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 تشخیص استاندارد هايروش ،کشتنیز و  فلوئورسنت ،نلسون زیل هايآمیزيرنگ :زمینه و هدف  
  مقایسه شد. کشتروش مرسوم با  Flash PCR روشکارائی  ،در این تحقیق .هستند سل بیماري

ن ویل نلسزارزیابی با روش  پس از سل به مشکوك مارانیب از خلط نمونه 56 عدادت ها:مواد و روش
بررسی جهت  .قرار گرفتند DNAاستخراج  تحتبه روش چلکس و کشت در لوون اشتاین جانسن، 

 IS6110 ژن ریتکثبراي  مرهایپرا و هاپروب که محتوي Flash PCR مخصوص تیک از مولکولی
کار گرفته شد و دستگاه به تیک در موجود یمنف کنترل و مثبت کنترل. شد استفاده ،بود

MTC410 دستگاه ، جهت تکثیر وFD-12  جهت بررسی نتایج مورد استفاده قرار گرفتند. علاوه
  با کمک ژل آگارز نیز الکتروفورز شدند. هانمونه ،بر این
 و یکروسکوپیم یابیارز در نمونه 20 تعداد کوك به سل،خلط بیماران مش نمونه 56 از ها:یافته
-FLASH روش از استفاده با یمولکول یبررس چنین،هم .بودند یمنف نمونه 36 و مثبت ،کشت
PCR 3 ،علاوهبه .شدند مثبت زینمولکولی  روش نیا در، نمونه مثبت 20ی تمام که کرد مشخص 
 مثبت FLASH-PCR روش در بودند هشد یمنف يزیمآ رنگ و کشت روش با که خلط نمونه
دریافت براي درمان سل با  ايهتحت درمان حمل با نظر پزشک بحثبیمار مورد  3یکی از  .شدند
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  مقدمه .1
 توصیف است. در مشترك دام و انسان میان سل بیماري
 در آن به مبتلا نفر میلیون 20 که بس همین سل بیماري
میلیون نفر به این رقم افزوده  5ساله  هر و دارد وجود جهان

مقاوم  هايسویهگسترش  ،هاي اخیردر سال. )2، 1گردد (می
. )4 ،3( است عه شدهبه دارو باعث نگرانی سلامت جام

مقاوم به دارو داراي قدرت مرگ و میر بیشتري  هايسویه
حساس به دارو در بیماران با نقص سیستم  هايسویهنسبت به 

 هايبیماري ترینقدیمی از یکی سل ).5 ،4ایمنی هستند (
 در آن بالاي شیوع به توجه با. تاس انسان در شده شناخته

 از بیش که سرعتی PCR شخیصیت روش از استفاده ن،ایرا
ز تشخیص با استفاده ا بیش ویژگی و حساسیت داراي و کشت

 صحیح و سریع تشخیص موجب تواندمی دارد، اسمیر از
 جامعه در بیماري کنترل ترتیب بدین و آن و درمان بیماري

هاي مقاوم به دارو در ). تشخیص سریع گونه6شود (
). 8 ،7ي و حیاتی است (روریزي براي درمان بسیار ضربرنامه

 از بسیاري در میر و مرگ علل ترینهمم از یکی هنوز سل
 معمول يهابودن روش گیرقتو به توجه. با تکشورهاس
 لازم برد،می هفته زمان 8تا  3 که کشت مثل سل تشخیص

 ).9( تشخیصی مورد ارزیابی قرار گیرد سریع يهاروش است
یک  تواندمیاوم به دارو مق هايتشخیص سریع گونه ،در ضمن

راهکار انتخابی براي درمان موثر و جلوگیري از انتقال عفونت 
مرسوم تشخیص عفونت  هايروش ).10 ،9به دیگران باشد (

 یس غیر قابل اعتماد و زمان بر هستندزمایکوباکتریوم توبرکلو
فلوئورسنت  و نلسون زیل يهايآمیزرنگو  کشت .)12 ،11(

گاه  و بودن گیروقت .هستند سل تشخیص داستاندار يهاروش
 تشخیصی يهاروش به نیاز کنندهمطرح هاآنن پایی دقت
 عدم موارد در بتوانند یی کههاروش ،باشدمیتر دقیق و ترسریع

 کشت جایگزین و اسمیر جهت مناسب به نمونه دسترسی
 بودن دقت سریع و آسان بر علاوه و گردند تهاجمی اقدامات

  ).13داشته باشند ( قبول لقاب تشخیصی
بیشتر توجهات جهت تشخیص سریع  ،هاي اخیردر سال

بسیاري  هايژن .)11شده است ( PCR معطوف به روش

یس به روش زجهت تشخیص اختصاصی مایکوباکتریوم توبرکلو
PCR 15 ،14( مورد بررسی قرار گرفته اند(. Fluorescent 

amplification-based specific hybridization PCR 
(FLASH-PCR)  با بهره گیري از قدرت تشخیص فلورسانس

 به عنوان یک روش تشخیصی سریع و DNAبعد از تکثیر 
 ).16 ،15زا معرفی شده است (حساس براي عوامل بیماري

جهت تشخیص  FLASH-PCRو همکاران از روش  آبرامووا
 و S.tritici هايچون قارچاختصاصی عوامل بیماري زایی هم

S.nodorum ) و همکاران نیز  . ریازانتسو)17استفاده کردند
جهت تشخیص خاصیت سمیت قارچ را روشی مشابه 

Fusarium ذکر این نکته ضروري است  ).16( کار گرفتندبه
توسط دستگاه ارزان قیمتی انجام  FLASH-PCRکه روش 

ید آدست میه ن طی چند ساعت بآشود و نتایج حاصل از می
 ،لودگی را کاهش دادهآاین روش امکان  ،رف دیگراز ط. )15(

 لودگی در روش الکتروفورز غیر قابل انکار استآدر حالی که 
)17، 18(.  

 یکی از بهترین اهداف جهت بررسی توسط روش IS6110ژن 
PCR از این ژن در 20 تا 10( ). چندین کپی19-21( است (

ی است که یس وجود دارد و این در حالزمایکوباکتریوم توبرکلو
 فقط یک کپی از این ژن در مایکوباکتریوم بویس وجود دارد

هدف خوبی براي بالا بردن  IS6110 بنابراین ژن). 23، 22(
جهت تشخیص مایکوباکتریوم  PCRحساسیت روش 

  .توبرکلوسیس است
هدف از انجام این تحقیق بررسی ارزش تشخیصی عفونت 

 FLASH PCRبه کمک روش  ستوبرکلوزی مایکوباکتریوم
با توجه به رود امید می .نسبت به روش مرسوم کشت است

گیر بودن و وجود عوامل خطاي بسیار در روش کشت وقت
تر عفونت بتوان از این روش براي تشخیص هرچه سریع

  یس استفاده کرد.زمایکوباکتریوم توبرکلو
  
  اخلاقیملاحظات . 2

م پزشکی این مقاله منتج از طرح تحقیقاتی مصوب دانشگاه علو
  .باشدمی 8-154- 92اراك با کد اخلاق 
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  هامواد و روش. 3
  هانمونه

مشکوك به سل مراجعه  نمونه خلط از بیماران 56تعداد 
تا  15/1/1393کننده به مرکز سل استان مرکزي از تاریخ 

میزي آبا رنگ هانمونه وري شدند.آجمع  30/6/1393 تاریخ
مرسوم مورد بررسی هاي و روشمستقیم به روش زیل نلسون 

  قرار گرفتند.
  هاکشت نمونه

روي محیط لون اشتاین جانسون انجام خلط کشت مستقیم 
  .نداز نظر رشد کلنی مورد بررسی قرار گرفت هاشده و نمونه

  DNA استخراج
و بررسی  DNAاستخراج  تحت ،خلط نمونه 56 تمامی

 مولکولی قرار گرفتند. بدین منظور خلط توسط محلول سود
)NaOH( .در  هاهنمون ،دقیقه 15پس از گذشت  رقیق شد

 5دور در دقیقه به مدت  5000داخل سانتریفوژ با سرعت 
به رسوب حاصل چند قطره متیل رد  .نده شدددقیقه قرار دا
 رسوب حاصل با استفاده از PH اضافه شد. PH جهت بررسی

HCl  بهPH رسوب حاصل به  نزدیک گردید. خنثی
  و چلکس اضافه شد. TAE حاوي بافر هايمیکروتیوب
 95 دقیقه در حرارت 45هاي حاوي نمونه به مدت میکروتیوب

سپس جهت جداسازي چلکس  درجه قرار داده شد.
دور در  10000دقیقه با دور 10به مدت  ها سه بارمیکروتیوب

و هر بار مایع رویی از  نددقیقه در سانتریفیوژ قرار داده شد
بعد از جداسازي با  هانمونه ته شد.روي ذرات چلکس برداش

  زمایشگاه حمل گردید.آرعایت زنجیره سرد به 
Flash PCR  

محتواي کلی  طراحی شد. میکرولیتر 35تکثیر براي حجم 
بافر و روغن معدنی بود  نمونه، ،taqنزیم آمواد واکنش شامل 

-DNA( هاي موجود در کیتکه به میکروتیوب

Technologyها بود پرایمرها و پروب ) که حاوي، روسیه
جهت کنترل نیز از کنترل مثبت و کنترل منفی  اضافه شد.

) استفاده شد. هی، روسDNA-Technology( موجود در کیت
) جهت هی، روسMTC410 )DNA-Technology دستگاه

به طور  1هاي تکثیر در جدول . دورهکار رفتبه DNAتکثیر 
  خلاصه بیان شده است.

  
  تکثیر هاي. دوره1جدول 

  مراحل
  دما

  گراد)(درجه سانتی
  تعداد سیکل  (ثانیه) زمان

  1  90  94  دناتوراسیون اولیه
  50  94  دناتوراسیون هر چرخه

  50  64  اتصال پرایمر  45
  50  72  طویل شدن

  1  90  72  خاتمه

  
 جهت بررسی فلورسانس به دستگاه DNAتکثیر  هايتیوب

FD-12 )DNA-Technologyهر  .ندمنتقل شد) هی، روس
مورد ارزیابی قرار  Gene 4.4i افزارتوسط نرم هاکدام از نمونه

 از تکثیر ژن ،FLASH-PCRدر روش  .)1شکل ( گرفت
IS6110  به عنوان ژن هدف اختصاصی در مایکوباکتریوم

شود. جهت مشاهده تشخیص استفاده می جهتتوبرکلوسیس 
اوي نمونه ح هايتیوب FLASH-PCR نتایج تکثیر در روش

به عنوان  گیرند.مورد ارزیابی قرار می FD-12با دستگاه 
ژن دیگري در کیت  DNAکنترل داخلی و صحت استخراج 

مورد ارزیابی قرار  IS6110سازنده، در کنار ژن شرکت توسط 
 ژن میزان فلورسانس پروب FD-12 گرفت. در دستگاه

IS6110 .بررسی شد  
  
  ها. یافته4

  کشت یل نلسون و زنتایج 
درصد  8/35نمونه ( 20تعداد خلط مورد بررسی، نمونه  56از 

 36از کل بیماران) در ارزیابی میکروسکوپی و کشت مثبت و 
از کل درصد  2/64( ن منفیویل نلسزنمونه با نتیجه کشت و 

بودند. محاسبات انجام شده براي دقت، بیماران مشکوك) 
، 94/0به ترتیب  FLASH PCRویژگی و حساسیت روش 

  به دست آمد.  1و  92/0
   FLASH-PCRنتایج 
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نیز  FLASH-PCR هاي مولکولی با استفاده از روشبررسی
که در بررسی کشت و  ايهنمون 20مشخص کرد که تمامی 

در این روش نیز مثبت گزارش  ،میزي مثبت شده بودندآرنگ 
میزي منفی شده آنمونه که در روش کشت و رنگ 3اما  ،شدند

  . شدندمثبت  FLASH-PCRش بودند در رو
ه نمونه اول و دوم ب ،شوددیده می 1ر که در شکل طوهمان

در بخش  .ترتیب به عنوان کنترل داخلی مثبت و منفی هستند
شناسایی  FAM گرنمودار سبز رنگ که با نشان ،نمودارها

به  FLASH-PCRرا دستگاه  نآو میزان فلورسانت  شودمی

براي ژن کنترل یا ژن انسانی دهد، صورت ستون نمایش می
بی رنگ که با آاست و نمودار  DNA براي کنترل استخراج

را  نآو میزان فلورسانت  شودشناسایی می Hexگر نشان
 دهد.به صورت نمودار نشان می FLASH-PCRدستگاه 

توسط دستگاه  هامیزان فلورسانتی که از هریک از رنگ
 PCR ژن طی مرحله گر میزان تکثیرنشان ،شودشناسایی می

بوده که براي  back groundخر به عنوان آاست. دو نمونه ي 
 FD )DNA-12 حذف فلورسانس زمینه در دستگاه

technologyشوند.خوانش می )، روسیه  
  

 
باشد. می DNAحاصل از تکثیر هاي ستونی نشان دهنده فلورسانس ساطع شده که در آن نمودار FD-12حاصل از خوانش با دستگاه  PCR-FLASH جینتا .1شکل 

  .باشدو ستون آبی ژن هدف براي مایکوباکتریوم توبرکلوزیس می DNAسبز رنگ ژن کنترل جهت انجام تکثیر  هايستون
  

 هاآنهایی که در نمونه هابراي تفسیر نتایج در این نمودار
نمودار سبز رنگ داراي افزایش فلورسانس بیش از حد پایه 

موفق داشته و تکثیر ژن کنترل  DNAتخراج اس ،تعیین شده
فاقد نمونه ژنومی جهت هاي ونهمن انجام شده است. هاآندر 

  حذف رنگ زمینه استفاده شده است. 
در  IS6110بی رنگ در این نمودار نشان از تکثیر ژنآنمودار 

ن بیش از حد آو اگر میزان فلورسانس  دارد ژنوم مایکوباکتریوم
به عنوان  ،باشد back groundوسط ستانه تعیین شده تآ

در نظر هاي مثبت از نظر وجود باکتري مایکوباکتریوم نمونه
   .شودمیگرفته 

دهد الکتروفورز نمونه وجود باند اختصاصی تکثیري را نشان می
گیرد تر که بالا قرار میدر این الکتروفورز باند سبک .)2(شکل 

از تکثیر ژن  حاکیژن کنترل داخلی بوده و باند پایینی 
  در مایکوباکتریوم است.  IS6110اختصاصی

هاي مختلف دانسیته باند در نمونه ،شودکه دیده می طورهمان
تفاوت در میزان خوانش  تواندمیمتفاوت است و این 

  باشد. FLASH-PCRهاي دستگاه فلورسانس در جواب
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 هاينمونه م و سومدو هايهاي مثبت و ستونچهارم نمونهو ستون اول  .2شکل 

فاقد  هاينمونه و ستون ششم 100bpراهنماي ستون پنجم  .منفی هستند
DNA .است  

  
نمونه بررسی شده که با روش مرجع کشت به  36از بین

-FLASHنمونه با روش  3 ،صورت منفی گزارش شده بود

PCR انجام  هايگیريبه صورت مثبت گزارش شد که با پی
به صورت  مورد مطالعه با نظر پزشک انشده یکی از بیمار

، ایزو نیازیدهاي نتی بیوتیکاي تحت درمان با آحمله
گرفته و علایم بیماري از قبیل قرار  پیرازینامیداتامبوتول و 

  تورم ریه برطرف شده است.
  
  بحث . 5

 در میر و مرگ علل ترینمهم از یکیهنوز هم  سلبیماري 
رمان این بیماري ضرورت در فرآیند د ت.کشورهاس از بسیاري

مقاوم به دارو  هايتشخیص گونه براي سریع یهایروشدارد 
میزي زیل آمقایسه سه روش کشت، رنگ). 24( استفاده شود

میزي آروش رنگکه دهد نشان می FLASH-PCRنلسون و 
که به دلیل این ،قدرت تشخیصی برابر با روش کشت دارد

میزي مثبت بودند در آگزمون رنآهایی که در تمامی نمونه
که بر  FLASH-PCRاما روش  روش کشت نیز مثبت شدند.

 IS6110ي ژنی اختصاصی اساس روش مولکولی و تکثیر قطعه
در مایکوباکتریوم توبرکلوسیس است، داراي قدرت تشخیصی 
بیشتري بوده و در مواردي که تعداد باکتري کمتر از حدي 

بل شناسایی باشد میزي قاآباشد که در روش کشت و رنگ
 لوده را تشخیص داد.آبتوان افراد 

-FLASHو همکاران از روش  اس.ال.آبرامووا ايهدر مطالع

PCR هايبراي تشخیص قارچ Septoria tritici  و
Stagonospora nodorum  به صورت مولکولی استفاده

مورد بررسی  ITS1تکثیر ناحیه ژنی  ،در این مطالعه .کردند
ي تایید گونه قارچ از روش استاندارد کشت قرار گرفت و برا

و  Septoria tritici نمونه 16این مطالعه روي  د.شاستفاده 
انجام گرفته است  Stagonospora nodorumنمونه  13

 FLASH-PCR و همکاران از روش ریازانتسو چنینهم ).17(
 .Fusarium graminearu، Fزاي براي تشخیص قارچ بیماري

culmorum، F. poae، F. sporotrichioides F. 

langsethiae، F. avenaceum  وF. tricinctum  استفاده
براي شناسایی در  tef-1αاز تکثیر ژن  ،در این مطالعه .کردند

 يفولاد یمانیا .)15د (شاستفاده  هاایزوله مختلف از قارچ 38
روي بر  ومیکوباکتریما در زمینهدر مطالعه دیگري و همکاران 

هاي ریوي و خارج ریوي بیماران مبتلا به سل از مونهانواع ن
روش  ،هاهاي زخم و دیگر نمونهنمونه، قبیل لاواژ ریه
FLASH-PCR میزي آهاي مرسوم کشت و رنگرا با روش

 ،هاآن در مطالعهند. اسمیر به روش اسید فست مقایسه کرد
و  33/93 به ترتیب FLASH-PCRحساسیت و ویژگی تست 

دهد که نشان می موضوع این ).22( آمددست ه ب درصد 5/92
داراي حساسیت بالا نسبت به  FLASH-PCR روش
طی  تواندمی چنینهمو  استهاي مرسوم براي تشخیص روش

حاضر با  مطالعهتفاوت ) 25، 20اجرا شود ( زمانی کوتاه
 این تحقیق در ژنوم يجداسازتحقیق فوق این است که 

براي کارشناس  چلکس روش که شد اثبات و بوده متفاوت
 يبرا »کمتر خطر با« ژهیوه ب وبوده  بهتر و ترعیسر اریبس
 ینیبال يهانمونه نوع، چنینهم .کندمی عمل ومیکوباکتریما

 که خلط يهانمونه يرو بوده و متفاوت کاملا این تحقیق
نتایج و حساسیت و  .انجام شد کار است هاشگاهیآزما »نیروت«

یز متفاوت بوده و تحقیق حاضر، نتایج ویژگی دو تحقیق ن
  بهتري ارائه نمود.

 جهت بررسی در روش IS6110 از ژن در تحقیق حاضر،
FLASH-PCR یس زبراي تشخیص مایکوباکتریوم توبرکلو
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یس چندین زچون در ژنوم مایکوباکتریوم توبرکلو ،استفاده شد
نسخه از این ژن وجود دارد که باعث افزایش حساسیت دقت و 

   ).11شود (ی روش میویژگ
نمونه که  20ي بررسی شده تعدادنمونه 56در  ،در این مطالعه

با روش مرجع کشت مورد تایید قرار گرفته بودند با روش 
FLASH-PCR يمورد بررسی مجدد قرار گرفتند که همه 

  .ندنمونه به صورت مثبت تایید شد 20
دهد با روش کشت نشان می FLASH-PCR مقایسه روش

بیش از روش کشت  FLASH-PCR ساسیت روشکه ح
ولی این روش فاقد ویژگی جهت بررسی عفونت  ،است

که در  هانمونه تعدادي از .باشدمی یسزمایکوباکتریوم توبرکلو
مثبت  FLASH-PCR روش کشت منفی بودند در روش

از بین رفتن باکتري یا  تواندمیموضوع این  علت .شدندمی
مصرف دارو توسط بیمار  ،ام کشتن طی مراحل انجآسیب به آ

و یا ناکافی بودن تعداد باکتري جهت رشد در محیط کشت 
دهد که اگر کشت نمونه به نشان می هابررسی چنینهم باشد.

یابد کاهش می محسوسیتاخیر بیفتد تعداد باکتري به طور 
شود به فاکتور زمان دقت توصیه می هازمایشگاهآبنابراین به 

  ).26( کنند
  
  گیري. نتیجه6

نسبت به روش کشت داراي حساسیت FLASH-PCR  روش
تري نسبت به این روش ولی از ویژگی پایین ،بالاتري بوده

به عبارت بهتر، مواردي که احتمالا به  کشت برخوردار است.
برداري، دلیل تعداد باکتري اندك در نمونه یا نقص در نمونه

وجود  هاآندن ششوند، با این روش امکان مثبتمنفی می
  دارد.

  
  . تقدیر و تشکر 7

 تحقیقات مرکز آوري ومعاونت تحقیقات و فن وسیله ازبدین

 حمایت دلیل به اراك پزشکی علوم ي عفونی دانشگاههابیماري

  .آیدمی عمل به تشکر تجهیزات پشتیبانی مالی و
  
  . سهم نویسندگان8

اساس تمامی نویسندگان معیارهاي استاندارد نویسندگی بر 
پیشنهادات کمیته بین المللی ناشران مجلات پزشکی را دارا 

  بودند.
  
  . تضاد منافع9

گونه تضاد نمایند که هیچوسیله نویسندگان تصریح میبدین
  منافعی در خصوص پژوهش حاضر وجود ندارد.
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 Background and Aim: Ziehl Nelson staining, fluorescent and also 
culture are the standard methods for the diagnosis of tuberculosis. In 
this study, the performance of conventional cultivation methods was 
compared with Flash PCR. 
Materials and Methods: A total of 56 sputum samples from patients 
with suspected tuberculosis in Tuberculosis Center of Arak city were 
collected and Ziehl–Neelsen and culture in Löwenstein–Jensen 
medium were accomplished. Moreover, DNA from all of the 56 sputum 
samples was extracted by Chelex100 method. Molecular evaluation 
was accomplished by Flash PCR kit containing probes and primers for 
gene amplification IS6110. Positive and negative controls together with 
samples were used in a MTC410 apparatus for amplification. FD-12 
apparatus was used to evaluate the results. In addition, electrophoresis 
on agarose was used for confirmation of the results. 
Findings: From 56 sputum samples of suspected TB patients, 20 
samples were positive and 36 samples were negative on microscopic 
evaluation and culture methods. FLASH-PCR molecular analysis 
showed that all of 20 positive samples were positive in molecular 
methods, too. On the other hand, three of sputum samples that were 
negative by culture and staining were positive in FLASH-PCR method. 
One of these 3 patients, received Isoniazid, pyrazinamide and 
ethambutol antibiotic by responsible medicine. All results were 
confirmed using conventional electrophoresis. 
Conclusion: In some negative samples, possibly because of the small 
number of bacteria in sample or a defect in the sampling, the Flash 
PCR may due good advantages. Therefore, due to the low cost, this 
method is recommended for routine use. 
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