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Background and Aim: Awareness of human papillomavirus (HPV) genotypes is crucial for the 

management and prevention of dysplasia and cervical cancer. HPV comprises over 200 genotypes, 

approximately 40 of which infect the genital tract. The global prevalence of HPV varies between 1.2% and 

25.6% across different regions. 

Materials and Methods: In this descriptive-experimental study, 58 clinical samples were collected from 

women presenting with vaginitis symptoms at Milad Hospital, Tehran. The presence of the HPV-6 

genotype was detected using Real-time PCR with specific primers. To optimize the assay, four different 

master mix formulations containing varying concentrations of Tris-HCl, KCl, and MgCl₂ were designed 

and compared for their performance in HPV-6 detection. 

Results: Eight (13.79%) of the 58 samples tested positive for HPV-6. The master mix containing 10 mM 

Tris-HCl, 50 mM KCl, and 2 mM MgCl2 demonstrated the best sensitivity and specificity, yielding lower 

Ct values. Melting curve analysis confirmed the specificity of the PCR products and ruled out primer-dimer 

and non-specific amplification. 

Conclusion: Optimization of master mix components in Real-time PCR can enhance the sensitivity and 

accuracy of HPV-6 detection, providing a more efficient and cost-effective method for genotype 

identification. This approach may facilitate the development of improved diagnostic kits and increase 

patient participation in HPV screening programs, ultimately contributing to better prevention of cervical 

cancer. 
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| پژوهشی اصیل  ۀ مقال  

 صِیدر تشخ time PCR-Real کِیتکن ییِمختلف بر کارا يها کسیمسترم ریتأث  ۀسیقا م
 |)HPV( یانسان يلوما یپاپ  روسِیو

 1یی بفرو  یی، اکرم سادات طباطبا*2ان ینوروز  وشی، دار1یرحمان مینس 

 ران یواحد تهران شرق، تهران، ا  ،یزاد اسلامآدانشگاه    ه،یعلوم پا  ةدانشکد  ،یشناسستیگروه ز  -1
 ، تهران، ایران یبهشت  دیشه  یِپزشکدانشگاه علوم   ،سلامت  يِفناور   پاركِ  کسِیژنوم  قطبِ  شگاهِیزماآ  ،مینس  ۀسسؤم  -2

،  یبهشت د یشه یپزشکدانشگاه علوم ،سلامت  يِفناور پاركِ  کسِی ژنوم قطبِ شگاهِیزما آ ،مینس  ۀسس ؤم ،انینوروز   وشیدار دکتر مسئول:  ةسندینو*
 Dariushnorouzian@yahoo.com :پست الکترونیکی ؛تهران، ایران

هدف:  زمینه  ژنوتا   یگاه آ   و  براHPV(   یانسان   يلومای پاپ   روسِ یو   يهاپ ی از  و   تِ ی ر یمد   ي)  درمان 
از   ش یب   HPV  روسِ ی مهم است. و   ار ی رحم بس  ۀدهان   و سرطانِ   ی ع ی رطب ی غ   یِسلول  مِ ی از رشد و تقس   ير ی شگ ی پ 

که حدودِ  پی ژنوتا   200 عفونتِ  40  دارد  باعث  آن  ش شود ی م   ی تناسل   دستگاهِ  نوع  در   HPV  یِجهان   وعِی. 
 درصد گزارش شده است. 25/ 6تا    1/ 2  ن یمختلف، ب  مناطقِ 
  لادِ ی م  مارستانِ ی کننده به ب مراجعه  از زنانِ  ی ن ی بال   ۀ نمون  58 ، ی شگاه ی آزما -ی ف ی توص   ۀ مطالع  ن ی در ا   ها:و روش   مواد 

علائمِ با  روشِ  HPV-6  پِ ی ژنوتا   شد. حضورِ   ي آور جمع   ت ی واژن   تهران  از  استفاده  و    Real-time PCR  با 
به د ی گرد   ی بررس   ی اختصاص   ي مرها ی پرا  ترک   يِ ساز نه ی به   منظورِ .  چهار  شامل    کس ی رم مست   متفاوتِ   بِ ی واکنش، 

 شد.   سه ی مقا   HPV-6  صِ ی ها در تشخ آن   و عملکردِ   ی طراح   2MgClو    HCl Tris  ،KCl  مختلفِ   رِ ی مقاد 
 ندنشان داد   ج یگزارش شدند. نتا   HPV-6  ي ) مثبت برادرصد   13/ 79نمونه (   8نمونه،    58  از مجموعِ  :نتایج 

 عملکرد را از نظرِ  نی بهتر mM 2 2MgClو  mM 10 HCl-Tris ،mM 50 KCl يحاو   کسِی که مسترم 
اختصاص   تی حساس  ا   يترن یی پا   Ct  رِ ی مقاد نیز  و    ند داشت   تی و  منحن   ن یدر  شد.  مشاهده   ذوبِ   یِ گروه 

 یاختصاص ری غ   و محصولاتِ  مر ی دا   مر ی پرا   وجودِکرد و عدم   د یی واکنش را تأ  تِی اختصاص   PCR  محصولاتِ
 را نشان داد.

روشِ   کس ی مسترم   ي ا ه ب ی ترک   يِ ساز نه ی به   :ي ر ی گ جه ی نت  دقتِ   ت ی حساس   تواند ی م   Real-time PCR  در    و 
.  د ی ارائه نما   پ ی ژنوتا   ن ی ا   صِی تشخ  ي تر برا صرفه به کارآمدتر و مقرون   ی دهد و روش   ش ی را افزا  HPV-6 صِ ی تشخ 

توسع   تواند ی م   کرد ی رو   ن ی ا  مشارکتِ ؤ م   یِ ص ی تشخ   ي ها ت ی ک   ۀ به  و  کرده  کمک  برنامه   ماران ی ب   ثرتر    ي ا ه در 
 رحم منجر خواهد شد.   ۀ دهان   بهتر از سرطانِ  يِ ر ی شگ ی به پ   ت ی دهد که در نها   ش ی را افزا   HPV  يِ غربالگر 
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 مقدمه  | 1
 جديِ  عنوان یکی از مشکلاتِتناسلی به   هاي دستگاهِ عفونت 

سطحِ در  می   سلامتی  شناخته  تأثیر جهانی  که   يا ه شوند 
خانواده  و  مردان  زنان،  بر  آن عمیقی  داردهاي  این  . ها 

می عفونت  ناباروري، ها  جمله  از  متعددي  پیامدهاي  توانند 
 خطرِ  لگنی و افزایشِ   رحمی، دردهاي مزمنِ  خارجِ  حاملگیِ 

کی از ی.  ) 1(   همراه داشته باشندرا به HIV   1  ابتلا به عفونت
ویروس شایع  ویروسِ ترین  پاپیلوما  مقاربتی،   انسانی   هاي 

 )HPV (2   دو   موارد علائم آن در طیِ  درصدِ 90است که در
حال در شود. بااین طور خودمحدودشونده برطرف می سال به 

خاص   ریسکِمی   HPVموارد  سرطان   تواند  به  هاي ابتلا 
تناسلی، مقعد، دهان و گلو را   رحم، ولوو، واژن، آلتِ   ۀ دهان 

دهد  سیستمِ سرطان .  افزایش  از   تولیدمثلِ   هاي  یکی  زنان 
ومیر در سراسر جهان هستند. میزان بروز و مهم مرگ   عللِ

سرطان   شیوعِ پیش این  و  است  افزایش  درحال  بینی ها 
 40یافته تا  در کشورهاي توسعه   2025شود که تا سال  می 

به  درصد و در کشورهاي درحال توسعه تا سه برابر نسبت 
هاي درصد کارسینوم   90تا    80در    افزایش یابد.   2000سال  
دهان سنگ   سلولِ آدنوکارسینوماي  و  و   ۀ فرشی  رحم 

پیش  ضایعات  در  مشاهده   ۀ دهان   سرطانیِهمچنین  رحم 
است.   وضعیتِ   شده  تنها  اسمیر  پاپ  یک  بودن   مثبت 

هاي طوري که عفونت دهد، به را نشان می    HPVاز  ناقصی  
 .)2(   تشخیص نیستند زمان قابلِهم   طورِگذشته و حال به 

 Real-time  ویژه تکنیکِ هاي مولکولی، به غربالگري   ظهورِ 

PCR ِسرطان ایجاد کرده است. این    ، تأثیر بسزایی در تشخیص
ر  خط ر پُ  HPV و   خطر کم  HPV متقابل بین   تواند اثرِ تکنیک می 

.  ) 3( بالا مؤثر باشد    خطرِ   افراد با   را آشکار سازد و در شناساییِ
شناساییِروش  براي  مختلفی  انسانی    ویروسِ   هاي  پاپیلوماي 

به  که  دارد  می وجود  تقسیم  دسته  دو  به  کلی  )  1شوند:  طور 
  ۀ دست  .تکثیر نوکلئیک اسید ) 2نوکلئیک اسید و   هیبریداسیونِ 

روش  شامل  مانند اول   Southern blot  ،In-situ هایی 

 
1 Human Immunodeficiency Virus 
2 Human Papillomavirus 

hybridization   وDot blothybridization   هرچند  است. 

Southern blot   ِروش آنالیزِ   یک  براي   HPV ژنومِ   استاندارد 

به  اما  مقادیرِ   حساسیتِ   دلیلِ است،  به  نیاز  و  ،  DNA  زیادِ   کم 
و    3لوکوس ل کِ .  ) 4(   این ویروس نیست   مناسب براي تشخیصِ 

  اقدام به تشخیصِ HPV ) با توجه به اهمیت1992ِهمکاران ( 
 Dot blot این بیماري با استفاده از روشِ   هاي مختلفِ ژنوتایپ 

hybridization  داد نشان  که  بِ   کردند  دات  روش  لات  اگرچه 
می  تشخیصِ هیبریداسیون  در  بالا  حساسیتی    HPV  تواند 

هاي زیاد و نیاز  ر بودن، هزینه بَداشته باشد، اما با توجه به زمان 
بالینی    ي ا ه ه دیده روشی مناسب در مطالع آموزش   کارکنانِ به  

نوکلئیک اسید    هاي تکثیرِ دوم شامل روش   ۀ دست .  ) 5( باشد  نمی 
ویروس    تواند به تشخیصِویروسی می  DNA است که با تکثیرِ
PCR4  ،PCR-RFLP5  ،time -Real  ها شامل بپردازد. این روش 

6PCR   وGenomic sequencing  ِهستند که قادر به شناسایی  
 . ) 6(   ویروس با حساسیت بالا هستند   هاي مختلفِ لود و ژنوتایپ 
دقیقِ  تشخیصِ و  نمون   حضورِ  زودهنگام  در   ۀویروس 

اِ  بیمار براي درمانِ  ها پیدمی مناسب، کنترل و پیشگیري از 
تکنیک  است.  مهم  تشخیصِبسیار  امکانِ  هاي   مولکولی 

می   سریعِ  تشخیصِ فراهم  را  ارزان ویروس  نسبتاً  و  ، کنند 
هستند   اختصاصی  و  افزایشِ) 7( بسیارحساس  به  توجه  با   . 

تشخیصِ   Real-time PCR روشِ  کاربردِ   عواملِ  در 
هزین پاتوژن  و  ویروسی  تولیدِ   ۀهاي  هاي کیت   بالاي 

بخشِ  که  مسترمیکس   ۀهزین   اصلیِ  تشخیصی  تأمین  آن 
بهینه   مقادیرِ  بهبودِاست،   و  می دقیق  موجبِشده   تواند 
کاهشِ  سرعتِ  افزایشِ وهزینه   واکنش،   بهترِ  چرخۀ   ها 

شود   تغییرِ  پژوهشِدر    بنابراین .  )8( واکنش   مقادیرِ  حاضر 
 چرخۀ  هاي موردنیاز براي اجراي مسترمیکس شامل کوآنزیم

PCR   تکنیکِ   ۀمولکولی بر پای   هاي تشخیصِدر کیت  Real-

 
3 Kellokos 
4 Polymerase Chain Reaction 
5 Restriction Fragment Length Polymorphism-
Polymerase Chain Reaction 
6 Real-Time Quantitative Polymerase Chain 
Reaction 
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time PCR   بهینه واکنشدر  اجراي   تشخیصِ  جهتِ   ، شدن 
 ارزیابی خواهد شد.  HPV  خطرِ هاي کم سویه 

 هامواد و روش  |2
 ي آمار ۀجامع  |1-2

کننده به  مراجعه   زنِ 58تحلیلی بر روي -توصیفی   ۀ این مطالع 
علائمِ   میلادِ   بیمارستانِ  با  واژنیت    بالینیِ   تهران  به  مشکوك 

  سال با علائمِ  18بالاي    زنانِ  انجام شد. معیارهاي ورود شاملِ 
معیارهاي   و  درد)  و  خارش  غیرطبیعی،  (ترشحات  بالینی 

اخیر و    بیوتیک در سه ماهِ آنتی   بارداري، مصرفِ   خروج شاملِ 
میانگینِ بیماري   ۀ سابق  بود.  سیستمیک    33افراد    سنیِ   هاي 

کنندگان پس از  شرکت   سال) بود. تمامیِ  18-77  ۀ سال (دامن 
توضیح  رضایتِ   ي ا ه دریافت  را    مکتوبِ   ۀ آگاهان   کامل،  خود 

کمیت  توسط  پژوهش  این  کردند.  در    ۀ اعلام  اخلاق 
تهران    دانشگاه آزاد اسلامی واحدِ  مدیریتِ هاي زیست پژوهش 

اخلاق   کد  با  و  بررسی    IR.IAU.ET.REC.1402.022شرق 
   . ) 9(   موردتأیید قرار گرفته است 

 ريگیروش نمونه  |2-2
 ی در شرایطِ یماما  پزشک یا کارشناسانِ  گیري توسطِنمونه 

براشِ از  استفاده  با  واژننمونه   استاندارد  از  انجام    برداري 
ها  منتقل گردید. سپس نمونه  پایه  محلولِها به  شد و نمونه

دورِ با  و  شده  منتقل  فالکون    10  مدتِبه  rpm 3000 به 
سانتریفوژ   (دقیقه  ) Eppendorf, Germanyیخچالدار 

  محلولِ  میکرولیتر  500رویی دور ریخته شد و    شدند. مایعِ 
به  )Aldrich, USA-Sigma, 1PBS(  فسفات  نمکیِ  بافرِ

سه مرحله  این  گردید.  اضافه  و  رسوب  دور  همین  با  بار 
به رسوب  PBS میکرولیتر   500زمان تکرار شد. در نهایت،  

 ,Vortex Mixer, IKAشیکر (  توسط دستگاهِ اضافه شده و  

Germany  (نمونه سپس  گردید.  مخلوط  دو  کاملاً  بین  ها 
  -20ر  لیتري تقسیم شده و در فریزِمیلی  5/1میکروتیوب  

قرار داده شدند تا  )  Electrosteel, Iran(گراد  سانتی  ۀدرج

 
1 Phosphate-Buffered Saline 

فر وارد  روشِ ابعداً  همچنین،  گردند.  استخراج   یند 
بالایی دارد    این ویروس حساسیتِ  ري در تشخیصِمیکرواَ

هاي  تهران نمونه  میلادِ  بیمارستانِ  که آزمایشگاهِو ازآنجایی
را می این روش  با  اختیار محققتأییدشده  ن قرار اتواند در 

نمونه کنترلدهد،  آزمایشگاه    مثبتِهاي  این  از  تأییدشده 
نمونهجمع  و  گردید  حفظِآوري  با  به    ةزنجیر  ها  سرد 

انجام   میکروبیولوژيِ  تحقیقاتیِ  آزمایشگاهِ براي  پاسارگارد 
 .)10(  هاي بعدي منتقل شدندآزمایش

 DNA  استخراجِ   |3-2
ک  ،یژنوم  DNA  استخراجِ  يبرا   DNA  استخراجِ  تِیاز 

تکاپوز  یژنوم دستورالعملِ رانیا  ست،ی(شرکت  طبق   (  
از نمونه    یمشخص  سازنده استفاده شد. ابتدا مقدارِ  شرکتِ
بافرِ افزودنِ  زیل  در  با  و  شد  داده  لK  نازیپروتئ  قرار    زِی، 

  ياگرفت. پس از دوره  ورتص  هان یپروتئ  بِیو تخر  یسلول
دما  ونیانکوباس (معمولاً    يدر    ۀدرج  56مناسب 

  بافرِ  )Memmert, Germany(  مارينبِ  در  )، گرادیسانت

محلولِ  2دهندهاتصال و  شد  افزوده  مخلوط  به    به  حاصل 
ادی منتقل گرد  کا یلیس  ي غشا  يِحاو  ستونِ مرحله    نی. در 
DNA  شو وبا شست  هایناخالص  رِیبه غشا متصل شد و سا

بافرها گرد  3شو وستش  ي توسط  نهادند ی حذف  در    ت، ی. 
DNA    بافر از  استفاده  با  از   4نوکلئاز  بدونِ  آبِ  ایخالص 

دما در  و  جدا    ينگهدار  گرادیسانت  ۀدرج  -20  يستون 
شده، یک  استخراج    DNAکیفیتِ  بررسیِ  سپس جهتِ  شد.

دستگاهِ   با معمولی   PCR واکنشِ از  ترموسایکلر    استفاده 
)Rad, USA-Bio (  5با پرایمرهاي رفت 

(3′-ACCACCTTCAACTCCATCATG-5′) 
 6برگشت و

(3′-CTCCTTCTGCATCCTGTCG-5′) 

 
2 Binding Buffer 
3 Wash Buffers 
4 Nuclease-Free Water 
5 Forward 
6 Reverse 
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 ناتوراسیونِ واکنش با یک دِ .)11(انجام گردید    1کتیناَ-بتا
دقیقه آغاز    4مدت  گراد بهسانتی  ۀدرج  95اولیه در دماي  
  94ناتوراسیون در دماي  شامل دِ   چرخه  35شد و سپس با  

اَ  30مدت  گراد بهسانتی  ۀدرج   57لینگ در دماي  یِنثانیه، 
  72ثانیه و گسترش در دماي   30مدت گراد بهسانتی ۀدرج
نهایت،    30مدت  گراد بهسانتی  ۀدرج یافت. در  ادامه  ثانیه 

یک   با  دماي    هچرخواکنش  گراد  سانتی  ۀدرج  72در 
  نانوگرم  گیريِاندازه  منظورِبه.  دقیقه خاتمه یافت  5مدت  به

DNA  ِهاي  موجآن در طول  نمونه، جذبِ  در هر میکرولیتر

نانودراپ    260و    280 دستگاه   ,NanoDrop 2000(با 

Thermo Scientific, USA  (موردبررسی قرار گرفت. 

   Real-time PCR  واکنشِ  |4-2
مطالع نمونه HPV-6 وضعیت  ۀبراي  بالینیِدر    هاي 

از روشِدریافت براي   .استفاده شد Real-time PCR شده، 
نمونHPV   2-6  حضورِ  تعیینِ پرایمرهاي    ۀدر  از  بیمار 

 رفت شامل پرایمرِ HPV-6 اختصاصیِ
 (3′-TGCAAGAATGCACTGACCAC-5′)  

 و برگشت
(3′-TGCAAGAATGCACTGACCACTGCATGTTG 
TCCAGCAGTGT-5′) 

گردید  رعایتِ  Real-time PCR واکنشِ.  )12(  استفاده    با 
مراحلِ واسرشتی  دماهاي  دماي  شامل    ۀ درج   50  مختلف 

پرایمرگرادسانتی اتصال  سانتی  56  ،  دماي    گراددرجۀ  و 
سانتی  72تکثیر   طی  گراددرجۀ  شد.    چرخه  35،  انجام 
دستگاهِ  Real-time PCR  آزمونِ از  استفاده   روتورژنِ   با 
(  شرکتِ و Rotor-Gene Q, Qiagen, Germanyکیاژن   (

Cap Strip  هايssbio  چین )  SSBio, China  ،(ساخت 
رنگِ با  (  همراه  شد. SYBR Green Iسایبرگرین  انجام   (  

از فرمولِ Real-time PCR واکنشِ  بازدهیِ زیر    با استفاده 
   :ارزیابی گردید 

Efficiency=10 (-1/slope) – 1    

 
1 β-Actin 
2 Human Papillomavirus-6 

تهیه شد و  PCR هاي مختلف از محصولِت براي این کار، رقّ
آن  Real-time PCR آزمونِسپس   شدبراي  انجام  از   . ها 

Ct ِغلظت و  حاصل  جهتِ   هاي   نمودارِ  ترسیمِ   موجود 
 فرمولِ  ها براساسِ ژن   حضورِ  بررسیِ  استاندارد استفاده شد. 

Efficiency+1 (-ΔCT)    مطالع   Pfaffl methodيا ه ه و 
گردید. جهتِ   انجام  واکنش،   سازيِبهینه   همچنین 

مختلفِ غلظت  گروه   يا ه ترکیب   هاي  در  هاي مسترمیکس 
 رار گرفت.ق و مقایسه   موردارزیابی 1شده در جدول  مشخص 

  ییِشناسا يبرا کسیمسترم ياهبیترک  بنديِگروه -1جدول 

 HPV-6 روسِیو

 ترکیب مسترمیکس گروه

 شدهتهیه مسترمیکس تجاريِ شاهد 

 1آزمایشی 
+   Tris-HCl 20 mM    +KCl 100 mM+ مسترمیکس 

5 mM 2MgCl   /pH 8.8 

+   Tris-HCl 10 mM    +KCl 50 mM+ مسترمیکس  2آزمایشی 

2 mM 2MgCl    /pH 8.8 

+    Tris-HCl 5 mM   +KCl 25 mM+ مسترمیکس  3آزمایشی 

1 mM 2MgCl    /pH 8.8 
 mM 2MgCl 2+ مسترمیکس  4آزمایشی 

 ج ینتا| 3
میانِ از  مطالعه،  این    زنانِ  بالینیِ   ۀنمون  58  در 

  79/13نمونه (  8تهران،    میلادِ   کننده به بیمارستانِمراجعه 
تکنیکِ درصد از  استفاده  با   (  Real-time PCR    و

اختصاصیِ شدند.     HPV-6پرایمرهاي  شناسایی  مثبت 
شاملِنمونه  مثبت  ،  29،  18،  14،  4،  1هاي  شماره  هاي 

ارزیابیِ  54و   48،  45 براي   سازيِ بهینه  بودند. 
تصادفی انتخاب و در    طورِمثبت به  ۀمسترمیکس، سه نمون

مختلف   مسترمیکسِ  پژوهش با چهار ترکیبِ  بعديِ  ۀمرحل
مقدار شدند.  هاي  چرخه تعداد    ة دهندنشان  Ct  3  آزمایش 

سطحِ به  رسیدن  براي    فلورسانسِ  ۀآستان  لازم 
بهقابل و  است  مقدارِتشخیص  با  معکوس    توالیِ  ۀاولی  طور 

بالاتر    تر بیانگر حساسیتِپایین  Ctهدف رابطه دارد؛ یعنی  

 
3 Cycle Threshold 
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بارِ است.  ویروسیِ   و  تکثیرِمنحنی  نمودارِ  بیشتر    هاي 
 ارائه شده است.   )A(  1 ها در شکلِبنديحاصل از این گروه 

 Tris-HClشامل  (  مسترمیکس  دومِ   در این مطالعه، گروهِ

10 mM  ،KCl 50 mM    2و mM 2MgCl(  کمترین
بیانگرِ   Ctمقدارِ که  داد  نشان  و    افزایشِ  را  حساسیت 

بود.    Real-time PCR  واکنشِ   کاراییِ ترکیب  این  در 
بررسیِ  منحنیِ براي     PCR  محصولاتِ  اختصاصیتِ  ذوب 

هاي حاصل در  این نتایج و پیک  گرافیکیِ  تفسیرِرسم شد.  
است.قابل  ) B(   1  شکل محورِ  x  محورِ  مشاهده  و    y  دما 

دهد. هر  را نشان می   (Rn)فلورسانس  ةشد نرمالیزه  سیگنالِ
منحنیِ در  محصولِ  پیک  یک  نمایانگر    PCR  ذوب 

مشخص    یک پیکِ  اختصاصی است. در این مطالعه، وجودِ
ذوب   دماي  نشانسانتی  ۀدرج  63/88در    ة دهندگراد 

  HPV-6هدف  محصولِ اختصاصیت بالاي پرایمرها و تکثیرِ
عدم تأیید  پیک  ة مشاهداست.  دایمر  پرایمر  یا  اضافی  هاي 

بدونِمی واکنش  که  غیراختصاصی   تولیدِ  کند  محصولات 
درصدِانجام است.  این درصد    79/13بودن  مثبت  شده  در 
قبول ، معقول و قابلHPV  جهانیِ  ها با توجه به شیوعِنمونه 

هاي مسترمیکس  بین گروه  Ct  مقادیرِ  آماريِ  ۀاست. مقایس
یا   ANOVA مناسب (مانند  هاي آماريِبا استفاده از آزمون 

تفاوتِآزمون  که  داد  نشان  ناپارامتري)  در    هاي  معناداري 
گروهِ  حساسیتِ و  دارد  وجود  عملکردِ  واکنش  برتري    دوم 

بازدهیِ نمودارِ  1واکنش  دارد.  از  استفاده  و   با  استاندارد 
و  محاسبه    slope)-(Efficiency=10/1 – 1  فرمولِ شده 
مسترمیکسِ  PCR  مطلوبِ  کاراییِ  ةدهندنشان بهینه   در 

تحلیلِ این  ارزیابیِ  است.  و  نشان    منحنیِ  آماري  ذوب 
بهینه می که  نقشِ   ياهترکیب  سازيِدهد    مسترمیکس 

افزایشِ اختصاصیت و کاراییِ   کلیدي در    روشِ  حساسیت، 
Real-time PCR  ِتشخیص نتایجِ  HPV-6  براي    دارد. 
-Trisحاوي    مسترمیکسِ  کند که ترکیبِمطالعه تأیید می

HCl 10 mM  ،KCl 50 mM     2و mM 2MgCl    بهترین

 
1 Efficiency 

می ارائه  را  میعملکرد  و  بهدهد  فرمولِ تواند   عنوان 
کیت براي  تشخیصیِپیشنهادي    HPV  مولکولیِ  هاي 
 .مورداستفاده قرار گیرد
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کارا  تی اختصاص  یِمولکول  یِابیارز  -1شکل   )  Amplification Plot(  ریتکث  یِ) منحنA؛  HPV-6  ییِدر شناسا  کسیمسترم  ياهبیترک   ییِو 

گروه از  نمودارBِ  ر؛یتکث  نرخِ  نِییتع  جهتِ  ، کسیمسترم  مختلفِ  ياهبیترک   يِبندحاصل  (  یِمنحن  )  جهتMelting Curveِذوب    دِ ییتأ  ) 

 .پیتاژنو کِیشده و تفکریتکث محصولِ تِیاختصاص

 بحث| 4
شا   ی ک ی   ، رحم   ۀ دهان   سرطانِ در  سرطان   انواعِ  ن ی تر ع ی از  ها 

  ي لوما ی پاپ  روسِ ی جهان است و عفونت با و   زنان در سطحِ   انِی م 
به HPV(   ی انسان  م   یِاصل   عاملِ  عنوانِ)  با  شود ی آن شناخته   .

  ها با بروزِآن   و ارتباطِ  HPV  ي ها عفونت   ي بالا   وعِ ی توجه به ش 
تشخ  دق   صِی سرطان،  و    تِ ی اهم   روس ی و   ن ی ا   قِی زودهنگام 

(   ي ا ژه ی و  ا 13دارد  در  به   ن ی ).  و  توسعه    يِساز نه ی راستا، 
کاهشِ   یی بسزا   نقشِ  تواند ی م   ی ص ی تشخ   ي ها ت ی ک    بارِ   در 
 کند.    فا ی ا   ی درمان   جِ ی نتا   و بهبودِ   ي مار ی ب 

به   ۀمطالع   یِ اصل   هدفِ   بِ ی ترک   يِساز نه ی حاضر، 
 ي برا   Real-time PCR  یِ ص ی تشخ   يها ت ی در ک   کسی مسترم 

) بود HPV-6( 6-پ ی ژنوت   یِ انسان  يلوما ی پاپ   روسِ ی و  صِی تشخ 
روش دق   ی تا  مقرون   ترق ی کارآمدتر،  شود. صرفه به و  ارائه  تر 

تنظ   پژوهش  نی ا   يِنوآور   ي اجزا   ۀ ن ی به   رِی مقاد   مِیدر 
که   2MgClو    HCl-Tris  ،KClشامل    کس ی مسترم  است 

افزا  به  اختصاص   ت ی حساس   شِ ی منجر  -Real  واکنشِ  تِی و 

time PCR  ا دی گرد کاهشِعلاوه   ي ساز نه ی به   نی .   بر 
 طورِرا به   HPV-6  صِی تشخ   ییِکارا   ، یشگاه ی آزما   ي ها نه ی هز 

 .دهد ی ارتقا م   ی توجه  قابلِ

کننده  نمونه بالینی زنان مراجعه  58ر این مطالعه، از  د
واژنیت،   علائم  با  تهران  میلاد  بیمارستان  نمونه   8به 

از تکنیک    79/13( استفاده  با  و    Real-time PCRدرصد) 
اختصاصی   در    HPV-6پرایمرهاي  شدند.  شناسایی  مثبت 

مانند   عمومی  پرایمرهاي  از  استفاده  که  حالی 
GP5+/GP6  در برخی مطالعات منجر به شناسایی تعداد +

ها  هاي مثبت یا حتی عدم شناسایی آنمحدودي از نمونه
است   نشان)12(شده  حاضر  پژوهش  نتایج  دهنده  ، 

اختصاصی   پرایمرهاي  بالاتر  در    HPV-6حساسیت 
دقیق  گزارش تشخیص  همچنین،  است.  ژنوتیپ  این  تر 

اختصاصی پرایمرهاي  از  استفاده  که  است  (مانند  شده  تر 
MY09/MY11هاي عمومی، منجر به  ) در مقایسه با روش

شناسایی   در  اختصاصیت  و  حساسیت  چشمگیر  افزایش 
 . )13(شود می  HPVهاي ژنوتیپ 

 HPV يِنکته است که غربالگر  نیا  انگرِیها بتفاوت  نیا

از استفاده  با  از   ی معمول PCR تنها  به  منجر  است  ممکن 
رفتنِ اِ  يهاداده  دست  هم  کیولوژی دمی پ مهم  به   ن یشود. 

 Real-time PCR مانند تر شرفتهیپ  يهاروش  ۀتوسع ل،یدل

حساس دقتِ   تیکه  تشخ  يبالاتر  و  و    صیدر 
م   HPVنگِیپیژنوتا است. ورددارند،  گرفته  قرار  توجه 
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 ازِ یموردن  زاتِیو تجه  هیاول  موادِ   يِبالا  ي هانهیحال، هزنیابا
فشارِروش   نیا ب  یتوجهقابل  يِاقتصاد  ها،  وارد   مارانیبر 
م   کند یم انجامِ  يریگیپ   مانعِ  تواندیکه    يهايغربالگر  و 

 .منظم شود
ا   کی ولوژ ی دم ی پ اِ   ي ا هه مطالع  داده   ران ی در  که نشان  اند 

HPV-6  تِ ی خطر در جمع کم   ي ها پ ی ژنوت   ن ی تر ع ی از شا  ی ک ی 
مختلف   یِ سن   يها آن در گروه   وعِ ی زنان و مردان است و ش 

ا قابل  است.  اهم   ن ی توجه   ي ها روش   يِساز نه ی به   تِیامر 
برا به حساس و مقرون   ق، ی دق   یِص ی تشخ  را   تِ ی ر ی مد   ي صرفه 
پ   HPV  ي ها عفونت   بهترِ عوارضِ  ي ری شگ ی و  از   از  مرتبط، 

  . سازدی برجسته م  یتناسل ي ها ل ی جمله زگ 
همکارانوِ و  سال    1رگرا  رو  يامطالعه  2017در    يبر 
رحم با استفاده از روش    ۀادرار و ترشحات دهان  ي هانمونه 

Real-time PCR  رنگِیمبتن پرا  نیبرگریسا  بر    يمرهایو 
PGMY  ژنوتا و سپس  دادند  روشِ نمونه  پِیانجام  با  را   ها 

Reverse Line Blot  ا  نییتع در    16مطالعه،    نیکردند. 
  ۀدهان  يهاخطر در نمونه کم  پِیژنوتا  15و    خطررپُ  پِیژنوتا

و   و  پُ  پِیژنوتا  16رحم  در کم  پِیژنوتا  14رخطر  خطر 
شناسا  يهانمونه  م  ییادرار  که    ج ینتا  یِهماهنگ  زانِیشد 

نمونه    نیا  نیب نوع  گرد  2/86دو  گزارش  .  )14(  دیدرصد 
با    2016تا    2011  یِ زمان  ةدر باز  2و همکاران  این  ن،یهمچن

روشِ از    يهاپیژنوتا  یِفراوان  Real-time PCR  استفاده 
HPV  ِمردان و  زنان  در  نتا   یبررس  یرانیا  را  که    جِیکردند 
دو   HPV-16و    HPV-6  يبالا  وعِیش  ةدهندنشان هر  در 

) 2011(  3و همکاران   پوريجابر  ۀ. در مطالع)15(  گروه بود
کارس  مارانِیب  زین به  مهاجمِ   کیئوپلاستنِ  ينومایمبتلا    و 

تکن  کسیروسِ قرار   یبررسدمور  Real-time PCR  کِیبا 
  یِنشان داد که فراوان  PCR  محصولاتِ  یِ ابییگرفتند و توال

و    HPV-16  ،HPV-18  ،HPV-6  ،HPV-31  يهاپیژنوتا
HPV-45  است درصد    1و    1،  7،  3،  75  بیترتبه  بوده 

 
1 Vergara et al. 
2 Niya et al. 
3 Jaberipour et al . 

ا)16( نتا   هاافتهی   نی.  نمونه  ۀمطالع  جِیبا  که    يهاحاضر 
شناسا  HPV-6  مثبتِ هم  یی را  است،  و    یخوانکرده  دارد 

به  قیدق  صِیتشخ  تِیاهم -Real  يهاروش  يِسازنهیو 

time PCR  مختلفِ  يهاپی ژنوتا   ییِشناسا  يبرا  HPV    در
 . کند یم  دیرا تأک یرانیا تِیجمع

موفقیتِ  عاملِ براي  بودنqPCRِ  کلیدي  دسترس  در   ،  
را   DNA تقویت و تکثیرِ  هاي واکنشی است که امکانِمخلوط 

حضورِ  به متصل   رنگِ   در  پروبِ DNA شونده  فلورسنت    یا 
جزءِ) 17( دهد  می  یک  مسترمیکس   .  از   ، qPCRهاي  مهم 

فعالیتِ   Taqضد   مونوکلونالِ   باديِ آنتی  که    آنزیمیِ   است 
DNA کند. آنزیم  حرارت را غیرفعال می   مقاوم در برابرِ   مرازِ پلی

دِ  از  مرحل آنتی   شدنِ ناتوره پس  اولین  در    ناتوراسیونِدِ   ۀ بادي 
می   PCR  ۀ چرخ  فعال  اصطلاح  دوباره  به  این    شروعِ« شود. 
را کاهش    PCR  غیراختصاصیِ   محصولاتِ   تشکیلِ   PCR  » داغ 
اجزا    داراي تمامِ Real-time PCR . مسترمیکسِ) 18( دهد  می 

آنتی  و  آنزیم  نوکلئوتیدها،  غلیظ   دو بادي)  (بافر،  شده  برابر 
از   قبل  در    DNAفقط    qPCRاست.  و  آب  پرایمرها،  الگو، 

  شود. فلورسنت اضافه می   الیگونوکلئوتیديِ   برخی موارد پروبِ 
به    PCR  الگوي مورداستفاده در واکنشِ  غلظتِ باید با توجه 
تعدادِ   DNA  کیفیتِ  همچنین  درنظر  چرخه   و  واکنش  هاي 

استفاد  شود.  الگويِ  ة گرفته  از  حد  از  تواند  می   DNA  بیش 
اَ  به  سنتزِ  پرایمرِ   لینگِ نیِمنجر  همچنین  و  هدف  از    خارج 

تواند  هاي واکنش می چرخه   تعدادِ   شود. تغییرِ   DNA  ضعیفِ 
بخشد    PCR  محصولِ   بازدهِ  بهبود  غلظتِ) 19( را   .  dNTP  

دارد که باید تقویت شود.    DNA مورداستفاده بستگی به طولِ
غلظت طولانی   DNA  قطعاتِ  به  بالاتر  تر  نیاز    dNTPهاي 
را    PCR  تواند واکنشِ بیش از حد می   حال، غلظتِ این دارند. با 

مقدارِ  کند.  به    dNTP  مهار  منجر  نیز  مطلوب  حد  از  کمتر 
می   طولِ   ازدیادِ  غلظتِ ناقص    dNTP  معمولیِ  شود. 

میکرومولار براي هریک از چهار   200تا   40مورداستفاده بین 
dNTP   منیزیم چندین عملکرد را در واکنشِ  . یونِ ) 20( است  

Real-time PCR   ضروري براي    دهد: یک کوفاکتورِ انجام می
DNA می پلی محسوب  را  دورشته   DNAشود،  مرازها  اي 
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می  می تثبیت  بالا  را  ذوب  دماي  و  یونِ کند  با    برد.  منیزیم 
کاهشِ   غلظتِ  به  منجر  از حد  اختصاصیت   بیش  و    پایداري 

Taq افزایشِپلی و  می   محصولاتِ   مراز  شود.  غیراختصاصی 
کلریدِ   طبیعیِ   غلظتِ بین    منیزیم    5و    0/ 5مورداستفاده 
تغییر یابد،    dNTPهاي  حال، اگر غلظت این مولار است. با میلی 

منیزیم وجود داشته باشد    غلظتِ   ممکن است نیاز به تنظیمِ 
قابلیتِ ) 19(  و  بنابراین، دقت  -Real  یک سنجشِ   اطمینانِ   . 

time PCR   بهینه جز   سازيِ به  هر  واکنشِ  ء دقیق    PCR  از 
به   است  ممکن  سنجش  موارد،  برخی  در  دارد.  بستگی 

هاي  گسترده نیاز نداشته باشد، اما براي سنجش   سازيِ بهینه 
Real-time PCR   اندازه براي  مانند  چالش   گیريِکه  برانگیز 

کمیّ مقادیرِ تفاوت   دقیقِ   تِتعیین  در  کوچک  اسید    هاي 
هاي  پاتوژن  مطمئنِ  )، تشخیصRNAِیا   DNAنوکلئیک (چه  

حساسیتِ  تمایزِ   با  یا  است.  مورفیسم پلی   خاصِ   بالا  لازم  ها 
معرف PCR  پروتکلِ   کاملِ   سازيِ بهینه  ابزارِ ،  و    ها،  دقیق 
پیش روش  یک  آنالیز  به   نیازِ هاي  براي  آور   حیاتی    دنِدست 
 ویژگی و حساسیت است.    بیشترین تکرار با  معتبر و قابل   نتایجِ 

ا گروهِ  نیدر  چهار  ترک  یشیآزما   مطالعه،    ياهبیبا 
شامل    گروهِ  کیو    کسیمسترم  مختلفِ کنترل 
تعرهیته  يِتجار  کسِیمسترم ادی گرد  فیشده    نی. 
با استفاده  HPV-6 مثبتِ  ۀسه نمون  يبر رو  هاکسیمسترم

  ندنشان داد  جیشدند. نتا   ی ابیارز  Real-time PCRاز روشِ
 ، Tris-HCl 10 mMۀ نیبه بِیترک دوم که شاملِ که گروهِ

KCl 50 mM 2و mM 2MgCl   بهتر از   نیبود،  را  عملکرد 
اCt   رِیمقاد  نظرِ داد.  نقشِ  افتهی  نیارائه    ونِی  يِدیکل  با 
تأث  مرازیپل DNAکوفاکتورِ  عنوانِبه  میزیمن بر   رِیو  آن 
رشته DNA يِداری پا دما   يادو  هم  يو  دارد.    ی خوانذوب 

است   مولاریل یم  5تا    5/0  نیب  د یکلر  میزیمن  ۀنیبه  غلظتِ
  میآنز  تِیاختصاص  منجر به کاهشِ   تواندیبالاتر م   و غلظتِ 

افزا مطالع  یاختصاص ریغ   محصولاتِ  شِیو  در  که    ۀشود 
 .موضوع مشاهده شد  نیا زیحاضر ن

مسترم  ذوبِ  يهایمنحن از  مختلف   ي هاکسیحاصل 
به  ییجز  ي هاتفاوت که    متفاوتِ  ي اهبیترک  لِیدل داشتند 

طبمخلوط  نیا نشان  یعیها  و    تِیاختصاص  ةدهنداست 
ا)21(  است PCR محصولاتِ مطالع  جینتا  نی.    ياه هبا 

تأث  نیشیپ    يهازیرساختو    کسیمسترم  بِیترک  رِیکه 
عملکردِ بر  بررس Real-time PCR مختلف    انددهکر  یرا 

به است.  (  1ستِفِنزاِ  مثال  عنوانِهمسو  همکاران  )  2010و 
مسترم برا  کسِیپنج  را  بولا اِ  روسیو  صِیتشخ  ي مختلف 

 ن ی) چند2012و همکاران (  2بوزارد  و  )22(نمودند    یابیارز
برا  يتجار  کسِیو مسترم  زیرساخت   عواملِ  ییِشناسا  يرا 

و    3آیشید  نیهمچن  .)23(اند  کرده  سهیمقا  سمیوتروریب
را در    کسیمسترم  چهار مخلوطِ  ) کاربرد2015ِهمکاران (

  کردند  یبررس Real-time PCR با  گویم  آلرژنِ  صِیتشخ
و    کسیمسترم  انتخابِ  تِیا اهمه همطالع  نیا  یِ . تمام)24(

بهبودِ  زیرساختِ در  را  کارا  تیحساس  مناسب   ییِ و 
 .اندکرده دیی تأ  PCR يهاروش
کاهشِ   ها کسیمسترم  گر، ید  يسو  از  مراحلِ  با 

خطاها  نگ،یتپِیپ  آلودگ  یانسان   ياحتمال  را    یِو  متقاطع 
م برا  دهندیکاهش    PCR  يِبالا  تِیحساس  حفظِ   يکه 

طراح  يضرور در  ثابت    ياه بیترک  کس،یمسترم   یِاست. 
م   کجای  صورتِبه اجزا  شوندیاضافه  تنها  مانند    ریمتغ  يو 
م   صورتِبه  مرهایپرا افزوده  خطاها  شوند یجداگانه    يتا 

 . ابدی ش یافزا جینتا يِریو تکرارپذ افتهیکاهش   نگیتپِیپ 
محدود  يدارا  ،مطالعه  نیا که نیز  مهم    تِی چند  است 

نسبتاً کوچک    ۀنمون  نخست، حجمِ  :درنظر گرفته شود  د یبا
قابل   58( است  ممکن  به    ج ینتا  مِیتعم  تِینمونه) 

کند  ترعیوس  يهات یجمع محدود  اعلاوه  ، را   تمرکزِ   ن یبر 
ممکن است   ج یبوده و نتا HPV-6 پِیمطالعه صرفاً بر ژنوت

 .متفاوت باشد HPV روسِیو  يهاپ یژنوت رِیسا يبرا

نمونه   حجمِکه    شود ی م  شنهادی پ   یآت   هاي پژوهش   ي برا 
 ییِا یجغراف   مختلف و مناطقِ  ها از مراکزِ و نمونه   ابدی   ش ی افزا 

 یِکی ژنت   از تنوعِ  ي تر جامع   شوند تا پوششِ  ي آور متنوع جمع 

 
1 Stephens et al. 
2 Buzard et al. 
3 Eischeid et al. 
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همچن   روسی و  گردد.   ي ها ت ی ک   ۀ س ی مقا   ن،یفراهم 
سا ي ساز نه ی به  با   PCRمانند   ی ص ی تشخ   يها روش   ری شده 

 نسلِ  یِ اب ی ی توال   ای  گر ید   یِ ولکول م   ي ها روش   ، یمعمول 
ارز   تواندی م   NGS) (1د ی جد  و   ت ی حساس   ترِق ی دق   یِابیبه 

ادام   ت ی اختصاص   منظورِبه   هاپژوهش   ۀ هر روش کمک کند. 
 ي ضرور   ز ی ن   کس ی مسترم   يِاجزا   رِی سا   رِی مقاد   يِساز نه ی به 

 .ابد یتوسعه    ي و کارآمدتر   تر نه ی به  ي ا هب ی است تا ترک 
  ي هاتیک  یِو اثربخش  ینیبال  عملکردِ  یِابیارز  ت، ینها  در

محيسازنه یبه در  اهم  ی واقع  یِنیبال  يهاطیشده   تِ یاز 
اطم  ییبالا تا  است  ا  نانیبرخوردار  که  شود    نیحاصل 

شرا  هاتیک متنوعِ  یعمل   طِیدر    عملکردِ  زین  ینیبال  و 
اعتماد در  قابل  يعنوان ابزار به  توانندیدارند و م  یقبولقابل
 . رندیمورداستفاده قرار گ  HPV-6صِیتشخ

 يریگجهینت  |5
ا  م   ن ی در  از  به  مراجعه   زنانِ  ۀ نمون   58  ان ی مطالعه،  کننده 

 ک ی با تکن )  درصد   13/ 79نمونه (   8تهران،    لادِ ی م   مارستانِ ی ب 
Real-time PCR   ة دهند داده شدند که نشان   ص ی مثبت تشخ  

  ن ی ا   ي ها افته ی است.    ت ی جمع   ن ی در ا  HPV-6 توجه قابل   وعِی ش 
تأک  به   د ن کن ی م   د ی پژوهش  و  انتخاب    بِی ترک   يِساز نه ی که 

ترک   ژه ی و به   کس، ی م مستر  از  ،  Tris HCl 10 mM  بِی استفاده 
KCl 50 mM   2  و mM 2MgCl و دقتِ  ت ی حساس   تواند ی ، م  

دهد.    ش ی افزا   ي ر ی چشمگ   طورِرا به  Real-time PCR واکنشِ
علم   ق ی دق   یِ طراح   تِی موضوع اهم   ن ی ا  را    ها کس ی مسترم   یِو 

توسع  م   ی مولکول   یِ ص ی تشخ   ي ها ت ی ک   ۀ در  .  دهد ی نشان 
روشِ  با   ي غربالگر   ن، ی بنابرا  از    یِ مولکول   استفاده 

ابزار ي ساز نه ی به  در    افرادِ  موقعِبه   ییِ در شناسا   ی ات ی ح   ي شده، 
توسع   معرضِ  و  است    یِص ی تشخ   ي ها ت ی ک   ۀ خطر 
مطالعه،    ن ی شده در ا ي ساز نه ی به   هاي ب ی صرفه با ترک به مقرون 

افزا   ی مهم   نقشِ   تواند ی م  در    ماران ی ب   مشارکتِ   شِی در 
پ   ي غربالگر   ي ها برنامه  سرطانِ   يِ ر ی شگ ی و  از    ۀ دهان   مؤثرتر 
  تِ ی ف ی ک   ي منجر به ارتقا   ت ی در نها   کرد ی رو   ن ی کند. ا   فا ی رحم ا 

 
1 Next-Generation Sequencing 

مراکزِ   ی ص ی تشخ   خدماتِ  بهبودِ   ی بهداشت   در    سلامتِ   و 
 جامعه خواهد شد.   یِ عموم 

ی ملاحظات اخلاق| 6  

  انجام شده است. طرحِ   ی نک ی هلس   ۀ ی ان ی ب   اصولِ  طبقِ  ، پژوهش   ن ی ا 
واحد    ی اسلام   آزادِ  دانشگاهِ  اخلاق در پژوهشِ  ۀ ت ی در کم   ق ی تحق 

پ   ده ی گرد   ب ی تهران شرق تصو    اهدافِ   ، ي ر ی گ از نمونه   ش ی است. 
  یِ کتب   ۀ نام ت ی و رضا   ح ی کنندگان تشر شرکت   یِتمام   ي مطالعه برا 

داده شد    نان ی کنندگان اطم به شرکت   ن ی اخذ شد. همچن   نه آگاها 
 خواهد ماند.   ی ها محرمانه باق آن   یِشخص   اطلاعاتِ  یِکه تمام 

  یتشکر و قدردان| 7
م   ن ی ا   سندگانِی نو  لازم  خود  بر  حما   دانند ی مقاله    ي ها ت ی از 

همکار   ی پژوهش   معاونتِ    ۀ ی پا علوم   ة دانشکد   ۀ مان ی صم   ي ها ي و 
  بسترِ   شرق در فراهم آوردنِ   واحد تهرانِ   ی دانشگاه آزاد اسلام 

 . ند ی نما   ی پژوهش قدردان   ن ی ا   انجامِ   لازم جهتِ 

 تعارض منافع   |8
پژوهش و    ن ی ا   که در انجامِ   دارند ی مقاله اعلام م   ن ی ا   سندگانِی نو 

  ، ی (اعم از مال   ی منافع   تضادِ  گونه چ ی حاصل از آن، ه   جِ ی نتا   انتشارِ 
 ها وجود ندارد. مجموعه   ا ی افراد    ر ی ) با سا ی سازمان   ا ی   ی شخص 

 سندگانیسهم نو  |9
پژوهش،    یِ ات ی عمل   ي ندها ی ا و فر   ها ش ی : انجام آزما ی رحمان   م ی نس 

 .مقاله   سِ ی نو ش ی پ   و نگارشِ   ه ی اول   ي ها داده   يِ آور جمع 
طراح ان ی نوروز   وش ی دار  نظارتِ  یِ:  روندِ   یعال   مطالعه،   بر 

تحل  مسئول   یینها  یِن یبازب   ،ي متدولوژ   لِ ی پژوهش،   تِی و 
 .مقاله   مکاتباتِ 

 ،ي آمار  ي ها ل ی : نظارت بر تحل ییبفرو ییسادات طباطبا اکرم 
 مقاله. متنِ یِو علم   یفن  شِ ی را ی و و  ها افته ی   رِی تفس 

 کد اخلاق   |10
 :باشد ی م  ر ی شرح ز د اخلاق مقاله به کُ

IR.IAU.ET.REC.1402.022 
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| Extended Abstract 
Human Papillomavirus (HPV) is a primary etiological factor for cervical cancer and various 
genital infections globally. Among its numerous genotypes, HPV-6 is frequently associated 
with benign lesions and respiratory papillomatosis, making its accurate detection crucial for 
clinical management. This study aimed to investigate the prevalence of HPV-6 in a specific 
female population and to systematically optimize the biochemical environment of the Real-
time PCR master mix to enhance diagnostic sensitivity and accuracy in clinical settings. 
In this descriptive-laboratory study, 58 clinical samples were collected from symptomatic 
women at Milad Hospital, Tehran. Following DNA extraction, the presence of the HPV-6 
genotype was investigated using Real-time PCR with specific primers targeting the L1 
region. Four distinct master mix formulations were designed, varying the concentrations of 
Tris-HCl, KCl, and MgCl2. The optimization focused on identifying the ideal ionic strength 
and cofactor concentrations to maximize enzymatic efficiency while minimizing non-specific 
amplification. 
Molecular analysis revealed that 8 out of 58 samples (13.79%) were positive for HPV-6. The 
master mix containing 10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, and 2 mM MgCl2 demonstrated the 
best performance, yielding the lowest Cycle Threshold (Ct) values and robust amplification 
signals. Melting curve analysis confirmed the high specificity of the reaction, showing a 
single sharp peak and the total absence of primer-dimers or non-specific products, ensuring 
the reliability of the diagnostic results even in samples with lower viral concentrations . 
The results indicate that meticulous optimization of master mix components significantly 
improves the limit of detection for HPV-6. This approach provides a more efficient and cost-
effective method for molecular diagnostics, facilitating the development of improved 
screening kits. Ultimately, such technical enhancements contribute to better cervical cancer 
prevention strategies and encourage higher patient participation in screening programs by 
offering more accurate, reliable, and accessible diagnostic outcomes for clinical evaluation . 

| Keywords  
Human Papillomavirus, HPV-6, Real-Time PCR, Master Mix Optimization, L1 Region, 
Molecular Diagnostics, Cervical Cancer Screening. 
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