
56

Original
Article

Iranian Journal of Medical Microbiology
Iran J Med Microbiol: Volume 10, Number 1 (March-April)

Journal homepage: www.ijmm.ir

Detection and Prevalence of Herpes Simplex Virus and Papilloma Virus from Bladder 
Cancer Tissue by PCR from Doctor Gharazi Hospital, Malayer - Hamadan in 2014

Seyed Mojtaba Hashemi Dezfoli , Masoud Ghane

Department of Microbiology, Faculty of Basic Sciences, Islamic Azad University, Tonekabon branch, Tonekabon, Iran

Article Information Abstract

Article history:
Received: 2015/01/19
Accepted: 2015/05/03
Available online:2015/06/28

Article Subject:
Medical Virology
IJMM 1395; 10(1): 56-65

Background and Aim: Bladder cancer is the fourth most common cancer in men 
and the eighth form of cancer in women. Role of the viral infections risk has been 
much discussed in recent years. Therefore the aim of this study was to optimize a 
method based on polymerase chain reaction to detect and evaluate prevalence of 
herpes simplex virus and papilloma virus in bladder tumors 

Materials and Methods: forty cases of of the bladder TCC carcinoma in the 
paraffin from the pathology department of the Doctor Gharazi hospital, malayer  were 
collected in the summer 2014. After deparaffin samples, DNA was extracted from 
the tissue and the beta-globin gene was amplification for the accuracy of the DNA 
extracted. The gene specific primers for HPV L1 protein and UL130 gene using by 
PCR for HSV. To examine the relationship between viruses and cancer incidence, was 
used chi-square test (X2). 

Results: From 40 Carcinoma samples studied 15 cases (47.39%)  were men 
infected with HPV virus, None of the women surveyed have been infected with HPV. 
HSV wasn’t detected in 40 samples collected. 

Conclusions: Considering that independence validation of chi-square test equal to 
0.664, and greater than 0.05, correlation between the incidence of HPV virus and no 
bladder tumor with 95% trust. We also compare the results with in other parts of the 
world, a lower incidence of HPV infection compared to some other countries were 
reported.
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تشخیص و بررسی فراوانی هرپس سیمپلکس ویروس و پاپیلوما ویروس در تومورهای مثانه با روش 
PCR از نمونه های بافت بیمارستان دکتر غرضی ملایر همدان در سال 1393 
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زمینه و هدف: سرطان مثانه چهارمین سرطان شایع در مردان و هشتمین نوع سرطان در زنان است. نقش عفونتهاي 
ویروسي، در ابتلای به این سرطان در سالهاي اخیر بسیار مورد بحث قرار گرفته است، لذا هدف این مطالعه، طراحی یک روش 
مبتنی بر واکنش زنجیره ای پلی مراز است که برای بررسی فراوانی هرپس سیمپلکس ویروس و پاپیلوما ویروس در تومورهای 

مثانه بهنیه شده است. 

مواد و روش ها: 40 نمونه کارسینوم مثانه از نوع TCC ، به شکل پارافینه شده از بخش پاتولوژی بیمارستان دکتر 
غرضی ملایر در تابستان 93 جمع آوری گردید. پس از دپارافینه کردن نمونه ها، DNA  از بافت استخراج و از تکثیر ِژن بتا 
گلوبین برای صحت DNA ی استخراج شده استفاده شد. سپس از پرایمر های اختصاصی ژن پروتئین L1 برای HPV و ژن 
UL130 برای HSV به کمک تکنیک  PCR استفاده شد. برای بررسی رابطه بین میزان فراوانی ویروسها و سرطان مثانه، از 

آزمون کای دو استفاده شد.

یافته ها: از 40 نمونه کارسینوم مورد مطالعه 15مورد )39/47%( مرد به ویروس HPV مبتلا بودند و هیچکدام از زنان 
مورد بررسی به ویروس HPV مبتلا نبوده اند. همچنین در 40 نمونه جمع آوری شده HSV مشاهده نشد.

نتیجه گیری: باتوجه به اینکه مقدار اعتبارسنجی آزمون استقلال کای دو، برابر با 0/664 و بزرگتر از 0/05 شده است 
در سطح اطمینان 95% رابطه ای بین میزان فراوانی ویروس HPV و تومور مثانه وجود ندارد. همچنین با مقایسه نتایج حاضر با 
یافته های مطالعات انجام شده در سایر نقاط جهان شیوع  پایین تر عفونت HPV مقایسه با برخی کشور ها گزارش می شود. 

PCR، HSV، HPV ،کلمات کلیدی: کارسینوم مثانه
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مقاله 
پژوهشی

مقدمه
ــه  ــا ب ــر دنی ــردم سراس ــر از م ــون نف ــش از دوازده میلی ــاله بی ــر س ه
بیمــاري کشــنده ســرطان مبتــلا شــده و بیــش از هفــت میلیون نفــر جان 
خــود را از دســت مــی دهنــد )1(. ســرطان هــزاران ســال پیــش شناســایی 
شــده و بیــش از پنجــاه ســال اســت کــه دانشــمندان بــه طــور گســترده 
ــش  ــل افزای ــه دلی ــروز ب ــا ام ــد؛ ام ــی کنن ــق م ــه تحقی ــن زمین ای در ای
آلودگــی هــای محیــط زیســت تعــداد بیشــتری بــه آن مبتــلا مــی شــوند 
ــر  ــی در ه ــر طبیع ــای غی ــلول ه ــده س ــرل نش ــد کنت ــرطان رش )2(. س
نقطــه از بــدن اســت. ایــن ســلولهای غیــر طبیعــی ســلول هــای ســرطانی 

و یــا ســلولهای تومــور نامیــده مــی شــوند )3(. بســیاری از ســرطان هــا 
و ســلول هــای غیــر طبیعــی کــه در بافــت هــای ســرطانی هســتند بــا نــام 
بافتــی کــه ســلول هــای ســرطانی از آنجــا نشــات گرفته انــد نامگــذاری 
مــی شــوند ماننــد: ســرطان مثانــه، ســرطان پســتان، ســرطان ریــه و ... 
. غالبــا ســلولهای ســرطانی مــی تواننــد از محــل خــود جــدا شــده و از 
طریــق سیســتم خــون و لنــف بــه نقــاط دیگــر بــدن مهاجــرت کنــد و 
در ســایر انــدام هــای بــدن قــرار بگیــرد )4, 3(. ایــن فراینــد کــه در آن 
ــد  ــه و رشــد مــی کنن ــدن رفت ــه نقــاط دیگــر ب ســلول هــای ســرطانی ب
ــث  ــود باع ــان نش ــرطان درم ــر س ــود)5(. اگ ــی ش ــده م ــتاز نامی متاس
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گســترش، محاصــره کــردن بافــت و بوجــود آمــدن ســرطان  مــی شــود، 
امــا در صورتــی کــه ســرطان در مراحــل اولیــه تشــخیص داده شــود تــا 
ــای  ــرطان ه ــواع س ــد. از ان ــی باش ــرل م ــان و کنت ــل درم ــدودی قاب ح

کشــنده شــایع، ســرطان مثانــه اســت )7, 6(. 

ســرطان مثانــه دومیــن ســرطان شــایع دســتگاه تناســلي– ادراري در 
بزرگســالان محســوب شــده و در بعضــی مناطــق جهــان، مثــل آفریقــا، 
شــایع ترین ســرطان بشــمار مــی آیــد . ایــن ســرطان چهارمیــن ســرطان 
شــایع در مــردان و هشــتمین نــوع ســرطان در زنــان اســت و شــیوع آن در 
مــردان حــدود 3 برابــر زنــان گــزارش شــده اســت )8(. در کشــورهاي 
ــادا و فرانســه بیــش از 90% مــوارد ســرطان  ــکا، کان صنعتــي مثــل آمری
مثانــه از نــوع کارســینومای ســلول انتقالــی اســت، امــا درکشــورهاي در 
ــوع کارســینومای ســلول  ــه از ن حــال توســعه 95 % مــوارد ســرطان مثان

موزائیکــی اســت کــه توســط شیســتوزوما ایجــاد مــي شــود )9(.

ســرطان مثانــه بــه دو حالــت ســطحی و عضــلات تهاجمــی تقســیم 
مــی شــوند کــه بــا داشــتن ســوابق، نتایــج درمــان در اولــی بهتــر بــوده 
اســت. درمــان اولیــه بــرای ســرطان مثانــه برداشــت تومــور مثانــه، حذف 
ــد  ــی باش ــور م ــات توم ــل و درج ــورد مراح ــات در م ــور و اطلاع توم
)10(. تومورهــای ســطحی درجــه پایینــی دارنــد و بــا برداشــتن تومــور و 
در کنــار آن اســتفاده از داروهــای شــیمی درمانــی باعــث کاهــش عــود 
درمــان مــی شــوند. سیســتکتومی رادیــکال بهتریــن شــانس درمــان در 
بیمــاران مبتــلا بــه بیمــاری مهاجــم بــه عضلــه را فراهــم مــی کنــد )11(.

برخــی از محققیــن فــرض کــرده انــد کــه ناهنجــاری هــای 
کروموزومــی خــاص و جهــش، نقــش قطعــی در توســعه ســرطان مثانــه 
ــاط  ــور ارتب ــرفت توم ــا پیش ــز ب ــرات نی ــر تغیی ــه دیگ ــی ک دارد، در حال
هســتند )12, 13(. ســرطان مثانــه انســان بــه عنــوان یــک مــدل از 
ــا توســعه و پیشــرفت  بدخیمــی هــای اپــی تلیــال مشــترک اســت کــه ب
ــد  ــی باش ــخیص م ــل تش ــال قاب ــکوپی درون یوروتلی ــرایط میکروس ش

.)11(

ــاد  ــددی در ایج ــینوژنیک متع ــینوژنیک و کوکارس ــل کارس عوام
کارســینومای مثانــه دخیــل مــي باشــند کــه از جملــه آنهــا مــي تــوان بــه 
ســن، جنــس، اســتعمال دخانیــات، مصــرف الــکل، نــوع شــغل افــراد 
ــرف  ــت و ...(، مص ــازي، نف ــگ س ــیمیایي، رن ــع ش ــران صنای )کارگ
ــا مــوادي  طولانــي مــدت داروهــاي مســکن و ضــد ســرطان، تمــاس ب
مثــل بنزیدیــن، هیدروکربــن هــای پلــی ســیکلیک آروماتیــک، تمــاس 
بــا آرســنیك )در منابــع آبــي(، عفونــت شیســتوزومایي، عفونتهــای 
ویروســی و یکســري وقایــع ناشــناخته کروموزومــي اشــاره نمــود کــه از 
میــان آنهــا نقــش عفونتهــاي ویروســي، در ســالهاي اخیــر بســیار مــورد 

ــت )14, 15(. ــه اس ــث قرارگرفت بح

ــوان،  ــه عن ــه ب ــد ک ــرطان کنن ــاد س ــد ایج ــادر ان ــا ق ــروس ه وی
ــان داده  ــواهد نش ــوند )16(. ش ــی ش ــناخته م ــوژن ش ــای انک ویروس ه
ــور  ــای توم ــلول ه ــم در س ــور منظ ــه ط ــوژن ب ــای انک ــروس ه ــه وی ک
وجــود دارنــد کــه ممکــن اســت بخشــی از ژنــوم خــود و یــا کل ژنــوم 
ــوارد  ــیاری از م ــد )17(. در بس ــرده باش ــره ک ــلول اینتگ ــود را در س خ
ــده و  ــان ش ــوری بی ــای توم ــلول ه ــروس در س ــد ژن وی ــا چن ــک ی ی
پروتئیــن هــای ویــروس را مــی تــوان در ســلول هــای تومــوری شناســایی 
ــت مــی شــوند و  ــان یاف ــا در سراســر  جه ــروس ه ــوع وی ــن ن کــرد. ای
ــن مناطــق  ــد شــیوع برخــی بی ــد، هرچن ــج ان ــا بســیار رای برخــی از آنه
ــن ویروســها تنهــا یکــی از  مختلــف متفــاوت اســت. ممکــن اســت ای
عوامــل ســرطان بــه حســاب بیاینــد و هیــچ شــواهدی وجــود نــدارد کــه 
قــرار گرفتــن ویــروس در ســلول باعــث ایجــاد ســرطان مــی شــود )17, 

.)18

 از انــواع ویــروس هایــی کــه در ایجــاد ســرطان نقــش دارنــد 
می تــوان بــه: پاپیلومــا ویــروس، پولیومــا ویــروس، هرپــس ســیمپلکس 
ــروس  ــارکوم کابوزیوی ــوزی س ــروس و کاپ ــار وی ــتاین ب ــروس، اپش وی
ویــروس اشــاره کــرد )19(. گــزارش هــای متعــددی دربــاره وابســتگی 
ــه شــده  ــه ارائ ــای HSV و HPV و ســرطان مثان ــروس ه ــه وی ــلا ب ابت
ــر  ــی ب ــک روش مبتن ــه، طراحــی ی ــن مطالع ــن هــدف ای اســت. بنابرای
ــی  ــی فراوان ــرای بررس ــه ب ــت ک ــراز  اس ــی م ــره ای پل ــش زنجی واکن
ــه  ــروس در تومورهــای مثان ــا وی ــروس و پاپیلوم هرپــس ســیمپلکس وی

ــه شــده اســت. بهنی

مواد و روش ها 
 DNA ــتخراج ــردن و اس ــه ک ــا و دپارافین ــه ه ــع آوری نمون جم

از بافــت

ایــن مطالعــه از نــوع آزمایشــگاهی بــود و در آن 40 نمونه کارســینوم 
ــوژی  ــش پاتول ــده از بخ ــه ش ــکل پارافین ــه ش ــوع TCC، ب ــه از ن مثان
ــر در تابســتان 93 جمــع آوری گردیــد.  بیمارســتان دکتــر غرضــی ملای
ــص  ــک متخص ــه کم ــور ب ــه توم ــینوم و درج ــوع کارس ــخیص ن تش
پاتولــوژی و بــر اســاس سیســتم طبقــه بنــدی ریچاردســون اجــرا گردیــد. 
اطلاعــات دموگرافیــک بیمــاران شــامل: ســن، جنــس، نــوع و مرحلــة 

تومــور از پرونــده بیمــاران اســتخراج شــد .

ــغ  ــه توســط تی ــوک هــای پارافین ــدا از بل ــه کــردن ابت ــرای دپارافین ب
میکروتــوم )N:35( اســتریل بــه کمــک دســتگاه میکروتــوم بــرش های 
5 میکرونــی تهیــه گردیــد و درون ظــروف اســتریل منتقــل شــد. ســپس 
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بــرش هــا در محلــول زایلــن )مــرک- آلمــان( بــه مــدت 30 دقیقــه قــرار 
گرفتنــد تــا دپارافینــه شــوند. بــه منظــور آبگیــری، نمونــه هــا بــه ترتیــب 
بــه مــدت 10 ثانیــه در اتانــول 100، 80، 60، 40 درصــد )مــرک- آلمــان( 
قــرار داده شــدند. بافــت هــای بــه دســت آمــده در میکروتیــوب هــای 
ــه  ــتخراج DNA در 20- درج ــد اس ــام فرآین ــا انج ــل و ت ــتریل منتق اس

سلســیوس قــرار داده شــدند )20(.

ــازنده  ــرکت س ــتورالعمل ش ــق دس ــت طب ــتخراج DNA از باف اس
کیــت High pure template DNA Kit )کیــاژن( اجــرا شــد.

PCR واکنش زنجیره ای
ــن  ــا گلوبی ــر ژن بت ــرای تکثی ــراز ب ــی م ــره ای پل ــش زنجی واکن

ــانی انس

ایــن مرحلــه بــه منظــور اطمینــان از صحــت اســتخراج و ســالم بودن 
DNA اســتخراج شــده، انجــام گرفــت. پرایمرهــای مــورد اســتفاده در 
ایــن مرحلــه )جــدول 1( کــه پــس از اســتخراج از مقــالات علمــی )21(، 
توســط شــرکت Tag Copenhagen-Denmark )دانمــارک( ســنتز 

گردیدند.  

مخلــوط واکنــش PCR بــرای انجــام یــک واکنــش بــا حجــم 20 
 ،Master mix میکرولیتــر بــه ایــن صــورت تهیــه گردیــد 10 میکرولیتــر
ــا غلظــت ــر پرایمـــر برگشــت ب ــر پرایمـــر رفــت، 1 میکرولیت  1 میکرولیت

 DNA 10( 3 میکـرولیـتر آب مقـطر استـریل و 5 میکـرولیـتر از pmol(
الگــو. جهـــت آغــاز فرآینـــد پلــی مریزاســیون دســتگاه ترمــال ســایکلر  
ــد.  ــم گردی ــیوس تنظی ــه سیلس ــر روی 95 درج ــه ب ــدت 5 دقیق ــه م ب
متعاقــب آن 35 ســیکل PCR  بــه صــورت 95 درجــه سیلســیوس بــرای 
45 ثانیــه، 55 درجــه سیلســیوس بــرای 45 ثانیــه و 72 درجــه سیلســیوس 
ــل  ــز عم ــه نی ــدت 5 دقیق ــه م ــت ب ــد. در نهای ــرا ش ــه اج ــرای 40 ثانی ب

طویــل ســازی نهایــی در 72 درجــه سیلســیوس اجــرا گردیــد.  

تکثیر ژنوم هرپس سیمپلکس ویروس

ــاری  ــت تجــــــ ــد PCR، از کیــــ ــرای رونـــ ــور اجـــ ــه منظ ب

 Primer Taq Premix (2X) (Genet bio- made in korea)
اســتفاده گردیــد. مخلــوط واکنــش PCR بــرای انجـــام یــک واکنـــش 
بــا حـــجم 20 میکرولیتــر بــه ایــن صـــورت تهـــیه گردیــد )جــدول 2( 10 
میکرولـــیتر Master mix، 1 میکرولیتــر پرایمــر برگشــت، 1 میکرولیتــر 
پرایمــر رفــت )جــدول 2(، 3 میکرولیتــر آب مقطــر اســتریل و 5 

ــو. ــر از DNA الگ میکرولیت

سایز قطعه 
)bp(نام پرایمرتوالی پرایمری

478
5(CAGTACGGCCCCGAGTTCGTGA)3HSV F

5(TTGTAGTGGGCGTGGTAGATG)3HSV R

جهــت آغــاز فرآینــد پلــی مریزاســیون دســتگاه ترمــال ســایکلر بــه 
مــدت 5 دقیقــه بــر روی 95 درجــه سلســیوس تنظیــم گردیــد. متعاقــب 
آن 40 ســیکل PCR بــه صــورت 95 درجــه سلســیوس بــرای 45 ثانیــه، 
65 درجــه سلســیوس بــرای 45 ثانیــه و 72 درجــه سلســیوس بــرای 40 
ــل  ــز عمــل طوی ــه نی ــه مــدت 5 دقیق ــد. در خاتمــه ب ــه اجــرا گردی ثانی
ســازی در 72 درجــه سلســیوس اجــرا گردیــد. در نهایــت نمونــه هــا تــا 
ــرار داده  ــیوس ق ــه سلس ــای 20- درج ــس در دم ــرای الکتروفوروزی اج

شــدند.

تکثیر ژنوم پاپیلوما ویروس

ــاری  ــت تجـــ ــد PCR، از کیـــ ــرای رونــ ــظور اجـــ ــه مــنـــ ب
ــش  ــوط واکن ــد. مخل ــتفاده گردی Primer Taq Premix (2X) اس
PCR بــرای انجـــام یــک واکنـــش بــا حـــجم 20 میکرولیتــر، بــه ایــن 
ــر  ــیتر Master mix، 1 میکرولیت ــد: 10 میکرولـ ــیه گردی ــورت تهـ صـ
ــدول 3(  ــت )ج ــر رف ــر پرایم ــدول 3(، 1 میکرولیت ــت )ج ــر برگش پرایم
ــد پلــی مریزاســیون  ــر از DNA الگــو جهــت آغــاز فرآین و 5 میکرولیت
توســط دســتگاه ترمــال ســایکلر بــه مــدت 5 دقیقــه بــر روی 95 درجــه 
سلســیوس تنظیــم گردیــد. متعاقب آن 40 ســیکل PCR به صـــورت 95 
درجــه سلســیوس بــرای 45 ثانـــیه، 54 درجــه سلســیوس برای 45 ثانیـــه، 
72 درجـــه سلســیوس بــرای 45 ثانیــه اجــرا گردیــد. در خاتمــه بــه مدت 
5 دقیقــه نیــز عمــل طویــل ســازی نهایــی در 72 درجــه سلســیوس اجــرا 
گردیــد. در نهایــت نمونــه هــا تــا اجــرای الکتروفوروزیــس در 20- در 

جــه سلســیوس قــرار داده شــدند. 

ــر روی ژل  ــی ب ــرای بررســی هــای نهای تمــام محصــولات PCR ب
ــدند.  ــرده ش گارز 1/5% ب آ

جدول 1 : توالی پرایمر بتا گلوبین انسانی

 UL130 جدول 2 : توالی پرایمر هرپس سیمپلکس ویروس برای تکثیر ژن
)22(

قانع و همکاران ▐تشخیص و بررسی فراوانی هرپس سیمپلکس ویروس و پاپیلوما ویروس ...

سایز 
قطعه 
)bp(

نام پرایمرتوالی پرایمری

122
5(TCCAACATCAACATCTTGGT)3Betaglobin-F

5(TCCCCCAAATTCTAAGCAGA)3Betaglobin-R
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سایز 
قطعه 
)bp(

نام پرایمرتوالی پرایمری

175
5(TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC)3HPV-GP5

5( GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC)3HPV-GP6

بررسی اطلاعات دموگرافیک و اپیدمیولوژیک

ــدا  ــه، ابت ــاي نمون ــی ه ــف ویژگ ــور توصی ــه منظ ــش ب ــن بخ در ای
داده هــاي جمــع آوري شــده بــا اســتفاده از شــاخص هــای آمــار 
توصیفــی، خلاصــه و نتیجــه گیــري مــی شــد. ســپس بــا آمار اســتنباطی 
بــه تاییــد یــا رد فرضیــه هــا پرداختیــم و از ایــن طریــق نتایــج حاصلــه از 

ــم. ــم دادی ــه جامعــه تعمی ــی ب ــه انتخاب مشــاهدات نمون

نتایج و یافته ها 
بررسی اطلاعات دموگرافیک و اپیدمیولوژیک

در ایــن مطالعــه از تعــداد 40 نمونــه بدســت آمــده 38 نفــر )%95( 
از افــراد مــورد بررســی مــرد و 2 نفــر )5%( از آنهــا زن بودنــد. میانگیــن 
ــا 50  ــه شــامل گــروه ســنی30 ت ــه ســرطان مثان ــلا ب ــاران مبت ســنی بیم
ســال 8 نفــر )20%( و بــالای 50 ســال 32 نفــر)80%( بــود. تمــام نمونــه 
هــای مــورد مطالعــه از نــوع کارســینوم ســلول انتقالــی TCC بودنــد. 

ــی،  ــم و غیرتهاجم ــوش خی ــه خ ــاران در مرحل ــر )5%( از بیم 2 نف
1نفــر )2/5%( در مرحلــه I ، 27 نفــر )67/5%( در مرحلــه II ، 6 نفــر 
)15%( در مرحلــه III و 4 نفــر )10%( در مرحلــه IV تشــخیص داده 

شــدند. 

در بیــن 15 بیمــار HPV مثبــت، 3 بیمــار)37/5%( در گــروه ســنی 
ــالای 50  30-50 ســال و 12 بیمــار )37/5%( دیگــر در گــروه ســنی ب

ســال قــرار داشــتند. )جــدول 4( 

تکثیر ژن بتاگلوبین انسانی
بــودن آن از   PCR DNA و قابــل  تاییــد حضــور  جهــت 
انســانی  بتاگلوبیــن  پرایمرهــای اختصاصــی جهــت تکثیــر ژن 
دهنــده  نشــان    221   pb قطعــه  مشــاهده  گردیــد.  اســتفاده 

اســت. انســانی  بتاگلوبیــن  ژن  از  ای  قطعــه  تکثیــر 

 HSV تشخیص عفونت
ــه  ــیمپلکس در نمون ــس س ــروس هرپ ــایی DNA وی ــت شناس جه
 478  bp  اســتفاده شــد. مشــاهده قطعــه PCR هــای بافــت از تکنیــک

نشــان دهنــده تکثیــر DNA ویــروس بــود. 

در مجمــوع از 40 نمونــه کارســینوم مــورد مطالعــه، هیــچ نمونــه ای 
از نظــر حضــور ویــروس هرپــس ســیمپلکس مثبــت نبودنــد. 

 HPV تشخیص عفونت
ــه  ــانی در نمون ــای انس ــروس پاپیلوم ــایی DNA وی ــت شناس جه
 175 bp اســتفاده شــد. مشــاهده قطعــه PCR هــای بافــت از تکنیــک

ــود. ــروس ب ــر DNA وی ــده تکثی نشــان دهن

همانطــور کــه از داده هــای مشــخص اســت؛ 39/47 درصــد 
مــردان مــورد بررســی بــه ویــروس HPV مبتــلا هســتند. لازم بــه توضیح 
اســت کــه هیچکــدام از زنــان مــورد بررســی بــه ویــروس HPV مبتــلا 
نبــوده انــد. در مجمــوع از 40 نمونــه کارســینوم مــورد مطالعــه 15مــورد 
ــد. 39/47  ــت بودن ــروس HPV مثب ــور وی ــر حض )39/47%( از نظ
ــلا هســتند. لازم  ــروس HPV مبت ــه وی درصــد مــردان مــورد بررســی ب
ــه ویــروس  ــان مــورد بررســی ب ــه توضیــح اســت کــه هیچکــدام از زن ب

HPV مبتــلا نبــوده انــد.

بــرای بررســی رابطــه بیــن میــزان فراوانــی ویــروس HPV و گــروه 
 P ــدار ــه اینکــه مق ــا توجــه ب ــون کای دو اســتفاده شــد ب ســنی، از آزم

)22( L1 جدول 3: توالی پرایمر پاپیلوما ویروس برای تکثیر ژن پروتئین

HPVجمع کلبالای 50 سال30 تا 50 سالفراوانی / درصد

+HPV
31215فراوانی

37/5%37/5%37/5%درصد فراوانی

-HPV
52025فراوانی

62/5%62/5%62/5%درصد فراوانی

جمع کل
83240فراوانی

100%100%100%درصد فراوانی

جدول 4: توزیع فراوانی ویروس HPV و سن بیماران
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ــر از 0/05  ــا 0/664 و بزرگت ــر ب ــتقلال کای دو، براب ــون اس ــرای آزم ب
ــرض  ــان 95% ف ــطح اطمین ــه در س ــم ک ــه می گیری ــت نتیج ــده اس ش
پژوهــش یعنــی رابطــه بیــن میــزان  ویــروس HPV و گــروه ســنی تاییــد 
ــروس  ــی وی ــزان فراوان ــن می ــی اســت کــه بی ــدان معن ــن ب نم یشــود و ای
HPV و گــروه ســنی رابطــه وجــود نــدارد. همچنیــن رابطــه بیــن میــزان  
ویــروس HPV و مرحلــه تومــور تاییــد نمــی شــود و ایــن بــدان معنــی 
اســت کــه بیــن میــزان فراوانــی ویــروس HPV و مرحلــه تومــور رابطــه 

وجــود نــدارد.

بحث و نتیجه گیری
در  افــراد  بیمــاری  مهــم   فزآینــده عاملــی  بــه طــور  ســرطان 
ــد  ــوارد جدی ــود و انتظــار مــی رود تعــداد م ــده خواهــد ب دهه هــای آین

نشــانگر  M ســایز  بتاگلوبیــن:  الکتروفورزیــس ژن  گاروز ژل  آ  :  1 شــکل 
ــا وزن 100bp از شــرکت فرمنتــاز ، چاهــک شــماره 1 و2 نمونــه  اســتاندارد ب

ــی ــرل منف ــماره 3 کنت ــک ش ــی، چاه ــورد بررس ــور م ــای توم ه

M ســایز  شــکل 2 : ژل الکترفــورز اگاروز هرپــس ســیمپلکس ویــروس: 
ــرل  ــماره 6 کنت ــک ش ــت، چاه ــرل مثب ــماره 1 کنت ــک ش ــر100bp، چاه مارک

ــی ــه منف ــا 5 نمون ــماره2 ت ــک ش ــی و چاه منف

شــکل 3 : ژل الکترفــورز اگاروز ویــروس پاپیلومــای انســانی: M ســایز مارکــر 
bp 100، چاهــک ســمت راســت کنتــرل مثبــت، چاهــک شــماره2 و 3  نمونــه 

هــای منفــی، چاهــک شــماره 5 نمونــه مثبــت

بــه 15 میلیــون نفــر در ســال 2020 میــلادی افزایــش یابــد)23(. در حــال 
حاضــر ســرطان عامــل 12% مــرگ و میــر در سرتاســر جهــان مــی باشــد. 
ســرطان دومیــن عامــل شــایع مــرگ و میــر در کشــورهای توســـعه یافتــه 
و ســومین عامــل شــایع مــرگ و میــر در کشـــورهای در حال توســعه )از 
جملــه ایــران( اســت )23(. بــر اســاس آخریــن بررســی هــای آمــاری و 
اپیدمیولوژیــک در ایــران، ســرطان بعــد از بیمــاری هــای قلبــی عروقــی 
و حــوادث غیــر عمــدی، ســومین عامــل مــرگ و میــر محســوب 
ــه طــوری کــه ســالانه بیــش از 30 هــزار نفـــر از جمعیــت  می شــود، ب
ــد و تخمـــین زده شــده ســالانه  ــان مــی بازن ــر بیمــاری جـ ــران در اث ای
بیــش از 70 هــزار مــورد جـــدید ســرطان در کشـــور رخ مــی دهــد )24, 
25(. از ســویی، انتظــار مــی رود بــا افزایــش امیــد بــه زندگــی و افزایــش 
ــک  ــز در ی ــرطان نی ــروز س ــور، ب ــت کش ــالمندی در جمعی ــد س درص

دهــه آینــده بــه شــدت افزایــش یابــد. )24(

     ســرطان مثانــه دومیــن ســرطان شــایع دســتگاه تناســلي – ادراري 
ــل  ــان، مث ــق جه ــي از مناط ــده و در بعض ــوب ش ــالان محس در بزرگس
آفریقــا، شــایع تریــن ســرطان بشــمار مــي آیــد. ایــن ســرطان چهارمیــن 
ــت.  ــان اس ــرطان در زن ــوع س ــتمین ن ــردان و هش ــایع در م ــرطان ش س
بیشــتر از 90 درصــد از ایــن تومورهــا، کارســینوم هــای ســلول انتقالــی 
)TCC( هســتند در حالــی کــه 10 درصــد باقی مانــده، کارســینوم هــای 

ــا آدنوکارســینوم هــا هســتند )24(. ســلول موزائیکــی )SCC( و ی

ســرطان مثانــه یکی از کشــنده ترین ســرطان هــای دســتگاه ادراری 
اســت و وقــوع ســرطان مثانــه در طــول دهه هــای اخیــر رو بــه افزایــش 
بــوده اســت در حالــی کــه نقــش احتمالــی ویروس هــا اخیــراً بــا نتایــج 

مثبتــی مــورد آزمایــش قــرار گرفتــه اســت.
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ــن HPV و  ــی بی ــه احتمال ــتجوی رابط ــی، جس ــن بررس ــدف ای ه
ســرطان مثانــه مــی باشــد. شــایع ترین نــوع بافت شناســی ســرطان 
مثانــه، کارســینوم پیشــابراه همــراه بــا فرکانــس 95 درصــدی اســت. 90 
ــای  ــراً یافته ه ــت. اخی ــوع TCC اس ــه از ن ــای مثان ــد بدخیمی ه درص
ــد  ــات کرده ان ــت HPV و TCC را اثب ــن عفون ــاط بی ــی، ارتب متفاوت

.)27  ,26(

تاکنــون بــر طبــق تحقیقــات انجــام شــده حضــور DNA ویــروس 
HPV در ســرطان های تناســلی- ادراری مشــاهده شــده کــه ایــن 
 ،Koilocytosis تغییــرات ســلولی مثــل  ایجــاد  ویــروس مســئول 
بزرگــی هســته همــراه بــا atypia و یــا ویژگی هــای چنــد هســته بــودن 
ســلول هــا بــوده اســت. عــلاوه بــر ایــن PCR، تکنیکــی بــا حساســیت 
زیــاد بــرای آشکارســازی ژنــوم ویروســی مــی باشــد. تحقیقــات نشــان 
ــش  ــه نق ــرطان مثان ــی س ــت در پاتوژن ــن اس ــه HPV ممک ــد ک داده ان
ــالا  ــیت ب ــا حساس ــک  PCR ب ــری از تکنی ــا بکارگی ــد. ب ــته باش داش
ــه آشــکار ســاخت.  ــوان وجــود HPV را در ایجــاد ســرطان مثان مــی ت
بالاتریــن میزان آشــکار ســازی HPV در کارســینوم پیشــابراه در جنوب 
شــرقی آســیا گــزارش شــده اســت و در اروپــا و آمریــکای شــمالی بــا 

ــده اســت )28(. ــس 39 درصــدی گــزارش گردی فرکان

ویــروس HPV بــه نظــر مــی رســد بــه علــت شــیوع بــالای آن در 
تومــور مثانــه کــه در مطالعــات اخیــر دیــده شــده نشــان داده شــده کــه  
ــه  ــرای عفونــت HPV در مــوارد مبتــلا ب ــا35 درصــدی را ب شــیوع 2 ت
ــی در  ــتفاده از PCR، تحقیق ــا اس ــت. ب ــان داده اس ــه نش ــرطان مثان س
ایــران انجــام شــد کــه وجــود HPV را در 30/6 درصــد از نمونه هــای 

بافــت TCC گــزارش کــرد )29(.

ــث  ــت باع ــن اس ــرطان ممک ــعه س ــه توس ــد ک ــی رس ــر م ــه نظ ب
ــور،  ــده ی توم ــال شــدن ســرکوب کنن ــر فع ــت HPV شــود. غی عفون
PRB توســط HPV مکانیســمی اســت کــه بوســیله آن HPV در 
ســلول رشــد مــی کنــد. پروتئیــن E6 وE7 در ویــروس پاپیلومــا نشــان 
داده شــده کــه باعــث تکثیــر ســانتروزوم و کنــد و آهســته شــدن 
کرومــوزوم در تقســیم میتــوز شــده و منجــر بــه بــی ثباتــی کروموزومــی 
شــده و همیــن بــی ثباتــی بخــش مهمــی از تبدیــل یــک ســلول طبیعــی 

ــه ســلول ســرطانی مــی گــردد. ب

ــه  ــه ســرطان مثان ــلا ب ــر روی 40 بیمــار مبت ــه، کــه ب ــن مطالع در ای
انجــام شــد، 95% افــراد مــورد بررســی مــرد و تنهــا 5% آنهــا زن هســتند 
ــه ســرطان  ــردان ب ــلا م ــزان ابت ــا می ــه اینکــه در کل دنی ــا توجــه ب کــه ب
مثانــه 3 برابــر زنــان مــی باشــد، ایــن آمــار نیــز فرکانــس محلــی را بــرای 
ایــن بیمــاری نشــان می دهــد کــه منطبــق بــر آمــار جهانــی مــی باشــد. 

همچنیــن 20 درصــد افــراد مــورد بررســی ســن آنهــا بیــن 30 تــا 50 ســال 
و 80 درصــد آنهــا بــالای50 ســال ســن دارنــد. همــة نمونــه هــای تومــور 

نیــز از نــوع کارســینوم ســلول انتقالــی )TCC( مــی باشــند.

ــه، 15  ــرطان مثان ــه س ــلا ب ــار مبت ــان 40 بیم ــه، از می ــن مطالع در ای
مــورد )29/47%( از نظــر حضــور HPV  مثبــت بوده انــد.

  Barghi یافتــه هــاي تحقیــق حاضــر موافــق بــا یافتــه هــاي تحقیــق
 HPV در ســال 2005 اســت کــه شــیوع  Youshya در ســال 2012 و
ــب 35/6% و %34/7  ــه ترتی ــه ب ــرطان مثان ــه س ــلا ب ــاران مبت را در بیم
ــا  ــر ب ــق حاض ــج تحقی ــه نتای ــا مقایس ــد )31, 30(. ب ــوده ان ــزارش نم گ
یافتــه هــای مطالعــات انجــام شــده در ســایر نقــاط جهــان در می یابیــم 
کــه میــزان شــیوع عفونــت HPV در ایــران در مقایســه بــا برخــی کشــور 
هــا مثــل هلنــد )15/2%(، یونــان )12%(، آلمــان )19%(، ترکیــه )%4/8( 
ــن )%44(  ــد )57%( و چی ــل فنلان ــا از کشــورهایی مث ــوده، ام بیشــتر ب
کمتــر اســت. در توجیــه ایــن تفــاوت مــی تــوان بــه وجــود جــو فرهنگی 
خــاص در کشــور ایــران و پایبنــدی مــردم بــه اصــول اخلاقــی و مذهبــی 
اشــاره نمــود. البتــه در کشــور هایــی مثــل آلمــان، هلنــد و دیگــر 
ــه  ــبت ب ــری نس ــیوع HPV کمت ــد ش ــه درص ــرده ک ــام ب ــورهای ن کش
گاهــی بیشــتر مــردم نســبت  ایــران دارنــد بــه نظــر مــی رســد بــه دلیــل آ
ــه  ــه بهداشــت جنســی خــود، رعایــت اصــول پیشــگیری و مراجعــه ب ب
ــی و  ــکلات احتمال ــود مش ــورت وج ــی در ص ــز درمان ــه مراک ــع ب موق
ــرل بیمــاری در  ــق پیشــگیری و کنت ــه هــای دقی ــن وجــود برنام همچنی
ایــن کشــورها جهــت کاهــش ریســک عفونــت هــای جنســی مزمــن، 

میــزان شــیوع HPV ژنیتــال کمتــر اســت )30(.

ــن HPV و  ــاط بی ــان وجــود ارتب ــدد در بی ــالات متع ــا وجــود مق ب
ســرطان مثانــه، در مطالعــات انجــام شــده در کشــورهایي مثــل فرانســه، 
انگلیــس و آلمــان هیــچ ارتبــاط معنــي داري بیــن ایــن ویــروس و 
ســرطان مثانــه یافــت نشــد. دیگــر یافتــه تحقیــق حاضــر در مــورد شــیوع 
ــه طــوري کــه تعــداد  بیمــاران  ــود. ب ــه در مــردان ب بیشــتر ســرطان مثان
مــرد تقریبــا 4 برابــر بیمــاران زن بــود کــه ایــن موافــق بــا منابــع موجــود 
ــان اعــلام  ــر زن ــه را در مــردان 3-4 براب اســت کــه شــیوع ســرطان مثان

نمــوده انــد.

درتحقیقــی کــه توســط Burd و همــکاران در ســال 2009 بــر 
ــک  ــه در ی ــرطان مثان ــانی در س ــای انس ــروس پاپیلوم ــی وی روی فراوان
ــت،  ــا اســتفاده از روش PCR انجــام گرف ســری از بیمــاران تونســی ب
ــوع شــواهدی از  ــه، هیــچ  ن در 125 مــورد مطالعــه از بافــت تومــور مثان
عفونــت HPV توســط PCR در مــورد کارســینوم مثانــه، آشــکار نشــد 
)32(،امــا تحقیقــات دیگــری نشــان داده انــد کــه عفونــت بــا HPV بــه 
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ــه نقــش داشــته  ــپ 16 آن ممکــن اســت در ســرطان مثان خصــوص تی
ــد )33(. باش

تنــوع جغرافیایــی در شــیوع HPV ممکــن اســت بــه دلیــل تفاوتهای 
ناشــی از پــس زمینــه ژنتیــک، عوامــل خطــر زیســت محیطــی از جملــه 
رفتــار جنســی، ســیگار کشــیدن و تفاوتهــای قومــی و فرهنگــی باشــد. 
ــن  ــنی بی ــاط روش ــه ارتب ــده ک ــاهده ش ــا مش ــزارش ه ــی از گ در بعض
ــن  ــا ای ــود دارد، ام ــا وج ــروس پاپیلوم ــا وی ــت ب ــه و عفون ــرطان مثان س
ــورد  ــه ی م ــوع HPV، منطق ــه ن ــتگی ب ــت بس ــن اس ــا ممک برآورده
ــد  ــاوت باش ــخیص و ... متف ــی، روش تش ــت شناس ــوع باف ــه، ن مطالع
)33( و بعضــی دیگــر از نتایــج هــا حاکــی از نبــود ارتبــاط بیــن ویــروس 
پاپیلومــا بــا ســرطان مثانــه مــی باشــد کــه گفتــه شــده ویــروس پاپیلومــا 
بــه عنــوان عامــل کمکــی بــرای ایجــاد ســرطان نیســت، بلکــه بــه عنــوان 

شــاهد مــی باشــند )34(.

ــام  ــه انج ــرطان مثان ــه س ــلا ب ــار مبت ــر روی 40 بیم ــه ب ــن مطالع ای
 HSV ــروس ــی وی ــن فراوان ــه منظــور تعیی ــق کــه ب ــن تحقی شــد. در ای
بــر روی تومورهــای مثانــه انجــام شــد منجــر بــه شناســایی ایــن ویــروس 
در تومــور گردیــد. از 40 نمونــه تومــور مــورد مطالعــه، در هیــچ یــک از 
نمونــه هــای ســرطان، ژنــومHSV  مشــاهده نشــد. ممکــن اســت یــک 
ــورد بررســی  ــه م ــرای HSV در نمون ــی از ژن هــدف ب ــا کاف ســطح ن

وجــود داشــته باشــد. 

همچنیــن پیشــنهاد مــی شــود بــه منظــور اثبــات کارســینوژن بــودن 
 DNA تمامــی ایــن ویــروس هــا بهتر اســت همزمــان با بررســی حضــور

ویــروس در نمونــه هــای تومــوری از بخــش هــای ســالم بافــت همــان 
بیمــار نیــز نمونــه بــرداری صــورت گیــرد و ایــن دو بــا یکدیگــر مقایســه 
ــد نقــش کارســینوژن  ــرای تائی ــی شــود ب ــن پیشــنهاد م شــوند. همچنی
ــیتی  ــیون لنفوس ــه اینفیلتراس ــرطان مثان ــاد س ــا در ایج ــروس ه ــودن وی ب

بــرای هــر نمونــه توســط متخصــص پاتولــوژی بررســی شــود.

در نهایــت مطالعــه حاضــر نشــان داد کــه باتوجــه بــه اینکــه مقــدار 
اعتبارســنجی آزمــون اســتقلال کای دو، برابــر بــا 0/664 و بزرگتــر 
ــزان  ــن می ــه ای بی ــان 95% رابط ــطح اطمین ــت در س ــده اس از 0/05 ش
ــا  ــن ب ــدارد. همچنی ــود ن ــه وج ــور مثان ــروس HPV و توم ــی وی فراوان
ــا یافتــه هــای مطالعــات انجــام شــده در ســایر  مقایســه نتایــج حاضــر ب
ــی  ــا برخ ــه ب ــت HPV مقایس ــر عفون ــن ت ــیوع  پایی ــان ش ــاط جه نق
 HPV و HSV کشــورها گــزارش مــی شــود. پروتــکل هــای تشــخیص

ــه ســازی شــدند.  ــز بهین نی

تقدیر و تشکر 
بــا تشــکر از جنــاب آقــای دکتــر بهمــن نعمــت گرگانــی ریاســت 
ــوژی  ــگاه پاتول ــدان و آزمایش ــر هم ــی ملای ــتان غرض ــرم بیمارس محت
دانــش جهــت همــکاری صمیمانــه ایشــان و بــا آرزوی توفیــق روز افزون 
ــا حســن اخــلاق و احســاس  بــرای دکتــر رضــا گلیجانــی مقــدم کــه ب
مســئولیت بــالا در راه تحقیــق و پژوهــش پشــتیبان ایــن پژوهــش بودنــد. 
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