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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 27/11/90: تاريخ پذيرش         30/9/90: تاريخ دريافت  1390هفته چهارم اسفند ماه/172شماره/منهال بيست و س

  
  يكبا استفاده از تكن HCV و HIV-1زمان عفونت  هم يصتشخ
 Nucleic acid sequence based amplification 

  
  3زاده يموندن يهمهد ،2نژاد ي، بهزاد خوانسار1يگانه يمحمد يراسم ،1پريان يمهد

  
  

  چكيده
 يها ، استفاده از روشHCVو  HIV-1 هاي يروسفونت با وع يافراد دارا يصدر تشخ يكسرولوژ يها برخي از روش هاي يتمحدود با توجه به :مقدمه
به وجود  يازها و ن بر بودن آن ينههز يملكول يها روش ي دهحال اشكال عم با اين. دارد ياديز ياربس يتدو عامل اهم ينا ييدر شناسا يملكول يصيتشخ

 .است يمتگران ق كه ترموسايكلردستگاه 

چندگانه جهت ) NASBA )Nucleic acid sequence based amplificationروش  يككارگيري ه اندازي و ب پژوهش به راه ينا :ها روش
يا  HCV( Cهپاتيت و ) HIV-1يا  Human immunodeficiency virus 1( 1نقص ايمني انساني  يروسزمان ژنوم دو و هم يصتشخ

Hepatitis C virus (و  يتحساس. داد يصپلاسما تشخ يها را در نمونه يروسدو و ينزمان ا هم ياعفونت منفرد  توان يكه با استفاده از آن م پرداخت
 .قرار گرفت يابيمختلف مورد ارز ينيبال يها روش با استفاده از نمونه ينا يژگيو

 .ندشتواكنش ندامداخله كننده در  يعوامل احتمال يرسا يزو ن يكديگرگونه واكنش متقاطع با  روش هيچ ينمورد استفاده در ا يمرهايپرا :ها يافته
 يبروش به ترت ينا ينيكيكل يژگيو و يتو حساس ليتر ميلي كپي در 1000معادل  HCVو  HIV-1 يروسدو و هر يروش برا ينا يتيكآنال يتحساس

 .بود درصد 100و  درصد 90

و  يترا با حساس HCVو  HIV-1 هاي سيرومنفرد و يازمان  عفونت هم توان يشده م يانداز چندگانه راه NASBAبا استفاده از روش  :گيري نتيجه
 يناز ا توان يم ،ترموسايكلر  به دستگاه يازآسان، چندگانه بودن، و عدم ن يعلت كاربره ب. داد يصتشخ يمارانب يپلاسما يها مناسب در نمونه يژگيو

  .هايي با امكانات محدود استفاده نمود صورت مقرون به صرفه و در آزمايشگاهه روش ب
  Cويروس هپاتيت ، ويروس نقص ايمني انساني، Nucleic acid sequence based amplification :يواژگان كليد

  
  مقدمه
  يــا HIV( انســاني ايمنــي نقــص ويــروس انــواع

Human immunodeficiency virus (از 
 ايجاد عامل و اند شده مشتق پريماتاها هاي ويروس نتيآ

   يــــا AIDS( اكتســــابي ايمنــــي نقــــص ســــندرم
Acquired Immune deficiency syndrome ( هسـتند .

 شد توصيف 1981 سال در بار اولين براي بيماري اين
ــر در HIV-1 و ــازي 1983 اواخ ــد جداس  آن از. گردي

 درمي اپيـد  يـك  صـورت  بـه  ايدز بيماري بعد به زمان
 جغرافيايي مناطق و ها جمعيت كه آمد در جهان سراسر
 نفـر  هـا  نميليـو  اكنـون . اسـت  كـرده  درگير را مختلفي

 افـراد  و اند شده آلوده ويروس اين به جهان درسرتاسر
 در .)1(مانند  مي باقي آلوده عمر آخر تا آلودگي از پس
 افـراد  اكثريـت ، درمـان  عدم صورت در دهه، يك طي
 ايجـاد  ايمنـي  سيسـتم  نارسـايي  علت به HIVبه  آلوده
 فرصت هاي عفونت دچار ويروس اين ي وسيله به شده
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 ي عمـده  مشـكل  يـك  ايـدز  بيمـاري . شـوند  مي طلب
 ژنـوم . است 21 قرن آغاز در جهان سراسر در سلامتي
HIV-1 مولكول دو داراي RNA مشـابه  اي رشـته  تك 

 پايـدار  شـكل . باشـد  مـي  kb(Kilo base) 2/9 طول به
 دو DNA بـه صـورت   عفـوني  يهـا  در سلول آن ژنوم
  . )1(شود، است  مي ناميده پروويرال كه ،اي رشته
 خـون،  انتقـال  در و مهم شايع هاي ويروس ديگر از

) HCVيــا  C )Hepatitis C virus هپاتيــت ويــروس
 تـك  RNA ژنـوم  داراي ويـروس  يك HCV. باشد مي

 يك در ويروس فلاوي يك عنوان به كه است اي رشته
 شـده  بنـدي  طبقـه  Hepacivirus نام به جداگانه جنس
 تحليـل  اساس بر گروه اين مختلف هاي ويروس. است

ــوالي ــه RNA ت ــپ 6 ب ــيش و ژنوتي ــپ 90 از ب  زيرتي
 kb 4/9 ويروس اين ژنوم ي اندازه. شوند مي بندي طبقه
و  HIV-1هـاي   انتقال ويروس يها روش .)2(باشد  مي

HCV يخـوراك  يـر غ يهـا  راه يـق به هم و از طر يهشب 
. و مـادر بـه فرزنـد اسـت     يخون ي،هاي جنس ه را مانند

 مذكور در عفونـت بـا هـر    يها البته نسبت انتقال از راه
كـه   يدر حـال . فوق متفاوت اسـت  هاي يروسيك از و

را  HCVبـه  افراد آلوده  ياصل يتجمع يقيمعتادان تزر
بسـته بـه    HIV-1انتقـال   ي راه عمده دهند، يم يلتشك
  . )3( مختلف متفاوت است ياييجغراف ينواح

و  HIV-1عفونـت   يصاصلي تشـخ  و يعروش شا
HCVيهـاي اختصاص ـ  بـادي  آنتي يكسرولوژ يابي، رد 

. اسـت  يمـار هـا در سـرم افـراد ب    ويـروس  ينعليه ا بر
ــزن هــايي يتمحــدود يدارا يكســرولوژ يهــا روش  ي

 يهـا  روش هاي يتترين محدود از جمله مهم. باشند يم
 ي هدر دور يمــوارد عفــون يصعــدم تشــخ يســرولوژ

اسـت كـه هنـوز     يو زمـان ) Window period( پنجـره 
از  يكي. بالا نرفته است يمارب يمنولوژيكا يها شاخص

اسـت   يـن ا يسرولوژ يها روش يگرد هاي يتمحدود
 يـابي امكـان ارز  ي،مـادر  بـادي  يعلت وجود آنته كه ب

 يـا  HCVعفونت در نـوزادان متولـد شـده از مـادران     
HIV-1 4(يست ر نسمثبت مي( .  

 HCVاز  يعفونـت ناش ـ  يـابي ين، در ارزا علاوه بر
كه  جمله اين از. وجود دارد يزن يگريد هاي يتمحدود

عفونـت فعـال و افـراد بهبـود      يافراد دارا يزامكان تما
ضـد   IgG بادي يآنت يكه دارا يماري،از ب ي كامل يافته

HCV يمنولوژيـك ا يهـا  با استفاده از روش باشند، يم 
 يهاي مولكـول  روش يط،شرا يندر ا. )5( وجود ندارد

و  HIV-1  عفونـت  يصتشـخ  يهاي مناسب بـرا  روش
HCV ــتند ــنا. هس  ــ روش ي ــا ب ــودن  ه ه ــت دارا ب عل

 يــتمناســب، ســهولت، قابل  يژگــيو و يتحساســ
در حجـم انبـوه، از    ها نمونه يو امكان بررس يوناتوماس
  . )6-7( برخوردار هستند ياديز يتمقبول

 ــ ــا ب ــك ه ب ــارگيري تكني ــد  ك ــايي مانن    NASBA ه
)Nucleic acid sequence base amplification(  كــه

 ـ يـك نوكلئ يداس ـ يرروش تكث يك  دمـا   صـورت هـم  ه ب
)Isothermal (يمشـكلات  ينباشد، امكان گذر از چن ـ مي 

 يـر كه امكان تكث روش اين ينا ييااز مزا. شود يفراهم م
DNA نسـبت   يكتكن ينا يگرمهم د يتمز. وجود ندارد

بــه دســتگاه   يــاز، عــدم نRT-PCR يهــا بــه روش
 هـايي  يشـگاه بنابراين آن دسته از آزما. است ترموسايكلر
 يـز را ندارنـد ن  ترموسايكلر يها دستگاه ي هكه امكان تهي

 يـك نوكلئ يداس ـ يصهـاي تشـخ   قادر به انجام آزمـايش 
 PCR نسبت به NASBA يكعلاوه تكنه ب. خواهند بود

 يـك نوكلئ يداس ـ يـر جهـت تكث  يهاي كمتر سيكل يدارا
 يكـه در طـولان   يميآنز يخود از خطاها ينكه ا هستند
 يـن وجـود ا . كاهـد  يافتـد، م ـ  اتفـاق مـي   ها يكلشدن س
  بتوانـد   NASBA يـك كـه تكن  است ها باعث شده مزيت
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  . يابدب ها يكروارگانيسمم ييدر شناسا اي يژهو يگاهجا
NASBA رونويسـي  اسـاس  بر تكثيري روش يك 

 رونويسـي  آنـزيم  ي به وسيله ابتدا روش اين در. است
، T7 پروموتر به متصل مناسب پرايمر و) RT( معكوس

. شـود  مي ساخته الگو، RNA روي از DNA رشته يك
 خواهـد  DNA-RNA هيبريد يك واكنش اين محصول

 RNase خصوصيت بودن دارا با RT آنزيم سپس. بود

H ،RNA به متصل DNA ايـن  به و كند مي تخريب را 
 پرايمـر  كـه  مانـد  مي باقي رشته تك DNA يك ترتيب
 بـا  شـرايط  اين در RT آنزيم. شود مي متصل آن به دوم

 خـود،  DNA dependent DNA polymerase فعاليت
DNA بـه  را اي رشـته  تك DNA تبـديل  اي رشـته  دو 

 داراي سر خـود  يك در اي رشته دو DNA اين. كند مي
ــوالي ــوري ت ــت T7 پروموت ــزيم .اس  T7 RNA آن

polymerase كار خود، پروموتري ي ناحيه شناسايي با 
 توليـد  RNA زيادي تعداد و دهد مي انجام را رونويسي

 سـاخته  RNA 1000 الـي  100 رشـته  هـر  از( شود مي
 شـده  سـنتز  يهـا  RNA از كـدام  هـر  حـال  .)شـود  مي
 تكـرار  دوبـاره  سـيكل  اين و گيرند قرار الگو ندتوان مي

   .)8-9(شود 
  

  ها روش
 ها نهنمو

 و HIV-1/HCV ويروس دو به آلوده خون ي نمونه 20
   بودن منفي سرولوژي نظر از كه سالم خون ي نمونه 20

 EDTA حـاوي  يهـا  لوله در بود رسيده اثبات به ها آن
 بـر  تنهـا  و اسـم  فاقـد هـا   نمونه اين. شدند آوري جمع
 هپاتيـت  بخش از و شدند گذاري شناسه شماره، اساس

 هـا بـه   نمونه ينا. آمدند به دست پاستور انستيتو ايدز و
قـرار   rpm 2500دقيقه در سانتريفوژ بـا دور   20مدت 

دسـت آمـده تـا اسـتخراج     ه سماهاي بو پلا ندداده شد
RNA  نگهداري شدگراد  ي سانتي درجه – 80در.  

 HCVو  HIV-1هاي ژنـوم ويـروس     بررسي توالي
  :هاي مناسب براي طراحي پرايمر جهت انتخاب توالي

ژنوم هر دو ويروس كه در سايت  RNAهاي  توالي
NCBI    ثبت شده بودند، گرفته شد و براي هـر يـك از
، هـم رديفـي   Mega4 افـزار  نرم استفاده از ها با ويروس

RNA انجام شد تا منـاطق حفاظـت شـده در     يكژنوم
ها انتخاب و براي طراحي پرايمر مورد اسـتفاده   بين آن
و  Oligo6 افزارهـاي  سپس با استفاده از نرم. يردقرار گ

Beacon designer7 هاي انتخاب شده  سازگاري توالي
هاي مـورد نظـر از    ليبراي طراحي پرايمر بررسي و توا

  و  Mfold افـــزار نظـــر ســـاختار ثانويـــه در نـــرم   
Oligo analyzer3   ژن  .مورد بررسي قـرار گرفـتpol 

 HCVاز  NCR'5 ي و ناحيه bp176 به طول HIV-1از 
بيشـترين و بهتـرين منـاطق حفاظـت      bp 241به طول 
دو ويروس بودنـد كـه ايـن دو منطقـه      RNAشده در 

  .)1 جدول(اده شد استف براي طراحي پرايمر
 از پلاسما يروسيو RNA يصتخل

ــا اســتفاده از ك يروســيو يهــاRNAاســتخراج    يــتب
  

  HCVو  HIV-1توالي پرايمرهاي مربوط به دو ويروس . 1جدول 

HIV-1 Forward 5 گراد ي سانتي درجه 3/57: دما’ GTA CAG TGC AGG GGA AAG 3’ 

HIV-1 Reverse 5 گراد ي سانتي درجه 5/55: دما’ AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GCC AGA GIA 
G(C/T)T TTG CTG 3’ 

HCV Forward 5 گراد ي سانتي درجه 1/56: دما' CATGGCGTTAGTATGAGTG 3' 

HCV Reverse 5 گراد ي سانتي درجه 5/57: دما' AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GCT ATC AGG 
CAG TAC CAC AAG 3' 
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QIAamp viral RNA mini kit # cat.No. 52906 

)Qiagen( ي با حجم نمونـه  يتبر اساس دستورالعمل ك 
  .گرفت صورت ميكروليتر  140
 يكتكنبا  HCVو  HIV-1هاي  ويروس RNA يصتشخ

NASBA  چندگانه)Multiplex(:  
و  ميكروليتر 25چندگانه در حجم  NASBAواكنش 

  .شد انجام  2 بر اساس پروتكل ذكر شده در جدول
  
  Multiplex NASBAاجزاي لازم براي واكنش  .2 دولج

 غلظت اجزاء 
1 Tris–HCL 40 ميكرومول  
2 KCL 50ميكرومول 
3 DTT 1 ميكرومول  
4 Mgcl2 4ميكرومول 
5 Primer HIF 2 ميكرومول  
6 Primer HIR 2 ميكرومول  
7 Primer HCR 2ميكرومول 
8 Primer HCF 2 ميكرومول  
9 dNTP 4/0مولميكرو 

10 NTP 2 ميكرومول  
11 DMSO 1ميكروليتر 
12 BSA 5/2 ميكروگرم  
13 Template HIV 1 ميكروگرم  
14 Template HCV 1ميكروگرم 
15 DEPC–treat water  ميكروليتر 12تا  

16  
ي  درجه 41دقيقه در  5و گراد  ي سانتي درجه 65دقيقه در  5

  پس افزودنس ،گراد سانتي
17 T7 RNA Polymerase 20 واحد  
18 M-Mulv RT 8واحد 
19 RNase inhibitor 12 واحد  

20  
مدت ه بگراد  ي سانتي درجه 41تيوب در دماي  كردن انكوبه

  دقيقه 90
  
 يتحساس يينتع

مطمئن بـه عنـوان اسـتاندارد بـراي      RNAساخت يك 
  :NASBAواكنش 

 حاصل هايRNA از واكنش حساسيت تعيين براي
 وكتـور  در(شـده   كلون PCR محصولات رونويسي از

T/A cloning(، بـه . شـد  اسـتفاده  اسـتاندارد  عنوانه ب 
 در رونويسي واكنش ،RNA استانداردهاي توليد منظور

ــگاه  ــا )in vitro-transcription(آزمايش ــتفاده ب  از اس
ــون PCR محصــولات ــده كل ــايي حجــم در ش  50 نه

   تيــــــك از اســــــتفاده بــــــا و ميكروليتــــــر
TranscriptAid™ T7 high yield transcription kit 

)Fermentas(، شد انجام )3 جدول.(  
  

  رونويسي در آزمايشگاه فراينداجزاي لازم براي  .3 جدول
  غلظت اجزاء

5 x transcription Buffer  5 ميكروليتر  
NTP Mix  1 ميكرومول  

RNase inhibitor  5/12 واحد  
T7 RNA Polymerase 20 واحد 

PCR Product  1 رمميكروگ 

DEPC-Treat water  ميكروليتر 50تا 

 ساعت 2به مدت گراد  ي سانتي درجه 37انكوباسيون در دماي 

  
 يسيرونو فرايندتوليد شده در  RNAاز  DNAزدودن 
  يشگاهدر آزما
وكتور داراي بخـش پرومـوتري    DNAجايي كه  از آن
به طـور  دست آمده ه ب RNAباشد، اگر محصولات  مي

د، جـواب مثبـت   نشـو  NASBA مستقيم وارد واكـنش 
 ـ   از ايـن . كاذب خواهيم داشت ه رو بايـد محصـولات ب

منظــور از آنــزيم  ينبــد. زدايــي شــوند DNAخــوبي 
DNase I  عاري ازRNase يحذف آلودگ يبرا DNA 

كه فعاليت اين آنزيم  علت اينه ب. استفاده شد يوكتور
واحد از آنـزيم بـراي    5الي  4حدود  ،بسيار زياد است

قـادر   DNase Iآنـزيم   ينهمچن ـ. بـود كافي اين هدف 
 فراينــدكــه در حــين  را اي  رشــته دو DNAاســت 
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NASBA بنابراين بايـد   .شود نيز تخريب كند توليد مي
طور كامـل از محـيط   ه بسيار دقت شود كه اين آنزيم ب

هايي كه به عنوان مولكول حـد   DNAحذف شود تا به 
كننــد، آســيبي  عمــل مــي NASBA فراينــدواســط در 

محصـولات   DNase Iآنـزيم   يـب بـراي تخر . رسـاند ن
گـراد   ي سـانتي  درجـه  70 در يقهدق15مدت ه واكنش ب

سـاخته  RNA از يمقـدار انـدك   ي دانسـيته . قرار گرفت
و  گيـري شـد   روش، با اسپكتروفتومتر اندازه ينشده بد
 RNA هـاي  تعـداد مولكـول   ي،نور ي دانسيته يقاز طر

  .يدمحاسبه گرد
هـاي   روش، رقـت  يتساسدست آوردن حه ب يبرا
 ـ   RNAاز  يتميلگار  فراينـد صـورت  ه سـاخته شـده ب

كـه معـادل تعـداد     يدگرد يهته يشگاهدر آزما يسيرونو
  .ليتر بود در ميلي 107تا  10 كپي

  
  ها افتهي
  چندگانه NASBAهاي  پرايمر يژگيو
انتخاب  يچندگانه به توال NASBAهاي  پرايمر يژگيو

دارد كـه   يبسـتگ  يمـر جفـت پرا  هر يطراح يشده برا
شده با اسـتفاده از   يطراح يمرهاياز پرا يكهر  يتوال
بـراي   NCBI يت، سـا Nucleotide BLASTافـزار   نرم

مـورد  ها به عنوان پرايمـر   اختصاصيت هر يك از توالي
روش فـوق،   يژگـي و يبررس يبرا. قرار گرفت يبررس

 ، HTLV-1 ،HBV ،CMVهـــايي ماننـــد   از ويـــروس

HSV-1 ،HSV-2 و B19 يناز ا يك يچه .استفاده شد 
، NASBAها پـس از انجـام واكـنش مربـوط بـه       پاتوژن

ــرتكث ــر  ي ــاهده ب ــل مش ــه   قاب ــداد ك ــان ن روي ژل نش
رو  از ايـن . بـود روش  يـن مناسب ا يژگيو ي دكنندهتأيي
  .در نظر گرفته شد درصد 100معادل  روش ينا يژگيو

 چندگانه NASBA يتحساس

 يهــا رقــت يــقچندگانــه، از طر NASBA يتحساســ
در  يسـي رونو شـده بـا روش   يـد تول RNA يتميلگـار 
، 5000، 10000هــاي  قــتر. شــد يبررســ يشــگاه،آزما

شده  يسيرونو RNAاز  يترل كپي در ميلي 500 و 1000
 ـافـزوده   يمنف ـ يبه پلاسما  يصو پـس از تخل ـ  دگردي

RNA  واكنشNASBA    از هـر  . چندگانـه انجـام شـد
تكـرار در دو  صورت پنج ه شده ده واكنش ب يهرقت ته

 يـن ا ي چندگانـه  يتحساس ـ. روز مختلف انجـام شـد  
. بود يروسهر دو و يبرا يترل كپي در ميلي 1000روش 
 يروسو يك يرقت بالا يتعدم تداخل حساس يبررس
كپـي در   107( نشان داد رقـت بـالاي   يگرد يروسبر و
شـده بـر    يـين تع يتدر حساس ـ يروسو يك) يترل ميلي
كپي  1000 نت و همچنانداش ياثر يگرد  يروسو يرو

 ـ يـروس هر دو و يبرا يترل در ميلي  ي نهعنـوان آسـتا  ه ب
  ).4 جدول(شد   يينتع يصتشخ

ژنـوم   يصچندگانه به منظور تشخ NASBAواكنش 
HIV-1  وHCV زمان صورت همه ب  

   يمثبــت دارا ي نمونــه 20 يواكــنش چندگانــه بــر رو
  

  چندگانه) NASBA )Nucleic acid sequence based amplificationتعيين حساسيت واكنش  .4 جدول
HIV-1  
 يترل كپي در ميلي

تعداد موارد مثبت 
Singleplex 

HCV  
  يترل كپي در ميلي

 مثبت تعداد موارد

Singleplex 

تعداد موارد مثبت
HIV چندگانه  

تعداد موارد مثبت 
HCV چندگانه  

10000  10/10  10000  10/10  10/10  10/10  
5000 10/10  5000 10/10 10/10 10/10  
1000 10/10  1000 10/10  10/10  10/10  
500 10/6 500 10/8  10/5  10/8  
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انتخـاب  . انجـام شـد   HCVو  HIV-1زمان  عفونت هم
تـرين رقـت    كـه پـايين   اي بود هاي مثبت به شيوه نمونه

انـدازي   هـا توسـط روش راه   گيري از نمونـه  قابل اندازه
  .گردد يينشده تع

 NASBAواكــنش  يــك ي هنشــان دهنــد 1 شــكل
 ياختصاص ـ هـاي  يتـوال  يراست كه در آن تكثچندگانه 

 ي قطعـه  يزسـا  يبر مبنا  ،HCVو  HIV-1 هاي يروسو
 يـر تكث يجنتا. هستند يزقابل تما يشده، به راحت يطراح

ــر رو  ــه ب ــارز  يچندگان ــد 2ژل آگ ــا   درص ــراه ب هم
  .نشان داده شده است يدبرما يديومآميزي با ات رنگ

  

  
مربوط به دو  چندگانه NASBAورز محصولات الكتروف .1 شكل
 .درصد 2ژل آگارز  يبر رو HCVو  HIV-1 روسيو

 NASBAترتيب مربوط به ه ب 3و 2منفي، رديف  كنترل: 1 فيرد
 .است bp 100 ي ماركر اندازه 4رديف  و چندگانه

  
ــا اســتفاده از روش طراحــ ــه از  18 ،شــده يب نمون

 HCVو  HIV-1 يـروس هـر دو و  ينمونـه بـرا   يستب
 يناز ا. را نشان داد يمنف ي همثبت شد و دو نمونه نتيج

شده معـادل   يراه انداز ي روش چندگانه يترو حساس
  .در نظر گرفته شد درصد 90
  

  بحث
  هاي تشخيص مولكولي در جهان  روش ير،اخ ي هدر ده

هـاي   انـد و روز بـه روز روش   پيشرفت بسـياري يافتـه  
تشـخيص   ي رصـه جديدتر و با كارايي بيشتري پا به ع

در بين ايـن  . گذارند ها و مطالعات مولكولي مي بيماري
هاي نوكلئيـك، جايگـاه    هاي تكثير اسيد ها، روش روش
 ـ. انـد  اي يافتـه  ويژه هـاي تكثيـر    طـور نمونـه تسـت   ه ب
گان   هگري دهند براي غربال) NAT(هاي نوكلئيك  اسيد

 ـ Cخون براي رديـابي ويـروس هپاتيـت      ي وسـيله ه ب
تحــت نظــارت آزمايشــگاه ( Paul-Ehrlich ي سســهؤم

بـا  . در انتقال خون كشور آلمـان اجبـاري شـد   ) مرجع
خطـر پنهـان مانـدن     NATهـاي   اجباري شـدن تسـت  

ــروس ــاي  وي ــره در  ي در دوره HIV-1و  HCVه پنج
كـاهش   5000000بـه   1گان خـون بـه كمتـر از     دهنده
ها در  روش ينحال استفاده از ا با اين. )10-13( يافت

توان بـه   مقياس وسيع محدود است كه از دلايل آن مي
بـه منظـور   . گير بودن اشاره نمـود  زياد و وقت ي هزينه

راه حـل   ، تـاكنون دو NATهـاي انجـام    كاهش هزينـه 
از مخلـوطي از  نخسـت، اسـتفاده    :پيشنهاد شده اسـت 

پلاســماي چنــد فــرد دهنــده كــه در حــال حاضــر در 
با اين وجود، . شود كشورهاي غربي و ژاپن استفاده مي

هاي باليني حاكي از كاهش حساسيت آزمايش  آزمايش
ميزان كم ويروس  يهاي حاو دليل رقيق شدن نمونهه ب

يا افزايش نتايج مثبت كاذب، هنگـام اسـتفاده از اولتـرا    
 باشـند  ه منظور تغلـيظ ذرات ويـروس مـي   سانتريفوژ ب

همچنين در صورت مثبـت بـودن يـك مخلـوط     . )14(
سـرم مبـتلا نيـز بـه زمـان       ي سرمي، تعيين فرد دهنـده 

 زيادي نياز دارد كه ايـن امـر بـا توجـه بـه زمـان كـم       
 ـ     فرآورده ي موجود، تهيه خير أهـاي خـوني را نيـز بـه ت

يـك روش چندگانـه    ي روش ديگر، توسـعه . اندازد مي
. زمان است صورت همه براي تشخيص چند ويروس ب

هـا و   تـوان بـه كـاهش هزينـه     از مزاياي اين روش مـي 
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همچنين كاهش زمان مورد نياز براي تشـخيص اشـاره   
  .)15( كرد

استفاده  1999كه در اواسط سال  NASBA يكتكن
 يبـرا  يصـي عنوان ابـزار تشخ ه ب يطور شاخصه شد، ب
RNA ــ ويــروس و  HIVيــروسخصــوص دو وه هــا ب
HCV مـورد اسـتفاده قـرار     يو كم ـ يفـي به صورت ك
 يصاساس تشـخ  هاي مرسوم كه بر روش. )16( گرفت
از  يهـاي مولكـول   روش يـن نسبت بـه ا  ،ژن بودند آنتي

ــه   يدارا) PCR )Polymerase chain reactionجمل
 حـال امكانـات انجـام    اينبا . هستند يكمتر يتحساس
PCR ــ يشــگاهيدر هــر آزما ــاطق ه ب خصــوص در من

 ي هزينـه  يازمنـد ن ينباشد و همچن ـ محروم موجود نمي
 NASBA يـك تكن يول. )17( بالا و اپراتور ماهر است

 ؛باشـد  مي شترييب يتحساس ي، داراPCRبا  يسهدر مقا
بـه   يازو بدون ن يمصورت مستقه ب RNAتكثير كه  راچ

 يـن در ا ينهمچن. شود سازي انجام ميcDNA ي همرحل
  .)18(يست ن يازين ترموسايكلرروش به دستگاه 

 ـ از محدودي هاي گزارش  روش ايـن  يريكـارگ ه ب
 ورتصــه بــهــا  ســميارگان زمــان هــم تشــخيص بــراي

 شـده  انجـام  ي مطالعـه  در. باشـد  يم ـ موجود چندگانه،
ــط ــاران و Jean توسـ  NASBA روش از ،)19( همكـ
 عامـل  يا روده يهـا  روسي ـو تشـخيص  براي چندگانه

 ديگـري  ي مطالعـه  در. شـد  اسـتفاده  غذايي مسموميت
Lau رديـــابي بــراي  روش ايـــن از )7( همكــاران  و 

 اسـتفاده  تنفسـي  دسـتگاه  عفونـت  عامـل  يها روسيو
ــد ــا. كردن ــ در تنه ــه كي ــه مطالع  و Loens توســط ك

ــاران ــام )20( همكـــــ ــد انجـــــ   روش از ،شـــــ
Real-time NASBA رديـــابي بـــراي چندگانـــه 

 يهـا  گونـه  و پنومونيـه  كلاميديا پنومونيه، مايكوپلاسما
 از همچنـين . شـد  استفاده تنفسي يها نمونه در لژيونلا

 ژنوتايپينـگ  و سنجي كميت شناسايي، براي روش اين
 كـه  يـي ا مطالعه در. است شده استفاده HIV-1 ويروس
 براي روش اين از ،شد انجام همكاران و Ayele توسط

ــگ ــايز و ژنوتايپين ــژنوت تم ــا پي ــروس ’cو c يه   وي
HIV-1 پــروب بــا Molecular beacon شــد اســتفاده 

 ايــن از نيــز همكــاران و Mohlala ي مطالعــه در. )21(
 آمينوتيـك  مايع در HIV-1 ويروس رديابي براي روش

  . )22( شد استفاده حاملگي ي دوره طول در
 NASBA يـك تكن ي حاضر به توسـعه  ي در مطالعه
 HCVو  HIV-1 يـروس دو و يصتشـخ  يچندگانه برا

و  يياي، شناسـا  مطالعـه  ينمنطق انجـام چن ـ . يمپرداخت
در  يابنـده انتقـال   HCVو  HIV-1هـاي   ويروس يشپا

ــتجمع ــ ي ــزارو ف ــودن اب ــت  يراهم نم ــب جه مناس
 يـك در  يـروس زمـان دو و  امكان حضور هم يصتشخ

مناسـب، و   يتيروش قادر است با حساس ينا. فرد بود
 درصـد  2 روي ژل آگـاروز  قطعات بـر  يزبر اساس سا

بـه منظـور   . كند يزمتما يكديگرفوق را از  هاي يروسو
ــ ــايپرا يطراح ــنا يمره ــم  ي ــنش، از ه ــي  واك رديف
استفاده شد  يروسدو و يناحيي از ژنوم انو ي چندگانه
ــه ب ــترينك ــ يش ــت ي هدرج  ــ حفاظ ــدگي را در ب  ينش

و  يتحساس ـ يبررس ـ. مختلف دارا هسـتند  هاي يزولها
شده نشان داد كه تنها قـادر   يطراح يمرهايپرا يژگيو

هسـتند و   HCVو  HIV-1 هـاي  يـروس و ييبه شناسا
 يگـر د يروسـي بـا ژنـوم عوامـل و    يگونه واكنش ـ هيچ

ــ ــخ. دندارن ــارانيب يصتش ــداد كپـ ـ  يم ــا تع ــم  يب ك
عوامـل   يصدر تشـخ  ،فـوق در پلاسـما   هـاي  يروسو

ز يحـا  ياربس ـ HCVو  HIV-1همچـون   يمهم ـ يعفون
ــاهم ــنا يتحساســ. اســت تي ــرا ي دو  هــر يروش ب
كپـي در   1000بود و  يكسان HCVو  HIV-1 يروسو

ــي ــر ميل ــينتع ليت ــد ي ــ. ش ــ ينهمچن روش  يتحساس
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NASBA از دو  يكـي  يت بـالا چندگانه با وجود غلظ ـ
تفـاوت غلظـت    ينا يول ،يابد كاهش مي ياندك يروسو
 يژگيو و يتحساس .ندارد يتيكآنال يتدر حساس يريتأث
  .شد يينتع درصد 100و  90 يبروش به ترت ينا

بودن، سهولت  ينهعلت كم هزه ب NASBA يكتكن
و اپراتـور   يمـت گـران ق  يـزات به تجه يازانجام، عدم ن
بـالا   يژگـي و و يتا بـودن حساس ـ دار ينماهر و همچن

 ـ  مي و  يـابي رد يمناسـب بـرا   يعنـوان روش ـ ه توانـد ب
هـاي   عامل پاتوژن در نمونه ينزمان چند گري هم غربال

روش  ينتوان ا خوبي ميه كار برده شود و به مختلف ب
گـري در انتقـال    غربـال  يهـاي سـنت   روش يگزينرا جا

  . خون نمود
و  ينـه هز كم بالا، يتو اختصاص يتدر كنار حساس
بـه  . باشـد  مـي  يـك تكن ينعمده ا يايآسان بودن از مزا

ــلاوه ا ــنع ــ ي ــنجش روش ــدمف يس ــر ي ــرا يعو س  يب
در  HCVو  HIV-1زمـان   هاي هـم  گري عفونت غربال
تـوان   باشد و آن را مـي  مي يمارانب يهاي پلاسما نمونه
گـري   در غربـال  يروسـي هـاي و  عفونت يابياررز يبرا

هـاي   آزمايشـگاه  يزن و نانتقال خو در يهاي خون واحد
  .كرد استفاده يصيتشخ

  
  تشكر و قدرداني

ويـژه  ه محترم ب همكاران ي همه زحمات از وسيله ينبد
ول بخش ؤمس يعيسم يرابم يامكدكتر س يجناب آقا

 يهـان دكتـر ك  يو جنـاب آقـا   يد يمارسـتان لكولي بوم
پاسـتور   يتوانست يشناس يروسبخش و يسآزادمنش رئ

مـارا   يعلم ـ ينمونه و رهنمودهـا  ي هكه در تهي يران،ا
 .يمرا دار ينمودند، كمال تشكر و قدردان ياري
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Abstract 

Background: Due to some problems of serological assays in diagnosis of patients infected with HIV-1 
and HCV, the use of molecular assay has become widely accepted. However, molecular assays have a 
major drawback of high cost and dependency to expensive thermocycler instruments.  

Methods: This research described the development of a multiplex nucleic acid sequence-based 
amplification (NASBA) assay for the simultaneous or single detection of HIV-1 and HCV genomes in 
plasma samples. The sensitivity and specificity of this assay has been evaluated using several clinical 
samples. 

Findings: The results showed that the primers used in this assay did not have any interactions with 
each other or with other possible interfering agents. The analytical sensitivity of this assay for both 
HIV-1 and HCV was calculated as 1000 copies/ml. The clinical sensitivity and specificity of the assay 
were considered as 90% and 100%, respectively.  
Conclusion: The developed multiplex NASBA assay can be used for simultaneous or single detection 
of HIV-1 and HCV viruses with a suitable sensitivity and specificity. Due to easy application, 
multiplexity, and no need to thermocycler instruments, this assay can be used as a low cost method in 
laboratories with limited instruments. 

Keywords: NASBA, HIV-1, HCV, Multiplex 
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