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 زمــرایپل رهیــکــه تحــت عنــوان واکــنش زنج کییــنوکل يدهایاســ تیــروش تقوبــه یمولکــول صیتشخ :زمینه و هدف

(Polymerase chain reaction, PCR) ســهیعــه، مقامطال نیاست. هدف از انجام ا دهیمطرح گرد تازگیبه شودیشناخته م 

 ومثبــت  يارزش اخبــار ،یژگــیو ت،یحساســنسبت به کشت از نظــر  مرازیپل رهیو واکنش زنج ریاسم یصیروش تشخ

  .بود يویسل ر يماریب صیدر تشخ یمنف

قــائم  مارســتانیکننــده بــه بمراجعه يویــمشکوك بــه ســل ر ماریب 58نمونه خلط  ،یلعه مقطعمطا نیدر ا :روش بررسی

 لیــســاعت تحو 72ها در کمتــر از . نمونــهدیــگرد يآورگــرد، 1396اســفند  انیــتــا پا نیفــرورد ي(عج) مشهد، از ابتدا

 و یونکوســکوپلــط نبودنــد برخ دیــکــه قــادر بــه تول یمــارانیسه نوبت نمونه گرفته شد، در ب مارانیشد. از ب شگاهیآزما

در  یــیعنوان اســتاندارد طلاگزارش شد. روش کشت به ریساعت، جواب اسم 24برونکوآلوئولار لاواژ انجام شد. پس از 

  .دیگرد سهیبا آن مقا رخلطیو اسم مرازیپل رهیواکنش زنج یژگیو و تینظر گرفته شد و حساس

شــت وجــود کمشــکوك، در روش  يویــســل ر 58 نیال بودنــد. از بــس 89تا  18 نیب یدر محدوده سن مارانیب ها:یافته

 رهیــنج) و روش واکــنش ز%6/46( مــاریب 27در  يمــاریفست وجود ب دیاس ری)، روش اسم%1/43مورد ( 25در  يماریب

و  %100 يویــســل ر صیخلــط در تشــخ ریاسم تیاست. حساس دهیو به اثبات رس دیی) تا%4/41( ماریب 24در  مرازیپل

 رهیــنجروش واکنش ز تی. حساسباشدیم %100 یو منف %6/92تست  نیمثبت ا ي. ارزش اخبارباشدیم %9/93 یژگیو

  .باشدیم %2/91 یو منف %7/91تست  نیمثبت ا ي. ارزش اخبارباشدیم %9/93 یژگیو و %88 مراز،یپل

 يفســت دارا دیاســ ریروش اســم مــراز،یپل رهیــو واکــنش زنج ریدو روش اســم نیمطالعه از بــ نیدر اگیري: نتیجه

 کســانیهــر دو روش  یژگــیداشــته و و مــرازیپل رهینسبت به واکنش زنج يویسل ر صیدر تشخ يبالاتر تیحساس

  .بوده است

  .اسمیر ،مرازکشت، مایکوباکتریوم توبرکلوزیس، واکنش زنجیره پلی :لیديک لماتک

 

  
ي هاچالش ازی کی (Tuberculosis, TB)سل  زودهنگام صیتشخ

 کنترل برنامهي برا مهم گام کی و است سل انتشار کاهش دری اصل

  1.است جهان سراسر در سل

  امتحانتشخیص احتمالی سل براساس یافتن باسیل اسید فاست در 

  

شود. اگرچه این روش سریع خلط و یا بافت انجام می پیمیکروسکو

با  نهاییرد. تشخیص ) دا%40-60و ارزان است اما حساسیت کمی (

جدا کردن مایکوباکتریوم توبرکلوزیس از نمونه کلینیکی و یا 

مراز است. این با روش واکنش زنجیره پلی DNAتشخیص سکانس 

ها سریع بوده و حساسیت و ویژگی بالایی نزدیک به کشت تست

 کشت و فاست اسید اسمیر آمیزيرنگ روش دو گذشته در 2.دارد

  مقدمه
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Tehran Univ Med J (TUMJ) 2019 October;77(7):428-33 

 تشخیصی استاندارد هايروش عنوانبه کلوزیستوبر مایکوباکتریوم

 هاییمحدودیت داراي روش دو این اما بودند استفاده مورد و مطرح

 نیازمند و دارد پایینی حساسیت اسمیر روش کهطوريبه. باشندمی

 بین افتراق قابلیت همچنین بوده نمونه مترمیلی هر در باسیل 310- 410

 غیرتوبرکلوزیسی هايمایکوباکتریوم یرسا از توبرکلوزیس مایکوباکتریوم

 زمان نیازمند ارگانیسم آهسته رشد علتبه کشت روش ندارد، را

 از استفاده با هرچند .باشدمی باکتري رشد جهت ايهفته 3- 6 طولانی

 اما داد کاهش روز 9- 6 به توانمی را زمان این مدرن هايتکنیک

 در و روش این بودن رگیوقت ،شده زابیماري عامل انتشار به منجر

 3- 5.است ترسریع روش به ينیازمند کنندهمطرح پایین دقت مواردي

 هاياسید تقویت هايروش به مولکولی تشخیص اخیر هايسال در

 Polymerase chain) مرازپلی زنجیره واکنش عنوان تحت که یکینوکل

reaction, PCR) این اصلی هدف مطرح شده است. ،شودمی شناخته 

 مختلف هايارگانیسم در اختصاصی DNA قطعه یک تعیین شرو

 قادر روش این. گیردمی قرار شناسایی مورد PCR روشبه که باشدمی

 که باشدمی 10 از کمتر میکروارگانیسم اندك بسیار تعداد شناسایی به

 و سرعت سادگی، دلیلهب توبرکلوزیس مایکوباکتریوم تشخیص جهت

 استفاده مورد بیشتر ،دارد اسمیر و کشت شرو دو از که بالاتري دقت

  6- 8.گیردمی قرار

 مایکوباکتریال شت، کAcid-fast bacilli (AFB) هاي اسمیرروش

تواند در می Nucleic acid amplification assay (NAA) روش و

 مقایسه مطالعه این از هدفبنابراین  9.رود کاربه سل بیماري تشخیص

نسبت به کشت از نظر حساسیت،  PCRاسمیر و  تشخیصی روش

ویژگی، ارزش اخباري مثبت و ارزش اخباري منفی در تشخیص 

  .بیماري سل ریوي بود

  

  
که به بخش  ریوي سل به مشکوك بیمار 58 مقطعی مطالعه این در

و بستري  مشهد مراجعه کردند (عج) قائمداخلی و عفونی بیمارستان 

 اهداف مورد در کامل توضیحات ارایه از پسطالعه شدند. شدند وارد م

نمونه خلط بیماران، . شد گرفته خلط نمونه آنان از طرح هايویژگی و

آمیزي زیل نلسون به آزمایشگاه تحقیقاتی سل براي تهیه اسمیر با رنگ

 شد خواسته بیماران از که صورتبدین بیمارستان قائم فرستاده شدند.

 ظرف داخل در عمیق سرفه یک دنبالبه را خود صبحگاهی خلط

 داده، قرار نایلونی کیسه در و بسته را آن درب و ریخته مخصوص

. از شد داده آزمایشگاه تحویل ساعت 72 از کمتر در هانمونه سپس

براي بیمارانی که قادر به  بیماران سه نوبت نمونه خلط گرفته شد و

 در لوئولار لاواژ انجام شد.تولید خلط نبودند برونکوسکوپی و برونکوآ

 تهیه لام روي باکتري از گستره یک ابتدا هاي خلط،از نمونه آزمایشگاه

 داده حرارت لام کرده آغشته فوشین ولبکر رنگ با را لام سطح .کنیممی

 ولربک ،لام روي از رنگ تبخیر موازات به .شود تبخیر رنگ تا شد

 دهیم.می ادامه دقیقه 5 را ملع این. کنیممی اضافه آن به بیشتري فوشین

 رنگ تا کرده کج را لام دهیم.می شستشو بعد و کرده سرد را لام سپس

 الکل - اسید با آن از. پس شوییمرا میآندوباره  بعد و شود خارج اضافه

 لام روير ب دقیقه 4تا  3 مدتبه الکل اسید .دهیممی انجام بريرنگ 3%

انند م زمینه رنگ یک از نتراستک افزایش براي آخر در و شده پخش

 ساعت، 24از مدت زمان  پسکنیم. می استفاده دقیقه 1 مدتبه بلومتیلن

 همچنینشود. جواب آزمایش اسمیر توسط آزمایشگاه گزارش می

جهت انجام آزمایش کشت به آزمایشگاه تحقیقاتی سل  هانمونه

 Lowenstein کشت محیط در هابیمارستان قائم فرستاده شدند. نمونه

Jensen بررسی براي شدند، نگهداري هفته 8 براي و هشد کوبیهمای 

 محیط این در. گردیدند بررسی هفته هر کشت هايمحیط ،رشد شواهد

یا  انگور هايخوشه شبیه توبرکلوزیس مایکوباکتریوم هايکلونی ،کشت

هفته  8 تا 4از  پسجواب حاصل از کشت  .کنندمی رشدگل کلمی 

روز، مایکوباکتریوم  40شوند و حداکثر تا یشگاه گزارش میتوسط آزما

از اعلام نتایج  پسکند. هاي کشت رشد میتوبرکلوزیس در این محیط

ماه در آزمایشگاه نگهداري  2مدت ها بهنمونه کشت توسط آزمایشگاه،

مراز به شوند. نمونه خلط بیماران جهت انجام واکنش زنجیره پلیمی

 تی سلولی و مولکولی بیمارستان قائم فرستاده شدند.آزمایشگاه تحقیقا

 خلط، هاينمونه حجم هم به PCR انجام جهت هانمونه سازيآماده در

 دقیقه 15 مدتبه دور 5000 در و کرده اضافه سالین فسفات بافر

 باقیمانده محتویات به سپس و ریخته دور را رویی مایع د.ش سانتریفوژ

µl 5 سپس و ساعت 3 مدتبه درجه 55 دماي در و اضافه از ینیپروت 

 باکتري DNA نمونه د.ش داده قرار دقیقه 30 مدتبه درجه 95 دماي در

 DNA از استفاده با بیمار نمونه هر در توبرکلوزیس مایکوباکتریوم

extraction kit (Takapouzist Co., Tehran, Iran) و گردید استخراج 

 PCR thermal cycler از رایمرپ توالی و باکتري ژن تکثیر جهت سپس

  بررسیروش 
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(Model PC808, ASTEC, Fukuoka, Japan) جهت و شد استفاده 

گردید. پروسه  استفاده آگارز الکتروفورزژل روش از ژن تکثیر تایید

 پسکشد و ساعت طول می 4 تا 3مراز حدود انجام واکنش زنجیره پلی

از توسط مرواکنش زنجیره پلی ساعت جواب آزمایش 24 از مدت زمان

عنوان به روش کشتدر این مطالعه شود. آزمایشگاه گزارش می

هاي روشاستاندارد در نظر گرفته شده است و حساسیت و ویژگی 

با آن سنجیده شده است. براي  مراز و اسمیر خلطواکنش زنجیره پلی

، کشتدر مقایسه با  سل ریويدر تشخیص  این دو روشارزیابی توان 

 ,SPSS software, version 23 (IBM SPSS, Armonk, NYکمک به

USA)  و با استفاده از جداول توافقی، حساسیت، ویژگی، ارزش اخباري

مثبت و منفی تعیین گردید و در ادامه میزان توافق دو روش توسط 

در نظر  %5داري آزمون کمتر از اسطح معن شد. ارزیابیضریب کاپا 

 گرفته شده است.

  

  
 میانگینمشکوك به سل ریوي با بیمار  58این مطالعه بر روي 

سال بوده  89تا  18ي سنی بین محدوده درسال  7/56±8/19 سنی

ع توزیاند. نیمی از بیماران مورد بررسی زن و نیمی مرد بوده است.

نشان داده  1در جدول  برحسب روش تشخیصی سل ریويفراوانی 

  شده است.

 25، فراوانی مثبت حقیقی کشتبا  اسمیر خلطتایج ي ندر مقایسه

ورد م 0مورد و منفی کاذب  31مورد، منفی حقیقی  2مورد، مثبت کاذب 

عنوان معیار هب کشت(نسبت به  روش اسمیر خلطحساسیت  بوده است.

 %9/93و ویژگی آن  %0/100 سل ریوياستاندارد) در تشخیص 

واقعی موارد مثبت در تشخیص  اسمیر خلطباشد. یعنی قدرت می

 %9/93 بیماري عدم وجودو قدرت آن در تشخیص  %0/100بیماري 

 افراد سالم از غیردر تشخیص  اسمیر خلطبوده است. همچنین صحت 

ست تاین ارزش اخباري مثبت این برافزونباشد. می %5/96 سالم ریوي

ا باشد. ضریب توافق کاپمی %0/100و ارزش اخباري منفی آن  6/92%

ظر نباشد که این توافق از می %93نیز  کشتو  اسمیر خلطنتیجه  بین

  ). 0001/0P< ،93/0=Kappa**( دار استاآماري نیز معن

، فراوانی مثبت کشتبا  مرازواکنش زنجیره پلیي نتایج در مقایسه

مورد و منفی  31مورد، منفی حقیقی  2مورد، مثبت کاذب  22حقیقی 

 مرازروش واکنش زنجیره پلی حساسیت. مورد بوده است 3کاذب 

 سل ریويعنوان معیار استاندارد) در تشخیص هب کشت(نسبت به 

واکنش زنجیره باشد. یعنی قدرت می %9/93و ویژگی آن  0/88%

و قدرت آن  %0/88در تشخیص واقعی موارد مثبت بیماري  مرازپلی

بوده است. همچنین صحت  %9/93 بیماري عدم وجوددر تشخیص 

 %4/91 افتراق افراد بیمار از غیربیماردر  مرازجیره پلیواکنش زن

و ارزش  %7/91این ارزش اخباري مثبت این تست برافزونباشد. می

واکنش باشد. ضریب توافق کاپا بین نتیجه می %2/91اخباري منفی آن 

باشد که این توافق از نظر آماري می %82نیز  کشتو  مراززنجیره پلی

  ). 0001/0P< ،82/0=Kappa**( دار استانیز معن

عنوان معیار هب کشت(نسبت به  روش اسمیر خلطحساسیت 

دان و هم در بین مر سل ریوي هم در بین زناناستاندارد) در تشخیص 

 %0/100و  %0/90ترتیب در مردان و زنان بهو ویژگی آن  0/100%

و در زنان  %1/93در مردان  اسمیر خلطباشد. همچنین صحت می

 ن ودر زنا این ارزش اخباري مثبت این تستبرافزونباشد. می 0/100%

ر هنیز در و ارزش اخباري منفی آن  %8/81و  %0/100ترتیب مردان به

 و اسمیر خلطباشد. ضریب توافق کاپا بین نتیجه می %0/100دو جنس 

هر دو باشد که می %100و در بین زنان  %85در بین مردان نیز  کشت

  ). >0001/0P**( هستنددار ااري نیز معناز نظر آمضریب 

عنوان هب کشت(نسبت به مراز روش واکنش زنجیره پلیحساسیت 

ان و در مرد %5/87 سل ریوي در زنانمعیار استاندارد) در تشخیص 

 %0/100و  %0/90ترتیب در مردان و زنان بهو ویژگی آن  9/88%

و  %6/89ان در مرد مرازواکنش زنجیره پلیباشد. همچنین صحت می

 ستاین ارزش اخباري مثبت این تبرافزونباشد. می %1/93 در زنان

ی آن و ارزش اخباري منف %0/80و  %0/100ترتیب مردان به در زنان و

باشد. ضریب می %7/86و  %7/94ترتیب براي مردان و زنان نیز به

ن در بینیز  کشتو  مرازواکنش زنجیره پلیتوافق کاپا بین نتیجه 

از نظر هر دو ضریب باشد که می %86و در بین زنان  %76ان مرد

  ). >0001/0P**( هستنددار اآماري نیز معن

 50ي نفر بالا 37سال و  50نفر از بیماران در گروه سنی زیر  21

ریوي  سلدر تشخیص روش اسمیر خلط حساسیت  اند.سال سن داشته

ال س 50بالاي در گروه سنی و ویژگی آن  %0/100در هر دو گروه سنی 

  ).%9/92 در برابر %7/94سال است ( 50بیشتر از گروه سنی زیر 

  %3/97سال 50اسمیر خلط در بیماران در سن بالاي همچنین صحت 

  هایافته
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  برحسب روش تشخیصی سل ریويتوزیع فراوانی  :1 جدول

  مرازواکنش زنجیره پلی  اسمیر کشت  

  درصد  تعداد  درصد  تعداد  درصد  تعداد  

  4/41  24  6/46  27 1/43 25  سل ریوي دارد

  6/58  34  4/53  31  9/56  33  سل ریوي ندارد

  0/100  58  0/100  58  0/100  58  کل

  
اري براین ارزش اخبافزونباشد. می %2/95سال  50و در افراد زیر 

 ارزش اخباريباشد. می %0/100تست نیز در هر دو گروه سنی منفی 

 سال بیشتر از 50در گروه سنی بالاي  نیز مثبت روش اسمیر خلط

ق ضریب تواف). %5/87در برابر  %7/94سال است ( 50گروه سنی زیر 

سال  50در بین بیماران بالاي نیز  کشتو  اسمیر خلطکاپا بین نتیجه 

ز اهر دو ضریب باشد که می %90سال  50و در بین بیماران زیر  95%

  ). >0001/0P**( هستنددار انظر آماري نیز معن

ر سل ریوي ددر تشخیص  مرازروش واکنش زنجیره پلیحساسیت 

 %3/83سال  50و در گروه سنی بالاي  %100سال  50گروه سنی زیر 

هاي سنی مورد بررسی این روش در گروهویژگی باشد. همچنین می

مراز نیز نش زنجیره پلیواک باشد. صحتمی %7/94و  %9/92ترتیب به

 %2/89سال  50و در بیماران بالاي  %2/95سال  50در بیماران زیر 

یر زدر بیماران  این ارزش اخباري مثبت این تستبرافزونباشد. می

باشد. ضریب می %7/93 و %5/87ترتیب سال به 50سال و بالاي  50

ان ر بین بیماردنیز  کشتو مراز واکنش زنجیره پلیتوافق کاپا بین نتیجه 

هر باشد که می %90سال  50اران زیر و در بین بیم %78سال  50بالاي 

  ).>0001/0P**هستند (دار ااز نظر آماري نیز معندو ضریب 

  

  
و همکاران که به مقایسه اسمیر میکروسکوپی  Gholoobiمطالعه 

مراز با استفاده از دو پروتکل روش مبتنی بر واکنش زنجیره پلی 3با 

پرداخته بودند نشان داد که اسمیر داراي  DNAمتفاوت استخراج 

 و Querolدر مطالعه  10.باشدمی %33/83 و ویژگی %75حساسیت 

واکنش زنجیره ها آن %78و  مثبت سمیرا مارانیب %47 ،همکاران

واکنش زنجیره  یاو  سمیرداراي ا یا %83و  شتنددا مثبت مرازپلی

از دو  دهستفاا که فتندگر نتیجه چنین ،بنابراین 11.نددبو مثبت مرازپلی

در این  .زدمیسا همافررا  يبیشتر اردمو تشخیص نمکاا هم باروش 

، قدرت کشتبا  مرازواکنش زنجیره پلی ي نتایجدر مقایسه مطالعه،

در تشخیص واقعی موارد مثبت بیماري  مرازواکنش زنجیره پلی

بوده  %9/93 بیماري عدم وجودو قدرت آن در تشخیص  0/88%

افتراق افراد بیمار از در  مرازواکنش زنجیره پلیچنین صحت است. هم

این ارزش اخباري مثبت این تست برافزونباشد. می %4/91 غیربیمار

  باشد.می %2/91و ارزش اخباري منفی آن  7/91%

 و همکارانش نشان داده شد که Guptaاي دیگر توسط در مطالعه

 %86و  5/91ترتیب مراز بهحساسیت و ویژگی واکنش زنجیره پلی

اي در مطالعه 21.باشدمیکنونی باشد که نتایج آن مشابه مطالعه می

مراز و همکارانش نشان داده شد که واکنش زنجیره پلی Singhتوسط 

 در مطالعه 31.باشددر مقایسه با اسمیر داراي حساسیت بیشتري می

Mousavi و همکاران، PCR  و ویژگی  %50مثبت داراي حساسیت

در  41داشت. %93و منفی  %100بوده و ارزش اخباري مثبت  010%

 حساسیتمثبت  مرازواکنش زنجیره پلیهمکاران،  و Querol مطالعه

 %93 منفیو  %33 مثبت ريخباارزش ا با %80 یژگیو و 62%

اسید فست داراي  روش اسمیر ،PCRبین دو روش اسمیر و  11.شتدا

  بود. PCRت به حساسیت بالاتري در تشخیص سل ریوي نسب

نامه تحت عنوان پایان این مقاله حاصل (بخشی از): سپاسگزاري

خلط  ریو اسم مرازیپل رهیواکنش زنج یژگیو و تیحساس سهیمقا"

در  مقطع دکتري عمومی در "يویسل ر صینسبت به کشت در تشخ

باشد که با حمایت دانشگاه آزاد مشهد می 960185و کد  1396سال 

  شده است. اجرا

  بحث
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Background: Molecular detection has recently been proposed by nucleic acid 

amplification, known as polymerase chain reaction (PCR). The aim of this study was to 

compare the diagnostic method of smear and polymerase chain reaction with culture in 

terms of sensitivity, specificity, positive and negative predictive value in the diagnosis of 

pulmonary tuberculosis. 

Methods: In this cross-sectional study, sputum samples were collected from 58 patients 

with suspected pulmonary tuberculosis referred to Ghaem Hospital in Mashhad from the 

beginning of April 2017 to the end of March 2018. The samples were delivered to the 

laboratory in less than 72 hours. Patients were sampled for three times. Bronchoscopy and 

Broncho alveolar lavage were performed in patients who were unable to produce sputum. 

The smear test was reported by Ghaem’s Laboratory after 24 hours. In our study, the 

culture method was considered as the gold standard and the sensitivity and specificity of 

the PCR methods and smear were compared with it. 

Results: Patients ranged in age from 18 to 89 years. Among 58 suspected pulmonary 

tuberculosis, the method of cultivation confirmed the presence of the disease in 25 cases 

(43.1%). However, with smear, the presence of the disease has been proved in 27 patients 

(46.6%) and with the method of PCR in 24 patients was (41.4%). Sensitivity of smear in 

the diagnosis of pulmonary tuberculosis was (100%), and its specificity was 93.9%, the 

positive predictive value of this test was (92.6%) and the negative predictive value was 

(100.0%). The sensitivity of the PCR method in diagnosis of pulmonary tuberculosis was 

88.0% and its specificity was 93.9%. The positive predictive value of this was (91.7%) 

and the negative predictive value was (91.2%). 

Conclusion: In this study, between the two methods of smear and polymerase chain 

reaction, the acid fast smear method was more sensitive to the diagnosis of pulmonary 

tuberculosis than the polymerase chain reaction and the specificity of both methods were 

the same. 
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