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  مقدمه

 يهــا روسیومــاویاز خــانوادة پول BKروس یــو

ــ یانســان ــک وی ــرولوژیروس شــای ــر س در  يع از نظ

تنهـا در انسـان قـادر بـه     باشـد کـه     یم یت انسانیجمع

 ین کـودک یافراد معمولاً در سن. باشد  یم يماریجاد بیا

امـا بـه واسـطۀ عملکـرد      ،آلـوده شـده   روسی ـن ویابه 

روس ی ـن وی ـا ،يباد ید آنتیو تول یمنیستم ایح سیصح

ــاق ان داراز یســال ــه در بــدن فــرد ب  یبــه صــورت نهفت

 DNAا جزء ـــاي پولیومـــــه روســــوی. )1ـ3(ماند  یم

هاي کوچـک و بـدون پوشـش هسـتند کـه بـه        ویروس

و  نـانومتر  38ـ ـ44با قطري حدود  ،وجهی 20صورت 

ژنـوم   .ندباش ـ  یم ـنسبت به اسـید و دمـاي بـالا    مقاوم 

اي بـا   ویروس به صورت یک مولکول حلقوي دو رشته

بـر اسـاس   . )4و 5(باشـد   یم ـکیلو بـاز   5طولی معادل 

تـر  یانجام شده مشـخص شـده اسـت کـه ت     يها همطالع

درصـد از   80روس در حـدود  ی ـن وی ـضد ا يباد یآنت

ن ی ـا. )6و  7(باشـد   یم ـا مثبـت  ی ـدر دن یت انسـان یجمع

 ــی ـو ن یــز عفونــت در انسـان ا ن بـرو یروس پـس از اول

در  یمشخص ـ يمـار یرا دارد که بدون بـروز ب  ییتوانا

ۀ فرد به صورت نهفته در آمـده  یفرد آلوده در بافت کل

 یبـاق  یخاص ـ ینیم بـال ی ـان دراز بـدون علا یو تـا سـال  

 BKروس یومـاو ین کـه پول ی ـبا توجه بـه ا . )8و  9(بماند

فـرد   یمن ـیسـتم ا یح سیط عملکرد صحیتحت شرا یحت

با گذشـت زمـان بـه طـور کامـل       يتواند از بدن و  یمن

توجـه کـرد کـه در     دی ـن نکتـه با ی ـشود به ا يساز پاك

کـه بتوانـد    یطیا شـرا ی ـ يماریصورت بروز هر نوع ب

روس ی ـن وی ـا ،دیفرد را دچار اختلال نما یمنیستم ایس

بـه  جـه  یدر نتو  گردیدهر یتواند به صورت فعال تکث  یم

 يو جداسـاز  ییشناسامورد اد در ادرار فرد یزان زیم

شـتر در  یروس بی ـو ریتکث ن حالت ازیا. )10(ردیقرار گ

شـود    یم ـده دیه یوند کلیپموارد ژه یبه و يوندیافراد پ

ستم یسرکوب کننده س يکه به واسطۀ مصرف داروها

 ۀنکت. دنشو  یم یمنیستم ایسد یدچار اختلال شد ،یمنیا

روس ی ـن ویر ایتکث يویوند کلیماران پیقابل توجه در ب

روس ی ـر ویاز تکث یه و بروز صدمات ناشیدر بافت کل

 یپاتباشد که تحت عنوان نفرو  یم یبه صورت نفروپات

مــاران ین گــروه از بیــدر ا )BK)1روس یــوابسـته بــه و 

ــنام مختلــف  يهــا همطالعــ یدر طــ. )11(شــود  یمــده ی

درصـد از   8ا حـدود  ی ـمشخص شـده اسـت کـه در دن   

 BKوابسـته بـه    یدچـار نفروپـات   يوی ـوند کلیماران پیب

هـا پـس    درصد آن 50ش از یان بین میشوند که از ا  یم

ه را یوند رد بافت کلیسال پس از عمل پ 3تا  2از حدود 

 مختلـف  يهـا  هج مطالع ـینتا . .)12ـ14( ندینما  یمتجربه 

دهـد کـه در     یم ـنشـان   يونـد یمـاران پ یدر رابطه بـا ب 

ــور ــت ارزصـ ــت فعال  یب یابیـ ــه جهـ ــاران بـ ــمـ ت یـ

ــاویپول ــتا BKروس یوم ــ يدر راس ــات یبررس  ینفروپ

 يتـوان در مـوارد متعـدد     یم ـروس ی ـن ویوابسته به ا

 نجـات داد  يوندیرا از خطر رد بافت پ يوندیماران پیب

ص عفونت فعـال در مراحـل   ین رو تشخیاز ا. )14ـ16(

ــاول ــوگ ی ــت جل ــه جه ــه  یاز رد پ يریه ب ــد وابســته ب ون

هاي مـالی و روحـی    هزینهبه ، با توجه روسیوماویپول

که متعاقب رد پیونـد بـراي بیمـاران ایـن گـروه ایجـاد       

                                                             
1- BKV associated nephropathy (BKVAN) 

 

 



 کلیه پیوند بیماران در BK تغییرات ژنتیکی ویروس براي Nested-PCR sequencing روش طراحی

)97شماره پی در پی (1394ـاردیبهشت 2ـ شماره 20مجله ارمغان دانش ـ دوره   91

و مورد توجـه  بوده  يار کاربردیتواند بس  یم شود،  یم

ص عفونت یل در صورت تشخبه طور معمو. ردیقرار گ

ضــد  يتــوان از داروهــا  یمــن BKروس یــوابســته بــه و

ص به موقع ین رو با تشخیاز ا .استفاده نمود یروسیو

تـوان    یم يویوند کلیپ در فردروس ین ویعفونت فعال ا

، یمن ـیستم ایسرکوب کنندة س يبا کاهش دوز داروها

برگردانـد کـه بتـوان از     یطیرا بـه شـرا   یمنیستم ایس

خود فـرد   یمنیستم ایق سیروس از طریشتر ویر بیتکث

 لهیبـه وس ـ که  يا هدر مطالع. )14و  17(نمود يریجلوگ

ن و همکاران انجام گرفـت، مشـخص شـد کـه     ینستیراب

کـه   دی ـزبان بایم يها ر در سلولیتکث يبرا BKروس یو

. )18(شود  يرات دچار سازگارییتغ يکسریبه واسطۀ 

 لهیبـه وس ـ  2010کـه در سـال    يگـر ید يها هدر مطالع

 يدارا BKروس یبروکما انجام گرفت مشخص شد که و

اسـت کـه کنتـرل     )1(یر کـد شـوندة کنترل ـ  یۀ غیک ناحی

ــتــور ونســخه بــرداري از پرومو ــده ی روس را بــر عه

ر یار متغیۀ بسیک ناحیر کد شونده یۀ غیناح. )19(دارد

مختلـف   يهـا  هباشـد کـه در مطالع ـ    یم ـ یکیاز نظر ژنت

جفـت بـاز    500تـا   300در حدود  يطول قطعه ا يدارا

بر اساس ناحیۀ  BKبه طور کلی ویروس . )20(باشد  یم

و  )2(پی ـتا یغیر کد شـوندة خـود بـه دو واریتـۀ آرک ـ    

هـاي   سـویه  .شـوند   یم ـبنـدي   طبقـه  )3(هاي متغیر یهسو

ــت یآرکــ ــوان ســو پ ای ــه عن ــتیب ــۀ 5داراي  ۀ ثاب                   قطع

O142, P68, Q39, R63, S63 باشـند کـه ناحیـۀ      یم ـO   منشـاء

هماننــد ســازي ویــروس و محــل اتصــال فاکتورهــاي  

هـاي   باشد، اما این توالی در سـویه   یمرونویسی کننده 

ورت حذف یا افزوده شـدگی دچـار تغییـر    متغیر به ص

انـد و بـه ایـن وسـیله تغییراتـی در نحـوة تکثیـر،         شده

 .)19و  21(دهـد    یم ـبیماري زایـی و میـزان تکثیـر رخ    

 ،افتـه یر ییر تغیۀ غیبه عنوان سو پیتا یآرک هاي سویه

سـویه هـاي   امـا  نبـوده،  کشـت سـلولی   ر در یقابل تکث

ریـزي   متغیر به صورت معمول از بیماران دچار خـون 

 قابـل  )4(مثانه و یا نفروپاتی وابسته به پولیومـاویروس 

چنین در کشت سلولی نیـز قـادر    و همبوده جداسازي 

بر اساس موارد ذکر شدة فـوق  . )19(باشند  یمبه رشد 

 یوند دانشگاه علوم پزشکین که مرکز پیو با توجه به ا

ونـد در کشـور   ین مرکـز پ یتـر  به عنوان بـزرگ  رازیش

ــرح  ــمط ــد  یم ــدف از اباش ــ، ه ــه ن ی  یبررســمطالع

بـر اسـاس تغییـرات     BKاز ویـروس   هاي شایع ژنوتیپ

 يوی ـکل ونـد یروس در افـراد پ ی ـور کد شوندة یۀ غیناح
  . .بود

   یروش بررس

ــن در ــۀ ای ــی  مطالع ــۀمقطع  129 از ادرار نمون

 پیونــد  بخــش در بســتري کلیــه پیونــد گیرنــدة بیمــار

 علـوم  دانشـگاه  بـه  وابسـته  نمـازي  بیمارستان اعضاء

 بـه  ابـتلا  احتمـا  نظـر  از و آوري جمـع  شیراز، پزشکی

. گرفـت  قرار بررسی مورد BK پولیوماویروس عفونت

 فـرم  یـک  طـی  در یمارانب این به مربوط اطلاعات تمام

 زمـان  بیمـاران،  سـن  جنسـیت،  بـر  مشتمل پرسشنامه

 سطح  استفاده، مورد کنندة سرکوب داروي نوع پیوند،

                                                             
1-Non Coding Control Region (NCCR) 
2- Archetype 
3- rearranged variant  
4- HC & PVAN 
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 و  لیوگلومر تصفیه انمیز پیونــد،  از پــس  کــراتینین 

  .گردیدند آوري جمع نیز پاتولوژي گزارش

نمونۀ ادرار بیماران وارد شده در  129از تمام 

شـرکت  (ز کیـت سـتونی ژنومیـک    مطالعه با اسـتفاده ا 

 DNAطبق دستورالعمل شـرکت سـازنده   ) کره -بیونیر

محلول استخراج شـدة نهـایی   . ژنومی استخراج گردید

درجۀ  -20جهت انجام مراحل بعدي آزمایش در دماي 

  .سانتی گراد نگه داري گردید

 و تشخیصـی  بررسـی  جهـت  به مطالعه این در

 کنترلـی  وندةش ـ کـد  غیـر  ناحیـۀ  تغییرات الگوي تعیین

 جهــت بـه  پرایمـر  جفـت  دو BK پولیومـاویروس  ژنـوم 

ــام ــه روش انج ــه مطالع ــورت ب ــیانه PCCR ص  اي آش

)Nested-PCR (گرفتند قرار استفاده مورد و طراحی  . 

 تکثیـر  مرحلـۀ  دو صـورت  بـه  روش این انجام

 در. گرفـت  انجـام  متفاوت پرایمر جفت دو با و جداگانه

ــۀ ــام اول مرحل ــر انج ــر دو از تکثی ــارجی پرایم ــا خ  ب

  مشخصات 

NC1-(5/-AAGGTCCATGAGCTCCATGGATTCTTCC-3/) 

NC2-(5/-CTAGGTCCCCCAAAAGTGCTAGAGAGC-3/) 

 حجـم  در تکثیـر  از مرحلـه  این. گردید استفاده

 ژنـوم  از میکرولیتـر  2 از اسـتفاده  بـا  و میکرولیتر 50

 واکـنش  مخلـوط . گرفـت  انجـام  نمونه هر از شده تهیه

 ،dNTP از مـول  میلـی  1x، 4/0 غلظـت  اب PCR بافر حاوي

 از مــول میلــی Taq، 5/1 مــراز پلــی آنــزیم از واحــد 5/1

 پرایمـر  هـر  از پیکومـول  4/0 و منیزیـوم  کلرید ترکیب

 در استفاده مورد مواد تمام. گرفت قرار استفاده مورد

. بودنـد  شـده  تهیـه  انگلیس پلاس شرکت از مرحله این

 35 طی در اپندورف دستگاه از استفاده با تکثیر مرحله

 10 مـدت  بـه  نمونـه  دناتوراسیون آن از قبل که چرخه

 گرفتـه  صـورت  گـراد  سـانتی  درجۀ 94 دماي در دقیقه

ــت انجــام بــود ــام. گرف ــا چرخــه تم ــه 1 شــامل ه  دقیق

 دقیقـه  1 ،گـراد  سانتی درجۀ 95 دردماي دناتوراسیون

 دقیقـه  1 و گراد سانتی درجۀ 54 دماي در اتصال زمان

 انجام گراد سانتی درجۀ 72 دماي در دنش طویل زمان

 در نهـایی  شـدن  طویـل  زمـان  یـک  نیز انتها در. گرفت

 انجـام  دقیقـه  10 مـدت  بـه  گراد سانتی درجۀ 72 دماي

 . گرفت

ــه ــت بـــ ــام جهـــ ــۀ انجـــ ــدي مرحلـــ                           بعـــ

ــی تکثیــر و آزمــایش                                مراحــل نظــر مــورد قطعــۀ داخل

  اتــــمشخص با داخلی پرایمرهاي از استفاده با ثیرتک

  NC3-(5/-TTGGGAGATAGGGTGGAGGC-3/)  

NC4-(5/-GCCAAGATTCCTATGCTGGC-3/) 

 مـواد  غلظـت  نظـر  از تکثیر از مرحله این. گرفت انجام 

 بـه  شـبیه  کـاملا  PCR واکـنش  شرایط و استفاده مورد

 در کـه  اتصـال  دمـاي  کـه  تفاوت این با بود اول مرحله

 مراحـل . شـد  استفاده گراد سانتی درجۀ 60 مرحله این

 اپنــدورف ترموســایکلر دســتگاه از اســتفاده بــا تکثیــر

 . گرفت انجام

 بـا  هـا  نمونـه  تکثیـر  از مرحله این اتمام از پس

 از اسـتفاده  بـا  و افقـی  الکتروفورز سیستم از استفاده

 و) رِد ژل میکرولیتــر1 حــاوي( درصــد 1 آگــاروز ژل

 مـورد  قطعـۀ  تکثیر نظر از ارزیابی مورد ،TAE 1X بافر

 مـارکر  از نیـز  قطعه طول تعیین براي. گرفتند قرار نظر

 اسـتفاده ) آلمـان -فرمنتـاز ( بـازي  جفـت  100 مولکولی
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 نظـر  مـورد  ژل الکتروفورز مرحله اتمام از پس. گردید

 مــورد) داك ژل( لومینســانس دســتگاه از اســتفاده بــا

 مراحـل  در بـت مث کنتـرل  جهت به. گرفت قرار بررسی

 مرکـز  در قبلاً که BK پولیوماویروس سویۀ از آزماش

 بـا  شیراز پزشکی علوم دانشگاه اعضاء پیوند تحقیقات

 از حاصـل  نهـایی  قطعـۀ . گردیـد  استفاده STRC38-1 کد

 از پـس  بـود  مـی  بـاز  جفـت  270 حـدود  در کـه  تکثیر

 استخراج مورد الکتروفورز ژل برروي تأیید و ارزیابی

 از آگــاروز ژل از اســتخراج بــراي. گرفــت قــرار ژل از

-بیـونیر  شـرکت ( سـتونی  ژل از اسـتخراج  کیت روش

 . گردید استفاده سازنده شرکت دستورالعمل طبق) کره

 کـد  غیـر  ناحیۀ توالی تعیین و بررسی جهت به

 هـاي  نمونـه  BK پولیومـاویروس  ژنـوم  کنترلی شوندة

 قطعـات  ویـروس،  ایـن  ژنـوم  بـه  آلـوده ه مطالع ـ مورد

 دیگـر  مرکـز  به یابی ترادف براي ژل از شده اجاستخر

)1stBASE- ــالزي ــال) م ــد ارس ــت در. گردی ــایج نهای  نت

 توالی با ابتدا در خوانش و بررسی از پس توالی تعیین

 تـا  گرفتـه  قرار مقایسه مورد ژن بانک در موجود هاي

 از پـس . گـردد  حاصـل  اطمینـان  قطعه بودن صحیح از

 نـرم  از اسـتفاده  بـا  قطعـات  ژنـومی  توالی نهایی تأیید

 مقایسه و بررسی مورد) 4.13 نسخۀ(  DNAMAN افزار

 ژن بانـک  در شـده  ثبـت  هـاي  توالی دیگر و یکدیگر با

 تعیـین  از پـس  آزمـایش  از مرحله این در. گرفتند قرار

 طـی  در هـا  تـوالی  مطالعه، همین هاي نمونه بین الگوي

 مـورد  یافتـه  تغییـر  و) تغییر فاقد( تایپ آرکی گروه دو

 آرکـی  هـاي  ایزوله بررسی جهت. گرفتند قرار بررسی

ــپ ــه از تای ــت قطع ــده ثب ــت ش ــوان تح ــویۀ عن   dick س

 95 از بـیش  شباهت وجود صورت در. گردید استفاده

 نظـر  در تایـپ  آرکـی  سـویۀ  با مشابه ایزوله درصدي

 نیـز  یافتـه  تغییـر  هاي ایزوله اعلام جهت به. شد گرفته

 دوبل شده، حذف شده، اضافه قطعات همچون مواردي

 30 از بـیش  تفـاوت  باعـث  کـه  تغییـري  هـر  یـا  و شده

 در بـود،  تایپ آرکی اصلی سویۀ با ها ایزوله درصدي

هـاي تغییـر یافتـه بـه جهـت       در ایزولـه  .شد گرفته نظر

هـاي بـه دسـت     سهولت و دقت در بررسی قطعه توالی

 يهـا  هقطعۀ معرفی شده در مطالع 5آمده در چارچوب 

این مطالعه توسط . )22(ی قرار گرفتندقبلی مورد ارزیاب

کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی شیراز مورد تاییـد  

  .واقع شد
  

  ها افتهی
بیمـار از   101با توجه به آنالیز اطلاعات بیمـاران  

 2داراي سطح کراتینین بالاي) درصد 3/78(بیمار  129

داراي ) درصـد  7/21(بیمار  28دسی لیتر و /میلی گرم

دسـی لیتـر   /گـرم  میلی 2/0سطح کراتینین در محدودة 

از نظـر تفکیـک جنسـیت،    . بالاتر از سطح نرمال بودنـد 

زن  53) درصـد 1/41(بیمار مـرد و   76) درصد 9/58(

سال تا  15محدودة سنی بیماران از ). 1نمودار (بودند 

بود که بیشترین  0/38±89/0سال با میانگین سنی  68

 50تـا   30مربوط به سنین بـین  ) درصد2/61(بیماران 

در نتـایج بـه دسـت آمـده از روش تکثیـر      . دسال بودن

آشـیانه   PCRها با اسـتفاده از روش تکثیـر    کیفی نمونه

نمونه مورد ارزیـابی مثبـت قـرار     76) درصد9/58(اي 
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همچنین نتایج صحت تکثیر منطقۀ مورد مطالعه . گرفتند

با روش راه انـدازي شـدة    BKاز ژنوم پولیوماویروس 

PCR د کمـی  آشیانه اي با روش استاندارReal-Time PCR 

قطعات مورد تکثیـر  . مورد ارزیابی و تأیید قرار گرفت

قرار گرفته در ایـن روش بـا اسـتفاده از تـرادف یـابی      

مورد شناسایی و تأیید از نظـر صـحت قطعـات تکثیـر     

در نتایج ارزیابی . یافته و تغییرات احتمالی قرار گرفتند

 تعیین تـوالی قطعـات بـه دسـت آمـده در روش تکثیـر      

آشیانه اي بیماران گیرنـدة پیونـد کلیـه الگـوي تقریبـاً      

مشابهی از نظر ناحیۀ غیر کد شوندة کنترلی ژنوم ایـن  

ویروس را دارا بودند، اما برخی از این توالی به جهـت  

مقایسه با سویۀ آرکی تایپ یا سـویۀ فاقـد تغییـر ایـن     

ویروس داراي یکسري تغییرات بوده و در گروه سویه 

نتایج مقایسه اي ایـن  . فته قرار می گرفتندهاي تغییر یا

ــه      ــود ک ــخص نم ــابی مش ــرادف ی ــایج ت ــه و نت مطالع

پرایمرهاي طراحی شده در ایـن مطالعـه جـواب گـوي     

و  BKتشخیص قطعۀ غیر کـد شـونده پولیومـاویروس    

تعیین تغییرات این ناحیه با حساسیت و دقـت مطلـوب   

در همچنین با توجه به نتـایج تعیـین تـوالی    . بوده است

تغییرات زیادي بـه صـورت اضـافه و     O,ناحیۀ فرضی 

حذف شدگی مشاهده در مقایسه با سویۀ آرکـی تایـپ   

، بـدون مشـاهدة   Pدر ناحیـۀ فرضـی  . مشـخص گردیـد  

اضافه یا حـذف شـدگی در تـوالی هـا شـباهت بسـیار       

زیادي از نظر تعداد نوکلئوتیدها بین ایزوله بـا یکـدیگر   

دیـد و تنهـا چنـدین    و با ایزولۀ آرکی تایپ مشاهده گر

در مقایسـۀ  . مشـاهده گردیـد   )1(ناحیۀ موتاسیون یافته

در بین ایزولۀ هاي شناسایی شده  Qبین ناحیۀ فرضی 

الگوي کاملاً مشابهی مشاهده گردیـد کـه ایـن الگـو بـا      

در ناحیـۀ  . سویۀ آرکی تایپ کاملاً تفاوت وجود داشت

نیـز ایزولـه هـاي بـالینی از الگـوي یکسـانی        Rفرضی 

  . یت می کردندتبع

  2تعداد بیماران داراي سطح کراتینین کمتر از 
دسی لیتر/میلیگرم

  2تعداد بیماران داراي سطح کراتینین بالاتر از 
دسی لیتر/میلیگرم
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نمودار بررسی سطح کراتینین بیماران و جنسیت آن ها

  .تیماران بر حسب جنسین بیسطح کراتئ یبررس :1نمودار 
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یماران این مرتبط با توالی ژنتیکی به دست آمده از ب KJکدهاي . توالی ژنتیکی ناحیۀ غیر کد شوندة بیماران پیوند کلیوي در سه گروه طبقه بندي شد شینما :1شکل 
در قسمت هایی که توالی به رنگ . باشد که با یکدیگر مورد مقایسه قرار گرفته اند  یممربوط به توالی ژنتیکی سویۀ آرکی تایپ ثبت شده در بانک ژن  NCCRمطالعه و 

شوند نشان دهندة شباهت بین   یمرنگ قرمز مشاهده  درصدي بین توالی هر چهار گروه بوده و توالی هایی که به 100اند نشان از شباهت  سیاه به نمایش در آمده
در . باشد  یمدهندة شباهت در بین توالی دو گروه  شود این امر نشان  یمدر مواردي که توالی به رنگ آبی مشاهده . باشد  یمتوالی تنها سه گروه بیمار این مطالعه 

  . باشد  یمدهندة وجود حذف در این قسمت از توالی  نشان مواردي که به صورت نقطه چین به نمایش در آمده است نیز این امر

                                                                                                                                                                                         
1-Single Nucleotide Polymorphism 
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  بحث
با توجه بررسی صورت گرفته در این بیماران 

مشخص گردید که اغلب بیمارانی که پـس از پیونـد بـا    

مشکلات کلیوي روبـرو بودنـد داراي سـطح کـراتینین     

در حـال  . لیتـر مـی باشـند    دسـی /میلی گرم 3بالاتر از 

نکتـۀ مـورد توجـه بـه جهـت      حاضر بـه عنـوان اولـین    

بررسی هاي بیشتر فـرد در راسـتاي بـروز آسـیبهاي     

در . )22(کلیوي افزایش سطح کراتینین سرم می باشـد  

طی بررسی که بر روي کلیۀ نمونه ها از نظـر حضـور   

درصـد   60انجـام گرفـت، حـدود     BKمـاویروس  پولیو

بیماران مثبت ارزیابی گردیدند، که این امر نشـان مـی   

دهد تمام موارد مشـکوك بـه بـروز آسـیبهاي کلیـوي      

در این گروه از بیمـاران   BKمرتبط با پولیوماویروس 

بستري در مرکز نمازي مربوط به عفونت این ویروس 

ین مطالعه بـه  پرایمر هاي طراحی شده در ا. نمی باشد

گونه اي انتخاب گردید کـه در بـین توالیهـاي متفـاوت     

ــادي     ــیار زی ــتراك بس ــک ژن از اش ــده در بان ــت ش ثب

این امـر باعـث گردیـد کـه حتـی در      . برخوردار باشند

موارد بروز تغییرات در ناحیۀ غیر کد شـونده کنترلـی   

ژنوم این ویروس نیز کمتر اختلالـی در نتـایج مطالعـه    

مچنین با توجه بـه ایـن کـه نمونـه هـاي      ه. ایجاد نماید

تشخیص داده شده مورد تعیـین تـوالی و تأییـد قـرار     

گرفته بودند پس این امر می تواند نشـان از کـاربردي   

چنـین بـا    هـم . تر بودن پرایمرهاي مورد استفاده باشد

آشـیانه   PCRتوجه به این که در روش کیفـی از روش  

اســت  اي کــه یــک روش تکثیــر ژنــومی دو مرحلــه اي

استفاده می شود، حساسـیت روش نیـز بـه نسـبت در     

مــوارد کــم بــودن تعــداد ویــروس هــاي داخــل نمونــه 

  . افزایش قابل توجهی خواهد داشت

تاکنون اطلاعات خـوب و دقیقـی در رابطـه بـا     

چگونگی فعال شدن و بروز تغییرات در توالی ژنـومی  

و ارتباط آن با سیستم ایمنی افراد  BKپولیوماویروس 

اي ضعف سیستم ایمنی و بـروز آسـیبهاي کلیـوي    دار

در طـی  . )23, 22(وابسته به آن به دست نیامده اسـت  

نمودنــد کــه بــه دلیــل مطالعــات، وو و همکــاران ذکــر 

تضعیف سیستم ایمنـی در افـراد بـه واسـطۀ مصـرف      

داروهاي سرکوب کننـدة ایمنـی، ایـن ویـروس قـدرت      

تکثیر آزادانه یافته که همین امر باعـث بـروز یکسـري    

ــروس و    ــن وی ــوالی تنظیمــی ژنــومی ای تغییــرات در ت

در مطالعـات  . )24(افزایش قدرت تکثیـر آن مـی شـود    

انز و همکاران که برروي همانند انجام گرفته توسط مو

بیان ژن، قدرت تکثیر و بیماري زایی ویـروس   سازي،

ها انجام گرفته است، مشـخص شـده کـه تغییـرات در     

توالی ژنوم ویروس ها مثل اضافه شدن، حـذف شـدن   

ــی از    ــا یک ــدي آن ه ــوالی نوکلئوتی ــیون در ت و موتاس

مهمترین دلائـل سـازگاري و افـزایش قـدرت تکثیـر و      

یکــی از . )28-25(بــروز بیمــاري در آن هــا مــی باشــد

نـواحی کـه تغییـر در تـوالی آن مـی توانـد ســازگاري       
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ویــروس را بســیار بهینــه نمایــد ناحیــۀ کنترلــی ژنــوم 

ویروس ها می باشد که در سال هاي اخیر این نـواحی  

رار گرفته اند و تحت که در یک قسمت غیر کد شونده ق

عنوان ناحیۀ غیر کد شوندة کنترلی خوانده مـی شـوند   

با توجه به نتایج مربوط بـه تعیـین تـوالی نمونـه     . )29(

هایی که در این مطالعه از نظر حضور ویـروس مثبـت   

ارزیابی شده بودند کاملاً مشخص است که نمونه هاي 

ادرار تمامی افراد آلـوده بـه سـویه هـایی از ویـروس      

د شـونده در آنهـا دچـار    بودند که توالی کنترلی غیر ک

با توجه به تقسیم بنـدي  . تغییرات عمده اي شده بودند

ژنوتیپی که براي این ویروس از نظـر ناحیـۀ غیـر کـد     

در دو  BKشونده وجـود دارد، پولیومـاویروس هـاي    

گروه آرکی تایپ یعنی مشـابه سـویۀ اسـتاندارد ثبـت     

شدة این ویروس و گروه متغیر یا بازآرایی شده قـرار  

از این نظر ویروس هایی که در ناحیـۀ غیـر   . یرندمی گ

کد شوندة خود دچار تغییرات و ایجاد تفاوت با سـویۀ  

در این . استاندارد شده اند در این گروه قرار می گیرند

مطالعه نیز تمامی موارد بیمار و مثبت از نظر حضـور  

، در ادرار آن ها نشـان از تغییـرات   BKپولیوماویروس 

بـر  . یۀ استاندارد این ویروس بـود متعدد نسبت به سو

این اساس تمامی بیمارانی که از نظـر پولیومـاویروس   

BK مثبت بودند در گروه بازآرایی شده قرار گفتند .  

همان طور کـه در قسـمت هـاي قبـل نیـز ذکـر       

در  BKگردید ناحیۀ غیـر کـد شـوندة پولیومـاویروس     

برگیرندة منشاء همانند سازي ویروس به صـورت دو  

ی باشد که نقش مهمـی را در هماننـد سـازي و    طرفه م

بـا توجـه بـه نقـش و     . تکثیر ویروس بـازي مـی نمایـد   

اهمیــت ایــن ناحیــه در مطالعــات مختلــف بــه صــورت  

 Sو  O ،P ،Q ،R ناحیــۀ 5فرضــی تــوالی ایــن منطقــه بــه 

تقسیم شده انـد کـه اصـل ایـن تـوالی بـر پایـۀ تـوالی         

تایـپ  جداشده از این ویروس تحت عنوان سویۀ آرکی 

کــه از افــراد ســالم کــه ویــروس قــدرت تکثیــر نــدارد، 

با توجه به این که تغییـر در تـوالی   . )30 و 31(باشد می

ه یک منشاء بروز سازگاري و قدرت ویـروس  این ناحی

در تکثیر درون سلول هاي میزبان مـی باشـد بـه نظـر     

از  BKرسد بررسی بروز آلودگی پولیوما ویـروس   می

نظر تغییرات در ناحیۀ غیر کد شوندة کنترلی ویـروس  

می توانـد کمـک شـایان تـوجهی در بررسـی افـزایش       

نیـز   سطح فعالیت ویروس در این گـروه از بیمـاران و  

  . احتمال بروز نفروپاتی وابسته به آن را، نماید

از آنجایی که در صورت تکثیر بیش از حد این 

ویروس در بدن فرد این ویروس باعث صدمات بـافتی  

به ویژه در سلول هاي کلیوي می شوند که این امر می 

ــومرول هــا را دچــار التهــاب و در نهایــت ار   توانــد گل

ی که بهتـرین روش درمـان   از آنجای. کارافتادگی نماید

ــروز علا   ــورت ب ــاران در ص ــروه از بیم ــن گ ــدر ای م ی

هاي کلیوي مشکوك بـه وابسـتگی بـه ویـروس      آسیب

کاهش داروهاي سـرکوب کننـدة سیسـتم ایمنـی و یـا      
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باشد از ایـن رو تشـخیص بـه موقـع      ها می تعویض آن

تواند در نجـات بیمـار از عـوارض     عملکرد ویروس می

نه هاي مجدد پیوند بسیار کمک رد بافت پیوندي و هزی

  . کنندهباشد

همان طور که در نتـایج ایـن مطالعـه مشـخص     

 PCRگردید تمامی نمونه هاي بیماران که توسط روش 

آشیانه اي مورد استفاده در ان مطالعه مورد ارزیـابی  

قرار گرفته بودند از نظر توالی ژنومی ناحیـۀ غیـر کـد    

شده در بانـک   شونده دچار تغییر نسبت به ایزولۀ ثبت

مقایسـۀ نتـایج ایـن    . ژن تحت عنوان آرکی تایپ بودند

افراد با افراد سالم و ایزوله هاي ثبت شده در بانک ژن 

درصـد از نمونـه    10نشان می دهد که تنهـا در حـدود   

هاي ادرار افراد پیوند کلیـوي کـه بـا توجـه بـه علائـم       

معمولی بالینی به عنوان مشکوك به آسـیبهاي کلیـوي   

ه به این ویروس قلمداد می شوند به طور واقعی وابست

ــل   دچــار آن هســتند و در بســیاري از مــوارد بــه دلائ

دیگري از جمله عدم سازگاري هاي بافتی می باشد که 

با توجه به نوع درمان صورت گرفتـه خطـر رد پیونـد    

  . در آن ها بسیار بالا خواهد رفت

مطالعات متعددي در رابطه با تعیین یک الگوي 

با توجه بـه  . یص عوارض کلیوي انجام شده استتشخ

این امر در صورت مشاهدة افزایش سطح کراتینین در 

 بـا  BKسرم فرد، ادرار و سـرم فـرد از نظـر ویـروس     

روش هاي مولکولی مثل تکثیر ژنومی کمی با اسـتفاده  

مـورد بررسـی قـرار گیرنـد      Real-Time PCRاز تکنیـک  

در طی نتایج مختلف به دست آمده در . )14،  32و  33(

اوولـی و همکـاران   ـ دنیا مطالعات افرادي همچون زیا ـ

صورت گرفت نشان داد که روش هاي مولکولی که بر 

پایۀ کیـت هـاي تجـاري بـه ویـژه نـواحی قابـل تغییـر         

ده قـرار مـی گیرنـد بـا توجـه بـه       ویروس مورد استفا

متغیر بودن این نواحی نمی توانند همیشه و با قطعیـت  

کامل پاسخگوي شناسایی دقیق عفونـت ایـن ویـروس    

، اما در طی مطالعۀ حاضر پیشنهاد بررسی )14(باشند 

تغییرات ناحیـۀ کنترلـی ویـروس بـا روش آشـیانه اي      

انجام شد تا به این وسیله بتوان هـم ارزیـابی دقیـق از    

را در  BKاحتمــال افــزایش فعالیــت پولیومــاویروس    

بیماران کلیوي داد و هم این که بتوان تشخیص سـریع  

بـه ایـن ویـروس را بـه      تري از بروز بیمـاري وابسـته  

جهت جلوگیري از رد بافت پیوندي در بیمـار را انجـام   

با توجه به نتایج بـه دسـت آمـده در ایـن مطالعـه      . داد

مشخص گردید که بیماران پیوندي که دچار اخـتلالات  

کلیوي می شوند هیچکدام داراي الگوي ژنتیکی ناحیـۀ  

غیر کد شوندة کنترلی مشـابه بـا الگـوي آرکـی تایـپ      

بر پایۀ نتایج به دست آمـده در ایـن مطالعـه و    . ودندنب

دیگر مطالعات می توان نتیجه گیري نمـود کـه صـرف    

و تعـداد آن در ادرار فـرد    BKحضور پولیوماویروس 

نمی تواند شاخص مناسبی براي احتمال بـروز آسـیب   

کلیوي وابسته به این ویـروس در فـرد گیرنـده پیونـد     
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لی ژنومی این ویروس باشد، اما بر اساس ارزیابی توا

در ناحیۀ غیر کد شوندة که کنترل تکثیر ویروس را بر 

عهده دارد مـی توانـد شـاخص بسـیار مناسـبی بـراي       

احتمال بروز آسیب هـاي کلیـوي بـر پایـۀ تکثیـر ایـن       

  . ویروس باشد

  يریجه گینت
بسیاري از بیمـاران پیونـد کلیـه کـه در ایـن        

 ــ    ــد داراي س ــرار گرفتن ــی ق ــورد بررس ــه م طح مطالع

نکتۀ مورد توجه مثبـت بـودن   . بودند 2کراتینین بالاي 

 BKاکثر این بیماران از نظر حضـور پولیومـا ویـروس    

هـاي   بررسی ناحیۀ غیر کـد شـونده در در نمونـه   . بود

نشان داد، که   BKمثبت از نظر حضور پولیوماویروس 

توالی این ناحیۀ ژنومی به صـورت ژنوتیـپ بـازآرایی    

مقایسه اي این توالی نشان داد بررسی . شده می باشد

ها داراي الگوي مشخص و متفـاوت از   که این بازآرایی

  باشند تایپ می سویۀ استاندارد آرکی

  ر و تشکریتقد

دکتـــري نامـــۀ ان یـ ـن مطالعـــه حاصـــل پایـ ـا

 آزاد اسلامی واحد شـیراز مصوب دانشگاه تخصصی 

مرکـز تحقیقـات تـرمیم و     یمـال  تیحما با کهبود که با 

 .شـد  انجاماء دانشگاه علوم پزشکی شیراز پیوند اعض

کلیۀ نویسندگان این مقاله از همکاري اساتید و پرسـنل  

گروه بـاکتري و ویـروس شناسـی دانشـکدة پزشـکی      

  . شیراز کمال تشکر را دارند
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Abstract 
 
Background: Polyomavirus BK is a ubiquitous infectious agent with more than totally 80% prevalence in 
the world. One of the clinical importances of polyomavirus BK is association with of kidney injury and graft 
rejection in kidney transplant recipients. Non Coding Control region of the genome of this virus play a 
regulatory role in replication and amplification of the virus. This study was performed to design a specific 
and sensitive molecular technique to evaluate of the genetic variation of Non Coding Control Region of 
polyomavirus BK in kidney transplant patients 
 
Materials and Methods: In this study, total of 129 urine samples were collected from renal graft patients. 
Then, for the first time an in-house-nested-PCR sequencing method was optimized to evaluate of the 
possible genetic variation of Non Coding Control Region of polyomavirus BK in urine samples of studied 
kidney transplant patients.  
Results: Urine samples were collected from 76 (58.9%) males and 46 (35.7%) females with the mean age 
38.0±.089 years. Totally 76 (58.9%) samples were positive for polyomavirus BK infection.  The algorithm of 
the sequences of Non Coding Control Region was identified in polyomavirus infected urine samples.  
Conclusion: Sequence analysis of the Non Coding Control Regions of polyomavirus BK genome among 
urine samples showed a widespread rearranged genetic format in this region of viral genome among 
kidney transplant patients. Evaluation of these sequences showed a defined and different genetic 
algorithm form standard Archetype strains among studied patients.  
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