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چکیده 
سابقه و هدف: در تشخیص هپاتیت ناشی از ویروس هپاتیت B (HBV)، بکارگیری تکنیک های آزمایشگاهی حساس و اختصاصی 
همچون PCR ضروری است. روشهاي سرولوژیکی موجود، قابلیت تشخيص سريع و دقيق آلودگي را نداشته درحالیکه روشهای نوین 
مولکولی مانند PCR ابزار کارآمدی برای ارزیابی میزان شیوع HBV  می باشد. بروز نتایج متفاوت در آزمایشگاهها بدلیل استاندارد نبودن 
از معایب این تکنیک مولکولی قوی است. يکي از مهم ترين موانع در استفاده وسیع از تکنیک PCR تشخیصی، نداشتن اينرنال کنترل 
مناسب در اکثر تستهای PCR  می باشد. هدف این مطالعه طراحی و ساخت اینترنال کنترل پلاسمیدی (IAC) جهت شناسایی ممانعت 

کننده ها در تست PCR ویروس هپاتیت B و کاربردهای بعدی در آزمایشگاه های تشخیصی است.  
 HBsAg برمبنای ژن هدف  ،PCR موارد و روش ها: در این مطالعه برای ساخت اینترنال کنترل داخلی، ابتدا پرایمرهای ویژه تست
ویروس هپاتیت B، بهینه و سپس حساسیت و ویژگی مشخص شد. پرایمرهای مرکب (Composite Primer) برای IAC-HBV نیز طراحی 
 PCR از طریق رقیق سازی و همین طور طیف پاسخ PCR در هر واکنش IC تکثیر و سپس کلون گردید. تعداد حداقل PCR و از طریق

همراه با IC مورد بررسی قرار گرفت.
یافته ها: اندازه محصول تشخیصی HBV با پرایمرهای اختصاصی آن برابر با bp 262 و محصول IAC-HBV   برابر با 660  جفت 
باز بود، که از نظر اندازه، اختلاف مطلوب را با هم دارند. تعداد حداقل IC در هر واکنش 1000 عدد تعیین شد. حداکثر حساسیت تست 
PCR همراه با IC برای DNA ویروس هپاتیت B تا شانزده میلیون پارتیکل ویروس مشخص گردید. در تست ویژگی با عوامل مختلف 

هیچ محصول ناخواسته ای مشاهده نشد. 
نتیجه گیری : استفاده از یک اینترنال کنترل در تشخیص مولکولی ویروس هپاتیت B به عنوان کنترل داخلی، می تواند خطاها را 

شناسایی  و باعث استاندارد شدن این تکنیک حساس شود. 
کلمات کلیدی: ویروس هپاتیت B، اینترنال کنترل تکثیری، PCR ، طراحی، ساخت

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولكولي
دوره سوم، شماره دوازدهم، پاییز 1392 

مقدمه
که  است  ویروسی  های  بیماری  مهمترین  از  یکی   B هپاتیت 
در تمام نقاط دنیا از شیوع بالایی برخوردار است. حدود 400 
 میلیون ناقل هپاتیت B در کل دنیا وجود دارد)1(. سالانه نزدیک 

از عفونت  ناشی  به علت عواقب  را  نفر جان خود  به 1 میلیون 
به این ویروس از دست می دهند)2(. هپاتیت B یکی از عمده 
ترین مشکلات بهداشتی در جهان به شمار می رود)3(.  تاکنون 
8 ژنوتیپ A-H ویروس هپاتیت B شناسایی شده است)4(.  از 
آنجا که این ویروس یکی از شایع ترین عوامل عفونی در دو دهه 
نیامده و برای آن بدست  تا کنون درمان قطعی  بوده که  اخیر 
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بهداشتی  نکات  رعایت  و  مبتلا  افراد  شناخت  واسطه  به  تنها 
می توان بیماری را کنترل و پیشگیری کرد، لذا کاربرد روشی 
انتشار  از  جلوگیری  جهت  بیماری  سریع  تشخیص  جهت 
عامل  ترتیب  این  به  و  بود  خواهد  کننده  بسیار کمک  بیماری 
بود. حساس  قابل شناسایی خواهد  اولیه  مراحل  در  زا  بیماری 
 HBV آنتی ژن های  یافتن  برای  ترین روش های سرولوژیکی 
و  آنتی بادی های آن رادیوایمنواسی و الایزا است، که واکنش 
اولیه بین آنتی ژن – آنتی بادی صورت  بر مبنای برهم کنش 
می گیرد. وقوع موتاسیون در مولکول های آنتی ژن و یا آنتی 
این روش ها می شود  بادی سبب کاهش حساسیت تشخیص 
)7-5(. بعلاوه روشهاي تشخيص بر مبناي آنتي بادي در مراحل 
اوليه بيماري قابليت تشخيص نداشته و زمان نسبتا زيادي بعد 
از آلودگي قادر به تشخيص عامل بيماريزا مي باشند)1(. روش 
های تشخیص مولکولی بر مبنای جداسازی و تکثیر اسیدهای 
نوکلئیک ویروس، شامل روش های مختلفی مانند PCR ، تکثیر 
 –DNA هم دما ،  دورگه سازی ، تکنیک هیبریداسیون بر مبنای
شاخه دار )bDNA(   می باشد که قادر به تشخیص بیماری در 
مراحل اولیه آلودگی است )8و9(. در طی چندین سال اخیر ، 
PCR یک تکنیک تشخیصی و تحقیقاتی مهم و با ارزش برای 

گردیده  سرم  یا  خون  نمونه  در  پاتوژنها  از  بسیاری  تشخیص 
است)10(. بنابراین مزیت بزرگ تکنیک PCR قابلیت شناسایی 
و تعیین عفونت در بیماران با ویرمی پایین است که با روش الایزا 
ممکن است تشخیص داده نشوند )11(.  مع ذلک، متغيرهايي 
بازده  و  نوع  استفاده،  آزمايشگاه، دستگاه هاي مورد  نوع  مانند: 
DNA پليمرازمورد استفاده، پرسنل و سطح آموزش و مهارت ها، 

حضور ممانعت کننده ها، هدفهای ژنی متفاوت در عامل مورد 
شناسايي، سطح اپتيماسيون با توجه به مهارت ها در آزمايشگاه 
پارامترهاي  و   (in house  PCR) خانگی   PCR هاي  روش  ها، 
صحيح  هاي  مواردجواب  برخي  در  نوعاً  که  شده  باعث  ديگر، 
و قابل تکرار گزارش نشده و فقط برخي از پروتکل هاي چاپ 
شده در مقالات را به طور عملي در آزمايشگاه يا آزمايشگاه هاي 
ديگر تکرار کرد)13و12(. يکي از مهم ترين مسایل در مقالات 
چاپ شده در زمينه تشخیص PCR ویروس هپاتیت B، نداشتن 
اينرنال کنترل در اکثر اين مقالات است. بر خلاف کنترل مثبت، 
اينترنال کنترل عموماً يک سکانس DNA غير هدف حاضر در 

نمونه است که به طور همزمان با سکانس هدف تکثير مي گردد. 
در يک PCR بدون اینترنال کنترل، يک پاسخ منفي يعني عدم 
حضور سکانس هدف، که مي تواند در عين حال به  اين معنا 
باشد که واکنش به دلايلي مانند: اختلال در دستگاه ترموسايکلر، 
مخلوط PCR نادرست، فعاليت آنزيم DNA پليمراز، يا حداقل 
باشد.    شده  ممانعت  نمونه،  ماتريکس  در  بازدارنده  مواد  حضور 
کنترل  يک سيگنال   ،IAC با   PCR يک  در  بر عکس،  طور  به 
هميشه توليد مي گردد که تکثير اينترنال کنترل مي باشد. اين 
کنترل داخلي حتي در عدم حضور سکانس هدف مورد ازمايش، 
اشکالي  مختلفی  دلايل  به  نشود  تکثير  اگر  و  گردد  مي  تکثير 
 .1 کلي  استراتژي  دو   .)12-14 است)  داشته  وجود  تکثير  در 
اينترنال   .2 و    (Competition  IAC) رقابتي   کنترل  اينترنال 
 IC براي ساخت  (Non-competition IAC)  کنترل غير رقابتي
وجود دارد. با استفاده از تکنيک پرايمر مرکب، هدف و اينترنال 
کنترل با يک جفت پرايمر، درهمان شرايط )شرايط يکسان( و 
استراتژي،  لوله( تکثير مي شوند. دراين  لوله )در يک  درهمان 
هميشه رقابت بين DNA هدف و اينترنال کنترل وجود دارد، لذا 
 )Detection limit( ميزان اينترنال کنترل جهت حد شناسايي
غیررقابتی،  استراتژی  در  باشد.  مي  مهم  و  حساس  نکته  يک 
استراتژي  اين  متفاوتند.  کنترل  اينترنال  و  هدف  هاي  پرايمر 
مستلزم يک تست PCR با دو واکنش متفاوت است که به طور 
همزمان بايستي جلو روند. وقتي هر دو هدف و IC در اين روش 
تکثير شوند نتايج معتبر است.  از معايب روش تکثير غير رقابتي 
اين نکته است که اين متد نوعاً به طور دقيق تکثير تارگت اوليه 
ناشي از تفاوت در ترادف پرايمرها را منعکس نمي نمايد. عيب 
دوم، اين موضوع است که کاربرد IC در فرم غير رقابتي نيازمند 
توسعه دو PCR و اپتيمايز کردن آنها در يک شرايط PCR است 
 IC که مي تواند باعث کاهش کار يک تکثير و يا هر دو هدف و

گردد)15-18(. 
هدف مطالعه حاضر، طراحی و ساخت اینترنال کنترل تکثیری 
PCR- به روش رقابتی و از طریق HBV تشخیصی PCR تست

 Cloning  است. 

مواد و روش کار
استخراج DNA از نمونه با تیتر مشخص ويروس هپاتيت 
ویروس  تشخيص  جهت   PCR تست  نمودن  بهينه  براي   :B

1392،ساخت اینترنال... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دوازدهم، پاییز 
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  HBV در نمونه بیماران، ابتدا سرم با تیتر مشخص B هپاتیت
 DNP از آزمایشگاه کیوان تهيه کرده ، سپس با استفاده ازکیت
سیناکلون )ایران(،  DNA ویروس استخراج گردید. بطور خلاصه 

مراحل استخراج بترتیب زیر بود: 
100 میکرولیتر سرم را به یک لوله اپندرف 1/5 منتقل کرده و 
lµ 5 پروتيناز k به اضافه گردید.  نمونه را 3- 5 ثانیه ورتکس 
 lµ .72 قرار داده شد ° C نموده، سپس به مدت 10 دقیقه در
400   بافر لیز کننده )DNG ( به نمونه فوق اضافه نموده، سپس 
به مدت 5 ثانیه ورتکس گردید. lµ 300 محلول رسوب دهنده 
)ایزوپروپانول ( به لوله فوق افزوده ، 10 بار وارونه کرده سپس به 
مدت 10 دقیقه باrpm12000  سانتریفیوژ شد. محلول رویی را 
تخلیه کرده ، ml1 محلول شستشو )اتانول 70%( به لوله اضافه 
نموده ،10 بار وارونه کرده و به مدت 5 دقیقه در 12000 دور 
سانتریفیوژ گردید. لوله را روی دستمال کاغذی بر گردانده و به 
مدت 5 دقیقه در 65 درجه سانتی گراد قرار داده شد تا کاملا 
خشک شود. lµ30 آب مقطر استریل به لوله اضافه نموده ، به 
مدت 5 دقیقه در C65° قرار گرفت تا  DNA  به طور کامل به 

حالت محلول درآمد.
 : PCR پرایمرها و شرایط

بهینه نمودن تست PCR برای تشخیص ویروس هپاتیت B، از 
طریق بهینه نمودن غلظت اجزایی که در واکنش PCR به کار   
می روند و همچنین طراحی و انتخاب برنامه حرارتی مناسب در 
استفاده در  مورد  پرایمرهای  انجام گردید.  ترموسایکلر  دستگاه 

این مطالعه، در جدول یک آمده است. 
5`-CAA-GGT-ATG-TTG-CCC-GTT-

TG-3`

 HBV

Forward
5`-AAA-GCC-CTG-CGA-ACC-ACT-

GA-3`

  HBV

Reverse
 5’-CAA ggT ATg TTg CCC gTT TgT

CgC AgA ACg CCC CTA CC-3’

Forward-

IC
 5’-AAA gCC CTg CgA ACC ACT gAA

ggg gTT ggT gTA AAA TAg gC-3’

Reverse-

IC

ویروس   DNA استفاده جهت تشخیص   مورد  پرایمرهای  توالی  جدول۱- 

هپاتیت B و تکثیر اینترنال کنترل.

برای انجام واکنش PCR با استفاده از لوله های 200 میکرولیتری 
و با حجم واکنش 25 میکرولیتر به ترتیب زیر عمل گردید: 

پرایمرهای  از  استفاده  با  استخراج شده   DNA از  میکرولیتر   ۵
جلویی و عقبی مخصوص HBsAg   با غلظت نهایی٤ /٠ میلی 
مول )یک میکرولیتر از غلظت ده میلی مولار(،  ٢/٥  میکرولیتر 
   )2MgCl( ٠/٧٥ میکرولیتر کلرید منیزیم  ،)۱۰ X( PCR از بافر
 dNTP مخلوط  میکرولیتر  مولار(،  ٠/٥   میلی   ۵۰ غلظت  )از 
 Taq DNA Polymerase۱۰میلی مولار( و  ٠/٣  میکرولیتر آنزیم(
)بیوفلوکس(، در حجم نهایی ٢٥ میکرولیتر تکثیر یافت. چرخه 
سانتی  )شامل٩۴درجه  متوالی  سیکل   ۴۰ شامل  حرارتی  های 
گراد 4۰ثانیه، ۶0 درجه سانتی گراد 4۰ثانیه و  ٧۲ درجه سانتی 
گراد 4۰ ثانیه بود. پس از به پایان رسیدن سیکل های حرارتی، 
برای مشاهده DNA تکثیر شده از تکنیک الکتروفورز استفاده 
شد. محصول PCR در کنار سایز مارکر و کنترل مثبت و منفی، 
بر روی ژل آگاروز ١/٥ درصد و با استفاده از سایبرگرین و نور 

UV بر روی دستگاه ژل داکومنتیشن، بررسی گردید. 

حساسیت و ویژگی 
 DNA مختلف  های  رقت  تست،  حساسیت  تعیین  منظور  به 
تهیه  رقیق سازی  به روش  پارتیکل   4 تا  میلیون  از 4  ویروس 
 ، موش  نوکلئیک  اسیدهای  از  ویژگی  بررسی  جهت  گردید. 
هپاتیت  ویروس  ی   cDNA  ، توکسوپلاسماگوندی   ، انسان 
و   سرویزیه  ساکارومیسس   ، توبرکلوزیس  مایکوباکتریوم   ،   C

اشریشیاکلی استفاده شد.
 (IC) ساخت اینترنال کنترل

 ،PCR-Cloning جهت ساخت اینترنال کنترل رقابتی به روش 
پرایمرهای جلویی و عقبی PCR ویروس هپاتیت B را دربخش 
5‘ پرایمرهای ژن کینتوپلاست لیشمانیا با اندازه محصول 620 
جفت باز، بصورت دم (Tail) طراحی و سنتز نمودیم)جدول 1(. 
کنترل،  اینترنال  قطعه  تکثیر  جهت   PCR واکنش  انجام  برای 
از  استفاده  با  لیشمانیا  شده  استخراج   DNA از  میکرولیتر   ۵
نهایی٠/٤ میکرومول،  با غلظت   IC و عقبی  پرایمرهای جلویی 
کلرید  میکرولیتر   ٠/٧٥  ،  10X PCR بافر  از  میکرولیتر   ٢/٥
منیزیم )2MgCl( )از غلظت ۵۰ میلی مولار(، ٥ ٠/ میکرولیتر 
 Taq آنزیم  میکرولیتر   ٠/٣ و  مولار(  )۱۰میلی   dNTP مخلوط 
DNA Polymerase، در حجم نهایی ٢٥ میکرولیترتکثیر یافت. 

متوالی)شامل٩۴درجه  سیکل   40 شامل،  حرارتی  های  چرخه 
سانتی گراد ۳۰ ثانیه، ۶0 درجه سانتی گراد ۳۰ثانیه و ٧۲ درجه 
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 ٧۲ نهایی  پلیمریزاسیون  سیکل  یک  و  ثانیه(   ۳۰ گراد  سانتی 
درجه سانتی گراد به مدت 25 دقیقه بود. پس از به پایان رسیدن 
سیکل های حرارتی، برای مشاهده DNA تکثیر شده از تکنیک 
 pTZ57R پلاسمید  با  حاصل  قطعه  شد.  استفاده  الکتروفورز 
کمپانی فرمنتاس به مدت 1 ساعت در 22 درجه سانتی گراد 
ترانسفورم   JM107 کلی اشریشیا  باکتری  در  سپس  و  اتصال 
در     Blue/White Screeningطریق از  حاصل   کانستراکت  و 
محیط حاوی آمپی سیلین،  X-GAL و IPTG  انتخاب گردید. 
با کیت استخراج  کلونهای مناسب از طریق استخراج پلاسمید 

پلاسمید و تست PCR ، تائید گردیدند. 
کلونینگ محصول PCR  و اینترنال کنترل 

از کیت  با استفاده   ،IC PCR  و  از خالص سازی محصول  بعد 
T/A cloning کمپانی Thermo scientific هر دو آمپلیکون در 

آمپلیکون  حاوی  پلاسمیدهای  گردید.  کلون   pTZ57/R وکتور 
حاصل با GeneJET Plasmid Miniprep Kit (K0502) کمپانی 
 ،PCR روش  با  سپس  گردید.  استخراج   Thermo Scentific

پلاسمیدهای حاوی محصول PCR و IC با استفاده از پرایمرهای 
تشخیصی تائید گردید. 

IC تعیین غلظت ایده آل
تائید   ،PCR برای    IC ایده آل   DNA از تعریف غلظت   هدف 
غلظت متاسب IC است که با تارگت، کمترین رقابت در تکثیر را 
انجام دهد جهت بدست آوردن غلظت بهینه، غلظتهای متفاوت 
استاندارد   B هپاتیت  ویروس  ی   DNA و   IC حاوی  پلاسمید 
مورد آزمایش قرار گرفت. غلظت DNA ویروس هپاتیت B مورد 
در  اسپکتروفتومتر  بوسیله   IC چنین  هم  و  تست  در  استفاده 
A260 تعیین شد. رقتهای حاوی مقادیرDNA ی متفاوت عامل 

 IC تهیه شده بود با مقادیر ثابت serial dilution که از طریق
، تست گردید. برای PCR، 5 میکرولیتر از DNA ی عامل با 1 

میکرولیتر از IC مخلوط و در میکس PCR استفاده گردید.  
توالی یابی 

تعیین  توالی DNA در دو جهت با استفاده از روش ختم زنجیره 
 (Dideoxy Chain Termination)  و بوسیله کمپانی ماکروژن 

کره  انجام گردید.
یافته ها 

تیتر  با  نمونه  از  شده  استخراج   DNA روی  بر   PCR تست

نا  محصول  هیچ  ویژگی،  آزمون  در  گردید.  بهینه  مشخص،  
 ،  )Human( انسان   ،  )Mouse( موش   DNA با  ای  خواسته 
ویروس   ،  )Toxoplasma gondii( توکسوپلاسماگوندی 
مایکوباکتریوم   ،  )Hepatitis C Virus(  C هپاتیت 
 ،  )Mycobacterium tuberculosis( توبرکلوزیس 
 )Saccharomyces cervisiae  ( سرویزیه  ساکارومیسس 
، اشریشیاکلی )Escherichia coli( مشاهده نشد. از طریق 
تهیه رقت های سری ازDNAی استخراج شده ویروس و انجام 
تست PCR، حد تشخیص )حساسیت( در حد 40 کپی در نمونه 

ی مورد آزمایش به دست آمد )شکل1(. 

شکل 1.  تست حساسیت PCR  با استفاده از نمونه های حاوی تعداد 

. HBV ی مشخص DNA

 .100bp DNA Ladder PLUs (Thermo مارکر   1سایز  لاین 

پارتیکل.، 4;   میلیون  حاوی4  سرم   ;  3،. مثبت  کنترل   ;  2  ،scientific)

 400 پارتیکل.، 7;  هزار   4   ;6،. پارتیکل  40هزار   ;  5 پارتیکل.،  400هزار 

پارتیکل .، 8 ; 40 پارتیکل.، 9; 4 پارتیکل .، 10 ;کنترل منفی

توسط  و  کلون  آمپلیفیکاسیون،  از  بعد  کنترل  اینترنال  قطعه 
شده  تکثیر  محصول   2 شکل  در  گردید.  تایید   PCR روش 
 100 bp 660  در کنار سایز مارکر bp اینترنال کنترل با اندازه

DNA Ladder Plus مشاهده می گردد. 

شکل 2. اینترنال کنترل کلون و تکثیر شده توسط واکنش زنجیره ای پلیمراز.
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 PCR تعداد پلاسمید مناسب جهت اضافه کردن در یک تست
برای   .)3 شکل  آمد)  بدست  عدد   1000 حدود  تشخیصی 
استاندارد کردن IC، غلظت بکار رفته آن اهمیت critical دارد 
 DNA موجب رقابت با الگوی ،IC چرا که حضور مقادیر بالای
شود.  می  ایجاد  کاذب  منفی  نتیجه  این  بنابر  و  شده  ژنومیک 
با 5  )معادل 1000 پلاسمید(   IC از   5 fg لذا کاربست غلظت 
استخراج شده،  موجب کمترین  نمونه  DNA ی  از  میکرولیتر 

اثرات رقابتی می گردد.

شکل 3. تکثیر قطعه 660 جفت بازی اینترنال کنترل .

  100 bp DNA Ladder (Thermo scientific) لاین1. سایز مارکر 

لاین PCR  .2 با الگوی ده میلیون پلاسمید  لاین PCR  .3 با الگوی یک 

 PCR .5 با الگوی صد هزار پلاسمید  لاین PCR .4 میلیون پلاسمید  لاین

با الگوی ده هزار پلاسمید   لاین PCR .6 با الگوی هزار پلاسمید  لاین 7. 

PCR با الگوی 100 پلاسمید  لاین PCR .8 با الگوی 10 پلاسمید  لاین 

PCR .9 با الگوی یک پلاسمید  لاین 10 . کنترل منفی

با مقادیر  اینترنال کنترل و تست آن   PCR  نتایج در شکل 4 
متفاوت DNA ی ویروس هپاتیت B از یک عدد تا  یک میلیون 

پارتیکل ویروس مشاهده می شود. 

شکل 4 . الکتروفورز نتایج PCR با تعداد مشخص DNA ویروس هپاتیت  

B و حاوی اینترنال کنترل:

 100 bp DNA Ladder Plus (Thermo سایز مارکر . M

  B ی ویروس هپاتیت DNA 1000000 نمونه حاوی . Scientific)

و 1000 پلاسمید واجد IC  .   2.  نمونه حاوی DNA 100000 ی 

ویروس هپاتیت B  و 1000 پلاسمید واجد IC 3. نمونه حاوی 10000 

DNA ی ویروس هپاتیت B  و 1000 پلاسمید واجد IC  4. نمونه حاوی 

 .5  IC و 1000 پلاسمید واجد  B ی ویروس هپاتیت DNA 1000

نمونه حاوی DNA  100 ی ویروس هپاتیت B  و 1000 پلاسمید واجد 

IC   6. نمونه حاوی DNA  10 ی ویروس هپاتیت B  و 1000 پلاسمید 

واجد IC   7. نمونه حاوی یک  DNA ی ویروس هپاتیت B  و 1000 

پلاسمید واجد IC .  8. کنترل منفی )حاوی صرفا اینترنال کنترل(

تست با 10 نمونه سرم حاوی تعداد مشخص پارتیکل 
ویروسی )تهیه شده از آزمایشگاه تخصصی ویروس شناسی 

کیوان که با دستگاه و کیتهای FDA Approved تعداد پارتیکل 
آنها مشخص گردیده بود( نشانداد که آزمایش حاوی اینترنال 
کنترل تا نمونه های حاوی 16 میلیون پارتیکل ویروسی می 

تواند اینترنال کنترل را تکثیر نماید)شکل 5(.
 100 bp DNA Ladder Plus (Thermo Scientific) 1 .  سایز مارکر

 DNA حاوی اینترنال کنترل.3. نمونه حاوی چهار میلیون PCR 2. تست.

یک  حاوی  نمونه    .IC4 واجد  پلاسمید   1000 و    B هپاتیت  ویروس  ی 

میلیون DNA ی ویروس هپاتیت B  و 1000 پلاسمید واجد IC5 .  نمونه 

حاوی 16 میلیون DNA ی ویروس هپاتیت B  و 1000 پلاسمید واجد 

IC6. کنترل منفی )حاوی صرفا الگوب آب(

بحث و نتیجه گیری
مهم  مساله  یک  عنوان  به   B عفونت با ویروس هپاتیت امروزه 
بهداشتی و یک مشکل جهانی درآمده است)19(. ابتلا به این نوع 
هپاتیت در بیش از دو میلیارد نفراز مردم جهان اتفاق افتاده و هم 
اکنون در سراسر دنیا 5 درصد افراد یعنی در حدود 400 میلیون 
نفر ناقل ویروس هستند. در ایران نیز طبق آخرین آمار رسمی در 
حال حاضر 2/5 میلیون نفر به ویروس هپاتیت B مبتلا شده اند، 
که حدود 2-3 درصد این جمعیت حامل و در حدود 300 هزار 
بیماری مزمن کبدی، سیروز یا کارسینوم هپاتو سلولار  به  نفر 
مبتلا می باشند)20(. به نظر می رسد که70-80 درصد هپاتیت 
میزان  ایجاد می شوند.    B توسط ویروس هپاتیت های مزمن 
کمترین  بطوریکه  بوده  متغیر  بسیار  ناقلین مزمن این ویروس 
درصد گزارش شده مربوط به استان فارس )% 1/7( و بیشترین 
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آن مربوط به  استان سیستان و بلوچستان )%5/4 ( بوده است. 
به تنهائی مهم ترین عامل   B هپاتیت  که  کرد  بیان  توان  می 
بیماری کبدی و اصلی ترین علت مرگ و میر ناشی از هپاتیت در 
ایران به شمار می رود)21(. در سال CDC 2007 اعلام کرد که 
سالانه 1 میلیون نفر از هپاتوسلولار کارسینوما و سیروز مرتبط با 
HBV از بین می روند، این بدان معناست که HBV هر 30 ثانیه 

منجر به مرگ یک نفر می شود)22(. 
عوامل  تشخيص  برای  موجود  ايمونولوژكي  روشهاي  مهمترين 
بيماريزای عفوني برمبنای شناسايي كمپلكسهای آنتي‏ژن و آنتي 
بادي ایجاد شده عمل می کنند و به صورت سيستم‏هاي مختلفی 
مانند 1( فلوروايمونواسي (FIA) ؛  2( راديوايمونواسي (RIA) ؛ 3( 
آنزيم ايمونواسي (EIA) در بازار وجود دارند. مطالعات نشان داده 
 HBsAg  است كه آزمايشهای سرولوژیکی به منظور شناسایی
نتیجه  در  عفونت، مثبت مي شود،  از  پس  روز   50-60 حدود 
قابل انتقال  قابل تشخيص باشد   HBsAg هفته ها بدون اينكه 
HBV در  اگرچه روشهای تشخیص سرولوژیکی  بنابراین  است. 
برای  اما شاخص مناسبی  اند  حال حاضر بخوبی شناخته شده 
تشخیص عفونت ویروسی به حساب نمی آیند و برای تشخیص 
دقیق و سریع عفونت، روشهای مولکولی باید جایگزین روشهای 
سرولوژیکی شوند)23-25(. اصلی ترین مشکل PCR بروز نتایج 
مثبت و منفی کاذب می باشد. نتایج مثبت کاذب ناشی از آلودگی 
دارد  امکان  كه  باشد  می   PCR محصول  توسط  آزمایشگاه  در 
UV که منبع بسيار قوي  الكتروفورز و دستگاه  تانك  از طريق 
آلودگي هستند به نقاط ديگر آزمايشگاه منتقل شوند كه هنگام 
حمل ژل آگارز از تانك الكتروفورز به دستگاه UV، ذرات آئروسل 
و آلودگي در فضاي آزمايشگاه پخش شده و نتايج مثبت كاذب 
مقررات  باید  مشکل  این  حل  برای  شد)26(.  خواهند  مشاهده 
سطح ايمني زيستي سطح  2 و فضاسازی و جداسازی محیطها 
بطور كامل رعايت شده و متناسب با ويژگي هاي عوامل مورد نظر 
تدابير حفاظتي تكميلي مورد نياز تأمين گردد)27(. یکی دیگر 
از مشکلات PCR علی رغم حساسیت بالای این سنجش بروز 
  PCR نتایج منفی کاذب است که عمدتا به علت مهارکنندگان
علت  به  کاذب   منفی  نتایج  بروز  رسد  می  نظر  به  باشد.   می 
وجود مقدار زیاد بازدارنده در نمونه های کلینیکی از جمله  مایع 
نخاعی)CSF(، خون محیطی و خلط می  مایع مغزی-  پلورال، 

باشد. آلودگی در آماده سازی DNA و حتی ترکیبات غیر فعال 
در نمونه نیز می توانند باعث مهار واکنش شوند. در تست های 
تشخیصی بیماری های عفونی شایع، مهارکنندگان که مسئول 
را  توانند مشکلات جدی  کاذب هستند می  منفی  نتایج  ایجاد 
غیر  دیگری  فاکتورهای  کنند)28(.  ایجاد  عمومی  بهداشت  در 
از بازدارنده ها مانند پایین بودن غلظت DNA هدف، نقص در 
و  DNA پلی مراز  ترمال سایکلر، عدم واکنش صحیح  عملکرد 
در  دیگری  عوامل   توانند  می  نیز   DNA مناسب  نا  استخراج 
این خطاها در تست های  بروز  باشد.  نتایج منفی کاذب  ایجاد 
این  است.  را ضروری کرده  مناسب  کنترلهای  داشتن  مولکولی 
امر توجه تعدادی از محققین را جلب نمود تا درصدد ایجاد یک 
کنترل داخلی برای تست های مولکولی به ویژه PCR شوند. در 
یک تست PCR استاندارد علاوه بر کنترل مثبت و منفی، وجود 
یک کنترل داخلی از ضروریات است. در یک PCR بدون کنترل 
به  تواند  می  سیگنال(  یا  باند  )بدون  منفی  پاسخ  یک  داخلی، 
اما همچنین ممکن  باشد،  واکنش  در  توالی هدف  نبود  معنای 
است به معنی باز داشته شدن واکنش در نمونه باشد. بلعکس 
باند  PCR که دارای کنترل داخلی است، همیشه یک  در یک 
کنترل تولید خواهد شد، حتی هنگامیکه توالی هدف وجود ندارد 
نمایان  را   PCR یا عدم موفقیت  و  فقیت  مو  تواند  امر می  این 
یک  داخلی  کنترل  مثبت خارجی،  کنترل  بر خلاف  کند)12(. 
توالی DNA غیر هدف موجود در لوله مشابه است که به طور 
هدف  غیر   DNA این  شود.  می  تکثیر  هدف  توالی  با  همزمان 
به  را  یا  ژن خاصی  یا به صورت مصنوعی طراحی می شود و 
عنوان IC در نظر گرفته که در هر دو صورت ، پرایمر های ویژه 
آن طراحی می گردد. امروزه اغلب IC های طراحی شده برای 
PCR  پلاسمید های حاوی قطعه ای از DNA می باشند. اغلب 

 DNA قطعات  دارای  اینسرت،  IC های پلاسمیدی حاوی  این 
مقدار  طول،  مانند  هایی  ویژگی  دارای  که  هستند  هومولوگی 
هدف   DNA با  یکسان  احتمالی  ی  ثانویه  های  ساختار   ،GC

واقعی می باشند)29(. 
در سال  1994 دانشمندی به نام Kolk برای تشخیص مولکولی 
  IS6110 قطعه  از  رقابتی،   IC ساخت  و     M.tuberclosis

موجود در M.tuberclosis استفاده نمود.  محصول IC تست 
 245  bp هدف  محصول  ی  اندازه  و    301    bp مطالعه  این 
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برای تشخیص  JONES و همکارانش   بود)30(.  سال 2000، 
  Nested معمولی و PCR  از )CMV(عفونت سایتومگالوویروس
همراه با  IC استفاده نمودند. این مطالعه بر روی 145  نمونه ی 
مایع درون کیسه جنین و  نمونه های ادرار نوزاد مورد بررسی 
واقع گردید. برای ساخت IC از باکتریوفاژ لامبدا و پرایمر مرکب 
و   150  bp داخلی  کنترل  برای   PCR محصول  و  شد  استفاده 
این  برای   IC مناسب  رقت  100  بود.   bp هدف   DNA برای 
تست  50 کپی تعیین گردید و حساسیت تست برای سنجش 
PCR معمولی 100 پارتیکل و برای Nested PCR ، 10 پارتیکل 

  Markus Stocher،2002  سال در  شد)31(.  تعیین  ویروس 
 CMV, ویروسهای  معمولی   PCR تشخیص  برای  همکارانش  و 
IC ، VZV, HBV رقابتی را طراحی کردند. برای ساخت اینترنال 

برای  شد.  استفاده  فسفوترانسفراز  نئومایسین  ژن  از  ها  کنترل 
این امر از پلاسمید  pGLE-neo که حاوی قطعه اینسرت شده 
 DNA ساخت  برای  باکتریایی  نئومایسین  فسفوترانسفراز  ژن 
  Stocher 2003 کنترل داخلی بود، استفاده شد)32(. در سال
 VZVو  EBV,CMV,HSV,HBV و همکارانش جهت شناسایی
توسط     real-time PCR  با استفاده از تکنیک پرایمر مرکب، 
IC طراحی نمودند. Heterologous DNA که به عنوان اینترنال 
کنترل مورد استفاده قرار گرفت، به طور اختصاصی توسط پروب 
محصول   5 همه  شد.  شناسایی   FRET-hybridisation های 
حاصل از multiple internal control DNA با یک جفت پروب 
FRET-hybridisation  اختصاصی منفرد شناسایی شدند)33(. 

بر خلاف دو مطالعه فوق هدف مورد استفاده در این مطالعه ژن 
نیز  شده  تولید  محصول  باشد  می  لیشمانیا  انگل  کینتوپلاست 

دارای سایز متفاوتی است)33-34(.
  علی رغم استفاده از جدیدترین و دقیق ترین پروتکل ها و یا 
مجهزترین دستگاها در تست تشخیصی PCR، نمی توان از آن 
به عنوان یک روش تشخیصی مطمئن و استاندارد نام برد،  تا 
زمانی که  کنترل مثبت، کنترل منفی و کنترل داخلی در یک 
تست PCR وجود داشته باشد. بنابراین در این مطالعه با طراحی 
و ساخت کنترل داخلی سعی بر استانداردسازی روش PCR در 
تشخیص HBV گردید.در مطالعه حاضر با توجه به مطالب ذکر 
مرکب  پرایمر  های  تکنیک  بکارگیری  با  رقابتی  روش  از  شده، 
ویروس    PCR تست  داخلی  کنترل  ساخت  برای  کلونینگ  و 

  IC از ژنی برای ساخت  B استفاده گردید. سعی شد  هپاتیت 
استفاده شود که از اختلاف اندازه مناسبی با ژن هدف برخوردار 
و  طراحی  جهت  لیشمانیا  انگل  کینتوپلاست  ژن  از  لذا  باشد. 
ساخت IC به روش رقابتی و PCR-Cloning استفاده گردید که 
اندازه ای برابر با 660bp  داشت. به کار گیری ژن کینتوپلاست 
انگل لیشمانیا برای ساخت اینترنال کنترل در این مطالعه با یک 
استراتژی هوشمندانه، این مزیت را به همراه داشت که اینترنال 
کنترل ساخته شده، قابلیت تکثیر در طیف دمایی بهینه برای 
ژن هدف را دارد. در این روش به دلیل یکسان بودن پرایمر ها،  
روش  این  مزیت  خود  که  نداشته  وجود  آنها  بین  کنش  میان 
از  محدودی  نا  منبع  یک  نیز  ساخته شده  پلاسمید  باشد.  می 
کنترل داخلی محسوب می شود و به راحتی می توان مدت زمان 

طولانی از آن نگهداری کرد. 

تقدیر و تشکر: 
بدین وسیله از دانشگاه آزاد اسلامی- واحد شهر قدس که هزینه 
این تحقیق را طی طرح پژوهشی فراهم نمودند تقدیر و تشکر 

به عمل می آید
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