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هاي غرغره گلوي بيماران مبتلا به  ي ويروس سرخك در نمونهRNAشناسايي 

  RT-PCRسرخك با روش 

  ٦ و رخشنده ناطق٥، سيد رضا سيدي رشتي٤، محمود محمودي٣، رسول همكار٢ ، طلعت مختاري آزاد١شبنم رحيمي خامنه

 Reverse Transcriptase – polymerase chain reaction (RT-PCR بيمار مبتلا به سرخك با روش سريع  ١٥ غرغره گلوي اينمونه ه:  چكيده
هـاي فـوق ، بـا روش     نـه  تلقيح شده با نموB95 8 در بررسي آشت سلولهاي.  ويروس سرخك شناسايي گرديديRNA%) ٤٠( مورد ٦در .  مورد بررسي قرار گرفتند(

 مـورد مثبـت بـا       ٧ عكـس     منفـي بودنـد بـر      RT-PCR مورد از موارد مثبت بـا روش         دو. مثبت تشخيص داده شد   %) ٣/٨٣( مورد   ١١سانس غير مستقيم ،     ايمونوفلئور
 ويـروس در  يRNA منفي بودند ، آه اولي بدليل غير فعال بودن ويروس در نمونه گلو و دومي به علت آم بودن ميـزان  RT- PCRسانس غير مستقيم با ايمونوفلئور

گـردد و بـا تعيـين          تكثيـر مـي    قطعات خاصي از ژنوم ويروس سـرخك       بكارگيري پرايمرهاي اختصاصي ،       در اين است، آه با     RT-PCRاهميت روش   . نمونه گلو است  
ويـروس   : هـاي آليـدي     واژه .شـود  ترادف بازي و مقايسه آن در بين ويروسهاي مختلف جدا شده ، منشإ اپيدمي، سير انتقال بيماري و سوش ويروس مـشخص مـي                       

   RNA و استخراج VERO و B95ستقيم ، سلولهاي سانس غير م ، ايمونوفلئورRT-PCRسرخك ، 
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  مقدمه

سرخك بيماري بسيار واگيري است ، آه عليرغم وجود واآسن مـؤثر          
. شـود  بر عليه آن، همچنان موجب بروز موارد پراآنده و يا اپيدمي مي          

 ١٩٩٨در ســال ) WHO(طبـق گـزارش ســازمان جهـاني بهداشـت     
مرگ ناشي از سرخك در      ٨٨٨٠٠٠ ميليون مورد سرخك و      ٣٠تقريباً  

اآثر مرگهـاي ناشـي از سـرخك در آفريقـا و            . جهان روي داده است   
 ١٣٧٧در سـال  ) ٢. (انـد  بـه وقـوع پيوسـته   %) ٨٥(جنوب شرقي آسيا  

ميزان بروز موارد تأييد شده سرخك در ايران براساس آخرين گزارش           
 درصد هـزار    ٤/٢چاپ شده وزارت بهداشت درمان و آموزش پزشكي         

توزيع سني موارد تأييد شده نشان ميدهد آـه         . ت بوده است  نفر جمعي 
در گـروه   % ٥/١٤ سـال،    ٠-٤از موارد سرخك در گروه سـني        % ٧/٧

در گروه  % ٧/٣٥ سال   ١٠-١٤در گروه سني    % ٥/٢٠ سال،   ٥-٩سني  
.  سال بوده است   <٢٠در گروه سني    % ٦/٢١ سال و    ١٥-١٩     سني

)١(       

و اپيـدميهاي سـرخك ، گـسترش        با توجه به اهميت موارد تك گير        
هاي ايمن سازي و آنترل اين بيماري در جهـان و بـا در نظـر                 برنامه

آني آن ، تشخيص سوشـهاي ايـن ويـروس در             گرفتن اهميت ريشه  
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بـراي تـشخيص سـرخك روشـهاي        . هاي باليني ضرورت دارد     نمونه
 Reverseمتعددي وجود دارد ؛ يكي از جديدترين روشها ، تكنيك 

Transcriptase – polymerase chain reaction (RT-
PCR)        ميباشد آه از آن براي شناسايي RNAويـروس سـرخك     ي 

ــشود  ــتفاده مي ــاي   ) ٣٫٤. (اس ــتفاده از پرايمره ــا اس ــن روش ب در اي
و يـا ژن  ) N(اختصاصي ، ژنهـاي خاصـي ماننـد ژن نوآلئـوپروتئين        

آه از منـاطق بـسيار  تغييـر پـذير در ژنـوم              ) M(پروتئين ماتريكس   
 تكثير داده ميشود و با مطالعه رديف        -آيند  ويروس سرخك بشمار مي   

) . ٥٫٤(بازي آنها تفاوتهاي ژنتيكي ويروس سرخك تعيـين ميگـردد           
سرولوژيك داراي يك تيپ است، ولي تيپهاي وحشي         نظر   زويروس ا 

 تـاآنون بـر   .جدا شده از اين ويروس از نظر ژنتيكي هتروژن هـستند     
 ١٥حـداقل    (N) وتيدي ژن نوآلئوپروتئين  ئمبناي مقايسه رديف نوآل   

  ).١٦(ژنوتيپ از اين ويروس شناسايي شده است

 اپيدميولوژيك مولكولي را    هاي   بررسي اساساين تفاوتهاي ژنتيكي ،     
  ).٧٫٦(سازد براي ويروس سرخك فراهم مي

  مواد و  روشها 

  :گيري نمونه

اي ه ـ   درجـه ، دانـه     ٣٨از بيماران داراي علائم سرخك ؛ تب بـالاي          
سرفه، آب ريزش و يـا      : ماآولوپاپولار منتشر  و حداقل يكي از علائم       

  .ورم ملتحمه چشم، نمونه سرم و غرغره گلو گرفته شد

 -٢٠ و   -٧٠هاي گلو سرم تا زمان آزمايش به ترتيب در دماي             نمونه
ابتدا براي تـشخيص عفونـت اوليـه        .درجه سانتيگراد نگهداري گرديد   

 از Capture IgM EIA بـا روش   نمونـه سـرم  ٥٠سرخك ، تعـداد  
 ١٥.  اختصاصي سرخك مورد بررسـي قـرار گرفتنـد     IgMنظر وجود 

نمونه غرغره گلو از بين موارد مثبت ، بـا توجـه بـه اينكـه ، فاصـله                   
 روز باشـد ،  ٧گيـري و بـروز راش در آنهـا آمتـر از      زماني بين نمونه  
  .انتخاب گرديد

   :RNA استخراج 

RNAــ  ــا روش شـ ــرخك بـ ــروس سـ ــط  ويـ ــده توسـ رح داده شـ
Chomczynski , Sacchi) ٢٥٠. اســـتخراج گرديـــد) ١٩٨٧ 

ــا    ــو بــ ــره گلــ ــر از غرغــ ــر ٧٥٠ميكروليتــ ) GTC( ميكروليتــ
Guandinium thiocyanate )  ــدين تيوســيانات  ٤گوان

 لوريـل   – pH=7   ، N ميلي ليتـر مـولار         ٢٥مولار ، سديم سيترات     
  ، % ٥/٠سارآوزين 

سپس بمنظـور حـذف     . مخلوط گرديد )  مولار   ٢/٠ مرآاپتواتانول   -٢
 ل بار به اندازه حجم خود با مخلوط فن٣-٤پروتئينها ، فاز آبي حاصل 

تيمار گرديـد در     )١:٢۴:٢۵به نسبت   (  ايزوآميل الكل    – آلر فرم    –
 پروتئيني باقي نمانده    ،انتها بايد اطمينان حاصل شود آه در محصول       

ه نسبت هم حجم با     ب در ادامه براي حذف فنل، محلول حاصل      . است
بـراي  . مخلـوط گرديـد  ) ١:٢۴بـه نـسبت   (  ايزوآميل الكل -آلرفرم  

 موجود در فاز آبي ، محلول رويي به نـسبت هـم    RNAرسوب دادن   
محلول استات سديم   % ١٠حجم با ايزوپروپانول مخلوط شد و سپس        

يا شـب   ( پس از سه ساعت     .  به آن اضافه گرديد    PH=5.2  مولار ٣
 بـا سـانتريفوژ     RNA درجـه ،     – ٢٠ي در دمـاي     نگهـدار ) تا صبح   
رسـوب  . رسوب داده شد   ) ١٠٠٠٠ -١٤٠٠٠ g دقيقه در    ١٠( آردن  

 و ترآيبـات    GTCشستشو داده شـد تـا       % ٧٥حاصل دوبار با اتانول     
رسوب خشك شده در دماي اتـاق       . فنلي آاملاً از محيط حذف شوند     

ي اتيـل    ميكروليتر آب مقطر دوبـار تقطيـر اسـتريل آـه بـا د              ٢٠در  
محلول حاصـل   .  حل گرديد  -تيمار شده است  ) DEPC(پيروآربنات  

  ).١٠( نگهداري شود-٧٠بايد تا هنگام آزمايش در فريز 

  :پرايمرها 

اهـدايي از سـوي دآتـر      ( از پرايمرهاي زيـر      RT-PCRبراي انجام   
PAUL ROTA  از CDC استفاده شد)  از آمريكا.  

Primer MV 61: CTT GTT TCA GAG ATT ATG 
CAT (24) N-seq 1178. 

Primer MV 63 : GGC CTC TCG CAC CTA GTC 
TAG (21) N-rev 1597 . 

Primer MV63N : T CTG TCA TTG TAC ACT ATA 
GG (210 63 NESTED 

MV61    پرايمـر جلـو برنـده  )FORWARD (  وMV63   پرايمـر 
از ايـن دو پرايمـر بـراي انجـام          . ميباشد ) REVERSE( برگردان  

RT-PCRــه  ق ــاي  ٤٢٠طع ــازي انته ــوپروتئين C ب ) N( ژن نوآلئ
از اين پرايمر در تعيين سكانس نيـز ميتـوان اسـتفاده            . استفاده گرديد 

 ، در روش    MV61 همراه با پرايمر جلوبرنده      MV63Nپرايمر  . نمود
Nested PCR )  اختصاصي ژنN (بكار برده شد.  
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   :C-DNAتهيه 

، ) N(وآلئـوپروتئين    بـازي از ژن ن     ٤٢٠قطعـه    C-DNAبراي تهيه   
 اسـتخراج   يRNA ميكروگرم   ٥-٧حداآثر  : مخلوط واآنشي حاوي    

 ميلـي  ٥٠٠آلريـد پتاسـيم   (  X PCR 10  ميكروليتر بـافر  ٢شده ، 
 ميلي مولار ، آلريد منيـزيم  ١٠٠ PH=8/3" Tris – HCI"مولار ، 

 ميكروليتـر  ١ ، perkin Elmer ) ( از شـرآت    -% ١/٠، ژلاتـين  
 ميكروليتـر از مخلـوط دي اآـسي     ٢ ميلي مـولار ،      ٥٠ آلريد منيزيم 

براي هـر آـدام از دي   (  ميلي مولار ١٠) dNTP miX(وتيدها لئنوآ
 ميكروليتر از هرآدام از پرايمر هاي جلوبرنده        ١،  ) اآسي نوآلئوتيدها   

حجـم  .  ميكرو مولار تهيه گرديـد ٢٠ )MV61 , MV63(و برگردان 
بار تقطير استريل تيمار شده بـا       نهايي مخلوط واآنش با آب مقطر دو      

DEPC   مخلوط فـوق در دمـاي   .  ميكروليتر رسانده شد٢٠بهO٩٥ 
 در  ه دقيق ـ ٥-١٠ دقيقه حرارت داده شد و سپس به مـدت           ٥به مدت   

.  دقيقه روي يخ قرار گرفت       ٥و بعد به مدت     . دماي اتاق سرد گرديد   
 Avian  معكـوس    ز واحد آنزيم تـرانس آريپتـا  ١٠زودن پس از اف

myeloblastosis Virus – Reserve transcriptase ) 
 ( واحد ممانعت آننده آنزيم ريبونوآلئاز ٢٠و  Roch) ساخت شرآت

Man Placental Rnase Inhibitor   ساخت شـرآت  Roch (
و .  دقيقـه آنكوبـه گرديـد   ٤٥ به مدت    o٤٢مخلوط حاصل در حرارت     

 دقيقع  ٥دت   به م  RT-AMVسپس به منظور غير فعال سازي آنزيم        
  ).٨٫٩. ( قرار داده شدO٩٥در دماي 

   :PCRمرحله 

ــه   ــر قطع ــراي تكثي ــازي ٤٢٠ب ــا ١١٧٨ســكانس (  ب ژن  ) ١٥٩٧ ت
 ميكروليتـر از    ١:  حـاوي    PCRمخلوط واآـنش    ) N(نوآلئوپروتئين  

 ميكرومـولار ،  ٢٠ با غلظت MV61 , MV63هرآدام از پرايمرهاي 
-Cكروليتـر محـصول    مي١٠ فـوق ،  X PCR 10 ميكروليتر بافر ٤

DNA واحد آنزيم ٥/٢ و Taq DNA   سـاخت شـرآت   (  پلـي مـراز
ROCHE (   حجم نهايي  .  ميكروليتري تهيه گرديد   ٥/٠در ميكروتيپ

تيمـار شـده بـا      اسـتريل   مخلوط واآنش با آب مقطـر دوبـار تقطيـر           
DEPC   دقيقه دنـاتوره شـدن      ٧ ميكروليتر رسانده شد پس از       ٥٠ به 

 ، درجـه  ٩٥ شامل يـك دقيقـه       PCRه   چرخ ٣٥ ،   C O٩٥در دماي   
 درجه انجام گرفت و در نهايـت        ٧٢ درجه ، يك دقيقه      ٥٥يك دقيقه   

PCR      درجه براي طويل شـدن      ٧٢ دقيقه در    ٥ با يك چرخه شامل 
در ايـن روش آب مقطـر بـه عنـوان          . قطعات ناآامل خاتمه پـذيرفت    

اهدايي ( ويروس سرخك سوش ادمونستون      يRNAآنترل منفي، و    
 دآتر عباس شفيعي از موسسه تحقيقات سـرم و واآـسن            جناب آقاي 

محـصولات  . ار گرفت به عنوان آنترل مثبت مورد استفاده قر      ) رازي  
الكتروفورز گرديد و پـس از رنـگ        % ٢ ژل آگارز    يرو بدست آمده بر  
  )١١.(وم برمايد ، قطعه تكثير يافته مشاهده شديآميزي با اتيد

  :آشت سلولي 

ــرا  ــروس ســرخك از  مناســبترين آــشت ســلولي ب ي جداســازي وي
منشأ اين دودمان .  استB95/8 هاي باليني ، دو دمان سلولي  نمونه

سلولي ديپلوئيدي ، لنفوسيتهاي مارموست است آه توسـط ويـروس           
Epstein –Barهـاي گلـوي    نمونـه ) . ١٣٫٤( انـد   ترانسفورمه شده

 خانـه حـاوي آـشت سـلول مـذآور تلقـيح             ٢٤هاي    بيماران در پليت  
 cytopathic Effects ( CPE( سـاعت  ٧٢ بعد از گذشـت  .گرديد

همـراه بـا    ) Giant cell( سرخك ، به صورت سلولهاي غول آسـا  
در بيـشتر   . شود آمرنگ شدن و از بين رفتن حاشيه سلولها ظاهر مي         

پـس از  . شـود   پس از پاساژ دوم و يا سوم مـشاهده مـي       CPEموارد  
 در  عدم حضور ويروسگذشت يك هفته از تلقيح نمونه گلو حضور يا     

ــا روش ايمونوفلئور    IIFســانس غيــر مــستقيم آــشت ســلول ب
 )Indirect Immunofluorescence (  و بــا اســتفاده از آنتــي 

   ) .١٨(بادي مونوآلونال سرخك مورد بررسي قرار گرفت 

  نتايج 

 مورد بررسي قـرار گرفـت،      RT-PCR نمونه غرغره گلو با روش       ١٥
 نشان داد آه تنهـا در       RT-PCRصولات  بررسي ژل الكتروفورز مح   

در شكل شـماره    .  تكثير يافته است     N مورد قطعه مورد نظر از ژن        ٦
  . دو مورد مثبت مشاهده ميگردد١-

 انجــام Nested-PCR ازمــايش RT-PCRبــر روي محــصولات 
 تـشكيل  –گرفت و باند ديگري آه قدري آوچكتر از باند اوليه بـود   

شكل ( انجام پذيرفتRT-PCR روش   اين بررسي براي تاييد   . گرديد
 Molecular(بــا اســتفاده از نــشانگر وزن مولكــولي ). ٢-شــماره 

weight marker  ( و آزمايشNested –PCR  مشخص گرديـد 
ويـروس  ) N(آه قطعه تكثيـر يافتـه مربـوط بـه ژن نوآلئـوپروتئين              

  . باز طول دارد٤٢٠سرخك است و تقريباً 

 و انجـام   B95هـاي گلـو بـه آـشت سـلولي       با روش تلقيح نمونـه 
 نمونه مثبت به دست آمد      ١١آزمايش ايمونوفلئورنسانس غير مستقيم     

ولـي ازمـايش    .  بودنـد  منفـي   IIF بـا روش     ١٢ و   ٤هاي شماره     نمونه. 
RT-PCR        مورد مثبت بـا     ٧.  روي نمونه مستقيم گلو مثبت ميباشد 

۱۹ 
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 روي RT-PCR در آزمــايش  IIFروش تلقــيح بــه آــشت ســلول و 
  ) .١ –جدول شماره ( نمونه مستقيم گلو منفي بودند 

  بحث

ــا روش اردر ايــن بررســي ، نــسبت مــو % ٤٠ RT-PCRد مثبــت ب
 و Hirko shimizuدر بررسي مـشابهي آـه توسـط دآتـر     . ميباشد

ــال  ــارانش در س ــد از  ١٩٩٣همك ــام گردي ــن انج ــه ٣٨ در ژاپ  نمون
 بـراي ژن    RT-PCR نمونه باروش    ١٨ترشحات بيني مورد بررسي،     

M ) مثبت شدند آه بدين ترتيـب در صـد پاسـخ مثبـت             ) ماتريكس
 و Paul Rotaدر تحقيقي آـه توسـط دآتـر    ) . ٩(ميباشد % ٣٦/٤٧

 در آمريكا انجام گرفت ، درصد پاسخ مثبـت          ١٩٩٥همكاران در سال    
  ).٨(بوده است% ٣٩هاي ادرار ،   بر روي نمونهRT-PCRبا روش 

 مورد ١١ در ،  B95/8نمونه گلوي تلقيح شده به آشت سلولي    ١٥از  
سانس غير مستقيم شناسايي ژنهاي ويروسي با روش ايمونوفلئور  آنتي  
 RT-PCRعليرغم مثبت بودن نتيجـه       ) ١٢٫٤(در دو مورد    . شدند

 آن منفـي     IIFدر مورد آنها ، تكثير ويروس در آشت سلول و نتيجه            
 نيـز  Hiroko Shimizuرسي دآتـر  مشابه همين نتيجه در بر. است

 نمونـه از ترشـحات      ٤ نمونه مـورد بررسـي ،        ٣٨شود آه از     ديده مي 
 مستقيم مثبت بودند در حـالي آـه         RT-PCRبيني بيماران با روش     

و علت آن وجود ويروس غيـر       .  آنها منفي است    IIFآشت ويروس و    
 قدرت تكثير در آشت سلول     باشد آه  فعال در نمونه مورد بررسي مي     

 آنها منفي است ولي نتيجه      RT-PCRهايي آه     در مورد نمونه  . ندارد
IIF           آنها مثبت است ، ميتوان به ميزان آم RNA     ويروس در نمونـه 

گلو اشاره نمود ، آـه احتمـالاً مقـاديري از آن نيـز در طـي مراحـل                   
  .استخراج از بين ميرود و درنهايت منجر به پاسخ منفي ميگردد

ترين فاصله نمونه گيري از زمان بروز بثـورات          در اين بررسي طولاني   
و يي ويـروس در نمونـه گلـو       روز بود و اين موضوع شانس شناسـا        ٥

بنابراين براي شناسـايي  . دهد تكثير آن در آشت سلول را افزايش مي     
 RT-PCRي باليني بـا روش      ها سوشهاي ويروس سرخك در نمونه    

هاي حساسي ماننـد  هاي بيماران در آشت سلول     ابتدا نمونه  ،بهتر است 
B95    و يا VERO         تكثير داده شود و پس از مشاهده CPE   و تاييد 

 ويروس سرخك از سـلولهاي      يRNAسانس  آن با روش ايمونوفلئور   
 RT-PCRآلوده استخراج گردد و سـپس بـر روي آنهـا آزمـايش              

 RT-PCRبدين ترتيب احتمـال پاسـخ مثبـت بـا روش          . انجام شود 
  .افزايش خواهد يافت

ها   و با در نظر گرفتن هزينه     ) ١جدول شماره   (  نتايج حاصل    با بررسي 
  IIFشود آه روشـهاي      و زمان لازم براي انجام آزمايش مشخص مي       
 ، در مقايسه    RT-PCRروي آشت سلول تلقيح شده با نمونه گلو و          

يص خ ، روشهاي مناسبي براي تـش Capture IgM EIA با روش 
جديـد بـراي شناسـايي    عفونت سرخك نيـستند ، امـا در بررسـيهاي      

ژنوتيپهاي مختلف ويروس سرخك ، اپيدميولوژي مولكولي و بررسي         
منشأ سوشهاي در حال گردش ويروس ، ترآيبي از اين روشها مـورد             

گيرد؛ پس از آشت ويـروس در سـلولهاي حـساسي             استفاده قرار مي  
اي از ژنوم ويروس   قطعهRT-PCR با روش Vero و يا  B95مانند  

 و با روشهاي تعيين ترادف بـازي، تفاوتهـاي ژنتيكـي            گردد  تكثير مي 
تـاآنون بـا    ) . ١٥،  ١٤ ،   ١٣،  ١٢( گيـرد     آنها مورد بررسـي قـرار مـي       

در ويروسـهاي مختلـف     ) N(مقايسه رديف توالي ژن نوآلئـوپروتئين       
 ژنوتيپ متفاوت از ويروس سـرخك شناسـايي         ١٥جدا شده ، حداقل     

  ).١٦(شده است

يناسيون پيش بيني شده است آه سـرخك        هاي واآس   با اجراي برنامه  
و اين امر در ايران نيـز  . آن خواهد شد    در جهان ريشه   ٢٠٠٩تا سال   

 RT-PCRبنابراين به آمك روش     . همانند ساير آشورها خواهد بود    
 ) N  ترمينـال ژن  Cمثل ( و شناسايي ترادف ژني ويروس سرخك 

ز برنامـه  توان ژنوتيپ ويروسهاي بومي سرخك آـشور را ، قبـل ا      مي
مقايـسه ژنـوم ايـن ويروسـها بـا          . واآسيناسيون همگاني تعيين نمود   

هـاي همگـاني      ويروسهاي سرخك جدا شـده بعـد از اجـراي برنامـه           
واآسيناسيون ، در شناسايي منشأ اپيدمي و سـير انتقـال بيمـاري در               

در نهايت ايـن امـر گـامي مهـم در رونـد             . آشور آمك خواهد نمود   
اين مطالعه اولين قدم براي اجراي اين       . ودآني سرخك خواهد ب     ريشه

  .مهم بوده است
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 بر RT-PCR روي آشت سلول تلقيح شده با نمونه گلو و IIF روي سرم بيمار ، capture IgM EIA مقايسه نتايج روشهاي –) ١ول شماره جد

  .روي نمونه مستقيم گلو در تشخيص بيماري سرخك 

   تلقيح شدهB95روي سلولهاي  Capture IgM EIA RT-PCRIIF  فاصله نمونه گيري از روز بروز بثورات  شماره

٤  .١  +  +  +  

٤  .٢  +  +  +  

٢  .٣  +  -  +  

٤  .٤  +  +  -  

٤  .٥  +  -  +  

٢  .٦  +  -  -  

٥  .٧  +  -  -  

١  .٨  +  -  +  

٥  .٩  +  -  +  

٤  .١٠  +  -  +  

٢  .١١  +  -  +  

١  .١٢  +  +  -  

٢  .١٣  +  -  +  

٤  .١٤  +  +  +  

٤  .١٥  +  +  +  

  


