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چکیده
زمینه و هدف: خانواده ویروسی هرپس از لحاظ بالینی طیف وسیعی از بیماری ها را ایجاد می کند. از عفونت های معمول HSV، عفونت پوستی و موکوسی است که می تواند بر روی 
صورت، دهان و ناحیه ژنیتال اثر گذار باشد. همچنین این ویروس بر روی چشم و دستگاه عصبی مرکزی )CNS( ایجاد عفونت می کند. هدف از این مطالعه ارزیابی وجود یا عدم 

وجود عفونت هرپس سیمپلکس در افراد مبتلا به عوارض یاد شده به کمک روش Real-Time PCR Taqman می باشد.

 DNA ارجاع داده شدند. استخراج (PACMRC( به مرکز تحقیقات میکروب شناسی بالینی استاد البرزی HSV مواد و روش ها: در این مطالعه بیش از هزار بیمار مشکوک به عفونت
بر روی نمونه ها براساس دستور العمل کیت انجام شد و برای همه نمونه ها تست Real-Time PCR با استفاده از کیت Primer Design TMgenesig انجام شد.

نتایج: در عفونت های مورد بررسی نتایج به دست آمده بدین صورت بود که 44 نمونه هرپس سیمپلکس آنسفالیت، 118مورد نمونه HSK مثبت،23 مورد HSV مثبت در بیماران 
دچار نقص سیستم ایمنی مشکوک به عفونت هرپس سیمپلکس، 13 نفر )5/6٪( از بیماران دارای علائم پوستی مشکوک به عفونت هرپس سیمپلکس مثبت و در نهایت 65 مورد 

از آزمایشات مربوط به بیمار مشکوک به هرپس دهانی مثبت به دست آمدند.

نتیجه گیري: امروزه، Real – Time TaqMan PCR یک روش تشخیصی ارزشمند در تشخیص ژنوم HSV است. این روش قابل اعتماد، بسیار حساس و اختصاصی می باشد. همچنین 
بار ویروسی به دست آمده توسط این روش در یک فرد می تواند به عنوان بهترین مارکر در دنبال کردن اثر درمانی به کار رود.

کلمات کلیدي:  Real-Time PCR، آنسفالیت، کراتیت چشمی، هرپس سیمپلکس ویروس.

مقدمه
از  ویروس ها،  سیمپلکس  هرپس  توسط  شده  ایجاد  عفونت های 
هرپس  کلینیکی،  لحاظ  از  می باشد.  جهان  در  معمول  عفونت های 
ویروس ها طیف وسیعی از بیماری ها را ایجاد می کنند. از عفونت های 
معمول HSV، عفونت پوستی و موکوسی می باشد که می تواند برروی 
ضایعه  ایجاد  بدن  دیگر  قسمت های  یا  ژنیتال  ناحیه  دهان،  صورت، 
کند )1(. همچنین این ویروس ایجاد عفونت و آسیب برروی چشم و 
دستگاه عصبی مرکزی )CNS( می کند )2(. عفونت کراتیت ناشی از 
هرپس سیمپلکس، یکی از شناخته شده ترین کراتیت های ناشی از 
عفونت های ویروسی است و مهم ترین عامل نابینایی و عوارض ناشی 
یک  چشمی،  عفونت  می باشد.  توسعه  حال  در  کشورهای  در  آن  از 
عفونت نهفته در بدن است که به طور عمده در عصب گانگلیون سه 
قلو می باشد که این عفونت با تب، تروما و عامل سرکوب کننده سیستم 
ایمنی و یا با قرار گرفتن در معرض اشعه ماوراء بنفش احیاء )UV( عود 
می کند )3(. شیوع  بیماری کراتیت چشمی در 7/20 تا 5/9 موارد در 
هر 10000 نفر در سال تخمین زده شده است. این در حالی است که 
درمـان HSK علی رغم وجـود روش هـای تشخیصـی پیشرفتـه و اثـر 

قابل توجه داروهای ضد ویروسی مانند آسیکلوویر، برای چشم پزشکان 
دشوار می باشد )4(.

از دیگر عفونت های جدی HSV آنسفالیت ناشی از عفونت هرپس  
سیمپلکس )HSE(  است که یکی از علل شایع عفونت ویروسی حاد و 
شدید پراکنده سیستم عصبی مرکزی انسان می باشد )5، 6(. حدود ٪30 
از موارد HSE از عفونت اولیه HSV نتیجه می شود، این عفونت عمدتا 
در افراد کمتر از 18 سال رخ می دهد )7(. تقریبا 50٪ از بیماران مبتلا 
به HSE سن بیش از 50 سال ندارند.  عفونت HSE با شیوع 1 مورد در 
هر  500،000 نفر از جمعیت در سال به طور نسبتا غیرعادی رخ می دهد 
)8(. عفونت HSE باعث بیماری شدید و مرگ و میر در افرادی که درمان 
نمی شوند یا به هر دلیلی درمان ضد ویروسی موثر دریافت نمی کنند، 
می گردد. در بیمارانی که درمان نشده اند بیش از 70٪ مرگ و میر گزارش 
شده است که تنها 20٪ از بازماندگان به طورکامل بازیابی عملکرد طبیعی 
مغز خود را به دست می آورند )10-8(.  تشخیص اولیه این عفونت و درمان 
با آسیکلوویر در کاهش مرگ و میر و بروز عوارض عصبی در بیماران 

بازمانده قابل توجه است )8(.
در  عفونت  ایجاد  می تواند  همچنین  سیمپلکس  هرپس  ویروس 
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عفونت  کند.  پوست  نقاط  سایر  و  تناسلی  موکوسی،  نواحی  صورت، 
عودکننده  یا  اولیه  است  ممکن  ویروس هرپس سیمپلکس  از  ناشی 
باشد )HSV  .)11 علت اصلی عفونت تبخال در دهان و لب می باشد 
که معمولا از طریق تماس های معمولی افراد قابل انتقال می باشد )12(. 
نوع مخاطی عفونتHSV ،HSV  تناسلی است که این عفونت از طریق 
تناسلی  تبخال  نگرانی در مورد  بزرگترین  انتقال است.  قابل  جنسی 
در دوران بارداری است که مادر ممکن است در طول زایمان آن را به 
جنین انتقال دهد. هرپس نوزادی نسبتا نادر است، نزدیک به 1،500 
نوزاد در هر سال را تحت تاثیر قرار می دهد )13(. بنابراین تشخیص 
زود هنگام عفونت در جهت کاهش احتمال عفونت در نوزادان بسیار 
این  اعتماد  قابل  و  سریع  موقع،  به  تشخیص  می باشد.  اهمیت  حائز 
عفونت ها، به خصوص HSE و HSK برای امنیت جان بیماران بسیار 
حیاتی می باشد )14(. امروزه،Real – Time TaqMan PCR یک روش 
قابل  روش  این  است.   HSV ژنوم  تشخیص  در  ارزشمند  تشخیصی 
اعتماد، بسیارحساس و اختصاصی می باشد که با مشخص کردن بار 
اثر  ویروسی در یک فرد می تواند به عنوان بهترین مارکر در تعیین 
 Real-Time درمانی به کار رود )15، 16(. هدف از این مطالعه ارزیابی
 HSV در تشخیص و نظارت بر بیماران مبتلا به عفونت مشکوک  PCR

می باشد.

مواد و روش ها
 HSV نمونه گیري: در این مطالعه 1566 بیمار مشکوک به عفونت
 )PACMRC( به مرکز تحقیقات میکروب شناسی بالینی استاد البرزی
ارجاع داده شدند. این بیماران به 4 گروه دسته بندی شدند: گروه اول 
شامل نمونه هایی مشکوک به کراتیت چشمی بودند که واجد علائمی 
چون قرمزی )عمدتا در اطراف قرنیه( و درد در چشم، آبریزش چشم و 
تاری دید بودند که نمونه های تهیه شده از آن ها شامل تراشه های اپی 
تلیال قرنیه و مایع زلالیه بود. گروه دوم شامل نمونه های CSF گرفته 
شده از بیماران مشکوک به آنسفالیت هرپس ویروس با علائمی نظیر 
تغییر سطح هوشیاری، تب، عدم تعادل و تشنج بودند. سومین گروه 
نمونه ها، پلاسمای افراد دچار نقص ایمنی و در نهایت آخرین گروه را 
بیمارانی تشکیل دادند که دارای زخم، وزیکول و عوارض پوستی در 
بخش های مختلف بدنشان بودند. این نمونه ها حداکثر در فاصله زمانی 
6 ساعت با رعایت زنجیره سرد به این مرکز منتقل شده و در فریزر 
70 درجه سانتی گراد تا انجام استخراج ژنوم ویروسی نگهداری شدند. 
مطالعه مورد نظر در کمیته اخلاقی مرکز تحقیقات میکروب شناسی 
بالینی استاد البرزی بررسی و مورد تایید قرار گرفت. رضایت آگاهانه از 

شرکت کنندگان یا قیم قانونی آن ها به دست آمد.
اصول کاربرد آمار زیستی: گروه های مختلف سنی و جنسی در 
 ،SPSS نسخه 16 نرم افزار ( SPSS این مطالعه با استفاده از نرم افزار
 P شیکاگو، ایلینویز( مورد تجزیه و تحلیل آماری قرار گرفت. مقدار

کمتر از 0/05 معنی دار در نظر گرفته شد.
 ،CSF میکرولیتر   200 از   DNA استخراج   :DNA استخراج 
با  بیمار مشکوک،  نمونه  ترانسپورت حاوی سوآپ  محلول  و  پلاسما 
 Invisorb Spin Virus DNA( توجه به دستورالعمل شرکت سازنده

Mini Kit, Germany) انجام شد.

از  استفاده  با    Real-Time PCR تست   :Real-Time PCR
کیت Primer Design TM genesig برای تعیین بار ویروس هرپس 
سیمپلکس انجام شد. به طور خلاصه پارامترهای مورد استفاده در این 
روش شامل: 5 میکرولیتر از DNA  با غلظت 20 پیکومول استخراج 
شده از هر نمونه، و 1 میکرولیتر پرایمر و پروب با غلظت 10 پیکومول 
-1x TaqMan(Applied Bi مخلوط  به  پروب  پیکومول   5  پرایمر،
systems, Branchburg, New Jersey, USA) اضافه شد.حجم نهایی 
واکنش Real-Time PCR، 20 میکرولتر بود. شرایط دمایی واکنش 
به این صورت بود که 15 دقیقه در 95 درجه سانتیگراد، 15 ثانیه در 
95 درجه سانتیگراد و 1 دقیقه در 60 درجه سانتیگراد در 45 چرخه 
توسط دستگاه Applied Biosystem 5700 انجام شد. کنترل مثبت 

و منفی در هر آزمایش PCR مورد استفاده قرار گرفت. 

نتایج
در این مطالعه، 1566 بیمار مشکوک به عفونت هرپس ویروس 
نمونه ها  این  شد.  آوری  جمع   1391 شهریور  تا   1389 شهریور  از 
شامل 407 )25/6٪( بیمار مشکوک به HSK، 791 )50/24٪( بیمار 
به  مشکوک  سیستمیک  بیمار   )٪12/42(  196  ،HSE به  مشکوک 
عفونت هرپسی، 143 )9/84٪( نمونه دهانی و 29 )1/9٪( نمونه های 

پوستی بودند. 
بیماران هرپس سیمپلکس آنسفالیت بیشترین فراوانی را در بین 
بیماران مورد مطالعه داشتند. این گروه شامل 301 )38/4( زن و 490 
)61/6 ٪( مرد بود. نتایج نشان داد که 44 نمونه واجد ژنوم HSV بودند. 
از 44 نمونه مثبت، 21 نمونه )47/7 ٪( مرد و 23 نمونه )52/3 ٪( 
زن بود. از نظر محدوده سنی 12 )29/3٪( مورد از 44 نمونه زیر 15 
سال و )70/7 ٪(32 مورد بالای 15 سال به دست آمد. از لحاظ آماری 
تفاوت معنی داری بین نمونه های مثبت و منفی و گروه های سنی وجود 

 .(P<0.05( نداشت
شایع ترین عفونت بعد از عفونت آنسفالیت در این مطالعه عفونت 
HSK در 153 )37/6٪( زن و 254 )62/4٪ ( بود. نتایج آزمایشات 
انجام شده برای بیماران مشکوک به این عفونت 118 نمونه مثبت را 
نشان داد. از 118 مورد مثبت، 83 نفر )70/1٪( مرد و 35 )29/9( زن 
بودند که 6 نفر از این 118 نفر زیر 15 سال و بقیه 112 نفر بالاتر از 
15 سال بودند. بین نمونه های مثبت و منفی و گروه های سنی از نظر 

 .(P<0.001( سن و جنس تفاوت معنی داری مشاهده شد
هرپس  عفونت  به  مشکوک  ایمنی  سیستم  نقص  دچار  بیماران 
سیمپلکس شامل 93 مورد )48/2 ٪( زن و 103 )51/8 ٪( مرد بودند. 
در 23 مورد از نمونه ها عفونت نشان داده شد. از 23 مورد مثبت، 14 
بیمار )63/6 ٪( مرد و 9 بیمار )36/4 ٪( زن بود. 18 بیمار زیر 15 سال 
و 5 بیمار بالای 15 سال داشتند. تفاوت در نمونه های مثبت و منفی 

بین گروه ها از نظر سن و جنس از لحاظ آماری به دست نیامد. 
به عفونت هرپس سیمپلکس  بیماران دارای علائم پوستی مشکوک 
به  نتایج مربوط  بود.  شامل 11 )37/9 ٪( زن و 18 )62/1 ٪( مرد 
13 نفر )5/6٪( از بیماران مثبت به دست آمد که از این تعداد 7 نفر 
)53/8٪( مرد و 6 نفر )46/2( زن بودند. در محدوده گروه سنی 8 نفر 
از بیماران زیر 15 سال و بقیه بیماران بیش از 15 سال سن داشتند. 
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همچنین از 143 بیمار مشکوک به هرپس دهانی 65 مورد از آزمایشات 
مربوط مثبت به دست آمد. در میان 65 بیمار مثبت، 18 بیمار زیر 15 
سال و 47 بیمار بالای 15 سال بودند.  بین گروه ها از لحاظ جنس و 

.(P<0.05( سن تفاوت معنا داری از لحاظ آماری مشاهده نشد

بحث و نتیجه گیري
واکنش  از  استفاده   ،HSV عفونت  برای  تشخیصی  راه  یک 
زنجیره ای پلیمرازی )PCR( است که این روش به طور گسترده ای در 
کلینیک ها و آزمایشگاه ها استفاده می شود )17(. در میان روش های 
PCR ،Real  Time TaqMan  PCR دارای مزایای چون سرعت، دقت 
و کمیت می باشد ) 19،18(. اخیرا  Real – Time TaqMan PCR به 
عنوان یک ابزار مفید در زمینه ویروس شناسی بالینی در تشخیص 
ژنوم ویروس HSV به کار می رود. در این مطالعه، با استفاده از این 
روش بیماران مشکوک به عفونت های هرپس ویروس ها مورد بررسی 

قرار گرفتند )20(. 
در مرحله اول فراوانی بیماران مشکوک به عفونت هرپسی که به 
مرکز میکروب شناسی بالینی استاد البرزی مراجعه کرده بودند تعیین 
 HSE شد. در این مطالعه بیش از نیمی از بیماران مشکوک به عفونت
بودند و بقیه بیماران مشکوک به HSK  و دیگر عفونت های مربوط به 

این ویروس بودند. 
عفونت HSE یکی از مهم ترین عفونت های مورد بررسی در این 
مطالعه بود. با توجه به نتایج به دست آمده، از 44 نمونه مثبت، 21 نفر 
)47/7 ٪( مرد و 23 نفر )52/3 ٪( زن بودند. تفاوت قابل توجهی بین 
زنان و مردان در ابتلاء به عفونت HSE وجود ندارد. در مطالعات قبلی 
که از آذر1384 تا ماه مهر 1387 انجام شده بود،  نشان داده شد ژنوم 
ویروس هرپس سیمپلکس در کل نمونه های مورد بررسی که شامل 
که شامل  ردیابی شد،   )٪9/3( نفر  در 22  بود  بیمار مشکوک   236
13 مرد و 9 نفر زن بودند. در این مطالعه هیچ نتیجه منفی کاذب 
به دست نیامد و نشان داده شد که می توان از این تست به عنوان یک 
ابزار با ارزش در تشخیص عفونت استفاده کرد )21(. همچنین افزایش 
تعداد بیماران مشکوک به عفونت HSE در دو دوره مورد مطالعه )از 
آذر1384 تا ماه مهر1387و شهریور 1388تا آبان 1391( نشان داد 
که Real-time PCR یک روش تشخیصی سریع، به موقع، حساس و 
مورد نیاز برای تشخیص عفونت ویروس هرپس سیمپلکس است که 

بسیار حائز اهمیت می باشد.
 تشخیص سریع و به موقع  کراتیت چشمی، عامل کوری عفونی، 
 HSV می تواند بسیار مفید و ارزشمند باشد. همچنین تشخیص کمی
DNA در زخم هرپس می تواند در ارزیابی اثر درمان ضد ویروسی حائز 
اهمیت باشد. از بیماران مشکوک به HSK، در 26/8٪ از این بیماران 
ژنوم HSV ردیابی شد. 6/1٪ از بیماران مثبت زیر 15 سال سن داشتند 
و دیگر بیماران )93/9٪( بیش از 15 سال سن داشتند. نتایج نشان داد 

و  است  ارتباط  در  بیماران  سن  با  چشم  عفونت  در   HSV ژنوم  که 
همبستگی بین این دو گروه )به عنوان مثال، گروه کمتر از 15 و گروه 
بالاتر از 15 سال( وجود دارد. اگر چه تعداد کودکان مبتلا به کراتیت 
تهدیدات  و  آن ها در معرض خطر عود مجدد  اما  است،  چشمی کم 
ناشی از آن هستند و ممکن است برای کمک به جلوگیری از چنین 
عواقبی، درمآن های سیستمیک ضد ویروسی برای این کودکان تجویز 
شود. در سال 2012، نتایج مشابهی به دست آمد که  نشان می داد که 
سن بیماران مبتلا به زخم قرنیه هرپسی، با میزان بار ویروس می تواند 
ارتباط داشته باشد )22(. این نتایج نشان می دهد که HSK یکی از 
بیماری اپیدمیولوژیکی چشمی مهم است. بهتر است برای نظارت بر 
بیماری هرپس چشمی از روش Real-Time PCR به علت حساسیت 
بالای آن برای تشخیص کمی و کیفی هرپس زخم قرنیه استفاده کرد، 
همچنین این روش می تواند در تشخیص بالینی و تصمیم گیری درمانی 

مفید باشد )24(.
هرپس سیمپلکس ویروس یکی از شایع ترین عفونت های پوست 
و دهان می باشد. در میان 29 مورد از عفونت های پوستی شناسایی 
شده، 13 نفر )5/6٪( بیمار مبتلا به عفونت HSV پوستی تشخیص 
داده شد که 8 نفر از این افراد زیر 15 سال بودند و دیگر افراد بیش 
از 15 سال سن داشتند. در بیماران دارای علائم مشکوک به هرپس 
دهانی، از 196 بیمار گفته شده 30 نفر )47/6٪( زن و 35 )٪52/4( 
نفر مرد مثبت به دست آمد که از 65 بیمار مثبت، 18 نفر از بیماران 
زیر 15 سال و 47 نفر بیش از 15 سال سن داشتند. با توجه به آمار 
به دست آمده در این مطالعه تشخیص زود و به هنگام این عفونت به 
خصوص در بیماران مشکوک به آنسفالیت اهمیت به سزایی دارد و نیز 
در بیمارانی که تحت پیوند عضو هستند، تشخیص صحیح و سریع این 
 HSV ویروس حائز اهمیت بالایی است. در بین روش های تشخیص
  PCR ،Real-Time PCR همچون کشت سلول، انواع روش های معمول
بسیار حساس تر و دقیق تر می باشد )22،21(. از 196 نمونه، 23 نفر 
)11/7٪( مثبت بودند، از این تعداد 18 نفر زیر 15 و 5 نفر  بیش از 
15 سال بودند. نتایج آماری نشان داد که در نمونه های مثبت و منفی 
نظر سن و جنس(  )از  بین گروه ها  آماری  نظر  از  تفاوت معنی داری 

)P<0.05) وجود ندارد.
اهمیت  مطالعه  این  در  هرپسی  عفونت  مختلف  انواع  بررسی 
Real- تشخیصی این عفونت را نشان داد. می توان پیشنهاد کرد که
time PCR یک روش قابل اعتماد، بسیار حساس و اختصاصی می باشد. 
همچنین تعیین بار ویروسی هرپس سیمپلکس به عنوان بهترین فاکتور 

اثر بخشی درمانی در افراد مبتلا به این عفونت مطرح می باشد. 
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Analysis of Herpes Simplex Virus in Suspected Patients

Abstract
Background & Objective: Herpes viruses can cause diseases in the clinical range. The virus can cause infection in various 
body parts, especially eyes and nervous system. The aim of this study was at evaluating  the Real-Time TaqMan probe PCR in 
diagnosing and monitoring of the patients with suspected HSV infections.

Materials & Methods: More than a thousand patients with suspected HSV infections were collected. The samples were ana-
lyzed by Real-time PCR assays. DNA was extracted according to manufacturer’s instruction (Invisorb Spin Virus DNA mini 
Kit, Germany(. The Real-Time PCR assay was performed with the primer Design TM genesis for herpes simplex virus (Primer 
Design, UK(.
  
Results: Total of 44 (5.6%(, 118 (26.8%(, 23(11.7%(, 13 (5.6 %( and 65(45.5%( patients out of  herpes simplex encephalitis 
suspected group, HSK suspected, patients with suspected systemic HSV infection, HSV skin suspected ones and oropharyn-
geal HSV infection suspected patients respectively were found to be positive by Real-time PCR assays..
 
Conclusion: As indicated by the results, Real-time PCR assay, with high sensitivity and specificity, can help in early diagnosis. 
The viral load obtained by this method, can be the best marker in a person for following the therapeutic effect.

Keywords: Herpes simplex virus, encephalitis, keratitis, real-time. PCR.
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