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 مقاله پژوهشي 

 

‌‌Tلنفوتروپیک‌‌سجهت‌تعیین‌بار‌پرووایرال‌ویرو‌Real – Time PCRاندازی‌روش‌‌راه

‌های‌اهداکنندگان‌خون‌جهت‌نمونه‌به‌روش‌سایبرگرین‌Iانسانی‌نوع‌
 

 1، زهره شریفي3، نگار رضایي0، مجید شهابي6زادگان حمیده قاسم
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

های  آزمایش بودن کارآمداندمیک است. با توجه به نا  HTLV-1برای ویروسدر ایران استان خراسان 
خطر انتقال  و های نامشخص وسترن بلات در دوره کمون، تایید جواب ها ویروسشناسایي  سرولوژیکي در

به روش سایبرگرین  Real – Time PCRآزمایش  ،های خونيوردهآاز راه خون و فر HTLV-1 ویروس
پایگاه انتقال  دراهداکنندگان خون آلوده به این ویروس  ، مربوط بههای مورد آزمایشنمونه. شد اندازی راه

 بودند. 6381تان خراسان رضوی در سال خون اس
 ها مواد و روش

برای  Real - Time PCR آزمایش با استفاده از روش کلونینگ و رسم منحني استاندارد،در یک مطالعه تجربي، 
ای خون محیطي استخراج شد.  های تک هسته ژنومي از سلولDNA  اندازی شد. ابتدا تعیین پرووایرال لود راه

 وسازی، منحني استاندارد رسم  در یک وکتور کلونینگ قرار داده شد و با رقت ، Tax ژن PCR  محصول سپس
 .شد یانداز راهبا روش سایبرگرین  Real – Time PCR آزمایش

 ها يافته
 کلونینگ انجام (TG1 )سوش  E.Coliو باکتری pTZ57/Tوکتور  ،Tax  برای ژن PCRبا استفاده از محصول 

و تعیین سکانس تایید شد. محصول کلونینگ به عنوان استاندارد آزمایش  Colony PCRصحت کلونینگ با  شد.
Real –Time PCR  3/3 منحني استاندارد خط شیب .سازی، منحني استاندارد رسم شد استفاده شد و با رقت 

slope= 0=  88/2 و
R باشد. ميیي واکنش آزمایش آکار ودهنده خطي بودن بوده که نشان  

 ينتيجه گير
 است.مناسب  HTLV-1جهت تعیین پرووایرال لود ویروس   Real –Time PCRروش 

  Real - Time PCR، پروویروس،  HTLV-1ویروس  :ات كليديكلم

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 92/11/29: تاريخ دريافت
 29/ 99/5:  تاريخ پذيرش
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  مقدمه 
 ،HTLV(Human T-cell Leukemia/Lymphoma) ويروس  

 .باشـد  مـی  رتروويريـده  خـانواده  به متعلق رتروويروس يک
-HTLV)انسـانی  Tهـای  شیوع ويروس لوسمی/لنفوم سلول

 4/0-1/9 در مناطق اندمیک در اهدا کنندگان خـون بـی   ( 1
ــردرصــد  ــاطق غی ــر و در من ــدمیک کمت درصــد  1/0 از ان
 ای رشـته  تـک  RNA از کپـی  دو ويـروس  ژنـوم  .(1)اسـت 

 معکـوس  کريپتـازی  ترانس فعالیت ها ويروس اي  .اشدب می

 از HTLV-1 بسازند. DNA توانند می RNA روی از که دارند

 داروهـای  از استفاده آلوده، خونی محصولات و خون طريق

 طريـق  از نوزاد به مادر از انتقال و جنسی تماس رگی، داخل

 ازHTLV ويـروس  سرايت شود. احتمال می منتقل مادر شیر

 و عمومی جمعیت در ويروس شیوع میزان به خون انتقال راه
 محصـول  نـوع  بیمـاری،  کمون دوره و مرحله اهداکنندگان،

 محصـولات  سـازی  ذخیره زمان مدت و شده دريافت خونی

 ويروس اي  به آلوده افراد% 30 تقريباً(. 9)دارد بستگی خونی

 انتقـال  روش با شده ايجاد بیماری نوع. هستند علامت بدون

  ايجـاد  بـا  بیشـتر  خـون  انتقـال . اسـت  ارتبـا   در ويـروس 
HAM/TSP(HTLV-1 Associated Myelopathy/ Tropical 

Spastic Paraparesis )مـوارد  البتـه . است مرتبط ATL  هـم 

بعـد از انتقـال ويـروس، رونويسـی      (.9)است شده مشاهده
پرو وايرال  DNAباعث تولید آن ژنومی   RNAمعکوس از 

ها به وسیله اينتگراز ويروسی بـه درون   شود، پروويروس می
، بـا   HTLV-1 د. سـپس آلـودگی  نشـو  ژنوم میزبان وارد می

در حال تقسـیم   های حداقل تولید ذرات ويروسی، در سلول
گردد. بنابراي  تعیی  میزان پرو ويروس بازتابی از  منتشر می

هـای سـرولوژيکی    آزمايش باشد. های آلوده می تعداد سلول
شود قادر به تشخیص استفاده می HTLVکه برای تشخیص 

بیماری در مرحله ابتدايی آلـودگی يعنـی زمـانی کـه هنـوز      
ــه  ــی در مرحل ــوز  شــروع پاســخ اســت  سیســتم ايمن و هن

در سرم فـرد اـاهر    HTLV-1های اختصاصی علیهبادی آنتی
 . هـم (9)باشـند که تیتر پايی  است( نمـی  نشده است)يا اي 

راه خـون و   از HTLV-1چنی  به علت خطر انتقال ويروس 
های خونی و با توجه به آلودگی اهداکنندگان خون وردهآفر

بـه تعـداد   در مناطق آندمیک با اي  ويروس برای دسـتیابی  
در پیشـرفت بیمـاری در    آنوضـعیت  وس و کپی پرو ويـر 

وجود يک آزمـايش کمـی و مولکـولی بـرای     ، اهداکنندگان
 (.9)نندگان خـون نیـاز اسـت   کتعیی  پرووايرال لود در اهدا
هــای بــرای تايیــد جــوا  PCR عــلاوه بــر ايــ ، آزمــايش
اي  پـروژه بـا    .(3)يی داردآکارنیز نامشخص وسترن بلات 
به عنوان  Tax ژن حاوی میدپلاساستفاده از روش کلونینگ 

برای تعیی  پرووايرال  Real- Time PCR استاندارد، آزمايش
بـه صـورت خـارز از     معمولاً HTLV-1 اندازی شد. لود راه

 RNAجــای ه بنــابراي  بــ (،4، 5) شــود ســلول ديــده نمــی
هـای  سـلول  ويروس برای تعیی  پرووايرال لود ويروس، از

را  HTLV-1ای خـون محیطـی کـه پروويـروس     تک هسـته 
-ژنـومی از سـلول   DNA(. 5شود)کنند استفاده میحمل می

را  HTLV-1ای خون محیطی که پروويروس های تک هسته
 DNAکننــد اســتخراز شــده و ســپس بــر روی حمــل مــی

بـا اسـتفاده از    .شـد انجـام   PCRآزمـايش   ،استخراز شـده 
نینـگ ايـ  ژن   کلو  pTZ57R/Tدر وکتور  Taxمحصول ژن 

بـه عنـوان    Taxشد. در نهايت از پلاسمید حاوی ژن انجام 
 شد.استفاده  Real-Time PCRاستاندارد آزمايش 

 
  ها روشمواد و 

ــی،       ــه تجرب ــک مطالع ــدادر ي ــه  ابت ــدنمون ــر چن از  نف
در اسـتان خراسـان    HTLV-1اهداکنندگان خون آلـوده بـه   

و بـه   شـد آوری جمـ   EDTAهای حـاوی  رضوی در لوله
 در غربالگری اولیـه  .گرديدشناسی منتقل  آزمايشگاه ويروس
بـر روی سـرم ايـ      (دياگنوسـتیکا  MP آزمايش الايزا)کیت

 همان روی نتیجه آن برسپس برای تايید  انجام شد. انبیمار
 (دياگنوسـتیکا  MP )کیـت آزمـايش وسـترن بلات  هـا    نمونه
 تايیـد وسـترن بـلات   با  آزمايش الايزا نتايج و گرديدانجام 
ــه DNAاســتخراز ســپس . شــد ــافی از نمون  کــوت هــای ب

با استفاده از کیت يکتا  HTLV-1آلوده به  خون اهداکنندگان
 انجام شـد  DNB2015042202به شماره ساخت  تجهیز آزما

 ،)دانمـار    Master Mixبـا اسـتفاده از    Taxبر روی ژن و 
آزمـايش  مشـخص  دمـايی   چرخـه و  آغازگرهـا  آمپلیکون(

Nested PCR موارد مثبت جهـت  (. 9و  1)جداول انجام شد
جهـت    Real Time PCR ، تحـت تهیه استانداردکلونینگ و 

ند)جـدول  قـرار گرفت  آغازگرهـا با استفاده از پرووايرال لود 
3).  
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 Nested PCRمورد استفاده جهت  های: آغازگر6جدول 
 

 توالي آغازگر نام آغازگر

 Tax TCGAAACAGCCCTGCAGATAآغازگر بیرونی جلوبرنده ژن 

 Tax TGAGCTTATGATTTGTCTTCAآغازگر بیرونی معکوس ژن 

 Tax ATACAAAGTTAACCATGCTTآغازگر درونی جلوبرنده ژن 

 Tax AGACTCAGAGCCTTAGTCTآغازگر درونی معکوس ژن 

 

 Nested PCR: جدول زماني و دمایي آزمایش 0جدول 
 

 چرخه زمان دما مرحله

 1 دقیقه 5 24 دناتوراسیون اولیه
 ثانیه 40 24 دناتوراسیون

 ثانیه 95 59 آنیلینگ 35
 ثانیه 20 99 گسترش

 1 دقیقه 10 99 گسترش نهايی
 

 Real Time PCR: توالي آغازگرهای 3جدول 

 

 Amplicon Length آغازگرتوالي  نام آغازگر

HTLV-1 5 جلوبرنده`-CCCACAATCCAACCAGCTCAG-3` 
bp  195 

HTLV-1 5 معکوس`-GTGGTGAAGCTGCCATCGGGTTTT-3` 
GAPDH 5 جلوبرنده`-ACGCATTTGGTCGTATTGGG-3` 

bp  944 
GAPDH 5 معکوس`-TGATTTTGGAGGGATCTCGC-3` 

 

پس از انجام آزمايش، از لحاظ تکثیـر    PCRمحصولات    
ــول     TAX ژن ــد محص ــرای تايی ــدند. ب ــی ش ،  PCRبررس

 .انجام شد% 5/1 الکتروفورز بر روی ژل آگارز
ــگ      ــال ) وکلونینـ ــنش اتصـ ( Ligation Reactionواکـ

سـازی محصـول   استفاده از کیـت خـالص  با  PCRمحصول 
PCR )کلونینـگ ژن  سپس شد. انجام )آلمان، رُوش Tax-1 

 pTZ57R/Tدر پلاسمید  فرمنتاز از کیت کلونینگ با استفاده
بـا   PCRاتصال قطعات محصـول   واکنش صورت پذيرفت.

بـرای   طبـق روش کیـت انجـام شـد.     pTZ57R/Tپلاسمید 
 سـوش  مسـتعد  E.coli به بـاکتری  پلاسمید نوترکیبانتقال 

TG1 (Transformation) اســتفاده  از روش شــو  حرارتــی
 روُش استخراز پلاسمید نوترکیب با اسـتفاده از کیـت   شد.

ــتفاده از روش    ــا اس ــذيرفت. ب ــورت پ ــازگر و  PCRص آغ

خـارجی در   DNAقطعه مورد نظر، وجود قطعه  اختصاصی
 . (3)جدول ناقل پلاسمیدی تايید شد

کیب خالص پلاسمیدهای نوتر جهت تعیی  توالی، نمونه    
آوران به شـرکت ژن فـ    Taxهای ژن آغازگرشده به همراه 
،  Real - Time PCRجهـت انجـام آزمـايش     ارسال گرديد.

بعد از تهیه منحنی استاندارد و انجام مراحل کنتـرل کیفـی،   
ــه روش ســايبرگري  روی  Real - Time PCR آزمــايش ب

DNA ژن شده انجام شد. از ژنومی استخراز Tax توسط که 
 - Real داستاندار عنوان به ،دـآم تـدس هـب گـکلونین روش

Time PCR پلاسمید نوترکیـب  کپی ابتدا تعداد .شد استفاده 
، پلاســـمید نوترکیـــبمحاســـبه شـــد ســـپس بـــر روی 

 و شـد  انجـام  (copy/µL 102 - copy/µL 101)سـازی  رقـت 
 ی  ـه دمايـاده از چرخـا استفـب Real - Time PCRش ـآزماي
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 . (4)جدول شد رسم استاندارد منحنی
مراحـل زيـر انجـام     Real - Time PCRجهت ولیديش      
: ســه رقــت از  (Analytical Sensitivity)حساســیت  شــد:

در سه روز مختلف ( copy/µL103-copy/µL101) استاندارد
  شد.  استفادهتايی آزمايش  9صورت تکرار  هب
 

ــودن) ــی ب ــتاندارد (: Linearityخط ــت از اس ــنج رق -PTZ پ

HTLV-1 (copy/µL104-copy/µL109)   ــنج ــورت پ ــه ص ب
شـش   (: Precisionدقـت)  شـد.  آزمـايش تايی در يک روز 
بـه صـورت    (copy/µL104-copy/µL101)درقت از استاندار

ــرا اســــی.  ــايی در يــــک روز بــــرای اينتــ  شــــش تــ
 باشد کـه بـا فرمـول   مپلیفیکاسیون میآ(: Efficiencyکارآيی)

/slope1-10 E= 9شـیب خـط و   . شودمحاسبه می
R (Slope : )

   .دهددر واق  خطی بودن نتايج را نشان می
 

 Real Time PCRبندی  : جدول زمان1جدول 
 

Cycle Point Cycle 

ºC 25 15 1 دقیقه 
ºC 25 30 ثانیه 

45 ºC 59 30 ثانیه 
ºC 99 45 ثانیه 

ºC 29- ºC45 /ثانیه ºC3/0  آنالیز منحنی ذو 

 

 ها يافته
الکتروفورز شـد. وجـود    Nested PCRآزمايش  محصول    
 .(1)شکل بود Taxدهنده تکثیر ژن  نشان bp  920باند
 مرحله  للنینگه ب  هر  پلا پیدهننت ینبرلنه       پس از    

چنـی  پلاسـمید    الکتروفورز انجام شد. همو  PCRآزمايش 
   گرديد. و کلونینگ تايید نوترکیب تعیی  سکانس شد

بــر روی   Real - Time PCRدر نهايــت آزمــايش      
حساسـیت   انجام شـد. های مختلف پلاسمید نوترکیب  رقت

(Analytical Sensitivity)  ــتاندارد ــت از اسـ ــه رقـ  در سـ
(copy/µL103-copy/µL101 )ــ  ــف بـ ــه روز مختلـ ه در سـ

انجـام شـد کـه قـادر بـه       آزمـايش تـايی   9صورت تکـرار  
 و خطـی بـودن   ذره ويروسـی بـود.   copy/µL101 تشخیص

 9Rو 3/3 برابـر  ، شیب خـط    دارای آمپلیفیکاسیونيی آکار

جهت بررسی اختصاصـی بـودن    .(1نمودار )بود  <29/0 آن
درجـه   92استفاده شد کـه دمـای    منحنی ذو ها از  واکنش
گــراد نشــان داد واکــنش آزمــايش اختصاصــی      یتســان
 .(9نمودار )باشد می
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
در  Taxژن  حضور دهنده نشان bp 982 مشاهده باند :6 شکل

  bp 622ها در کنار مارکر  نمونه

     
 
 
 
 
 
 

 
با استفاده از  Real Time PCRاستاندارد  منحني نمودار :6نمودار 

 (copy/µL 628- copy/µL 626های مختلف پلاسمید نوترکیب) رقت
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

با استفاده از  Real Time PCRاستاندارد : نمودار منحني 0 نمودار
 (copy/µL628-copy/µL626های مختلف پلاسمید نوترکیب ) رقت

 

bp 920 

M
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 بحث
در مقالات متعددی از سنجش لـود ويـروس بـه عنـوان         

آگهی و پايش بیماران تحت درمان نام برده يک فاکتور پیش
. چون پرووايرال لود يک فـاکتور مهـم در   (4، 9)شده است

نیـاز   ،است HTLV-1های مرتبط با ايجاد و پیشرفت بیماری
 . آيکو ماسـاکی شودکمی احساس می آزمايشبه انجام يک 

و همکاران در مقاله خود بیـان کردنـد کـه پرووايـرال لـود      
ای خون محیطـی بـه عنـوان    های تک هستهبالاتر در سلول
 باشد.  می ATLر در ايجاد يک فاکتور خط

چشـمگیری بـی  پرووايـرال    و چنی  ارتبا  مستقیم  هم    
و میـزان بیـان    ای خون محیطی های تک هستهلود در سلول

(Program Cell Death Protein) PD-1    و کـاهش عملکـرد
Tax-CTL (9وجود دارد.) 

 آزمايشکه  همکاران در مطالعه خود بیان کردندو  واترز    
qPCR (Quantitative PCR)  ،ــه عنــوان يــک ولیــد شــده ب
گیری پرووايرال لود باشـد  که قادر به اندازه مدآکار آزمايش
مـورد نیـاز    پـذيری داشـته باشـد،   چنی  قابلیت تکرار و هم
هنوز يک بیومارکر اختصاصـی بـرای    جايی که از آناست. 
بینی پیشرفت بیماری در افـراد بـدون علامـت وجـود      پیش

 HTLV-1بادی اختصاصی علیه میزان آنتی رفیاز طندارد و 
تــوان از  مــی ،بــا پرووايــرال لــود ويــروس همبســتگی دارد

بینی نتايج عفونت به عنوان روشی برای پیشپرووايرال لود 
   .(2)استفاده نمودو پیشرفت بیماری 

ــور      ــه ط ــزا  ب ــی  از روش الاي ــرای روت ــالگری  ب غرب
بـلات   وسترن کمک به و شود می استفاده اهداکنندگان خون 
 دارد بـالا  حساسـیت  گردد. آزمايش الايـزا  نتايج آن تايید می

 بـا  و باشـد  نداشـته  بـالايی  اختصاصـیت  اسـت  ممک  ولی

 بلات نیز  وسترن. بدهد متقاط  واکنش ديگری  های ژن آنتی

 بـه  کـه  باشـد  مـی  بادی آنتی پايه بر ايمنی سنجش روش يک

 بـا  بـادی  آنتـی  نظـر  از کـه  کسانی در تايیدی آزمايش عنوان

 و بلات سترن. وشود می استفاده اند بوده مثبت الايزا آزمايش
 سـرکو   با بیماران در بادی آنتی سنجش بر مبتنی های روش

 هستند، پنجره دوره در که کسانی در ايمنی، سیستم يا ضعف

 باشـد.  نمـی  مناسبی روش نوزادان در و اخیر های عفونت در

 که است نامشخص ها   جوا گاهی بلات وسترن روش  در

 در% 50 تـا  اندمیک غیر مناطق در 9/0 از ها جوا  اي  میزان

 پاسـخ  بـدون  هـای  جـوا   ايـ   .است متغیر اندمیکمناطق 

 مثبـت  ، HTLV-1 واقعـی  عفونـت  دهنـده نشان است ممک 
 مشـکل  اي  رف  برای باشد. پس تغییرات سرمی يا و کاذ 

 بـر  کـه  هـايی  روش .باشـد  می مولکولی های آزمايش به نیاز

 Real Time PCR و PCR مثـل  اسـت  DNA ازديـاد  اسـاس 

آلـودگی   qPCRمزيـت روش   .هسـتند  مناسـبی  هـای  روش
در  توانچنی  می باشد. هممعمولی می PCRکمتر نسبت به 

 PCRای از آزمايش نتیجه را مشاهده کرد و مانند هر مرحله
 معمولی نیاز نیست که کل پروسه به اتمام برسد. 

سـرعت   ،هـای متـداول کشـت   نسبت به روش از طرفی    
بـه دو   Real Timeتـر دارد. روش  بـالاتر و قیمـت مناسـب   

شـود. يکـی بـه روش سـايبرگري  و     انجـام  تواند  میشکل 
ــری روش  ــايبرگري   TaqMan prob.ديگ ــت روش س مزي

ش سايبرگري  مقـرون بـه   نسبت به پرو  اي  است که رو
چنی  دردسرهای طراحی پرو  را هم  تر است و همصرفه
 (.10)ندارد
ــی      ــنجش    ل ــرای س ــود ب ــه خ ــارانش در مطالع و همک

بـه   MT2از رده سـلولی   HTLV-1پرووايرال لـود ويـروس   
عنوان استاندارد استفاده کردند در اي  مطالعه به دلیل عـدم  

کلونینـگ اسـتفاده شـد.    دسترسی به اي  سل لاي  از روش 
بـا پلاسـمید نوترکیـب حـاوی ژن      م منحنی اسـتاندارد ـرس

Tax-1  22/0 و 3/3شـیب خـط   نشان داد که اي  روش با= 
9

R     قابل مقايسه بـا سـل لايـ  MT2    جهـت رسـم منحنـی
مشـابه  باشـد و نتـايج آن    می Real Time PCRاستاندارد در 

دمــای ذو  در  چنــی  هــم .و همکــارانش بــود لــی نتــايج
 یـيعن ـگـراد   درجه سـانتی  92 با پلاسمید نوترکیبآزمايش 
 ــنزدي ـ  99 یــ ـيعنMT2   ـل لاي ــس ـ ای ذو ـدم ـ اـک ب

  هـمطالع  ـاي در رالـرووايـپه ـدامن ود.ـبراد ـگ درجه سانتی
(copy/µL104-copy/µL101) بود. ذره ويروسی 
 

گيري نتيجه
يـرال  اتعیی  پروو مناسبی جهت دامنه دارای آزمايش اي     
 بالاتر تشخیصی( تر و پايی  )حد101 تا copy/µL104  از لود
 تواند جهت بود و می HTLV-I يرال لوداپروو واکنش هر در

زايـی مـورد    بیمـاری  و پـرو ويـروس   بار بی  رابطه بررسی
 .استفاده قرار گیرد
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    تشكر و قدرداني
 مرکـز  ارشـد  کارشناسـی  نامـه  پايـان  حاصل پژوهش اي    

انتقـال   طـب  پژوهشـی  و آموزشـی  عالی مؤسسه تحقیقات

 حمايـت  جهـت  بـه  مؤسسـه  از وسیله بدي . باشد می خون
   .گردد می مالی تشکر
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Abstract 
Background and Objectives 

In Iran, Khorasan province is an endemic area for HTLV-1 virus. Considering the inability of 

serological tests to determine HTLV-1 in window period, their failure to confirm the 

indetermination results of western blot, and given the probability for HTLV-1 transfusion 

transmission, a SYBR green-based Real Time PCR was set to measure the HTLV-1 proviral 

load.                                                                                                

 

Materials and Methods 

In this experimental study, using a cloning method and drawing a standard curve, the Real -

Time PCR test was run to determine the HTLV-1 proviral load. At first, genomic DNA was 

extracted from peripheral blood mononuclear cells. Then, the PCR product of the Tax gene 

was placed in a cloning vector and recombinant plasmid was diluted by drawing a standard 

curve and a real-time PCR test was conducted using SYBR Green method.  

 

Results 

Cloning was performed using PCR product for tax gene, pTZ57/T vector, and E. coli (TG1 

strain). Cloning accuracy was confirmed with Colony PCR and sequencing and used as the 

Real-Time PCR test standard. The standard curve was drawn with serial dilutions of 

recombinant  plasmid  containing  Tax-1  gene.  The  slope of the standard curve was 3.3 and 

R
2 
= 0.99 which indicates the linearity and efficiency of the test reaction. 

 

Conclusions   

Real - Time PCR method is an appropriate method to measure HTLV-1 proviral load.   
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