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7رياحمدرضا شمشيدكتر،6زاده دكتر اردشير قوام
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CMV و بافـت جامـد ويروسيترين پاتوژن به عنوان مهم  در دريافت كنندگان پيوند مغز اسـتخوان آلوژنيـك
پيـشرفت. درصد است30-100بر اساس مطالعات سرواپيدميولوژي، شيوع آن در كشورهاي مختلف. باشد مي

مي استخوان پيوند مغز درصد از گيرندگان20-25 تنها در CMVبيماري  بـه دليـل تـشابه علايـم. افتـد اتفاق
و متفاوت بودن درمان ايـن دو، لازم اسـت بـا پيوند مغز استخوانو پيوند در دريافت كنندگان CMVبيماري 

 را در گيرندگان پيوند مغز اسـتخوان بررسـي CMVميزان بار، Real-Time PCR(RQ-PCR)استفاده از روش
. نمود

*��� ���� �(
آن.ه انجام شده از نوع توصيفي بود مطالع هـا كليه گيرندگان پيوند مغز استخوان آلوژنيك كه خـود يـا دهنـده

و روش آنتي CMVآلوده به  آن بوده  گيرنده51. مورد مطالعه قرار گرفتند،ها مثبت بود، به ترتيب مراجعه ژنميا
آوري نمونه خون كامل جمع415ر رويب. روز پيگيري شدند100پيوند مغز استخوان به شكل هفتگي به مدت

، RQ-PCRبراي تهيه اسـتاندارد. بررسي گرديدژنمياو آنتي RQ-PCRبا دو روش اين ويروس ها، شده از آن 
شد pp65مربوط به پروتئين UL83ژن تككلون  اسـتفاده Real-Time PCRمن برايو در اين روش از پروب

م.گرديد و تحليل.)=169/0correlation coefficient( داري داشتند عني نتايج دو روش با هم ارتباط  براي تجزيه
و ) Chi-square(دو، كـاي)Mann-whitny(، مـن ويتنـي t(t test)هـاي آزمونو3/11SPSSافزار نرمنتايج از
شد) Spearman(اسپيرمن .استفاده

��+�
 �(
 نمونـه81 نمونه مثبت،93از. بودRQ-PCR ،cells 105×2:copies 107×15-101×13گستره تشخيصي

 در RQ-PCRاولين نتيجـه مثبـت. بودند)cells 105×2:copies 103×4/1(داراي ميزان كپي بالاتر از آستانه
preemptive 16 بعد از درمـان RQ-PCRزمان لازم براي منفي شدن. روز زودتر بود13ژنميا، مقايسه با آنتي

. روز بود
�,���-��� 

، شاخص مناسبي براي تعيـين موفقيـت preemptive بعد از درمان RQ-PCRنتايج ما نشان داد كه نتايج منفي
و زمان قطع درمان مي  در بيماران تحت مطالعه، به نوع داوري سركوب كننده ايمني CMVواكنش. باشد درمان

.بستگي داشت
 PCR، سايتومگالوويروس، پيوند مغز استخوان:�/ #.���#.$

������ 	���
:�/�/��
����� 	���
:��/�/��

����� ���� � ��� �
�!" #$�% &�'$��( )�%��% ��� *�+,�% ��-.�/ 0�+1+2
 3(�- 
4�*�56- 7 5- :PhD ���!�% ) �1,����� 0�+1+2
 3(�- �����,/%89,:��$ �,(� ��,/��!1� �%�;,/% 3<- #��1� � ��� �=�% >�#'? )9,6��@��@ 
A�PhD ) 9'1 �� ��� �
�!"���!�% �%��% ��� *�+,�% ��-.�/ 0�+1+2
 3(�- �����,/% 
@���� �
�!" BC;
 >�� %��� �=� )9,:��$ �,(� ��,/��!1� �%�;,/% 3<- #��1� � ��� �=�% 8��� 0�+1+2
 3(�- �����,/% 
��D E�FG�%� 9=$3� E#=G�%� ) ��� �=�% ��� �
�!" BC;
 >�� .%�1$ 9=$3� H�I 
��9,:��$ �,(� ��,/��!1� �%�;,/% 3<- #��1� � ��� �=�% 8��� 0�+1+2
 3(�- ��,/% ) ��� �=�% ��� �
�!" BC;
 >�� 
��PhD 9,:��$ �,(� ��,/��!1� �%�;,/% 3<- #��1� � ��� �=�% 8��� 0�+1+2
 3(�- ) 9
�1J ��-K 
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�%�;,/% 3<- #��1� ��L#��1L �� &����� �F-�,��/ ��� ���MN O %#1!J �,(��%��=!" �

�

���	� 
CMV PQ- �%�'D O�� ���
�� R��
 ��L#��1L �� 9/���

 #)-�S �)��� � �)1��� K �%�;,)/% 3<- #��1� )allogenic 

bone marrow and solid organ transplant recipients (

9- #$��)A��.(W�1)$ 8��� �1-#1�%��/ 0�: �X- &�/% ��

 9- 7I,;- ��"��G( �� �K 9-�/ �
 #�%�
�YY%#$��)@.(

['))(%� �� 9))/���� ��))"�Y%��L#))��1L .% 3))<- #))��1�

�%�;,/%)BMT ( 9- \� �1��� K �]'- �/% R=!- � #"�

 ���)!1� ���G)1� O�CMV ��)$ .R)�% .% 9)$�� �)��MD

 ̂ ��$ .% 9=� 8&���� � E��)� #)��1� .% #):� _�%�D R��


PQ- �)1- � `�- � 9L��,�% ��( .% a-�D R��
 #)��1� .% #):�

9- �%�;,/% 3<- #$��)���8A.(

CMV P �/ �%��% �� b�C)� O)� 9'!�% P,61/ c/�
 

*�,'( 9 �I/ 9'!�% P,61/9-��$ �� B+� �� �%��% �� 9 � 

9'!�% P,61/ 7:d)�#)��1� �%�)�% ae- (� O),��� [�%3)�%

 9)- ���!1� ��]�% fg�,��Q� � 9-��� hD�� ��)$)�.(���G)1�

 ���!1�CMV �� �Q'
 4��4Y\� �#��1� �%��!1� .% #?�� 

9))- � E�%� ))�% h))D�� #))�%�
 8�))1
�i" O))� �%#:,))/% [�%3

�))��MD 8�))1'1
� 8�1 �M6))�K 89��))-�'� 89))$�%�L ��))"

 ���)L �%��!1� `�- ���Q� �� � #��1� �� 8�1 �(��,�%)�Y�

�8�8@.(���!1� �� 9!�jD R1'k ��#��1� )GVHD(��J 

9- \� 31� #)"�)��.(9��)�.�% B1;G)
 �%�)� O)1 �% ��)"

 *�:� ���MDCMV 9- P�jD W��$ .% #:� �)� 9) � #')$��

 9- ��� �'=
 ���G1� B1;G
 %� ���MD 8�K .% alm �%�


�%�)4.(���)))!1� O��G)))
 a)))1 � O)))�CMV �GVHD �� 

��L#��1LBMT R)�% �� n� 8�� R�% ��-�� ���� 0��M,- �

9- ��� ��!� ��/K %� B1;G
 �%�
.

���!1� #1 �
 .% ��1L�IS �%�� 9/�/% ��� ��CMV 

��!1� E��L R�% ��9- E��M,/% �% ��$:

��O)( 9�%��)!1� H�!
 �� 89/���� #d �o5- ���%� 3��]
 

�#)]- �#)$ *�):� �X� ��CMV 9)- O)� O)( #')$��

�/% p��:- 9-�!D 96(j1���� .

4�M,/% )"��%� .% E��)d ��))b�;$% �� c+� 89/���� #

'(%� �%�%�)/���� [)lm 9)m� .% a))) O)( 8���)!1� W�

))��%�.�� ��))-�� %� �KE#)preemptive therapy (#))'��L 

)�A8�48�.(

.% 8����I=1)/ ��)L O)I!S .% 9)/���� #)d ��"��%� 

���!1�CMV �� 0#- E��)( �:��!- #��1� .% #:� E�- O/

fg�l��+
 ��Y��Y.% 9)$�� �)1- � `�)- � ���!1� .% #?�� 

9- ["�( %� �K "�#')��8�.(R)�% O)� q���- �1!/ 9 �

�))"��%�)cidofovir 8Foscarnet 8ganciclovir ( �%�))'D O))�

 E#!D a=G- �/% E#��- 9m�� �%)�@.(R)�% O( 9��S �K .%

�I1- a))-%�D h))D�� � E��))� �16))(�
��M� � �16))(�


 ���MD O� �%#:,/% � 0#- 9�r�s 9'���
�� �)?�� ��)"

 O����o � tIs)9��)��,(�� � 9k��m (9)- 9)��s .% � #��)$

 ���!1� ���G1�CMV �� �Q'
 4��4Y�%��)!1� .% #)?�� 

9- \� R)�% .% 0#)- E�
�( � 9?�C,�% E��M,/% n� 8#"�

 �K 9l��)S _�%�)D .% 8r�)� �)X� �)� �%��)!1� �� 8a-%�D

9- #"�()��8�A8�8A8�.(��)"�(��- ��)S� H3I,6- R�%

[1))� �))QS 9��))/�'$ O))I!J 9��))LCMV .% E��M,))/% �

��� �%�))� 9?�C)),�% � &�6))J 8u))1m� 8^��))/ ��))"

B1;G
 9- r�� �X� �� �%��!1� #$��)��8�4.(#)��� O),l %

 B1;G)
 OG)1!" O)( �)$%� �v� ��CMV 89��)Q'
 O)� 

R11:
 3)1� 9'1 �)� P)�jD � E��)l� ��)-�� O� .�1� E#''( H.r

9- #$��)��8��.(�%3)1- 9)/��� �- p#" u1+2
 R)�% �� 

��� �� .% E��M,/% �)� &����� �F-�,��/ ���Real-Time 

PCR �K �9)), �%�;,))/% 3))<- #))��1� ��L#))��1L �� �))1!��

��� 9,:��$ ��,/��!1� O� E#''( O:S%�- �1��� K .


�� � 
��� ��
9M1)?�
 W�)� .% E#)$ H�]�% O: �X-)Cross-sectional (

��� .�� ��� O( �1��� K �%�;,/% 3<- #��1� ��L#��1L O1I(

 �K E#'"� O� E�� K �"CMV 9),�K ��� � E��� K �)1!����)"

 #',��L �%�m O: �X- ���- 8#���� �le- .t)1
�
 O)� �%��)!1�

 0#- O� 9F,M" 0��? O� � w�;,�% O:S%�-�YY #:� .�� 

#�#$ ��1F1� #��1� .%)�A8�8�.(

O��!� .% 8�%��% 8�!)/j� 8a)-�( ��)� a)e- 7I,;- ��"

K) �3))<- ^��))- 8�%�;,))/% 3))<- 8O))�� �%�r � ��1))/%�1i/

 -K ^��- 89D�;� 96��1� � 9'- ^��- 8�IL ��G,6$ 8�1
�1'

 9- ���� ��!� E��M,/% �%�
)�x8��84.(t/�'- O)��!� R��


 R11:
 �%��CMV DNA �1)/�=  �� a-�( ��� O��!� 8�)"

9- #$��)4�84Y.(.% u)1+2
 R�% ����A9)I1- )� �),1  ��
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��� E@8E��!$�8��Q���

�

��+:�% #d E%�!" O� a-�(EDTA #$ E��M,/% .O)� O)S�
 ��

 ��G- 0�: �X- O: �X- 8��S�- 0���=-% 8E#$ H�]�% O0�I��� 

*�-�� �#��� ���-K ��"AxO)( �%�;,/% 3<- #��1� E#��1L 

�K E#'"� �� ��� O� E�� K �"CMV 9,�K ��� � E��� �)1!��

�K ���)!1� W�)� � n'S � R/ .% �v� p�? 8��� �le- �"

 O� O'1-. O:S%�- t1
�
 9- w�;,�% #�#$ .R,)�� r�)� �%�)�

/�6J O)��!� ��%� �)/� .% *�!,J% � ��( �1 R1)J �� �)"

9� .% 8��1L��#$ E��M,/% ��!1� .�R,��)F� a)1 � O� ��!1� 

� � #��1��#)$ E�. ��)'( 8#)��1� .% n� OI?��j� 0�� #��

fg�,��Q�@A0#- O� 9F,M" 0��? O� ��!1� �YY.% #):� .�� 

#�#))$ ��))1F1� #))��1� .��� �))� W�))!]- ��@�� O))��!� 

�-.K#$ H�]�% [� .

ـ:1شكل  كنترل منفي4 كنترل مثبت، ستون3، ستون+CMV نمونه بيمار2و1 استخراج شده، ستون DNAهاي بر روي نمونهCMV PCRالف

β2ـب. سايز ماركر5و ستون PCRهاي ميكروگلوبولين بر روي نمونه DNA و4 نمونه بيمـار، سـتون1-3 استخراج شده، ستون  كنتـرل منفـي

د مراحلـج. سايز ماركر5ونـست copies/µlهـاي منحني اسـتاندارد بـا رقـتـذ.copies/µl107-104هاي نمودار استاندارد با رقتـ كلونينگ

107-104.

w 7 %

169  bp135  bp

Standard 7=107 copies/µl
Standard 6=106 copies/µl
Standard 5=105 copies/µl
Standard 4=104 copies/µl
Standard 3=103 copies/µl
Standard 2=102 copies/µl
Standard 1=101 copies/µl
Standard 0=1 copies/µ

y � 4 @A �� 4 A @ �

شماره سيكل

س
سان

ور
فل

)
F1

/F
2

(

copies/µl�Y�=��%#��,/%�
copies/µl�Y�=��%#��,/%�
copies/µl�Y�=��%#��,/%�
copies/µl�Y@=��%#��,/%@
copies/µl�YA=��%#��,/%A
copies/µl�Y4=��%#��,/%4
copies/µl�Y�=��%#��,/%�
copies/µl�=��%#��,/%Y

ل
يك

س
ره

ما
ش

لگاريتم غلظت

{ �
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�%�;,/% 3<- #��1� ��L#��1L �� &����� �F-�,��/ ��� ���MN O %#1!J �,(��%��=!" �

�

و پروب:1جدول و مواPCRتوالي نوكلئوتيدي آغازگرها  Real-Time PCRو PCRد مورد نياز جهت انجام، شرايط

و پروبآغازگرها PCR Master Mixشرايط RQ-PCRشرايط

/%��
���1|�-� �� ��˚Cx� 

|%��@m�1O+�)|�-�˚Cx� 

|%��AY��o 1|�)-� 8O˚C�Y 

|%��AY��o 1|�-� � O˚C�4 

|%�))�@Y��o ))1O(�))�%|@Y

/1a})|�-� ˚C�4 |%�� �

m�1O+

/%��
���1|�-� �� ��˚Cx� 

|%��@m�1O)+)|�)-�˚Cx� 

|%��AY��o 1|�)-� 8O˚C�Y 

|%��AY��o 1|�-� � O˚C�4 

|%�))�@Y��o ))1O(�))�%|@Y

/1a}8|�-�˚C�4 |%�)� �

m�1O+

Buffer 10X, 
MgCl2 50Mm, 

dNTP mix 10mM, 
 CMV-F 10µM, 
 CMV-R 10µM,  

Taq Polymerase 5u/µl 
 

CMV-RT-F-5-
GCAGCCACGGGATCGTACT-3 
CMV- RT-R-5-
GGCTTTTACCTCACACGAGCATT-
3
CMV- PROB-5-FAM-
CGCGAGACCGTGGAACTGCG-
TAMRA-3 

1-FAM : 6-Carboxy  fluorescein 
2-TAMRA :6-Carboxy tetra methyl rhodamine 
 

y%�;,/%DNA:

DNA ���)1( �1( .% E��M,/% � �#��$�S ��� �� O� 

#))���L y%�;,))/%)44.(�))QS ��))S� 9))/��� DNA �� 

O))))��!� 8E#))))$ y%�;,))))/% ��))))"PCR�� �%�))))� β2

#$ H�]�% 31� R1 ���IL��=1- .[��)-.Kβ2R1 �)��IL��=1- 

O)��!� O!" �%�� R)�% ���)� 9)M'- � E��)� �)le- #)��� �)"

 ��S� H#D O 3'- O� [��-.KDNA H�)]�% � �/% O��!� �� 

�))-.K�[CMV PCR 9))$.�% O))s���- O))��!� ��� �))� 

��%#�)$a=�w8)(44.(

RQ-PCR:

O��!� ��� �� ��"DNA .% E��M,)/% �)� 8E#)$ y%�;,/% 

*�#)S �� y�#'- w��� � �"�L.�NK�8CMV PCR H�)]�% 

#$)a=$�7 % 8*�#S ��.(��%#��,/% O1Q
 �QSCMV 

RQ-PCR �1( .% E��M,/% �� p#" O:Xm 8InsT/AcloneTM 

PCR Product Cloning Kit ��I( 8.�,'-�� #)���L )a=)$

�y 8()44(.� �)vIN R1)1:
 8#1!)/j� y%�;,)/% .% n�

 ~g�,��Q� 8�K 9i( �%#:
 Ol/�2-Real-Time PCR E��M,)/% �)� 

�m� .% E%� ��%#��,/% 7I,;- ��" O��!� �%�� � �.%#�% ��)"

���L H�]�% �%��!1� .

E.%#�% 0��? O� ��� R�% �� 9��Q� O]1,� 9)!( ��)1L

- u��s .% 8uIX- 9i( �%#:
 Ol/�2CMV DNA O)��!� �� 

#-K �/� O� ��!1� .E�F,/� �� 0�Djs% a1I2
 �%�� Light 

CyclerH�))� O))-���� .% H�))� O))� E�F,))/� ��%3))�%Second 

Derivative Maximum Method#))$ E��M,))/% .R))�% ��

 a=1/ �%#:
 ��(��� ��s O� ���Cross Point O)��!� �" 

#���L B;G-)Cross point �" OX+� O��!� �� O( �/% �%

 E.%#�% � E#$ 9!,���F  .�� ��%� a=1/ �K 9��Q� 9!( ��1L

 O6��+- �� OX+� R�% ��Cross point O��!� ��" O)� �l6� �"

 9- �/� O� ��%#��,/% 9'2'- #�K)a=$�� 8{ 8((.O�3]
 �� 

.% 0�))Djs% 9��))Q� a))1I2
 �H�))� �%3))�%A/��SPSS�

��-.K ��"tR- 89',����( 8#$ E��M,/% R-�1i/% � �� .

����� ��
�P" ��s O� O��!� 8��-. ����� �� �)"Real-Time 

PCR 9,�K ��1!��8pp65 �le- #)���� 8�@��� �)� O)��!� 

Real-Time PCR 9),�K ��� �)� 9) � �)le- 9)M'- �)1!��

#���� .��A4x 831� O��!� CMV 9m�)� 9M'- ��� �� �" �� 

#��- .!
 R)1� 9,�K �� E#-K �/� O)� �)��,� H�) � �1!��Real-

Time PCR 9)':- q�l
�% #)$ E#"�G)- ��%�)Y�4/Yp<  8

��x/Y:cc .(�49)),�K �%�%� O))��!� .% �
r�))� �))1!��)cells 

�Y�×4:positive cells 4Y≥(cut off#���� .O)( 9 �J ��

�� �%�%� O))��!� Real-Time PCR�%#))+- .% �
r�))� )cell 

�Y�×4:copies �YA×@/�≥(cut off#���� .

�%��!� O� OS�
 �� »7) % «a=)$ ��4�%3)1- R1F��)1- 8

*�I/ ")9,�K ��� �� �le- �� 9s �%��!1� 9-�!
 �� 8�1!�� 

9� 0#- R1)� 8��)( [�%3)�% O� W��$ P]'� O,M" �� ��1L

O,M" ��"��x���� ["�( �K .% n� � #1/� �e(%#J O� .
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 در Real-Time PCR نمـودار توزيـع فراوانـي نتـايجـب. در جمعيت تحت مطالعهpp65ژنميا نمودار توزيع فراواني نتايج آنتي:الفـ2شكل

با نتايج آنتيتوزيع فراوانينمودار-ج. جمعيت تحت مطالعه .Real-Time PCRژنميا

�%��)!� O)� O)S�
 �� »w«a=)$ �� 4�%3)1- R1F��)1- 8

CMV DNA 9))� 0#)- 9s �%��!1� 9-�!
 �� �� ��))1L

 %3�% O� W��$ H�/ O,M"��e(%#)J O� P]'� O,M" �� 8��!� [

���� ["�( �K .% n� � #1/� .R)�% �%��)!1� .% 9)��� ��

���� [�%3�% E����� �%31- .

�%��)!� O)� OS�
 ��»y«a=)$ ��4OI)?�� R1F��)1- 8

��-. O( 9Real-Time PCR 9),�K .% �)
��. O,6)�%�
 �)1!��

 8��)$ �le-�/���)� O),M" .9)':�Real-Time PCR 8�/�

O,M")�A.�� (9,�K .% �
��. #$ �le- �1!�� .

��� 
�� �/��%( .%)!1� a)- �%��): �X- ���))�� � O�/4�%

��)� [�%3)�% �%�%� �%��)!1�CMV DNA ���)!1� P)�jD 8

CMVE#"�G- #$.9��)�.�% ���),� n�Real-Time PCR 8

[1)� �%�� ���,(�� ���)!1� 9��)LCMV W�)m� .% a)lm 8

�/% �K 9'1 �� P�jD .O: �X- �� ���� ���)!1� .��)� �%3)1- 

CMV 8#��1� .% n� �%��!1� �� 4��4Y#)?�� �)/� O)� 

#-K)4A.(

�� A/��%�� � O: �X- ���- �%��!1� a( @/AY%�%��!1�

�%31- �� ��� �r�� CMV DNA ��-�� 8preemptive H�)]�%

#$ .-K �/� O� ���,�)G)� E#))��%� ��)O)� .�)1� R1)� O)( #

��-��preemptive ��)� ���)� r�)� �CMV DNA q�)l
�% 

9':- #)$ E#"�G- ��%�)YY�/Yp< .( R)�% O)� q�)l
�% R)�%

 ��-�� O( 9�%��!1� �� 8�/�':-preemptive �%3)1- 8#',$%� 

���CMV DNA r�)� �)/%8�K�%�)� ��)X��� �%�)�% �)"

 ���!1�CMV 9-#'$�� #)��%� .�)1� ��,G)1� OS�
 O� �..%

��)-�� O)( ��%�)�% �� 9��spreemptive �%3)1- 8#',)$%� 

CMV DNA #1)/� �M)? O)� � O,��� ["�( E�� �)Q'
 �4

�%31- ��!1�CMV DNA �#]- ��-�� �� O( O,�� r�� E����� 

% O)),��� ["�))( [�%3))1-�))/ .�� �K �%3))1- O))( 9 �))J ��

 ��-�� O( 9�%��!1�preemptive r�)� E�%�)!" 8#���� O,��F� 

�1" � E��� #1/�� �M? O� E�L .
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�%�;,/% 3<- #��1� ��L#��1L �� &����� �F-�,��/ ��� ���MN O %#1!J �,(��%��=!" �

�

��)-�� �� �%��!1� ��+� �%31- preemptive 8�YY %�� �

��))-�� ��#))� �%��))!1�preemptive 8�/x�%��))� .�1))"

 #G� E#�� �%��!1� �� 9���%� �-��+- .#'k �" ��4��)!1� 

��)� 8����I=1)/ ��)L �)� ��)-�� ^Xm .% n�CMV DNA 

���� [�%3�% .

�� �x%�%3)1- 8O: �X- �2
 �%��!1�CMV DNA #):� 

�%� ��G))� [�%3))�% 8#))��1� .% .O))]1,� 3))1� &�))-�
 � .#))'-

O��G- #����K �/� O� �% .[�%3)�% �%3)1-CMV DNA �� 

1�!�K O: �X- ���- �%�� 8#��1� .% #:� �" 4��4Y��)� #?�� 

()� O)���!1� ���G1� hD�CMV #)���L �%��)!1� R�% �� 

)�8A(.

�)�� 8E#-K �/� O� t �X- O� OS�
 ����)s O)� O��!� 

P))" ��))-. 8CMV �� ��� �� �))"Real-Time PCR �

9,�K �1!��pp65 �� 8#)$ �le- �@8O)��!� CMV ��� �)� 

Real-Time PCR9,�K ��� �� 9 � �le- ��#)$ 9M'- �1! .

��A4x831� O��!� CMV#��- 9m�� 9M'- ��� �� �" �� .

�4 9)),�K �%�%� O))��!� .% �
r�))� �))1!��cut off)cells 

�Y�×4:Positive cells 4Y≥(O( 9 �J �� #������O��!� 

O]1,� �%�%�Real-Time PCR �%#+- .% �
r�� cut off)cell 

�Y�×4Copies: �YA×@/�≥(���#�.�%31- R�%cut off �)� 8

O): �X- R)�% O��G)- O( [�%��=!" � aF'- u1+2
 O� OS�


 #))-K �))/� O))� 8��))�)4Y.(�%3))1-cut off ��� �%�))� 

9,�K O)� O)S�
 �� � 3(�- �� �v� ���- ��1:- &�/% �� 8�1!��

 9- ��j� u1+2
 #$��)4@.(1�))��,� R))e- �))� �l).% �
r�

cut off� E#-K �/� O�)� �),�K ��)9�)1!��pp65 ��� �

Real-Time PCR ))l
�% 8)))':- q�)9#))$ E#"�G))- ��%� 

)YY�/Yp< .( 

9,�K �� E#-K �/� O� ���,� H�!
 R1� � �1!��Real-Time 

PCR 9':- q�l
�% #$ E#"�G- ��%�)Y�4/Yp< .( 9)��s .%

1�)��,� R)le- �))
r�� �).% �cut off )� )�)� E#)-K �)/� O

9,�K ��� !�� �)1pp65 ��� �Real-Time PCR q�)l
�% 8

9':- #$ E#"�G- ��%�)YY�/Yp<.( 

�%��!1� �le- ���,� �%#:
 9,�K ��� �� �1!��A��)� � �)
 

���Real-Time PCR xA��� �
 .��� O)( �%� ��G� R�%

Real-Time PCR B1;G)
 �%�)� 9�r�� �1/�6J �%�%� 

CMV DNA�/% E��� .� r�� �1/�6J O,l % 9��( 9��Q'
 O

��)-�� 9��)d% � �)]��� 3��)]
 h)D�� 9"�)L %�)�. �61�

preemptive 9- ��$8��)-�� R)�% O)� ��!1� O( 9
��? �� 

�/% O,$%#� �.�1� .��-�� .% #:� ��� R�% 9M'- ���,� 9 �

preemptive �)1+��- ��%� ��G)� �QS 9l/�'- B��$ 8

9)- �K ^)Xm ��-. R11:
 � ��-�� #)$�� .��� n)�Real-

Time PCR9� �%�� #)1M- �%��!1� �� ��-�� O� 	/�� ��1L

�/% .O]1,� R1'k �)/� O)� �) �L � O��!1  u1+2
 �� �%

#-K .�K9)� �%�)� ��� R�% .% �" ��)-�� O)� 	)/�� ��)1L

#���!� E��M,/% �%��!1�)4�84�(.

��� �)le- O)]1,� R1) �% Real-Time PCR 8�A.�� 

9,�K ��� .% �
��. �1!��pp65 #-K �/� O�.8O( 9 �J ��

 ��� 89I6))��L u))1+2
 ��Real-Time PCR 8��.�� 

9)),�K 9��))�.�% .% �))
��. #))$ �))le- �))1!��)4�.(� 3))��� 

 %� ��)-. 0#)- R)�% �%��=!"�#)���!� Ol)/�2- .�� )�.(

��� �))� �%��))=!" � a))F'-Real-Time PCR ['))(%� 8

CMV �� %� A��))!1� �Y9)),�K ��� .% �))
��. .�� �))1!��

#���!� 9��/�'$)4.(��� �� O��!1 Real-Time PCR R)�% 

%� ['(%��A9),�K 9��)�.�% .% �
��. .�� B1;G)
 �)1!��

�%�)4�.(��))-. 0#))- R))�% 9]1))$�(�� O)): �X- ���.�� 

�/% E#$ Ol/�2- .%� ��)-. 0#)- R�% �%��=!" � R��%�L

4�/��#���!� 9���.�% .�� )4x84�(.

8O): �X- 9s �� ���)!1�CMV ���G)1� ��)!1� �� �� 

��( .9,�K ��� O( 9 �J �� 9M'- ��'k P" �� R�% �� �1!��

 �%3)1- 9) � ��)� E#)��- 9m��CMV DNA�K ��� �)� �)"

Real-Time PCR E#���G)1� ��)s O� 8�)��� [�%3)�% �% .

O]1,� R1'k #)-K �)/� O� 31� R����� O: �X- �� �%)�.(��

O)): �X- �%� H�))]�% �% O))( �% ���))!1� 8CMV .% 9))=� �� 

9,�K 9���.�% O( 9 �J �� ��( ���G1� �%��!1� 9M'- �% �1!��

 ��� � #��- 9m��Real-Time PCR ��!1� �K �Ya)lm .�� 

#$ �le- [L�- .% .31� �%��=!" � 3���  u1+2
 ��CMV 

PCR ��!/j� 4���!1� O� j,l- ���( CMV)j,)l- 9=�

 �-�'� O���1�CMV )l- ��F�� ����,)/�L O)� j,CMV (

 9,�K O( 9 �J �� ��� �le- �K �1!�� 9m�)� 9)M'- ��'k P" �"

��� E#��-)�.(

9���.�% �#$ 9M'- �%�� .�1� ���- 9��-. OI?�� R1F��1- 

Real-Time PCR ��)-�� 3��)]
 .% #:� preemptive �� 8
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O)): �X- �))2
 �%��))!1���.�� )����.�� (��))� .�� R))�%

 �� O( �/% 9 �J 9��-. OI?�� R�% 3���  O: �X- 4�O� .�� 

#-K �/�)�.(

B1;G
 R1��� #J CMV DNA ��� �)� Real-Time  

PCR 8cell �Y�×4:copies �AY�K 9�r�))� #))J ��Y�×4

cell: copies �Y�×��#)-K �/� O� .8��� R)�% �)� 9)':�

 �%3))1- P����))mcell �Y�×4copies: �Y�×����Y�×�A%�

E.%#�% �1LP1��!� �.P( O,l % �%31- R��
CMV DNA �)" �� 

8['(%�copies/capilary �Y#-K �/� O�.O)( 9
��? ��

 �1/�6))J #))J 8%#))1k�- u))1+2
 ��Real-Time PCR 8

copies/wells 4Y��� )��.(��)� �e(%#)J 8O)��!1  u1+2
 ��

CMV c)))/�,- ��)))s O)))� �!)))/j� �� copies/ml �YY

)copies/ml �Y�×�/���()))J ��K am%#copies/ml �Y<

)copies/ml A�Y��Y(#-K �/� O�)4�.(

����� ���� 
9)':- q�)l
�% P)" �� ��� �� �" #',)$%� ��%� .�)le-

 H�F'"��. �#$RQ-PCR H�F'"��� 9M'- ���,� 31� �RQ-

PCR ��-�� .% #:� preemptive �%�)� 9l)/�'- B��)$ 8

-�� ^Xm ��-. � ��-�� �1+��- R11:
9- �� #$�� .

.% 9)i( �%3)1- �%��)!1� 9)��� �� O)( 9��S �KCMV 

DNA ��� �� 8Real-Time PCR .% �
r�)� cut off E��)� 

���!1� .% 9'1 �� P�jD �1" 9 �CMV �K �� #G)� E#�� �"

 ��)-�� O� �.�1� �preemptive 8#',)$%#� �)/% H.r n)�

 ���,� �� E�jDReal-Time PCR 89'1 �� P�jD �v� �� 31�

��$ O,��L .
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CMV detection and monitoring in Bone Marrow Transplant 
(BMT) recipients by Real-Time PCR (RQ-PCR) 

Obeidi N.2 (MS), Ghaffari H.1(PhD), Gharehbaghian A.2 (PhD), Alimoghaddam K.1 (MD), 
Dehghan M.3(MD), Ghavamzadeh A.1(MD), Shamshiri A.1(PhD) 

1Hematology-Oncology & BMT Research Center, Shariati Hospital 
2Iranian Blood Transfusion Organization-Research Center 
3Hematology-Oncology & BMT Research Center, Shiraz University of Medical Scienses 

Abstract 
Background and Objectives 
Cytomegalovirus (CMV) is an important pathogen in patients undergoing bone marrow 
transplantation. The prevalence of CMV varies from 30-100% in different countries as shown 
by seroepidemiological studies. Only 20-25% of patients develop CMV disease. Because of 
the similarity between CMV and GVHD and the different therapies required, detection of viral 
load  will be effective in patients' survival.  
 
Materials and Methods 
51 recipients of BMT were monitored for 100 days post-BMT during which the samples were 
collected weekly. The Real-Time PCR was developed for quantitation of CMV viral DNA, 
using TaqMan tecnnology. For generation of standard curve, UL83 gene from CMV was 
cloned into a plasmid using a T/A cloning procedure. RQ-PCR assay was preformed in parallel  
with pp65 antigenemia assay on 415 samples.  
 
Results 
The results obtained by both techniques were significantly correlated (p<0.01). We could 
detect 13×101 -15×107 (CMV DNA copies/2×105 cells) by RQ-PCR method. About 76% of 
patients developed at least one episode of CMV reactivation. First positive result of RQ-PCR 
appeared 13 days earlier than of pp65 antigenemia. After preemptive therapy, 16 days were 
required to achieve negative result by RQ-PCR. 
 
Conclusions 
Both assays were highly correlated; however, RQ-PCR was more sensitive than the 
antigenemia assay. After preemptive therapy, negative results of RQ-PCR were the best 
indicator to determine the endpoint of treatment and its success.   
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