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  چکیده
ترین عوامل عفونی منتقل شونده از  از جمله مهم Cهپاتیت  ویروس  و1نسانی نوع نقص ایمنی ا  ویروس :زمینه و هدف

هاي  ها در افراد آلوده و خون شوند و از این رو تشخیص صحیح، دقیق و حساس این ویروس طریق خون محسوب می
در تشخیص این هاي سرولوژیک  هاي روش محدودیتبه علت وجود برخی از . اهدایی از اهمیت بسیاري برخوردار است

  .باشد می Real-time PCRهاي مولکولی سریع و حساس همچون  عوامل عفونی، هدف این مطالعه استفاده از روش
 خانگی بر مبناي استفاده از Real-time PCR Multiplex در این مطالعه آزمایشگاهی، یک روش :ها مواد و روش

زمان توان عفونت منفرد و یا هم   از آنالیز منحنی ذوب می راه اندازي شد که در آن با استفادهSYBR GreenIرنگ 
آنالیز آماري با . هاي پلاسماي بیماران شناسایی نمود  را در نمونهC هپاتیت ویروس و 1نوع  نقص ایمنی انسانی  ویروس

   انجام شد16 نسخه SPSSاستفاده از نرم افزار 
اي  لف بر روي چندین نمونۀ بالینی نشان داد که حساسیت تجزیههاي مخت دست آمده از انجام واکنشه  نتایج ب:ها یافته

 و براي 200میلی لیتر  در هر کپی 200 معادل 1 روش راه اندازي شده براي ویروس نقص سیستم ایمنی نوع )آنالیتیکی(
 براي هر به علاوه نشان داده شد که پرایمرهاي طراحی شده.  کپی در هر میلی لیتر است100  برابرCویروس هپاتیت 

  .گونه واکنش متقاطعی با یکدیگر و سایر عوامل مداخله گر ندارند ویروس هیچ
ها، این   با توجه به سطح حساسیت و ویژگی مناسب، کاربرد آسان، هزینه نسبتاً کم و آنالیز سریع نمونه:نتیجه گیري

  هپاتیت ویروس و1 انسانی نوع ایمنیویروس نقص آسان تواند یک روش سریع و مناسب براي تشخیص موثر و  روش می
Cهاي پلاسما باشد  در نمونه.  

 Real-time PCR ،SYBR، مالتیپلکس ،1 ویروس نقص ایمنی انسانی نوع ویروس هپاتیت، و:واژگان کلیدي
Green  
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 مقدمه
- (1HIV-1 ویروس نقص ایمنی انسانی نوع

Human Immonodeficiency Virus-1 ( به عنوان 
عامل اتیولوژیک بیماري ایدز، و ویروس هپاتیت 

C)Hepatitis CVirus-HCV( ترین  عنوان یکی از مهم به
رین عوامل ت هاي ایجاد کننده هپاتیت، از جمله مهم ویروس

از . شوند عفونی منتقل شونده از طریق خون محسوب می
اینرو تشخیص سریع و مناسب آنها در افراد مبتلا داراي 

علاوه حصول اطمینان از سلامت  به. اهمیت فراوانی است
گیري از انتقال این  هاي خونی، به منظور پیش خون و فراورده

ان انتقال هاي اصلی هر سازم ها، از جمله اولویت ویروس
هاي  علت وجود راه به. )2 ،1(شود میخون در جهان محسوب 

 و HIV-1هاي  انتقال مشترك، عفونت همزمان با ویروس
HCVهاي  دهد و شیوع آن در برخی از گروه  نیز رخ می

اجتماع از جمله معتادان تزریقی، بیماران همودیالیزي، 
 تخمین .مبتلایان به هموفیلی و بیماران تالاسمی زیاد است

 که در حدود ده میلیون نفردر سرتاسر جهان شود میزده 
در یک . )3( هستندHCV و HIV-1داراي عفونت همزمان 

 معتاد تزریقی در شهر تهران، شیوع 499مطالعه بر روي 
 تخمین زده درصدHCV، 24 و HIV-1عفونت همزمان 

در مطالعۀ دیگري در استان لرستان عفونت . )4(شده است
 تخمین زده شده  درصدHCV ،5/14و  HIV-1همزمان 

 مثبت، HIV-1 در افراد HCVعفونت همزمان . )5(است
منجر به افزایش خطر هپاتوتوکسیسیتی ناشی از درمان ضد 
ویروسی با فعالیت بالا شده و از جمله علل مهم مرگ و میر 

 و در مقابل عفونت همزمان. شود میاین بیماران محسوب 
HIV-1خود  حتمال پاك شدن خود به منجر به کاهش ا

 و افزایش احتمال ابتلا به سیروز کبدي و HCVافراد داراي 
علاوه بر عفونت . )3،6(شود میکارسینوم هپاتوسلولار 

هاي درمانی و فقدان  علت ضعف در روش همزمان، به
واکسیناسیون مؤثر، عفونت منفرد هر یک از عوامل عفونی 

. شود میب فوق نیز یک مشکل بهداشتی جدي محسو
بنابراین تشخیص به هنگام، دقیق و صحیح بیماران داراي 

 از اهمیت بسزایی HCV و HIV-1هاي  عفونت با ویروس
  .)7(برخوردار است

ترین  هاي سرولوژي متداول در حال حاضر روش
 محسوب HCV و HIV-1هاي  روش تشخیص ویروس

گري  شوند که جهت تشخیص اولیۀ افراد و غربال می
تشخیص سرولوژي . گردند  اهدایی استفاده میهاي خون

HIV-1ژن   با استفاده از آنتیP24هاي تولید   وآنتی بادي
گیرد و در تشخیص سرولوژي  شده بر علیه آن صورت می

HCVژن هاي تولید شده بر علیه آنتی بادي ، عمدتاً از آنتی  
 ، البته استفاده از آنتیشود مینوترکیب پروتئین هسته استفاده 

 این ویروس نیز در تولید NS5 و NS3 ،NS4 هاي ژن 
با وجود حساسیت . )8(هاي تشخیصی کاربرد دارد کیت

ها داراي  کارگیري این روشه هاي سرولوژي، ب بالاي تست
ترین  از جمله مهم. باشد هایی نیز می محدودیت
هاي سرولوژي عدم تشخیص موارد  هاي روش محدودیت

هاي  انی که هنوز شاخصعفونی در دورة پنجره یعنی زم
در عفونت . )10، 9(باشد ایمنولوژیک بیمار بالا نرفته است می

، فاصلۀ زمانی بین ایجاد عفونت و تغییر HIV-1با ویروس 
 روز است ولی در برخی از مبتلایان 22 معمولاًسرمی 

 و در عفونت )11(طول انجامد  ماه نیز به3تواند تا بیش از  می
 تا 9تر و حدود  لۀ زمانی طولانی این فاصHCVبا ویروس 

هاي سرولوژي در طی  از اینرو روش. )11، 7( هفته است12
یکی . باشند دورة حاد عفونت قادر به شناسایی افراد مبتلا نمی

هاي سرولوژي این است که  هاي دیگر روش از محدودیت
بادي مادري، امکان ارزیابی عفونت در  علت وجود آنتیبه

 مثبت میسر HIV-1 یا HCV از مادران نوزادان متولد شده
 HCVعلاوه براین، در ارزیابی عفونت ناشی از . نیست

که  ازجمله این. هاي دیگري نیز وجود دارد محدودیت
امکان تمایز افراد داراي عفونت فعال و افراد کاملاً بهبود 

 HCV ضد IgGبادي  یافته از بیماري، که داراي آنتی
. هاي ایمنولوژیک وجود ندارد  روشباشند، با استفاده از می

 هاي تکثیر اسید نوکلئیک بنابراین استفاده از روش
NAT)،(Nucleic Acid Testing  براي تشخیصHIV-1 

با . )12-14( بسیار مورد توجه قرار گرفته استHCVو 
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عوامل عفونی فوق در   تشخیصNATاستفاده از روش 
.  استپذیر هاي سرولوژي امکان زمانی زودتر از روش

 را در HCV توانایی شناسایی عفونت NATهاي  روش
هاي سرولوژي موجود   روز زودتر از روش60 تا 50حدود 

علت حساسیت و ویژگی  علاوه به به. )15، 11(سازند میسر می
 تأییدي  عنوان روش  ها بهNATآنالیتیک بالاتر، همواره از 

ده هاي سرولوژي استفاده ش مناسب براي نتایج مثبت تست
 این است که با NATاز جمله کاربردهاي دیگر . است

توان افراد بهبود یافته سرم مثبت و افراد  ها می استفاده از آن
را از یکدیگر تمایز داد و نیز  C داراي عفونت مزمن هپاتیت

 مثبت ارزیابی HCV و HIV-1عفونت را در نوزادان 
  .)11(نمود

هاي ملکولی مختلف که براي  در میان روش
هاي  شوند، روش تشخیص عوامل عفونی ویروسی استفاده می

PCRو  Real-time PCRعلت حساسیت و ویژگی   به
بسیار مناسب، سهولت، قابلیت اتوماسیون و امکان بررسی 

-18(دارند ها در حجم انبوه، از مقبولیت بیشتري برخور نمونه
 ها و کارایی بسیار زیاد این که مزیت البته با وجود این. )16

هاي اهدایی کاملاً به  ها در غربالگري افراد و خون روش
اثبات رسیده و در برخی از کشورهاي غربی نیز استفاده 

علت هزینۀ بالاي آنها در بسیاري از کشورهاي  ، بهشود می
هاي سرولوژي، امکان استفاده از  دنیا، در مقایسه با روش

PCRبراي تشخیص اولیه و غربالگري خون در سطح وسیع  
-Real و PCRهاي  مورد پذیرش قرار نگرفته است و روش

time PCR تأییدي و تشخیص موارد  کیفی تنها به تشخیص 
ترین  یکی از مهم. )19(اند خاص محدود باقی مانده

هاي  کارهایی که همواره به منظور کاهش هزینه راه
، استفاده از شود میهاي ملکولی در نظر گرفته  روش
، براي تشخیص هم زمان Multiplex هاي چندگانه یا روش

در . )21، 20(بیش از یک عامل عفونی در یک واکنش است
هاي چندگانه با استفاده از اجزا و مواد مورد نیاز براي  روش

یک واکنش مولکولی و تنها با افزودن الیگونوکلئوتیدهاي 
بیشتر، امکان شناسایی بیش از یک عامل عفونی در نمونۀ 

که این مزیت علاوه بر . گردد یمورد نظر فراهم م
جویی در زمان نیز  جویی در منابع مالی منجر به صرفه صرفه

  .)19(شود می
از این رو این مقاله به معرفی یک آزمون 

Multiplex Real-time RT-PCR خانگی بر مبناي 
 به همراه آنالیز منحنی ذوب SYBR GreenIروش 

یص و تمایز پردازد که با استفاده از آن امکان تشخ می
هاي   در نمونهHCV و HIV-1کارآمد دو ویروس 

طور هم زمان و با حساسیت و ویژگی  پلاسماي بیماران به
  .مناسب، فراهم گشته است

  
  ها مواد و روش

 55در این مطالعۀ آزمایشگاهی در مجموع از 
 20ها شامل  این نمونه. نمونۀ پلاسماي مختلف استفاده شد

 نمونۀ HCV ،5 و HIV-1مان ز نمونۀ داراي عفونت هم
HIV مثبت و HCV ،نمونۀ 5 منفی HCV مثبت و HIV 

 منفی از افراد سالم HCV و HIV-1 نمونۀ 25منفی، و 
لازم به ذکر است که صحت وضعیت تمامی . بودند
وسیلۀ ه هاي منفی، مثبت و داراي عفونت هم زمان ب نمونه
-RT  هاي سرولوژي تعیین شده بود و با یک روش روش

PCRگرفت  معتبر نیز مورد تأیید مجدد قرار می.  
به منظور طراحی پرایمرهایی که قادر به شناسایی 

 باشند، از HCV و HIV-1هاي  هاي مختلف ویروس سویه
 از ژنوم UTR-`5 و ناحیۀ HIV-1 از ژنوم Polتوالی ژن 

HCV استفاده شد، که این نواحی از مناطق حفاظت شدة 
به بیان دیگر توالی . شوند وب میژنوم این دو ویروس محس

هاي مختلف این دو ویروس از پایگاه نوکلئوتیدي  سویه
NCBIدست آمدند، سپس توسط هم ردیفی چندگانۀ ه  ب

(Multiple Alignment) ها بوسیلۀ نرم افزار  توالی
MEGA4شدة مربوط به هر یک از  ، نواحی حفاظت

پرایمرها با  تعیین شد و در نهایت UTR-`5 و Polهاي  توالی
  ).1جدول( طراحی شدندAlleleID 7استفاده از نرم افزار 
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  HCV و HIV-1هاي  توالی پرایمرهاي مورد استفاده در مطالعه جهت تشخیص ویروس. 1جدول
اندازة محصول 

PCR  
ناحیۀ مورد 

  تکثیر
  نام پرایمر  توالی پرایمرها

5`-GTACAGTGCAGGGGAAAG-3` HIV-1 Forward bp156 Pol 
5`-CCAGAGIAGYTTTGCTG-3` HIV-1 Reverse 

5`-CATGGCGTTAGTATGAGTG-3` HCV Forward bp216 5`-UTR 
5`-CTATCAGGCAGTACCACAAG-3` HCV Reverse 

  
هاي حاوي  هاي خون افراد در تیوب تمامی نمونه

. شدند آوري  ضد انعقاد اتیلن دي آمین تترااستیک اسید جمع
 ساعت از 4ر مدت زمانی کمتر از ها د سپس پلاسماي نمونه

به مدت  دور در دقیقه2500وسیلۀ سانتریفوژ ه گیري، ب نمونه
درجه -70 دقیقه جدا و تا زمان مصرف در فریزر 20

 هاي RNAاستخراج . شدند گراد نگهداري می سانتی
 RNAویروسی با استفاده از کیت استخراج 

 و بر  میکرولیتر پلاسما200از ) شرکت رش آلمان(ویروسی
واکنش . گرفت  اساس دستورالعمل کیت صورت 

 میکرولیتر و با 20 معکوس در حجم نهایی  برداري  نسخه
  ).2جدول(شد  ، انجام  M-MuLVاستفاده از آنزیم 

پروتکل واکنش نسخه برداري معکوس و تولید . 2جدول
cDNA با استفاده از آنزیم M-MuLV  

   استخراج شدهRNA  میکروگرم 1
  پرایمر اختصاصی الگو  لپیکومو10

 DEPCآب تیمار شده با    میکرولیتر12تا 
 دقیقه و انتقال سریع تیوب 5 به مدت C 70°انکوباسیون در دماي 

  حاوي اجزاي فوق بر روي یخ
  RT-Reaction Buffer(5x)   میکرولیتر4 

  RNase Inhibitor  )واحد20(میکرولیتر5/0
  dNTP Mix (10 mM each) )میلی مول1(میکرولیتر2

 M-MuLV Reverse  )واحد40(میکرولیتر2
Transcriptase  

 Final Volum میکرولیتر20
  دقیقه60 به مدت C 42°انکوباسیون در دماي 

  دقیقه10 به مدت C 70°توقف واکنش در دماي 

  
-Realهاي  پس از بهینه سازي اجزاء، واکنش

time PCR میکرولیتر 5:  میکرولیتر شامل50 در حجم 
cDNA، 1بافرXPCR )5/2، )شرکت کیاژن،آلمان 

 میکرومول از هر یک از 4/0مول کلرید منیزیوم،  میلی
 میکرومول از مخلوط HCV ،200 و HIV-1پرایمرهاي 

 SYBR 1000/1محلول لیتر   میکرو2نوکلئوتیدها، 

GreenI )واحد آنزیم 1، )شرکت رش،آلمان Taq ،پلیمراز 
رساندن  تا  گاوي و آب نانوگرم محلول آلبومین سرم300

برنامه دمایی تکثیر به .  میکرولیتر انجام شد50 حجم به
به درجه سانتیگراد  95صورت واسرشت شدن اولیه در دماي 

: اي شامل  چرخۀ سه مرحله40دنبال آن   دقیقه و به5مدت 
ثانیه، 10مدت   بهدرجه سانتیگراد  95واسرشت شدن در 

 ثانیه و 15مدت   به درجه سانتیگراد 58اتصال در دماي 
 ثانیه 30مدت   بهدرجه سانتیگراد  72سازي در دماي  طویل

ي مرحله طویل سیگنال فلورسانس در انتها قرائت . داده شد
هاي تکثیر، آنالیز  در پایان سیکل. گرفتمی  صورت سازي

درجه  60ریجی دما از دماي منحنی ذوب با افزایش تد
 صورت C/s 5/0°ه میزان  بدرجه سانتیگراد 95 تا سانتیگراد

ها در دستگاه  لازم به ذکر است که تمامی واکنش. گرفت
انجام شد و تحلیل نتایج ) استرالیا-کوربت (3000ژن -روتور

  . صورت گرفت 6.1.2وسیلۀ نرم افزار کوربت ه ب
 روش )آنالیتیکی(اي تجزیهبراي تعیین ویژگی 

تشخیصی، علاوه بر بررسی صحت اتصال اختصاصی 
 NCBI nucleotideرها به الگوي مورد نظر در پایگاه پرایم

BLAST نمونۀ مختلف ژنوم انسان و برخی از 10، از 
هاي منتقل شونده از طریق خون استفاده شد و به  ویروس

 نمونۀ منفی، که عدم 25منظور تعیین ویژگی کلینیکی از 
هاي   در آنها با استفاده از روشHCV و HIV-1وجود 

لی تجاري معتبر تأیید شده بود، استفاده سرولوژي و ملکو
 .شد

 دو  از)آنالیتیکی(اي براي تعیین حساسیت تجزیه
طوري  به.  استفاده شدHIV-1 و HCVنمونۀ داراي عفونت 

 مثبت، HCV و HIV-1که میانگین تعداد کپی نمونۀ داراي 
هاي  وسیلۀ کیت حاصل از سه بار کمیت سنجی مجزا به

 و ویروس نقص سیستم ایمنی  Cتشخیص مولکولی هپاتیت
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 3709280 و 1504197، به ترتیب )آرتوس آرجی( 1 نوع
  ها و یک نمونه با استفاده از این نمونه. لیتر بود کپی در میلی

 کپی 500لیتر،   کپی در میلی1000هاي  پلاسماي منفی، رقت
لیتر   کپی در میلی100لیتر و   کپی در میلی200لیتر ،  در میلی

سپس .  تهیه شدHCV و HIV-1هاي   ویروساز هر یک از
) چهار تکرار در دو روز مختلف( از هر رقت هشت تکرار

وسیلۀ روش راه   قرار گرفت و بهRNAمورد استخراج 
ترین رقت قابل  اندازي شده بررسی شدند تا پایین

ها توسط روش راه اندازي شده تعیین   از نمونهگیري اندازه
  .گردد

 40نیکی در مجموع از جهت تعیین حساسیت کلی
دست آمده از ه  نمونۀ ب20که شامل . نمونۀ مثبت استفاده شد

 20، و HCV و HIV-1بیماران داراي عفونت همزمان 
ساز که از مخلوط کردن سرم بیماران  نمونۀ مثبت دست

هاي سرم منفی حاصل شده  داراي عفونت منفرد با نمونه
 .بودند

ی از براي بررسی حساسیت و ویژگی کلینیک
چنین براي بررسی  و هم. استفاده شد هاي مربوطه  فرمول

 باز ضریها  تکرار پذیري نتایج کمیت سنجی کنترل
 SPSSها با استفاده از نرم افزار   هاي واکنشCtتغییرات 

  . استفاده شد16
  

  ها یافته
-SYBR GreenI Realدر واکنش مالتیپلکس 

time PCRاي ه هاي اختصاصی ویروس ، تکثیر توالی
HIV-1 و HCV ،  ،بر مبناي دماي ذوب منحصر به فرد آنها 

وجود منحنی ذوب در محدودة . به راحتی قابل تمایز شدند
، نشانگر تکثیر توالی مربوط به  درجه سانتیگراد7/79دمایی 

 است و مشاهده منحنی ذوب در محدودة HIV-1ویروس 
 HCV، بیانگر تشخیص ویروس درجه سانتیگراد 89
ثیر مالتیپلکس بر روي ژل آگارز نتایج تک). 1 شکل(باشد می

 میکروگرم 5/0( رنگ آمیزي شده با اتیدیوم برماید درصد2
 و bp 156الکتروفورز شد و باندهایی به طول ) لیتر در میلی

bp 216هاي  دست آمد که به ترتیب بیانگر تکثیر ویروسه  ب
HIV-1 و HCVبودند .  

  
  

 
 
 
  
  
  

  
  

ذوب حاصل از تکثیر دو نمونه داراي نمودار منحنی  . 1شکل
  HCV و HIV-1عفونت همزمان 

  
  
  

 
 
 
 
  
  

  %2 بر روي ژل آگارز PCR الکتروفورز محصولات .2شکل
محصول  .3-5، ردیف bp 50مارکر اندازه . 2ردیف کنترل منفی، . 1ردیف
PCRهاي مالتیپلکس  نمونه  

  
  نشان داده شده است،3همان طور که در جدول 

روش طراحی شده ) آستانه تشخیص( آنالیتیکی حساسیت
 200 به ترتیب HCVو  HIV-1 مالتیپلکس براي در حالت

 .لیتر در نظر گرفته شد  کپی در میلی100کپی در میلی لیتر و 
  

 مالتیپلکس داراي واکنش آنالیتیکیت یحساستعیین . 3جدول
  HIV-1 و HCVهاي مشابه ژنوم  غلظت

HIV-1 ) کپی
 )لیتردر میلی

داد موارد تع
 HIV-1مثبت 

HCV 
کپی در (

 )لیترمیلی

تعداد موارد 
  HCVمثبت 

1000  8/8  1000  8/8  
500 8/8  500 8/8  
200 8/8  200 8/8  
100 8/5 100 8/8  

216bp 
156bp 
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 آنالیتیکیاز آنجایی که ممکن است حساسیت 
وسیلۀ غلظت هر یک از الگوها  یک واکنش مالتیپلکس به

م تعیین حساسیت تحت تأثیر قرار گیرد، در مرحلۀ دو
 500لیتر،  کپی در میلی1000هاي  هر یک از رقت آنالیتیکی

 کپی در 100لیتر و   کپی در میلی200لیتر ، کپی در میلی
کپی در  105(لیتر از هر ویروس در حضور رقت بالايمیلی
وجود . ویروس دیگر مورد بررسی قرار گرفت) لیترمیلی

تعیین شده  یتیکیآنالرقت بالاي ویروس دیگر در حساسیت 
 200ها اثري ندارد و همچنان مقادیر  براي هریک از ویروس

لیتر براي  کپی در میلی100 و HIV-1لیتر براي  کپی در میلی
HCVعنوان آستانۀ تشخیص در نظر گرفته  ، به

  ).4جدول(شود می
واکنش مالتیپلکس داراي  آنالیتیکیت یحساستعیین .4جدول
  HIV-1  وHCVهاي مختلف ژنوم  غلظت

HIV-1 ) کپی
 )لیتردر میلی

تعداد موارد 
مثبت 

HIV-1 

HCV ) کپی
 )لیتردر میلی

تعداد موارد 
  HCVمثبت 

105  8/8  1000  8/8  
105 8/8  500 8/8  
105 8/8  200 8/8  
105 8/8 100 8/8  

1000  8/8  105 8/8 
500 8/8  105 8/8 
200 8/8  105 8/8 
100 8/3 105  8/8 

سیت کلینیکی در مجموع به منظور بررسی حسا
 مورد HCV و HIV-1 نمونۀ داراي عفونت هم زمان 40

 نمونه به طور دستی و 20از این تعداد . ارزیابی قرار گرفتند
با مخلوط کردن سرم بیماران داراي عفونت منفرد با 

لازم به ذکر است . هاي سرم منفی حاصل شده بودند نمونه
 تلاش شد که تعداد ساز  نمونه دست20که در فرایند تهیۀ 

ها حداکثر یک لگاریتم بالاتر از  کپی هر یک از ویروس
عبارت دیگر تعداد کپی  به.  باشد روشآنالیتیکیحساسیت 

لیتر و تعداد   کپی در میلی2000 حداکثر HIV-1ویروس 
لیتر در نظر   کپی در میلی1000 نیز زیر HCVکپی ویروس 

ی روش راه اندازي گرفته شد، تا از این طریق بتوان توانای
هاي داراي تعداد کپی کم ویروسی را  شده در شناسایی نمونه

  .به چالش کشید
 نمونه از چهل 39با استفاده از روش طراحی شده 

 مثبت شد و HCV و HIV-1نمونه براي هر دو ویروس 
از این .  نشان دادHCVیک نمونه نتیجۀ مثبت را تنها براي 
لکس راه اندازي شده رو حساسیت کلینیکی روش مالتیپ

  . درصد در نظر گرفته شد5/97معادل 
روش تشخیصی، در  آنالیتیکیویژگی براي تعیین 

هاي مخصوص به  مرحلۀ اول صحت اتصال پرایمرها به توالی
گر  هاي غیر مرتبط و مداخله خود و عدم اتصال آنها به توالی

 مورد تأیید قرار NCBI nucleotide BLASTدر پایگاه 
 نمونۀ مختلف ژنوم 10ر مرحلۀ بعد با استفاده از د. گرفت

هاي منتقل شونده از طریق خون، از  انسان و برخی از ویروس
 T، ویروس لوسمی سلول Bهاي هپاتیت جمله ویروس
، ویروس پارو HTLV-1( ،TTV( 1انسانی نوع 

 HSV-1)(1، ویروس هرپس سیمپلکس تیپ B19ویروس
، HHV-6، HHV-7 ،2ویروس هرپس سیمپلکس تیپ 

HCMVو ویروس اپشتین بار ،)EBV ( براي انجام آزمون
 گرفته شده، تنها قادر به به کارروش مالتیپلکس . استفاده شد

 است و پرایمرهاي HCV و HIV-1هاي  شناسایی توالی
واکنش در حالت بهینه شده با ژنوم انسان و هیچ یک از 

  ).3شکل(دهد هاي فوق واکنش نمی ویروس

  
  

  
  
  
  

  
  .واکنش با استفاده از ژنوم عوامل مداخله کننده احتمالی آنالیتیکیتعیین ویژگی . 3شکل
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 به منظور تعیین ویژگی کلینیکی واکنش

و  HIV-1 نمونۀ منفی، که عدم وجود 25مالتیپلکس بر روي 
HCVهاي سرولوژي و ملکولی   در آنها با استفاده از روش

ر هیچ یک از و د. تجاري معتبر تأیید شده بود، انجام شد
رو ویژگی روش راه  از این. موارد نتیجۀ مثبتی مشاهده نشد

 .درصد برآورد گردید100اندازي شده معادل 

  
  بحث

تاکنون چندین روش مالتیپلکس براي تشخیص 
 به همراه PCRهاي   شامل روشHCVو  HIV-1هم زمان 

تکثیر با  يها آزمون، (RT-PCR)برداري معکوس نسخه
 Transcription–Mediated(يبردار واسطه نسخه

Amplification( روش آمپلی نات ام پی ایکس معرفی  و
ها داراي  که این روش با وجود این. )24 ، 11-22(شدند

حساسیت بالایی هستند، اما معمولاً قادر به تمایز مستقیم 
باشند و بنابراین براي تمایز  هاي هدف نمی ویروس

هاي تکثیر   سیکلمحصولات نیازمند مراحل دیگري پس از
 داراي Real-time RT-PCRدر مقابل روش . هستند

مزایاي زیادي از جمله حساسیت بسیار زیاد، سرعت زیاد و 
عدم نیاز به مراحل پس از تکثیر، کاهش احتمال آلودگی 

ها در حجم  ناشی از محصولات تکثیر، قابلیت انجام واکنش
. باشد یها م انبوه و کاربري آسان و تکرار پذیر واکنش

 Multiplex Real-timeکاندوتی و همکاران یک روش 

PCR براي تشخیص هم زمان سه ویروس HBV ،HCV و 
HIV-1 ارائه نمودند که بر مبناي پروب TaqMan و 

. )19(کند استفاده از سه سیگنال فلئورسانس مختلف عمل می
باشد، ولی  اگرچه این روش داراي حساسیت مناسبی می

 بسیار پر هزینه بوده و این SYBR GreenIنسبت به روش 
عنوان یک روش غربالگري  موضوع کاربرد این روش را به

در پژوهشی مشابه . نماید معمول تا حدي دچار مشکل می
 Real-time RT-PCRدکریگنیس و همکاران یک روش 

SYBR GreenI بر مبناي آنالیز منحنی ذوب ارائه نمودند 
 را از یکدیگر HCV و HIV-1که قادر است دو ویروس 

هاي خون خشک شده متمایز کند که هاي لکه در نمونه

هاي خون  هاي لکه این روش در نمونه آنالیتیکیحساسیت 
لیتر و براي  کپی در میلیHIV-1 400خشک شده براي 

HCV ًلیتر بوده که در این مورد   کپی در میلی2500 تقریبا
در . )25(رسد چنین حساسیتی چندان مناسب به نظر نمی

مطالعه گیبلینی با استفاده از آنالیز منحنی ذوب در واکنش 
Real-time PCR SYBR GreenI عفونت همزمان 

هاي پلاسما با   را در نمونهHIV-1 و HCVهاي  ویروس
 پرایمرهاي. لیتر شناسایی نمود  کپی در میلی500حساسیت 

HIV-1  وHCVهاي   در آن واکنش به ترتیب براي ژن
gag  5 ناحیۀو`-UTRها طراحی شده   ژنوم این ویروس

  .)26(بود
اندازي و تأیید یک  در مقالۀ حاضر نیز مراحل راه

 براي تشخیص Real-time RT-PCR Multiplexروش 
هاي   در نمونهHCV و HIV-1هاي   ویروسRNAهم زمان 

این روش قادر است با حساسیتی . پلاسما شرح داده شد
اس آنالیز منحنی ذوب مناسب، در زمانی اندك و بر اس

به منظور طراحی . هاي فوق را از یکدیگر متمایز کند ویروس
 ژنوم  پرایمرهاي این واکنش، از هم ردیفی چندگانه نواحی

این دو ویروس استفاده شد، که بیشترین درجۀ حفاظت 
براساس . هاي مختلف دارا هستند شدگی را در بین ایزوله

ي عوامل احتمالی  و بررسی واکنش بر روBLASTنتایج 
 10 هاي استخراج شده از DNAمداخله کننده، از جمله 

 نوع ویروس منتقل شونده 10نمونه انسانی متفاوت و نیز ژنوم 
از طریق خون، نشان داده شد که پرایمرهاي طراحی شده، و 

هاي  به بیان دیگر کل روش، تنها قادر به شناسایی ویروس
HIV-1 و HCVی با ژنوم انسانی  است و هیچ گونه واکنش
روش  این آنالیتیکیحساسیت .  نداردسیعوامل ویروو سایر 

لیتر و   کپی در میلی200 به ترتیب HCV و HIV-1براي 
همان گونه که در . لیتر در نظر گرفته شد  کپی در میلی100

 نشان داده شده، وجود غلظت بالاي ویروس دیگر 4جدول 
کس اگرچه اندکی از حساسیت واکنش مالتیپل

ولی تأثیري ) HIV-1هاي کم  بخصوص در غلظت(کاهد می
هاي مذکور  تعیین شده در محدوده آنالیتیکیحساسیت در 

هایی   از ویروس،آنالیتیکیبه منظور محاسبۀ حساسیت . ندارد
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هاي بیماران  با تعداد کپی مشخص استفاده شد که از نمونه
HIV-1 و HCVي در این مورد برا.  مثبت رقیق شده بودند

هاي  به حداقل رساندن خطا در محاسبۀ تعداد کپی اولیه نمونه
 مجزا،  سنجیتیکمبار بیماران از میانگین حاصل از سه 

هاي تجاري معتبر، در سه روز مختلف استفاده  توسط کیت
 سنجی، تیکمبار لازم به ذکر است که در طی این سه . شد

 cycle threshold) (هاي ضریب تغییرات آستانه سیکل
 بود که  درصد5حاصله براي هر ویروس همواره کمتر از 

 تکرار پذیر تعداد کپی این مسئله مؤید تخمین نسبتاً
 و HIV-1 نمونۀ 40با بررسی بر روي . هاي اولیه است نمونه

HCV نمونۀ افراد سالم، حساسیت و ویژگی 25 مثبت و 
 درصد در نظر 100 و 5/97کلینیکی این روش به ترتیب 

 یکی از نکات قابل توجه در محاسبۀ حساسیت .گرفته شد
 نمونه از 20کلینیکی تعیین شده در این است که دست کم 

 نمونۀ مثبت داراي عفونت هم زمان، داراي تعداد کپی 40
 از) آنالیتیکیحساسیت حداکثر یک لگاریتم بیشتر از (کم 

 در خود هستند و این بیانگر HCV و HIV-1هاي  ویروس
ه اندازي شده در تشخیص بیمارانی با تعداد توانایی روش را

هاي فوق در پلاسماي خود است، که البته  کپی کم ویروس
 HIV-1این مسئله در تشخیص عوامل عفونی مهمی همچون 

 باشد   بسیار حائز اهمیت میHCVو 

  
  گیري نتیجه

این روش علاوه بر داشتن حساسیت و ویژگی 
 قیمت تمام شده بالا، داراي کاربري آسان، سرعت زیاد و

 شود میها باعث  باشد که مجموع این ویژگی مناسبی نیز می
عنوان یک روش براي تشخیص سریع هم  که بتوان از آن به

 در HCV و HIV-1هاي  زمان یا منفرد ویروس
هاي تشخیصی و واحدهاي غربالگري خون بهره  آزمایشگاه

  .گرفت
  

  تشکر و قدردانی
محترم  رانهمکا همه زحمات از بدین وسیله

بویژه جناب آقاي دکتر سیامک میراب سمیعی مسئول بخش 

ملکولی بیمارستان دي و جناب آقاي دکتر کیهان آزادمنش 
رئیس بخش ویروس شناسی انستیتو پاستور ایران، که در 
تهیۀ نمونه و رهنمودهاي علمی ما را یاري نمودند، کمال 

  .تشکر و قدردانی را داریم
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