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ABSTRACT

Background & objectives: Immunosuppressive drugs that are used for decreasing risk of
acute rejection and renal graft loss can lead to reactivation of latent viruses for example BKV
and JCV in either renal allograft or recipients. These viruses can lead to renal graft loss. The
purpose of this study was to evaluate the quality and quantity of the genome of these two
viruses in the renal recipients’ plasmas for early detection.
Methods: In this retrospective descriptive study, at first, DNA extraction test was   performed
on 102 plasma samples of renal allograft recipients. And then, BKV and JCV DNAs were
detected and quantified by Real-Time PCR.
Results: Fifty four (52.94%) BKV DNA positive and 26 (25.50%) JCV DNA positive were
found in 102 recipient plasma samples. Linear range of measurements for BKV and JCV
DNAs were within the range of 107-0.596 copies/ µl and 107-0.528 copies/ µl respectively.
After calculation of genes amounts based on copy/ml in the plasmas, numbers and percent of
positive cases were highlighted in the four categories. BKV and JCV DNA (Co-infection)
were detected in 22 (21.56%) plasma samples.
Conclusion: Real-time PCR is a quantitative and qualitative PCR method that can detect
genome of any type of organisms and their amounts (even in trace amounts), so using of this
method is very important for early detection of viruses which can cause diseases and graft
rejection in renal transplant recipients.
Keywords: Kidney Transplantation; Graft Rejection; Real-time Polymerase Chain Reaction;
Polyomavirus Infections
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در گیرندگان پیوند کلیه JCVو BKVهايویروسDNAبررسی میزان فراوانی 
Real time PCR95-1389در استان گیلان بوسیله
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مقدمه
هـاي  لیـه روش ممتـاز درمـان بـراي بیمـاري     پیوند ک

باشد. جهت کاهش خطر رد حاد یمکلیوي مرحله آخر
ــیله      ــان بوس ــدي، درم ــه پیون ــتن کلی ــت رف و از دس

پذیرد. خطر عفونـت  ي ایمنی صورت میهامهارکننده

واسـطه  شـده بـا  ی مهاربعد از پیوند به ایمنی اختصاص
ي مهارگر ایمنی، وجود هامقدار، دوره و مراحل درمان

ي ویروسـی بعـد از پیونـد    هـا دارد. بسیاري از عفونت
لیه، از طریق فعـال شـدن مجـدد عفونـت ویروسـی      ک

دهند. از میمخفی در میزبان و یا کلیه پیوند شده رخ

چکیده
رونـد کـه در   ایمنی، جهت کاهش خطر رد حاد و از دست دادن کلیه پیوندي به کار مـی داروهاي مهارکننده هدف: وزمینه

تواند یابد که میدر میزبان و یا کلیه پیوندي افزایش میJCVوBKVنتیجه، امکان فعالیت مجدد ویروس هاي مخفی از جمله 
ها در پلاسماي بیماران این ویروسDNAمنجر به از دست رفتن کلیه پیوندي گردد. هدف این مطالعه، تشخیص کیفی و کمی

پیوند کلیه استان گیلان، جهت شناسایی به موقع بود. 
نمونـه پلاسـماي گیرنـدگان آزمـایش اسـتخراج     102ابتدا بـر روي  در این مطالعه توصیفی به صورت گذشته نگرکار: روش
DNAویروس صورت پذیرفت سپس شناسایی و کمیت یابی آن بوسیلهReal time PCR.انجام گردید
بودنـد.  JCV DNA%) داراي 50/25نمونـه ( 26و BKV DNA%) داراي 94/52نمونـه ( 54نمونه پلاسـما  102در ها: یافته

بود. لذا بعد از محاسـبه  copy/µl107تا JCV528/0و براي copy/µl107تا BKV596/0محدوده خطی اندازه گیري براي 
4هـر ویـروس بطـور اختصاصـی در     DNAتعـداد و درصـد مـوارد مثبـت حـاوي      copy/mlمقادیر ژن در پلاسما بر اساس 

%) وجود داشت.56/21نمونه پلاسما (22هر دو ویروس (عفونت همزمان) در DNAمحدوده مشخص گردید. 
بـه  ، روشی کمی و کیفی است که قادر به تشخیص ژنوم انواع موجـودات و مقـادیر آن (حتـی   Real time PCRگیري: نتیجه

هـا و رد پیونـد در   توانند باعث بیماريها که میباشد، لذا استفاده از آن جهت تشخیص به موقع ویروسمقدار بسیار کم) می
گیرندگان پیوند کلیه شوند، بسیار حائز اهمیت است.

هاي پولیوماویروس، عفونتReal-time Polymerase Chain Reactionپیوند کلیه، رد پیوند، کلیدي: واژه هاي
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وBKVتـوان بـه   میزاي ویروسیاین عوامل عفونت
JCV 2،1[اشاره نمود[.

BKVوJCV  ــده و ــانواده پولیوماویری ــه خ ــق ب متعل
جـــنس پولیومـــاویروس و داراي ژنـــوم حلقـــوي دو 

. عفونـت اولیـه   ]4،3[باشند یمDNAاي کوچک رشته
BKVدهد و اغلب با علائم خفیـف  میدر کودکی رخ

بیماري و یا یک بیمـاري ملایـم تنفسـی همـراه اسـت.      
در انسان از طریق وجود آنتـی  BKVسابقه عفونت با 

درصد نوجوانـان و بزرگسـالان سرتاسـر    90بادي در 
. بعـد از عفونـت اولیـه،    ]5-7[دنیا اثبات گردیده است 

BKV     بطور مخفـی در اپـی تلیـوم مجـراي ادراري و
ماند. در بیمـاران  میتلیال لوله اي پایداري اپیهاسلول

شـود و  مـی دوبـاره فعـال  BKVبا ایمنـی مهارشـده،   
BKVکند. شدیدترین علائم عفونت میهمانندسازي

در گیرندگان کلیوي شامل فقـدان تـب، کسـالت، درد    
باشـد  مـی یتوپنیعضلات، لوکوپنی، آنمـی و ترومبوس ـ 

کلیـه پیونـدي را بـا التهـاب     BKV. بطور تیپیک، ]8،5[
نمایـد  میفضاهاي بین بافت کلیه و تنگی حالب درگیر

ریزي شـدید مـرتبط   خـون و با التهاب مثانه همـراه بـا  
95مرتبط با نفروپاتی، در بیشتر از BKV. ]9،3[است 

درصـد پیونـدهاي   10دهد و بر میدرصد موارد رخ
ــ ــه اث ــت دادن  مــیرکلی ــزان از دس ــذارد. ضــمناً می گ

.]4[درصد است 80تا 10آلوگرافت کلیوي از 
در ابتدا در کودکان و بدون علائـم  JCVعفونت اولیه 

گـردد. مـی دهد و منجر به یک ویرمـی اولیـه  میرخ
بـا  BKVبـه ماننـد عفونـت اولیـه     JCVعفونت اولیه 

ی علائم خفیف بیمـاري و یـا یـک بیمـاري ملایـم تنفس ـ     
ي عفونـت  هـا همراه است و با انتشار ویروس به مکان

ي مهـم  هـا یابد. مکـان میپایدار، مادام العمر گسترش
ي کلیـه و مجـراي   هـا ، سلولJCVوBKVپایدار براي 

در روده بـزرگ،  JCV. همچنین ]10[ادراري هستند 
کبد، طحال، مغزاستخوان و سیسـتم عصـبی مرکـزي و    

ر نادر، بعنـوان یـک   بطوJCV. ]11[شود میخون پیدا
است BKVعامل نفروپاتی به تنهایی یا در مشارکت با 

کلیه، مـرتبط بـا   پیوند درصد گیرندگان 5در کمتر از 

 ـ مینفروپاتی وان باشد. این ویروس معمولاً بیشـتر، بعن
رونـده  کانونی پـیش یک عامل لوکوآنسـفالوپاتی چنـد  

)PML  ــروف ــوي مع ــت کلی ــدگان آلوگراف ) در گیرن
لذا تشخیص سریع و به موقع فعالیت .]1،12[باشد می

در بیمـاران پیونـد کلیـه جهـت     هـا مجدد این ویروس
ــارگیري اســتراتژي  ــوثر بیمــار و بک ــامــدیریت م ي ه

آل تر که منجر به کاهش و بطور ایـده درمانی مناسب
و رد پیونـد  هـا حذف موارد نفروپـاتی، سـایر بیمـاري   

باشد.میگردد، بسیار الزامی

روش کار
ین مطالعه توصیفی به صـورت گذشـته نگـر بـر روي     ا

ــم 102 ــه پلاسـ ــه  نمونـ ــد کلیـ ــدگان پیونـ ا از گیرنـ
مرکـز تشـخیص مولکـولی دانشـگاه     کننده بـه  مراجعه

نگهداشـته  1389-95هـاي  پزشکی گیلان در سـال علوم
درجه سلسیوس، صـورت گرفـت.   -20شده در دماي 

ق اي انجام آزمـایش مطـاب  ي پلاسما برهاانتخاب نمونه
نمونــه پلاســما 102. بــودگیــري متــوالیروش نمونــه

محدوده سنی مرد در 42زن و 60مذکور مربوط به 
و شدهکه براي اولین بار پیوند کلیه سال بود78تا 20

ي قارچی، سرطان، دیابـت  هاسابقه رد پیوند و بیماري
37نداشتند. CMV BKV, HCV,HIVيهاو عفونت

تحت دیالیز در بیمارستان نفر از این گیرندگان پیوند،
بیشـتر از یـک   هـا نفـر از آن 16قرار گرفته بودند که 

نفر کمتر از یک سـال دیـالیز شـده بودنـد.     21سال و 
 ـ   ا تجـویز  مطابق پروتکل استاندارد ضـد رد پیونـد و ب

کننـــده ایمنـــی مثـــل نفرولوژیســـت داروهـــاي مهار
ــیرولیموس و داروي    ــل، ســـ ــایکوفنلات مفتیـــ مـــ

پردنیزون، جهت عدم وازنش پیوند کورتیکواستروئید 
کلیه مصرف نموده بودند. مقـدار کـراتینین خـون در    

نفر از مردان بـالاتر از محـدوده   34نفر از زنان و 24
ــان (  ــون در زن ــراتینین خ ــی ک ) و mg/dL1-5/0طبیع

. ) بودmg/dL2/1-7/0مردان (
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ویروسDNAاستخراج 
با ویروسDNAنمونه پلاسما، استخراج 102بر روي 

,QIAamp® DNA mini Kit)Qiagenاسـتفاده از 

Hilden, Germanyابتدا فت) انجام گر .µl20 محلول
و DNaseعاري از ml5/1به میکروتیوب Kپروتئیناز 

RNaseوارد نموده سپس به ترتیبµl200  پلاسـما و
µl200 بافرAL به میکروتیوب اضافه نموده و بعد از
درجــه 56در دمــاي دقیقــه 10ثانیــه مــیکس،  15

و پـس از سـانتریفوژ،   گرفتسلسیوس انکوبه صورت
µl200بعد از میکس، تمام محتویـات  شداتانل اضافه .

داخل میکروتیوب در ستون داراي فیلتر کـه در داخـل   
سـپس  شـده، گیـرد، وارد میآوري قراریک لوله جمع
ــافر شستشــوي µl500ســانتریفوژ و حــاوي اتانــل 1ب

)AW1شـد. و دوباره سانتریفوژ انجامدیدگر) اضافه
حـاوي اتانـل   2بـافر شستشـوي   µl500در این مرحله

)AW2لازم گرفـت. سانتریفوژ انجـام ) اضافه و دوبار
به ذکر است که بعد از هـر مرحلـه سـانتریفوژ، لولـه     

و ستون داراي فیلتر در لولـه  شدهزیرین دور انداخته
اوي ژنـوم  . به لوله ح ـرفتگمیآوري بعدي قرارجمع

µl5بـافر شستشـو و   µl50محلـول حـاوي  ویروس،
اضافهReal time PCRمحلول استاندارد داخلی کیت 

. در انتهـا  دش ـمیو سپس سانتریفوژ نهایی انجامشده
ویـروس کـه لولـه زیـرین    DNAمحلول نهایی حاوي 

.گردیددرجه سلسیوس نگهداري-20باشد درمی
Quantitative Real-time PCR

Uniplex Real-time PCR ــر روي ــه 102ب نمون
DNA    ــروس اســـتخراج شـــده از پلاســـماهاي ویـ

BKي هـا ازکیـت ISEXالـذکر، براسـاس ورژن   قفو

Virus PCRوJC Virus PCR   مربـوط بـهGene

Proof(Vídeňská, Czech Republic) .اجــرا شــد
از ماسترمیکس آماده حاوي بـافر،  µl30بطور خلاصه 

dNTPsغیرفعـال ، رنگ مرجع)SuperROX  آنـزیم ،(
hot-start DNA polymerase   ،ــا ــه گرم ــاوم ب مق

TaqManو پـروب  Forwardو Reverseپرایمرهاي 

لوله 4) به 1ها در جدول ي پرایمرها و پروبها(توالی

PCR دارايµl10 تنظیم کننـده اختصاصـی و   4از هر
از µl10اختصاصـــی داراي PCRيهـــاســـایر لولـــه

عنوان استخراج شده و آب مقطر (بهDNAيهانمونه
) اضافه شـد. حجـم کلـی    µl10کنترل منفی و به مقدار

ي هـا گردیـد. واکـنش  PCR،µl40ي هـا در تمام لوله
Real-time PCRــا بک ــــبـ ـــیري دسـارگـ تگاه ــــ
StepOne Plus™(Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA)   اجرا گردیـد. برنامـهReal-time

PCR    مرحلـه  «بدین ترتیب بوده اسـت کـه ابتـدا در
زدودن آلــودگی احتمــالی ناشــی از   »نگهــداري اول

، بوسیله آنـزیم یوراسـیل   DNAمحصولات تکثیر قبلی 
DNA  ــرا ــخص، اج ــان مش ــا و زم ــوزیلاز در دم گلایک

، در دمـا و  »مرحلـه نگهـداري دوم  «شود سپس در می
انجــامDNAشــدن اولیــه دو رشــته زمــان معــین جدا

د و ســپس در مرحلــه ســوم کــه بــه مرحلــه گیــرمــی
»PCR «معروف است مراحلPCR سیکل انجام45در

شود. خواندن سیگنال فلورسانس در مرحله اتصـال  می
). 2گیرد (جدول میصورتDNAپرایمر به تک رشته 

اساس تشخیص بر پایه تکثیر توالی محفوظ و اختصاصی 
DNA ي هـا واقع در محدوده بـین ژنVP1 وVP2 و
گیري افزایش غلظت محصول تکثیر با بکارگیري اندازه
باشـد. چهـار   مـی ي لیبـل شـده فلورسـانس   هـا پروب
کننده اختصاصی هر یک از دو ویروس که جهـت  تنظیم

ــایش  ــت Uniplex Real-time PCRآزم ، در هرکی
وجود دارد براي شناسایی اختصاصی ژن هر یـک از دو  

ویروس استفاده شده است. 
ا ــــت10کننــده اختصاصــی هــر ویــروس ازهــر تنظــیم

copy/µl104 از ژن مورد بررسی آن ویـروس را دارا
خطــی آن بــا اســتفاده از نمونــه باشــد. محــدوده مــی

و VP1ي هـا شـده حـاوي ژن واقـع در بـین ژن    کلون
VP2بررسـی گردیـده و   هابراي هر کدام از ویروس
از JCVو براي copy/µl107تا 596/0از BKVبراي
شـود. سـپس تیتـر    میرا شاملcopy/µl107تا528/0

µl200که شامل 250محاسبه شده توسط دستگاه، در 
بـافر  µl50اسـتخراج شـده و   DNAنمونه پلاسـماي  
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بدست آید.copy/mlحسب برگـردد تـا نتـایج مطلـق     مـی باشـد، ضـرب  میشستشو

. توالی پرایمرهاي پیشرو و معکوس هر ویروس و پروب ها1جدول 
نام ویروسپرایمرها و پروب ها)3/به 5/(جهتتوالی

AGCAGGCAAGGGTTACTAAAT

GAAGCAACAGCAGATTCTCAACA

FAM-AAGACCCTAAAGACTTTCCTTCTGATCTACACCAGTTT-BHQ1a

پرایمرپیشرو
پرایمر معکوس

پروب
BKV

AGAGTGTTGGGATCCTGTGTTTT

GAGAAGTGGGATGAAGACCTGTTT

JOE-TCATCACTGGCAAACATTTCTTCATGGC-BHQ3a

پرایمرپیشرو
پرایمر معکوس

پروب
JCV

Real. برنامه 2جدول - Time PCR

مرحلهدما و زمانچرخه ها
1
1

ʹ2 ،oC37
ʹ10 ،oC95

مرحله نگهداري-1
مرحله نگهداري-2

45
ʺ5 ،oC95

oC60، 40ʺ(خواندن سیگنال فلورسانس) 
ʺ20 ،oC72

3-PCR

تجزیه و SPSS-23افزار توسط نرمهادادهدر نهایت 
ــی  JCV DNAوBKV DNAتحلیــل شــد. فراوان

صورت توصیفی گزارش شد. جهت بررسـی ارتبـاط   به
ي پلاسـماي  هـا در نمونـه هـا وجود ژنوم این ویـروس 

بیماران و جنسیت بیماران (ارتباط اکتسـاب عفونـت بـا    
جنسیت بیماران) و بررسی ارتباط عفونـت همزمـان و   

دار دو استفاده شد. سطح معنیجنسیت از آزمون کاي
).3در نظر گرفته شد (جدول 05/0

در نمونه هاي پلاسماي گیرندگان پیوند کلیه بر اساس جنسیت و بررسی JCVو BKV. درصد موارد مثبت و منفی وجود ژنوم ویروس هاي 3جدول 
ارتباط عفونت همزمان برحسب جنسیت بر اساس آزمون کاي دو

زنمتغیر
رصد)تعداد (د

مرد
P.valueتعداد (درصد)

بر حسب نوع ویروس

BKV DNA+27)50(%27)50(%
055/0

BKV DNA -33)75/68(%15)25/31(%
JCV DNA +13)50(%13)50(%

29/0
JCV DNA -47)84/61(%29)16/38(%

عفونت همزمان
%)91/40(9%)09/59(13دارد

16/0
)%25(11%)75(33هیچکدام

هایافته
ــما، 102در  ــه پلاس ــه (54نمون BKV%)94/52نمون

DNA 06/47نمونــه (48مثبــت و (%BKV DNA

27زن (درصـد 47/26منفی بودند. از مـوارد مثبـت،   
نفر) و از موارد منفـی،  27مرد (درصد47/26نفر) و 

درصـد 71/14نفـر) و  33مـوارد زن ( درصد35/32
BKVيهـا . تعداد کپینفر) بوده اند15موارد مرد (

DNAــدوده ــادر محـ ، 1000-10000، 0-1000ي هـ
ــالا  100000، 100000-10000 ــه ب ــرار copy/mlب ق

، 0-1000). در محـدوده  1نمودار و 3داشتند (جدول 



1398، تابستان دومشمارهنوزدهم، دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی اردبیل154

94/2نمونـه) مثبـت بـود کـه    6مـوارد ( درصد88/5
آن بــه درصــد94/2نفــر) و 3آن بــه زنــان (درصــد

-10000در محــدوده نفـر) تعلــق داشـت.   3مـردان ( 
نمونه) مثبـت وجـود   25موارد (درصد51/24، 1000

80/9نفـر) و  15آن زنـان ( درصـد 70/14داشت که 
ــردان ( ــد آن مـــ ــر) بود10درصـــ ــد. در نفـــ نـــ

11موارد (درصد78/10، 10000-100000محدوده
نفـر) و 5آن زن (درصـد 90/4نمونه) مثبت بود که 

در محـدوده  نـد.  نفـر) بود 6آن مـرد ( درصد88/5
ــالا 100000 ــه ب ــه) 12مــوارد (درصــد76/11ب نمون

نفـر) و 4آن زنان (درصد92/3مثبت شناخته شد که 
ــد84/7 ــردان (درص ــه م ــت  8آن ب ــق داش ــر) تعل نف

).2(نمودار
ــما  102در  ــه پلاس ــه (26نمون JCV%) 50/25نمون

DNA 50/74نمونـــه (76مثبـــت و (%JCV DNA

 ـ  آن زن درصـد 75/12،تمنفی بودند. از مـوارد مثب
. از نفـر) بـود  13درصد آن مـرد ( 75/12نفر) و13(

ــی،  ــوارد منف ــد08/46م ــر) و 47زن (را آن درص نف
. تعـداد  دادتشکیل مینفر) 29آن مرد (درصد42/28

ــی ــاکپ ، 0-1000يهــادر محــدودهJCV DNAيه
ــالا  100000، 100000-10000، 10000-1000 ــه بـ بـ

copy/ml) ــتند ــرار داش ــدول ق ــودار و 3ج ). در 3نم
ــدوده  ــد0،88/5-1000مح ــوارد (درص ــه) 6م نمون

نفـر)  4آن به زن (درصد92/3مثبت قرار داشت که
نفـر) تعلـق داشـت. در    2آن بـه مـرد (  درصد96/1و 

ــدوده ــد1000،76/11-10000مح ــوارد (درص 12م
4آن به زن (درصد 92/3نمونه) مثبت قرار داشت که

نفـر) متعلـق بـوده    8به مرد (آندرصد 84/7نفر) و 
ــدوده  ــت. در مح ــد 92/3، 10000-100000اس درص

درصـد  94/2نمونه) مثبت قرار داشـت کـه   4موارد (
نفـر)  1آن به مرد (درصد 98/0نفر) و 3آن به زن (

درصد 92/3به بالا، 100000متعلق بود. در محدوده 
درصـد  96/1نمونه) مثبت قرار داشـت کـه  4موارد (

نفـر)  2آن به مرد (درصد 96/1نفر) و 2(آن به زن
اساس نتایج تحقیـق حاضـر،   ). بر4تعلق داشت (نمودار

در نمونـه پلاسـماي   BKV DNAتعداد موارد مثبـت  
کلیه بیشـتر از تعـداد مـوارد مثبـت    پیوند گیرندگان 

JCV DNAهمچنین آزمون کـاي دو نشـان داد   بود .
بــرBKV DNAکــه تفــاوت معنــاداري در فراوانــی 

ــی=055/0pحســب جنســیت ( JCV DNA) و فراوان

ي هـا ) وجـود نـدارد. داده  p=29/0برحسب جنسـیت ( 
خلاصـه شـده   2توصیفی و نتایج این آزمون در جدول 

کپی از ژن1000-10000است. بیشترین نفرات، حاوي
BKVو ژنJCV نـد.  در هر میلی لیتر از پلاسـما بود

BKVکمترین تعداد نمونـه پلاسـماي مثبـت از نظـر    

DNA ــا0بــین کپــی ژنــوم ویــروس در هــر 1000ت
ي هـا اما کمترین تعداد نمونه،لیتر از پلاسما دارندمیلی

10000، در دو محـدوده  JCV DNAپلاسماي حاوي
ــا  ــر  100000و 100000ت ــوم در ه ــی ژن ــالا، کپ ــه ب ب

لیتر از پلاسما دارند. میلی
) داراي ژنوم هر دو ویروس56/21نمونه پلاسما (22

13نـد کـه   عبـارتی داراي عفونـت همزمـان بود   و به 
نمونـه  9%) مربـوط بـه زنـان و    09/59نمونه پلاسما (

نمونـه  27. %) مربوط بـه مـردان بـود   91/40(پلاسما 
BKV%) مربوط به زنان فقـط داراي ژنـوم  50پلاسما (

%) مربوط 50نمونه پلاسما (27) وBKV(فقط عفونت 
ــه مــردان فقــط داراي ژنــوم ــBKVب ط عفونــت (فق

BKV ،(13) مربوط به زنـان فقـط   50نمونه پلاسما (%
نمونــه 13و )JCV(فقــط عفونــت JCVداراي ژنــوم 

JCV%) فقط داراي ژنوم50مربوط به مردان (پلاسما

نمونــه پلاســما 33) بــوده اســت JCV(فقــط عفونــت 
%) مربوط به زنان هیچگونه عفونتی از دو ویروس 75(

و BKVي هـا ویـروس نداشتند و ژنـوم هیچکـدام از  
JCV11. همچنـین  نبودهاي پلاسماي آنهادر نمونه

عفونت هر %) مربوط به مردان فاقد25نمونه پلاسما (
در JCVو BKVيهاو ژنوم ویروسدو ویروس بود

یافت نشد. آزمون کاي دو نشان داد که تفـاوت  هاآن
معناداري در وقـوع عفونـت همزمـان و عـدم وقـوع      

ــب جن ــت برحس ــیت (عفون ــدارد p=16/0س ــود ن ) وج
).3(جدول 
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Real-Time PCRدر محدوده هاي مشخص در کل جمعیت گیرندگان پیوند کلیه تست شده با BKV. درصد موارد مثبت 1نمودار 

محدوده هاي مشخص به تفکیک جنسیتدرBKV DNA. موارد مثبت 2نمودار 

Real-Time PCRي مشخص در کل جمعیت گیرندگان پیوند کلیه تست شده با در محدوده هاJCV. درصد موارد مثبت 3نمودار 
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ي مشخص به تفکیک جنسیتدر محدوده هاJCV DNA. موارد مثبت 4نمودار 

بحث
دوره زمانی 3ابتلاء به عفونت در بیماران پیوندي در 

بعد از پیوند شـامل دوره اولیـه، دوره میـانی و دوره    
ي دوره اولیـه بعـد از   هـا ونتشود. عفمیپایانی دیده

کنندگان ي ناشی از پذیرندگان و اهداهاپیوند، عفونت
زاي فرصـت  مرتبط با جراحی است. عوامـل عفونـت  و 

طلب در دوره میانی بعد از پیوند، باعث ایجاد عفونت 
و متعاقبــاً بیمـــاري در عضـــو پیونــدي و یـــا ســـایر   

زا دهــد. ایــن عوامــل عفونــتي بــدن مــیهــاقســمت
د عضـو  تواننـد باعـث اخـتلال در عملکـر    مـی همچنین

شده و حتی مرگ بیمـار  پیوندي، برداشتن عضو پیوند
گردند. عفونت دوره پایانی بعد از پیونـد بـا گذشـت    

جود اینکه گردد و با ومیماه از پیوند آغاز6بیشتر از 
ــن دوره  ــت در ای ــر عفون ــاهشخط ــیک ــا م ــد، ام یاب

 ـ   ه عفونـت  پذیرندگان پیوند با خطـرات مهمـی از جمل
ي ویروسـی  هـا ي محیطی و عفونتهاحاصل از پاتوژن

شـوند.  میرسان به عضو پیوندي مواجهمزمن آسیب
ترین عوامل معمولهابنابراین با توجه به اینکه ویروس

ــت ــو  عفون ــد (عض ــان پیون ــب در زم ــت طل زاي فرص
ي داراي آلــودگی نهفتــه بــا هــاپیونــدي حــاوي ســلول

، لـذا باشـند مـی یونـد ویروس) و بعد از انجام عمـل پ 
پیونــد، معیارهــاي بازدارنــده مثــل غربــالگري قبــل از 

ــگیري   ــرال پیش ــی وی ــان آنت ــخیص  درم ــده و تش کنن

آزمایشگاهی وجود ویروس بعد از انجـام پیونـد حـائز    
.]2[اهمیت است 

این تحقیـق بـا هـدف شناسـایی و تشـخیص بـه موقـع       
DNAيهاویروسBKV وJCV  با اسـتفاده از روش

ــخیص مول ــولی تش ــماي Real-time PCRک در پلاس
102. ابتدا بـر روي  ندگان پیوند کلیه انجام گرفتگیر

درجـه  -20نمونه پلاسماي نگهـداري شـده در دمـاي    
اجرا گردید هااین ویروسDNAسلسیوس، استخراج

ــایش   ــپس آزم ــورت Real-time PCRو س ــه ص ب
Uniplexــن تحقیــق از شــدانجــام ــه 102. در ای نمون

26و BKV DNA) داراي52/%94نمونه (54پلاسما 
DNAبودنــد و JCV DNA%) داراي50/25نمونـه ( 

نمونه پلاسما 22هر دو ویروس (عفونت همزمان) در 
%) تشخیص داده شد.56/21(

در تحقیقی که توسـط سـمرباف زاده و همکـاران در    
بـر روي  2009درسال شهرهاي تهران، شیراز و اهواز 

بیمـار پیونـد کلیـه جهـت     78ي خـون و ادرار  هانمونه
در فواصل زمانی قبل از پیونـد،  BKVتشخیص میزان 

-semi-nestedماه بعـد از پیونـد بـه روش    4ماه و 1

PCR   ي هـا انجام گردید، مشخص شـد کـه در نمونـه
%)، 8/6مـورد ( 5ادرار در فاصله زمانی قبـل از پیونـد   

%) 8/12مورد (10ماه بعد از پیوندیک انی در فاصله زم
مـورد  30مـاه بعـد از پیونـد   چهـار  و در فاصله زمانی 

)5/38 (%BKV  ــت و در ــته اسـ ــود داشـ مثبـــت وجـ
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مـورد  0ي خون فاصله زمـانی قبـل از پیونـد   هانمونه
مــورد 1مــاه بعــد از پیونــد یــک فاصــله زمــانی %)،0(
 ـ  چهار %) و در فاصله زمانی 3/1( 16د مـاه بعـد از پیون

.]13[ه است شت%) مثبت وجود دا5/20مورد (
و همکـاران بـر   1هوهمچنین در مطالعه اي که توسط 

ــت  ــالیز واریانـ ــخیص و آنـ ــاروي تشـ در JCVي هـ
از HIV-1ي ادرار بیمـاران داراي عفونـت بـا    هانمونه

ــق آزمــایش  ــالاي ،انجــام گرفــتPCRطری ــزان ب می
%) تشـخیص داده شـد   2/67عفونت با ایـن ویـروس (  

نیز در تحقیق فتحی حقیقی و همکاران در شیراز .]14[
نمونه خـون اهداکننـدگان، بـه روش    250که بر روي 

Semi-nested-PCRوReal time PCRـــهــج ت ـ
انجام شـد،  JCVو BKVدو ویروسDNAتشخیص 

BKVویروسDNA%) داراي4/26نمونه خون (66

JCVویـروس DNA%) داراي 18نمونه خـون ( 45و 

هر دو DNA%) نیز داراي 4/4نمونه خون (11،ودندب
.]15[ویروس بودند 

تحقیق حاضر نشان داد که تفاوت معناداري بین وجـود  
DNAي هـــاهـــر کـــدام از ویـــروسBKVوJCV

ي هــاتنهــایی و یــا بــه صــورت همزمــان در نمونــهبــه
وجـود  هاکلیه و جنسیت آنپیوند پلاسماي گیرندگان 

و 2نـامپوري لعه اي که توسـط  ندارد. همچنین در مطا
ــاران ــر روي همک ــت   42ب ــون و ادرار جه ــه خ نمون

در گیرنـدگان پیونـد   PCRبـه روش  BKVتشخیص
کلیه صورت گرفت نیز اعلام شد که تفاوت معنـاداري  

وجـود  BKVبین جنسیت بیمـاران و شـیوع ویـروس    
و 3لـوپز . همینطور در تحقیقی کـه توسـط   ]16[ندارد

ه ادرار گیرندگان پیوند کلیه به نمون186همکاران در 
JCVوBKVيهاجهت تشخیص ویروسPCRروش 

بر و همکاران 4ساوندو تحقیق دیگري که توسط]17[
نمونه ادرار و خون بیمـاران پیونـد کلیـه بـر     30روي 

Quantitativeاسـاس روش   Real-time Multiplex

1 Hu
2 Nampoory
3 Lopez
4 Saundh

PCR جهت تشخیص فعال شدن دو ویـروسBKVو
JCVیز بیان گردید کـه تفـاوت معنـاداري    انجام شد ن

بین شـیوع دو ویـروس در گیرنـدگان پیونـد کلیـه و      
.]18[وجود ندارد هاجنسیت آن

در تحقیق حاضر، جهـت تشـخیص زودهنگـام از روش    
استفاده گردید و Real time PCRتشخیص مولکولی

جهت تمایز بسیار حائز اهمیت مـوارد منفـی کـاذب از    
نترل داخلی غیر رقابتی استفاده موارد منفی حقیقی از ک

همچنین از پروب نشانه گذاري شـده از نـوع   .گردید
اسـتفاده شـد. در بررسـی    TaqManهیدرولیز به نام 

و همکـاران صـورت گرفـت، بیـان     5موراسهکه توسط 
در BKVروش روتین تشخیص Real time PCRکه 

توانــد در مــیباشــد ومــیي ســرم و ادرارهــانمونــه
ي پیوند کلیـه  هاخارج و داخل بیوپسیBKVتشخیص 

به خصوص در موارد غیرقطعی مفید و حساس باشـد  
ي انجام شـده توسـط   ر. همچنین در مطالعه مرو]19[

بیان گردید؛ از آنجایی کـه تشـخیص   و همکاران 6پینتو
مفید نیستند و جداسـازي  BKV-ي آنتیهاآنتی بادي

لی لذا آزمایش تشخیص مولکـو ،بر استویروس زمان
PCR یک روش برگزیده براي تشخیص همانندسازي
BKV20[باشد میفعال در ادرار و یا خون[.

یی که توسـط محققـین جهـت تشـخیص     هادر بررسی
صـورت گرفتـه اسـت نیـز از روش     هـا سایر ویـروس 

از .استفاده گردیده اسـت Real time PCRمولکولی
و همکـاران  7بـاي جمله تحقیق صورت گرفتـه توسـط   

Dengueتشـخیص  جهت  Virus و 8نیکلسـون ، تحقیـق
و تحقیـق  Tilapia Lake Virusهمکاران در تشخیص 

و ؛Mink Circovirusهمکاران جهت تشـخیص  9کوي
ــگاهی در    ــن روش آزمایش ــه ای ــد ک ــته ان ــان داش اذع

به علت طبیعـت کمـی، حساسـیت    هاتشخیص ویروس
و سـرعت در  بالا، اختصاصیت، قابلیت کمیت بندي آن

5 Morace
6 Pinto
7 Bai
8 Nicholson
9 Cui
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توانـد ابـزار   مـی ان نتیجه آزمایش، سودمند است وبی
و مطالعــات هــامفیــدي جهــت مــدیریت بیمــاري   

.]21-23[اپیدمیولوژیک باشد 
Real time PCR     یک ابـزار در تشـخیص کلینیکـی بـه

جهت تهیه نتایج کمی از اسید نوکلئیک ویروس مدنظر 
نمایـد. نتـایج کمـی    مـی موجود در نمونه کلینیکی تهیه

سید نوکلئیک ویروس مورد نظر در یک نمونه تعیین ا
بطور مثال نمونه خون ممکن است براي ارزیابی رابطه

بینـی پیشـرفت   بین مقدار ویروس مورد نظر و پـیش 
عفونت به سمت بیماري کلینیکی کاربرد داشته باشـد.  
نتایج تسـت کمـی بـراي اسـید نوکلئیـک مـورد نظـر        

 ـ هـا مخصوصاً با سري نمونه دي جهـت  ي بیمـاران پیون
بررسی عفونـت بـا علائـم گسـترش یافتـه و یـا بـراي        

شـود.  مـی ارزیابی کارآیی درمان آنتی ویرال مربـوط 
را Real time PCRو همکـاران آزمـایش   1رانـدهاوا 

در بیمـاران پیونـد   BKV DNAجهت تشخیص کمـی  
ي هـا تعداد ژنوم ویروس در نمونـه ،کلیه انجام دادند

ــما و  ــه  ادرار، پلاسـ ــی کلیـ ــرایط  بیوپسـ ــن شـ در ایـ
گیـري نمودنـد. حالـت اول: بیمـاران بـا داشـتن      اندازه
BKV   :ــت دوم ــم آن. حال ــدون علائ ــی ب در ادرار ول

فعـال.  BKVبیماران با کلیه پیوندي دچار نفروپـاتی و  
یماران مربوط به حالت اول، عموماً میزان ویروس در ب

تراست ولی بعضی مواقع این میزان ویـروس، بـا   پائین
وسی که بطور مشـخص در بیمـاران دچـار    مقدار ویر

شـود، مطابقـت  مـی دیـده BKVنفریتیس مرتبط بـا  
فعال مرتبط با سطوح کمی BKVکند. نفروپاتی بامی
در نمونه copy/ml103X5به مقدار BKV DNAاز 

در سـطوح بـالاتر از   هـا پلاسما بوده است و همـه آن 
copy/ml107BKV DNA.را در ادرار داشـــــتند

ن رخداد هموراژیک سیستیس در بیماران پیوند همچنی
copy/ml104استخوان، مرتبط با سطوح بیشتر از مغز

BKV DNA در ادرار بوده است. همچنین چهار بیمار
ــا   ــرتبط بـ ــاتی مـ ــتر BKVداراي نفروپـ ــاد، بیشـ حـ

را دارا بودنـد. لازم بـه   copy/ml105BKV DNAاز

1 Randhawa

ن در ادرار و خـو BKV DNAذکر است کـه مقـادیر  
بطـور مســتقیم مـرتبط بــا بیمـاري در عضــو    میتوانـد  

پیوندي نباشـد و ممکـن اسـت بیـانگر بازفعـال شـدن       
ي مختلـف در طـول مهـار ایمنـی     هـا ویروس در بافت

.]24[باشد 
ــا موراســه تحقیــق انجــام شــده توســط  و همکــاران ب

 ـهـــجReal time PCRري روشــیــارگـــکـب ت ــ
ورت گرفتـه  و مطالعه مروري ص ـ]BKV]19تشخیص

بـا  BKVدر مـورد تشـخیص   همکـاران  و پینتو توسط 
ي هـا ، بر روي هر دونوع نمونهPCRاستفاده از روش 

؛ امـا در تحقیـق   ]20[ادرار و خون بیماران بـوده اسـت  
زیـرا  فاده شـد ي پلاسـما اسـت  هـا حاضر فقط از نمونـه 

تشخیص ویروس در ادرار زمـانی مناسـب اسـت کـه     
 ـ  و BKVا دو ویـروس  خطر ایجاد نفروپاتی مـرتبط ب

JCV تـر  تـر و دقیـق  پائین باشد و راه تشخیص سـریع
،مقادیر ژنوم ویروس، استفاده از نمونه پلاسـما اسـت  

هفته قبل از ایجاد نفروپاتی، ژنـوم  33تا 16که بطوري
ي پلاسما است.هاویروس قابل تشخیص در نمونه

توان به گران بودن کیـت  میي تحقیقهااز محدودیت
QIAamp® DNA miniژنــــوماســــتخراج

Kit)Qiagen, Hilden, Germany  ــا ــه ب ) در مقایس
ي پلاسـماي  هـا اشاره نمود. ضـمناً نمونـه  هاسایر کیت

گیرندگان پیوند کلیه که در این تحقیق جهت بررسـی  
انتخـاب گردیدنـد از   JCVو BKVژنوم دو ویروس 

،نظر زمانی در دوره پایانی بعد از عفونت قرار داشتند
ي پلاسـماي گیرنـدگان   هـا بررسی عفونـت نمونـه  لذا 

پیوند کلیه که از نظر دوره زمانی ابتلا بـه عفونـت در   
ي اولیه و میـانی بعـد از پیونـد قـرار دارنـد و      هادوره

حاضـر مطلـوب   بـا نتـایج تحقیـق    هـا مقایسه نتـایج آن 
رسد.مینظربه

ي هـا با توجه به اینکه تشـخیص سـریع میکروارگانیسـم   
ت مدیریت موثر بیمار بسیار مـورد نیـاز   زا جهبیماري

Realي مولکولی از جمله هاکه تکنیکاست و از آنجائی

time PCR براي تشخیص اسیدهاي نوکلئیک گسترش
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ي مولکـولی در  هـا لذا استفاده از ایـن تکنیـک  ،اندیافته
باشد. میبسیار حائز اهمیتهاآزمایشگاه

نتیجه گیري
روشـی  Real time PCRنتایج تحقیق حاضر نشان داد

کمی و کیفی است که قـادر بـه تشـخیص ژنـوم انـواع      
و مقادیر آن (حتـی بـه مقـدار بسـیار کـم)     ارگانیزمها

ي مولکـولی  هـا باشد و ضمناً نسبت به سایر تکنیـک می
باشد و از حساسیت و اختصاصـیت  میترقابل دسترس

، لـذا اسـتفاده از آن در تشـخیص    بالا برخوردار اسـت 

ویروس جهـت جلـوگیري از ایجـاد بیمـاري و     موقعبه
متعاقباً رد پیوند، بسیار حائز اهمیت است.

تشکر و قدردانی
ي تخصصـی  حاضر برگرفته از پایـان نامـه دکتـر   مقاله 

میکروبیولوژي زهـرا عاشـوري   -رشته زیست شناسی
باشـد کـه در معاونـت    مـی 25367ساحلی به شـماره  

 ـ   رج در تـاریخ  پژوهشی دانشگاه آزاد اسـلامی واحـد ک
به تصویب رسـیده اسـت. از پرسـنل مرکـز     7/11/94

تشخیص مولکولی دانشگاه علوم پزشکی گیلان صمیمانه 
گردد.میقدردانی

References
1- Culuranovic J, Ugrenovic S, Jovanovic I, Visnjic M, Stefanovic V. Viral infection in renal
transplant recipients. Sci World J. 2012 Jan; 2012:820621.
2- Bansal Sh B, Kher V. Newer infections in kidney transplant recipients. JIMSA. 2010 Jan; 23
(1):29-35.
3- Vanichanan J, Udomkarnjananun S, Avihingsanon Y, Jutivorakool K. Common viral infections in
kidney transplant recipients. Kidney Res Clin Pract. 2018 Oct; 37:323-337.
4- Karuthu SH, Blumberg EA. Common infections in kidney transplant recipients. Clin J Am Soc
Nephrol. 2012 Dec; 7(12):2058-2070.
5- Mbianda Ch, El-Meanawy A, Sorokin A. Mechanisms of BK virus infection of renal cells and
therapeutic implications. J Clin Virol. 2015 Oct; 71:59-62.
6- Laskin BL, Sullivan KE, Hester J, Goebel J, Davies SM, Jodele S. Antibodies to BK virus in
children prior to allogeneic hematopoietic cell transplant. Pediatr. Blood Cancer. 2015 Sep;
62(9):1670–1673.
7- Pinto GG, Tesser Poloni JA, Paskulin DD, Spuldaro F, de Paris F, Barth AL, et al. Quantitative
detection of BK virus in kidney transplant recipients: a prospective validation study. Braz. J. Nephrol.
2018; 40(1):59-65.
8- Yang Yu, Yu Bo, Chen Y. Blood disorders typically associated with renal transplantation.
Front. Cell Dev. Biol.2015 Mar; 3(18):1-12.
9- Masutani K. Viral infections directly involved in kidney allograft function. APSN. 2018
Jul;23(2):31-37.
10- Jiang M, Abend JR, Johnson SF, Imperiale MJ. The role of polyomaviruses in human disease.
Virology. 2009 Feb; 384(2):266-273.
11- Delbue S, Ferraresso M, Ghio L, Caloni C, Carlucio S, Belingheri M, et al. A review on JC virus
infection in kidney transplant recipients. Clin Dev Immunol. 2013 Jan; 2013:926391.
12- Boguszewska A, Wos M, Jarzynski A, Polz-Dacewicz M. Frequency of JC virus appearance in
the urine of post-transplantation patients. Curr Issues Pharm Med Sci. 2018 Mar; 31(2):53-56.
13- Samarbaf-Zadeh AR, Makvandi M, Kayedani Gh, Shahbazian H, Poorfarziani V, Yaghoobi R, et
al. Prevalence BK virus in renal allograft recipients pre and post transplantation in Iran. Jundishapur J
Microbiol. 2009 June; 2(2): 47-52.
14- Hu C, Huang Y, Su J, Wang M, Zhou Q, Zho B. Detection and analysis of variants of JC
polyomavirus in urine samples from HIV-1-infected patients in China’s Zhejiang Province. JIMR.
2018 Mar; 46(3): 1024-1032.



1398، تابستان دومشمارهنوزدهم، دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی اردبیل160

15- Fathi Haghighi M, Seyyedi N, Farhadi A, Zare F, Kasraian L, Refiei Dehbibi Gh R, et al.
Polyomaviruses BK and JC infection in peripheral blood cells from blood donors. Braz J Infect
Dis.2019 Jan; 23(1):22-26.
16- Nampoory MR, Johny KV, Pacsa A, Nair PM, Said T, Halim MA, et al. BK virus nephropathy in
renal transplant recipients in Kuwait: a preliminary report. Transplant Proc. 2005 Sep; 37(7):3048-
3050.
17- Lopez V, Gutierrez C, Sola E, Garcia I, Burgos D, Cabello M, et al. Does JC polyomavirus cause
nephropathy in renal transplant patients? Transplant Proc. 2010 Oct; 42(8):2889-2891.
18- Saundh B, Tibble S, Baker R, Sasnauskas K, Harris M, Hale A. Different patterns of BKV and
JCV polyomavirus reactivation following renal transplantation. J Clin Pathol. 2010; 63: 714-718.
19- Morace R, Kumar T, Tantisattamo E, Gibson J, Britton S, Li W, et al. Feasibility of BK Virus
Real-Time PCR  testing in renal graft biopsies with negative SV40 staining. Transplant Proc. 2017 Jul;
49(6):1294-1300.
20- Pinto M, Dobson S. BK and JC virus: a review. J Infect. 2014 Jan; 68(1):2-8.
21- Bai Zh, Liu L, Tu Z, Yao L, Liu J, Xu B, et al. Real-time PCR for detecting circulating dengue
virus in the Guangdong Province of China in 2006 Aug. J Med Microbiol. 2008; 57(10):1547-1552.
22- Nicholson P, Rawiwan P, Surachetpung W. Detection of Tilapia Lake Virus using conventional
RT-PCR and SYBR green RT-q PCR. J Vis Exp. 2018 Nov;10(141):1-15.
23- Cui , Shi Y, Zhao L, Gu Sh,  Wei Ch, Yang Y, et al. Application of real-time quantitative PCR to
detect mink circovirus in naturally and experimentally infected minks. Front Microbiol. 2018
May;9(937):1-8.
24- Espy MJ, Uhl JR, Sloan LM, Buckwalter SP, Jones MF,  Vetter EA, et al. Real-time PCR in
clinical microbiology: applications for routine laboratory testing. Clin Microbiol Rev.2006 Jan; 19(1):
165–256.


