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  چكيده

بـادي، همچنـان خطـر انتقـال          هاي حساس مبتني بر شناسايي آنتـي        هاي اهدايي با روش     عليرغم غربالگري خون  : هدف

شناسايي اسيد نوكلئيك مورد توجه قـرار       هاي حساس مبتني بر        بنابراين طراحي روش   .هاي ويروسي وجود دارد     عفونت
هاي معمـول و همچنـين    تر در مرحله شناسايي نسبت به روش هدف از اين تحقيق طراحي روشي حساس     . گرفته است 

  . استهدر يك نمون Cهاي ويروس نقص ايمني اكتسابي تيپ يك و ويروس هپاتيت  تشخيص همزمان عفونت

 روش واكـنش  سـازي  بهينـه ي اختـصاصي دو ويـروس و   هـا  ب پـرو پس از طراحي آغازگرهـا و  :ها شمواد و رو 

. نين انجـام شـد    ژ  ديگوگسيمرحله نشاندار كردن محصول با استفاده ازنوكلئوتيدهاي متصل به            چندگانه، اي  هزنجير
 آمده ابتدا به دو قسمت مجزا تقـسيم و پـس از واسرشـت شـدن در شـرايط قليـايي بـا پـروب                          دست  بهمحصول  

ي حاوي بيوتين انتهايي پس از اضافه شدن بـه پليـت پوشـش يافتـه بـا اسـترپت                    ها  بپرو. دشاختصاصي مجاور   
 هـا  كنين متصل به آنزيم آلكالن فسفاتاز بـه چاه ـ     ژ  ديگوگسي ضد   بادي  آنتي پس از شستشو،     .آويدين متصل شدند  

ي مثبت و   ها  ه نمون سنجي با استفاده از روش رنگ    . دش و سوبسترا اضافه     و انجام در مرحله نهايي شستش   . اضافه شد 
  .منفي از نظر عفونت قابل شناسايي هستند

 نمونه منفـي تأييـد   8  نمونه مثبت و27 نمونه با روش طراحي شده مورد آزمايش قرار گرفتند، كه شامل 35: نتايج

  .نشدگونه نتيجه مثبت يا منفي كاذب مشاهده  هيچ.  نمونه پانل استاندارد بودند4شده و 

ويروس نقـص   احي شده داراي حساسيت و اختصاصيت قابل قبولي براي تشخيص عفونت            روش طر  :گيري نتيجه

عـلاوه امكـان كمـي كـردن روش وجـود             به باشد  مي در دوره پنجره     Cايمني اكتسابي تيپ يك و ويروس هپاتيت        
كمتـري  همچنين در كنار حساسيت بسيار بـالا هزينـه و زمـان             . دارد، كه در كنترل بيمار و پايش درمان مفيد است         

  .براي انجام آزمون نياز است
  

اي  ، عفونـت همزمـان، واكـنش زنجيـره         ويروس نقص ايمني اكتسابي تيپ يـك       ،Cويروس هپاتيت   : كليدواژگان

  .پليمراز چندگانه
  

   مقدمه-1

   و تشخيص انتقال   ي اهدايي ها  ن غربالگري خو  1990تا دهه   

  

   ويــروس نقــص ايمنــي اكتــسابي تيــپ يــكعفونــت ناشــي از
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(Human Immunodeficiency Virus Type 1: HIV-1) و 

  تنهـا بـا  C (Hepatitis C Virus: HCV)ويـروس هپاتيـت   

عليــرغم . ]1[شــد  هــاي ســرولوژيك انجــام مــي اســتفاده از روش

هاي حساس مبتني بر شناسايي       هاي اهدايي با روش     غربالگري خون 

ود بادي همچنان خطر انتقال عفونت ناشي از انتقال خـون وج ـ            آنتي

هاي مبتني بر اسيد نوكلئيـك        براي كاهش اين خطر روش    . ]1[دارد  

(Nucleic acid tests: NATs)   در دهه گذشته مورد توجـه قـرار 

هـا مـورد      هـا ژنـوم ايـن ويـروس         در ايـن روش   . ]1[گرفته اسـت    

 HIV-1 و HCVهـاي ژنـومي    غربـالگري . گيـرد  شناسايي قرار مي  

آوري شـده در      جمـع هـاي     يك مرحله اصلي براي شناسايي خـون      

ــادر   ــين مــوارد ن دوران پنجــره و قبــل از تغييــرات ســرمي، همچن

هـاي مختلـف      هاي خاموش و احتمال آلودگي به واريانـت         عفونت

نتايج چندين مطالعه نشان داده است كه استفاده        . ]1[ويروسي است   

ــه 90 دوره پنجــره را از NATsاز  ــراي 11 روز ب  و HIV-1 روز ب

HCV  عفونـت  هـاي انتقـال،       بـا توجـه بـه راه      . ]2[دهد    كاهش مي

  در اروپـا وآمريكـا تقريبـاً      .  نسبتاً رايج اسـت    HIV/HCVهمزمان  

 درصـد از بيمـاران آلـوده بـا          10 و HIV درصد بيماران آلوده به      25

HCV    4 شود كه    تخمين زده مي   .]3[  داراي عفونت همزمان هستند 

 زمان هستند  ميليون نفر در سراسرجهان مبتلا به اين عفونت هم         5تا  

شود و تعداد زيـادي       هپاتيت مزمن مي  منجر به    HCV عفونت   ].4[

 سمت هپاتيت مزمن فعال و سيروز       در خطر پيشرفت به    مبتلاياناز  

هستند، در بعضي كـشورها ماننـد ژاپـن عفونـت            ) درصد 10-20(

HCV 25000در حـدود   .دوش ـ  منجر به كارسينوم كبدي مياغلب 

لت بيماري مزمن كبـدي و سـيروز فـوت          ع  نفر ساليانه در آمريكا به    

اسـت  اي از ايـن مـوارد         مـسئول بخـش عمـده      HCVكنند كه     مي

 درمان نشده در حـدود      HIVسير عفونت    ].5[ ) درصد 40حدود  (

مراحل بيماري شامل عفونت اوليـه، انتـشار   . كشد يك دهه طول مي 

، HIVويروس به اعضاي لنفـاوي، عفونـت مخفـي، ازديـاد بـروز              

 يـك   HIV بر عليـه  واكنش ايمني   ]. 6[است  ي و مرگ    بيماري بالين 

حـضور ويـروس در     دهد كه     هفته تا سه ماه پس از عفونت رخ مي        

CD4هاي    سلولتعداد  دهد و     پلاسما را كاهش مي   
يابد   افزايش مي  +

 ـ             طـور كامـل عفونـت را       هبا اين حال پاسـخ ايمنـي قـادر نيـست ب

  بـاليني از   ضحم عمومي و بيماري وا    ئدر نهايت علا  . سازي كند  پاك
  

 در بيمـار    (Neoplasm) طلب يا نئوپلاسـم    هاي فرصت   ونتفقبيل ع 

هاي كبدي وابـسته       بيماري HIVهمزمان   عفونت]. 6[ شود  ايجاد مي 

تـر بـه سـمت       تغيير سـريع   كند كه شامل يك      را تسريع مي   HCVبه  

همچنين پيـشرفت   ] 1[ بيماران است  سيروز و هپاتوكارسينوما در اين    

 نـشانگان نقـص ايمنـي اكتـسابي انـساني         م  ئ ـعلا روز و ب  HIVباليني

(Acquired Immunodeficiency Syndrome: AIDS) در 

تنهـا بـا     تر از افرادي است كه     افراد داراي عفونت همزمان سريع    

HIV   هاي چندگانـه     روش ].7[د  هستن آلوده (Multiplex)   عـلاوه

هاي عفوني وكـاهش نتـايج منفـي          بر افزايش دقت تشخيص نمونه    

از نظر زمان و هزينه خواهنـد داشـت،          اذب؛ كاهش قابل توجهي     ك

همچنين اين روش داراي قابليت كمـي شـدن نيـز هـست كـه در                

هدف از اين تحقيق طراحي     . كنترل پايش درمان حائز اهميت است     

هاي معمول و     تر در مرحله شناسايي نسبت به روش        روشي حساس 

طـور     بـه  HCV و   HIV-1هاي    همچنين تشخيص همزمان عفونت   

  .همزمان بوده است
  

  ها ش مواد و رو-2

  (Probe) و پروب (Primer) طراحي آغازگر -2-1

ــم  ــل از ه ــايج حاص ــوالي  نت ــي ت  ــ رديف ــاي ايزول ــا هه   ي ه

ــروس  ــف دو ويـ ــرمHIV و HCVمختلـ ــط نـ ــزار  توسـ    افـ

Mega4 ــين ــز ب ــه در مرك ــوژي   ك ــات بيوتكنول ــي اطلاع    الملل
(National Center for Biotechnology Information: NCBI) 

شـدگي   ثبت شده بود نشان داد بهترين ناحيـه از نظـر حفاظـت            

ــروس    ــازگر در ويـ ــي آغـ ــراي طراحـ    و gag ژن HIV-1بـ

ــروس   ــراي وي ــاي   HCVب ــده در انته ــد كنن ــر ك ــه غي    ناحي

 55'-NCR)  (Non-coding region: بــراي طراحــي . اســت

 ـ.  اسـتفاده شـد   PCRهـاي داخلـي محـصول         ها از توالي    پروب ن اي

براي . هستند خود داراي يك مولكول بيوتين       5'ها در انتهاي      پروب

، Gene Runnerافزارهـاي  ها از نـرم  طراحي آغازگرها و پروب

Oligo6 ،Mega4 ،Oligo analyzer3 و NCBI Blast استفاده 

حساسيت اتـصال انتخـاب     بهترين آغازگرها از لحاظ رتبه و       . شد

ي طراحي شده طـول قطعـه   با توجه به آغازگرها ).1جدول (شدند 

 نوكلئوتيد و بـراي ويـروس       HIV-1 189تكثير شده براي ويروس     
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HCV 270نوكلئوتيد است .  

 
  . مورد استفاده در اين پژوهشHIV-1 و HCV توالي آغازگرهاي 1جدول

 آغازگر جلويي

(Forward) HCV 
ACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCT 

 آغازگر برگشتي

(Reverse) HCV 
GCAAGCACCCTATCAGGCAGTACC 

  HIV CAGAAGGAGCCACCCCACAAGAT آغازگر جلويي

 HIV TTCCTGCTATGTCACTTCCCCTTGG آغازگر برگشتي

  

 ـ   جمع -2-2  RNA، اسـتخراج    هـا   هآوري نمون

  برداري معكوس ويروسي و نسخه

 پلاسما از مركز تحقيقات     صورت  بهي مورد استفاده    ها  هنمون

AIDS      ت گوارش و كبـد      بيمارستان امام خميني و مركز تحقيقا

ي بـاليني   هـا   هنمون،  شدتهيه  ) 2جدول   (HCVو پانل استاندارد    

 و Real-time PCRروش مثبـــت و منفـــي قـــبلاً توســـط  

Sequencing 3جدول ( تأييد شده بودند.(  

  
  .ي مشخص از ژنوم ويروسها ت پانل استاندارد استفاده شده با غلظ2 جدول

  نتيجه  (Lot no)شماره ساخت  (IU/μl)غلظت  

QS1  103×5  QS1  1200  04/03  مثبت  

QS2  102×5  QS2  1200  04/03  مثبت  

QS3  101×5  QS3  1200  04/03  مثبت  

QS4  100×5  QS4  1200  04/03  منفي  

  

ي مـورد آزمـايش بـا روش طراحـي شـده و             هـا   ه نتايج بررسي نمون   3 جدول

  .ژگييمحاسبه حساسيت و و

  
تعداد 

  نمونه
  منفي  مثبت وضعيت آلودگي

مثبت از نظر   9  1ه گرو
HCV  

  0  ) درصد100 (9

مثبت از نظر   8  2گروه 
HIV-1  

  0  ) درصد100 (8

  8  3گروه 
داراي عفونت 

  همزمان
  0  ) درصد100 (8

 ) درصد100 (10  ) درصد0 (0  منفي تأييد شده  10  4گروه 

  

ي مختلف تقـسيم و     ها  تپس از جداسازي پلاسما، به قسم     

ــاي  ــه -86در دمـ ــانتي درجـ ــراد سـ ــگـ ــدند نگهـ   .داري شـ

 ويروسـي   RNA اسـتخراج    بـراي  ميكروليـتر از هر نمونه      140

 و طبق روش ارائه شده توسـط        (Qiagen)توسط كيت تجاري    

 استخراج شـده بـراي سـنتز        RNAشركت سازنده استفاده شد،     

cDNA    در مرحله سنتز    .  مورد استفاده قرار گرفتcDNA  ابتدا 

 بـه همـراه   RNA)  پيكوگرم01/0- ميكروگرم 5/0( ميكروليتر   5

  سـنس و   آغـازگر اختـصاصي آنتـي     )  پيكومـول  20( ميكروليتر 2

 ميكروليتر آب مقطر فاقد نوكلئاز در يك ميكرولوله اپنـدورف          4

(Eppendorf)دقيقــه و در دمــاي 5 مــدت بــه  و وارد شــد   

 در دسـتگاه ترموسـايكلر قـرار گرفـت و           گـراد   سانتي درجه   70

تارهاي ثانويـه    روي يخ قرار داده شـد تـا سـاخ          سرعت  بهسپس  

RNA ميكروليتــر بــافر 4 بــاز شــود، ســپس X5 ،2ميكروليتــر   

واحـــد مهاركننـــده 20 و dNTP مخلـــوط) مـــول  ميلـــي10(

  مـدت   بـه به ميكولوله اضافه شد و      )  ميكروليتر 5/0(ريبونوكلئاز  

   قـرار گرفـت سـپس      گـراد   سـانتي  درجـه    37 دقيقه در دمـاي      5

 وارد  M-Mulv نـام  بردار معكوس بـه     واحد از آنزيم نسخه    200

   دقيقـه در دمـاي     60مـدت     واكنش شـد و مخلـوط حاصـل بـه         

 درجـه   70 دقيقـه در دمـاي       10گـراد و سـپس         درجه سانتي  42

دست آمـده     در پايان واكنش محصول به    . گراد قرار گرفت    سانتي

محصول اين واكـنش الگـوي      . سرعت روي يخ قرار داده شد       به

  . استPCRمرحله 
  

2-3- PCR  

اي انجام شد كه در حجم        تك مرحله  تصور  بهاين واكنش   

ــزيم   50 ــافر آن ــنش ب ــري واك ــت  Taq ميكروليت ــا غلظ   ،X1 ب

مـولار    ميلي 2/0،  (MgCl2)مولار نمك كلريد منيزيوم       ميلي 5/0

dNTP ،2/0  ،ــازگر ــر آغ ــولار از ه ــزيم 5/2 ميكروم ــد آن  واح

  . ميكروليتر از محصول مرحله قبـل وجـود داشـتند          5پليمراز و   

  تگاه ترموســايكلر بــه ايــن ترتيــب قــرارايــن مخلــوط در دســ

   ثانيـه،  50 درجـه    94:  چرخـه در   35 دقيقه،   5 درجه   95: گرفت

 دقيقـه در  3 ثانيه و در نهايت 40 درجه   72 ثانيه و    40 درجه   65

محصول اين مرحلـه روي ژل  .  قرار گرفت گراد  سانتي درجه   72

 درصد الكتروفـورز و بـا نـور مـاوراء بـنفش             2آگارز با غلظت    

(Ultra violet: UV)3-1ي ها لشك ( شد مشاهده.(  
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 ؛ مثبت :6 و 5،  3،  2،  1ي  ها  هنمون . مثبت HCV محصول نهايي نمونه     1شكل  

  .)بازي  جفتDNA) 100 نشانگر وزني :4نمونه 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 :9نمونـه    ؛ مثبت :8 تا   1ي  ها  هنمون . مثبت HIV محصول نهايي نمونه     2شكل

  .)بازي  جفتDNA) 100گر وزني نشان
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

 ؛ مثبـت  :3 تا   1ي  ها  هنمون . مثبت HIV و   HCV محصول نهايي نمونه     3شكل

  ).بازي  جفتDNA) 100نشانگر وزني : 4نمونه 

2-4- PCR ــا ــا  dNTPs ب ــده ب ــشاندار ش  ن

 (Digoxigenin)نين ژ ديگوگسي

 سازي واكنش چندگانه بـراي نـشاندار كـردن          پس از بهينه  

ژنـين     حـاوي ديگوگـسي    dNTPs از مخلـوط     PCRمحصول  

دست آمده در اين مرحله در ساختمان         محصول به . استفاده شد 

ژنـين    دليل وزن ديگوگسي    به. ژنين است   خود داراي ديگوگسي  

 dNTPاين محصول نـسبت بـه محـصولي كـه فقـط حـاوي               

تر اسـت در نتيجـه بـراي تأييـد نـشاندار              معمول است سنگين  

آميد   اكريل  كنش هر دو محصول روي ژل پلي      شدن محصول وا  

  آميـزي بـا اتيـديوم برومايـد         الكتروفورز شـد و پـس از رنـگ        

(Ethidium bromide) با اشعه UV 4شكل( مشاهده شد.(  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

محصول تكثيـر يافتـه     : 1نمونه   .PCR نشاندار كردن محصول واكنش      4شكل

 نـشاندار   HIVتكثير يافته ژنـوم     محصول  : 2نمونه   نشاندار نشده؛    HIVژنوم  

 محـصول   :4 نمونـه ؛  )بـازي   جفـت  DNA) 100نشانگر وزني   : 3نمونه  شده؛  

محـصول تكثيـر يافتـه ژنـوم        : 5نمونـه    نشاندار شده؛    HCVتكثير يافته ژنوم    

HCVنشاندار نشده .  

  

 شناسايي محصول نشاندار شده با روش الايزا        -2-5

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay: ELISA) 
  

نين بـا   ژ  ديگوگسيپس از اطمينان از توليد محصول حاوي        

 و Roche PCR ELISA (DIG Detection)استفاده از كيـت  

طبق برنامه ارائه شده توسط شـركت سـازنده محـصول نهـايي             

 PCRاي   محـصول دو رشـته    طـور خلاصـه،       بـه .  شـد  شناسايي

ــا كمــك هي  ــه ب ــن مرحل روكــسيد ســديم دواسرشــت شــد، اي

1 2 3 4

 باز جفت270

65

1

1 

2 3 4 5 6 7 8 9 

 باز جفت189

1 2 3 4 

1 2 3 4 5

  باز  جفت189

  باز جفت270

 باز جفت189
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(NaOH)   سـپس   ، دقيقه در دماي اتاق انجام شـد       10 مدت  بهو 

 (Hybrid)اي با پـروب اختـصاصي دورگـه          محصول تك رشته  

ي پوشـش يافتـه بـا اسـترپت         ها  كشد و دورگه حاصل به چاه     

 درجه و   55 ساعت در دماي     3 مدت  به (Strepavidin)آويدين  

 در دقيقه اضافه شد كه توانايي اتصال به بيـوتين قـرار             240دور  

ژنـين قـرار      شناسايي ديگوگـسي  .  پروب را دارد   5'گرفته در سر  

ژنين كـه بـا       بادي ضد ديگوگسي    وسيله آنتي   گرفته در زنجيره به   

 متصل است، (Alkaline phosphatase)آنزيم آلكالن فسفاتاز 

 37 دقيقـه در دمـاي   30د، زمان لازم براي ايـن اتـصال   انجام ش 

اضافه كردن سوبـستراي آنـزيم آلكـالن        . گراد است   درجه سانتي 

 گـراد   سـانتي درجه   37و ايجاد محصول رنگي در دماي        فسفاتاز

 405 رنگ حاصـل در طـول مـوج          . دقيقه انجام شد   30 مدت  به

  . شد قرائت(FAX stat)نانومتر توسط دستگاه اسپكتروفتومتر 

 

   نتايج-3

هـا و      براي هر يك از ويـروس      PCR  روش سازي  پس از بهينه  

سـازي روش چندگانـه و بررسـي          ادغام دو روش با يكديگر، بهينه     

 270 و بانــد HIV-1 نوكلئوتيــدي مربــوط بــه ويــروس 189بانــد 

 روي ژل آگـارز انجـام شـد         HCVنوكلئوتيدي مربوط به ويروس     

شاندار و مجدداً با روش     ، سپس محصول واكنش ن    )3-1هاي    شكل(

در مرحلـه بعـد روش شناسـايي        ). 4شـكل   (الكتروفورز تأييد شد    

هاي مورد نظر با روش طراحي شده،         محصول نشاندار بهينه و نمونه    

  ).5شكل (مورد آزمايش و بررسي قرار گرفتند 
  

  
  

  

  

  

  

  

ي تيـره  ها كچاه .ELISAي مثبت و منفي با روش ها  ه شناسايي نمون  5شكل  

ي منفـي   هـا   هدهنده نمون  ي فاقد رنگ نشان   ها  كهنده نمونه مثبت و چاه    د نشان

  . كنترل منفي:B1نمونه  كنترل مثبت، A1:نمونه  .است

 نمونـه  35براي بررسي حساسيت و اختصاصيت اين روش      

 تـشكيل .  گروه بودنـد   4ها متشكل از      آزمايش شدند، اين نمونه   

دهنده نمونـه    اندهنده نمونه مثبت و عدم آن نش        واكنش رنگي نشان  

گونه نتيجه مثبت يا منفي كـاذب مـشاهده نـشد و             هيچ. منفي است 

دست آمده حساسيت و اختصاصيت محاسبه شـد          براساس نتايج به  

 3،(cutoff value)براي تعيين و محاسبه سطح حداقل ). 3جدول (

 (Optical Density: OD)انحراف معيار به ميانگين جذب نـوري  

 OD ميـانگين    1بـا اسـتفاده از فرمـول        .  شد هاي منفي اضافه    نمونه

و پـس از    .  بود 157/0ها محاسبه شد كه عددي برابر با          كنترل منفي 

 0127/0 انحراف معيار محاسبه شد كه برابر با         2آن با كمك فرمول     

سه برابر اين عدد به ميانگين اضافه شد و عدد سـطح حـداقل              . بود

هـاي داراي جـذب       نمونـه بنابراين  .  شد 2/0دست آمد كه برابر با        به

تـر از ايـن عـدد        هاي داراي جذب پايين      مثبت و نمونه   2/0بالاتر از   

  .منفي گزارش شدند

: 1 فرمول
N

xi∑=μ  

: 2 فرمول
( )

N

x
SD i

2μ−∑
=  

ي پانل استاندارد كه داراي تعداد      ها  ههمچنين با بررسي نمون   

روش طراحي شـده    كپي ژنوم مشخص بودند نشان داده شد كه         

 كپـي از ژنـوم ويروسـي را در هـر            50توانايي شناسايي حداقل    

  .ليتر خون داراست ميلي
  

   بحث-4

جهـان    ميليـون نفـر در سراسـر       5 تا   4شود كه     تخمين زده مي  

 و با توجه به     ]4[ هستند HCV و   HIV-1 مبتلا به عفونت همزمان   

هــاي حــساس شناســايي عفونــت كــه بــر مبنــاي شناســايي  روش

گيـرد، همچنـان مـشكلات        هاي اختصاصي صـورت مـي       بادي  يآنت

تشخيص عفونت در دوره پنجره و تشخيص عفونت منتقله از مادر           

اي اسـت     داراي اهميـت ويـژه     NATsبنابراين  . به جنين وجود دارد   

دليل حساسيت بالايي كـه دارد، روشـي انتخـابي         به PCRروش  ]. 8[

هـاي پـايين در       تبراي شناسايي حضور اسيدهاي نوكلئيك در غلظ ـ      

نيـاز بـه روشـي بـراي شناسـايي          . هاي بيولوژيكي اسـت     نمونه
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 كه داراي حساسيت، اختـصاصيت      PCRمحصولات تكثير يافته    

 ELISA بـا    PCRقابل مشاهده باشد موجب تركيب       و ارزيابي 

 در ابتدا براي آناليز مـستقيم محـصول         PCR-ELISA]. 9[شد  

يش حــساسيت و نــشاندار شــده اســتفاده شــد، امــا بــراي افــزا

هـاي    سـازي بـا پـروب      اختصاصيت شناسايي يك مرحله دورگه    

 با توجه به موارد و مزاياي       .]10 ،  9[اختصاصي به آن اضافه شد      

از ] 11[ذكر شده و همچنين تجربيـات گذشـته سـاير محققـان             

  .در اين پژوهش استفاده شدPCR-ELISA روش 

 حـساسيتي   Real-time روشطبق مطالعات انجـام گرفتـه       

همچنين نـشان داده    ]. 9[ نشان داده است     PCR-ELISAمشابه  

 بـا مرحلـه شناسـايي    RT-PCRحساسيت روش  كه  شده است   

اخيراً ]. 10[، به ميزان ده برابر افزايش مي يابد         ELISAبا روش   

 بـراي شناسـايي     PCR-ELISAي بـسياري بـر مبنـاي        ها  شرو

 ـ ، تك ها  ي، باكتر ها  سويرو  ـ     و قـارچ   هـا   هياخت ي هـا   ههـا در نمون

 B و ويروس هپاتيـت      HIV  ،HCVباليني، غذا و محيطي نظير      

(Hepatitis B Virus: HBV)هاي خون و آدنـوويروس   در نمونه 

در ]. 9[ي مدفوع طراحي شده اسـت       ها  هو روتاويروس در نمون   

اين پژوهش آغازگرهاي طراحي شده براي شناسـايي ويـروس          

HCV  1هـاي     قادرند ژنوتيپa  ،1b  ،1c  ،2a  ،2b  ،2c  ،2e  ،2f ،

2k  ،3c  ،5a  ،6a  ،6b  ،6c  ،6d  ،6e  ،6f  ،6g  ،6h  ،6i  ،6j  ،6k ،

6l          اين ويروس را شناسايي كنند، همچنين آغازگرهاي طراحي شده 

، A  ،B  ،C  ،E  ،F2  ،Gهـاي      زيرنوع HIV-1براي شناسايي ويروس    

H   و I   براساس آناليزهاي انجام گرفته و مقايسه      . كنند  را شناسايي مي

ــشان داده شــده كــه  روش طراحــي شــده  ــا مطالعــات گذشــته ن ب

آغازگرهاي طراحي شده داراي رتبه بالاتر، بهتر و قادر به شناسـايي            

]. 11[هاي بيشتري نسبت به مطالعات گذشته هـستند           تعداد ژنوتيپ 

دليـل     معمول به  PCR-ELISA همچنين در اين تحقيق و در روش      

 ELISA سازي و   هاي اختصاصي در مرحله دورگه      استفاده از پروب  

يابـد و      معمول افزايش مي   RT-PCRويژگي روش نسبت به روش      

سازي نيازي به تعيين توالي محصول واكنش         بنابراين در مراحل بهينه   

  .براي تأييد تكثير قطعه مورد نظر وجود ندارد

 موجـب  بادي آنتيهمچنين حساسيت بالاي واكنش آنزيم و  

علاوه بـر   . ودش  ميافزايش حساسيت روش در مرحله شناسايي       

 همزمان كـردن تـشخيص دو       دليل  بهموارد ذكر شده، اين روش      

ي هـا   شعفونت ويروس از نظـر زمـان و هزينـه نـسبت بـه رو              

  داراي -ELISA PCRروش  . است داراي برتري    PCRمعمول  

  . را داردها هقابليت كمي شدن براي تعيين بار ويروس در نمون

تاندارد روش  هاي انجام گرفته و براساس پانل اس        طبق بررسي 

 كپي از ژنـوم ويـروس در هـر          50طراحي شده قادر به شناسايي      

] 11[اي كه در گذشته انجام شـده اسـت            در مطالعه . ليتر بود   ميلي

 كپـي در هـر      10روش طراحي شده داراي حـساسيت شناسـايي         

ليتر بـود كـه نـسبت بـه پـژوهش حاضـر داراي حـساسيت                ميلي

هاي  به شناسايي ژنوتيپبالاتري بود ولي روش طراحي شده قادر 

كـه    بـا توجـه بـه ايـن       . بيشتري نسبت به تحقيـق گذشـته اسـت        

هاي تشخيصي و باليني بر پايـه ژنـوم        حساسيت مناسب در روش   

ليتر در هر يـك از         كپي از ژنوم در هر ميلي      300ويروس، حداقل   

 است، بنابراين روش طراحي شده      HIV-1 و   HCVهاي    عفونت

  ].12[ در حد انتظار است داراي حساسيت قابل قبول و

  

  تشكر و قدرداني -5

و دانشگاه  البرزي استاد باليني شناسي ميكروب تحقيقات از مركز

اين طرح  تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي كه در انجام

  .شود اند، تقدير و تشكر مي پژوهشي حمايت علمي و مالي نموده
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