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گير بودن  با توجه به وقت. مير در بسياري از كشورهاست ترين علل مرگ و سل هنوز يكي از مهم :زمينه و هدف
 مورد ارزيابي PCRهاي سريع تشخيصي نظير  ، لازم است روشهاي معمول تشخيص سل مانند روش كشت روش

تعيين حساسيت و ويژگي روش سريع تشخيص  منظور با توجه به اهميت درمان سريع سل و به. قرار گيرد
 اين مطالعه در دانشگاه علوم PCRروش  به) IS6110 (6110مايكوباكتريوم توبركلوزيس با استفاده از قطعه الحاقي 

 نمونه خلط 248اين مطالعه از نوع ارزش تشخيصي بوده كه بر روي : روش بررسي . انجام پذيرفتپزشكي كاشان
نمونه خلط پس از انجام .  انجام پذيرفت1386كننده به درمانگاه مسلم كاشان در  بيماران مشكوك به سل مراجعه

 مايكوباكتريوم توبركلوزيس، DNAزدايي بر روي محيط لون اشتاين جانسون كشت گرديد،  هموژنيزاسيون و آلودگي
  جفت بازي از قطعه الحاقي245 جفت بازي و 123سپس دو قطعه . با استفاده از روش جوشاندن استخراج گرديد

حساسيت، ويژگي، ارزش تشخيصي مثبت و منفي  . تكثير و با استفاده از الكتروفورز ژل آگارز شناسايي گرديد6110
در اين  :ها يافته .تعيين گرديد 6110بركلوزيس با استفاده از قطعه الحاقي روش سريع تشخيص مايكوباكتريوم تو

 نمونه داراي نتيجه 32و ) %1/16( نمونه اسمير مثبت 40ر  بيما124 نمونه خلط اخذ شده از 248مطالعه از مجموعه 
تفاده از قطعه روش سريع تشخيص مايكوباكتريوم توبركلوزيس با اسحساسيت، ويژگي . بودند) %9/12(كشت مثبت 

روش سريع تشخيص مايكوباكتريوم توبركلوزيس با : گيري  نتيجه. درصد بود1/99 و 75/93ترتيب  به 6110الحاقي 
  .باشد نسبت به كشت داراي سرعت زياد، حساسيت مناسب و ويژگي بالايي مي 6110استفاده از قطعه الحاقي 

  .PCR، 6110 قطعه الحاقييص سريع،كمپلكس مايكوباكتريوم توبركلوزيس، تشخ: ليديكلمات ك

 

  
 بالقوه كشندههاي عفوني   بيمارييكي از (Tuberculosis)سل 

باشد كه پس از چندين دهه كاهش در ميزان بروز آن همزمان با  مي
سازمان . به افزايش نهاده است شيوع ايدز در جهان اين بيماري نيز رو

مين زده است كه اگر كنترل شيوع اين بيماري در بهداشت جهاني تخ
 2020 تا 2000هاي  تر نگردد در فاصله زماني بين سال جهان قوي

نزديك به يك ميليارد نفر از مردم جهان آلوده جديد به اين باكتري 
 1. ميليون نفر خواهند مرد35گردند و   ميليون نفر بيمار مي200بوده و 

ماري سل از طرف سازمان جهاني همين علت در حال حاضر بي به
در تشخيص .  جهاني اعلام شده استفوريتبهداشت به عنوان 

قه، ـماري در منطـولوژي بيـر اپيدميـددي نظيـعفونت سل عوامل متع
  وگرافي ريه، اسمير و كشت خلط، ـمار، علائم باليني، راديـتاريخچه بي

  

لي مانند هاي ملكو هاي پوستي، آزمايشات بيوشيميايي و روش تست
PCRيكي از مشكلاتي كه در بيماري سل وجود دارد، 2. اهميت دارند 

آميزي مستقيم از  روش رنگ. باشد سرعت در تشخيص اين بيماري مي
است و كشت خلط زمان طولاني دقت و حساسيت پاييني برخوردار 

عنوان مكمل و  بنابراين نياز به روشي آسان و حساس به. طلبد را مي
 از حساسيت، دقت و PCR .گردد باليني احساس ميتاييد تشخيص 

هاي متفاوتي در ژنوم   جايگاه3و4.سرعت كافي برخوردار است
مايكوباكتريوم توبركلوزيس مورد مطالعه قرار گرفته است؛ از جمله 

 65KDa ،38KDa (Gro EL)هاي  ژن ، آنتي(IS6110) 6110قطعه الحاقي 
(PhoS) و (MPB64) 23KDa5نواحي،  كه در بين اين IS6110علت   به

لوزيس، بيشتر مورد استفاده قرار وتكرار در ژنوم مايكوباكتريوم توبرك
 خصوصيت تكراري بودن اين قطعه در ژنوم مايكوباكتريوم 6.گيرد مي

مقدمه

 
  173-177،  1388 خرداد، 3 ، شماره 67 پزشكي تهران، دوره ي، دانشگاه علومكده پزشكانشمجله د

چكيده
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     و همكارانمهدي روحاني      

 

 
 1388، خرداد3 ، شماره67ي تهران، دورهكي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

شود كه از تكثير يك   ميPCRتوبركلوزيس باعث افزايش حساسيت 
واحد  DNAبه اين معني كه يك . آيد دست مي  واحد بهDNAتوالي 

باشد و احتمال اتصال پرايمرها در  داراي چندين بخش قابل تكثير مي
نكته ديگر در مورد اين . يابد  نيز افزايش ميDNAحضور مقادير اندك 

هاي كمپلكس مايكوباكتريوم  قطعه حضور آن تنها در مايكوباكتريوم
توبركلوزيس است كه اين خود يك نكته مناسب ديگر براي 

طعه در تشخيص مولكولي مايكوباكتريوم كارگيري اين ق به
 ولي در برخي مناطق دنيا مانند هندوستان 7.باشد توبركلوزيس مي

اند اما  هايي مشاهده شده است كه فاقد اين قطعه الحاقي بوده سويه
مناطق ديگر جهان از جمله برزيل هرگز عدم حضور اين  مطالعات در

ورتي كه شناسايي قطعه در ص 8-10.اند قطعه الحاقي را گزارش ننموده
ها   از حساسيت و ويژگي كافي در مقايسه با ساير روش6110الحاقي 

عنوان يك تست مناسب و رايج در  توان از آن به برخوردار باشد، مي
در رابطه با ارزش تشخيصي شناسايي قطعه . تشخيص استفاده نمود

ه هدف از اين مطالع. باشند ها ضد و نقيض مي  گزارش6110الحاقي 
تعيين حساسيت، ويژگي، ارزش پيشگويي مثبت و ارزش پيشگويي 

  .باشد  در تشخيص سريع سل مي6110منفي شناسايي قطعه الحاقي 
  

  
 نمونه خلط 248ارزش تشخيصي بر روي توصيفي  مطالعه اين
 انجام 1386 و يا مشكوك به سل ريوي در كاشان طي سال يانمبتلا
زدايي  هاي خلط با روش استاندارد هضم و آلودگي نمونه. تپذيرف
. هاي خلط با روش جوشاندن استخراج گرديد  از نمونهDNA 11.گرديد

 دور در دقيقه سانتريفيوژ شده و رسوب 000/10 هر نمونه دو بار در
ليتر آب مقطر استريل حل گرديد، سپس اين محلول  آن در يك ميلي

استخراج  ها و ار داده تا كشته شدن باكتري قرc85° دقيقه در 20براي 
DNAدر اين مطالعه از يك نمونه . صورت همزمان انجام شود  به

عنوان كنترل  به) سويه جدا شده كلنيكي(مايكوباكتريوم توبركلوزيس 
  با تغيير دماي اتصال پرايمرهاPCRواكنش . مثبت استفاده گرديد

)Annealing (50 واكنش در حجم مخلوط. و غلظت آنها بهينه شد 
 ميلي PH 8.4( ،KCl 50( مولار  ميليTris-HCl 10ميكروليتر كه شامل 

 پيكومول، 15مولار، پرايمرهاي با غلظت   ميليMgCl2 5/2مولار، 
و يك ) ايرانشركت سيناژن، تهران،  ( dNTPsغلظت بهينه از 

   ركت سيناژن،ـش(  واحديTaq Polymerase 50م ـتر از آنزيـميكرولي

  پرايمرهاي مورد استفاده و قطعات تكثير شده :1-ولجد
  هدف پرايمرها  توالي پرايمرها     اندازه قطعه

  

123bp 
  

5'CC'TGCGAGCGTAGGCGTCGG3' 
5'CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG3'  

  

IS6110  
  

245bp  
  

5'CGTGAGGGCATCGAGGTGGC3' 
5'GCGTAGGCGTCGGTGACAAA3'  

  

IS6110  

  
.  استخراج شده به آنها اضافه گرديدDNA از l5تهيه و ) تهران، ايران

 در) Denaturation(صورت واسرشته سازي اوليه   بهPCRواكنش 
°c94سيكل 35 دقيقه و سپس در پنجمدت   به PCRترتيب   به

 45مدت   بهc68°  ثانيه، اتصال پرايمر45مدت   بهc94°واسرشته سازي 
.  انجام گرفت ثانيه45مدت   بهExtension( °c72( سازي ثانيه و طويل

 درصد و اتيديوم 2/1 در ژل آگارز PCR از محصولات l5سپس 
، شركت InGeniusمدل (برومايد در دستگاه ژل داكومنتيشن 

SYNGENEتوالي پرايمرها . مورد شناسايي قرار گرفتند)  كشور آمريكا
  . آورده شده است1و قطعات مورد استفاده در جدول 

  

  
آميزي  با رنگ%) 1/16( نمونه 40 نمونه خلط مورد آزمايش 248از 

 نمونه 32). اسمير مثبت(ذيل نلسون باسيل اسيد فاست را نشان دادند 
 PCRاز نظر %) 9/12( نمونه 32. داراي كشت مثبت بودند%) 9/12(

در اين مطالعه مشاهده هر يك از باندهاي تكثير شده . مثبت بودند
 در نظر PCRعنوان جواب مثبت  به)  جفت باز245 و 123قطعات (

   را در PCRرو ـهاي كشت، اسمي  پاسخ2جدول ). 1شكل ( ته شدـگرف
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

.  جدا شـده از كـشت      سي توبركلوز وميكوباكتريمونه ما ن بر   DNA ريتكث: 1-شكل
 123 قطعـات  ري نمونه كنترل مثبت كه تكث2 خط ،ي جفت بازLadder 100 1خط 

  .باشد ي مي نمونه كنترل منف5 و 4، 3خطوط . دهد ياز را نشان م جفت ب245و 

 هايافته

  بررسيروش

174 
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  Multiplex PCR  باتشخيص مايكوباكتريوم توبركلوزيس در خلط :2-جدول
  

PCR  اسمير  كشت 
         منفي         مثبت

  عوجمم

        مثبت
  منفي

)9/8(%22  
)8/0(%2  

)4/2(%6  
)8/0(%2  

28  
4  

  مثبت

  32  8  24  عوممج
  مثبت
  منفي

)2/3(%8  
)0(%0  

)6/1(%4  
)2/82(%204  

12  
204  

  منفي

  216  208  8  عوممج
  216%)1/87(  32%)9/12(  32%)13(  عوممج

  
مقايسه ( و اسمير    PCR منفي پيشگويي مثبت و   حساسيت، ويژگي، ارزش  : 3-جدول

  ) كشتبا
  حساسيت  ويژگي  مثبت اخباري ارزش  منفي اخباري ارزش  روش

  

PCR 4/96%  2/84%  2/97%  80%  
  %9/88  %7/94  %7/72  %1/98  اسمير

  
 و بـا    52/52±5/21ميانگين سني بيمـاران     . دهد  كنار يكديگر نشان مي   

 سـال   95 سال و از حـداقل دو تـا حـداكثر            65 سال و نماي     56ميانه  
مـرد و  )  درصـد  8/46( نفـر    116 بيمار مورد مطالعه     248از  . متغير بود 

 بيمـار مـورد جديـد بيمـاري         238. دزن بودن )  درصد 2/49( نفر   122
. داراي عفونت مجـدد بودنـد     )  درصد 1/4( مورد   10و  )  درصد 9/95(

غير )  درصد 8/29( نفر   74ايراني و   )  درصد 2/70( نفر از بيماران     174
  .بودند) افغاني يا عراقي(ايراني 

  

  
 PCRيت روش ساير مطالعات از مناطق مختلف جهان ميزان حساس

 براي تشخيص %80-90  بينDNAهاي مختلف استخراج  را، با روش
 در اين مطالعه از 6.اند كمپلكس مايكوباكتريوم توبركلوزيس بيان نموده

 نمونه 30 مثبت بودند PCR نمونه كه داراي نتيجه 32مجموع 
) %45/64( نمونه 22توسط كشت مورد تاييد قرار گرفت و ) 75/93%(

 نمونه ششبه استثناي . مير و كشت هر دو مثبت شدندنيز توسط اس
هايي كه داراي نتيجه اسمير مثبت و كشت مثبت بودند،  همه نمونه

در اكثر موارد كار شده در نقاط مختلف .  آنها نيز مثبت بودPCRنتيجه 
هاي استخراج   با توجه به روشPCRجهان ميزان حساسيت روش 

DNA6. اعلام شده است%80- 90 ينتر انجام شده توسط آنها ب  سخت 
ميزان حساسيت، ويژگي و ارزش پيشگويي مثبت و منفي در بيماران 

اند و آنهايي كه  با سل ريوي كه از نظر ميكروبيولوژيك تاييد شده

 با استفاده از Pao 12.باشد اند بسيار متغير مي مورد تاييد قرار نگرفته
وم توبركلوزيس  كيلودالتوني موجود در مايكوباكتري65ژن  آنتي

دست  ه ب%6/62و % 100ترتيب   را بهPCRحساسيت و ويژگي روش 
 نمونه تنفسي با استفاده از 314 نيز با آزمون Querol 13.اند آورده

دست  هرا ب% 97 در مقايسه با كشت حساسيت IS6110پرايمر 
 و Amplicorهاي   نيز در سنگاپور در مقايسه كيتThoe 14.اند آورده
PCR قطعه IS6110و % 5/86ترتيب   ميزان حساسيت و ويژگي را به

كار   در اين مطالعه مقدار كم نمونه به15.اند دست آورده هب% 6/83
عدم حضور قطعه  كار رفته و هاي نامساوي به گرفته شده، نمونه

IS6110عنوان دلايل عدم تكثير و شناسايي نمونه مايكوباكتريوم   به
 Cobas كه از سيستم Rajalahti. توبركلوزيس ذكر شده است

Amplicorاند حساسيت روش   استفاده نمودهMTB PCR را حدود 
حساسيت، ويژگي، ارزش تشخيصي مثبت و  16.اند  محاسبه نموده83%

 3در جدول  حاضر در مطالعه انجام شده PCRمنفي حاصل از تست 
 Multiplexدهد كه روش  نتايج اين مطالعه نشان مي .ارائه شده است

PCRتر از  تر و حساس هايي كه بسيار سريع تواند، با توجه به برتري  مي
باشد،  هاي كلاسيك شناسايي مايكوباكتريوم توبركلوزيس مي روش
در مطالعه حاضر، ما كارآيي  . تشخيص سل را بهبود بخشد روش

هاي خلط با هدف قرار دادن قطعه الحاقي   را در نمونهPCRروش 
ريوم توبركلوزيس مورد ارزيابي قرار  در كمپلكس مايكوباكت6110
رقم كشت مثبت داراي نتيجه  يها عل در اين مطالعه برخي نمونه. داديم
PCR تواند مربوط به تعداد  كه اين مورد مي) دو نمونه( منفي بودند
ها يا توزيع غير يكنواخت   در ژنوم اين نمونهIS6110هاي كم  كپي

گونه كه اين احتمال در مطالعات  ها در نمونه خلط باشد، همان باكتري
هاي تشخيص   روش17و18.ديگران نيز مورد توجه قرار گرفته است

تواند بر مراقبت از بيماران نيز  سريع مايكوباكتريوم توبركلوزيس مي
هاي متفاوتي قابل  اين تاثيرات از جنبه. تاثيرات بسياري داشته باشد

ثبت كه داراي نتيجه در واقع، در بيماران اسمير م. باشد بررسي مي
PCRدهنده آن است كه باكتري عامل بيماري  شوند، نشان  مثبت مي

باسيل سل بوده و بيمار بايد تا زماني كه نتيجه اسمير آن منفي گردد 
دهنده  تواند نشان  ميPCRاما نتيجه منفي . نگهداري و مراقبت شود

مار حضور يك عفونت مايكوباكتريايي غير توبركلوزيسي باشد و بي
بايد از آزمايشات جداسازي مايكوباكتريوم توبركلوزيس رها شده و 

تاثيرات بالقوه . تري براي وي در نظر گرفته شده است درمان مناسب

بحث
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هاي نگهداري آنها به  اين روش بر مراقبت بيماران در كاهش هزينه
هاي تكثير اسيد  صورت خلاصه، روش به .وضوح روشن است

صورت  اي بر نتايج اسمير مثبت بگذارد و به تواند صحه نوكلئيك مي
باشند اما  افرادي كه داراي علايم كلينيكي واضح سل مي بالقوه نيز در

 يكوباكتريومامبر حضور  تواند توجيهي است، مي نتيجه اسمير آنها منفي
هاي  دستور كارهاي اخير مركز كنترل بيماري. توبركلوزيس باشد

 در مواردي كه نتيجه 19.نمايد  مي اين اصل را تاييد(CDC)آمريكا 
باشد، بهتر است شروع درمان تا اعلام نتيجه كشت  اسمير منفي مي

نگهداري گردد زيرا در اين حالت احتمال انتقال بيماري به ديگران 
باشد  يابد، هرچند در مواردي كه علايم بيماري شديد مي كاهش مي

هاي مولكولي در  روشعلاوه بر تاثيرات  .توان درمان را آغاز نمود مي
توانند  ها مي ي سل، اين روشرتشخيص سريع و درمان بهتر بيما

هاي  هاي كلينيكي انجام شده و در آزمايشگاه مستقيماً بر روي نمونه

طبي و دامپزشكي مورد استفاده قرار گرفته و در ايجاد بهداشت 
 توانند در ها مي همچنين اين روش. عمومي مناسب تاثيرگذار باشند

خصوص مننژيت سلي  هاي خارج ريوي سل نيز به شخيص عفونتت
عنوان  تواند به  ميPCR دهد كه نشان مي اين تحقيقنتايج  20.مفيد باشند

يك روش روتين در تشخيص كمپلكس مايكوباكتريوم توبركلوزيس 
توان  عنوان يك روش ديگر مي به. در كاشان مورد استفاده قرار گيرد

هاي مختلف مايكوباكتريوم  ي اختصاصي گونهبا اضافه كردن پرايمرها
هاي مختلف  خصوص مايكوباكتريوم بوويس براي افتراق بين گونه به

توانند در انسان يا حيوانات ايجاد بيماري نمايند  مايكوباكتريوم كه مي
از معاونت  :سپاسگزاري . استفاده نمودMultiplex PCRنيز از روش 

 كه با تصويب طرح تحقيقاتي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي كاشان
را  ما آقاي پوربابايي، خانم زماني و ساير افرادهمچنين  ،8523شماره 
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Background: Tuberculosis is an important cause of death in some countries. The world 
health organization estimates that if stronger measures are not taken up to control the 
prevalence of this disease, from 2000 to 2020 a billion people will be infected by the 
bacterium. According to time consuming of common detection methods of Mycobact-
erium tuberculosis such as culture, it is necessary to evaluate a rapid detection tests 
such as PCR. Rapid diagnosis of tuberculosis may have profound effects in patients’ 
care According to importance of rapid detection and treatment of tuberculosis and for 
determine of sensitivity, specificity, positive predictive value and negative predictive 
value of PCR by using IS6110 this study was done in Kashan university of medical 
science. 
Methods: A total of 248 sputum samples from patients suspected of mycobacterial 
diseases were studied. DNA was extracted by boiling method. IS6110 PCR method by a 
specific pair of primers designed to amplify 123bp and 245bp sequences of the insertion 
sequence, 6110, in the M. tuberculosis genome was used to analyze sputum samples. 
Results: 32 out of 248 (12.9%) of samples had positive culture. PCR yielded a sensitivity 
of 93.8% and specificity of 99.1% for the diagnosis of TB patients with TB confirmed 
by culture. There were two out of 32 (6.3%) PCR-positive cases among the patients with 
non-TB disease. 
Conclusion: The findings of the present study indicate that Multiplex PCR may 
provide a faster method of detecting tuberculosis, thus enhancing diagnostic procedures 
and we conclude that the performance of an IS6110 PCR assay is valuable in the rapid 
diagnosis of tuberculosis. 
 

Keywords: Mycobacterium tuberculosis complex, detection, IS6110, PCR. 
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