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25/12/94: پذیرش مقاله13/11/94: دریافت مقاله
 ت یروس هپاتیماران مبتلا به ویت بیریدر مدايعمدهابزار   یمولکول یصیتشخ هايروش:مقدمهC)HCV (ـ. هستند  ات نـشان  مطالع
. لذا ارزیابی و تعیین بـار ویروسـی اهمیـت بـسزایی دارد          باشد و   میبار ویروسی با مرحله عفونت و میزان پاسخ به درمان مرتبط            که اندداده

.باشدمیسنجش کمی بار ویروسی در پلاسماي بیماران هدف از این مطالعه بکارگیري روش دقیق و در عین حال ارزان قیمت جهت
    بیمـار آلـوده   200سنجش کمی بار ویروسی بر روي پلاسماي پس از راه اندازي و تعیین اعتبار روش راه اندازي شده،          :هاروشمواد و

. صـورت گرفـت   RNAبار ویروس با استفاده از منحنی استاندارد خارجی و با بهره گیري از پانل اسـتاندارد                 . انجام شد  HCVبه فرم مزمن    
.نتایج بدست آمده از کیت تجاري آرتوس مقایسه شدنتایج حاصل از این روش با 

 محدوده تعیین این روش     :هایافتهIU/ml5022/0(گیري شده در مقیـاس لگـاریتمی     میانگین بار ویروسی اندازه   . باشدمی81/5( ،
)05/0P< ( خـوبی بـین دو روش نـشان داد         ها با استفاده از این روش و کیـت تجـاري آرتـوس همبـستگی                آنالیز موازي نمونه  . بدست آمد
)05/0<P ،988/0=R2.(
   تعیین کمی بار ویروسی     :گیريبحث و نتیجهHCV       در افراد آلوده به این ویروس در شهرستان خرم آباد براي اولـین بـار گـزارش

 ـ HCV RNAتوجه به نتایج، این روش داراي حساسیت خوب و ویژگی براي سنجش کمی .شده است ایـن روش  .تدر مقیاس بـزرگ اس
.براي ارزیابی بالینی درمان باشدویژهبهتجاري هايکیتجایگزین مناسبی براي تواندمی
هپاتیت بار ویروسی، ویروس ، یتعیین کم: هاي کلیديواژهC،پلیمراز در زمان واقعیايزنجیرهواکنش روش.

چکیده
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مقدمه
عوامـل ایجـاد هپاتیـت       تـرین مهـم یکی از    Cهپاتیت  

طبـق آمـار سـازمان      . کشورهاي توسعه یافته است    مزمن در 
نفـر در    میلیـون  130- 210ن  بی (WHO)بهداشت جهانی   

نفـر بـه     350000سـالانه   . هـستند  Cدنیا مبتلا به هپاتیت     
ایـن مبتلایـان در     . رونـد میدلیل ابتلا به این بیماري از دنیا        

ــا مــشاهده   ــاط مختلــف دنی ــسیاري از نق ــا، آمریکــا و ب اروپ
).1،2(شوندمی

عضوي از جنس هپاسـی      C(HCV)ویروس هپاتیت   
ژنـوم ایـن    . ویروس و متعلق به خانواده فلاوي ویریده اسـت        

اي بـا پلاریتـه مثبـت       تـک رشـته    RNAصورت  ویروس به 
ژنوتیـپ   6اختلاف در ژنوم ویروس منجر به شـناخت         . است

در منــاطق . تحــت تیــپ شــده اســت50اصــلی و بــیش از 
هاي مختلـف مـشاهده شـده       تیپمختلف جغرافیایی دنیا ژنو   

و 2، شایع است و ژنوتیـپ  3و1ژنوتیپیران در ا). 2(است  
بر اساس آمـار  . شوددر افراد مبتلا مشاهده میندرتبهنیز   4

باشـد مـی % 1شیوع این بیماري در ایران کمتر از        ارائه شده 
عامل انتقال عفونت در کشور ما اکثراً به علـت اسـتفاده            ). 4(

هـاي  در تزریقی در بین معتادان تزریقی و سرنگ       از مواد مخ  
بـر  هـا  تـست تـرین متـداول ). 5(است مشترك گزارش شده  

HCVهـاي ژنآنتـی بادي سـرمی علیـه      تعیین آنتی  اساس

سرولوژیک هايروشاي که در رابطه با     اما نکته ؛  استوار است 
Cها فقط ابتلا به هپاتیت      وجود دارد، آن است که این تست      

هاي حاد، مزمن و یا بهبـود       اده تمایزي بین عفونت   را نشان د  
همچنین قـادر بـه ردیـابی بیمـاران در فـاز            . شوندنمیقائل  

بنـابراین در  .)6،7(باشند نمی) Window period(پنجره 
بـراي ارزیـابی   HCV RNAچنین شرایطی لازم اسـت از  

Load). 8(دقیق فعالیت و تکثیـر ویـروس اسـتفاده شـود            

viral   تعداد ،RNA           ویروسی موجـود در خـون اسـت کـه
هــاي بیــشتر حــاوي اطلاعــات لازم بــراي ســاختن ویــروس

از آنجایی که تکثیر فعال ویروس در تمـام مراحـل           . باشدمی
افتد، احتمـال شناسـایی و سـنجش       بالینی بیماري اتفاق می   

در ). 9(کمی ویروس در تمـام مراحـل عفونـت وجـود دارد             
انـد، میـزان ویـروس      تـه افرادي که تحـت درمـان قـرار نگرف        

HCV RNAکپـی  102- 107اي بـین  معمولاً در محدوده

لیتـر خـون اسـت و در صـورت درمـان انتظـار              در هر میلـی   
حـال حاضـر تعـداد کپـی     در).10(تـر رود  که پایینرودمی

RNA    ویروس هپاتیتC عنوان شاخصی بـراي بررسـی      به
اهی از  عنوان شاخصی در آگ   وضعیت بالینی بیماران آلوده، به    

وضعیت پیشرفت بیماري، براي فهم سیر طبیعـی و مطالعـه           
شاخصی بـراي ارزیـابی   عنوانبهو نیز  HCVپاتوژنز عفونت   

مـورد اسـتقبال قـرار گرفتـه اسـت      HCVاثر داروهاي ضد    
)11،12(.

HCVکـه بـین سـطوح پلاسـمایی    انددادهمطالعات نشان 

RNA       اط ، مراحل بیماري و پیشرفت کلینیکی بیماري ارتب ـ
مانیتورینگ  يبرا یبعلاوه، ابزار مناسب  . مستقیمی وجود دارد  

ــه    ــوده ب ــاران آل ــی در بیم ــان ترکیب محــسوب HCVدرم
در صــورت مــؤثر بــودن درمــان، کــاهش ســطح . شــودمــی

و بهتــر شــدن وضــعیت بــالینی بیمــاري RNAپلاســمایی 
این کاهش همچنـین مـنعکس کننـده        . مشاهده خواهد شد  

از طـرف دیگـر     . ها است توسیتکاهش تکثیر ویروس در هپا    
کند تا آنالیز دقیق شکست درمـان کـه        شرایطی را فراهم می   

ناشی از ظهور مقاومت به داروهاي ضد ویروسی است، انجـام     
).13(شود 
قـادر بـه   ) NAT(بر تکثیر اسید نوکلئیک   یمبتن هايروش
بسیاري از  . باشندمیروس در خلال دوره پنجره      یص و یتشخ

ین کمی بار ویروسـی در افـراد مبـتلا بـه            محققین براي تعی  
HCV از روشPCR  بـا روش  . انـد نمـوده اسـتفادهPCR

انـد هـم از نظـر کیفـی و هـم از نظـر کمـی        تاکنون توانسته 
در .)14،15(ویروس را مورد ارزیابی و سنجش قـرار دهنـد           

رقـابتی یـا غیررقـابتی، مقـدار      کمی اعم از   PCRهايروش
گیـري  سه آمپلیفیکاسیون انـدازه در پایان پرو   ییمحصول نها 

PCRاز آنجــایی کــه آمپلیفیکاســیون بــه روش . شــودمــی

دارد، تغییــر کــوچکی در ) Exponential(ماهیــت نمــایی 
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اي در مقـدار  کارآیی آمپلیفیکاسیون، تفـاوت قابـل ملاحظـه     
ــهایــنبعــلاوه، ). 16(کنــد محــصول نهــایی ایجــاد مــی گون

هـاي قابـل    تفـاوت کمی نتایجی متضاد همـراه بـا         هايروش
بـراي مثـال محـدوده دینـامیکی     . کننداي تولید میملاحظه

ــر از 10در حــدود Cobas Amplicorروش  ــر کمت براب
برابــر 100رقــابتی اســت، امــا در حــدود RT-PCRروش 

اجتناب از   منظوربه ).17(باشد  می b-DNAبیشتر از روش    
ايگونـه بـه کمی بایـستی     PCRهايروشمسائل،   گونهاین

طراحی شوند تـا بتواننـد مقـدار محـصول را در خـلال فـاز                
لگاریتمی واکـنش و قبـل از رسـیدن آن بـه مرحلـه پلاتـو                

.تعیین کنند
آمیـزي  طـور موفقیـت  بـه Real-Time PCRروش اخیراً

براي تحقیقات پایه و کاربردهاي بـالینی بکـار گرفتـه شـده             
ــده  Real-Time PCRروش . اســت ــر ش ــشکلات ذک م
را بـا مانیتورینـگ پروسـه آمپلیفیکاسـیون          یقبل ـ هايروش

PCR   ایـن روش قـادر   . برطرف نموده اسـت در زمان واقعی
است پیشرفت مراحل آمپلیفیکاسیون را در هر چرخـه و در           

Real-Time PCRدر روش. زمـان واقعـی نـشان دهنـد    

آزاد شـدن   . چرخه قابل ردیابی اسـت     در هر PCRمحصول  
ده در هر چرخه در خـلال       نور فلورسانس از پروب هیبرید ش     

متناسـب بـا مقـدار محـصول     Real-Time PCRواکنش 
PCR هرچه تعداد کپی نامبر آغازین اسید نوکلئیـک        . است

در نـور فلورسـانس     هدف بیشتر باشد، افزایش قابل ملاحظـه      
بررسـی واکـنش در هـر سـیکل از          . شـود زودتر مشاهده می  

در گیـرد،   طریق افزایش فلورسـانس آزاد شـده صـورت مـی          
واقع، تعیین کمـی محـصول در اوایـل فـاز نمـایی واکـنش               

هـاي بـسیار زیـادي      ب نمونـه  ی ـن ترت ی ـبه ا . گیردصورت می 
).18(طور همزمان آنالیز گردند توانند بهمی

در Real-Time PCRبا توجه به مطالب ذکر شده، روش 
ها، تکنیک مناسبی براي بررسی پاسـخ       مقایسه با سایر روش   

متأسـفانه منـابع    . شـود وسی محسوب مـی   به درمان ضد ویر   
مالی براي تأمین پیگیـري درمـان ضـد ویروسـی همـراه بـا               

گیري مـنظم بـار ویروسـی در اکثـر منـاطق دنیـا و از                اندازه
. شـود جمله ایران وجود ندارد و فقدان آن کاملاً احساس می         

ــک    ــق، از تکنی ــن تحقی Real-Time RT-PCRدر ای

HCVران آلـوده بـه      سـنجش بـار ویروسـی بیمـا        منظوربه

مراجعه کننده به درمانگاه عفونی بیمارستان شهداي عـشایر         
.استفاده شد

هامواد و روش
جامعه مورد مطالعه

بـوده و جامعـه   Case seriesاز نـوع مطالعه حاضـر  
شهرسـتان   Cمورد مطالعه کلیه بیماران مبتلا بـه هپاتیـت          

ان خرم آباد مراجعـه کننـده بـه درمانگـاه عفـونی بیمارسـت             
نفر را شـامل  200که باشدمیماه6شهداي عشایر به مدت 

چگونگی انجـام تحقیـق توسـط کمیتـه اخـلاق در          . شودمی
قـرار   تأییـد پژوهش دانشگاه علـوم پزشـکی لرسـتان مـورد           

شـرکت  Cکلیه بیماران مبـتلا بـه عفونـت هپاتیـت           . گرفت
کننــده در ایــن پــژوهش، در درمانگــاه عفــونی بیمارســتان  

هـاي  ر پـذیرش شـده علائـم بـالینی و یافتـه           شهداي عـشای  
توسط پزشک متخصص مورد بررسی قرار       هاآنآزمایشگاهی  

پزشک متخصص مبنی بر مـزمن بـودن         تأییدپس از   . گرفت
. بیماري بـه هـر بیمـار یـک کـد ویـژه اختـصاص داده شـد              

همچنین تمامی اطلاعات ضـروري فـرد آلـوده و در صـورت           
اي که براي ایـن منظـور       هنیاز اطلاعات تکمیلی در پرسشنام    

از پایـان بـازه      پـس  .تنظیم شده بود، ثبـت و ضـبط گردیـد         
بنـدي  ها به روش تـصادفی طبقـه      زمانی مورد مطالعه، نمونه   

گردیده و از بین کـدهاي موجـود تعـداد نمونـه لازم جهـت              
.انجام تحقیق انتخاب گردیدند

:طراحی پرایمر و پروب هاي هیبریدیزاسیون
، HCVواحی حفاظـت شـده ژنـوم    بررسی ن ـمنظوربه

از بانـک ژنـی، از   HCVهـاي مختلـف     توالی کامل ژنوتیـپ   
Megaافـزار  طریق اینترنت، بدست آمد و با استفاده از نرم

. بـا یکـدیگر مقایـسه شـد    HCVمختلف هايگروهژنوم  ،  4
ابتدا جفت پرایمر رفتی و برگشتی بـا اسـتفاده از نـرم افـزار               
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Gene Runnerافـزار  پس با کمک نـرم س. طراحی گردید
Blast           از یکتا بودن محل اتصال پرایمرها اطمینـان حاصـل

).1جدول (شد
5UTRتوالی پرایمرهاي اختصاصی ناحیه . 1جدول 

925706 HCV 5-UTR D10934 Tm

P1
CCC TGT AGG
AAC TAC TGT

CTT CA
S 43-69 65.4C

P2
GGG CAC TGC
ACA GCA CCC

TAT
A

316-
296 64.5C

در مرحله بعد با اسـتناد بـه مقـالات معتبـر، از روي              
موجود در بانک ژنی یـک جفـت پـروب           HCVهايتوالی

از Oligoافـزار  هـاي مزبـور در نـرم    پـروب . انتخاب گردید 
مـورد بررسـی   % 35-60بـین  GCو محتـواي    Tmلحاظ  

پـروب بـالا    3، انتهـاي    FRETبراي واکـنش    . قرار گرفت 
5با فلورسئین و انتهاي     ) Donor(عنوان دهنده   دست به 

بــا ) Aceptor(عنــوان پذیرنــده پــروب پــایین دســت بــه
LightCycler Red ).2جدول (شد دارنشان640

5UTRتوالی پروب هاي اختصاصی ناحیه . 2جدول 

هاي طراحی شده بـراي سـاخت    جفت پرایمر و پروب   
پـس  . آلمان سفارش داده شدTib Mol Biolبه شرکت 

تهیـه شـده در   M50و M20رقت  هاآناز سنتز، از    
.نگهداري شد-C20فریزر 

آماده سازي نمونه
بیمــار در ســی خــون کامــل ســی10ابتــدا در حــدود 

. شدریخته   EDTAضد انعقاد هاي استریل حاوي ماده     لوله
rpm3000ها را در دور     سپس براي جداسازي پلاسما، لوله    

هـاي  سانتریفوژ کرده، پلاسماي حاصل به درون میکروتیوب      
شناسـایی   منظـور به. لیتري استریل منتقل گردید   میلی 5/1

مـار، کـد    پلاسماي متعلق به هـر بیمـار، کـد اختـصاصی بی           

. آزمایشگاه و نام بیمار مربوطه بر روي هر ویـال نوشـته شـد             
- C70هـا تـا زمـان اسـتفاده در فریـزر           سپس کلیه نمونـه   

.ذخیره شدند
ویروسیRNAاستخراج 

نمونه پلاسما از خون بیماران مبـتلا        200پس از تهیه    
مثبـت بـوده و آزمـایش    هاآنکه آزمایش الایزاي  HCVبه  

میکرولیتر از   140نیز مثبت بود،     هاآنت  وسترن بلا  تأییدي
ویـروس اسـتفاده     RNAپلاسماي حاصل بـراي اسـتخراج       

ویروس با استفاده از کیـت اسـتخراج        RNAاستخراج  . شد
QIAamp Viral RNA Mini)  شـرکتQiagen (

.انجام گرفت
cDNAسنتز 

اســتخراج شــده بــراي انجــام RNAدر ایــن مرحلــه 
مــورد cDNAو ســنتز آزمـایش نــسخه بــرداري معکــوس  

(Roche)بـراي ایـن منظـور از کیـت    . استفاده قرار گرفت

Expand RTبر طبـق دسـتورالعمل کیـت،    . استفاده شد
استخراج شده به یـک لولـه        RNAمیکرولیتر از    5/9مقدار  

,ABI(اضافه شده سپس لوله مزبور به دستگاه ترموسایکلر 

Thermal Cycler Gradient ( 5منتقــل و بــه مــدت
4در مرحلـه بعـد      . قـرار داده شـد     C˚75قیقه در دمـاي     د

ــزیم  ــافر آن میکرولیتــر دي تیوتریتــول RT ،2میکرولیتــر ب
)DTT( ،2  ــوط ــر از مخل ــسی  2/0میکرولیت ــولار دزوک م

میکرولیتر از پرایمر اختـصاصی      dNTP(  ،1(ریبونوکلئوتید  
و RTواحد آنـزیم  20، )پیکومول50با غلظت (آنتی سنس  

اضافه کرده   RNAبه لوله حاوي     RNasinیم  واحد آنز  20
و سـپس مجـدداً بـه دسـتگاه         ) میکرولیتـر  20حجم نهایی   (

در این مرحله مخلوط فوق به مـدت        . ترموسایکلر منتقل شد  
دقیقـه در  5سـپس بـه مـدت      C˚42یک ساعت در دمـاي      

سنتز شـده تـا مرحلـه        cDNA. قرار داده شد   C˚95دماي
).19(نگهداري شد - C˚20بعد در فریزر 

925706 HCV 5-URT Hyb
probes

D10934 Tm

FL
GCA CGC TCC

AGG ACC CCC X
S

107-
125 67.5C

LC
LC640-CCG CGG
ACACGCA TAG

TGG TC P
S

128-
150

66.9C
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-Real-Time PCRInآزمـایش  بهینه سازي 

house
دســتیابی بــه بهتــرین نتــایج در آنــالیز بــا منظــوربــه

ســازي مـواد و شــرایط  هـاي هیبریدیزاســیون، بهینـه  پـروب 
براي نیل به ایـن هـدف، از       . رسدآزمایش ضروري به نظر می    

با بار ویروسی مشخص در     ) مثبت و منفی  (هاي کنترل   نمونه
در  MgCl2ترین غلظت   بعلاوه مناسب . فاده شد هر ران است  

غلظـت الگـوي هـدف،      . تکثیر الگوي جدید انتخـاب گردیـد      
.سازي شدهاي هیبریدیزاسیون بهینهپرایمرها و پروب

رسم منحنی استاندارد
از آنجایی که در روش کمـی، مقـدار اسـید نوکلئیـک             
هدف موجـود در یـک نمونـه مجهـول در مقایـسه بـا یـک                 

این منحنی استاندارد بایـد    . شوددارد تعیین می  منحنی استان 
مشخص از همـان اسـید نوکلئیـک هـدف           هايغلظتواجد  

هـاي رقـت اسـتاندارد بـا     در این مطالعه چهار نمونه    . باشدمی
شد، امـا   مجزا ریخته    هايمیکروتیوبسریال تهیه شده و در      

هاي مجهول مورد آزمـایش قـرار       در یک ران به همراه نمونه     
در حین انجـام آزمـایش، شـیب        ). ستاندارد خارجی ا(گرفت

ــر Crossing point(منحنــی رگرســیون خطــی در براب
سـپس بـا اسـتفاده از       . شـود محاسبه مـی  ) غلظت لگاریتمی 

:گرددتبدیل می) E(فرمول زیر ارزش شیب به کارایی 
1–]slope/1-10 = [E

HCVسازي استانداردهاي مرجع آماده

استاندارد براي رسـم منحنـی   ياهنمونهتهیه   منظوربه
کــه بــر طبــق HCV RNAخــارجی، آمادهــاي مرجــع 

کــالیبره شــده بــود، از 970/96شــماره WHOاســتاندارد 
ــرل   ــک و کنتـ ــتانداردهاي بیولوژیـ ــی اسـ ــستیتوي ملـ انـ

)NIBSC (    سـپس مطـابق بـا      . در انگلستان خریداري شـد
لیتر آب دو بار    میلی 5/0، به هر ویال     NIBSCدستورالعمل  

IU/mlمحلــول حاصــل واجــد رقــت . طیــر اضــافه شــدتق

این غلظـت معـادل     . باشدمی 1aHCVاز ژنوتیپ    25000
این اسـتانداردها  . باشدلیتر می در هر میلی   RNAکپی   105

Inهـاي روشبراي کالیبره نمودن  –house Real-time

PCR رودمیبکار.
ژنوتیـپ  6براي اثبات توانایی ایـن روش در تـشخیص        

ــا حــساسیت یکــسان، یــک پانــل ژنوتیــپ  HCVاصــلی  ب
NIBSCاز HCV RNAژنوتیـپ اصـلی   6مـشتمل بـر   

ــد ــداري گردی ــل حــاوي  . خری ــن پان ــال ای 3/0- 5/0هــر وی
IU/mlلیتر سرم با غلظـت نهـایی   میلی . باشـد مـی 1000

، NIBSCبراي استفاده از این پانل مطابق بـا دسـتورالعمل           
س از از سـرم صـورت گرفتـه و پ ـ   HCV RNAاستخراج 

، براي معتبر نمودن روش بکـار بـرده         cDNAتبدیل آن به    
اعتبارســنجی روش راه انــدازي شــده کلیــه منظــورشــد بــه

روش کمـی اعـم      تأییدپارامترهاي دخیل در تعیین اعتبار و       
از حساسیت، ویژگی، محدوده تعیـین، دقـت و تکرارپـذیري           

.مورد بررسی قرار گرفت
Inانجام آزمایش  –house Real-time PCR بر

روي نمونه بیماران
بیمار آلوده در 200بر روي HCV RNAسنجش کمی 

با ) کنترل عنوانبه(فرد سالم    20ونیز  )قبل از درمان  (صفر  زمان
. انجــام گردیــدReal-Time RT-PCR in-houseروش 

-103(رقت مختلـف  4رسم منحنی استاندارد خارجی  منظوربه

106 IU/ml ( ازRNAیبره شده با استانداردهاي استاندارد کال
NIBSC   طور همزمان نیـز     انتخاب شده بهRNA    ویـروس از

هاي پلاسماي بیماران استخراج شده سنجش کمی بر روي نمونه
براي این منظور، مخلوط نهـایی . انجام گرفتاستاندارد و بالینی 

شـرکت  (dNTPمیکرولیتر x10  ،4/0بافر   میکرولیتر 2شامل  
Qiagen (   میکرولیتـر  5/2میلی مـولار،    10با غلظتMgCl2

میکرولیتر از 50/0میلی مولار، 25با غلظت ) Qiagenشرکت (
میکرومولار،  20هر یک از پرایمرهاي رفتی و برگشتی با غلظت          

هاي هیبریدیزاسیون با غلظت میکرولیتر از هریک از پروب25/0
ــولار، 20 ــزیم 3/0میکرومـ ــر آنـ Taq DNAمیکرولیتـ

Polymerase)  شرکتQiagen (   3نهایتاًواحد و    5با غلظت
2/0هــايمیکروتیــوبســنتز شــده در cDNAمیکرولیتــر از 
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میکرولیتر  20حجم نهایی با آب مقطر به       . میکرولیتر ریخته شد  
ها پس از سانتریفوژ کوتاهی در دسـتگاه        میکروتیوب. رسانده شد 

Rotor Geneعبارت استبرنامه زمانی دستگاه . قرار داده شد
ثانیـه، متعاقـب آن      30به مدت    C˚95دناتوراسیون اولیه در    : از

و  C˚57ثانیـه در     C˚95  ،20در   ثانیه 05/0سیکل شامل    45
شدت نور فلورسانس در مرحله آنیلینگ و با     . C˚72ثانیه در    20

.بدست آمدF2/F1استفاده از کانال 
با استفاده از کیت تجاريReal-time PCRآزمایش 

ائید صحت آزمـایش انجـام گرفتـه بـا روش راه            ت منظوربه
همزمـان بـا     طـور بهي بیماران   هانمونهاندازي شده، بار ویروسی     

ابتـدا  ن  یبنابرا .کیت تجاري آرتوس نیز مورد آزمایش قرار گرفت       
طـور کامـل    واکنش اعم از مخلوط نهایی و اسـتانداردها بـه         مواد

. گردیـد  ذوب شده با یک ورتکس کوتاه و سریع کـاملاً مخلـوط           
. ها اضافه شدالویتمامیبهمیکرولیتر از مخلوط نهایی 15سپس 

اســتخراج شــده مربــوط بــه RNAمیکرولیتــر از 5در نهایــت 
میکرولیتـر از    5میکرولیتر از هر یک از استانداردها و         5ها،  نمونه

طوري که حجـم  به. عنوان کنترل منفی اضافه شد   آب دیونیزه به  
به مـدت    هانمونهسپس کلیه   . یتر شود میکرول 20کلی هر ویال    

پروفایـل حرارتـی    . سانتریفوژ شد  rpm2000ثانیه در دور     10
بـه شـرح زیـر    HCV RNAبراي تشخیص و تعیین کمیـت  

دقیقـه،   10بـه مـدت      C˚50نسخه برداري معکوس در     : است
50ثانیه، متعاقـب آن  10به مدت   C˚95دناتوره شدن اولیه در     

ثانیه و 12به مدت C˚55ثانیه، 2ت به مدC˚95سیکل شامل 
C˚72 ثانیه10به مدت.

آنالیز آماري
گیـري شـده در    در این مطالعه، میانگین بار ویروسی اندازه      

بـراي   .محاسـبه گردیـد   IU/mlمقیاس لگاریتمی و بر حـسب     
Spearman’sمقایسه نتایج حاصل از دو روش ذکـر شـده از   

correlationوMann-Whitney testفاده شداست.

هایافته
:نتایج حاصل از تعیین اعتبار روش راه اندازي شده

6نتایج حاصل از بکارگیري پانل ژنوتیپ نشان داد که هـر        
کارآمدي توسط روش راه اندازي شده شناسـایی         طوربهژنوتیپ  

منفـی کـه بـه       HCVنمونه   4براي تعیین ویژگی از     . شوندمی
ثبـت بـود بـه      م هاآنHIVو   HBV  ،CMV  ،EBVترتیب  

استفاده ) عنوان کنترل مثبت  به(مثبت   HCVهمراه یک نمونه    
هاي طراحی شـده کـاملاً      و پروب نتایج نشان داد که پرایمر    . شد

واکـنش  HCVاختصاصی عمل نموده با عوامل ویروسی غیر از        
تعیین حساسیت این روش از یک نمونـه بـا        منظوربه. دهندنمی

تهیه شده به همراه پانل     مشخص   هايرقتIU/ml106غلظت  
. صورت دوتایی مورد آزمـایش قـرار گرفـت        به RNAاستاندارد  

بـا   IU/ml50نتایج نشان داد که محـدوده تعیـین ایـن روش            
- IU/ml106بـین  ) Dynamic range(محدوده دینـامیکی  

در HCVاســتاندارد RNAآمپلیفیکاســیون . باشــدمــی103
ضـریب  . نشان داد هاي مختلف، خطی بودن این روش را        غلظت

براي . بود≤99/0طور متوسط رگرسیون منحنی استاندارد نیز به   
پانل  106تا   103هايرقتتعیین دقت و تکرارپذیري این روش،       

يهــاآنو در ر) intra-assay(در یــک ران RNAاســتاندارد 
ســپس . مــورد آزمــایش قـرار گرفــت ) inter-assay(مختلـف  

بر اساس(CV)تغییرات و ضریب (SD)شاخص انحراف معیار 
Crossing Pointضـریب  . حاصل از هر رقت محاسبه گردید

در ایــن روش بــه ترتیــب کمتــر از -Interو -Intraتغییــرات 
.بود% 4/3و % 77/1

تعیین بار ویروس
با توجه بـه نتـایج بدسـت آمـده از روش راه انـدازي               

IU/mlاز مــوارد کمتــر از %9/37شــده، بــار ویــروس در 

ــین %6/33در ،500،000 ــوارد ب -IU/ml700،000از م
IU/mlاز مــــــوارد بــــــیش از %7/28و در 500،000

گیـري شـده در     میانگین بار ویروسی اندازه    .بود 700،000
،22/081/5: (ازعبـــارت اســـتمقیـــاس لگـــاریتمی 

)05/0P<.(
اندازي شده  بررسی همبستگی بین روش راه     منظوربه

200و روش بــر روي و کیــت تجــاري، نتــایج حاصــل از د
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مطالعـات  .درمان با یکدیگر مقایسه شدشروع بیمار قبل از 
، همبـستگی   R2شـاخص    بـر اسـاس   آماري نشان داد کـه      

ــان     ــل از درم ــل از دو روش قب ــایج حاص ــین نت ــوبی ب خ
)05/0P<  ،988/0=R2 (   وجود دارد) از آنجـایی  . )1نمودار

 ـ   هاآنبادي  که افراد کنترل سالم که تست آنتی       ود منفـی ب
سیگنالی ناشی از تکثیر نـشان ندادنـد، بنـابراین           گونههیچ

ارزش پیشگویی مثبـت  % 100اندازي شده ویژگی روش راه  
.بود% 100و منفی این روش نیز 

In house Real-timeمقایسه نتـایج حاصـل از روش   .1نمودار 

PCRو کیت تجاري
بالینیهايافتهی

مـورد  Cهپاتیت بیمار مبتلا به   200در این مطالعه    
خـصوصیات دموگرافیـک بیمـاران در       . بررسی قرار گرفتند  

بــا توجـه بــه نتـایج بدســت آمــده   . آمــده اسـت 3جـدول  
در ایـن   %) C)5/95بیشترین مبتلایان به بیماري هپاتیت      

از بیماران مـرد     دهندي آماري را مردان تشکیل می     جامعه
وه گـر . باشدمیسال   63تا   18طیف سنی بیماران  . هستند
بیـشترین و گـروه      )%67(نفر   134سال با    40تا   20سنی  
کمترین گروه سـنی را     ) %2(نفر   4سال به بالا با      60سنی  
بیـشترین تعـداد     تأهـل از نظـر وضـعیت      . شـود مـی شامل  

از .بودنـد . به افـراد مجـرد اختـصاص دارد       %) 46(بیماران
بـه   )اختصاصی شـغلی  (ابتلا  بیشترین درصد   لحاظ شغلی، 

و پس از آن در مشاغل       %5/52جمعیت بیکاران    ترتیب در 
.شودمیدیده % 5/33با رقمآزاد

Cات دموگرافیک بیماران مبتلا به هپاتیت یخصوص. 3جدول 

بیمـار مـورد     200از نظر فاکتورهاي خطـر در میـان         
مطالعه، سابقه اعتیاد تزریقـی و زنـدانی شـدن بـه ترتیـب             

در ایـن   . ختـصاص داده اسـت    بیشترین میزان را به خـود ا      
در خـانواده کمتـرین میـزان        HCVمیان سابقه ابـتلا بـه       

).4جدول (است 
Cفاکتورهاي خطر ابتلا به هپاتیت . 4جدول 

فاکتورهاي خطر فراوانی درصد
در خانوادهHCVسابقه ابتلا به  18 9%

سابقه اعتیاد تزریقی 179 5/89%
سابقه بستري شدن در بیمارستان 123 5/61%

سابقه تزریق خون 48 24%
سابقه تماس جنسی پرخطر 109 5/54%

سابقه حجامت 45 5/22%
کوبیسابقه خال 111 5/55%

سابقه دندانپزشکی 130 65%
سابقه زندانی شدن 170 85%

مصرف سیگار 148 74%
سابقه مصرف الکل 83 5/41%

بحث و نتیجه گیري
صـورت  بـه هـاي سـنجش بـار ویروسـی         امروزه روش 

هاي تجاري در دسترس هستند، اما بـه علـت هزینـه            کیت
هاي کم درآمـد    ها در محیط  بالایی که دارند، استفاده از آن     

ویژه در مراکز دولتی محدود و در اکثر اوقـات متوقـف            و به 
-Realانـدازي روش  هـدف از ایـن مطالعـه راه   . شده است 

Time PCR In- Houseن یگزیعنوان یک روش جـا به
هاي تجاري اسـت تـا بـه کمـک آن بتـوان بـار               ي کیت برا

تعیین نمـوده و در      HCVویروسی را در بیماران مبتلا به       
مراحل بعدي براي ارزیابی پاسـخ بـه درمـان ضدویروسـی            

.مورد استفاده قرار داد

درصد فراوانی بیمارانخصوصیات
5/99% 191 مرد
5/4% 9 زن جنس

5/46% 93 متأهل
43% 86 مجرد

5/10% 21 جدا شده
وضعیت تأهل

5/99% 191 زیر دیپلم
5/4% 9 بالاتر از دیپلم وضعیت تحصیلی

5/57% 115 بیکار
5/42% 85 شاغل وضعیت شغلی
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از  PCRدر این مطالعه براي تعیین کمی محصولات        
در سیــستم ) Hybprobe(هــاي هیبریدیزاســیون پــروب

Real-Time  هـاي  مطالعات اخیـر از پـروب     . استفاده شد
بهـره  Real-Time PCRمزبـور در کاربردهـاي متنـوع    

هاي هیبریدیزاسـیون   فرمت تشخیصی پروب  ). 20(اند  برده
. بر پایه استفاده از دو پروب اولیگونوکلئوتیدي استوار است        

صورت نزدیک به هم به یک توالی واقـع در  این دو پروب به 
ایـن  . شـوند اي آمپلیفیکاسـیون متـصل مـی      میان پرایمره 

اي طراحی شوند که در خـلال فـاز         گونهها بایستی به  پروب
نوکلئوتیـد بـه   1-5آنیلینگ به حالت سر به دم و با فاصله          

را بـه یکـدیگر     ) فلوروفـور (یک رشته متصل شده دو رنگ       
، HCVبـا توجـه بـه هتروژنیـسیتی تـوالی           . نزدیک کنند 

طـوري  بـه . سیار حائز اهمیت است   انتخاب پرایمر و پروب ب    
هـا و تحـت     اندازي شده بتواند تمامی ژنوتیـپ     که روش راه  

را با حساسیت یکسان شناسایی و تعیین        HCVهاي  تیپ
انـدازي روش انتخـاب     کمیت نماید، لذا اولـین قـدم در راه        

اي اسـت کـه کمتـرین تغییـرات      پرایمر و پـروب از ناحیـه      
اي مختلف ویروس داشته    هنوکلئوتیدي را در میان ژنوتیپ    

.باشد
ــشان داده   ــف ن ــات مختل ــر و   مطالع ــه پرایم ــد ک ان

UTR ′5هایی که توالی بسیار حفاظت شده ناحیـه  پروب

بسیار اختصاصی   ،دهندرا مورد هدف قرار می     HCVژنوم  
عمل نموده با حساسیت مشابه قادر بـه شناسـایی تمـامی            

در). 21(باشـد   مـی  HCVهـاي   ها و تحـت تیـپ     ژنوتیپ
هـاي مختلـف پرایمـر،     سازي روش، از غلظـت    جریان بهینه 

تـرین  در نهایت مناسـب   . پروب و الگوي هدف استفاده شد     
.غلظت براي هر یک از این عوامل انتخاب شد

اندازي یـک روش از اهمیـت   مطلب دیگري که در راه   
اي برخوردار است استاندارد نمودن و معتبرسازي العادهفوق

منظــور در ایــن مطالعــه بــه. اســتانــدازي شــده روش راه
استاندارد نمـودن روش طراحـی شـده از پانـل اسـتاندارد             

NIBSC  منظـور تعیـین    از سـوي دیگـر بـه      . استفاده شد

هـاي  استاندارد رقـت   RNAحساسیت آنالیتیکی روش، از     
. سریال تهیه شده و در یک ران مورد آزمایش قـرار گرفـت      

ــساسیت روش راه  ــه ح ــشان داد ک ــایج ن ــدازنت ــده ان ي ش
IU/ml IU/ml103-106با محدوده دینامیکی بین 50

در HCVاســتاندارد RNAآمپلیفیکاســیون . باشــدمــی
. هاي مختلف، خطـی بـودن ایـن روش را نـشان داد          غلظت

طـور متوسـط   ضریب رگرسیون منحنی اسـتاندارد نیـز بـه        
.باشدمی≤99/0

آن از پارامترهاي مهـم در       يدقیق بودن نتایج و تکرارپذیر    
در ایـن   . شـوند اندازي شده محـسوب مـی     معتبرسازي روش راه  

ــرات   ــتا، تغیی ــراي روش Inter-assayو Intra-assayراس ب
- Intraضریب تغییرات   . اندازي شده مورد بررسی قرار گرفت     راه
. بـود % 4/3و  % 77/1در این روش به ترتیب کمتـر از          - Interو  

ت کمتـر از    مطالعات متعدد حاکی از آن است که ضریب تغییـرا         
بـراي  % 10و ضریب تغییرات کمتـر از        Intra-assayبراي  % 5

Inter-assay نشان دهنده تکرارپذیر بودن و دقت مناسب یک ،
انـدازي شـده    شود که روش راه   بنابراین ملاحظه می  . روش است 

هاي بالینی  و هم درباره نمونه    RNAهم در مورد استانداردهاي     
.باشدخوردار میاز تکرارپذیري و دقت مناسبی بر

تعیین کاربرد گـسترده ایـن روش   منظوربهاز سوي دیگر    
ــایی آن در شناســایی   ــالینی و تحقیقــاتی، توان 6در مطالعــات ب

ژنوتیپ اصلی شایع در جهان از طریق استفاده از پانل اسـتاندارد        
ژنوتیپ 6نتایج نشان داد که هر . ژنوتیپ مورد بررسی قرار گرفت

وسیله روش طراحی شده شناسایی     ارآمدي به طور ک توانند به می
نمونه  200براي اثبات کاربردي بودن روش طراحی شده        . شوند

ن بـار  یانگی ـم. بالینی قبل از درمان مـورد آزمـایش قـرار گرفـت     
ــیو ــد ) >22/081/5 ،05/0P(یروس ــبه ش ــا. محاس ج ینت

فی ـطینیباليهانمونهيشده بر رويحاصل از روش راه انداز
IU/ml102-106    سه بـا  ی ـج قابـل مقا ین نتـا یرا نشان داد که ا

ــه یر مطالعــات در زمیســا باشــدمــیReal- time PCRن
نتایج حاصل از این روش با نتایج بدست آمده یاز طرف. )22،23(

مقایسه . مقایسه شدReal-Time RT-PCRاز کیت تجاري 
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نتایج نشان داد که همبستگی خوبی بین روش طراحـی شـده و     
، مــورد )05/0P<،988/0=R2(ي قبــل از درمــان کیــت تجــار

از آنجایی که افراد کنتـرل سـالم کـه تـست            . بررسی قرار گرفت  
سیگنالی ناشی از تکثیر نشان گونههیچمنفی بود هاآنبادي آنتی

ــابراین ویژگــی روش راه  ــد، بن ــدازي شــده ندادن ارزش % 100ان
ت در نهای ـ . بـود % 100پیشگویی مثبت و منفی ایـن روش نیـز          

انـدازي  نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که روش کمـی راه           
شده روشی سریع، دقیق و تکرارپذیر با محدوده تعیین گـسترده         

ایـن روش   . باشـد هاي بالینی می  جهت تعیین بار ویروسی نمونه    
براي پیشگویی و مانیتورینگ کارآیی درمان ضدویروسـی بـسیار    

در تشخیص عفونت    راهنماي مفیدي این تکنیک . سودمند است 
اولیه و ارزیابی پاسخ به درمان ضدویروسی در افـراد در معـرض              
خطر ماننـد اهداکننـدگان خـون، بیمـاران همـوفیلی، معتـادان        

و درمـان مناسـب      موقـع بهبا تشخیص   . رودمیتزریقی به شمار    
گیر این بیماري و تبعات ناشی از آن تـا          توان از افزایش چشم   می

بــه دلیــل هزینــه بــالاي انجــام .ودحــد امکــان جلــوگیري نمــ
، عـــدم HCVهـــاي تـــشخیص کمـــی و کیفـــی آزمـــایش
پوشـی  مالی، بیماران غالباً از انجام این آزمـایش چـشم     استطاعت

با بکارگیري ایـن روش و قیمـت نـازل آن نـسبت بـه               . کنندمی
توان بیماري را در مراحـل ابتـدایی   هاي تجاري موجود، می کیت

امید است تـا بـا   . درمان آن اقدام کرد   شناسایی نمود و نسبت به      
کــاربردي نمــودن ایــن روش گــامی هرچنــد نــاچیز در جهــت 

اکثـراً از   که HCVو کمک به بیماران مبتلا به       شکوفایی کشور 
.بضاعت جامعه هستند، برداشته باشیمکم درآمد و بیرقش

تشکر و قدردانی
دانشگاه حامی مالی آنبوده و  HSRپژوهش حاضر طرح    

از آقـاي برخـورداري مـدیر امـور     . باشدمیپزشکی لرستان  علوم  
و کلیه پرسـنل مرکـز رفـرانس معاونـت بهداشـت             هاآزمایشگاه

دانشگاه علوم پزشکی لرستان که ما را در انجام این تحقیق یاري            
.نماییممینمودند، صمیمانه تشکر 
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