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A B S T R A C T 

Background and Objectives 
Despite Significant advances in blood safety, the risk of infectious agent transmission 

remains a challenge for blood transfusion centers. To enhance blood safety, methods for 

removing or inactivating viruses have been developed. This study focuses on the 

inactivation of the herpes simplex virus type 1 (HSV-1) using methylene blue and visible 

light in plasma and compares the efficacy of the qRT-PCR and TCID50 methods. 

Materials and Methods 
Vero cells were cultured in DMEM with 1% penicillin-streptomycin and 10% fetal calf 

serum at 37°C with 5% CO2. The virus thiter was determinded by infectivy these cells. 

Subsequently, the virus stock was added to  plasma at 0.1 volume. The virus was added 

to five individual plasma units obtained from different blood donors. Five plasma samples 

containing virus were treated with 1 μM methylene blue and then irradiated for 10 min at 

627 nm. Virus titration was performed in 96-well plates, and virus titer was measured 

before and after irradiation through 10-fold serial dilutions using the TCID50 method. 

The control group included plasma without virus, plasma containing virus irradiated 

without methylene blue, and plasma containing methylene blue without irradiation. After 

RNA extraction from the dilutions and cDNA construction, glycoprotein D expression 

was quantified by qRT-PCR. All experiments were repeated three times. Statistical 

analyses were performed using SPSS-26 and the Pearson correlation coefficient between 

the two tests was calculated. 

Results 
Before inactivation, the virus titer was determined by observing cytopathic effects in Vero 

cells as 107TCID50/mL. After inactivation with methylene blue and irradiation, the titer 

decreased to 102 TCID50/mL, representing a 5-log reduction. The mean threshold cycle 

(Ct) of the glycoprotein D gene in cell cultures containing non-inactivated HSV-1 (107  

TCID50/mL) was 22.6 (Ct = 22.6)  whereas the mean Ct of the glycoprotein D gene in 

plasma samples after inactivation by methylene blue and visible light (102 TCID50/mL) 

was 28 (Ct = 28). This indicates a 15-fold decrease in glycoprotein D expression 

(p=0.001). 

Conclusions   
A correlation was observed between the logarithmic values of TCID50  and Ct values 

obtained by qRT-PCR assay. Molecular methods based on glycoprotein D (gD mRNA) 

expression may be served as a usefull approach for detecting of active HSV infection. 

Key words: Virus  Inactivation, Herpes Simplex Virus Infection, methylene blue, visible 

light, RT-PCR 
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   TCID50کاهش  ی: همبستگیبلو و نور مرئ لنیبا مت HSV-۱ یسازرفعال یغ

 RT-qPCR با روش  D نی کوپروتئیگل RNA  انیبا ب
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 هچكيد

مراکز  یچالش برا کی چنانهم یخطر انتقال عوامل عفون ،ی قابل توجه در سلامت خونهاپیشرفت رغمعلی

  افتهیتوسعه  هاروس یکردن و  رفعالیغ ایحذف  یبرا ییهاسلامت خون، روش  شیافزا  یرا. بانتقال خون است

بلو و نور  لن یبا استفاده از مت( HSV-1  )  1ویروس هرپس سیمپلکس نوع      یسازرفعالیمطالعه بر غ  نی ا  است.

اثربخش  یمرئ و  دارد  تمرکز  پلاسما  فعالدر  غیر   سهیمقا  50TCIDو    PCR-qRT  یهاروش با    را  سازیی 

 . کندیم

  درجه   37  دمای  در  گوساله جنین  سرم   %10  و  استرپتومایسین-سیلینپنی  %1  با  DMEM  محیط  در   Vero  سلول 

آلوده   .شدند  داده  کشت  CO2  %5  با  گرادسانتی با  ویروس  این سلولتیتر  متعاقبسازی  تعیین شد.   ، آن  ها 

. ویروس به پنج واحد پلاسمای جداگانه که از اهداکنندگان اضافه شدبه آن  لاسما  پ  1/0حجم    درذخیره ویروس  

میکرومولار تیمار   1حاوی ویروس با متیلن بلو    پلاسمایپنج نمونه    خون مختلف به دست آمده بود، اضافه شد.

  ویروس   تیتراسیونقرار گرفتند.     پرتودهینانومتر تحت    ۶27دقیقه در طول موج    10شدند و سپس به مدت  

برابری  10 سریالی  هایرقت طریق پرتودهی از از  بعد و قبل ویروس و تیتر شد  انجام  چاهکی  ۹۶ هایپلیت در

 پرتودهی   ویروس  حاوی  پلاسمای  ویروس،  بدون  پلاسمای  شامل  کنترل  گروه.  شد  گیریاندازه TCID50 با روش  

  ها و ساخت ازرقت RNA استخراج از پس. بود پرتودهی بدون بلومتیلن پلاسمای حاوی  و بلومتیلن  بدون شده

cDNA  گلیکوپروتئین  ، بیان  D    باqRT-PCR   گردید. در نهایت    تکرار  مرتبه  3ها  آزمایش  تمامی  .شد  گیریاندازه

  دو  بین پیرسون همبستگی ضریب و شد انجام SPSS 2۶ افزارنرم  با هاداده  تحلیل و تجزیه و آماری محاسبات

  .گردید محاسبه آزمایش

  TCID50/mLبه صورت  Vero هایسازی، تیتر ویروس با مشاهده اثرات سیتوپاتیک در سلولفعال  قبل از غیر
غیرفعال  710 از  پس  شد.  پرتودهتعیین  و  بلو  متیلن  با  بهیسازی  تیتر   ،  TCID50/mL  210    که یافت  کاهش 

های سلولی در کشت D ژن گلیکوپروتئین ( Ct) لگاریتمی است. میانگین چرخه آستانه   5دهنده کاهش  نشان

نشده HSV- 1حاوی که  TCID50/mL  710(،  ۶/22  (۶/22  Ct=  ))  غیرفعال  حالی  در  ژن   Ctمیانگینبود، 

(،  TCID50/mL  210)  های پلاسما پس از غیرفعال شدن توسط متیلن بلو و نور مرئیدر نمونه   Dگلیکوپروتئین

28 (28 Ct= ) ،برابری در بیان گلیکوپروتئین 15. این نشان دهنده کاهش  بود D است (001/0 p=.) 

های  همبستگی مشاهده شد. روش  qRT-PCR دست آمده از روش به   Ct و مقادیر  TCID50 بین مقادیر لگاریتمی

ممکن است به عنوان یک رویکرد مفید برای تشخیص   D (gD mRNA) مولکولی مبتنی بر بیان گلیکوپروتئین

 .به کار گرفته شوند HSV عفونت فعال

RT-PCR ،یبلو، نور مرئ لنی، متویروس هرپس سیمپلکس ،ویروس  یسازرفعالیغ

 21/10/1404تاریخ دریافت: 

 15/01/1405تاریخ پذیرش: 
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پیشرفت   با      به  و توجه  خون  در سلامت  توجه  قابل   های 

  عفونی  عوامل   شناسایی   هنوز  مختلف موجود،  هایروش  وجود

و   نرسیده  صفر  به   طریق  از  ها ویروس  انتقال  احتمال  است 

  در  و اصلی   مهم   هایچالش  از  یکی   ،آن  هایفرآورده  و  خون

سلامت    .(1- 3)  باشد می  خون  انتقال  مراکز افزایش  برای 

 مورد   هاویروس  سازیفعال  غیر  یا  حذف  هایروش خون،  

 غیر   روش  بودن  ثرؤم  بررسی  برای  (.4است )  گرفته  قرار  توجه

 شود می  استفاده  سلول   کشت  در  تکثیر ویروس  از  ،سازیفعال

  استوار   سلول  مورفولوژی  در  تغییرات  اساس  بر  آزمایش   نتایج   و

  اثر   با   سلول  طبیعی  تخریب  اثر  است  ممکن   و  است

 نتیجه   در  .نباشد  تشخیص  قابل   هم  از  ویروس  سایتوپاتیک

  سلول  کشت  در  را  ویروس  تکثیر  که  هایی روش  از  استفاده

  ویروس  تکثیر  تا  باشد  کنندهکمک  بسیار  تواندمی  دهد   نشان

  شود. داده تشخیص طبیعی تخریب از

دو       و  یک  نوع  سیمپلکس  هرپس  ،    HSV-2)  ویروس 

HSV-1  )  دو و  یک  نوع  انسانی  هرپس  ویروس  عنوان  به 

(human herpesvirus 1 & 2, HHV-1, HHV-2)   نیز

می ویروس( 5)  شوندشناخته  تمام  دارای .  هرپس  های 

ای بزرگ خطی با   دو رشته   DNA  های مشترک ژنومویژگی

و  وجهی  بیست  دولایه    کپسید  لیپید  خارجی  پوشش 

باشند. پوشش  ویروس توسط تگو منت به کپسید متصل می

می  و  است تشکیل  را  ویریون  کامل  ورود  (6،  7)دهد  ذره   .

هرپس به داخل سلول میزبان توسط چندین گلیگوپروتئین 

گیرنده به  ویروس  پوشش  انجام  سطح  سلول  سطح  های 

 طریق   از  سلول  سطح  به  ویروس  اتصال  از  . بعد (8)شود  می

  ،سلول  یغشا  با  ویروسی  پوشش   شدن  تلفیق  و  غشا  فیوژن

شود. ویروس هرپس ابتدا  محتویات ویروسی به سلول وارد می

به هپاران سولفات سطح سلول   gDو    gCبا دو گلیکوپروتئین  

می گلیکوپروتئین  متصل  سپس  سه    gDشوند.  به  حداقل 

ا میخگیرنده  متصل  شده  شناخته  .  (9)گردد  تصاصی 

  HSV  عفونت  ورود به سلول و  برای  D (gD)  گلیکوپروتئین

به  است  ضروری آن  ژن  حفاظت  دلیل  و  و    شده   نواحی 

  mRNA  رود،به کار می  HSVبودن برای تشخیص    اختصاصی

gD  فعال  عفونت  تشخیص  برای  مناسب  هدف  یک  HSV  

 است.

 گسترش   و   تکثیر  برای  ویروسی  های پاتوژن   که   جایی   آن  از    

  هاآن   از  و  هستند  متکی  میزبان  سلول  هایمکانیسم  به  خود

 سلول   و   ویروس  بین  تعاملات  مطالعه  بنابراین  ، برندمی  بهره

   با   مثال،  عنوان  به  ویروس،  زاییعفونت  تعیین  و  میزبان

انجام    ،(TCID50)  بافت  کشت  %50عفونی  دوز  هایسنجش

ویروس  تیترهای  تعیین  .شودمی  برای   مهم  ابزاری  کمی 

  دو   هر  و  هستند  ویروس  تکثیر  و  زاییعفونت  تعیین

های غیر  ثیر روشأ ت  بررسی  و   ارزیابی  برای  حیاتی   پارامترهای

  %50  عفونی  دوز  هایباشند. سنجشها میسازی ویروسفعال

 ویروس   تیتراسیون  هایآزمایش  (TCID50)  بافت  کشت

 بر   ویروس  سیتوپاتیک  اثرات  بررسی  با  توانندمی  که  هستند

  کمیت  تعیین  برای  شده،   تلقیح  میزبان  سلولی  کشت  روی

  ،TCID50  هایسنجش   در  .  شوند  استفاده  ویروس  تیترهای

  با  میزبان  سلولی  هایجمعیت  به  ویروس  مختلف  هایرقت

 سیتوپاتیک   اثر  که  زمانی  تا  و   شده  اضافه  یکسان  سلول  تعداد

  دهندهنشان  TCID50 مقدار.  شوندمی  انکوبه  شود،  مشاهده

  سیتوپاتیک  اثرات  القای  برای  نیاز   مورد  ویروس  رقت  مقدار

  پس  شده  تلقیح  سلولی  کشت  حاوی  هایچاهک  از  %50  در

  با  TCID50  هایسنجش  .است  مشخص  زمانی  دوره  یک  از

  یا  دیده   آسیب  هایچاهک  تعداد   چشمی  شمارش

مانی   هایسنجش  میکروسکوپ   از  استفاده  با   سلول  زنده 

 .  ( 10) شودمی نهایی ارزیابی  نتیجه عنوان معکوس به

  در  غیره  یا  طبیعی  عوامل  از  ناشی   تغییرات  بررسی  برای

 توان می  مختلفی  هایروش  از  سلول،  بیولوژیک  فرآیندهای

  شده  ایجاد  تغییرات  بررسی  ها،راه  این  از  یکی.  نمود  استفاده

  نشانه  که  است(  transcript)  سلولی هایرونوشت   میزان  در

  با  حاضر  حال  در.  باشدمی  سلول  هایپروتئین   تغییرات

-RT)  معکوس  کریپتاز  ترانس  واکنش  از  زمانهم  استفاده

PCR  )رونوشت  یک  شناسایی RNA حاوی   اولیه  هایژن   از 

 (. 11) است پذیر  امکان پایین کپی  تعداد

  غیر  روش  بودن  ثرؤم  بررسی  برای  پژوهش   این  در    

ویروس  HSV-1  سازیفعال مدل  ویروس  عنوان  های  به 

DNA بلو و نور مرئی از با روش متیلن  دارپوشش  ایدو رشته 

  ویروس با روش دوزعفونی    تیتر  و   شد  استفاده  سلول  کشت

قبل   Real Time PCRو  (TCID50)بافت    کشت  %50  عفونی

و همبستگی دو روش مقایسه    بررسی  سازیفعال  غیر  و بعد از

 زمان و هزینه   نظر  از  که  بالا  دقت  با   و   حساس  روشی   تا   شد

   .شود ارائه باشد صرفه به
 

 :کشت سلول
   یـیقایسبز آفر مونیم هیکل با منشا  VEROلاین سلولی     

 مورد   ،بودشناسی موجود ویروسآزمایشگاه در تانک ازت که 

   کــپس از خروج از تان  الیو ویابتدا کراقرار گرفت.  استفاده
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 و همکاران  لیلا موسوی دهاقانی                                                                                                          بلو   لنیمت HSV-1 یسازرفعالیغ

 

    

 

  37  یسرعت در بن مار  به  گراددرجه سانتی  -196  در  ازت

  DMSO  پس از شستشو و حذف  ذوب شد. گراد  درجه سانتی

و    د یشمارش گرد  بلوپانیمحلول ترو    ها با لام نئوبارسلول،  

ط  ـها در محیسلول سپس    درصد سلول زنده محاسبه شد.

Dulbecco’s Modified Eagle Medium  (DMEM)    ،

پنیآنتی نهایی    -  سیلینبیوتیک  غلظت  تا  استرپتومایسین 

  ( به فلاسک کشت Gibco)   %10و سرم جنین گوساله      1%
3cm  25    در   %95رطوبت    یاتور حاوـو در انکوبمنتقل شد

 قرار داده شد.   2CO 5%و  گراد درجه سانتی 37 یدما
 

 :روسیو تیتراسیون 

سلول     پلیت  Vero  یهاابتدا  کشت    ایخانه  96  هایدر 

پس   شد.  شدن  داده  کامل  ،    %70از  سلولی  استوک  لایه 

ذوب  گراد  درجه سانتی  70  از فریزر منفی   HSV-1ویروس  

در   و  از  شد  رقت  گردید (  10-1- 10-8) هشت  رای   ب.  تهیه 

  چهار چاهک کشت سلول، کشت سلول شده    هیته  یهارقت

در چهار چاهک کشت  سلول و    به عنوان کنترل  روسیبدون و

به عنوان کنترل    رقت  جادیبدون ا  روسیو  سلول، از استوک

 خارج پلیت    یهاچاهکمحیط کشت از  شد.    ختهیر  ویروس

  μL  300با   سه بار  ها به منظور حذف سرم  شد و سطح سلول

DMEM  هر از  شد.  ویروس    شسته    4در    μL  100رقت 

شد.  ریخته  مدت    چاهک  مجاورت    1به  در  ویروس  ساعت 

، مدت  نیا  طولانکوبه شد. در    گراددرجه سانتی   37  سلول در

در تماس    روسیچرخانده شد تا و  تیپل  بار  کی  قهیدق  10هر  

قرار گسلول  با از    .ردیها   ط یمح  μL  300  ،ساعت  کیپس 

در    ت یپل  . اضافه شد  تیپل  ی هاسرم به چاهک  %2  با   کشت

سانتی  37  انکوباتور شد.  گراددرجه  داده  اثر    قرار 

  7به مدت  Cytopathogenic Effects  (CPE  )  کیتوپاتوژنیس

ت  بررسیروز   و  روش   TCID50  تریشد  اساس  -Reed  بر 

Muench .محاسبه شد 
 

 : Fresh Frozen Plasma (FFP)  تازه منجمد یپلاسما
  O  یتازه منجمد شده با گروه خون  یپلاسما  نمونه پنج        

خون انتقال  سازمان  از  ته  گاهیپا  ،مثبت  .  د یگرد  هیوصال 

 گراد درجه سانتی  -30  ها تا زمان استفاده در فریزرفرآورده

آزما  ینگهدار هنگام  در    ش یشد.  درجه   37فرآورده 

 ( cc  10)  ای کوچکترـهحجمو در    دی ردـذوب گگـراد  سانتی

      .دش میتقس
 
  :بلو لنیمت

  (product number 1592700010بلو از شرکت لنیمت    

Merk)  بلولن یمت  ی. با توجه به جرم مولدیگرد  هیته،  cc  1  

(g/moL  319/85  )بلو با غلظت  لنیاز محلول مت  µM  500  

و   ظرف تهیه  سانتی  4  در   کیتار  یدر    رهیذخگراد  درجه 

 .دـیگرد

 
ی  بلو و پرتودهلن متی با روش HSV-1 ی ویروسسازفعال ریغ 

   ی:مرئ با نور
دستگاه    ی، ازبلو و پرتودهلنیاستفاده از روش مت  منظور  به    

مرئ  یپرتوده نور  شد  یبا  سازی فعال  غیر  .(12)  استفاده 

دو  نور  با  گرفت.  دستورالعملطرفه طی    ویروس  انجام    زیر 

خارج و در    گراددرجه سانتی  - 30  نمونه پلاسما از فریزر  ابتدا

 .  ذوب گردیدگراد درجه سانتی  37بن ماری با دمای 

فرآوردهلیمی  50حاوی  کیسه     زمان    ییپلاسما  لیتر  تا 

شد. هنگام    ینگهدارگراد  درجه سانتی  - 30  استفاده در فریزر

ذوب و در گراد  درجه سانتی  37  دمای  فرآورده در  شیآزما

کوچکترحجم هود   .دیگرد  میتقس(  cc  10)  های  زیر  در 

  رابط استریل و دستگاه اتصالاز  با استفاده    2کلاس    لامینار

از  لیتر  میلی  50(  CompoDock Fresenius)آلمان،   پلاسما 

و  لیتری تقسیم  میلی  10کیسه به حجم    5  کیسه  اصلی به

با استفاده از ترازو   شد وها منتقل  بدون باز کردن به کیسه

شد سیلر کیسه.  توزین  دستگاه  یک  توسط  حرارتی   ها 

(Fresenius .از هم جدا شدند )سپس به کمک سرنگ   ، آلمان

ازای هر  از طریق کورد     استریل   1  ، لیتر پلاسمامیلی  9به 

به    µM  1متیلن بلو با غلظت  و    استوک ویروس    از  لیترمیلی

اضافه    یپلاسما کیسه  در  سیل موجود  حرارتی  سیلر  با  و 

که  گردید نحوی  یک  به  حدود  کیسه  در  پلاسما  ضخامت 

 متر شد.  میلی

تعبیه  سپس       محل  در  برای کیسه  دستگاه  در  شده 

صورت    دقیقه به  10  پرتودهی گذاشته شد. پرتودهی در زمان

  به  .گرفتند  قرار  shakingو    تحت تابش   nm  627  درطرفه    دو

منظور تعیین کاهش تیتر ویروس از پلاسما پس از پرتودهی  

شد.  نمونه  از  برداری  پس  کیسه  کردن  عفونی  ضد  از  پس 

از قیچی    2تابش، زیر هود کلاس   استفاده  استریل کورد با 

فالکون   یک  به  آرامی  به  آن  محتویات  و  شد    15بریده 

ده درون   ـش  یـه خالـکیس  سپس  . دـل شـری منتقـلیتمیلی

از هر نمونه سریال  .  استکیسه مخصوص اتوکلاو قرار داده  

  96ت  ـر روی پلیـت بـاز هر رق  تهیه گردید.   تایی  10  رقت

  به   بررسی قرار گرفت.  رها دسلول  CPEای برده شد و  هـخان

بررسی نمونه   منظور  از  پرتودهی  شاهداثر  شامل    های 

شده   پلاسما پرتو داده،  فاقد ویروس بدون پرتودهی  یپلاسما
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 Real Time PCR: برنامه چرخه دمایی برای انجام 1جدول 

 

 نوع تجزیه و تحلیل تعداد چرخه  مدت درجه حرارت   مرحله

 Pre-Incubation 94 10  1 دقیقه - 

Amplification 

Denaturation 
95 

 ثانیه  10

45 

Quatification 
 ثانیه  10 

Annealing 58 25 
 

Extension 72 0 

Melting Curve 
95 

0 1 Melting Curve 
65 

 Melting 95 
Ramp Rate ºC/sec 

1/0 Continuouce  

Cooling  40 30  1 ثانیه - 

 

پلاسما همراه ویروس و متیلن  ،  حاوی ویروس فاقد متیلن بلو

مرتبه   3  هاتمامی آزمایش.  د یاستفاده گرد  بلو بدون پرتودهی

تیتراسیون  تکرار گردید از    روسیو.  در    یسازفعال  ریغ پس 

  روشانجام شد و کاهش تیتر ویروس با    یاخانه  96های  پلیت

Reed-Muench (. 13، 14)  محاسبه گردید 
 

Real Time RT-PCR 

 :  RNA استخراج
استخراج       کیت  از  استفاده  با  نوکلئیک،  اسید  استخراج 

RNA    شرکت(Roche  )  و مطابق با دستور کار شرکت سازنده

شد حدود  استخراج  سلول    5.  میلیمیلیون  در در  لیتر 

ها قبل و بعد از  نمونه  اهکی کشت داده شد و چ  24ی  هاپلیت

ازپرتودهی به چاهک اضافه شدند. پس  در    هاپلیت  CPEها 

محتویات هر      ،  RNA  استخراجروز سوم فریز شدند. برای  

مدت  g  300در  چاهک    از و    شدسانتریفیوژ  دقیقه    5  به 

  یجهت بررسآن جهت استخراج استفاده شد.    سوسپانسیون

استفاده    صیتخل  RNA  تیفیک دراپ  نانو  دستگاه  از  شده، 

نسبت از  استفاده  با    RNA  خلوص(،  OD  280/260)  شد. 

از   استفاده   9/1بیش  .  مورد  گرفت  غلظت  چنین  هم  قرار 

RNA  نور  در در  محاسبه  نیز  نانومتر،    260یجذب  و  شد 

   شد. دارینگهگراد درجه سانتی - 70 دمای

 

 :  cDNAتهیه 
.  یکتا تجهیز آزما استفاده شد   از کیت cDNA برای سنتز    

سلول  RNAاز    μL  5ابتدا   از  شده  به  آ  یهااستخراج  لوده 

راندوم    آغازگر از    μL  1  و کنترل سلول با استفاده از  روسیو

اضافه شد و به محلول فوق    وپیت  کرویبه م  dT  گویهگزامر و ال

μL  4    ازDEPC Water    هیثان  3-5افزوده شد. مخلوط فوق  

و به مدت    سانتریفیوژ  دما  قهیدق  5سپس  درجه    65  یدر 

انکوبه شده و سپس و ینتسا منتقل    Cool Box  به  الیگراد 

افزوده شد.    RT premixاز    μL  10شد. سپس به محلول فوق  

به مدت  ه  ب  cDNAسنتز    یبرا فوق  در   قهیدق  10مخلوط 

درجه   47  یدر دما  قهیدق  60گراد؛  یدرجه سانت  25  یدما

و  یسانت گراد در  یدرجه سانت  70  یدر دما  قهیدق  10گراد 

سا  شد.    کلریترمال  داده  کمک  سپس  قرار  های  آغازگربا 

با  )  D(  GPD)  و گلیکوپروتئین GAPDH هایاختصاصی ژن 

 روی بر  ؛    HSV  رای ویروسب  (OZ349004شماره دسترسی  

cDNA  ،Real Time RT-PCR (. 15) انجام شد 

استفاده  ژن  آغازگریتوالی       مورد  ژنهای  شامل    های؛ 

GAPDH   گلیکوپروتئین  و D(GPD) برای ویروس HSV     می

 :باشد
HSV, Forward (5'-CATCACCGACCCGGAGAGGGAC),  

HSV, Reverse (5'-GGGCCAGGCGCTTGTTGGTGTA) ,  

GAPDH F, 5' CGCTCTCTGCTCCTCCTGTT 3' 

GAPDH R, 5' CCATGGTGTCTGAGCGATGT 3'.  

کیت     عمل  دستور  مطابق  آزمایش  انجام   Fast)  برای 

SYBR® Green Master Mix  )ُر عمل  وشرکت  شد.  ش 

ویال از  یک  هر  آنزیم    Reaction Mixهای  محتوای  و 

Reaction Mix    بر اساس    شد.   وژیفیثانیه سانتر  20به مدت

رقت کلی  کاپیلاری تعداد  نیاز  مورد  مشخص  تعداد  ها؛ 

LightCycler    داخل  Pre cooled  lightCyclerدر 

Centrifuge Adapters  با  ها  قرار داده شد. چیدمان کاپیلاری

تکرار   گروه  GAPDHو    HSVبرای  سه  شاهد؛  در  های 

در داخل    قرار داده شد.   10- 8تا    10-1های از  ویروسی؛ و رقت

کاپیلاری   شده  LightCyclerهر  سرد  پیش  از    µL  4  از 
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 لیلا موسوی دهاقانی و همکاران                                                                                                           بلو   لنیمت HSV-1 یسازرفعالیغ

 

    

 

Master Mix ؛  µL  5    ازcDNA؛  µL  5  آغازگر  Forward    و

Lµ  1    آغازگراز  Revers    وLµ  9    ازo2ddH    س  پ   شد.افزوده

قرار داده    lightCyclerداخل دستگاه    ،کاپیلاریسانتریفیوژ    از

زیر به دستگاه   برنامه داده    lightCyclerشد. مطابق جدول 

   .شد

های  ها با استفاده از رقتیی تکثیر ژنآجهت بررسی کار    

از   مطالعهژن   cDNAسریالی  مورد  منحنی    ،های  رسم 

رقت  سری  منظور  این  برای  شد.  انجام  از  استاندارد  هایی 

cDNA  تهیه شد. واکنش    های نمونه مورد مطالعهq PCR  

 2R  و  slopeرگرسیون    تجزیه و تحلیلو بر اساس   انجام شد

های  داده   تجزیه و تحلیلبرای    ژن محاسبه گردید.  برای هر دو

Real Time PCR  افزار  از نرمREST    .محاسبات  استفاده شد

انجام    SPSS-26افزار  ها با نرمداده  لیو تحل  هیو تجز  یآمار

و ضر آز  نیب  رسون یپ   ی همبستگ  بیشد  محاسبه    مایش دو 

 . دیگرد

  
 

  یهابا رقت vero ی هاسلول ، روسیو تریت نییتع یبرا         

و  یبرابر  10 شده  HSV-1  روسیاز    ،   CPE  اثر  .اندمجاور 

سلول شدن  گرد  بدون  شامل  شاهد  سلول  مقابل  در  ها 

مشاهده   نورتیا کروسکوپیبا استفاه از م روسیمجاورت با و 

شد  mL/  50  TCID  710  ویروس  تیترو     دیگرد   محاسبه 

از غیر فعال1)شکل   با روش    HSV-1  روسیو  سازی(. پس 

بلو و نورمرئی، تیتراسیون مجدد ویروس قبل و بعد از  متیلن

تیترفعال  غیر شد.  انجام  غیر ویروس  سازی  از  پس    ها 

  شـــ ـد. کاهـه شـمحاسب،   mL/ 50 TCID 210 سازیفعال

   لوگ گزارش شد. 5  ؛HSV-1 روسیو  تیتر لگاریتمی

عفونت     تیتر  بررسی  روش  برای  با  ویروس   Realزایی 

Time PCR    ،   روسیوبه  در روز سوم بعد از آلودگی  HSV-

رقت   1 با  و  رقت  غیر   10های  بدون  از  بعد  و  قبل   برابری 

متیلنفعال روش  با  نورمرئی،  سازی  و  و    RNAاستخراج  بلو 

کمک  ،   cDNA ساخت ژن  آغازگرهایبا    هایاختصاصی 

GAPDH  گلیکوپروتئین ویروس  D (GPD)  و      HSVبرای 

Real Time RT-PCR  انجام شد. براساسCt   دست ه  ی بها

های مختلف نمودار منحنی استاندارد برای هر  مده از رقتآ

تجزیه و تحلیل دو ژن مورد بررسی قرار گرفت و بر اساس  

 ب ژن به ترتی  برای هر دو  2R  و  slopeبرای    رگرسیون نتایج

. برای (2)شکل  گزارش شد %5/99و  %99و  - 2/3و  -15/3

واکنش   در  آزمایش  بودن  اختصاصی    از  PCRبررسی 

analysis curve melt  (.  3استفاده شد)شکل 

و با استفاده از  برای هر رقت ویروسی سه تکرار انجام شد    

مقابل ژن رفرانس    درD گلیکوپروتئینبیان ژن    Restافزار  نرم

در    D  گلیکوپروتئینآستانه ژن    چرخهمحاسبه شد.  میانگین  

ویروس   حاوی  سلول  فعال  HSV-1کشت  غیر    سازیبدون 

(mL/  50  TCID  710  ،)  6/22)  6/22برابر  =Ct  میانگین و   )

در نمونه پلاسما پس از    D  گلیکوپروتئینآستانه ژن    چرخه

  mL/50  TCID)  بلو و نور مرئیسازی با روش متیلنغیر فعال
برابر  (210  ،28  (28=Ct،بود معن  هک  (  ژن    داراکاهش  بیان 

  001/0)  مشاهده شد  D  (mL/50  TCID  210)ن  گلیکوپروتئی

p=).  اساس و   Ctبر  حاصله  بیان Rest   افزارنرم  های   ،  

کنترل  در    Dین  ئگلیکوپروت فعالگروه  غیر  از    سازی()قبل 

به   فعالنسبت  غیر  از  )بعد  درمان  برابر    15،   سازی(گروه 

    (. p=  001/0کاهش یافته بود )

      

 

 ب                                الف                                                         

 

                                                     

 

 
 

 

 
 

های تک لایه بدون  دهد که سلولرا نشان می  vero  یهاسلولالف(    .  معکوس  کروسکوپیدر کشت سلول با استفاده ز م  CPEاثر    :1شکل  

هرپس   برابری با ویروس 10های با رقت  veroهای باشد. ب( سلولاثر تخریب سلولی و بدون مجاورت با ویروس و به عنوان سلول کنترل می

ها در مقابل سلول کنترل بدون مجاورت ویروس مشاهده  که شامل گرد شدن سلول  CPEآثار  معکوس  اند و در میکروسکوپ  مجاور شده

 گردید.  
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ویروس  کنترل    به عنوان  HSV-1ویروس  های مختلف  با رقت   vero  یهاروز بعد از آلودگی سلول  سه  (Amplification)نمودار تکثیر    :2شکل  

دهد  نانومتر نشان می  530محور عمودی شدت رنگ فلورسانس هر نمونه را در طول موج    سازی با روش متیلن بلو و نور مرئی.فعال  بدون غیر

 شود. گزارش می Ctهای هر نمونه  که از خط آستانه عبور کرده و به صورت چرخهو محور افقی تعداد  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

. محور عمودی شدت رنگ فلورسانس هر نمونه جهت اختصاصی بودن واکنش  Real Time PCRواکنش     melt curve analysisنمودار    :  3شکل  

در    هاکونیآمپل  تیاختصاص  ن ییتع  یبراکه    دهددهد و محور افقی دمای ذوب هر نمونه را نشان مینشان می  نانومتر  530را در طول موج  

ی بودن  اختصاص   گراد نشانه  درجه سانتی  85در دمای    از هم  هاکونیآمپلاستفاده شده است. جدا شدن دو رشته     Real Time PCRواکنش

 باشد. می  Real Time PCRواکنش

 

 Real Timeبه دلیل استفاده از رنگ سایبرگرین در واکنش  

PCR    تمامی به  رنگ  این  اختصاصی  غیر  اتصال  علت  به  و 

DNAدورشته بودن های  اختصاصی  از  اطمینان  برای  ای، 

از شد)شکل     melt curve analysisواکنش    (.3استفاده 

کاهش  لوگ     mL/50  TCID  5 ، تا  PCR-RealTime اکنشو

  یهاکشت سلول طیدر مح را D (GPD) گلیکوپروتئینبیان 

Vero ی )ــسازی ویروسپس از غیر فعالmL/50 TCID 2 - 

 نشان داد.  (10

 :  TCID50/mLو  qRT-PCR نیب یهمبستگ
  یروسیهر رقت ودست آمده از  ه  ب  Ct  ریمقادارتباط بین      

  شدند.    بررسی  Log  10  (اس ی)در مق  mL/50  TCID  تیتر  با

آمده  qRT-PCRبه    تبطمر  Ct  ریمقاد دست  غیر    به  از 

پس  محاسبه شده    mL/50  TCID  تیتر  با   سازی ویروسفعال

فعال غیر  روشسازی  از  یکدیگر   Reed-Muench طبق  با   ،

 (.>r=  ،001/0 p 98/0) ندداشت یهمبستگ
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ب  یبرا ها  شتریکاهش  خون   یعفونت  انتقال  از   منتقله 

(TTIs)و است.    کی  ییزداروسی،  مبرای  راهبرد  ثر  ؤبررسی 

فعال غیر  روش  از  روسیوسازی  بودن    یرو  CPEاثر  ی، 

 ی برا  یروش سنت  در  شوند.یاستفاده م کشت شده  یهاسلول 

و محاسبه   یانینقطه پا ونی تراسیت ،یعفون تریت تیکم نییتع

  تریلیلمی  هر  در  بافت  کشت  کنندهآلوده  درصد  50دوز  

(mL/50  TCIDاست می(  عنوان    شودفاده  به  ذرات "که  بار 

ا  ی روسیو  یعفون به  قادر  که  حجم  واحد  اثر    جادیدر 

ن  کیتوپاتیس کشت  یمیدر  هستند  یسلول  یها از    "آلوده 

در   وسیعبه دانش  از ین ندی فرآ ن یا (.16-18) شود یم فیتعر

دارد، پر زحمت است   یکشت سلول  یو نگهدار  ری تکث  نهیزم

 ل یتا تکم  کشدمی  طول  روز  چهار  تا  سهو به طور متوسط  

  با   شگاهیآزما  کیدر    د یبا  یعفونت سلول  ن،یشود. علاوه بر ا

ا بهمناسب    ی ستیز  یمنیسطح  توجه  با  شود.    لیدلا  انجام 

ممکن است    ی انینقطه پا  ون یتراسیخاص، ت  طیفوق، در شرا

.  نباشد  یالذکر، عملاز حداقل الزامات فوق   یکیفقدان    لیبه دل

  جیبر نتا   یبه راحت  تواند یم  یکیولوژیب  ستمیتنوع سچنین  هم

. استدشوار  نیز    تینوع کم  نیا  یبگذارد و استانداردساز  ریتأث

ب تنوع  در کشت تعداد    یدشوار  لیبه دل  یکیولوژیدر واقع، 

و توقف   روسیاز و یکسانیها، افزودن مقدار  از سلول یکسانی

  ریو تکث  صیشخت  یهای استراتژ  است.  ادیزمان عفونت، زهم

 ی کم  نییممکن است به تع  RT-PCR  یعنی  ک،ینوکلئ  دیاس

در نمونه مورد نظر به همان اندازه    ی کم  مهینیا    ی روسیبار و

از نظر دقت    یو کم  یکم  مهین  یهاروش   منجر شود.  حساس

پا  یاجه ینت در  تحل  هیتجز  انیکه  م  لیو  دست    آورند،یبه 

روش در  هستند.  ،  (qRT-PCR)  یکم  مهین   یهامتفاوت 

تکث  از هر چرخه  ثبت    ریشدت فلورسانس ساطع شده پس 

نسب  شودیم مقدار  تع  یتا  آستانه    ر یمقاد  وشود    نییهدف 

با مقدار بار    ند، یآیبه دست م  بیترت  ن ی( که به اCtچرخه )

  ماًیها را مستقآن   توانینسبت معکوس دارند، اما نم  یروسیو

  ینسب  یکم  نییکرد. تع  لی ژنوم تبد  یتعداد کپ  یهابه معادل

  ک ی  دیمستلزم تول  qRT-PCRهدف با استفاده از    ی هایکپ

 استاندارد است.   یمنحن

آن     ویروس  CPE  ییشناسا   که    جایی  از  از  در  ناشی  ها 

است و گاهی با تخریب روز(    5-7مدت )  یطولان  کشت سلول

اشتباه می از  ،شودسلول  استفاده  دیگر  روش  بنابراین  های  

تکثیر    سهیمقا در    Real Time RT-PCRمانند     روسیوبا 

رو هرپس   با   CPEمشاهده و VERO یهاسلول  ی بر 

 مطالعه  این  درمورد بررسی قرار گرفت.  معکوس    کروسکوپیم

م  VERO  ی هاسلول  ( Confluency)  % 90  یپرشدگ  زانیبا 

رقت مجاورت  و   ی هادر  با    روسی مختلف  رقت    8هرپس 

پلاسما حاوی ویروس  قبل و بعد از  غیر  نمونه ی در تمیلگار

مرئی قرار گرفت و تیتر    بلو و نورسازی با روش متیلنفعال

مورد   Real Time RT-PCRو   CPEبا روش مشاهده    ویروس

 . قرار گرفت  یابیو ارز یبررس

محاسبه    mL/50  TCID  710  ویروس  در این مطالعه تیتر    

بلو  با روش متیلن  HSV-1  روس یو سازیشد. پس از غیر فعال

غیر از  بعد  و  قبل  ویروس  مجدد  تیتراسیون  نورمرئی،    و 

  سازی ها پس از غیر فعالویروس  سازی انجام شد. تیترفعال

mL/50  TCID  210  .شد    تیتر  لگاریتمی  کاهش  محاسبه 

-RealTime  اکنشودر    لوگ گزارش شد.  5  ؛HSV-1  روسیو

PCR  از غیر بر روی رقت ویروس قبل و بعد   های مختلف  

سلولفعال کشت  در  کاهش  mL50  TCID  2  10  از  سازی 

بیان  Ctمقادیر    در  دارامعن در    D (GPD)گلیکوپروتئین    و 

سلول   طیمح فعال    Vero  یهاکشت  غیر  از  سازی پس 

که با نتایج  نشان دادرا  لوگ    mL/50  TCID    5  ویروسی یعنی

 روس یو سازیتاثیر غیر فعال  .مطابقت داشت TCID  50  روش

HSV-1  متیلن روش  نوربا  و  و    بلو  الیکایی  با مطالعه  مرئی 

 برای   لگاریتمی  کاهش  همکاران مطابقت داشت و بیشترین

HSV  دقیقه بود  45  پرتودهی  زمان، لوگ با    28/6  مقدار  به  

(12.) 

-qRTبه    تبطمر  Ct  ریمقادچنین در این مطالعه بین  هم    

PCR  تیتر  با   سازی ویروساز غیر فعال  به دست آمده  mL/50  

TCID    شده فعالمحاسبه  غیر  از  با  پس  ویروس   سازی 

  روشدو    نیب  که  ایکه با مطالعه  ندداشت  یهمبستگیکدیگر  

qRT-PCR  یهایکپ قی تعداد دقبرای تعیین  RNA روسوی  

  ون یتراسیت  و  (  SARS-CoV-2)  2  یکرونا سندرم حاد تنفس

نجام شده بود  ا  یسلول  یهاکشت  یرو  ینعفو  کرونا   روسوی

  RNA  یهابار نسخهموافقت داشت که  نشان داده بودند بین  

(  Ct)    کننده کشت  با دوز آلودهی ویروس  عفونو تیتر    یروسیو

م هر  در  همبستگی(mL/50  TCID)  تریلیلیبافت  وجود    ، 

و همکاران   لوگان  از طرف دیگر ، در مطالعه (.11)  داشته است

روش  با  که  سلول  گرانولوسیتی  میزان  بین  شد  داده  نشان 

می تعیین  ویروس  فلوسایتومتری  لگاریتمی  تیتر  با  شود 

معن ارتباط  واعفونی  داردجداری  بدون    ود  شناسایی  و 

فلوسایتومتری  طریق  از  عفونی  ویروس  غلظت  فلورسنت 

   تواند ابزار سریع و دقیق برای تعیین تیتر ویروس در نظر می

 (.19) گرفته شود

  تریت یابیارز یراــبو همکاران  ونـگوستافس هـدر مطالع    
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  هایروشبا استفاده از    ،(HHV-6)  6ی  هرپس انسان   روسیو

PCR-q   50  و  TCID  ،با  ی  روسیو  یهانیپروتئ  انیب  یبه خوب

و  شتدا  یهمبستگ  TCID  50روش از   ی برا  ییبالا  یژگیو 

 (.10بود )برخوردار  یدوز عفونتعیین 
 

 گیری نتیجه

همبستگ  یهاداده     ویروس  نیب   یقو  ی ما    mL/50)  تیتر 

TCID ریمقاد  ( با  Ct   بیان(گلیکوپروتئینDدر ) روش qRT-

PCR  داد  نشان  .mL/50  TCID  دل استفاده  لیبه   از   تنوع 

بگذارد و    ر یتأث  ج یبر نتا  یبه راحت تواندیم  یکیولوژیب  ستمیس

کم  نیا  یاستانداردساز دشوار    تینوع    یهاروش.  کندرا 

بیان  مولکول بر  مبتنی  D  (mRNA  gD  )  گلیکوپروتئینی 

یمی عنوان  به  برا  کتواند  فعال    صیتشخ  یهدف  عفونت 

HSV    قرار گیرد.  استفادهمورد 
 

 حمایت مالی 

مؤسسه       خون،  انتقال  تحقیقات  مرکز  توسط  پروژه  این 

عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون تأمین مالی شده  

 است.

 ملاحظات اخلاقی 

تایید       به  تکمیلی  این مطالعه  مؤسسه  شورای تجصیلات 

 عالی آموزشی و پژوهشی انتقال خون ایران رسیده است.
 

 تعارض منافع عدم 

رد. گونه تعارض منافعی در مطالعه حاضر وجود نداهیچ    

 
 نقش نویسندگان 

نگارش  لیلا موسوی دهاقانی  نامه:  آزمایشو    پایان  ها  انجام 

  ها و کمک در اجرای آنروشزهرا پاز: آموزش 

پایان  بر اجرای  نظارتدکتر زهره شریفی: طراحی مطـالعـه، 

 و نگارش مقاله نامه

     
 تشکر و قدردانی 

پایان     حاصل  تحقیق  زیست  این  ارشد  کارشناسی  نامه 

فناوری مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی انتقال خون ایران 

بدیـن حمایت است.  خاطر  به  مـؤسسه  ایـن  از  های  وسیلـه 

شود.مالی آن تشکر می
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