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Abstract 
 

Background and purpose: Borna disease virus (BDV) is a unique RNA virus with wide range 

of hosts. There are many similarities in behavioral disorders caused by BDV in animals and certain 

mental disorders in human which suggests possible etiology of these disorders. The purpose of this study 

was to investigate the relationship between BDV and etiopathogenesis of psychiatric disorders, 

particularly schizophrenia and its prevalence in this group of patients. 

Material and methods: RNA was extracted from blood cell of 30 patients with schizophrenia 

and 15 healthy volunteers. It was screened for a 391-nucleotide, highly conserved region of the p24 and 

447-nucleotideregion of the p40 of BDV, using specific primers and nested RT-PCR. 

Results: The mean age of the patients and controls were 36.03 ± 11.28 and 31.86 ± 10.61 years, 

respectively. BDV RNA was detected in eight patients with schizophrenia, while none of the healthy 

subjects was found infected with BDV. The prevalence of BDV virus was significantly higher in people 

with schizophrenia (26.66%) compared to that of the control group (P< 0.05). 

Conclusion: This study supports previous findings regarding the relationship between BDV and 

psychiatric disorders, especially schizophrenia. Therefore, this virus could be considered as an 

environmental factor that can increase the risk of mental illnesses in adults. 
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 پژوهشي

مبتلا به  يمارانبرنا در ب يروس بيماريو تشخيص مولكولي
 در استان مازندران يزوفرنيش

    
       1سيده مهديه سيدي

       2فاطمه رودباري

        2مجتبي محسني 

       3سيد حمزه حسيني

  4اميدرضا اعلايي
  چكيده
با توجه به طيف وسيع ميزبان  كه استويروس منحصر به فرد  RNAيك ) BDV(ويروس بيماري برنا  :و هدف سابقه

بـه عنـوان عامـل اتيولـوژي     انسـان،  در ه با برخي از اختلالات روانـي  حيوانات آلود و تشابه اختلالات رفتاري ناشي از آن در
ويـژه  ه اخـتلالات روانـي ب ـ   و BDV بـين  مطالعـه بررسـي ارتبـاط    ايـن  هـدف از  .احتمالي اين اختلالات پيشنهاد شده اسـت 

  .باشد و بررسي ميزان شيوع آن در اين گروه از بيماران مي شيزوفرني
. فـرد سـالم اسـتخراج شـد     15 شيزوفرني و بيمار 30ي هاي خون سلول از  ويروس RNAدر اين مطالعه  :ها مواد و روش

نوكلئوتيدي از پـروتئين   -447و يك ناحيه  p24نوكلئوتيدي به شدت حفاظت شده از پروتئين  -392سپس براي يك ناحيه 
p40  ويروس بيماري برنا، با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي و روشRT-PCR Nested ري شدغربالگ.  

 يبررس ـ يـن در ا. سـال بـود   86/31±61/10و  03/36 ±28/11بيمار و كنترل بـه ترتيـب     ميانگين سني در گروه :ها يافته
BDV RNA  يك از افراد سالم بررسي شده در اين مطالعه  اين درحالي بود كه هيچ. داده شد يصتشخ يزوفرنيش يمارب 8در

 يدار يطـور معن ـ  بـود كـه بـه    درصد 66/26 يزوفرنيدر افراد مبتلا به ش يروسو وعيش يزانم بنابراين .آلوده به ويروس نبودند
  .)p >05/0(بود  درصد 0 بالاتر از گروه كنترل

 هـاي  ويروس بيماري برنا با بيمـاري  احتمالي هاي حاصل از پژوهش ما از نتايج مطالعات قبلي مبني بر ارتباط داده :استنتاج
وارد شـود    تواند به فهرست فاكتورهاي محيطي عفونت با اين ويروس مي يجهدر نت. كند يويژه شيزوفرني حمايت مه رواني ب

  .هاي رواني را در بزرگسالان افزايش دهند كه قادرند ريسك بيماري
  

  Nested RT-PCRويروس بيماري برنا؛ شيزوفرني؛ : واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
 امروزه با گسترش مطالعات، مدارك اپيـدميولوژيك 

ري وجود دارند كه از نقش عوامل عفـوني از جملـه   بسيا
هاي رواني به ويژه شيزوفرني  ها در ايجاد بيماري ويروس

تواننـد   هـا مـي   ويـروس  بسياري از. )1 -5(كنند حمايت مي
 Central Nervous System سيســتم عصــبي مركــزي 

)CNS( ي را ازـتوجه لـاي قابـه آسيب را آلوده كنند و   
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يـا از  /هـاي آلـوده و   طريق تخريب و از بـين بـردن سـلول   
اين . )6(اندازي يك پاسخ ايمني قوي سبب شوند طريق راه

در  ها در ايجاد اختلالات عصبي پيشرونده توانايي ويروس
CNS      كه همراه با علائـم پاتولوژيـك گونـاگون هسـتند

هـاي   ها به عنوان يكي از علت موجب گرديده تا ويروس
 ر طـي د .)7(هاي رواني در نظر گرفته شـوند  احتمالي بيماري

هـا بـراي ايـن     هاي متمادي، طيف وسيعي از ويروس سال
ترين  اند كه يكي از شاخص اختلالات در نظر گرفته شده

اين ويروس داراي يـك  . ها ويروس بيماري برنا است آن
تك رشته، قطبيت منفي و يكپارچه به طولي  RNAژنوم 

باشد كه حاوي حداقل شش قـاب   كيلوباز مي 9/8حدود 
 ــ ــاز اس ــدن ب ــه نوكلئخوان ـــوپـت ك ، )p40, N(ن ـروتئي

 ، مـاتريكس )p10, X( X، پروتئين )p24, P(فسفوپروتئين 
و آنزيم ) gp57, G(، گليكوپروتئين )gp18, M(پروتئين 

   .)8 -16(كند را كد مي) pol, L(مراز  پلي
BDV        يـك ويـروس عصـب دوسـت و اغلـب غيـر

هـاي مغـزي را بـه طـور      تواند سلول است كه مي 1كشنده
ايـن ويـروس داراي تمايـل بـالايي     . )17(مزمن آلوده كند

هـاي سيسـتم عصـبي ليمبيـك      سازي نـورون  جهت آلوده
باشد؛ اين بخش از مغز نقش مهمـي در تنظـيم رفتـار،     مي

رسـد داراي   كند و به نظر مـي  حافظه و احساسات ايفا مي
   .)18(باشد يك نقش حياتي در ايجاد اختلالات رواني مي

به واسطه تـداخل   Nو نوكلئوپروتئين  Pفسفوپروتئين 
در  در شبكه نورترانسـميتري سيسـتم عصـبي نقـش مهمـي     

 P فسـفوپروتئين . )9(كننـد  پاتوژنز اين ويروس بـازي مـي  
گردد كـه در سيسـتم    فسفريله مي C توسط پروتئين كيناز

بنابراين اين احتمال . شود ليمبيك نيز به فراواني يافت مي
وجود دارد كه سيستم ليمبيك در گسـترش ويـروس در   

ــر  ــم    CNSسرتاس ــد؛ ه ــته باش ــش داش ــايع   نق ــين وق چن
مهـم   BDVفسفريلاسيون ممكن است در نوروتروپيسـم  

حفاظت شدگي بالاي ژنوم ويروس در . )20 ،19 ،16(باشند
ناحيــه كدكننــده ايــن پــروتئين نيــز موجــب گرديــده تــا  

هاي اين پروتئين به عنوان يـك هـدف مناسـب     رونوشت

                                                 
1. Cytolytic 

 توسط دانشمندان vitroو vivoهاي تشخيصي در دربررسي
در كنــار فســفو پــروتئين، . )8(مــورد اســتفاده قــرار گيــرد

هـاي   نوكلئوپروتئين نيز به واسطه بيان بالاي آن در سـلول 
آلوده، از ديگر مـاركر مهـم ويروسـي مـورد بررسـي در      

  .)21(باشد اكثر مطالعات مولكولي مي
بــا معرفــي طيــف وســيع ميزبــان ايــن  1980  در دهــه

در ناشــي از آن ويــروس و تشــابه اخــتلالات رفتــاري    
حيوانات آلوده بـا برخـي اخـتلالات روانـي در انسـان از      

مطالعـاتي بـا هـدف    ، شيزوفرني وجمله اختلال دو قطبي 
ت روانــي در انســان و اخــتلالا BDVتعيــين ارتبــاط بــين 

، به دنبال اولين گـزارش  1985از سال . )17(شكل گرفتند
ــخيص  ــط روت و    BDVاز تشـ ــاران توسـ ــن بيمـ در ايـ

همكاران، بيمـاران روانـي بسـياري بـا ايـن هـدف مـورد        
ــد  ــرار گرفتنـ ــي قـ ــيله روش )22(بررسـ ــه وسـ ــاي  و بـ هـ

غربـالگري   BDVسرولوژيك مختلف بـراي عفونـت بـا    
هــاي  تشــخيص رونوشــت 1990  از اواســط دهــه. شــدند
و  Nاز جملـه نوكلئـوپروتئين    BDVهـاي اصـلي    پروتئين

انداز جديدي از مطالعات را پـيش   ، چشمPفسفوپروتئين 
روي دانشمندان قرار داد و سبب شد تا مطالعـات فراگيـر   

اي به منظور تائيد يا رد اين فرضـيه و بـه دنبـال     دهو گستر
آن بررسي شيوع اين ويروس در سر تا سـر جهـان آغـاز    

هـدف از   .)4 ،1(شود و هم اكنـون نيـز ادامـه داشـته باشـد     
ــه  ــر مطالع ــاط حاض ــي ارتب ــين بررس ــا  BDV ب ــادب  ايج

و ميزان شـيوع آن در   ويژه شيزوفرنيه اختلالات رواني ب
   .بود اين گروه از بيماران

  

  ها روش مواد و
  ها نمونه

بيمار مبـتلا بـه شـيزوفرني بـالغ از      30در اين مطالعه 
بخش روانپزشكي بيمارسـتان زارع، دانشـگاه   (بيمارستان 

فرد سـالم از   15و ) علوم پزشكي مازندران، ساري، ايران
هـاي   افراد جامعـه بـه عنـوان گـروه كنتـرل در طـي سـال       

  راي اولـين بـار در   بيماران ب ـ. شركت كردند1390-1391
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اين مركز بستري شده و تاكنون دارويي دريافـت نكـرده   
بودند و يا حداقل دو هفته قبل از شروع مطالعـه مصـرف   
دارو را قطع كرده و به دنبال عود بيمـاري بـه ايـن مركـز     

همه بيماران وافراد سـالم شـركت   . انتقال داده شده بودند
متي و عـدم  كننده در اين بررسي در بهترين شـرايط سـلا  

حضور هرگونه عفونت يا واكنش التهابي قـرار داشـتند و   
چنين اعتياد به هيچ ماده مخدري اعـم از مـواد مخـدر     هم

هيچ يك از بيمـاران و  . تدخيني، تزريقي و الكل نداشتند
افراد سالم تماس مستقيمي با اسـب، گـاو و گوسـفند بـه     

 تشـخيص . هاي طبيعي اين ويروس نداشـتند  عنوان ميزبان
ــر پايــه مــلاك  هــاي تشخيصــي  شــيزوفرني در بيمــاران ب

بندي شـده در كتابچـه تشخيصـي و آمـاري جامعـه       طبقه
صـورت   DSM-IVويرايش چهارم  -روانشناسي آمريكا

همــه بيمــاران و افــراد ســالم، بعــد از دريافــت  . پــذيرفت
اطلاعات كـافي در رابطـه بـا ايـن تحقيـق، بـا آگـاهي و        

چنـين   هـم . كردنـد  رضايت كامل در اين بررسي شركت
 پروتوكل اين مطالعه توسط كميته اصول اخلاقي دانشـگاه 

 .علوم پزشكي مازندران مورد تائيد قرار گرفت

  
  RNAآوري نمونه و استخراج  جمع

ليتـر خـون دريافـت شـد و      ميلي5/1از هر فرد مقدار 
ي ضـد   بـه عنـوان مـاده    EDTAپس از آغشته سـازي بـا   

. اسـتفاده قـرار گرفـت   انعقاد، براي مراحـل بعـدي مـورد    
ــتخراج  ــت     RNAاس ــتفاده از كي ــا اس ــل ب ــون كام از خ

QIAamp RNA blood mini kit)QIAGEN, USA (
براي ايـن  . و بر طبق دستوالعمل شركت سازنده انجام شد

هــاي خــون در نتيجــه يــك فشــار  كــار ابتــدا اريتروســيت
آوري  اسمزي انتخابي، كاملاً ليـز شـدند و پـس از جمـع    

ــ لكوســيت ــا، اس ســلول 1*107ازحــداقل  RNAتخراج ه
ميكروليتـر   30-50اسـتخراج شـده در    RNA. انجام شـد 

كيفيـت و كميـت   . آب عاري از ريبونوكلئاز حل گرديد
RNA  اســـتخراج شـــده بـــا اســـتفاده از اســـپكتروفتومتر
  .گيري شد اندازه

   cDNAو سنتز ) RT( 1رونويسي معكوس
  واكــــنش رونويســــي معكــــوس بــــا اســــتفاده از 

 QuantiTect Reverse Transcription Kitكيـــت 
)QIAGEN,USA ( و بر طبق دستوالعمل شركت سازنده

ــول  10-12مقــدار . انجــام شــد ــر از محل  RNAميكروليت
 cDNAبـراي سـنتز   ) ميكروگرم 1معادل (استخراج شده 

در ابتدا و قبل از انجام واكنش . مورد استفاده قرار گرفت
آلـودگي بـا   رونويسي معكوس، به منظور حذف هرگونه 

DNAــه ــراي  RNA  ، نمون ــه در  2ب ــا يــك  C 42°دقيق ب
ايـن مخلـوط   . مجـاور شـد   DNAكننـده   مخلوط حـذف 

ميكروگـرم  1حجم متغير تـا  (استخراج شده   RNAشامل
RNA( ،2  ميكروليتــرgDNA Wipeout buffer 7x  و

بعد . ميكروليتر بود 14آب عاري از ريبونوكلئاز تا حجم 
در يك مخلوط بهينه  RNAه ژنومي، نمون DNAاز حذف 

، Quantiscript Reverse Transcriptase آنزيم ميكروليتر1از 
مخلوط بهينه از راندم هگزامر و ( RTميكروليتر پرايمر  1

oligo dT ( ميكروليتر  4وQuantiscript RT buffer   بـه
cDNA اين واكـنش در دمـاي   . رونويسي گرديد°C 42 
هـت غيرفعـال كـردن،    دقيقه انجام شد و سپس ج 30براي

ــراي   ــزيم ب ــاي   3آن ــه در دم ــت  C 95°دقيق ــرار گرف   . ق
cDNA  هاي سنتز شده تا زمان استفاده در دماي°C 70- 

  .نگهداري شدند
  

  RNAارزيابي كيفيت 
اســتخراج شــده و بــه  RNAبــراي ارزيــابي كيفيــت 

 ي mRNA، تكثير cDNAدنبال آن اطمينان از سنتز درست 
بـه   (GAPDH) هيـدروژناز فسـفات د  -3گليسر آلدهيـد  

انجام  RT-PCRبا استفاده از روش  ،عنوان كنترل داخلي
 cDNAميكروليتر از محتواي  3به اين منظور حدود . شد

به عنوان الگو در يك ) DNAميكروگرم  1/0-1معادل (
پرايمرهـاي   كمـك  هو ب ـ گرديـد اسـتفاده   PCRواكنش 

تكثير يك قطعه  )1جدول شماره ( GAPDHاختصاصي 
تشـخيص   .جفت بـاز از ايـن ژن انجـام شـد     314طول به 

                                                 
1. Reverse transcription 
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BDV p24 RNA  وBDV p40 RNA به وسيلهNested 

RT-PCR :   
هــاي خــوني  در نمونــه BDV RNAبــراي رديــابي 

استفاده  Nested RT-PCR بيماران و افراد سالم از روش
 مورد بررسـي  p40 و p24 هاي ها براي رونوشت شد و نمونه
 Nested PCRسـتفاده شـده بـراي    پرايمرهاي ا. قرار گرفتند

 شامل پرايمرهاي خارجي و داخلـي بـراي هـر ژن بودنـد    
هـاي نوكلئوتيـدي    كه براسـاس تـوالي  ) 1جدول شماره (

با شـماره   He/80سويه مرجع ( BDVمنتشر شده از ژنوم 
بـا شـماره    Vو سـويه   L27077دسترسي در بانـك ژنـي   
م و بـا اسـتفاده از نـر   ) U04608دسترسي در بانـك ژنـي   

 .طراحي شدند Gene Runnerو  Primer 3افزار

در p40 بـراي   PCR، رانـد اول  cDNAپس از سنتز 
   PCRميكروليتــري از مخلــوط بهينــه    25يــك حجــم  

)PCR master mix 2x, Fermentas-Termo. Fisher 

Scientific-Maryland USA (ــ ــي   رپرايم ــنس و آنت س
 DNaseاوليــه و آب عــاري از  cDNAســنس خــارجي، 

مشابه راند اول امـا دربردارنـده    PCRراند دوم . ام شدانج
اوليه  PCRپرايمر سنس و آنتي سنس داخلي و محصول 

 2در جدول شماره  PCRبرنامه دمايي  .الگو بودبه عنوان 
 .آورده شده است

انجام شد با ايـن   p40شرايط مشابه با  در P24تكثير 
و در  C 57°تفاوت كه دمـاي جفـت شـدن در رانـد اول     

  بـــه  PCRمحصـــولات . بـــوده اســـت C 60°رانـــد دوم 
و درصــــد  5/1ي الكتروفــــورز ژل آگــــارز   وســــيله

بـراي تائيـد    .آميزي اتيديوم برومايد ارزيابي شـدند  رنگ

ــنش BDV RNAحضــور  ــه   RT-PCR، واك ــراي هم ب
هاي مثبت تكرار شد و در برخـي مـوارد نيـز حتـي      نمونه

RNA   ــد ــتخراج گرديـ ــدداً اسـ ــي  . مجـ ــن بررسـ در ايـ
هايي از جهت حضور ويروس مثبت در نظر گرفتـه   ونهنم

شدند كـه حـداقل دو بـار در آزمايشـات نتـايج مثبـت را       
ــد و در  ــان دادن ــرل نش ــورس    كنت ــزيم ري ــدون آن ــاي ب ه

 .الگو همواره منفي بودند RNAترانسكريپتاز و بدون 

  
  استخراج پلاسميد

كه ار pcXN2/N و  pcX/Pپلاسميدهاي نوتركيب 
برايمـان   اتي ويروسـي، دانشـگاه اوسـاكا   انيستيتوي تحقيق

ــد   ــال ش ــاني   ارس ــور بي ــميدي وكت ــكلت پلاس داراي اس
pcDNA3  بودنــد كــه طــي فراينــد نــوتركيبي بــه ترتيــب

ORF II  وORF I        ژنـوم ويـروس بيمـاري برنـا بـه آنهـا
بـه ترتيـب كـد كننـده      ORF Iو  ORF II. اضافه گرديد

ــروتئين ــاي  پ ــروس N و X/Pه ــن وي ــتند اي ــن . هس از اي
پلاسميدها به عنـوان كنتـرل مثبـت بـراي تائيـد يكسـاني       

  و ارزيــابي حساســيت   PCR قطعــات در هــر آزمــايش  
RT-PCR استفاده شد.  

  
  آناليز آماري

بـراي آنـاليز    SPSS-20در اين مطالعه از نـرم افـزار   
براي آناليز متغييرهـاي كيفـي   . ها استفاده شد آماري داده

ي كمـي ازآزمـون   كاي و براي متغييرها -از آزمون مربع
T-test استفاده شد.  

 
 Nested RT- PCRپرايمرهاي استفاده شده براي  :1جدول شماره 

  

Gene Primers name PCR round Sequence 5  3 Nucleotide position in BDV genom PCR product length 

P40 

p40A 1st 
5´-GCC TTG TGT TTC TAT GTT TGC TAA TC-3´ 302-277 

726bp 
p40B 5`-TTG TGG GGT TTT CCT TCT TAC TCC-3` 1002-979 

p40C 2nd 
5´-CCT CTA TCT TCA GCC ATT GTT GC-3  ́ 476-454 

447bp 
p40D 5`-GAA ACG GGA ACA GGT CAG CAT-3` 900-880 

P24 

p24A 1st 
5`AGA CAC TAC GAC GGG AAC GA -3` 1346-1327 

539bp 
p24B 5`-GTC CCA TTC ATC CGT  TGT C-3 1865-1847 

p24C 2nd 
5-TCA GAC CCA GAC CAG CGA A-3 1461-1443 

392bp 
p24D 5`-AGC TGG GGA TAA ATG CGC G-3` 1834-1816 

GAPDH 
GAPDH-F 1st 

5`-AAG GTG AAG GTC GGA GTC AA-3` 200-181 
314bp 

GAPDH-R 5`-TTC TCC ATG GTG GTGAAGA-3` 494-475 
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 p40ي تكثير پروتئين برا PCR دمايي برنامه :2جدول شماره 
 

  تعداد چرخه  زمان ˚cدرجه حرارت   مرحله PCR  راند

  راند اول

  1  دقيقه 5  95  يواسرشتگ
  واسرشتگي
  جفت شدن
  طويل شدن

95 
59  
72  

 ثانيه45
  ثانيه 45
  ثانيه 45

30  

 1 دقيقه10 72  يطويل شدن نهاي

  راند دوم

  1  قيقهد 5  95  يواسرشتگ
  واسرشتگي
  جفت شدن
  طويل شدن

95 
58  
72  

 ثانيه45
  ثانيه 45
  ثانيه 45

30  

 1 دقيقه10 72  يطويل شدن نهاي

 
  يافته ها

 16(  بيمار مبتلا به شيزوفرني بـالغ  30در اين مطالعه 
بـه عنـوان   ) زن 7مرد و  8( فرد سالم 15و ) زن  14مرد و 
بيمار  گروه در ميانگين سني. كنترل شركت كردند گروه

سـال   86/31±61/10 گـروه كنتـرل  و سال  03/36 28/11±
 گـروه داري در سـن و جـنس بـين     هيچ تفاوت معني .بود

چنــين هــيچ تفــاوت  هــم. مشــاهده نشــد كنتــرلبيمــار و 
ي بيماري، جنس و سن بيماران  دوره از لحاظداري  معني

در  .)p<05/0(آلوده به ويروس و غير آلوده مشاهده نشد
 بـه كمـك روش   BDV RNA عه جهت رديابياين مطال

Nested RT-PCRسلول هاي خـون محيطـي افـراد،   ، در 
بـه    BDV p24 RNAو BDV p40 RNA ماركرهـاي 

انجــام  بــه دنبــال. شــدندانتخــاب  بررســي فاهــداعنــوان 
Nested RT–PCR   با پرايمرهاي اختصاصي قطعـهp40، 

بـه عنـوان   جفـت بـاز،    726بـه طـول   DNAي  يك قطعـه 
به عنوان  جفت بازي 447د اول و يك قطعه محصول ران

بــه ترتيــب (مشــاهده شــد  Nested)(محصــول رانــد دوم 
 Nested RT-PCRانجـام    در نتيجه. )2و  1شماره  تصاوير

 DNAيك قطعه  ، نيزp24با پرايمرهاي اختصاصي قطعه 
به عنوان محصول راند اول و يك  جفت باز 539به طول 

ــازي 392قطعــه  ــوان م جفــت ب ــه عن ــد دوم ب حصــول ران
  .)4و  3شماره  تصاويربه ترتيب ( مشاهده شد

بيمـار شـيزوفرني    8در BDV RNAدر اين بررسـي  
سـه   در p40مربـوط بـه قطعـه     RNA .تشخيص داده شـد 

تشخيص  پنج بيماردر  p24 مربوط به قطعه RNAو بيمار
  هيچ يك از بيماران براي هر دو پروتئين مثبت . داده شد

  
  

  هاي خون  در نمونه p40پروتئين  PCRنتيجه راند اول  :1تصوير شماره 
  

كنترل منفي و  -كنترل مثبت، + ، ) DNA)bp100 ماركر  M: بيماران
  به بيماران است ترتيب نمونه هاي مربوطبه  1،2،3شماره 

  

  
  

در نمونـه خـون    p40پروتئين   -PCR Nested RTنتيجه  :2تصوير شماره 
نمونـه   - كنتـرل مثبـت،  + ، شـماره  ) DNA)bp100 مـاركر   M: بيمـاران 

  به ترتيب نمونه هاي مربوط به بيماران 1،2،3كنترل منفي و شماره 
  

  
  

هاي خون  در نمونه p24پروتئين  PCRنتيجه راند اول  :3تصوير شماره 
كنترل منفي و  -كنترل مثبت، + ، ) DNA)bp100 ماركر  M: بيماران
  بوط به بيمارانبه ترتيب نمونه هاي  مر 1،2،3،4،5شماره 
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  هـاي   در نمونـه  p24پروتئين -PCR  Nested RTنتيجه  :4تصوير شماره 
كنتـرل   -كنترل مثبـت،  + ، ) DNA)bp100  ماركر  M: خون بيماران

  به ترتيب نمونه هاي مربوط به بيماران 1،2،3منفي و شماره 
  

آلوده بـه ايـن    نيزهيچ يك ازافراد سالم  مقابلدر  .نبودند
 314 در حـالي كـه قطعـه    خيص داده نشـدند ويروس تش ـ

به عنوان كنترل داخلـي در همـه    GAPDHبازي از  جفت
اختصاصـيت و  . هاي مورد آناليز تشخيص داده شـد  نمونه

 PCRويژگي هر واكنش از طريق تشابه انـدازه محصـول   
پلاسميد استفاده شده به عنوان  PCRهر نمونه با محصول 

ين در اين بررسـي شـيوع   بنابرا .گرديدكنترل مثبت تائيد 
BDV RNA   66/26در بيماران شيزوفرني مورد بررسـي 

داري بـالاتر از   گزارش گرديد كه بـه طـور معنـي    درصد
  .)p>05/0(بوده است ) درصد 0(شيوع آن در افراد سالم 

 

  بحث
ها به عنـوان فـاكتور    طيف وسيعي از ويروس امروزه

شـوند   مـي يا كوفاكتور پاتوژنز اختلالات رواني پيشـنهاد  
ها ويـروس بيمـاري برنـا     ترين آن كه يكي از جالب توجه

تاكنون چنـدين روش بـراي تشـخيص ايـن      .)23(باشد مي
چـه كـه در    امـا آن . است ويروس در انسان توصيف شده

 ي تشخيص ويروسدرست وصحيح برا انتخاب يك روش
ميـــزان حساســـيت و اختصاصـــيت روش  ،اهميـــت دارد
. اسـت تشخيص پارامترهاي ويروسي  جهتانتخاب شده 

هاي  بادي سطح پايين آنتيبه دليل هاي سرولوژيك  روش
BDV   هـا بـراي اجـزاي     و يا تمايل پايين اين آنتـي بـادي

بـه همـين   . برخوردارنـد  حساسـيت كمتـري  از ويروسي، 
، هـاي مكمـل   كـولي بـه عنـوان روش   هاي مول روش دليل

مـورد  در سرتاسر جهان براي بررسي حضور اين ويروس 
 Nested RT-PCRروش  بـين در اين . توجه قرار گرفتند

 مـورد  تـرين روش  فـراوان با توجه به حساسيت بالاي آن 
هاي خوني  در سلول BDV RNAاستفاده براي تشخيص 

فرني بيمـار شـيزو   30ي حاضـر از   در مطالعـه . ه اسـت بود
 BDV RNA )درصــد 66/26( مــورد  8 ،مــورد بررســي

اين درحالي بود كه هيچ يك از افراد . تشخيص داده شد
. سالم بررسي شده در اين مطالعه آلوده به ويروس نبودند

هـاي    ي ما نزديك به يافتـه  دست آمده در مطالعهه نتايج ب
هاي سـاير دانشـمندان سرتاسـر جهـان      حاصل از پژوهش

در  1996وهمكاران درسال  1سائودرراي مثال ب .ه استبود
 2ايواهاشي، )5()درصد 50(بيمار شيزوفرني  26بيمار از  13

ــال   ــاران در سـ ــورد از  6در  1997وهمكـ ــار  67مـ بيمـ
سـال  و همكـاران در   3چـن ، )24()درصد 9/8(شيزوفرني 

 ،)25()درصد 14(بيمار شيزوفرني  74بيمار از  10در  1999
بيمـار   29از بيمـار   4 در 2000و همكاران در سال  4سلتن

و  5نـــانس و در نهايـــت )26()درصـــد 8/13(شـــيزوفرني 
ــال   ــاران در س ــورد از  12 در 2008همك ــار 27م  44(بيم

 .)27(را تشخيص دادنـد  BDV RNAمورد بررسي  )درصد
هاي حاصل از پژوهش ما از نتايج مطالعـات   بنابراين داده

هـاي   قبلي مبني بر ارتباط ويروس بيماري برنا بـا بيمـاري  
بـر خـلاف   . كرده استويژه شيزوفرني حمايت ه رواني ب

ــات،  ــن مطالع ــروه  اي ــاتي  برخــي گ ــاي تحقيق ــي  ه در ط
را در بيمـاران   BDV RNA نتوانسـتند  هـاي خـود   بررسي

  .)23 ،10 ،3(رواني تشخيص دهند
چـه بـه عنـوان نتـايج      برخي دانشمندان معتقدنـد آن 

اسـت    هـاي مختلـف ارائـه شـده     توسط آزمايشگاه ،مثبت
هـاي   دگيي آلـو  وسـيله ه مثبت كاذب بوده و بنتايج تنها 

اين تحقيق در آزمايشگاهي . آزمايشگاهي القا شده است

                                                 
1. Sauder 
2. Iwahashi 
3. Chen 
4. Selten 
5. Nunse 
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 BDV  انجام شد كه هيچ سابقه قبلي از كار با سويه هاي

 جلوگيري از اين شبه،تمامبراي با اين حال . نداشته است 
كه براي جلوگيري از   هاي ايمني بين المللي دستورالعمل

 RT-PCR  هــا در طــول ســنجش مشــكل آلــودگي نمونــه
مـورد  در ايـن بررسـي   بـه طـور جـدي     شـوند  شنهاد ميپي

 ،با توجه بـه گونـه و زمـان جداسـازي     .گرفتندتوجه قرار 
 رغم تفـاوتي كـه در شـيوع    علي BDVهاي  تر ايزوله بيش

دارند تشابه قابـل تـوجهي را بـا يكـديگر، هـم در سـطح       
ــوالي ــوالي   ت ــطح ت ــم در س ــدي و ه ــاي نوكلئوتي ــاي  ه ه

دانشمندان بـراي  بنابراين . )28(دهند آمينواسيدي نشان مي
هـاي   تواليمانندهاي يونيورسالي  ها از معرف تشخيص آن

. نماينـد  اسـتفاده مـي   براي قطعات حفاظت شده پرايمري
 ي از اليگونوكلئوتيدهاي حفاظت شـده  ،مطالعه حاضردر

p40 و BDV p24  ــر ــوان پرايم ــه عن ــراي تشــخيص ، ب ب
 فراد سالمدر خون بيماران و ا Vو  He/80هاي مرجع  سويه

هـاي پرايمـري مـورد اسـتفاده      اگرچه جفـت . شداستفاده 
باتوجـــه بـــه را  BDVهـــاي ديگـــر قادرنـــد برخـــي ســـويه

 اما قادر بـه تشـخيص   ،تشخيص دهند هاي ذكر شده شباهت
بنـابراين ممكـن اسـت    . يك واريته بسيار متفاوت نيسـتند 

تـر بـوده و يـا در مـوارد منفـي       ميزان شيوع ويروس بـيش 
اما چـون يـك سـويه جديـد      ،اشته باشدويروس وجود د

 .شناسـايي كـرد  است نتـوان آن را بـا پرايمرهـاي معمـول     
 No/98بـه نـام    ي اتريشي يك سويهكه در مورد  طور همان
ي غيربــومي و از يــك  ايــن ويــروس در ناحيــه. اددروي 

تفاوت اين سويه با سـاير  . اسب در اتريش جداسازي شد
كـه پرايمرهـاي   هاي شناسايي شـده بـه حـدي بـود      سويه

استانداردي كه براي تشخيص عفونت با استفاده از روش 
PCR  نـاموفق بودنـد   آن تشـخيص در  ندشـد  استفاده مـي. 

 بنابراين لازم است تا در مطالعات بعدي پرايمرهايي طراحي
هـايي   تري، به ويژه واريته هاي بيش شوند كه بتوانند سويه

  .نمايند اند را نيز شناسايي كه به تازگي توصيف شده
ــاوت در   ــد تفـ ــمندان معتقدنـ ــي دانشـ ــيوع برخـ   شـ

BDV RNA ه هاي مختلف ممكن اسـت ب ـ  در بين پژوهش
در معيارهاي در نظـر گرفتـه شـده بـراي       تفاوت ي واسطه

هاي اسـتاندارد بـراي    فقدان كنترل چنين هم نتايج مثبت و
در ايـن  . باشد مورد استفاده  RT-PCRهاي  سنجشارزيابي 
كـه   گرفتـه شـد  ي به عنوان مثبـت در نظـر   ا نمونه ،بررسي

ــار ــداقل دوبـ ــايش حـ ــا  Nested RT-PCR در آزمـ بـ
ي مثبـت را   نتيجـه  )p24يـا   p40(پرايمرهاي اختصاصـي  

  .نشان دهد
  اي كه توسـط ناكـامورا و همكـارانش در     مطالعه در

  

ــال  ــد  2000س ــام ش ــاط    آن. انج ــك ارتب ــتند ي ــا توانس ه
 از جداسـازي و شيزوفرني را پـس   BDVاتيولوژيك بين 

BDV هـاي   هـا و ژنـوم آن در بافـت    آنتي ژن و تشخيص
مغزي پس از مـرگ يـك بيمـار شـيزوفرني جـوان سـرم       

را در  BDV RNAامـا نتوانسـتند   . مثبـت را اثبـات كننـد   
نشـان مـي    اين نتـايج . )29(خون همان فرد تشخيص دهند

توانند حتي در غيـاب   هاي مغزي انسان مي دهند كه بافت
ژنوم در خون، آلوده به ويروس باشند و لزومـاً تشـخيص   

BDV RNA  در خون بازتاب بار ويروس در مغز نيسـت. 
توان بـراي عـدم جداسـازي     را كه ميدلايل مهم ديگري 

حساســيت : ژنــوم ويــروس از خــون برشــمرد عبارتنــد از 
به كار گرفته شـده، حجـم خـون    RT-PCR هاي  سنجش

ــي، روش  ــورد بررس ــازي     م ــراي جداس ــده ب ــتفاده ش اس
هاي خوني اسـتفاده   هاي سفيد خون و تعداد سلول گلبول

بـه   RNAو متعاقب آن مقدار  RNAشده براي استخراج 
 هاي تعداد لكوسيت RT-PCRبراي سنجش  كارگرفته شده

ويـژه   ه، ب ـRNAي ذخـاير   خوني استفاده شده براي تهيـه 
، داراي اثر حياتي بر موجود در آنها  گرانولوسيت تعداد

ــازده ــداد  . اســت RT-PCRي  روي ب در حــال حاضــر تع
هاي  در انسان BDV RNAهاي سفيد دربرگيرنده  گلبول

اما مدارك بـه يـك   . آلوده به اين ويروس ناشناخته است
 5* 106شيوع بسيار پايين در حدود يك يا دو سـلول در  

هـاي آلـوده    چـه كـه در رت   دارند ماننـد آن سلول اشاره 
با توجـه بـه   . )30(طور مزمن تخمين زده شده است شده به
ليتـر از خـون    ميلـي  5/1در ايـن بررسـي ميـزان     ،اين نكته

گلبول سفيد مـورد بررسـي قـرار     5/7* 107كامل معادل 
  .هاي آلوده باشد سلول مناسب تا دربرگيرنده تعداد گرفت
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و همكارانش در طي مطالعـاتي كـه    سيارا هونيگمان
هـاي   اي خون محيطـي رت  بر روي سلول هاي تك هسته

ي ها را به عنـوان يك ـ PBMC ندانجام داد BDVآلوده به 
بـود و  . )31(كردنـد بع اين ويروس در خون معرفـي  امن از

را بـراي   BDV RNA 1990همكارانش در اواسـط دهـه   
ــين ــار در   اول ــخيص   PBMCب ــي تش ــاران روان ــاي بيم ه
مطالعـات بسـياري بـه     بـه دنبـال ايـن گـزارش     .)32(دادند

هـاي سـفيدخون    در گلبـول  BDV RNAبررسي حضور 
ها را به  PBMCهاي خود  ها طي بررسي آن .ه شدپرداخت

ــايكول   ــا محلــول ف روش ســانتريفيوژ گراديــان غلظتــي ب
پلانـز و همكـارانش    1996اما در سال . كردند جداسازي 

را نيز به عنوان منبـع احتمـالي ديگـر ايـن      ها گرانولوسيت
ــروس  ــي ويـ ــرفتن   معرفـ ــر گـ ــدم در نظـ ــد و عـ كردنـ

منفي بـودن برخـي   احتمالي دليل يك  ها را گرانولوسيت
هـا بـا    چـون در روش جداسـازي سـلول   . برشمردندنتايج 

هـا از   سانتريفيوژ گراديان غلظتـي فـايكول گرانولوسـيت   
تـر   هـم كـم   ميـزان شـيوع   متعاقباًگردند  محيط حذف مي
هايشـان در سـه    در طـي بررسـي  هـا   آن.اعلام خواهد شـد 

چـــه درصـــد  بيمـــار روانـــي نشـــان دادنـــد كـــه چنـــان 
هـاي سـفيد مـورد     ها در بين جمعيت گلبول گرانولوسيت
اي  BDV RNAباشـد هـيچ    درصـد  20تر از  بررسي كم

در ايــن مطالعــه بــه منظــور  .)9(شــود تشــخيص داده نمــي
دسترسي به هر دو منبع ويروس در خون يعني سلول هاي 

ها از كيتـي بـراي اسـتخراج     اي و گرانولوسيت تك هسته
RNA  ي هر دو  تا در برگيرنده شداز خون كامل استفاده

  .ها باشد گروه از سلول

ــاوت ــاي مشــاهده شــده   تف    p40 و p24 شــيوع دره
هـا   آن بين بيماران مختلف بازتابي از تفاوت فـاز بيمـاري  

 .باشد مي

Schenieder   ــي بررســي ــارانش در ط ــاي  و همك ه
خود نشان دادند كه سطح نوكلئوپروتئين ويروسي در فاز 

در حـالي كـه درفـاز مـزمن بيمـاري،       .تر اسـت  حاد بيش
 در ايـن  ،اين حالـت  .سطح فسفوپروتئين بالاترخواهد بود

هـاي نوكلئـوپروتئين    رونوشـت و  نيز تائيد گرديدي بررس
كه در فاز حاد بيماري  غالباً در افرادي تشخيص داده شد

بردند و چون تعدادشان كمتر از بيمـاران مـزمن    به سر مي
 BDV p24 RNAدر مقايسـه بـا    BDV p40 RNAبوده 

جــا كــه  از آن. )31(را نشــان دادتــري  شــيوع بســيار پــايين
هـاي سـرم مثبـت و     هميشه با نمونـه  BDV RNAحضور 

 گردد در مطالعات بعـدي  اد ميپيشنه .بالعكس همراه نيست
هاي مولكولي هر  هاي سرولوژيكي و هم روش هم روش

  .در انسان استفاده شوند BDVدو براي ارزيابي عفونت 
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