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  چکیده 
     هرپس ویریدهویروس هرپس سیمپلکس که در انسان ایجاد عفونت می کند،  عضوي از خانواده ي  :هدف زمینه و
  روش هاي متنوعی براي تشخیص این ویروس وجود دارد اما براي ویروس ها روش هایی مثل کشت بسیار. می باشد

تري هستند، اما بروز نتایج متفاوت در  ، تکنیک هاي مناسبPCRروش هاي مولکولی از جمله  زمان بر است، در نتیجه
براي رفع این خطا در این تحقیق  .ز معایب این تکنیک مولکولی قوي استا آزمایشگاهها بدلیل استاندارد نبودن روش

  .گردید PCR-Cloningبه طریق  ICاقدام به طراحی اینترنال کنترل رقابتی 
جهت تشخیص  PCRابتدا پرایمرهاي ویژه  HSVدر این مطالعه براي ساخت کنترل داخلی ویژه  :روش بررسی

براي  PCR روشنیز  طراحی و سپس  IC-HSVبراي  (Composite Primer)پرایمرهاي مرکب . مولکولی بهینه شد
IC-HSV بهینه گردید .IC-HSV   تکثیر شده در پلاسمیدpTZ57R  اشریشیا کلیالحاق شد و سپس درباکتري 

JM107 حساسیت و اختصاصیت تست مورد بررسی قرار گرفت. ترانسفورم و کلون گردید.  
برابر   IC-HSV و محصول جفت باز  454با پرایمرهاي اختصاصی آن برابر با  PCR HSVاندازه محصول   :یافته ها 
تعیین عدد  1000 در هر واکنش ICحداقل  دداتع. بود، که از نظر اندازه، اختلاف مطلوب را با هم دارندجفت باز  662 با

پارتیکل ویروس  100 ویروس هرپس سیمپلکس بین یک میلیون تا DNAبراي  ICهمراه با  PCRحساسیت تست . شد
  .مشخص گردید

، نتایج منفی کاذب که به دلیل وجود مهارکنندگان واکنش  PCRدر کنار سرعت و دقت بالاي تکنیک: گیرينتیجه
PCRاستفاده از یک . دهند از مشکلات مهم این تکنیک هستند که می توانند کارایی این روش ها را کاهش دهند ، رخ می
DNA در واقع تکثیر این . تواند این خطاها را شناسایی کند ل داخلی میدیگر به عنوان کنترDNA  حاکی از صحیح طی

 .شدن تمامی مراحل تکثیر و شناسایی است

   .، اینترنال کنترل PCRویروس هرپس سیمپلکس ، :هاي کلیديواژه
  

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  43-52 صفحه ،دوازدهم شماره ،چهارم دوره ،1391 بهار
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 PCR تست  اینترنال کنترل و بهینه سازي طراحی٤٤
 مقدمه  هرپس ویروس 

نتیجه تماس نزدیک از فردي به  ویروس هرپس سیمپلکس در
  بسیاري از  امل این ویروس  ع. گردد فرد دیگر منتقل می

دهان، چشم و دستگاه تناسلی عفونت هاي پوست و مخاط 
 HSV1از بین دو نوع  ویروس هرپس، ). 1(می باشد انسان

دهانی همراه است در حالی که -عمدتا با عفونت هاي صورت
HSV2  بیشتر عامل عفونت هاي دستگاه تناسلی می باشد که

هومولوژى . از طریق روابط جنسی به شدت قابل اتنقال است
درصد  50تقریباً  HSV-2 و HSV-1 بین  DNA نهائى
الیت ناشی از ویروس هرپس سیمپلکس یک آنسف). 2(است

بیماري بسیار خطرناك است که در صورت عدم استفاده از 
  درمان ضدویروسی اغلب منجر به مرگ بیمار یا ضایعات جبران

موفقیت در درمان این بیماري بستگی به . گردد ناپذیر می
تشخیص و درمان بیماري ) . 3(تشخیص سریع بیماري دارد

نت ویروس هرپس سیمپلکس از جمله هاي ناشی از عفو
ولی . آنسفالیت سالهاست که مورد بررسی قرار گرفته است

علیرغم این مطالعات، تظاهرات بالینی، نتایج آزمایشگاهی و 
هاي سیستم عصبی کمک چندانی به تشخیص قطعی  بررسی

این بیماري ها نکرده و کوششهاي مکرر براي پیداکردن یک راه 
 خطر،  ریع، قطعی و در عین حال بیمناسب براي تشخیص س

مسیري را  PCR انندمولکولی م روشهاي ).4(بی ثمر بوده است
اختصاصیت و % 100براي شناسایی پاتوژن می گشاید که داراي 

استاندارد  روشیبه عنوان  PCRامروزه  . حساسیت است% 99
در عفونت هاي   براي تشخیص ویروس هرپس سیمپلکس

مطالعات . استفاده قرار می  گیرد مرکزي مورد عصبی سیستم
 DNAست که تشخیص و ردیابی ا هاي اخیر حاکی از آن سال

با  (CSF)ویروس هرپس سیمپلکس  به ویژه در مایع نخاع 
براي تشخیص یک روش حساس، اختصاصی  PCR استفاده از 

این روش در مقایسه . به حساب می آیدمراحل اولیه بیماري  در
% 100تا حدود  94و  تر حساس% 98ی ال 96با بیوپسی مغزي 

با این و جود هنوز  به دلیل ). 5(اختصاصی ارزیابی شده است
و مشکلات خاص آن از روش هاي  PCR روشبهینه نبودن 

یکی . کشت ویروس استفاده می گردد مانندجایگزین و سنتی 
جهت تشخیص   PCR بکارگیري روش  از مسائل مهم در 

به منظور تایید  )IC(کنترل داخلی  بالینی پاتوژن ها حضور یک
بر خلاف کنترل مثبت خارجی،  .نهایی تست        می باشد

موجود در  DNA از غیر اختصاصی کنترل داخلی یک توالی
   مشابه است که به طور همزمان با توالی هدف تکثیر شرایط

بدون کنترل داخلی، پاسخ منفی به  PCRدر یک . می شود
 درحالیکه ،تلقی می شوددر واکنش  معناي  نبود توالی هدف

باز داشته شدن واکنش ناشی از عملکرد نا  دلیلممکن است به 
نا صحیح واکنش دهنده ها ،  ترکیب صحیح ترموسایکلر، 

پلیمراز و یا حضور مواد باز دارنده در  DNAفعالیت ضعیف 
که داراي کنترل داخلی  PCRبلعکس در یک . نمونه باشد

کنترل ایجاد می شود، حتی هنگامیکه  است، همیشه یک باند
را  PCRتوالی هدف وجود ندارد این امر می تواند عدم موفقیت 

استفاده از اینترنال کنترل، اطلاعات مهم و  ).6(نمایان کند
منفی  تستاساسی را در رابطه با وجود عوامل بازدارنده در یک 

حضوراینترنال کنترل در تست هاي مولکولی . می کند مشخص
PCR اطمینان از نتیجه منفی صحیح را افزایش می دهد و ،

به عنوان بهترین روش  PCRباعث افزایش حساسیت تست 
مولکولی براي تشخیص سریع و زود هنگام ویروس هرپس 

هدف از این مطالعه طراحی و  ).7(سیمپلکس می شود
تشخیصی  PCRبکارگیري یک کنترل داخلی جهت تست 

د تا بتوان از آن بعنوان تست ویروس هرپس سیمپلکس می باش
 HSVتاییدي با حساسیت و اختصاصیت بالا  براي تشخیص 

 .در نمونه هاي بالینی استفاده نمود
 
 

  روش بررسی
 بهینه نمودن در این مطالعه جهت: HSVطراحی پرایمرهاي 

مراز ویروس  پلی DNA ژن، پرایمرهاي خاص PCRتکنیک 
در سایت  افزار موجود هرپس سیمپلکس به کمک نرم

Invitrogen  بصورتonline توالی . )9(طراحی گردید
 `LEFT PRIMER  5 پرایمرهاي طراحی شده به صورت 

ACCTACCGGCATACAAGCTCA 3` و   
RIGHT PRIMER     

AAGTGGCTCTGGCCTATGTCC 3`      5`  
 .می باشد

   
الگو کشت  DNAبراي دستیابی به   : DNAاستخراج 

در  veroسلولهاي (س هرپس سیمپلکسویروسلولهاي آلوده به 
 DNPکیت کمک به  DNA تهیه و )  RPMIمحیط 

  .استخراج گردید )سیناژن(
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دوازدهمم، شماره ، دوره چهار91بهار   

  و همکاران الهام مسلمی 

میکرولیتر  25مخلوط واکنش در حجم نهایی  : PCRواکنش 
 10Xمیکرولیتر     از  5/2الگو ،  DNAمیکرولیتر  5شامل 

PCR Buffer  ،1  میکرولیتر از هر یک از  دو پرایمر جلویی و
 MgCl2میکرولیتر از  75 /0 ،(10mM)ایمر عقبی پر

(50Mm) ، 5/0 از    میکرولیترdNTP  )10 mM (، 4/0 
صورت  ) l ) Taq DNA polymerase 5u/µمیکرولیتر 

درجه 93پروتکل دمایی به صورت دناتوراسیون در دماي . گرفت
 40درجه به مدت  60ثانیه  و دماي چسبیدن  40به مدت 

درجه به مدت  72پلی مریزاسیون در دماي   ثانیه و در نهایت 
  .سیکل انجام شد 40ثانیه به تعداد  40
  

 5/1در ژل آگارز  PCRمحصول  :PCRمشاهده محصول 
 TBE 0.5Xدر بافر )سیناژن(درصد حاوي سایبر گرین 

  .الکتروفورز گردید
  

قطعه ایی براي ساخت اینترنال کنترل   :طراحی اینترنال کنترل
ه هدف قرار داد)  bp 620( ست انگل لیشمانیاژن کینتوپلااز 
به دو انتهاي این قطعه، دو قطعه اضافی که مکمل . شد

است اضافه شد  HSVپرایمرهاي متصل شونده به ژنوم ویروس 
پرایمرهاي  ).14(گردید bp 662که منجر به تولید یک قطعه 

مورد استفاده براي تکثیر قطعه اینترنال کنترل، پرایمرهاي 
هستند که از اتصال پرایمرهاي جلویی  )جفت بازي 42( مرکب

و عقبی مربوط به ویروس هرپس سیمپلکس به پرایمرهاي 
      جلویی و عقبی مربوط به ژن کینتوپلاست انگل لیشمانیا 

L. major (P strain) بدین ). 13- 14(تشکیل شده اند
توالی پرایمر  HSVپرایمر تکثیري  ′3صورت که در انتهاي 

توالی پرایمرهاي جلویی و عقبی  . لیشمانیا قرار گرفت تکثیري
جهت ساخت پرایمر مرکب  HSVکینتوپلاست لیشمانیا و 

  .آمده است 1براي تکثیر اینترنال کنترل در جدول 
تکثیري کینتوپلاست لیشمانیا و   توالی پرایمرهاي :1جدول 
HSV  جهت ساخت پرایمر مرکب براي تکثیرICHSV  

  
به منظور تهیه اینترنال کنترل  :اینترنال کنترل  PCRواکنش 

 . با پروفایل حرارتی ذیل صورت گرفت PCRواکنش 
ثانیه،  40مدت  گراد به درجه سانتی 93دناتوراسیون در دماي 

ثانیه،  30گراد به مدت  درجه سانتی 55دماي چسبیدن 
  ثانیه   30مدت  گراد به درجه سانتی 72 در دماي پلیمریزاسیون

  
  

  
 72پلیمریزاسیون نهایی در دمایی  سیکل، و 40و به تعداد 

  . دقیقه 10مدت  گراد و به سانتی درجه
  

بدست آمده در وکتور  PCRمحصول  :ICتهیه پلاسمید حاوي 
pTZ57R  به کمک کیتTA Cloning   فرمنتاس کلون

)  Bioneerبه کمک  کیت (پلاسمید حاوي اینسرت  .گردید
به روش سریال ، بدست آمده از پلاسمید . استخراج شد

و به  دگردیتهیه   10- 4و 10- 3،  10-2  ،10 -1 دایلوشن رقتهاي
مورد ارزیابی قرار گرفت تا بهترین رقت  PCRکمک تست 

  .  بعنوان رقت اینترنال کنترل بهینه مورد استفاده قرار گیرد
  

بررسی جهت  : ICبه همراه  PCRبهینه نمودن تست 
  از به همراه اینترنال کنترل HSVبراي  PCR روشحساسیت 

DNA براي این . ت تهیه شدهرپس سیمپلکس ویروس رق
از با تیتر معین یک میلیون پارتیکل ویروس که  نمونهاز منظور 

تهیه شده بود، رقت  ایران انستیتو پاستور بخش ویروس شناسی
پارتیکل ویروس  10و  100، 1000، 10،000، 100،000هاي 

بهینه شده   ICبا مقدار  DNAرقتهاي مختلف  تهیه سپس 
  .مورد بررسی قرار گرفت

 
اینترنال کنترل با کمک  PCRمحصول  :ICکلونینگ محصول 

کلون  pTZ57Rدر وکتور ) فرمنتاس(کلونینگ  TAکیت 
   LB-Agarبرروي محیط  ،پس از انجام مراحل کلونینگ. شد

     .کشت داده شد و آمپی سیلین  X-Gal  ،IPTGحاوي
برروي محیط   pICHSVکلنی هاي سفید جدا شده حاوي 

LB-Agar بوه داده شدند سپس مراحل استخراج کشت ان
  . برروي کلنی هاي رشد کرده صورت گرفتپلاسمید 

  
  
 
  

18bp 5 ′ -TCG-CAG-AAC-GCC-CCT-ACC- 3′  Kinetoplast-
F 

21bp 5′ -AGG-GGT-TGG-TGT-AAA-ATA-GGC- 3′  Kinetoplast-
R  

21bp 5′ -ACC-TAC-CGG-CAT-ACA-AGC-TCA- 3′  HSV-F  

21bp 5′ -AAG-TGG-CTC-TGG-CCT-ATG-TCC- 3′ HSV-R  
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 PCR تست  اینترنال کنترل و بهینه سازي طراحی٤٦
  یافته ها  هرپس ویروس 

بهینه شده توسط پرایمرهاي اختصاصی  PCRمحصول تست 
نشان داده شده  1جفت باز می باشد که در شکل  454داراي 

  . است
  

  
 ،) فنلاند bp  100 ) Fermentas سایز مارکر:  1ستون  . 1شکل 

کنترل منفی :  3، ستون )هرپس سیمپلکس(کنترل مثبت :  2ستون 
  ).TBE 0.5xو بافر % 1.5ژل آگارز (

  
قطعه تکثیر یافته اینترنال کنترل به کمک  PCRمحصول 

  ). 2شکل (طول داشت   bp 662 پرایمرهاي مرکب 
  

  
 bp plus  100 ) Fermentas سایز مارکر: Mستون  . 2شکل 
  .کنترل منفی: 2تکثیر شده، ستون  ICمحصول  :1، ستون ) فنلاند

  
پس از انجام مراحل کلونینگ کلنی هاي سفید و آبی برروي 

  .نشان داده شده است 3شکل محیط کشت در 

  
مورد نظر کلنی هاي آبی  ICکلنی هاي سفید حاوي قطعه . 3شکل 

  فاقد قطعه  
  
  
توسط روش  انتخاب گردید سپس سفید از کلنی هاي کلنی 3

boiling  کلنی بوسیله تست  3هر  . شداستخراج پلاسمید
PCR و با استفاده از پرایمر هاي ،HSV گردید بررسی .

کلون داراي  3مشاهده می گردد، هر  4شکل همانطور که در 
   .بوده اند ICمحصول 

 

  
 bp plus  100 ) Fermentas سایز مارکر: Mستون . 4شکل 
هاي بدست  DNAفاده از با است PCRمحصول : 1، ستون ) فنلاند

هاي  DNAبا استفاده از  PCRمحصول : 2، 1کلنی آمده از 
 DNAبا استفاده از  PCRمحصول : 3  ، 2کلنی بدست آمده از 

  .کنترل منفی: 4  ، 3کلنی هاي بدست آمده از 
  
  

با رقتهاي مختلف   ICبراي PCRتست  بهترین نتیجه
ي  DNA عدد از 1000معادل  که 10-3رقت  پلاسمید در 

  . دیده شد داشت pICHSVپلاسمیدي 

 ۴۵۴  bp
 

 ۶۶۲  bp 
 

 ۴۵۴  bp 
 

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

  ٤٧  

دوازدهمم، شماره ، دوره چهار91بهار   

  و همکاران الهام مسلمی 

  
، ) فنلاند bp plus  100 ) Fermentas سایز مارکر: M . 5شکل 
پلاسمیدي  DNA: 2، ستونbp HSV DNA 454   :1ستون

pICHSV )Net(10-2رقت : 4، ستون10-1رقت : 3، ستون ،
  . 10-4رقت :  6، ستون 10-3رقت :  5ستون 

  
  

رقت هاي با  pICHSVهمراه با  PCRحساسیت تست 
پارتیکل تا  100هرپس سیمپلکس از حداقل  DNAمختلف 

یک میلیون پارتیکل ویروس مثبت پاسخ داد، در صورتی که با 
( ش صورت نگرفتنواکپارتیکل ویروس  100و  1رقت هاي 

میلیون  دهتا  100بین  ICبنابراین طیف پاسخ ). 6شکل 
  .پارتیکل ویروس ارزیابی شده است

  
  

  
 bp plus  100 ) Fermentas سایز مارکر: Mستون  .6شکل 
، pICHSVو  HSV DNAکنترل مثبت حاوي :1، ستون ) فنلاند

عدد  1000 پارتیکل ویروس وي ده میلیون  DNAحاوي : 2ستون 
ي یک میلیون  DNAحاوي : 3، ستون pICHSV پلاسمید

: 4ستون   ،pICHSV عدد پلاسمید 1000 پارتیکل ویروس و
 عدد پلاسمید 1000 پارتیکل ویروس وي ده هزار  DNAحاوي 

pICHSV ،   حاوي : 5ستونDNA  پارتیکل ویروس و 100ي 
عدد  50ي  DNAحاوي : 6، ستون  pICHSV عدد پلاسمید 1000

: 7، ستون  pICHSV عدد پلاسمید 1000 پارتیکل ویروس و
 عدد پلاسمید 1000 پارتیکل ویروس و 5ي  DNAحاوي 

pICHSV  حاوي :  8، ستونDNA  عدد پلاسمید 1000ي 
pICHSV  درصد، بافر 1,5 آگاروز ژل(کنترل منفی: 9، ستون 

TBE 0.5X.  
  
 

  بحث 
ویروس هرپس سمپلکس از جمله ویروس هایی است که انتشار 

هر ساله میزان قابل  ،انتقال دلیل سهولتجهانی دارد و به 
این ویروس طیف . توجهی به تعداد افراد آلوده اضافه می گردد

) انسان ( وسیعی از بیماریها را در تنها میزبان طبیعی خود 
گروه  به دو HSVروشهاي تشخیصی عفونت . ایجاد می کند

روشهاي متواتر شامل . تقسیم می شوندمتواتر و مولکولی 
مشاهده مستقیم، کشت ویروس، سیتولوژیک، ویرولوژیک، 

یک و روشهاي مورفولوژیک، سرولوژیک و ایمونو مورفولوژ
روشهاي تکثیر هدف، روشهاي تکثیر  بهتشخیصی مولکولی 

  ).8(تقسیم می شوندکاوشگر یا پروپ و روشهاي تکثیر سیگنال 
ایج ترین و مهمترین روش از روش هاي تکثیر هدف، تکنیک ر

PCR   بخصوص در است که داراي مزایا و کاربردهاي زیادي
علیرغم ).  9( ستاعفونت هاي باکتریایی و ویروسی  تشخیص

نیز داراي معایب و مشکلات خاص خود می  PCRتمام مزایا، 
ی به اتاي تحقیقه از آزمایشگاه PCRکاربست ). 18 (باشد

آزمایشگاهاي تشخیصی با موانعی مانند نبود استانداردهاي بین 
که نتایج حاصل از  اردو این امکان وجود د بوده المللی مواجه

                ).10(باشدداشته  ه دیگر تفاوت یک آزماشگاه با آزمایشگا
علی رغم حساسیت بالاي این  PCRیکی دیگر از مشکلات 

حضور سنجش بروز نتایج منفی کاذب است که عمدتا به علت 
به نظر می رسد بروز نتایج منفی .  می باشد  ننده هامهارک

کاذب  به علت وجود مقدار زیاد بازدارنده در نمونه هاي 
، )CSF(نخاعی -از جمله  مایع پلورال، مایع مغزي کلینیکی

فاکتورهاي دیگري غیر از   ).11(خون محیطی و خلط می باشد
هدف، نقص در  DNAبازدارنده ها مانند پایین بودن غلظت 

پلی مراز و  DNAعملکرد ترمال سایکلر، عدم واکنش صحیح 
ایجاد نتایج  سببنیز می توانند  DNAاستخراج نا مناسب 

 PCR روشهايبه این ترتیب مشکل اساسی  .شوندکاذب  منفی
شناخته شده، حتی آنهایی که امروزه استفاده می شود، نداشتن 

وجود کنترل داخلی . شده استعنوان ) IC(یک کنترل داخلی 
استاندارد علاوه بر کنترل مثبت و منفی، از  PCRدر یک تست 

رل مثبت بر خلاف کنت ).12(است ویژه ایی برخوردار ضروریات
غیر هدف موجود در  DNAخارجی، کنترل داخلی یک توالی 

M ۱ ۲ ۳ 
۴ 

۴ ۵ ۶ 
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 PCR تست  اینترنال کنترل و بهینه سازي طراحی٤٨
می  لوله مشابه است که به طور همزمان با توالی هدف تکثیر  هرپس ویروس 

غیر هدف یا به صورت مصنوعی طراحی می  DNAاین . شود
کنترل داخلی هدف قرار می شود و یا  ژن خاصی را به عنوان 

رقابتی است روش  ساخت کنترل داخلی  یکی از راه هاي . دهد
از که  دنموخارجی استفاده  DNAاز که در این روش می توان 

 DNAکنترل داخلی و  DNAپرایمرهاي یکسانی براي تکثیر 
در صورتی که براي ساخت کنترل  .دمی کنهدف استفاده  

غیر هدف موجود در نمونه استفاده شود باید  DNAداخلی از 
هدف  DNAو   ICاز جفت پرایمر هاي متفاوتی براي تکثیر 

ود که روش اتخاذ شده غیر رقابتی نام دارد و از نماستفاده 
آنجایی که پرایمرهاي تکثیري متفاوتی طراحی گشته است به 

هاي کنترل داخلی و هدف براي اتصال  DNAطور واضح بین 
در هر دو روش رقابتی و غیر . به پرایمر ها رقابتی وجود ندارد

به علت بکارگیري کنترل  PCRحساسیت و اعتبار  رقابتی 
 ).18(داخلی و تمایز نتایج منفی کاذب و واقعی افزایش می یابد

یج منفی کاذب براي تشخیص هرپس سیمپلکس، خطر انت
به عنوان یک متد تشخیصی  PCR توسعه بزرگی براي 

در نمونه هاي مرضی به شمار  HSV جهت تشخیصاستاندارد 
 این مطالعه طراحی با توجه به این مطالب هدف از . می آید
PCR  همراه باIC  رقابتی براي ممانعت از ایجاد نتایج منفی

در این مطالعه  ).13(می باشدکاذب ناشی از بازدارنده ها 
 PCR صحت انجام ساخت کنترل داخلی جهت تشخیص

ویروس هرپس سیمپلکس به صورت رقابتی و با بکارگیري 
 bp(وپلاست قسمتی از ژن کینت. شدپرایمرهاي مرکب انجام 

620(  DNA  لیشمانیا جهت ساختIC استفاده شد)14 .(
دنباله ي پرایمر هاي تکثیري  HSVپرایمرهاي تکثیري 

DNA  لیشمانیا قرار گرفته و پرایمر مرکب)composite 
primer (به علت اختلاف اندازه ي  مناسب . را به وجود آورد

) IC= 662 bp , HSV DNA= 454 bp(این دو محصول 
حاصل شده بر روي ژل آگارز کاملا  محصولایز هر دو تم

استفاده  Belakو  Fordany 1996در سال  .می باشد مشهود
از یک مولکول استاندارد را به عنوان معیاري براي نمایان سازي 

در این . درستی واکنش و آشکار ساختن خطاها پیشنهاد کردند
ین سنجش در ا. مطالعه یک متد سریع و آسان پیشنهاد گردید

 bovine leukemiaویروس   DNAبراي شناسایی 
(FIPV-RT-PCR)  از روش تکثیرcDNA استفاده شد .

غیر متجانس که قسمتی از ژن  DNAاز  یک  ICبراي ساخت 
بود، استفاده گردید و مولکول ) beta-acin(ین انسانی کنآ-بتا

نامیده شد که داراي جایگاهاي اتصال  mimicاینترنال کنترل 

 5در این سنجش . ویروس هدف بود DNAپرایمر یکسانی با 
مولکول کنترل داخلی در تکثیر همزمان استفاده  20تا 

 Olgemollerو  Burggraf، 2004در سال  ).15(گردید
براي نمایان ساختن نتایج منفی کاذب و افزایش دقت تکنیک 

real-time PCR ساخت ، شروع بهIC  الیگونوکلئوتیدي که
. هدف بود، نمودند DNAشامل پرایمر و جایگاه اتصال پروب 

  ICساخته شد که این  MTBCبراي  ICدر این مطالعه 
 DNAالیگونوکلئوتیدي مستقیما به نمونه ها قبل از استخراج 

 625تا  60در تمامی تست ها  ICتعداد مناسب  . اضافه شد
 25براي حداقل  ICشد و این رقت  کپی در هر  واکنش تعیین

در . کپی در هر واکنش مورد تایید قرار گرفت 5000و حداکثر  
را از هم  ICاین مطالعه دو پروب نشان دار متفاوت هدف و 

و همکارانش در همین سال  Dingle  ).16(متمایز می سازد
را براي  RNAغیر رقابتی از جنس  ICتحقیقی براي ساخت 

Reverse Transcriptase PCR ویروس  9تشخیص  جهت
از ژنوم تغییر یافته ي ویروس  ICاین . تنفسی آغاز نمودند

هپاتیت دلتا بود که ساختار غیر معمول آن  باعث افزایش 
مقاومت و پایداري در مقابل نوکلئازها  می شود و این امر 

براي . محسوب می شد ICمزیتی براي استفاده از آن به عنوان 
نوم ویروس هاي مختلف از پرایمر هاي متفاوت و ژ ICتکثیر 

. استفاده شد که موید غیر رقابتی بودن آمپیلیفیکاسیون بود
فمتو گرم  10میزان کنترل داخلی استفاده شده در این مطالعه 

 RNAمولکول  100تا  10حساسیت تست بین . تعیین گشت
از آمپیلیکون ) IC )bp 761آمپیلیکون . در هر واکنش بود

 ).17(ویروس هاي هدف بزرگتر طراحی شده بود 9تمام 
استفاده از پرایمر هاي یکسان براي کنترل داخلی و هدف یک 
مزیت محسوب می شود زیرا ست هاي چندگانه از پرایمر هاي 
ممکن است با تکثیر یک یا هر دو ژن هاي هدف به دلیل 

تفاوت در سایز، . تفاوت در توالی پرایمر ها تداخل پیدا کند
لی هاي داخلی محصولات تکثیر شده و نسبت مقادیر دو توا

DNA  همچنین ممکن است با تکثیر DNA  هدف تداخل
 PCRبنابراین در یک تست تشخیصی مبتنی بر . پیدا کند

علاوه بر نمونه، کنترل مثبت، کنترل منفی و کنترل فاقد 
DNA 2010در سال  ).12(نیاز به یک کنترل داخلی نیز دارد ،

Jing chen  و همکارانش در مرکز تحقیقاتی مواد غذایی
آمریکا در مطالعه اي براي ممانعت از نتایج منفی کاذب در 

 salmonellaو  salmonella entericaشناسایی 
typhimorium   توسطreal-time PCR  کنترل داخلی

توسط کنار هم قرار دادن  ICپروب . رقابتی را طراحی نمودند
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هدف و یک الیگونوکلئوتید تک تصادفی سکانس هاي پروب 
نمونه  40ساخته شده براي  ICزنجیره ساخته شد و 

salmonella.spp  100 %مقدار . اختصاصی عمل نمودIC 
موجود  DNAو حداقل . تعیین شد f/g  44,2در هر واکنش 

و  S.typhimoriumاز     fg/PCR 41,2در هر واکنش 
fg/PCR 18,6   ازS.enteric  در این  .)18(تعیین گشت

خاص  در جهت  ساخت کنترل  روشمطالعه نیز با استفاده از 
، یک کنترل داخلی PCR HSVداخلی براي تست تشخیص 

در این مطالعه طراحی  یک  ).18و 15(جدید طراحی گردید
خارجی  DNAکنترل داخلی با کیفیت با استفاده از یک قطعه 

یر توسط از استخراج تا تکث PCRبراي ارزیابی تمامی مراحل 
. ه شدپرداخت PCRو حتی شناسایی محصول  PCRدستگاه 

همراه با کنترل داخلی یک  PCRاین مطالعه نشان داد که 
تکنیک ایده آل براي شناسایی  و تشخیص  نمونه هاي منفی 

بدین وسیله نمونه هاي حاوي کنترل . واقعی به حساب می آید
ه حذف مراحل داخلی لازم به آنالیز و بررسی دوباره ندارند ک

اضافی و حتی تکرار تست باعث کاهش در هزینه و اتلاف وقت 
نتایج به دست آمده در این مطالعه نشان می دهد  .خواهد شد

 DNAکه کنترل داخلی ساخته شده براي تکثیر همزمان با 
ویروس هرپس سیمپلکس بدون کاهش محدوده ي تشخیصی 

PCR مقدار  در این تحقیق، حداقل. ، مناسب خواهد بودIC 
هدف  و همچنین حداقل میزان  DNAکه براي رقابت با 

DNA  هدف  قابل شناسایی با آزمودن نمونه هایی که داراي
را محاسبه و تعیین  دندهدف بو DNAمقدار مشخصی از 

ویروس هرپس سیمپلکس همراه  PCRتست تشخیص . گردید
با کنترل داخلی تکثیري طراحی شده، می تواند باعث افزایش 
چشم گیر اعتبار و دقت آن در شناسایی ویروس در نمونه هاي 

در یک سنجش تشخیصی، کنترل داخلی  ).21و18(مرضی شود
طبیعتاً  کهمثبت کند  PCRهمیشه باید ایجاد یک نتیجه 

 که نتیجه منفی حاصل شده، واقعیدهنده آن خواهد بود نشان 
کنترل داخلی . نبوده است PCRمی باشد و ناشی از مهار 

می تواند مؤید صحت مراحل استخراج نوکلئیک اسید،  همجنین
سی نشان رنتایج این بر .باشد PCRتکثیر و تشخیص محصول 

هرپس  PCRدر تست هاي تشخیص  ICمی دهد که کاربرد 

سمپلکس ویروس،  حساسیت تست را با توانمند کردن محقق 
براي تشخیص  افزایش می دهد و  امکان شناسایی تست هاي 

را مهار می  PCRاشته شده و تست دوباره نمونه هایی که باز د
،  ICبه علاوه نتیجه مثبت سیگنال ). 19(کنند را می دهد

نشانگر این است که تکثیر اتفاق افتاده و بنابراین این اطمینان 
را به وجود می آورد که نتایج منفی تست هرپس سیمپلکس 

ی مبتنی بر بنابراین در یک تست تشخیص .حقیقتا منفی هستند
PCR  علاوه بر وجود نمونه کنترل مثبت و کنترل منفی  نیاز

اگرچه یک کنترل . به وجود یک کنترل داخلی نیز می باشد
است و خودش به  PCRداخلی فقط یک شناساگر خطاي 

). 12تنهایی هیچ اثري در برابر فاکتور هاي مهار کننده ندارد
ساده سعی بر این  PCR با استفاده از  معهذا، در این تحقیق

یج منفی کاذب در تشخیص هرپس اشد که براي شناسایی نت
سیمپلکس ویروس یک کنترل داخلی رقابتی طراحی شود که 

همچنین امکان استفاده از . به اعتبار و حساسیت تست بیفزاید
هاي تشخیص طبی در مرکز  آن تقریباً در تمام آزمایشگاه

  .استانها وجود دارد
  

  نتیجه گیري
ین مطالعه از روش رقابتی با بکارگیري تکنیک هاي پرایمر در ا

  PCRمرکب و کلونینگ براي ساخت کنترل داخلی تست 
در این روش به دلیل یکسان . هرپس سیمپلکس استفاده گردید

بودن پرایمر ها، میان کنش بین آنها وجود نداشته که خود 
حی و بنابراین در این مطالعه با طرا. مزیت این روش می باشد

در  PCRساخت کنترل داخلی سعی بر استانداردسازي روش 
  .گردیده است HSVتشخیص 

  
  تشکر و قدردانی

از اساتید و مسئولان دانشگاه آزاد اسلامی تهران 
و همینطور موسسه دانش بنیان ایرانیان ژن ) قیامدشت(شرق
که به صور مختلف پیشبرد این پژوهش را یاري نمودند  فناور

  . نی می شودتشکر و قدردا
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