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هايي است كه  ويروس هرپس سمپلكس از جمله ويروس. باشند زا مي ي عامل بيمار 8مشتمل بر  ي انسانيها هرپس ويروس
 فـزوده ابـه ايـن ويـروس    هر ساله ميزان قابل توجهي به تعداد افراد آلـوده   ،ي دارد و به سبب سادگي راه انتقالانتشار جهان

عفونت مخاطي تبخال دهان تا عفونت كشـنده آنسـفاليت هرپسـي را    شامل طيف وسيعي از بيماري  اين ويروس .دنشو مي
كلاسـيك نظيـر    هـاي  از روش  ويـروس سـيمپلكس  رپس ههاي  نتامروزه براي تشخيص آزمايشگاهي عفو .نمايد ميايجاد 
متعـددي از جملـه بررسـي ميكروسـكوپي، كشـت       مورفولوژيك، ويرولوژيك و سرولوژيك ايمنو مورفولوژيك، هاي روش

) مولكولار( كينوكلئ دياس ريتكث يها كيتكن يژگيو و تيسرعت، حساساما  ؛شود ويروس، وسترن بلات و الايزا استفاده مي
 ـسـبب شـده كـه ا   ) LAMP(و تكنيك نوين تكثير همـدما بواسـطه حلقـه     PCRاصلاح شده  ساده و هاي نظير تكنيك  ني

 ويروسـي  يهـا  يمـار يعوامـل ب  عيسر ييشناسا و خصوصاً يصيتشخ يها شگاهيآزما يجذاب برا يها به عنوان ابزار روش
  .گيرند بررسي و مقايسه قرار ميها مورد  هاي مختلف تشخيص هرپس ويروس در اين مقاله مروري روش. تبديل گردند
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  مقدمه
زاي مهـم   بيمـاري عامـل   8مشتمل بر  ها خانواده هرپس ويروس

هـاي انسـاني براسـاس تفـاوت در      هرپس ويروس 1؛باشد ميانساني 
ان ژنوم، گرايش بافتي، اثـرات  خصوصيات ويروسي از جمله ساختم

به سه زير خانواده آلفـا،   پاتولوژيك، پاتوژنز و تظاهرات بيماري سيتو
در رده  HSV-2و  HSV-1سـروتيپ  د كـه  شـون  مـي م بتا و گاما تقسي

  2.اند شدهبندي  آلفاي اين خانواده دسته
اي  دو رشته DNAبزرگ با  يويروس ،ويروس هرپس سيمپلكس

ت يس ـيـك سـاختمان ب  ن اين ويروس شامل ساختما .باشد خطي مي
تواند  مي ويروس هرپس سيمپلكس. باشد ميتقارن مكعبي  با وجهي

هـا را آلـوده    هـاي سـاير گونـه    هاي انساني و حتي سـلول  اكثر سلول
سـبب   باشـد كـه   مـي رشد سـريعي   داراي اين گروه ويروسي. نمايد

هاي  يونگانگل توانند در شوند و همچنين مي نابودي سلول ميزبان مي
 ايـن ويـروس معمـولاً   . اعصاب حسي به صورت پايدار نهفته شوند

تليال  هاي اپي سلول ها و هاي ليتيك فيبروبلاست عفونت موجب بروز
  3و2.گردد مي ها هاي نهفته نورون و عفونت

هايي است كه انتشار  ويروس هرپس سمپلكس از جمله ويروس
اله ميـزان قابـل   هـر س ـ  ،جهاني دارد و به سـبب سـادگي راه انتقـال   

ايـن   .دنشـو  مـي  فـزوده ابه اين ويروس توجهي به تعداد افراد آلوده 
 خود كـه  ها را در تنها ميزبان طبيعي ويروس طيف وسيعي از بيماري

ويـروس هـرپس سـيمپلكس نـه تنهـا       4.كنـد  مي ايجاد است، انسان
هاي  توانايي ايجاد عفونت اوليه را دارد، بلكه قادر است در گانگليون

ي نهفته و تحت شرايط خاصي از قبيل اسـترس، تـب، ضـعف    عصب
و غيره دوباره فعال شـده و    UVسيستم ايمني، عوامل محيطي، اشعه

دهد كه حتي يكبـار   مطالعات انجام شده نشان مي. ايجاد عفونت كند
انسـان تنهـا    4و1.تواند سـبب نهفتگـي ويـروس شـود     آلودگي هم مي
توانـد   مـي  روتيپ ويروسياين ساست و  اين ويروس ميزبان طبيعي

طيف وسيعي از بيماري از عفونت مخاطي تبخال دهـان تـا عفونـت    
  5و2.كشنده آنسفاليت هرپسي را ايجاد نمايد

HSV-1 ًنيمـه فوقـاني بـدن    در  وتناسلي  هاي غير با عفونت غالبا
هاي تناسـلي   در ارتباط با بيماري HSV-2در حاليكه  ،باشد مي مرتبط
هاي بسيار زيـاد   البته با توجه به شباهت. باشد مي تحتاني بدن  يا نيمه

شود ، نبايد تصور )همولوژي% 80حدود (اين دو سروتيپ ويروسي 

هرپس ژنيتال را  منحصراً 2تيپ  و هرپس دهاني منحصراً 1كه تيپ 
نـواحي را نيـز   سـاير  توانند  شوند، بلكه هر دو سروتيپ مي سبب مي

ظاهري كه بـين ايـن دو تيـپ    گرچه بيشترين تفاوت  5.مايندنآلوده 
ولي اين  ؛وجود دارد، در زمينه الگوهاي باليني و اپيدميولوژيك است

توان براساس خصوصـيات بيوشـيميايي و بيولـوژيكي     دو تيپ را مي
 تـوان بـه انـدازه    از جمله اين خصوصـيات مـي  . نمودنيز از هم جدا 

رت دمـرغ، ق ـ   جنين هاي ايجاد شده در غشاي كوريوآلانتوئيك پلاك
هـاي   سـلول  مرغ، توانـايي ايجـاد    ايجاد پلاك در كشت سلول جنين

هاي عصبي  يال در كشت سلولي، گرايش به سلوليشنسآساي س غول
بـه حـرارت بـالا     2تيـپ  (موش، حساسيت به هپارين و تغيير دمـا  

 DNAدر محيط كشت سـلولي و تركيـب بازهـاي    ) تر است حساس
  6و2.اشاره نمود

 ـ  طور كلي هرپس ويـروس  هب ه سـه طريـق ايجـاد بيمـاري     هـا ب
تحريك پاسخ ايمني كه منجـر  ) 2ا ه انهدام مستقيم بافت) 1 :كنند مي

تسـهيل ايجـاد تغييراتـي كـه منجـر بـه       ) 3. شـود  به آسيب بافتي مي
عفونت مخـاطي ويـروس هـرپس     2.گردد ها مي سرطاني شدن سلول
ــه ــافتي اســت ســيمپلكس نمون همچنــين . اي از تخريــب مســتقيم ب

يت هرپس سيمپلكس، پنوموني، التهاب شبكيه و هپاتيـت نيـز   آنسفال
از آنجـايي  . باشـد  هاي سلولي ناشي از خود ويروس مـي  مبين آسيب

شـود، تغييـرات    هـاي سـيتوليتيك مـي    باعث ايجاد عفونـت  HSVكه 
هاي آلـوده و پاسـخ التهـابي ميزبـان      پاتولوژيكي نتيجه نكروز سلول

هـاي   پـرده  در پوست و HSV-2و  HSV-1ضايعاتي كه توسط . است
ــي  ــاد م ــاطي ايج ــتند   مخ ــديگر هس ــابه يك ــوند، مش ــرات . ش تغيي

هـاي آلـوده، توليـد     هيستوپاتولوژيك ويژه شامل بالوني شدن سـلول 
اي، حركـت كرومـاتين بـه حاشـيه      هسـته  اجسام آنكلوزيوني داخل

 .باشـد  مـي  اي آسـاي چنـد هسـته    هـاي غـول   هسته و تشكيل سـلول 
شده به صورت نهفته و در حالـت  آلوده در گانگليون  HSVويروس 

هـا بيـان    بسيار محدودي از ژن تعدادماند و تنها  تكثيري باقي ميغير
هاي عصـب   محل نهفتگي اين ويروس بيشتر در گانگليون .گردند مي

ــري ــال  ت ــورد (ژمين ــاكرال )HSV-1در م ــانگليون س ــورد(، گ   در م
HSV-2 (ويـروس   اختفاي. باشد اي عصب واگ مي و گانگليون عقده

  5.تواند براي تمام عمر در ميزبان ادامه يابد در گانگليون آلوده مي
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  تشخيص آزمايشگاهيهاي  روش
) 1بـه دو دسـته    ويروس هرپس سيمپلكسهاي تشخيص  روش

ــاي  روش ــيكه ــل   روش) 2و  كلاس ــد قاب ــولي و جدي ــاي مولك  ه
هــاي  شــامل روش كلاســيكهــاي  روش .بنــدي اســت  تقســيم

ــك، ــو مورفولوژي ــرولوژيك مو ايمن ــك و س ــك، ويرولوژي  رفولوژي
بعضي از ظواهر باليني ويروس هـرپس سـيمپلكس مثـل     7.باشند مي

ــي عو ــه ت  تبخــال لب ــه ب ــدري مشــخص هســتند ك ــده بق ــد أدكنن يي
ــاليني     آزمايشــگاهي نيــازي نيســت ولــي در مــواردي كــه ظــواهر ب

، حاصـله  مايع وزيكـول  هاي متنوعي از قبيل واضح باشند، نمونه غير
هايي از مجاري تناسلي، گلو، چشـم يـا    بآسو، نخاعي -مايع مغزي

شوند كه بسته به وضـعيت بيمـاري اسـتفاده از آنهـا      پوست تهيه مي
ارزش هر تست آزمايشگاهي براي تشخيص عفونت  5.متفاوت است

HSV      بستگي به نوع تست، كيفيت نمونه بـه دسـت آمـده، توانـايي
توسـط متخصـص   آزمايشگاه در انجام درست تست و تفسير نتـايج  

  8.باليني دارد

  
A. هاي كلاسيك تكنيك  

i. ميكروسكوپ الكتروني )Electron Microscope(  
آزمايش مستقيم مواد سيال وزيكولي يا ديگر مواد باليني توسـط  

بـه   ،است محدود شده HSVميكروسكوپ الكتروني براي تشخيص 
شناسـي ويـروس    اين علت كه با اسـتفاده از مورفولـوژي و ريخـت   

زوسـتر   هـا مثـل واريسـلا    را از ديگر هرپس ويروس HSVتوان  نمي
  9.تشخيص داد

ii. هاي سيتولوژي روش )Cytology Methods(  
) Tzank smear( روش تهيه نمونـه از قاعـده ضـايعات پوسـتي    

هــاي تشــخيص ويــروس هــرپس  تــرين روش در بــين روش ســاده
بـه كمـك ايـن روش ويـروس از نظـر وجـود       . باشد سيمپلكس مي

اي و اجسـام انكلوزيـوني مـورد     سـاي چنـد هسـته   آ هاي غول سلول
افتـراق داده   واريسـلا زوسـتر  امـا از ويـروس   . گيرد بررسي قرار مي

   8.شود نمي

iii. كشت ويروس )Viral Culture(  
اسـت و   HSVاستاندارد طلايي براي تشـخيص   ،كشت ويروس

ايـن  . باشـد  مي هاي تشخيصي روش مرجع در مقايسه با ديگر تست
 HSV-2و  HSV-1درصد براي هر دو تيپ  100 ويژگي تست داراي

آوري  كه جمـع  حساسيت اين روش به مرحله بيماري و زماني. است
 75حساسيت اين تسـت از  . نمونه از آن صورت گرفته بستگي دارد

درصد براي رويـدادهاي عودكننـده    50درصد براي اولين رويداد تا 
روز از  3ه هـا از ضـايعات وزيكـولي ك ـ    نمونه معمولاً 10.متغير است

كه تا حد زيادي  در صورتي. شوند گذرد، تهيه مي نمايان شدن آنها مي
ها و ضـايعات   برداري از زخم نمونه باشيم HSVمشكوك به عفونت 

بايسـتي سـرپوش   گيـري   جهـت نمونـه   .گيـرد  كهنه هم صورت مـي 
وزيكول توسط سرنگ استريل يا اسكالپل سوراخ و برداشته شـود و  

 ـ  ا سـوآب ريـون در پايـه ضـايعه وزيكـولي      سپس پارچه اسـتريل ي
ب آتليال بـر روي سـو   هاي اپي چرخانده شود تا به اين ترتيب سلول

آل به اين صورت اسـت كـه از بـيش از يـك      ايده(وند آوري ش جمع
درون محـيط   ها بايد فوراً سوآب). برداري صورت گيرد ضايعه نمونه

 DMEMو  M5 ،RPMIكشت ويروسي مناسب مثـل محـيط انتقـال    
نگهـداري و در   C̊4آوري شده بايد در دماي  نمونه جمع .قرار گيرند

 .گيري بـه آزمايشـگاه منتقـل شـود     ساعت اول بعد از نمونه 48طي 
نمونه ممكن است بطور مستقيم درون محيط كشت تلقيح شود و يـا  

اي جـذب شـده و سـپس بـه      هاي تك لايه روي سلول اينكه اول بر
   10و8.محيط كشت منتقل شود

به طور رايج بـر روي طيـف    1روس هرپس سيمپلكس تيپ وي
 گـاه  هاي قسـمت ختنـه   وسيعي از سطوح سلولي شامل فيبروبلاست

هاي  سلول ، كليه خرگوش،)مينك(، ريه موش MRC-5 ،A549انسان، 
Vero  وHep-2  روز  10تـا   7كشـت بايسـتي بـراي     .كنـد  رشد مـي

تفاده نگهداري شود كه اين موضـوع بـه سـطوح سـلولي مـورد اس ـ     
بعـد از تلقـيح مـواد بـه      اثرات سـيتوپاتوژنيك پيدايش . بستگي دارد

سـاعت   96تـا   18فعال، بـين   HSVمحيط كشت و حضور ويروس 
بـه صـورت مركزگـرا     اثرات سـيتوپاتوژنيك  شروع. خواهد زمان مي

اي تحت تـاثير قـرار    هاي تك لايه است ولي به سرعت ديگر قسمت
  پيكــر  هــاي غــول ســلول گيرنــد و ممكــن اســت گــاهي اوقــات مــي
كشت سلول داراي معـايبي نظيـر   روش  .اي به وجود آيند هسته چند

ــان ــود    زم ــاد آل ــال زي ــايين، احتم ــيت پ ــودن، حساس ــر ب ... گي و ب
  10و8.باشد مي

براي ايزوله ويروس  Shell vialها از روش  بسياري از آزمايشگاه
تـوجهي   كه در اين صورت زمان ايزوله به طور قابل كنند استفاده مي
 زمـان ايزولـه ويـروس را از    Shell vialروش كشت . يابد كاهش مي

ايـن روش نسـبت بـه    . دهـد  ساعت كاهش مي 16-48روز به  1-7
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تر است ولي از حساسيت كمتـري   اختصاصي و تر روش سنتي سريع
اگرچه طيـف متنـوعي از سـطوح    . باشد مي تر گرانبرخوردار بوده و 

نسبت به MCR-5 هاي  رند، اما سلولگي سلولي مورد استفاده قرار مي
   8.ها استفاده بيشتري دارند ديگر سلول

iv. هاي تشخيصـي سـرولوژي   روش )Serological Diagnosis 

Methods(  
a. ژن ويروسي تشخيص آنتي )Viral Antibodys Detection(  

ژن ويروسـي نسـبت بـه كشـت ويروسـي بـراي        تشخيص آنتي
هـاي   ست در آزمايشگاهاين ت. تر است هاي كوچك مناسب آزمايشگاه

حساسيت اين تست نسبت به . مناطق دور افتاده نيز قابل انجام است
اين تست ويژگي بـالايي  . شود كشت در مواقعي بيشتر و يا كمتر مي

دارد، بـه طوريكـه توانـايي تمـايز بـين       HSVدر تشخيص ويـروس  
HSV-1  وHSV-2  وVZV ــي ــد را دارا م ــيله  . باش ــت بوس ــن تس  اي
هاي منوكلونـال   بادي استفاده از آنتي منوفلورسانس و ياآميزي اي رنگ
  11.شود مي انجام
b. ژن بوسيله  تشخيص آنتيDFA )Direct Fluorescent Antibody(  

روش ( DFAآميـزي   با اسـتفاده از رنـگ  HSV ژن  تشخيص آنتي
اسميرهايي كه به سرعت به كشت سلولي افـزوده  ) بادي مستقيم آنتي
بيان اين نكته ضروري اسـت كـه    .كند ات ميييد و اثبتأشوند، را  مي

كه در  هاي با كيفيت بالا براي اين تست به دست آيند، بايستي نمونه
هـاي اوليـه ممكـن     اين صورت حساسيت تست به ويژه در عفونـت 

بادي  ها بوسيله آنتي آميزي اسلايد رنگ. باشد  صد در 90است بيش از 
  11و8.شود مي انجامنشاندار شده فلورسين 

c. ست نوتراليزاسيونت )Neutralization Test(  
بادي از رشد  اصول تست به اين صورت است كه به وسيله آنتي

تـرين مزيـت ايـن     مهـم  .شـود  ويروس در كشت بافت جلوگيري مي
هاي ايـن روش ايـن    از محدوديت. باشد تست حفاظت ويروسي مي
 شود و براي تفسـير  هاي مرجع انجام مي است كه فقط در آزمايشگاه

هاي خنثي كننده در تيتـر معـين وجـود     بادي آنتي نتايج مثبت بايستي
  8.داشته باشند

d. فلورسانستست ايمونو )Immunofluorescence(  
يـا   IgGهـاي   بادي به اين صورت است كه آنتي اصول اين تست

IgM هاي آلوده شده با ويروس هسـتند،   سلول كه متصل به نقاطي از
ه نشاندار شده روي اسـلايد، تشـخيص   هاي ثانوي بادي به وسيله آنتي

 مزيت تست اين است كه توانايي بازدهي تيتـر بـالاي  . شوند مي داده
از . كوتـاه اسـت  بـادي را دارد و همچنـين زمـان انجـام تسـت       آنتي

كه به صورت دستي انجام شـده و دريافـت    مضرات تست اين است
  12.شود نتايج تست به صورت ذهني انجام مي

e. وسترن بلات )Western Blot(  
طلايــي بــراي تشــخيص  دوســترن بــلات يــك روش اســتاندار

ايـن تسـت يـك روش سـرولوژيكي     . باشـد  مي HSVهاي  بادي آنتي
بـه طوريكـه امكـان تشـخيص قطعـي       ،بسيار حساس و ويژه اسـت 

هـاي   بـادي  آنتـي  با استفاده از اين تكنيـك . كند ويروس را فراهم مي
شوند كـه ايـن    ه مياي اختصاصي ويروس قابل مشاهده پروتئينضد

اگرچه اين تكنيـك يـك    .باشد پذير مي امر بوسيله الكتروفورز امكان
  13.نياز به تكنيسين فني و متخصص داردروش بسيار دقيق است اما 

f. الايزا )ELISA(  
هاي سـرولوژيكي بـراي تشـخيص     نيز يكي ديگر از تست الايزا
اصـول تسـت بـه ايـن صـورت اسـت كـه         .باشـد  مي HSVويروس 

هــاي ويــژه ويــروس متصــل بــه فــاز جامــد بــه وســيله  بــادي آنتــي
ثانويه تشـخيص   IgGآنتي  و IgMهاي آنتي  بادي آنتي گذاري علامت
اتوماتيـك و بـه صـورت     اين تست سـريع، حسـاس،  . شوند داده مي

هاي اين تست نتايج مثبت كاذب و  از محدوديت. تجاري شده است
 ـ. باشند منفي كاذب مي و  IgGهـاي   بـادي  ينتايج مثبت با حضور آنت

IgM 14.شود مي تاييد  
قابل اسـتفاده در جهـت   ريو غ بر زمان ،الذكر فوق يها تمام روش

 تيحساس ـ نياست، همچن ها هرپس ويروس قيو دق عيسر صيتشخ
 ـ  يها گـاه  روش اين نييپا در شـروع درمـان و مـرگ     ريخأسـبب ت
  .دگرد يم مارانيب

 
 

  كوليهاي كلاسيك و مول مقايسه بين روش :1جدول 
Gene Amplification Methods ELISAImmuno Fluorescence Culture  

++/+++ +++ ++++ Speed to produce result 
++++ ++ ++ +++ Sensitivity 
++++ ++ ++ +++ Specificity 
+++ ++ ++ ++ Quantifiability 

++/+++ +++ + + Easy to use 
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  ئيك در شرايط آزمايشگاهيهاي تكثير اسيدنوكل سيستم :2جدول 
 روش تكثيرابداع كننده آنزيم مورد استفاده

 
Thermophilic DNA Polymerase 

Reverse transcriptase, RNA Polymerase 
Reverse transcriptase, RNA Polymerase 

Restriction endonuclease, DNA Polymerase 
BST Large fragment DNA Polymerase 

 
Mullis et al. 
Kwoh et al. 

Guatelli et al. 
Walker et al. 
Notomi et al. 

Target 
-PCR 
-TAS 
-3SR 
-SDA 
-LAMP 

 
DNA Ligase (Thermophilic DNA Ligase) 

QB replicase 
 

Wu/Wallace 
Lomeli et al.

Probe 
-LAR & LCR 
-QB Replicase based Amplification 

 
None 
None 

 
Fahrlander 

Sanchez et al. 

Signal 
-Compound Probes 
-BDNA Probes 

  
B. هاي تشخيص مولكولي روش   

هاي بيولوژي مولكولي در طـي   هاي سريع توسعه در تكنيك گام
هـاي جمعـي و    ثيري عميق در تسـت أسال گذشته، موجب ت 20-25

ير اكاربردهاي تشخيصي، خصوصاً در تشخيص عوامل عفـوني و س ـ 
يك موجـب هـر   ئنوكلهاي اسيد ابداع تكنيك. كاربردها گرديده است

هـاي مختلـف    هـا در آزمايشـگاه   ايـن روش  تـر شـدن   چه كـاربردي 
  . نيكي شده استيلابراتورهاي كل خصوصاً
 اصـولاً  را آزمايشـگاه  شـرايط  در اسيدنوكلئيك تكثير هاي روش

ــي ــوان م ــه در ت ــروه س ــلي گ ــاي روش )1 اص ــر ه ــدف تكثي    ه
 سيگنال تكثير هاي روش )3 و پروب يا كاوشگر تكثير هاي روش )2

 تكثيـر  هـاي  تكنيك گروه ترين كاربردي و مهمترين .نمود بندي طبقه
  15.باشد مي هدف

I. هدف تكثير هاي سيستم  
 اي زنجيـره  واكـنش  همچـون  مهمـي  هـاي  تكنيـك  گروه اين در
 نسـخه  ،)TAS( برداري نسخه براساس تكثير سيستم ،)PCR( پليمراز
 شـونده  سازي جابجا رشته براساس تكثير ،3SR نام به TAS پيشرفته

)SDA(، اسيد نوكلئيك توالي يمبنا بر تكثير )NASBA(،  بـه  تكثيـر 
 ـغل چرخـه  تكثيـر  ،)TMA( رونويسـي  واسطه  تكثيـر  و) RCA( انت
 تكثيـر  هـاي  سيسـتم  در. دارد وجـود ) LAMP( حلقـه  پايه بر همدما

) RNA يا DNA( هدف مولكول آزمايشگاه، شرايط در اسيدنوكلئيك
 ميزانـي  تـا  گـردد  مي همانندسازي زيادي تعداد به با استفاده از آنزيم

 آشـكار  ژل در الكتروفـورز  مثـل  هـايي  روش با را محصول بتوان كه
  16.نمود

اولين و شايد بتوان گفت مهمترين و بهترين سيستمي كـه در آن  

از نظـر  . باشد مي PCRيابد، تكنيك  مولكول هدف افزايش تعداد مي
 DNAسـازي   اصول علمي، اين تكنيك شـباهت زيـادي بـه هماننـد    

تمامي مشـكلات   PCRتكنيك . قع برگرفته از آن استداشته و در وا
پيشين در بيولوژي مولكولي را كه ناشي از عدم دسترسي به مقـادير  

   15.يكسان بود، برطرف كرده است DNAزياد 
a. پليمـــراز اي زنجيـــره واكـــنش )Polymerase Chain 

Reaction(  
، مهمتــرين و بهتــرين سيســتمي اســت كــه در آن PCRتكنيــك 

اي پليمراز امكان تكثيـر   واكنش زنجيره. يابد كثير ميمولكول هدف ت
توانـد بـه عنـوان روش كـاربردي در      دهـد و مـي   را مي DNAرشته 

پـس از  . سازي آنها مورد اسـتفاده قـرار گيـرد    ها و كمي شناسايي ژن
، اين روش به 1985توسط كري موليس در سال  PCRاختراع روش 

تشخيصي مولكولي در  هاي تحقيقاتي و سرعت در تمامي آزمايشگاه
ــي در      ــلاب عظيم ــد و انق ــه ش ــار گرفت ــه ك ــان ب ــاط جه ــام نق تم

بـه عنـوان    PCRامروزه تكنيـك  . شناسي مولكولي ايجاد كرد زيست
شناسـي   هـا در زيسـت   تـرين و پركـاربردترين روش   يكي از متداول

ــه شــمار مــي  ــوالي. رود مولكــولي ب ــدي  شناســايي ت هــاي نوكلئوتي
اس و اختصاصـي بـراي تعيـين عوامـل     ، ابزاري حسميكروارگانيسم

آزمـون تشـخيص مولكـولي، بـه     . هاي باليني است بيماريزا در نمونه
اند كه به نحو قابـل اعتمـادي    شده سازياي اصلاح و استاندارد گونه

ــاليني تعيــين  هــاي ژنــومي را در نمونــه ميــزان كمــي تــوالي هــاي ب
  17و15.كنند مي

در تشــخيص،   PCRتــر تكنيــك بــراي كــاربرد بيشــتر و دقيــق
  18و15.اي از آن به وجود آمده است هاي تغيير يافته روش
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b. Multiplex PCR  
 Multiplexمعمـولي، روش   PCRهاي تغيير يافتـه  يكي از روش

PCR  در اين روش از چندين جفت پرايمر اختصاصي جهت . است
چنـدين  . شـود  هاي مختلف در يك واكنش تكثيري استفاده مي هدف

هـاي مختلـف وجـود دارد     تكثير همراه هدفمنظور يا هدف از اين 
جهت جستجوي تغييـرات   ،DNAهاي بزرگي از يك  بخش .1 :مانند
مربوط به هم در ژنوم هدف  هاي غير بخش .2. تواند بررسي شود مي
تـوان از طريـق ايـن روش،     مي .3 .تواند مورد آزمايش واقع شود مي

بـر روي  . 4 .هاي داخلي براي تكثير شدن نمونه در نظر گرفت كنترل
تـوان بـا پرايمرهـاي مختلـف بـه جسـتجوي عوامـل         يك نمونه مي

  15.مختلف عفوني پرداخت
c.  RT-PCR 

دار، RNAهــاي برخــي از موجــودات ماننــد برخــي از ويــروس
تواند  نيز مي  RNAالگوي ؛تشكيل شده است RNAژنومشان تنها از 

به ايـن شـرط    ،به كار گرفته شود  RT-PCRبعنوان هدف، در تكنيك
  cDNAتبديل به  RTماج شده ابتدا با استفاده از آنزياستخرRNA كه

 Virus (AMV) Avian Myeloblastosis ايـن آنـزيم ابتـدا از   . شـود 
. بـه دسـت آمـد     Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV)و

اين دو ويروس داراي اشكالاتي است از جمله اين   RTكاربرد آنزيم
لذا شرايط بـه كـار رفتـه بـه      ؛استكه اين آنزيم به حرارت حساس 

ولي بعدها از بـاكتري حـرارت دوسـتي    . باشد شكل سختي پايين مي
پليمراز مقـاوم بـه حـرارت     DNA يك كه از ترموفيلوس بنام ترموس

داراي فعاليـت    +Mn2كـه در حضـور يـون    گرديـد جدا )  Tthبه نام(
 در C̊72توانـد در دمـاي    مـي  اين آنزيم. برداري معكوس است نسخه

اضـافه    +Mn2سپس اين ؛بسازد RNA  ،DNAاز روي ،+Mn2حضور 
كه يك عامل مهاركننده اسـت   EDTAيق اضافه كردن شده را از طر

كـه خـود سـاخته اسـت،       cDNAحذف شده و سپس اين آنـزيم از 
ونه كـه مشـاهده   گبنابراين همان. نمايد آن را تكثير مي ه واستفاده كرد

بسـازد   RNA  ،cDNAايي از رويتواند به تنه شود يك آنزيم مي مي
ساخته شده در اثر يك تغيير ساده در شرايط بافري  cDNAو سپس 

  19و15.شود تكثير مي  PCRتوسط تكنيك )EDTAاضافه كردن (
d. ARMS-PCR  

كننـده جهـش، تكنيكـي قدرتمنـد      آرمز يا سيستم تكثير منعكس
در ايـن تكنيـك از   . اي اسـت  هاي نقطـه  براي مشخص كردن جهش

اي نوع جهش يافته و نرمـال در دو لولـه جداگانـه اسـتفاده     پرايمره

پليمراز عمـل    DNAاساس اين تكنيك بر اين پايه است كه. شود مي
زمـاني آغـاز    ،5'→3' پليمريزاسيون را از انتهـاي پرايمـر در جهـت   

پرايمر، ناجور نباشد يعني بـه تـرادف مكمـل     3'كند كه باز انتهاي مي
اسيون در لوله حـاوي پرايمـر نرمـال    اگر عمل پليمريز .خود بچسبد
اي در باز مـورد نظـر    جهش نقطه عدم وجوددهنده  نشان ،انجام شود

است و اگر عمل پليمريزاسيون در لوله حاوي پرايمـر جهـش يافتـه    
اي در بـاز مـورد نظـر     نشان دهنده حضور جهـش نقطـه   ،انجام شود

 15.باشد مي

e. Nested-PCR  
جفـت پرايمـر اسـتفاده    در آن از دو  كـه  PCRيك روش ديگر 

-Nestedگيرد، روش مي شود و جفت دوم در دل جفت اول جاي مي

PCR  در اين روش ابتدا بوسيله جفت پرايمر بيروني در طول . است
 PCRسـپس محصـول    .يابـد  سيكل ترادف هدف ازدياد مـي  15-30

شود و بعنـوان الگـو و بـا اسـتفاده از      حاصل، به لوله ديگر منتقل مي
انجـام شـده و تـرادف     PCRاي داخلـي، مرحلـه دوم   جفت پرايمره

 گـردد  اولـي اسـت، تكثيـر مـي     PCRكوچكتر كـه در دل محصـول   

اين روند اغلب موفق اسـت حتـي اگـر فـرآورده     . )سيكل 15-40( 
صحيح در دور اول كمتر از مقداري باشد كه بوسيله اتيديوم برومايد 

  15.قابل آشكارسازي باشد آگاروز و ژل
  :عبارتند از  PCRش تغيير يافتهمزاياي اين رو

  .حساسيت در اين روش به ميزان زيادي بالاتر است .1
  .بعدي كمتر است يييدهاأروز و تبنياز به  .2
پرايمرهـاي درونـي بـالاتر     ويژگي اين روش بخاطر حضـور  .3

  .است
دور اول به لوله جديد، ممانعـت    PCRبه دليل انتقال محصول. 4

  15.شوند ها رقيق مي كننده
 100 تـا  50 از كمتـر  معمـولي،  PCR هـاي  روش تشـخيص  حد
 PCR حساسـيت  افـزايش  بـراي . اسـت  نمونه ليتر ميلي هر در نسخه

 يـاد  روش. اسـت  كرده پيدا توسعه نيز Nested PCR روش معمولي،
 بـراي  بالايي بسيار ويژگي بيشتر، پرايمرهاي از استفاده دليل به شده
 مرحلـه،  دو در روش ايـن  انجام يلدل به اما كند، فراهم مي ژن تكثير

 بـه  PCR اول مرحلـه  از انتقال هنگام در محصولات آلودگي احتمال
 بـراي  رو ايـن  از. دارد دنبـال  بـه  را كـاذب  مثبت پاسخ دوم، مرحله

. دارد مـاهر  پرسـنل  نياز احتمالي آلودگي هرگونه ايجاد از جلوگيري
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 31 تـا  4 بين ،روش اين در آلودگي از ناشي كاذب مثبت نتايج اخيراً
  15.است شده گزارش درصد

f. Inverse-PCR 
از ئي الگو ابتدا با يك اندونوكلInverse-PCR، DNA در تكنيك

گردد و سپس قطعه مورد نظـر كـه بخشـي از     محدودكننده هضم مي
ترادفش مشخص و بقيـه نامشـخص اسـت در حجـم بـالا لايگيـت       

يـا  بـرخلاف جهـت هـم    (پرايمرها براي بخش مشخصـي  . گردد مي
 از لحاظ ترادف طراحي شده، عمل تكثير حلقـه انجـام   )پشت به هم

  15.شود و محصول قسمت دروني ايجاد مي
g. Anchored-PCR 

اي داريـم كـه بخشـي از      RNAيـا    DNAدر ايـن روش قطعـه  
را  DNAابتدا اين قطعه . ترادف آن مشخص و باقي نامشخص است

. كنيم تك رشته مي، هاي محدود كننده هضم آنزيمي با آنزيماز طريق 
اين قطعـه  . يك پرايمر از قبل طراحي شده است ،براي يك رشته آن

به انتهـاي  . سازيم مي  PCRتك رشته را بوسيله تك پرايمر، با روش
بـا اسـتفاده از ترمينـال      Gتك رشته حاصل و ساخته شـده، دم پلـي  

بدين  PCR سپس عمل. شود مي وتيديل ترانسفراز اضافهئنوكل داكسي
تر نسبت بـه   شود كه يك پرايمر اختصاصي داخلي انجام ميصورت 

از ايـن دو  . شـود  پرايمر اول و دو پرايمر غيراختصاصي استفاده مـي 
و يـك تـرادف    Poly (dc)پرايمر غيراختصاصي، يكي حاوي بخش 

كننده مورد نظر و ديگري فقط  قلاب حاوي محل برش آنزيم محدود
رگتــر غيراختصاصــي و بز پرايمــر .باشــد داراي تــرادف قــلاب مــي

كنـد و   در مراحل اوليه همانندسازي شـركت مـي   ، Poly (dc)حاوي
منجر به ساخت مولكول هدف حاوي ترادف قلاب ضروري، بـراي  

برابر بيشـتر از پرايمـر    10ت كه غلظ(پرايمر غيراختصاصي كوچكتر 
  15.شود مي )غيراختصاصي بلندتر است

h. Ligation-PCR  
شته وجـود دارد كـه بخشـي از    در اين روش، يك الگوي تك ر

ابتدا بوسـيله  . ترداف آن مشخص و بيشتر ترادف آن نامشخص است
بـراي محـل   ) Extension primer(يك پرايمـر اختصاصـي بـه نـام     

رشته مكمل سـاخته و محصـول بـا يـك      مشخصي از لحاظ ترادف
اي و  دو رشته  DNAلينكر فقط با( شود اي لايگيت مي لينكر دو رشته

و پرايمـر كـه   دسـپس بوسـيله   . )گردد ي صاف لايگيت ميبا انتهاها
يكي مخصوص لينكر و ديگري مخصوص ترادف از قبـل مشـخص   

  15.گردد انجام مي  PCRعمل ،است

i. Race-PCR 
در ايـن  . وجـود دارد   Poly-Aهـا، mRNAدانـيم در انتهـاي    مي

 mRNAروش، ابتدا يك پرايمر حاوي دم يا قـلاب بـه تـك رشـته     
بـدين  . شـود  اضـافه مـي  ) RT(بـردار معكـوس    هاضافه و آنزيم نسخ

ساخته و سپس با اسـتفاده از   )cDNA Hybrid )DNA/RNAترتيب 
بـدين ترتيـب در دو   . شـود  انجـام مـي    PCRيك جفت پرايمر عمل

هـاي   حـاوي محـل  (هـا   قلاب ،PCRرشته حاصل يا محصول نهايي 
  .15.وجود دارند )آنزيم محدود كننده

j. Immuno- PCR  
ــزا و ،Immuno PCRروش   در حقيقــت تركيبــي از روش الاي

PCR تاريخچه تكامل تكنيك. است IPCR ًسال  15مربوط به  تقريبا
ژن بـا   بادي به يـك آنتـي   ايده اوليه تركيب اتصال آنتي. باشد اخير مي

به شكل اوليه خـودش مربـوط بـه     PCRدهي  سيگنال قدرت تقويت
ه دادنـد  ئارا را IPCRپروتكل اوليه  Sano/Smithاست و  1992 سال

كه اين پروتكل برعكس پروتكل الايزا بـود؛ بـدين صـورت كـه در     
شـود و سوبسـتراي آنـزيم بـه      اسـتفاده مـي   Ab-Ag الايزا از تركيب

 IPCR شــود ولــي در تكنيــك صــورت آزاد و پراكنــده اضــافه مــي
شود و  بادي متصل مي به آنتي  DNAسوبستراي آنزيم با همان الگوي

محـدوده  ( LODكه با تقويت قدرت  شود افه ميبه آن اض آنزيم بعداً
  20.يابد برابر افزايش مي 1000تا  100بين ) تشخيص

اســت،  PCRايــن روش در حقيقــت تركيبــي از روش الايــزا و 
ژنهاي پروتئيني را با توجه به  بدين صورت كه قدرت تشخيص آنتي

 Real Time PCR روش الايزا داشته و از طرفي بـا اسـتفاده از روش  
ژن  اين توانايي را دارد كه بطور اختصاصي فقط توالي مربوط به آنتي

اين تـوالي را   PCRهاي متعدد  هدف را شناسايي نموده و طي سيكل
تر افزايش دهد، در نتيجه بـدليل قـدرت بسـيار     براي تشخيص دقيق

بـادي پروتئينـي    هاي پروتئيني و آنتـي  ژن بالايي كه در تشخيص آنتي
ژنهـاي باكتريـايي و    ش بيشتر بـراي اجـراي آنتـي   دارا است، اين رو
   20.رود ويروسي بكار مي

k. Real Time PCR  
، اين متد تحولات بسياري را پيـدا  PCRاز زمان معرفي روش   

تـرين و   اي كـه هـم اكنـون بـه عنـوان يكـي از دقيـق        نموده به گونه
هـاي علـوم بـه     هاي تشخيصي در بسياري از عرصه ترين روش سريع

تر شدن اين روش، مكانيسـم   در راستاي كاربردي. شود ميكار گرفته 
انجام و تشخيص نتايج حاصل از آن نيـز دچـار تحـولات متعـددي     
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فيكاسيون با استفاده از مواد  گرديده كه بررسي نتايج حاصل از آمپلي
واقـع   در Real Time PCRتكنيـك   .دار يكي از آن موارد است نشان

ينه ترموسايكلر، انواع تغييرات در نقطه برخورد ابداعات جديد در زم
هـاي   هاي هيبريديزاسيون بـا تكنيـك   پرايمرها و مخلوط كردن روش

در واقع نسل جديدي از ترموسـايكلرها بـا   . باشد فيكاسيون مي آمپلي
كردن  اين اواخر وارد بازار شده كه اجازه مانيتور، سيستم فلورومتري
جمع شـدن را   در زمان PCRورسانس محصول ئپيوسته خاصيت فلو

هاي هيبريديزاسيون  ها از كاوشگرها يا پروب در اين سيستم. دهد مي
اسـتفاده   3'يـا   5'ورسـانس در انتهـاي   ئدار شـده بـا رنـگ فلو    مارك
را بـدون    PCRشـود كـه امكـان مانيتورينـگ پيوسـته محصـول       مـي 

رز در ژل آگـاروز يـا   هايي همچون الكتروفو جداسازي آنها در روش
هيگوشـي اولـين كسـي اسـت كـه بـا        .دهـد  ميد، ميآ ژل پلي آكريل

اقدام به شناسـايي همزمـان    ،1992ساخت يك سيستم ساده در سال 
در طي تكثير نمود و بدين ترتيـب مرحلـه شناسـايي      PCRمحصول

  15.محصول را بعد از تكثير، حذف نمود
هاي بعـد از   نيازي به دستكاري Real-Time PCRهاي  در روش

 بـه هاي سنجش  بنابراين، اين روش ؛باشد ون نميمرحله تكثير آمپليك
از مزايـاي  . اند هاي هوموژن مشهور گرديده يا سيستم هاي بسته روش
هاي هوموژن به حداقل رسيدن آلودگي بعنـوان آفـت اصـلي     سيستم
واكـنش  . باشـد  مـي  هاي تكثيري و توانايي انجام دقيق سنجش روش
بعنـوان يـك اسـتاندارد    هاي اخير  در سال PCRاي پليمراز يا  زنجيره

طلايي جديد، جهت شناسايي طيف وسيعي از الگوها مورد اسـتفاده  
رديابي محصول در نقطه  ،PCRهاي سنتي  در روش. واقع شده است

عمـل    Real timeهـاي  شود، در صـورتي كـه روش   انجام مي انتهايي
ت آن، فرديابي محصول در حين انجام واكنش و بـه مـوازات پيشـر   

يـك تكثيـر   ئنوكل از آنجايي كه اسـيد  .گردد انجام مي سيكل به سيكل
شـود، ريسـك    يافته و مراحل تشخيص در يك محيط بسته انجام مي

هاي بعدي را به طور قابل ملاحظه نسبت  آلودگي به محيط و واكنش
سرعت در انجـام   .دهد كاهش مي  PCRبه روش كلاسيك و معمولي

، مشاهده لحظه PCRآزمايش، حذف مرحله رديابي محصول پس از 
به لحظه واكنش و قطع آن در هر زمـان، حساسـيت و اختصاصـيت    
بالا و انجام واكنش كمـي و بـه دسـت آوردن ميـزان دقيـق ژنـوم و       

باعـث تحـول عظـيم در     Real Time PCRالگـوي اوليـه در روش   
ها و بسياري از كاربردهاي ديگـر   تشخيص مولكولي ميكروارگانيسم

  15.شده است
 مختلـف  هاي روش انواع مولكولي، تشخيصي يها روش بين در

PCR ــد ــت مانن ــرداري رونوش ــوس ب ــيانه ،)RT-PCR( معك  اي آش
)Nested PCR(، چندگانه )Multiplex PCR (واقعـي  زمان و )Real-

Time-PCR (روش .دارنـد  را اسـتفاده  مـوارد  بيشترين Real-Time-

PCR يگيـر  اندازه ويژگي، سرعت، آلودگي، احتمال كاهش لحاظ از 
. دارد برتـري  معمـولي  PCR به نسبت آسان، سازي استاندارد و كمي
 تجهيـزات  و كيـت  نيازمند هدف توالي تكثير براي اينكه دليل به اما

 آوري جمـع  و كـردن  سـاطع  براي هايي سنج نور قبيل از قيمت گران
 ابـزار  يك عنوان به است، ها داده آناليز براي افزار نرم و كامپيوتر نور،

 ـ تشخيصي  آن از كلينيكـي  و خصوصـي  هـاي  آزمايشـگاه  در داولمت
 حساسـيت  و ويژگي سرعت، وجود با كلي طور به. شود نمي استفاده
 قيمــت گــران دســتگاه بــه نيــاز دليــل بــه ،PCR هــاي روش بــالاي

ــايكلر ــراي ترموس ــر ب ــورز و تكثي ــراي ژل در الكتروف  تشــخيص ب
 اهـد نخو اسـتفاده  قابـل  تشخيصـي  مراكز از بسياري در محصولات،

  23-28و15.بود
  

  هاي مولكولي ها و ايرادات تكنيك ويژگي :3جدول 
Disadvantages Advantages 

Commercial assays expensive (but becoming relatively less so)Speed –Results available in a few hours 
High set up costs (equipment) for in house assays High sensitivity- gold standard for many viruses 
Susceptible to contamination rigorous quality-control systems 
required for in-house molecular diagnostics 

Wide range of applications/ versatility increasing availability 
of automation 

Some assays lack clinical validation Increasing availability of commercial assay kits with built- 
in quality control 

Lack of availability and expertise outside specialist centers Increasing availability of external quality assurance 
programmers 

No isolate available for phenotyping Amplicon can be used for sequencing/ genotyping 
Target sequence must be known and highly conserved Can be highly specific to viral subtype 
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l. اسيد نوكلئيك توالي مبناي بر تكثير  
 از ، يكــي)NASBA( اســيد نوكلئيــك تــوالي مبنــاي بــر تكثيــر

 از اسـتفاده  بـه  نيازي روش ينا در كه است همدما تكثير هاي روش
 مختلــف آنزيمــي هــاي واكــنش مجموعــه از و نيســت ترموســايكلر

 الگـوي  عنـوان  بـه  مشخص سكانس با RNA آن در كه شده تشكيل
 RNA آنـزيم . گيـرد  مي قرار استفاده مورد معكوس رونويسي واكنش
 هيـدروليز  آن دنبـال  و RNA روي از DNA سـنتز  باعث T7 پليمراز
RNA به متصل DNA  ايجـاد  دنبـال  بـه . شـود  مـي cDNA از RNA 
 cDNA رشـته  بـه  دوم پرايمـر  ،DNA به متصل رشته هضم و هدف
ــازه ــنتز ت ــده س ــل ش ــا و متص ــرد ب ــزيم عملك ــراز، آن    DNA پليم

 حساسيت 3SR و NASBA هاي روش. شود مي تشكيل ايي دو رشته
 اسـيد  ليتـر  ميلـي  در نسـخه  10 از كمتر قادرند و دارند بالايي بسيار

 كم دليل به اما ؛كنند تكثير ساعت يك از كمتر در را هدف نوكلئيك
 بـراي  دقيـق  ابـزار  نيازمند هدف، توالي انتخاب در شان ويژگي بودن
  15.باشند مي محصولات تشخيص براي پيچيده هاي روش و تكثير

m. حلقه بواسطه همدما تكثير )Loop Mediated Isothermal 

Amplification(  
هـاي   نسلي جديد از تكنيـك  همكاران مي ونوتو 2000 سال در

 را LAMP يـا  حلقه واسطه به دمايي هم تكثير روش نام به تكثير ژن
كردنـد و ايـن روش بـه صـورت گسـترده در شناسـايي و        گزارش

هاي تشخيص طبي اسـتفاده   زا در آزمايشگاه تشخيص عوامل بيماري
 DNA آنـزيم  توسـط  هـدف  اسـيدنوكلئيك  روش ايـن  در. شـود  مي
 تـوالي  در مجـزا  ناحيه 8 كه اختصاصي پرايمر عدد 6 و Bst مرازپلي

 Bst پليمـراز  DNA آنزيم. شود مي تكثير دهند، مي تشخيص را هدف
. كنـد  جـدا  يكديگر از را DNA رشته دو است قادر تكثير، بر علاوه

 دمايي هاي چرخه به نياز بدون DNA روش، اين در ديگر عبارتي به
 نياز LAMP روش بنابراين. شود ير ميتكث اي چرخه خود صورت به
 حمـام  توسـط  راحتـي  به و ندارد ترموسايكلر قيمت گران دستگاه به

 دمـاي ( C̊62-65 يكنواخت دماي كننده فراهم حرارتي بلوك يا آب
 واقـع  در. گيرد مي انجام) Bst پليمراز DNA آنزيم فعالين براي بهينه

 توسـعه  حال در كشورهاي ديدگاه از LAMP روش مزيت مهمترين
 تكثيـر  بـراي  لازم ابزارهـاي  هزينـه  بودن كمتر محدود، مالي منابع با

 علاوه آنها تعداد بودن زياد و LAMP پرايمرهاي ويژه ساختار. است

 DNA بـراي  را بيشـتري  آغـازين  نقـاط  واكـنش،  ويژگي افزايش بر
 تكثيـر  سـرعت  و رانـدمان  افـزايش  به منجر و كند فراهم ميپليمراز 

   دقيقــه 15-90 مــدت در هــدف DNA ترتيــب ايــن بــه. شــود مــي
 توليـد  محصـول  زيادي بسيار مقدار و يابد مي ازدياد برابر 109-1010
 هماننـد  تـوان  مـي  LAMP محصـولات  تشـخيص  منظور به. شود مي

PCR توليـد  دليـل  بـه  امـا . كـرد  استفاده ژل در الكتروفورز روش از 
 بـا  توان يم ،PCR به نسبت LAMP واكنش محصول زيادتري مقدار

 طريـق  از يا و DNA به شونده متصل فلورسنس هاي از رنگ استفاده
 صـورت  بـه  ترتيب به را تكثير نتايج جانبي، محصولات شدن انباشته
 بـه  محصـولات  حـاوي  ميكروتيوب در كدورت ايجاد يا رنگ تغيير

 نياز LAMP واكنش نتايج بررسي براي بنابراين. كرد مشاهده راحتي
 زاي سـرطان  رنـگ  از اسـتفاده  و الكتروفـورز  زحمـت  پـر  روش بـه 

 در تغييـر  گيـري  اندازه با اين، بر علاوه. ندارد وجود برومايد اتيديوم
 تـوان  مـي  اسـتاندارد  منحنـي  رسـم  و اسپكتروفتومتر توسط كدورت
 روش با كمي صورت به را ژن هاي تعداد نسخه و محصولات ميزان

Real-Time واكـنش  مهـم  ايـاي مز از ديگـر  يكـي  .كرد گيري اندازه 
LAMP واكــنش از كمتــر كــه اســت ايــن PCR تــاثير تحــت 

 همچنـين  .گيرد مي قرار كلينيكي هاي نمونه در موجود هاي مهاركننده
 وجود هدف نوكلئيك اسيد استخراج به نيازي لزوماً PCR خلاف بر

) كمتـر  حساسـيت  بـا ( كلينيكـي  هاي نمونه روي بر مستقيماً و ندارد
  21.است انجام قابل

ــر از ــي ديگ ــاي ويژگ ــم ه ــن مه ــام روش، اي ــا آن ادغ  روش ب
 كـه  صـورتي  در ترتيـب،  بـدين . معكـوس اسـت   بـرداري  رونوشت

 بـردار  رونوشـت  آنـزيم  افـزودن  بـا  باشد، RNA هدف اسيدنوكلئيك
 بـا  و شـده  تكثيـر  الگـو  عنوان به RNA واكنش، مخلوط به معكوس
 و هزينـه  در جـويي  صـرفه  باعث سازيcDNA اضافي مرحله حذف
از  مختلفي انواع تشخيص براي تاكنون LAMP روش. شود مي زمان

 طـور  بـه . اسـت  كـرده  پيدا توسعه و ويروسي ميكروبي هاي عفونت
 سـرعت  سادگي، مانند مزايايي گرفتن نظر در با LAMP روش كلي،
 تشـخيص  براي را اي بالقوه كاربردهاي آسان، تشخيص و زياد تكثير

 توسـعه  حـال  در كشورهاي در نيعفو هاي بيماري پايش و كلينيكي
  22.باشد داشته تواند مي

 DNA آنـزيم  يافته تغيير ژن محصول Bstپليمراز  DNA آنزيم  
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 334 تا 323 ؛3، شماره 9؛ دوره 1399 تابستان نشريه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي البرز،

 67 مولكـولي  وزن بـا  ترموفيلـوس  استئارو باسيلوس باكتريپليمراز 
 و 3' بـه  5' فعاليـت پليمـرازي   داراي آنزيم اين. باشد مي دالتون كيلو

 پليمريزاسـيون،  بـا  همزمـان  مچنـين ه. اسـت  5' به 3' اگزونوكلئازي
 را DNA اي خـود چرخـه   سنتز و DNA رشته دو جداسازي توانايي
 C̊63 ويـژه  بـه  C̊ 60-65ثابـت  دمـاي  در آنـزيم  بهينـه  فعاليت. دارد

 از ،C̊70 از بـالاتر  دمـاي  در آن شـدن  فعال غير به توجه با اما است؛
 استفاده دمايي هاي چرخه با يابي توالي و PCR منظور به توان نمي آن

دشـوار   نـواحي  تكثيـر  ويـژه  به DNA همدمايي تكثير براي اما كرد،
 سـاختارهاي  و GC از غنـي  نـواحي  شـونده،  تكرار هاي توالي مانند
 تعـداد  تـوان  مـي  LAMP روش از اسـتفاده  بـا  .اسـت  مناسب ثانويه
 RNA يا DNA) ليتر ميلي در نسخه 10 از كمتر( كم بسيار هاي نسخه

ــه در را ــژوهش اغلــب در. داد تشــخيص نمون  شــده انجــام هــاي پ
 برابـر  100 تـا  10 و Nested PCR مشـابه  LAMP روش حساسـيت 

PCR 31و30و29و22و21و19و18.است شده گزارش معمولي  
  

  LAMPو  PCRهاي تكنيك  مقايسه ويژگي: 4جدول 
LAMP PCR Difference 

LAMP that amplifies DNA with high 
specificity, efficiency and rapidity under 

isothermal conditions 

PCR is a rapid and simple technique of 
producing relatively large number of copies 
of DNA molecules from minute quantities of 

source DNA material

Definition 

No need for a step to denature double stranded 
into a single stranded form 

Denaturation step is compulsory: denature 
double stranded into a single stranded form 

Denaturation step 

Four specially designed primers that recognize 
a total of six distinct sequences on the target 

DNA 

Two primers are to amplify template DNA Specificity 

The sensitivity and specificity are 100% The sensitivity and specificity are not 100% Sensitivity 

LAMP take less time than PCRPCR take more time than LAMP Time requirement 

Cheapest method in comparison to PCR Costly method in comparison to LAMP Cost 
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Human Herpes Viruses (HSV) contain eight pathogens. HSV is one of the most 
widespread viruses in the world and due to the simplicity of the way of transmission the 
number of people infected with the virus has increased in per year. The virus creates a 
wide range of diseases, including mucosal herpes infections and deadly herpes simplex 
encephalitis.  
Today, for the diagnosis of HSV infection several classic methods such as Morphological, 
Immunomorphologic, Virological and Serological methods, including Microscopic 
examination, Virus Culture, Western Blot and ELISA are used. But the speed, sensitivity 
and specificity of nucleic acid techniques (Molecular Technique) such as simple and 
modified PCR technique and Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) have led 
them to become an attractive tool for diagnostic laboratories, and in particular the rapid 
identification of viral disease agents. In this review article, various methods for detecting 
herpes viruses were examined and compared. 
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