
 

 

1 

 

 
 (1-9) 68بهار  1شماره  4دوره 

 
 مراجعه آلوژنيك استخوان مغز پيوند گيرندگان در آن پيگيري و سايتومگالوويروس بار ميزان

  شريعتي بيمارستان به كننده

 
 ، 5دهقان مهدي دكتر ،4مقدم علي كامران دكتر ،3باغيان قره احمد دكتر ،2غفاري حميداله دكتر ،1عبيدي نرگس

7رياحمدرضا شمشيدكتر ، 8زاده دكتر اردشير قوام

 هچكيد
 سابقه و هدف 

CMV در دريافت كنندگان پيوند مغز استتووان للوژنيتو و بافتت دامتد      ويروسيترين پاتوژن  به عنوان مهم
پيشترفت  . درصد است 31-111بر اساس مطالعات سرواپيدميولوژي، شيوع لن در كشورهاي موتلف . باشد مي

بته دليتت تشتابه ع يتم     . افتتد  اتفاق مي استووان پيوند مغز درصد از گيرندگان 21-25تنها در  CMVبيماري 
و متفاوت بودن درمان ايتن دو، ززم استت بتا     پيوند مغز استووان و پيوند در دريافت كنندگان CMVبيماري 

را در گيرندگان پيوند مغز استتووان بررستي    CMVميزان بار ،  Real-Time PCR(RQ-PCR)استفاده از روش 
 . نمود

 ها مواد وروش
هتا   كليه گيرندگان پيوند مغز استووان للوژنيو كه ختود يتا دهنتده لن   . ه انجام شده از نوع توصيفي بودمطالع

گيرنده  51. مورد مطالعه قرار گرفتند ،ها مثبت بود، به ترتيب مرادعه ژنميا لن بوده و روش لنتي CMVللوده به 
لوري  نمونه خون كامت دمع 415ر روي ب. روز پيگيري شدند 111پيوند مغز استووان به شكت هفتگي به مدت 

،  RQ-PCRبراي تهيه استتاندارد  . بررسي گرديدژنميا  و لنتي RQ-PCRبا دو روش اين ويروس ها،  شده از لن
استتفاده   Real-Time PCRمن براي  و در اين روش از پروب تو كلون شد pp65مربوط به پروتئين  UL83ژن 

براي تجزيه و تحليت  .(=189/1correlation coefficient) داري داشتند عنينتايج دو روش با هم ارتباط م .گرديد
و ( Chi-square)دو ، كتاي (Mann-whitny)، متن ويتنتي  t(t test)هتاي   لزمون و SPSS 3/11افزار  نرم نتايج از
  .استفاده شد( Spearman)اسپيرمن

 ها يافته
نمونته   61نمونه مثبت،  93از . بود RQ-PCR  ،cells 115  ×2 :copies 117  ×15- 111  ×13گستره تشويصي 

در  RQ-PCRاولين نتيجته مثبتت   . بودند( cells 115  ×2 :copies 113  ×4/1)داراي ميزان كپي بازتر از لستانه
 preemptive 18بعد از درمتان   RQ-PCRزمان ززم براي منفي شدن . روز زودتر بود 13ژنميا،  مقايسه با لنتي

 . روز بود
 گيری نتيجه

، شاخص مناسبي براي تعيتين موفقيتت    preemptiveبعد از درمان  RQ-PCRنتايج ما نشان داد كه نتايج منفي 
در بيماران تحت مطالعه، به نوع داوري سركوب كننده ايمني  CMVواكنش . باشد درمان و زمان قطع درمان مي

 .بستگي داشت
   PCR، سايتومگالوويروس، پيوند مغز استووان :ات كليديكلم

 55/ 5/ 7   :تاريخ دريافت 
 58/ 85/8  :تاريخ پذيرش 

 
 مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايرانـ كارشناس ارشد هماتولوژي و بانك خون  -8
 81881پستي ـ صندوق  انكولوژي و پيوند مغز استخوان بيمارستان دكتر شريعتي ،استاديار مركز تحقيقات خونژنتيك ـ ايمونو PhD: مؤلف مسؤول  -2
3- PhD  استاديار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايرانايمونوهماتولوژي باليني ـ 
 استاديار مركز تحقيقات خون، انكولوژي و پيوند مغز استخوان بيمارستان دكتر شريعتيـ نكولوژي افوق تخصص هماتولوژي  -1
 لوم پزشكي شيرازفوق تخصص هماتولوژي انكولوژي ـ دانشكده پزشكي دانشگاه ع -5
 فوق تخصص هماتولوژي انكولوژي ـ استاد مركز تحقيقات خون، انكولوژي و پيوند مغز استخوان بيمارستان دكتر شريعتي  -8
7- PhD  آمار حياتي ـ مركز تحقيقات خون، انكولوژي و پيوند مغز استخوان بيمارستان دكتر شريعتي
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 مقدمه
    CMV يروسي در گيرندگان ترين پاتوژن و به عنوان مهم

 allogenic) پيوند مغز اسـتخوان آلوژنيـك و بافـت دامـد    

bone marrow and solid organ transplant recipients )
بر اساس مطالعات سرواپيدميولوژي، شـيو   (. 8-3)باشد مي

(. 1)باشد% 811تواند تا  سرمي آن در كشورهاي مختلف مي
پيونــد مغــز از گيرنــدگان % 51هــاي ويروســي در  واكــن 
دهد و ممكن است منجر  آلوژنيك رخ مي( BMT)استخوان

عفونـت ناشـي از ايـن    . شـود  CMVبه پيشـرفت بيمـاري   
ترين عوارض بعـد از پيونـد بـوده و     ويروس، يكي از شايع

بعـد از پيونـد    ترين عامل از كار افتادگي و مرگ و ميـر  مهم
 (. 3، 5-7)باشد مغز استخوان مي

    CMV توسط سيستم ايمني بـه خصـو     در افراد سالم
ولي در افراد با نقص يا  شود ميسيستم ايمني سلولي كنترل 

افـزاي  يافتـه و   ( مثل افـراد پيونـدي  )ضعف سيستم ايمني
پيشـرفت  (. 5)شـود  باعث ويرمي و نهايتاًَ ايجاد بيماري مـي 

درصد از بيماران پيوندي رخ  21-25تنها در  CMVبيماري 
ــي  ــ داده و م ــث اف ــد باع ــت،  توان ــه هتاتي ــتعداد ب زاي  اس
ــت ــت،    عفون ــفاليت، رتيني ــوني، آنس ــي، پنوم ــاي گوارش ه

-81)انتروكوليت، رد پيوند و در نهايت مرگ بيماران گـردد 
حاد  (GVHD)پيوند رد چنين علايمي در بيماري(. 1، 5، 5

هـاي اوليـه بـراي تشـخيص      ارزيـابي (. 88)دهـد  نيز رخ مي
باشـند ولـي بـا     بعد از شرو  علايم مي CMVعفونت فعال 

توان قبل از آن، عفونت را تشخيص  پيشرفت تكنولوژي مي
در  GVHDو  CMVبـــه دليـــل تشـــابه بيمـــاري (. 2)داد

و متفاوت بودن درمان اين دو، پس با ايـن   BMTگيرندگان 
 .توان تشخيص را آسان نمود روش مي

 CMVدو روش اساسي براي دلوگيري از توليد بيماري     
 :شود ان استفاده ميدر اين گروه بيمار

تجويز داروي مؤثر ضد ويروسي، در تمام بيمـاراني كـه    -8
باشـند كـه بـه     مـي  CMVدر خطر فعـال شـدن مجـدد    

 . پروفيلاكسي عمومي معروف است
 د ويروسي، فقط در اشخا  ــاي ضـاده از داروهـاستف -2

و  بيمـاري، كـه   ــ ـل از وقـي قبـ  ويروسـداراي واكن
 گوينــد( preemptive therapy)دهآن را درمــان بازدارنــ

(83 ،82 ،8 .) 

داروهاي ضـد ويروسـي از دملـه گـان سـيكلووير، از          
سه ماه بعد از پيوند ممانعت كـرده  مدت در  CMVبيماري 
درصد از بيماري و مـرگ و ميـر ناشـي از     51-71و تقريباًَ 

ولي سميت مربوط بـه ايـن   (. 5، 88)ندده آن را كاه  مي
ــا ــوان ( cidofovir ،Foscarnet ،ganciclovir)داروه ــه عن ب

از آن دايي كه ايـن  (. 81)اي باقي مانده است مشكل عمده
ــل ميلو ــث    عوام ــوده و باع ــيك ب ــيك و نفروتوكس توكس

هـاي فرصـت    نوتروپني طولاني مدت و استعداد به عفونت
شـوند و از طرفـي    مـي ( قارچي و باكتريـايي )طلب و ثانويه

درصـد از بيمـاران    21-25تنها در  CMVپيشرفت بيماري 
دهد، پس استفاده اختصاصي و كوتاه مـدت از ايـن    رخ مي

عوامل، در بيمـاران بـا خطـر بـالا، از عـوارض دـانبي آن       
اين مستلزم ودـود ماركرهـاي   (. 8، 3، 5، 83، 85)كاهد مي

و اســتفاده از  CMVگــويي حملــه  شناســايي دهــت پــي 
ــراي    روش ــس، حســاس و اختصاصــي ب ــاي ســريع، دقي ه

البتـه بايـد   (. 82، 88)باشد بيماران با خطر بالا مي تشخيص
بـه تنهـايي،    CMVدر نظر داشـت كـه هميشـه تشـخيص     

لازم كننده نياز به درمـان نبـوده و علايـم بـاليني نيـز       تعيين
در ايـن تحقيس هدف ما بررسـي ميـزان    (.88، 87)باشد مي

 Real-Timeبار سايتومگالوويروس بـا استفاده از دو روش

PCR ــيو آن ــتخوان   ت ــز اس ــد مغ ــدگان پيون ــا در گيرن ژنمي
 . آلوژنيك مرادعه كننده به بيمارستان شريعتي بود

 
 ها مواد و روش

( Cross-sectional)مطالعه انجام شـده از نـو  توصـيفي       
كليه گيرندگان پيوند مغز استخوان آلوژنيك كه خود يا . بود

هـا   نژنميـا آ  بوده و روش آنتـي  CMVها آلوده به  دهنده آن
بيمـاران بـه ترتيـب    . مثبت بودند، مورد مطالعه قرار گرفتند

روز بعد  811مرادعه انتخاب و به صورت هفتگي به مدت 
 (. 8، 5، 83)از پيوند پيگيري شدند

هاي مختلف مثـل خـون كامـل، پلاسـما، ادرار،      از نمونه    
ستيراســيون و لاواژ ريــه، مغــز اســتخوان، مــايع مغــزي ـ   آ

نيوتيك، شستشوي گلو، مايع مني و بيوپسي نخاعي، مايع آم
ترين نمونـه   مناسب(. 2، 85، 81)توان استفاده نمود بافت مي

هـا   ، نمونه خون كامل يا لكوسـيت CMV DNAبراي تعيين 
ون ليتـر خ ـ  ميلـي  3-5در اين تحقيـس از  (. 21، 28)باشد مي
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با تودـه بـه   . استفاده شد EDTAكامل به همراه ضد انعقاد 
 پايلوت ه انجام شده، امكانات مودود، مطالعهمطالعات مشاب

گيرنده پيوند مغز استخوان كـه   31هاي آماري بايد  و فرمول
ژنميـا   بوده و روش آنتي CMVها آلوده به  خود يا دهنده آن

ها مثبت بود، صرف نظر از سن و دنس و نـو  بيمـاري    آن
بـراي بـالا رفـتن    . شدند انتخاب ميترتيب مرادعه زمينه به 

هـا در حـين    يت كار و احتمال از دسـت دادن نمونـه  حساس
بيمار به دليـل نگـرفتن    5. بيمار استفاده شد 58گيري، از  پي

و  ندفوت بلافاصله پس از پيونـد، كنـار زده شـد    اپيوند و ي
روز بعـد از   811بيمار به صورت هفتگي به مدت  13نهايتاًَ 

ــري شــدند ــد پيگي ــر روي . پيون ــه  187در مجمــو  ب نمون
 . ي  انجام شدآزما

 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

كنترل منفی  4كنترل مثبت، ستون  3، ستون +CMVنمونه بيمار  2و  1استوراج شده، ستون  DNAهاي  بر روي نمونه CMV PCRالف ت  : 1شكت 
كنتترل منفتی و    4نمونه بيمتار، ستتون    1-3استوراج شده، ستون  DNA هاي ميكروگلوبولين بر روي نمونه β2 PCRت  ب. سايز ماركر 5و ستون 

 copies/µlهتاي   منحني استتاندارد بتا رقتت   ت  ذ. copies/µl 017-014هاي  نمودار استاندارد با رقتت  كلونينگ دمراحت ت  ج. سايز ماركر 5ون تست
017-014. 

 

 الف ب

169  bp
135  bp

Standard 7=10
7
 copies/µl 

Standard 6=10
6
 copies/µl 

Standard 5=10
5
 copies/µl 

Standard 4=10
4
 copies/µl 

Standard 3=10
3
 copies/µl 

Standard 2=10
2
 copies/µl 

Standard 1=10
1
 copies/µl 

Standard 0=1 copies/µ

 

5 3 1 2 8 ج
5 

8 2 3 1 5 

 
 شماره سيكت

س 
سان
لور
ف

(
F

1
/F

2
) 

copies/l 817= 7استاندارد 
copies/l 818= 8استاندارد 
copies/l 815= 5استاندارد 
copies/l 811= 1استاندارد 
copies/l 813= 3استاندارد 
copies/l 812= 2استاندارد 
copies/l 818= 8استاندارد 

     copies/l8= 1استاندارد 
 
 
 

كت
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اره
شم

 

 
 لگاريتم غلظت
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 Real-Time PCRو  PCRد مورد نياز دهت انجام ، شرايط و مواPCRتوالي نوكلئوتيدي لغازگرها و پروب : 1ددول 
 

 و پروب لغازگرها PCR Master Mixشرايط  RQ-PCRشرايط 
 C15˚ون در دمای يدناتوراس
 C15˚دمای ) -قهيدق 1برای 
 C81˚ه، دمـای  يثان 31برای 
 C72˚ه و دمای يثان 31برای 
ــرای ــثان 11ب ــر( هي  11ی اب

 7برای  C72˚دمای  ـ کليس
 قهيدق
 

 C15˚ون در دمای يدناتوراس
 C15˚دمـای  )قـه يدق 1برای 
 C81˚ه، دمـای  يثان 31برای 
 C72˚ه و دمای يثان 31برای 
ــرای  ــثان 11ب ــر( هي  11ی اب

 7بـرای   C72˚دمای  ،کليس
 قهيدق
 

Buffer 10X, 
MgCl2 50Mm, 

dNTP mix 10mM, 
 CMV-F 10μM, 
 CMV-R 10μM,  

Taq Polymerase 5u/μl 
 

CMV-RT-F-5-
GCAGCCACGGGATCGTACT-3 
CMV- RT-R-5-
GGCTTTTACCTCACACGAGCATT-
3 
CMV- PROB-5-FAM-
CGCGAGACCGTGGAACTGCG-
TAMRA-3 

 

 
1-FAM : 6-Carboxy  fluorescein 
2-TAMRA :6-Carboxy tetra methyl rhodamine 
 

 : DNAاستخراج 
     DNA   به دو روش دوشاندن و استفاده از كيت كيـاژن

ــد ــتخراج گردي ــت(. 22)اس در  DNAبررســي ودــود  ده
 2 بــــراي ژن PCRهــــاي اســــتخراج شــــده،  نمونــــه

ميكروگلوبـولين   2آزمـاي   . ميكروگلوبولين نيز انجام شد
هـا بايـد مثبـت بـوده و منفـي بـودن ايـن         براي همه نمونـه 

در نمونه است و انجـام   DNAآزماي  به منزله عدم ودود 
ــا ــي   CMV PCR  يآزم ــه ارزش ــه مربوط ــر روي نمون ب
 (.22()،ب8كلش)ندارد

 
RQ-PCR : 

استخراج شـده، بـا اسـتفاده از     DNAهاي  بر روي نمونه    
انجـام   CMV PCR ،8آغازگرها و پروب مندرج در دـدول  

 CMVدهت تهيه استاندارد (. 8و ددول  ، الف8شكل )شد

RQ-PCR قطعه هدف با استفاده از كيت ،InsT/Aclone
TM

 

PCR Product Cloning Kit  شـكل  ) گرديـد فرمنتاز، كلون
پس از اسـتخراج پلاسـميد، تعيـين غلظـت و     . (22) (، ج8

بـا اسـتفاده    Real-Time PCRمحاسبه تعداد كتي آن، نهايتاََ 
هـاي   اندازي و براي نمونه هاي مختلف استاندارد راه از رقت

 . بيماران انجام گرفت
گيـري كمـي    نتيجه نهايي در اين روش به صورت اندازه    

در نمونـه   CMV DNAحاسبه تعداد كتي مطلس، از طريس م
 Light براي تحليل اطلاعات در دستگاه. بيمار به دست آمد

Cycler ــرم ــه ن ــام    از برنام ــه ن ــتگاه ب ــزاري دس  Secondاف

Derivative Maximum Method ــتفاده شــد ــن . اس در اي
هر نمونـه   Cross Pointروش به طور خودكار تعداد سيكل 

اي است كه در  نمونه نقطههر  Cross point)مشخص گرديد
گيري كمي نهايي  آن سيكل وارد فاز لگاريتمي شده و اندازه

ها نسبت بـه   هاي نمونه Cross pointدر اين نقطه با مقايسه 
در تجزيه  .((، ذ، د8شكل )آيد منحني استاندارد به دست مي

ــات از   ــايي اطلاع ــل نه ــرم و تحلي ــزار  ن  و SPSS 3/88اف
 . دو و استيرمن استفاده شد ، كايويتني ، من tهاي  آزمون

 

 ها يافته
 Real-Timeهـر دو روش  با زمان،   نمونه به طور هم 7    

PCR ژنميا و آنتي، pp65  نمونـه بـا روش    71، بودنـد مثبت
Real-Time PCR     ژنميـا منفـي    مثبـت ولـي بـا روش آنتـي

با هر دو روش منفي بـاقي   CMV نمونه نيز، 321در . بودند
-Realژنميا و  ـام نتايـج بـه دست آمده با آنتيبيـن تم. ماند

Time PCR  182/1)داري مشـاهده شـد    ارتباط معنـيp<   ،
881/1 :cc .)82 ــي ــه داراي آنت ــالاتر از  نمون ــا ب  cells)ژنمي
815×2  :positive cells 21  )cut off در حالي كـه  . بودند
ــه داراي  58 ــدار Real-Time PCRنمون ــالاتر از مق  cell)ب
815 ×2 :copies 813×1/8 )cut off بودند. 
، ميـانگين ميـزان   2در شـكل  « الـف »با توده به نمودار     

 ژنميا، در تمامي بيماران طي اي مثبت با روش آنتيـه سلول
گيري در هفته پنجم شرو  به افـزاي  كـرد، بـين     مدت پي

 .به حداكثر رسيد و پس از آن كاه  يافت 1و  5هاي    هفته
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در  Real-Time PCRنمتودار توزيتع فراوانتي نتتايج      ت ب. در دمعيت تحت مطالعه  pp65ژنميا  نمودار توزيع فراواني نتايج لنتي :الفت 2شكت 
 .Real-Time PCRژنميا با  نتايج لنتي توزیع فراوانینمودار  -ج. دمعيت تحت مطالعه

 
، ميـانگين ميـزان   2در شـكل   «ب»با تودـه بـه نمـودار        

CMV DNA  گيــري در   در تمامي بيماران طي مـدت پــي
  نمود، در هفته پنجم به حـداكثر  يهفته سوم شرو  به افزا

در برخـي از بيمـاران ايـن    . رسيد و پس از آن كاه  يافت
 . ميزان دوباره افزاي  يافت

، ميـانگين فاصـله   2در شـكل  « ج»با توده بـه نمـودار        
ژنميـا   توانسـته زودتـر از آنتـي    Real-Time PCRي كه زمان

 Real-Time PCR ،5/8يعنـي  . هفتـه بـود   5/8مثبت شـود،  
 . ژنميا مثبت شد زودتر از آنتي( روز 83)هفته

 
 بحث
 % 8/28ه و در ــورد مطالعـاران مـل بيمـاز ك% 8/85در     

، علايـم بيمـاري   CMV DNAبيمـاران داراي افـزاي  بـار    
CMV پس نتـايج ارزيـابي   . شد مشاهدهReal-Time PCR ،

، قبـل از وقـو    CMVگـويي بيمـاري    فاكتوري براي پـي  
ميـزان بـروز بيمـاري     يائو در مطالعه. علايم باليني آن است

CMV  ،بـه دسـت    درصـد  21-25در بيماران پس از پيوند
 (. 23)آمد
بيماران % 1/31كل بيماران مورد مطالعه و در  %3/88در     

انجـام   preemptive، درمان  CMV DNAبالاي بار  با ميزان
د كـه بـين نيـاز بـه     ـان دادن ــده نش ــنتايج به دست آم. شد

ارتبـاط   CMV DNAو بـالا بـودن بـار     preemptiveدرمان 
ايـن ارتبـاط بـه ايـن     (. >p 117/1)داري مشاهده شـد  معني

داشتند، ميـزان   preemptiveمعناست، در بيماراني كه درمان 
هـا افـراد پرخطـري بـراي      آن ،اسـت بـالا   CMV DNAبار 

از . و به توده بيشـتري نيـاز دارنـد    باشند مي CMVبيماري 
داشـتند، ميـزان    preemptiveطرفي در افـرادي كـه درمـان    

CMV DNA    2و تنهـا در   هكاه  يافته و بـه صـفر رسـيد 
دوباره بالا رفته كه با درمان مجدد  CMV DNAبيمار ميزان 

در حــالي كــه ميــزان آن در . ســتميــزان  كــاه  يافتــه ا
نگرفته بودند، همـواره بـالا    preemptiveبيماراني كه درمان 

 . گاه به صفر نرسيد بوده و هيچ
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و در % preemptive  ،811ميزان بقاي بيماران با درمـان      
ــان   ــدون درم ــاران ب ــود% preemptive  ،7/18بيم ــيچ . ب ه

بيمـار   2در هر چند . مقاومت دارويي در بيماران ديده نشد
 CMV DNAپس از قطع درمـان بـا گـان سـيكلووير، بـار      

 . افزاي  يافت
بعـد   CMV DNAبيماران تحت مطالعه، ميـزان  % 81در     

منــدز و تومــاس نيــز نتيجــه . از پيونــد، افــزاي  نشــان داد
در  CMV DNAميـزان افـزاي    . اي به دست آوردند مشابه

درصد بـود   21-25 ها بعد از پيوند، اران مورد مطالعه آنمبي
 در اين بيمـاران گرديـد   CMVاعث پيشرفت بيماري ـه بـك
(5 ،3) . 

نمونه بـه طـور    7ا توده به مطالب به دست آمده، در ـب    
ــم ــان  ه ــر دو روش در  CMV، زم و  Real-Time PCRه
بـا روش   CMVنمونـه،   71مثبت شـد، در   pp65ژنميا  آنتي

Real-Time PCR ميا منفي شـد ژن مثبت ولي با روش آنتي .
 . با هر دو روش منفي باقي ماند CMVنمونه نيز،  321در 
ــي  82     ــه داراي آنت ــالاتر از   نمون ــا ب  cut off(cellsژنمي
815×2 :Positive cells 21  ) نمونه  58بودند در حالي كه

 cut off(cellبالاتر از مقدار  Real-Time PCRداراي نتيجه 
815×2 Copies: 813×1/8  )اين ميزان . ندبودcut off  بـا ،

توده به تحقيس منگل و همكاران  كه مشـابه ايـن مطالعـه    
ــد   ــت آم ــه دس ــود، ب ــزان (. 21)ب ــراي روش  cut offمي ب

ژنميا، بر اساس معيار مورد نظر در مركز و با تودـه بـه     آنتي
الاتر از ـبت ب ــج مث ــن نتاي ــبي(. 21)باشد تحقيس بلانك مي

cut off ژنميـا   يـوش آنت ـا رـبه دست آمده بpp65  و روش
Real-Time PCR ــ ـــ، ارتب ــد  يـاط معن ــاهده ش  داري مش

(118/1 p< .) 
 Real-Timeژنميا و  بين تمام نتايج به دست آمده با آنتي    

PCR داري مشاهده شد ارتباط معني(182/1 p< .)  از طرفـي
 ـ cut offر از ـت بالات ــج مثبـن نتايـبي ه دسـت آمـده بـا    ـب

، ارتبـاط  Real-Time PCRو روش  pp65يـا  ژنم روش آنتي
 (.>p 118/1)داري مشاهده شد معني
تـا و بـا    38ژنميا  با روش آنتيتعداد نتايج مثبت بيماران     

اين نشان داد كـه روش  . تا بود Real-Time PCR 13روش 
Real-Time PCR    داراي حساسيت بالايي بـراي تشـخيص

CMV DNA ه تنهايي كافي البته حساسيت بالا ب. بوده است

نيست زيـرا گـاهي باعـث تجـويز نابجـا و اضـافي درمـان        
preemptive در صورتي كه بيمار بـه ايـن درمـان     ،شود مي

ولي نتايج منفي اين روش بعد از درمان . نيازي نداشته است
preemptive    شاخص مناسبي دهت نشـان دادن موفقيـت ،

-Realپـس روش  . باشـد  درمان و تعيين زمان قطـع آن مـي  

Time PCR گيري پاسخ به درمان در بيماران مفيـد   براي پي
اي در تحقيس ليمايه و گولـت بـه دسـت     چنين نتيجه. است
گيـري پاسـخ بـه درمـان      ها از اين روش بـراي پـي   آن. آمد

 .(25، 28)بيماران استفاده نمودند
روز  Real-Time PCR  ،83اولـين نتيجـه مثبـت روش        

در حالي كه، . به دست آمد pp65ژنميا  زودتر از روش آنتي
ــلي، روش   ــس گريس روز  Real-Time PCR  ،85در تحقي

ــي ــابي آنت ــر از ارزي ــا مثبــت شــد زودت ــز و (. 27)ژنمي لروئ
(. 8)روز محاسـبه نمودنـد   5همكاران ايـن مـدت زمـان را    
ــا روش  ، واكــن   Real-Time PCRمنگــل و همكــاران ب

CMV  ــي 81بيمــار  3را در ــر از روش آنت ــا  روز زودت ژنمي
ايـن   Real-Time PCRليمايه با روش (. 2)شناسايي نمودند

ژنميـا تشـخيص    روز زودتر از ارزيـابي آنتـي   83واكن  را 
ــان  (. 25)داد روز  5در مطالعــه ياكوشــيجي ايــن مــدت زم

گوارين و همكاران اين مـدت زمـان را   . محاسبه شده است
 . (25، 21)روز ارزيابي نمودند 25/88
در دو بيمـار پيشـرفت    CMVبيمـاري  در طي مطالعـه،      
ژنميا در اين دو هم چنان منفي  در حالي كه روش آنتي. كرد

هـا بـا روش    آن CMV DNAباقي مانـده بـود ولـي ميـزان     
Real-Time PCR   اي افـزاي  يافـت   ، به طـور پيشـرونده .

در (. 8)اي در مطالعه بويوين نيز به دسـت آمـد   چنين نتيجه
ــه ــام داد  مطالع ــه او انج ــاري اي ك ــي از  CMV، بيم در يك

ژنميا او منفي  بيماران پيشرفت كرد در حالي كه ارزيابي آنتي
روز قبـل   81آن بيمار  Real-Time PCRباقي ماند و روش 
 CMVدر تحقيس لروئز و همكاران نيز . از مرگ  مثبت شد

PCR  كودك مبتلا به بيماري  2پلاسمايCMV(  يكي مبـتلا
( CMVتلا بـه گاسـتريت   و ديگري مب ـ CMVنياي به پنومو

ها هم چنان منفـي بـاقي    ژنميا آن مثبت بود در حالي كه آنتي
 (.8)مانده بود

ميانگين فاصله زماني مورد نياز براي منفي شدن ارزيابي     
Real-Time PCR    بعد از تجـويز درمـانpreemptive  در ،
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ايــن در . بــود( روز 7-88)روز 88بيمــاران تحــت مطالعــه 
روز به  25مطالعه لروئز اين فاصله زماني  حالي است كه در

 (.8)دست آمد
  Real-Timeبـا روش   CMV DNAحد پايين تشخيص     

PCR  ،cell 815×2 :copies 831  2×815و حــد بــالايي آن 
cell: copies 817×85  يعنـي بـا ايـن روش،    . به دست آمـد

ــزان   ــادريم مي را  cell 815 ×2 copies: 817×85-818×83ق
در هـر   CMV DNAترين ميزان  البته كم. ي نماييمگير اندازه

در صورتي كـه  . به دست آمد copies/capilary 81واكن ، 
ــدا، حــد حساســيت   ــس ماچي ،  Real-Time PCRدر تحقي

copies/wells 21 در تحقيس ليمايـه، حـداكثر بـار    (. 85)بود
CMV   ــط ــور متوسـ ــه طـ ــما بـ  copies/ml 711در پلاسـ

(copies/ml 817×5/5-5 )داقل آن و حـــcopies/ml  51<  

(copies/ml 351-51 )(. 25)به دست آمد 
     

 گيري نتيجه
مثبـت  . داري داشـتند  هر دو روش با هـم ارتبـاط معنـي       

-RQو نيز نتايج منفي ديرهنگام  RQ-PCRشدن زودهنگام 

PCR  بعد از درمانpreemptive     شـاخص مناسـبي بـراي ،
 . باشد ان ميتعيين موفقيت درمان و زمان قطع درم

 CMVآن دايي كـه در برخـي بيمـاران ميـزان كتـي      از    

DNA  با روش ،Real-Time PCR   بـالاتر ازcut off   بـوده
ها ديده نشـد   در آن CMVولي هيچ علايم باليني از بيماري 

پـس لازم اسـت   نداشـتند،   preemptiveو نيازي به درمـان  
نيز در نظر علايم باليني ،  Real-Time PCRعلاوه بر نتايج 

 . گرفته شود
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Abstract 
Background and Objectives 

Cytomegalovirus (CMV) is an important pathogen in patients undergoing bone marrow 

transplantation. The prevalence of CMV varies from 30-100% in different countries as shown 

by seroepidemiological studies. Only 20-25% of patients develop CMV disease. Because of 

the similarity between CMV and GVHD and the different therapies required, detection of viral 

load  will be effective in patients' survival.  

 

Materials and Methods 

51 recipients of BMT were monitored for 100 days post-BMT during which the samples were 

collected weekly. The Real-Time PCR was developed for quantitation of CMV viral DNA, 

using TaqMan tecnnology. For generation of standard curve, UL83 gene from CMV was 

cloned into a plasmid using a T/A cloning procedure. RQ-PCR assay was preformed in parallel  

with pp65 antigenemia assay on 415 samples.  

 

Results 

The results obtained by both techniques were significantly correlated (p<0.01). We could 

detect 13×10
1
 -15×10

7 
(CMV DNA

 
copies/2×10

5
 cells) by RQ-PCR method. About 76% of 

patients developed at least one episode of CMV reactivation. First positive result of RQ-PCR 

appeared 13 days earlier than of pp65 antigenemia. After preemptive therapy, 16 days were 

required to achieve negative result by RQ-PCR. 

 

Conclusions 

Both assays were highly correlated; however, RQ-PCR was more sensitive than the 

antigenemia assay. After preemptive therapy, negative results of RQ-PCR were the best 

indicator to determine the endpoint of treatment and its success.   
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