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براي تشخيص عفونت  Visual DNA Chip طراحي و استفاده از روش
  (HIV-1) ويروس نقص ايمني اكتسابي

  5، عبدالوهاب البرزي4، فرزانه صباحي3، منوچهر رسولي∗2، مهرداد روانشاد1جواد دوزنده

   تهران، ايران علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، ويروس شناسي، دانشكده، گروه كارشناسي ارشدآموخته دانش –1
  ، تهران، ايران گروه ويروس شناسي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس،استاديار -2

  ، شيراز، ايران گروه ايمني شناسي، مركز تحقيقات باليني ميكروب شناسي استاد البرزي، دانشگاه علوم پزشكي شيراز،مربي -3 
  ، تهران، ايرانزشكي، دانشگاه تربيت مدرس گروه ويروس شناسي، دانشكده علوم پ،دانشيار -4
  ، شيراز، ايران استاد، مركز تحقيقات باليني ميكروب شناسي استاد البرزي، دانشگاه علوم پزشكي شيراز-5

  19/9/86: پذيرش مقاله      29/3/86: دريافت مقاله

  چكيده
) AIDS(نقص ايمني اكتـسابي انـساني   كننده نشانگان   ، عامل ايجاد  )HIV-1( ويروس نقص ايمني اكتسابي نوع يك        :هدف
انتقـال بيمـاري از     . هاي مشكوك مدركي جهت تشخيص عفونـت اسـت           در نمونه  HIV-1  ويروس ژنباشد و تشخيص      مي

اين، نياز مبرمي براي     علاوه بر . شود  طريق انتقال خون در دورة پنجره در مراكز انتقال خون، يك معضل جهاني محسوب مي              
ها، مراكز بهداشتي و در  قبل از ظهور پادتن در بدن فرد آلوده در بيمارستان       HIV-1 يق عفونت تشخيص سريع، حساس و دق    

  .نوزادان متولد شده از مادران آلوده وجود دارد
نـشانگر   و روش و سيـستم  RT-Nested PCRبـا كمـك   DNA ويــژوال   تراشهساس ـ روش سريع و ح:هامواد و روش

آمـدن   دسـت  به  و اطمينان ازRT-Nested PCRاندازي روش ابتدا پس از طراحي و راهدر . سوبسترا بكار گرفته شد -آنزيم
محـصول  . ژنين، روش ياد شـده طراحـي گرديـد       دار شده و با ماده ديگوكسي        نشان dNTPمحصول مورد نظر، با استفاده از       

ن متصل گرديده بود، تحت شـرايط    به آ  كاوشگر، كه از قبل مراحل آماده سازي آن انجام شده و            تراشهآمده بر روي     دست  به
ژنين كه با آنزيم آلكـالين فـسفاتاز، كونژوگـه    ، با آنتي بادي ضد ديگوكسيتراشهپس از شستشوي    .  قرار گرفت  هيبريداسيون

 توليـد رنـگ ارغـواني،       .واكنش انجـام گرفـت     BCIP/NBT شده بود نزديك كرده و پس از شستشو، در حضور سوبستراي          
 .باشد و عدم تغيير رنگ مبني بر منفي بودن آزمايش است  ويروسي در آن نمونه ميژنمايش و حضور نشانه بر مثبت بودن آز

 شـده منفـي،   تأييـد  نمونه سرمي 20و ) ايدز، علامت دار و بدون علامت     ( نمونه سرمي از مراحل مختلف عفونت        35 :نتايج
د مثبت رنگ ارغواني مشاهده گرديد، ضمن اينكه        در تمام موار  . آوري شد و با روش ياد شده مورد بررسي قرار گرفت            جمع

  .در هيچ كدام از موارد منفي رنگي مشاهده نشد
 در اين پژوهش، مشاهده گرديد روش طراحي شده، داراي حـساسيت و اختـصاصيت بـالايي بـراي تـشخيص                     :گيري نتيجه

از تغييـرات سـرمي و ظهـور پـادتن          توان حتي قبل       ويروسي را مي   ژنرسد كه     به نظر مي  . باشد   مي HIV-1عفونت ويروس   
علاوه بر آن در نوزادان متولد شده از مادران آلـوده  . تر كرد   اي عفونت را كوتاه     توان دوره پنجره    تشخيص داد و از اين رو مي      

ه تـوان اسـتفاد     هاي تشخيص پادتن و سرولوژي فاقد ارزش است و بنابراين از اين شيوه مـي              ها روش   به دليل انتقال مادري پادتن    
  .هاي سرمي مثبت با بار ويروسي خيلي پايين هم قابل تشخيص است همچنين در اين روش به دليل حساسيت بالا، نمونه. نمود

  

  HIV، RT-Nested PCR ،.Visual DNA Chip :كليدواژگان

    

 E-mail: ravanshad@modares.ac.ir         14115-331: پستيشناسي، صندوق تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، گروه ويروس: نشاني مكاتبه*

dalimi4@yahoo.com 

  مجله علوم پزشكي مدرس
  16-9از : 1، شماره 10دوره 
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  جواد دوزنده و همكاران    ...  براي Visual DNA Chipطراحي و استفاده از روش 
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١٠ 

   مقدمه- 1

ــروزه ويــروس نقــص ايمنــي اكتــسابي نــوع يــك         ام

(Human Immunodeficiency virus Type-1: HIV-1) 
. تبديل به يكي از مهمترين معضلات بهداشتي دنيا شده اسـت          

هاي اخير و گـسترش آن در  شيوع فزاينده اين ويروس در سال  

كشورهاي در حال توسعه و ارتباط مستقيم و غيـر مـستقيم آن     

با فقر، اعتياد، فـساد، و فحـشا، آن را تبـديل بـه يـك معـضل                  

 باعث شده  بهداشتي، اجتماعي و سياسي كرده است كه اين امر        

دنبال راهي براي      نه تنها محققان و پژوهشگران علم پزشكي به       

هـاي    برون رفت از اين معضل باشند، بلكه تلاشـگران عرصـه          

اجتماعي و سياستمداران را هـم بـه تكـاپو واداشـته اسـت تـا                

نوعي جامعه را از خطرات اين بيماري خانمان برانـداز آگـاه              به

  ].1،2[ اين بيماري پيدا كنند كرده و راهي براي توقف و كنترل

اگر چه هنوز درمان قطعي و يا واكسني براي ايـن بيمـاري     

طراحي نشده است، ولي تشخيص اين بيماري در مراحل اوليه          

 دفاعي مناسب همـوار      كار تواند راه را براي شروع يك ساز        مي

تر شدن عمر ايـن بيمـاران و همچنـين          سازد كه باعث طولاني   

از اين رو در حـال  .  به افراد مستعد سالم شودمانع از انتقال آن   

حاضر تشخيص سريع بيمـاري در مراحـل اوليـه يـك هـدف              

عمده براي اكثر پژوهشگران و مراكز تحقيقاتي معتبـر در ايـن            

  .]3-1 [باشد عرصه مي

هاي متعددي براي تشخيص اين بيماري بكار       امروزه روش 

تــرين روش جهــت تــشخيص ايــن متــداول. شــود گرفتــه مــي

خيص ـوژيك رايج و تش   رولـهاي س   تفاده از روش  ـويروس، اس 

ــد روش  ــصاصي، ماننـــــ ــادتن اختـــــ ــزا پـــــ    الايـــــ

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay: ELISA) 
 عفونــت تأييـد منظـور    بـراي غربـالگري و وسـترن بـلات بـه     

  ].4،5[باشد  مي

ها از قدرت تشخيصي بـالايي برخـوردار        گرچه اين روش  

 به گسترش سريع بيماري و با علم به اينكه          هستند، اما با توجه   

    داراي دوره پنجــرهالايــزاهــاي تــشخيص پــادتن در ارزيــابي

  

(Window period)اي بكار برده  باشد، لازم است تا شيوه  مي

تر كند و هم قادر باشـد    شود كه هم بتواند دوره پنجره را كوتاه       

اني هاي درم ـ  ويروس را كه جهت طرح     ژنمقادير بسيار كم از     

از . اي برخـوردار اسـت، تـشخيص دهـد      العـاده از اهميت فوق  

شود،  هاي اخير از آن استفاده فراواني مي      هايي كه در سال   روش

  ].6،7[باشد  مي  DNAتراشه روش

توانـد    در اين پژوهش روشي بكار گرفته شده است كه مي         

 اسـتفاده نمايـد،     DNAتراشـه   از فناوري پيشرفته و قدرتمنـد       

هـاي گـران   ، با توجه به حـذف لـوازم و دسـتگاه         افزون بر اين  

تواند در آينده در مراكز تشخيصي باليني و پژوهشي           قيمت، مي 

ضـمن اينكـه روش حاضـر داراي        . اين شيوه اسـتفاده كـرد      از

 ژنكه قادر است ميـزان        طوري  باشد، به   حساسيت بالايي نيز مي   

 حتي تا يك پيكوگرم، را نيز تشخيص دهد و بـه ايـن              ويروسي،

انـد   ها ساخته نشده ترتيب دوران پنجره عفونت را كه هنوز پادتن  

  .]8،9 [تر كند و در طي آن عفونت قابليت انتقال دارد، كوتاه

  

  هامواد و روش -2

 (Primer)آغازگر طراحي  -2-1

 ژن تـوالي هاي انجام گرفته و با توجه به ثابت بودن         مطالعه

gag   هاي مختلف ويـروس        در بين ايزولهHIV ن يـاد شـده     ، ژ

 آغازگرهـاي .  آمـد  دست  بهبانك ژن    مربوط از    تواليانتخاب و   

، بـا   كاوشـگر خارجي و داخلي تكثير كننده قطعه مورد نظـر و           

 طراحي و Gene Runner آغازگراستفاده از نرم افزار طراحي 

  مورد اسـتفاده قـرار  Nested PCRانتخاب شد تا براي روش 

منظــور   صي بــه اختــصاكاوشــگرعــلاوه بــر آن، يــك . گيــرد

، طراحي و بـراي     تراشهتشخيص محصول مورد نظر در سطح       

 ده نوكلئوتيـد تيمــين و  5´، در ناحيـه  كاوشـگر  تـوالي انتهـاي  

سپس با  ). 1جدول  ( طراحي گرديد    (Biotin) مولكول بيوتين 

 و با توجه به محل اتصال آنهـا، طـول           آغازگرهااستفاده از اين    

 جفـت بـاز و بـراي دور       330قطعه تكثير يافته بـراي دور اول        

  . جفت باز بدست آمد249دوم، 
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  HIV-1 براي تشخيص ويروس كاوشگر خارجي، داخلي و آغازگرهاي دو جفت توالي 1جدول 

25n GAG AGA TGG GTG CGA GAG CGT CAG T F1 

25n TGT TTT GCT CTT CCT CTA TCT TGT C R1 

18n TGG GAG AGC GTC AGT ATT F2 

19n AGG GTT GCT ACT GTA TTA T R2 

28n TTTTTTTTTTTGCGAGAGCGTCAGTATT كاوشگر 

  

   DNAتراشهسازي   آماده-2-2
  آويــديناســترپ  تراشــه ســوپرهــاي موســوم بــه اســلايد

(Super Strepavidin Chip) ركتـاز ش ـ Arrayit   ،آمريكـا
 (Streptavidin) آويـدين تربـاس ـود داراي   ـطح خ ـ ـكه در س  

اي ـتفاده در تاريكي و دم ـ    ـان اس ـتا زم ريداري و   ـباشند، خ   مي
تفاده، ـنگام اســـبــه هــ. انتيگراد نگهــداري شــدـ درجــه ســ4

 5´سمتـكه در ق  (ولكول بيوتين   ـدار شده با م     انـ نش گرـكاوش
افر ـتفاده از بـــــرا بــــا اســــ) آن متــــصل شــــده اســــت

NaHCo3/Na2Co3 500 mM )9 (pH=هـا   لايدـدر سطح اس
وچك دردار ـحفظه كـــريختــه شــد؛ ســپس آن را بــه يــك مــ

 سـاعت   16 تا   12وبت منتقل كرده كه     ـختصري رط ـاوي م ــح
پس از آن اسلايدها را با بافر شستـشو        . در آن نگهداري گرديد   

]5/7 pH= بـافر [(Tris-Nacl-Tween 20 buffer) TNT 

  . شسته و براي مرحله بعد مورد استفاده قرار گرفت
  

  ويروسي RNAآوري نمونه، استخراج     جمع -2-3
  رونويسي معكوسو مرحله 
 مثبت از بيمارستان امام خمينـي       HIV-1هاي سرمي     نمونه

هاي انستيتو پاستور ايران از بيمـاران مبـتلا     تهران و بانك نمونه   
ــه شــد   ــدون علامــت تهي ــدز، داراي علامــت و ب ــه اي  140. ب

 ويروسـي اسـتفاده و      RNAميكروليتر از سرم براي اسـتخراج       
بـه  اسـتخراج   . انتيگراد منتقـل شـد     درجه س  -70 بقيه به فريزر  

 انجـام  (QiagenTM) ويروسـي  RNA كيـت اسـتخراج     وسيله
منظور انجـام مرحلـه        استخراج شده بلافاصله به    RNA. گرفت

  . بكار برده شدرونويسي معكوس

 ميكروليتـر  6 ويروسي به همـراه  RNA ميكروليتر  5در ابتدا   
آنتـي  صي  اختـصا آغـازگر   ميكروليتر1آب مقطر، دوبار تقطير و     

 لولـه در يـك    ) مـولار  ميلـي  10با غلظت    ((Antisense)سنس  
 وارد كرده سپس به دستگاه ترموسايكلر       (Eppendorf)اپندورف  

(Master cycler gradient, Eppendorf)   انتقـال داده و بـه 
گراد قـرارداده شـد؛ در    درجه سانتي70 مدت پنج دقيقه در دماي

ــا اضــافه كــردن   ــزيم  ميكرولي4مرحلــه بعــد ب ــافر آن  RTتــر ب
(Reverse Transcriptase) (FermentasTM) ،20  واحــد 

ــزيم  ــزيم  RT )(FermentasTM 20آنـ ــد آنـ  RNasin واحـ
)(FermentasTM اكــــسي   مخلـــوط دي  ميكروليتـــر از 2 و

به  (dATP, dTTP, dCTP, dGTP, Cinnagen) نوكلئوتيد
ه مولار، حجم نهايي را بميليMgCl2 5/1 همراه يك ميكروليتر

 ميكروليتر رسانيده و به دستگاه ترموسايكلر منتقل گرديد و          20
سـانتيگراد و يـك     درجـه  37پنج دقيقه در دمـاي      در اين مدت    

با پايان يافتن زمـان     . گراد قرارگرفت  درجه سانتي  42ساعت در   
عنـوان الگـويي بـراي مرحلـه          ساخته شده، به   cDNAواكنش،  

  .بعد استفاده گرديد
  

  اي پليمراز واكنش زنجيره-2-4
 X1 بـافر  ميكروليتـر حـاوي   25 در حجم PCRدور اول 

PCR   مــولار  ميلــي2وMgCl2ــه همــراه ــر از  2  ب ميكروليت
cDNA   ،ــو ــوان الگ ــه عن ــر از 25/1 ب ــايميكروليت  آغازگره

ــي10( ــولارميل  dNTPs  22/0 مخلــوط،JDF1 ،JDR1) م
 و  (Cinnagen) پليمـراز    Taqمولار، يـك واحـد آنـزيم        ميلي

 به سطح آن اضافه كرده و در         روغن معدني  يك قطره درنهايت  
  :دستگاه ترموسايكلر تحت شرايط ذيل منتقل گرديد
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١٢ 

 درجـه بـه مـدت    94: چرخه 35 دقيقه، 5 درجه به مدت  94
 35 درجـه بـه مـدت        72 ثانيـه و   35 درجه به مدت     54 ثانيه،   35

 نهـايي  (Elongation) طويل سـازي    ثانيه و سرانجام يك مرحله    
پس از پايان زمان واكنش، محصولات دور اول         . دقيقه 5به مدت   

را به ميزان    
64
 رقيق كرده و بـه عنـوان الگـويي بـراي دور دوم          1

  : مواد و شرايط دور دوم به قرار زير است. استفاده گرديد
 ميكروليتـر  MgCl2 ،2مولار  ميليX15/1PCR  ،5/1 بافر

 آغازگرهـاي كروليتر از  مي25/1ازمحصول رقيق شده دور اول،  
 dNTPs 2/0 وطـمخلــ، JDF2 ،JDR2) ولارـمــيـميلــ10(

ــي ــزيم  ميلــ ــد آنــ ــراه يــــك واحــ ــه همــ ــولار و بــ   مــ
Taq DNA Polymerase  ميكروليتـري  200 لولـه را در يك 

 بـه سـطح آن       روغن معدني  اپندورف، مخلوط كرده، يك قطره    
  :اضافه گرديد، سپس دور دوم با برنامه ذيل ادامه داده شد

   درجه به مدت94: چرخه 30 دقيقه، 5درجه به مدت  94

 30 درجـه بـه مـدت    72 ثانيه،  30 درجه به مدت     44 ثانيه،   30
گراد براي مرحلـه     درجه سانتي  72 دقيقه در    5 نهايت   ثانيه و در  

  . نهاييسازي طويل
  

   ژل الكتروفورز-2-5
يكروليتر ــ ـحصول دور دوم را با يـك م       ـيكروليتر از م  ـ م 10

خلوط كـرده و    ـ، م X6 (FermentasTM)ذاري  ـگمونهـنافر  ـاز ب 
ــ ــ5/1ارز ـروي ژل آگـ ــد ـ درصـ ــديوم برومايـ ــاوي اتيـ  د حـ

(Ethidium bromide)پــس از آن، ژل بــه تانــك .  بــرده شــد
 منتقـل گرديـد و      X1 TBE (Tris-borate-EDTA) حاوي بـافر  

با پايـان يـافتن     .  ولت قرار گرفت   80به مدت يك ساعت در ولتاژ       
تـــرانس ايلومينـــاتور  ش ژل را بـــه دســـتگاه  زمـــان واكـــن 

(Transilluminator)   ــعه ــا اش ــال داده و ب ــنفش   انتق ــاوراي ب م
(Ultraviolet: UV) 1شكل ( مشاهده و تصوير آن ثبت گرديد.( 

  
  

  Nested PCRمربوط به محصول واكنش  1شكل

   وزنينشانگر :7اهك ــچ؛ Nested PCRشخيص با روش ـت ثبت قابلـهاي م مونهـ ن:9  و8، 6 ،5، 3 ،2 ،1اهك ــچ
 DNA  Ladder Mix)شركت ، (Fermentas تـشخيص ير قابلـثبت غــهاي م مونه نــ:12 و 11، 10، 4اهك ــچ؛  

   كنترل منفي:13چاهك ؛ Nested PCRروش  با 
  

ــره-2-6 ــنش زنجي ــا  واك ــراز ب  dNTPsاي پليم
  ژنيندار شده با ديگوكسي نشان

پس از اطمينان از حصول جواب مورد نظر و مشاهده باند           
  مخلـوط  مورد نظر روي ژل آگارز، براي انجام ادامه واكنش از         

dNTPs ژنين ديگوكسي حاوي (Digoxigenin-11-dUTP)   
  

در اين  . استفاده شد و مجدداً همان شرايط پيشين تكرار گرديد        
ز  آمــد، ادسـت  بـه مرحلـه محـصولي، كـه در انتهــاي واكـنش     

از .  هم در ساختمان آن بهره گرفته شـده اسـت          ژنينديگوكسي
 دسـتگاه ژل داك تـصوير   بـه وسـيله   آمـده هـم     دست  بهنمونه  

  ).2شكل (مشاهده و ثبت گرديد 
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  هاي بيماران با  نمونه :3- 1هاي  چاهك  نشاندارdNTPتفاده ازـ در دور دوم با اسPCRحصول نهايي واكنش ـمربوط به م 2شكل                              
   كنترل :5چاهك ؛ Fermentas)، شركت (DNA Low Range Plus  وزنينشانگر :4چاهك  ؛ نشاندارdNTPاستفاده از                             
  كنترل منفي :6چاهك ؛ مثبت                             

  

 (Hybridization) هيبريداسيونمرحله  -2-7

 و  ژنـين ديگوكسيمينان از توليد محصول حاوي      پس از اط  
همچنين ديدن قطعه مورد نظر روي ژل آگارز، براي نزديكي با 

 دسـت   بـه براي اين منظـور محـصول       .  آماده شد  DNA تراشه
 100[آمده به نـسبت يـك دهـم بـا كمـك بـافر رقيـق كننـده          

 در  pH=5/7 و   NaClمولار   ميلي 150مولار مالئيك اسيد،    ميلي
رقيق شـده  BSA  [(Bovine Serum Albumin)% 1حضور 

 PIPESمـولار   ميلـي  40 شـامل  (هيبريداسيونرا به همراه بافر     
[Piperazine-N,N'-bis (2-ethanesulfonic acid)] 1 و 

 EDTA (Ethylene Dinitro Tetra acetic Acid)مولار ميلي
مخلوط كرده و در ادامه بـه دسـتگاه ترموسـايكلر           ) pH=8/6و

.  به داخل كاست ويژه هيبريداسيون انتقال داده شد        اپندورف و 
 درجـه   94سپس برنامه مورد نظر، را كـه شـامل يـك مرحلـه              

 62منظور واسرشت شدن و يـك مرحلـه           مدت پنج دقيقه به     به
مـدت يـك دقيقـه         به) محاسبه شده از طريق نرم افزار     (درجه  

باشـد    لازم به توضيح مـي    .  اعمال شد  هيبريداسيونبراي انجام   
ه كليه مراحل روش هيبريداسيون با كمك شيب غلظت مـواد      ك

  .سازي گرديدشركت دهنده بهينه
  

   مرحله آشكارسازي -2-8
   را از دستگاه خارج كرده و در تراشهبا اتمام زمان واكنش، 

ــا اســتفاده از   ــرار داده شــد و ب  10وان مخــصوص اســلايد ق
اجـزاي   شسته تا مواد و (TNT buffer)ليتر بافر شستشو ميلي

ليتر بـافر    ميلي 5سپس به كمك    . زايد از سطح آن برداشته شود     
، نـواحي واكـنش دهنـده    (Blocking buffer)متوقف كننـده  

سطح اسلايد پوشـانده شـد تـا از اتـصالات غيـر اختـصاصي               
ليتـر از پـادتن       پـس از آن نـيم ميلـي       . جلوگيري به عمـل آيـد     

ــه ــسفاتاز (Conjugated) كونژوگـ ــالين فـ ــزيم آلكـ ــا آنـ    بـ
(Alkaline phosphatase) دقيقـه  20 اضافه كرده و به مدت 

بـار   ار و هرـبعد از آن دو ب    .  در دماي اتاق قرار داده شد      تراشه
د ـور گردي ـ هـوطـتشو غ ـافر شس ـيتر در ب  ـليـ ميل 10زان  ـبه مي 

ــستراي ــله سوبــــ   BCIP/NBT (Substrate) و بلافاصــــ
(Bromo Choloro Indolyl Phosphate/Nitro Blue Tetrazolium chloride) 

 درجـه   37 دقيقـه در دمـاي       20ضـمناً واكـنش     . به آنها اضافه شد   
رنگ ارغواني ايجاد شده بعد از زمان، بيـانگر مثبـت           . انجام گرفت 

باشـد و عـدم وجـود          ويروسـي مـي    ژنشدن واكـنش و حـضور       
 ويـروس   ژندهنده منفي بودن و عدم حضور         واكنش رنگي، نشان  

  .باشد مي
  

  تايجن - 3
  DNA تراشـــه ويـــژوال انـــدازي روشمنظـــور راه   بـــه

(Visual DNA) ، ابتدا روشRT-Nested PCR  طراحـي و 
سازي، باند واضح قابل      اندازي گرديد و پس از مراحل بهينه      راه

در مرحله بعد   ). 1شكل  (انتظار بروي ژل آگارز مشاهد گرديد       
سـازي   دار، روش مجـدداً بهينـه     نشان dNTPلازم بود با كمك     

د كه باند مربوطه پس از انجام اين عمل بر روي ژل آگارز             گرد
  ).2شكل (مشاهده گرديد 

6       5                4          3         2                1 
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 مثبـت در    HIV-1 نمونـه    70روش طراحي شده بـر روي       
مراحل مختلف بيماري شامل ايدز، با علامت و بدون علامـت           

 نمونه پانل استاندارد تهيه شده از بانـك نمونـه           15و همچنين   
عـلاوه بـر آن، اثبـات كـارايي         . دانستيتو پاستور ايران، انجام ش    

 شده، به عنوان كنترل منفي      تأييد نمونه سرم منفي     20روش از   

هـاي سـرمي مثبـت        در حالي كه در تمام نمونه     . استفاده گرديد 
بررسي شده، واكنش رنگي به وضوح مشاهده گرديد؛ بـا ايـن            

هاي كنتـرل منفـي، واكنـشي ديـده           حال، در هيچكدام از نمونه    
  ). 3شكل (نشد 

  

  
  

  DNAويژوال   تراشه آمده با روشدست بهنتايج  3شكل

هـاي مختلـف در   سازي روش و همچنين انجام كنترل  بهينه
طي فرايند نقش بسزايي در كارايي روش طراحـي شـده دارد؛            

  چكـر بـورد    هـاي گونـاگون؛ نظيـر     بنابراين با استفاده از روش    
(Checker Board)هــاي متفــاوت  و رقــتMgCl2و KCl ،

سازي گرديد تا حساسيت اين شيوه به ميزان قابـل          ش، بهينه رو
 آمـده از پانـل      دسـت   بـه براسـاس نتـايج     . قبولي افزايش يابـد   

ها، مشخص گرديد كـه      استاندارد و همچنين رقيق سازي نمونه     
هـايي كـه حـداقل        روش طراحي شده، توانايي شناسايي نمونه     

  .باشد ا ميليتر باشد، دار ويروس در هر ميليژن كپي 50داراي 
براي بررسي تكرارپذيري روش طراحي شده، يـك نمونـه          

كنـد،   صورت دوز بالا واكنش ايجاد مـي      از پانل استاندارد كه به    
صورت تكراري مورد بررسي قرار        بار به شكل جداگانه و به      8

 نمونـه   3علاوه بـر آن،     . )Intra-assay :درون سنجش ( گرفت
مجزا مورد ارزيابي    مرتبه به صورت     8مختلف سرمي هر كدام     

 آمده  دست  به و نتايج    )Inter-assay :بين سنجش ( قرار گرفتند 
عـلاوه  .  تجزيه تحليل شـد 10 نسخه SPSSبا كمك نرم افزار     

دست آمده با روش طراحي شـده، محـصول شـيوه             بر نتايج به  
RT-Nested PCR   نيز با كمك الكتروفورز بـروي ژل آگـارز 

 DNAتراشه ويـژوال    ارزيابي گرديد و مشخص شد كه روش      
 برابر حساسيت بالاتري نـسبت  10طراحي شده، داراي حداقل   

  . معمول داردRT-Nested PCRبه روش 
  

   بحث - 4
از حساسيت و    DNAتراشه ويژوال   رسد روش     نظر مي   به

. ]12-10 [باشـد   ويژگي بسيار بالا و قابل قبولي برخوردار مـي        
 شـده بودنـد و يـا        تأييـد قـبلاً   هاي سرمي مثبت كه       تمام نمونه 

هاي پانل استاندارد در اين واكنش هم به نتيجه رسـيدند             نمونه
اي كـه   نكته. باشد  كه نشان از موفقيت آميز بودن اين روش مي        

شـود ايـن اسـت كـه در           باعث بالا رفتن حساسيت روش مـي      
طور اتفـاقي تكثيـر اشـتباهي      چنانچه بهNested PCRمرحله 

 انجـام نخواهـد   PCRحلـه دوم واكـنش     صورت بگيرد، در مر   
 از همـان    تـوالي  مرحلـه دوم بـراي       آغازگرهـاي شد؛ چون كه    

 كاوشـگر همچنـين   . ]13 [انـد   اول طراحـي شـده     بارمحصول  
 از محـصول  تـوالي استفاده شده در مرحلـه بعـدي هـم بـراي            

گانه تكميلي بـه    اين مراحل سه  . مرحله دوم طراحي شده است    
شـود كـه ايـن        و پادتن باعث مي   همراه حساسيت بالاي آنزيم     
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  1386، بهار 1، شماره 10ه دور    مجله علوم پزشكي مدرس
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 15

. روش از حساسيت و ويژگـي بـسيار بـالايي برخـوردار شـود         
حساسيت آنزيم آلكـالين فـسفاتاز بـسيار بالاسـت و قـادر بـه               

باشـد؛ همچنـين      واكنش حتي در مقادير خيلي كم سوبسترا مي       
 ويروسي تا مقادير يك پيكوگرم را شناسـايي كنـد    ژنتواند    مي

 اينكه روش اسـتفاده از ژل       علاوه بر اين، با توجه به     ]. 14،15[
 داراي حـساسيت كمتـري      PCRبراي تـشخيص محـصولات      

، در مـواردي كـه      ]9،16 [باشد  نسبت به روش طراحي شده مي     
باشـد، تـشخيص دقيـق بـا           ويروسـي بـسيار انـدك        ژنتعداد  

علاوه بـر نتـايج حاصـل، روش        . ]16 [پذيرد  موفقيت انجام مي  
داقل ده بـار رقيـق       را كـه ح ـ    ييها  طراحي شده قادر بود نمونه    

  . بود با موفقيت شناسايي كند شده
HIV   باشد كه انتقال آن در مراكز  زايي مي  از عوامل عفونت

ــژه   ــت وي ــتي از اهمي ــز بهداش ــاير مراك ــال خــون و س   اي انتق
  

يكي از مشكلات، تشخيص صـحيح      . ]1،3 [باشد  برخوردار مي 
 بـار كـه ميـزان     ( پنجـره    مرحلـه و دقيق بيماري و همچنين در       
عــلاوه بــر آن، . ]2،3 [باشــد مــي) ويــروس بــسيار كــم اســت

تشخيص بيماري در نوزادان متولـد شـده از مـادران آلـوده از              
به ايـن ترتيـب ايـن روش        . باشد  اي برخوردار مي  اهميت ويژه 

تواند عفونت ويروسي را در زماني كـه پـادتن اختـصاصي              مي
ريق جفـت منتقــل  ـادر از طـــتوليـد نــشده اسـت و پــادتن م ـ  

ايي كنـد  ــ ـشود، را شناس اذب ميـنجر به نتايج ك ـگردد و م   مي
بـا توجـه    . ]8،13 [ات كند ـونت را اثب  ـود ويروس و عف   ـو وج 
راحي شـده نـسبت بـه روش        ـاسيت روش ط  ـزايش حس ـبه اف 

RT-Nested PCRرسد كه روش طراحي   معمول، به نظر مي
شده توانايي شناسايي ويـروس در بخـشي از دوران پنجـره را             

  .گردد تر مي و بنابراين اين دوره احتمالاً كوتاهدارد
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