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Introduction: Laboratory diagnosis of tuberculosis is based on direct smear and culture, the latter being 
especially time - consuming. The aim of this study was to compare three laboratory methods for diagnosis of 
tuberculosis: direct smear, culture and polymerase chain reaction (PCR).  
Methods: One hundred clinical specimens were collected from Molla-Hadi-Sabzevari health center in 
Isfahan, Iran. PCR was based on MT1 and MT2 primers common to all species of Mycobacterium 
tuberculosis complex (M. tuberculosis, M. africanum, M. microti and M. bovis). Primers amplified a 225 bp 
PCR product. Also a polymerase chain reaction enzyme linked immunoassay (PCR-ELISA) was employed 
for some of the clinical specimens. The PCR product was the tag in which anti-digoxigenin antibody was 
bound in the subsequent ELISA. The PCR product was bound to a streptavidin-coated microtitration plate 
through a biotinylated capture probe.  
Results: Out of 50 individuals in control group, there was no positive result of PCR. In patient group 48 
out of 50 were positive PCR. The sensitivity of the culture, the direct Ziel-Nelson smear and the PCR were 
%88, %82 and %96, respectively.  
Conclusion: According the results of this study it is concluded that PCR is more sensitive than culture 
and direct smear. 
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17  داریوش شیرانی و همکاران
 

  : چکیده
بر بودن کشت   زمان،مشکل عمده .باشد  بر پایه آزمایش مستقیم و کشت میستشخیص آزمایشگاهی توبرکولوزی :مقدمه
 برای تشخیص PCR هدف از این مطالعه مقایسه سه روش آزمایشگاهی لام مستقیم، کشت و . استسیباکتریوم توبرکولوزمایکو

   .توبرکولوز بود
 با استفاده از آغازگرهای  PCR. نمونه بالینی از مرکز پزشکی ملاهادی سبزواری در اصفهان گردآوری شد100تعداد  :کار روش
MT1و MT2 انجام شد که این آغازگرها DNAمیکوباکتریوم (س های مجموعه میکوباکتریوم توبرکولوزی ویه تمام س

آغازگرها یک محصول . را تکثیر داد) میکوباکتریوم میکروتی و میکوباکتریوم بوویس میکوباکتریوم آفریکانوم، ،ستوبرکولوزی
PCR همچنین یک  . جفت باز را بوجود آوردند225 حاویPCR-ELISAمحصول .  انجام شدهای بالینی  در مورد بعضی از نمونه
PCRکر  کمک آنتیه بیوتنیله شده به استرپتاویدین پوشش داده شده روی چاهک متصل شد و آنگاه ب  از طریق یک شناساگر

   .ی شدینین و آنزیم متصل به آن شناساژسیگوکدی
 PCR نفر 2  مثبت وPCR نفر  48،  بیمارفرد 50که در میان  درحالی.  مثبت نداشتندPCR فرد گروه کنترل هیچکدام 50از  :نتایج
   .بود% 96و %82 ،%88ترتیب  ه بPCRساسیت کشت، لام مستقیم و حبنابراین .  داشتندمنفی
  .است بیشتر از کشت و لام مستقیم PCRحساسیت شود که  های این تحقیق مشخص می  با توجه به یافته:گیری نتیجه

  

  . س، تشخیصلوزیوکو باکتریوم توبرکیا م،PCR :واژگان گل
  

  قدمهم
یکوبـاکتریوم  اهـای مجموعـه م     بیماری سل در اثـر بـاکتری      

یکوبـاکتریوم میکروتـی،    ایکوباکتریوم بوویس، م  ام(س  لوزیوتوبرک
ایجـاد  ) سلـوزی ویکوباکتریوم توبرک ام یکوباکتریوم آفریکانوم و  ام

  ). 1( شود می
 هر سال هشت    ،های سازمان جهانی بهداشت    مطابق تخمین 
شود و هر سـال سـه میلیـون        گزارش می   سل میلیون مورد جدید  

ایـن  % 95 رونـد کـه    اثر بیماری سل از بین مـی       جهان در  نفر در 
  ).2( افتد حال توسعه اتفاق می موارد مرگ و میر درکشورهای در

های ویروس ایدز دو      ی و اپیدمی  یدر حال حاضر مقاومت دارو    
امـروزه   ).3( جهت کنترل بیماری سل هـستند      مشکل اساسی در  

هـای   طـور مرسـوم از طریـق آزمـایش         ه بیماری سل ب   تشخیص
 میکروسـکپی هـای    آزمایش. شود  و کشت انجام می    میکروسکپی

هر آزمایشگاهی قابل انجام است ولی ایـن روش          ساده بوده و در   
 روشـی   ،کشتکه     درحالی ).4( برخوردار است    یینیاز حساسیت پا  

زمان  هفته 10 تا 6گیر بوده و  حساس و اختصاصی است اما وقت   
  ). 2( لازم دارد

در دهـــه گذشـــته مطالعـــات زیـــادی جهـــت تـــشخیص 
اسـت در    انجام گرفتـه     PCR  توسط سلوزیویکوباکتریوم توبرک ام

 و از  DNAهای مختلف جهـت اسـتخراج        ها از روش   این آزمایش 
   استفاده شده PCRعنوان توالی هدف برای  ههای مختلفی ب توالی

  
تا % 60 متفاوت و بین ها اختصاصیت این روش حساسیت و. است
  ).5( گزارش شده است% 100

یکوبـاکتریوم  اهای نوکلئیک اسـید اختـصاصی بـرای م         پروب
  در دسترس هـستند ولـی آنهـا حـساسیت لازم را            سلوزیوتوبرک

 ).6(کنند   های بالینی فراهم نمی    نمونه ی مستقیم در  یبرای شناسا 
م  با روش کشت و لام مستقی      PCR مقایسه   ،هدف از این تحقیق   

  .در تشخیص آزمایشگاهی بیماری سل بود
  
  کار  روش
  ها آوری نمونه جمع

  های بالینی نمونه -1
 44( نشوبـر ،  ) نمونـه  50(  نمونه بالینی شامل خلـط     100تعداد  

از )  نمونه1( و شیره معده )نمونه 4( ادرار ،)نمونه 1( ، مایع پلور)نمونه
ایـن مرکـز    در .مرکز بهداشت ملاهادی سبزواری اصفهان تهیه شد    

 جهــت ،هــا مقــداری از هــر نمونــه پــس از هموژنیزاســیون نمونــه
هموژنیزاسیون .  استفاده شدPCR، کشت و میکروسکپیهای  بررسی
ها روی محـیط   کشت نمونه. ها با هیدروکسید سدیم انجام شد   نمونه

  هـا بـه روش زیـل نلـسن          آمیزی نمونـه   لوون اشتین جنسن و رنگ    
  .انجام شد
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 بـافر  TE میکرولیتر از  500 هر نمونه همراه با       میکرولیتر از  200
طور جداگانه ریخته شد و درب اپندروف محکـم          هیک اپندورف ب   در

شناسـی دانـشگاه      بـه گـروه زیـست      PCRبسته شد و برای انجـام       
  . اصفهان انتقال داده شد

  سلوزیویکوباکتریوم توبرکاهای حاصل از کشت م نمونه -2
که روی محیط کشت   برکولوزیسمایکوباکتریوم توچند کلنی از    

 بافر  TE میکرولیتر از500اشتین جنسن رشد یافته بود همراه با  لوون
 از مرکـز    PCRو بـرای آزمـایش       به یک اپندورف انتقـال داده شـد       
شناسی منتقـل    شناسی گروه زیست   ملاهادی به آزمایشگاه میکروب   

  .شد
   PCRهای باکتریایی جهت تعیین اختصاصیت  نمونه -3

ایـن  . هـای مختلفـی اسـتفاده شـد        ور از بـاکتری   ظی این من  برا
شناسـی،   شناسی گروه زیست   ها از کلکسیون بخش میکروب     باکتری

شناسـی دانـشکده پزشـکی اصـفهان و از سـازمان             گروه میکـروب  
  .آوری شد ها و تحقیقات صنعتی ایران جمع پژوهش

مونیه، انتروباکتر، کلبسیلا پنو  : ها شامل موارد زیر بود     این باکتری 
ــالیس،   ــترپتوکوکوس فکـ ــی، اسـ ــالمونلا تیفـ ــ سـ ک، وپنوموکـ

، لیـستریا   Aاستافیلوکوکوس اپیدرمیـدیس، اسـترپتوکوکوس گـروه        
سیتوژنز، کورینه باکتر، نوکاردیا، باسیلوس پلی میکسا، باسیلوس         مونو

ــرئوس،     ــیلوس سـ ــالئی، باسـ ــودوموناس مـ ــسیس، سـ تورنجنـ
های  همچنین از قارچ   .اسپوروسارسینا، پروتئوس میرابیلیس و شیگلا    

  .آسپرژیلوس نیجر و ساکارومایسس سرویزیه نیز استفاده شد
  

  PCRواکنش  آغازگرها در
  :صورت زیر بود ه توالی آغازگرهای استفاده شده در این زمینه ب

 

MT.1: 5′ -C G T G A G G G C A T C G A G G T G G C-   
MT2: 5′ -G C G T, A G G C G T C G G T G A C A A A  

  

ــوالی     ــسمتی از ت ــا ق ــن پرایمره ــتفاده از ای ــا اس  IS6110ب
 تکثیر داده شد و یـک محـصول بـا           سکولوزی یکوباکتریوم توبر ام

bp225                 بدست آمـد و نتـایج حاصـله بـا کـشت و لام مـستقیم 
  .مقایسه شد

 ـ توالی ش  :با بیوتین ) پروب(نشاندار کردن شناساگر     صـورت   هناساگر ب
  :زیر بود

3َGAACGGCTGATGACCAAACT 5َ MT:  
  شناساگر با استفاده از کیت 

Biot in – Chem - Link) Roche cat: No . 1812149 (
  . نشاندار شد

  . روش جوشاندن انجام شد   ه   ب DNA استخراج   :DNAستخراج  ا
  

 5/0 میکرولیتر از نمونـه و       200لیتری حاوی    میلی5/1 های اپندورف
 سپس . دقیقه جوشانده شد20ماری به مدت   بافر در بنTEلیتر  لیمی

 دقیقه سانتریفوژ شد و مایع رویی جهت 10 به مدت 13000g در دور
  . استفاده شدPCRانجام 

 بیمار مشکوک به سل به دوگروه       100 :گروه کنترل و گروه بیماران    
  .تقسیم شدند

های کشت   زمایششامل افرادی بودند که نتیجه آ     : گروه بیماران  -1
تحـت درمـان    در نهایت   یا لام مستقیم و یا هر دو مثبت بود و           

  . ضد سل قرار گرفتند
های کـشت    شامل افرادی بودند که نتیجه آزمایش     : گروه کنترل  -2

هـای غیرسـلی    لام مستقیم آنها منفی بود و مبتلا به بیمـاری         و
  .بودند

  PCR )اختصاصیت(ن ویژگی یتعی
هـای مختلـف بـا روش         بـاکتری  DNAبرای انجـام ایـن کـار        

 MT1 و سپس با اسـتفاده از پرایمرهـای        جوشاندن استخراج گردید  
  . انجام شدPCR مایکوباکتریوم توبرکولوزیس ویژه  MT2و
  PCR )ییحد شناسا( ن حساسیتیتعی

 دقیقــه جوشــانده شــد و پــس از 20 بــه مــدت BCG واکــسن
بـرای  . قت تهیه شد  سری ر  فوقانیاز مایع    لیتر میلی/. 5سانتریفوژ از   

  . انجام شدPCRهر نمونه رقیق شده 
PCR:    برای انجام PCR    از پرایمرهای MT2 و MT1 استفاده گردید 

 استخراج شـده از     DNAاز   عنوان کنترل منفی و    هاز آب مقطر ب   ). 7(
   .عنوان کنترل مثبت استفاده شد ه بBCGواکسن 

 PCRم  های مورد نظر بـرای انجـا       غلظت و حجم  ،  1مطابق جدول   
  :استفاده گردید

   PCRهای مواد برای انجام  غلظت و حجم -1 جدول

  غلظت اولیه  نام مواد
کار  حجم به

رفته برحسب 
  میکرولیتر

  غلظت نهایی

PCR buffer 10x 
100 mMTris- 

Hcl,50 MMKcl 5/2  x1 

dNTPs  mM10 5/0  mM2/0  
Mgcl2  mM50 1   mM2  

Primer1  Pmol۱۰۰  7/0   Pmol8/2  
Primer2   Pmol۱۰۰ 7/0   Pmol8/2  

Taq DNA 
polymerase  Unit۵  2/0   Unit1  

Distilled Water   4/14    
DNA   5    
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 dUTP به نسبت یـک بـه نـوزده از    PCR – ELISAدر روش 
  .  استفاده گردیدdTTP بجای DIGنشاندار شده با 

 ـPCR)  (Techenبرنامه حرارتی در یک ماشین  صـورت زیـر    هب
  : انجام شد

940C (3 min), [940C/1min, 650C/1 min, 720C/ 2min]* 
30, 720C/4min. 

  

   PCRی محصول یشناسا
 بـدین  .انجـام شـد    درصد8/0 روش الکتروفورز با ژل آگارز  پنج

 استفاده  TBE×1ترتیب که از ژل آگارز حاوی اتیدیوم بروماید و بافر 
ر یک   د PCR میکرولیتر محصول    8میکرولیتر لودینگ بافر و      2. شد

از . میکروتیوب کاملا مخلوط شده و به چاهـک ژل منتقـل گردیـد            
 مـارکر بـرای تخمـین وزن        DNAهای مثبت و منفی و نیـز         کنترل

 سـاعت   2 ولـت بـه مـدت        55ولتاژ  . مولکولی محصول استفاده شد   
 Gel-documentationبرقرار گردید برای مشاهده باندها از دسـتگاه         

)B.P.66Torcy-Z.I.sud (استفاده شد.  
  

   PCR جهت شناسایی محصول ELIZA روش
ــت   ــور از کی ــن منظ ــرای ای  DIG Detection ELISA ب

)Cat.No.1531042, Roche( استفاده گردید .  
  
  ها  یافته

های بـالینی را نـشان        در مورد نمونه   PCR نتایج   2 و 1شکل  
 2 در جـدول     PCRخلاصه نتایج کشت، لام مـستقیم و         .دهد می
  . استآمده

کـدام    بیمار غیر سلی هیچ    50 نمونه متعلق به     50از  : گروه کنترل 
PCRمثبت نداشتند  .  

    
  های بالینی   در مورد نمونهPCR نتایج -1شکل 

 آنهـا مثبـت     PCRهـای بـالینی کـه نتیجـه           ، نمونـه  4 و   3شماره  
. ، کنتـرل مثبـت    1شـماره   . ، کنتـرل منفـی    2شـماره   . گزارش شـد  

M=Marker   
  

  
 PCRهـای مختلـف       در مـورد رقـت     PCR  نتـایج  - 2شکل  

  .جهت تعین حساسیت پرایمرها
 ، شماره/ 4 رقت: 10 ، شماره2/1رقت: 11 ، شماره 1رقت: 12 شماره

: 6 ، شـماره  32/1 رقـت : 7 ، شماره 16/1رقت: 8 ، شماره 8/1 رقت: 9
: 3 ، شــماره256/1: 4 ، شــماره128/1رقــت : 5 ، شــماره64/1رقــت 
ــت ــماره ،512/1رقـ ــ، 1024/1: 2شـ ــی : 1مارهشـ ــرل منفـ . کنتـ

M=Marker  

 ـ بیمـار کـه دارای علا      50 از تعداد    :گروه بیماران  م بـالینی سـل     ی
 PCR تعداد دو مـورد      ،تحت درمان قرار گرفتند   در نهایت   بودند و   

و ویژگـی   % 96 معـادل    PCRمنفی داشتند لذا حساسیت بـالینی       
  .بود %100بالینی معادل 

ای لام مستقیم و بر % 88حساسیت بالینی برای کشت معادل      
 . محاسبه گردید% 82معادل 

  

  PCR خلاصه نتایج کشت، لام مستقیم و -2جدول 
  

  ها تعداد نمونه PCR  کشت  لام مستقیم  نمونه
  50  -  -  -  گروه کنترل
  1  -  -  +  گروه بیماران

  -  +  -  1  
  +  +  +  38  
  -   +  +  5  
  +  -   +  2  
  -  -  +  3  
  

  پرایمرها )اختصاصیت(تعین ویژگی 
 بـا اسـتفاده از پرایمرهـای        PCR های مختلف توسط   ریباکت

 مـورد  (MT1 ,MT2) سبـاکتریوم توبرکلـوزی   یکوااختـصاصی م ـ 
کدام از آنها را تکثیـر        هیچ DNA ی پرایمرها .بررسی قرار گرفتند  

  .ندادند
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  مجله پژوهشی حکیم 

  ... در تشخیص مایکوباکتریوم PCRکاربرد20

  پرایمرها )حد تشخیص(تعیین حساسیت 
 6/225 معـادل    BCG استخراج شده از واکـسن       DNA مقدار

 قابـل تکثیـر توسـط       DNA حـداقل  .لیتـر بـود    میلیگرم در    میلی
  .لیتر بود گرم در میلی میلی 44/0 پرایمرها

PCR- ELISA : نمونه توسـط  28 نمونه بالینی تعداد 100از 
 مورد از آنها متعلق به      10این روش مورد آزمایش قرار گرفت که        

 نـانومتر   450صـورت جـذب نـوری در         هنتایج ب . گروه کنترل بود  
 فاصله اطمینان برای    ODm+-SDبا توجه به فرمول      .بدست آمد 

بنابراین افرادی کـه جـذب      . بود 04/0 و 92/0 گروه کنترل برابر  
عنوان مثبت درنظر گرفته     ه داشتند ب  92/0نوری بالاتر یا مساوی     

  . شدند
  
   بحث

 همیشه قـادر نیـست      PCRدهد که    مطالعات مختلف نشان می   
). 8( تـشخیص دهـد      سلوزیوبیماری فعال را از عفونت ساده توبرک      

 متفـاوت گـزارش شـده، اگرچـه         میکروسکپیهای    حساسیت روش 
). 4(انــد  گــزارش کــرده% 60را  بیــشتر نویــسندگان حــساسیت آن

 جهت تـشخیص    1998 و همکارانش در سال      Salianبعنوان مثال   
 انجام دادنـد و حـساسیت       PCRهای بافت    بیماری سل برای نمونه   

 و همکارانش در    Ahmed). 9( دندبدست آور % 93 ویژگیو  % 100
هـای خـون      برای نمونـه   ، جهت تشخیص بیماری سل    1998سال  
PCR 10( بدست آوردنـد  %50 انجام دادند و حساسیت.(Cheng  و 

ــال  ــارانش در س ــل 2004همک ــاری س ــشخیص بیم ــرای ت  از ، ب
% 3/78 انجام دادنـد و حـساسیت معـادل          PCR ،های تنفسی  نمونه

 بــرای 1995و همکــارانش در ســال  Hoek). 11(بدســت آوردنــد 
 انجـام داده و     PCRهـای بافـت      تشخیص بیمـاری سـل از نمونـه       

در ). 12( بدسـت آوردنـد   % 8/99و اختـصاصیت    % 1/92 حساسیت
  : تواند ناشی از دو عامل باشد  میPCRاین مطالعه حساسیت بالای 

 برای توالی هـدف بخـاطر حـضور چنـدین           IS6110استفاده از    -1
  .مایکوباکتریوم توبرکولوزیسالی در کپی از این تو

  DNAراج ــاستفاده از روش جوشاندن جهـت استخ -2
 منفی باشـد    PCRه هر دو آزمایش لام مستقیم و        ک  در صورتی 

 لازم اسـت  PCRو مشکوک به بیماری سل باشیم تکرار آزمـایش          
باشـد امـا      بـر مـی     هزینه PCRاگرچه استفاده روتین از روش      ). 13(

 یـک روش  PCR با آزمایش لام مـستقیم باشـد،         موقعی که همراه  
ــشخیص ســریع   ــرای ت ــد ب ــوزیسمفی ــاکتریوم توبرکول  در مایکوب

م بالینی واضـح    یکه علا  موقعی. شود  های بالینی محسوب می     نمونه
 یـک روش مناسـب بـرای        PCRاست و لام مستقیم منفی اسـت        

تر از لام مستقیم اسـت         حساس PCR). 14(باشد    تعیین عفونت می  
 نتـایج نـشان   .گیـرد   زمان کمتری را در بـر مـی  ،ت به کشت و نسب 
 PCR همچنین بین لام مـستقیم و        PCRدهد که بین کشت و       می

   ولی این اختلاف بین کـشت و        ،از لحاظ آماری اختلاف وجود دارد     
 از لحـاظ  یمحققـین نتـایج متفـاوت     .شود  لام مستقیم مشاهده نمی   

 دلیــل آن  یـک .نـد ا ه بدســت آوردPCRحـساسیت و اختـصاصیت   
های مختلف جهت تهیه نمونه و مورد دیگر         خاطر روش  هتواند ب  می
  ). 5(باشد مطالعه تواند نحوه انجام  می

 نتـایج   ،دهـد کـه در برخـی مـوارد         نتایج این تحقیق نشان می    
تواند    علت این موضوع می    . با یکدیگر مطابقت ندارد    PCRکشت و   

خاطر نتایج   هن ب خاطر تفاوت در حساسیت این دو روش و همچنی         هب
. شود باشد    ایجاد می  PCRکاذب که در اثر آلودگی در هنگام انجام         

های مجـزا     در بخش  PCR و انجام    DNAدر این تحقیق استخراج     
هـای منفـی و مثبـت اسـتفاده      در آزمایشگاه انجام شد و از کنتـرل   

توانـد     مثبت احتمالاً نمی   PCRبنابراین نتایج کشت منفی و      . گردید
  . تایج مثبت کاذب باشدناشی از ن
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