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مشش، دوره دوم، شماره 89 پاییز  

  
  

  
  
  

 روش از استفاده با ایران در 8 تیپ انسانی ویروس هرپس ناشی از کاپوسی سارکوم شیوع بررسی
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  چکیده 
کاپوسی سارکوما یکی از سرطانهاي بدخیم مربوط به بافت پیوندي است که در بیماران مبـتلا بـه ایـدز و     :هدف زمینه و

این مطالعه بمنظور تعیین و بررسی اپیدمیولوژي سرطان کاپوسی . ی که سیستم ایمنی تضعیف شده دارند شیوع دارد بیماران
  .براي مراجعین به بیمارستانهاي تهران انجام شد 8ناشی از هرپس ویروس انسانی تیپ 

ص کاپوسی یا مشکوك به آن ، نمونه با تشخی 42جمعاً تعداد  1388تا پایان تابستان  1387از تابستان  :روش بررسی
رازي و انستیتو کانسر  –شهدا  –به بیمارستانهاي لقمان  1389تا  1379بصورت بافت پارافینه از بیمارانی که بین سالهاي 

 ORF26پس از استخراج نمونه ها ، با بکارگیري پرایمرهاي اختصاصی براي قطعه . مراجعه نموده اند جمع آوري گردید 
  .شناسایی شد 8ویروس هرپس انسانی تیپ  Nested PCRو با روش 

میانگین سنی موارد . مثبت شدند 8نمونه از نظرویروس هرپس انسانی تیپ  30نمونه بافت پارافینه ،  42از تعداد : یافته ها 
  .مورد گزارش گردید 7مورد و در زنان  23سال گزارش گردید که تعداد موارد مثبت در مردان  6/61مثبت 
با در نظر . نمونه پارافینه جداسازي گردید  42مورد از تعداد کل 30در  8در این مطالعه ویروس هرپس تیپ : ريگینتیجه

این . از بیماران جداسازي گردید% 9/78در  8بیمار که مبتلا به بیماري سودوکاپوسی بودند ، ویروس هرپس تیپ  4گرفتن 
  .تشخیص این ویروس می باشدبراي  Nested PCRمطالعه بیانگر حساسیت بالاي روش 

  Nested PCR ، کاپوسی سارکوما  ،  8هرپس ویروس تیپ  :هاي کلیديواژه
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 هرپس ناشی از کاپوسی سارکوم شیوع بررسی
سانیان ویروس   مقدمه 

 8ترین روش براي تشخیص هرپس ویروس تیپ  رایج
)HHV8 ( و یا هرپس ویروس مرتبط با کاپوسی سارکوما
)KSHV (در نمونه هاي کلینیکی ، استفاده از تکنیکPCR  

است که در سال  ORF26براي جداسازي ناحیه کوچک 
براي   PCR). 1(و همکاران انجام شد  Changتوسط  1994
بیشترین نتایج مثبت از بیمارانی را که در  ORF26ناحیه 

 HHV8). 2(شرایط سارکوم کاپوسی هستند نشان می دهد 
دو رشته اي بوده و عضو جدید   DNAویروسی پوشش دار با 

فرم کلاسیک این . )4و3(خانواده گاما هرپس  ویروس ها است 
براي اولین   Mortiz Kaposiتوسط  1872بیماري در سال 

چهار فرم کلینیکی ). 5(بار در مردان مدیترانه اي جدا گردید 
اپیدمیک یا  -1: مشاهده شده است  KSHVمهم تا کنون از 

کلاسیک  -AIDS 2در رابطه با سندرم نقص سیستم ایمنی 
ا پیوند عضو در بیمارانی که در رابطه ب - 4اندمیک آفریقایی  -3

به علت دریافت عضو پیوندي داراي سیستم ایمنی تضعیف شده 
کنون هفت ساب تایپ مهم مطالعات مولکولی تا). 6(ی باشند م

نامگذاري  Zو  Fتا  Aرا مشخص کرده است که از  KSHVاز 
این نامگذاري براساس تنوع ژنتیکی در ناحیه ). 7(شده است 
ORF K1  6(می باشد .(ORF K1  در انتهاي سمت چپ

ژنوم ویروس قرار گرفته است که کد کننده گلیکوپروتئین 
  DNA). 3(اسیدآمینه است  289غشایی بوده و حاوي 

). 8(می باشد  ORF 87است و حاوي  kb 160-170ویروس 
هدف از انجام این مطالعه بررسی میزان شیوع سارکوم کاپوسی 

        اتولوژیکی آلوده ست که با تشخیص پادر بیمارانی 
  براي دستیابی به این هدف ابتدا بیماران مبتلا . گزارش شدند

به سارکوم کاپوسی شناسایی شده و از نمونه هاي پارافینه 
حاصل از زخم هاي این بیماران براي جداسازي ویروس 

HHV8 جداسازي قسمتی از ژنوم این ویروس . استفاده گردید
     انگر حضور ویروس در نمونهنمای Nested PCRبا روش 
   .می باشد

  
  روش بررسی

نمونه بافتی پارافینه از زخمهاي  42تعداد  :نمونه بیماران 
به  1388تا  1379که از سالهاي  KSمبتلایان به 

بیمارستانهاي لقمان ، رازي و شهدا مراجعه کرده بودند جمع 
    بازونمونه ها از زخم هاي موجود در ساعد، آرنج ، . آوري شد

 38و قسمت هاي تحتانی پاي بیماران تهیه شده و از این تعداد 

مورد با تشخیص قطعی سارکوم کاپوسی توسط پاتولوژیست 
  .مورد مشکوك  گزارش گردیده بود 4مربوطه و 

  

    ماکرومتري توسط تیغ از 20دو برش :   DNAاستخراج 
 حلول م lµ100مقدار . نمونه هاي بافتی پارافینه تهیه گردید

tween 20٪  براي ( به نمونه ها افزوده شد % 5/0به غلظت
سپس در مایکروویو با قدرت  ، )حذف چربی دیواره سلول

w700  ه دنبال آن ب ،دقیقه و نیم حرارات داده شد 1به مدت
در دماي اتاق  10500 (rpm)با دور  دقیقه 15 مدت به

در یخ دقیقه  15سپس نمونه ها به مدت  ، گردید سانتریفیوژ
      و بعد از آن جداسازي پارافین با استفاده ازقرار داده شد 

شامل پودر ( بافر هضم  lµ400سپس  .صورت گرفت سر سمپلر
Tric-Hcl  گرم و  576/1به مقدارlµ 50   tween   به

به هر نمونه  Kپروتئیناز  lµ20و ) = PH 5/7با  %05/0غلظت 
درجه سانتی گراد  55 ساعت در 3 نمونه ها به مدت. شد افزوده

درجه سانتی گراد جوشانده  100دقیقه در  10انکوبه شده و 
 2تا  1افزوده و  lµ 6 RNaseشد بعد به هر میکروتیوپ 

درجه سانتی گراد انکوبه گردید، سپس به هر  37ساعت در 
کلروفرم افزوده گردید و بعد از  lµ300فنل و  lµ300نمونه 

shaking  به  12000یفیوژ در دور دقیقه سانتر 5به مدت
داراي     میکروتیوپ در این مرحله . دقیقه انجام شد 5مدت 
که فاز رویی به یک میکروتیوپ جدید منتقل شده و  بودهدو فاز 
به سپس نمونه ها  شد،میلی لیتر ایزوپروپانول افزوده  1به آن 
درجه سانتی گراد نگهداري نموده  -20یک شبانه روز در مدت 

    12000 (rpm)دقیقه سانتریفیوژ با دور 10 و پس از آن
 lµ200مایع را دور ریخته و به هر میکروتیوپ  .دیگرد انجام

   دقیقه 5پس از سانتریفیوژ به مدت . اضافه گردید% 70اتانول 
(rpm)12000  ،  مایع را دور ریخته و به رسوب حاصلهlµ30 

 DNAرسوب بدست آمده حاوي . افزوده شدآب دیونیزه 
  ).9(ویروسی می باشد  DNAسانی و احتمالاً ان
  

PCR  برايβ این مرحله به منظور اطمینان   :گلوبین انسانی
. حاصله انجام گرفت DNAاز صحت استخراج و سالم بودن 

 می باشند PCO4 وGH20 پرایمرهاي این مرحله شامل 
قرارداده  PCR Techneنمونه ها در دستگاه .  )1جدول (

 95دقیقه در دماي  5نمونه ها به مدت  در مرحله اول. شد
درجه سانتی گراد قرارداده شد، چرخه هاي حرارتی شامل  

Denaturing ثانیه  45درجه سانتی گراد به مدت  95دماي
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 ،Annealing ثانیه  50درجه سانتی گراد به مدت  57دماي
 1درجه سانتی گراد به مدت  72دماي   Extention  و

  مرتبه این چرخه را طی کرده 40ها نمونه . می باشد دقیقه
    72در دماي  Extention  Finalو در نهایت مرحله 

  .دقیقه اجرا گردید 10درجه سانتی گراد به مدت 
  

Nested PCR: Nested PCR از دو جفت  با استفاده
در این . اختصاصی تر است PCRپرایمر انجام شده و از 

 PCRو جهت مرحله اول به عنوان الگ PCRروش محصول 
منظور از انجام این کار . مرحله دوم استفاده می گردد 

   است ، پرایمرهاي bp138 ORF26 جداسازي قطعه  
 مورد استفاده شامل جفت پرایمرها براي مرحله اول

             و مرحله دوم   KS2 وKS1 )پرایمرهاي خارجی(
. )1جدول ( می باشد KS3و KS4 )پرایمرهاي داخلی ( 

ط هاي به کار گرفته شده براي هر دو مرحله شامل   مخلو
µl 5/12 Master 2x   ،l µ1 پرایمرForward 10 

pmol\ml) ( وl µ1  پرایمر Reverse 10 pmol\ml) ( ،
µl 3/05 u/ul) (Taq polymerase دوبار تقطیر  ، آب

و   µl2/8 و در مرحله دوم   µl2/7 استریل در مرحله اول 
 و در مرحله دوم  µl2 در مرحله اول الگو  DNAدر نهایت 

µl3   به کار گرفته شد. Master Mix 2x   استفاده شده
 lµ 200 Buffer 10x;  - lµ 40 dNTP;  - lµشامل 

60 MgCl2;    و lµ 700 ،آب دوبار تقطیر استریل 
نمونه ها در دستگاه .  تهیه گردید  میلی لیتر 1درحجم 

PCR Techne(England) در مرحله اول . قرارداده شد
درجه سانتی گراد  95دقیقه در دماي  5نمونه ها به مدت 

 Denaturingقرارداده شد ، چرخه هاي حرارتی شامل  
 Annealingثانیه،  45درجه سانتی گراد به مدت  95دماي
  ثانیه و 45درجه سانتی گراد به مدت  59دماي

Extention   ثانیه  45درجه سانتی گراد به مدت  72دماي
مرتبه این چرخه را طی کرده و در  35نمونه ها . می باشد

درجه  72در دماي  Extention  Finalنهایت مرحله 
از محصولات . دقیقه اجرا گردید 10سانتی گراد به مدت 

PCR  این مرحله به عنوان الگو براي مرحله دوم استفاده
مرحله دوم مشابه مرحله اول انجام شد با این تفاوت . گردید

 45زمان سپري شدن هر سه مرحله در چرخه تکرار از که 
  .ثانیه تغییر یافت 40ثانیه به 

  
  

  
  پرایمرهاي مورد استفاده در این مطالعه . 1جدول 

نام 
 (΄3 -΄5)سکانس  پرایمر

وزن قطعه 
حاصل 

(bp) 
GH20 GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 

250 
PCO4 CAACTTCATCCACGTTCACC 

KS1 AGC CGA AAG GAT TCC ACC AT TCC 233 
KS2 GTG TTG TCT ACG TCC AG 

KS3 TAT TCT GCA GCA GCT GTT GG 
138 

KS4 TCT ACG TCC AGA CGA TAT GTG C 
  

در پایان به منظور مشاهده : PCRالکتروفورز محصولات 
مرحله دوم بر روي  PCRاز محصول  PCR ، µl 10نتیجه 

  .آگارز الکتروفورز گردید %  5/1ژل 
  

   یافته ها
قابل   PCRدر شکل یک نتایج الکتروفورز محصولات 

نمونه بافت پارافینه،  42از تعداد  ). 1شکل (مشاهده است 
 مثبت شدند 8ویروس هرپس انسانی تیپ  نمونه از نظر 30

مورد که با احتمال شبه سارکوم کاپوسی  4. )2جدول (
گزارش گردیده بود از نظر هرپس ویروس منفی گزارش 

   . گردید 
  

 
  PCRنتایج الکتروفورز محصولات  . 1شکل         

M   :Ladder100 bp    N  :    بتا گلوبین    :  1نمونه کنترل منفی  
2: ORF26  
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 هرپس ناشی از کاپوسی سارکوم شیوع بررسی
سانیان ویروس    

اطلاعات پاتولوژیک و نتایج حاصل از مطالعه بیماران .  2جدول شماره   

  
  
  

  
  
  

یف
تاریخ نمونه  جنس سن رد

خیصتش بیماري زمینه اي محل نمونه گیري گیري  B  گلوبین  ORF 26 

1  82  F 19/6/86   شهدا -ب  ---  KS + +  

2  76  M  10/4/86   شهدا -ب  ---  KS +  -  

3  62  M  25/1/84   شهدا -ب  ---  KS +  +  

4  44  M  8/2/84   شهدا -ب  ---  KS  +  +  

5  95  F 20/10/84   مشکوك به  ---  شهدا -ب KS + -  

6  64  F 23/12/85   شهدا -ب  ---  KS  +  +  

7  41  M  31/6/84   مشکوك به  ---  شهدا -ب KS  +  -  

8  37  M  29/10/87   لقمان -ب  HIV + KS +  +  

9  60  M  28/2/87   لقمان -ب  ---  KS +  +  

10  23  M  9/6/81   مشکوك به  سندرم نفروتیک-دیابت  لقمان -ب KS +  -  

11  49  M  3/2/82   لقمان -ب  ---  KS +  -  

12  57  M  16/12/83   لقمان -ب  ---  KS +  +  

13  54  M  20/1/87   شهدا -ب  ---  KS +  +  

14  63  M  30/5/87   شهدا -ب  ---  KS +  +  

15  58  F 7/12/87   شهدا -ب  ---  KS +  +  

16  44  M  3/6/83   شهدا -ب  HIV +  KS +  -  

17  49*  M  5/10/82   شهدا -ب  ---  KS  +  +  

18  58  F 14/5/85  پیوند کلیه  رازي -ب  
KS +  +  

19  71  M 25/10/86  رازي -ب    
KS +  +  

20  83  M 31/5/86  رازي -ب    
KS +  +  

21  84  M  29/6/86  سفلسیس  رازي -ب  KS + + 

22  81  M 28/8/85  رازي -ب    
KS  +  +  

23  50  M 21/8/85  رازي -ب    
KS  +  +  

24  84  M 25/7/85  رازي -ب    
KS +  +  

25  35  M 10/4/85  رازي -ب  addict  KS +  -  

26  58  M 30/2/85  رازي -ب    
KS +  +  

27  68  M 30/2/85  رازي -ب    
KS +  +  
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مورد از بیماران تایید نگردید که علت آن   8وجود ویروس در 
تخلیص شده  DNAمی تواند ناشی از وجود مقدار کم قطعه 

از نمونه هاي بافتی پارافینه ، حضور درصد پایین از ویروس 
ر نمونه هاي در بافت بیوپسی و کمبود حضور تومور د

از طرفی ممکن است گذشت زمان طولانی . بیوپسی می باشد
بیشترین .  باشد DNAاز تاریخ بیوپسی سبب خورد شدن 

سال مشاهده گردید که  62موارد مثبت در افراد گروه سنی 
مورد  7مورد و در زنان  23تعداد موارد مثبت در مردان 

    ،  AIDSمورد مبتلا به  2از موارد مثبت . گزارش گردید
مورد با اعتیاد به مواد  1مورد مبتلا به بیماري سفلیس ،  1

. مورد با سابقه پیوند کلیه گزارش گردیده بود 2مخدر و 
 ،مورد  8مثبت در بیماران ساکن استان تهران تعداد موارد 

استان  ، مورد1 استان گیلان ،مورد  1استان مازندران 
استان قم  ،مورد  1قی استان آذربایجان شر ،مورد  1مرکزي 

 ،مورد  1استان قزوین  ،مورد  1استان اردبیل  ،مورد  2
مورد و استان  1استان سمنان  ،مورد  1استان زنجان 

  .مورد بود 2سیستان و بلوچستان 
  
  

  

   بحث
در مبتلایان  HHV8نتایج این مطالعه موید حضور ویروس 

یان به به سارکوم کاپوسی بوده و حضور این ویروس در مبتلا
 Zongاین بیماري مشاهده گردید که تایید کننده تحقیقات  

et al )10(  ،Nicholas et al )11( و al DiAlberti et 
در اروپا ، آمریکا و  Cو  Aانتشار ساب تایپ . می باشد) 12(

بطور عمده در آفریقا، فرانسه و   A5و  Bآسیا ، سویه 
Guiana  ساب تایپ ،D  براي اولین بار در تایوان و در برخی

در بین جمعیت  Eاز جزایر اقیانوس آرام و استرالیا ، 
). 13(سرخپوستان برزیلی، نواحی آمازونی اکوادور می باشد 

      در جمعیت کمی از کودکان زامبیایی Zساب تایپ 
که در  Fو در نهایت ساب تایپ جدید ) 14(مشاهده شده 

  اما اثبات گردیده که مطالعات  ).15(ت اوگاندا یافت شده اس
روش قابل اطمینانی براي ارزیابی عفونت  PCRبر اساس 
KSHV با استفاده از این . در نمونه هاي بیولوژیکی است
    را در  KSHVژنوم   Moore and Changتکنیک 

مورد  11در این مطالعه . بافت هاي منجمد جداسازي کرده اند
  و تمام موارد %) AIDS  )91با در ارتباط  KSاز فرم 

سارکوم کاپوسی کلاسیک، همچنین بیماران همجنس باز 
  ). 16(جداسازي شده است  -KS HIVمبتلا به 

28  68  M 30/2/85  رازي - ب    KS +  +  

29  48  M 25/2/85  رازي - ب    KS +  +  

30  65  M 30/1/85  رازي - ب    KS +  +  

31  51  M 2/12/84  رازي - ب    KS + + 

32  68  M 28/8/84  رازي - ب    KS  +   -  

33  79  M 8/9/83  رادوترپی  رازي - ب  KS  +   -  

34  43  F 19/7/82  پیوند کلیه  رازي - ب  KS +  +  

35  70  M 13/6/81  رازي - ب   KS  +  +  

36  55  F 21/2/88  رازي - ب    KS +  +  

37    M 5/8/80  مشکوك به    رازي - ب KS +  -  

38  61  M 15/5/80  رازي - ب    KS  +   -  

39  58  M  2/9/79  پیوند کلیه  رازي - ب  KS +  +  

40  64  M  1/3/79  سندرم هوچکین  رازي - ب  KS   -  +  

41  60  F 18/2/79  رازي - ب    KS   -  +  

42  75  M 15/1/79  رازي - ب    KS   -   -  
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 هرپس ناشی از کاپوسی سارکوم شیوع بررسی
سانیان ویروس     انجام .Jin et alنتایج مشابهی با این مطالعه توسط  

نمونه بیوپسی   17از % 100را در   KSHVگردیده است، که 
، شناسایی کرده اند  HIVمرتبط با  مبتلا به سارکوم کاپوسی

در نمونه هاي مورد مطالعه ما دو مورد از بیماران مبتلا ). 17(
         .و دو مورد از آنها سابقه پیوند کلیه داشتند AIDSبه 

 KSHVعفونت   .PCR  Huang et alبا بکارگیري روش 
مثبت و دو بیمار  HIVو   KSبیمار مبتلا به  12را در تمام 

HIV  در مطالعه ). 18(نمود منفی جداسازي
در بیماران دیالیزي  HHV8سرواپیدمیولوژیک در ایران، 

% 7/45و بیماران مبتلا به ایدز % 25، پیوند کلیه 9/16%
  همچنین مطالعه اي در مشهد) . 19(گزارش گردیده است 

نمونه بافت پوستی  35در  HHV8، ویروس 1383در سال 
صورت  به PCRروش هاي  ). 20(جدا گردیده است 

در  KSHVو با حساسیت بالا براي تعیین ژنوم   استاندارد
DNA 21. (می گیرد  نمونه هاي بافتی مورد استفاده قرار .(

در راند %) 8/60(نمونه  31نمونه،  51در مطالعات دیگري از 
سارکوم کاپوسی گزارش گردیده  است و به دنبال   PCRاول 

نمونه اي که در  20نمونه از  Nested PCR 14آن با انجام 
مرحله نخست منفی گزارش گردیده ، ثبت و شناسایی شد ، 

 KSHV ORF72   ،3براي ناحیه   PCR سپس با انجام 
     . نمونه باقی مانده مثبت گزارش گردیده است 6نمونه از 

  PCRبا انجام  KSاز موارد % 1/94در این مطالعه نهایتاً 
را  PCRینه سازي این مطالعات اهمیت به. مثبت شده است

نتایج منفی . براي کاهش  دادن موارد منفی نشان داده اند
 DNAممکن است به علت وجود مقدار کم یا زیاد قطعه 

همچنین . تخلیص شده از نمونه هاي بافتی پارافینه بوده باشد
ممکن است به علت حضور درصد پایین از ویروس در بافت 

نه هاي بیوپسی باشد بیوپسی و یا کمبود حضور تومور در نمو
نمونه از موارد مشکوك گزارش شده منفی گردید  12). 22(

ورد م 3مورد با تشخیص پاتولوژي سودوکاپوسی بوده و  4که 
نمونه  7با حذف این . مشکوك به کاپوسی گزارش گردید

افزایش % 90به  Nested PCRدرصد موارد مثبت با روش 
اثبات نموده  KSHVبرخی مطالعات در مورد انتقال  .می یابد

 KSکه ویروس قادر است از طریق دهندگان بافت که دچار 
هستند به بیماران دریافت کننده پیوند عضو منتقل گردد 

، در این موارد گسترش تومور در رابطه با درمان هاي )23(
دو نمونه از موارد مثبت در این ). 24(ایمونوساپرس بوده است 

بهترین روش براي ثبت . ندمطالعه سابقه پیوند کلیه داشت
نتایج مثبت سارکوم کاپوسی و همچنین بررسی شیوع این 

مطالعات ). 21(می باشد   PCRسرطان، استفاده از روش 
        اپیدمیولوژیک و تعیین فراوانی منطقه اي این بیماري

تحقیقات براي ساخت واکسن و کیت تشخیصی  می تواند در
می گردد قبل از پیوند عضو و  در انتها پیشنهاد. گشا باشد راه

غربالگري  HHV8در داوطلبین اهدا خون براي عفونت 
  . صورت پذیرد
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