر 

در جدول  شوینده بافر  نهایی  ترکیب  شد.  تهیه  قوی    1های 

 ذکر شده است.

 

 

 . ترکیبات بافر لیز 1جدول  

غلظت )میلی   نام ماده

 مول(  

حجم/وزن  

 )گرم( 

گوانیدینیوم  

 1تیوسیونات

1016 120 

Tris-Cl (0.1 M, 

pH = 6.4) 

10 567/1 

(0.5 M,  2EDTA

pH = 8.0) 
50 612/18 

ستیل تری متیل  

 3آمونیوم بروماید

2/4 48/1 

 

میلی لیتر آب   60در   Tris-Cl گرم  576/1در یک ارلن مایر  

میزان شد.  حل  مداوم  زدن  هم  با  استریل  با   pH دیونیزه 

هیدروکساید   سدیم  محلول  از  روی    1/0استفاده    4/6مولار 

از آب دیونیزه و خالص به حجم   استفاده  با  تنظیم و سپس 

 .میلی لیتر رسید 100

کامل   120 طور  به  و  شد  وزن  تیوسیانات  گوانیدینیوم  گرم 

و با کمک   شد Tris-Cl مستقیما وارد محلول ساخته شده از

  .درجه سانتیگراد حل شد  65حمام اولتراسونیک  در دمای  

دیگر   مایر  ارلن  یک  میلی    80با   EDTA گرم  612/18در 

محلول با   pH لیتر آب دیونیزه و خالص حل شد و همزمان

هیدروکساید   سدیم  محلول  از  روی    1/0استفاده    8مولار 

 
1 Guanidinium thiocyanate 
2 Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
3 Cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) 

محلول  گردیدتنظیم   سپس  از   کردهفیلتر  را  .  استفاده  با  و 

حجم   به  خالص  و  دیونیزه  لیتر  100آب    رسانیم،میمیلی 

محلول 8/8سپس   از  لیتر  محلول    EDTA میلی  به 

گرم از    48/1در پایان     .گوانیدینیوم تیوسیانات اضافه گردید

CTAB   میلی لیتر آب دیونیزه مخلوط و به محلول   100در

تا محلولی کاملا    گردید نهایی اضافه شد و به خوبی مخلوط  

دناتوره   در  تیوسیانات  گوانیدینیوم  شود.  حاصل  یکنواخت 

پروتئین غیرفعالکردن  و  در    RNase   ،EDTA سازیها 

در   CTAB و pH در تثبیت Trisهای دوظرفیتی،  مهار یون

 . نقش دارندساکاریدها و لیپیدها،  حذف پلی

 سازیطراحی شرایط استخراج و بهینه

متفاوت   مقادیر  استخراج،  شرایط  بهترین  تعیین  منظور  به 

پروتئیناز لیز،  عنوان    Poly-Aو   K بافر    RNAحامل  به 

( و بر روی پنج نمونه با در نظر گرفتن  2انتخاب شد )جدول  

 (. 3حالت مختلف مورد بررسی قرار گرفت )جدول  27

 

. حجم مواد متغیر استفاده شده در بهینه سازی کیت  2جدول  

 استخراج 

حجم حامل   Kحجم پروتئیناز 
RNA 

 حجم بافر لیز 

  300 میکرولیتر 5 میکرولیتر  15

 میکرولیتر 

  600 میکرولیتر 10 میکرولیتر  30

 میکرولیتر 

  900 میکرولیتر 20 میکرولیتر  60

 میکرولیتر 

 

 

 

 

( درنظر گرفته شده برای بهینه سازی  1  -27های ). حالت3جدول

 کیت استخراج 
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 RNA فرایند استخراج

آنزیم از  عاری  و  استریل  آب  کردن  اضافه  از  های  پس 

DNase    وRNase به میکروتیوب های حاوی مدفوع، نمونه ،

دور در    5000ها مخلوط  و همگن شدند، سپس با سرعت  

مدت   به  به   5دقیقه  نهایت  در  و  شده  سانتریفیوژ  دقیقه 

انجام    300میزان   برای  رویی  مایع  از    مراحلمیکرولیتر 

به  توجه  با  لیز  بافر  از  برداشت شد. در مرحله بعد  استخراج 

به هر نمونه اضافه شد و   3مقادیر مختلف موجود در جدول  

دمای    10 در  قرار    56دقیقه  سانتیگراد  تا    گرفتدرجه 

نمونه از  برداشت شده  با  محلول  همراه  لیز  بافر  با  مدفوع  ی 

پروتئیناز     RNAحامل   بعد    Kو  مرحله  در  گردند.  تیمار 

استخراج   ستون  به  های  محلول  فیلتر  سیلیکونی دارای 

ایرا به صورت تجاری خریداری  ن(  )ساخت شرکت روژه،  که 

شد، اضافه گردید و سانتریفیوژ به مدت یک دقیقه با سرعت  

با    10000 شو  و  شست  مراحل  شد.  انجام  دقیقه  بر  دور 

استفاده از الکل مطلق و طی دو مرحله انجام شد و در نهایت  

میکرولیتر آب گرید مولکولی به عنوان بافر حل کننده    50از  

گردید.   انتها استفاده  مدت    در  به  با    1سانتریفیوژ  دقیقه 

دقیقه  10000دور   مرحله    در  این  در  شد.  محلول انجام 

از   RNA خارج شده از ستون، حاوی خالص سازی شده 

 نمونه مدفوع می باشد. 

این روش استخراج پس از بهینه سازی نهایی مقادیر بافر  

پروتئیناز حامل   K لیز،  تمامی    RNAو  روی  بر   ،100  

با نتایج    Real-time PCRنمونه تکرار و نتایج حاصل از  

بیدهای مغناطیسی مورد  پایه  از کیت تجاری بر  استفاده 

غلظت    همچنین  گرفت.  قرار  استخراج    RNAمقایسه 

دستگاه   بوسیله  فلورومتر   Qubitشده  دستگاه  یک  که 

میزان   سنجش  میلی    RNAبرای  در  میکروگرم  واحد  با 

 باشد، خوانده شد. لیتر می

 ای با کیت تجاری روش مقایسه

ها با  از همان نمونه  RNA برای مقایسه عملکرد، استخراج 

استخراج  تجاری  کیت  از  شرکت  RNA کامل استفاده   از 

Tianlong (Lot No: H2219011811. PRC)     انجام

پایه بر  این کیت  بار   بید های مغناطیسی یشد. مکانیسم  و 

که پس از اضافه    ی استهایو حاوی پلیت  می باشد الکتریکی  

اتومات استخراج  دستگاه  در  نمونه   Tianlong ) کردن 

Extraction machine Libex model)  همین به  متعلق 

قرار   ماشینی   گرفتشرکت  صورت  به  استخراج  فرآیند  و 

 .شدانجام 

 RNA تعیین غلظت و خلوص

 Qubit و کیت  Qubit با استفاده از فلورومتر RNA غلظت

RNA HS Assay Kit   گیری شد.  اندازه 

  Real-Time PCR با روش طراحی شده  ارزیابی عملکرد

ژن  شناسایی  توانایی  اساس  بر  استخراج  کارایی  ارزیابی 

مربوط   Eو    Sو دو ژن ویروسی   (RNase P) کنترل داخلی

کیت     SARS-COV-2به   از  منظور   این  به  شد  انجام 

-COVITECH(Lot No: COVIT-21008 تجاری

1.Iran)    دستگاه  Corbettبرند    Real-Time PCRو 

Rotor-Gene 6000    .برنامه حرارتی در جدول  استفاده شد

 ذکر شده است. 4

   RNAحامل    RNAحامل  

  

   RNAحامل 
 

  میکرولیتر 20  میکرولیتر 10 میکرولیتر 5 

ناز  
ئی

روت
پ

k 

15 
تر 

ولی
کر

می
 

ناز 
ئی

روت
پ

k
 

30 
تر 

ولی
کر

می
 

ناز  
ئی

روت
پ

k 

60 
تر 

ولی
کر

می
 

ناز 
ئی

روت
پ

k 

15 
تر 

ولی
کر

می
 

ناز 
ئی

روت
پ

k 

30 
تر 

ولی
کر

می
 

ناز  
ئی

روت
پ

k 

60 
تر 

ولی
کر

می
 

ناز 
ئی

روت
پ

k 

15 
تر 

ولی
کر

می
 

ناز 
ئی

روت
پ

k 

30 
تر 

ولی
کر

می
 

ناز  
ئی

روت
پ

k 

60 
تر 

ولی
کر

می
 

 بافر 

300 

میکر 

 ولیتر

1 2 3 4 4 6 7 8 9 

 بافر 

600 

میکر 

 ولیتر

10 11 12 13 14 15 16 17 18 

 بافر 

۹00 

میکر 

 ولیتر

19 20 21 22 23 24 25 26 27 
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 Real-Time-PCR. برنامه دمایی  4جدول  

 

دما) درجه   مرحله

 سانتیگراد(

 دور  زمان

 1 دقیقه  10 55 رونویسی معکوس 

 1 دقیقه  3 95 واسرشتگی اولیه 

 50 ثانیه  15 95 واسرشتگی

اتصال مجدد، طویل  

سازی و جمع آوری داده  

 ها

 دقیقه  1 60

 

 تحلیل آماری 

بین روش    RNAو غلظت    Ctبرای مقایسه میانگین مقادیر  

آزمون  طراحی  از  تجاری،  کیت  و  در   Paired t-testشده 

 استفاده شد.   22نسخه  SPSSافزار نرم

 نتایج 

 هاشناختی نمونههای جمعیتویژگی

نمونه مدفوع استفاده شد. علایم شایع    100در این مطالعه از  

بیماران تب بود، متوسط سنی  %65)  ( و دل درد %74)  در   )

دختر   40%پسر و    %60سال بود. بیماران شامل  64/2بیماران  

بخش در  بیماران  این  مانند  بودند.  بیمارستان  مختلف  های 

مراقبت گوارش،  عفونی،  ریه،  ، اورژانس،  نوزادان  ویژه  های 

های ویزه اطفال بستری بودند. بیشترین درصد بخش مراقبت

و بخش    8/35%ها به ترتیب مربوط به بخش عفونی با  نمونه

 بودند.  5/32%گوارش با 

 سازی بافر لیز بهینه 

حالت مختلف، نشان داد که حالت    27سازی در  نتایج بهینه

 RNAمیکرولیتر    20میکرولیتر بافر لیز،    600)    18شماره  

شماره    Proteinase kمیکرولیتر    60و    حامل و    )27    (

لیز،    900 بافر    60و    حامل RNAمیکرولیتر    20میکرولیتر 

را در ارتباط با ژن   Ct(  بهترین    Proteinase kمیکرولیتر  

پنج نمونه نشان داد  IC=Ranse Pکنترل داخلی ) ( در هر 

حالت   در  لیز  بافر  میزان  بودن  کمتر  به  باتوجه  به    18که   ،

 .(5عنوان بهینه ترین روش و میزان انتخاب شد )جدول

 
 نمونه   5حالت مختلف بهینه سازی بر روی    27. نتایج  5جدول  

 
در پنج نمونه ژن کنترل داخلی   Ctنتایج 

  سازی شدهبهینه

 حالت 27

مختلف بهینه 

 سازی

5نمونه  نمونه  

4 

نمونه 

3 

نمونه 

2 

نمونه 

1 

 

5/33  - - 3/38  - 1 

1/33  3/36  - 38 3/34  2 

33 36 5/38  9/37  34 3 

33 1/36  3/38  5/37  9/32  4 

8/32  6/35  7/37  37 5/32  5 

6/32  3/35  5/37  5/36  3/32  6 

32 35 5/37  6/34  5/32  7 

1/32  35 2/37  5/34  3/32  8 

7/31  8/34  5/36  33 6/31  ۹ 

7/31  34 3/36  5/34  29 10 

5/31  1/34  36 34 3/29  11 

3/31  6/33  36 2/34  5/28  12 

5/31  33 5/35  2/33  5/28  13 

31 8/32  35 33 3/28  14 

8/2۹  5/32  35 5/32  1/27  15 

3/2۹  31 34 8/32  3/26  16 

7/28  6/29  5/33  3/32  7/25  17 

5/27  3/28  3/32  31 3/25  18 

5/31  5/34  36 3/34  29 1۹ 

3/31  34 2/36  5/34  29 20 

4/31  3/34  8/35  34 8/28  21 

31 5/33  3/35  6/33  6/28  22 

6/2۹  3/33  35 5/33  5/28  23 

4/2۹  6/33  8/34  33 27 24 

2۹ 7/31  2/34  7/32  7/26  25 

5/28  2/30  5/33  3/32  5/25  26 

3/27  8/29  32 2/31  2/25  27 
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 شده با کیت تجاری مقایسه روش طراحی

  RNAسازی، در این مطالعه به منظور استخراج  پس از بهینه

نمونه( همزمان    100های مدفوع مورد مطالعه  )تمامی نمونه

از کیت استخراج تجاری مربوط به دستگاه استخراج اتومات 

سیلیکونی  استخراج  ستون  با  همراه  شده  بهینه  لیز  بافر  و 

با استفاده از کیت     Real-Time PCRاستفاده شد و فرآیند  

برند کوویتک انجام شد.     SARS-COV-2تجاری تشخیص  

نتایج حاصل نشان داد که روش طراحی شده جهت استخراج  

استخراج    RNA کامل توانایی  مدفوع  از   RNAاز  کامل 

نمونه حساسیت  تمامی  با  داشت.   CI %95 با  %100ها  را 

نتایج   روی    Real-Time PCRمقایسه  بر    100انجام شده 

نشان داد که   این  ژن  Ctنمونه مدفوع  بررسی در  های مورد 

روش  از  شده  طراحی  لیز  بافر  از  استفاده  روش  در  مطالعه 

ژن    Ctکیت تجاری پایین تر بود. به این ترتیب که میانگین  

های استخراج شده با استفاده از بافر  کنترل داخلی در نمونه

و در روش استخراج با کیت   04/26±42/2  لیز طراحی شده

بود که نشان دهنده    27/29±48/2  تجاری و دستگاه اتومات

پایین لیز میانگین  بافر  از  استفاده  با  استخراج  روش  برای  تر 

  باشد. طراحی شده می 

نمونه  Sژن    Ctمیانگین   روش در  به  شده  استخراج  های 

شده طراحی  لیز  بافر  از  روش   63/25±18/3  استفاده  در  و 

اتومات دستگاه  و  تجاری  کیت  با    54/28±32/4  استخراج 

تر برای روش استخراج با  بود که نشان دهنده میانگین پایین

  Eژن    Ctباشد. میانگین  استفاده از بافر لیز طراحی شده می

نمونه لیز در  بافر  از  استفاده  روش  به  شده  استخراج  های 

شده  کیت    39/27±81/3  طراحی  با  استخراج  روش  در  و 

که نشان دهنده   بود   23/30±73/4  تجاری و دستگاه اتومات

پایین لیز میانگین  بافر  از  استفاده  با  استخراج  روش  برای  تر 

 باشد. طراحی شده می 

 شده استخراج RNA غلظت

بوسیله دستگاه    RNAخوانش   نشان    Qubitاستخراج شده 

نمونه غلظت  میانگین  که  شده  داد  استخراج  روش  های  به 

میکروگرم در میلی لیتر   3/8استفاده از بافر لیز طراحی شده  

در   اتومات  و  دستگاه  و  تجاری  کیت  با  استخراج    7/6روش 

   میکروگرم در میلی لیتر بود. 

 های مدفوعدر نمونه SARS-CoV-2 شناسایی

های طراحی شده  نمونه مدفوع بررسی شده با  کیت  100از  

تعداد   مطالعه  این  شد    45در  شناسایی  مثبت  کووید  نمونه 

آن،   بر  منفی   5علاوه  تجاری  روش  در  که    کاذب   نمونه 

ها  گزارش شده بودند، با روش بافر لیز مثبت شدند. این یافته

حاکی از حساسیت بالاتر روش پیشنهادی در شناسایی موارد 

است پایین  ویروسی  بار  مجموع،    .با  های  در  نمونه  تمامی 

استخراج   دستگاه  و  تجاری  کیت  از  استفاده  با  شده  مثبت 

شدند   مثبت  نیز  شده  طراحی  استخراج  روش  در  اتومات، 

)نتایج منفی کاذب در روش استخراج طراحی شده مشاهده  

 نگردید(. 

 بحث

سازی یک بافر  نتایج این مطالعه نشان داد که طراحی و بهینه

ترکیبات پایه  بر  شوینده  chaotropic لیز  قوی،  و  های 

استخراجمی کارایی  نمونه  RNA تواند  را  از  مدفوع  های 

معنیبه مقادیرطور  بخشد.  بهبود  ژن پایین Ct داری  در  تر 

داخلی ژن (RNase P) کنترل  ویروسیو  در  E و S های 

طراحی  نشانروش  تجاری،  روش  به  نسبت  دهنده  شده 

بالاتر مهارکننده RNA   کیفیت  بهتر  حذف  این  و  است.  ها 

کلیدی  یافته نقش  که  است  پیشین  مطالعات  با  همسو  ها 

   سازیبافرهای حاوی گوانیدینیوم تیوسیانات را در غیرفعال

RNaseاستخراج بازده  افزایش  و  گزارش   RNA ها 

طراحی(8,  1)اندکرده روش  پژوهش،  این  در  یک  .  با  شده 

مقایسه   (Tianlong) کیت تجاری مبتنی بر بید مغناطیسی

کیت اگرچه  بهشد.  اغلب  تجاری  استاندارد "عنوان  های 

می  "طلایی استفاده  نوکلئیک  اسیدهای  استخراج  شوند،  در 

هایی مانند هزینه بالا، نیاز به تجهیزات خاص و اما محدودیت

 (7)مدفوع دارند  مانندای  های پیچیدهکاهش کارایی در نمونه

 شده توانست میانگین مقادیردر مطالعه حاضر، روش طراحی

Ct سیکل کاهش دهد،   2/3تا   5/2ها به میزان را در همه ژن

واکنش حساسیت  نظر  از  افزایش  PCR که  معنای  به 

مطالعات مشابه نیز گزارش   .توجه بازدهی استخراج استقابل
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،   RNAاند که اصلاح ترکیب بافر لیز و استفاده از حاملکرده

نمونه به در  پایینویژه  غلظت  با  می RNAهای  باعث  ،  تواند 

 روش ما با افزودن  .(12)بهبود آشکار کیفیت استخراج شود

RNA پروتئیناز حامل دو   K و  همزمان  بهینه،  مقادیر  در 

 . افزایش میزان1مکانیسم بهبود کارایی را فعال کرده است:  

RNA و  بازیابی پروتئین2شده  حذف  مهارکننده.    .های 

پلی صفراوی،  اسیدهای  مانند  ترکیباتی  ساکاریدها،  وجود 

استخراجچربی اصلی  چالش  متنوع،  میکروبی  فلور  و   ها 

RNA مهارکننده است.  مدفوع  میاز  عدم  ها  باعث  توانند 

بیماری عوامل  حضورشناسایی  در  حتی  ویروسی   RNA زا 

ترکیب مطالعه،  این  در  نقش     CTAB شوند.  لیز  بافر  در 

پلیویژه نامحلول داشت.  ای در حذف  آلی  ساکاریدها و مواد 

است، جایی   اثبات شده  نیز  ویژگی در مطالعات گیاهی  این 

به  CTAB که پلیتوانسته  مؤثری  از طور  را  ساکاریدها 

کندعصاره حذف  پیچیده  گوانیدینیوم (13)های  همچنین،   .

به دناتورهتیوسیانات  مهارعنوان یک  بر  قوی، علاوه     کننده 

RNaseسلول کامل  لیز  باعث  آزادسازیها،  و   RNA ها 

بامی ماده  این  ترکیب  کردن   EDTA شود.  شلاته  برای 

نیاز یون  مورد  دوظرفیتی    Tris-HCl و هاRNase   های 

حفظ  شیمیایی   pH برای  محیط  یک  ما،  روش  در  پایدار 

از  حفاظت  برای  کرد را RNA بهینه  چندین (14)فراهم   .

 های مدفوع برای تشخیصمطالعه پیشین بر استفاده از نمونه 

SARS-CoV-2  داشته همکاران  Wu   .(2)اندتمرکز  و 

های  از نمونه  %53ویروس در   RNA ( نشان دادند که2020)

با وجود نتیجه منفی در نمونه ،  COVID-19مدفوع بیماران

و همکاران  Medema(.  2بودند)قابل شناسایی    های تنفسی،

  RNA  ( در مطالعه پایش فاضلاب، اهمیت استخراج2020)

بیماری  شیوع  زودهنگام  تشخیص  برای  را  بالا  کارایی  با 

تأیید    .  (4)برجسته کردند   را  اهمیت  این  نیز  مطالعه حاضر 

-SARS-CoV نمونه مثبت  5شده توانست روش بهینه .کرد

را که در روش تجاری منفی گزارش شده بودند، شناسایی   2

نمونه  در   RNA تواند ناشی از بازیابی بیشترکند. این امر می

پایین باشد، موضوعی که در کاربردهای    های با بار ویروسی 

مزیت    .بسیار حیاتی است   WBE(4( اپیدمیولوژی محیطی

و   لیز  بافر  علمی  ولی  ساده  ترکیب  پیشنهادی،  روش  اصلی 
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های مدفوع است. برخلاف بسیاری  انطباق آن با شرایط نمونه

روش  روش  از  این  دارند،  بسته  فرمول  که  تجاری  های 

اساس  انعطاف بر  ترکیبات  نسبت  تغییر  برای  بالایی  پذیری 

آورد. همچنین استفاده نوع نمونه و نیاز آزمایشگاه فراهم می

را  استخراج  هزینه  دسترس،  در  و  رایج  شیمیایی  مواد  از 

میبه کاهش  توجهی  قابل  به    .دهدطور  نیاز  عدم  از طرفی  

در   اجرا  قابل  روش  این  تا  شده  باعث  خاص  تجهیزات 

های پایه با سانتریفیوژ و تجهیزات استاندارد باشد.  آزمایشگاه

معنی ژن  Ct دارکاهش  همه  مثبت در  موارد  شناسایی  و  ها 

مق در  لیز  بافر  این  بالاتر  حساسیت  از  نشان  با  اضافی  ایسه 

استخراج برای  آن  از  میتوان  و  دارد  تجاری  از   RNA کیت 

ای و ویروسی استفاده کرد. در شرایطی  های رودهانواع پاتوژن 

کیت به  دسترسی  محدودیت  دارد  که  وجود  وارداتی  های 

همه)به زمان  در  تحریمگیری ویژه  یا  روشها  بومی  ها(،  های 

میبهمقرون   به صرفه  را  تشخیصی کشور  ظرفیت  طور  توانند 

هزینه برآورد  دهند.  افزایش  مطالعه چشمگیری  این  در  ها 

بهبود  با  حتی  و  کیفیت  کاهش  بدون  که  داد  نشان 

تمام  ،حساسیت این  شده  قیمت  در  شده  طراحی  روش 

%  مطالعه است  52حدود  تجاری  کیت  از  وجود   .کمتر  با 

محدودیت مطالعه  این  توجه،  قابل  به  مزایای  دارد،  نیز  هایی 

های انسانی انجام  ر مثال ارزیابی روش تنها بر اساس نمونهطو

های حیوانی یا محیطی  شده و نیاز به آزمایش بر روی نمونه 

نگهداری   شرایط  در  روش  عملکرد  همچنین  دارد  وجود  نیز 

نمونهطولانی استمدت  نشده  بررسی  کلی   .ها  طور  به 

تواند اعتبار مقایسه این روش با بیش از یک کیت تجاری می

دهدیافته افزایش  را  می  .ها  پژوهشپیشنهاد  در  های  شود 

استخراج  برای  روش  این  از  نمونه  RNA بعدی  های  از سایر 

پیچیده مانند خاک، لجن فاضلاب و مواد غذایی نیز استفاده  

 .شود

 گیری نتیجه

مطالعه حاضر نشان داد که طراحی یک بافر لیز بهینه بر پایه  

سطح  تواند عملکردی همترکیبات موجود در بازار داخلی، می

کیت از  بالاتر  حتی  گران یا  تجاری  باشد.  های  داشته  قیمت 

مقادیر غلظتCt کاهش  افزایش   ، RNA  موارد شناسایی  و 

نتایج  مثبت استخراج،  از کیت تجاری  استفاده  ی که در زمان 
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بود، شده  مشاهده  کاذب  منفی  صورت    بیانگر همگی    به 

نه دستاورد  این  است.  روش  این  بالای  نظر  کارایی  از  تنها 

علمی، بلکه از نظر اقتصادی و عملیاتی نیز ارزشمند است و  

بهمی آزمایشگاهتواند  برای  پایدار  گزینه  یک  های  عنوان 

 .ویژه در شرایط محدودیت منابع مطرح شودتشخیصی به 
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