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Abstract 

Background: The Real-time PCR assay has been established as the standard method for 
Human Cytomegalovirus (HCMV) quantitation in immunocompromised patients. However, the 
question of which one of whole blood or plasma specimens is better for viral quantitation is still 
unresolved for many clinical laboratories. To answer this question, the current study compares HCMV 
DNA load in whole blood and plasma samples. 

Materials and Methods: In this prospective study, the whole blood and plasma samples were 
obtained from 41 transplantated patients and the viral load was detected using a validated, in-house 
Real-time PCR assay. 

Results: Of the total 193 examined specimens, 174 were negative and 19 samples, from 16 
patients, were positive in at least one of whole blood or plasma samples. Based on the results of linear 
regression analysis, the cytomegalovirus viral load was correlated in whole blood and plasma samples 
(R2: 0.872). However, the regression equation shows that the HCMV load in whole blood samples is 
higher than load of this virus in plasma. The validity of the quantitative results was confirmed by 
repeating the tests and analyzing the results using the repeated measure analysis. 

Conclusion: Based on the results of the present study, HCMV quantitation in whole blood 
samples has a higher analytical sensitivity than in plasma samples. 
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هاي خون تام و پلاسما  مقایسه بار ویروس سیتومگال انسانی در نمونه
 بیماران دریافت کننده پیوند
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 چکیده
 کمی به عنوان روش استاندارد به منظور کمیت سنجی ویروس Real-time PCR  استفاده از روش:زمینه و هدف

ي ها با این وجود این سوال که کدامیک از نمونه. سیتومگال انسانی در بیماران داراي نقص سیستم ایمنی مطرح شده است
 هنوز پاسخ داده نشده بالینیهاي  گیري تیتر ویروس بهتر است براي بسیاري از آزمایشگاه خون تام یا پلاسما براي اندازه

 ویروس سیتومگال انسانی در دو نمونه DNAبه منظور پاسخ دادن به این سوال، مطالعه حاضر به مقایسه بار . است
  .پردازد پلاسما و خون کامل می

 بیمار دریافت کننده پیوند مورد ارزیابی قرار 41هاي خون تام و پلاسما از  نگر نمونه  در یک مطالعه آینده:اه  مواد و روش
  . خانگی معتبر شده سنجش گردیدReal-time PCR روشگرفت و بار ویروس سیتومگال به وسیله 

 بیمار در 16 نمونه از 19بودند و تعداد  نمونه داراي نتایج منفی 174 نمونه بررسی شده، تعداد 193 از مجموع :ها یافته
بر اساس نتایج آنالیز رگرسیون خطی، بین تیتر ویروس . هاي پلاسما یا خون کامل مثبت شدند دست کم یکی از نمونه

دهد  با این وجود معادله رگرسیون نشان می).  =872/0R2(بستگی وجود دارد سیتومگال در دو نمونه خون تام و پلاسما هم
اعتبار . باشد هاي پلاسما می هاي خون تام بالاتر از تیتر این ویروس در نمونه  در نمونه ویروس سیتومگال انسانیکه تیتر

  .نتایج به وسیله آزمون آماري اندازه گیري مکرر مورد تأیید قرار گرفت ها و آنالیز سنجی نتایج کمی به وسیله تکرار آزمایش
 در نمونه  ویروس سیتومگال انسانیهاي کمیت سنجی ین مطالعه، انجام آزمون بر اساس نتایج حاصل از ا:نتیجه گیري

  .خون تام داراي حساسیت آنالیتیک بیشتري نسبت به نمونه پلاسما است
  Real-time PCR  ویروس سیتومگال انسانی، بار ویروسی، کمیت سنجی،:واژگان کلیدي
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  مقدمه
 Human(ویروس سیتومگال انسانی

Cytomegalovirus-HCMV ( عضوي از خانواده هرپس
 این ویروس از طریق بزاق، ترشحات تنفسی، .ویریده است

ه به محیط دفع ادرار، شیر و ترشحات تناسلی فرد آلود
تواند از طریق انتقال خون،   میHCMVبه علاوه . شود می

پس از عفونت . )1(پیوند اعضا و تماس جنسی نیز منتقل شود
اولیه، این ویروس به صورت نهفته و براي تمام طول عمر در 

تواند در فواصل زمانی نامشخص  ماند و می بدن فرد باقی می
ونت اولیه یا عود مجدد به طور کلی عف.  فعال شوددوباره

HCMV در افراد داراي نقص سیستم ایمنی یا در جنین و 
تواند بسیار  نوزادان که سیستم ایمنی آنها ناکامل است، می

ي پیوند  کننده بیماران دریافت . )2(شدید و سیستمیک باشد
ي سیستم  آلوژن، به علت مصرف داروهاي سرکوب کننده

بنابر این .  هستندHCMV ایمنی، همواره مستعد بیماري با
 در این بیماران HCMVتوجه به کنترل عفونت و بیماري 

براي درمان . )3(شود یک فرایند بسیار مهم محسوب می
HCMVشود و   معمولاً ازداروي گانسیکلوویر استفاده می

 داروي فوسکارنت به عنوان ،در مواقع مقاومت دارویی
ورد قبول براي استراتژي م. )4(گردد جایگزین استفاده می

، درمان پیشدستانه است و مطالعات مختلف HCMV درمان
. اند بیانگر ارجحیت این نوع درمان بر پروفیلاکسی همگانی

شود که میزان  در این روش دارو تنها زمانی تجویز می
گویی کننده  داري که پیش ویروس در خون به سطحی معنی

ینیکی ، در زمانی پیش از شروع علائم کلHCMVبیماري 
بنابر این روش درمانی پیشدستانه نیازمند تعیین . باشد، برسد

-Realامروزه روش . )6، 5( در خون استHCMVکمیت 

time PCRیکم )qPCR ( به عنوان روش استاندارد در
تعیین کمیت ویروس سیتومگال در خون بیماران داراي 

این روش براي . شود نقص سیستم ایمنی محسوب می
هاي مختلف، به   ویروسی در نمونهDNAبار گیري  اندازه

و پلاسما ) Whole Blood-WB(خصوص خون کامل
البته در مورد این که کدامیک از اجزاي . شود استفاده می

گیري بار ویروسی است  خونی فوق بهترین نمونه براي اندازه

دهند از  برخی از محققین ترجیح می. اتفاق نظر وجود ندارد
استفاده کنند و گروهی دیگر پلاسما ها PBL خون کامل یا

  .)7-12(کنند را به عنوان نمونه مناسب انتخاب می
 DNAاز این رو مطالعه حاضر به مقایسه بار 

ویروس سیتومگال انسانی در دو نمونه پلاسما و خون کامل 
در . پردازد  میReal-time PCRبا استفاده از روش 

فت کننده پیوند هاي دریا هاي به عمل آمده از نمونه بررسی
استفاده ) HSCT(هاي بنیادي خونساز کلیه و پیوند سلول

تر جهت  شده است و تلاش شده است تا نمونه مناسب
  .کمیت سنجی معرفی گردد

  
  ها مواد و روش

  ها نمونه
نگر در فاصله زمانی بین تیر  در یک مطالعه آینده

نده  بیمار دریافت کن29 نمونه از 193 تعداد 1391ماه تا مهر 
 دریافت کننده پیوند 12هاي بنیادي خونساز و  پیوند سلول

انکولوژي و پیوند -کلیه، به ترتیب از بخش هماتولوژي
هاي بنیادي بیمارستان شریعتی و آزمایشگاه بیمارستان  سلول

 EDTA حاوي Venipunctureهاي استریل  دي در لوله
مل خون کا میکرولیتر از نمونه 200مقدار . آوري شدند جمع

و استفاده گردید  DNAجهت استخراج به طور مستقیم 
 rpm 2500سانتریفیوژ در دور   سپس نمونه پلاسما به وسیله

 میکرولیتر از 200شد تا مقدار   دقیقه جدا سازي 20به مدت 
مطالعه حاضر .  قرار گیردDNAآن نیز مورد استخراج 

 از 11690متعاقب اخذ مجوز اخلاق پزشکی به شماره 
انکولوژي و پیوند - اخلاق بخش هماتولوژيکمیته
  .هاي بنیادي بیمارستان شریعتی صورت پذیرفت سلول

 میکرولیتر 200، مقدار DNAبه منظور استخراج 
 و پلاسماي هر بیمار با استفاده از کیت WBهاي  از نمونه

QIAamp DNA mini Kit )Qiagenو بر ) ، آلمان
لیص قرار اساس دستور العمل شرکت سازنده مورد تخ

 50 استخراج شده در حجم DNAدر نهایت . گرفت
کیت حل شد تا رقیق کننده و نگهدارنده میکرولیتر از بافر 



 بهزاد خوانساري نژاد و همکاران...                                                                                               ايمقایسه بار ویروس سیتومگال انسانی در نمونه ه

 23                                                                                                            1393تیر، 4، شماره هفدهممجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك،  سال 

 Real-time PCR میکرولیتر از آن در واکنش 5مقدار 
  .مورد استفاده قرار گیرد

ها به وسیله یک   در نمونهHCMVتعیین کمیت 
فاده از  خانگی معتبر و با استReal-time PCRآزمون 

صورت ) ، آلمانLightCycler®1.2) Rocheدستگاه 
 بوده و TaqManاین آزمون بر اساس تکنولوژي . گرفت

به صورت یک روش دوپلکس از ژنوم ویروس 
به عنوان کنترل داخلی ) ILT(لارنگوتراکئیت پرندگان 

هاي  به طور خلاصه، واکنش. )6(گیرد اگزوژن بهره می
 میکرولیتر مستر 4: ر شامل میکرولیت20تکثیري در حجم 

 4/0، )، آلمانLightCycler® TaqMan® )Rocheمیکس

ها و  میکرولیتر از پروب2/0ها،  میکرولیتر از هر یک از پرایمر
فرایند . صورت پذیرفت استخراج شده DNA میکرولیتر 5

 95تکثیر در دستگاه شامل یک سیکل فعال سازي آنزیم در 
 سیکل 45یقه و به دنبال آن  دق10گراد به مدت  درجه سانتی

 درجه 58 ثانیه، 10گراد به مدت   درجه سانتی95شامل 
گراد به مدت   درجه سانتی72 ثانیه و 20گراد به مدت  سانتی

 دستگاه F1/F3 ثانیه، همراه با قرائت فلورسانس در کانال 5
توالی الیگونوکلئوتیدهاي به کار گرفته شده در این . باشد می

  . نشان داده شده است1واکنش در جدول 
  

  
   Real-time PCRهاي به کار گرفته شده در واکنش  توالی پرایمرها و پروب. 1جدول 

 )3` به 5`(توالی  اهداف ویروسی
اندازة محصول 

 )جفت باز(
HCMV  

 پرایمر سنس
  سنس پرایمر آنتی

 پروب سنس

 
CAGTCCCGAGACMGTGAGAC 
TGAACATCCCCAGCATCAACG 
FAM-TGCCACATCTGCTTGCCCGACGC-BBQ 

137 

ILT  
 پرایمر سنس
  سنس پرایمر آنتی

 پروب آنتی سنس

 
TATCACCCTGAGGTCCAGACTG 
AGGCACAAAGACAAAATCATCTCC 
DYXL-AAGCCGCAGGTCGCCGCACG-BBQ 

96 

  
  

به منظور تعیین همبستگی بین نتایج کمی در پایان 
از آنالیز رگرسیون خطی و جهت بررسی اعتبار سنجی از 

استفاده ) Repeated measures(ارهاي مکررآنالیز تکر
 SPSSهاي آماري با استفاده از نرم افزار  کلیه بررسی. شد

  . انجام گرفت16نسخه 
  

  ها یافته
  ها و بیماران نمونه

 3هاي اخذ شده از هر بیمار  میانه تعداد نمونه
 نمونه بررسی 193از مجموع . بود)  نمونه6 تا 1دامنه (نمونه

 19نمونه داراي نتایج منفی بودند و تعداد  174شده، تعداد 
هاي پلاسما یا   بیمار در دست کم یکی از نمونه16نمونه از 

 بیمار داراي 15بدین صورت که . خون کامل مثبت شدند

.  بیمار داراي نتیجه مثبت پلاسما بودند10 و WBنتیجه مثبت 
 بیمار علائم بالینی و شواهد آزمایشگاهی دال بر وجود 7در 

 تشخیص داده شد و مداخله درمانی به HCMVماري بی
وسیله داروي گانسیکلوویر توسط پزشکان معالج صورت 

تمامی بیمارانی که مورد درمان قرار گرفتند در بازه . پذیرفت
پیش از وقوع علائم بالینی، عود ) 4میانه (روز10 تا 3زمانی 

 و پلاسما خون کامل را در هر دو نمونه HCMVعفونت 
اده بودند و تیتر ویروس در هر دو نوع نمونه همواره نشان د

  ).لیتر  کپی در میلی2201000 تا 730دامنه (بالا گزارش شد
 در نمونه خون تام و HCMVمقایسه تیتر ویروس 

  پلاسما
بر اساس نتایج حاصل از آنالیز رگرسیون خطی، 

 و پلاسما خون کاملبین تیتر ویروس سیتومگال در دو نمونه 
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با این ).  =000/00p=  ،872/0R2(وجود داشت همبستگی 
وجود بر مبناي نتایج حاصل از معادله رگرسیون، تیتر 

بالاتر از تیتر این ویروس خون کامل هاي  ویروس در نمونه
  ).1شکل (باشد هاي پلاسما می در نمونه

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 بین دو HCMVآنالیز همبستگی نتایج کمیت سنجی . 1شکل 
لیتر به  نتایج بر حسب کپی در میلی. تام و پلاسمانمونه خون 

ضریب تعیین همبستگی . اند صورت لگاریتمی نشان داده شده
  .مربوطه در قسمت بالا و سمت چپ شکل نمایان است

  
  اعتبار سنجی نتایج کمی

به منظور بررسی پایداري نتایج کمی، تمامی 
آنالیز هاي مثبت دو بار دیگر از مرحله استخراج تا  نمونه

نتایج حاصل از آنالیز . نتایج مورد ارزیابی قرار گرفتند
Repeated measuresدهد که اختلاف آماري   نشان می

هاي   اعداد حاصل از تکرار نمونه داري بین میانگین معنی
 دیده نشد که این یافته موید WBهاي  پلاسما و نیز نمونه

ز رگرسیون ها و نتایج آنالی معتبر بودن سنجش اندازه گیري
  ).2جدول (باشد خطی اولیه می

ها بر  نتایج حاصل از تکرار کمیت سنجی نمونه. 2جدول 
  هاي خون تام و پلاسما روي نمونه

 Repeated measure مربوط به آزمون آماري pمقادیر 
شود فرظیه صفر رد نشده  همان گونه که ملاحظه می. باشد می

ن نتایج حاصل از است که این مسأله موید تکرار پذیر بود
  .باشد اندازه گیري می

  

    پلاسما  خون کامل
 انحراف ±میانگین

  معیار
p انحراف ±میانگین

  معیار
p  

  23/1×105±03/5  56/9×104±26/3  تکرار اول
تکرار 

  دوم
91/5±105×52/1  82/4±105×18/1  

تکرار 
  سوم

87/5±105×53/1  

27/0  

28/5±105×31/1  

216/0  

  زمون آماري مربوط به اpمقادیر 
  

  بحث
 به عنوان روش استاندارد به qPCRاگرچه روش 

 در بیماران داراي نقص HCMVمنظور تعیین بار ویروس 
سیستم ایمنی مطرح شده است، ولی در مورد نمونه مورد 

در . کمیت سنجی توسط این روش اتفاق نظر وجود ندارد
 هاي کشور نمونه خون تام مورد ارزیابی برخی از آزمایشگاه

هاي دیگر نمونه  گیرد و در برخی از آزمایشگاه قرار می
اهمیت این موضوع در این . شود پلاسما ترجیح داده می

 در HCMVنکته نهفته است که اعداد حاصل از بررسی بار 
 و پلاسما بر یکدیگر منطبق نیستند و با خون کاملهاي  نمونه

 در HCMVتوجه به این واقعیت که معمولاً عفونت 
 عددي خاص درمان Cut offاي پیوند بر اساس یک ه بخش

شود، ممکن است پزشکان معالج که عفونت ویروس  می
نمایند، دچار  هاي بیماران پایش می سیتومگال را در نمونه

  .سردرگمی و اشتباه در تصمیم گیري شوند
در بررسی حاضر اگرچه بین نتایج حاصل از تعیین 

 پلاسما همبستگی  وخون کاملهاي  بار ویروس در نمونه
 همواره WBهاي   در نمونهHCMVوجود دارد، ولی تیتر 

از این رو . هاي پلاسما تشخیص داده شد بالاتر از نمونه
توان نتیجه گرفت که حساسیت آنالیتیک بررسی  می

این . هاي پلاسما بهتر است هاي خون تام نسبت به نمونه نمونه
شده مشابه در یافته مطابق با برخی عمده مطالعات انجام 

ترین مطالعات  در یکی از کامل. باشد کشورهاي دیگر می
با مطالعه  2008 و همکاران در سال  گاریکوصورت گرفته،

 نمونه خون تام و پلاسما نتیجه گیري کردند 1474بر روي 
هاي  که حساسیت آنالیتیک بررسی خون تام بیشتر از نمونه
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از مطالعات دیگر این یافته در تطابق بسیاري . پلاسما است
بالاتر از خون کامل  در HCMVاند  تیتر  است که نشان داده

از جهت دیگر برخی از محققین . )7-12،10-14(پلاسما است
دارند که استفاده از پلاسما داراي این مزیت است  اعلام می

ر فعال  در پلاسما نشان دهنده تکثیHCMVکه حضور 
هاي در گردش و برخی  ویروس و آزاد شدن آن از لکوسیت

گردد که پلاسما  به علاوه عنوان می. هاي دیگر است از سلول
 است و از WBهاي ژنومی کمتري از  داراي پیچیدگی

رو استفاده از آن منجر به افزایش ویژگی واکنش  این
در این مطالعه نیز با بررسی ضرایب . )15-17(گردد می
ها هم مشخص  یرات حاصل از سه بار کمیت سنجی نمونهتغی

 تغییرات اعداد کمی در WBهاي  شد که در مقایسه با نمونه
و ) ها نشان داده نشده است داده(هاي پلاسما کمتر است نمونه

تر  اعداد حاصل از کمیت سنجی پلاسما به یکدیگر نزدیک
هاي  ونه حاضر تمامی نم از آن جایی که در بررسی. باشند می

مثبت سه بار مجزا مورد ارزیابی قرار گرفتند، نتایج به دست 
آمده معتبر بوده و به عبارت دیگر این نتایج حاصل از 

بالا بودن تیتر ویروس در نمونه . باشند خطاهاي تصادفی نمی
خون تام احتمالاً به این علت است که ویروس سیتومگال 

اخل سلولی یک پاتوژن داخل سلولی بوده و به صورت د
  .)18، 5(کند تکثیر می

  نتیجه گیري
بر اساس نتایج حاصل از این مطالعه، انجام 

هاي ملکولی کمی براي تعیین بار ویروس سیتومگال  آزمون
انسانی در نمونه خون تام داراي حساسیت آنالیتیک بیشتري 

رو در مواردي که  از این . نسبت به نمونه پلاسما است
 اهمیت دارد، HCMVص عفونت با حساسیت بالا در تشخی

هاي پلاسما داراي  نسبت به نمونهخون کامل استفاده از نمونه 
هر چند در مواردي که حساسیت بالا مد نظر . ارجحیت است

نباشد و تشخیص ویژه از اهمیت بالینی بیشتري برخوردار 
  .تر باشد باشد، ممکن است استفاده از پلاسما کمک کننده

 تشکر و قدردانی
ین وسیله مراتب قدردانی خود را از تمامی بد

هاي  انکولوژي و پیوند سلول-پرسنل مرکز هماتولوژي

السادات  بنیادي بیارستان شریعتی تهران، به ویژه خانم اشرف
حسینی و نیز پرسنل آزمایشگاه بیمارستان دي، اعلام 

از جناب آقاي دکتر مهدي پریان، عضو هیأت . داریم می
ور ایران نیز به خاطر مشاوره علمی تشکر علمی انستیتو پاست

  .شود می
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