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 چکیده

 پر خطر عامل اصلی ابتلا به سرطان دهانه رحم در زنان است. تشخیص سریع و درمان به موقع آن  HPVویروس سابقه و هدف: 

می تواند بسیار کمک کننده باشد. با توجه به اینکه شناسایی این ویروس از طریق روش های سنتی مانند پاپ اسمیر ناکارآمدی های 

 های پرخطر در زنان دارای زخم سرویکس با روش HPVمخصوص به خود را دارد، این مطالعه با هدف ارزیابی عفونت 

 PCR-Multiplex .و نیز کارآمدی این روش در مقایسه با روش پاپ اسمیر انجام شد 

نمونه زخم سرویکس از افراد مراجعه کننده به بیمارستان خانواده اصفهان  00توصیفی بر روی -این مطالعه مقطعی  مواد و روش ها:

شناسایی  PCR-Multiplexبه کمک روش  HPVژنومی، پنج نوع پرخطر از ویروس  DNAانجام گرفت. پس از استخراج و تخلیص 

 شدند. در نهایت مقایسه ای بین نتایج به دست آمده از روش مولکولی و روش پاپ اسمیر انجام گرفت. 

مورد با  18آلوده بودند. تمامی  HPVمورد به تیپ های مختلف ویروس  18نمونه مورد مطالعه  00نتایج نشان دادند که از   یافته ها:

 مورد آلودگی گزارش گردید. 81مثبت تشخیص داده شدند. درحالی که در روش پاپ اسمیر تنها  PCR-Multiplexروش 

  HPVمطالعه حاضر نشان می دهد که روش پاپ اسمیر دارای درصد خطای بسیار بالایی در تشخیص ویروس   نتیجه گیری:

 در تشخیص و غربالگری این ویروس بسیار اختصاصی، سریع و مقرون به صرفه عمل می نماید.  PCR-Multiplexمی باشد. اما روش 

 .PCR-Multiplex، سرطان دهانه رحم، پاپ اسمیر، HPVویروس  واژگان کلیدی:

 31آذر ماه پذیرش برای چاپ:     31مهر ماه دریافت مقاله: 

 مقدمه     

( عامل اصلی ابتلا به سرطان                           HPVsویروس ها            پاپیلوما                  

درصد از سرطان های پوستی                           33 8دهانه رحم می باشند که در                          

درصد از           31مربو  به سلو  های سنگفرشی و                             

(. عفونت مقاوم با                   8آدنوکارسینوماهای آن دیده شده است                                    

نق  اصلی را در ایجاد بدخیمی این سرطان                                         HPVابتلای به          

(. پاپیلوما ویروس یک پاپوویریده پوش  دار است که                                                 2دارد        

جفت بازی می باشد. پوش                           1000حلقوی حدود              DNAدارای       

 پروت ین های دیررس(                          و     پاپیلوما ویروس از دو پروت ین                              

(. هم نین، ژنوم ویروس توانایی                               9ویروس تشکیل شده است                       

 کد کردن ش  پروت ین به نام پروت ین های زودرس را دارا                                                     

 (.                          می باشد           

این پروت ین ها برای همانند سازی و سرهم کردن اجزای                                                   

  RR ویروس ضروری هستند. ژنوم ویروس یک ناحیه تن یمی                                               

جفت بازی دارد که هی                         8000یا منطقه تن یمی بالادست شامل                             

پروت ینی کد نمی کند و بین دو گروه ژن های دیررس و                                                  

شامل عناصر نزدیک است که برای                                 RR زودرس قرار دارد.                

(.    1تن یم بیان ژن و بسته بندی اجزای ویروس لازم می باشد                                                     

شناسایی شده است                   HPVتیپ از ویروس                200تاکنون بی  از               
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تیپ آن قادر به ایجاد عفونت در دستگاه تناسلی                                               10که حدود         

را می توان بر اساس پتانسیل انکوژنی به                                         HPV(.      0می باشند            

دو گروه کم خطر و پرخطر تقسیم بندی نمود. ژنوتیپ های                                                    

می باشند.             10و     99،   98،   81،    8پرخطر شایع شامل تیپ های                         

از این ویروس                81و      8طبق مطالعات انجام شده تنها دو تیپ                                   

 درصد از سرطان های دهانه رحم  سرویکس(                                        0 عامل      

 به راحتی از               88و      (. در حالی که دو تیپ                       می باشند            

 زگیل های تناسلی قابل جداسازی بوده و کم خطر محسوب                                                  

 (.       می شوند           

درصد زنان در هر                   20تا      2تحقیقات نشان می دهد که حدود                             

آلوده هستند. از آنجایی که سرطان                                   HPVزمانی به ویروس                

سرویکس دومین سرطان مشتر  بین زنان است، سالانه بی  از                                                     

زن به آن مبتلا می شوند و حدود نیمی از موارد به                                                 100000

 (.  3و     1مر  ختم می شوند                   

اگرچه مر  و میر ناشی از این سرطان به کمک روش های                                                    

غربالگری و واکسن به طور چشمگیری کاه  یافته است، اما                                                     

(. به عنوان نمونه تنها در                           88و     80هنوز آمار فوت بالایی دارد                            

مورد جدید گزارش شد که                         090000، تعداد         2001سا      

(. دلیل اصلی              82مورد از آنها منجر به مر  گردید                                    200000

مر  و میر، ریسک فاکتورهایی مانند مصرف دخانیات مانند                                                     

سیگار، مصرف بی رویه الکل، نقص ت ذیه ای به خصوص در                                                   

مصرف میوه و سبزی، مصرف طولانی مدت قرص های                                          

ضدبارداری، چند پارتنری بودن  شریک های جنسی متعدد(،                                                    

نداشتن ختنه، هم جنسگرایی، موقعیت اجتماعی پایین و ابتلا به                                                          

و سایر بیماری های مقاربتی مانند                                   H Vعفونت هایی مانند                  

   کوندیلوما تراکوماتیس                    ( و                         هرپس سیم لکس            

 (.    81و     89( می باشد                                    

در سا  های اخیر غربالگری سرطان دهانه رحم بیشتر بر پایه                                                        

روش سرولوژی پاپ اسمیر بوده و تا یر به سزایی در کاه                                                      

ابتلا به سرطان دهانه رحم داشته است. با این وجود، حساسیت                                                        

این روش به شدت به مهارت فرد نمونه گیرنده و پاتولوژیست                                                       

 (.  80و     1بررسی کننده بستگی دارد                          

  PCR-Multiplex             یک نوع ازPCR                        می باشد که چند توالی

هدف می توانند به طور همزمان تکثیر نمایند. از آنجایی که                                                        

( دارای پتانسیل بالایی                       PCRواکن  زنجیره ای پلی مرازی                             

برای غلبه بر محدودیت های پاپ اسمیر می باشد، هدف از این                                                        

برای        PCR-Multiplexمطالعه مقایسه دو روش پاپ اسمیر و                                  

جدا شده از زنان دارای زخم سرویکس                                    HPVتشخیص ویروس             

 در اصفهان بود.                

 مواد و روش ها             

توصیفی بر روی               -این مطالعه مقطعی                  الف( جمع آوری نمونه:                    

ساله مراجعه کننده                     00تا      20نمونه زخم سرویکس از زنان                            00

به بیمارستان خانواده اصفهان انجام شد. تمامی بیماران با                                                        

رضایت کامل بعد از تکمیل پرسشنامه در مطالعه شرکت                                                 

نمودند. نمونه ها با دقت با استفاده از سوآپ های استریل از                                                          

ترشحات واژن و سرویکس هر بیمار در شرای  استریل تهیه                                                    

شدند. هر نمونه به سرعت روی سط  لام پخ  و به آزمایشگاه                                                      

پاتولوژی ارسا  گردید. س س هر اس اچولا به یک لوله استریل                                                        

 حاوی یک میلی لیتر سرم فیزیولوژی منتقل و تا زمان                                                 

 نگهداری شد.               -C   20 شروع آزمایشات مولکولی در دمای                             

  : به من ور             -         و روش            ب( استخراج            

 شماره دسترسی توالی نوکلئوتیدی (bpاندازه ) نام پرایمر

HPV 16 (L1) 197 F 5'-GCAGTTGGACATCCCTATTTTC -3' 
FJ610152 

R 5'-CGACCTACCTCAACACCTACACAG -3' 

HPV 18 (L1) 247 F 5'-TTGGAGAGGGAGAATACACACAG -3' 
KC470213 

R 5'-TTCCTCAACATGTCTGCTATACTG -3' 

HPV 31 (L1) 346 F 5'-TGGATTTTACTGCTTTACAAGACAC-3' 
J04353 

R  '-ATACCATTATTGTGTCCCTGAGC-3' 

HPV 33 (L1) 153 F 5'-GTAAAGGTGTTGCTTGTACTAATGC-3' 
M12732 

R 5'-TAGGAACATCACTTTTATTAGCCTG-3' 

HPV 45 (L1) 467 F 5'-ATGTGTAGGTATGGAAATTGGTCG-3' 
KC470260 

R 5'-CAAACAGTTGTTCACGGCGTAG-3' 

 Multiplex-PCR.توالی پرایمرهای استفاده شده در واکن  : 8جدو  
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 شرکت         DNAویروس از کیت استخراج                        DNAاستخراج         

سیناژن، ایران( و طبق دستورالعمل شرکت سازنده استفاده شد.                                                         

میکرولیتر از                2استخراج شده، مقدار                      DNAبرای بررسی کیفیت                  

 درصد مورد بررسی قرار گرفت.                              2هر نمونه بر روی ژ  آگاروز                           

  HPVبه من ور تشخیص پنج تیپ شایع و پرخطر ویروس                                           

   Ge e Ru  eپرایمرهای اختصاصی به کمک نرم افزار                                    

)Ve sio  3.                         واکن         8طراحی گردید  جدو .) 

Multiplex-PCR                نانوگرم           00میکرولیتر شامل                  00در حجم نهایی

DNA         ،میلی مولار              الگو M Cl   ،00             میلی مولار C    ، 

،   dNTPMixمیکرولیتر             T is-HCl  pH  .     ،100میلی مولار             80

 پلیمراز           DNAواحد آنزیم              0پیکومو  از هر پرایمر و                          00

 ma  Ta                                    .شرکت سیناژن ایران( انجام گرفت  

 با استفاده از دستگاه مستر سایکلر                                    Multiplex-PCRواکن        

  Maste cycle  G adie t   ppe do                        ساخت کشور آلمان با )

و در        C    31 دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دمای                                    80شرای        

  8به مدت          C    31 چرخه شامل واسرشت شدن در دمای                                10ادامه       

دقیقه، گسترش در                   8به مدت          C     8 دقیقه، اتصا  در دمای                      

  C     2 دقیقه و گسترش نهایی در دمای                               8به مدت          C     2 دمای      

 بر روی ژ              PCRدقیقه انجام شد. محصولات                           به مدت        

  به  درصد حاوی اتیدیوم برماید الکتروفورز شدند و                                              0 8آگارز       

 گرفتند.           قرار      بررسی       مورد      لومیناتور           ترانس       دستگاه        وسیله     

 به من ور بررسی و مقایسه نتایج به                                    ج( آنالیز آماری:                

 و نسخه شانزدهم                       M   xcelدست آمده از نرم افزارهای                          

 P               .استفاده شد 

 

 یافته ها        

 مورد        18نمونه مورد بررسی تعداد                          00در این مطالعه از                  

مثبت گزارش شدند.                    HPVدرصد( از ن ر وجود ویروس                           18  

 مورد        81این در حالی است که در روش پاپ اسمیر تنها                                          

درصد( مثبت بودند و بقیه موارد به صورت نرما  با کمی                                                      90  

 التهاب گزارش شده بودند.                         

بودند که در گزارش                     HPVنفر دارای ویروس                    2در واقع         

سیتولوژی نادیده گرفته شدند. آنالیز آماری نشان داد که روش                                                          

 درصد نتایج منفی کاذب دارد.                            00پاپ اسمیر بی  از                  

  Multiplex-PCRدر پ وه  حاضر با استفاده از روش                                   

 درصد        18 9 مشخص گردید که بیشترین فراوانی ویروس با                                        

 می باشد.              -HPVمورد( مربو  به تیپ                       2  

   -HPV-      ،HPV-3    ،HPVدر ادامه تیپ های                  

  11 2و     11 1،   11 1،   93 21به ترتی  با فراوانی                       HPV-33و   

 نمونه آلودگی با دو یا                         80درصد قرار داشتند. هم نین در                             

 (.      8مشاهده گردید  شکل                     HPVبیش  تر از دو ت یپ از ویروس                             

   بح    

سرطان دهانه رحم یکی از شایع ترین سرطان هایی است که به                                                       

صورت مستقیم و یا غیرمستقیم ریشه در عفونت ویروسی دارد.                                                       

هم نین با وجود تمام تلاش ها در زمینه غربالگری و واکس ن                                                      

هنوز دومین سرطان شایع بین زنان دنیا می باش د. از ط رف ی                                                      

ابتلای به این عفونت شایع ترین عفونت منتقل ه ج ن س ی در                                                   

 (.       8سراسر دنیاست                

بنابراین به من ور جبران ناکارآمدی روش پ اپ اس م ی ر در                                                    

پیشگویی بدخیمی، روش های مولکولی را م ی ت وان ی ک                                               

جایگزین قوی در ن ر گرفت. به طوری که ح ت ی ق ادر ب ه                                                 

برای  Multiplex-PCRالکتروفورز محصولات تکثیر شده با روش :  8شکل 

جفت بازی،  800مارکر  HPV    .)Mتشخیص تیپ های مختلف ویروس 

( تیپ 2جفت بازی(، ستون  809 تکثیر قطعه  HPV33( تیپ 8ستون 

HPV    تیپ 9جفت بازی(، ستون   83 تکثیر قطعه )HPV    تکثیر قطعه 

جفت بازی(،   91 تکثیر قطعه   HPV3( تیپ 1جفت بازی(، ستون   21

( تمامی  جفت بازی( و ستون    1 تکثیر قطعه    HPV( تیپ 0ستون 

 تیپ های مورد بررسی در مطالعه.
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شناسایی تیپ ویروس نیز می باشند. با توجه به این واقعیت ک ه                                                          

درصد از بدخیمی ها و                       0 این ویروس عامل                81و      8تیپ های         

تهاجمی تر از بقیه تیپ های ویروس است، از ای ن رو روش                                                    

مولکولی می تواند پیشگویی دقیق تر، حساس تر و سریع ت ری                                                      

داشته باشد و حتی می تواند در تصمیم گیری روش درم ان ب ا                                                      

 (.     8توجه به تیپ گزارش شده نیز مداخله نماید                                          

هر چند این روش گران تر از روش سیتولوژی است، اما به دلیل                                                         

تشخیص سریع تر و دقیق تر در درازمدت از ن   ر اق ت ص ادی                                                   

مقرون به صرفه تر بوده و قادر است جان تعداد زیادی از بیماران                                                             

را با تشخیص به موقع نجات دهد. در مطالعه حاضر یک روش                                                     

Multiplex-PCR                                   برای تشخیص اختصاصی پنج ت ی پ ش ای ع 

 با استفاده از پ رای م ره ای ج دی د                                  HPVو پرخطر ویروس               

 توصیف شد.           

نتایج نشان دادند که با استفاده از ای ن روش و ب ه ک م ک                                                    

پرایمرهای طراحی شده در مطالعه حاضر حساسیت تش خ ی ص                                                 

این ویروس به طور قابل توجهی افزای  می یابد و هم   ن ی ن                                                     

مدت زمان تشخیص نیز کاه  می یابد. برخی از مطالع ات در                                                     

  HPVمورد مقایسه روش های مختلف در تش خ ی ص وی روس                                        

و   (     i de s      انجام شده اند. به عنوان نمونه، س ان ی ج رس                                         

همکاران در مطالعه ای به مقایسه روش های سات رن ب لات و                                                    

پرداختند. اگرچه در ه ر                         Multiplex-PCRنورترن بلات با روش                   

دو روش نتایج مشابه و یکسانی به دست آمد، اما آن ه ا ا  ه ار                                                        

داشتند که به دلیل هزینه بالا، روش های بلاتین   م ق رون ب ه                                                      

ب ه ت ر و          Multiplex-PCRصرفه نمی باشد و استفاده از روش                                

 (.  81مقرون به صرفه تر می باشد                            

( و همکاران نیز در مطالعه ای به مقایسه دو روش                                               Gheitغیت         

Multiplex-PCR              و ریزآرای هDNA        DNA Mic oa  ay      در )

پرداختند. نتایج به دست آمده                               HPVتشخیص تیپ های مختلف                     

(. هم نین در مطال ع ه                     1از هر دو روش یکسان گزارش گردید                                  

( و همکاران مقایس ه ای                        A ostoانجام شده توس  آگوستون                          

در تشخیص وی روس                  Multiplex-PCRو       H   بین دو روش            

HPV                                                  انجام شد. نتایج به دست آمده از هر دو روش ی ک س ان

  Multiplex-PCRگزارش شد. هم نین میزان حساسیت روش                                   

 (.    89درصد تعیین گردید                      30بالای        HPVدر تشخیص ویروس                

در مطالعه دیگری در خص وص م ی زان حس اس ی ت روش                                          

Multiplex-PCR                  در تشخیص ویروسHPV               حساسیت ب الای

 (.    82درصد در استفاده از این روش گزارش شد                                         10

مطالعه ما و دیگر مطالعات انجام شده در خصوص است ف اده از                                                       

 نش ان        HPVبرای تشخیص وی روس                    Multiplex-PCRروش     

می دهند که استفاده از این روش همراه با پرایمر های م ن اس                                                           

 مانند آن ه که در مطالعه حاضر طراحی و به کار گ رف ت ه ش د،                                                       

  HPVمی تواند تا یر بالقوه ای در تشخیص و غربالگری ویروس                                                    

 داشته باشد. هم نین استفاده از ای ن روش در م ق ایس ه ب ا                                                    

  Multiplex-PCRروش هایی که از حساسیت یکسانی با روش                                     

  HPVبرخوردارند باع  تشخیص ارزانتر و سریع تر وی روس                                               

 می شود.       

 نتیجه گیری          

نتایج مطالعه حاضر نشان داد که روش پاپ اسمیر دارای                                                   

 در      HPVاختصاصیت بسیار پایینی در تشخیص ویروس                                      

نمونه های سرویکس می باشد. به طوری که در این مطالعه                                                    

 درصد نتایج منفی کاذب داشت.                              00روش پاپ اسمیر بی  از                      

دارای         Multiplex-PCRاین در صورتی است که روش                         

 اختصاصیت بسیار بالایی در تشخیص این ویروس بود.                                              

در نهایت استفاده از این روش به همراه پرایمرهای طراحی شده                                                          

 در      HPVدر مطالعه حاضر به من ور تشخیص ویروس                                     

نمونه های مخاطی دهانه رحم و هم نین انجام مطالعات                                                  

اپیدمیولوژیک برای تعیین فراوانی تیپ های شایع و پرخطر                                                      

 در نقا  مختلف جهان پیشنهاد می گردد.                                     HPVویروس       

 

 تشکر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از همکاران مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی                                                         

دانشگاه آزاد اسلامی شهرکرد به دلیل همکاری صمیمانه در                                                     

 اجرای این پ وه  کما  امتنان را دارند.                                     
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Abstract 

Background & Objectives: High-risk human papillomaviruses (HPV) is the main cause of cervical 

cancer in women. Early diagnosis and immediate treatment are very helpful. Detection of this  

infection by traditional methods, such as pap smear, are very inadequate. This study was aimed to 

evaluate the HPV infection in women with cervical wounds using Multiplex PCR, and to compare 

the efficiency of this methods with pap smear.  

Materials & Methods: This cross-sectional study was carried out on 50 samples from patient with 

cervical wounds attended to Khanevadeh Hospital in Isfahan. After extraction and purification of 

DNA, 5 types of HPV viruses were identified using Multiplex PCR. At the end, the results of 

these technique were compared with the results obtained from Pop smear. 

Results: Our results showed that 41 samples were positive to different types of HPV infection. All 

of these strains were detected using Multiplex PCR method. However, only 14 cases were  

reported positive by pap smear technique.  

Conclusion: According to the results, pap smear has high error rate in HPV detection. But  

Multiplex PCR can provide a rapid, sensitive and affordable method for detection and screening 

of the viral infection. 
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