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  همزمان عفونت شخيصت در Multiplex RT-PCR روش
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  چكيده
 حالت در خصوص هب .دنباش يم HCV و HIV-1يها روسيو ،خون قيطر از هشوند منتقل يعفون عوامل نيتر مهم ملهج از : هدف و زمينه
 روش توسـعه  منظـور  بـه  مطالعـه  اين .است يخون يها فراورده کننده مصرف مارانيب در توجه قابل ينيبال مشکلات از که همزمان عفونت

Multiplex RT-PCR هاي ويروس همزمان عفونت تشخيص در HIV-1 و HCV شد انجام سماپلا هاي نمونه در. 
  

 از استفاده با Multiplex RT-PCR روش با HCV و HIV-1 روسيو دو ژنوم همزمان صيتشخ به توصيفي مطالعه ينا در : بررسي روش
 بيمارسـتان  از منفـي  هاي نمونه تمام و HCVويروس به آلوده هاي نمونه .شد هپرداخت ١٣٨٨ سال در پلاسما هنمون ٧٠ در درصد٣ آگاروز ژل
 تهيـه  پاسـتور  انسـتيتو  ايدز و هپاتيت بخش از HIV/HCV همزمان عفونت هاي نمونه همچنين و HIVويروس به آلوده هاي نمونه و انتهر دي
 يرو آزمون نيا ت،ياختصاص و تيحساس دييتا يبرا .باشند يم زيتما قابل اندازه اختلاف واسطه هب ها روسيو ژنوم از شده ريتکث قطعات .شد
  .شد انجام يعيطب نمونه ٢٠ و بودند مبتلا روسيو دو نيا به همزمان عفونت صورت به که ينمارايب از نمونه٢٠

  
 متقاطع واکنش چيه روش نيا در استفاده مورد يمرهايپرا که کرد مشخص ينيبال نمونه نيچند يرو مختلف يها واکنش انجام : ها يافته

  .گرديد تعيين درصد١٠٠ و درصد٩٥ بيترت هب روش نيا تياختصاص و تيحساس همچنين .ندارند گريکدي با
  

 بـه گـردد   يلذا پيشنهاد م. باشد يم Multiplex RT-PCR روش يبالا تياختصاص و تيحساس دهنده نشان مطالعه اين نتايج : گيري نتيجه
  .گيرد قرار استفاده مورد خون گان دهند يغربالگر يبرا مناسب يروش عنوان
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  مقدمه
ــت ــان عفون ــو دو همزم ــا در HCV و HIV-1 روسی  و اروپ

 بـه  منـاطق  نی ـا در آن وعیش ـ زانی ـم و بـوده  عیشـا  نسـبتاً  کایامر
 انجـام  مطالعـه  در ).2و1( دباش یم درصد10 و درصد25 بیترت
 نفـر  HIV 9 به مبتلا یقیتزر معتاد 10 هر از تهران شهر در شده
 يرو يگــرید مطالعــه در ).3( بودنــد آلــوده زیــن C تیــهپات بــه

 و درصـد 1/81 بی ـترت هب ـ رانیا جنوب و رازیش یقیتزر معتادان
 بودنـد  HIV و HCV يبـرا  مثبـت  يبـاد  یآنت ـ يدارا درصد2/1
ــوم مــرگ یاصــل عوامــل از یکــی ).3(  HIV-1 مــارانیب در ری
 Highly active antiretroviral therapies با که HCV يدارا

(HAART) بـه  وابسـته  يکبـد  يمـار یب شوند؛ یم درمان HCV 
 شــرفتیپ در یمنفــ اثــر کــه HAART بــه پاســخ در .باشــد یمــ

 HCV از یناشــ یتیســیهپاتوتوکس خطــر ؛دارد HIV-1 عفونــت
 و HIV-1 همزمــان عفونــت نیهمچنــ ).5و4( دابــی یمــ شیافــزا
ــاریب ــا يمـ ــد يهـ ــته يکبـ ــه وابسـ ــنظ HCV بـ ــ ریـ  و روزیسـ

 داب ـی یم ـ شیافـزا  سـرعت  به زین مارانیب نیا در نومایهپاتوکارس
 روسیو دو نیا ،HIV-1/HCV همزمان عفونت از گذشته ).6(
 خـون  انتقـال  لهیوس ـ هب ـ شـونده  منتقل یعفون عوامل نیتر مهم از
 يبـرا  تـاکنون  کـه  یتـوجه  قابل يراهکارها جمله از .باشند یم
 عوامـل  نی ـا انتقـال  زانیم کاهش به و شده هئارا مشکل نیا رفع
 يهـا  شیآزمـا  یطراح ـ بـه  تـوان  یم ؛است کرده کمک یعفون

 شـده  دیتول يها يباد یآنت يغربالگر يبرا حساس یکیسرولوژ
 يمتمـاد  يهـا  سـال  يبـرا  ).7( دکر اشاره HCV و HIV-1 هیعل

 صیتشـخ  نـه یزم در را کـاربرد  نیشتریب یکیسرولوژ يها روش
 ممکـن  HCV و HIV-1 عفونـت  .دارنـد  یروس ـیو يها عفونت
 کـه  کننـد  دایپ انتقال (Window Period) پنجره دوره در است
 صیتشخ قابل کیسرولوژ ياه آزمون با عفونت مرحله نیا در
 يسـرولوژ  يها روش گرید يها تیمحدود از یکی ).8( ستین
 یابی ـارز امکـان  ،يمـادر  يبـاد  یآنت وجود علت هب که است نیا

ــد نــوزادان در عفونــت ــ HCV مــادران از شــده متول  HIV-1 ای
 عفونـت  یابی ـارز در ن،یبـرا  علاوه ).10و9( تسین دورمق مثبت
 جمله از .دارد وجود زین يگرید يها تیمحدود HCV از یناش
 کـاملاً  افـراد  و فعـال  عفونـت  يدارا افـراد  زیتمـا  امکان که نیا

ــ يدارا کــه يمــاریب از افتــهیبهبود ــاد یآنت  HCV ضــد IgG يب
 .نـدارد  وجـود  کی ـمنولوژیا يهـا  روش از استفاده با ؛باشند یم

 ریـــتکث بـــر یمبتنـــ يهـــا روش مشـــکلات، نیـــا حـــل يبـــرا
 ییشناسا يبرا NAT (Nucleic Acid Testing) کیدنوکلئیاس
 يای ـمزا جملـه  از .انـد  افتـه ی توسـعه  هـا  روسی ـو کی ـنوکلئ دیاس

NAT آن ادی ـز اریبس ـ تیاختصاص و میمستق یبررس به توان یم 
 کیسـرولوژ  يهـا  روش به نسبت ،یعفون عامل کی ژنوم يبرا
 اشـاره  آن ییشناسـا  منظـور  بـه  روسیو يجداساز يها روش ای

ــرد ــه .ک ــان اگرچ ــارا و انجــام امک ــالا ییک  يبــرا NAT يب
 حـال  نی ـا بـا  ؛است دهیرس اثبات به ییاهدا يها خون يغربالگر
 لی ـدل نیتر مهم که است محدود عیوس اسیمق در آن از استفاده
 يهــا وشر بـا  سـه یمقا در یملکــول يهـا  روش بـالاتر  هن ـیهز آن

 مشـکلات،  نی ـا بـه  آمـدن  قیفـا  يبـرا  ).10( تاس کیسرولوژ
 (Multiplex) چندگانـه  روش مثال عنوان به يگرید يها روش
 .انـد  افتهی توسعه همزمان صورت به روسیو چند صیتشخ يبرا
 نیهمچن ـ و هـا  نـه یهز کـاهش  بـه  تـوان  یم ـ روش نیا يایمزا از

 از ).11-13( دکـر  اشـاره  صیتشخ يبرا ازیموردن زمان کاهش
 روش بـه  تـوان  یم NAT نهیزم در شده ارائه يها ينوآور جمله

Multiplex RT-PCR امکــان آن کمــک بــا کــه کــرد اشــاره 
 ادی ـز اریبس ـ دقـت  و همزمـان  صـورت  به روسیچندو صیتشخ
 توسـعه  منظـور  بـه  مطالعه این لذا ).14-18( دشو یم ریپذ امکان
ــخیص در Multiplex RT-PCR روش ــت تش ــان عفون  همزم
 .شد انجام پلاسما هاي نمونه در HCV و HIV-1 هاي ویروس

  بررسي روش
ــن در ــه ای ــه یتوصــیف مطالع ــان تشــخیص ب ــوم همزم  دو ژن

ــروس ــا HCV و HIV-1 وی ــا Multiplex RT-PCR روش ب  ب
 و آلـوده  پلاسـما  هنمون ـ 70 در درصـد 3 آگـاروز  ژل از استفاده
ــالم ــ 1388در ســال  س ــه .شــد هپرداخت ــوده هــاي نمون  بــه آل
 و تهران دي بیمارستان از منفی هاي نمونه تمام و HCVروسوی

 عفونـت  هـاي  نمونه همچنین و HIVویروس به آلوده هاي نمونه
 بـا  پاسـتور  انسـتیتو  ایدز و هپاتیت بخش از HIV/HCV همزمان
 آنهـا  گـذاري  شـماره  وبا ها نمونه روي از برچسب و اسم حذف
  .شد تهیه

 تی ـک بـا  قـبلاً  دهآلـو  يها نمونه در HCV و HIV-1 عفونت
HIV Artus و HCV Artus (Qiagen)  شـده  داده صیتشـخ 

 و HIV-1 همزمـان  عفونـت  يدارا هنمون 20 شامل ها نمونه .بود
HCV، 10 هنمون HIV ،هنمون 20مثبت HCV هنمون ـ 20 و مثبت 
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HIV و HCV تی ـرعا با ها نمونه یتمام .بود سالم افراد از یمنف 
  .شدند یابیارز و منتقل شگاهیآزما به یستیز یمنیا نکات

  پلاسما از صيتخل و ها روسيو RNA استخراج
ــه ــت در مــارانیب خــون يهــا نمون  EDTA يحــاو يهــا وبی
 قـه یدق 20 مـدت  بـه  rpm 2500 دور اب ـ ها نمونه .شد يآور جمع
 رد مصـرف  زمـان  تـا  آمـده  دسـت  بـه  پلاسما .شدند فوژیسانتر
 نظــورم هب ـ .شــد ينگهـدار  گــراد یسـانت  درجــه 80 یمنف ـ يدمـا 

ــتخراج ــوم اســ ــو ژنــ ــا روسیــ ــا هــ ــتفاده بــ ــک از اســ   تیــ
QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) و 

 سـتون  .تگرف ـ  صـورت  اسـتخراج  تی ـک دستورالعمل براساس
 RNA هـم  و DNA هم يثرؤم طور هب QIAamp صیتخل تیک
 آنها ينگهدار و µl50 صیتخل یینها حجم .کند یم صیتخل را
  .بود گراد یسانت رجهد 80 یمنف يدما در

  روسيو ژنوم معکوس يبردار رونوشت
ــس ــتخراج از پ ــ و اس ــوم صیتخل ــو RNA ژن ــا روسی  از ه
 M-MuLVمیآنز از استفاده با يساز cDNA ماران،یب يپلاسما

(Fermentas,Germany)، ــام ــد انج ــدر .ش ــکروتیم کی   وبی
ml 2/0 ، µl5 از RNA بــــه شــــده صیتخلــــ µl1 مــــر یپرا  

HIV-R (2 µM) و µl1 مریپرا (2 µM) HCV-R و شـد  اضافه 
 حجـم  تـا  DNase و RNase از يعار مقطر آب افزودن از پس
 درجـه  70 يدما در قهیدق 10 مدت به وبیکروتیم ،µl12 یینها
 M-MuLV میآنز بافر بعد مرحله در .دیگرد انکوبه گراد یسانت

 ، µl5 ، dNTP µl2، RNase inhibitor(20U/ µl) مقـدار  هب ـ
µl5/0 و µl 1 ــز از ــافه M-MuLV RT(200U/ µl) میآن  اض
 مــدت بــراي گــراد یســانت درجــه 42 يدمــا در سســپ .دیــگرد

ــه دقیقــه60 ــف و شــد انکوب ــا رد واکــنش توق  درجــه 70 يدم
  .شد انجام دقیقه 10 يبرا گراد یسانت

 بــا مـار یت شـده  ســاخته يهـا  cDNA از RNA حـذف  يبـرا 
 رادگ ـ یسـانت  37 يدمـا  در قـه یدق 20 مدت به RNase H میآنز
 يدمـا  رد اسـتفاده  موقـع  تا شده ساخته يها cDNA .شد انجام
  .شدند ينگهدار گراد یسانت درجه 80 یمنف

 ـ قطعـات  يرو بر نگيکلون انجام   ژنـوم  از آمـده  دسـت  هب
  هااستاندارد هيته منظور هب HCV و HIV-1 ويروس دو

 کی ـتیآنال تیحساس ـ نیـی تع يبـرا  ییاستانداردها دیتول يبرا
 HCV و HIV-1 روسی ـو دو هـر  ژنـوم  شـده،  يانداز راه روش

ــ ــور هبـــــ ــزا طـــــ ــا و مجـــــ ــتفاده بـــــ ــت از اســـــ   کیـــــ
T/A vector Cloning * K1213(Fermentase) ، دیپلاسم در 

PTZ57R/T میآنـز  با دهایپلاسم ص،یتخل از پس .ندشد کلون 
 صـورت  هب تا شدند ماریت EcoRI (Fermentase) محدودکننده

 درصـد 8/0 آگـارز  ژل يرو بـر  یخط ـ دیپلاسم .ندیدرآ یخط
 بـا  دیپلاسـم  غلظـت  .دی ـگرد انجام ژل از صیتخل و شدند برده
 براسـاس  اسـتانداردها  سـپس  و آمـد  دسـت  هب OD260 به توجه
 پروتکـل  بـا  مطـابق  تـر یل یل ـیم در یکپ ـ تعـداد  بـه  غلظت لیتبد

  .دشدن هیته ABI (Applied Biosystems) شرکت
 يهـا  رقـت  روش، یکیتیآنال تیحساس آوردن دست هب يبرا

 تعـداد  معـادل  که دیگرد هیته دیپلاسم از ابندهی کاهش برابر 10
 .بود تریل یلیم در106-102 یکپ

 يهـا  فرمـول  از یک ـینیکل یژگ ـیو و تیحساس ـ یبررس يبرا
  .شد استفاده  ریز

 تعـداد  مجمـوع  بر میتقس یقیحق يها مثبت تعداد :حساسیت
  کاذب يها یمنف تعداد علاوه هب یقیحق يها مثبت

 تعـداد  مجمـوع  بـر  میتقس ـ یق ـیحق يها یمنف تعداد :یویژگ
  کاذب يها مثبت تعداد علاوه به یقیحق يها یمنف

ــوم صيتشــخ ــ HCV و HIV-1 يهــا روسيــو ژن  صــورت هب
Singleplex RT-PCR  

 و HIV-1 روسی ـو دو ژنـوم  از شـده  محافظت کاملاً مناطق
HCV افـزار  نـرم  لهیوس ـ هب ـ هـا  یتوال یفیرد هم با Mega4  يبـرا 
 هر ژنوم از شده حفاظت مناطق نیا .شد انتخاب مریپرا یطراح
 ذکـر  روسی ـو دو يهـا  پیژنوت تمام که بود يا گونه به روسیو

 زیــن Multiplex RT-PCR واکــنش در و شـود  شــامل را شـده 
  .بود ریز بیترت هب HIV-1 يمرهایپرا یتوال .باشد سازگار

5' GTA CAG TGC AGG GGA AAG 3'   
5' AAC CAG AGI AG(C/T) TTT GCT G 3'   

  از pol ژن يدیـــگونوکلئوتیال يهـــا یتـــوال مرهـــایپرا نیـــا
HIV-1 کنند یم ریتکث را.  
  .بود ریز بیترت هب HCV يمرهایپرا یتوال

5' CATGGCGTTAGTATGAGTG 3'  
5' AA AAC TAT CAG GCA GTA CCA CAA G 3'   

ــوم از NCR'5 هیــناح يدیــونوکلئوتگیال يهــا یتــوال نیــا  ژن
HCV شـده  حفاظـت  قطعه طول بیترت به که کنند یم ریتکث را 
  .باشد یم HCV ، bp 241 يبرا و bp HIV-1 176 به مربوط
 ؛شــده یطراحــ روش عملکــرد صــحت یبررســ منظــور بــه
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  .شد انجام RT-PCR واکنش
 شـامل  کـه  µl25 حجـم  در RT-PCR واکـنش  انجـام  يبرا 

µl5 cDNA ،1XPCR buffer (Fermentas,Germany)، 
mM5/1 از MgCl2، mM1 ــایپرا از ــ HIV-1 يمره   ،HCV ای
µM200 dNTP Mix (Fermentas)، 1 واحــــــــد  

Taq DNA Polymerase (Fermentas)، 100 نانوگرم BSA، 
 ریتکث ییدما لیپروفا .شد استفاده تریکرولیم 25 حجم تا آب و

 بـه  گـراد  یسـانت  هدرج ـ 95 يدما در هیاول شدن واسرشت شامل
 شــامل يا مرحلــه ســه هچرخــ 40 آن دنبــال بــه و قــهیدق 5 مــدت

 ه،یثان 10 مدت به گراد یسانت درجه 95 يماد در شدن واسرشت
ــثان 20 مــدت بــه گــراد یســانت درجــه 58 يدمــا در اتصــال  و هی
 و و هیثان 25 مدت به گراد یسانت درجه 72 يدما در يساز لیطو
 يدمـا  در قـه یدق 5 مدت هب ییتهاان شدن لیطو مرحله تینها در
 یتمـام  کـه  اسـت  ذکـر  به لازم .شد انجام گراد یسانت درجه 72

  .شد انجام ABI (Applied Biosystem) هدستگا در ها واکنش
 يرو بـر  PCR محصـولات   واکـنش  انجام از پس تینها در
 مورد محصول ریتکث از تا شدند   الکتروفورز درصد2 آگارز ژل
  .گردد حاصل نانیاطم هیاول يها واکنش در نظر

ــخ ــوم صيتش ــو ژن ــا روسي ــا HCV و HIV-1 يه   روش ب
Multiplex RT-PCR  

 و µl50 حجـم  در چندگانـه  Multiplex RT-PCR واکنش
  ).کی جدول( شد  انجام شده ذکر پروتکل براساس
  Multiplex RT-PCR واکنش انجام يبرا ازين مورد مواد : ۱ جدول

  ميزان  مواد  رديف
۱  10XPCR buffer  µl ۵  
۲  Mgcl2(50mM)  mM ۵  
۳  dNTP(10mM)  µM ۳۰۰  
۴  Pimer HCVF  mM ۱  
۵  Pimer HCVR  mM ۱  
۶  Pimer HIVF  mM ۵/۱  
۷  Pimer HIVR  mM ۵/۱  
۸  Taq DNA polymerase  Uint ۵/۱  
۹  cDNA µl ۵  
۱۰  H2O Nuclease free  µl ۵۰ Upto  

  
  ها يافته
 یطراح ـ يمرهـا یپرا از اسـتفاده  بـا  RT-PCR واکنش انجام
 و HIV-1 يهـا  یتـوال  از کی ـهر ری ـتکث یبررس ـ منظـور  به شده

HCV، واکنش RT-PCR يرو بر جداگانه صورت به cDNA 
ــا و شــد انجــام HCV و HIV-1 يهــا روسیــو از کیــهر  جینت

 شکل در .شدند الکتروفورز درصد2 آگارز ژل يبررو حاصله
 بـوط مر یتـوال  ریتکث نشانگر bp 176 طول به يباند وجود کی

 آگــارز ژل يرو بــر bp 241 بانـد  و اســت HIV-1 روسیــو بـه 
  .باشد یم HCV روسیو صیتشخ انگریب

  
  
  
  
  
  
  
  
  
 HIV-1 روسيو دو به مربوط PCR محصولات الکتروفورز : ۱ شکل

 درصد۲ آگارز ژل يرو بر HCV و
  HIV-1 : ۳ رديف ، HCV : ۲ فيرد ، يمنف کنترل : ۱فيرد

  Fermentas (SM0243) اندازه مارکر : ۴ فيرد
  

 مـورد  قطعـات  تفکيـک  و Multiplex RT-PCR واکنش انجام
  درصد ٣آگاروز ژل از استفاده با ها ويروس ژنوم از نظر

 شـده  سـنتز  cDNA يرو بـر  Multiplex RT-PCR واکنش
 یاختصاص ـ یتـوال  ری ـتکث آن در کـه  شد گذاشته روسیو دو از
 فـرد  هب ـ منحصـر  انـدازه  يمبنا بر  ،HCV و HIV-1 يها روسیو

 يرو بر چندگانه ریتکث جینتا .هستند زیتما قابل یراحت به خود،
  .است شده داده نشان 2 شکل در درصد3 آگارز ژل

  چندگانه واکنش تيحساس
ــرا ــیتع يب ــ نی ــتیآنال تیحساس ــداز راه روش کی  شــده، يان

 از کی ـ هـر  از مختلف روز دو در تکرار 5 صورت هب تکرار10
 دیپلاسـم  از Copies/ml100 تا Copies/ml500000 يها رقت
 یبررس ـ مـورد  چندگانـه  يها واکنش در ، روسیو هر به مربوط
ــا رقـــت از درصـــد100 و گرفـــت قـــرار ــا هـ ــ تعـــداد بـ  یکپـ

Copies/ml1000تیحساســ .شــدند ییشناســا روش نیــا در 
 دو هـر  يبـرا  چندگانـه  حالـت  در شده یطراح روش کیتیآنال
 شد تهگرف نظر در HCV، Copies/ml1000 و HIV-1 روسیو
  ).2 جدول(
 ممکـن  چندگانـه  واکـنش  در کـه  گزارشات یبرخ اساسرب
 از کی ـهر يبـالا  غلظـت  ریتـاث  تحـت  واکـنش  تیحساس است
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 يهـا  رقـت  از کی ـهر تیحساس ـ نییتع يبرا ؛ردیگ قرار الگوها
Copies/ml100000 تـــا Copies/ml500 در روسیـــو هـــر از 

 مــورد گـر ید روسیــو )Copies/ml 105( يبـالا  رقــت حضـور 
 يبـالا  رقـت  وجـود  دهنـده  نشـان  3 جدول .گرفت قرار یسبرر
ــ ــو کی ــ روسی ــف يهــا غلظــت يرورب ــو مختل  گــرید روسی
 بـر  هـا  روسی ـو از کـدام  چیه ـ زی ـن واکـنش  نی ـا در کـه  باشد یم

  .نداشتند اثر گرید روسیو کم غلظت
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

 چندگانه واکنش به مربوط PCR محصولات الکتروفورز : ۲ شکل
  درصد۳ آگارز ژل يرو بر HCV و HIV-1 وسريو دو صيتشخ يبرا
 محصول : ۲ فيرد ، Fermentas (SM0243) اندازه مارکر : ۱فيرد

PCR يمنف کنترل : ۳ فيرد ، پلکسيمالت يها نمونه  
  
  

 با Multiplex RT-PCR واکنش کيتيآنال تيحساس نييتع : ۲ جدول
  ديپلاسم از مشخص يکپ تعداد يدارا ييها نمونه
Replicates  HCV (copies/ml)  HIV-1 (copies/ml)  

۱۰/۱۰ ۵۰۰۰۰۰ ۵۰۰۰۰۰ 
۱۰/۱۰  ۵۰۰۰۰ ۵۰۰۰۰ 
۱۰/۱۰  ۵۰۰۰ ۵۰۰۰ 
۱۰/۱۰  ۱۰۰۰ ۱۰۰۰ 
۱۰/۷  ۵۰۰ ۵۰۰ 
۱۰/۰  ۲۰۰ ۲۰۰ 
۱۰/۰  ۱۰۰ ۱۰۰ 

  
  چندگانه واکنش تيحساس نييتع : ۳ جدول

  HIV-1 و HCV ژنوم مختلف يها غلظت يدارا
HIV-1 and HCV 
positive replicates 

HCV (copies/ml) HIV-1 (copies/ml) 

۱۰/۱۰ ۱۰۰۰۰۰ ۱۰۰۰۰۰ 
۱۰/۱۰  ۱۰۰۰۰۰ ۱۰۰۰۰ 
۱۰/۱۰  ۱۰۰۰۰۰ ۱۰۰۰ 
۱۰/۴  ۱۰۰۰۰۰ ۵۰۰ 
۱۰/۱۰ ۱۰۰۰۰۰ ۱۰۰۰۰۰ 
۱۰/۱۰  ۱۰۰۰۰ ۱۰۰۰۰۰ 
۱۰/۱۰  ۱۰۰۰ ۱۰۰۰۰۰ 
۱۰/۵  ۵۰۰ ۱۰۰۰۰۰ 

ــرا ــ يب ــ یبررس ــینیکل تیحساس ــ روش یک ــده، یطراح  ش
 یابی ـارز مورد HCV و HIV-1 نهمزما عفونت يدارا هنمون20
ــهر یتعــدادکپ .گرفــت قــرار ــو از کی ــه در هــا روسی  هــا نمون
ــ حــداکثر ؛شــد گفتــه کــه طــور همــان ــالاتر تمیلگــار کی  از ب
 یکپــ تعـداد  گــرید عبـارت  هبــ .بـود  روش کیــتیآنال تیحساس ـ
 قیطر نیا از تا شد گرفته نظر در Copies/ml10000 ها روسیو

 يهــا نمونــه ییشناســا در شــده يانــداز راه روش ییتوانــا بتـوان 
 از اسـتفاده  با .دیکش چالش به را یروسیو کم یکپ تعداد يدارا
 روسی ـو دو هـر  يبرا نمونه 20 از نمونه 19 شده یطراح روش

HIV-1 و HCV را مثبـت  هج ـینت تنهـا  نمونـه  کی ـ و شـد  مثبت 
ــرا ــان HCV يب ــا از .داد نش ــ رو نی ــینیکل تیحساس  روش یک

  .شد گرفته درنظر درصد 95 معادل شده يانداز راه چندگانه
  شده يطراح روش يژگيو نييتع
 یبرخـــ از شـــده يانـــداز راه روش یژگـــیو نیـــیتع يبـــرا

ــو ــا روسیـــ ــل يهـــ ــونده منتقـــ ــطر از شـــ ــون، قیـــ   خـــ
 ،HBV ، HTLV-1 ، HSV-1 ، HSV-2 يهـا  روسیو جمله از

CMV و EBV ــ و ــۀ 20 نیهمچن ــ نمون  وجــود عــدم کــه یمنف
HIV-1 و HCV و يسـرولوژ  يهـا  روش از ادهاسـتف  با آنها در 
 آزمــون انجــام يبــرا ؛بــود شــده دییــتأ معتبــر يتجــار یملکــول
 دو فقـط  شـده،  گرفتـه  کـار  هب ـ چندگانـه  روش در .شـد  استفاده

 يمرهـــایپرا و شـــد داده صیتشـــخ HCV و HIV-1 روسیـــو
 فــوق یمنفــ يهــا نمونـه  و هــا روسیــو از کی ـ چیهــ بــا واکـنش 
 معـادل  شـده  يانـداز  راه روش یژگ ـیو رو نی ـا از .نداد واکنش

 .شد گرفته درنظر درصد100

  بحث
 روش یـــک تأییـــد و انـــدازي راه مراحـــله مقالـــن یـــا در

Multiplex RT-PCR ــراي ــخیص بــ ــان تشــ  RNA همزمــ
 داده شـرح  پلاسـما  هاي نمونه در HIV-1 و HCV هاي ویروس
 اندك زمانی در مناسب، حساسیتی با است قادر روش این .شد
 یکـدیگر  از را فـوق  هـاي  ویـروس  فتراقا قابلاندازه  براساس و

ــایز ــد متم ــه .کن ــور ب ــاي طراحــی منظ ــن پرایمره ــنش، ای  واک
 شـد  اسـتفاده  ویروس دو این ژنوم نواحی چندگانه ردیفی ازهم
 مختلف هاي ایزوله بین در را شدگی حفاظت هدرج بیشترین که
  .هستند دارا

ــه روش نیاولـــ ــرا چندگانـ  HCV و HIV-1 صیتشـــخ يبـ
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 بـود  يتومتریفلوسـا  لهیوس هب صیتشخ و داگانهج ریتکث براساس
 يهـا  روش گـر ید ).19( دبـو  بـر  زمان و پرزحمت روش نیا که

  ،)AMPLINAT MPX test )12 ریــــ ـنظ چندگانـــــه 
TMA-based assay )11( و Multiplex Real-Time RT-PCR 

 اما ؛هستند HCV و HIV-1 زیآنال يبرا حساس يها روش )20(
 روش کی ـ عنـوان  هب ـ آنها از توان ینم و باشند یم نهیپرهز اریبس

ــالگر ــتفاده يغرب ــرد اس ــل در .ک  Multiplex RT-PCR مقاب
 هـا  واکـنش  زمان کاهش قیطر از سرعت شیافزا رینظ ییایمزا

RT-PCR انجـام  تی ـقابل بـالا،  تیحساس ـ جداگانـه،  صـورت  هب 
 يریتکرارپــذ و آســان يکــاربر و انبــوه حجــم در هــا واکــنش
  .باشد یم ها واکنش

De Crignis روش کیـــ 2010 ســـال در همکـــاران و 
Multiplex Real-time PCR Syber GreenI  صیتشـخ  يبـرا 

 يمبنـا  بـر  که نمودند ارائه HIV-1 و HCV روسیو دو همزمان
 روسی ـو دو اسـت  قـادر  روش نیا .باشد یم ذوب یمنحن زیآنال

HIV-1 و HCV ــدی از را ــه در گریکــــ ــا نمونــــ    DBS يهــــ
(Dried Blood Spots)  روش نی ـا اگرچـه  ).21( دکن ـ زیمتمـا 

ــ يدارا ــب تیحساس ــ یمناس ــ ؛باشــد یم ــبت یول  روش بــه نس
Multiplex RT-PCR موضــوع نیــا و اســت تــر گــران اریبســ 

 معمـول  يغربـالگر  روش کی ـ عنـوان  هب ـ را روش نی ـا کاربرد
  .دینما یم مشکل دچار يتاحد
 روش کی ـ دیی ـتأ و يانـداز  راه مراحل زین حاضر مطالعه در

RT-PCR Multiplex ــرا ــخ يبــ ــان صیتشــ  RNA همزمــ
 .شـد  انجـام  پلاسـما  يها نمونه در HCV و HIV-1 يها روسیو
 يبـرا  روسی ـو دو هر ژنوم از شده حفاظت ینواح منظور نیبد

 و میزی ـمن دی ـکلر غلظـت  یابی ـارز .شـد  اسـتفاده  مریپرا یطراح
 در یاساس ـ عوامـل  رای ـز .شـد  انجام Taq pol میآنز و مرهایپرا

 واکــنش  زیآنــال  .هســتند  واکــنش  تیاختصاصـ ـ و تیحساســ
Multiplex RT-PCR ــاس ــورز براسـ ــولات الکتروفـ  محصـ

 طــور بــه کــه باشــد یمــ درصــد3 آگــاروز ژل يبــررو واکــنش
 .کند یم مشخص را هدف یتوال ریتکث عدم ای ریتکث یاختصاص

 و HIV-1 روسی ـو دو RT-PCR واکنش محصول الکتروفورز
HCV طـول  بـه  يبانـد  وجود بیترت به bp 176 ری ـتکث انگرنش ـ 
 ژل يرو بـر  bp 241 بانـد  و HIV-1 روسی ـو بـه  مربـوط  یتوال

 کـه  ؛)2شـکل ( باشـد  یم HCV روسیو صیتشخ انگریب آگارز

 و آورده وجــود هبــ ژل يرو بــر جداگانــه دوبانــد اخــتلاف نیــا
 یابهـام  چیه ـ بـدون  تیوضع نیا در را روسیو دو زیتما امکان
 و مناسـب  یتیاسحس با است قادر روش نیا .کند یم ریپذ امکان
 يها روسیو درصد3آگاروز ژل يبررو قطعات اندازه براساس
 از مرهــا،یپرا یطراحــ يبــرا .کنــد زیمتمــا گریکــدی از را فــوق
 Mega4 افـزار  نـرم  از روسی ـو دو نی ـا ژنوم چندگانه یفیرد هم

 نیب ـ در را شـده  حفاظـت  منـاطق  نیبهتـر  میبتـوان  تا شد استفاده
 بـا  مرهایپرا زیآنال نیهمچن .میآور دست هب مختلف يها پیژنوت

 يهــا یتــوال نیــا تــا شــد انجــام BLAST افــزار نــرم از اســتفاده
 ژنـوم  و هـا  روسی ـو گـر ید بـا  يهمولـوژ  چیه يدیگونوکلئوتیال

ــته انســان ــ .باشــند نداش ــال تیحساس ــا یکیتیآن ــرا روش نی   يب
HIV-1 و HCV،Copies/ml 1000 ــه نظــر در ــا .شــد گرفت  نی
 را روش نی ـا خـوب  ییاکـار  و تیحساس ـ ص،یتشخ حدآستانه
 يبـرا  حـاد  عفونـت  در روسی ـو یکپ ـ تعداد رایز .دهد یم نشان

HIV-1 و HCV ــ ــترت هبـ ــ بیـ ــا 102 نیبـ  و Copies/ml105 تـ
Copies/ml 104> مراحـل  يبـرا  روش نی ـا عـلاوه  هب .باشد یم 

 بـه  .دارد زین را لازم ییکارآ HCV و HIV-1 به عفونت يابتدا
 دو شـده  کلـون  قطعـات  از ک،ی ـتیآنال تیحساس همحاسب منظور
 بـا  دیپلاسم از مختلف يها رقت هیته و وکتور T/A در روسیو

 حـداقل  بـه  يبـرا  مورد نیا در .شد استفاده مشخص یکپ تعداد
 نیانگیــم از دهایپلاســم یکپــ تعــداد همحاســب در خطــا رســاندن
 يتجار  تیک کی توسط مجزا، یسنج تیکم بار سه از حاصل
 کـه  اسـت  ذکـر  به لازم .شد استفاده مختلف روز سه در معتبر،
 يبرا حاصله راتییتغ بیضر ،یسنج تیکم بار سه نیا یط در
 دی ـؤم مسـأله  نی ـا کـه  بود درصد5 از کمتر همواره روسیو هر
 بـا  علاوه هب .است دهایپلاسم یکپ تعداد ریتکرارپذ نسبتاً نیتخم
 هنمونــ 20 و مثبــت HCV و HIV-1 هنمونــ 20 يبــررو یبررســ
 بی ـترت بـه  روش نی ـا یکینیکل یژگیو و تیحساس سالم، افراد

 روش ییتوانـا  انگری ـب کـه  شـد  گرفته نظر در درصد 100 و 95
ــداز راه ــده يان ــارانیب صیتشــخ در ش ــا یم ــداد ب ــ تع  کــم یکپ
  .است خود يپلاسما در فوق يها روسیو
 تر صرفه به مقرون شده يانداز راه روش يها یژگیو از یکی
 در کـه  ییآنجـا  از .است هانگ تک يها روش به نسبت آن بودن
  دوگانـــــــه RT-PCR واکـــــــنش کیـــــــ از روش نیـــــــا

(Duplex RT-PCR) یعفـون  عامل دو نیا همزمان ریتکث يبرا 
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 واکـنش  کی ـ مخلـوط  و اجـزا  از اسـتفاده  بـا  ؛شـود  یم استفاده
 تــوان یمــ شــتر،یب يدهایــگونوکلئوتیال افــزودن بــا تنهــا و منفــرد
 مـوردنظر  نمونـه  در را یعفون عامل دو نیا وجود عدم ای وجود
 در کـه  ییهـا  نـه یهز از يا عمـده  قسـمت  نیبنـابرا  .داد صیتشخ
 مخلـوط  یمصـرف  ياجـزا  و مـواد  ری ـنظ مجـزا  واکنش دو انجام

RT-PCR )ــه از  ریســـا و دهایـــنوکلئوت بـــافر، م،یآنـــز جملـ
ــ  يهــا نــهیهز الکتروفــورز، واکــنش، يهــا وپیــت ،)هــا یافزودن
ــنل ــتهلاك و یپرس ــتگاه اس ــا دس ــورد ه ــن م ــف ؛اســت ازی  نص
 و تیحساس ـ بـه  توجـه  با که شود یم عنوان رو نیا از .گردد یم
 دو از اسـتفاده  بـه  نسـبت  روش نی ـا از استفاده مناسب، یژگیو

 بـه  مقـرون  یزمـان  و ياقتصـاد  نظـر  از جداگانـه  منفـرد  واکنش
  .است تر صرفه

  گيري نتيجه
 يبـالا  اختصاصیت و حساسیت دهنده نشان مطالعه این نتایج
 ارزان بــه توجـه  بـا  کــه باشـد  یم ـ Multiplex RT-PCR روش
 بـراي  مناسب روشی عنوان به گردد یم پیشنهاد آن؛ ینسب بودن

  .گیرد قرار استفاده مورد خون گان دهند غربالگري
  قدرداني و تشكر
ــد ــ نیب ــات از لهیوس ــرم همکــاران همــه زحم ــ محت ــو هب   ژهی
 یملکـول  بخـش  ولؤمس ـ یعیسـم  رابی ـم امکیس ـ دکتـر  يآقا
 سیرئــ آزادمــنش هــانیک دکتــر يآقــا و تهــران يد مارسـتان یب

 و نمونـه  هی ـته در کـه  رانیا پاستور تویانست یشناس روسیو بخش
 یقـدردان  و تشـکر  کمال ؛نمودند ياری را ما یعلم يرهنمودها

  .مینمای یم را
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Abstract 
Background and Objective: HIV-1 and HCV infections especially in co-infected forms are 
among the most important infections transferred during blood transfusion.The screening of the 
blood products is valuable for preventing the transmission of infections. The aim of this study 
was to evaluate multiplex RT-PCR assay for detection of Co-infection HIV-1 and HCV Viruses 
in plasma samples. 
Materials and Methods: This laboratory study was done to evaluate the use of multiplex RT-
PCR assay for simultaneous detection of HIV-1 and HCV genomes in plasma samples. The 
amplified genomes were detectable in 3% agarose gel base on difference in the numbers of 
nucleotides. The sensitivity and specificity of this assay was determined on healthy and infected 
subjects whome simultanously exhibit HIV-1 and HCV co-infection using plasma samples. 

Results: The specificity results showed that the primers used in this assay have no interaction 
with each other and other possible interfering agents. The clinical sensitivity and specificity of 
the assay has been considered as 90% and 100%, respectively. 
Conclusion: Multiplex RT-PCR can be used for screening of blood donors due to high sensivity 
and specificity. 
Keywords: HIV-1, HCV, Multiplex, RT-PCR 
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