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   آمده با نتايج حاصل از روش كوباس آمپلي كوردست بهو مقايسه نتايج 
  ،5نژاد ، انوشيروان كاظم4اقي، محبوبه حاجي عبدالب3، مهدي فروزنده*2، فرزانه صباحي1دار سعيد عامل جامه

  9، فريدون مهبودي8، فرزانه برخورداري7نژاد مهرناز رسولي ،6رزيتا عدالت

  دانشجوي دكتري تخصصي ويروس شناسي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايرانـ 1
  دانشيار، گروه ويروس شناسي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايرانـ 2
  ، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايراندانشيار، گروه بيوتكنولوژيـ 3
   عفوني، مركز تحقيقات ايدز ايران، دانشگاه علوم پزشكي تهران، تهران، ايرانهاي دانشيار، گروه بيماريـ 4
  استاد، گروه آمار زيستي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايرانـ 5
  ن، ايرانفوق ليسانس ويروس شناسي، بخش ويروس شناسي انستيتو پاستور تهراـ 6
   عفوني، مركز تحقيقات ايدز ايران، دانشگاه علوم پزشكي تهران، تهران، ايرانهاي استاد، گروه بيماريـ 7
  ليسانس، بخش بيوتكنولوژي انستيتو پاستور، تهران، ايرانـ 8
  دانشيار، گروه بيوتكنولوژي، انستيتو پاستور تهران، ايرانـ 9

  
  15/12/86: پذيرش مقاله      22/8/86: دريافت مقاله

  چكيده
 سـنجش كمـي ويـروس نقـص     منظور بهسايبرگرين  با استفاده از رنگReal Time RT-PCR در اين تحقيق روش : هدف

  . شداندازي  راه(HIV-1)سيستم ايمني انساني نوع يك 
  ABI 7500 ويـروس بـوده و از دسـتگاه ترموسـايكلر    polاســـاس تـــكثير ناحيـه ژن     ايـن آزمايش بر: ها روشمواد و 

 با اين روش مطالعه شدند و سپس نتايج با آزمون تجارتي اسـتاندارد كوبـاس آمپلـي                  HIV-1 بيمار مبتلا به     26. استفاده شد 
  .مقايسه شد(COBAS Amplicor HIV-1 Monitor Test)  كور مونيتور تست

در هـر   HIV-1 RNA كپـي از  500 حـداقل  گيـري  انـدازه نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه اين روش قادر به : نتايج
از آنجايي  . خطي است ليتر   در هر ميكرو   ويروس   RNA كپي از    5×109-5علاوه بر اين، آزمايش در محدوده       . استليتر    يليم

.  درصـد محاسـبه شـد      100كه در هيچ كدام از افراد كنترل هيچگونه علامـت مثبتـي نـشان داده نـشد، ويژگـي ايـن روش                       
 شده و روش اسـتاندارد نـشان داد كـه همبـستگي بـسيار      اندازي ر بيماران با استفاده از روش راه  د HIV-1 كمي   گيري  اندازه

  .)R2=95/0(خوبي بين دو روش وجود دارد 
در يك وضـعيت هـشدار دهنـده در      در جمهوري اسلامي ايرانHIVاساس آخرين اطلاعات موجود، شيوع  بر: گيري نتيجه

 گيري  اندازهثرترين شاخص براي بررسي درمان بيماري است،        ؤپلاسمايي ويروس، م   از آنجايي كه سطح      .حال افزايش است  
 و انـدازي  در ايـن راسـتا راه  .  ابزار بسيار مهمي براي پيگيري فعاليت ويروس در افراد آلـوده اسـت             HIV-1سطح پلاسمايي   

ي آگاهي از وضـعيت درمـان    ابـزار منحصر به فـردي است كه به پـزشك براHIV-1 RNA گيري اندازه يها روشتوسـعه 
 SYBR-green Realدر ايـن تحقيـق روش  . كنـد   مـي  كمـك اند هدر بيماراني كه تحت درمان ضد رتروويروسي قرار گرفت

Time RT-PCR  سنجش كمي منظور به را HIV-1از آنجايي كـه در ايـن روش از   .  شداندازي  در بيماران آلوده راهRNA 
 در  5 ×109(حدوده شناسايي بالادست در اين روش بسيار بالاتر از روش اسـتاندارد بـود               استاندارد سنتز شده استفاده شد، م     

 ايـن اسـتاندارد مفيـد    - مانند موارد حاد بيماري-تري باشد بنابراين اگر نيازي به محدوده ديناميكي گسترده ). 5/7×105مقابل  
  . بررسـي شـد  (Inter assay) و بين سنجش (Intra assay)در اين تحقيق تكرارپذيري در سطح درون سنجش . خواهد بود
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 درصد بود   5/4 و   3از    آمده در آزمون تكرارپذيري درون سنجش و بين سنجش به ترتيب كمتر            دست  به Ctضريب تغييرات   
تواند جايگزين    شده، مي  اندازي  آمده روش راه   دست  بهبا توجه به نتايج     . دهد اين روش تكرارپذيري بالايي دارد       مي كه نشان 

  . باشدHIV-1اسبي براي روش استاندارد در سنجش كمي من
  

  ،Real Time RT-PCR ويـروس نقـص سـيـستم ايمنـي انـساني نـوع يـك، سـنجش كمـي بـار ويروسـي،           : كليدواژگان
COBAS Amplicor Monitor Test.  

  

  مقدمه ـ1
عفونـت ويـروس     طبق آمار وزارت بهداشـت، گـسترش ناگهـاني         بر

در  (Human Immunodeficiency Virus :HIV)نقص ايمني انـسان  
بوده و بنـابراين   ايران در دهة هشتاد هـمراه با روند رو به افزايش آلودگي          

كلان بهداشتي كـشور تلقـي      كنترل و مهار اين بيماري جزء مـسايل      
 هـاي   و اســتفاده از آزمـون      انـدازي   در ايـن راسـتا راه     . ]1[شود   مي

ولكـولي از اهميـت     ي پيـشرفته م   ها  روش تشخيصي سريع و دقيق و    
از يك طرف با تـشخيص    ها  روش اين   .است خاصي برخوردار شده  

 هاي آلوده، از گسترش عفونـت و ايجـاد بيمـاري           فراورده افراد و يا  
ــوگيري  ــيجل ــا   م ــد و از طــرف ديگــر ب ــدازهنماي ــري ان ــزان  گي مي

پـيش آگهـي     در افراد آلوده، ضـمن تعريـف   (Viral load)ويروس
 درماني بر طبق استانداردهاي جهاني را يها شروبيماري، استفاده از 

 هـاي    در سـال   HIVبررسي ميـزان ويـروس      . ]2،3[سازد   ميممكن  
متخصـصين    مـورد توجـه محققـين و       اي  ه بسيار گسترد  طور  بهاخير  

 تعداد  تعيينهاي جديد بر طبق دستورالعمل. عفوني قرار گرفته است   
ي بـراي   شاخـص عنـوان  بهنقص سـيستم ايمني،     ويروس RNAكپي  

 تــشخيص عـــفونت حــاد، پــيش بينــي احـــتمال انـــتقال ويــروس،
مــزمن   طـور   بـه پيشرفت بـيماري در بيمـاراني كـه         بيني ميزان  پيش

 ضـد رتروويروسـي     تـصميم به شــروع درمان    تأييدهستند،   آلـوده
(Antiretroviral Therapy) ــابي ــراي ارزي ــأثير و ســرانجام ب  و ت

  .]7-4[ كفايت درمان، استقبال شده است
 سنجش كمي كه در حـال حاضـر   يها روشيكي از جديدترين    

 تـشخيص   يهـا   روشمورد توجه بسياري از محققـين قـرار گرفتـه           
 هـاي  سيـستم .  اسـت (Real Time) در زمان واقعي PCRمحصول 

سـازند كـه بتـوان     مـي تشخيص در زمان واقعي، اين امكان را فراهم    
رخه تا چرخة بعـدي     مـيزان اسيد نوكلئيك تكثير شده طـي يك چ ـ      

ي مخـصوص  هـا  هيك روش ساده براي دسـتگا .  نمود گيري  اندازهرا  
دو  DNAسنجش در زمان واقعي، استفاده از رنگ ويژة اتـصال بـه             

ايـن رنـگ    . است I (SYBR Green I) ، به نام سايبرگريناي هرشت
و در حالـت     شـود  مـي  متـصل    اي  ه دو رشت  DNAهاي   به تمام رشته  

معـين سـاطع     لوئورسـانس را بـا طـول مـوج        اتصال يك عـلامت ف   

مقدار مـحـصول، رنـگ       و با افزايش   PCRدر طول واكنش    . كند مي
ميزان فلوئورسانس افـزايش خواهـد       بـيشتري مـتصل خواهد شد و    

تــوان طــي زمــان، از طريــق  مــيرا   بنــابراين مـــيزان تكثيــر.يافــت
  هر چـه تعـداد     .هر چرخه بررسي كرد     فلوئورسانس در  گيري  اندازه

هدف بيشتر باشد، افزايش قابـل توجـه در          كپي اولية اسيد نوكلئيك   
  .]8،9[شود  ميفلوئورسانس زودتر مشاهده 

   Real Time RT-PCRدر ايـــــن تحقيـــــق روش  

 (Real Time Reverse Transcriptase-PCR) سنجش كمي منظور به 
در ايـن   . اسـتفاده شـد    سيستم ايمني انساني نوع يك     نقص ويروس
ــهرگرين ســايب روش از ــوان ب  رنــگ فلوئورســانس و از دســتگاه عن

.  سيـستم شناسـايي اسـتفاده شـد    عنـوان  به ABI 7500ترموسايكلر 
از اين روش با نتايج حاصل از روش تجارتي          سرانجام نتايج حاصل  

  .كور مقايسه شد آمپلي استاندارد كوباس
  

  ها روشمواد و  ـ2
   ويروسيRNAگيري و استخراج  نمونه ـ1ـ2

 HIV-1 بيمـار مبـتلا بـه        26ات آماري انجـام گرفتـه       با مـطالع 
 بـيمارستان  واقع در   رفتاري هاي  كننده به مركز مشاوره بيماري     مراجعه

پـس از مـشاوره اوليـه و        .  فرد سالم مطالعه شدند    20امام خميني و    
 هـاي  نامه، نـمونه خون افـراد با اسـتفاده از ســرنگ         كـسب رضايت 

 يها روشدر افــراد آلــوده با    HIVعــفونت  . مخصوص تهيه شد  
 و (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay :ELISA) الايزا

   ويروســي بــا اســتفاده از كيــت RNA. شــدتأييــدوســترن بــلات 
High pure viral RNA) Rocheو بر طبق دسـتورالعمل  ) ، آلمان

  .مربوط استخراج شد
  

  آزمايش استاندارد كوباس آمپلي كور  ـ2ـ2
، با نام   HIV-1استاندارد براي سنجش كمي ويروس      روش تجارتي   

اين آزمايش بـر    . كوباس آمپلي كور، بر طبق دستورالعمل كيت انجام شد        
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 اسـتوار  gag HIV از ژن   P24 و تكثيـر ناحيـه       RT-PCRاساس روش   
ليتـر    كپي در هـر ميلـي      400 - 5/7×105اين آزمايش در محدوده     . است

  .محدوده معتبر استخطي است و نتايج سنجش ويروس در اين 
  

  انتخاب آغازگر ـ3ـ2
حساسيت و ويژگي جفت آغازگرهـاي اوليگونوكلئوتيـدي كـه          

اين آغازگرها در   . ]10[استفاده شد در مطالعه قبلي بررسي شده بود         
واكـنش تكثيـري بـا ايـن جفـت       .  قـرار دارنـد    pol HIVمنطقه ژن   

 ـ  . كنـد  مي جفت باز توليد     180آغازگر، محصولي به طول      ر محـل اث
 5´بـه ترتيـب بـه انتهـاي     Xba I  وHind III برشـي  هـاي  آنـزيم 

تـوالي آغازگرهـاي    . آغازگرهاي پايين دست و بالادست اضافه شـد       
  :بالادست و پايين دست عبارت است از

  
HIVPOL 4505: 5'- AACAGGGCAGGAAACAGC -3' 

HIVPOL 4686: 5'- TCTACTACTCCTTGACTTTGGGG -3' 

 

 (Plasmid)پلاسميد دركلون كردن قطعه هدف  ـ4ـ2

 pSPT19 رونويسي كننده 

 عنـوان   بـه  RNA هاي   بايد از مولكول   RNAبراي سنجش كمي    
اسـتاندارد كـه بـه صـورت     RNA  HIV-1. استاندارد استفاده كـرد 

از طـرف  .  تجارتي موجود هستند، هزينه بسيار بالايي دارند      هاي  پانل
. گيرنـد  مـي به راحتي در دسـترس محققـين قـرار ن        ها    ديگر اين پانل  

 HIV-1  ،RNA سنجش كل مقادير اسيد نوكلئيـك        منظور  بهبنابراين  
.  سـاخته شـد    In-house)(استاندارد در آزمايشگاه ويروس شناسـي       

 بـه داخـل يـك ناقـل     PCRاين استاندارد با كلون كـردن محـصول        
 آنـزيم   (Promoter) حاوي پرومـوتر (Cloning vector)كلونينگ 

SP6 RNA Polymeraseبه اين منظـور محـصول   . د تهيه شPCR 
، Clean up) MN با استفاده از كيـت تجـارتي   سازي پس از خالص

واكـنش بـرش   .  بريده شـد Xba I و Hind III هاي ، با آنزيم)آلمان
 انجـام  گـراد  سـانتي  درجـه  37 سـاعت در دمـاي   3آنزيمي به مدت   

محصول برش آنزيمي مجدداً بـا اسـتفاده از كيـت تجـارتي             . گرفت
Clean upپلاسميد.  تخليص شد pSPT19     نيـز بـا دو آنـزيم فـوق

 درصــد 8/0 آگــارزبــرش داده شــد و محــصول هــضم از روي ژل 
و پلاسميد برش داده شده توسـط  PCR سپس محصول . تخليص شد

. بـه هـم متـصل شـدند    ) ، آلمـان T4 DNA Ligase) BioLabآنزيم 
.  ساعــت در دمــاي اتـاق انجـام گرفـت           1واكنش الحاق بـه مـدت       

 DH5αـميد نوتركيــب حاصــل بــه بــاكتري اشرشــياكلي گونــه پلاســ

 شد و پس از تـكثير با استفاده از كيت استخراج  (Transform)منـتقل
ــاد   (QIA Filter Plasmid Mega Kit)پلاســميد در مقيــاس زي

)Qiagenاستخراج شد) ، آمريكا.  
  

   استانداردHIV-1 RNAتوليد  ـ5ـ2
 SP6/T7 in vitro  كيـت   استاندارد با اسـتفاده از RNAساخت 

Transcription  آوردن   دسـت   به منظور  به. انجام شد RNA     بـا طـول 
 نوتركيب  pSPT19يكسان و يكنواخت، پس از خطي كردن پلاسميد         

 SP6 RNA، واكـنش رونويـسي از روي پرومـوتر   Hind III با آنزيم

polymerase  37 ساعت و در دمـاي  1 موجود در پلاسميد به مدت 
  ميكرو 1اين واكنش رونويسي مشتمل بر      .  انجام شد  گراد  سانتيدرجه  

مــولار از مخلــوط    ميلــي200 پلاســميدي نوتركيــب، DNAگــرم از 
NTP ،30   واحـد آنـزيم SP6 RNA polymerase  20 و در حجـم 
 پلاسميدي با استفاده  RNA،DNAپس از سنتز . ليتر انجام شد ميكرو

 دقيقـه  30بـه مـدت    و گـراد  سـانتي درجه  37 در دماي DNase Iاز 
ــا اســتفاده از RNAغلظــت و خلــوص . حــذف شــد  توليــد شــده ب

 توليـد شـده بـا      RNAسرانجام تعداد كپـي     . اسپكتروفتومتر تعيين شد  
  . محاسبه شدRNAدانستن طول قطعه 

  

 Real Time RT-PCR بررسي تكرارپذيري واكنش ـ6ـ2

 شــده، ابتــدا انــدازي  بررســي تكرارپــذيري روش راهمنظــور بــه
 سريال از استاندارد توليد شده تهيه كـرده و تكرارپـذيري            هاي رقت

و همچنــين ) هــاي مختلــف و همزمــان در چاهــك(درون ســنجش 
  .بررسي شد) در روزهاي مختلف(تكرارپذيري بين سنجش 

  

 بـا اسـتفاده از روش       HIV-1سنجش كمـي     ـ7ـ2
SYBR-green Real Time RT-PCR.  

 SYBR-green Real Time RT-PCRبه اين منظور از كيـت  
)Qiagen واكـنش تكثيـر و آنـاليز اطلاعـات         . استفاده شد ) ، آمريكا

 بيمـار  26اين آزمـايش روي  .  انجام شد ABI 7500توسط سيستم
 غلظـت  5براي رسم منحنـي اسـتاندارد   .  انجام شدHIV-1آلوده به   

انتخـاب   )كپي در هـر ميكروليتـر      5×105-5(  استاندارد   RNAمختلف از   
نـش تــكثيري در حجـم           طبق دستورا . شد ميكروليتـر   25لعمل كيـت، واك

 Master)محلـول اصـلي    ليتـر از   ميكـرو 5/12انجام شد كه مـشتمل بـر   

Mix) ،5/0ليتر از محلول   ميكروRT (RT Mix) ،200 مـولار از هـر     نـانو
 سـريال  هـاي   استخراج شده يـا از رقـت   RNA ميكروليتر از10آغازگر و 
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RNA تـفاده بـراي           لازم به ذكر ا   .  استاندارد ست كـه آغازگرهـاي مـورد اس
نـش تكثيـري بـر طبـق       .  بودنـد  5΄بيماران فاقد محل آنزيمي در انتهاي        واك

 50واكنش نسخه برداري معكـوس در دمـاي         : الگوي دمائي زير انجام شد    
 Taq Polymerase آنـزيم  سازي  دقيقه، فعال30 به مدت گراد سانتيدرجه 

 دقيقـه  15 به مـدت  گراد سانتيرجه  د95 در دماي  (Hot start)شروع داغ
 50 ثانيـه،    10  بـه مـدت       گـراد   سانتي درجه   94:  چرخه شامل  40و سپس   

.  ثانيـه  35 به مدت    گراد  سانتي درجه   72 ثانيه،   30 به مدت    گراد  سانتيدرجه  
 بررســي منظــور بــههــاي تكثيــر، منحنــي دمــاي ذوب  در انتهــاي چرخــه

  .اختصاصي بودن قطعه تكثير يافته رسم شد
  

  نتايج ـ3
   درون پلاسميدPCRكلون كردن محصول  ـ1ـ3

 pSPT19رونويسي كننده 

 و نيـز پلاسـميد   PCR كـه قـبلاً اشـاره شـد، محـصول        طـور   همان
pSPT19هاي  با آنزيم Hind III و Xba I بريده شده و واكنش الحاق و 

  .  انجام شدDH5αمنتقل كردن آن به باكتري اشرشياكلي گونه 
  

ج پلاسـميد نوتركيـب، صـحت انجـام واكـنش           پس از اسـتخرا   
 180وجـود بانـد     .  شـد  تأييدو برش آنزيمي     PCRالحاق، با روش    

 جفت بازي 300و نيز باند ) 1شكل (PCR جفت بازي در محصول 
  دهنـده  نـشان ) 2شـكل   (Bam HIدر روش هضم آنزيمي با آنزيم 

  .موفقيت واكنش الحاق است

  

  سنجش كمي  منظور  به استاندارد   RNAتوليد   ـ2ـ3
HIV-1 RNA.  

هاي هم انـدازه،    RNAپس از خطي كردن پلاسميد نوتركيب و توليد         
 توليـد شـده     RNA بررسـي    منظور  به.  پلاسميدي انجام شد   DNAحذف  

شـد   ملاحظه آگارز، باند مربوط روي ژل  RNaseابتدا در شرايط عاري از      
بـه  سپس غلظت و خلوص آن با استفاده از اسـپكتروفوتومتر          ). 3شكل  (

 RNA.ليتر تعيين شد  توليد شده در هر ميكروRNA كپي از 1013مقدار 

 عاري از نوكلئـاز تقـسيم    (Microtubes)هاي  توليد شده در ميكرولوله
ــايع   ــتفاده در تانــك ازت م ــان اس ــا زم ــاي (شــد و ت درجــه  -196دم

  .نگهداري شد) گراد سانتي
  

 ژگي روشيـــو و تسيـاـابي حــسيـــارز ـــ3 ـــ 3
SYBR-green Real Time RT-PCR.  

 نـشان داده شـده اسـت آزمـايش در           4طور كه در شـكل       همان
حـساسيت  . خطـي اسـت   كپي در هر ميكروليتر      5×109- 5 محدوده

از آنــجايي   .  كـپي در هر واكنش بـود      5 آمده با اين روش،      دست  به
 استاندارد استفاده شد، تعـداد كپـي   RNAليتر از   مـيكرو10كه فقط   

كـدام از    از آنجايي كه هيچ   .  كپي محاسبه شد   500تر  لي  در واحد ميلي  
هاي سرم افراد سالم، علامت قابل شناسايي در آزمايش توليـد            نمونه

درصد محاسـبه  HIV-1 100نكردند، ويژگي اين روش در شناسايي    
   سـريال تهيـه شـده      هـاي    تكرارپـذيري روي رقـت     هاي  آزمون. شد
  .انجام شد) در هر ميكروليتركپي  5×109 -5 (

  .PCR با pSPT19  الحاق قطعه مورد نظر درون پلاسميد تأييد2شكل
  

 ؛DNA 1000bp نشانگر مربوط به 2چاهك   ؛PCRمحصولمربوط به    1چاهك  
  مربوط به كنترل منفي3چاهك 

  به كمك برشpSPT19 الحاق قطعه مورد نظر درون پلاسميدتأييد1شكل
  . Bam HI آنزيم        

  

 وجـود   تأييد  مربوط به  2چاهك   ؛ پلاسميد برش نيافته    مربوط به  1چاهك  
 مربـوط  3چاهـك   ؛bp 300 قطعه مورد نظر درون پلاسميد با خروج قطعه  

  DNA bp 1000 نشانگر به

3   2 1 

3  2  1 

bp 180  
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 منحني استاندارد
36 
  
32  
  
28  
  
24  
  
20  
  16  
  12  
  
8  
  
4  

 مربـوط1چاهك ،In vitro Transcription توليد شده به روش 3RNAشكل
  . مربوط به استانداردb300  باند مربوط به2چاهك  ؛RNA نشانگر به

ايـن منحنـي حاصـل.HIV-1 RNA منحني استاندارد سـنجش كمـي   4شكل
ه  ك ـ طـور   همـان .  مربوط به هر رقت اسـت      Ctلگاريتم رقتهاي سريال در مقابل      

 RNAاز ليتـر  در هر ميكرو كپي 5×109-5مشاهده مي شود، آزمايش در محدوده   
  ).R2 =997/0(خطي است 

 نشان داده شده اسـت ضـريب        2 و 1 هاي  طور كه در جدول    همان
بـين    آمده در آزمون تكرارپذيري درون سنجش ودست به Ctتغييرات  

 درصد  5/4 و   3 سريال به ترتيب كمتر از       هاي  سنجش براي تمام رقت   
  .دهد اين روش تكرارپذيري بالايي دارد بود كه نشان مي

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  
  
  
  
  
  
  

  
  

  
  

  
  

  

ــل از روش   -3-4 ــايج حاصـــ ــسه نتـــ    مقايـــ
SYBR-green Real Time RT-PCRو روش  

  HIV-1استاندارد روي بيماران مبتلا به 
 5حـداقل   .  بيمار آلوده انجام شـد     26 در   HIV-1سنجش كمي   

 منظور  به) كپي در هر ميكروليتر    5-5×105(غلظت مختلف استاندارد    

 بيمـار در    20ي در   بـار ويروس ـ  . رسم منحني استاندارد انتخاب شـد     
 بيمار هيچ 6بود و كپي در هر ميكروليتر  609-27×104محدوده بين 

ــي      ــداد كپـ ــد و تعـ ــشان ندادنـ ــايي نـ ــل شناسـ ــت قابـ   علامـ
HIV-1 RNAدر نظـر  كپـي در هـر ميكروليتـر     500كمتر از ها   آن

 تكثيريافتـه بـا     هـاي   اختصاصي بودن محصول  ). 5شكل  (گرفته شد   
هـا   اختصاصي محصول) peak(ك   پي .رسم منحني ذوب بررسي شد    

  ).6 شكل(  نشان داده شدگراد سانتي  درجه 80در دماي
  
شـود   طور كه ملاحظـه مـي      همان. نتيجه آزمون تكرارپذيري درون سنجش     1جدول

 درصـد   3كمتـر از     هـاي سـريال     آمده براي تمام رقت    دست  به Ctضريب تغييرات   
  .ارددهد اين روش تكرارپذيري بالايي د است كه نشان مي

  

 HIV-1تعداد كپي

RNA  در واحد 
  ميكروليتر

 انحراف معيار Ctميانگين مقادير 
ضريب تغييرات 

(%) 

109 × 5 18/7 6/0 6/2 

108 × 5 97/10 4/0 5/1 

107 × 5 85/14 28/0 9/1 

106 × 5 51/17 42/0 1/2 

105 × 5 29/20 53/0 6/2 

104 × 5 67/23 13/0 5/0 

103 × 5 38/27 20/0 73/0 

102 × 5 17/31 48/0 5/1 

101 × 5 41/33 37/0 8/1 

5 15/37 68/0 0/1 

 
شـود   طـور كـه ملاحظـه مـي       همان. نتيجه آزمون تكرارپذيري بين سنجش     2جدول

درصـد   5/4كمتـر از     هاي سريال   آمده براي تمام رقت    دست  به Ctضريب تغييرات   
  .دهد اين روش تكرارپذيري بالايي دارد است كه نشان مي

  

  HIV-1 RNAتعداد كپي
  در واحد ميكروليتر

ميانگين 
 Ctمقادير 

انحراف 
 معيار

ضريب 
 (%)تغييرات 

109 × 5 4/7 6/0 5/1 

108 × 5 56/10 1 1/2 

107 × 5 35/14 9/0 4/2 

106 × 5 29/17 73/0 1/3 

105 × 5 63/20 85/0 1/4 

104 × 5 65/23 09/0 38/0 

103 × 5 4/27 17/0 62/0 

102 × 5 82/30 9/0 92/2 

101 × 5 20/34 1/1 51/2 

5 72/36 73/0 9/1 

2 1 

300 
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 نـشان داده Real Time RT-PCRهاي تكثيـر بيمـاران در آزمـايش منحني5لشك
سـاطع شـده بـا افـزايش         شود ميزان فلورسـانت    طور كه مشاهده مي    همان. شده است 

 . افزايش يافته استPCR هاي واكنش  مقادير محصولات طي چرخه

در ايـن منحنـي اختـصاصي بـودن محـصولات در.   آنـاليز منحنـي ذوب     6شكل
دمـاي ذوب محـصولات   .  بررسـي شـده اسـت    Real Time RT-PCR واكـنش 
  .گراد است درجه سانتي  80واكنش، 

40 35 30  25  20  15 10 5 0 
  شماره چرخه
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R-Square = 0.95

 وSYBR-green Real Time RT-PCR  بررسي همبستگي بـين روش  7شكل
 بيمـار بـه     26دو روش روي     نتايج حاصل از  . روش استاندارد كوباس آمپلي كور    

مطالعات آماري نشان داد كه بـر اسـاس         . صورت لگاريتمي نشان داده شده است     
 ).R2 =95/0(بين دو روش وجود دارد  ، همبستگي بسيار خوبي R2شاخص

 00 /5  00 /4 00/3 

00/5 

00 /4  

00 /3 

  
  
  
  
  
  

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  
  
  
  
  
  

  
  

  
  
  
  
  
 SYBR-green Realمنظـور بررسـي همبـستگي بـين روش      به

Time RT-PCR  و روش استاندارد كوباس آمپلي كور نتايج حاصـل 
ري نـشان   مطالعات آمـا  .  بيمار با هم مقايسه شد     26از دو روش روي     

همبـستگي بـسيار خـوبي بـين دو روش      R2 داد كه براساس شاخص
  ).7شكل ) (R2 =95/0(وجود دارد 

  بحث ـ4
 2006هاي سازمان جهاني بهداشت در سـال   اساس آخرين گزارش  بر

يـلادي، اپيـدمي    در يـك وضـعيت     در جمهـوري اسـلامي ايـران   HIVم
 ـ     . در حال افزايش است    اي  ههشداردهند  66000الغ بـر    طبق اين گـزارش ب

يـن        1600نفر در ايران به ايدز آلوده هستند و تا كنون             نفر به علت ايدز از ب
 اخيـر  هـاي   و پيشرفتHIVاز آنجايي كه تعداد افراد آلوده به . ]1 [اند هرفت

 درمان در حال افـزايش اسـت، ارزيـابي آزمايـشگاهي و             هاي  در استراتژي 
 از HIV بــه عفونــت بيمــاران مبـتـلا (Monitoring) وضــعيت آگــاهي از

 هـاي  در طول دهه گذشته تلاش .]3[اهميت بيشتري برخوردار شده است      
يـدهاي              مالي و علمي قابل توجهي در توسعه تكنولوژي شناسايي كمـي اس

منجـر بـه فـراهم     هـا  روشاستفاده از اين . كار گرفته شده است  نوكلئيك به 
هـاي   مـون شدن سطوح بالاتري از حساسيت و ويژگي نسبت بـه سـاير آز    

 بـسيار   طـور   به اخير   هاي  بررسي ميزان ويروس در سال    . معمول شده است  
اين . اي مورد توجه محققين و متخصصين عفوني قرار گرفته است          گسترده

روش حساسترين آزمـون آزمايـشگاهي بـراي پيگيـري نمـودن پيـشرفت         
مــطالعات  . ]2[عفونت و بررسي پاسخ به درمان ضد رتروويروسي است          

يـر ن ــلاسمايي   اخـ ، HIV-1 RNAــشان داده است كه بين ســـطوح پـ
ــيماري ارتبـاط مـستقيمي وجـــود دارد              . مــراحل و پيشرفت بــاليني بـ
ــروسي، ابـزار         ن تعيـين دقيـق ســطــوح پلاســـمايي ويـ  عــلاوه بر ايـ

 HAART درمـان تركيـب  تـأثير  بررسـي  منظـور  بـه اســاسي اسـت كــه    
(Highly Active Anti-Retroviral Therapy) در بيمــاران آلــوده بــه 

HIV-1  كند كه آنـاليز     از طرف ديگر شرايطي را فراهم مي      . شود   استفاده مي
دقيق شكـست درمـان كـه ناشـي از ظهـور مقاومـت بـه داروهـاي ضـد                   

  .]4، 3[رتروويروسي است، انجام شود 
 RNA مختلفي بـراي سـنجش كمـي         يها  روشدر حال حاضر    

HIV-1ـــبـــــاليني هــاي   در نـمـــــونه ــه اســــتت  از. وسعه يافت
   NASBAو RT-PCR ، (branched DNA) bDNA: جــــمله

(Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) .   هـر يـك
در اين . اند به صورت تجارتي در دسترس قرار گرفته  ها  روشاز اين   
 PCRميزان محصولات پس از يك تعداد چرخـه ثـابتي از             ها  روش
 تجـارتي هزينـه بـسيار       هـاي   متأسفانه اين كيت  . شود مي گيري  اندازه

ي هـا   هدر توان مالي بسياري از آزمايشگا     ها    بالايي دارند كه خريد آن    
علاوه بر اين، در دسـترس      . تشخيص طبي و مراكز تحقيقاتي نيست     

  .]6[كند  ميهاي زيادي ايجاد  نيز محدوديتها  قرارگيري آن
  SYBR-green Real Time RT-PCRدر تحقيق حاضـر روش 

.  شـد  انـدازي    در بيماران آلوده راه    HIV-1 سنجش كمي    منظور  بهرا  
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نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه اين روش قادر به شناسـايي              
 ويروسي در پلاسـماي آلـوده اسـت و بنـابراين            RNA كپي از    500

  .حساسيتي در حد روش استاندارد دارد
 كمي بـار ويروسـي   به دنبال اهميت پيدا كردن و ارزش سنجش      

HIV-1            در كنترل و آگاهي از وضعيت درمان بيماران، مهم است كه 
 در سطح تكرارپذيريدر اين تحقيق  . نتايج، دقيق و تكرار پذير باشد     

ــين ســنجش بررســي شــد  ــذيري درون . درون ســنجش و ب تكرارپ
سنجش، خطاي كاربر در اسـتفاده از سـمپلر و نيـز خطـاي كـاليبره                

ــودن ســمپلر را بر ــيرســي نب ــد م ــه  . كن ــن در صــورتي اســت ك اي
هـا و    تكرارپذيري بين سنجش، خطـاي آزمايـشگاه اعـم از دسـتگاه           

 و افت آنزيمي    RNAها، مواد، ماندگاري و پايداري       كاليبره بودن آن  
مطالعه روي مقالات متعدد نشان دهنده آن . كند ميواكنش را بررسي 

 5كمتر از است كه ضريب تغييرات براي تكرارپذيري درون سنجش 
درصد، نشان  10درصد و نيز براي تكرارپذيري بين سنجش كمتر از          

دهنده تكرارپذير بودن مناسب يك آزمايش است كه براي روش مـا            
  . درصد بودند1/4 و 6/2به ترتيب كمتر از 

 SYBR-green Real Time RT-PCR كلـي روش  طـور  بـه 
پيـشنهاد  اندازي شده در ايـن تحقيـق مزايـاي بـسيار مناسـبي را                راه
  :كند كه عبارت است از مي

1- RNA     تجـارتي موجـود     هـاي   هاي استاندارد كه به صورت پانل 
نيز ها  هستند، هزينه بسيار بالايي دارند و از نظر در دسترس قرارگيري آن           

علاوه بر اين، به علـت      .  بسياري گريبانگير محققين است    هاي  محدوديت
د، محدوده شناسايي بالادست  سريال كه از كاليبراتورمان تهيه شهاي رقت

(Upper limit of quantification)    در آزمون حاضـر بـسيار بـالاتر از 

بنابراين اگر نيازي بـه     ). 5/7×105 در مقابل    5 ×109(روش استاندارد بود    
 مانند مـوارد  - تري باشد  گسترده (Dynamic range)محدوده ديناميكي

  .د كاليبراتور ما مفيد خواهد بو-حاد بيماري
 SYBR-green Real Time مطالعات آماري و مقايسه روش -2

RT-PCR         بيمار نـشان   26 با روش استاندارد كوباس آمپلي كور روي 
 آمده از دو روش وجود دست بهداد كه همبستگي قابل قبولي بين نتايج 

تواند جايگزين مناسبي بـراي        شده مي  اندازي  دارد و بنابراين روش راه    
  . در بيماران آلوده باشدHIV-1سنجش كمي روش استاندارد در 

 بـه انجـام مراحـل بعـد از     Real Time از آنجـايي كـه در روش   -3
  نياز نيست، علاوه بر كاهش هزينـه       (Post-Amplification) تكثير   فرآيند

شـود، بـه       تكنيكي كه منجر به پاسخ مثبت كاذب مي        هاي  ها، انتقال آلودگي  
 دقيـق مراحـل اجـراي آزمـايش         همچنين امكان بررسـي   . رسد  حداقل مي 
يي كه توانـايي مـالي      ها  ه از اين گذشته، اين روش در آزمايشگا       .وجود دارد 

  . تجارتي استيها روشبالايي دارند، جايگزين بسيار خوبي براي 
 راهنمـاي   عنوان  بهتواند   مي شده در اين تحقيق      اندازي  روش راه 

گـاهي از    در كودكان و نيز آ     HIVمفيدي در تشخيص اوليه عفونت      
در .  درمـان تركيبـي بيمـاران آلـوده باشـد          تـأثير وضعيت كفايـت و     

 راهنمـاي   منظـور   بـه بسياري از كشورها با استطاعت مالي محـدود،         
ــلول  ــمارش س ــان، ش ــري درم ــاي تجــويز دارو و پيگي  +T CD4ه

 بـه   HIV-1 بار ويروسي    گيري  اندازهرسد ولي از     مي نظر  بهضروري  
 ايـن   اندازي  هر حال با راه   در  . شود ميخاطر هزينه بالا چشم پوشي      

روش و قيمت نـازل آن، محققـان حاضـر معتقدنـد كـه ايـن روش              
 مقـاوم بـه     هـاي   تواند حداقل به خاطر ممانعت از ظهور ويروس        مي

  .درمان بخشي از آگاهي از وضعيت درمان را بر عهده بگيرد
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