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 مقاله پژوهشي 

 

 برای تائید  PCRروکمی لومینسانس، وسترن بلات و تهای الک مقایسه آزمایش

 در داوطلبان اهدای خون HTLV-1س وویر
 

 5، ستاره حقیقت4اله اکبر پورفتح ، علي3، مسعود پارسانیا9، زهره شریفي7آبادی حسین مهرابي حبیب
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

و  بزرگسالان T/لنفوم يلوکمیعني در انسان  یماریبا دو ب،   Iنوعانساني  T سلول یکلنفوتروپیروس و
در سراسر جهان آلوده  HTLV-1نفر با  یلیونم 70تا  5مرتبط است. حدود  یریگرمس یکاسپاست یسپاراپارس

گیرندگان و جلوگیری از نتایج کاذب در داوطلبان اهدای خون،  به منظور افزایش سلامت خون در  اند. شده
ز این از حساسیت و اختصاصیت بالا برخوردار باشند. هدف ا ،عوامل عفوني های شناسایي نیاز است روش

 HTLV-1 ویروس یدئ، برای تا PCR وسترن بلاتینگ و ای الکتروکمي لومینسانس،ـه آزمایشمقایسه  ؛مطالعه
 بود.

 ها مواد و روش
بادی  زن( که با کیت الایزا دارای آنتي 4مرد و  69نمونه) 66 بر روی  تعداد 7391در سال  تجربي این مطالعه

 ، انجام شد.الکتروکمي لومینسانس و وسترن بلات آزمایش شدندهای  با روشو  بودندHTLV-1 علیه ویروس 
نندگان خون مجدد فراخوان شدند و نمونه جدید از اکاهد ، PCRجهت تشخیص ویروس با روش  چنین هم

انجام  LTRو  TAXهر دو ناحیه آغازگرهای با   Nested PCRآزمایش  ، DNAاز استخراج  آنان اخذ شد. پس
 شد. 
 ها يافته
ند، دواکنش نشان داده بو اًمجدد ،یزاالاآزمایش با نمونه که  66از  نمونه %(7/79) 8مطالعه تعداد  یندر ا

در  بودند. HTLV-1بادی علیه  حاوی آنتي ،ینسانسلوم يالکتروکمبا روش %( نمونه 6) 4تعداد انتخاب شدند. 
 .ندشد مجدد مثبتنمونه %( 6) 4همان نیز،  Nested PCRو  وسترن بلاتهای  روشبا  يبررس

 ينتيجه گير
که در این مطالعه نتایج مشابهي PCR های الکتروکمي لومینسانس، وسترن بلات و روش  آزمایشاستفاده از 

 باشند. مناسب مي HTLV-1 برای تایید ویروس ،داشتند
 Nested PCR  ،HTLV-1وسترن بلات، کمي لومینسانس،  :ات كليديكلم
 
 
 
 
 
 
 
 

 89/ 03/7: تاريخ دريافت
 62/11/89: تاريخ پذيرش
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 مقدمه
    HTLV ويروسی با زنجیره RNA  از خانواده رتروويريده

 باشد که اولین بار توسط پـوزز  و جنس دلتا رتروويروس می
ايـن   1نـو    .(1-0)در انسـان شـناخته شـد    1893در سال 
در مبتلايـان بـه بیمـاری     1878در سال  (HTLV-I) ويروس

 ويـروس  6و دو سـال بدـد نـو       T لنفوپرولیفراتیو سلول

(HTLV-II) در يک فرد مبتلا به لوکمی سلول مويی (Hairy 

Cell Leukemia) هـای انسـانی    به عنوان اولین رتروويروس
 ـ   )6(شناسايی شدند ودگی . به عـلاوه مـوارد محـدودی از آل
هـای اخیـر از    ايـن ويـروس در سـال    6و  0انسان به نـو   

. اغلـب مبتلايـان   (2، 1)آفريقای مرکزی گزارش شده است
در بیشتر عمر خود بدون علامت باقی (HTLV-I) به عفونت

، عـوار  ناشـی از ايـن    %13ماننـد و تنهـا در کمتـر از     می
های انتقال ويـروس   . راه(1، 6، 7)کنند ويروس را آشکار می

 -6های خونی آلـوده،   دريافت خون و يا فرآورده -1شامل: 
اعتیـاد تزريقـی    -6 و مـادر بـه کـود     -0تماس جنسـی،  

. (9، 13)گسـترش جهـانی دارد   HTLV-I آلودگی باشد و می
بـه کـار بـرده    HTLV هايی که برای تشخیص ويروس روش
 باشـد.  های سرولوژی و مولکـولی مـی   شود شامل روش می

ــی از روش ــای  يکـ ــی هـ ــرولوژيک، روش الکتروکمـ  سـ
 تکنولـوژی  ،لومینسـانس  . الکتروکمـی اسـت لومینسـانس  

 يـا  شـده  تهیـی   سـح   از الکترون يک وقتی .است جديدی

 بـه  را خـود  انـرژی  و رسـد  می انرژی تر سح  پايین به بالاتر
 لومینسـانس  نـام  بـه  را واکـن   کند، می متصاعد نور صورت
 روش،شناسايی ويـروس توسـط ايـن     .(11-16)شناسیم می

گردد، بدين صورت کـه   ژن اطلاق می آنتی ساندويچ دوتايی
 HTLV-I) بیوتینه شـده  HTLVهای نوترکیب خاص ژن آنتی

gp21  وHTLV- II p24ــی ــب   ژن ( و آنتـ ــای نوترکیـ هـ
( کـه  HTLV- II p24و  HTLV-I gp21) HTLVاختصاصـی  

همراه بـا نمونـه    و اند گذاری شده با کمپلکس روتنیوم نشانه
بدد از آن با افزودن میکرو ذرات  دهند. میتشکیل ساندويچ 

شـود.   ه شده با استرپتاويدين به فاز جامد متصـل مـی  دپوشی
واکن  به صورت مغناطیسی روی سح  الکترود در  ترکیب

 ،شود و ترکیبـاتی کـه متصـل نشـوند     گیری می سلول اندازه
 ـ  برداشته می ProCell II Mتوسط  ا اسـتفاده از نـور   شـوند. ب

هـای   سن  نتاي  بـه صـورت خودکـار بـا مقايسـه سـیگنال      

 ،دست آمـده ه های مثبت که قبلاً توسط کالیبراسیون ب نمونه
 شود. تدیین می

وسـترن بـلات   آزماي  های کلیدی  روشيکی ديگر از     
اين روش يک آزماي  تأيیدکننده اسـت و وجـود    باشد. می

نوعی پـادتن)ايمونوگلوبولین نـو  جـی( علیـه ننـد نـو        
و  HTLV Iکند. افتراق بـین   پروتئین ويروسی را بررسی می

HTLV II از از طريق استفاده rgp46-I   يک واحد پـروتئین ،
يــک واحــد  و rgp46-IIو  HTLV I دار نوترکیــب پوشــ 

شـود.   انجـام مـی   HTLV IIدار   پـروتئین نوترکیـب پوش ـ  
GD21   ــ ــب پوش ــروتئین نوترکی ــک پ ــی ، ي ــو   دار اپ ت

بـرای  اسـت کـه    HTLV IIو  HTLV Iاختصاصی مشـتر   
گیـرد.   افزاي  اختصاصیت تشخیص مورد استفاده قرار مـی 

 تحت تـأییر  HTLVعلاوه بر اين، افتراق بین انوا  ويروس 
 p19گیـرد. اگـر    ( قـرار مـی  p19, p24)gagاستفاده پـروتئین  
 p24و اگـر   HTLV-Iعفونـت   ،باشد p24بزرگتر يا مساوی 

   گردد. پیشنهاد می HTLV-IIعفونت  ،باشد p19بزرگتر از 
(، يک روش آزمايشگاهی PCRای پلیمراز) واکن  زنجیره   

ژنـوم   Dاز  ای قحده تکثیر و که همانندسازی است مولکولی
 Nestedتوسـط روش   Taxو  LTRويروسـی در دو ناحیـه   

PCR شود. انجام می  
الايـزا بـا    زای آزمـاي   بررسی و مقايسه نتـاي  واکـن       

واقدـی در   HTLV-Iتأيیدی جهـت تشـخیص    های آزماي 
جمدیــت اهداکننــدگان خــون بــه منیــور افــزاي   ــريب 

هـای   سلامت خون در گیرنـدگان و جلـوگیری از مدافیـت   
کاذب و حفـ  اهدکننـدگان و تـأمین ذخـاير خـونی مهـم       

 هــای مقايســه آزمــاي  ،هــدا از ايــن محالدــه .باشــد مــی
بـه منیـور    PCRالکتروکمی لومینسانس، وسـترن بـلات و   

 بود. HTLV-Iتايید ويروس 

 

  ها روشمواد و 
ــال         ــی در س ــه تجرب ــن محالد ــگاه  1087اي در آزمايش

سسـه عـالی طـب انتقـال     ؤشناسی مرکز تحقیقات م ويروس
زن( کـه بـا    6مـرد و   26نمونـه)  22خون انجام شد. تدداد 

دارای ( Diapro HTLV I-II Ab Kit)ايتالیــا،  کیــت الايــزا
جذب نوری مثبت و يا جذب نـوری سـر مـرز بـه کنتـرل      

نمونـه    2آوری شدند. جذب نوری تدداد  مثبت بودند، جمع
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636 

 

دارای واکن  قوی بودنـد و تدـداد    cut off بر اساس مدیار
نمونه سر مرز مثبـت گـزارش شـدند. بـرای همـه ايـن        23

ننـین   آزماي  انجام شد. هم ،مجدد با همان کیت ،ها نمونه
ها و بـا اسـتفاده از آزمـاي  الکتروکمـی      بر روی اين نمونه
ــانس ــاس  ( Roche ECL Kit)آلمان، لومینسـ ــر اسـ و بـ
هـای   بـر روی نمونـه   کیت آزماي  انجام شد. دستورالدمل

بـر اسـاس   ( MP Kit)سوزیس، وسترن بلات آزماي مثبت، 
،  PCRبــرای انجــام    کیــت انجــام شــد.    دســتورالدمل 

دوباره فراخوان شـده   الايزازا با  اهداکنندگان با نتاي  واکن 

هـا اخـذ    آن و نمونه خون کامل همراه با ماده  د اندقـاد از 
)تايوان، ژنـومی اسـتخرا    DNAهـا   از نمونـه  گرديد. ابتـدا 

FavorGen ) ها سنج   غلیت ،گرديد و به وسیله نانودرا
هـا   ژنومی استخرا  شده، برای نمونه DNAدر ادامه با  .شد

( بـا  PEQ STAR)دسـتگاه آلمـانی،    Nested PCR آزمـاي  
 انجـام شـد و    LTRو  TAXهر دو ناحیه ژنـی  آغازگرهای 

هـای دمـايی    نرخهها به همراه  حجم محتويات میکروتیوب
 .  (1-0)جداول در نیر گرفته شد

 
 

 LTRو  Tax: توالي آغازگرهای دو ناحیه 7جدول 

 

 آغازگر ناحیه ژني

 Taxژن 

 آغازگرهای بیرونی
5’-TCGAAACAGCCCTGCAGATA-‘3 جلوبرنده 

5’-TGAGCTTATGATTTGTCTTCA-‘3 مدکوس 

 آغازگرهای داخلی
5’-ATACAAAGTTAACCATGCTT-‘3   جلوبرنده 

5’-AGACGTCAGAGCCTTAGTCT-‘3 مدکوس 

 LTRژن 

 آغازگرهای بیرونی
5’-ACCATGAGCCCCAAATATCCCCC-‘3 جلوبرنده 

5’-TCGTATCCC-GGACGAGCCCCCAA-‘3 مدکوس 

 آغازگرهای داخلی
5’-AGACTAAGGCTCTGACGTCTCCC-‘3 جلوبرنده 

5’-AATTTCTCTCCTGAGAGTGCTATAG-‘3 مدکوس 
 

 Nested PCRهای  حجم مواد میکروتیوب: 9جدول 
 

 (µLحجم ) مواد

 ران اول با آغازگرهای بیروني

 1/16 مستر میکس
 1 (µM 13آغازگر جلوبرنده)
 1 (µM 13آغازگر مدکوس)

 1/6 (ng 133-1الگو)
 9 آب مقحر
 61 حجم نهايی

 آغازگرهای داخليران اول با 

 1/16 مستر میکس
 1 (µM 13آغازگر جلوبرنده)
 1 (µM 13آغازگر مدکوس)

 1/6 (ng 133-1الگو)
 9 آب مقحر
 61 حجم نهايی
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 Nested PCRهای دمایي  : چرخه3جدول 
 

 چرخه گراد دما به سانتي زمان مرحله

 ران اول با آغازگرهای بیروني

 1 86 دقیقه 1 آنزيمواسرشت شدن اولیه/فدال شدن 

 86 یانیه 23 واسرشت شدن

01 
 19 یانیه 71 اتصال

 76 یانیه 83 گسترش

 76 دقیقه 13 گسترش نهايی

 ران اول با آغازگرهای داخلي

 1 86 دقیقه 1 واسرشت شدن اولیه/فدال شدن آنزيم

 1 86 یانیه 23 واسرشت شدن

 19 یانیه 71 اتصال
63 

 76 یانیه 83 گسترش

 1 76 دقیقه 13 گسترش نهايی
 

در نوبت اول با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ناحیـه      
و  7617-7672با آغازگر جلوبرنـده بـه طـول     Taxبیرونی 

بـا   LTRو ناحیـه   9667-9627آغازگر مدکـوس بـه طـول    
-778و مدکوس به طـول   8-01آغازگر جلوبرنده به طول 

تکثیر شدند و در نوبت دوم با استفاده از آغازگرهـای   717
بـه طـول   با آغازگر جلوبرنده  Taxاختصاصی داخلی ناحیه 

و ناحیــه  9076-9080مدکــوس بــه طــول  و 7680-7676
LTR و مدکـوس بـه    87-118ازگر جلوبرنده به طول غبا آ
تکثیر شدند و در پايان محصـول ران دوم،   766-762طول 

Nested PCR  ــاروز ــاژ  1/1روی ژل آگـ ــا ولتـ  133%، بـ
الکتروفــورز گرديــد و بانــدها روی ژل دا  بررســی شــد. 

 LTRبا باندهای  اختصاصی نواحی  PCRنهايتاً محصولات 
(bp 296 و )Tax (bp 1118تف )   ــور ــه منی ــدند. ب ــیر ش س

به عنـوان ژن  بتااکتین ، ژن  PCRصحت فرآيند استخرا  و 
( اسـتفاده شـد. آزمـاي     Gene House Keepingداری) خانه
PCR  ،در دستگاه آلمانیPRQ STAR  .انجام شد 

 

 ها يافته
نمونـه از داوطلبـان اهـدای     22 ،در محالده انجـام شـده      
 زن بـا  6و سال  12/07مرد با میانگین سنی  26)شامل خون

نفـر متأهـل و    10ننین تدداد  همسال  86/09میانگین سنی 
 9که در الايزای مجـدد تدـداد    بررسی شدند ،نفر مجرد 10

الکتروکمـی   هـای  در آزمـاي   %( مثبت شـدند. 1/16نمونه)
نمونـه مثبـت    %(2) 6لومینسانس و وسترن بـلات ، تدـداد   

  .(1 يکسان و مشابه داشتند)شکلنتاي  
مورد اسـتفاده، بـرای اولـین بـار     MP وسترن بلات  کیت    
   .ه استتست تأيیدی دريافت کردبه عنوان را  FDAيه ازیدت

زای الايـزا بـرای    نمونه با دو تکرار واکـن   9ننین  هم    
گیری مجدد فراخوان شدند کـه همـه افـراد فراخـوان      نمونه

گرفتـه  نمونه جديد  همکاری کردند و ،شده غیر از يک نفر
 ژنـومی، غلیـت و خلــوص   DNAاسـتخرا    از پـس  شـد. 

DNA   گیـری شـد کـه خلـوص       با نـانودرا  انـدازهDNA 
بـر روی   PCR آزمـاي  ننـین   هـم  بـود.  9/1 برابر ژنومی
DNA بتااکتین انجام شد و در  آغازگرها با  استخراجی نمونه

گرفت. در ادامـه   ید قرارازمورد ت PCRتمام موارد محصول 
نتـاي   ،  HTLV-1کار بـا بررسـی حرـور ژنـوم ويـروس      

  TAXبرای سه نمونه در هر دو ناحیه Nested PCR آزماي 
(bp 1118)  وLTR (bp 296 درکنار نشانگر وزن مولکولی )

جفت بـازی مثبـت شـد و بانـد مـورد نیـر مشـاهده         133
 (.     6)شکلگرديد
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 وسترن بلات نمونه های مثبت الایزا: نتایج 7شکل شماره 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ویروس  Nested PCRنتایج ژل الکتروفورز محصول : 9شکل 
HTLVI  جفت بازی. چاهک  700نشانگر وزن مولکولي  7. چاهک

 PCRمحصول  3و چاهک  )TAX (bp 7779ژن  PCRمحصول  9
 LTR (bp 689 .)ژن 

 

 بحث
سـر  زا و  مـوارد واکـن    در الايزای اولیه، در اين محالده    

%( نمونـه مثبـت شـد و از    1/16) 9تدداد ،  HTLV-Iمرزی 
 هـای  آزمـاي  نمونه واکنشـی الايـزا، در بررسـی بـا      9اين 

%( نمونه 2) 6تدداد  ،الکتروکمی لومینسانس و وسترن بلات
  ننینم ه .شد تازید  آزماييکسان در هر دو ورت ـه صـب

 قرار گرفتند.ید ازهم مورد ت PCR آزماي همان نمونه ها با 
آن  ژنـوم  کـه  اسـت  رتروويـروس  يک،  HTLVويروس     

RNA  فدالیـت   بـا  ويـروس  ايـن . باشـد  مـی  ای رشـته  تـک
 ژنـوم  داخـل  بـه  که سازد می DNA ،مدکوس برداری نسخه

 ايمنـی  سیسـتم  هـای  پاسـخ  از فرار با و شود می وارد میزبان

 (.12بمانـد)  بـاقی  بدن در طولانی های سال تواند می ،میزبان
 متفـاوت  مختلف جغرافیايی مناطق در ژنتیکی ويروس تنو 

 میـزان  .اسـت  يکسـان  مدمـولاً  منحقـه  يـک  در ولـی  اسـت 

 بسـیار  هـا  ويروس ساير به نسبت ويروس اين موتاسیون در

(. 17باشـد)  مـی  سال هزاران طی % در1حدود  در و است کم
 ويـروس  ايـن  به دنیا سراسر در نفر میلیون 63تا  11حدود 

 هـای  به سـمت بیمـاری   %6-%9بین  اين از که هستند آلوده

 نـاقلین  صـورت  به بقیه و روند می HTLV-1با  مرتبط شديد
(. در محالده ژيـاهوی بـی و   17مانند) می باقی علامت بدون

، بـــه منیـــور ارزيـــابی گـــذر 6316همکـــاران در ســـال 
ــاي  ــای آزمـ ــوم  هـ ــل سـ  HIV (enzyme linkedنسـ

immunosorbent assay/EIA  نســـــل نهـــــارم ( بــــه
(electrochemiluminescence immunoassay/ChIA)،  تدداد

 ChIAنمونـه بـا    111901و تدـداد   EIAنمونه بـا   667721
آزمـاي   بـا   آزمـاي  بررسی شدند و موارد مثبـت هـر دو   

 ChIAوسترن بلات تکرار شد و حساسـیت بـالینی    تازیدی
(. در محالده ريموند 19% اعلام شد)EIA 26/88% و 99/88

، به منیور بررسی و مقايسه ويژگـی و  6312سال  در بوآدو
حساسیت نمونه خون کامـل و نمونـه سـرم بـا اسـتفاده از      

:  RDTتست تشخیصـی سـريع)   ، HIV های تشخیصی کیت
Rapid diagnostic Test) بیمار مبتلا بـه   693، بر رویHIV 
الکتروکمـی لومینسـانس انجـام     آزماي و غیر آلوده توسط 
هــای خــونی کامــل از  گرديــد کــه نمونــهشــد و مشــخص 

های بالاتر و ارزش تشخیصـی مثبـت    ها و حساسیت ويژگی
(. در 18)هسـتند و منفی بالاتری نسبت به سـرم برخـوردار   
، به منیور 6317محالده آنجا دی وقلیره و همکاران در سال 

در مثبـت   HIVدر بـین بیمـاران    HCVغربالگری و شـیو   
بـدون سـابقه   مثبـت   HIVبیمـار   0361شهر کامبو ، تدداد 

بــا روش الکتروکمــی لومینســانس مــورد  HCV درمــان بــا
%( مـورد تشـخیص   11/7) 603و تدـداد  دادند ارزيابی قرار 

 HIVدر بـین بیمـاران    HCVداده شد که غربالگری هدفمند 

                   1                   6                   0 
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مزايـای   ،لومینسـانس  (. الکتروکمـی 63را ارازه دادند)مثبت 
ديگر ماننـد الايـزا دارا    تشخیصی های روش به سبتن خوبی
 کامـل  اتوماسیون توان قابلیت می مزايا جمله اين باشد، از می

 غیـر  مدـرا  تکنیکی، دارای خحای در حذا کامل دستگاه

 جهت بالا حساسیت کاربرد آسان، با و پايدار بسیار ايزوتوپی
 مدت در ننین هم و کم مقادير بسیار با ها آنالیت گیری اندازه 

 آمـاده  و سـريع  بالا، برگشـت  کیفیت با کوتاه، سنج  زمان

 عملکـرد  بـه  توجـه  ننین بـا  ديگر و هم سنج  برای شدن

 مصـرا  کـاه   و بـالا  تکرارپـذيری بسـیار   قدرت دستگاه

 را زمـان  کـاه   و هـا  کـاه  هزينـه   نتیجـه  در و ها مدرا
 بـر مزايـا   علاوه .کرد بیان اين سیستم های ويژگی از توان می

ايــن  کــه اســت نیــز هــايی محــدوديت و مدايــب دارای
 بايستی روش اين در( سیستم بودن بسته :شامل ها محدوديت

 سمپلر سر ننین و هم ها محلول و ها کیت و از دستگاه حتماً

 انحصاری و کاملاً که شود استفاده مخصوصی های و ناهک

 توجـه  قابـل  ، هزينـه )اسـت  مشخص شرکت يک اختیار در

 باشـد.  آن مـی  هـای  و محلـول  هـا  کیـت  ننـین  هم و دستگاه
 بـادی  ـد   عبدالوهاب مـرادی و همکـاران، فراوانـی آنتـی    

TLV-1  بیمار تالاسمی ماژور شهرسـتان گرگـان    191را در
مورد محالده قرار داده و موارد مثبـت   96و  90های  در سال
 اند. روش کار مـرادی  نفر( گزارش نموده 9) %6/6واقدی را 

یـدی وسـترن بـلات    ازالايزا و تست ت ولیهبرای غربالگری ا
 ،یمـار تالاسـمی  ب 191بود. در غربالگری به وسیله الايـزا از  

 آزمـاي  تازیـدی  ( مثبت شده بودند امـا در  %8/16نفر ) 67
نتــاي  مثبــت را نشــان  %(6/6نفــر ) 9وســترن بــلات تنهــا 

، بـه  6330(. در محالده انـارکی و همکـاران سـال    61)دادند
بیمـار تالاسـمی    171در  HTLVمنیور تشخیص ويـروس  

ت ب ـ%( نمونـه مث 9/2)16تدداد  ،الايزاآزماي  شهر تهران با 
 11تدـداد   ،وسـترن بـلات   آزمـاي  تازیـدی  گزارش شد و 

ــه را 0/2) ــد%( نمون ــرد) تازی ــهابی و  66ک ــه ش (. در محالد
،  HTLVبه منیور تشخیص ويـروس   ،6316همکاران سال 

داوطلبان اهدای خون در خراسـان  از نمونه  631718تدداد 
در  نـد. مورد محالده قـرار گرفت  91-97های  ر وی در سال
%( نمونـه مثبـت   66/3) 913الايزا آزماي  اين محالده نتاي  

%( نمونـه  312/3) 06وسترن بلات تدـداد   آزماي بود و با 
، به 6310ده جمیلی و همکاران سال (. در محال60شد) تازید

نمونــه  61669تدـداد   ، HTLVمنیـور تشـخیص ويــروس   
در شـهر سـبزوار    92-97 هـای  اهداکنندگان خون در سـال 

تدـداد  در الايـزا   آزمـاي  نتاي  غربالگری با بررسی شدند. 
 آزمــاي %( نمونـه مثبــت بــود و در بررسـی بــا   11/3)112
تازیـد  %( نمونه مثبت 62/3) 12 تدداد ،وسترن بلات تازیدی
، جهـت  6319(. در محالده استرامر و همکاران سال 66شد)

ــروس   ــالگری ويـ ــاي  از دو  HTLVغربـ ــزا وآزمـ  الايـ
بـا   آزماي استفاده کردند و نتاي  مثبت هر  نسانتیملو کمی

بـا   repeat-reactiveنمونـه   133ديگر تکرار شـد و  آزماي  
  قرار گرفتند که تکمیلی وسترن بلات مورد سنج آزماي 

ــامل   ــاي  ش ــی و   78نت ــه منف ــخص   61نمون ــه نامش نمون
 ٬آزمـاي  الايـزا  در مقايسـه بـا    (. وسـترن بـلات  61بودند)

تر است ولی نون آزماي  نسبتاً گرانی محسوب  اختصاصی
و از حساسیت کمتری برخوردار اسـت بـه عنـوان     شود می

نتاي  مثبـت   تازیدگیرد و بیشتر در  اولین آزماي  انجام نمی
وسترن بلات در آزماي   .رود کار میه ب آزماي  الايزاشده 

مورد اطمینان خواهد  %88بی  از آزماي  الايزا همراهی با 
 یصتشـخ  یـت توان بـه قابل  یوسترن بلات م يایاز مزا .بود

اجـازه   .(62)اشـاره کـرد   نمونـه در  ینپروتئ یکوگرمسح  پ
 ابـزار  اا به عنواناز اهد یاریبس یروش برا يندهد تا ا یم

ــیتشخ ــود   یص ــتفاده ش ــؤیر اس ــ(. 69-67)م و  یتحساس
: آن اسـت  یاصـل  یلدل دو به اختصاصی بودن وسترن بلات

 یـب که از نیر اندازه، بـار و ترک  يیها ینپروتئ ی( جداساز1
وسیله ژل الکتروفـورز انجـام   ه ب متفاوت هستند يکديگربا 
 يمسد) SDSشده با اتصال به  ناتورهد یها ینپروتئشود.  می
شـوند، سـپس بـر     یداده م یبار منف يک (سولفات یلدودس

 ـ ایـر متقابـل  ( 6 شـوند.  یاساس اندازه جدا م ـ و  یبـاد  یآنت
 هــم  هــا، وســترن بــلات    ماننــد همــه روش  . ژن یآنتــ

 یاصل يتمحدود(. 67، 69)دارد یزخود را ن یها يتمحدود
 يـک است کـه فقـط در صـورت وجـود      ينوسترن بلات ا

توان آن را انجـام   یمورد نیر م ینپروتئ یهعل یهاول یباد یآنت
، 6311(. در محالده موناوردی و همکـاران در سـال   68)داد

بدخیمی با بیمار  23در  HTLVبه منیور تشخیص ويروس 
خــون بســتری در بخــ  انکولــوژی بیمارســتان حرــرت  

 19تدـداد   ،آزمـاي  الايـزا  ها با  غربالگری نمونهدر رسول، 
از  هــا تازیــد آن%( نمونـه مثبــت گــزارش شــد و بــرای  03)
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استفاده شد که تدـداد   TAXناحیه  Real-time PCR آزماي 
(. در محالدـه  03قـرار گرفـت)   تازیـد %( نمونه مورد 63) 16

مبتلا بـه   فرد 161، در میان 6319سال  یقفی و همکاران در
خـود ايمنـی سـارکوزیدوز در مقايسـه بـا       -بیماری تنفسـی 

 الايـزا  آزماي با  HTLV1 ، وجودسالم شهر مشهدجمدیت 
هـا   نمونه مثبت تشخیص داده شد و همان نمونه 1تدداد در 
در  HTLV1شد. و در نهايت فروانـی   تازید PCR آزماي با 

در  .(01% گزارش شـد) 6اين بیماران در شمال شرقی ايران 
، بـه منیـور   6319محالده پیراي  فرد و همکاران در سـال  

نمونـه اهداکننـدگان    6333تدداد  HTLVتشخیص ويروس 
نمونه بیمار  133و مقبت  HIVنمونه بیمار 133شهر تهران، 
نمونه غربالگری شد که بـا   6633مجمو   و در بتا تالاسمی
 نمونـه  16نمونـه اهداکننـدگان و    06تدـداد   آزماي  الايزا

 ،Nested PCRتازیـدی   آزماي و با  ندشدمثبت  HIVبیمار 
 HIV انبیمـار از نمونـه   1اهداکننـدگان،  از نمونـه   1تدداد 
(. 11شـد) تازیـد  بتـا تالاسـمی    انبیمـار از نمونه  9و مثبت 
ــتNested PCR  روش ــزاي  جه ــیت اف و  PCR حساس
 و اختصاصـی  غیـر  تکثیـر  رسـاندن  حـداقل  بـه ننـین   هـم 

 اتصـال  سـبب  کـه  شود می طراحی PCR کاذب محصولات

. شـود  هـدا  DNA  شـده  بینـی  پی  های جايگاه به آغازگر
Nested PCR در ها آن که است آغازگر از مجموعه 6 شامل 

. شوند می استفاده PCR واکن در  پی در پینوبت کاری  دو
 هدا جايگاه به که است اين آغازگر دوم مجموعه عملکرد

 اتصال آغازگر اول مجموعه با شده تکثیر توالی داخل در دوم

 يـا  کـاذب  تـوالی  اسـت کـه   بدیـد  بسیار که طوری به يابند.

آغازگرهـا  دو مجموعـه   هـر  بـرای  اتصال جايگاه ناخواسته،
 ،اختصاصی آغازگرهای با تکثیر که اين خاطر به .باشد داشته
تولیـد   علت به .است بسیار اختصاصی روش ،شود می انجام
 روش سـاعت،  سه کمتر از در تکثیر از طريق نسخه ها میلیون
در مواردی که افراد از نیر ايمنی قـادر   .سريدی است نسبتاً

تـوان بـرای    از ايـن آزمـاي  مـی    ،بادی نباشند به تولید آنتی
 ، ايـن اجـرا  قابلیـت  و مزايـا  اين کنار دراستفاده نمود.  تازید

 عیـب،  تـرين  مهـم  و ولـین ا .دارد نیز ای مدايب بالقوه روش

 گران ،تکنیکی سنتی های نوآزم با در مقايسه .است آن هزينه

 .دارد نیـاز  تخصـص  و مهارت به PCRانجام  و است قیمت
 از دقیقـی  دانـ   بايـد  PCRانجـام   جهـت  ايـن  عـلاوه بـر  

 کـردن  وارد بـرای  ،آغازگرهـا  بیوانفورماتیک برای طراحـی 

  .(06، 00)داشت غیره و محدود کننده های جايگاه
 

گيري نتيجه
نمونه  22 تدداد الايزای اولیه، آزماي در اين محالده در     

نمونـه   9زا و سر مرز بودند. در الايزای مجدد فقـط   واکن 
هــای الکتروکمــی  آزمــاي مثبــت شــدند. و در بررســی بــا 
نمونه نتاي  مشابه  6همه  PCRلومینسانس، وسترن بلات و 

داشتند. اولین قدم متداول در تشخیص آلودگی افراد، بـرای  
 آزمـاي   ،های اختصاصی ايـن ويـروس   بادی آنتی تشخیص
 اسـت  ممکـن  ولـی  دارد بـالا  حساسیت باشد. الايزا الايزا می

 هـای ديگـری   بادی آنتی با و باشد نداشته بالايی اختصاصیت
دهنده ويژگی پايین  خود نشان بدهد. اين امر متقاطع واکن 

بـادی بـه روش الايـزای     هـای آنتـی   و مثبت کاذب در کیت
آزمــاي  بنــابراين اســتفاده از  باشــد. مــی موجــود در بــازار

توانـد باعـ     بـالا مـی   حساسـیت  الکتروکمی لومینسانس با
شـود و بـه همـراه      الايـزا کاه  موارد مثبت کـاذب روش  

با ويژگی بالا مانند روش وسترن بـلات و يـا   هايی  آزماي 
و تکمیلـی اسـتفاده    آزمـاي  تازیـدی  به عنوان PCR روش 
گردد.

 
    تشكر و قدرداني

 PhDنامه دانشـجويی در مقحـع    پايان حاصلاين محالده     
 IR.TMI.REC.1396.014کد اخلاق میکروبیولوژی و دارای 

مـديريت  از باشـد.   از مؤسسه عالی طـب انتقـال خـون مـی    
عقیـل و   آقـای دکتـر بنـی    ،پايگاه انتقال خون استان گلستان

هم ننین از خانم پـاز کارشـناس آزمايشـگاه     پرسنل پايگاه
 داريم.را کمال تشکر و قدردانی  شناسی، ويروس
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Abstract 
Background and Objectives 

Human T-cell lymphotropic virus type I (HTLV-I) has been associated with two diseases in 

humans such as adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL) and HTLV-associated

myelopathy/tropical spastic Para paresis (HAM/TSP). About 5 to 10 million people are 

infected with HTLV-1 worldwide. In order to improve the blood safety and to prevent false 

positive results in blood donors, methods for identifying infectious agents need to be highly 

sensitive and specific. The purpose of this study was to compare the electrochemical 

luminescence, western blotting, and PCR assays to confirm HTLV-1 virus. 

 

Materials and Methods 

This exprimental study was carried out in 2018 on 66 samples (62 males and 4 females) which 

had antibody against HTLV-1 virus.  All retested samples with the same ELISA kit were 

examined by electrochemical luminescence and western blotting. For virus detection by PCR 

method, blood donors were recalled for new samples. After DNA extraction, nested PCR was 

performed with primers in both TAX and LTR regions. 

 

Results 

In this study 8 (%12/1) samples from 66 samples were reacted with ELISA test. Also 4 (%6) 

samples had antibody against HTLV-1 by electrochemiluminescence test. Finally, four 

samples were confirmed by Western blotting and Nested PCR. 

 

Conclusions   

The use of the electrochemical luminescence, western blotting and PCR assays, which had 

similar results in this study, is suitable for detection and confirmation of HTLV-1 virus. 

 

Key words: Western Blotting, Chemiluminescence, Nested PCR, HTLV-1 
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