
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  مجله علوم پزشكي مدرس
  41- 35از : 2، شماره 10دوره 

 1386تابستان 

35 

  14115 -331:  صندوق پستي،شناسي ، دانشكده علوم پزشكي، گروه ويروسدانشگاه تربيت مدرستهران، تقاطع بزرگراه جلال آل احمد و شهيد چمران،  :نشاني مكاتبه ∗
E-mail: sabahi_f@modares.ac.ir 

  

  صيتشخ براي  RT-Nested PCR حساسروش يك كارگيري به
  Cت يروس هپاتيو

  ،5عيي سم ميرابامكي، س4، حوري رضوان3ن مرآتي، شاه* 2، فرزانه صباحي1انا شاهزمانييك
  7زاده  رامين نقي،6مي ارزنانييمحسن كر

   ايران، تهران، دانشگاه تربيت مدرس،شناسي  گروه ويروس، دانشجوي دكتريـ1
   ايران، تهران، دانشگاه تربيت مدرس، گروه ويروس شناسي،دانشيارـ 2
   ايران، تهران، دانشگاه علوم پزشكي تهران، بيمارستان شريعتي، مركز تحقيقات گوارش و كبد، دانشيارـ3
   ايران، تهران،كز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران مر، استادـ4
   ايران، تهران،ي تحقيقاتي كنترل غذا و داروها ه آزمايشگا، استاديارـ5
   سوئد، دانشگاه كارولينسكا، گروه ژنتيك، دانشجوي دكتريـ6
   ايران، تهران، آزمايشگاه تخصصي بيمارستان دي، كارشناس ارشدـ7

  
  11/12/86: پذيرش مقاله      23/4/86: دريافت مقاله

  چكيده
رود و تـشخيص آن در   يكي از مهمترين عوامـل ايجـاد كننـده هپاتيـت ويروسـي بـه شـمار مـي        C  ويروس هپاتيت :هدف
هـاي آن   وسي از طريق تزريق خون و فـرآورده      خطر انتقال عفونت وير   . هاي مشكوك از اهميت بالايي برخوردار است       نمونه

. اي است كه در دوره پنجره بيمـاري هـستند      ي سرولوژيك در تشخيص اهداكنندگان آلوده     هاي غربالگر  ناشي از نقص روش   
اي برخـوردار   بادي در بـدن فـرد آلـوده از اهميـت ويـژه      پيش از ظهور آنتيHCV موقع عفونت  بنابراين تشخيص دقيق و به

ون آن جلـوگيري خواهـد       از گسترش بيماري و شيوع روزافـز       ،هاي مشكوك   در نمونه  HCVتشخيص ژنوم ويروس    . است
  تـوان عفونـت را در مراحـل ابتـدايي           مـي  ،با استفاده از اين روش كه مبتني بر شناسايي اسيد نوكلئيك ويروس اسـت             . نمود

  هـدف از ايـن پـژوهش طراحـي روش بـسيار حـساس و دقيـق           . هـاي اختـصاصي تـشخيص داد       بادي  و قبل از ظهور آنتي    
 RT-Nested PCR  تشخيص عفونت براي HCV است.  

 ـ   راهUTR '5 جداسازي توالي حفاظت شده از ناحيه منظور به RT-Nested PCR روش :ها مواد و روش كـار  ه انـدازي و ب
پـس  . ژنوم ويروس صورت گرفـت RNA  از روي cDNA سنتز ،ابتدا با استفاده از روش ترانس كريپتاز معكوس. برده شد

.  قطعـه مـورد نظـر تكثيـر شـد     ،اختـصاصي و طـي دو مرحلـه    با اسـتفاده دو جفـت آغـازگر    Nested PCRاز آن با روش 
اي بـراي مقايـسه      يك مرحله  RT-PCR كيت تجاري  از   همچنين و به كـمك روش الـكتروفورز بررسي        PCRمحـصولات  

  .شدبا نتايج حاصل از روش طراحي شده استفاده 
 و وسترن بلات مثبت قطعـي تـشخيص داده   هاي الايزا  مثبت كه توسط روشHCV نمونه پلاسماي بيماران  25تعداد   :نتايج

 نمونـه  25 اسـتاندارد و  عنـوان  بـه  هاي مختلف از يك نمونـه بيمـار بـا تيتـر بـالا              ، رقت هاي مثبت   نمونه عنوان  بهشده بودند   
در تمـام   . شـد آوري شده بـا ايـن روش بررسـي            كنترل منفي جمع   عنوان  بهپلاسماي منفي متعلق به اهداكنندگان خون سالم        

هـاي منفـي بانـد مزبـور      يـك از نمونـه   با توجه به اين كـه در هـيچ     .  باند مورد نظر روي ژل آگارز مشاهده شد        ،مثبتموارد  
  .، مقايسه نتايج حاصل از روش طراحي شده با روش تجاري موجود همبستگي خوبي را نشان دادشدملاحظه ن

  HCVاندازي شده در تشخيص عفونـت    روش راهدست آمده در اين مطالعه، مشخص شد كه   بر اساس نتايج به    :گيري  نتيجه
تـوان   رسـد كـه مـي      مـي  نظر  بههمچنين با توجه به حساسيت اين روش،        . از حساسيت و اختصاصيت بالايي برخوردار است      

  .تر نمود توان دوره پنجره را كوتاه ها تشخيص داد و از اين رو مي بادي ژنوم ويروس را پيش از تغييرات سرمي و ظهور آنتي
  
  UTR '5. ناحيه ،C ويروس هپاتيت ،RT-PCR ، دوگانهPCR :ليدواژگانك
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  مقدمه ـ1
ت مــزمن در يــجــاد هپاتين عوامــل ايتــر مهــمكــي از ي Cت يــهپات

 ـ     . افته است يكشورهاي توسعه     170ش از   يطبق آمار سازمان بهداشـت ب
كـا و   ري هـستند كـه در اروپـا، ام        Cت  ي ـا مبتلا بـه هپات    يون نفر در دن   يليم
طبـق آمـار مركـز كنتـرل        . شود ا مشاهده مي  ي از نقاط مختلف دن    ارييبس
 Cت ي ـون نفر مبتلا بـه هپات يلي م4ن كشور يكا، تنها در ايدر امرها    يماريب

 نظـر   به .]3-1 [هستند كه هر سال حدود ده هزار مرگ را سبب مي شود           
 درصد باشـد كـه ايـن        1رسد كه شيوع اين بيماري در ايران كمتر از            مي

عامـل ايـن عفونـت    . تر از ساير كشورهاي منطقه است ار پايين ميزان بسي 
در كشور ما اكثراً به علـت اسـتفاده از داروي تزريقـي در بـين معتـادان                  

از سـوي ديگـر،     .  مـشترك گـزارش شـده اسـت        هاي  تزريقي و سرنگ  
 و تـسهيلات انتقـال      (Haemodialysis)افزايش تعداد مراكز همودياليز     

و   منابع جديد  (Hemoglobinopathies) ها خون براي هموگلوبينوپاتي  
ايـران در   موقعيت كـشور .  آورده استوجود بهجوامع حساسي در ايران  

شـبه جزيـره    خاورميانه همانند يك پـل ارتبـاطي بـين شـبه قـارة هنـد،          
ــت    ــه و اروپاس ــياي ميان ــستان، آس ــايي،   . عرب ــت جغرافي ــن موقعي اي

 پي در پـي  هاي فرتجمعي از افغانستان و عراق، مسا        دسته هاي  مهاجرت
 - شـرقي  زهاي غربي به تركيـه، قاچـاق مـواد مخـدر از مرزهـاي             مر از

ويــروس هپاتيــت   همگــي روي اپيــدميولوژي-پاكــستان و افغانــستان 
(Hepatitis C Virus :HCV) C 4 [گذارند  ميتأثير در اين كشور.[  

نده تعداد افراد مبـتلا بـه   يهاي آ ن احتمال وجود دارد كه در دهه  يا
ي هـا   هنكه را ي مگر ا  ،ابديش  ي كبدي و سرطان افزا    (Cirrhosis) وزريس
 بـا  بنابراين. ردي جدي مورد اجرا قرار گطور بهري و مبارزه با آن    يشگيپ

ي هـا   روشاز بـه    يماري و گسترش روزافزون آن، ن     يت ب ي اهم بهتوجه  
ان به  ينده مبتلا يي بالاتري است تا بتوان از حجم فزا       آيصي با كار  يتشخ

  .ا آن را متوقف كرديكبدي و سرطان كبد كاست ماري يب
بـراي   صيي ـتشخ يهـا   روشن  ين و متداولتر  يتر  مهمدر حال حاضر     
 EIA (Enzyme Immuno Assay) شـامل روش HCVص عفونـت  يتـشخ 

د يي ـأتبـراي    جستجوي آنتي بادي و روش وسـترن بـلات           منظور  به
  .]9-5[است عفونت 

از مبتلايان به    فونتـال ع انتق  پنجره در سير بيماري و     مرحلهاهميت  
ارايي ــ ـك دمــ ـه و نيـز ع    لدر اين مرح   بودن بار ويروس    بالا ،افراد سالم 

ــا روش ـــ يهــ ـــ اس،رولوژيكســـ ـــتفاده از روش مـــ   ولكوليـــ
(Reverse Transcriptase-Nested PCR) RT-Nested PCR  را

  يك روش تشخيـصي بـا حـساسيت و ويژگـي بـالا در              عنوان  به
  .نمايد  ميمطرح ها شرومقايسه با ساير 

 ـ     RT-Nested PCR روشانـدازي   راه،ژوهشـهـدف از ايـن پ
 ـCپاتيت ـروس ه ــ تشخيص وي  منظور  به ن بيمـاري  ـ در مبتلايان به اي

 ـ     ـبراي اين م  . است  احيه كـاملاً  ـنظور از آغازگرهاي اختصاصي براي ن
ــده  ــت ش ــوم 5'UTR (Un-translated region) حفاظ  HCV ژن

 داراي  ، عـلاوه بـر حـساسيت و ويژگـي بـالا           ايـن روش  . استفاده شد 
توان به راحتـي در       مي زان نيز است و از آن     رسهولت كاربرد و قيمت ا    

 يهـا   روشتوجه بـه اينكـه        همچنين با  .مراكز تشخيصي استفاده نمود   
سرولوژيك براي بيماران همودياليزي و شـيمي درمـاني داراي نقـص            

تواند يـك راه      مي روش اين   ، از كارايي كمتري برخوردار است     ،ايمني
  .]9،12 [مناسب براي تشخيص عفونت در بيماران مزبور باشد

PCR دوگانه )RT-Nested PCR(  روشي است كـه در آن از دو ،
  براي تكثير يك قطعه از ژن مورد نظر اسـتفاده           اختصاصي جفت آغازگر 

توالي مـورد نظـر را      ) آغازگرهاي خارجي (جفت اول   . ]10،11 [شود مي
بـه  ) آغازگرهـاي داخلـي   (كننـد و جفـت دوم        مـي  ول تكثير در مرحله ا  

 نواحي داخلي محصولات اوليه متصل شده و محصولات نهايي را تكثير          
 اي ه قابـل ملاحظ ـ   طـور   بـه بنابراين حـساسيت و اختـصاصيت       . كنند مي

 ايـن روش آن اسـت كـه    كارگيري بههدف از . ]12-10 [يابد  مي افزايش
 ـ    در مرحلـه دوم    ،  هي در مرحلـه اول    جـا يـا اشـتبا      هدر صورت تكثير ناب

يـدي بـر    يأضـمن اينكـه مرحلـه دوم ت       . تكثيري صورت نخواهد گرفت   
  .]13 [صحت محصول تكثير يافته در مرحله اول خواهد بود

  

  ها روشمواد و  ـ2
  اطراحي آغازگره ـ1ـ2

 از بانك ژني UTR '5ابتدا توالي مربوط به ناحيه حفاظت شده 
خارجي و داخلي تكثيركننـده قطعـه   سپس آغازگرهاي .  آمددست  به

) Gene Runner(هدف با اسـتفاده از نـرم افـزار طراحـي آغـازگر      
با استفاده از اين آغازگرهـا و بـا         ). 1جدول  (طراحي و انتخاب شد     

طول قطعـه تكثيـر يافتـه بـراي دور اول           ها    توجه به محل اتصال آن    
PCR، 264 جفت باز و براي دور دوم PCR ،175 است جفت باز.  
  

  HCVتوالي آغازگرهاي خارجي و داخلي براي تشخيص  1 جدول
18nt AGC GTC TAG CCA TGG CGT-3'–5' P1 

18nt GCA CGG TCT ACG AGA CCT-3'–5'  P2  
17nt GTG GTC TGC GGA ACC GG-3'–5'  P3 

18nt  GGG CAC TCG CAA GCA CCC-3'–5'  P4 
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   ويروسيRNA استخراج  وآوري نمونه جمع ـ2ـ2
 ـ الا كـه آزمـايش     مثبـت  HCVنه پلاسـماي بيمـاران       نمو 25   زايي

 (Enzyme Linked Immunosorbent Assay :ELISA)هـا   آن
  و هـم مثبـت بـود     ها    يدي وسترن بلات آن   يأمثبت شده و آزمايش ت    

از مركـز تحقيقـات گـوارش و    ؛ يد كرده بـود   يأآزمايش ياد شده را ت    
  هـا از نتظـر    مونهتمامي اين ن  . بيمارستان شريعتي تهران تهيه شد     كبد

ــي ــود آنت ــوع     وج ــسان ن ــي ان ــروس نقــص ايمن ــادي ضــد وي   1ب
(Human Immunodeficiency Virus Type-1 :HIV-1) بـه روش  

ELISA      به دليل عدم دسترسي به پانـل   .  بررسي شده و همگي منفي بودند
 مختلف هاي  رقت،WHO (World Health Organization)استاندارد 

 كـه توسـط روش    ) ليتر  كپي در هر ميلي    105 (تر بالا از يك نمونه بيمار با تي     
بود، تهيه شـده   تعيين تيتر شده (Cobas Amplicor) كوباس آمپلي كور

 متعلـق    نمونه 25علاوه از   ه  ب.  مورد استفاده قرار گرفت     استاندارد عنوان  به و
  .)2جدول  ( استفاده شد منفي كنترلعنوان به به اهداكنندگان خون سالم

 ويروس استفاده RNA استخراج براييتر از پلاسما ل  ميكرو140
 راجـت استخ ـ ـاده از كي ـ  ـا استف ـروس ب ـ وي RNAراج  ـاستخ. دــش

Qiagen) QIAamp Viral RNA Mini Kit (  برنامـه و مطابق بـا 
   واكـنش  ،RNAبعـد از اسـتخراج      . شركت سازنده صورت گرفـت    

 RT-PCR            با استفاده از آغازگرهاي طراحـي شـده و كيـت RT-PCR 
  .ها انجام شد روي تمامي نمونه) ، آلمانQiagen(اي  يك مرحله

  
   cDNAسنتز ـ3ـ2

 RNA     جام مرحلـه تـرانس كريپتـاز       ـانبراي   استخراج شده بلافاصله
 بـه يـك     RNA  ميكروليتر 5/9ابتدا  . شد استفاده   cDNAو سنتز    معكوس
ــه ــده لول ــافه ش ــپس ،  اض ــهس ــايكلر   لول تـگاه ترموس ــه دسـ ــور ب    مزب

)Biometra, Master Cycler Gradient  ( دقيقـه در  5منتقل و به مدت 
پـس از طـي ايـن زمـان و در           . قـرار داده شـد     گراد  سانتي درجه   75دماي  

 واحـد   RT  ،20 واحـد آنـزيم      RT  ،20  ميكروليتر بافر آنزيم   4 ،مرحله بعد 
 dithiothreitol( ميكروليتـر دي تيوتريتـول   2، (RNasin)آرناسين آنزيم 

:DTT(، 2ــوط   ميكرول ــر از مخل ــدها   2/0يت ــسي نوكلئوتي ــولار دزوك  م
(dNTP)) Roche،و يـــك ميكروليتـــر آغـــازگر اختـــصاصي )  آلمـــان

حجـم  ( به آن اضافه  )  پيكومول 12با غلظت    (P2 (Antisense)سنس آنتي
در .  به دستگاه ترموسايكلر منتقل شـد      سپس مجدداً  و   ) ميكروليتر 20نهايي  

 و گـراد   سانتي درجه   95 در دماي     دقيقه 5اين مرحله مخلوط فوق به مدت       
 cDNAسـپس  . قـرار داده شـد   گراد سانتي درجه 42يك ساعت در دماي    

  .شد الگو براي مرحله بعد استفاده عنوان بهسنتز شده 

  خصوصيات فردي نمونه هاي مثبت و منفي 2 جدول
HCV منفي  مثبت  

  درصد  فركانس  درصد  فركانس  خصوصيات فردي
  جنس
  مرد
  زن

  
16  
9  

  
64  
36  

  
20  
5  

  
80  
20  

  گروه سني
=>25  

35-26  
45-36  
55-46  
=<56  

  
1  
8  
6  
8  
2  

  
4  
32  
24  
32  
8  

  
7  
7  
4  
6  
1  

  
28  
28  
16  
24  
4  

  ميزان تحصيلات
  ديپلم يا كمتر
  فوق ديپلم

  ليسانس يابيشتر

  
21  
1  
3  

  
84  
4  
12  

  
22  
0  
3  

  
88  
0  
12  

  وضعيت تاهل
  مجرد
  متاهل

  جدا شده

  
11  
13  
1  

  
44  
52  
4  

  
6  
19  
0  

  
24  
76  
0  

  

  اي پليمراز واكنش زنجيره ـ4ـ2
 ليتـر بـافر     ميكرو 5/2ليتر حاوي     ميكرو 25 در حجم    PCRدور اول   

X1PCR ، MgCl2) 5/1ــي ــولار  ميل ــر از 5 ،)م  cDNA، 1 ميكروليت
 ،P2 و   P1) پيكومـول 12هـر يـك     (ميكروليتر از آغازگرهـاي خـارجي       

 ـ     ميلي dNTP 22/0مخلوط    DNAتـگ   د آنـزيم    ـك واح ـ ـمـولار و ي
 با افزودن يك قطره روغن معدني  (Taq DNA Polymerase) مرازپلي
)Mineral Oil ( انجام گرفتزيربه سطح آن تحت شرايط :  

 شـامل مرحلـه     چرخـه  35 ، دقيقـه  4 به مدت    گراد  سانتي درجه   94
 ، ثانيـه  45 به مـدت     گراد  سانتي درجه   94 ،(Denaturation)واسرشتگي  

ــه  ــصال آغ ((Annealing)جفــت شــدن مرحل  درجــه 58، )ازگرهــاات
 72،  (Extension)طويـل شـدن     مرحلـه   ،   ثانيـه  45 به مدت    گراد  سانتي
 طويـل شـدن   ثانيه و در نهايت يك مرحله 45 به مدت گراد سانتيدرجه  

  . دقيقه5نهايي به مدت 
 الگـويي بــراي دور دوم  عنـوان  بـه سـپس از محـصول دور اول   

  :تمواد و شرايط دور دوم به قرار زير اس. استفاده شد
  ميلــيMgCl2) 5/1  ميكروليتــرX1 PCR ،7/0 ميكروليتــر بــافر 5/2

) مول   پيكو12(ليتر   ميكرو1 دور اول،  PCR ميكروليتر از محصول 2، )مولار
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مولار به همراه     ميلي dNTP 2/0،  مخلوط    P4 و   P3از آغازگرهاي داخلي    
دورف ليتري اپن  ميلي2/0 پليمراز را در يك لوله DNAيك واحد آنزيم تگ 

(Eppendorf) يك قطره روغن )  ميكروليتر25حجم نهايي واكنش ( ريخته
  :آنگاه دور دوم مطابق با برنامه زير انجام شد. معدني به سطح آن اضافه شد

 چرخه شامل مراحل واسرشتگي، 25 دقيقه، 4 به مدت گراد سانتي درجه 94
اـ  درجـه  64 ثانيه، جفت شدن، 45 به مدت    گراد  سانتي درجه   94  بـه  گـراد  نتيس

 5 ثانيه و در نهايت 45 به مدت گراد سانتي درجه 72 ثانيه، طويل شدن،  45مدت  
  . براي مرحله طويل شدن نهاييگراد سانتي درجه 72دقيقه در 
  

  ژل الكتروفورز ـ5ـ2
 با يك ميكروليتـر از بـافر         PCR ميكروليتر از محصول دور دوم       10
 درصـد حــاوي     5/1 مخلوط و روي ژل آگـارز        X10گذاري   نمونه

  پـس از آن .  مــنتقل شـد  (Ethidium bromide)اتـيديوم برومايد 
 بـه مـدت   X1 (Tris-borate-EDTA) TBEژل مــزبور در بـافر   

  بــا پــــايان.  ولـــت الكتروفــورز شــد80يـــك ســـاعت بــا ولتــاژ 
ــتگاه ژل داك    ــه دس ــورز ژل ب ــان الكتروف ــافتن زم   (Gel Doc)ي

 بانـدها  (Ultraviolet: UV) منتقل شد و بـا اشـعه مـاوراي بـنفش    
  .ثبت شدها  مشاهده و تصوير آن

  

  اي  يك مرحلهRT-PCRروش  ـ6ـ2
 عنوان  به حاصل از پلاسماي بيماران      RNAبراي انجام اين آزمايش از      

 RT-PCR با استفاده از كيت تجاري       RT-PCRآزمايش  . الگو استفاده شد  
  .جام شد و مطابق با دستورالعمل شركت سازنده اناي هيك مرحل

  

  نتايج ـ3
RT-Nested PCR نمونه پلاسـماي  25 طراحي شده روي HCV 

به علاوه كارايي اين روش روي      . مثبت متعلق به بيماران آلوده انجام شد      
در .  شده مورد بررسي قرار گرفت     تأييد منفي   HCV نمونه پلاسماي    25

 در  در حالي كه  . كيلودالتوني مشاهده شد   175تمام نمونه هاي مثبت، باند      
  ).1شكل (يك از نمونه هاي منفي باند مزبور مشاهده نشد  هيچ

لازم به ذكر است كه در اين روش پـس از آن كـه محـصولات                
 نسبتاً واضـح    bp 264 يـك باند    ،دور اول روي ژل آگـارز برده شد      

يـك از   هاي مثبـت قابـل مـشاهده بـود امـا درهـيچ             در تمامي نمونه  
 ـ). 3و2 هاي  شكل(د  هاي منفي اين باند ديده نش      نمونه عـلاوه در   ه  ب

 قابل ملاحظـه ميـزان برداشـت       تأثيرسازي اين پژوهش     مراحل بهينه 

  . مشاهده شد PCR انجام دور دوم واكنش برايالگو 
  

7  6      5     4     3     2  1  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  در دور دومPCRمحصول نهايي واكنش  1شكل 
  

هاي بيمـاران؛   به نمونهط  مربو5 و 4 ، 3، 2هاي  چاهك مربوط به كنترل مثبت؛    1چاهك  
   مربوط به كنترل منفي7چاهك ؛ bp 100مربوط به نشانگر وزني  6چاهك 
  

 براي تشخيص ميزان PCR واكنش   سازي  از آنجايي كه بهينه   
كم ژنوم ويروس در نمونه باليني بسيار حايز اهميـت اسـت؛ در          

 مختلف محصولات مرحلـه اول و مقـادير         هاي  اين مطالعه رقت  
 همچنـين بـا كمـك شـيب       .  بررسي شد  MgCl2ن  متفاوت از يو  

در نتـايج   .  تعيـين شـد     PCRدمايي مناسبترين دما براي هر دور       
مـولار    ميلـي MgCl2  ،5/1حاصل از اين پژوهش، غلظت بهينـه      

 64 و 58 به ترتيب  PCRبود و دماي بهينه براي دور اول و دوم 
  . آمددست  به گراد سانتيدرجه 
  

  

  5  4  3  2  1  
  
  
  
  
  
  
  

  اول در دور PCRمحصول نهايي واكنش  2كل ش
  

مربـوط بـه كنتـرل مثبـت؛      2چاهـك  ؛ 1kbمربـوط بـه نـشانگر وزنـي        1چاهك  
   مربوط به كنترل منفي5چاهك هاي بيماران؛   مربوط به نمونه4 و 3هاي  چاهك

 

bp264 

bp 175  
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  هاي سريال نمونه با تيتر ويروسي بالا  تعيين ميزان مثبت بودن رقت3جدول 
 تعداد نسخه در هر

  ميلي ليتر
  ميزان مثبت بودن  تعداد تكرار آزمايش

100000  
10000  
1000  
500  
200  
100  

5  
5  
5  
5  
5  
5  

5/5  
5/5  
5/5  
5/5  
5/5  
5/2  

  
  اندازي شده  راهRT-Nested PCRتعيين حساسيت و ويژگي روش  4جدول 

 RT-Nested PCR آمده از روش دست بهنتايج 
  هاي مورد مطالعه نمونه  طراحي شده

  مثبت و منفي كاذب  فيمن  مثبت

  0  0  25  )25(هاي مثبت  نمونه
  0  25  0)25(يد شده أيهاي منفي ت نمونه

        )10(نمونه استاندارد 

    0  6  )6(مثبت 
    4  0  )4(منفي 
حساسيت و (مجموع نتايج 

  )ويژگي
31) 100(  29) 100(  0) 0(  

  

براي ارزيابي حساسيت اين روش از نمونـه پلاسـماي يـك            
 ليتـر  كپي در هر ميلي    1 ×105 با تيتر ويروسي     HCV به   بيمار مبتلا 

 سـريال   هـاي   ، رقت )كور با استفاده از روش كمي كوباس آمپلي      (
  شـده را نـشان  انـدازي   حـساسيت روش راه 3جـدول  . تهيه شد 

ويژگــي ايــن روش نيــز بــا اســتفاده از آغازگرهــاي . دهــد مــي
اختصاصي و فقدان واكنش مثبت كـاذب بـا ژنـوم انـساني يـا               

بر اساس نتايج حاصل ميزان     .  قرار گرفت  تأييديروسي مورد   و
در آخر، ). 4جدول (حساسيت و ويژگي اين روش محاسبه شد 

   با استفاده از كيت تجـاري      RT-PCRنتايج حاصل از آزمايش     
 RT-PCR  شـده در ايـن   انـدازي   بـا روش راه    اي  ه يك مرحل ـ 

  ).5 جدول(تحقيق مقايسه شد 
  

  بحث ـ4
لگري خـون و تـشخيص انتقـال ويـروس      ، غربـا  1990تا سـال    

عليـرغم  . هـاي سـرولوژي اسـتوار بـود         طور كامل بـر پايـه روش        به

ها در كاهش خطر انتقال ويروس بعـد از           حساسيت بالاي اين روش   
 در آمريكا و اروپاي غربي همچنـان    HCVتزريق خون، خطر انتقال     

 تزريق خون تخمين زده شده      493000 در   1باقي است و در حدود      
هاي مبتني بر شناسـايي و        براي كاهش اين خطر، آزمون    ]. 14 [است

 بــراي )Nucleic Acid Tests :NATs(تكثيــر اســيد نوكلئيــك 
هـا، مزيـت      ايـن آزمـون   .  توسعه يافتـه اسـت     HCVتشخيص ژنوم   

 را با HCVتشخيص مستقيم و بسيار اختصاصي عوامل عفوني نظير  
هـاي سـرولوژي      گرايانه كه بـسيار بـالاتر از روش         حساسيت تحليل 

  ].14[تجاري است، درهم آميخته است 
  

  با روش )Qiagenشركت  (اي هيك مرحلRT-PCR مقايسه روش  5جدول 
 RT-PCRاندازي شده  راه  

  تعداد نمونه بيماران
 RT-PCRروش 
  اندازي شده راه

 RT-PCRروش 
  اي يك مرحله

  )25(هاي مثبت  نمونه 
  

  )25(يد شده أيهاي منفي ت نمونه 

  
  )10(نه استاندارد نمو 
  ) 6(مثبت  
  )4(منفي  

+ 

 
_  
 
 
 
 
+ 
_  

 

+ 

 
_ 

  
 

  
+ 
_  

  

  
هـاي    ، گامي اساسي بـراي شناسـايي خـون        HCVغربالگري ژنومي   

آوري شده در خلال دوره پنجره، تـشخيص مـوارد نـادر          آلوده جمع 
ــت ــسترده     عفون ــف گ ــايي طي ــز شناس ــاموش و ني ــاي خ اي از  ه
اي   نكتـه ]. 14،18[رود    مار مي ش ويروس به    (Variants)هاي    واريانت

هاي سـرولوژيك وجـود دارد، آن اسـت كـه ايـن              كه در رابطه با آزمون    
دهنـد و قـادر نيـستند      مـي نـشان   را C هپاتيـت   ها فقط ابتلا به     آزمون
از .  حاد، مزمن يا بهبود يافتـه را از هـم متمـايز نماينـد              هاي  عفونت

ني قبـل از  سوي ديگر، تشخيص عفونت ويروسي در دوره پنجره يع     
در چنـين شـرايطي     . بادي در خون، بسيار با اهميت است       ظهور آنتي 

 براي ارزيابي دقيـق فعاليـت و تكثيـر    HCV RNAلازم است تا از 
چنانچه روشي بتواند اين مرحلـه از  ]. 14-11[ويروس استفاده شود   

عفونت را شناسايي كند از اهميت به سزايي در تـشخيص و درمـان             
 طراحـي  RT-Nested PCR روش. واهد بـود بيماري برخوردار خ

  .شده در اين پژوهش داراي اين مزيت است
 RT-Nested PCRرسد كـه روش   نظر مي با توجه به نتايج حاصل به

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 كيانا شاهزماني و همكاران    .. .  برايRT-Nested PCR كارگيري يك روش حساس به

 

40  

 
  

                                           9  8  7  6  5  4  3  2  1  
  
  
  
  
  
  
  
  
.  

  ها  در دور اول و دوم و اندازه آنPCRمحصول نهايي واكنش  3شكل 
  kb 1نشانگر وزني وط به مرب5چاهك هاي بيماران؛   مربوط به نمونه4 و 3هاي  چاهكمربوط به كنترل مثبت؛  2چاهك   كنترل منفي؛ مربوط به1چاهك 

اـ روش        راه اـي سـرولوژيك تـشخيص       اندازي شده در مقايسه ب  از  HCVه
اـي    در حال حاضر افـق    .  اختصاصيت بالايي برخوردار است    حساسيت و  ه

. فراروي محققين قرار دارد  HCVي تشخيصي   ها  روشرتباط با   اي در ا    تازه
اـدر اسـت        ها  روشترين اين     يكي از متداول   RT-PCRروش   است كـه ق

ژنـوم  ) مرحله پنجـره  (بادي    روز قبل از تشكيل آنتي     15-12 متوسط   طور  به
با توجه به هزينه ]. 16،17[ نشان دهد HCVويروس را در خون مبتلايان به 

 و نياز به تجهيزات Real Time PCR تجاري روش هاي تبسيار بالاي كي
پيشرفته، استفاده از اين روش محدود به مراكز تحقيقاتي بـوده و در اغلـب               

بنابراين براي تشخيص به موقع عفونت . مراكز تشخيصي قابل استفاده نيست
اـيگزيني مناسـب     عنـوان   به PCRتر مانند    هزينه  كم يها  روشتوان از    مي  ج

اـ   روشاندازي شده در اين مطالعه در مقايسه با          روش راه  .وداستفاده نم   يه
علـت ايـن    . تجاري موجود از حساسيت و ويژگي مناسبي برخوردار است        

 و نيز انتخاب آغازگرهاي اختصاصي     (Nested)كارگيري روش نستد     امر به 
اـ    ژنوم است كه در ميان انواع ژنوتايـپ UTR '5از ناحيه   (Genotypes)ه
به عـلاوه   .  اين ويروس حفاظت شده است     (Subtypes) هاي تايپ وساب

 كپي از ژنوم ويروس را در نمونه بيماران 200اين روش قادر است تا حدود 
اـ  روشبنابراين حساسيت و ويژگي آن نسبت بـه     . رديابي كند   موجـود  يه

اـي   از طرفي هزينه انجام اين روش نيز نسبت به كيت         . افزايش يافته است    ه
اـي  سيار كمتر بوده و نياز به خريداري كيـت  تجاري موجود ب   اـرجي را  ه  خ

  .سازد مرتفع مي
تـوان از ايـن روش در مراكـز           آمـده، مـي    دست  به با توجه به نتايج     

تشخيص دقيـق و  . تر كرد تشخيصي استفاده نمود و دوران پنجره را كوتاه 
بـي را       به موقع بيماري از گسترش عفونت جلوگيري نموده، فرصت مناس

  ].18، 11[نمايد  ثر و كارآمد اين بيماران فراهم ميؤرمان مبراي د
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