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چکیده

، PCRروش هاي مولکولی مانند      .  سل به عنوان دومین علت مرگ و میر ناشی از عفونت شناخته شده است                     :سابقه و هدف  

بروز نتایج متفاوت در آزمایشگاه هاي مختلف، از         .  هستند  (MTB)  توبرکیلوسیسمایکوباکتریوم  تکنیک هاي مناسبی براي شناسایی      

 به منظور تشخیص    PCRاین مطالعه با هدف طراحی، ساخت و کاربرد کنترل داخلی در روش               .  معایب این تکنیک مولکولی است    

MTBانجام شد .

 براي تشخیص مولکولی بهینه و       PCR  آزمون، ابتدا پرایمرهاي ویژه       MTBبه منظور ساخت کنترل داخلی ویژه      :  مواد و روش ها   

 نیز طراحی، تکثیر و سپس      IC-MTB براي   (Composite Primer)پرایمرهاي مرکب   .  سپس حساسیت و ویژگی آن مشخص گردید      

تعداد .   ترانسفورم و کلون گردید    JM107  اشریشیا کلی  الحاق و در باکتري       pTZ57R تکثیر شده در پلاسمید       IC-MTB.  کلون شد 

.مورد بررسی قرار گرفت همراه با کنترل داخلی PCRطیف پاسخ  از طریق رقیق سازي و همچنین PCR در هر واکنش ICحداقل 

 جفت  660 برابر با    IC-MTB جفت باز و محصول      245 با پرایمرهاي اختصاصی آن برابر با        MTBاندازه محصول تشخیصی    :  یافته ها 

حداقل و حداکثر   .  تعیین شد  عدد   1000   در هر واکنش   ICتعداد حداقل   .  که از نظر اندازه، اختلاف مطلوب را با هم دارند          .  باز بود 

در .   باکتري محاسبه گردید   10 میلیون تا    10 بین   توبرکیلوسیسمایکوباکتریوم   باکتري   DNA براي   IC همراه با    PCRحساسیت روش   

. ارزیابی ویژگی با عوامل مختلف نیز هیچ محصول ناخواسته اي مشاهده نشد

مایکوباکتریوم  می تواند خطاها را در آزمون تشخیص مولکولی                PCRاستفاده از یک کنترل داخلی در روش            :  نتیجه گیري 

. نشان دهنده انجام صحیح تمامی مراحل تکثیر و تشخیص می باشدICدر واقع تکثیر .  شناسایی نمایدتوبرکیلوسیس

.، رقابتی PCR-Cloningمایکوباکتریوم توبرکیلوسیس،، PCRکنترل داخلی، : واژگان کلیدي

93 فروردین ماه:  پذیرش براي چاپ 92 دي ماه :دریافت مقاله

.   شهر قدس، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد شهر قدس، گروه میکروب شـنـاسـی             :   آدرس براي مکاتبه  * )   

shahhosseiny@yahoo.com: پست الکترونیک      09123304069: تلفن

مقدمه     

    با وجود پیشرفت هاي فراوانی که امروزه در زمینه بهداشت                                                                                

و سلامت عمومی در جوامع مختلف صورت گرفته است اما                                                                          

تعداد مبتلایان به بیماري سل در سال هاي اخیر به طور                                                                                       

به طوري که این بیماري                               .     چشمگیري در حال افزایش بوده است                                        

به عنوان دومین علت مرگ و میر ناشی از عفونت شناخته شده                                                                               

یکی از بیماري هاي عفونی                                     )     Tuberculosis(  سل           . ) 1( است       

بالقوه کشنده می باشد که پس از چندین دهه کاهش در میزان                                                                                 

بروز آن، همزمان با شیوع ایدز در جهان این بیماري نیز رو به                                                                                       

سازمان بهداشت جهانی تخمین زده                                           ).      2( افزایش نهاده است                          

است که اگر کنترل شیوع این بیماري در جهان  بیشتر نگردد در                                                                                  

 نزدیک به یک                      2020 تا           2000فاصله زمانی بین سال هاي                                         

میلیارد نفر از مردم جهان آلوده به این باکتري خواهند بود و                                                                                         
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 میلیون نفر نیز خواهند                                35 میلیون نفر بیمار می گردند و                                              200

در حال حاضر بیماري سل از طرف سازمان بهداشت                                                            ).      3( مرد       

امروزه        ).      4( جهانی به عنوان فوریت جهانی اعلام شده است                                                             

 میلیون نفر در سال به سل مبتلا می شوند و تخمین                                                                         8تقریباا،        ً   

 درصد جمعیت جهان به طور نهفته به سل                                                     1/3زده می شود که                       

).  5( آلوده هستند             

یکی از مهمترین دلایل عدم موفقیت در کنترل این بیماري                                                                              

فقدان روش تشخیصی ساده اي است که ویژگی و حساسیت                                                                      

بالایی داشته و قابل استفاده متداول در تمامی مراکز تشخیصی                                                                             

 اساس تشخیص سل ریوي، آزمایش مستقیم و ساده                                                                     . باشد    

آزمایش میکروب شناسی خلط،                                  .     خلط بیماران مشکوك است                             

مهم ترین، در دسترس ترین و ارزان ترین وسیله تشخیص                                                                          

 سل ریوي به ویژه در بالغین در کشورهاي توسعه یافته                                                                                   

).    6( می باشد         

کشت خلط نسبت به آزمایش مستقیم خلط از حساسیت                                                                         

  8 تا         4بیشتري برخوردار است اما نتایج آزمایش معمولالا پس از                                                    ً                

همچنین انجام کشت خلط نیازمند                                          .     هفته مشخص می گردد                         

مرکزي مجهز با تکنسین هاي ورزیده است که در همه جا                                                                              

از طرفی کشت خلط به منظور تعیین هویت                                                     .     میسر نمی باشد                 

و بررسی مقاومت میکروب                             )     Mycobacterium  (   مایکوباکتریوم             

کنترل       ).      7( در برابر داروهاي ضد سل نیز استفاده می گردد                                                                    

بیماري سل در جهان به دلیل روش هاي تشخیصی کند و غیر                                                                            

حساس، به خصوص براي تشخیص فرم هاي مقاوم به دارو در                                                                       

).    8( ، بسیار محدود شده است                       HIVبیماران آلوده به ویروس                        

مایکوباکتریوم               از آنجایی که روش هاي سنتی براي تشخیص                                                          

مقاوم به            )     Mycobacterium tuberclusis(  هاي          توبرکیلوسیس           

دارو هفته ها و حتی ماه ها به طول می انجامد، روش هاي                                                                                     

ضرورت       ).      9( سریع مولکولی بسیار مورد توجه قرار گرفته اند                                                             

وجود و طراحی تکنیک هاي تشخیص مولکولی زمانی مورد                                                                     

توجه قرار گرفت که مشخص شد روش هاي متداول تشخیص                                                                  

بیماري هاي عفونی مانند سل، داراي حساسیت پایینی می                                                                             

همچنین گاهی میکروارگانیسم قادر به رشد در محیط                                                                 .     باشند     

آزمایشگاه نبوده و نیازمند محیط کشت پیچیده و یا                                                                                      

. زمان انکوباسیون طولانی براي رشد می باشد                                      

 تکثیر اسید نوکلئیک و روش هاي هیبریدیزاسیون،  بیومولکول                                                                           

ها را در نمونه هاي بالینی تشخیص داده و در کوتاه کردن زمان                                                                                   

لازم براي تشخیص و تعیین میکروارگانیسم در نمونه هاي                                                                             

اولین و مهمترین روشی که در آن                                                 ).  10( بالینی مؤثر می باشند                              

.    است      PCRتعداد مولکول هاي هدف افزایش می یابد، تکنیک                                                              

امروزه این تکنیک جایگاه بسیار مهمی را در جنبه هاي مختلف                                                                             

).  11-14( میکروب شناسی تشخیصی، پیدا کرده است                                    

از آنجایی که خطر آلودگی تحت شرایط آزمایشگاهی معمول                                                                        

اجتناب ناپذیر است، تلاش ها باید در راستاي کمک به کم                                                                                  

.   کردن خطاها و ریسک هاي ایجاد شده در روند تکثیر باشد                                                                              

اساسی ترین قدم در تثبیت دستورالعمل ها جهت تکثیر                                                                               

DNA                                                        آلودگی        .      هاي وسیع الطیف، حذف آلودگی ها است

می تواند از هر منبعی مانند نمونه ها، اعمال آزمایشگاهی و                                                                                     

).  15( سایر شرایط ایجاد گردد                       

 به حساب              PCRکنترل ها یک الزام بسیار مهم در روش هاي                                                              

به ویژه کنترل منفی که حاوي ساده ترین عنصر یعنی                                                                    .     می آیند         

اگر کنترل منفی، مثبت گردد به معنی آلودگی                                                              .     آب می باشد              

اگر این مسئله تکرار                             .     است و آزمون باید مجدداا تکرار گردد                              ً                   

.   شود نشان دهنده یک آلودگی عمومی در آزمایشگاه است                                                                         

در این صورت تمام واکنش گر ها باید تعویض شوند و دستگاه                                                                             

انجام این عمل، کاري                           .     ها و اتاق ها نیز باید کاملالا تمیز گردند                                   ً                    

زیرا براي رهایی از اسید نوکلئیک باید از مواد                                                                .     ملال آور است               

شیمیایی قوي مانند هیدروکلریک اسید یا سفید کننده استفاده                                                                               

).  10( شود     

چندین احتمال نیز براي پدید آمدن جواب منفی کاذب در                                                                               

 وجود دارد مانند خطاهاي انسانی، مشکلات                                                               PCRروش         

از این          .      هدف در یک نمونه انسانی                                   DNAتکنیکی، غلظت کم                       

مشکل اساسی متدهاي                       .     میان خطاهاي انسانی اجتناب ناپذیرند                                            

PCR                                                                             ،شناخته شده حتی آنهایی که امروزه استفاده می شوند 

بر خلاف کنترل مثبت                           .     است   )     IC( نداشتن یک کنترل داخلی                                 

  DNAخارجی، کنترل داخلی یک توالی از سکانس هدف از                                                                     

موجود در لوله است که به طور همزمان با توالی هدف تکثیر                                                                                   
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 بدون کنترل داخلی، یک پاسخ منفی                                                 PCRدر یک           .     می شود        

می تواند به معناي نبود توالی هدف در                                                   )     بدون باند یا سیگنال                         ( 

اما همچنین ممکن است به معنی باز داشته شدن                                                           .     واکنش باشد            

واکنش، ناشی از عملکرد نادرست دستگاه ترموسایکلر،                                                                           

  DNA ، فعالیت ضعیف                              PCRمخلوط واکنشگر ناصحیح                                

بلعکس در            .     پلیمراز و یا حضور مواد بازدارنده در نمونه باشد                                                                

 که داراي کنترل داخلی است، همیشه یک کنترل                                                                 PCRیک      

حتی زمانی که در توالی هدف                                           ،     ) signal control( سیگنال          

وجود ندارد تولید می شود، این امر می تواند عدم موفقیت                                                                                  

PCR                         طراحی کنترل               هدف از این مطالعه                           ).      15(  را نمایان سازد

مایکوباکتریوم               به منظور تشخیص                          PCR در روش               (IC)داخلی         

.  بود    توبرکیلوسیس           

مواد و روش ها             

 سوش استاندارد                    DNAدر این مطالعه                         :  الگو       DNAتهیه        )     الف   

(Mycobacterium tuberculosis strains H37Rv)                 ازآزمایشگاه

. مایکوباکتریولوژي بیمارستان مسیح دانشوري تهیه گردید                                                  

در این مطالعه به منظور                                        :     PCRبهینه سازي روش                            )     ب 

از         IS6110ژن  تکثیر          و        توبرکیلوسیس           مایکوباکتریوم                 تشخیص         

).    16)  (    1جدول        (  استفاده گردید                       MTBR و    MTBFپرایمر هاي            

 میکرولیتر آب                   14 میکرولیتر شامل                       25 در حجم               PCRواکنش         

،   10X PCR buffer میکرولیتر                          2/5دو بار تقطیر،                                     

،   dNTP میکرولیتر              MgCl2(50mM)       ،0/5 میکرولیتر                      0/75

 میکرولیتر آنزیم                      0/3 میکرولیتر از هر کدام از پرایمر ها،                                                             1

Taq DNA Polymerase        میکرولیتر                5 و DNA                    الگو انجام شد    .

 ترموسایکلر                 ر دستگاه               د        PCRدر ادامه واکنش                                      

Major Science                                دقیقه واسرشت شدن                               5با شرایط دمایی 

 چرخه شامل واسرشت                         40 و در ادامه                     C    94°ابتدایی در دماي                       

 ثانیه، طویل شدن در دماي                                    45  به مدت                  C    94°شدن در دماي               

°C    72               به علت نزدیک بودن دماي اتصال و                                              (  دقیقه            1 به مدت

و در نهایت                )     پلیمریزاسیون این دو مرحله با هم تلفیق شده اند                                                               

.  دقیقه انجام شد               5  به مدت          C 72°طویل شدن نهایی در دماي                        

 از چندین گونه مختلف                            DNAبه منظور تعیین ویژگی، استخراج                                 

،   M. chelonae     ،M. avium     ،M. gordonaeمانند         مایکوباکتریوم                 

M. szulgai     ،M. kansasii     ،M. intracellular,      ،M. xenopi      و 

چند گونه باکتري غیر مایکوباکتریوم صورت گرفت و واکنش                                                                         

PCR                                     به منظور تعیین حساسیت از                                      .      بر روي آنها انجام شد

)   fg/µl    25 تا             ng/µl    100 از              (DNAرقت هاي مختلف                     

 استفاده گردید و                                  H37Rv    مایکوباکتریوم توبرکیلوسیس                             

).  12 و    10(  بر روي آنها انجام شد                       PCRواکنش هاي           

  fg    5 بر اساس این اصل که هر                                      مایکوباکتریوم             تعداد نسخه ژنوم                       

  مایکوباکتریوم توبرکیلوسیس                            معادل با یک نسخه ژنوم                                    DNAاز      

.   است، محاسبه گردید                 

به منظور ساخت کنترل داخلی به                                            :     طراحی کنترل داخلی                       )     ج 

 که       لیشمانیا        روش رقابتی، از پرایمرهاي ژن کینتوپلاست انگل                                                              

 جفت بازي سنتز می نماید، استفاده شد                                                                   620محصولی            

 این قطعات پرایمري،                           5'به دو انتهاي                    ).      18 و        17)  (    1جدول        ( 

باکتري            IS6110پرایمرهاي متصل شونده به                                   ( دو قطعه اضافی                       

کاربست آن در                    .     اضافه گردید             )     توبرکیلوسیس           مایکوباکتریوم                 

PCR                                                                                     منجر به تکثیر قطعه اي می گردد که در دو سر آن 

روش ساخت کنترل داخلی: 1شکل 
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).  1شکل     (  وجود دارد            MTBپرایمرهاي           

  براي تکثیر کنترل داخلی                                          PCRبهینه سازي روش                      )     د 

(pICMTB)     :                                                              مقادیر بهینه شده براي تکثیر قطعه کنترل داخلی

 10X میکرولیتر                2/5 میکرولیتر آب دو بار تقطیر،                                             13شامل        

PCR buffer     ،0/75                میکرولیتر MgCl2     ،0/5            میکرولیتر dNTP ،

 میکرولیتر آنزیم                      0/3 میکرولیتر از هرکدام از پرایمرها،                                                         1

Taq DNA Polymerase        میکرولیتر از                 5 و DNA                  ي لیشمانیا 

.    بود    تروپیکا       

پروفایل حرارتی بهینه شده براي تکثیر کنترل داخلی نیز شامل                                                                            

 ثانیه، دماي اتصال                          40 به مدت               C    93°واسرشت شدن در دماي                            

 ثانیه، طویل شدن در دماي                                          30به مدت              C° 55 در دماي                   

°C    72                 ثانیه و در نهایت طویل شدن نهایی در                                                           30 به مدت 

).    18 و    17(  دقیقه انجام شد                 10 به مدت         C    72°دماي    

)   2شکل       )  (     شرکت فرمنتاز                 (pTZ57Rقطعه حاصل با پلاسمید                             

 چسبانده و سپس در                               C    22° ساعت در دماي                           1به مدت              

محصول به            .      ترانسفورم گردید                       JM107اشریشیا کلی             باکتري          

سفید در محیط حاوي                           / دست آمده از طریق غربالگري آبی                                             

کلون هاي            .      انتخاب گردید                   IPTG و          X-GALآمپی سیلین،                   

مناسب از طریق استخراج پلاسمید با کیت استخراج پلاسمید                                                                      

. ، تائید گردیدند               PCRو روش       

استخراج پلاسمید نوترکیب از                                     به منظور          :     استخراج پلاسمید                )     ه 

 که بر اساس                     (k-3112)از کیت بیونیر کره                                       باکتري میزبان               

و روش         )     لیز قلیایی            ( مخلوطی از روش آلکالاین دناتوراسیون                                               

  ، PCRسپس با روش                      .     کروماتوگرافی است استفاده گردید                                        

کنترل داخلی با استفاده                               و        PCRپلاسمیدهاي حاوي محصول                            

.   از پرایمرهاي تشخیصی تائید گردیدند                                 

 به       :  الگو و کنترل داخلی                           DNAبهینه سازي غلظت مناسب                               )     و 

مایکوباکتریوم                   DNA اي که براي                     PCRمنظور بهینه کردن روش                              

  DNA به همراه کنترل داخلی باشد، از                                                                  توبرکیلوسیس           

با توجه به اینکه                          .      رقت تهیه شد                    مایکوباکتریوم توبرکیلوسیس                           

از    )     19( را  معادل یک باکتري می دانیم                                                      DNA از         fg    5هر      

DNA                                     مایکوباکتریوم توبرکیلوسیس                             ي با تعداد مشخص   ،

 / 500ng / 50ng / 500pg / 50pg /5pg / 500fgرقت هاي                 

50fg / 5fg                1000000 تا         1همچنین رقت هاي از                           .     تهیه گردید  

.   پلاسمید حاوي کنترل داخلی نیز، تهیه شد                                    

 مایکوباکتریوم توبرکیلوسیس همراه                                        PCRبهینه کردن روش                      )     ز 

 براي         IC ایده آل                DNAغلظت            هدف از تعریف                :     کنترل داخلی             

PCR                            تائید غلظت بهینه ،IC                                            است که با تارگت، کمترین رقابت 

به منظور به دست آوردن غلظت بهینه،                                               .     در تکثیر را انجام دهد                             

 ي        DNA و            ICغلظت هاي متفاوت پلاسمید حاوي                                                   

 استاندارد مورد بررسی قرار                                              مایکوباکتریوم توبرکیلوسیس                             

 حاوي         PCRمقادیر اجزا مورد استفاده در یک روش                                                      .     گرفت    

  2/5 میکرولیتر آب دو بار تقطیر،                                                 13کنترل داخلی شامل                            

نام پرایمر)'5—  '3( توالی پرایمر  

5'- CgT-gAg-ggC-ATC-gAg-gTg-gC-3'MTB-F

 5'- gCg-TAg-gcg-TCg-gTg-ACA-AA-3'MTB-R

5'- GCG-TAG-GCG-TCG-GTG-ACA-AAA-GGG-ATT-GGT-GTA-AAA-TAG-GC-3'ICRMTB

5'- CGT-GAG-GGC-ATC-GAG-GTG-GCT-CGC-AGA-ACG-CCC-CTA-CC-3'ICFMTB

. و تکثیر اینترنال کنترل  مایکوباکتریوم توبرکیلوسیسDNAتوالی پرایمرهاي مورد استفاده جهت تشخیص  : 1جدول

pTZR57Rوکتور :  2شکل 
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  MgCl2     ،0/5 میکرولیتر                  10X PCR buffer     ،0/75میکرولیتر             

میکرولیتر از هرکدام از پرایمر هاي                                                         dNTP       ،1میکرولیتر         

D    ویژه تکثیر                 N A  M T B         ،0/3                              میکرولیتر آنزیم 

Taq DNA Polymerase        ، 1                                  حاوي      (  میکرولیتر کنترل داخلی

الگوي       .      الگو بود             DNA میکرولیتر                5و     )      کنترل داخلی                1000

حرارتی نیز مطابق برنامه حرارتی بهینه شده براي تکثیر                                                                               

DNA MTB            تنظیم گردید  .

یافته ها        

 استخراج شده از سوش                                   DNA با استفاده از                              PCRروش       

بدین منظور پس از استخراج                                  .     بهینه گردید             ،     H37Rvاستاندارد             

DNA                                           از باکتري، غلظت محلول حاوي DNA                     ژنومی سه بار 

اندازه گیري و متوسط غلظت به عنوان غلظت واقعی در نظر                                                                             

سپس این محلول با آب مقطر استریل، رقیق سازي                                                            .     گرفته شد          

این غلظت با                 .      به دست آید                   ng/µl    1گردید تا غلظت نهایی                               

با پیدا کردن                  .      تائید گردید                nm    260اندازه گیري در طول موج                                  

و       IS6110جایگاه اتصال پرایمرها بر روي توالی هدف                                                                  

 به       PCRهمچنین تعیین ترادف مشخص شد که محصول                                                             

.  جفت باز طول دارد                 245دست آمده از این طریق،                       

اختصاصیت آزمون با گونه هاي یاد شده در قسمت ب بررسی                                                                          

).    3شکل     ( تعیین گردید             %   100شد و نتیجه اختصاصیت                     

،   100pg     ،10pg     ،pg1همچنین حساسیت آزمون نیز با مقادیر                                                     

100fg     ،50fg     ،25fg     ،0fg   )                             از      )     به عنوان کنترل منفیDNA  

.    بررسی شد               H37Rv    توبرکیلوسیس           مایکوباکتریوم                 مربوط به                

، و یا معادل                    fg 50نتایج نشان داد که حساسیت آزمون برابر با                                                             

.    باکتري بوده است                10

 pTZ57Rپلاسمید      پس از تکثیر کنترل داخلی، هضم این قطعه با                                                            

  PCRآبـی روش                    /   و انتخاب کلون ها به طریق غربالگري سفید                                                    

در این مطالـعـه                         .       براي کلون هاي حاوي کنترل داخلی انجام شد                                                     

).  4شکل     (  بود      bp  660 برابر با           PCRاندازه محصول              

تعیین مناسب ترین غلظت کنترل داخلی براي استفاده در                                                                                 

زیرا مقدار بیش از                         .      بسیار ضروري است                      PCRمخلوط واکنش                 

حد کنترل داخلی خود می تواند باعث ایجاد نتیجه منفی کاذب                                                                              

با تهیه رقت هاي مختلف از کنترل داخلی و تکثیر این                                                                            .     گردد    

رقت     .     ، مناسب ترین رقت به دست آمد                                       PCRرقت ها در روش                       

هاي ساخته شده از یک میلیون تا یک پلاسمید حاوي کنترل                                                                                

 پلاسمید حاوي کنترل                              1000در این مطالعه                         .     داخلی بودند             

سپس از این                  .     داخلی، به عنوان بهترین رقت انتخاب گردید                                                         

 با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی      PCRتعیین اختصاصیت آزمون    :  3شکل  

، ) جفت بازي     100(سایز مارکر      )  M.  توبرکیلوسیسمایکوباکتریوم   

، M.fortuitum)  3ستون  ،  M.chelonae)  2ستون  ،  M.tuberculosis)  1ستون  

، M.szulgai)  6ستون   ،   M.kansasii)  5ستون   ،   M.xenopi)  4ستون   

.M.gordonae) 9ستون ، M.avium) 8، ستون M.intracellulare) 7ستون 

و بافر %  1/5 سه کلون مثبت در ژل اگاروز            PCRنتایج آزمون    :  4شکل  

 X ٠/۵ TBE  .M  (    سایز مارکر)جفت بازي   100   ((Thermo scientific) ،

سه کلون تائید شده به وسیله واکنش زنجیره اي پلی مراز            )  3 تا   1ستون هاي   

.  جفت بازي660با محصول تکثیري 
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  DNAغلظت کنترل داخلی همراه با رقت هاي مختلفی از                                                                         

  1000 با         PCRبه این صورت که یک روش                                   .     هدف، استفاده شد                   

  10 میلیون تا                  100پلاسمید حاوي کنترل داخلی و رقت هاي از                                                      

DNA        نتایج نشان              .      ،گذاشته شد               توبرکیلوسیس           مایکوباکتریوم                  ي

 ي هدف،              DNAداد که  و نتیجه که در این طیف از غلظت                                                                 

 ها ممانعت به                     DNAرقابت به حدي نیست که از تکثیر یکی از                                                        

  PCRبنابراین طیف کارکرد کنترل داخلی روش                                                       .     عمل آورد          

 عدد باکتري تا                      10 بین          توبرکیلوسیس           مایکوباکتریوم                 تشخیص         

).  5شکل     (  میلیون باکتري محاسبه گردید                             100

بحث   

ساخت کنترل داخلی، پرایمرهاي                                       در این مطالعه به منظور                                        

.    نیز طراحی، تکثیر و سپس کلون گردید                                                IC-MTBمرکب براي               

مورد بررسی               همراه با کنترل داخلی                                 PCRطیف پاسخ              همچنین          

 با پرایمرهاي                     MTBاندازه محصول تشخیصی                               .     قرار گرفت           

 برابر          IC-MTB جفت باز و محصول                            245اختصاصی آن برابر با                       

   در هر واکنش                  ICهمچنین تعداد حداقل                          .      جفت باز بود                  660با      

  PCRتعیین و حداقل و حداکثر حساسیت روش                                                      عدد          1000

  توبرکیلوسیس           مایکوباکتریوم                  باکتري               DNA براي             ICهمراه با                

.    باکتري محاسبه گردید                    10 میلیون تا            10بین     

پیشرفت هاي شگرف بیوتکنولوژي و زیست شناسی مولکولی                                                                    

در سال هاي اخیر موجب تغییر در روش هاي تشخیصی عوامل                                                                        

میکروبی مانند سل، از فرم کلاسیک به روش هاي مولکولی                                                                             

نتایج منفی و مثبت کاذب که به                                              .     گردیده است            )     PCRعمدتاا       ً  ( 

 رخ می دهد از مشکلات مهم                                         PCRدلایل مختلف در تکنیک                               

استفاده از یک کنترل داخلی در                                          .     این تکنیک به شمار می روند                                     

در    .     تشخیص مولکولی، می تواند این خطاها را شناسایی نماید                                                                      

این مطالعه سعی شد با روشی هوشمندانه یک اینترنال کنترل                                                                               

مایکوباکتریوم                   PCRرقابتی جهت آزمون تشخیص                                                    

.  ساخته شود          توبرکیلوسیس           

سل یکی از قدیمی ترین بیماري هاي شناخته شده در انسان                                                                                 

مدارك اولیه از سل انسانی به هزاران سال پیش بر می                                                                            .     است   

با وجود قدمت زیاد این عامل بیماري زاي انسانی، هنوز                                                                        .     گردد    

عامل مولد این بیماري، دومین علت مرگ و میر ناشی از بیماري                                                                                

اگرچه این بیماري                      .     هاي عفونی را به خود اختصاص داده است                                                 

اغلب در کشور هاي در حال توسعه و شرایط اقتصادي نامناسب                                                                           

 صد هزار   DNAکنترل مثبت حاوي    )  1، ستون   ) جفت بازي  100(سایز مارکر   )  M.   با کنترل داخلی   توبرکیلوسیس مایکوباکتریوم   PCRنتایج آزمون   :  5شکل  

 صد میلیون باکتري و هزار پلاسمید حاوي کنترل           DNA  )2، ستون   (pIC MTB 1) و هزار پلاسمید حاوي کنترل داخلی         مایکوباکتریوم توبرکلوزیس باکتري  

 یک میلیون باکتري و هزار پلاسمید حاوي کنترل داخلی،            DNA)  4 ستون   ، ده میلیون باکتري و هزار پلاسمید حاوي کنترل داخلی           DNA)  3داخلی، ستون   

 DNA  )7 ده هزار باکتري و هزار پلاسمید حاوي کنترل داخلی، ستون            DNA)  6 صد هزار باکتري و هزار پلاسمید حاوي کنترل داخلی، ستون            DNA)  5ستون  

 ده باکتري و هزار      DNA)  9 باکتري و هزار پلاسمید حاوي کنترل داخلی، ستون             صد DNA  )8هزار باکتري و هزار پلاسمید حاوي کنترل داخلی، ستون            

.پلاسمید حاوي کنترل داخلی
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شایع است، اما در بسیاري از کشور هاي صنعتی نیز به دلیل                                                                                   

مهاجرت، ظهور گونه هاي مقاوم به دارو و همه گیري ایدز                                                                                 

.   شیوع این بیماري دیده می شود                           

محدودیت هاي روش هاي کلاسیک، در تشخیص بیماري سل                                                                 

موجب شده است که محققین سرتاسر دنیا، تحقیقاتی را در                                                                              

زمینه بهینه سازي و راه اندازي روش هاي تشخیصی دقیق تر                                                                              

مهمترین مشکل در ارتباط با تشخیص                                           ).      21 و        20( انجام دهند                

بیماري سل، مسائل مربوط به رشد آهسته این باکتري ها در                                                                                  

به طوري که زمان تقسیم آنها حدود                                                       .     محیط کشت است                  

به همین دلیل تمامی گزارشات                                    .      ساعت به طول می انجامد                                18

مایکوباکتریوم               میکروب شناسی مرتبط با کمپلکس                                                                  

).    22(  با تأخیر چند هفته اي همراه است                                                                 توبرکیلوسیس           

شناسایی و تشخیص زود هنگام بیماران مبتلا به سل، نقش                                                                               

مهمی در مؤثر بودن برنامه کنترل و مبارزه با سل داشته و از                                                                                          

انتشار عفونت و بیماري به دیگر افراد جامعه جلوگیري                                                                                 

لزوم یک روش تشخیصی سریع و حساس                                                  ).      23( می نماید                

 ها       مایکوباکتریوم              و دیگر                   توبرکیلوسیس           مایکوباکتریوم                 براي        

موجب شده که در چند دهه اخیر، روش هاي مختلفی براي                                                                            

استفاده روتین در تشخیص مورد بررسی و ارزیابی قرار                                                                                

).  24( گیرد      

 ساده ترین روش تکثیر اسید نوکلئیک                                                   PCRدر حال حاضر،                      

بوده به طوري که در بین انواع مختلف روش هاي تشخیص                                                                            

مولکولی، بیشترین کاربرد را به خود اختصاص داده است                                                                               

 به عنوان یک روش مولکولی                                      PCRاز زمانی که                     ).      26 و        25( 

براي تشخیص بیماري سل معرفی شد، مطالعات متعددي                                                                         

 در       توبرکیلوسیس           مایکوباکتریوم                 استفاده از آن را براي تشخیص                                         

مطالعات اولیه بر                      ).      5 و        3،     1( نمونه هاي بالینی بررسی کردند                                          

سپس این           .     روي توالی هاي هدف مختلف متمرکز بودند                                                          

مطالعات به وسیله تحقیقات اولیه بر روي حساسیت و ویژگی                                                                          

آزمون با استفاده از طیف وسیعی از انواع روش هاي آماده                                                                                    

با    ).      22( سازي نمونه و دستورالعمل هاي تکثیري ادامه پیدا کرد                                                                     

 داراي          PCRوجود راحتی کار، سرعت بالا و دقت زیاد، تکنیک                                                              

استفاده از پرایمرهاي                            .     مشکلاتی از جمله آلودگی می باشد                                             

الیگونوکلئوتیدي حفاظت شده براي ژن هاي متنوعی که در                                                                            

چنین باکتري هایی وجود دارند می تواند مشکلاتی را به همراه                                                                               

  DNA بیگانه با                    DNAداشته باشد، که به دلیل تکثیر همزمان                                                       

این پیچیدگی ها منجر به کاهش کارایی تکنیک                                                              .     هدف است         

PCR                                   به علاوه، آلودگی باعث                            .      در خدمات تشخیصی می شود

افزایش نتایج مثبت کاذب می شود که در نتایج آزمایشات                                                                                  

از هر         ( کنترل دقیق آلودگی                           .     مولکولی ایجاد اختلال می نماید                                      

کلید پذیرفته شدن این تکنیک در خدمات میکروب                                                                  )     منبعی     

به منظور برطرف کردن این محدودیت ها                                                          .     شناسی است           

از این میان می توان به                                    .     اقدامات متفاوتی صورت گرفته است                                        

رعایت احتیاطات لازم در هنگام جمع آوري نمونه ها، سازمان                                                                           

بندي صحیح محیط کار، آلودگی زدایی از مواد و تجهیزات                                                                                

آزمایشگاهی، برطرف نمودن آلودگی هاي مرتبط با پرسنل                                                                           

کنترل هاي مثبت،                       ( آزمایشگاهی و استفاده از انواع کنترل ها                                                            

در هنگام اجراي آزمون اشاره نمود                                           )     منفی و کنترل هاي داخلی                              

در مطالعه حاضر طراحی، ساخت و کاربرد کنترل داخلی                                                                   ).      10( 

  توبرکیلوسیس           مایکوباکتریوم                  به منظور تشخیص                         PCRدر روش            

. مورد ارزیابی قرار گرفت                      

می توان نتیجه                       PCRبا به کارگیري کنترل داخلی در روش هاي                                                      

نمونه هایی که داراي                           آزمون را به این صورت تفسیر نمود که                                                        

سیگنال هدف هستند، بدون توجه به نتیجه کنترل داخلی، مثبت                                                                          

نمونه هایی که فاقد سیگنال هدف هستند،                                                        .     تفسیر می شوند                   

هر چند سیگنال کنترل داخلی آنها قابل                                                   .     منفی تلقی می شوند                       

نمونه هایی که براي هر دو سیگنال هدف و                                                               .     ردیابی نباشد              

کنترل داخلی منفی هستند به عنوان نمونه هاي مخدوش                                                                               

).    27( تفسیر می شوند               )   مهار شده        ( 

 به       1994و همکاران در سال                            )     Kolk( کنترل داخلی که کولک                               

 طراحی نمودند،                    توبرکیلوسیس           مایکوباکتریوم                 منظور تشخیص                 

  245 با ژن هدف که                           ICدر حالی که این                          .      جفت باز بود                  301

در    ).      16( جفت باز داشت، از نظر اندازه اختلاف ناچیزي داشتند                                                         

 استفاده شود که از                            ICاین مطالعه سعی شد از ژنی براي ساخت                                                    

. اختلاف اندازه مناسبی با ژن هدف برخوردار باشد                                           

 به       2008و همکاران در سال                            )     Cortez-Herrera( کورتز هررا                



محمدحسن شاه حسینی و همکاران .  PCRدر روش  مایکوباکتریوم توبرکیلوسیس  طراحی کنترل داخلی به منظور تشخیص.1393ها، سال هفتم، شماره دوم تابستان  دنیاي میکروب

104

منظور ساخت کنترل داخلی رقابتی جهت بهینه نمودن                                                                             

  600 به اندازه                    IC از           توبرکیلوسیس           مایکوباکتریوم                 تشخیص         

اما در مطالعه حاضر از ژن                                        ).      28( جفت باز استفاده کردند                                   

 به       IC جهت طراحی و ساخت                                   لیشمانیا        کینتوپلاست انگل                      

 استفاده گردید که اندازه اي                                           PCR-Cloningروش رقابتی و                      

به کار گیري ژن کینتوپلاست                                    .      جفت باز داشت                     660برابر با              

 براي ساخت کنترل داخلی در این مطالعه با یک                                                                لیشمانیا        انگل        

روش هوشمندانه، این مزیت را به همراه داشت که کنترل                                                                               

داخلی ساخته شده، قابلیت تکثیر در طیف دمایی بهینه براي                                                                               

.   ژن هدف را دارد              

بر اساس همین قابلیت از این ژن و روش براي ساخت کنترل                                                                             

 براي میکروارگانیسم هایی از                                         PCRداخلی آزمون تشخیص                           

مایکوپلاسما             و گونه هاي                       مایکوپلاسما          ،     سالمونلا       قبیل جنس              

پنومونیه، اشریشیا کلی، هرپس سیمپلکس ویروس، ویروس                                                                    

.  استفاده و در حال تکوین و انجام می باشد                                       Bهپاتیت        

ساخت کنترل              .     1:      وجود دارد              ICدو شیوه کلی براي ساخت                                   

با استفاده از                   .     ساخت کنترل داخلی غیر رقابتی                                   .     2داخلی رقابتی                  

تکنیک پرایمر مرکب، هدف و کنترل داخلی با یک جفت                                                                            

و در همان لوله                          )     شرایط یکسان             ( پرایمر، در همان شرایط                                   

در این روش، همیشه رقابت                                   .     تکثیر می شوند                 )     در یک لوله              ( 

بنابراین میزان                  .      هدف و کنترل داخلی وجود دارد                                            DNAبین       

کنترل داخلی جهت حد شناسایی یک نکته حساس و مهم                                                                       

  DNAباید توجه داشت که میزان تکثیر دو قطعه                                                             .     می باشد         

هاي متفاوت به وسیله یک جفت پرایمر می تواند باعث                                                                               

این امر به                .     ممانعت یا تشدید تکثیر یکی از دو محصول گردد                                                            

میزان مولار، طول محصولات تکثیري، ترادف و ساختار ثانویه                                                                      

.    و پارامترهاي دیگر وابسته است                             DNAقطعات       

رقابت کنترل داخلی می تواند موجب کاهش تکثیر و کم شدن                                                                         

.    و متعاقب آن کاهش حد شناسایی گردد                                                 PCRبازده محصول                 

بنابراین، یکی از مهمترین پارامترهایی که بایستی در نظر گرفته                                                                               

زیرا      .      است      PCRشود،  غلظت کنترل داخلی در یک روش                                                        

  PCR ي کنترل داخلی در یک آزمون                                                    DNAغلظت زیاد                 

 ي هدف و کاهش محصول هدف                                       DNAموجب رقابت آن با                          

.   این خود می تواند موجب نتایج منفی کاذب گردد                                                              .     می گردد         

 ساخته          IC همراه با                   PCRدر این مطالعه حد شناسایی براي                                                 

به علاوه، اگر غلظت بالاي کنترل داخلی                                                    .     شده، تعیین گردید                    

انتخاب گردد عوامل ممانعت کننده در آزمون که موجب نتایج                                                                             

 ي      DNAمنفی کاذب می شوند، خصوصاا در زمانی که غلظت                                   ً                            

.   هدف کم است مورد شناسایی قرار نمی گیرند                                      

افزایش سایز یک                    .     دومین پارامتر مهم، اندازه کنترل داخلی است                                                     

هدف نسبت به دیگري در تئوري، موجب تمایل واکنش به                                                                           

بسیاري از             .      هدف کوچکتر می گردد                               PCRسمت محصول                 

محققین بدون توجه به سایز کنترل داخلی، عموماا رقابت توالی                                                      ً                       

 با کنترل داخلی را به طور کلی مورد توجه قرار                                                                    PCRهدف در            

).    30 و    29( داده اند          

نتیجه گیري          

با توجه به شیوع بالا و رو به افزایش بیماري سل در دنیا و در                                                                                           

نتیجه نیاز به اقدامات جهت کنترل این بیماري، به کارگیري                                                                                  

روش هاي سریع در تشخیص این میکروارگانیسم از اولویت                                                                         

از آنجایی که وجود نواقصی در آزمون هاي                                                     .     برخوردار می باشد                    

 که متداول ترین این روش ها                                              PCRمولکولی مانند روش                             

می باشد، می تواند بازدهی بالاي این روش را زیر سوال ببرد،                                                                                   

.   استاندارد کردن این آزمون بسیار ضروري به نظر می رسد                                                  

علاوه بر اقدامات محیطی در جهت رفع آلودگی و در نتیجه                                                                                

کاهش میزان پاسخ هاي مثبت کاذب، استفاده از انواع کنترل ها                                                                                

وجود      .     براي چک کردن مراحل مختلف آزمون نیز حیاتی است                                                              

کنترل هاي             ( یک کنترل داخلی در کنار کنترل هاي خارجی                                                                

تا حد بسیار زیادي این مشکل را در مورد روش                                                               )     مثبت و منفی               

PCR            حل می نماید  .

تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهر قدس                                                                              

از پرسنل محترم موسسه ایرانیان                                         به دلیل حمایت هاي مالی و                                        

ژن فناور به دلیل فراهم آوردن امکانات و تجهیزات مورد نیاز                                                                                  

. کمال امتنان را دارند                    
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Abstract

Background & Objectives: Tuberculosis is the second reason of deaths caused by known

infectious agents. Although molecular approaches, such as PCR, are suitable techniques for

detection of Mycobacterium tuberculosis (MTB), these techniques suffer of variable results in

different laboratory conditions. This study aimed to design, manufacture and apply an internal

PCR control used for detection of MTB.

Materials & Methods: To produce special MTB internal control, first individual PCR test primers

was optimized for molecular detection of MTB, and then their sensitivity and specificity were

measured. The composite primer for IC-MTB was also designed, replicated and colonized. The 

amplified IC-MTB was ligated to pTZ57R plasmid and was transformed into E. coli JM107. The

minimum IC number in each PCR reaction was studied using dilution and PCR response spectrum

with IC.

Results: The size of MTB diagnostic products with individual primers and IC-MTB were was 245 

bp and 660 bp, respectively, which is a suitable difference in the size aspect. Minimum IC number 

was identified 1000 for each reaction. Minimum and maximum sensitivity PCR test by IC for 

MTB DNA was determined 10 and 10 million bacteria, respectively. No unwanted products were

observed in characteristic tests by different agents.

Conclusion: Using an internal control as an inside control system we could detect the errors in

MTB molecular diagnosis test. In fact, IC amplification is representative of correct procedure in

amplification and detection steps.
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