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 چكيده

هنوز عامل  و ماهيت خود ايمن داشته اين بيماري .عصبي مركزي است سيستم التهابي يك بيماري مولتيپل اسكلروزيس :مقدمه

 ويروسياز جمله عوامل  .شودبرده مينام ويروس و ييقه جغرافياون ژنتيك، منطمشخص نيست و از عواملي چ دقيقاًايجادكننده آن 

 روشاستفاده از  ،اين مطالعه هدفاست.  2و1تيپ  بيماري نقش داشته باشد، ويروس هرپس سيمپلكس ايجاد اين درشايد كه 

 بيمارانسرم در نمونه  2و1 ويروس هرپس سيمپلكس تيپ بررسي آلودگيجهت ) LAMP(واسطه حلقه ه ير هم دما بتكث جديد

  هاي سالم است.شاهدو  مولتيپل اسكلروزيس مبتلا به

مورد شاهد سالم  50مولتيپل اسكلروزيس و  مورد بيمار 50، بر روي آناليتيكال مقطعياز نوع  مطالعه توصيفياين  :بررسيروش 

  مورد بررسي قرار گرفت. LAMPجديد روشتوسط  2و1بررسي آلودگي به ويروس هرپس سيمپلكس تيپ  .صورت گرفت

، مولتيپل اسكلروزيسنمونه افراد مبتلا به  50از  .بود% HSV ،100ذره ويروس و ويژگي آن براي  5تا  روشحساسيت اين  :نتايج

يافت هرپس سيمپلكس گونه آلودگي به ويروس هاي گروه شاهد هيچي كه در نمونهحال، در %)22بودند ( مثبت HSV نمونه 11

   .نشد

ويژگي و حساسيت بالايي جهت تشخيص ويروس هرپس داراي  LAMP روشكه  اين مطالعه نشان مي دهد گيري:نتيجه

  باشد.  در نمونه سرم بيماران مبتلا به مولتيپل اسكلروزيس و گروه شاهد دارا مي 2و1سيمپلكس تيپ 

  

   تكثير هم دما روشويروس هرپس سيمپلكس، ، مولتيپل اسكلروزيس :هاي كليديواژه

  
                                                           

 shahhosseiny@yahoo.com ، پست الكترونيكي:09123304069تلفن: (نويسنده مسئول)؛  *
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  ...تيپ  ويروس هرپس سيمپلكسبه  بررسي فراواني نسبي آلودگي �824

 1392 بهمن و اسفند، ششمدوره بيست و يكم، شماره           درماني شهيد صدوقي يزد –شكي و خدمات بهداشتي مجله دانشگاه علوم پز

مقدمه

 يك بيماري) Multiple Sclerosis( مولتيپل اسكلروزيس

غلاف  آنطي مربوط به دستگاه عصبي مركزي است كه التهابي 

و باعث  بيندآسيب ميميلين اطراف فيبرهاي عصبي مركزي 

مولتيپل گردد. مي يانهاي عصبقطع يا گسيختگي جريان

را  يناييبعصب  نخاع و ،ماده سفيد مغز تواندمي اسكلروزيس

 خود ايمنيك بيماري  مولتيپل اسكلروزيس .)1(درگير كند

)Auto immune( مشخص  كاملاً كننده آن عامل ايجاد است كه

و  نژادون ژنتيك، منطقه جغرافيايي، نيست و از عواملي چ

  .)1(شودميبرده نام ويروس

داشته  از جمله عوامل عفوني كه شايد با اين بيماري ارتباط

ويروس هرپس  سيمپلكس است.هرپس  باشد، ويروس

 و هاي عصب گرا است) از دسته ويروس2و1 سيمپلكس (تيپ

 و يا پوست صدمه ديده، سموكوبا  تماس از طريقاين ويروس 

ها به ريشه پشتي نورونكند و سپس توسط مي سرايت

اين  .)2(گرددگانگليون منتقل شده و در آنجا مستقر مي

فشارهاي  به دنبالبه خود يا تواند به طور خود ميويروس 

فعال ضعف سيستم ايمني  يا فيزيكي و، فشارهاي هيجاني

 هاي) روش1 به دو دسته HSVتشخيص هايروش  .)3(شود

 .بندي است تقسيممولكولي قابل  هاي) روش2و  كلاسيك

مورفولوژيك، هاي شامل روش ،تشخيصكلاسيك  هايروش

 از .)4(باشدمي كويرولوژي و مورفولوژيك، سرولوژيكونايم

توان به روش تهيه تشخيص اين ويروس ميهاي اهر ترينساده

روش  ) و همچنينTzanck test( نمونه از قاعده ضايعات پوستي

 مشاهده با ميكروسكوپ الكتروني اشاره كرد. روش تشخيصي

 )Veroروي محيط كشت ( HSVكشت ويروس ،ديگر مرجع

 بر مبناي شناخت ،سرولوژيك تشخيص هايروش .)5(باشدمي

از  .)6(باشدميس ويرو عليه IgG2يا  IgG1 هايآنتي بادي

بر بودن، عدم  توان به زمانهاي تشخيصي ميمعايب اين روش

قابليت تشخيص در مراحل اوليه بيماري و همچنين احتمال به 

 .كاذب، اشاره كرد و يا منفي مثبتهاي دست آمدن جواب

ت تشخيص مولكولي ضرورهاي بنابراين استفاده از روش

  .)7د(بايمي يبيشتر

هاي تشخيص مولكولي بر مبناي جداسازي و تكثير روش

اي پليمراز اسيدهاي نوكلئيك ويروس شامل واكنش زنجيره

)PCR( ا)، تكثير هم دمIsothermal Amplification(  و  

) است كه حتي در مراحل اوليه Hybridizationسازي (رگهدو

 .)9،8(باشندزا ميشخيص دقيق عامل بيماريآلودگي قادر به ت

داراي  مزاياي زيادداشتن رغم علي تكثير مولكولي،هاي روش

، با PCR روشبه عنوان مثال استفاده از  باشند،مي نيز ياشكالات

گرانقيمت مثل  ه علت نياز به تجهيزاتب وجود دقت بالا

  ترموسايكلر به صورت عمومي در مراكز تشخيصي استفاده 

 كه در آن هاي تشخيص مولكوليروش در .)10،8(شودمين

 استفاده از نياز به ،گيردمي هم دما صورتتكثير به صورت 

  .يستترموسايكلر ن

تكثير هم دما به  روش Notomi ،ميلادي 2000در سال 

 6از  روش. در اين كرد معرفيابداع و را  (LAMP)واسطه حلقه 

، BIPو FIP خليويژه تحت عنوان پرايمرهاي دا پرايمر

با  LFو LBو پرايمرهاي ويژه لوپ  B3و F3يمرهاي خارجيپرا

ئوتيدهاي پروب ليگونوكلبا طراحي اشود. ويژگي بالا استفاده مي

  ليگونوكلئوتيدها در توان از اين امي ،ويژه اين ساختارها

كه در اين صورت به دناتوراسيون با  سازي استفاده كرد رگهدو

دهنده اين است كه تمام نشان و نيازي نيستگرما بعد از تكثير 

شوند. مراحل از تكثير تا تشخيص در يك دما انجام مي

حلقه با چندين توالي ـ  ساقه هايDNA محصولات نهايي

  هدف و ساختارهاي شبيه گل كلم با  DNA معكوس از

  .)11-13( باشنديم هاي چندتاييحلقه

جاد شده در اثر توان از روي كدورت ايمي LAMP روشدر 

يا از طريق اضافه  ، الكتروفورز محصول وتوليد يون پيروفسفات

  د.واكنش مطلع ش نتيجهاز ، نمودن سايبر گرين

 روشهاي اخير چند مطالعه در ارتباط با كاربرد اين سال در

هدف  .)14-17(صورت گرفته است HSVدر تشخيص ويروس 

واسطه ه دما بجديد تكثير هم  روشاين مطالعه، استفاده از 

در نمونه سرم  2و  1تيپ  HSV جهت بررسي آلودگي حلقه

  بيماران مبتلا به مولتيپل اسكلروزيس و شاهدهاي سالم است.
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  � 825                                            و همكاران عارف عاطفي

 1392 بهمن و اسفند، ششمدوره بيست و يكم، شماره           درماني شهيد صدوقي يزد –مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

  بررسيروش 

ـ  مطالعه كه به صورت توصيفي از نوع مقطعياين در 

و  %80 انتوبا  انجام پذيرفت. 1391در سال ، بودآناليتيكال 

شد. معيار ورود ها مشخص حجم نمونه 05/0سطح اطمينان 

(بر حسب  ابتلا به مولتيپل اسكلروزيس ،افراد به مطالعه

 و داشتن پرونده در درمانگاه ام اس كرايترهاي مك دونالد)

حسب شماره برها نمونه بود. بيمارستان شهيد صدوقي يزد

پرونده در درمانگاه ام اس و استفاده از جدول اعداد تصادفي، 

مورد مبتلا به مولتيپل  50از گيري نمونهانتخاب شدند. 

 زن و ميانگين سني 30مرد و  20(شامل  ساسكلروزي

زن  30مرد و  20(شامل  مورد شاهد سالم 50و  )6/10±7/32

 هاسرم. پس از جداسازي انجام شد )5/30±7/8و ميانگين سني 

جهت انجام تست سسه ايرانيان ژن فناور به آزمايشگاه مؤ

LAMP  منتقل شد. استخراجDNA وسيله كيت ه ب ،هانمونه

DNP )نجاما و منطبق با دستورالعمل كيت ايران) /كلونسينا 

 گراددرجه سانتي -20هاي جداسازي شده در دماي DNA گرديد.

 LAMPپرايمرهاي  نگهداري شدند. LAMPانجام تست  تا زمان

 DNAژن  اساس بر Primer explorer V4افزار نرمبا كمك 

 مشترك اين ويروس 2و1ه بين تيپ ك HSVپليمراز ويروس

  .)1(جدولطراحي گرديد، باشدمي
  

پليمراز  DNAبر حسب ژن  LAMPتست پرايمرهاي ويژه: 1جدول 

  )HSV )AccessionNumber.AB231460.1ويروس 

TTC-TGG-AAT-TCG-ACA-GCG-A- F3 

GGA-AGT-GGC-TCT-GGC-CTA-T B3 

F2: CGA-GAT-GCT-GTT-GGC-CTT-C FIP 

F1C: TGT-ACC-CGG-TCA-CGA-ACT-CGG 

B2: GTC-CCA-CAC-GCG-AAA-CAC BIP 

B1C: -ACG-GAC-ATT-TAC-AAG-GTC 

CCG-TAC-TGT-TTC-ACA-AGG-GTC LF 

GTA-CGG-CCG-CAT-GAA-CG LB 

هايي براي تعيين ، تستLAMP جهت اپتيمايز كردن آزمون

، غلظت پرايمرها، غلظت بتائين، MgSo4دماي اپتيمم، غلظت 

الگو  DNA، غلظتBst، غلظت بافر، غلظت آنزيم dNTPظت غل

براي تعيين حساسيت تست  انجام گرفت. و زمان مناسب

LAMPهاي مختلف، رقتDNA ي ويروسHSV  از يك ميليون

ذره ويروس به روش سريال تهيه و مورد بررسي قرار گرفت  5تا 

هاي هرپس DNA بهينه شده، روشييد ويژگي أو براي ت

وس، سايتومگالو ويروس، واريسلا زوستر، ويروس سيمپلكس وير

ساكارومايسس ، مايكوباكتريوم توبركلوزيس، Bهپاتيت 

و نمونه كنترل  HCVويروس  cDNAانسان،  DNAسرويزيه، 

  منفي مورد بررسي قرار گرفتند.

و گروه  بيمارگروه هاي نمونه تمامي براي LAMP تست

ي اطمينان از صحت برا ،انجام شد. در اين مرحله از كار شاهد

جواب واكنش، در هر بار انجام تست يك نمونه كنترل منفي و 

جهت بررسي نتيجه  يك نمونه كنترل مثبت نيز آزمايش شدند.

به لوله % 1/0از سايبرگرين lµ1 مقدار ،به هر لوله LAMPتست 

 ترانس لوميناتور دستگاه UVو در زير نور  شداضافه واكنش 

هاي منفي به مثبت به رنگ سبز و لوله هايمشاهده گرديد. لوله

نتايج اين  ).1(شكلرنگ نارنجي خيلي كم رنگ ديده شدند

مورد تجزيه و تحليل  20نسخه  SPSSافزار تحقيق به وسيله نرم

 )Fisher’s Exact test( آماري قرار گرفتند و با استفاده از آزمون

قايسه در دو گروه شاهد و مبتلا به مولتيپل اسكلروزيس مورد م

  قرار گرفت.

  

 

  

  

  

  

 

 

  

  
  

  LAMP: نتايج تست 1شكل 

  : تست مثبت2: تست منفي 1 

٢ ١ 
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  ...تيپ  ويروس هرپس سيمپلكسبه  بررسي فراواني نسبي آلودگي �826

 1392 بهمن و اسفند، ششمدوره بيست و يكم، شماره           درماني شهيد صدوقي يزد –شكي و خدمات بهداشتي مجله دانشگاه علوم پز

  نتايج

آورده  2در جدول  LAMPنتايج اپتيمايز شده اجزاي تست 

 ذره ويروس تعيين شد 5تا  LAMP روششده است. حساسيت 

% بود 100، داراي ويژگي HSVبراي  LAMP) و تست 2(شكل 

هاي كنترلي نمونه ها وير ويروسهايي كه با ساو بقيه تست

  ).3(شكل  انجام شد، منفي بود

  

  LAMPشده اجزا واكنش تست  بهينه: غلظت 2جدول

DDW 5.2 µl - 

Betaine (5M) 4 µl 0.8 M 

dNTP (10mM) 3.5 µl 1.4mM 

10X Buffer 2.5 µl 1X 

Mgso4 (100mM) 1.8 µl 7mM 

Primer Mix I(Fip,Bip,F3,B3) 1 µl - 

Primer Mix II (LF,LB) 1 µl - 

Bst DNA Polymerase (8u/µl) 1 µl - 

C-/C+/ sample 5 µl  

Total 25 µl Time=60 Min/ Temp=66ë 

  

  

  

  

  

  
  ذره ويروس 5تا  LAMPحساسيت روش : 2شكل

 1000: سرم حاوي 4، ذره ويروس 10000 : سرم حاوي3، ذره ويروس 100000: سرم حاوي 2، ذره ويروس: سرم حاوي يك ميليون 1از چپ به راست، لوله 

: سرم حاوي كمتر از 9، ذره ويروس 5سرم حاوي  :8، ذره ويروس 25: سرم حاوي 7، ذره ويروس 50: سرم حاوي 6، ذره ويروس 100: سرم حاوي 5، ذره ويروس

  ذره ويروس 5

  

  

  

  

  

  
  هاي مختلفويروس LAMPنتايج تست : 3شكل 

 HCV ،6 :DNAويروس  HBV ،5 :cDNAويروس  VZV ،4 :DNAويروس  CMV ،3 :DNAويروس  DNA: 2، 2و  1تيپ  HSV ويروس DNA :1لوله 

  : كنترل منفي9انسان ،  DNA: 8ساكاروميسس،  MTB ،7 :DNAباكتري
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  � 827                                            و همكاران عارف عاطفي

 1392 بهمن و اسفند، ششمدوره بيست و يكم، شماره           درماني شهيد صدوقي يزد –مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

بودند مثبت  HSV نمونهMS ،11نمونه افراد مبتلا به  50از 

نمونه افراد شاهد، تمامي  50%) اين در حالي است كه در 22(

   آزمون فيشر. )4(شكل ندمنفي بود%) HSV )0 هاسرم

آلودگي به ويروس هرپس  يداردهنده تفاوت معني نشان

در گروه بيماران مبتلا به مولتيپل  2و  1سيمپلكس تيپ 

  ).p=001/0( بود اسكلروزيس نسبت به گروه شاهد

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   MSبتلا به : نتايج تست مثبت و منفي، در دو گروه شاهد و م4شكل

  

  و نتيجه گيري بحث

يد بودن اين مطالعه كاربرد ترين بعد نوآوري و جدمهم

است كه داراي  LAMPانگيز چون  هاي جديد و چالشروش

) بالايي جهت شناسايي Accuracyويژگي، حساسيت و دقت (

باشد. از سوي ديگر ويروس هرپس سيمپلكس عوامل عفوني مي

يكي از عوامل عفوني شايع است كه راه كنترل بيماري و درمان 

آن از طريق شناسايي افراد مبتلا در مواجه با اين ويروس است. 

وجود آمده توسط اين ه هاي بتشخيص سريع بيماريچون 

تواند عامل مهمي در جلوگيري از گسترش بيماري ويروس مي

در نتيجه ابداع يك روش تشخيصي سريع كه  ،اب آيدبه حس

زا در مراحل اوليه بيماري باشد و قادر به شناسايي عامل بيماري

همچنين امكان استفاده از آن در تمامي مراكز تشخيصي وجود 

  باشد.مي ضروري ،داشته باشد

جهت  LAMP روشبا توجه به اينكه تاكنون هيچ محققي از 

  حضورش بررسي يمپلكس و شناسايي ويروس هرپس س

در بيماران مبتلا به مولتيپل اسكلروزيس استفاده ننموده بود، 

  جديد تكثيري  روشلذا اين اولين بار است كه از اين 

  براي شناسايي ويروس هرپس سيمپلكس در سرم افراد مبتلا به 

  گردد.مولتيپل اسكلروزيس استفاده مي

  ي هاي تشخيص مولكولروشديگر  از LAMP روش

براي اولين بار توسط ميلادي  2000باشد كه در سال مي

Notomi  گرديدطراحي. Enomoto  براي اولين بار و همكاران

مورد بررسي قرار دادند،  HSVرا براي تشخيص  LAMP روش

مقايسه كردند. نتايج اين  Real Time-PCRكه اين روش را با 

جام شده و تري اندر زمان كوتاه LAMPمطالعه نشان داد روش 

ندارد و داراي اختصاصيت  DNAنياز به تخريب سلول و استخراج 

 Real Time-PCR و حساسيت بالاتري نسبت به روش

و همكاران  Kimuraاي توسط  مطالعه در ضمن ).18است(

-Real Timeو  LAMPانجام شد و در اين مطالعه دو روش 

PCR  براي تشخيصDNA يHSV نخاعي  ـ در مايع مغزي

 هايي استفاده شد كه قبلاًاده شد. در اين آزمايش از نمونهاستف

 Nested PCRبررسي شده بودند. نتايج  Nested PCRوسيله ه ب

به طور كامل در توافق بودند. در اين  Real Time- PCRبا 

 ).19(بود %100و ويژگي آن  LAMP 81%آزمايش حساسيت 

Kaneko  روشو همكارانLAMP  را براي تشخيص سريع
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HSV-1, HSV-2 دقت روش كه  استفاده كرد و واريسلا زوستر

LAMP  در تشخيص عفونت ويروسHSV  نسبت به روش

PCR ،10  برابر بوده و برخلاف روشPCR  از مواد بازدارنده

  ).20پذيرد(نمي ثيرأموجود در محيط ت

  ذره  5تا  LAMP روشدر مطالعه حاضر حساسيت 

از اين  % بود.HSV 100براي  LAMPويروس و ويژگي تست 

، روشي با LAMP روشتوان نتيجه گرفت كه ها ميبررسي

  جهت تشخيص ويروسحساسيت و ويژگي بالا و هزينه پايين 

  

هرپس سيمپلكس در سرم افراد مبتلا به مولتيپل اسكلروزيس 

  باشد.مي

  گزاريسپاس

اين مقاله حاصل پايان نامه كارشناسي ارشد بيوتكنولوژي 

لذا پژوهشگر مراتب سپاس خود را از كليه  باشد،ميكروبي مي

در مراحل مختلف پژوهش ياري نمودند به را  عزيراني كه وي

، انجمن ام اس قمر بني هاشمويژه بيماران و مسئول محترم 

  دارد.تقديم مي
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Abstract 

Introduction: Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory disease of the central nervous system (CNS). It is 

an Auto immune disease whose cause is still unknown though some factors can be named as its cause such as 

genetics, geographic element and viral agents. HSV is among the infection agents that may be involved in 

pathogenesis of MS. The aim of this study was to use a new technique called loop-mediated isothermal 

amplification to detect presence of Herpes Simplex Virus in patients harboring Multiple Sclerosis as well as 

in healthy individuals in the control group. 

Methods: This study is a cross-sectional analytical study in which 50 multiple sclerosis patients and 50 

healthy controls were included. The infection with herpes simplex virus types 1 and 2 was investigated by 

the new technique of LAMP. 

Results: The sensitivity of this technique was 5 particle viruses and its specificity for HSV was 100%. 

Within the  50 patients with multiple sclerosis, 11 samples revealed positive results for HSV (22%), while in 

the control group no infection with herpes simplex virus was found (0%). 

Conclusion: This study indicates that the LAMP technique owns high sensitivity and specificity for detection 

of herpes simplex virus types 1 and 2 in serum of patients with multiple sclerosis as well as the control group. 
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