
  

 فصلنامه بیماری های عفونی و گرمسیری وابسته به انجمن متخصصین بیماری های عفونی و گرمسیری

 1______________________________________________________  96پائیز، 13تا 1صفحات  78، شمارهدوم  ست وبیسال 
 

 

 مقاله مروری

 های عفونییی بیماریروش مولکولی نوین برای شناسا NASBAبا تکنیک  RNAتکثیر 
 

 2سادات فروتن ، نفیسه* 1ریحانه رمضانی 
 

 . استادیار، دکتری نانوبیوتکنولوژی، گروه بیومدیکال، پژوهشکده زنان، دانشگاه الزهرا، تهران، ایران1

 . کارشناسی ارشد بیوتکنولوژی میکروبی، پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری، تهران، ایران2
 

 
 

 re.ramezani@alzahra.ac.ir+( ، 98)85692095تهران، ده ونک، دانشگاه الزهرا، پژوهشکده زنان، گروه بیومدیکال، تلفن:   مکاتبه: یبرا ین*نشا 
 

 

 مرداد نود و شش پذیرش برای چاپ:                                                       خرداد نود و شش دریافت مقاله 

 چکیده 
 بالای آمار و هابیماری این شیوع امروزه. است بوده میر، مطرح و مرگ مهم عوامل از یکی عنوان به همواره های عفونی،ابتلا به بیماری

ر سبب شده که بسیاری از شود. این امیک تهدید جهانی برای همه کشورها محسوب می ها،گیریآن در همه از ناشی میر و مرگ
در میان  .ها هدایت شوندهایی ساده و کارآمد در تشخیص و درمان این بیماریاندازی روشتحقیقات پزشکی، در جهت طراحی و راه

ر گرفته ای قراقیمت)ترموسایکلر(، مورد استقبال ویژهدما به دلیل عدم نیاز به تجهیزات و امکانات گرانهای تکثیر همها، روشاین روش
دما بودن واکنش، قابلیت شناسایی علاوه بر هم NASBA (nucleic acid sequence-based amplification)است. روش 

RNA تواند نقش بسزایی در تشخیص عوامل عفونی و بررسی روند و تمایز میکروارگانیسم زنده از مرده را دارا است. به این جهت می
یوع، در جوامع مختلف داشته باشد. در این مطالعه مروری، با بررسی گزارشات مختلف در به کارگیری ها در زمان شدرمان این بیماری

های عفونی پرداخته شده است. زا، به اهمیت و کاربرد این روش مولکولی نوین در اپیدمیاین تکنیک در شناسایی عوامل عفونی بیماری
زا در توان ادعا نمود که این تکنیک، جهت شناسایی عوامل عفونت، میNASBAبا توجه به مطالعات صورت گرفته و مزایای تکنیک 

-کارآمدتر است و به دلیل ساده بودن تکنیک و عدم نیاز به دستگاه ترموسایکلر، قابلیت راه PCRشرایط بحرانی و اپیدمی، نسبت به 

ک در شبکه آزمایشگاهی کشور و مراکز بهداشت، اندازی در هر آزمایشگاهی را خواهد داشت. امید است با به کارگیری این تکنی
 های عفونی برطرف گردد.مشکلات موجود در روند تشخیص و درمان بیماری

 های عفونی، بیماریNASBAدما، های تکثیر همها: روشکلید واژه
 

 مقدمه

های عفونی در سطح جهان و با امروزه با افزایش میزان شیوع بیماری

تشخیص و شناسایی عوامل عفونت زا، انتظار پیشرفت دانش در حوزه 

-های تشخیصی کارآمدتر گسترش پیدا کند. راهرود روز به روز روشمی

تر و تر، آسانتر، حساسهای تشخیصی دقیقاندازی و استفاده از روش

های تشخیص طبی و در کلیه مناطق کشور تر که در تمام آزمایشگاهارزان

شود. چرا که رنشدنی در این راستا محسوب میقابل اجرا باشد، ضرورتی انکا

های عفونی، این امر بر روند تشخیص سریع و انتخاب درمان صحیح بیماری

های نظامی و در وضعیت اپیدمیک، از جمله در شرایط بحرانی چون بحران

 (.1نقش بسیار مهم و مؤثری خواهد داشت)

سیدهای نوکلئیک، های مربوط به تکثیر اهای اخیر توسعه آزمایشطی سال

-پیشرفت چشمگیری داشته و توانسته اطلاعات مهمی در تشخیص و پیش

-دار از بیبینی روند پیشرفت بیماری، تمایز و تشخیص عفونت علامت

زا در اختیار پزشکان قرار علامت و بررسی اثر درمان علیه عامل بیماری

 های رایجی که در (. از روش2دهد)

 

 

 

مورد استفاده DNA و  RNAی برای تکثیر های تشخیص طبآزمایشگاه

 اشاره کرد که با RT-PCRو  PCRتوان به تکنیک گیرد، میقرار می

های ساده و با امکانات ها در آزمایشگاهاندازی آنهای فراوان، راهوجود مزیت

ها در رو است؛ چنانچه کاربرد این آزمایشهای جدی روبهمحدود، با چالش

بر بودن و لزوم استفاده از نیروی گرانی و هزینه سطح گسترده به علت

-های تکثیر هم(.تکنیک3متخصص و ماهر، با محدودیت مواجه شده است)

دما، به دلیل سادگی و عدم نیاز به دستگاه ترموسایکلر، امروزه در بین 

دما اند. فناوری تکثیر همای یافتههای تشخیصی مولکولی جایگاه ویژهروش

یکی از کارآمدترین این  NASBAنوکلئیک اسید معروف به  بر پایه توالی

های فراوان تا حدودی ها است که امروزه توانسته به واسطه مزیتروش

 RT-PCRو  PCRهای پرهزینه و پیچیده جایگزین روش

دما است که به طور روشی بسیار حساس و هم NASBA(.تکنیک 4شود)

ن روش پتانسیل طراحی شده است. ای RNAخاص با هدف تکثیر 

زمینه حتی در پس  mRNAتشخیص سلول زنده را از طریق تکثیر 

DNA 
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ژنومی دارد. زمانی که هدف بررسی اثربخشی داروها و نتایج درمان 

 DNAبه  RNAباشد و باید سلول زنده مورد ارزیابی قرارگیرد، می

تا مدت طولانی از سلول مرده، قابل  DNAترجیح دارد. زیرا 

ها نیمه عمرشان تنها mRNAجداسازی است؛ در حالی که بیشتر 

که سلول، حیات خود را از دست ت و به محض آنچند دقیقه اس

رود. سلول تخریب شده و از بین می mRNAدهد، تمامی می

توان با در سلول شناسایی شود، می mRNAبنابراین در صورتی که 

های تکثیری که اطمینان اظهار کرد که سلول زنده است. از تکنیک

-به کار گرفته میها را دارد و در آزمایشگاه RNAتوانایی شناسایی 

(. با وجود آنکه این 5اشاره کرد) RT-PCRتوان به روش شود، می

تکنیک از حساسیت و دقت نسبتاً خوبی برخوردار است، ولی همانند 

 RNAو  DNAقادر نیست، بین رشته الگوی  NASBAتکنیک 

حاوی آلودگی  RNAتمایز حاصل کند و در صورتی که نمونه 

DNA شود.ب حاصل میباشد، نتیجه مثبت کاذ 

 RT-PCRو  PCRهای طور که قبلاً اشاره شد، تکنیکهمان

ها در اندازی آنوابسته به دستگاه ترموسایکلر هستند و راه

 ها، هزینه هنگفتی به دنبال دارد، در صورتی که در روشآزمایشگاه

 

 

 

، تمام مراحل واکنش در NASBAدما همچون های تکثیری هم

و نیازی به دستگاه ترموسایکلر گیردمی ( صورتC˚37یک دما )

ای برای آزمایشگاه در پی نخواهد اندازی آن هزینهنیست؛ بنابراین راه

-، میNASBAداشت. با توجه به محاسن برشمرده برای تکنیک 

دما، بتواند ای نزدیک این تکنیک تکثیر همتوان امید داشت در آینده

هایی راکه ها )حتی آنسمبرای شناسایی و تعیین کمیت میکروارگانی

نمی توان به آسانی کشت داد( استفاده شود و به عنوان روش 

 (.7و 6تشخیصی بسیار کارامدی مورد استفاده قرار گیرد)

NASBA چیست؟ 

NASBA  اولین بار در نشریهNature توسط  1991، در سال

Compton  برای تکثیرRNA (و بعد از آن به دلیل 8معرفی شد )

ها از هایی که ژنوم آنفراوان آن برای شناسایی ویروسکاربردهای 

(. 9است، مورد توجه بسیاری از محققین قرار گرفت) RNAجنس 

، Reverse transcriptaseاین تکنیک با استفاده از سه آنزیم، 

RNase H  وT7RNA polymerase در شرایط تک دما، قادر ،

 (. 8است) RNAبه تکثیر تعداد زیادی 

 

 NASBAتصویر شماتیک از نحوه فرآیند تکثیر در تکنیک  -1 شکل
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(. در این روش ابتدا 8س این روش تکثیر، بر پایه رونویسی است)اسا

و پرایمر اول که دارای یک  (RT)به وسیله آنزیم رونویسی معکوس 

از روی  DNAپروموتر، یک رشته  7Tتوالی اضافی مربوط به 

RNA شود. محصول این واکنش یک هیبرید الگو ساخته می

DNA-RNA  خواهد بود که نسبت به آنزیمRNaseH  حساس

متصل به  RNAای خود،  RNaseاست و این آنزیم با خاصیت 

DNA  را تخریب کرده و به این ترتیب یکDNA باقی  رشتهتک

شود. آنزیم ماند که پرایمر دوم در این شرایط به آن متصل میمی

RT  در این شرایط با فعالیتDNA Dependent DNA 

Polymerase  ،خودDNA را به  رشتهتکDNA ای دو رشته

(dsDNA) کند. این تبدیل میDNA ای در یک سر دو رشته

RNA  7Tباشد؛ در نتیجه آنزیم می 7Tخود دارای توالی پروموتری 

polymerase  با شناسایی ناحیۀ پروموتری خود، کار رونویسی را

الی  100)حدوداً از هر رشته،  RNAانجام داده و تعداد زیادی 

1000 RNA(. .8د)( تولید می شو 

توانند الگو قرار بگیرند و های سنتز شده، می RNAحال هر کدام از 

هایی که در این این سیکل مجدداً تکرار شود. چون تمام آنزیم

بیشترین فعالیت را از  C 41-37°فرآیند دخالت دارند، در دمای 

-دهند، تمام روند این واکنش در این دما صورت میخود نشان می

بندی دما دستههای همخاطر این واکنش جزو روشگیرد و به این 

 (. 8و3شود)می

است و این باعث  PCRمیزان حساسیت این روش، خیلی بیشتر از 

شود که به همان نسبت به آلودگی نیز حساس باشد. حدوداً بعد می

 910)بیش از  RNAدقیقه، ما به تعداد نسخۀ فراوانی از  90از 

های مختلف قابل شناسایی است. یابیم که با روشکپی( دست می

، RT-PCR، برای این روش برخلاف روش DNAآلودگی با 

-زا نخواهد بود، چون در این روش حرارت بالایی اعمال نمیمشکل

ژنومی  DNAاز هم جدا شوند. در نتیجه  DNAشود که دو رشتۀ 

 (.10-12تواند تکثیر یابد)نمی

که باعث  NASBAهای تکنیک یکی از ویژگی :طراحی پرایمرها

های حرارتی و دستگاه ترموسایکلر شده برای تکثیر، نیازی به سیکل

ای توسط تک رشته RNAشمار های بینداشته باشد، تولید نسخه

می باشد. به این خاطر لازم است،  RNA Polymerase 7Tآنزیم 

توالی پروموتری برای این آنزیم به یکی از پرایمرها افزوده گردد. 

کند، بنابراین کاملاً برای آنزیم اختصاصی عمل می 7Tوموتر توالی پر

باید در انتخاب آن دقت کافی صورت گیرد. این توالی، به توالی 

تخلیص شده از میکروارگانیسم  RNAپرایمر اول که مستقیماً به 

گردد. وجود چند بازِ پورینی )آدنوزین و شود، اضافه میمتصل می

الگو،  RNAتری و توالی مکمل با رشته پرومو گوانوزین( بین توالی

در طراحی پرایمر بسیار ضروری است؛ زیرا این امر باعث افزایش 

-می RNAدر ساخت  RNA polymerase 7Tکارایی آنزیم 

 رشتهگردد. بنابراین اگر در ابتدای توالی مکمل طراحی شده برای 

 4 الگو، بازِ آدنین و گوانین وجود نداشته باشد، باید RNAرشته 

( بین توالی AGAGآدنوزین و گوانوزین ) با این ترتیب  6الی 

الگو، در طراحی پرایمر وارد گردد؛  RNAپروموتری و توالی مکمل 

صورت کارایی فعالیت آنزیم و در نتیجه حساسیت تکنیک در غیر این

 (.12و  11یابد)فوق العاده کاهش می

 22لی ا 18، که تنها یک توالی مکمل NASBAپرایمر دوم 

حاصل از رونویسی معکوس  DNAنوکلئوتیدی است، به رشته 

گردد. این پرایمر ساختاری مشابه الگو، متصل می RNAرشته 

افزارهایی که برای طراحی دارد و از تمامی نرم PCRپرایمرهای 

توان برای طراحی شود، میاستفاده می PCRپرایمر برای تکنیک 

 (.13این پرایمر هم بهره جست)

نطور که قبلاً اشاره شد، تمامی مراحل واکنش در تکنیک هما

NASBA گیرد، بنابراین در طراحی در دمای پایین صورت می

پرایمرها باید دقت لازم به کار گرفته شود تا به صورت کاملاً 

اختصاصی به رشته الگو یا هدف خود متصل شوند. در صورت عدم 

یی اختصاصی توالی رعایت این دقت از کارایی تکنیک برای شناسا

-با روش NASBAهدف کاسته خواهد شد. البته تلفیق تکنیک 

های الکتروشیمیایی های آشکارسازی همچون روش

(Electrochemiluminescence =ECL)های ، روش

های نشاندار شده با و استفاده از پروب ELISAمثل   هیبریداسیون

یژگی ، موجب افزایش وreal-time NASBAرنگ فلورسنت در 

ها، این شود تا جایی که بر طبق گزارشاختصاصی بودن تکنیک می

 (.14رسد)می 100ویژگی به %

نکته دیگری که لازم است محقق برای طراحی پرایمرها برای 

مد نظر قرار دهد، اتصال پرایمر اول به رشته  NASBAتکنیک 

RNA  تخلیص شده از میکروارگانیسم یا همان رشتهRNA  الگو

. باید مطالعه و دقت کافی لحاظ شود که توالی پرایمر، باشدمی

تواند به رشته الگو نمی صورتباشد؛ در غیر این RNAمکمل توالی 

خود متصل شده و در نتیجه شرایط لازم برای عملکرد تکنیک و 

 reverse transcriptaseشروع رونویسی معکوس برای آنزیم 

ل محاسن فراوانی به دلی NASBAتکنیک  (.9فراهم نخواهد شد)

که با خود به ارمغان آورد، ظرف مدت کوتاهی به طور گسترده، در 

تمامی دنیا مورد مطالعه محققین قرار گرفت. در ادامه به برخی 

های مشابه دیگر های این روش در مقایسه با روشها و مزیتویژگی

 شود. اشاره می

، نسبت سرعت بالای واکنش: یکی از محاسن عمده این تکنیک -1

به روش کشت میکروارگانیسم، سرعت بالای آن در رسیدن به نتایج 

کپی  910تشخیصی قابل اعتماد است. در این تکنیک تکثیر بیش از 

 گیرد و این امر بسیار بادقیقه صورت می 90تنها ظرف  RNAاز 

 PCRارزش است. دو عامل در افزایش سرعت این تکنیک نسبت به 

، NASBAه دلیل تک دما بودن واکنش در مؤثر است؛ اول آنکه ب

 های دمایی متناوب نیست و به این خاطر زمانی کهنیازی به سیکل
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های دمایی متناوب نیست و به این خاطر زمانی که نیازی به سیکل

شود، در تکنیک برای تغییر دمای دستگاه اتلاف می PCRدر 

NASBA  وجود ندارد و از طرف دیگر، آنزیمRNA  7T

Polymerase  که در تکنیکNASBA  مسئولیت تولیدRNA 

، DNAوی هر نسخه ای را دارد، قادر است از ردو رشته DNAاز 

رونویسی کند و این ویژگی  RNAنسخه  1000الی  100حدود 

-هم باعث کاهش زمان تکثیر و هم افزایش حساسیت تکنیک می

 (.11و 8گردد)

 NASBAدما بودن واکنش: تمامی فرآیند تکثیر در تکنیک تک-2

گیرد و این مسأله یکی از محاسن (، صورت میC 37°در یک دما )

ی دانیم لازمهطور که میرود. همانیک به شمار میبزرگ این تکن

ای، جدا شدن دورشته از هم تکثیر یک قطعه نوکلئیک اسید دورشته

و اتصال یک الیگونوکلئوتید، برای آغاز فرآیند همانندسازی است. تا 

از هم جدا نشده باشند، تکثیری هم اتفاق  DNAزمانی که دو رشته 

ل زنده، آنزیم هلیکاز مسئول این افتد. در طبیعت و در سلونمی

 HAD (Helicase-dependedجداسازی است. در تکنیک 

amplification) دما به شمار های تکثیر همهم که یکی از روش

رود، با الگوبرداری از سلول زیستی و با استفاده از آنزیم هلیکاز می

 تخلیص شده از موجود زنده، فرآیند تکثیر در شرایط آزمایشگاه و

ترین که اولین و قدیمی PCRگیرد. در روش مصنوعی صورت می

رود، از حرارت برای جدا روش تکثیر اسیدهای نوکلئیک به شمار می

شود. به این معنی که با حرارت بالا شدن دو رشته کمک گرفته می

(°C 94دو رشته جدا می ،) شوند و سپس با پایین آمدن حرارت به

شود که قبل از جفت شدن دو رشته می میزان مناسب شرایطی ایجاد

شوند و سپس در دمای با هم، پرایمرها به رشته الگو متصل می

( فعالیت همانندسازی C72°) DNA polymeraseمناسب آنزیم 

گیرد. برای اعمال این دماها به طور متناوب و دقیق، و تکثیر شکل می

پی خواهد ی زیادی در نیاز به دستگاه ترموسایکلر است که هزینه

 (. 11و8داشت)

برای جداسازی  RNase H، از آنزیم NASBAاما در تکنیک 

شود. به این ترتیب که بعد از رونویسی معکوس دورشته استفاده می

، هیبرید Reverse transcriptaseتوسط آنزیم  RNAاز 

RNA-DNA  حاصل توسط آنزیمRNase H  شناسایی  شده و

گردد و به این شکل تک می از این هیبرید، تخریب RNAرشته 

آید. بنابراین لازم بدون اعمال حرارت بالا به وجود می DNAرشته 

های حرارتی متناوبی که در تکنیک نیست برای تکثیر، از سیکل

PCR دما بودن تکنیک شود، استفاده کرد. همبه کار گرفته می

NASBA شرایط را برای کارشناسان آزمایشگاه بسیار هموار و ،

کند، بدین شکل که با استفاده از یک بلوک حرارتی ساده و ه میساد

یا انکوباتور در آزمایشگاه، شرایط برای تکثیر اسیدهای نوکلئیک 

اندازی این تکنیک به طور رود با راه(. امید آن می11گردد)فراهم می

 های مولکولی ای هزینه تستهای کشور تا اندازهکارآمد در آزمایشگاه

سهولت و کم هزینه بودن تکنیک: -3طبی مرتفع شود. در تشخیص

که که ذکر شد، این روش احتیاجی به دستگاه و تجهیزات چنان

خاصی ندارد و به این خاطر از نظر هزینه بسیار مقرون به صرفه 

های حرارتی نیست، خواهد بود و از طرف دیگر چون نیازی به سیکل

سازی و تنظیم بهینه اندازی تکنیک، لازم نیست مراحلبرای راه

های حرارتی صورت گیرد و این امر موجب سهولت دستگاه و سیکل

 (. 13و12کار برای کارشناسان آزمایشگاه خواهد شد)

طور که در مباحث قبلی بیان شد، تک رشته: همان RNAتولید  -4

بنا شده است  RNAبر اساس رونویسی و تولید  NASBAتکنیک 

 RNAشماری از مولکول ، تعداد بیو به این خاطر محصولات آن

تواند به طور مستقیم در مراحل بعدی تکثیر، به است که خود می

عنوان الگو جهت رونویسی معکوس مورد استفاده قرار گیرد. این 

حاصل از تکنیک  RNAرشته های تکامکان وجود دارد که مولکول

NASBA ت برداری قرار داد. محصولارا تخلیص کرده و مورد بهره

 RNAهایی از جنس تواند در قالب پروب، میNASBAتکنیک 

تکثیر انتخابی  -5برای کارهای تشخیصی بسیار مفید واقع شوند.

RNA  در حضورDNA یکی از مشکلاتی که همیشه محققین در :

های تکثیری با آن مواجه هستند، با روش RNAشناسایی مولکول 

 DNAون مولکول است. چ DNAآلودگی نمونه مورد آزمایش با 

بسیار پایدار است و در محلول تخلیص شده از  RNAبرخلاف 

ماند. بنابراین اگر نمونه های طولانی باقی میمیکروارگانیسم تا مدت

RNA  تخلیص شده حاوی آلودگیDNA  باشد، به راحتی با

و یا در کنار آن  RNAبه جای  DNA، مولکول PCRتکنیک 

بت کاذب و یا افزایش غیر واقعی یابد و موجب جواب مثتکثیر می

های یوکاریوتیکی، ژنوم دارای گردد. در سلولحساسیت در نتایج می

رونویسی شده داخل  RNAباشد که در نسخه های انترونی میتوالی

شود. بنابراین اگر محقق پرایمرهای خود را طوری سلول، دیده نمی

ژنوم قرار  طراحی کند که در نواحی حدواسط بین اگزون و انترون

گیرد، این مشکل برطرف خواهد شد. چون پرایمر برای توالی دو 

اگزون متوالی طراحی شده است، اگر یک بخش آن بر روی یک 

-اگزون و ناحیه دیگر آن با توالی اگزون مجاور جفت شود، در این

تواند به ژنوم سلول که حاوی توالی انترون بین صورت پرایمر نمی

که احیاناً در  DNAمتصل شود و مولکول این دو اگزون است، 

RNA در مورد  (.10تواند تکثیر شود)تخلیص شده قرار دارد، نمی

توان این ها، به دلیل عدم وجود توالی انترون در ژنوم، نمیباکتری

مشکل را به این راحتی برطرف ساخت. بنابراین باید دقت لازم 

ولکول تخلیص شده، به هیچ وجه به م RNAصورت گیرد که 

DNA ولی در عمل همیشه این اتفاق صورت نمی آغشته نباشد-

 NASBAخواهیم بود. در تکنیک  DNAگیرد و ما شاهد آلودگی 

(، امکان جداسازی دورشته C 37°به دلیل اعمال حرارت پایین )

DNA بنابراین پرایمر جایگاهی برای اتصال بر  ژنومی وجود ندارد و

 یابد.نمی DNAروی 
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ابتدایی هم که برای باز شدن ساختارهای ثانویه  C 65°حرارت 

RNA تواند دو رشته شود، هم نمیبتدای واکنش داده میدر ا

برای  DNA(. بنابراین آلودگی 10ژنومی را از هم گسسته نماید)

 ساز نخواهد بود. به هیچ عنوان مشکل NASBAتکنیک 

 DNAافتاد، یعنی دو رشته هر چند که حتی اگر این اتفاق هم می

گشت، باز متصل می DNAشد و پرایمر به ژنومی هم از هم جدا می

شود. اگر  DNAقادر نخواهد بود که موجب تکثیر  NASBAهم 

از هم  NASBAبه هر دلیلی در حین روند  DNAدو رشته 

پروموتر به آن متصل گردد،  7Tگسسته شود و پرایمر حاوی توالی 

چون شرایطی وجود ندارد تا توالی پروموتری دورشته شود، ساخت 

RNA ای در پی نخواهد صال نتیجههم میسر نخواهد بود و این ات

RNA  7Tدانیم زمانی آنزیم گونه که میداشت. همان

polymerase کند که این ناحیه پروموتری خود را شناسایی می

 7T( و چون این امکان در مورد توالی 15ناحیه دو رشته شده باشد)

 DNAپروموتر متصل به پرایمر، زمانی که رشته الگو از جنس 

آید، بنابراین تکثیری هم صورت نخواهد گرفت. میاست، به وجود ن

به هیچ شکل،  NASBAگیری کرد که تکنیک توان نتیجهپس می

توان با اطمینان اذعان را نخواهد داشت و می DNAتوانایی تکثیر 

تواند بر روند تکثیر نمونه مورد بررسی، نمی DNAکرد که آلودگی 

 تأثیرگذار باشد.

طور که پیش از این اشاره شد، همان حساسیت بالای تکنیک: -6

از کارایی بالایی برخوردار است و  RNA polymerase 7Tآنزیم 

از روی یک نسخه  RNAنسخه  1000الی  100توانایی ساخت 

DNA ای را دارد. بنابراین میزان کم دورشتهRNA  الگو، به عنوان

خی نمونه اولیه، در شناسایی آن مشکلی ایجاد نخواهد کرد. در بر

درصدی برای این تکنیک گزارش شده  98گزارشات حساسیت 

 (.17و16است)

های در مواردی که عفونتی در نمونهاستفاده مستقیم از نمونه:  -7

 PCRزیستی مانند خون، سرم، ادرار و غیره وجود دارد، برای انجام 

 NASBAباشد. اما در روش نوکلئیک مینیاز به تخلیص اسیدهای

های جدا شده از ها و مواد موجود در نمونهروتئینبه دلیل آنکه پ

توان با حذف مراحل بیمار، اثر بازدارندگی بر تکنیک ندارد، می

تخلیص، به طور مستقیم بر روی نمونه ادرار، خون، سرم و غیره، 

را اعمال کرد و به این ترتیب با سهولت به  NASBAتکنیک 

زا هم افزایش کارگیری تکنیک، سرعت شناسایی عامل بیماری

 (. 16داد)

احتمال وقوع واکنش غیراختصاصی: از معایب این تکنیک نیز  -8

های غیراختصاصی اشاره کرد، از توان به احتمال وقوع واکنشمی

 آنجایی که دمای واکنش بدون خطر تخریب و دناتوراسیون آنزیمی 

تواند افزایش پیدا کند، ایجاد درجه سلسیوس نمی 41به بیشتر از 

و  18و 6محتمل است) NASBAهای غیراختصاصی در اکنشو

19). 
 

 

های آشکارسازی در اکثر مطالعات صورت گرفته با به کارگیری روش

 ، این مشکل تکنیک را مرتفع NASBAمختلف برای محصولات 

اند. به این ترتیب که محصولات غیراختصاصی محتمل در این ساخته

طور کامل از مراحل شناسایی ها به روش، با استفاده از این روش

زا در حذف گردیده و مشکلی برای تشخیص اختصاصی عامل بیماری

 NASBAهای آشکارسازی محصولات پی نخواهد داشت. از روش

، هیبریداسیون (ECL)های الکتروشیمیایی توان به روشمی

(ELISA) های نشاندار شده در و پروبreal-time NASBA 

های ارائه شده، اختصاصی بودن تکنیک زارشاشاره کرد که بنا بر گ

 (.20دهند)درصد افزایش می 100را گاه تا 

 

 NASBAکاربرد 
 

NASBA  به عنوان ابزار مولکولی حساس و قابل اعتماد، برای

ها و عوامل های سمی، قارچها، جلبکها، باکتریتشخیص ویروس

تی زا در حوزه پزشکی، محیط زیست و کنترل کیفیت صنعبیماری

در این مطالعه به طور خاص به  .(21مورد استفاده قرار گرفته است)

های عفونی پرداخته در تشخیص بیماری NASBAکاربردهای 

 خواهد شد.

که برای اولین بار  1991: از سال HIVبیماری ایدز، ویروس -1

 RNAبرای تکثیر  NASBAو همکاران از روش  Kievitsتوسط 

تا امروزه این تکنیک به صورت  [9]استفاده شد  HIV-1ویروس 

 1995قابل توجهی توسعه و بهبود یافته است. به طوری که از سال 

 HIV-1برای شناسایی و تعیین تعداد ویروس  NASBAتکنیک 

های تجاری در به صورت کیت  (ECL)صیبر اساس روش تشخی

(. سنجش بار ویروسی اطلاعات بسیار 6دسترس قرار گرفته است)

آگهی، نظارت پیشگیرانه و درمانی مهمی از تشخیص بیماری، پیش

که بار ویروسی پلاسما پیشرفت بیماری را بهتر  از آنجا دهد.ارائه می

+هایاز لنفوسیت
4CD ان دادند که کند، محققان نشپیش بینی می

خطر پیشرفت ایدز و مرگ به طور مستقیم به مقدار ویروس پلاسما 

 Nuclisensتر این سنجش . نسل دوم و حساس[22]بستگی دارد 

HIV-1 QT   توانست وارد بازار تجاری شد که می 2003در سال

نسخه بر میلی لیتر  25این ویروس را تا  RNAهای پایین غلظت

( نیز سنجش بار FDAتشخیص دهد. سازمان غذا و داروی امریکا )

از طریق روش  NASBAرا با آزمون  HIV-1ویروسی 

Nuclisens QT  که با هدف ژنgag  طراحی شده بود، تأیید

 ELISAو روش آشکارسازی  NASBA(. ترکیب 2رده است)ک

برابر بیشتر از ژل الکتروفورز( یک روش 100)حساسیتی تا 

نماید. شهرابی و همکاران تشخیصی قدرتمند و حساس را ایجاد می

برای  NASBA-ELISAنشان دادند تلفیق  1390نیز در سال 

 روشی کارآمد است که نیازمند توسعه و HIV-1 RNAتشخیص 

های تشخیص های بیشتر به منظور استفاده در آزمایشگاهبررسی

 (.23باشد)طبی می



  

  78، شماره   و دوم ستی، سال ب یریو گرمس یعفون یها یماریفصلنامه ب

 6_____________________________________________ های عفونیروش مولکولی نوین برای شناسایی بیماری NASBAتکنیک 
 

 

دارای  c: ویروس هپاتیت HCV، ویروس: Cری هپاتیتبیما -2

های مهم و شایع در تک رشته است که از دیگر ویروس RNAژنوم 

آزمون  1994(. اولین بار در سال 24انتقال خون می باشد)

NASBA با روش آشکارسازیELGA  برای تکثیرHCV 

RNA (ناحیه محافظت شده 25بررسی شد .)غیر کد کننده  ’5

(Noncoding regions این ویروس به عنوان هدف برای توسعه )

، 1999بیشتر کمی و کیفی مورد استفاده قرار گرفت. در سال 

Damen  و همکاران آزمایش کمیNASBA (QT NASBA )

 HCVهای را ارزیابی و با آزمون HCVجهت تشخیص ویروس 

branched DNA (bDNA)  شرکت(Chiron و )PCR 

HCV monitor  شرکت(Roche)  مقایسه کردند. حساسیت

مرتبه بهتر از  10نشان داد که این تکنیک  NASBAکمی 

بر پایه  HCV monitorو قابل مقایسه با  bDNAسنجش 

PCR ها نتیجه گرفتند روش است. آنHCV-NASBA-QT 

 (. 26باشد)می HCV RNAیک روش قابل اعتماد برای تشخیص

 NASBAای هدر مطالع 2012محمدی یگانه و همکاران در سال 

 Molecularبراساس پروب Real timeرا در ترکیب با روش 

Beacon (MB)   برای ردیابی ویروسHCV  وHIV-1  مورد

بررسی قرار دادند و نشان دادند این روش به دلیل اختصاصی بودن، 

تواند کاربرد وسیعی حساسیت و سرعت بالا روش مناسبی بوده و می

تشخیص  2013ران نیز در سال پریان و همکا .(27داشته باشد)

را با استفاده از تکنیک  HCV و HIV-1همزمان عفونت 

NASBA ها نشان دادند با استفاده از مورد ارزیابی قرار دادند. آن

توان عفونت همزمان یا منفرد چندگانه می NASBAروش 

را با حساسیت و ویژگی مناسب در  HCVو  HIV-1های ویروس

 (.28ماران تشخیص داد)های پلاسمای بینمونه

: به دلیل CMVعفونت ناشی از سیتومگالوویروس، ویروس -3

، تشخیص این ویروس در مراحل اولیه عفونت، CMVهای ویژگی

جایی که باشد. از آنشرط لازم برای درمان ضد ویروسی مؤثر می

CMV  حامل ژنومDNA باشد، بیان برخی میmRNA  های

شاخص خاص برای تکثیر ویروس  تواند به عنوان یکتأخیری می

 Lateو همکاران،  Blok، 1998استفاده شود. در سال 

pp67(UL65) mRNA های سفید خون جداشده از گلبول

 قرار دادند.  NASBAبیماران پیوند کلیه را هدف مطالعه با روش 

در مقایسه با روش آنتی ژنمیا بیشتر بود در  NASBAحساسیت 

قابل مقایسه  NASBAو حالی که حساسیت کشت سلول 

با موفقیت توانست  Nuclisens CMV pp67(. آزمون 29بودند)

، بیماران پیوندی دریافت HIVرا در افراد آلوده به  CMVبیماری 

کننده قلب، ریه و مغز استخوان تشخیص دهد و در روند صحیح 

های کاربردی mRNA(. دیگر 6درمان مورد استفاده قرار گیرد)

CMV  که باNASBA تکثیر یافتند early β2.7 mRNA  و 

immediate early UL123 mRNA بودند. با این حال این

mRNA های هدف، در طول مراحل اولیه آلودگی بهCMV  بیان

شوند و اختصاصی بودن و ارزش پیشگویی مثبت این سنجش می

 ای در مطالعه 2001باشد. در سال می pp67پایین تر از سنجش 

 و  pp67(UL65)کمی را برای هر دو  NASBAتکنیک 

IE1(UL123) (18در بیماران پیوند کلیه شده بررسی کردند .)

Hebart  سنجش 2002و همکاران در سال ،Nuclisens CMV 

pp67  را جهت تشخیص و نظارت بر عفونتCMV  پس از پیوند

های ارائه شده به های بنیادی آلوژنیک بررسی کردند. دادهسلول

تواند به تشخیص اولیه عفونت و می NASBAاد وضوح نشان د

 (.30سنجش کارایی درمان ضدویروسی کمک کند)

ها: دنگه، نیل غربی، زیکا: عفونت ناشی از فلاوی ویروس -4

NASBA  روشی حساس و اختصاصی برای تشخیص ویروس نیل

و  RT-PCR( است که حساسیتی بالاتر از west-Nileغربی )

 (.31دارد) TaqMan RT-PCR برابر با 

برای تشخیص ویروس دنگه نیز به کار رفته  NASBAتکنیک 

با  NASBAنشان دادند  2001و همکاران در سال  Weاست. 

می تواند در تشخیص  %100( و اختصاصیت %98.5حساسیتی بالا) 

(. در تحقیقی دیگر که 17زود هنگام بیماری عفونی دنگه مؤثر باشد)

برای تشخیص  NASBAش انجام شده بود رو 2002در سال 

سریع دنگه ویروسی توسعه داده شد و آشکارسازی محصولات 

NASBA  با دو روشECL  وAG  الکتروفورز ژل آگارز( با (

اند و همکاران، ادعا کرده Pardae(. اخیراً 32یکدیگر مقایسه شد)

که روشی سریع و کم هزینه برای تشخیص ویروس زیکا ارائه 

رفته شده در این مطالعه، همان تکنیک نمودند. تکنیک به کار گ

NASBA   برای تکثیرRNA (.33باشد)ویروس می 

برای  NASBAها: های عفونی ناشی از انتروویروسبیماری -5

ها نیز توسعه یافته است. ناحیه محافظت شده تشخیص انتروویروس

5’ NCR تواند رود. این تکنیک میبه عنوان هدف به کار می

ها را شناسایی ها و اکوویروسها، پولیو ویروسویروسکوکساکی 

را جهت  NASBAتکنیک  2002و همکاران در سال  Foxکند. 

های بالینی )مایع مغزی نخاعی، ها در نمونهتشخیص انتروویروس

را با  NASBAتنفسی و مدفوع( طراحی و ارزیابی کردند و نتایج 

RT-PCR رفتند ها نتیجه گو کشت ویروسی مقایسه کردند. آن

NASBA  جایگزینی مناسب برایRT-PCR  جهت تکثیر

-ها در طیف وسیعی از نمونهحساس و تشخیص توالی انتروویروس

توانستند با  2012وهمکاران در سال  Hong(. 34های بالینی است)

) آزمون  RDAو  NASBAاستفاده از روشی جدید از ترکیب 

 Rapid isothermal detection دماتشخیصی سریع هم

assay نشان دهند حساسیت  انسانی، 71( در شناسایی انتروویروس

بسیار عالی و اختصاصی بودن و راحتی این روش، مناسب برای 

-های با امکانات اولیه و محدود میکاربرد بالینی حتی در آزمایشگاه

 ای دیگر سعیدی نیا و همکاران توسعه (. در مطالعه35باشد)
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برای تشخیص کوکساکی  RT-PCRو NASBAهای تکنیک

ت حیوانی را بررسی های بافدر کشت سلولی و نمونه B3ویروس 

های بافت قلب و طحال بدست کردند. نتایج حاصل از بررسی نمونه

آمده از حیوان آلوده برای شناسایی ویروس با هر دو تکنیک مثبت 

دارای مزایای متعددی بود  RT-PCRنسبت به  NASBAبود و 

که نشان داد تکنیک جایگزین مناسبی برای تشخیص با حساسیت 

 (.36باشد)می B3روس بالای کوکساکی وی

های ویروسی دستگاه تنفسی: سرماخوردگی، عفونت بیماری -6

ناشی از ویروس سنسشیال تنفسی، آنفولانزا: با بررسی روش 

NASBA ها نشان داده شد، این تکنیک ویروسبرای تشخیص رینو

ها رینوویروس RNAحساسیت و اختصاصیت بالایی برای شناسایی 

ها با سه روش یگر، تشخیص رینوویروس(. در تحقیق د37دارد)

در کودکان مبتلا به  NASBAو  RT-PCRکشت بافت و 

های حاد تنفسی در طول یک فصل زمستان بررسی و با عفونت

قابل  RT-PCRو  NASBAیکدیگر مقایسه شد. نتایج نشان داد 

تر از روش کشت داری حساسمقایسه با یکدیگرند و به طور معنی

ای برای اولین بار در مطالعه 2012. در سال (38ویروس هستند)

با کنترل داخلی با استفاده از  Real time NASBAروش کمی

های برای تشخیص گزینشی و حساس سروتایپMB های پروب

و همکاران نشان دادند با  Sidotiرینوویروس انسانی توسعه یافت. 

این روش ساده به طور قابل توجهی دقت، صحت و درستی تشخیص 

-می NASBA(. نتایج مطالعات نشان داده 39افزایش یافته است)

تواند روشی مناسب برای تشخیص ویروس سنسیشیال تنفسی باشد. 

ای که به منظور بررسی قابلیت استفاده از سه روش در مطالعه

 ELISAو  NASBA ،RT-PCRی بر مبنای تشخیصی تجار

های بالینی بود، نشان دادند در نمونه RSVبرای تشخیص ویروس

NASBA تر در مقایسه با دو روش دیگر روشی سریع و حساس

 (.40باشد)می

رده  H5برای تشخیص ویروس آنفولانزای مرغی  NASBAروش 

لایی از آسیایی مورد بررسی قرار گرفته و سرعت و اختصاصی بودن با

تواند مورد استفاده برای تمایز سویه به آن گزارش شده است که می

زایی قرار های ضعیف از نظر بیماریزاو سویهشدت بیماری

آمیزی برای تشخیص ویروس به طور موفقیت NASBA(. 41گیرد)

و  A H5N1و آنفولانزای مرغی نوع  Aآنفولانزای فصلی نوع 

H7N9 (هم42ارزیابی شده است .) چنین نشان داده شده روش

NASBA-ECL  برای تشخیص سریع و اختصاصی آنفولانزای

(. استفاده از روش 43تواند به کار گرفته شود)می A/H7مرغی 

Real time NASBA  تجاری جهت تأیید سریع ویروس آنفولانزا

A H5N1 های بالینی نیز اعتبارسنجی و توسعه یافته در نمونه 

 

 

 

 

 

نیز توسط  1N1Hویروس آنفولانزای خوکی (. تشخیص 44است)

مورد ارزیابی قرار گرفته است و  Real time NASBAروش 

نتایج حاکی از اختصاصی بودن و حساسیت بالای این روش بوده 

 به  NASBAای از و همکاران روش تغییر یافته Wang(. 45است)

و  H3N2و  H1N1های عنوان روشی ساده جهت تشخیص ویروس

pH1N1 (.46اند)ئه دادهارا 

بیماری پنومونی مایکوپلاسمایی، باکتری مایکوپلاسما پنومونیه:  -7

 .Mبرای تشخیص NASBAحساسیت و اختصاصیت تکنیک 

pneumoniae  توسطLoens  و همکاران ارزیابی شده است. نتایج

نشانگر بالابودن حساسیت این روش در تشخیص این باکتری بوده 

 Realه در تحقیقی دیگر از روش (. همچنین این گرو47است)

time-NASBA  برای شناسایی این باکتری استفاده کردند، نتایج

های در نمونه M. pneumoniaeنشان داد حساسیت تشخیص 

ممکن است کمی کاهش یابد، اما  NASBAتنفسی در مقایسه با 

(. 48در سرعت و سهولت برتر است) Real timeاستفاده از آزمون 

 ,M. pneumoniaeیص همزمانمتعاقباً تشخ

Chlamydophila pneumoniae  وLegionella spp.  با

های ارزیابی شد. نتیجه real time multiplex NASBAروش 

های به دست آمده نشان داد، اگرچه حساسیت روش اخیر از روش

هایی گذشته کمتر است اما به لحاظ سهولت، سرعت و تعداد نمونه

ای برای تشخیص این سه د، ابزار امیدوارکنندهتواند آنالیز شوکه می

 (.49باشد)های تنفسی میسویه در نمونه

بیماری سل، باکتری مایکوباکتریوم توبرکلوزیس : تکنیک  -8

NASBA  به منظور شناسایی اختصاصی مایکوباکتریوم

انجام گرفته  1993در سال  16SrRNaگیری توبرکلوزیس با هدف

-می ELGAو  NASBAبودند که ترکیب است. نتایج بیانگر این 

تواند به عنوان ابزاری کارآمد به لحاظ سرعت و سهولت برای 

(. 50شناسایی اختصاصی گونه مایکوباکتریا مورد استفاده قرار گیرد)

و  NASBA-ELISAبا روش  2006گیل و همکاران در سال 

برای تشخیص مایکوباکتریوم توبرکلوزیس،  16SrRNAتکثیر ژن 

و اختصاصیت پرایمرها برای  NASBAد کارآمدی سیستم توانستن

شناسایی توبرکلوزیس را مورد تأیید قراردهند. نتایج بدست آمده از 

را نشان  %96و اختصاصیت  %85.7های بالینی حساسیت نمونه

(. با توجه به این که عوامل متعددی از جمله حساسیت 13داد)

کشت سلول( در آنالیتیکی روش، حساسیت تکنیک استاندارد )

باشند، قائمی تعیین حساسیت یک تکنیک در یک مطالعه دخیل می

با روش شناسایی کمی  NASBAو همکاران ترکیب روش 

میکروپلیت هیبریداسیون را به عنوان روشی حساس در مقیاس با 

 (. 12های مولکولی دیگر گزارش کردند)روش
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های گذشته بیماری آسپرژیلوزیس، قارچ آسپرژیلوس: طی ده -9

 RNA برای تشخیص  NASBAحساسیت و اختصاصیت 

و  Zhao(. 51رزیابی شده است)های خونی اآسپرژیلوس در نمونه

حساسیت بالایی  Real time NASBAهمکاران نشان دادند 

ها از (. همچنین آن52دارد و برای تشخیص آسپرژیلوس مفید است)

برای تشخیص کمی، با دقت و سریع  Real time NASBAروش

آسپرژیلوس مهاجم ریوی در مایعات ریه و لاواژ برونکوالوئولار 

(BALموش استفا )(53ده کردند.) 

بیماری مالاریا، انگل پلاسمادیوم فالسیپاروم: آزمون  -10

NASBA ( کمیQT-NASBA برای تشخیص )P. 

falciparum مشخص کرد،  2000های خونی در سال در نمونه

های خونی به تر از مشاهده نمونهبار حساس 1000این روش تقریباً 

ای تشخیص تواند برمی QT-NASBAوسیله میکروسکوپ است. 

مقدار بسیار ناچیز انگل در مراحل اولیه مالاریا و نظارت بر اثربخشی 

و  Schneiderای که توسط . در مطالعه[54]دارویی مفید باشد 

 Realهای به چاپ رسیده است، تکنیک 2005همکاران در سال 

time QT-NASBA  وReal time QT-PCR  را برای تعیین

با یکدیگر مقایسه کردند. نتایج  P. falciparumمقدار انگل 

نشان داد که این تکنیک با حفظ  QT-NASBAتکنیک 

اختصاصی بودن و حساسیت در شناسایی، باعث کاهش زمان آنالیز و 

در  Real time QT-NASBAشود. روش خطر آلودگی می

تر است و در مطالعاتی که سریع Real time QT-PCRمقایسه با 

در تعداد  P. falciparumیق انگل نیاز به تشخیص حساس و دق

های (. نتایج حاصل از بررسی20باشد)زیادی نمونه دارد، ارجح می

Mens و همکاران نیز نشان دادReal time QT-NASBA 

روشی بسیار حساس و اختصاصی برای تشخیص، شناسایی و تعیین 

تواند به عنوان ابزاری های پلاسمادیوم است که میمقدار کمی گونه

سب و مؤثر جهت مطالعات اپیدمیولوژیک و تشخیص و درمان منا

 (.55مورد استفاده قرار گیرد)

و همکاران در  Mugasaبیماری لیشمانیازیس، انگل لیشمانیا:  -11

و الیگوکروماتوگرافی برای  NASBAاز تکنیک  2010سال 

ها حساسیت و تشخیص بیماری ناشی از لیشمانیا استفاده کردند. آن

های برای نمونه %100و  %93.3این روش را به ترتیب اختصاصیت 

های بیوپسی پوست بیماران برای نمونه %100و  %98.6خون و 

و همکاران نیز در  Saad .(14مبتلا به لیشمانیازیس گزارش کردند)

در تشخیص  OC-NASBAای دیگر با بررسی تکنیک مطالعه

یار بالا لیشمانیازیس جلدی و احشایی حساسیت این روش را بس

(. نیازی و همکاران حساسیت و اختصاصیت روش 56گزارش کردند)

NASBA  را برای تشخیص لیشمانیازیس جلدی بررسی کردند. در

برای تشخیص  RT-PCRو روش  NASBAاین مطالعه روش 

 های زخم پوستی مشکوک به لیشمانازیس انگل لیشمانیا در نمونه

و اختصاصیت  %51% و  81مقایسه شدند که به ترتیب از حساسیت 

با  NASBAها نتیجه گرفتند روش برخوردار بودند. آن 100%

حساسیت و ویژگی بالا به منظور شناسایی لیشمانیوز جلدی کاربرد 

-ها ادعا کردند که این روش قابلیت راهفراوانی خواهد داشت. آن

ها و مناطق کشور با امکانات اندازی و توسعه در همه آزمایشگاه

 (.57باشد)و ساده آزمایشگاهی را دارا میمحدود 
 

 بحث
 

های تشخیصی در کشور ما، بر پایه مشاهده میکروسکوپی و روش

های میکروسکوپی از پذیرد. روشکشت میکروارگانیسم انجام می

ها هم بسیار دقت پایینی برخوردار است و کشت میکروارگانیسم

زای کند رشد اریگیر خواهد بود، به ویژه در مورد عوامل بیموقت

تر های سریع(. لذا معرفی تکنیک12مثل مایکوباکتریوم توبرکلوزیس)

تواند به بهبود شرایط های عفونی میتر در شناسایی بیماریو دقیق

موجود کشور در حوزه تشخیص بیماری کمک شایان توجهی داشته 

در  های تشخیصی به ویژهباشد. لزوم این توجه و ارتقاء روش

گیری از یابد. همچنین بهرهای میهای عفونی جایگاه ویژهاپیدمی

های های کلان اجتماعی چون جنگتر در بحرانهای سادهروش

تواند نظامی که همه نوع تجهیزات در دسترس و مهیا نیست، می

 نقش مهمی ایفاء کند.  

های تشخیص طبی کشور، به اگرچه در سالیان اخیر، در آزمایشگاه

های مولکولی همانند ه بیشتری شده است و روشاین امر توج

PCRاندازی گردیده ولی همچنان این ها راه، در برخی از آزمایشگاه

ها با وجود محاسن بسیار زیاد، مورد استقبال چندانی قرار روش

های های تشخیص مولکولی، به دلیل برتری(. روش3و1نگرفته است)

-توسعه چشمگیری یافتههای سنتی در دنیا بیشمار نسبت به روش

ترین و یکی از شناخته شده PCRاند. در این میان روش 

باشد. با وجود مزایای فراوان این ها میپرکاربردترین این روش

های تکنیک، از جمله حساسیت و دقت بالا، به دلیل نیاز به سیکل

اندازی آن در هر حرارتی متناوب و دستگاه ترموسایکلر، راه

های هنگفت و به کارگیری نیروی متخصص و زینهآزمایشگاهی، ه

-(. بنابراین در بسیاری از آزمایشگاه20ماهر، به دنبال خواهد داشت)

 ها با امکانات محدود، شرایط استفاده از این روش مهیا نخواهد شد. 

دما، روز به روز از استقبال بیشتری های تکثیر همامروزه روش

هت عدم نیاز به دستگاه ترموسایکلر (. زیرا به ج3شوند)برخوردار می

اندازی آن ها، شرایط راهجهت تکثیر اسیدهای نوکلئیک در این روش

ها و در تمامی مناطق کشور حتی مناطق در تمامی آزمایشگاه

، یکی از NASBAپذیر است. روش بهره مهیا و امکانمحروم و کم

اسایی سلول را مورد شن RNAدما است که های تکثیر هماین روش

 دهد. قرار می
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میکروارگانیسم،  RNAکلر، در این روش بدون استفاده از ترموسای

های آشکارسازی قابل تکثیر یافته، به نحوی که به راحتی با روش

 Reverseشناسایی و بررسی خواهد بود. سه آنزیم 

transcriptase ،RNase H  وT7 RNA polymerase 

با استفاده از رونویسی معکوس،  باشند. در ابتدامسئول این تکثیر می

گردد که به راحتی توسط اد میایج RNA-DNAیک هیبرید 

RNase H  شناسایی شده و رشتهRNA  از این هیبرید حذف

 DNAشود. به این ترتیب بدون اعمال حرارت، یک تک رشته می

شود که پرایمر دوم توانایی اتصال به آن را دارد. بعد از دو حاصل می

توالی  T7 RNA polymerase، آنزیم DNAرشته شدن 

 RNAشماری شناسایی کرده و سنتز تعداد بیپروموتری خود را 

تواند به عنوان الگو، در ها مجدداً میشود که هر کدام از آنآغاز می

 (.8اختیار تکنیک قرار گیرند)

های تشخیصی بر پایه براساس مطالعات صورت گرفته، امروزه کیت

 HIV (Nuclisens CMVبرای ویروس  NASBAتکنیک 

pp67)  و ویروسCMV (Nuclisens CMV pp67)  به طور

. [30. 2]گیرند تجاری در دنیا تولید شده و مورد استفاده قرار می

ها حاکی از آن هستند که این تکنیک از حساسیت بسیار گزارش

زیادی برخوردار است و اکثر مطالعات، حساسیت این تکنیک را 

های (. در صورتی که از روش56د اعلام کردند)درص 90بالاتر از 

های آشکارسازی دقیق از جمله الیگوکروماتوگرافی، الایزا و پروب

های فلورسنت استفاده شود، اختصاصی بودن نشاندار شده با رنگ

  (. 20یابد)درصد هم افزایش می 100تکنیک تا 

یی های دیگر این تکنیک آن است که قابلیت شناسااز جمله مزیت

 آن RNAها را داراست و با شناسایی انواع مختلف میکروارگانیسم

 

 

ها، قدرت تمایزدهی سلول مرده از زنده را خواهد داشت و به این 

زا، بیوتیکی در عوامل بیماریترتیب در مواردی که بروز مقاومت آنتی

کند، با به کارگیری این مشکلات فراوانی در امر درمان ایجاد می

یابی سریع و دقیق به الگوی مقاومت میکروارگانیسم تتکنیک دس

 (. 5پذیر خواهد شد)امکان

که ژنوم ویروس از جنس  HIVهایی همچون در مورد ویروس

RNA  است، کارایی تکنیکNASBA شود و بیشتر نمایان می

، امروزه NASBAهای تشخیصی این ویروس براساس تکنیک کیت

های تأخیری در mRNAیی باشد. در صورت شناسادردسترس می

توان ویروس فعال از نظر ها با استفاده از این تکنیک، میویروس

تکثیر را شناسایی کرد و این پدیده در پیگیری روند درمان نقش 

 بسزایی خواهد داشت.

همچنین به دلیل سادگی تکنیک و قابلیت تکثیر چندین نسخه 

RNA ندین توان شناسایی چبه طور همزمان، به راحتی می

میکروارگانیسم مختلف را به طور همزمان و در یک آزمایش مورد 

هایی بررسی قرار داد و این امر در سرعت و سهولت تشخیص بیماری

زا در آن دخیل هستند، از ارزش بالایی که چندین عامل بیماری

 (.58برخوردار است)

ده و کارگیری این تکنیک ارزان قیمت، سااندازی و بهامید است با راه

رو در امر  های کشور، مشکلات پیشبسیار کارآمد در آزمایشگاه

های عفونی در شرایط بحرانی تشخیص و بررسی روند درمان بیماری

های تشخیص مولکولی نوین فرصت و اپیدمی برطرف گردد و روش

های سراسر کشور را ورود به عرصه سیستم تشخیصی آزمایشگاه

 بیابند.
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