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��� ��� ���	
�RT-Nested PCR ���� ����� ����� �� 
� ��� ������� �� � �!
 

4فرزانه صباحيدكتر،3دار، سعيد عامل جامه2مهرداد روانشاددكتر،1جواد دوزنده

�����
"	# � �!��$ 

” ايـدز”انـساني عامل ايجاد كننده سندرم نقص ايمني اكتسابي ) HIV-1(ويروس نقص ايمني اكتسابي تيپ يك
 در مراكز انتقال خون يك معضل جهاني محسوب،انتقال بيماري از طريق انتقال خون در دوره پنجره. باشد مي
و دقيق عفونت،علاوه بر اين. شود مي بادي قبل از ظهور آنتي HIV-1 نياز مبرمي براي تشخيص سريع، حساس

ا در بدن فرد آلوده در بيمارستان  و مراكز بهداشتي  در HIV-1تـشخيص ژنـوم ويـروس. شـود حساس مـي ها
و شيوع روز افزون بيماري خواهد بـود،هاي مشكوك نمونه بـا. باعث جلوگيري از گسترش بيماري در جامعه

و قبل از ظهور آنتي استفاده از اين روش مي  هاي اختـصاصي تـشخيص بادي توان عفونت را در مراحل ابتدايي
ر. داد و سـريع هدف از اين پژوهش طراحي  جهـت تـشخيص عفونـت RT-Nested PCRوش بسيار حساس

HIV-1 بود.
���� %��� �#

ـ كاربردي  بـه منظـور جداسـازي سكانـسي RT-Nested PCRروش. بودپژوهش انجام گرفته از نوع بنيادي
و بـه كـار گرفتـه شـد HIV-1 در ويـروس gagحفاظت شده از بخش ژن ابتـدا بـا كمـك روش. طراحـي

و پـس از آن cDNA ويروس، RNA از روي ژنوم،از معكوس كريپت ترانس  بـا Nested-PCRروش بـا سـاخته
و در دو مرحله، قطعه آغازگراستفاده از دو جفت  تكثيـر داده HIV-1اي از ژن مورد نظر ويـروس اختصاصي

و با كمك الكتروفورز، محصولات ون نتايج به دست آمده بـا كمـك آزمـ. مورد بررسي قرار گرفت PCRشد
ANOVA افزار آماريو نرمSPSSو تحليل گرديد . تجزيه

��&� �#
و ايدز علامت،شامل مراحل بدون علامت( نمونه سرمي از مراحل مختلف عفونت25تعداد هم) دار 15چنينو

و گر نمونه سرمي منفي جمع20نمونه پانل استاندارد و با روش فوق مورد بررسي قرار  در تمام.فتآوري شد
،هـاي منفـي باند مورد نظر بر روي ژل آگارز مشاهده شد، ضمن اين كه در هيچ كـدام از نمونـه،د مثبترموا

. باندي مشاهده نگرديد
'��( �)��
 

و بر اساس نتايج به دست آمده در اين پژوهش، نشان داده شد كـه روش راه انـدازي شـده داراي حـساسيت
چنين با توجه به حـساسيت روش، بـههم. باشد ميHIV-1 اختصاصيت بالايي جهت تشخيص عفونت ويروس 

ر نظر مي  و ظهور آنتيميارسد كه ژنوم ويروسي رو بادي توان قبل از تغييرات سرمي و از اين ها تشخيص داد
. تر كرد تشخيص عفونت را كوتاه توان دوره پنجره مي
 *��	�*� +�:PCR،دوگانه RT-PCR ،يكويروس نقص ايمني اكتسابي  gag، ژن انساني تيپ

������ ����	:��/��/��
����� ����	:��/��/��

������ �������� �� !"������� #$��$%�&�'� (�)* +�&!"�� #��, �-.�	 +�/!"�� 
0�1$23, 452, :PhD �63� 7$��8 % #��, �-.�	 +�/!"�� �&�'� (�)* +�&!"�� �����6�� % ����� #$��$ ��������� 
���� !"��PhD #��, �-.�	 +�/!"�� �&�'� (�)* +�&!"�� % ����� #$��$ 
��PhD#$��$ ����� %��-!"��#��, �-.�	 +�/!"�� �&�'� (�)* +�&!"�� 
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RT-Nested PCR $�"�9* :-;!	HIV-1 <���&=> $ ��!"�$� ����?, �6�� 

���

���	� 
@%��6, ��%A B%. <�%?C �%���� �� D��%C�, ��,E FGA 

B%%%"�H$������ ���%%%=-. <�%%%�I6G, ���%%%J	 B%%%. �%%%9" 

H�%��(Acquired Immunodeficiency Syndrome(AIDS)) 

�, +�$'�� ��� .1�� �	 L-	�	 M�� B.0��� <�%�I6G, ��=� D

H�, H� N)?, ���=-. M�� B.�0B%. �%)J� �%9" <�%-)-, O�

�-�� �>��P �9" <�-)-, .<����%	 B6��Q 1�� �3-. ��0�

. M�� B. I6.� �R� �. �-"� �� �9" <�-)-,=-H� �� ��P <�C ���

 +��� ��� �%"�)���(.=>� B%. B%C�	 �%. ��%5 %- $ ���%=-. �

<E <$'%��H$� ��63QD�$� B%. H�%-" �%. �U%-;!	 ��%>

 B%. <�%�I6G, +����'� V W H� <��6. �	 ��� ��	X�. ��E���

��� 4Y�6, �� <E �� $ ���� ���=-. .

V%?, �Z�W 1�W �� �$� M��%	 ���%. �U%-;!	 ��%>

 �%%"�9* :-;!%%	HIV-1 �$� [,�%%� EIA(Enzyme 

(Immuno Assay �%6"E �� 63C ��\�, B. �$� $ ���%.

�, �"�9* �-��	 �?C ]I. <�6�$ ���.)O��.(

H� �%"�9* 1�%^6"� $ ���=-. �-� �� +� �� +�$� �-=>� 

�� �%�$��$ ��. <��. X�. B. BC�	 �. D<��/�� B. I6G, �����

 _��,HE ��E��� (�* M-�` V> $ B)W�, M�� �U-;!	 ��>

 �� 63C �. ��6G, �6"E ���%. H� +��96%�� D�8�U%6P� ��%>

 �$�RT-Nested PCR �%. �U-;!	 _��,HE <���* B. �� 

�$� ���� �. B3��^, �� X�. �-��3W �, a�b, �> ���=" .

�$� �%W��A c�> �. _>$d� M�� RT-Nested PCR 

B%^b�, ���. �8�U6P� ��-3. ��>�QH�eE H� +��96�� �. H� ��

 <fgag #$��$ HIV-1B� (�%"f +�%� �%g�9W FA��, H� 

�, #$��$ ���Q (� "� D���. .M�� DX�. �-��3W �. +$I*

 �, '-" ��.��� �5�?� ����� �U-;!	 �$� <E H� $ �%��.

 �, �6W�� B. ��%� +��96%�� �U%-;!	 '%���, �� <��	 .V%>

 �$� B%� M%�� B. BC�	 �. M-�` �%. �%�6G, ���%���� ��%>

 �6"E �� 63C , <���H�%" ���%. ���. <����%, H� +�%� �%5�6

 �%, �$� M%�� D����" ������ +��5E L%���, +�� N%� �%"��	

���Q �^)	 +�� ��� <���H�" �"�9* :-;!	 ���. .

PCRB"�Q $� )Nested PCR ( H� <E �� B%� ��� ��$�

 �%\" ���%, <f H� B%JbY N%� �-h&	 ���. �QH�eE �9C $�

 �, +��96�� ���)iD�D�.(1$� �9C)�%P ��>�QH�eE�C� (

��, �-h&	 1$� B)W�, �� �� �\" ���, j"�& �%9C $ ����

($�)�)P�� ��>�QH�eE (B%-5$� ]X�Uk, �)P�� �W��" B.

�%%, �%%-h&	 �� ]X�U%%k, $ +�%%� [U%%6, M���.�%%�. D�%%���

 �%, _��'%�� �-8�U6P� $ �-��3W �%.��)��D�.(c�%>

 �%C B. �" �-h&	 B� �	��8 �� B� ��� <E �$� M�� +�=*

 >�G6�� �� B%)W�, �� D�%��. B%6��Q ]��8 1$� B)W�, �� �

B%)W�, B%� M%�� M=%Z D��!" �-h&	 j"�&� <E �/�� ($�

 1$� B%)W�, �� B%6��� �-h&	 1�Uk, �k8 �. ��-��	 ($�

��. �>��P)�0D��.(


�� � ��� ��
�QH�eE �W��A:

��%%. ���.��%%� % ���%%-�. l�%%" H� +�%%� (�%% "� B%%J5�b, .

�9W <f B. m�.�, j"�&� +�%� �%ggag B%. <f N%"�. H� 

�,E ��� .B%JbY +���� �-h&	 �)P�� $ �C��P ��>�QH�eE

 (�%" H� +��96%�� �. �\" ���, �QH�%eE �%W��A ��'%��)Gene 

Runner (�%%� n�%%;6"� $ �%%W��A)+��=%%� 1$�%%C�.(�%%.

 <E 1�U%	� [%k, B. BC�	 �. $ �>�QH�eE M�� H� +��96�� �%>D

$� �$� ���. B6��� �-h&	 BJbY 1�A 1PCR D���H�%. �9C 

($� �$� ���. $PCR D0���, H�. �9C ���..

و داخلي براي تشخيص:1جدول سكانس آغازگرهاي خارجي

 HIV-1ويروس 

25 nucleotide GAG AGA TGG GTG CGA 
GAG CGT CAG T JDF1

25 nucleotide TGT TTT GCT CTT CCT CTA 
TCT TGT C JDR1

18 nucleotide TGG GAG AGC GTC AGT 
ATT JDF2

19 nucleotide AGG GTT GCT ACT GTA 
TTA T JDR2

o%=C p��;6%�� DB%"�=" ��$ERNA $ �%�$��$ )Reverse 

Transcription(RT:

B"�=" <���%=-. �,�%� ��> HIV-1 _��%,HE B%� �%Gh, 

<E ��'-5� ]I%. <�6%�$ ��%-��	 _��%,HE $ +�� �Gh, �>

<E <��%. �Gh, �k8 ��. $� V> �> �� +�%� ��%� _��%,HE 

[%W��, �� <��%?	 �%�-=P (�,� <�6���=-. H� ��. +��� �-��	

 ���=-. 4)6;,)[,����D���%=-. �%,I* <$�%. B"�=" �

�%%,I* B%%"�=" $ ����qr�%%*�= , DH�%%�� <���%%=-. B%%"�=" 0�

B"�=" (M-�` V> $������"�6%�� [%"�� B%"�=" )��%>�6-	 �%.
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�$� +sD+��=��D<�63,H��

���

��$��$ (�"f 4)6;, (=" N"�. H�B"� ��6%��� �6-63%"� ��>

 �� B-?	 <���� .B"�=" �. +$I* H� D+�%� ��t ��>0�B%"�=" 

����Q +��96�� +�� ��� �9�, .

��� p��;6�� �?C (�� H� �6-5$�&-, RNA �%�$��$ 

�'��� B. B-^. $ �� +��96��O���6"�%� BC�� [%^6�, ���%Q

�� .p��;6��RNA <f�%-� p��;6�� �-� @��	 ��$��$ 

"� �%��Q (�  .[%�� �$� H� _>$d%� M%�� �� M-%�` V%>

 p��;6�� ���. (��$�)�RNA M%�� $ �%� +��96�� ��$��$ 

u��%6" �6?. �-9-� �?C B. $ �"�� B3��^, V> �. �$� $�

�� +��� v-C�	 �$� M�� D�-� @��	 p��;6�� �� .

RNA B%%)W�, (�%% "� �%%?C B)%%8��I. +�%%� p��;6%%�� 

j"��	 #�&J, H�6w���"RT" �%��Q ���%Y +��96%�� ���%, .

�%%6-5$�&-, u�%%� ��%%6.�RNA _%%� +��%%=> B%%. �%%�$��$ 

�QH�%eE �%6-5$�&-, N� $ �-b^	 ��.$� �b^, nE �6-5$�&-,

 �6"E �8�U6P� j��)�%\)e �.���%)-, �X�%, (N%� B%.

 +�/6%%�� B%%. n�%%-	 jw%%� D�%%� B��%%Z� c�$�%%��� n�%%-	

�)&��%%%��,�	)Eppendorf DMaster Cycler Gradiant (

,B%C�� ��%69> ��%,� �� B%^-Y� u�� ]�, B. $ ����Q [^6�

�6"�� D�� +��� ���Y ���Q B%)W�, �� $ <�,H M�� �A H� j� 

V�'"E ���. �6-5$�&-, ��?` D�J. RT V�'%"E �%W�$ �3%-. D

RT DV�'"E �W�$ �3-.Rnasin)H�6�,��($0H� �6-5$�&-, 

m�);,)0/��X�, (���3�� �>�%-	�x)��")<f�6-%� DdGTP D

dCTP DdTTP DdATP ( �6-5$�&-, N� $Mgcl2)�/��)-, 

�X�, (�6-5$�&-, �3-. B. ���?" V W D����Q B��Z� <E B.

�%� [^6�, �)&����,�	 +�/6�� B. qr��� , $ �� +�"��� .��

]�%, B%. 7�� m�);, B)W�, M������%,� �� B%^-Y� 0�

�6"�%%� B%%C�� ��%%,� �� �*�%%� N%%� $ ���%%Q�0B%%C�� 

6"����%� +��� ���Y ���Q .jw%�cDNA B%. +�%� B6P�%� 

���Q ���Y +��96�� ���, �J. B)W�, ���. �/5� <���* .

+�- "H _���$ H��=-)� ��:

1$� �$� PCR V W �� 0��$�%W �6-5$�&-, 1X PCR 

D���.MgCl2)0�)-, �X�,(H� �6-5$�&-, $� DcDNA D0�/�

��>�QH�eE H� �6-5$�&-,)��X�%, �)-, �(JDR1 DJDF1 D

dNTPs mix  00/��)� V�'"E �W�$ N� $ �X�, �)-, H��%,

Taq DNA. $%�"�J, Me$� +�bY N� <�$'�� �)Mineral  

Oil (y���Q (� "� [�t @���� �k	 <E vb� B. 

i� �6"�� BC�� ]�, B. ���Q�DB^-Y� ��[,�%� [&-� 

DM!%%���`�"�i��6"�%%� B%%C�� ]�%%, B%%. ���%%Q��%%-"�R DB

z�-)-"E D���6"�� BC�� ]�, B. ���Q��$ B-"�R DM!�63��

O0 �6"�� BC�� ]�%, B. ���Q��N%� �%��?" �� $ B%-"�R 

]�, B. ���?" M!�63�� B)W�,�B^-Y� .

1$� �$� 1�U%%k, jw%%� PCR <�'%%-, B%%. {�/�F%%-Y� 

($� �$� ���. ���/5� <���* B. $ ����QPCR�� +��96�� .

@���� $ ���,��� ��H ���Y B. ($� �$�:

���%%%. PCR X��/�DMgCl2)�/��X�%%%, �%%%)-, (D0

D1$� �$� +�%%%� F%%%-Y� 1�U%%%k, H� �%%%6-5$�&-,0�/�

�6-5$�&-,)���X�%, �)-, (��%>�QH�eE H�JDF2DJDR2D

mix dNTPs0/�V�'%"E �%W�$ N%� +��=> B. $ �X�, �)-, 

�%)� H��%,Taq DNA n�%-	 N%� �� �� 0�� %6-5$�&-, ��

<E vb� B. �"�J, Me$� +�bY N� D+��� m�);, c�$����

�� (� "� [�t B,�"�. �. ($� �$� jw� D�� B��Z�:

i� �6"�� BC�� ]�, B. ���Q�DB^-Y� ��[,�%� [&-� 

DM!���`�"� [W��,i��6"�� BC�� ]�, B. ���Q��B%-"�R 

Dz�-)-"E���6"�� BC�� ]�, B. ���Q��DM!%�63�� B%-"�R 

O0 �6"�� BC�� ]�, B. ���Q�����?" �� $ B-"�R �B%^-Y� 

��O0�6"�� BC�� ���?" M!�63�� B)W�, ���. ���Q .

H���$�6&5� 1f:

�� ($� �$� 1�U%%%k, H� �%%%6-5$�&-, PCR N%%%� �%%%. 

B"�=" ���. H� �6-5$�&-, ����QX�� �$� $ �%���Q m�);, 

H��QE 1f�/��8�� 6�, �%��,$�. (���%-	� �$�W �%� [%^ .

���. �� 1f <E H� j� X�TBE  �� �*�%� N%� ]�%, B. 

f�65$���%���Q H��%�$�6&5� �5$ .<�%,H M6��%� <�%��� �%.

 [^6�, |�� +�/6�� B. 1f DH���$�6&5� �%� BJ%�� �%. $UV 

����Q �GR <E ���U	 $ +�>�!, �>�"�. .

]�*IA� [-)k	 B�' 	:

B"�=" B. m�.�, u��6" $ ]�*IA� ��>�Gh,B"�=" $��>

"�6�� ["��%����). +$I*%A� �%��\6"� [.�Y �8�U6P� ]�*I 

<E [%%-)k	(B%%"�=" +��%%=> B%%. D��%%> �%%. �%%9�, H� +��96%%��

:P�%%� D<�%%��-� �/63%%G=> L��%%Z ��%%> <�-%%���Q�
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RT-Nested PCR $�"�9* :-;!	HIV-1 <���&=> $ ��!"�$� ����?, �6�� 

���

ANOVA (�" N=� �. $��'%��SPSS B;3%" ��$ B%�' 	 

�� [-)k	 .

����� ��
RT-Nested PCR �. D+�� �W��A �$�0�(�� B"�=" 

HIV-1 M-�` V> $ +��5E <���=-. B. m�.�, �Gh, ��B"�=" 

�� (� "� ����"�6�� ["�� .�$� M%�� ��E��%� D<E �%. +$I*

 �$�0����%Y �%���. ���%, D+�%� �-��	 �9�, (�� B"�=" 

<�'%-, +�%,E �%�� B%. u��%6" l�%= , #��� �. $ ���Q

 BG%%%��k, +�%%%� �%%%W��A �$� �%%%Qd�$ $ �-��3%%%W

��Q��)+��=� 1$�C0.(

و ويژگي روش:2جدول  طراحي شدهRT-Nested-PCRحساسيت

 نتايج به دست آمده از روش

RT-Nested-PCRطراحي شده 
 هاي مورد مطالعه نمونه

 منفي مثبت
منفي/مثبت

 كاذب

)25(هاي مثبت نمونه

�,I* �Y�� �����)��(����

�,I* ����� �����)�(���

�=-.H��� <��)�(���

هاي منفي تاييد نمونه

)20(شده
�0��

)15(پانل استاندارد

�Gh,)��(���

�9�,)�(��

 مجموع نتايج

و ويژگي( )حساسيت
�{)���(0�)���(�)�(

B"�=" (�=	 �� +�>�!%, �\" ���, �"�. D�Gh, �,�� ��>

 H� (��� }-> �� B� M�� M=Z ����Q B"�=" ��"�. �9�, ��>

 �!%" +�>�!, .B%"�=" �� �%-e �%"�. }-%> V%> �%Gh, ��%>

�!" +�>�!, �8�U6P�)[&��.(

�J5�b, B"�=" �$� �. B6��Q (� "� ]����"�6%�� ["�� ��>

 F-Y� $<E �H�� ���%"��	 +�%%� �W��A �$� D��� <�!" �> 

B"�=" :-;!	 [Y��%W B%� ���� �%Gh, <��%�* B%. �� ���>

 ���������)-, �> �� #$��$ (�"f �w� ����. �6-5 .

 در دور دومPCRمربوط به محصول نهايي واكنش:1شكل

_� $ ��?` DB� D$� D~� +��=� ~>�` :���%, <���%=-. ��%> B%"�="

BJ5�b, 

�Gh, 1�6�� �9> +��=� ~>�` 

�9�, 1�6�� �!> +��=� ~>�` 

�"H$ ����, u�� +��=� ~>�` DNA 

(�%=	 �� D�$� M%�� �� B� ��� ��$�Z B6&" M�� ��t 

B"�=" �$� 1$� �$� ]X�U%k, B%� <E H� j%� �Gh, ��>

 �%"�. N%� D�� +��. H��QE 1fbp ��� [%.�Y v%Z�$ qr�6G3%" 

B%"�=" �� $ ��. +�>�!, %-> �%9�, ��%>%�%"�. M%�� +�%Q }

�%%���/" +�>�!%%,)[&%%� ��%%>0$�.(M%%�� �� M-%%�` V%%>

Q +�>�!%%%%%, _>$d%%%%%� [%%%%%W��, �� B%%%%%� �%%%%%���

B�-?. �H��)optimization (_���$ ��>PCR <�'-, DB"�Q$� 

�� ���'%� B%. �-R�%	 D($� �$� (�% "� �%?C �/5� �����.

���� _���$ ���?" B -6" .

 در دور اولPCRمربوط به محصول نهايي واكنش:2شكل

�9�, 1�6�� ~� +��=� ~>�` 

�9�, 1�6�� $� +��=� ~>�` 

����, B� +��=� ~>�` �"H$DNA 

�Gh, 1�6�� ��?` +��=� ~>�` 

��=-. B"�=" u�� +��=� ~>�` 

bp���

bp0��

�O{���0�

bp���

bp���

���0�
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و:3 شكل و دوم مربوط به مقايسه محصولات نهايي دور اول

ها اندازه آن

~>�` B"�=" B. m�.�, �!> $ �9> D$� D~� +��=� ��> <���=-. ��> 

~>�` �� B. m�.�, _� $ B� +��=� ��> �Gh, 1�6 

�9�, 1�6�� B. m�.�, u�� +��=� ~>�` 

����, B. m�.�, ��?` +��=� ~>�` �"H$DNA 

B�-?. �H�� (�%"f V%� <�'%-, +�>�!, ���. �� �%�$��$

 ���� �%=?, ��-3. $ ����� _^" ��-5�. B"�=" .M%�� �� ��%5

 �Y� BJ5�b, ����%^,$ 1$� B%)W�, ]X�U%k, 4)6;, ��>

<�%%� ]$�%%96, ��%%>MgCl2$KCl ���%%, B%%)W�, $� �� 

�%. _��,HE (� "� ���. �\)e M��6?. $ ���Q ���Y ����.

 B"�=" �$� ����Q n�;6"� �,�� ��> .�%�� B%. u��%6" ��

 B%�-?. �\)e DF-^k	 M�� H� +�,EMgCl2$ 1$� �$� ���%. 

L-	�	 B. ($�0$�/����. $ ��. �X�, �)-, KCl ��C�, 

���. ��PCR L-	�	 B.0�/�$��/��%�� B. �X�, �)-, 

�,E.

��� 
�%, �%\" B. +�,E ��� B. u��6" B. BC�	 �. �$� �%��

RT-Nested-PCR $ �-��3%%%W ����� +�%%%� �%%%W��A 

�$� �. B3��^, �� X�. �-8�U6P� :-;!%	 1$��%6, ��>

 #$��$HIV-1���. )��D�0.(

#$�%�$ �%"�9* :-;!%	 ���, �� V?, B6&" HIV-1 

"� B. m�.�, �%�� +�% �� +�$� �� �"�9* 1�^6)��D��D�D

�.(���%���� �� �"�9* H� B)W�, M�� �"��6. ��$� B�"��`

 ���%=-. <�%,�� $ :-;!%	 �� ���'%� B%. �-=>� H� D���

 ��. �>��P �����P�. .�$� :-;!%	 #�%�� �%. B� ���>

�6"E ���W �Z ���.HIV-1�, U-^" M�� ����� D����.%%B

��63>)iD�D�.(.�, �\" B� �W��A �$� ���%+��G3" 

�$� B.�6"E _ �� ��> D���.�%���. BU-^" M�� �Y� .

F%%�� �%%Z�W 1�%%W �� +�%%�����$�-,� ��%%> �$� _-%%� ��

 �$� �. m�G	�� �� <�^^k, #$�%�$ �U-;!	 ��>HIV-1 

�, ���. .���C �$�RT-PCR B%. B%� ���� �� �-).�Y M�� 

@��6, ��A�0�	��� [%GY H$� �%6"E [-&!%	 H���%.)��

+� �� <��$�(�%>� <�!" <���=-. <�P �� �� #$��$ (�"f D

�%�� �����%P�. ��X�%. �H�� $ ��%G6*� H� B�)�0Di.(�%.

B��'> B. BC�	 �$� �X�%. ��-3%. ��>Real time PCR $

'���, B. �$�k, �$� M�� DB6��!-� ��-3. ]�'-? 	 B. H�-"

 '%���, L%)e� �� $ ��� �	�^-^k	 (�% "� [%.�Y �U%-;!	 

�=" �$� H� ���. ��5 $ ���. ��%>PCR B%��'> V%� B%� �%	

��=" +��96�� L���, M�'/��C <���* B. ��63> .

RT-Nested-PCR �� _>$d%%� M%%�� �� +�%%� �%%W��A 

�$� �. B3��^, $ X�%. �-��3W ����� ��C�, ��� 	 ��>

B%%��'> V%%� ��-3%%. ��%%> H� D<E (�%% "� �5�?%%� $ �%%�� �%%	

,� �, n�3k, �$� M�� ]�H�-6 ���Q .B%� M%�� B%. BC�	 �.

 �$� H� <�,HE M�� ��Nested +d%�$ <f H� M-�` V> $��

#$��$ H�"gag" 7�� B��%-	�"f l��"� M-. �� +��J5� ��%>

 �, +�� �g�9W #$��$ $ �-��3W ��5 +�� +��96�� ���.

 _��%,HE B%. �G3" �$� �Qd�$ �$� $ �%> ��%C�, ��%>

�'�� ��-3.��� B6��� ��G?. $ _� .

����� ���� 
�%\" B%. _>$d� M�� �� +�,E ��� B. u��6" B. BC�	 �. 

�, �, 7�� �$� H� ��� <���* B. �U-;!	 '���, �� <��	

 <E �%. +$I%* $ ��%=" +��96%�� :-;!%	 �� �&=� �$�

�, +�	�� �� +� �� <��$� <��	 ��� �	 .�%�t ����%, �%. +$I*

 �$� M�� H� D+���,�%"�9* �� �Q��5E :-;!	 �� <��	

 B. +��5E <����, H� +�� �5�6, <���H�"HIV)��G* B. BC�	 �.

�6"E �9C H� �8�U6P� ���. (��%=" +��96%�� '-" .l�%= ,

 �%, �*�. ����, M�� %�������%6.� [%W��, �� ���%=-. B%� 

$ �%�� ��-Q�)C �"�9* ��63Q H� �	 ��� +��� :-;!	

 +�� �8�� �,�� ��>��� $ <�&%�'� �$� ��%� �� L%���, �"

�>� ���Y <���=-.)��D�.(

bp���

bp���
bp ��� 

�O{���0�
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Development of a sensitive RT-Nested PCR  
for detection of HIV-1  

 

Douzandeh J.1(MS), Ravanshad M.1(PhD), Amel Jamehdar S.1(MS), Sabahi F.1(PhD) 

1Department of Virology, Faculty of Medical Sciences, Tarbiat Modarres University, Tehran, Iran 
 

Abstract 
Background and Objectives 
Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1) is the causative agent of Acquired 
Immunodeficiency Syndrome (AIDS) in man and diagnosis of HIV-1 genome in suspicious 
specimens is of special importance. Viral transmission through blood and blood products 
during the window period is considered to be an important concern. In addition, the 
employment of rapid, sensitive and accurate techniques is highly necessary for diagnosis of 
HIV-1 prior to antibody production in infants born from infected mothers. In the present study, 
a sensitive and rapid RT-Nested PCR to detect viral genome has developed.  
 
Materials and Methods 
In this study, a sensitive RT-Nested PCR technique for detection of a conserved HIV-1 "gag 
gene" sequence was developed. By using a specific primer pair, the fragment was amplified in 
two rounds of PCR. In order to confirm positive results, the developed technique was applied 
to standard Iranian panel as well as to positive specimens from different infection and disease 
categories in which reactivity was proven by confirmatory HIV-1 tests (ELISA and western 
blot). 
 
Results 
Thirty five sera from different stages of the disease as well as 15 standard Iranian panels and 
20 negative control sera were collected and tested by the developed technique. In positive 
cases, a specific band was observed on agarose gel electrophoresis, while no band could be 
detected for negative control sera.  
 
Conclusions 
In this study, it was demonstrated that the developed HIV-1 RT-Nested PCR has a high 
sensitivity and specificity for diagnosis of HIV-1 infection. It has the advantage of viral 
genome detection prior to seroconversion and can be easily applied to detect HIV-1 infection 
during the window period.  
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