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  دهيچک
. دباش يدر انسان م) تيآنسفال (ي مرکزيتم عصبسيجاد عفونت سيا  عامل۲ و ۱پ يمپلکس تيس هرپس سروي و:نه و هدفيزم

 جهت LAMPد ي جديک مولکولين مطالعه تکنيدر ا. باشند يزا ميمارين عامل بيص اين روش تشخي، بهتري مولکوليروشها
  .  قرار گرفتيابيروس مورد ارزين ويپ ايص هر دو تيتشخ

 ها  نمونهDNA. شده يتهد تهران يمارستان مفياز ب )CSF (ي نخاع-يع مغزي نمونه ما۱۸۴ ،ي تجرب مطالعهکيدر : يروش بررس
 يها  و تستي طراحHSV روسيمراز وي پلDNAژه ژن ي و،مري پرايي تا۶ک دسته ي. استخراج شد ناژني سDNPت يکله يبوس

ک يج تکنينتا. د قرار گرفتيين مورد تايبرگري افزودن سا باLAMPمحصول واکنش  .ديک انجام گردين تکني ايژگيت و ويحساس
LAMPک يج تکني با نتاPCRسه شديمقا يله آزمون مربع کاي بوس.  

. دين گردييروس تعيکل وي پارت۵۰ تا PCRک يت تکنيروس و حساسيکل وي پارت۵ تا LAMPنه شده يک بهيت تکني حساس:ها افتهي
، CSF نمونه ۱۸۴از . برخوردار بودند% ۱۰۰ يژگي، از وHSVروس ي و۲ و۱پ يص تي در تشخPCR و LAMPک يهر دو تکن

ک يت تکنيحساس.  گزارش شدند، مثبتPCRک يتکن نمونه با ۴۵که ي در حالص داديمثبت تشخ نمونه را LAMP ۶۰ک يتکن
LAMP ،۱۰کي برابر بالاتر از تکن  PCRن دو ي داد ا نشانيربع کا دو روش  با استفاده از آزمون مجي نتانيسه بيمقا .به دست آمد

  .گر تفاوت دارنديکدي با p< 0.05  داريروش در سطح معن
 يژگيو ت وي از حساسLAMPک يله تکني، بوس CSFيها  موجود در نمونهHSVروسي و۲و ۱پ يص دو تي تشخ:يريگ جهينت

  . برخوردار استييبالا
 ي نخاع- يع مغزيما ،LAMPمپلکس، يروس هرپس سي و:ها هژد وايکل

  ۲۴/۱۱/۸۹ :      پذيرش مقاله۶/۱۱/۸۹:       اصلاحيه نهايي۱/۹/۸۹ :ل مقالهوصو
  

 مقدمه
از دسته ) ۲ و ۱ پيت(مپلکس يروس هرپس سيو

تواند در تمام طول  ي عصب گرا است که ميها روسيو
 مانده و به دنبال يعمر در بدن انسان به صورت نهفته باق

  ت يالـان فعـ انسيايگانگل يـ حسيها ، در نورونيگـنهفت

  
 HSVفعال شدن مجدد عفونت ). ۱( رديگخود را از سر 

 يا در ارتباط با فشارهاي يتواند به طور خود به خود يم
). ۲( فتدي اتفاق بيمنيستم اي و ضعف سيکيزيا في يجانيه

 يروس به روشهاين ويص اي تشخيروشها
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 ٥٧محمد حسن شاه حسيني      
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ک، يک، سرولوژيمونو مورفولوژيک، ايمورفولوژ
م يد تقسي و جدي مولکوليک و روشهايرولوژيو
ن يص اي تشخين روشهايتر از ساده). ۳( شوند يم
عات يه نمونه از قاعده ضايتوان به روش ته يروس ميو

ن روش مشاهده با يو همچن) Tzanck smear( يپوست
 يصيروش تشخ.  اشاره کرديکروسکوپ الکترونيم
 يصيک روش تشخيروس است که يگر کشت ويد

Gold Standardص ي تشخيروشها). ۴( رود ي م به شمار
ا ي gG1 يها ي بادي شناخت آنتي بر مبنايکيسرولوژ

gG2رنديگ ياستفاده قرار م مورد روسيص وي تشخي برا 
توان به زمان بر  ي ميصي تشخين روشهايب اياز معا). ۵(

 و يماريه بيص در مراحل اوليت تشخيبودن، عدم قابل
 يا منفي و  مثبتين احتمال به دست آمدن جوابهايهمچن

 ي استفاده از روشها،نيبنابرا). ۶( کاذب، اشاره کرد
 يروشها). ۷( باشد ي مي ضروريص مولکوليتشخ
 يدهاير اسي و تکثي جداسازي بر مبنايص مولکوليتشخ

 مرازي پليا رهيروس شامل واکنش زنجيک وينوکلئ
)PCR(ر هم دما ي، تکث)Isothermal Amplification ( 

 در ياست که حت) Hybridization (يو دو رگه ساز
ق عامل يص دقي قادر به تشخيه آلودگيمراحل اول

ون يکاسي في آمپليروشها). ۷و ۸( باشند يزا ميماريب
 اشکالات خاص خود ياد داراي زيايرغم مزا يعل
، که در PCRک يبه عنوان مثال استفاده از تکن. باشند يم

 به Gold standard يصيک روش تشخيحال حاضر 
ار ي بسيد، با وجود دقت بالا و کاربردهايآ يمحساب 

مت مثل يشرفته و گران قيزات پياز به تجهيآن، به علت ن
 يصي در مراکز تشخيکلر به صورت عموميترموسا

 يص مولکولي تشخياز روشها). ۷و ۹( شود ياستفاده نم
رد و يگ ير به صورت هم دما صورت ميکه در آن تکث

ر هم دما به واسطه يک تکثيکلر ندارد تکنياز به ترموساين

 ۲۰۰۰ن بار در سال يباشد که اول ي م(LAMP)لوپ 
ن واکنش يدر ا. نه شدي و همکارانش بهNotomiتوسط 

 ي داخليمرهاي تحت عنوان پرا،ژهيمر وي پرا۶از 
FIP(F1C,F2) و BIP(B1C,B2)ي خارجيمرهاي، پرا 

F3 و B3ژه لوپ ي ويمرهاي و پراLB(LBP) و 
LF(LPF)يمر داخليپرا. شود ي بالا استفاده ميژگي با و 

FIP در رشته DNAه مکمل ي الگو به ناحF2(F2C) در 
شود و سنتز رشته مکمل را آغاز  يرشته الگو متصل م

و F3  ي خارجيمرهاي پرايريکند و سپس با قرارگ يم
B3مي با کمک آنزDNA مراز ي پلBstن رشته ي ، طول ا
 شکل يبل دمDNAد ساختار يل شده که به توليطو

 به عنوان ماده DNA حلقه -ن ساختار ساقهيا .انجامد يم
 به FIPمر يپرا کند، ي عمل مLAMPآغازکننده واکنش 

شود و سنتز  ي متصل مDNAحلقه -لوپ در ساختار ساقه
  حدDNAکند که ساختار  ين را آغاز ميرشته جانش

 -کند که در ساقه يجاد ميحلقه ا- به صورت ساقهيواسط
 باشد، ي هدف مي وارونه از تواليک کپي يحلقه دارا

ل ي تشکBIPمر يله پرايگر ژن و بوسي ديکه در انتها
جاد ي ايرونيحلقه ب  باي ساختار،رشته آزاد شده .شود يم
. کند ي عمل مBIPمر ي پرايکند که به عنوان الگو برا يم

شود که به عنوان  يد مي شکل تولي دمبلDNAسرانجام 
با  .شود ي وارد عمل مLAMP ريتکث ماده مرحله چرخه

 ن ساختارها،يژه اي پروپ ويدهايگونوکلئوتي اوليطراح

 يرگه ساز دها در دويگونوکلئوتين اوليتوان از ا يم
ون با گرما ين صورت به دناتوراسي که در ا،استفاده کرد

ن است که يو نشان دهنده ا ستي نيازير نيبعد از تکث
 دما انجام کيص در ير تا تشخيتمام مراحل از تکث

حلقه با - ساقهي هاDNA ييمحصولات نها. شوند يم
 ي هدف و ساختارهاDNA معکوس از ين تواليچند

). ۱۰-۱۲( باشند ي ميي چند تايها ه گل کلم با حلقهيشب

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jk
u.

m
uk

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

7-
25

 ]
 

                               2 / 8

http://sjku.muk.ac.ir/article-1-468-en.html


 .…بهينه نمودن تكنيك       ٥٨

 ۱۳۹۰بهار / دوره شانزدهم/ نمجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستا

ر چند مطالعه در ارتباط با کاربرد ي اخيها  ساليدر ط
 صورت گرفته HSVروس يص ويک در تشخين تکنيا

ران ين بار در اي اوليالعه بران مطيا). ۱۳-۱۶( است
روس هرپس يص وي جهت تشخLAMPک يتکن

ن يا.  و به کار گرفته شدينه سازي به۲و ۱پ يمپلکس تيس
 است که با سرعت، يصي تشخي از روشهايکيک يتکن

در . تواند استفاده شود ي کم ميها نهيت بالا و هزيحساس
ش و يک آزماين تکني با اCSF يها  نمونهين بررسيا

ج بدست آمده از ي با نتاLAMPک يج تکنينتا
  .ديسه گردي  مقا PCRکيتکن

  
  
  

 يروش بررس
کودکان  CSF نمونه ۱۸۴، يک مطالعه تجربيدر 

د يمارستان مفي، از بHSV مشکوک به وجود ه سال۱۰-۱
  .تهران تهيه شد

له ي بوسHSVروس ي وDNA: DNAاستخراج 
ها   از نمونه(Cat:DN811530) ناژني سDNPت يک

  .ديخراج گرداست
 يمرهاي پرا:LAMPژه ي ويمرهاي پرايطراح

LAMP با کمک نرم افزار Primer explorer V4 بر 
 HSV) Accessionروسيمراز وي پلDNAژن  اساس

Number.AB231460.1 (۲و۱پ ين تيکه ژن مشترک ب 
  ).۱ و شكل جدول( دي گرديباشد، طراح يروس مين ويا

  LAMP پرايمرهاي ويژه :١جدول  

 
  

  
  

   هدفي توالي بر روLAMP يمرهايژه پرايگاه وي جا:۱شکل 
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تر يکرولي م۵هر واکنش شامل  :PCRواکنش 
DNA10تر از يکرولي م۵/۲، شده  استخراجX PCR 

Buffer ،۱و ييمر جلويک از دو پرايتر از هر يکرولي م 
 MgCl2 50mM ،۵/۰تر از يکرولي م10mM ،۷۵/۰ يعقب

 Taqتر از يکرولي مdNTP 10mM ،۴/۰تر از يکروليم

DNA Polymerase 5u/μl ۲۵ ييحجم نها در 
 واکنش به صورت ييبرنامه دما. تر بوديکروليم

 يه و دماي ثان۲۰ به مدت C°۹۳ يون در دمايدناتوراس
ت يه و در نهاي ثان۲۰ به مدت C°۷۰دن يچسب

قه به تعداد ي دق۵ به مدت C°۷۲ يون در دمايزاسيمريپل
مر ين واکنش از دو دسته پرايدر ا. کل انجام شدي س۴۰

 ي با توال(Reverse) ي و عقب(Forward)ييجلو
  .دير استفاده گردي به شرح زيدينوکلئوت

HSVF   5´acc tac cgg cat aca agc tca-3´ 
 
HSVR   5´aag tgg ctc tgg cct atg tcc -3´ 
 

 در ژل PCRمحصول  :PCRمشاهده محصول 
 TBE 0.5Xافر د در بيوم برومايدي اتيحاو% ۲آگارز 

  .الکتروفورز شد
مخلوط واکنش در حجم  :LAMPمخلوط واکنش 

ناژن به غلظت ي سdNTPتر و شامل يکرولي ما۲۵ يينها
1.4 mM0.8ن به غلظت يي، بتا M ،۸م ي واحد آنزBst 

)New England BioLabs;Lot:33/110806( بافر ،
 Tris-Hcl(20mM) Kcl(10 ي حاو1Xم به غلظت يآنز

mM) (NH4)2SO4(10mM)MgSo4(9mM) ،
، 0.2μMک به غلظت ي هر B3 و F3 يمرهايپرا
 و μM 1.6ک به غلظت ي هر BIP و FIP يمرهايپرا
 μM 0.8ک به غلظت ي هر LB و LF لوپ يمرهايپرا

   .باشد يم

 در LAMP واکنش :LAMP واکنش يابيارز
سپس . قه صورت گرفتي دق۶۰ و به مدت C ˚۶۶ يدما

  %0.1نيبرگريتر از سايکرولي م۱  مقدار،به هر لوله نمونه
 يها لوله. دي مشاهده گردUVر نور ياضافه کرده و در ز

 ي به رنگ نارنجي منفيها مثبت به رنگ سبز و لوله
  .ده شدندي کم رنگ ديليخ

ن يي تعيبرا :LAMPت تست ين حساسييتع
  DNA مختلفي، رقت هاLAMPت تست يحساس

س به روش رويکل وي پارت۵ون تا  يليک ميروس از يو
 Method Kochsا ي (Serial- Dilution) يق سازيرق
انجام ها به اين صورت   تهيه رقت.شد يه و بررسيته

 به کل رايپارت يك ميليون ي حاو از لولهµl۱۰كه شد
µl۹۰ پارتيكل ۱۰۰۰۰۰ رقت وکرده  آب مقطر اضافه 

 ۱۰۰۰۰۰ از لوله µl ۱۰در مرحله بعد . دم آبه دست
و رقت  آب مقطر اضافه كرده µl ۹۰ با  راپارتيكل
تا تهيه رقت همين طور د و م پارتيكل به دست آ۱۰۰۰۰

 ۱۰۰ از لوله µl۵۰ سپس و داده پارتيكل ادامه ۱۰۰
 ۵۰ تا رقت ه آب مقطر اضافه كردµl ۵۰ه  بپارتيكل را

 پارتيكل ۲۵ به همين صورت رقت .پارتيكل به دست آيد
 ۲۵ه حاوي  از لولµl۲۰نيز تهيه گرديد و در نهايت 

 ۵و رقت ه  آب مقطر مخلوط كردµl ۸۰ با راپارتيكل 
  .بدست آمدپارتيكل ويروس 

 يژگيد ويي تايبرا :LAMP تست يژگيد وييتا
، HSV،CMV ،VZV ي ها DNAنه شده،يک بهيتکن

HBV ،MTB ،Sccharomices ،انسان ،cDNAروس ي و
HCVشدندي بررسي و نمونه کنترل منف .  

  : PCR و LAMPک يج دو تکنيسه نتايامق
ج ي با نتاLAMPک ي تکن به دست آمده ازجينتا

 ا استفاده ازب SPSS.V 10توسط نرم افزار  PCRک يتکن
   . قرار گرفتي و مورد بررسسهي مقايآزمون مربع کا
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  ها افتهي
ان واکنش به دنبال اضافه کردن يبعد از پا

 به ي لوله مثبت به رنگ سبز روشن و لوله منف،نيبرگريسا
).  الف-۱شکل(  ده شدي کم رنگ ديلي خينارنجرنگ 

% ۲له الکتروفورز ژل آگارز ي بوسPCRمحصول واکنش 
با توجه به تست ).  ب-۲شکل(د قرارگرفت ييمورد تا

 HSVروس ي وDNAبه جز با  LAMPک ي، تکنيژگيو
 يزايماريگر عوامل بي دي هاDNAک از يچ يبا ه
 در  انسان واکنش نشان نداد وDNAش شده و يآزما
 شکل( بود% ۱۰۰ يژگي وي دارا HSVروسيص ويتشخ

ت يساسح، داده شدهنشان  ۳ شکل همانطور که در ).۲
ن ييتع روسيکل وي پارت۵تا  LAMPنه شده يک بهيتکن

 در LAMPک يز مانند تکني نPCR تست. ديگرد
 در ي ول،بود% ۱۰۰ يژگي ويروس داراين ويص ايتشخ

ن يا مشخص شد که PCRک يت تکنين حساسييتع
پس از . ت داشتيروس حساسيکل وي  پارت۵۰ک تا يتکن

 مشخص شد CSF يها  نمونهيک بر رويانجام دو تکن
 مثبت PCRک ي نمونه با تکنCSF ،۴۵ نمونه ۱۸۴که از 

 LAMPک ي تکن،ن تعداد نمونهيند که از همگزارش شد
ک يج دو تکنيسه نتايمقا .ص دادي نمونه را مثبت تشخ۶۰

ن دو روش در ي نشان داد ايبا استفاده از آزمون مربع کا
  .گر تفاوت دارنديکديبا  )>۰۵/۰p (دار يسطح معن

 

 
 

  يکنترل منف: ۳ن يکنترل مثبت ، لا: ۲ن ي ، لاbp ۱۰۰ز مارکر ي ساDNA: ۱ن ي لا-  ب; يکنترل منف: ۲ کنترل مثبت، لوله: ۱ لوله - الف:۱شکل 
  

 
  

: HCV ،۶روس ي وHBV ، ۵ :cDNAروس ي وVZV ،۴ :DNAروس ي وCMV ، ۳ :DNAروس ي وHSV ،۲ :DNAروس ي وDNA: ۱ لوله :۲شکل 
DNA يباکترMTB  ،۷ :DNA۸سس، ي ساکاروم :DNA ، يکنترل منف: ۹ انسان  
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 ٦١محمد حسن شاه حسيني      
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 يسرم حاو: ۴کل، ي پارت۱۰۰۰۰ يسرم حاو: ۳کل، ي پارت۱۰۰۰۰۰ يسرم حاو: ۲کل، يون پارتيليک مي يسرم حاو: ۱از چپ به راست، لوله  :۳ شکل
 کمتر از يسرم حاو: ۹کل، ي پارت۵ ي سرم حاو:۸کل، ي پارت۲۵ يسرم حاو: ۷کل، ي پارت۵۰ يسرم حاو: ۶کل، ي پارت۱۰۰ يسرم حاو: ۵کل، ي پارت۱۰۰۰

  کلي پارت۵

  
 بحث
 سبب بروز ۲و  ۱پ يمپلکس تيروس هرپس سيو

نکه در يبا وجود ا. شود ي در انسان مي مختلفيهايماريب
 HSVيکيص سرولوژي تشخيحال حاضر روشها

ن يب ايل معاي به دلياند، ول  داشتهياري بسيشرفتهايپ
ص ي تشخي برايار مناسبيص عفونت معيروشها در تشخ
 ينرو لازم است روشهاياز ا. نديآ يبه حساب نم

). ۷(  شونديکي سرولوژين روشهايگزي جايمولکول
 يلکولص موي تشخي از روشهايکي LAMPک يتکن

 Notomiن بار توسط ي اولي برا۲۰۰۰باشد که در سال  يم
 در يد و از آن زمان مطالعاتينه گرديو همکارانش به

به . ک صورت گرفته استين تکني با کاربرد اارتباط
 ييص پاتوژنهايک تشخين تکنيعنوان مثال با استفاده از ا

روس ي، وHuman Herpesvirus-6  ،HBVمانند
 H1N1، Vibrio parahemolyticus يآنفلوآنزا

). ۱۷-۲۱( باشد ير ميذ امکان پTrypanosoma bruceiو
ز در ارتباط با کاربرد ير چند مطالعه ني اخيها  ساليدر ط

 انجام شده HSVروس يص وي در تشخLAMPک يتکن
ر اشاره يتوان به موارد ز ين مطالعات ميکه از جمله ا

ژن انش  و همکارEnomoto يلادي م۲۰۰۵در سال . نمود
gGروس ي وHSVبا  هدف انتخاب و ي را به عنوان توال  

  
روس يص ويدر تشخ  LAMPکينه نمودن تکنيبه

HSV-1 و HSV-2و  ۵۰۰بر با  برايتي حساسبي به ترت
 و Enomoto. دست آوردندروس بيوکل يپارت ۱۰۰۰

بدون استخراج (روس يم ويش مستقي آزماهمکارانش
DNA (ک يتکند شتنادان ي بو را بکار بردندLAMP در 

از ز ي نDNA بدون استخراج يها ص نمونهيتشخ
ز ين سال نيدر هم. )۲۲( است برخوردار ييت بالايحساس

Kaneko و همکارانش ژن ULهدف ي را به عنوان توال 
 يتيحساس LAMPک ي تکنينه سازيانتخاب و به دنبال به

ان يبک ين تکني ايرا براروس يکل وي پارت۱۰برابر با 
 به نام يمحققز ين يلادي م۲۰۱۰در سال . )۲۳( کردند

Reddy با انتخاب ژن gGهدفي به عنوان توال ، 
روس يص وي در تشخ خود رانه شدهيک بهيت تکنيحساس
HSV، ۱۰ان داشت يروس به دست آورد و بيکل وي پارت

 از Real–time PCR و LAMPک يکه دو تکن
 ما در مطالعه .)۲۴( باشند يم برخوردار يکسانيت يحساس

ن بار به عنوان ي اولي براHSVروسيمراز وي پلDNAژن 
ک مورد استفاده ين تکني ايمرهاي پرايهدف در طراح

 شده ي طراحيمرهاي پرايدي نوکلئوتيقرار گرفت و توال
گر ي شده در دي طراحيمرهايدر مطالعه ما با پرا

ن يهمانطور که در ا. باشد ي متفاوت مها کاملاً پژوهش
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 .…بهينه نمودن تكنيك       ٦٢

 ۱۳۹۰بهار / دوره شانزدهم/ نمجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستا

ک يک نسبت به تکنين تکنيه شده امطالعه نشان داد
PCRبرخوردار بود به يت و دقت بالاتري از حساس 
 نمونه با ۴۵ مورد مطالعه، CSF نمونه ۱۸۴که از يطور

ن يکه از اي مثبت گزارش شدند در حالPCRاستفاده از 
 مثبت LAMP نمونه با استفاده از CSF، ۶۰تعداد نمونه 

 که با يا نمونه ۱۵گر ي ديبه عبارت. ص داده شدنديتشخ
PCRک ي گزارش شدند با استفاده از تکني منفLAMP 

ص ي مثبت تشخ۲و ۱پ ي تHSVروس يجهت وجود و
ک يشتر تکني برابر ب۱۰ت يبا توجه به حساس. داده شدند

LAMPک ي نسبت به تکنPCRج دو ي، اختلاف در نتا
ک با يج دو تکنيسه نتايمقا. باشد يه ميک قابل توجيتکن

ن دو روش در ي نشان داد ايمون مربع کااستفاده از آز
در . گر تفاوت دارنديکدي با >۰۵/۰pدار  يسطح معن

 LAMPک يد نوکلئي اسريتکثد يروش جدما  مطالعه
مراز ي پلDNA بر اساس ژن اي در دنن باري اوليبرا
 با توجه به .بکار گرفته شدنه و ي بهHSVروس يو

 LAMPک ين مطالعه تکني منتشر شده، در ايها گزارش
ن بار ي اوليران، براي در اHSVروسيص ويجهت تشخ

 ما يسه مطالعه کنونيبا مقا . شدبرده و به کار ينه سازيبه
 در LAMPو مطالعات انجام شده در ارتباط با روش 

ان کرد که روش يتوان ب ي ، مHSVروس يص ويتشخ
LAMPن مطالعه نسبت به مطالعات ينه شده در اي به

) روسيکل وي پارت۵ (يترت بالايگذشته از حساس

ل مختلف يتواند به دلا ين اختلاف ميکه ا برخوردار بود
 هدف و ي، انتخاب توالDNAاز جمله روش استخراج 

ن مطالعه يبرده در ا  متفاوت به کاريدي نوکلئوتيتوال
با توجه به ن يبنابرا .ن باشديشينسبت به مطالعات پ
 يکنون ج بدست آمده از مطالعهيمطالعات گذشته و نتا

ک ي نسبت به تکنLAMPک يان کرد که تکنيتوان ب يم
PCRص ي در تشخHSVدارد و يت بالاتري حساس 

زات ي به تجهيازي، ناديت زيرغم دقت بالا و حساس يعل
کلر نداشته و واکنش فقط با ياز جمله ترموسامت يگران ق

  . شود ي ساده انجام مDry plateک ياستفاده از 
  

  يريگ جهينت
با ) LAMP( ر هم دما به واسطه لوپيک تکثيتکن

 زات گرانياز به تجهي، سرعت بالا و عدم نيوجود سادگ
 يت و دقت بالاتري از حساسPCRمت، نسبت به يق 

 ي براين مناسبيگزيتواند جا  يبرخوردار است و م
  .  باشدPCRک يتکن

  
  يتشکر و قدردان

 خود را از جناب يسندگان مراتب تشکر و قدردانينو
 ابراز يدکتر اعتمادزاده و مهندس سهراب ،دکتر زارع انيآقا

.دارند يم
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