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 مقاله پژوهشي

 هاي آن تعيين زير گروهو  HIV-1ويروس  POLكلونينگ ژن  

 3باغيان احمد قره ،9زهره شريفي ،9رعنا تبار اسد لاله
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

کهه   از دارديوسته و مداوم نيپ يمولکول يبه بررس ،در کشور HIVروسيو ير تکامليو س يکيتنوع ژنت ييشناسا
در ايه  ماالههه از    .دهد هيجديد ارا يصيو تشخ يهاي درمان روش يطراح يدر راستا يديبتواند اطلاعات مف

 .استفاده شدHIV-1  اشکال در حال گردش ويروس يکيتوزيع و تنوع ژنت يابيجهت ارز ،نگيروش ژن کلون
 ها روش مواد و

 يقه يتمام موارد مهتاد تزر ،ندشد يبررس ،مثبت بودند HIV ،زاينمونه که با روش الا 05 در يك ماالهه تجربي،
 -Nested RTروش بها  HIV-1روس يو پتازيکر ورس ترانسيژن ر .رال نداشتنديرتروو يبوده و سابقه درمان آنت

PCR وکتهور  سپس با اسهتفاده از  ر شد،يتکثي اختصاصآغازگرهاي استفاده از  با و PTZ-57RT   و کلهون شهد 
ههاي   توالي با پتازيکر ورس ترانسيبه دست آمده از ژن ر يها يتوال .شد ي  توالييمار تهي  کلون از هر بيچند

سپس   .مرتب شد ClustalW 8/9 افزار با استفاده از نرم ،دست آمده بودرفرانس كه از بانك اطلاعات جهاني به 
 .رسم شد NJplot افزار نرم ک با استفاده ازيلوژنتيدرخت ف

 ها يافته
 آناليز نوكلئوتيهدها بهر   ،ندر شديتکث Nested RT-PCRنمونه با استفاده از روش  35 ،ينمونه مورد بررس 05از 

پ يه تا هها سها    تمهام نمونهه   .  کلون از هر فرد انجام شهد يچند استفاده از پتاز بايکر ورس ترانسيروي ژن ر
CRF35-AD بودند. 

 ينتيجه گير 
اطلاعهات   .ماران اسهت ي  بيب در بي  تحت گونه نوترکيتر عيشا،  CRF35-AD  ماالهه نشان داد که يج اينتا

 يتوانهد در طراحه   يمه هاي ويروسي در گهردش جامههه،    تايپ پيرامون تنوع ژنتيكي ويروس در افراد و سا 
 . هاي كنترل عفونت و درمان، مفيد باشد تشخيصي، برنامه يها روش

 ها، تنوع ژنتيكي  ، كلوني HIV1 :ات كليديكلم
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  مقدمه 
 يمعضلات بهداشت از يکي ،دزيا يماريبدر حال حاضر     

شـويم،   هزاره جديـد مـي   وارد چنان كه هم. باشد يجهان م
 بين برنده سيستم ايمنـي بـدن انسـان يـا همـان      از ويروس

Human Immunodeficiency Virus (HIV )  در بــه خــ ر 
نقـ  بزريـي   انـداختـن سـلامتي بشـر در سراسـر جهـان    

سـازمـان مـلل  ويس ـه شـده اخـير ازيآمـارهـاي ارا. دارد
ميليون نفـر از مردم جهان بـه   36 دهـد كه تقريباً نـشان مي

 ،ون نفـر يميل 6/1اين بيماري مبتلا هستند و هر ساله تعـداد 
 . يردد به اين مقدار افزوده مي

در حـال   ماننـد اسـت و   فاجعه انساني مربوط به ايدز بي    
 عليـه واکسـن مـؤ ر    توليـد  يبرا يانداز روشن چشم ،حاضر

 يل اصـل يدلا(. 0)وجود ندارد ،دزيا يماريو ب HIVروس يو
کنتـرل   يم مـنن بـرا   يکه باعث شده تاکنون راه ـ يمهم و
 و فـراوان  يها وجود جه  ،روس در دسترس نباشدين ويا

  ،ل فشار سيسـتم ايمنـي بـدن   يروس به دليمتنوع در ژنوم و
پتـاز  يکر سنم تـرا يفقدان فعاليت تصـحي  در عملکـرد آنـز   

کل يروس در هـر س ـ ي ـو ير بـالا ي ـمعکوس و سـرعت تک  
 جـاد يا. (8)باشـد  يم ـ روسي ـو يبين نـوترک يچن ـ هم ،ريتک 
در افـراد  عفونت چنديانه  روس در ا ريب وينوترک يها فرم
روس اسـت  ي ـن ويدر ا اريبس يجاد تنوع ژنوميا عامل ،مبتلا
شـود کـه    يم يديب جدينوترک يها جاد سوشيمنجر به ا و

 بـه انـدازه سـا     ،ننـت يکامبير يها ن فرمياز ا ينق  برخ
يزارش  رياخ يها يجاد پاندميروس در ايو ياصل يها پيتا

 در يـردش  ، وارداحتمال دارد سوش غالـب  .(3)شده است
ل ين دليبه هم. جامعه شود كه بايد مورد شناسايي قرار ييرد

بـه خصـو     يژنوم يها جه  يبر رو ياديز هاي هم الع
جـاد  يو ا يي ـکه منجـر بـه مقاومـت دارو    يژنوم يها جه 

؛ شود يروس ميو يکل زندييس و عملکرد در اي ويژه رييتغ
 بـر  انجام شـده  هاي هبا توجه به م الع .صورت يرفته است

 POL ابت شده است کـه ژن   ،HIV روسيو POL ژن يرو
و روس نقـ  حيـاتي دارد   ي ـو يکل زندييدر عملکرد و س

ــز  ،(PR)پروتنــاز يعنــيHIV روسيــمهــم و هــاي ميآن
در . کنـد  يم راکد (RT)پتازيکر ورس ترانسيور (IN)نتگرازيا
ــجــه اينت  ــ ين تحقي ــه برخ ــت شــده اســت ک ــات  اب از  يق

 روز ـه بـمنجر ب ،دنشو يم جاديا POLژن  که در ييها جه 

  .يردند مي HIV روسيو در ييمقاومت دارو
هاي موجود در يك فـرد بـه علـت     كه ويروس آنجايي از    

هاي فراوان هتروژن بوده و داراي ژنتيك يكساني  موتاسيون
فقط ژنتيـك يـك    مستقيم تعيين توالي روش با و باشند نمي

ق ي ـن تحقي ـييرد، در ا ايزوله ويروسي مورد بررسي قرار مي
 يژنـوم  يهـا  تفـاوت  ،کلون ينچنداستفاده از  باشده  سعي

 از .مورد بررسي قرار ييـرد  هاي موجود در هر فرد ويروس
كلون  و كريپتاز ريورس ترانس کامل ژن ين توالييتع يطرف

 يبــرا مفيــدي يتوانــد منبــلا اطلاعــات مــي ،ژنن يــکــردن ا
جـاد شـده جهـت    يا يهـا  جهـ   مـورد  در يآتهاي  هم الع

 پيرامـون   اطلاعـات . دهد ارايه مقايسه سير تكاملي ويروس
 هـم  بيمـاري اين  در تشخيص HIV-1 ويروستنوع ژنتيكي 

بـه   اسـت   رؤم نيز اهداكننديان غربالگري هاي روش چنين
هاي  طراحي كيت در افراد مبتلا يياين معني كه براي شناسا

طراحي  ،آوردن پاسخ صحي  براي به دست،  PCR و الايزا
ي تمـام سـا    ياي باشد كه قابليت شناسـا  اوليه بايد به يونه

 =CRFs)هـاي نوتركيـب در حـال يـردش     فـرم  و هـا  تايپ

Criculating Recombinant Forms) و  باشـد  داشته را شايلا
 بـر  يتجـار  يها تيک اغلب نباشد، Bفقط مخصو  يروه 

کـا  يآمر کـه در اروپـا و   انـد  شـده  يطراح Bپ ياساس ژنوت
تايـپ اصـلي در    سـا   ييبنابراين شناسا. (8)باشد يلا ميشا

ــا   ــت شناس ــه جه ــر جامع ــردش ه ــريلا ييي ــي  س طراح
يـذاري جامعـه    سياسـت  ،هاي غربـالگري مناسـب   آزماي 

جهت درمـان و بررسـي مقاومـت در برابـر دارو ضـروري      
 . باشد مي
 

  ها روشمواد و 
دار تهيه  EDTAنمونه خون  19 اين م العه با استفاده از    

كننده به مراكـز بهداشـت كردسـتان     شده از معتادان مراجعه
 يري ـي نمونـه  .زن بودنـد  %2 ها مرد و نمونه %08. انجام شد

 .بود يساده و م العه انجام شده تجرب
 

 :ويروسي RNAاستخراج 
ز پلاسماي افراد مبـتلا  ا HIV-1 روسيو RNAاستخراج     

 cDNAاختس ـ يبرا و روس انجام شديوبا اين به عفونت 

 High Pureتي ـن کار از کيا يبرا. يرفت استفاده قرار مورد
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Viral RNA Kit غلظت .استفاده شد رُوش از شرکت RNA 
نـانومتر   869 در UV جذ  نـور  زانيم يبررس از استفاده با

زان ي ـم،  RNAزان خلـو   ي ـن ميـي تع يبـرا . محاسبه شـد 
 . محاسبه شدنانومتر  829/869 جذ  آن در

 

 : RT-Nested PCRواکن  
انجام  ((INC تاكارا بيو تيبا استفاده از ک cDNAساخت     
م بـا  يآنزآماده متشکل از مستر ميكس  يت حاوين کيا. شد

 ، PCR بافر مناسب واکن  و (proof reading)تصحي  خ ا
dNTPs و Loading Buffer ــت و ــااس ــزودن ب ــو اف   ،الگ

آ  مق ـر   و ريـورس  و جلوبرنده و معكـوس  آغازيرهاي
واکـن  بـه    .باشـد  يم ـ  PCRآماده انجـام واکـن    ،لياستر

 آغـازير اسـتفاده از دو جفـت    بـا  و Nested PCRصـورت  
 .در دو مرحله انجام شد يو داخل يخارج

 
در مرحله اول و  كريپتاز مهكوس ژن ترانس آغازگرهاي :9جدول

 دوم
 

 سكانس آغازگر نام آغازگر
MJ3 5'AGT AGG ACC TAC ACC TGT AC3' 
MJ4 5'CTG TTA GTG CTT TGG TTC CTC 3' 
A20 5'ATT TTC CCA TTA GTC CTA TT3' 
NE1 5'ATG TCA TTG ACA GTC CAG CT3' 

 
 ه شده به عنوان الگـو يته cDNAاز ،  PCR در مرحله اول   
به دست آمده از مرحلـه  PCR مرحله دوم با محصول  در و

 ترموســايكلر دســتگاه ازاســتفاده  بــا بــه عنــوان الگــو ،اول
  .انجام شد PCR ،طبق برنامه زير ،اپندورف

 
 PCRچرخه دمايي واكنش : 9جدول 

 

 مدت (گراد سانتي)درجه حرارت  مرحله
دناتوراسيون 
  انيه ºC 02 1 مقدماتي

  انيه ºC 02 09 دناتوراسيون
  انيه ºC 11 39 آنيلينگ
 دقيقه ºC 18 0 اكستنشن

 دقيقه ºC 18 09 تنشن نهاييساك

  وآنيلينگ ، دناتوراسيون لازم به ذکر است که سه مرحله    
 .سيكل تكرار شد 39 ،اكستنشن

 
   : PCR بررسي محصول

، روش ژل  PCRتـرين روش بررسـي محصـول     معمول    
ژل   اســتفاده از بــا ،ن م العــهيــکــه در االكتروفــورز اســت 

بـه   ولـت  29-21 زاني ـته به ميسيان الکتريجر و% 0 آياروز
ــدت  ــد  يدق 61م ــام ش ــه انج ــاهده . ق ــب  DNAمش متعاق

آميـزي بـا اتيـديوم     آياروز و بـا رنـگ   ژل الكتروفورز روي
 .خواهد بود پذير برومايد امكان

 

 : DNA صال ق عاتات
حلـه دوم  رمحصـول م  ، ابتـدا واكن  اتصـال  انجامبراي     

PCR تيله کيبه وس(High pure PCR product purification 

kit) و سـپس در وكتـور   ص يتخلرُوش  يچسب تجار با بر
PTZ-57RT كلونينـگ  اين تحقيق به  منظـور  در .كلون شد 

فرمنتاز، استفاده  كلونينگ كيت ازكريپتاز  ترانس ريورس ژن
مسـتعد بـه روش    بـاكتري بـه  محصول واكـن   سپس . شد

ــرور ــت . ترانســفورم شــد ميکلســ کل ــاي  ســلولدر نهاي ه
و  X-Galک، ي ـوتيب يآنت يت حاويک پليترانسفورم شده به 

IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopy ranoside )  اضـافه
 در انکوبـاتور ( h02-06 )ور شـبانه ـه ط ــها ب تـپلي .دييرد
ºC 31 د يفاقـد پلاسـم   يکلن ـ)آبي هاي كلني تا داده شد قرار

ظـاهر  ( بي ـد نوترکيپلاسـم  ياوح يکلن)يا سفيد( بينوترک
 .شود

  
 : PCR كلوني روش
 High pure plasmidتي ـاسـتخراج پلاسـميد از ک  بـراي      

isolation kit    بـا   .اسـتفاده شـد   رُوش يبا برچسـب تجـار
ق عـه   ياختصاص ـآغـازير  و  PCR كلوني روشاستفاده از 

خارجي در ناقـل پلاسـميدي    DNAمورد نظر، وجود ق عه 
 81بـه حجـم    PCRمنظـور واكـن     نيبـه هم ـ . د شـد ييتا

قسـمت مربـوط بـه     ميكروليتر م ابق با شـرايط مـذكور در  
ــا اســتفاده از  PCRواکــن    0اختصاصــي و  آغازيرهــايب
 ـ   كلنياستخراج شده از  پلاسميد يرمميكرو ه هـاي سـفيد، ب

 .عنوان الگو انجام شد
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 :DNA(Sequencing) تعيين توالي مولكول 
 براي تعيين توالي نوكلنوتيدهاي ژن كلون شده، بايستي     

پلاسـميدهاي   ،باكتري ترانسـفورم شـده كشـت داده شـود    
نوتركيب عـاري از هـر يونـه آلـوديي اسـتخراج شـوند و       

ــره   ــه زنجي ــط روش خاتم ــگ   DNAتوس ــا رن ــاندار ب نش
در  .دنبا استفاده از دستگاه تعيين تـوالي شـو  و فلوئورسنت 

اين تحقيق به منظـور تعيـين تـوالي ق عـه كلـون شـده در       
، ابتــدا پلاســميدهاي موجــود در     pTZ57R/Tپلاســميد  

هاي كلني سفيد بـا اسـتفاده از كيـت شـركت رُوش      باكتري
اپو و جهت تعيين توالي بـه شـركت تك ـ   نداستخراج يرديد

هـاي بـه دسـت آمـده بـا       كروماتويرام. ندزيست ارسال شد
و  نـد مورد بررسـي قـرار يرفت   كروماس، افزار استفاده از نرم

رسـم    هاي به دست آمده با كروماتويرام براي بررسي توالي
 sequenceافـزار   نتايج تعيين توالي با اسـتفاده از نـرم   ،شده

analyzer  2999و برنامه Backman  نس مقايسـه  فـرا ربا ژن
بـراي تعيـين   . هـا كنتـرل شـد    و صـحت بازهـاي آن   ندشد

 ، Clastal W 26/0ژنوتيـپ ويـروس بـا اسـتفاده از برنامـه      
و  ندهاي رفرانس مرتب شـد  هاي به دست آمده با ژن توالي

اسـتفاده   Nj Plotافـزار   از نرم ،براي رسم درخت فيلوژنتيك
رسـم   ،براي بررسي صحت رسـم درخـت فيلوژنتيـك    .شد
سپس نتيجه تعيـين تـوالي ژن   . بار تكرار شد 0999خت در

از نظر تشابهات  NCB1 BLASTكلون شده به كمك برنامه 
 بت شـده در بانـك    HIV-1ويروس  RTو اختلافات با ژن 

 . جهاني مقايسه يرديد
 

 ها يافته
ميـزان جـذ  آن در   ،  RNAبراي تعيين ميزان خلـو       
تـا   0/0مقـدار حاصـله بـين     ،نانومتر محاسبه شد 829/869
. بـود  RNAكه نشانگر خلـو  مناسـب   به دست آمد  0/8

از پلاسماي افراد مبـتلا بـه    HIV-1ويروس  RNAاستخراج 
،  cDNAپـس از سـاخت   . عفونت با اين ويروس انجام شد

كريپتـاز   با آغازيرهاي اختصاصـي ژن تـرانس   PCRواكن  
جفـت   0992اي به طول تقريبي  معكوس انجام شد و ق عه

 . (0شكل )يرديدباز تك ير 
جفت بـازي در كنـار نشـانگر وزن     0992حضور ق عه     

مولكـــولي بـــا اســـتفاده از آغازيرهـــاي اختصاصـــي ژن 

دهنـده موفقيـت در تك يـر ژن     نشان ،كريپتاز معكوس ترانس
سـازي و   پـس از خـالص  . باشـد  كريپتاز معكوس مي ترانس

هــاي  كلــون،  PTZ57R/Tكلونينــگ ژن پروتنــاز در وكتــور 
هاي سفيد رنگ كه  حاصله مورد بررسي قرار يرفت و كلون

 (. 8شكل )حاوي ق عه مورد نظر بودند انتخا  شدند
 
 
 

 
 

كنترل مثبت  PCماركر وزن مولكولي،  Mكنترل منفي،  NC: 9شكل 
 . مربوط به نمونه بيمار است 9-8هاي شماره  و ستون

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 هاي سفيد رنگ حاوي پلاسميد نوتركيب كلوني: 9شكل 

 
از  ،هـاي انتخـا  شـده    جهت تاييد حضور ژن در كلون    

پـس از  . با آغازيرهاي اختصاصي استفاده شـد  PCRكلوني 
هاي به دست آمده  تاييد كلونينگ، براي بررسي ت ابق توالي

با كروماتويرام رسـم شـده،    PTZ-RTاز پلاسميد نوتركيب 
نتايج تعيين توالي بـا ژن رفـرانس مقايسـه شـد و صـحت      

 ،براي تعيـين ژنوتيـپ ويـروس   . ديرديها كنترل  بازهاي آن
هاي رفرانس مرتـب شـده و    ست آمده با ژنهاي به د توالي

 0999براي صحت رسم درخت فيلوژنتيـك رسـم درخـت    
 (. 3شكل )بار تكرار شد

 نشان داد  RTنتايج به دست آمده از آناليز فيلوژنتيك ژن     

       2    1      6      1     6    3     8    0     PC   M    NC  

bp 
0999 

bp 
0992 
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 .بار تكرار شد 9555نشان داده شده است و رسم درخت  IRهاي اي  ماالهه با  كه ايزوله RTرسم درخت فيلوژنتيك ژن : 3شكل 
 

 CRF35A-Dكه تحت يونه شايلا در ميان معتادان تزريقـي،  
را بـا سـا  تايـپ نوتركيـب      تشـابه باشد كـه بيشـترين    مي

 . موجود در افغانستان دارد
 

 بحث
 سال از اولين يزارش ابتلا به ايدز 81با يذشت قريب به     
وز ـهن ،سال از كشف عامل بيماري 81يذشت  ان وـر جهد

ريشـه اصـلي    . ر ايدز با شكست مواجه اسـت ؤهم كنترل م
 .يـردد  برمـي  HIVاين چال  به پاتوژنز مولكولي ويـروس  

هاي مختلفي براي يريـز از سيسـتم    ويروسي كه از مكانيسم 

تـرين   شـاخص  از يكـي  .ييـرد  ايمني بدن ميزبان بهـره مـي  
 ،استفاده ويروس جهت فرار از سيستم ايمني ميزبان هاي راه

ــوپروتنين  ــيون يليك ــاي يليكوزيلاس ــروس   ه ــ حي وي س
بـادي   هـا توسـط آنتـي    تـو   اپـي  سازي خن ي كه از باشد مي

روس به ژنوم سلول ـي ورود ويـاز طرف .دـكن يجلوييري م
 ن ـاي كه از بي هاي آلوده شده شود كه سلول يزبان باعث ميم

م منبعي براي حفظ ويروس در ميزبان يبه طور دا ،روند نمي
ويـروس كـه بـراي مـا داراي      ديگـر  هاي يريز راه از .باشند

پتانســيل بــالاي آن در موتاســيون  ،اهميــت بيشــتري اســت
مكانيسم اخيـر   .يويند مي كه به آن فرار موتاسيوني باشد مي
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شـده و منجـر بـه     HIV-1باعث تنوع قابل ملاحظه ويروس 
 ،آداپته شدن سريلا ويروس در برابر سيسـتم ايمنـي ميزبـان   

ــان  هــم ــر درم ــين مقــاوم شــدن آن در براب ــي چن  هــاي آنت
 .شود رتروويرال مي

ــا آن     ــه در  ام ــه ك ــروس   چ ــورد وي ــر  HIV-1م از نظ
تنـوع ژنتيكـي بسـيار     ،اهميـت دارد  اپيدميولوژيكي و باليني

بالاي ويروس است كه باعـث ايجـاد جمعيـت متنـوعي از     
ايـن   .شـود  يم ـ (Quasispesies)ويروس در يك فـرد آلـوده  

تنوع ژنتيكي در نتيجه سرعت همانندسازي بالاي ويـروس  
*  09-1)رر آن هـاي مك ـ  موتاسيون ،(ويريون در روز 0909)
همانندسازي به دليل نداشتن عملكـرد   ،در هر سيكل ،(6/3

 كريپتـاز معكـوس ويـروس    در آنـزيم تـرانس  تصحي  خ ا 
HIV-1 ، اي و بـين   هـاي نوتركيـب داخـل يونـه     ايجاد فرم

ــه ــت چنديان ــه و (multiple infection)عفون  dual)دويان

infection) هاي نوتركيـب حاصـله    انتقال فرم ،در فرد آلوده
هاي نوتركيب جديـد در يـردش در    و ايجاد فرم به سايرين

شود كه ممكـن   يم (Circulate- recombinant forms)جامعه
 .است حتي به فرم غالب در يردش در جامعه تبـديل شـود  

 شايلا در هر جامعـه و هـم  CRFs ها و  ي سا  تايپيشناسا
 چنين بررسي تنوع ژنتيكي ويروس در هـر فـرد مبـتلا هـم    

 داراي اهميت بسياري است زيرا همـان چنين در كل جامعه 
انواع مختلفي از اشـكال نوتركيـب بـين     ،طور كه اشاره شد

ها  اي از ويروس ايجاد شده است كه نق  برخي از آن يونه
بــه انــدازه  ،  HIV-1 هــاي ويــروس  در ايجــاد پانــدمي 

باشـد بـه طـوري كـه در      هاي اصلي ويروس مـي  تايپ سا 
اي  ال نوتركيب بـين يونـه  وفور اشك ،انجام شده هاي هم الع

 CRF03-ABافـزاي    .هاي اخير تاييد شده است در پاندمي
 CRF15-01B ،در چين CRF08-BC,CRF07-BC ،در روسيه

در ايران و افغانستان يزارش شـده   CRF35-ADدر تايلند و 
 ـتا فـرم غالـب سـا     8991تا سـال   كه حالي ، دراست پ ي

 .يزارش شده بود Aدر ايران نوع  يروسيو
اي كه توسـط زمـاني و همكـاران  در سـال      در م العه    

 از هبا استفاده از نمونه موكوس دهاني به دسـت آمـد   8991
كننـده بـه    مراجعـه  (زن 83 و مـرد  122)معتاد تزريقـي  600

 يروه اصلي آلوده به، مراكز درمان اعتياد در تهران انجام شد
HIV ابتلا  در ايران معتادان تزريقي و فاكتور خ ر اصلي در

ها يزارش شده  استفاده از سرنگ مشترك در ميان آن، به آن
 (.6)بود
توســـط نـــادري و 8996اي كـــه در ســـال  در م العـــه    

ــه تهيــه شــده از   معتــاد 08همكــاران  بــا اســتفاده از نمون
ــي ــد   +HIVتزريق ــام ش ــهد انج ــوارد   ،در مش ــام م در تم

 .(6)يزارش شده بود Aكننده  تايپ آلوده سا 
اي كه توسط سارمي فروشـاني و همكـاران     م العهدر     

در ايـران در   HIV در مورد آناليز فيلوژنتيـك  8996در سال 
كلـون از   088تهيـه   دو يروه هموفيلي و معتادان تزريقي با

 بيمـار  60از  env (V1-V5)كلـون از ژن  030 وgag-p17 ژن 
HIV+ كننده در افـراد همـوفيلي    تايپ آلوده سا ، انجام شد

B در معتادان تزريقي  وA در اين م العـه نيـز   . يزارش شد
ــي  ــاد تزريق ــال   ،اعتي ــلي انتق ــل اص ــران و HIV عام در اي

تايپ غالب در يردش جامعه يـزارش   سا ، A  تايپ سا 
 .(1)شده بود

ــه     ــال   در م الع ــه در س ــوي و   8990اي ك ــط موس توس
مقـاوم بـه    HIV همكاران  در مورد ميزان انتقـال ويـروس  

سال  81از افراد زير م بت HIV نمونه  13، انجام شددرمان 
 ،كرمانشـاه  ،لرستان ،اصفهان ،قم ،كز مشاوره در تهرانااز مر
هـا   نمونه %18 .تهيه شده بود يزد فارس و ،كردستان ،همدان
تمام و افراد معتاد تزريقي بودند  %66 .زن بودند %82و  مرد

  براي بار اول درمان را آغاز كرده بودنـد  ،افراد انتخا  شده
و فقط در يـك   CRF35-AD ها تايپ در تمام نمونه سا  كه

چنين در  هم (.6)يزارش شده بود A و يك نمونه G نمونه
 8990اي كه توسـط سـهيلي و همكـاران  در سـال      م العه

كريپتـاز   تـرانس  ،هـاي پروتنـاز   تعيـين تـوالي ژن  ، انجام شد
كـه تحـت   HIV  -1 فـرد مبـتلا بـه    02معكوس و انولپ از 

 تايپ  داراي سا  ها تمامي نمونه و انجام شد ،درمان نبودند

CRF35-AD (1)نديزارش شد. 
 بـر  كـه  8909در م العه همكار و همكـاران  در سـال       

رتروويـرال كـه    بيمار تحت درمان با داروهاي آنتي 68روي 
انجـام  يذشـت   هـا مـي   حداقل يك سال از شروع درمان آن

داراي  هـا  آن %36و  زن بودنـد  %01 موارد مـرد و  %23 ،شد
-CRF35 تايـپ  ا س ـدر اين م العـه  . بودنداعتياد تزريقي 

AD  تايپ  سا  ،موارد %62در Bتايپ  سا  ،موارد% 63 در
 % 1 در Aتايپ  سا  موارد و% 1 در  CRF01A-Eبـنوتركي
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 .(2)يزارش شده بودموارد 
كـه   هـايي  هشود در تمام م الع ميطور كه مشاهده  همان    
 است درصد مردان آلوده بي  از زنان  ،انجام شده حاله ب تا

يـروه   ،آلـوديي در افـراد مـورد م العـه     و بيشترين درصد
  .باشند ميمعتادان تزريقي 

 يقياد تزريسابقه اعت  HIV به مبتلا در م العه ما نيز افراد    
را زنـان تشـكيل داده    %2 ها را مـردان و  آن %08كه  داشتند
توان يفت كـه ميـزان ابـتلاي مـردان در      بنابراين مي ،بودند

 حال در CRF35-ADتايپ  ايران از زنان بيشتر است و سا 
معتـادان   دريـپ  ات سـا   ترين اصلي و نيتر عمده حاضر نيز
تا سـال   .باشد در ايران مي HIV-1انتقال بيماري  تزريقي در

در  Bتايـپ   تزريقي و سا  در معتادان Aتايپ  سا  ،8996
،  8990افراد همـوفيلي يـزارش شـده بـود ولـي در سـال       

كننـده در   تايـپ اصـلي آلـوده    سا  CRF35-ADيپ ات سا 
فقط در يك مورد يزارش  G و Aهاي  تايپ سا  .ايران بود
،  CRF35-AD تايـپ  چهار سـا   8909در سال  و شده بود

B  ،CRF01A-E  وA 1، % 63، % 62 فراواني به ترتيب با %
 . در ايران يزارش شده است% 1و 
 ،8990تـا سـال    8991موجود از سال  هاي طبق يزارش    

   چنـين دامنـه   هـم  HIV-1روس ي ـوهـاي    تايـپ  سـا  تنوع 
  اسـت و ممكـن   يران در حـال افـزا  يدر اهاي آلوده  ه  يرو

 در يـردش در  يپ اصـل يتا سا  ،هاي آينده سال است طي
 ر باشد كه نياز به م العه مداوم دارد،ييتغ ز در حاليجامعه ن

 ـتا به عنوان م ال سـا   % 099از  معتـادان تزريقـي   در Aپ ي
کـاه    8909مـوارد در سـال   % 1بـه   8991موارد در سال 

 يپ اصـل يتا سا ، به  CRF35-ADپ يتا افته است و سا ي
 .ل شده استيجامعه تبد در يردش در

ب در ي ـنوترک يهـا  پيتا ن سا يا حضور از دلايل يکي    
 يا مسـافرت بـه کشـورها   ي ـ ران ممکن است مهاجرت ويا

 يران و آلـودي يا ورود مهاجران آن کشورها به اي ه ويهمسا
 ب موجـود در آن جوامـلا باشـد،   يپ نوترکيتا افراد به سا 
فـرد بـه دو   عفونت چنديانـه   گر ممکن استيالبته عامل د

د در ي ـب جدي ـپ نوترکيتا جاد سا يپ متفاوت و ايتا سا 
ن ي ـا يجهت بررس ـ ن م رح باشد،يريفرد و انتقال آن به سا

ه يهمسـا  يانجام شـده در کشـورها   هاي هاحتمال م الع دو
 .قرار يرفت يمورد بررس

 در 8990در سال  ساندرس در م العه انجام شده توسط    
 Sex Workersو يق ـيدر دو يروه معتـادان تزر كه افغانستان 
 در سه شـهر هـرات،   يقيمعتاد تزرنمونه  683از  ،انجام شد

ص داده يتشخم بت  HIV نمونه 00 ،فيمزار شر آباد، جلال
-CRF35کننده در تمـام مـوارد   پ آلودهيتا شده بود که سا 

AD  ه شده ازينمونه ته 166از  .يزارش شد Sex workers ،
پ آلوده يتا ص داده شد که سا يک مورد م بت تشخيفقط 
سعيد خـان   م العه انجام شده توسطدر  .(0)بود A-Eکننده 

کـه تعـداد   م بـت  HIV  يقيمعتاد تزر 36از  ،8996در سال 
در آن  ها سابقه سفر به کشور امارات را داشـته و  آن از يکم

تمـام   داشـتند،   Sex workersبـا افـراد   يکشور راب ه جنس ـ
 ـتا موارد آلوده بـه سـا    در پاكسـتان يـزارش شـده     Aپ ي

 8996در سال ييلماز  انجام شده توسطدر م العه  .(09)بود
 ،ه بودنديکه متولد ترک (نوزاد 0فرد بالغ و  86)ماريب 81از ، 
بـــا جـــنس مخـــالف  يدر ا ـــر راب ـــه جنســـ نفـــر 89
ا ـر انتقـال    در مـار يب 8 آلوده شـده بودنـد،   (هتروسکسوال)

مبـتلا شـده    يمـار يق مادر آلـوده بـه ب  يخون و نوزاد از طر
ک ي  ،Bپ يتا نفر به سا  A، 00پ يتا نفر به سا  6 ،ندبود

بـه   و دو نفر Dپ يتا به سا  ک نفريو  C پيتا نفر به سا 
 پ غالـب يتا ن م العه سا يدر ا .آلوده بودند F1پ يتا سا 
يـزارش شـده بـود البتـه      B ،هي ـکننده در استانبول ترک آلوده
 .(00)شده بود ديدهز ين non Bپ يتا سا 

 
 گيري نتيجه
ن يتـر  لايشـا  CRF35-ADن م العه نشان داد کـه  يج اينتا    

بـا   .است يقيمعتاد تزر مارانين بيب در بيتحت يونه نوترک
 ـتاکنون در ا Dپ يتوجه به عدم يزارش ژنوت احتمـال   ،راني

افراد بـه فـرم    يجه ابتلايدر نت ،ننتيکامبين فرم ريدارد که ا
ن آلـوده بـه   يا ورود مهـاجر يران يننت در خارج از ايکامبير
ن ي ـکـه باعـث يسـترش ا    ننت به کشـور باشـد  يکامبيم رفر

بنابراين لازم است م العه  .ران شده استيا در ها پيتا سا 
نوم كامل ويـروس بـه عمـل    روي ژ تري در كشور بر وسيلا
 .آيد

 

 تشكر و قدرداني
  هماتولوژي نامه كارشناسي ارشد اين تحقيق حاصل پايان   
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مصو  مركز تحقيقات مؤسسه عالي آموزشـي و پژوهشـي   
ه از ـن وسيل ــه اي ــب انـنويسندي. باشد طب انتقال خون مي

ــ ـــآق ــرم بخــ  ســميعي ورام ـاي شه ــان محت هــاي  كاركن

شناسي سازمان انتقال خون، تشـكر و   سازي و ويروس كيت
هم چنين از مركز تحقيقات انتقال خون . نمايند قدرداني مي

 . يردد به دليل حمايت مالي اين پروژه سپاسگزاري مي

     
References :   

1- Epidemic Update. UNAIDS Report on the global 

AIDS epidemic; 2010. Chapter 2.  Available From: 

http://www.unaids.org/documents/20101123_GlobalR

eport_Chap2_em.pdf. 

2- Kijak GH, McCutchan FE. HIV diversity, molecular 

epidemiology, and the role of recombination. Curr 

Infect Dis Rep 2005; 7(6): 480-8. 

3- Taylor BS, Sobieszczyk ME, McCutchan FE, Hammer 

SM. The challenge of HIV-1 subtype diversity. N Engl 

J Med 2008; 358: 1590-602. 

4- Zamani S, Kihara M, Gouya MM, Vazirian M, Ono-

Kihara M, Razzaghi EM, et al. Prevalence of and 

factors associated with HIV-1 infection among drug 

users visiting treatment centers in Tehran, Iran. AIDS 

2005; 19(7): 709-16. 

5- Naderi HR, Tagliamonte M, Tornesello ML, Ciccozzi 

M, Rezza G, Farid R, et al. Molecular and 

phylogenetic analysis of HIV1 variants circulating 

among injecting drug users in Mashhad-Iran. Infect 

Agent Cancer 2006; 1: 4.  

6- Sarrami-Forooshani R, Das SR, Sabahi F, Adeli A, 

Esmaeili R, Wahren B, et al. Molecular analysis and 

phylogenetic characterization of HIV in Iran. J Med 

Virol 2006; 78(7): 853-63. 

7- Mousavi  SM,  Hamkar   R,   Gouya    MM,   Safaie A, 

 

 

 

Zahraei SM, Yazdani Z, et al. Surveillance of HIV 

drug resistance transmission in Iran: experience gained 

from a pilot study. Arch Virol 2010; 155(3): 329-34. 

8- Soheilli ZS, Ataiee A, Tootian S, Zadsar M, Amini S, 

Abadi K, et al. Presence of HIV-1 CRF35_AD in Iran. 

AIDS Res Hum Retroviruses 2009; 25(1): 123-4. 

9- Hamkar R, Mohraz M, Lorestani S, Aghakhani A, 

Truong HM, McFarland W, et al. Assessing subtype 

and drug-resistance-associated mutations among 

antiretroviral-treated HIV-infected patients. AIDS 

2010; 24(Suppl2): 585-91. 

10- Sanders-Buell E, Bose M, Nasir A, Todd CS, Stanekzai 

MR, Tovanabutra S, et al. Distinct circulating 

recombinant HIV-1 strains among injecting drug users 

and sex workers in Afghanistan. AIDS Res Hum 

Retroviruses 2010; 26(5): 605-8. 

11- Khan S, Rai MA, Khanani MR, Khan MN, Ali SH. 

HIV-1 subtype A infection in a community of  

intravenous drug users in Pakistan. BMC Infect Dis 

2006; 6: 164.  

12- Yilmaz G, Midilli K, Türkoğlu S, Bayraktaroğlu Z, 

Kuşkucu AM, Ozkan E, et al. Genetic subtypes of 

human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) in 

Istanbul, Turkey. Int J Infect Dis 2006; 10(4): 286-90. 
 
 

 
 

 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

6-
01

-2
9 

] 

                               8 / 9

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sarrami-Forooshani%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Das%20SR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sabahi%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Adeli%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Esmaeili%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wahren%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Soheilli%20Z.S%2C%20Ataiee%20A%2C%20Tootian%20SZadsar%20M%2C%20Amini%20S%2C%20Abadi%20K%2C%20etal.Presence%20of%20HIV-1%20CRF35-AD%20in%20Iran.AIDS%20Research%20and%20Human%20Retroviruses
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sanders-Buell%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20438383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=distinct%20circulating%20%20%20%20%20%20recombinant%20HIV1%20strains%20among%20injecting%20drug%20users%20and%20sex%20workers%20in%20Afghanistan
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=distinct%20circulating%20%20%20%20%20%20recombinant%20HIV1%20strains%20among%20injecting%20drug%20users%20and%20sex%20workers%20in%20Afghanistan
https://bloodjournal.ir/article-1-682-fa.html


 00پاييز ، 3شماره  ،0 هدور                                                     

182 

 

 

 

Cloning of HIV-1 POL gene and its Subtyping 

 
 

Tabar Asad Laleh R.
1
, Sharifi Z.

1
, Gharehbaghian A.

2
  

 
 
1
Blood Transfusion Research Center, High Institute for Research and Education in Transfusion Medicine, Tehran,  

Iran 
2Paramedical Faculty,Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran 

 

 

 

 

Abstract 
Background and Objectives 

The identification of the genetic diversity and evolution of HIV-1 in the country needs constant 

molecular survey which could represent useful information to design new diagnostic and 

therapeutic strategies. Gene cloning strategy was used to evaluate the distribution and genetic 

diversity of the HIV-1 circulating forms. 

 

Materials and Methods 

Overal, 50 HIV-1 seropositive subjects were enrolled in the study. All of them were IDUs and 

had no history of antiretroviral therapy. The reverse-transcriptase genes of HIV-1 were 

amplified by nested RT-PCR using specific primers. Then, the RT gene of HIV-1 was cloned 

into a cloning vector PTZ-57R. Multiple clones from each patient were sequenced. The 

obtained sequences were aligned with the reference sequences, retrieved from the GenBank 

database. Multiple sequence alignments were performed by using the ClustalW 1.8 software 

package. Phylogenetic trees were generated by using the neighbor-joining plot. 

 

Results 

Of 50 serum samples, 30 were HIV RNA positive by nested RT-PCR. The nucleotide sequence 

analysis was performed on the RT genes from multiple clones. All samples were of HIV-1 

CRF35-AD strains.  

 

Conclusions 

Data showed that CRF35-AD strain is the most prevalent in HIV infected patients. Information 

on the genetic diversity of viruses in patients and also viruses circulating in the community can 

be useful in design of diagnostic procedure, infection control programs and treatment. 
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