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 هچكيد
سابقهوهدف

” ايادز ”انسااني عامل ايجاد كننده سندرم نقص ايمني اكتسابي ( HIV-1)ويروس نقص ايمني اكتسابي تيپ يك
در مراكز انتقال خون يك معضل جهاني محسوب  ،انتقال بيماري از طريق انتقال خون در دوره پنجره. باشد مي
بادي  قبل از ظهور آنتي HIV-1نياز مبرمي براي تشخيص سريع، حساس و دقيق عفونت  ،علاوه بر اين. شود مي

در  HIV-1تشاخيص نناوم وياروس    . شاود  حساس ماي ها و مراكز بهداشتي ا در بدن فرد آلوده در بيمارستان
باا  . باعث جلوگيري از گسترش بيماري در جامعه و شيوع روز افزون بيماري خواهد باود  ،هاي مشكوك نمونه

هاي اختصاصاي تشاخيص    بادي توان عفونت را در مراحل ابتدايي و قبل از ظهور آنتي استفاده از اين روش مي
جهات تشاخيص عفونات     RT-Nested PCRوش بسيار حساس و ساريع  هدف از اين پژوهش طراحي ر. داد

HIV-1 بود. 
هاموادوروش

باه منواور جداساازي سكانساي      RT-Nested PCRروش . بودپژوهش انجام گرفته از نوع بنيادي ا كاربردي  
ابتادا باا كماك روش    . طراحاي و باه كاار گرفتاه شاد      HIV-1در وياروس   gagحفاظت شده از بخش نن 

باا   Nested-PCRروش باا  سااخته و پاس از آن    cDNAويروس،  RNAاز روي ننوم  ،از معكوسكريپت ترانس
تكثيار داده   HIV-1اي از نن مورد نور وياروس   اختصاصي و در دو مرحله، قطعه آغازگراستفاده از دو جفت 

ون نتايج به دست آمده باا كماك آزما    .مورد بررسي قرار گرفت PCRشد و با كمك الكتروفورز، محصولات 
ANOVA  افزار آماري  و نرمSPSS تجزيه و تحليل گرديد . 

هايافته
 18چنين  و هم( دار و ايدز علامت ،شامل مراحل بدون علامت)نمونه سرمي از مراحل مختلف عفونت 28تعداد 

در تمام  .فتآوري شد و با روش فوق مورد بررسي قرار گر نمونه سرمي منفي جمع 20نمونه پانل استاندارد و 
 ،هااي منفاي   باند مورد نور بر روي نل آگارز مشاهده شد، ضمن اين كه در هيچ كادام از نموناه   ،د مثبترموا

 . باندي مشاهده نگرديد
نتيجهگيری

انادازي شاده داراي حساسايت و     بر اساس نتايج به دست آمده در اين پژوهش، نشان داده شد كاه روش راه 
چنين با توجه به حساسايت روش، باه    هم. باشد مي HIV-1 اختصاصيت بالايي جهت تشخيص عفونت ويروس

ها تشخيص داد و از اين رو  بادي توان قبل از تغييرات سرمي و ظهور آنتي مي ارسد كه ننوم ويروسي ر نور مي
 . تر كرد تشخيص عفونت را كوتاه  توان دوره پنجره مي
 gag، نن انساني تيپ يكويروس نقص ايمني اكتسابي ، RT-PCR دوگانه، PCR :اتكليديكلم

 
 51/55/48   :تاريخ دريافت 
 03/53/41  :تاريخ پذيرش 
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 مقدمه
طبق آمار موجـود  در سراسـر جهـان بـر طـور متوسـ            

ــر  ــاري    50133روزانـ ــان بيمـ ــداد مبتريـ ــر تبـ ــر بـ نفـ
 (Acquired Immunodeficiency Syndrome(AIDS))ايـدز 

  شمار مبتريـان  2353بر اين ترتيب تا سال . شود افزوده مي
 51ميليـون نفـر فبلـي بـر      82بر اين بيماري مهلك از مرز 

 21در بيست سال گذشتر تـاكنون  . ميليون نفر خواهد رسيد
اري جان خود را از يمميليون نفر در دنيا بر اثر ابتر بر اين ب

ت بيمـاري و  ي ـلـذا بـا توجـر بـر اهم    . (5-0)انـد  دست داده
هـاي تشخييـي بـا     نيـاز بـر روش    گسترش روزافـزون آن 

كارآيي بالاتري است تا بتوان از حجم فزاينده مبتريـان بـر   
 . بيماري كاست و يا آن را متوقف كرد

هـاي تشخييـي بـراي     تـرين روش  در حال حاضر مهـم     
ــت  ــامر روش  HIV-1تشــخيص عفون  EIA(Enzymeش

(Immuno Assay  بـادي و روش   بر منظور جستجوي آنتـي
 (.8-5)باشد وسترن برت جهت تاييد عفونت مي

اهميت دوره پنجره در سير بيماري و انتقـال عفونـت از       
افراد مبتر بر ديگران  با توجر بر بالا بودن بار ويروسـي در  

هاي تشخييي  اين مرحلر و هم چنين عدم كارآيي آزمايش
هـاي اختياصـي  اسـتفاده از     بـادي  آنتي مبتني بر جستجوي

را بر عنوان آزمايش تشخييي بـا   RT-Nested PCRروش 
 . نمايد ها مطرح مي حساسيت بالا در مقايسر با ساير روش

 RT-Nested PCRاين پژوهش با هدف طراحـي روش      
اي از  با استفاده از آغازگرهاي بسيار اختياصي براي منطقـر 

از مناطق حفاظـت شـده ژنـوم     كر HIV-1ويروس  gagژن 
عروه بر حساسيت بالا  اين . باشد  انجام گرفت ويروس مي

باشـد و از آن   روش تشخييي داراي سهولت كاربرد نيز مي
هـم  . توان در مراكـز تشخييـي اسـتفاده كـرد     بر راحتي مي

هـاي شناسـايي مبتنـي بـر      چنين با توجر بر ايـن كـر روش  
تولـد شـده از مـادران    بادي بـراي نـوزادان م   جستجوي آنتي

توانـد يـك راه مناسـب     آلوده كارايي ندارد  ايـن روش مـي  
 . براي تشخيص عفونت نوزادان ياد شده تلقي گردد

    PCR دو گانر(Nested PCR )  روشي است كـر در آن از
دو جفت آغازگر براي تكثير يـك قطبـر از ژن مـورد نظـر     

( رجيآغازگرهاي خـا )جفت اول(. 8  4  9)شود استفاده مي
كنند و جفـت   كانس مورد نظر را در مرحلر اول تكثير ميس

بر نواحي داخلي محيولات اوليـر  ( آغازگرهاي داخلي)دوم
كننــد  بنــابراين  متيــر شــده و محيــولات را تكثيــر مــي 

هـدف  (. 8  53)يابـد  حساسيت و اختياصيت افـزايش مـي  
عمده اين روش آن است كر در صورتي كر تكثير نا بر جـا  

ي در مرحلر اول صورت گرفتـر باشـد  در مرحلـر    يا اشتباه
دوم ديگر آن سكانس تكثير نشود  ضـمن ايـن كـر مرحلـر     
دوم تاييدي بر صحت محيول تكثير يافتـر در مرحلـر اول   

 (.55  52)خواهد بود
 

 ها مواد و روش
 :طراحي آغازگر

. مطالبــر انجــام شــده از نــو  بنيــادي ـ كــاربردي بــود      
از بانـك ژن بـر    gagظـت شـده   سكانس مربوط بر ژن حفا

آغازگرهاي خارجي و داخلي تكثير كننده قطبـر  . دست آمد
 Gene)افـزار طراحـي آغـازگر    مورد نظر با اسـتفاده از نـرم  

Runner )بــا (. 5جــدول شــماره )طراحــي و انتخــا  شــد
  هـا  استفاده از اين آغازگرها و با توجر بر محـر اتيـال آن  

جفت بـاز   PCR  003ل طول قطبر تكثير يافتر براي دور او
 .باشد جفت باز مي PCR  213و براي دور دوم 

 
سكانس آغازگرهاي خارجي و داخلي براي تشخيص : 1جدول 

 HIV-1ويروس 
 

25 nucleotide GAG AGA TGG GTG CGA 
GAG CGT CAG T JDF1 

25 nucleotide TGT TTT GCT CTT CCT CTA 
TCT TGT C JDR1 

18 nucleotide TGG GAG AGC GTC AGT 
ATT JDF2 

19 nucleotide 
AGG GTT GCT ACT GTA 

TTA T JDR2 
 

 Reverse)ويروسـي و  RNAآوري نمونـر  اسـتخرا     جمـ  

Transcription)RT : 
مثبـت كـر آزمـايش     HIV-1 هاي سـرمي بيمـاران   نمونر    

ها مثبت شده و آزمـايش تاييـدي وسـترن بـرت      اليزاي آن
آزمـايش يـاد شـده را     ها هم دو بار صحت مثبت بـودن  آن

تاييد كرده بود از بيمارستان امام خمينـي تهـران در مراحـر    
 8نمونر بـدون عرمـت بيمـاري      50شامر )مختلف بيماري
 21نمونــر بيمــاران ايــدز  مجموعــا    4دار و  نمونــر عرمــت

بـا تيترهـاي   )نمونـر پانـر اسـتاندارد    51و هم چنين ( نمونر
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هاي انسـتيتو پاسـتور    ونراز بانك نم( مختلف ژنوم ويروسي
نمونـر   23هاي ذكر شـده  از   عروه بر نمونر. ايران تهير شد

 . منفي ياد شده استفاده گرديد
ويروسـي   RNAميكروليتر از سرم جهت استخرا   583    

گـراد منتقـر    درجر سـانتي  -53استفاده شد و بقير بر فريزر 
ويروسي توس  كيت استخرا  كيـاژن   RNAاستخرا  . شد
هـم چنـين در ايـن پـژوهش از روش فنـر      . جام گرفـت ان

ويروسي استفاده شـد و ايـن    RNAكلروفرم براي استخرا  
دو روش با هم مقايسر شدند و بر جهت كيفيت بهتر نتـاي   

 . در استخرا  توس  كيت  اين روش ترجيح داده شد
    RNA  اســتخرا  شــده برفاصــلر جهــت انجــام مرحلــر

. مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت     "RT"كريپتاز مبكوس  ترانس
ــر   ــن  ميكروليت ــدا پ ــراه شــش   RNAابت ــر هم ــي ب ويروس

ميكروليتر آ  مقطر دوبار تقطير و يك ميكروليتـر آغـازگر   
بـر يـك   ( مـولار  ميلـي  53با غلظـت  )سنس اختياصي آنتي

تيــو  اپنــدورف اضــافر شــد  ســپس تيــو  بــر دســتگاه  
(  Eppendorf  Master Cycler Gradiant)ترموســـايكلر

نتقر گرديد و بر مدت پن  دقيقـر در دمـاي هفتـاد درجـر     م
پس از طي اين زمان و در مرحلـر    گراد قرار داده شد  سانتي

  بيسـت واحـد آنـزيم    RT ببد  چهار ميكروليتر بافر آنزيم 
RT    بيست واحد آنزيمRnasin(فرمنتاز)  ميكروليتر از  2و

  dGTP  سـيتاژن )نوكلئوتيـدها  اكسي دي( مولار 2/3)مخلوط
dCTP  dTTP  dATP ) و يك ميكروليترMgcl2 (1/5 ميلي  
بر آن اضافر گرديد  حجم نهايي بر بيست ميكروليتر ( مولار

در . رسانده شد و مجددا   بر دستگاه ترموسايكلر منتقر شـد 
 21دقيقـر در دمـاي    51اين مرحلر مخلوط فوق بـر مـدت   

ــاي   درجــر ســانتي ــك ســاعت در دم درجــر  82گــراد و ي
سـاختر شـده بـر     cDNAسـپس  . گراد قرار داده شـد  يسانت

 . عنوان الگو براي مرحلر ببد مورد استفاده قرار گرفت
 

 :اي پليمراز واكنش زنجيره
 1X PCRميكروليتر حـاوي   21در حجم  PCRدور اول     

 cDNA  21/5  دو ميكروليتر از (مولار ميلي 2)MgCl2بافر  
   JDR1   JDF1( رميلي مـولا  53)ميكروليتر از آغازگرهاي

dNTPs mix  22/3 مـراز   ميلي مولار و يك واحد آنزيم پلي
Taq DNA ا افزودن يك قطره روغن مبدنيـو ب(Mineral  

Oil )بر سطح آن تحت شراي  ذير انجام گرفت؛ 
سيكر شـامر   01دقيقر   1گراد بر مدت  درجر سانتي 98    

ر  ثانيــ 01گــراد بــر مــدت  درجــر ســانتي 98دناچوريشــن  
اكستنشن  ثانير و  01گراد بر مدت  درجر سانتي 18  آنيلينگ

ثانيـر و در نهايـت يـك     01گراد بر مـدت   درجر سانتي 52
 . دقيقر 1مرحلر اكستنشن نهايي بر مدت 

ــزان  PCRســپس محيــول دور اول      ــر مي ــق  48/5ب رقي
 . استفاده شد PCRگرديد و بر عنوان الگويي براي دور دوم 

 :دور دوم بر قرار زير استمواد و شراي  
 2  (ميلـــي مـــولار  1/5)PCR X51/5  MgCl2بـــافر     

ــق شـــده دور اول      ــر از محيـــول رقيـ  21/5ميكروليتـ
   JDF2   JDR2از آغازگرهـاي  ( ميلي مـولار  53)ميكروليتر

mix dNTPs2/3     ميلي مولار و بر همراه يـك واحـد آنـزيم
ري ميكروليت ـ 233را در يـك تيـو     Taq DNAمـراز   پلـي 

اپندورف مخلوط كرده  يك قطره روغن مبدني بر سطح آن 
 :اضافر شد  سپس دور دوم با برنامر ذير انجام شد

سيكر شـامر   03دقيقر   1گراد بر مدت  درجر سانتي 98    
ثانيـر   03گراد بر مدت  درجر سانتي 98مراحر دناچوريشن  

ثانيـر اكستنشـن     03گراد بر مدت  درجر سانتي 88آنيلينگ  
دقيقـر   1ثانير و در نهايت  03گراد بر مدت  درجر سانتي 52
 . گراد براي مرحلر اكستنشن نهايي درجر سانتي 52در 
 

 :ژل الكتروفورز
بـــا يـــك  PCRميكروليتـــر از محيـــول دور دوم  53    

مخلوط گرديـد و روي   X53گذاري  ميكروليتر از بافر نمونر
. قـر شـد  حاوي اتيـديوم برومايـد منت  درصد  1/5ژل آگارز 

بر مـدت يـك سـاعت در      X5TBE پس از آن ژل در بافر
بـا پايـان يـافتن زمـان     . ولت الكتروفـورز گرديـد   43ولتاژ 

 UVو بـا اشـبر    شـد الكتروفورز  ژل بر دستگاه داك منتقر 
 . باندها مشاهده و تيوير آن ثبت گرديد

 
 :تجزير تحلير اطرعات

هاي  و نمونر مثبتهاي  اطرعات و نتاي  مربوط بر نمونر    
 رعات اختياصي قابر انتظار ـر اطـعروه ب)داردـپانر استان
ــر(تحليــر آن ــر همــراه نمون ــا هــاي    ب اســتفاده از منفــي ب
ــاخص ــون    ش ــتگي پيرس ــاي ضــريب همبس ــيون ه رگراس
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ANOVA افـزار   و با كمك نرمSPSS   تجزيـر و   50نسـخر
 . تحلير شد

 
 ها يافته
    RT-Nested PCR  نمونر سرم  21روي طراحي شده  بر

HIV-1  نمونر  51مثبت مربوط بر بيماران آلوده و هم چنين
عروه بـر آن  كـارآيي ايـن روش    . پانر استاندارد انجام شد

نمونر سرم منفي تاييد شـده  مـورد بررسـي قـرار      23روي 
گرفت و بر اساس مجمـو  نتـاي  بـر دسـت آمـده ميـزان       
ــبر   ــده محاسـ ــي شـ ــي روش طراحـ ــيت و ويژگـ حساسـ

 (. 2جدول شماره )يدگرد
 

 طراحي شده RT-Nested-PCRحساسيت و ويژگي روش : 2جدول 
 

 هاي مورد مطالعه نمونه

 نتايج به دست آمده از روش
 RT-Nested-PCR طراحي شده 

منفي /مثبت منفي مثبت
 كاذب

    (28)هاي مثبت نمونه
 3 3 50 (50)افراد فاقد عرمت
 3 3 8 (8)افراد داراي عرمت

 3 3 4 (          4)ران ايدزبيما
هاي منفي تاييد  نمونه
 3 23 3 (20)شده

    (18)پانل استاندارد
  3 55 (55)مثبت
  8 3 (8)منفي

 مجموع نتايج
 (3)3 (533)28 (533)84 (حساسيت و ويژگي)

 
هاي سرمي مثبت  باند مورد نظر مشـاهده   در تمام نمونر    

هاي منفي باندي  نمونر گرديد ضمن اين كر در هيچ كدام از
هـاي مثبـت هـم هـيچ بانـد غيـر        در نمونـر . مشاهده نشـد 

 (.5شكر )اختياصي مشاهده نشد
هاي پانر اسـتاندارد   ت انجام گرفتر بر روي نمونرمطالبا    

 ها نشان داد  روش طراحي شــده توانـايي   سازي آن و رقيق
هايي را بـر عنـوان مثبـت دارد كـر حـداقر       تشخيص نمونر

 . ليتر باشند كپي ژنوم ويروس در هر ميلي 133داراي 

 
  

  

 
 
 
 

 در دور دوم PCRمربوط به محصول نهايي واکنش : 1شكل 
 

نمونـر هـاب بيمـاران مـورد     : چاهک شماره يک  دو  سر  چهار و شش
 مطالبر

 چاهک شماره هفت کنترل مثبت
 چاهک شماره هشت کنترل منفی 
 DNA چاهک شماره پن  مارکر وزني 

 
ذكر اين نكتر ضروري است كر در ايـن روش  در تمـام       

هاي مثبت پـس از آن كـر محيـولات دور اول روي     نمونر
نسـبتا   واضـح قابـر     bp 003ژل آگارز برده شد  يـك بانـد   

چ گـاه ايـن بانـد    ـهـاي منفـي هي ـ   مشاهده بود و در نمونـر 
هــم چنــين در ايــن (. 0و  2هــاي  شــكر)مشــاهده نگرديــد

ــر در مراحـــــر پـــــژوهش مشـــــاهده گ رديـــــد كـــ
دوگانر  ميزان  PCRهاي  واكنش( optimization)سازي بهينر

برداشت الگو جهـت انجـام دور دوم  تـاثير بـر سـزايي در      
 . نتيجر نهايي واكنش دارد

 
 
  
 
 
 
 
 

 
 در دور اول PCRمربوط به محصول نهايي واکنش : 2شكل 

 
 

 چاهک شماره يک کنترل منفی
 چاهک شماره دو كنترل منفي 

 DNAوزني  چاهک شماره سر مارکر
 چاهک شماره چهار کنترل مثبت 
 چاهک شماره پن  نمونر بيمار

bp133 

bp213 

4          5          4         1            8         0          2            5 

bp133 

bp 003 

1            8            0           2            5   
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مربوط به مقايسه محصولات نهايی دور اول و دوم و  : 3 شكل

 ها اندازه آن
 

 هاب بيماران هاب شماره يک  دو  هفت و هشت مربوط بر نمونر چاهک
 ترل مثبت هاب شماره سر و شش مربوط بر کن چاهک

 چاهک شماره پن  مربوط بر کنترل منفی 
 DNAوزني  چاهک شماره چهار مربوط بر مارکر

 
ويروسـي در  براي مشاهده ميـزان كـم ژنـوم     سازي بهينر    

لـذا در ايـن   . نمونر باليني نقش اساسي و بسيار مهمـي دارد 
هاي مختلف محيـولات مرحلـر اول ومقـادير     مطالبر رقت

ــون ــاوت ي ــاي  متف ــورد   KClو  MgCl2ه ــر م در دو مرحل
بررسي قرار گرفت و بهترين غلظت براي انجام آزمايش بـر  

در نتـاي  بـر دسـت    . هاي سرمي انتخا  گرديد روي نمونر
بـراي دور اول و   MgCl2آمده از اين تحقيق  غلظت بهينـر  

موجود  KClميلي مولار بود و براي  1/5و  2دوم بر ترتيب 
ميلي مولار بر دسـت   51/5و  21/5بر ترتيب  PCRدر بافر 

 .آمد
 

 بحث
رسـد روش   با توجر بر نتاي  بر دست آمده بر نظـر مـي      

RT-Nested-PCR    ــيت و ــده داراي حساسـ ــي شـ طراحـ
هاي متـداول تشـخيص    اختياصيت بالا در مقايسر با روش

 (. 52  50)باشد HIV-1ويروس 
 HIV-1نكتر مهم در مورد تشـخيص عفونـت ويـروس        

  1  50  58)تقال عفونت در دوره پنجـره اسـت  مربوط بر ان
چنانچر روشي بتواند اين مرحلر از عفونت را شناسـايي  (. 0

كند  از اهميت بـر سـزايي در تشـخيص و درمـان بيمـاري      
هايي كر بـر اسـاس تشـخيص     روش. برخوردار خواهد بود

 ر ــباشند  داراي اين نقيي مي HIV-1بادي ضد  حضور آنتي

نسبت  دهـرسد روش طراحي ش ر نظر ميب(. 1  4  9)هستند
 . اقد اين نقيير باشدـف بادي  هاي سنجش آنتي بر روش

اي پــيش روي  هــاي اميدواركننــده در حــال حاضــر افــق    
 HIV-1هاي تشخييي ويـروس   محققان در ارتباط با روش

اين قابليت را دارد كـر بـر    RT-PCRروش جديد . باشد مي
در )بـادي  ز تشـكير آنتـي  روز قبـر ا  51تا  52طور متوس  
  ژنوم ويروس را در خون بيماران نشان دهـد  (دوران پنجره

بـا  (. 9  52)كر از اعتبـار و ارزش بـالايي برخـوردار اسـت    
و  Real time PCRهاي بسـيار بـالاي روش    توجر بر هزينر

نياز بر تجهيزات بسيار پيشرفتر  اين روش محدود بر مراكز 
تشخييـي قابـر انجـام     تحقيقاتي است و در اغلـب مراكـز  

تـر   كـر كـم هزينـر    PCRهـاي   باشد و لذا بايد از روش نمي
 . هستند بر عنوان جايگزين مناسب استفاده نمود

    RT-Nested-PCR   ــژوهش در ــن پ طراحــي شــده در اي
هاي تجاري موجود داراي حساسيت بـالا و   مقايسر با روش

تــر اســت و ســهولت انجــام آن  از  هــاي بســيار كــم هزينــر
با توجر بـر ايـن كـر    . گردد تيازات اين روش محسو  ميام

اي   و هم چنين از ژن ويـژه  Nestedدر اين آزمون از روش 
هـاي   الباده در بين انوا  ژنوتيـ   كر فوق "gag"از ويروس 

باشد استفاده شده لذا حساسيت و  ويروس حفاظت شده مي
هـاي موجـود    هـا و روش  ويژگي روش نسبت بـر آزمـايش  

 . يش و بهبود يافتر استبسيار افزا
 

 گيري نتيجه
با توجر بر نتاي  بر دست آمده در اين پژوهش بـر نظـر       
توان در مراكز تشخييي بر عنوان  رسد از روش فوق مي مي

روش كمكي در تشـخيص اسـتفاده نمـود و عـروه بـر آن      
عروه بـر مـوارد ذكـر    . تر كرد توان دوران پنجره را كوتاه مي

توان در تشخيص آلودگي يا عفونـت   ميشده  از اين روش 
با توجر بر عبور )HIVنوزادان متولد شده از مادران آلوده بر 

مجمـو   . نيز اسـتفاده نمـود  ( بادي اختياصي از جفت آنتي
كـر بيمـاري در مراحـر ابتـدايي      ودش ـ اين موارد باعث مـي 

تشخيص داده شود تا از گسترش عفونت جلوگيري كنـد و  
ني مناسـب را فـرا روي پزشـكان و    كارهاي درما فرصت راه

 (.8  51)بيماران قرار دهد
 

bp

bp

bp

4            5          4           1           8          0          2          5 
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Abstract 
Background and Objectives 

Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1) is the causative agent of Acquired 

Immunodeficiency Syndrome (AIDS) in man and diagnosis of HIV-1 genome in suspicious 

specimens is of special importance. Viral transmission through blood and blood products 

during the window period is considered to be an important concern. In addition, the 

employment of rapid, sensitive and accurate techniques is highly necessary for diagnosis of 

HIV-1 prior to antibody production in infants born from infected mothers. In the present study, 

a sensitive and rapid RT-Nested PCR to detect viral genome has developed.  

 

Materials and Methods 

In this study, a sensitive RT-Nested PCR technique for detection of a conserved HIV-1 "gag 

gene" sequence was developed. By using a specific primer pair, the fragment was amplified in 

two rounds of PCR. In order to confirm positive results, the developed technique was applied 

to standard Iranian panel as well as to positive specimens from different infection and disease 

categories in which reactivity was proven by confirmatory HIV-1 tests (ELISA and western 

blot). 

 

Results 

Thirty five sera from different stages of the disease as well as 15 standard Iranian panels and 

20 negative control sera were collected and tested by the developed technique. In positive 

cases, a specific band was observed on agarose gel electrophoresis, while no band could be 

detected for negative control sera.  

 

Conclusions 

In this study, it was demonstrated that the developed HIV-1 RT-Nested PCR has a high 

sensitivity and specificity for diagnosis of HIV-1 infection. It has the advantage of viral 

genome detection prior to seroconversion and can be easily applied to detect HIV-1 infection 

during the window period.  
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