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Abstract 
Objectives: Human cytomegalovirus (CMV) is a major life-threatening pathogen for 
hematopoietic stem cell transplant recipients. Specific tests are used for the diagnosis and 
monitoring of CMV infection in transplant patients. This study evaluates the performance 
of pp65 antigenemia and qualitative PCR assays for monitoring CMV in such patients.  
Methods: We analyzed 179 clinical samples from 41 patients by using a validated home-
brewed qualitative PCR and a commercial antigenemia assay. The obtained results were 
evaluated using quantitative real-time PCR as the gold standard. 
Results: CMV was observed in 26.8% of samples analyzed by the antigenemia assay and 
in 42.6% of the samples by qualitative PCR. Among 179 clinical samples, 50.8% were 
negative and 21.2% were positive by both assays. On the other hand, 26.3% were only 
positive by qualitative PCR whereas 1.7% were positive by the antigenemia assay. A 
comparison of the results with real-time PCR showed that qualitative PCR has a higher 
sensitivity than the antigenemia assay (98.7% vs. 45.7%). The specificity of both assays 
was equal (96.8%). Quantitative results of the antigenemia assay showed good correlation 
with real-time PCR (r=0.715; p<0.001). 
Conclusion: Both the qualitative PCR and antigenemia assays have special deficiencies for 
efficient diagnosis of CMV infection. Therefore, effective management of CMV infection in 
transplant patients requires the use of other sensitive quantitative methods such as qPCR. 
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  چكيده

هـاي بنيـادي      اي است كه سلامت بيماران دريافت كننـده پيونـد سـلول              اصلي زاي بيماري ويروس سيتومگال انساني     :هدف
 در دريافـت كننـدگان پيونـد از         ويـروس سـيتومگال انـساني     براي تـشخيص و پـايش عفونـت         . كند  ساز را تهديد مي    خون
 كيفـي   PCR و   pp65ژنمـي     هاي آنتي   بررسي كارايي روش  حاضر با هدف    پژوهش  . شود  تفاده مي خصوصي اس  ههاي ب   روش

  .انجام شددر پايش ويروس سيتومگال در اين بيماران 
 كيفي خانگي معتبر شـده و از  PCRدر اين مطالعه از يك .  شد بيمار بررسي41 نمونة باليني از 179 تعداد  :ها  مواد و روش  

 ـدست آمده بهدر نهايت نتايج . اري استفاده شد تجژنمي  آنتييك روش  ـ Real-time PCRوسـيلة يـك روش   ه  ب ه  كمـي ب
  .عنوان استاندارد طلايي ارزيابي شد

ژنمي و  هاي آنتي اساس روش ترتيب بر  از بيماران به درصد6/42 و  درصد8/26 در ويروس سيتومگال انساني عفونت  :نتايج
PCR   وسيلة  ه ب  درصد 2/21وسيلة هر دو روش منفي بود و         ه ب  درصد 8/50نمونه باليني،    179از مجموع   .  كيفي مشاهده شد

 7/1 كيفي نتيجه مثبـت را نـشان داد و           PCRوسيلة   هها منحصراٌ ب     نمونه  درصد 3/26 ؛از سوي ديگر  . هر دو روش مثبت شد    
 نـشان داد كـه روش   Real-time PCRدست آمده با روش  همقايسه نتايج ب. ژنمي، مثبت شد وسيله روش آنتي ه تنها بدرصد
PCR        بـا ايـن وجـود      ). درصد7/45 در مقابل     درصد 7/98(ژنمي است      كيفي داراي حساسيت بيشتري نسبت به روش آنتي

ژنمي داراي همبستگي مناسبي  علاوه نتايج كمي حاصل از روش آنتيه ب).  درصد8/96(ويژگي هر دو روش با هم برابر بود 
  ).=P 715/0R> 0001/0 (ستا Real-time PCRبا روش 

ويـروس سـيتومگال   ثر عفونـت  ؤصي خاصي در تـشخيص م ـ ي كيفي داراي نقاPCRژنمي و      هر دو روش آنتي    :گيري  نتيجه
 در بيمـاران پيونـدي نيازمنـد    ويـروس سـيتومگال انـساني   رسد مديريت مناسـب عفونـت    نظر مي   رو به  اين   از. است انساني
  . استqPCRهاي حساس كمي ديگري همچون  روش

  
  PCR ،pp64 ،Real-time PCRژنمي، ويروس سيتومگال،   آنتي:واژگانكليد
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   در بيماران پيونديCMV كيفي براي تشخيص PCR و pp65مقايسه روش آنتي ژنمي 
  

  

15  Modares Journal of Medical Sciences: Pathobiology, 15(1), Spring 2012 15 

  مقدمه
  :Human Cytomegalovirus(ويروس سيتومگال انساني 

CMV(   هايي است كه سلامت افراد     زا بيماريترين    يكي از شايع
 بـا   CMVشـدت عفونـت     . كند  داراي نقص ايمني را تهديد مي     

ي رابطة مـستقيم دارد و شـديدترين        درجه سركوب ايمني سلول   
هـاي بنيـادي     عفونت در دريافت كنندگان پيونـد آلـوژن سـلول         

  :Hematopoietic Stem Cell Transplantation(سـاز   خون
HSCT ( و بيماران مبتلا به ايـدز )Acquired Immunodeficiency  

Syndrom: AIDS(ــداد ســلول ــا تع ــاي   ب ــايين رخ +TCD4ه  پ
 در دريافـت كننـدگان پيونـد        CMVيمـاري   علاوه ب ه  ب. دهد  مي

ــد   ــت جام ، )Solid Organ Transplantation: SOT(باف
درمـاني و بيمـاران داراي       بيماران سرطاني دريافت كننده شـيمي     

. ]1[شـود     طور قابل توجهي ديده مـي      هنقص ايمني مادرزادي، ب   
 از پيونـدهاي بافـت       درصد 25 در حدود سه دهه گذشته تقريباً     

 همـراه بـوده كـه ميـزان مـرگ و            CMVجامد آلوژن با بيماري     
ــدود  ــري ح ــته اســت درصــد85مي ــود  .  داش ــا وج ــروزه ب ام

هاي مربـوط    هاي قابل توجهي كه در زمينه بهبود روش        پيشرفت
اري به پيوند و كنترل عفونت ويروسي صورت گرفته، ميزان بيم         

CMV     سـاز نـسبت     هاي خون    در دريافت كنندگان آلوژن سلول
 ـ CMV، اما همچنان    ]2[به گذشته كاهش يافته است       عنـوان  ه   ب

طلب، زندگي دريافت كننـدگان      ترين عامل عفوني فرصت    اصلي
 قـرار   مـورد توجـه   كند و بايد در هر پيوندي         پيوند را تهديد مي   

  .]4، 3[گيرد 
 بــسته بــه نــوع CMVچگــونگي تــشخيص آزمايــشگاهي 

در افـراد دريافـت     . اوت اسـت  بيماري و وضعيت بيمـاران متف ـ     
خصوصي براي تشخيص    ههاي آزمايشگاهي ب   كننده پيوند روش  

 فرايندي سخت   CMVكشت  . و كنترل اين ويروس وجود دارد     
 هفتـه   2بر است و ممكن است ده روز و گاهي بـيش از              و زمان 

. براي شناسايي آثار تخريب سلولي ناشي از ويروس نيـاز باشـد     
وســيله كــشت فاقــد ارزش  هبــعــلاوه جداســازي ويــروس ه بــ

تشخيصي براي پيگيري بيماران پيوندي است چـرا كـه معمـولاً            
علت دريافت داروهاي سـركوب كننـده سيـستم         ه  اين بيماران ب  

 را بـا مقـدار متفـاوتي در ترشـحات خـود دفـع               CMVايمني،  
ــد  مــي ــري و   روش. ]5[كنن ــراي پيگي ــز ب هــاي ســرولوژيك ني

 در بيماران پيوندي مفيـد  CMVتشخيص عود مجدد و عفونت   
  سيـستم  در اثر سـركوب   علت عود نسبي ويروس       نيست زيرا به  

 همـواره در خـون افـرد شناسـايي          CMVبادي ضد     آنتي ،ايمني
 ـ  در كهاي سرولوژي   در واقع كاربرد روش   . دشو مي يش  مرحلة پ

 در افراد CMVبادي ضد  بردن به وجود آنتي    از پيوند و براي پي    
. ]6[ مفيد اسـت  هاي خوني   وردهآدهنده و گيرنده پيوند و نيز فر      

و روش ) pp65) pp65 Antigenemiaژنمـــي  روش آنتـــي
در تشخيص و پايش عفونت     ) PCR ( اي پليمراز   واكنش زنجيره 

CMV   ــت ــشترين مقبولي ــي، از بي ــص ايمن ــراد داراي نق  در اف
ژنمـي    يـك دهـه آزمـون آنتـي       براي بـيش از     . برخوردار هستند 

pp65  پر استفاده      يت  ترين روش براي تعيين كمCMV   در خون 
نوكلونـال بـراي شناسـايي      وبـادي م   در ايـن روش از آنتـي      . بود

هاي خون محيطـي     در لكوسيت  CMV تگومنت   pp65پروتئين  
)Peripheral Blood Lymphocyte: PBL(آميزي وسيله رنگ ه ب 

بـا  . ]8،  7[شـود     انس اسـتفاده مـي    رسئوايمني با روش ايمنوفلو   
 ـ    تـوان از روش آنتـي       كه مي  وجود اين  صـوررت كمـي     هژنمـي ب

استفاده نمود و اگرچه ايـن روش نـسبتاً آسـان و ارزان قيمـت               
تـوان از آن      دهد كه مي    است و تجارب گسترده موجود نشان مي      

 درسـتي  بـا  CMV بيمـاري   خطـر ي  براي شناسايي بيماران دارا   
 كه در برخي    داردقابل قبولي استفاده كرد، اين روش معايبي نيز         

 كـه   ]10،  9[از موارد كاربرد آن را با مشكل مواجه كرده اسـت            
 هاي مثبت   شناسايي سلول : عبارت است از   معايبترين اين    مهم

 و وابــسته بــه تجربــه ر متفــاوت بــودهاز فــردي بــه فــرد ديگــ
 از بـل خودكـار شـدن نبـوده و     گر اسـت، ايـن روش قا        آزمايش

آوري  ، پس از جمـع    نيستهاي انبوه مناسب      رو براي بررسي   اين
بايـد ايـن    )  سـاعت  7-6حـدود    (در زمان كوتاهي  نمونه بيمار،   

  .آزمايش انجام شود
ــتفاده از روش ــروزه اس ــاي م ام  PCRلكــولي همچــون وه

 در بيماران   CMVرد بسياري در تشخيص و پايش عفونت        كارب
لكـولي  وهـاي م   نتايج بسياري با اسـتفاده از روش      . داردپيوندي  
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   و همكاراننژاد بهزاد خوانساري
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 ـ     CMVمختلف براي شناسايي     دسـت   ه در خون افراد پيوندي ب
لكولي مختلف را بـا     وهاي م  آمده است و تحقيقات زيادي روش     

لكـولي در   وهاي م   روش. ]15-11[اند     مقايسه كرده  pp65روش  
 در بيمــاران CMVدو شــكل كيفــي و كمــي در فراينــد پــايش 

 كيفـي قـادر اسـت بـا         PCRروش  . شـود   پيوندي اسـتفاده مـي    
 CMVسرعت، دقت، حساسيت و ويژگي نسبتاً زيادي ويروس         

بـسيار     اين روش   هرچند البته. را در خون بيماران تشخيص دهد     
ولي لازم به ذكر است كه ارتباط يك نتيجه كمي          حساس است،   

تــر از حــساسيت مطلــق بــراي   مهــمCMVبــا ايجــاد بيمــاري 
لكـولي كمـي    وهـاي م   رو روش  از ايـن  . شناسايي ويروس است  

امكان ارتباط بين ميزان ويروس در خون بيمـار و پيـشرفت بـه              
ــي   ــراهم م ــاري را ف ــمت بيم ــازد س ــان روش  . س ــن مي   در اي

Real-time PCRي  كم)quantitative PCR: qPCR ( بسيار
جايي كـه ايـن روش فاقـد         مورد توجه قرار گرفته است و از آن       

، امـروزه در بـسياري      استژنمي    معايب ذكر شده در روش آنتي     
هاي تشخيصي در كشورهاي توسعه يافته، اسـتفاده          از آزمايشگاه 

 جــايگزين روش CMV بــراي تعيــين كميــت qPCRاز روش 
ترين مشكل    حال اصلي   با اين . ]10[ شده است    pp65ژنمي   آنتي

ژنمي اسـت      هزينة زيادتر آن نسبت به روش آنتي       qPCRروش  
جايي كه بيماران پيوندي نيازمنـد دفعـات زيـاد آزمـون             و از آن  

كمي براي پايش ويروس سيتومگال هستند، هزينة نهـايي تمـام           
 ـ    نسبت به روش آنتي    qPCRشده در روش     طـور قابـل     هژنمي ب

تـرين مـانع بـراي        اين مـشكل اصـلي    . توجهي بيشتر خواهد شد   
 در مراكـز  CMV در پايش عفونـت    qPCRكاربرد متداول روش    

 ، ايـران  پيوند بسياري از كـشورهاي جهـان، از جملـه كـشور مـا             
سـاز در    هاي بنيـادي خـون        شود و مراكز پيوند سلول      محسوب مي 

يـا  ( كيفـي    PCRژنمي يـا      هاي آنتي   ور معمول از روش   ط هكشور ب 
براي پايش متداول ويـروس     )  تركيبي از هر دو روش     دستورالعمل

CMVكنند  در دريافت كنندگان پيوند آلوژن استفاده مي.  
ژنمي   هاي آنتي  مقايسة روش حاضر  رو هدف پژوهش     از اين 

pp65    و روش PCR  هاي بـاليني بيمـاران دريافـت          روي نمونه
بـه منظـور    . ساز است  هاي بنيادي خون    ده پيوند آلوژن سلول   كنن

 ـ   ه نتايج ب  درستيبررسي   وسـيلة ايـن دو روش، از        هدست آمده ب

  .عنوان روش استاندارد استفاده شده استه  بqPCRآزمون 
  

  اه مواد و روش
  ها نمونه

هـاي     بيمار دريافت كننده پيوند سـلول      41 نمونه از    179تعداد  
هاي خـون   نمونه). نثؤ م15 مذكر و 26 (ه شد تهيساز   بنيادي خون 

ــد   از آذر )EDTA )Ethylenediaminetetraacetic acidواج
انكولـوژي و   - از بخش هماتولوژي   1389 تا فروردين    1388ماه  

هاي بنيادي بيمارستان شريعتي براي پـايش متـداول           پيوند سلول 
CMV        سـاير   .شدند   به آزمايشگاه بيمارستان دي تهران فرستاده 
هـاي    ه شده در ايـن مطالعـه روي بقايـاي نمونـه           يهاي ارا   آزمايش

ــشتر صــورت    ــه بي ــدون درخواســت نمون ــاران و ب ــت بيم . گرف
ژنمـي، نمونـه    صورت كه در زمان تهيه نمونه در روش آنتـي       بدين

ــتخراج    ــراي اس ــاران ب ــده بيم ــماي باقيمان ــام DNAپلاس  و انج
ب مجـوز   پژوهش حاضر با كـس    . شدلكولي استفاده   وهاي م   آزمون

  .رسمي كميته اخلاق پزشكي دانشگاه تربيت مدرس انجام گرفت
  

  pp65ژنمي  آزمون آنتي
 CMV Briteژنمي با استفاده از كيت تجـاري   آزمون آنتي

Turbo kit (IQ Corporation, The Netherlands) و 
طور خلاصه،   هب. اساس دستورالعمل شركت سازنده انجام شد      بر

 عـدد از  200000مـز بيمـار تعـداد    هـاي قر  پـس از ليـز گلبـول   
هـاي ميكروسـكوپي      هاي خون محيطـي روي اسـلايد        لكوسيت

 g500بـا دور    (شدند   )Cytocentrifugation(سايتوسانتريفوژ  
هـا    پس از مرحلـة نفـوذ پـذير كـردن، سـلول           ).  دقيقه 4مدت   به
 موجـود در كيـت      10C/11Cهـاي     بـادي   وسيلة مخلوط آنتـي    هب

ئورسـانس ثانويـه و     وبـادي فل    از آنتـي  انكوبه شدند و در نهايت      
هـاي مثبـت      ئورسانس براي تـشخيص سـلول     وميكروسكوپ فل 

 ـ  . استفاده شد  صـورت دوتـايي    هلازم به ذكر است كه هر نمونه ب
هـاي    بررسي شد و در صورت مثبت بودن، ميانگين تعداد سلول         

  .مثبت در دو اسلايد ثبت شد
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  استخراج ژنوم
 ميكروليتـر از نمونـة      200، مقـدار    DNAبه منظور اسـتخراج     

 QIAamp DNA mini Kitپلاسماي هر بيمار با استفاده از كيت 
)Qiagen اساس دستور العمل شركت سازنده تخليص        و بر  )، آلمان

 از   ميكروليتـر  50 استخراج شـده در حجـم        DNAدر نهايت   . شد
  . كيت حل شد)Elution Buffer (بافر ايلوشن

  

   كيفيPCRآزمون 
هـاي    رهايي كه قـادر بـه شناسـايي سـويه         آغازگبراي طراحي   

 ايـن ويـروس اسـتفاده       83UL باشد، از توالي ژن      CMVمختلف  
 موجـود ايـن ژن از      هـاي   گزارشتمامي      صورت كه توالي   بدين. شد

  NCBI )National Center for Biotechnologyپايگاه نوكلئوتيدي 

Information( رديفي چندگانه و    دست آمد و سپس مراحل هم      هب
 7نـسخه    AlleleIDافـزار    ها با اسـتفاده از نـرم      آغازگراحي  طر

 205هــاي طراحــي شــده يــك قطعــه آغازگر. صــورت گرفــت
  سـنس  آغازگرتوالي  . كند   از ژن مذكور را تكثير مي      نوكلئوتيدي

)Sense Primer( 5`-TACTGGCTGGTGAAGGTG-3` 
ــن   ــه اي ــازگراســت ك ــواحي آغ ــه ن ــا 569 ب ــوالي  از 586 ت   ت

شـود و     متصل مـي  ) NC_006273.2 مرجعتوالي   (UL83ژن  
  ) Antisense Primer (ســــنس  آنتــــيآغــــازگرتــــوالي 

5`-TGTGTCCCAAGAGCATCC-3` كه به ناحيـه     است 
  .دشو  متصل مي773 تا 756

 كيفـي در   PCRسازي اجزاي واكـنش، آزمـون         پس از بهينه  
  :  ميكروليتر انجام شد و شامل اجزاي زير بود25حجم 

 PCR ميكروليتـر بـافر   5/2خراج شـده،   است DNA ميكروليتر   5
)Qiagen, Germany( ،3/0 ها، آغازگر ميكرومول از هريك از
ــي5/1 ــزيم،    ميل ــد مني ــول كلري ــوط 200م ــول از مخل  ميكروم

 و  )Taq )Qiagen پليمراز   DNAنوكلئوتيدها، يك واحد آنزيم     
 دمـايي تكثيـر     دسـتورالعمل .  نانوگرم آلبومين سـرم گـاوي      100

 گـراد   درجـه سـانتي    95ن اوليـه در دمـاي       شامل واسرشت شـد   
اي شـامل      چرخـة سـه مرحلـه      40دنبال آن      دقيقه و به   4مدت   به

 ثانيه، اتصال   15مدت     به گراد  درجه سانتي  95واسرشت شدن در    
سـازي    ثانيـه و طويـل  15مدت   بهگراد  درجه سانتي57در دماي  
 در نهايـت  .  بـود   ثانيه 30مدت    بهگراد   درجه سانتي  72در دماي   

 الكتروفورز شـد و      درصد 2محصولات واكنش روي ژل آگارز      
 )Ethidium Bromide (آميزي با اتيديوم برومايـد  پس از رنگ

  .شدارزيابي ) ليتر  ميكروگرم در ميلي5/0در غلظت (
  

   كميPCR Real-timeآزمون 
وسـيلة   ه و ب  Rotor-Gene 3000 در دستگاه    qPCRآزمون  

اساس دستور العمل  بر، artus® CMV RG PCRكيت تجاري 
  .شركت سازنده انجام شد

  
   آماريتجزيه و تحليل
 SPSSافزار    رگرسيون خطي با استفاده از نرم      تجزيه و تحليل  

)SPSS Inc ،Chicago ( ــسخه حــساسيت و .  انجــام شــد16ن
  .دشهاي زير محاسبه   با استفاده از فرمولبالينيويژگي 

  
  
  
  
  
  
  
    

 هاي مثبت حقيقيتعداد پاسخ

 هاي كاذب تعداد منفي+ت حقيقيهاي مثبتعداد پاسخ
 =حساسيت

 هاي منفي حقيقيتعداد پاسخ

 هاي كاذب  تعداد مثبت+هاي منفي حقيقيتعداد پاسخ
 =ويژگي
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  نتايج
   كيفيPCRتيك حساسيت و ويژگي آنالي

ك روش تشخيصي، علاوه بر بررسي      يبراي تعيين ويژگي آناليت   
رها به الگوي مورد نظـر در پايگـاه         آغازگ اتصال اختصاصي    درستي

NCBI nucleotide BLAST پنل(گروه نمونه ويروسي ، از يك( 
هـاي بـالقوه مداخلـه كننـده شـامل          حاوي ژنوم برخي از ويـروس     

ــروس ــپ   ويـ ــيمپلكس تيـ ــرپس سـ ــاي هـ   Herpes (2  و1هـ
SimplexVirus Type 1 and 2(اپيستن بار ،) Epstein Barr  

Virus(  ، 8، و   7،  6هـاي انـساني تيـپ         زونا، هرپس -ناآبله مرغ، 
  C ،HIV) Human Immunodeficiency هپاتيت ،Bهپاتيت 
Virus( ،HTLV) Human T-lymphotropic virus(  آدنـو ،

ــاروو JC و BKهــاي  ، ويــروس)Adenovirus (ويــروس  و پ
نتايج حاصـل  .  استفاده شد)B19) Parvovirus B19ويروس 

يـك از     هاي طراحي شده با هـيچ     آغازگراز بررسي نشان داد كه      
 كيفـي   PCRدهـد و      عوامل مذكور واكنش متقـاطع نـشان نمـي        

  .كند  را تكثير ميCMVطراحي شده تنها ژنوم 
 كيفـي از يـك      PCRبراي تعيين حساسيت آناليتيك روش      

 ويــروس ســيتومگال كــه تعــداد DNAجــاري حــاوي نمونــه ت
، Vircell(هاي ويروس در آن مشخص بـود، اسـتفاده شـد            كپي

، 250،  500،  1000هـاي     رقـت   با استفاده از ايـن نمونـه      ). اسپانيا
 تكـرار   9از هـر رقـت      . ليتر تهيـه شـد       كپي در ميلي   50، و   100

ترين رقت قابـل      كيفي بررسي شد تا پايين     PCRوسيلة روش    هب
د شـو اندازي شده تعيين     ها توسط روش راه     گيري از نمونه   ندازها
پس از بررسي نتايج حاصـل، حـساسيت آناليتيـك          ). 1جدول  (

  .گرفته شد ليتر در نظر  كپي در ميلي250روش معادل 
  

   كيفيPCR تعيين حساست آناليتيك روش 1جدول 
  

 تعداد موارد مثبت )ليتر كپي در ميلي(غلظت 
1000 9/9 
500 9/9 
250 9/9 
100 9/4 
50 9/1 

   كيفيPCR و pp65ژنمي  مقايسه روش آنتي
اسـاس روش    بيمـار بـر   )  درصـد  8/26 (11طي اين بررسـي     

 دسـت   PCRوسيلة روش    هبيمار ب )  درصد 6/42 (26ژنمي و    آنتي
  نمونـة  179نتـايج   .  را نـشان دادنـد     CMVبـار عفونـت      كم يـك  

  وه اول شـامل    گـر : بنـدي شـد    بررسي شده در چهار گروه طبقه     
وسيلة هـر دو روش مثبـت بـود،          هكه ب )  درصد 2/21( نمونه   38

 ـ كه منحصراً )  درصد 3/26( نمونه   47گروه دوم شامل     وسـيلة   ه ب
PCR        درصـد  7/1( نمونه   3 كيفي مثبت بود، گروه سوم داراي  (

ژنمي مثبت شد و در نهايـت گـروه           وسيله روش آنتي   هكه تنها ب  
وسيلة هر دو روش     هكه ب ) رصد د 8/50( نمونه   91چهارم شامل   

دسـت آمـده، تمـامي       هنتايج ب درستي  به منظور تعيين    . منفي بود 
 نيز مورد ارزيابي كمي قـرار       qPCRها با استفاده از روش        نمونه
 ـ    38بر اين اساس هر     . گرفت  qPCRوسـيلة    ه نمونة گروه اول ب

 ويــروس DNAهــاي  و ميــانگين تعــداد كپــي نيــز مثبــت شــد
  دامنـة  (ليتـر بـود       كپـي در ميلـي     2088  گـروه  سيتومگال در اين  

 از   نمونـه  44در مقابل تنها در     ). ليتر  كپي در ميلي   319100  تا 150
دست آمد و متوسـط      ه ب qPCR نمونة گروه دوم نتيجة مثبت       47

   ويروســي ســيتومگال در ايــن گــروه DNAهــاي  تعــداد كپــي
 كپـي در    11835 تـا    14از دامنـة    (ليتـر بـود        كپي در ميلـي    714
كه اين عدد در مقايسه بـا ميـانگين گـروه اول بـسيار              ) ليتر  ميلي

گروه سوم كه هر يك داراي يك سـلول           هاي  در نمونه . بودكمتر  
pp65    ،نتـايج حاصـل از       ماننـد  مثبت بود PCR     كيفـي، نتـايج 

qPCR        نمونـه  90 نمونـة گـروه چهـارم        91 نيز منفي بـود و از 
 كپـي در    134منفي و تنها يـك نمونـه مثبـت شـد كـه بـار آن                 

 ـqPCRبـر ايـن اسـاس اگـر روش     . ليتـر بـود   ميلـي  عنـوان  ه  ب
در نظــر گرفتــه شــود، ) Gold Standard(اســتاندارد طلايــي 

ــالينيحــساسيت و ويژگــي  ــوان   كيفــي را مــيPCR روش ب ت
كه   در حالي  ؛ در نظر گرفت    درصد 8/96و   7/98ترتيب معادل    به

 و 7/45 معادل   ترتيب  به pp65ژنمي    ها در آزمون آنتي       اين شاخص 
  ).3 و 2جداول  (بود  درصد8/96

بررسي پرونده درماني بيماران مشخص نمـود كـه بيمـاري           
 ـ      CMVدار   علامت وسـيلة گانـسيكلووير     ه كه نيازمنـد درمـان ب
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)Ganciclovir (   هـاي    ارزيـابي .  بيمار رخ داده است    9باشد، در
  انجام شده نشان داد كه در دورة پـيش از درمـان ايـن بيمـاران،                

متعلـق بـه   ( بودند PCRژنمي و      بيمار داراي نتيجه مثبت آنتي     7
هاي مثبـت در دوره پـيش از          و ميانگين تعداد سلول   ) گروه اول 

در مقابـل   ).  سلول مثبت  71 تا   3بين  ( عدد بود    18بروز بيماري   
). گـروه دوم ( مثبت شده بـود   PCRديگر تنها نتيجه      بيمار 2در  
دو بيمـار در دورة پـايش       د كه يكي از اين      شعلاوه مشخص   ه  ب

رو امكـان     بوده و از ايـن     )Leukopenia (مربوط داراي لكوپني  
ژنمـي وجـود       بـا روش آنتـي     CMVتشخيص مناسب عفونـت     

  .نداشته است
  

  qPCR و pp65ژنمي   نتايج حاصل از مقايسه روش آنتي2 جدول
  

qPCR    
+  -  

 93 45  -  ژنمي آنتي 3 38  +

  
  qPCR كيفي و PCRسه  نتايج حاصل از مقاي3 جدول

  
qPCR    

+  -  
+  82 3 

PCR  -  1 93 

  

  
 

 pp65ژنمي   هاي آنتي    با روش  CMV همبستگي نتايج كميت سنجي      1 نمودار
ليتر بـر      بر حسب كپي در ميلي     DNA منحني خطي لگاريتم غلظت      ؛qPCRو  

مقـادير  . ژنمي مثبـت محاسـبه شـده اسـت      هاي آنتي   عليه لگاريتم تعداد سلول   
 نمـودار يـين و معادلـة رگرسـيون در قـسمت بـالا و سـمت چـپ                  ضريب تع 

  .ستا  مشخص شده

  qPCR و pp65ژنمي  بررسي همبستگي روش آنتي
ژنمي و روش     براي مقايسه نتايج كمي حاصل از روش آنتي       

qPCR ــل از ــه و تحلي ــتفاده شــد تجزي .  رگرســيون خطــي اس
  نشان داده شده است، نتـايج حاصـل        1 نمودارگونه كه در     همان

 استداري داراي همبستگي مثبت       طور معني  ه ب آزموناز اين دو    
)0001/0 < P 715/0 R =.(  

  

  بحث
 در  CMVترين استراتژي درماني      جايي كه امروزه اصلي    از آن 

دسـتانه    اساس پايش و درمان پـيش      بيماران دريافت كننده پيوند بر    
)Preemptive Therapy ( هـاي   آزمـون ، وجـود  ]18-16[است

تشخيـصي حـساس و كـارا نقــش بـسيار مهمـي در كنتـرل ايــن       
 بـه مقايـسه كـارايي دو         حاضـر  در پـژوهش  . كند  ويروس ايفا مي  

هاي اصـلي     عنوان روش ه   كيفي ب  PCR و   pp65ژنمي    روش آنتي 
نتايج . پرداخته شد ايران   در بيماران پيوندي     CMVپايش عفونت   

 كيفـي نـسبت بـه       PCRطالعه نشان داد كه روش      حاصل از اين م   
 بيـشتري دارد    باليني حساسيت آناليتيك و     pp65ژنمي    روش آنتي 

.  فعال شده را تشخيص دهد     CMVو قادر است مقادير اندكي از       
 PCRبا اين وجود در بسياري از موارد بيمـاري كـه تنهـا پاسـخ                

ونـت  دار عف  گاه عوارض علامت   هيچ) گروه دوم (كيفي مثبت بوده    
CMVخــود بيمــار قــادر بــه  سيــستم ايمنــي بــدن رخ نــداده و 

ايـن در    بنـابر . سازي ويروس بدون نياز به درمان بـوده اسـت          پاك
 PCRد كـه مـشكل عمـدة روش         شپژوهش حاضر نيز مشخص     

و ) Viral Load(ه نتايج مـرتبط بـا بـار ويروسـي     يكيفي عدم ارا
قابـل روش   در م . استبرقراري يك ارتباط كمي با شدت بيماري        

 PCR اگرچه داراي حساسيت كمتـري از روش         pp65ژنمي    آنتي
كيفي مورد استفاده است ولي داراي ويژگي يكسان بـا ايـن روش             

ه ارتبـاط بـين تعـداد       يژنمي قادر به ارا     همچنين روش آنتي  . است
گونه كـه در     همان. است CMVشدت بيماري    هاي مثبت و    سلول

)  درصـد  7/77( مورد   9رد از    مو 7د، در   شقسمت نتايج نيز عنوان     
ژنمي قبل از بروز بيماري مثبت بوده         دار بيماري پاسخ آنتي     علامت

 CMV موارد پاسخ قبل از بروز بيمـاري          درصد 2/22است و در    
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ژنمـي انجـام شـده        اين اگرچـه روش آنتـي      بنابر. منفي بوده است  
توسط افراد مجرب در اغلـب مـوارد قـادر اسـت بيمـاران داراي               

 را تشخيص دهد ولـي در برخـي از          CMV به عفونت     ابتلا خطر
، قـادر بـه     دچار لكوپني است  خصوص زماني كه بيمار      همواقع و ب  

توانـد   البتـه چنـين مـشكلي مـي      . يست ن CMVتشخيص عفونت   
 مواجه كند چرا كه معمولاً پزشكان پس         بيمار را با خطرات جدي    

 بيمـاران   ، اقدام به درمان   pp65ژنمي    از مشاهدة نتيجة آزمون آنتي    
  .كنند پيوندي مي

 وجود همبستگي   با  حاضر اساس نتايج حاصل از پژوهش     بر
ــي  ــا روش آنت ــي  ب ــا  qPCR، روش pp65ژنم ــت ب ــادر اس  ق

حساسيت و ويژگي بالاتري يـك رابطـه كمـي از شـدت فعـال         
ه دهد كه اين يافتـه كـاملاً مطـابق بـر       ي ارا CMVشدن ويروس   

. ]21-19 ،17 ،10[هاي مطالعات ديگر در اين زمينه اسـت           يافته
 در مواقعي كه بيمار دچار لكوپني است، آزمـون          از سوي ديگر؛  

 قـادر   qPCRژنمي فاقد كارايي مناسب است و تنهـا روش            آنتي
حال همچنان هزينة بالاي روش      با اين . است كمي   ه نتايج يبه ارا 

qPCR             در تشخيص و پايش بيمـاران پيونـدي امكـان اسـتفاده 
 در كشور با مشكل     CMVمتداول از آن را در مديريت ويروس        

 qPCRهـاي     رسد با جايگزيني روش     نظر مي  كند و به    مواجه مي 
ــه) In-house(خــانگي    اي از  طــور قابــل ملاحظــه معتبــر شــده ب

  

  .هاي اين روش كاسته شود زينهه
دهـد كــه    نـشان مـي  هـاي بررسـي حاضــر   يافتـه در نتيجـه  

ترتيـب بـه علـت        كيفي بـه   PCR و   pp65ژنمي    هاي آنتي   روش
صي در  يحساسيت پايين و عدم توانايي كميت سنجي، داراي نقا        

از . اسـت  در بيمـاران پيونـدي       CMVثر عفونـت    ؤتشخيص م ـ 
دم امكان پايش متـداول     رو بهتر است كه حتي در صورت ع        اين

 ـCMVعفونت   ، دسـت كـم در مـوارد    qPCRوسـيلة روش   ه ب
دار كه    بيماران داراي لكوپني و بيماران علامت      مانندمبهم باليني،   

 qPCRژنمـي هـستند، از روش         داراي نتيجه منفي آزمون آنتـي     
  . استفاده شودCMVبراي تشخيص عفونت 

  

  تشكر و قدرداني
خود را از تمامي پرسـنل مركـز        وسيله مراتب قدرداني     بدين

ارسـتان  مهـاي بنيـادي بي      انكولوژي و پيوند سلول    -هماتولوژي
السادات حسيني و نيز پرسنل       ويژه خانم اشرف   هشريعتي تهران ب  

 حاضر براساس تحقيق  . داريم  آزمايشگاه بيمارستان دي اعلام مي    
با حمايت مـالي معاونـت       و   شناسي رساله دكتري رشته ويروس   

 انجـام   نشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مـدرس      پژوهشي دا 
  .شده است
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