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  هچكيد
تشخيص به موقع اين  .باشد ميهرپس  ي هاي خانواده يكي از ويروس) HCMVيا  Human cytomegalovirus( انساني ويروس سيتومگال :مقدمه

ن افراد، از علت اين امر، وسعت تظاهرات باليني آلودگي به اين ويروس در اي. پيوند كليه برخوردار است ي كننده ويروس از اهميت بسيار زيادي در افراد دريافت
  Real-time Polymerase chain reactionبررسي دقت دو روش رايج  ،هدف اين پژوهش. باشد پس زدن پيوند تا حتي مرگ، مي

)Real-time PCR(  مستقيم  ايمونوفلورسانس غيرو)pp65 antigen assay (كليه براي شناسايي  پيوند كنندگان دريافت درHCMV دبو. 

 )Qiagen DNA mini kit( طبق پروتكل كيت كياژنشهر اصفهان  در كنندگان پيوند كليه نفر از دريافت 135 كاملخون  در اين پژوهش :ها روش
روش . استفاده شد )pp65 antigen assay(و ايمنوفلورسانس غير مستقيم  Real-time PCRاز دو روش  HCMVبراي تشخيص  .استخراج گرديد

 .به روش ايمنوفلورسانس غير مستقيم استوار بودند pp65ژن  شناسايي آنتي ي بر پايه و روش دوم TaqManگر  روبش كاوش ي اول بر پايه

كه، اين تعداد در  در حالي، بود) درصد 27(نفر  36مثبت گزارش شد  Real-time PCRها در روش  آزمايش آن ي تعداد افرادي كه نتيجه :ها يافته
 )درصد 28(فراواني عفونت فعال در فصل بهار  ي شينههمچنين مشخص شد كه، بي. بود) درصد 21( مورد 29مجموع در  pp65 antigen assay روش

 .و فصل مشاهده نشد HCMVداري بين فراواني عفونت  معني ي د؛ اما، رابطهبو) درصد 16(فراواني آن متعلق به فصل زمستان  ي كمينهو 

 ي كننده در افراد دريافت HCMVبا دقت بيشتري قادر به تشخيص عفونت  Real-time PCRاين مطالعه نشان داد كه روش  نتايج :گيري نتيجه
است صورت فعال، متعلق به فصل بهار   صورت نهفته و چه به  چه به HCMVهمچنين مشخص شد كه بيشترين فراواني عفونت . باشد پيوند كليه مي

  .دار نبود اين ارتباط معني كه البته
  Real-time PCR مستقيم، ايمونوفلورسانس غيرانساني، پيوند كليه،  گالويروس سيتوم :واژگان كليدي

 
  مقدمه

 Human cytomegalovirus( انساني ويروس سيتومگال
 هـرپس  ي هـاي خـانواده   يكـي از ويـروس  ) HCMVيا 

اين ويروس از طـرق مختلـف ماننـد انتقـال     ). 1( است
. )2(خون، پيوند اعضا و تماس جنسي قابل انتقال است 

افراد بالغ سـالم عليـه ايـن ويـروس      درصد 80سرم در 

بادي شناسايي شده است كه بيـانگر آلـودگي قبلـي     آنتي
همچنين نهفتـه بـودن    .استاين افراد به ويروس مذكور 

)Latenty(    را  ويروس و احتمال فعـال شـدن مجـدد آن
   .)1(دهد  نشان مي

آثار باليني و شـدت عفونـت بـا ايـن ويـروس در      
 نقـص ايمنـي هسـتند و در دريافـت     افرادي كه دچـار 
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در حقيقـت  . كنندگان پيوند عضو بسيار شديدتر اسـت  
عوامل مختلف  ي وسيله  سركوب شدن سيستم ايمني به

آلـودگي  ). 3(شود  مي HCMVشدن مجدد   باعث فعال
توانـد   به ويروس سيتومگال در چنين افرادي حتي مـي 

  ). 4(منجر به مرگ شود 
HCMV  ـ  ثانويـه را   ت اوليـه و توانايي ايجـاد عفون

افـرادي كـه   (عفونت اوليه در بيماران سرونگاتيو . دارد
رخ ) ها از نظر وجود اين ويروس منفـي اسـت   سرم آن

انـد و   دهد كه هرگز به ايـن ويـروس آلـوده نشـده     مي
عفونت ثانويه بيانگر فعال شدن مجـدد عفونـت نهفتـه    

در افـراد   HCMVحالت سـوم عفونـت بـا    ). 3(است 
يـا   Super infectionپيوند به صورت  ي نندهك  دريافت

Reinfection آيـد كـه فـرد     وجود ميه است و زماني ب
هـا از نظـر    افرادي كـه سـرم آن  ( سروپازيتيو ي گيرنده

هـاي عفـوني    سـلول  ،)وجود اين ويروس مثبت اسـت 
Latent بـه   ؛سروپازيتيو دريافت كند ي را از فرد دهنده

ه پـس از پيونـد از   ويروس فعال شد أاين معني كه منش
  ). 2(فرد دهنده باشد 

كه تظاهرات باليني آلودگي بـه ايـن    با توجه به اين
پيونـد از آسـيب بـه     ي كننده  ويروس در افراد دريافت

عضو پيوندي، پس زدن پيوند و يا حتي مرگ متفـاوت  
پس تشخيص به موقع اين ويروس از اهميت  ،باشد مي

  ).4-5(بسيار زيادي برخوردار است 
   يــــا PCR(اي پليمــــراز  اكــــنش زنجيــــره و

Polymerase chain reaction(    روش خـوب و بسـيار
همچنـين  ). 3(اسـت   HCMVحساسي براي شناسايي 
كننـدگان    در دريافـت  HCMVبراي تشخيص عفونت 

 pp65 ژنميـا  آنتـي پيوند يـك روش اسـتاندارد بـه نـام     
هـاي   ژن اين روش مبتني بر تشخيص آنتـي . وجود دارد

ــن   در ســلول HCMVاختصاصــي  ــه اي ــوده ب ــاي آل ه

در اين  ).6(باشد  عفونت مي ي ويروس در مراحل اوليه
در  HCMVايـن دو روش را بـراي شناسـايي     ،مطالعه
  .كنندگان پيوند كليه با يكديگر مقايسه كرديم  دريافت

  
  ها روش

 گانكننـد   نفر از دريافـت  135در اين پژوهش خون تام 
بـه   1390تـا خـرداد مـاه     1389ماه  پيوند كليه كه از تير
شهر اصفهان مراجعه نمـوده بودنـد،    ي آزمايشگاه مهديه

 3/36(نفـر مــرد   49از ايـن تعـداد   . آوري گرديـد  جمـع 
 مـورد  افـراد . بودند) درصد 7/63(نفر زن  86و ) درصد

. داشـتند  سـال  83 تـا  12 بـين  سني ي محدوده آزمايش
طبق پروتكل كيـت كيـاژن آلمـان     DNAبراي استخراج 

)Qiagen mini DNA #51304 Germany (رفتار شد.  
از دو روش واكـــنش  HCMVبــراي تشـــخيص  

و ) Real-time PCR(اي پليمـــراز كمـــي  زنجيـــره
به روش ايمنوفلورسانس غير  pp65ژن  شناسايي آنتي

براي . دگردياستفاده  )pp65 antigen assay(مستقيم 
  كاوشـگر  ي بر پايـه  كه Real-time PCRيند اانجام فر

)TaqMan®-MGB probe ( استوار بود، طبق پروتكل كيت
 )Q-HCMV Real Time Complete Kit(نــانوژن ايتاليــا 
ــد ــار ش ــت. رفت ــاوي Real-time PCR كي ــار ح  چه

كپي در  500000، 50000، 500، 50مقادير  با استاندارد
 مـذكور  كيت. بود سيتومگالوويروس DNA از ليتر ميلي
 اسـتاندارد  حـاوي  HCMV استاندارد ي نمونه بر علاوه
 DNA ميـزان . بـود  نيـز ) اكتـين  بتا(داخلي  كنترل براي
 ميزان و FAM كانال روي HCMV ژنوم ي يافته تكثير
   دستگاه. شد گيري اندازه JOE كانال روي داخلي كنترل

Real time PCR دسـتگاه  تحقيق اين در استفاده مورد 
6000Rotor gene  كمپـاني  از Corbett  در ايـن . بـود 
 شيب ي محاسبه و ها داده تفسير بررسي، جهت دستگاه
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 7/1 ي نسـخه  Rotor-Gene 6000 افـزار  نـرم  از منحني
   .شد استفاده

با استفاده از روش  HCMVهمچنين براي تشخيص 
pp65 antigen assayاز كيــت ، CMV  برايــت توربــو

اسـتفاده شـد كـه بـر      )CMV briteTM turbo kit(هلنـد  
كيـت  . محيطـي اسـتوار اسـت    هـاي خـون   ي سلول پايه

مسـتقيم و   مذكور بر اساس روش ايمونوفلورسانس غير
 C10/C11 بادي منوكلونـال موشـي   با استفاده از دو آنتي

شوند،  متصل مي pp65ژن  به آنتي ياختصاصبه طور كه 
  .كند عمل مي

هـاي بـه    هتحليـل داد  در اين تحقيق بـراي تجزيـه و  
و  گرديـد تفاده اس ـ Graphpad افـزار  دست آمده از نـرم 

  .نظر گرفته شد در 05/0 كمتر از داري معني سطح
  

  ها افتهي
 HCMVدقت شناسـايي   ي در اين پژوهش براي مقايسه

ــت  ــراد درياف ــده  در اف ــه از دو روش  ي كنن ــد كلي   پيون
Real-time PCR  وpp65 antigen assay   اسـتفاده شـد .

ــه نتيجــه  ــرادي ك ــداد اف ــايش آن ي تع ــا در روش  آزم   ه
Real-time PCR  27(نفــر  36 گرديــد،مثبــت گــزارش 

نفـر   18و ) درصد 50(مرد نفر  18بود كه شامل ) درصد
 pp65 antigen assay در روش. نـد بود) درصـد  50(زن 

مثبـت گـزارش   ) درصد 21(ها  مورد از نمونه 29 كلدر 
 13و ) درصد 2/55(نفر مرد  16مورد،  29شد كه از اين 

 Real-time PCR ي تيجـه ن. بودند) درصد 8/44(نفر زن 
هـا   آن pp65 antigen assayافـرادي كـه    ي كليـه در 

 ي نتيجـه  بـين  ايـن  در. بـود  مثبت ،مثبت گزارش شد
Real-time PCR ي  نتيجـه  و مثبـت  ها نمونه از برخي

pp65 antigen assay هـيچ   در امـا . بـود  منفـي  ها آن
   ي نتيجــه كــه نشــد يافــت اي نمونــه مــوارد از كــدام

pp65 antigen assay ي نتيجه و مثبت Real-time PCR 
 .باشد داشته منفي

در فصول مختلـف نشـان   HCMV  بررسي فراواني
داد كه بيشترين فراواني اين ويروس متعلـق بـه فصـل    

ــار  ــودبهـ ــاس دو روش   .بـ ــر اسـ ــن فراوانـــي بـ   ايـ
Real-time PCR و pp65 antigen assay  رتيـب  ت بـه

ين فراوانـي  امـا كمتـر  . )1 جدول( بود درصد 28و  31
متعلـق بـه    Real-time PCRاين ويروس بـراي روش  

 pp65 antigen assayفصــل تابســتان و بــراي روش 
همچنـين   .)1 جـدول (متعلق بـه فصـل زمسـتان بـود     

 ي شـينه بي بررسي فراواني عفونت فعـال نشـان داد كـه   
 )درصـد  28(فراواني اين نوع از عفونت در فصل بهار 

 16(بـه فصـل زمسـتان    فراوانـي آن متعلـق    ي كمينهو 
 .)1 جدول(بود ) درصد

  
  ويروس سيتومگال انسانيثير جنسيت و فصل بر فراواني أبررسي ت. 1 جدول

كل تعداد   فصل
  گانكنند  مراجعه

pp65 antigen assayمثبت Real-time PCR مثبت  
 زن
 تعداد

 مرد
 تعداد

  كل
  درصد

  زن
  تعداد

  مرد
  تعداد

  كل
  درصد

  24  3  2  24 3 2 21  تابستان
  26  3  4  26 3 4 27  پاييز

  26  5  10  16 3 6 58  زمستان
  31  7  2  28 7 1 29  بهار
  27  18  18  21 16 13 135  جمع
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بـين دو  سپس، فراواني عفونـت نهفتـه و فعـال در    
بررسي قـرار  جنس مرد و زن در فصول مختلف مورد 

نشان داد كه فراواني عفونـت  نتايج اين بررسي . گرفت
فصل زمستان در زنان دو برابر بيشـتر   فعال و نهفته در
 7كه مردان در فصل بهـار تـا    در حالي ،از مردان است

برابر بيشـتر از زنـان عفونـت فعـال و نهفتـه را نشـان       
  ).1 جدول(دهند  مي

  
  بحث

طور كلي افرادي كه ه پيوند و ب ي كننده  در افراد دريافت
م ي ـانـد، شـديدترين علا   دچار نقص سيستم ايمني شـده 

). 7(شــود  مشــاهده مــي HCMVيكــي آلــودگي بــه كلين
ــروس ســيتومگال در    ــع وي ــه موق ــق و ب تشــخيص دقي

كننـدگان پيونـد از اهميـت بسـزايي برخـوردار       دريافت
از عوامل مهـم مـرگ و ميـر در    HCMV  چرا كهاست؛ 

  ).4(شود    افراد محسوب مي  اين
 135در  HCMVدر اين پـژوهش بـراي شناسـايي    

  دو روشكليـه، از هـر    پيونـد  كننـدگان  نفر از دريافـت 
Real-time PCR  وpp65 antigen assay  شد استفاده

مثبـت در روش   HCMVو مشخص گرديد كـه افـراد   
Real-time PCR 36  و در روش) درصــد 27(نفــر  

pp65 antigen assay 29  در. بودنـد ) درصـد  21(نفر 
ــه پژوهشــي  صــورت همكــاران و Cariani توســط ك

 نفـر  133 تعـداد  مطالعـه  مورد ي نمونه 475 از ،گرفت
 30 تعـداد  و Real-time PCR روش بـه ) درصـد  28(

 از pp65 antigen assay روش بـه ) درصـد  31/6( نفر
  ). 8(بودند  مثبت HCMV وجود نظر

ــه در ــابهي ي مطالع ــه مش ــط ك  و Marchetti توس
 بـر  كـه  اي نمونـه  1284 از پذيرفت، صورت همكاران

 ،شـد  انجـام  pp65 antigen assay آزمايش ها آن روي

 كـه  اي نمونـه  2662 از و) درصد 1/4( نمونه 52 تعداد
 ،شـد  انجـام  Real-time PCR آزمـايش  هـا  آن روي بر

ايـن  ). 1(شد  گزارش مثبت) درصد 3/24( نمونه 646
 PCRتواند بيانگر بالاتر بـودن دقـت روش    موضوع مي

   همچنـين . باشـد  pp65 antigen assay نسبت به روش
Real-time PCR   داراي نكات مثبت ديگري نسبت بـه

تـر   كه شـامل سـاده   است pp65 antigen assay روش
بودن، سرعت بـالاتر و همچنـين توانـايي بيشـتر ايـن      

هـا   زمان تعداد بيشتري از نمونه روش جهت بررسي هم
  .)9-10(باشد  مي

ــاگوني جهــت شناســايي   روش  HCMVهــاي گون
 و PCRز هـا بيشـتر ا   وجود دارد كه از بين ايـن روش 

pp65 antigen assay ــي ــتفاده م ــود  اس ). 11-12(ش
شناسـايي   ي نحوه ،قابل توجه در اين دو روش ي نكته

 ي بر پايه PCRكه اساس كار  به طوري ؛ويروس است
باشـد كـه در    آن مـي  DNA شناسايي ويروس از طريق

 بـين شود و فرقي  اين حالت فقط ويروس شناسايي مي
چـه بـه    چنان). 12( نهفته وجود ندارد و فعال عفونت
) Real-time PCR(كمـي   PCRكيفـي از   PCRجـاي  

هـاي ويـروس نيـز مشـخص      تعداد كپـي  ،استفاده شود
 ي بر پايه pp65 antigen assay اما روش). 1( گردد مي

آن بـه   وجـود اسـتوار اسـت و    pp65ژن  شناسايي آنتي
 باشـد  معني تكثير ويروس و وجود عفونـت فعـال مـي   

قابـل   Latentدر حقيقت در اين روش عفونـت  . )13(
اسـاس   دانـيم كـه   از طرف ديگـر مـي   .شناسايي نيست

بـر   pp65 antigen assayدر روش  HCMVشناسـايي  
هـا   در سـطح لوكوسـيت   pp65 ژن شناسايي آنتي ي پايه

  ). 14(باشد  مي) +CD8نوع  Tهاي لنفوسيت  سلول(
 دارداحتمــال تــوان نتيجــه گرفــت كــه  بنــابراين مــي
ــه   ــاراني ك ــي    آن Real time-PCRبيم ــت ول ــا مثب   ه
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pp65 antigen assay است، در معرض بوده ها منفي  آن
ند و پيشـنهاد  شـت قـرار دا ) لوكـوپني (كاهش لوكوسـيت  

گردد بيماران مذكور تحـت مراقبـت كامـل كلينيكـي      مي
  .قرار گيرند

دست آمده در اين پژوهش جهـت بررسـي    الگوي به
ي فصول مختلـف نشـان داد كـه    در ط HCMVفراواني 

بيشترين فراواني عفونت فعال مربوط بـه فصـل بهـار و    
امـا،  ؛ )1 جدول(كمترين آن مربوط به فصل زمستان بود 

و  HCMVداري بــين فراوانــي عفونــت  معنــي ي رابطــه
توانـد بـه دليـل تعـداد كـم       فصل مشاهده نشد كـه مـي  

ــه  ــ. هــا باشــد نمون  ي هايــن در حــالي اســت كــه مطالع
Yakushiji   ـ  ي و همكاران در ايالات متحـده  ه آمريكـا ب
د كـه بيشـترين   دانشـان   )P=  09/0(داري  صورت معني

پيونــد كننــدگان   فــتدر دريا HCMVفروانــي عفونــت 
  ). 10(د بومربوط به فصل پاييز 

  
  تشكر و قدرداني

ــه ــر   ي از آزمايشــگاه مهدي اصــفهان و آزمايشــگاه دكت
و قـدرداني  شـكر  تبرادران اصفهان به خاطر همكاري 

  .نماييم مي
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Abstract 

Background: Human cytomegalovirus (HCMV) is a member of herpes virus family and its early 
diagnosis could be very critical in kidney transplant patients. The clinical manifestations of HCMV 
infection include a wide range from tissue rejection to death. The aim of this study was to compare the 
accuracy of two common methods of HCMV monitoring, i.e. real-time polymerase chain reaction 
(PCR) and pp65 antigen assay.  

Methods: We extracted the genomic DNA of 135 kidney transplant patients from their whole blood. 
HCMV monitoring was performed using TaqMan scanning probes and pp65 surface antigen detection 
by real-time PCR and pp65 antigen assay, respectively. 

Findings: According to our results, real-time PCR and pp65 antigen assay showed positive results in 
36 (27%) and 29 patients (21%), respectively. In addition, the maximum and minimum rates of 
infection with HCMV were detected in spring (28%) and winter (16%), respectively. However, no 
significant association was established between HCMV infection and seasonal patterns.  
Conclusion: Our results indicated that real-time PCR was more accurate than pp65 antigen assay to 
detect HCMV infection in kidney transplant patients. We could also show that the maximum rate of 
infections with HCMV belonged to spring. However, the rates in the 4 seasons were not significantly 
different. 

Keywords: Human cytomegalovirus, Kidney transplantation, pp65 protein, Real-time polymerase 
chain reaction 
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