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  ۲/۷/۸۶:       تاريخ پذيرش مقاله۳۱/۴/۸۶: تاريخ دريافت مقاله

  :چکيده

 يروس در افـراد ين ويفعال شدن ا .شود يروس مي ويوموجب نهفتگ دهد ي رخ ميمعمولا درکودکBK روس يعفونت با و :زمينه و اهداف

 يزين خـونر ي ـا . دهنده مثانه مرتبط باشد    يزي خونر يريعفونت تاخ  با رسد يد بنظرم ک انجام داده ان   يتئ هماتوپو يادي بن يسلول ها وند  يکه پ 

  .مار شودي بيقابل توجه برا مشکلات جادي ادرار وايلخته و انسداد مجرا  همراه بايا ماکروسکوپي يسکوپوکريممکن است به صورت م

بـالغ   ۱۳کـودک و  ۱۸ ک شامل يتئ هماتوپو يادي بن يها ده سلول افت کنن يدر ۳۱ اطلاعات مربوط به   ن  مطالعه گذشته نگر    يدر ا  :بررسيروش  

وداوطلـب شـرکت    قرارگرفتـه بودنـد   ونـد يپ مورد Hudding University) ( دانشگاه هودينگ مارستانيدرب ۲۰۰۳ و ۲۰۰۲ يها که درسال

اه پـس  ـم ـ ۱۲ ک تا يتئ هماتوپو ياديبن يافت سلول ها  يک هفته قبل از در    ي از نمونه ادرار  ۱۲۷ ودرمجموع دي گرد يبررس ن مطالعه بودند  يدرا

مثبت با BK  يتمام نمونه ها .ش قرارگرفتيزماآ مورد BK روسـيوDNA  ودـوج از نظرNested PCR  ا روشـب  شد ويورآن گردآاز 

ه از ج بـا اسـتفاد  ي قرار گرفت ونتـا يمورد بررس تر ادراريکروليک مي درBK روسي وي هايکپ  از نظر تعداديکمReal Time PCR روش 

  . شدنديمارآزينالآ  اسکوريتست کا

افت کننـده  يافراد در%) ۵۲( نفر۳۱ نفر از ۱۶درنمونه ادرار Q-RT-PCR  وNested PCR ي به کمک روش هاBKروسيو DNA :يافته ها

 ده مثانه داشتند   دهن يزي مثبت بودند وعفونت خونر    BKروس  ي که از نظر و    ي نفر ۶  نفر از  ۵ .ک نشان داده شد   يتئ هماتوپو يادي بن يسلول ها 

 که مبتلا بـه عفونـت   ي نفر۲۵ نفر از ۱۰ فقط درادرار BKروس ي که ويدر صورت. در ادرار بودند BK روسي ويقبل از شروع عفونت دارا

 دهنـده مثانـه اسـت    يزيان به عفونت خونرير مبتلايان با غي در ادرار مبتلا  BKروس  ي دار وجود و   ي از تفاوت معن   يده شد که حاک   ينشدند د 

)P=0.04.(  

تم ايمني شان تضعيف شده است نشان فعال شدن اين ويروس اسـت كـه درهـر    س در ادرار افرادي كه سيBKوجود ويروس   :يريجه گ ينت

و بـدين   عفونت خونريزي دهنده و غير بيماران مشاهده ميشود و به تنهايي براي پيش بيني وقوع اين عفونت كـافي نيـست    دو گروه بيماران    

اين مطالعه حاكي از اين اسـت   . استفاده كردQ-RT-PCRويروس در يك ميكروليتر ادرار با روش      ۱۰۶ز مشاهده بيش از     منظور مي توان ا   

ت كننـده سـلول هـاي بنيـادي      ويـروس در يـك ميكروليتـر ادرار فـرد درياف ـ         ۱۰۶ و بـويژه وجـود بـيش از          BK ويـروس    DNAكه ميـزان    

 ۱۰۶شـود كـه وجـود      وقتي بيـشتر مـي  طه مثانه را داشته باشد اين ارتباونريزي دهند ممكن است توانايي پيش بيني عفونت خ    تيكئهماتوپو

  .  حاد باشد)Graft - Versus – Host)  GVH  ويروس در يك ميكروليتر ادرار همراه با بيماري

   ، سلول هاي هماتوپوئتيك ، عفونت مثانهBK ، Graft - Versus – Hostويروس : کليد واژه ها

  

    



۶۲ ... در نمونه ادرارBKارتباط ميزان بالاي ويروس /      

  :مقدمه

  معمولاً در كودكي رخ مي دهـد و موجـب    BKفونت با ويروس ع

عال شدن اين ويروس در افـرادي  ف .)۱-۳ ( نهفتگي ويروس مي شود   

اتوپوئتيك انجام داده اند بـه نظـر مـي     مكه پيوند سلول هاي بنيادي ه     

خونريزي دهنده مثانه مرتبط    ) هفته۲بيش از   (تاخيري  رسد با عفونت    

 ممكن است بـه صـورت ميكروسـكوپي          اين خونريزي  ).۴-۶(باشد  

همـراه بـا لختـه و انـسداد     ) ۴ تا ۲درجه (يا ماكروسكوپي   ) ۱درجه  (

  ) .۷(مجراي ادرار و ايجاد مشكلات قابل توجه براي بيمار شود 

 ـ        ـوع عف ـشي  ـ   ـونت خـونريزي دهنـده مثانـه در اف ده ـراد دريافـت كنن

شـده   درصـد گـزارش      ۴۰ تا   ۵اتوپوئتيك بين   مول هاي بنيادي ه   ـسل

 پـس از پيونـد   ،در ادرار   BKاست در حالي كـه عفونـت ويروسـي   

 درصد بيمـاران نـشان      ۱۰۰ تا   ۵۰اتوپوئتيك در   مسلول هاي بنيادي ه   

 به تنهايي BKبنابراين عفونت ويروسي ).  ۸-۱۲و ۶(داده شده است 

دليل اصلي عفونت خونريزي دهنده ، مثانه نيست و عوامل ديگري از         

GVH قبيل بيماري 
*
 و زيـر   BK، رژيم غذايي، عفونت اوليهحاد   

بـه    SP1 در محـل     C→G  كه داراي موتاسيون      BKگونه ويروس   

   .)۱۳-۱۶و۱۰و۷(نظر مي رسد با اين عفونت مرتبط باشند 

ه افـراد دريافـت كننـده    ـرا نشان داده شده اسـت ك ـ     ـه هر حال اخي   ـب

دهنده كه مبتلا به عفونت خونريزي      اتوپوئتيك    مسلول هاي بنيادي ه   

  را در ادرار نسبت بـه  BK، مقدار بيشتري از ويروس شوند مثانه مي

 ۸( مبـتلا نمـي شـوند ترشـح مـي كننـد              عفونـت افرادي كه به ايـن      

   .)۱۷و۱۰و

 در افـرادي كـه    BKدر ميزان ويـروس با اين وجود تغييرات زيادي 

 بـه ايـن     عفونت خونريزي دهنده مثانه ندارند و همچنين افرادي كـه         

  .)۱۸(لا هستند ديده مي شود مبتعفونت 

در اين مطالعه نمونه ادرار بيماران دريافت كننده سلول هـاي بنيـادي             

هماتوپوئتيك در زمان هاي مختلف پس از پيوند جمع آوري گرديـد            

 در BKتا ارتباط بين عفونت خونريزي دهنده مثانه با وجود ويروس        

  . مشخص شود GVHادرار ، بيماري 

   :هامواد و روش 

 ي در مورد اخلاق پزشـک   ينکي که مطابق با مصوبه هلس      اين مطالعه  در

 دريافـت كننـده     ۳۱ اطلاعـات مربـوط بـه        دهيق به انجام رس   يدر تحق 

 بـالغ كـه در      ۱۳ كـودك و     ۱۸سلول هاي بنيادي هماتوپوئتيك شامل      

 مـورد پيونـد     دانشگاه هودينگ   در بيمارستان  ۲۰۰۲و  ۲۰۰۳سال هاي   

بررسـي  بودنـد   شركت در ايـن مطالعـه       قرار گرفته بودند و داوطلب      

 ـ نمونه ادرار از ۱۲۷گرديد و در مجموع  هفتـه قبـل از دريافـت     کي

  .شد ماه پس از آن گرد آوري        ۱۲سلول هاي بنيادي هماتوپوئتيك تا      

 بيمار شواهدي دال بر عفونت خونريزي دهنده مثانه داشتند كه بر            ۶۰

تشخيص بيمار، . )۷( و همكاران طبقه بندي شدند Bediاساس معيار 

، عفونـت خـونريزي     ) GVH) ۱۹، وجـود و درجـه بيمـاري         جنس

. رفـت گار   مـورد بررسـي قـر      BKه و وضعيت ويـروس      ـدهنده مثان 

 BK ويروس DNA براي Nested PCRنمونه هاي ادرار با روش

 مثبـت بـا     BK تمام نمونه هاي     .)۲۱و۲۰ (ندمورد آزمايش قرار گرفت   

عـداد كپـي هـاي ويـروس     كمي از نظر ت  Real Time PCRروش

BK    ميكرو ليتر ادار مـورد بررسـي قـرار گرفتـه و نتـايج بـا                در يك

  . شدندياستفاده از تست كاي اسكور آناليز آمار

   :Real Time PCR ي استاندارد براDNA يطراح

 ک نمونـه مثبـت از     ي ـ ن،ي استاندارد با تعداد مع    DNA هيبه منظور ته  

 ـ ناح ي برا ياصمر اختص يا با استفاده از پر    BKروس  يو  کـد کننـده   ه  ي

 يبرا .ر شدي بزرگ تکثT ژن  ي کوچک و جزء کوچک آنت     T ژن   يآنت

 ۵/۱ بميـزان      taq man ، MgCl2 از بـافر  PCRهـر واکـنش   

mM ،۲۰ــول پراي پ ــو م ــريک ــول ي پSense )BK-S( ،۲۰م ــو م ک

 mM ۶/۰ ، ۳بميزان  Anti sense )BK-AS( ،   dNTPsمريپرا

 l µ روي ـآب مقطـردو بـار تقط    مراز،ي پل DNA Taq Goldواحد 

 . اسـتفاده شـد  µl  ۵۰  کنترل شده در حجم کـل BKروس ي از و۱۰

o: ازبـــود  متــــشکل PCRر يــــمراحـــل تکث 
C  ۹۶۲ ي بــــرا 

oکليس۳۰قه،يدق
C  ۹۲ه،ي ثان۳۰ ي برا o

C۶۰ ـ ثان۳۰ ي بـرا  o ه،ي
C ۷۲   

o انيه و در پا   ي ثان ۳۰ يبرا
C ۷۲ ـ تکثقطعه .قهي دق ۵ ي برا  ر شـده بـه   ي

 QIAquikت ي جفت باز از ژل جدا شده و با استفاده از ک        ۲۷۲ل  طو

 pGEM-T استخراج شـده بـه وکتـور       يقطعه   .از ژل استخراج شد   

 اسـت ترانـسفورم   يک بـاکتر ي که JM 109 زبان يمنتقل شد و به م

 است و   g/ml�۱۰۰ نيلي س ي آمپ ي که دارا  LBط  ي در مح  يباکتر.شد

 ي کلن ـ۵ . کشت داده شـد مار شده استي ت X-Gal  وIPTGقبلا با 

 آگــار کــشت داده LBد  انتخــاب شــد و مجــددا در يمثبــت پلاســم

 اسـتخراج شـد و بـا    QIAprep  تي ـد بـا اسـتفاده از ک  يپلاسم.شد

) ABI PRISM 310) Applied Biosystemستم ياستفاده از س

 Big Dye وBK-S، BK-ASن تـرادف  يـي  تعيبـرا  .سکانس شـد 

 د ترادف قطعهيي تايبرا. استفاده شدح داده شديهمانگونه که قبلا توض

ترادف مذکور با ترادف موجـود در  )bp( جفت باز    ۲۷۲ر شده با    يتکث

GenBank روس  يسه شد و تطابق آن ترادف و      ي مقاBK   بـا شـماره  

 NC 001538 , JO 2038 , VO 01110 ,  VO 118يدسترس

  .است

Real Time PCR:   ازReal Time PCRزان ي ـن ميي تعي برا

 ادرار و   ينمونـه هـا    . ادرار استفاده شد   ي در نمونه ها   BKروس  يو



۶۳ /   پرويز كوخايي و همكاران   )                                                        ۱۳۸۶ تابستان ۲ شماره ۱سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران  

ال يو دقـت سـر    )NTC (يـه عنوان کنترل منفـو ب ـ بدن الگ  هـنمون

ــتانداردياز مقاد ــاوت اس ــ وDNA رمتف ــتفاده از BKروس ي ــا اس  ب

 ـ در Real Time PCRاه ـدستگ ـ  ABI PRISM 7700 کي

 يو حـا PCRاز واکنش  l � ۲۵ رـه .رفتـرار گـ قيـورد بررسـم

l� ۲بــافر  ونه،ـ از نمــTaqman ، mM۸.۰از dNTPs ، mM ۲ 

ــي پMgcl2،  ۵/۷از  ـــک ــي پBK-S،  ۵/۷ ول ازـو م ـــک ول از ـو م

BK-AS،  ۵/۷ــ پ ــول از ـيـ ــBK-Probe،  ۲۵/۱کو مـ د ـ واحـ

  . باشدي و آب مقطر مTaq Gold DNA polymeraseمـيزـآن

 يدهاي ـوکلئوت ن يي ابتدا يمرها از نواح  يهمانگونه که قبلا ذکر شد پرا     

  . استفاده شدند۱نشان داده شده در جدول 

 قرار گرفتند و ي مورد بررسduplicates نمونه ها به صورت  همه

 بـه مـدت      درجه ۵۰ک پوشانده شدند و ابتدا در       ي اپت يها پوشبا در 

کل ي س۴۰ قه و در ادامهي دق۱۰به مدت  درجه ۹۵ قه و سپس دريدق۲

 ۱۵به مـدت    درجه   ۹۵پس در    دو رشته بود وس    يکه شامل باز شدگ   

 ـم .قـه قـرار داده شـد      ي دق ۱ درجه به مدت     ۶۰ه و سپس در     يثان زان ي

 شد  يري اندازه گ  PCRک در طول هر     يفلورسانس به صورت اتومات   

 ـ به عنوان حد پا    PCRکل اول   يو فلورسانس حاصل از س     زان ي ـه م ي

زان ي ـدر نظر گرفتـه شـد و م  ) threshold cycle) Ctفلورسانس 

  .ده شديه سنجيزان پاي نسبت به مي بعديکلهاير سفلورسانس د

  :يزآماريآنال

 ـ   يي تع ي برا Man-Whitneyآزمون    دار در تعـداد     ين تفـاوت معن

 مختلـف اسـتفاده شـد      ي ادرار گروه ها   ي در نمونه ها   BKروس  يو

  :ل استيوشامل موارد ذ

ماران ي  و بSP1 يه ي در ناحC →G ون ي با موتاسHCماران با يب

 ـ در ناحC →G ون يموتاس ـ بـدون  HC با   ي و همـه  SP1 يه ي

 به عنوان مـرز  p value<0/05زانيم .HC و بدون HCماران با يب

  .ن شديي دار تعيمعن

 Real-Time PCR ترادف اليگونوكلئوتيد استفاده شده در :۱جدول 

Primer Sequence 5'-3' Nucleotide positions 

BK-S 

BK-AS 

BK-Probe 

GCAATCTATCCAAACCAAGGGCTCTT 

GGGGCGACGAGGATAAAATGAAGA 

6-Fam-TTTTTGGAACAAATAGGCCA 

TTCCTTGCAG-TAMRA 

4746-4771 

4994-5017 

4834-4872 

 

 

  :يافته ها

DNA ويروس BK    بـه كمـك روش هـاي Nested PCR و Q-

RT-PCR  فـراد دريافـت     ا %) ۵۲( نفر   ۳۱ نفر از    ۱۶ ادرار    در نمونه

 اين  نفر ازشش.نشان داده شد    وپوئتيك  تي هما كننده سلول هاي بنياد   

 مثبت بودند عفونـت خـونريزي       BK افراد كه همگي از نظر ويروس     

بـراي يكـي از افـراد مبـتلا بـه           ) ۲جدول  (دهنده مثانه را نشان دادند      

عفونت خونريزي دهنده مثانـه نمونـه ادرار مربـوط بـه قبـل از ايـن                 

 در  BK ويروس   DNAعفونت يا در طول آن در دسترس نبود ولي          

 PCR اسـتفاده ازروش   بـا  نمونه اي كه پس از عفونـت گرفتـه شـد          

 نفر ديگر قبل از شـروع عفونـت خـونريزي           پنجهمه  . آشكار گرديد   

ــه داراي ويــروس   در ادرار بودنــد در صــورتي كــه BKدهنــده مثان

 نفـري كـه مبــتلا بـه عفونــت    ۲۵ نفــر از ۱۰ فقـط در  BKويـروس  

حاكي از تفاوت معني دار      كه  شد ،  دهيريزي دهنده مثانه نشدند د    خون

 در ادرار مبتلايـان بـا غيـر مبتلايـان بـه عفونـت       BKوجود ويروس   

  .)P=۰۴/۰(خونريزي دهنده مثانه است 

 SCT در بيماران آلوژنيك GVHD و HC ،BKV ،viral load حضور :۲جدول 

 
 Patients  BKV  BKV load  GVHD   BKV load + GVHD   

            >10
6
        >10

6
    

              

HC  6/31  6/6  4/5*  6/6   4/5*   

              

Non HC  25/31  10/25  3/25  12/25   2/25   

              

Total  31/31  16/31  7/30*  18/31   6/30*   
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   :بحث

ستم ايمني شـان تـضعيف    در ادرار افرادي كه سي   BKوجود ويروس   

 است كـه در هـر دو گـروه    BKشده است نشان فعال شدن ويروس    

 و به   بيماران عفونت خونريزي دهنده و غير بيماران مشاهده مي شود         

ه مثانـه كفايـت     تنهايي براي پيش بيني وقوع عفونت خونريزي دهنـد        

  .)۱۳-۱۶  و ۶-۱۱(نمي كند 

 ـراي پيش بيني وقوع عفونت خونريزي دهنـده         ـب ه مـي تـوان از    ـمثان

 ـ  رـليت ـدر يـك ميكرو    روسـوي ۱۰۶اهده بيش از    ـمش ا روش  ـ ادرار ب

Q-RT-PCR استفاده كرد .  

 تـا  ۲ نفر بيمار مبتلا به عفونت خونريزي دهنده مثانه پنج نفر از   چهار

 روز پيش از شروع عفونت بيشتر از اين مقدار ويـروس را نـشان               ۱۳

 مبتلا به اين عفونت نبودند اين        نفر كه  ۲۵و فقط سه نفر از      مي دادند   

نفـر پـنجم از   ) . ۲جـدول  ) (P=۰۱/۰(ميزان ويروس را نشان دادنـد     

 داشـت كـه     BKمبتلايان به عفونت دو نمونه مثبت از نظر ويـروس           

نمونه هايي كـه در طـول   . نبودQ-RT-PCR  با روش قابل مشاهده

 در BK كپي از ويروس ۱۰۶عفونت جمع آوري شدند داراي بيش از 

 ـ   ـ بناب .روليتر از ادرار بودند   ـيك ميك  زان ويـروس   ـراين در كلينيك مي

 بـا اين مطالعه    .ر از نشان دادن صرف وجود آن باشد       مي تواند مفيد ت   

 را در بيمـاران     BKساير مطالعات كه حـضور ميـزان زيـاد ويـروس            

ــده مثا ــت خــونريزي دهن ــت دارد  عفون ــد مطابق ــشان داده بودن ــه ن ن

  ) .۱۸و۱۷و۱۰و۸(

 در افـراد مبـتلا بـه        ۴ تا   ۲حاد درجه    GVHمطالعه بيماري   طي اين   

نسبت بـه افـراد غيـر    )  نفر۶ نفر از ۵( عفونت خونريزي دهنده مثانه   

و همچنـين   ) P=۰۰۸/۰) (  نفـر  ۲۵ نفـر از     ۵( مبتلا به ايـن عفونـت       

 ۳(هستند  ويروس   BKنسبت به افراد غير مبتلا به عفونت كه داراي          

 بيــشتر بــود ولــي رابطــه بــين عفونــت )P=۰۱۴/۰) ( نفــر۲۵ نفــر از

 معنـي دار نبـود   ۴ تا ۱درجه  GVHخونريزي دهنده مثانه و بيماري    

)۱۸/۰= P(  

حاد قبلا  GVH ارتباط بين عفونت خونريزي دهنده مثانه و بيماري 

ذكر شده است ولي براي پيش بيني عفونت خونريزي دهنده مثانه در            

  .)۲۲ و۱۶(كلينيك مفيد نيست 

 BKويـروس   ۱۰۶بين وجود بيش از     ) P=۰۰۳/۰(ي داري   ارتباط معن 

 در ۴ تــا ۱حــاد درجــه  GVHدر يــك ميكروليتــر ادرار و بيمــاري 

و غيـر   )  نفـر  ۵ نفـر از     ۴(مبتلايان عفونـت خـونريزي دهنـده مثانـه          

ايـن موضـوع   . يافـت شـد   )  نفر۲۵ نفر از ۲(مبتلايان به اين عفونت    

نده مثانه در نمودار يـك  براي يك بيمار مبتلا به عفونت خونريزي ده       

  .داده شده استنشان 

 نفر مبتلايان عفونت خونريزي دهنده مثانـه بـيش از           پنجنفر از   چهار  

 روليتـر از ادرارقبـل از شـروع عفونـت     در يك ميكBK ويروس   ۱۰۶

از شروع عفونت مبتلا بـه   روز قبل  ۱۹ تا   ۵داشتند و سه مورد از آنها       

يمار عفونت خونريزي دهنده     چهارمين ب  .  بودند    حاد GVHبيماري  

پنجمـين  .  در روز شروع عفونـت بـود        ۲ درجه   GVHمثانه مبتلا به    

 قبل از شروع عفونـت در وي مـشخص        BKبيمار كه ميزان ويروس     

 مبتلا شده   ۲ حاد درجه    GVHنشده بود يك هفته قبل از عفونت به         

  .بود 

 ـ) P=۰۲/۰ (يكننده معني دار پيش بيني در مجموع ارتباط     زان بين مي

قبـل از شـروع      در يـك ميكروليتـر ادرار        ۱۰۶ بـيش از     BKويروس  

سـه مـورد از     (عفونت خونريزي دهنده مثانه در مبتلايان اين عفونت         

 در مقايـسه بـا غيـر مبتلايـان          ۴ تا   ۱ حاد درجه    GVHبا  ) پنج مورد 

عـلاوه بـر آن حـضور       . مشاهده گرديد )  مورد ۲۵ مورد از    ۲(عفونت  

رفتن مقـدار آن قبـل از شـروع بيمـاري      بدون در نظر گBKويروس  

 حاد در بيماران عفونت خونريزي دهنده مثانه و افراد GVHهمراه با  

  ) .P=۰۲/۰( طور معني دار متفاوت است اين عفونت بهغير مبتلا به 

 با دارو هاي سركوب كننده    GVHچنين به نظر مي رسد درمان عليه        

 ميـزان آن     وافـزايش  BKسيستم ايمني موجب فعال شـدن ويـروس         

رژيم غذايي و زمان پيوند اثـري بـر وقـوع عفونـت خـونريزي           .شود  

  .د ندهنده مثانه ندار

  :نتيجه گيري

 و بـه    BK ويـروس    DNA زاني م اين مطالعه حاكي از اين است كه      

 ويروس در يك ميكروليتر ادرار افراد دريافت ۱۰۶ويژه وجود بيش از 

 توانايي پيش بينـي     كننده سلول هاي بنيادي هماتوپوتيك ممكن است      

عفونت خونريزي دهنده مثانه را داشته باشد اين ارتباط وقتـي بيـشتر             

 ويـروس در يـك ميكروليتـر ادرار همـراه بـا             ۱۰۶مي شود كه وجود     

ن مطالعه وجود عوامـل  ي از مشکلات ا  يکي.حاد باشد   GVHبيماري  

 ي ادرار تا حـدود    يها ه رقت ي در ادرار بود که با ته      PCRباز دارنده   

  .ديطرف گردبر
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