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 صي آن  در تشخري مغز استخوان وتاثوندي پماراني در ادرار بBK روسي وزانيم
  )Hemorrhagiccystitis(سيتيستاي سكي هموراژيماريب
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  ه ميكروبيولوژي و ايمنولوژي، دانشكده پزشكي، گرو سمناندانشگاه علوم پزشكي - 1
   گروه زيست شناسي ،  دانشگاه اراك - 2
  گروه ميكروبيولوژي و ايمنولوژي، دانشگاه  علوم پزشكي اراك - 3
 
  ده يچك

 روسي همراه با عفونت و     عموما كي مغز استخوان آلوژن   وندي پ ماراني در ب  HC) (سيسيستاي س كيهموراژ :سابقه و هدف  
BK روسي و ي مغز استخوان واجد آلودگ    وندي بالغ پ  مارانيب% 77-99 كه يياز آنجا  .باشد ي م BK ني ا تي لذا فعال  ،باشند ي م 

 ـسيسيستاي سكيتواند عامل هموراژ ي نميي به تنهاروسيو  ـخا . شـود ي تلق  ـ راي  ـ دار ي وجـود معن  در G → C ونيموتاس
 وني موتاس ني ا كه ي در حال  .شده است  گزارش   HC ماراني در ب  BK روسي كنترل كننده و   يها  ژن ي  در منطقه  SP1ي هيناح
  .باشد ي مBK روسي وييزا يماري با بوني پژوهش ارتباط وقوع موتاسني اهدف . نشده استدهي دHC فاقد مارانيدر ب

 وندي با پماري ب21 . مورد استفاده قرار گرفتBK روسي وزاني ميريگ  اندازهي براReal time PCR روش :ها روشمواد 
 ـ در ناحG → C وني دارموتاسوني و بدون موتاسوني با موتاسزي و نHC و بدونHC عوارض مغز استخوان و با  در SP1ي هي

  .  مطالعه شركت كردندني ار دBK روسي كنترل كننده ويها  ژني منطقه
 مـار ي ب6  وC →G وني با موتاسماري ب6( . انجام شدتي با موفقماري ب21 مورد از 18 درBK روسي وزاني منييتع :ها يافته

  بود بـا   برابر C→G   يون با موتاس  HC ي دارا يماران در ب  HC يروستعداد و  نيانگيم .HC بدون   ماري ب 6و  ) ونيبدون موتاس 
μl  106×3ماراني در بروسي تعداد ونيانگيم و HCوني موتاسن بدو C → G  برابر بود بـا    μl  106×5/1ـم و   تعـداد  نيانگي
 ـياگرچه تفاوت مشاهده شده به لحاظ آمار .μl  106×10 با برابر بود HC بدون ماراني در بروسيو  ـ دار ني معن  ـ و استي  ني

 تعـداد  ي داراHC مـاران يب %50 كـه  يدر حال . باشدي مروسي از ويادي ز ي كپ ي است كه دارا   HC بدون   ماري ب كي از   يناش
  .باشد يم  μl  106×5 روسيداد و تعي داراHC بدون ماراني نمونه در گروه بكيفقط  . باشندي متر شي باي μl  106  روسيو

 ـC → G وني و موتاسروسي وادي ززانيدار م ي مطالعه ارتباط معننياگرچه ا: گيري نتيجه  ـ  ي را نشان نم  ـ ايدهـد ول  ني
  . استHC خطر ابتلا به گر انيب μl  104  ازشيب) تعداد( ي كپزانيدهد كه م ياطلاعات نشان م

  
  Real time PCRستخوان، هموراژيك سيستايسيس،  مغز اوندي، پBK روسيو: هاي كليدي واژه

  
  مقدمه

درصـد   60-90 يوع با شيروس ويوما پلكي BK يروسو
  انـسان را آلـوده نمـوده       ي زندگ يل در اوا  يروسو]. 1[ باشد يم
 يبـاق   و مغـز   يطـي  خـون مح   يـه، و به صورت نهفته در كل     ] 2[
 يه بر دخالت عفونت اول    ياگر چه شواهد قاطع مبن     ].3[ ماند يم

ــ ــاري بيچدر ه  ــيم ــدارد ول ــود ن ــدودي وج ــوارد مح  از ي م

 ].5 و   4[  گـزارش شـده اسـت      ي ادرار مجاري در   ييزا يماريب
 يـك  مغز استخوان آلوژن   يوند پ يمارانمشاهده شده است كه در ب     

 يريتـاخ  HC يمـاري مرتبط با ب BK يروسفعال شدن مجدد و
 يهاز موارد با درد در ناح     درصد   5 -34  در يت وضع ينا .است
 شـده   يده ادرار، و وجود خون در ادرار د       ي شكم، دشوار  يينپا

در  BK يـروس  وكه  يي آنجااز هذا،مع ].10 و9، 8، 7، 6[ است

  :parviz.kokhaei@ki.se Email          0231 -  3354161 :نمابر  0231 -  3354162 :تلفن نويسنده مسئول، *
]   5/4/1387:       تاريخ پذيرش22/8/1386: تاريخ دريافت
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 و بدون  HC  مغز استخوان بايوندتمام افراد پ%  77 -90ادرار 

HC يروس ويشود كه باز فعال يشود و گفته م ي ميدهد BK   بـه
 بـا  يـادي  زيقيمطالعات تحق .يستن  HC يماري علت بييتنها

انجـام   HC يمـاري  بيجاد در ادخيل يگر  عوامل ديتمركز رو
 از يكـي  بـه عنـوان   يزبان ميه عليوند پيماريب (GVHD)  شد

 ـ] 11[  شده است  يشنهادعوامل موثر پ    بـه عنـوان فـاكتور       يول
بعنوان  عامـل   BK  يهعفونتت اول]. 12[  نشده استييدموثر تا

 از يو دخالـت نـوع خاص ـ  ] 13[ يستمورد قبول ن HC ياصل
 يـرا اخ .]14[ نقـش دارد  HC يماري بيكدر تحر BK يروسو

در  HC  مغـز اسـتخوان بـا   يونـد ران پيمـا نشان داده شده كـه ب 
 يـزان ، واجـد م  HC مغز استخوان  فاقديوند پيماران با بيسهمقا
 گر يان موضوع بينا ].16 و15[ هستند  BK يروس وتري يشب

به  . باشديم HC يماري بيجاددر ا BK يروس ويمشاركت قو
 منطقه  ي  كد شونده  ير غ ي يه ناح يدي ترادف نوكلئوئ  يينعلاوه تع 

 مغز استخوان يوند پيماراندر نمونه ادرار ب BK يروس ويكنترل
 ي، داراHC بـا يماران ب% 43دهد   ينشان م HC و بدون  HCبا

 ـ C → G يونموتاس  موضـوع در  يـن  اكـه  يباشـند در حـال   يم
  ].17[ شود ي نميدهد NCCR SP1 در منطقه HC  بدونيمارانب

 مثبت ي  كنندهيم عامل تنظيك واندت يم SP1 كه يي آنجااز
 يـق  تحقين، درا]19  و18[ باشد BK يروس ويبر نسخه بردار

 ي و نقش احتمـال يروس ويردر تكث SP1 ي يه ناحيوناثر موتاس
 منظور ينبد. شود ي ميبررس BK يروس ويزان ميشآن در افزا

 يـزان  ميـين  تعي و بـرا يطراح ـ Real-Time PCR  روشيك
 در ادرار يروس ويزانم. ده قرار گرفتمورد استفا  BKروسيو
 ي يـه  ناحيرو C → G  يونبا و بدون موتاس ـ( HC  بايمارانب

NCCR SP يروسدر و (BK بدونيمارانو ب  HC  مورد مطالعه
 .واقع شد

 
  ها مواد و روش

 يـستم  س ي مغز استخوان كه دارا    يوند پ يماراننمونه از ب   21
مـورد   )سوئد (هينگ هد يمارستان سركوب شده بودند در ب     يمنيا
 ي دارايمـار  ب13 .مورد مطالعه قرار گرفتند  واقع شدند ويوندپ

HC   فاقديمار ب8و  HC مـورد سـكانس   يمـاران  بينا .بودند 

 ].17[ تنــدقــرار گرف VP1 و NCCR ي يــه ناحيــدينوكلئوئ
 يون موتاسيدارا HC ي دارايماران از بيمار ب7در  BK يروسو

C→ G ي يهدر ناحSP1  يونتاس ـمو .بودند C →T ي يـه در ناح 
 BK يروس در ويون موتاسين شد و ايدهد NCCR-SP1 اتصال

 يدهد HC و بدون HC  بايماراناستخراج شده از هر دو گروه ب
 يمـاري  بيـان ها در جر قابل ذكر است كه تمام نمونه ].17[ شد

HC ــع آور ــل از تعيجم ــين شــد و قب ــزان مي ــروس وي   ي

BK16[ ا انجام نشده بوده  نمونهي روي پردازشگونه يچه.[  
 بـه  Real Time PCR: ياستاندارد برا DNA طراحي
  نمونه مثبـت از يك ين،استاندارد با تعداد مع DNA يهمنظور ته

 كـد  يـه  ناحي براي اختصاصيمربا استفاده از پرا  BK يروسو
 ـ T  ژني آنتي كننده بـزرگ   T  ژنيكوچك و جزء كوچك آنت
  Taqman    ،mM، بـافر از  PCR  هر واكنشيبرا.  شديرتكث

Mgcl2 5/1،20 يمرمول پرايكوپ Sence(BK-S )،20 مول يكوپ
 واحـد  Antienc (BK-AS) ، mM dNTPs 6/0،3 يمـر پرا

DNA Taq Gold  ـ    و يـر دو بـار تقط  آب مقطـر   مـراز، يپل
μl 10  يروساز و BK  نمونـه در حجـم كـل   يـا كنترل  μl 50 

 96: ت ازمتـشكل اس ـ  PCR يرمراحل تكث .استفاده شده است
 يـه،  ثان 30 ي بـرا  92 يكلس ـ30يقه، دق 2 ي برا يگراددرجه سانت 

 ي بـرا يگراد درجه سانت72 يه، ثان30 ي برايگراد درجه سانت  60
. يقـه  دق 5 ي  بـرا   يگراددرجـه سـانت    72  يـان  و در پا   يه ثان 30
 جفت باز از ژل جـدا شـده و          272 شده به طول     ير تكث ي قطعه

 ي قطعـه  .اسـتخراج شـد  از ژل  QIAquik يـت با اسـتفاده از ك 
  يزبـان منتقل شـد و بـه م   pGEM-T استخراج شده به وكتور

JM 109   يط در مح ـيبـاكتر  .ترانـسفورم شـد LB  يكـه دارا 
 شـده  يمارت  X-Gal و IPTG  باقبلا) mg/μl) 100يلينس يآمپ

  انتخـاب شـد و       يد مثبت پلاسـم   ي كلون 5 .بود  كشت داده شد    
  يـت  بـا اسـتفاده از ك  يدپلاسـم  .كشت داده شد LB مجددا در

QIAprep  يستماستخراج شد و با استفاده از س ABI PRISM 

(Applied Biosystem)  310 يــين تعيبــرا .ســكانس شــد 
  .استفاده شد Big Dye و BK-S ،BK-AS ترادف از
 ييد تا يبرا،   داده شد استفاده شد    يح كه قبلا توض   گونه همان

ترادف مذكور  (bp)  جفت باز272 شده با ير تكثي ترادف قطعه
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 شد و تطابق آن ترادف يسهمقا GenBank با ترادف موجود در
 ,  NC 001538 , JO 2038 ي دسترسي با شماره BK يروسو

VO 01110  ,  VO 118  شدييدتا .  
:Real Time PCR از Real Time PCR  يـين  تعيبـرا 

 ].20[  ادرار اسـتفاده شـد  يهـا  در نمونـه  BK يـروس  ويزانم
 ـ   ي ار و نمونه ادريها نمونه  ي بدن الگو بـه عنـوان كنتـرل منف

(NTC) اسـتاندارد متفـاوت  ير از مقـاد يالقـت سـر  رو DNA  
 يكدر   Real Time PCR با استفاده از دستگاه BK يروسو

ABI PRISM 7700 هر . گرفترار قيمورد بررس μl   25  از
  Taqman  ،mM بـافر  از نمونـه،   μl2 : يحـاو  PCR واكنش

 ، BK-Sمول ازيكوپ Mgcl2 ، 5/7 از dNTPs  ، mM2از 8/0
 BK-Probe مـول از يكوپ BK-AS ،5/7 مـول از يكوپ 5/7

و آب   Taq Gold DNA polymerase يمواحـد آنـز    25/1،
  .باشد يمقطر م
 قـرار  يمـورد بررس ـ  duplicates  ها به صورت  نمونههمه

 50 پوشانده شدند و ابتـدا در        يك اپت يها گرفتند و با در پوش    
 درجـه   95 و سـپس در      يقـه دق 2بـه مـدت      يگرادانتدرجه س ـ 

 كـه شـامل     يكل س 40 و در ادامه       يقه دق 10 به مدت    يگرادسانت
 بـه   يگراد درجـه سـانت    95سپس در     دو رشته بود و    يباز شدگ 

 قـرار   يقـه  دق 1 به مـدت     يگراددرجه سانت  60 و   يه ثان 15مدت  
 در طـول    يـك  فلورسـانس بـه صـورت اتومات       يزانم .داده شد 

 يكل شد و فلورسانس حاصل از سيريگ اندازه PCR يكلهرس
 threshold  فلورسـانس يـزان  ميـه به عنوان حـد پا  PCR اول

cycle (Ct)  ــزانو م] 21  و20 ،16[ در نظــر گرفتــه شــد  ي
 يده سـنج  يـه ان پا يز نسبت به م   ي بعد هاي يكلفلورسانس در س  

  .شد
 تفـاوت  يـين  تعيبرا Man-Whitney آزمون:آناليزآماري

 يهـا   ادرار گـروه يها در نمونه BK يروستعداد ودار در  يمعن
  : استيلشامل موارد ذ مختلف استفاده شد و

و   SP1 ي يـه در ناح C →G  يونبا موتاس ـ HC  بابيماران
و  SP1 ي يـه در ناح C →G  يونبدون موتاس ـ HC   بايمارانب

به عنـوان    > p 05/0يزانم.  HCو بدون HC  بايماران بي همه
  . شدنييدار تع يمرز معن

 
  نتايج
 DNA يهـا   با استفاده از رقـت Real- Time PCRروش 

 روش ما قادر بـه      ينبا ا  . و استاندارد شد   يابي ارز BK يروسو
تعـداد  . يمبـود 108  تـا     102 يها  در رقت  يروس تعداد و  يينتع
 بيمـار بـا     13 از مجمـوع     12 ادرار   يها  در نمونه  BK يروسو

HC  )6 يون بـا موتاس ـ يمـار ب  C →Gـ در ناح   در SP1 ي هي
 6و )  بودنـد C →G  يون بدون موتاس ـيمار ب6  وBKوس يرو
 يج بودند شمارش شد و نتا     HC بيمار كه فاقد     8 از مجوع    يمارب
  : به دست آمديرز

 در C →G يون و بـا موتاس ـ HC بـا  يماران ادرار از بنمونه
  و   10×104 تعــداد ي داراBK يــروس  در وSP1 ي يــهناح

  μl يـانگين م( يتر ليكرور هر م دBK يروسنسخه و 5/1×107
   ).1شكل( بود )3×106

  : استير به شرح زجزئيات
 249 يـت  در موقC → G يون با موتاس ـBK يروس وتعداد

 كـه  يدر حـال   نسخه بود،  10×104 تا    5/1×107 تعداد   يدارا
 برابر 251 ي يه در ناحC →G يون با موتاسBK يروستعداد و

  .)1شكل (. بود  lμ  104 ×5/2 با
 C  → G يون و بدون موتاس ـHC با يماران نمونه ادرار بدر
 μl  106×5/7 برابر بود با BK يروس تعداد وSP1ي يهدر ناح

 بـدون   يمـاران  در نمونه ادرار از ب     يزو ن  ).1شكل (5/2×104 –
HCيروس تعدادو BK  μl106×8  - 102×5  )  يانگينبا م μl 

 %50 يكــه در حاليــنعــلاوه بــر ا.   داده شــديصتــشخ) 106
 يـا نـسخه  μl  106  تعـداد ي داراHC يها  در گروه دارا نمونه

 يماران در گروه ب   يمار ب يكفقط   . بودند BK يروس از و  تر يشب
شـكل  (  بودBK يروسنسخه از و μl  105×5 واجد HCبدون 

ــناز ا ).1 ــدودهرو ي ــداد وي  مح ــروس تع ــين تعي ــده در ي  ش
 .باشـد  يم107 تا   102 ين مطالعه شده ب   يماران ادرار ب  يها نمونه

 كه به صورت دوبله انجام شده       يا  اندكي در نمونه   ييراتفقط تغ 
 Real Time يش آزمـا يري تكرار پـذ گر يان شد كه بيدهبود د

PCR    ـ   ي بـرا  Mann-Whitneyتـست    .باشـد  ي انجام شـده م
 ـ  ي معن فات اختلا يبررس  يمـاران  مختلـف ب   يهـا   گـروه  يندار ب
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 يماران در ب  BK  يروس ترشح و  يش به افزا  يشگرا .استفاده شد 
 مغـز   يونـد  پ يمـاران  بـا ب   يسه در مقا  HC مغز استخوان با     يوندپ

 در  يش گـرا  ينا ).p =0752/0( . شد يده د HCاستخوان بدون   
 تر ي قوSP1 ي يه در ناحC →G يون و با موتاسHC با يمارانب
 در C →G يون و بدون موتاسHC با يمارانب )p=0782/0(  از
 ـ   .بـود  )SP1 )2002/0= p ي يـه ناح  دو گـروه  يناگـر چـه ب
به هر  ،)p =4712/0(  نشديده ديدار ي تفاوت معنHC يمارانب

 HC در گروه بدون     يمار ب يك فقط   ينكه با ا  يم دار يدحال ما تاك  
 اصـل  حي يجهنت  را داشت،يروسنسخه از و μl   106 از يشب

 يمـاران  وب HC بـا    يمـاران  ب ين باعث تفاوت ب   يمار ب يك يناز ا 
 يج را از نتـا يمـار  بيناگر ا .شد <05/0p به صورت    HCبدون  

 و با HC بدون يماران دو گروه بيندار ب ي تفاوت معنيمحذف كن
HC  ي يه در ناح  يون با موتاس SP1     0176/0( به صـورت= p( 

 بـا   يماران وب HC ن بدو يماران ب ين تفاوت ب  ينا. دوش ميحاصل  

HCــدون موتاسـ ـ ــه در ناحيون ب ــم دSP1 ي ي ــده ه ــدي   ش
)0446/0= p( .ذكـر شـده علائـم    يمـار زم به ذكر است كه ب لا 
 قابـل   يـزي ر داد بدون آن كـه خـون       ي را نشان م   يستايسيسس

 يـف  را به صـورت خف     GVHD ين نشان دهد و همچن    يصتشخ
مار از  ي ب يك (يمار ب 21 ي از مجموعه    يمار ب 3در   .داد ينشان م 
 و دو   SP1 ي يـه  در ناح  يون و بـا موتاس ـ    HC بـا    يمارانگروه ب 

 BK يـروس  و يـزان  م يـين تع )HC بدون   يماران ب  از گروه  يمارب
  .)1شكل ( ممكن نشد

 از اثـر    يناش ،PCR ي منف ي يجه موضوع كه نت   ين رد ا  يبرا
 يقها بعد از رق    نمونه  نبوده است،  PCRكرد    در عمل  يبازدارندگ

 دوبــاره نمــودن يفيوژ و ســانتردن و حــرارت دا10/1 يســاز
 ـ  يش آزمـا  ي يجه شدند و نت   يشآزما  يـن ا .شـد  ي همچنـان منف

 ين در ا  BK يروس و يزان است كه م   يقت حق ين ا گر يانموضوع ب 
  . تست ما بوديتتر از حساس ها كم هنمون

  BK يروسترادف پرايمر و پروب و. 1جدول 
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 

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  .HCماران بدون ي و بSp1هي در ناحC →G وني با و بدون  موتاسHCماراني در ادرار بBKVعداد . 1شكل 
  .مار استيك بينگر يره نماي هر دا

Non-HC: patients without HC, HCmut: HC patients with Sp1 C→G mutations, HC Non-mut: HC patients without Sp1 C→G 
mutations, HC: All HC patients.  
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 3 يـن  اي انجام شد كه بـرا يدر حالMann Whitney   تست 
 در نظـر    BK يروس و يها  به عنوان تعداد نسخه    50نمونه عدد   
 μl  10 برابـر بـا   Nested PCR يت حـساس يـرا ز .گرفته شـد 
اما  .است μl  100 برابر است با Real Time PCR تيوحساس

 ـ   ي موضوع منته  ينا  ـ  ي به تفاوت معن  گـروه متفـاوت     3 يندار ب
  . نشديمارانب

  
  گيري بحث و نتيجه

 BK يروس ترشح ويزان ميش مطالعه ما احتمال افزايندر ا 
 ي يـه  در ناحC → G يون موتاس ـير تحت تاثHC يمارانرا در ب

SP1 در  يـروس  و يزان را با ترشح م    يزان م ين و ا  يم كرد ي بررس 
 ـ HC مغز استخوان با     يوند پ يمارانب  در  يون بـدون موتاس ـ   ي ول

 يستم س يك .يم كرد يسه مقا HC بدون   يماران و ب  SP1 ي يهناح
Real Time PCRبـه    كـه قـادر  يم نمـود ي طراح ـي اختصاص

ــشخ ــروس وDNA يصت ــدوده BK ي   102 - 108 ي در مح
 نمونـه   18 يز قادر بـه آنـال     تي با موفق  يستم س ينبا ا  .نسخه بود 

 يـانگين م .يم مغز استخوان شـد    يوند پ يماران نمونه ادرار ب   21از
 C → G يون با موتاسHC يماران در ادرار بBK يروستعداد و
 يـروس  تعداد ويانگين از ميشب) μl) SP1  106×3 ي يهدر ناح
ــاراندر ب  ــHC يم ــدون موتاس ــه در ناحيون ب ــودSP1 ي ي    ب

  μl)  106×5/1 (بـدون  يمـاران  در بيـروس  ويـزان م و HC  
  .بود106

 در  BK يـروس  واضـح در ترشـح و      يش افـزا  يك ينابنابر
 در  يون موتاس ـ ي و دارا  HC مغـز اسـتخوان بـا        يونـد  پ يمارانب

 ـ يـده  د HC بدون   يماران با ب  يسه در مقا  SP1 ي يهناح شـود   ي م
 ـ ي گروه به لحاظ آمار    3 ين تفاوت ب  يول بـه   .يـست دار ن  ي معن

 يـروس  تعـداد و   HC ي دارا يمـاران ها از ب   ونه نم %50علاوه در   
BKبرابر بود با  μl  106 نمونـه  در  يـك  و فقـط در  يشتر بيا 

  . بود μl  105×5  ازيش بBK يروس تعداد وHC بدون يمارانب
 يـروس  تعداد و  يانگيندهد كه م   ي نشان م  يج به نتا  ي كل نگاه

BKيماران در ب HCبالاتر از يزان كه ميابد ي ميش افزا μl 106 
 يـروس  تعداد و  ياما تنوع بالا   .باشد ي م HC  خطر بروز  گر يانب

BKيمــاران مختلــف بيهــا  متفــاوت را در گــروهيمــاران در ب 

 بـدون  يمار بيك در BK يروس ويزانم . گرفت يدهتوان ناد  ينم
HC    ـيدار آمـار  ي به تفاوت معنيابي موجب عدم دست   2 ين ب

 BK يـروس  و يزان م ينهمچن . شد HC با و بدون     يمارانگروه ب 
 يـك  ما در Real Time PCR يستم سيريگ تر از حد اندازه كم
 و دو SP1 ي يـه  در ناحC → G يون موتاسي داراHC با يمارب
 يـن امـا ا   .جاد نكرد ي ا ي آمار يج در نتا  ييري تغ HC بدون   يمارب

 HC يمـاري  در درمـان ب    يدي مشكل جد  ي موضوع سبب ارائه  
 يروس از و  يطح خاص  در شروع درمان قرار بود كه س       يراز .شد

BKباشد .  
 ـ ييـد  را تا  Azzi ما گزارش    نتايج معهذا، كـه  ] 15[ كنـد  ي م
 HC و بـدون     HC با   يماران دو گروه ب   ين را ب  يدار يتفاوت معن 

 يزان را در  م    يدار ي كه ما تفاوت معن    ينعلت ا  .اعلام كرده بود  
 يـدا  پ HC و بـدون     HC بـا    يمـاران  گروه ب  2 ين ب BK يروسو

 مـا   ي  مطالعـه  درها    از تعداد كمتر نمونه    ي ناش تواند ي م ،يمنكرد
 HC بدون   يمار ب 8 و   HC با   يمار ب 13 يمطالعات ما رو  ( .باشد

 17 ي و همكـارانش رو    Azzi كه مطالعات    يانجام شد در حال   
روش و  ]. 15) [ انجام شـد   HC بدون   يمار ب 20 و   HC با   يمارب

  معنا كـه   ينبد . است يت حائز اهم  يز انجام مطالعات ن   يچگونگ
 ي رقـابت  PCR روش   ازتـر     بـار حـساس    100 يباروش ما تقر  

كـه  ]. 15[  اسـت  يشان  و همكاران ا    Azziاستفاده شده توسط    
 اخـتلاف در    يـل  از دلا  يگر د يكي ممكن است    يز موضوع ن  ينا

  . حاصل از دو مطالعه باشديجنتا
 مـورد  يـرا  اخReal Time PCR چه روش حساس تر اگر

 ـ استفاده قرار گرفته است،  ي بـرا Real Time PCRوش  ريول
 يـشان   و همكـاران ا     Biel توسـط    JC يروس و و  BK يروسو

 ادرار  ي  آن در نمونـه    يص تشخ ي  شده است كه محدوده    يمعرف
 10 مـا  Real Time PCRباشد كه از روش  يم10- 107  ينب

  ].16[ ستتر ا اسبار حس
 ي روش بــرايــن كــه ايــناول ا : دارديــاز امتدو مــا روش

 يمـر  است چون از پرا   ي اختصاص كاملا روش   يك BK يروسو
 كـه خـاص   LT ي  كـد كننـده  ي يـه  ناحي بـرا ي برا ياختصاص

 و  Biel كـه    ي صـورت  در يم، اسـت اسـتفاده كـرد      BK يروسو
 را كـد    VP1 ي يه استفاده كردند كه ناح    يمريهمكارانش از پرا  
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 يروس و ي و هم برا   BK يروس و ي هم برا  يمر پرا اينكرد و    يم
JC  اسـت كـه چـون       ايـن  ياز امت يندوم  .]16[ شد ي استفاده م 
 ممكـن   PCR بـا    يـشه  هم VP1 ي  كد كننـده   ي يه ناح يصتشخ

 ينـان  اطم BK يـروس  اگـراز وجـود و     يحت] ( 17،  22[ يستن
 يمـر  به احتمال وقوع اشتباه در استفاده از پرا        ينا )يمداشته باش 

VP1ي برا Real Time PCRروش يجـه در نت ].16[ يدافزا ي م 
QR-PCR   مثبـت ادرار اسـتفاده      يهـا   نمونـه  يزآنال ي كه ما برا 

 روش كمتر از    ين در ا  يآلودگ  مناسب است و خطر     كاملا يمكرد
PCRاستي كم .  
 بهتر است كـه    ينيكي كل ين روت ي كاربردها يبرا  هر حال،  به

 بـا  ي كمNested PCR يستم  از سQR-PCR يستمعلاوه بر س
 هـم   JCيـروس  و و  BK يروس عدد و  10 يصي تشخ يتحساس
 ـ ي يجه نت BK يروس كه از و   يالبته در حالت  .  شود استفاده  ي منف

  ].    23[ گرفته شود
 PCRام تست   نج ا ي برا يك اتومات يستم اگر س  ين بر ا  علاوه

 ـ م يـرا ز  خواهد بود،  ياز امت يكوجود داشته باشد      DNA يرادق
 برداشـته  يار بـا دقـت بـس   يد مورد تست با ي استاندارد و نمونه  

  .شود
 ـ  يت نهادر  Real Time PCRه از روش  اگر قـرار اسـت ك

 تـلاش   يـد  استفاده شود با   HC يماري آغاز درمان ب   يين تع يبرا
 صـورت   BK يـروس  و ي تعداد نسخه ها   يابي در ارز  تري  يشب
 HC كه ممكن است به طـور بـالقوه موجـب خطـر              چرا يرد،گ

  .شود
  BK يـروس و شود كه اگـر  مقـدار       ي ما برداشت م   يج نتا از

 را مطـرح  HC يمـاري ر ابتلا به ب  باشد خط μl  104 بالاتر از
 از افـراد    ي در برخ ـ  BK يروس تعداد و  يناما داشتن ا   . كند يم

  . شود و قابل درمان خواهد بودي نمHC يماري به بيمنته
 ـ     ين طور خلاصه ما در ا     به  كـه   يدار ي مطالعـه تفـاوت معن

 در  SP1 ي يـه  ناح يون موضـوع باشـد كـه موتاس ـ       ين ا گر يانب
 بـا   يـسه  در مقا  HC يمـاران  ب شود كـه   ي موجب م  BK يروسو
 را داشـته    BK يـروس  از و  تري يش ب ير مقاد HC بدون   يمارانب

 -R.T كـه روش   يـم اما مـا نـشان داد   .ياورديمباشند بدست ن

PCR       

 ـيـدي  است كـه اطلاعـات مف   يا  ساده روش  تعـداد  ين را در تع
 مغـز اسـتخوان در   يوند پيماران ادرار ب  ي  در نمونه  BK يروسو

 يـزان دهد كه اگر م    ياطلاعات ما نشان م    .دهد ي م  قرار يارمااخت
 HC يماري خطر ابتلا به ب،باشد μl  104  ازيش  بBK يروسو

 يزان در ميا  كه تنوع گستردهيناما با وجود ا  . كند يرا مطرح م  
 ـ يـده  مختلـف د   يماران در ب  BK يروسترشح و   يـن شـود، ا   ي م

 يـن  ا يجـه در نت  . افـراد اسـت    HC ييتموضوع مستقل از وض ـ   
  . استفاده شودياط با احتيدلاعات بااط
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BK virus (BKV) quantifcation in urine samples of bone marrow 
transplanted patients is helpful for diagnosis of hemorrhagiccystitis 
  

P. Kokhaei (Ph.D)*1, L. Kokhaei (B.Sc) 2, B. Sadighimoghadam (M.Sc) 1, G. Mossayebi (Ph.D) 3 
1-  Dept. of Immunology, Semnan Medical University, Semnan Iran. 
2 - Department of Biology, Arak University, Arak, Iran. 
3 - Department of Immunology & Microbiology, Arak Medical  University Arak, Iran. 
 
Background: Hemorrhagic cystitis (HC) in allogeneic bone marrow transplanted (BMT) patients is 

associated with BK virus (BKV) reactivation manifested as BK viruria. However, since 77–90% of all 
adult BMT patients excrete BKV, viral reactivation alone cannot be responsible for HC. Recently, a 
significant overrepresentation of C→G mutations in the Sp1 binding site in the non-coding control 
region (NCCR) of BKV was shown to be present in HC patients and absent in non-HC patients. We 
aimed to investigate if this mutation resulted in excessive BKV excretion in HC patients. Study design: 
A Real-Time PCR was developed and used to quantify BKV in urine samples from 21 patients with 
HC, with and without the mutations, as well as from patients without HC. 

Material and method: A Real-Time PCR was developed and used to quantify BKV in urine 
samples from 21 patients with HC, with and without the mutations, as well as from patients without 
HC 

.Results: Quantification of BKV was successful in 18 of 21 urine patients (six with and six without 
C→G mutations) and six patients without HC. A mean of 3.0×106 BKV copies/µl was detected in 
urine samples of HC patients with C→G mutations, compared to a mean of 1.5×106 BKV copies/µl in 
HC patients without C→G mutations and a mean of 1.0×106 BKV copies/µl in patients without HC. 
The obtained differences were however not statistically significant, due to one individual non-HC 
patient with an extremely high BKV copy number. Nevertheless, while 50% of the samples in the HC 
groups expressed 1×106 copies/µl or more, only one of the samples in the non-HC group contained a 
virus quantity higher than 5×105 copies. 

Conclusions: Although we could not confirm that the C→G mutations in the Sp1 site of BKV were 
responsible for an increased viral load in patients with HC, our data suggest that levels of BKV above 
104 copies/µl may indicate a risk for HC . 

 
Keywords: Bone marrow transplantation; BKV; Real-time PCR; Hemorrhagic cystitis 
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