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  مقدمه
 یکــی از اعــضای خــانواده هپادنــا ویریــده Bویــروس هپاتیــت 

هـای کبـدی و هپاتوسـلولار        باشد کـه در پیـدایش بیمـاری        می
در حال حاضـر عفونـت بـا        ). 1( سزایی دارد ه  کارسینوما نقس ب  
 ـ  صورت یـک مـشکل جهـانی در       ه   ب Bویروس هپاتیت      ه آمـده ب

  
  

 در سراسـر   میلیون نفر  400-350رسد که    که به نظر می    طوری
 ،در مرحلـه اولیـه عفونـت       ).2( دنیا به این عفونت مبتلا هستند     

 در خـون وجـود دارد کـه در ایـن            HBVمقدار زیـادی از ذرات      
هـای    روش .)3( مرحله قـدرت انتقـال بیمـاری بـسیار بالاسـت          

  چکیده
هـای کبـدی و هپاتوسـلولار        مهـم در پیـدایش بیمـاری       ار یکی از عوامل بـسی     B (HBV)ویروس هپاتیت    :زمینه و هدف  
هـایی هـستند بـه     هر کدام دارای محدودیت) سرولوژیک و مولکولی(های تشخیص این ویروس     روش. باشد کارسینوما می 

تکنیـک   انـدازی  در ایـن تحقیـق سـعی بـر راه    . همین دلیل امکان استفاده از آنها در همه مراکز تشخیـصی وجـود نـدارد   
با کمک پرایمرهای اختصاصی طراحـی شـده ویـژه     LAMP ) LAMP -(Loop Mediated Isothermal Amplificationنوین

   .های سرمی شده است  برای تشخیص ویروس از نمونهPCR و مقایسه با HBsناحیه 
 DNP به روش DNA.  نمونه سرمی مثبت با سیستم کوباس، مورد بررسی قرار گرفتند104در این مطالعه  :روش بررسی
های حساسیت و  آزمون.  طراحی گردیدLAMP پرایمر ویژه برای تکنیک 6 انتخاب و PCRپرایمرهای . استخراج شد

وسیله الکتروفورز ه  بPCRمحصول . ها بهینه گردید ویژگی بر روی هر دو تست انجام و سپس هر دو آزمون بر روی نمونه
  . وفورزیس شناسایی شد بوسیله اضافه کردن سایبر گرین و الکترLAMPو محصول 

 PCRدر آزمون%) 34/91(  مورد95آوری شده،   نمونه با تعداد پارتیکل مشخص و با تیترهای متفاوت جمع104 از :ها یافته

 9 منفی بودند که از این PCR نمونه 9.  مثبت بودند LAMP%)11/97( نمونه 101از این تعداد . این مطالعه مثبت شدند
  . مثبت گزارش شدندLAMP مورد در تست 6نمونه 
های مرضی با تعداد پارتیکل ویروسی مشخص نشان داد که   بر روی نمونهLAMPو PCR مقایسه کاربرد  :گیری نتیجه

  .باشد  ویژگی و به یک بیان دقت بالاتری می، دارای حساسیت(LAMP)ه لوپ اسطوه تکنیک تکثیر هم دما ب
 .B،LAMP،PCRهپاتیت  :های کلیدیواژه

   دانشگاه آزاد اسلامیفناوری میکروبی زیست مجله علمی 
  6- 13صفحه ، دوره یکم، شماره اول، 1388تابستان 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 

اول، شماره یکم، دوره 88 تابستان  

7  حسینی و همکارانمحمدحسن شاه

هـای   روش -2های متواتر    روش -1 به دو دسته     HBVتشخیص  
هـای متـواتر     وشر. بنـدی اسـت    مولکولی و جدید قابـل تقـسیم      

هـای    تـست  ، بیوپسی از کبد   ، های سرودیاگنوستیک  شامل روش 
های بالینی   ، یافته ALTبررسی فعالیت غیر طبیعی کبد از قبیل        

  ).1( با شند  و پاتولوژیک می
 بـرای شناسـایی     های تشخیص سرولوژیکی رایـج عمـدتاً       روش

گـردد    استفاده می  (HBsAg)ژن سطحی ویروس     مهمترین آنتی 
 باشـند و   بادی می   آنتی -ژن طور کلی بر مبنای واکنش آنتی     ه  ب و

بـادی   ژن و یـا آنتـی      به علت ایجاد موتاسیون در ساختمان آنتی      
 ـ) 5 و   4( خیلی قابل اعتماد نیستند    کـه درصـدی از      طـوری ه  ب

 منفی در انتقال خون سبب انتقـال بیمـاری          HBsAgهای   خون
های سـرولوژیکی   که روش بنابراین با وجود این  ). 6 و   5( اند شده

خوبی شناخته شده و در دسترس است، اما شاخص مناسـبی       ه  ب
آینــد و ضــرورت اســتفاده از  حــساب نمــیه بــرای تــشخیص بــ

علاوه ه  ب ).7( ناپذیر شده است   های مولکولی دقیق اجتناب    روش
ــایر روش ــی،   سـ هـــای مفیـــد ماننـــد میکروســـکوپ الکترونـ

ــرای   ــره ب ــستوشیمی و غی ــان، ایمنوهی ــشخیص، ایمونوفلورس ت
های تـشخیص بـر مبنـای        روش ).1( باشند غیرقابل استفاده می  

بادی و بیوپسی در مراحل اولیه بیمـاری قابلیـت تـشخیص           آنتی
 زیادی بعد از آلـودگی قـادر بـه تـشخیص            نداشته و زمان نسبتاً   

هـای تـشخیص مولکـولی بـر         روش .)1( باشند عامل بیماریزا می  
یـک ویـروس شـامل      مبنای جداسازی و تکثیـر اسـیدهای نوکل       

 Polymerase Chain) ایـی پلیمـراز    های واکنش زنجیـره  روش

Reaction-PCR)دما  ، تکثیر هم )Isothermal amplification( ،
است که حتی در مراحل اولیـه       ) Hybridization( رگه سازی  دو

  .)9 و 8( باشند آلودگی قادر به تشخیص دقیق می
هیبریداسـیون بـر     تکنیـک    ،هـای مولکـولی    یکی دیگر از روش   

ــای  ــا اســتفاده از  ) bDNA(دار   شــاخهDNA–مبن ــه ب ــوده ک ب
 ـ  گیـرد و  دار صورت مـی   شاخهDNAهای   پروب کـارگیری  ه بـا ب
 ویـروس را در     DNAهای فلورسنت امکان تشخیص کمی       پروب

 امـا اسـتفاده از آن تـاکنون         ،سرم افراد بیمار فراهم نموده است     
در عین حـال حـساسیت      . محدود به مراکز تحقیقاتی بوده است     

   باشــد  مــیPCR لگــاریتم کمتــر از تکنیــک 1-2ایــن تکنیــک 
رغم نقاط   های آمپلی فیکاسیون علی    یک از روش   هر). 10- 12(

 PCRتکنیـک    قوت دارای مـشکلات خـاص خـود اسـت، مـثلاً           
رغم توسعه وسیع و دقت بالای واکـنش، بـه علـت نیـاز بـه                علی

موسایکلر تاکنون نتوانسته   استفاده از تجهیزات پیشرفته مانند تر     
 برداری برسد  صورت عمومی در تمام مراکز تشخیصی به بهره       ه  ب
 های تکثیر هم دما مانند تکثیر حلقه چرخان  در روش.)13 و  7(
)Rolling circle amplification -RCA(،  تکثیر بر مبنای توالی

، )(TMA  ، تکثیر به واسطه رونویسی)(NASBAیک اسید کلئنو
کـه   رغم ایـن    علی ،)3SR(زی سکانس خود نگهدارنده     همانندسا

 نیاز به ترموسایکلر مرتفع شده اما به علت دمای پایین واکنش و       
های غیر اختصاصی حساسیت و دقـت لازم بـرای           یا تکثیر توالی  

بـه واسـطه    تکنیک تکثیر هـم دمـا        ).14( تشخیص وجود ندارد  
باشـد   های تکثیر هم دما مـی       دیگر از روش   یکی) LAMP(لوپ  

صورت هم دما صورت گرفته و در نتیجه بـه          ه  که در آن تکثیر ب    
 ـ     عـلاوه از دقـت و حـساسیت بـسیار          ه  ترموسایکلر نیاز نـدارد، ب
  ). 15 و 7( بالایی نیز برخوردار است

 الگو با کمک پلیمـراز      DNAواکنش بدون نیاز به دناتوراسیون      
 6همچنـین از  . گیـرد  با قابلیت جانـشینی در رشـته انجـام مـی         

  وFIP(F1C,F2)  پرایمــر ویــژه موســوم بــه پرایمرهــای درونــی
BIP,(B1C,B2)ــی ــوپ ) F3,B3 ( بیرونـ ــژه لـ ــا  LF,LBویـ بـ

 FIPپرایمـر   ).17و  16( شود اختصاصیت بسیار بالا استفاده می
در رشـته الگـو     ) F2) F2C الگو به ناحیه مکمل      DNAدر رشته   

 کنـد و بـا     شـود و سـنتز رشـته مکمـل را آغـاز مـی              متصل مـی  
 طول  ،Bst با کمک پلیمراز     F3,B3جانشینی پرایمرهای خارجی    

 DNAشـود کـه منجـر بـه تولیـد سـاختار              این رشته طویل می   
 تبدیل بـه سـاختار      DNAشود که به سرعت با سنتز        دمبلی می 

 به عنـوان    DNA حلقه   -این ساختار ساقه   .شود  حلقه می  -ساقه
پ در   بـه لـو    FIP،کنـد   عمل می  LAMPماده آغاز کننده چرخه     

 رشـته   DNA متصل شـده و سـنتز        DNAحلقه   -ساختار ساقه 
 ـ   DNAکنـد کـه سـاختار        جانشین را شروع مـی     ه  حدواسـطی ب

 از  ،کند که دارای یک کپی وارونـه       حلقه ایجاد می   -صورت ساقه 
باشد که در انتهای دیگـر ژن و از          توالی هدف در ساقه حلقه می     

تاری بـا   رشته رها شـده سـاخ     . گیرد  شکل می  BIPطریق توالی   
 BIPکند که به عنوان الگو بـرای پرایمـر           حلقه بیرونی ایجاد می   

شود کـه بـه       دمبلی شکل تولید می    DNA متعاقباً .کند عمل می 
 12( شود  وارد عمل می   LAMPعنوان ماده مرحله چرخه تکثیر      

 ،ه این سـاختارها   ژوتیدهای پروب وی  کلئبا طراحی اولیگونو   ).13و  
ــی ــه   مـ ــا در دورگـ ــوان از آنهـ ــود  تـ ــتفاده نمـ ــازی اسـ     سـ

در این حالت نیازی به اعمال دناتوراسـیون بـا گرمـا            ). 12 و   7(
این بدان معناست که کلیه مراحـل از        . بعد از تکثیر وجود ندارد    

همچنین هنگامی  . پذیرد تکثیر تا تشخیص در یک دما انجام می       
توانـد تـوالی     که واکنش با رونویسی معکـوس همـراه شـود مـی           

RNAــز ــ  را نی ــدتکثی ــه  . )18- 20 (ر ده ــن مطالع ــدف از ای ه
 و تکنیـک تکثیـر هـم دمـا و     PCRای است مابین روش   مقایسه

ــریع  ــروس   LAMPس ــضور وی ــشخیص ح ــت ت  در HBV، جه
 و  PCRب  های مرضـی و نیـز مقایـسه بـین مزایـا و معای ـ              نمونه

LAMP    در تشخیص HBV یـک   ارایـه  در نهایت منجـر بـه         که 
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 علمی زیست فناوری میکروبیمجله 

 ... درPCR و LAMP ایسه دو تکنیک تکثیر هم دما به واسطه لوپمق8

ل قابل انجام در کلیه     سریع و در عین حا    ،  روش تشخیصی دقیق  
 HBV برای تشخیص زودهنگام   ،مراکز تشخیصی در سطح کشور    

  .با هزینه پایین است
  روش بررسی

با تعداد پارتیکل   نمونه سرم104برای این منظور  :تهیه نمونه
شناسـی کیـوان تهیـه شـد          از آزمایشگاه ویـروس    HBVمشخص

کیت  و   241ل  های ویروس با دستگاه کوباس مد      تعداد پارتیکل (
Cobas Amplicor Monitorتعیین گردیده بود  .(  

 سـیناژن   DNP با کمک کیت     DNA :از سرم  DNAاستخراج  
)Cat:DN811530 (از سرم بیماران استخراج گردید.  

 ویـژه   PCRاز پرایمرهـای     :LAMP و   PCR پرایمر های ویـژه   
پرایمرهـای  . زن سـطحی ویـروس اسـتفاده گردیـد         ناحیه آنتـی  

LAMP   زار اف ـ  بـا کمـک نـرمPrimer explorer V4 جهـت ژن  
 با استفاده از ترادف شایع در       Bژن سطحی ویروس هپاتیت      آنتی

  ).1شکل ( طراحی گردید (Accession No. AY741794)ایران 
  

  
  
  

 

481 

 

ctaattccag 

 

gatcttcaac 

F3 

caccagcacg 

 

ggaccatgca 

F2 

gaacctgcac 

    LF 

gactcctgct 

 

541 

    LF 

caaggaacct 

 

ctatgtatcc 

 

ctcctgttgc 

F1C 

tgtaccaaac 

 

cttcggacgg 

 

aaattgcacc 

 

601 

 

tgtattcccg 

BIC 

tcccatcatc 

 

ctgggctttc 

 

ggaaaattcc 

LB 

tatgggagtg 

 
ggcctcagcc 

 

 

661 

 

 

cgtttctcct 

 

B2 

ggctcagttt 

 

 

actagtgcca 

    

B3 

tttgttcagt 

 

 

ggttcgtagg 

 

 

gctttccccc 

   بر روی توالی هدفLAMPگاه پرایمرهای ویژه جای -1شکل 

F3: CTT-CAA-CCA-CCA-GCA-CGG 
B3: ACC-ACT-GAA-CAA-ATG-GCA-  
F1C: CGT-CCG-AAG-GTT-TGG-TAC-AGC <- A>- 
F2: CCA-TGC-AGA-ACC-TGC-ACG 
B1C: ATT-CCC-GTC-CCA-TCA-TCC-TGG-<G> 
B2: AAA-CTG-AGC-CAG-GAG-AAA-CG 
LF: GAG-GTT-CCT-TGA-GCA-GGA-GT 
LB: ATT-CCT-ATG-GGA-GTG-GGC-C 

  

    میکرولیتــر الگــو 5هــر واکــنش شــامل   : PCR واکــنش
)DNA10 میکرولیتــر از 5/2 ، ) اســتخراجی از ســرمX PCR 

Buffer  ،1               میکرولیتر از هر یـک از دو پرایمـر جلـویی و عقبـی 
10mM ،75/0 میکرولیتر از MgCl2 50mM ،5/0 میکرولیتر از 

dNTP 10mM،4/0کرولیتـر  می Taq DNA Polymerase 5u/µl 
صورت ه پروتکل دمایی ب. باشد  می میکرولیتر25در حجم نهایی  

دمـای چـسبیدن      ثانیه و  40به مدت    93دناتوراسیون در دمای    
 ثانیه و در نهایت پلیمریزاسیون در دمای        40 درجه به مدت     60
  .  سیکل انجام شد40 ثانیه به تعداد 40 درجه به مدت 72

% 5/1 در ژل آگـارز      PCRمحـصول   : PCR  محـصول  مشاهده
 TBE 0.5Xدر بافر ) 10mg/mlسینا ژن ( حاوی اتیدیوم بروماید

  .الکتروفورز گردید
بعـد از    :بـه عنـوان کنتـرل مثبـت        PCR کلونینگ محصول 

 T/Acloning بـا اسـتفاده از کیـت         PCRسازی محـصول     خالص
  . کلون گردیدpTZ57/R در وکتور (cat:K1214)فرمنتاس 

ــنش  ــنش  :LAMPواکــ ــیLAMPواکــ ــم کلــ    در حجــ
  هر کـدام بـه غلظـت   B3 و F3 مایکرولیتر حاوی پرایمرهای    25

0.2 µM پرایمرهای ،FIP و BIP   1.6 هر کدام بـه غلظـت µM ،
، بـافر  µM 0.8 هـر کـدام بـه غلظـت     LB و LFپرایمرهای لوپ 

 Tris-Hcl(20 Mm) Kcl(10 Mm) حـاوی 1xآنزیم بـه غلظـت   

(NH4)2SO4(10 mM) MgSO4 (9 mM),،dNTP  سینا ژن به 
 واحـد  8 و در نهایـت  M 0.8به غلظت  ، بتایینmM 1.4غلظت 

ــزیم  ) Bst)New England BioLabs;Lot:33/110806 آنـ
  . باشد می

به منظور بررسی    :PCR تعیین حساسیت و اختصاصیت تست    
 40 میلیون تـا     4 ویروس از    DNAهای مختلف    حساسیت، رقت 

  . گردیدپارتیکل ویروس تهیه 
  انـــسان،)Mouse(هـــای مـــوش  DNAجهـــت ویژگـــی از 

Human)(، توکـــسوپلاسما گونـــدی (Toxoplasma gondii)، 
 مایکوبــاکتریوم ،C (Hepatitis C virus) ویــروس هپاتیــت 
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 ساکارومیـسس  ،)Mycobacterium tuberculosis(توبرکلوزیس 
ــرویزیه ــی ،)Saccharomyces cerevisiae( سـ ــیا کلـ   اشرشـ

)Escherichia coli( استفاده شد.  
 مایکرولیتر  1به هر لوله نمونه مقدار       LAMP: ی واکنش ارزیاب

 مـشاهده   UV اضافه کـرده، سـپس زیـر نـور           %0.1سایبرگرین  
های منفی به رنگ     های مثبت به رنگ سبز و لوله       لوله. نماییم می

   .شوند رنگ دیده می نارنجی خیلی کم
 در ژل آگـارز     LAMPمحـصول   : LAMPالکتروفورز محـصول    

 الکتروفــورز TBE 0.5Xومایــد در بــافر  حــاوی اتیــدیوم بر1%
  .گردید

بـرای تعیـین     :LAMP تعیین حساسیت و اختصاصیت تست    
 میلیـون   4 ویـروس از     DNAهای مختلف    حساسیت تست، رقت  

ییـد اختـصاصیت تـست      أبـرای ت  . پارتیکل ویروس تهیه شد   4تا  
LAMP از DNAــای موش ــسان، ه ــدی،ان ــسوپلاسما گون  ، توک

 ساکارومیـسس  ،ریوم توبرکلـوزیز  مایکوبـاکت ،Cویروس هپاتیـت    
  .استفاده شد  اشرشیا کلی،سرویزیه

  

  ها یافته
ه اندازه قطعه ب  . لود شد % 5/1 بر روی ژل آگارز      PCR محصول

 باشـد   مـی  bp 262دست آمده با اسـتفاده از پرایمرهـای ویـژه           
 . کلـون شـد    R/pTZ57 در پلاسـمید     PCRمحصول  ). a1شکل(

 از آنهـا اسـتخراج      DNAهای سفید،    پس از جداسازی تک کلنی    
  ).b1شکل (یید شدأ ت PCRوسیله روش ه گردید و ب

 ـ      40 تا   PCRحساسیت   کـه در    طـوری ه   پارتیکل تعیـین شـد ب
). a2شـکل   (  پارتیکل باندی مشاهده نشد    40تیترهای کمتر از    

 ـ   دارای ویژگی بسیار بالایی می     PCRتست   کـه   طـوری ه  باشد ب
  ).b2شکل ( اد واکنش نشان دB ویروس هپاتیت DNAفقط با 

 ساعت صـورت    1 درجه به مدت     66 در دمای    LAMPواکنش  
 اسمیری همـراه بـا چنـدین        LAMPالکتروفورز محصول    .گرفت

  ).3شکل ( قطعه با اندازه های متفاوت را نشان داد
 ـ  طوریه   دارای ویژگی بسیار بالا بود ب      LAMPتست   جـز  ه  که ب
DNA    ویروس هپاتیت B  ا واکـنش   کدام از عوامل بیماریز     با هیچ

 پارتیکـل   4 تـا    LAMPحساسیت تـست    ). a4شکل( نشان نداد 
  ).b4شکل( تعیین شد

 پس از افـزودن سـایبر گـرین         LAMPنمونه های مثبت تست     
 دارای خاصیت فلوروسانس بـوده و سـبز         U.V در زیر نور     0.1%

 ـ    رنگ دیده شدند و نمونه     صـورت نـارنجی دیـده      ه  های منفـی ب
ــا LAMPحــساسیت تــست .شــدند    یکــل تعیــین شــد پارت4 ت

  ).5شکل (
بـا تیترهـای متفـاوت      نمونه با تعداد پارتیکـل مـشخص  104از 

 101از این تعـداد      . مثبت شدند  PCR مورد   95آوری شده    جمع
 منفـی بودنـد کـه از        PCR نمونه   9 . مثبت بودند  LAMPنمونه  

  .  مثبـت گـزارش شـدند   LAMP مـورد در تـست   6 نمونه  9این  
  . منفی بودند PCRو LAMP نمونه در هر دو تست 3
 

  

  
 b1                                            شکل             a 1شکل

   کنترل منفی:3 قطعه تکثیر شده،:100bp DNA Ladder PLUs ،2سایز مارکر فرمنتاس : 1لاین  -a1شکل 
   کنترل منفی:4 قطعه تکثیریافته از پلاسمید،:3 کنترل مثبت،:100bp DNA Ladder PLUs ،2سایز مارکر فرمنتاس : 1 لاین -b1شکل 
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 ... درPCR و LAMP ایسه دو تکنیک تکثیر هم دما به واسطه لوپمق10

  a2 شکل

  

  
 b2شکل 

 سـرم حـاوی   :4 میلیـون پارتیکـل،   4 سرم حـاوی :3 ، کنترل مثبت:100bp DNA Ladder PLUs ،2 سایز مارکر فرمنتاس :1 لاین -a2شکل 
سرم :9 ، پارتیکل40سرم حاوی : 8 پارتیکل،   400  سرم حاوی  :7 پارتکل،   4000 سرم حاوی    :6،   پارتکل 40000 سرم حاوی    : 5 پارتیکل،   400000

  کنترل منفی: 10، پارتیکل4حاوی 

 اشرشیا  DNA :5، . انسان DNA:4  موش،DNA: 3 کنترل مثبت،:100bp DNA Ladder PLUs، 2 سایز مارکر فرمنتاس :1لاین  -b2 شکل
 ـC ،8: DNA ویـروس هپاتیـت    DNA:7 ساکارومیسس سرویزیه،  DNA:6کلی،   توکـسوپلاسما  DNA :9اکتریوم توبرکلـوزیس،   مایکوب

  کنترل منفی: 10گوندی، 

  

  
   کنترل منفی:3،  کنترل مثبت:100bp DNA Ladder PLUs ،2سایز مارکر فرمنتاس : 1 لاین-3شکل 
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  a 4شکل

  

  
 b  4شکل

 اشرشـیا   DNA :5  انسان،  DNA:4 موش، DNA:3 کنترل مثبت،:100bp DNA Ladder PLUs،2سایز مارکر فرمنتاس : 1 لاین -a4 شکل
 توکـسوپلاسما  DNA: 9 مایکوبـاکتریوم توبرکلـوزیس،   C ،8: DNA ویـروس هپاتیـت    DNA:7 ساکارومیسس سرویزیه،  DNA:6کلی، 

  کنترل منفی: 10گوندی، 

 سـرم حـاوی   :4 ، میلیون پارتیکـل 4 سرم حاوی:3 ، کنترل مثبت:100bp DNA Ladder PLUs ،2 سایز مارکر فرمنتاس :1  لاین -b 4شکل 
  ،  پارتیکـل  40سـرم حـاوی     : 8 پارتیکـل،    400سـرم حـاوی     : 7 پارتکـل،    4000 سرم حـاوی     :6 پارتکل، 40000 سرم حاوی    :5 پارتیکل،   400000

  کنترل منفی: 10 پارتیکل،4 سرم حاوی :9
  

  
    پارتکـل  400000 سـرم حـاوی      :4 پارتیکـل،    2000000  سـرم حـاوی       :3 میلیـون پارتیکـل،      4 سـرم حـاوی    :2کنترل مثبـت،    : 1   لوله  -5شکل  

 4سـرم حـاوی     : 7 پارتیکـل،    4 0 سـرم حـاوی    :8 پارتیکـل،    400 سرم حاوی    : 7 پارتیکل،   4000 سرم حاوی    :6کل،  ی پارت 40000سرم حاوی   : 5
  کنترل منفی: 10،پارتیکل

  

       1             2             3              4          5              6             7           8             9          
10
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 ... درPCR و LAMP ایسه دو تکنیک تکثیر هم دما به واسطه لوپمق12
  

  بحث
 ـ B به ویـروس هپاتیـت       ءامروزه ابتلا  صـورت یـک مـشکل      ه   ب

درآمده در ایران نیز طبق آخرین آمـار رسـمی در حـال             جهانی  
 باشـند   مبـتلا مـی    B میلیون نفر به ویروس هپاتیـت        5/2حاضر  

 در حــال HBVهــای تــشخیص ســرولوژیکی  اگرچــه روش ).2(
 ـ  انـد امـا شـاخص خـوبی بـرای         خـوبی شـناخته شـده     ه  حاضر ب

بنـابراین بـرای    . آینـد  تشخیص عفونت ویروسی به حساب نمـی      
هــای مولکــولی بایــد جــایگزین  فونــت، روشتــشخیص دقیــق ع

هـای   تـرین روش   یکی از رایـج    ).9( های سرولوژیکی شوند   روش
رغم حـساسیت و دقـت       باشد که علی    می PCRمولکولی تکنیک   

نسبی بالایی که دارد به دلیل نیاز به تجهیزات پیـشرفته ماننـد             
تمــامی مراکــز  ترموســایکلر امکــان اســتفاده عمــومی از آن در

راهم نشده و محدود به مراکز خاص و معدودی شده          تشخیصی ف 
  ). 7( است

هـای تکثیـر ژن بـسیار         یکـی از روش    LAMPتکنیک نوظهور   
 .گیـرد  باشد که از آغاز تا پایان در یک دما صـورت مـی             ساده می 

رغـم سـادگی دارای حـساسیت و دقـت بـسیار             این تکنیک علی  
 ـ   بالایی می  و سـتگاه   عـلاوه از آنجـایی کـه نیـاز بـه د           ه  باشد و ب

افزارهایی مانند ترموسایکلر ندارد با حداقل هزینـه انجـام           سخت
ــی ــرد م ــک  ).7( گی ــارجی LAMPدر تکنی ــای خ   از پرایمره

)(F3,B3 پرایمرهای داخلی  نیز  و )FIP,BIP (   کـدام دو    کـه هـر
کنند و نیـز دو پرایمـر ویـژه          ناحیه مجزا در الگو را شناسایی می      

 ـ  لوپ استفاده می    ناحیـه در    8مزمـان بـه     کـه ه   طـوری ه  شود ب
DNA   محـصول نهـایی     ).15 و   14 و   12( شـوند   الگو متصل می

حلقـه بـه همـراه       - با سـاختار سـاقه     DNAواکنش مخلوطی از    
 الگو و ساختارهای مشابه گـل کلـم         DNAتکرارهای معکوس از    

   .باشد های فراوان می با لوپ
در حال حاضردر سراسر دنیا مطالعات متعددی برای اسـتفاده          

 ـ          از   ه این تکنیک برای تشخیص عوامل بیماریزا صـورت گرفتـه ب
 Chikungunya: شخیص عوامـل بیمـاریزایی ماننـد   تکه  طوری

Virus) 20( ،M.Pneumoniae) 21( ،Newcastle disease 

virus) 22( تریپانوزومای آفریقـایی ، )23(، Ebola Virus )24( ،
West Nile Virus) 18(هرپس ویروس ،)رد ، ویروس برگ ز)25

وسـیله  ه ، ب)27( ، مایکوباکتریوم توبرکلوزیس)26(گوجه فرنگی  
در ایـران نیـز مطالعـاتی     .پذیر شده است  امکانLAMPتکنیک 

 صـورت گرفتـه ولـی تـاکنون     LAMPچند در ارتباط با تکنیک   
 بـرای تـشخیص     LAMPایی در مورد اسـتفاده از تکنیـک          مقاله

HBV     تفاده از  در ایـن مطالعـه مـا بـا اس ـ          . منتشر نـشده اسـت
 قـادر بـه     HBsپرایمرهای اختصاصی طراحی شده ویـژه ناحیـه         

   بـــرای تـــشخیص ویـــروس LAMPســـازی تکنیـــک  بهینـــه

  
  

 و  Notomi بـرای اولـین بـار        2000در سـال     . شدیم Bهپاتیت  
ژن اختـصاصی     را برای تشخیص آنتـی     LAMPهمکاران تکنیک   

ایـی کـه در       بهینه نمود که در مطالعه     HBVو  ) PSA( پروستات
حال حاضر صورت گرفته از پرایمرهای اختصاصی طراحی شـده          

 awy2 سروتایپ   D ژنوتایپ   B ویروس هپاتیت    HBsویژه ناحیه   
رایج در ایران استفاده شده که پرایمرهای فوق قابلیت تشخیص          

HBV     ـ   Notomiطـور کلـی بـا پرایمرهـای         ه   بومی را داشته و ب
شخیص این تکنیک در حـال حاضـر بـرای ت ـ         . باشند متفاوت می 

 بومی ایران بهینـه گردیـده و توانـایی آن بـه             Bویروس هپاتیت   
  . اثبات رسیده است

 از حـساسیت و دقـت       PCRاین تکنیک در مقایسه با تکنیـک        
 نمونه با تعـداد     104که از    طوریه  بسیار بالایی برخوردار بوده ب    

 مـورد   95 مورد مطالعـه،     Cobasپارتیکل مشخص شده با کیت      
 مـورد در تـست      101کـه    ند در حالی   مثبت شد  PCRدر تست   

LAMP   نمونه   9.  مثبت دیده شدند PCR       منفی بودند کـه ایـن 
زیـادی   ها دارای تیتر ویروس پـایین بـوده و زمـان نـسبتاً             نمونه

 LAMP نمونـه در تـست       3در کـل تنهـا      . نگهداری شده بودند  
 نمونـه دارای لـود ویروسـی        3نتیجه منفی نشان دادند که ایـن        

ــایین ــاریخ   ) 129،1200،1600( پـ ــین از تـ ــد و همچنـ بودنـ
علـت   احتمـالاَ . گذشـت  زیـادی مـی    آوری آنها زمان نسبتاَ    جمع

 پایین LAMP و PCR نمونه در هر دو آزمون 3منفی شدن این    
آمدن تیتر ویروس در سرم با توجه به تیتر اولیـه پـایین، زمـان               

  . باشد نگهداری زیاد و فریز و ذوب شدن آنها می
ای که دارای تیتر پـایین و زمـان نگهـداری            ونه نم 6در   نتیجتاَ

، LAMPطولانی بودند با توجه به حساسیت بسیار بالای تـست           
 از ایـن دقـت      PCRکـه    امکان تشخیص وجود داشـت حـال آن       

طـور بیـان نمـود کـه در          تـوان ایـن    بنابراین می . برخوردار نبود 
 قادر به شناسایی ویـروس حتـی        LAMPمطالعه حاضر تکنیک    

و . باشد های قدیمی با کمترین لود ویروس در خون می         در نمونه 
رغم دقت بالا و حساسیت زیاد، این تکنیک به          در عین حال علی   

-Dryتجهیزات پیشرفته نیاز نداشته و واکنش با استفاده از یـک          

Plate سـایبر  %0.1انجام واکنش با افزودن .  ساده انجام گرفت 
 ـ     U.Vگرین و مشاهده در زیـر نـور          دون نیـاز بـه      بـه سـادگی ب

یید شد و نیـاز بـه مراحـل         أالکتروفورز در زمان بسیار کوتاهی ت     
Post Amplificationـ  بـدین   .طـور وسـیعی مرتفـع گردیـد    ه  ب

توان بیان کرد با کمک این تکنیک امکـان تـشخیص            ترتیب می 
مولکولی با دقت و حساسیت بسیار بالا برای تشخیص زودهنگام          

امی مراکز تشخیصی بدون نیاز  در تمBبه ویروس هپاتیت ء ابتلا
 .به تجهیزات پیشرفته با حداقل قیمت فراهم خواهدگردید
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  گیری نتیجه
 LAMP بـا تـست      PCRبا توجـه بـه نتـایج و مقایـسه تـست             

رغـم سـادگی و     دمـا علـی    توان بیان کرد که تست تکثیر هم       می
عدم نیاز بـه تجهیـزات پیـشرفته از حـساسیت بـسیار بـالاتری               

تواند  که می  طوریه  باشد ب   برخوردار می  PCRنسبت به واکنش    
  .جایگزین مناسبی برای آن محسوب شود

  تشکر و قدردانی
، دکتـر سیدرضـا تهرانـی و         از جناب آقای دکتر محمد قهـری      

  .شود سرکار خانم دکتر اکرم عیدی سپاسگزاری می
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