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 فراواني سكانس باكتريال در بيماران كاوازاكي
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  مقدمه
ــا عــوارض   كــاوازاكي بيمــاري مهــم و خطرنــاك ب

بـه شـرطي كـه زود       . باشـد  وخيم اما قابـل پيـشگيري مـي       
هـا   رغـم سـال    يعل ـ .درمـان گـردد    و تشخيص داده شـود   

ــاري      ــك بيم ــل اتيولوژي ــوز عوام ــق، هن ــلاش و تحقي ت
محققـين بـه دلايـل       .كاوازاكي ناشناخته باقي مانده است    

 تـب، :  آن دخيـل دانـستند      عامـل  در زير عوامل عفوني را   
ــاتي، اگــزانتم، ــت، آدنوپ ــشاهده بيمــاري در  كنژكتيوي م

همچنــين خــود محــدود شــونده بــودن  و زمــستان و بهــار
از طرفي نادر بودن بيماري در شير خواران         ،)3تا1(بيماري

 نــشانه انتقــال آنتــي بــادي از مــادر بــه ،كمتــر از ســه مــاه
 باليني كاوازاكي بـا     هاي  فرم همچنينو   باشد شيرخوار مي 

الگوهايي از عفونت ريكتزيال و باكتريـال همراهـي دارد          
تـب   مثل سندرم شوك توكسيك، تب روماتيسمي حاد،      

سندرم پوسـت مـتفلس اسـتافيلوكوكي،تب كـوه          يونجه،
اما تا به حال ارتباط ثابـت شـده    .و لپتوسپيروز هاي راكي

ــام      ــرده اي از ابهـ ــل در پـ ــن عوامـ ــا ايـ ــك بـ اتيولوژيـ
 روش رايجـي بـراي      ،كه كشت خون    با اين  )6تا3(باشد مي

هاي  كه باكتري   اما درمواردي  باشد ميها   شناسائي باكتري 
هاي غيـر قابـل كـشت مثـل بـارتوبلا            دير رشد يا ميكرب   

و همچنين بيماراني كـه قبـل    وجود دارندهنسله و ارليشيا    
 كــشت خــونبيوتيــك مــصرف كردنــد  از مراجعــه آنتــي

 PCR. هــا نيــست ي بــاكتريياســاروش مناســبي بــراي شن
توان وجود يك    وسيله آن مي  ه  روش جديدي است كه ب    

 105 را در يك نمونه حـاوي        RNA يا   DNA  ژني ترتيب
بـراي فهرسـت     اختـصاصي  PCR اكنون. سلول پيدا كرد  

هـا   اين روش . رو به رشدي از ميكروب در دسترس است       
هاي سنتي رايـج     از حساسيت بسيار بالايي نسبت به روش      

 سـاعت بـا مقـادير       9 تـا    4زماني حدود    در و رخوردارندب
 .كننـد  ب را شناسايي مي   وميكراندك ارگانيسم در نمونه     

  به قابليت حيـات يـا       PCR ي كه تكثير به وسيله    يجا از آن 
  

ي ياين تكنيـك بـراي شناسـا       رشد باكتري وابسته نيست،   
هـاي رشـد     باكتري در خون حتي در حضور مهار كننـده        

از طرفـي    .ها سودمند است   ه آنتي بيوتيك  باكتري از جمل  
ها در اتيولـوژي كـاوازاكي       با توجه به متهم بودن باكتري     

بايد روشي را براي مطالعه انتخاب كرد كه بتواند وجـود           
بلعيدنـد و    ي كه آنها را   يها ها را در لكوسيت    تمام باكتري 

هـا ممكـن اسـت بـا خـود بـه همـراه داشـته باشـند،                   مدت
 بر  UPCR1هاي اخير روش جالب      الدر س  .ي كند يشناسا

 ترتيـب ها كـه برپايـه       بندي فيلوژنيك باكتري   اساس دسته 
در ايـن روش از     . باشـد، بنـا نهـاده شـد         مي (rDNA) ژني

 جفت باز از    997كه تعداد    كنند اده مي ــي استف يپرايمرها
ــه مــي 16S rRNAژن  ــاً  را آمپليفي  همــه كنــد كــه تقريب

ــاكتري ـــ را دارن) (rRNA هــا آن ســكانس ژن ب  ،و آن دـ
 مــستقيم تكثيــرباشــد كــه بــا   مــي16S rDNAاي ـهــ ژن
ي هـا  ترتيـب هاي باليني وجود اين      هاي باكتريال نمونه   ژن
هـا نـشان داده       مشترك در انـواع گونـاگون بـاكتري        ژني
بـراي    شـيباتا و همكـاران     1999 در سـال     .)9تـا 7(شـود  مي

ــار از روش  ــين ب ــا UPCR اول ــراي شناس ــوژي ي ب ي اتيول
ــد و در    باك ــتفاده كردن ــاوازاكي اس ــندرم ك ــال در س تري

 از PCR بيمــار مبــتلا بــه كــاوازاكي بــا روش 20بررســي 
هاي خون محيطي اين سكانس را در سـه بيمـار            لنفوسيت

 علـت هـا در     كه بتوان گفت كه بـاكتري       اما اين  .)7(يافتند
 نيـاز بـه مطالعـه بيـشتر         ،د هستن  كاوازاكي سهيم  ييباكتريا
خاطر نيـاز بـه تحقيـق       ه  ه آنچه بيان شد و ب     با توجه ب  . دارد
ر براي يـافتن عوامـل اتيولوژيـك ايـن بيمـاري و از              ـبيشت

طرفي با توجه به مـوارد فـراوان مراجعـه ايـن بيمـاران بـه                
 UPCR بيمارستان مركز طبـي بـر آن شـديم تـا از روش            

هاي خـون محيطـي      ها را در لكوسيت     باكتري  ژني ترتيب
از ايــن دســت مطالعــه در  .ايــن بيمــاران ســنجش نمــاييم

بيماران كاوازاكي تا به حال به صـورت گـسترده در دنيـا             

                                                 
1. Universal Polymerase Chain Reaction 
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                      محمد صادق رضائي و همكاران              هشي    پژو  
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در كشور ايـران نيـز بـا آخـرين اطلاعـات مـا              . انجام نشد 
چنين مطالعـه اي صـورت نگرفتـه اسـت و از ايـن لحـاظ        

  .منحصر به فرد است
  

  مواد و روش ها
كليه بيماران مبتلا به سندرم كاوازاكي كه در مرحله         

 بـه مركـز طبـي كودكـان         1385-1386هاي   الس حاد در 
 نگرفتنـد پـس از موافقـت        IVIG1قـبلا    مراجعه نمودند و  

ايـن بيمـاران توسـط       .مطالعـه قـرار گرفتنـد       در ها خانواده
دستيار فوق تخصـصي عفـوني و فـوق تخـصص عفـوني             
ــد   ــسجل گردي ــاوازاكي م ــشخيص ك ــدند و ت ــه ش  .معاين

ب به مـدت    كاوازاكي تيپيك به بيماراني اطلاق شد كه ت       
 نـشانة   5 نـشانه از     4حداقل پنج روز بهمراه وجود حداقل       

 ،)عموماً غيـر چركـي  (قرمزي دو طرفة ملتحمه بولبر      : زير
هـاي   تغييرات مخاط اورفارنكس شامل قرمزي حلق، لب      

قرمز و ترك خورده و زبان توت فرنگي، تغييرات انـدام            
ي  لهها و پاها در مرح     محيطي از قبيل ادِم و يا اريتم دست       

ي تحـت حـاد، راش طـور         ريزي در مرحلـه    حاد يا پوسته  
، )پلــي مــورف ولــي غيــر وزيكــولر(اوليــه بــر روي تنــه، 

متـــر معمـــولاً   ســـانتي5/1آدنوپـــاتي گردنـــي بـــيش از 
 بدون علامت كاوازاكي   . را داشتند  لنفادنوپاتي يك طرفه  

 روز و حـداقل     5به بيماراني اطلاق شد كه تـب كمتـر از           
ــددو علامــت كلاســيك ــوق را دارا بودن ــرم .  ف ســپس ف

-3پرسشنامه كه حاوي متغيرهاي مطالعه بود پر گرديـد و  
 از بيمـار  EDTA2 سي سي خون كامل در لولـه حـاوي      5

گرفتــه شــد و پــس از ســانتريفوژ در منفــي هفتــاد درجــه 
 عدد بوده است كه پـس       43ها   تعداد نمونه . نگهداري شد 

ده قـرار    مـورد اسـتفا    UPCR از اتمام دوره تحقيق جهـت     
ابتـدا  : روش انجام كار به صورت زير بوده اسـت         .گرفت

 ســپس ،هــا اســتخراج گرديــد   گلبــول ســفيد ازنمونــه  
هـا    از لكوسـيت   DNAاسـتخراج    هاي سفيد ليـز و     گلبول

                                                 
1. Intravenous Immune Globulin (Immunoglobulin) 
2. Eithlenediaminetetraacetic Acid 

مـواد   داراي   DNAكه مايع حـاوي      به دليل اين  . انجام شد 
باشد،  محلول ليزكننده مي   هاي موجود در    و يون  شيميايي

DNAكلروفــرم ايزوآميــل الكــل -نــلروش ف  بــا DNA 
در اين روش، فنل به صورت اشباع شده  .تخليص گرديد

)equilibrate (ميــزان  .اســتفاده گرديــدDNA  اســتخراج
ط ـده، توســـآوري شــ عـ جمــPBLsهــاي  شــده از نمونــه

 خوانده  nm 260فتومتري در طول موج     روگاه اسپكت ـدست
 تعـداد   ازµg/μl DNA7/0بـه طـور ميـانگين مقـدار     . شد
105 -106×2 PBLs  درجـه خلـوص     .  جدا گرديدDNA 

   از پرايمرهاي. دست آمده  ب70/1برابر) nm28/260(حاصل
U1:5´ -CcAGCAGCCGCGTAATACG-3´ 
U2:5´-ATCGG(C/T)TACCTTGTTACGATTC-3´ 

ايـن پرايمرهـا     .ها استفاده شد   براي شناسايي كليه باكتري   
ــداد  ــاز از ژن  997تع ــت ب ــه را آم 16S rRNA جف پليفي

هـاي اسـتاندارد     از سوش  DNAپس از استخراج    . كند مي
UPCR     بـا آب مقطـر حجـم       .  با شرايط زير انجام گرفت

بـا ترموسـيكلر     .ليتر افـزايش يافـت     كرويم 50واكنش به   
ــدرف واكــنش  ــراپن ــر انجــام شــد  تكثي ــه صــورت زي  : ب

 ثانيه، آنيلينـگ در     30 درجه به مدت     94دناتوراسيون در   
 درجه به   72 ثانيه و اكستانسيون در      45 درجه به مدت     55

 بـار تكـرار     30ايـن مراحـل     .  ثانيه انجام گرفـت    30مدت  
 دقيقـه   5قبل از اين مراحل پره دناتوراسيون به مدت         . شد

   بـه مـدت    Post extensionو بعـد از مراحـل فـوق نيـز     
ــد  5 ــام ش ــه انج ــصول .  دقيق ــارز PCRمح    روي ژل آگ
آميــزي بــا  نــگ درصــد الكتروفــورز شــد و پــس از ر5/1

ــاي   ــد نوارهـ ــديوم برومايـ ــتگاه  DNAاتيـ ــط دسـ    توسـ
UV Transilluminator     قابـل مـشاهده شـدند و از آنهـا 

ــد   ــه ش ــتون. عكــس گرفت ــاي س ــي   Mه ــاخص وزن  ش
DNA(100bp)    محصول 1 ، ستون PCR  ،سويه استاندارد  

ــتون  ــصول 2س ــتون  و PCR مح ــصول 3س ــس از . مح پ
ــر روي UPCRانــدازي  راه ــ43 آزمــايش ب    DNA ه، نمون
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 از  هاي جمع آوري شده    لكوسيت خون استخراج شده از    
همزمـان از آب مقطـر اسـتريل بـه          . بيماران شروع گرديد  

 اسـتخراج شـده بـه عنـوان     DNAعنوان كنترل منفي و از      
محصول حاصل از آزمايش     .كنترل مثبت استفاده گرديد   

PCR       بر روي ژل آگارز برده شد و در صـورت مـشاهده 
 با توجه به حركـت الكتروفورتيـك و وزن          باند مورد نظر  

ــي    ــاخص وزنـ ــار شـ ــر  DNAآن در كنـ ــه از نظـ  نمونـ
كنتـرل منفـي و   .هاي فوق مثبت در نظر گرفته شد    باكتري

هـاي بيمـاران همـواره بايـد بـه ترتيـب             مثبت همراه نمونه  
هـا   شدند در غير ايـن صـورت آزمـايش         منفي و مثبت مي   

امه اسـتخراج   ساير اطلاعـات از پرسـشن     . گرديد تكرار مي 
آوري و مـورد تجزيـه       گرديد و متغيرهاي مورد نظر جمع     

  .و تحليل قرار گرفتند
  

  يافته ها
 بيمار مورد بررسي نتايج زير بر اساس 43در كل از 

 نفر مذكر و 28): 1 شماره نمودار(دست آمده پرسشنامه ب
 33. ساله بودند9 ماهه تا 6بيماران از .  نفر مونث بودند15

 مورد كاوازاكي 29.  سال بودند5/3ك تا بيمار بين ي
بدون  مورد كاوازاكي 14و تيپيك با علائم كامل داشتند

 بيمار 43از)  درصد56/4( بيمار2در .  داشتندعلامت
 16S سكانس باكتريال ژن UPCRمورد مطالعه با روش 

rRNAمقايسه علائم باليني و ).1  شمارهشكل( يافت شد 
جداول ( در +PCRران و بيماران پاراكلينيكي دركل بيما

  .آورده شده است )1  شمارهنمودار(و  )2و1شماره
  
مقايسه علائم باليني اصلي سندرم كاوازاكي دركل   :1  شمارهجدول

  + PCRبيماران و بيماران
  

  ) مورد2( +PCR )بيمار43(كل بيماران   علائم باليني
  %)65/4(2  %)100(43  تب

  )%65/4(2  %)7/62(27  كنژكتيويت
  %)65/4(2  %)74/76(33  ضايعات دهاني

  %)65/4(2  %)72/83(36  راش
  %)32/2(1  %)53/39(17  لنفادنوپاتي

  %)32/2(1  %)20/37(16  تغييرات اندام محيطي

ي ـپاراكلينيك ي وـغير اصل يـم بالينـه علائـمقايس  :2  شمارهجدول
  + PCRسندرم كاوازاكي دركل بيماران و بيماران

  

   بيمارPCR+( 2(  )بيمار43(كل بيماران   و پاراكلينيكيعلائم باليني 
  %)0(0  %)95/13(6  آنوريسم كرونر

  %)0(0  %)60/18(8  هيدروپس كيسه صفرا
  %)65/4(2  %)100(43  30سديمان بالاي 
  %)32/2(1  %)23/30(13  كامل ادرار فعال

  %)65/4(2  )67/97(42  400000 >پلاكت 
  )%32/2(0  %)83/48(21  15000 >لكوسيت

  %)65/4(2  %)16/51(22  10 <هموگلوبين
  %)65/4(2  %)11/65(28  پوسته ريزي اندامها
  %)BCG 5)62/11(%  0)0اريتم اطراف محل 

  %)32/2(1  %)20/37(16  مصرف آنتي بيوتيك قبل از مراجعه
  %)0(0  %)0(0  كشت خون مثبت

  %)32/2(1  %)30/9(4  اوئيت
  %)32/2(1  %)97/6(3  آرتريت

  %)65/4(2  %)44/67(29  كاوازاكيسندرم تيپيك 

  
  

  
  

دو   درUPCRباندهاي سكانس باكتريال با روش   :1 شماره شكل
  بيمار با سندرم كاوازاكي

  
 5. دو بيمار وضع اجتماعي اقتصادي بالا داشتند

 بيمار از وضع 35. بيمار از نظر اقتصادي پايين بودند
 بيمار 20.اجتماعي و اقتصادي متوسط برخوردار بودند

 مورد 4 بيمار در پائيز و 6  مورد در بهار،13 در زمستان،
  .در تابستان مراجعه نمودند
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نمودار متغير هاي مورد مطالعه
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   فراواني علائم و نشانه ها در جمعيت مورد مطالعه :1نمودار شماره 

  
  

 بيمار وجود داشت كه بين 36ترومبوسيتوز در 
 527000متوسط ميزان پلاكت . بود181000 و 1319000

 مورد 20.  بوده است125 تا 30ن سديمان سرم بي. بود
  . بود5/84 متوسط آن.  و بالاي صد بوده است100

  

  بحث
پزشكان مختلف در سراسر دنيا با مطالعات مختلف 
عوامل باكتريال استرپتوكوك، استافيلوكوك اورئوس و 

 كاوازاكي علتپروپيوني باكتريوم و كلاميديا را در 
يد شدن أيند براي تاما همه آنها لازم دانست. دخيل دانستند

 لنونگ و 1993 در سال .)4،7،9(نياز به مطالعه بيشتر دارد
كه همزمان سندرم شوك  كاوازاكي همكارانش ازبيماران

 در .)10( را جدا كردند1توكسيك داشتند، توكسين نوع 
 بر اساس دسته بندي UPCRهاي اخير روش جالب  سال

 (rDNA)ي ژنهاي ترتيبها كه بر پايه  فيلوژنيك باكتري

 ي استفادهيدر اين روش از پرايمرها. باشد، بنا نهاده شد مي
را  16S rRNAژن  جفت باز از 997كه تعداد  كنند مي

  آن سكانس ژنها  همه باكتريكند كه تقريباً آمپليفيه مي
rRNA) (16هاي  و آن ژن  را دارندS rDNAباشد   مي

هاي  نهباكتريال نموهاي  كه با آمپليفيكاسيون مستقيم ژن
 در انواع گوناگون هاي مشترك باليني وجود اين سكانس

 شيباتا و 1999 در سال .)9تا7(شود ها نشان داده مي باكتري
ي ي براي شناساUPCR براي اولين بار از روش همكاران

 باكتريال در سندرم كاوازاكي استفاده كردند و در علت
 از PCR بيمار مبتلا به كاوازاكي با روش 20بررسي 
هاي خون محيطي اين سكانس را در سه بيمار  لنفوسيت

 ييها  در مطالعه ما بر پايه اين حقيقت كه باكتري.)7(يافتند
 را ند هستكه به عنوان علت سندرم كاوازاكي مطرح

بدون توجه به مصرف آنتي بيوتيك قبلي ويا كند رشد 
هاي خون   ساعت در لكوسيت9 تا 4بودن باكتري ظرف 
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 16S rDNAتوان يافت، سكانس  ميروشبا اين محيطي، 
 .را در بيماران مورد مطالعه مورد بررسي قرار داديم

كه   بيماي43مرحله حاد كاوازاكي از درمطالعه ما در
IVIGبه بيمارستان مركز طبي كودكان   نگرفته بودند و

 داراي سكانس  تهران مراجعه نموده بودند فقط دو بيمار
كه .هاي خود بودند  در لكوسيت16S rDNA باكتريال

با نمونه مثبت و منفي هنگام انجام آزمايش موارد مثبت 
اين در حالي بود كه   وو منفي كاذب مطالعه حذف شد

البته لازم است . كشت خون تمام بيماران منفي بود
درمطالعات ديگرسكانس اختصاصي باكتريال با روش 

Nested PCRيا  Real Time PCR نوع ميكرب هم 
با توجه به اينكه فقط در دو نمونه  .رددي گيشناسا

ي شد در حال حاضر ي شناسا16S rDNAسكانس ژني 
توان آن را با اطمينان در اتيولوژي كاوازاكي دخيل  نمي

توان آن را هم كنار گذاشت و  دانست هر چند نمي
 كنيم تا بتوان راجع به اين توصيه به مطالعات بيشتر مي

 توصيه ما اين است در حال حاضر .موضوع قضاوت كرد
 كه در  گران و اين بخاطر هزينه نسبتاUPCRً كه روش

 آسيب پذير است به عنوان آلودگي ميكربي كاملاً برابر
ي علت باكتريال در يروش تشخيصي رايج براي شناسا

مراجعه  بيمار قبل از 16.ه نگردددبيماران كاوازاكي استفا
 PCR ابيوتيك داشتند كه يك مورد از آنه مصرف آنتي

ضايعات دهاني وكنژكتيويت در  راش، تب،. مثبت بود
مثبت وجود داشت ولي تغييرات PCR  هر دو بيمار

ها و لنفادنوپاتي فقط در يكي از اين دو بيمار وجود  اندام
 بيمار سندرم تيپيك داشتند كه 29 در اين مطالعه. داشت

 هيدروپس .دـ مثبت سندرم تيپيك داشتنPCRهر دو مورد 
موارد مثبت مطالعه  ر درـرا و آنوريسم كرونـصفه ـكيس

  مورد ديده شد كه يك مورد آن4اوئيت در .ديده نشد
PCRمورد ديده شد كه يك 3آرتريت در. مثبت بود 

  .مثبت بود PCR مورد آن
گيري نمود كه با  طور نتيجه توان اين طور كلي ميه ب

 بيمار مورد مطالعه 43توجه به مثبت شدن دو نمونه از 
توان به طور قطع  مانند مطالعات مشابه هنوز نميه

توصيه . ها رابه عنوان علت بيماري كنار گذاشت باكتري
 گران خاطر هزينه نسبتاًه  بUPCR ما اين است كه روش

بي كاملا آسيب پذير وآلودگي ميكر كه در برابر و اين
ي علت ياست به عنوان روش تشخيصي رايج براي شناسا

ارتباط . ه نگردددان كاوازاكي استفاباكتريال در بيمار
كاوازاكي،   بودنباعلامت و بدون علامتداري بين  معني

يا ساير علائم و  جنسيت، فصل، سن، بيماري كرونري و
در واقع  .ها و وجود سكانس باكتريال يافت نشد نشانه

اين سوال همچنان مطرح است كه شيوع حقيقي سكانس 
16S rDNA ه ميزان است؟ البته  چباكتريژني ترتيب  در

لازم است در اين زمينه محققين با تعداد موارد بيشتر و 
  . نمايندي در مراكز بيمارستاني متعدد مطالعات بيشتر

  

  سپاسگزاري
از دانشگاه علوم پزشكي تهران بخاطر تامين هزينه 

خانم حسيني به خاطر گرفتن نمونه از بيماران و  طرح، و
ن آزمايش موافقت نمودند خانواده آنها كه با انجام اي

  .اريمزصميمانه سپاسگ
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