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 PCRهای آتيپيك با روش های پوستي مايكوباكتريومثر در عفونتؤم یتشخيص پارامترها
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 چكيده

 هاي پوستي، به داخلهاي آتيپيك از يك منشأ محيطي بوده و از طريق زخمهاي پوستي مايكوباكتريومعفونت  :و هدف سابقه 

دقيق جهت تشخيص و يك روش سريع PCRآيد. فرد به صورت عفونت منتشره در مي پوست تلقيح شده و در صورت ايمونوساپرس بودن

 است.

هاي پارافينه پوستي گرانولومايي مايكوباكتريومهاي آتيپيك استفاده شد. صورت بلوكههنمونه باليني ب 89از : هامواد و روش

DNA 16هاي مايكوباكتريومي مراه پرايمرهاي اختصاصي ژناستخراج و به هاژنومي اين بلوكهsrRNA در واكنشPCR وارد گرديد. 

از ضايعات جلدي گرانولومايي  18% كه نمونه در محدودة كنترل مثبت مشخص گرديد 89از  PCRباند مثبت  89با مشاهدة  :هايافته

سال  04بالاي  66وجود داشته و %هاي شغلي زمينه 27در مردان بوده و در % 91هاي آتيپيك بوده كه %مشكوك، ناشي از مايكوباكتريوم

 اند.بوده

تواند تعداد كمي مايكوباكتريوم آتيپيك را در نمونه مورد شناسايي قرار دهد كه اين برتري در مزيت اين روش مي :گيرینتيجه

 هاي بيوشيميايي افتراقي است.آميزي كشت و آزمايشهاي پاتولوژي مرسوم نظير رنگاين روش نسبت به روش

PCRهاي آتيپيك، هاي پوستي گرانولومايي، مايكوباكتريومعفونت:  كلمات كليدی

 مقدمه
هاي فرصت طلب ( باكتريNTMˡمايكوباكتريوم هاي آتيپيك )

مرطوب  هاي تند كه در طبيعت )آب، خاك( و خاكمحيطي هس

ها براساس بندي آنود دارند اسيد فست هستند كه طبقهوج

سرعت رشد، توليد پيگمان فتوكروموژن، اسكوتوكروموژن و غير 

هاي (. عفونت18و  78گيرد )كروموژن صورت مي

هاي ريوي، شامل عفونت هاي آتيپيك عموماًمايكوباكتريوم

هاي هاي پوستي گرانولوماتوزي و عفونتلنفادنيت، عفونت

اي هني( است. عفونتمنتشره )در افراد داراي نقص سيستم ايم

(. 71و  8پوستي عموماً به صورت گرانرلوماي استخر شناست )

صورت پاپول بنفش رنگ، هضايعات جلدي گرانولومايي اغلب ب

ندول در دست و پا، تاول، پلاك، زخم زيگيلي شكل، ضايعات 

اي متوالي( و آب چركي ظاهر انتشار اسپوروتريكوئيدي )گره

 (. 1و  71سراتيو است )شده و در برخي اوقات اول

سال با بر جاي گذاشتن اسكار بر جاي  8-1اكثر ضايعات در طي 

در صورت  مانند. عفونت محدود به پوست است ومي

ايمونوساپرس بودن فرد )


HIV  و افراد پيوندي( به صورت

 (. 76آيد )نتشره لنفاتيك گسترش يافته در ميعفونت م
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 هايتشخيص اختصاصي، دقيق و با حساسيت بالاي عفونت

ه هاي آتيپيك بجلدي( گرانولومايي مايكوباكتريومپوستي )

هاي سنتي در مقابل روش PCRهاي مولكولي نظير كمك روش

آميزي، كشت و آزمايشات زمانبر مرسوم آزمايشگاهي نظير رنگ

يي جلدي گرانولوما بيوشيميايي افتراقي و تفكيك و ضايعات

 هاي گرانولومايي پوستيهاي آتيپيك از عفونتمايكوباكتريوم

يي هاي گرانولوماقارچي مشابه نظير اسپوروتريكوزيس و عفونت

-شمانيازيس، جهت درمان مناسب آنتيير لجلدي انگلي نظ

-(. رژيم درماني مناسب جهت درمان عفونت6بيوتيكي است )

 هاي آتيپيك شامل هاي پوستي گرانولومايي مايكوباكتريوم

ريفامپين، اتامبوتول، مينوسايكلين، كلاريترومايسين، تري 

(. در بيماري گرانولوماي 14و  82متوپريم ضروري است )

 هاي ها( ندولاشي از م. مارنيوم )پاتوژن ماهياستخر شنا ن

اي )اسپوروتريكوزيس( در مسير متعدد و ضايعات انتشار گره

غدد لنفاوي داشته و ضايعات تجمع گرانولومايي داشته است 

 (.89و  78)

PCR  يك روش سريع، اختصاصي، حساس و دقيق جهت

تواند تعداد كمي ژنوم هاست. اين روش ميتشخيص پاتوژن

هاي مايكوباكتريومي مايكوباكتريوم اختصاصي براي ژن

(hsp65-16SrRNAي ياب( و تأييد با روش سكانسينگ )توالي

هاي آتيپيك را در نمونه مورد نوكلئوتيدهاي( مايكوباكتريوم

(. تشخيص مولكولي با روش 6و  70و  72شناسايي قرار دهد )

PCR والي يسه با تبا استفاده از طراحي پرايمرهاي آتيپيك و مقا

هاي آتيپيك در مايكوباكتريوم hsp65, 16SrRANهاي ژنوم ژن

Gene Bank ( 77و  80،  8است .) 

 روش بررسي   

نمونه تثبيت شده با  89هاي پارافينه بافتي پوست )نمونه بلوكه

هاي فرمالين و محصور شده در پارافين( مشكوك به عفونت

آتيپيك از مركز گرانولومايي جلدي مايكوباكتريومهاي 

 پاتوبيولوژي بيمارستان رازي تهيه شد.

هاي مايكوباكتريومي آتيپيك پرايمرهاي اختصاصي ژن

16SrRNA  و سويه استاندارد مايكوباكتريومي آتيپيك

( به عنوان كنترل PTCC/1307 ¹مايكوباكتريوم اسمگمتيس)

هاي الگو )ژنومي( از بلوكه DNAو كيت استخراج   PCRمثبت 

و مواد الكتروفورز ژل آگارز )بافر  PCRپارافينه و اجزاء واكنش 

TAE  ،Loading Buffers ,Ladder Sige Marker  )و پودر آگارز

 تهيه شد.

 PCRبرنامه 

:   RF,RF 211 Primer 16srRNA 
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به همراه  PCRاز محصول  PCR,Lit5پس از اتمام واكنش 
Lit8  ازLoading Buffer % گرم پودر  7) 7بر روي ژل آگارز

 78به مدت  V 844( با ولتاژ TAEسي سي بافر  844آگارز در 

-74آميزي ژل را به مدت دقيقه الكتروفورز گرديده سپس رنگ

دقيقه در محلول اتيديوم برومايد با غلظت  88
mLit

gr
5.0
 

Lit5چنين از سايز ماركر )آميزي نموده و همقرار داده و رنگ

 )bp8844-844  ( جهت تعيين اندازة باندها و كنترل مثبت

DNA  )استخراج شده از سويه استاندارد مايكوباكتريومي

بررسي و  Gel Documentationاستفاده شد و  توسط دستگاه 

 .شودعكسبرداري مي

كاپيلري سكانسنيگ يا تعيين توالي نوكلئوتيدهاي محصولات 

)باندهاي مثبت در ژل آگارز( به همراه  پرايمر ها  PCRمثبت 

هاي مايكوباكتريوم 16SrRNA هاايو مقاايساااه باا ژنوم ژن

( حضاااور Gene Bankآتاياپيااك موجود در بااانااك ژني )

هاي بافتي پوساااتي وناههااي آتيپياك در نمماايكوبااكتريوم

 ييد شد. شناسايي و تأ

 

 هايافته

هاي پارافينه بافتي پوساات و از بلوكه DNAپس از اسااتخراج 

از سااويه اسااتاندارد مايكوباكتريومي و انجام  DNAاسااتخراج 

هاااي مراه پرايمرهاااي اختصاااااصاااي ژنهبااه PCRواكنش 

16SrRNA  مايكوباكتريومي آتيپيك نهايتاً محصااولPCR  در

ك هاي آتيپيژل آگارز الكتروفورز گرديده و وجود مايكوباكتري

مشخص  PCRاز طريق مشاهدة باند در محدودة كنترل مثبت 

تكثير شاااده توساااط پرايمرهاي  DNAگردياد. طول قطعا  

 تاندارد مايكوباكتريوم اسمگيتس: اختصاصي سويه اس

bpsrRNARF

bpsrRNARF

136)16(

250)16(

12

11




 

    هاااي ناتاياجااه طاراحاي پرايمرهاااي اختصاااااصاااي ژن  

 16SrRNAمايكوباكتريومي آتيپيك 
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      ¹ M.Smegmatis                                            

نمونه  89نتيجاه بررساااي بااندهاي ژل آگارز الكتروفورز براي 

بلوكا  پااارافيناه پوساااتي گرانولومااايي براي دو جفات پرايمر 

16SrRNA نمونه بلوكه پارافينه بافتي  89دهد كه از نشان مي

نمونه در محدودة كنترل مثبت باند  89پوسااات مورد مطالعه، 

باند مثبت در  89مثبت داشاااتند ،  PCRايجاد نموده و نتيجه 

هاي مثبت در ديده شاااد. نمونه PCRمحدودة شااااهد مثبت 

 16SrRNAدر ژل، با پرايمرهاي  PCRمحادودة كنترل مثبات 

اي هييد حضور مايكوباكتريومنمونه )بلوكه پارافينه( تأ 89راي ب

هاي بلوكه پارافينه پوساااتي گرانولومايي و آتيپياك در نموناه

لومايي مشابه انگلي و قارچي تمايز آن از ضاايعات پوستي گرانو

دهنادة عدم حضاااور ژنوم اسااات و باانادهااي منفي نشاااان

هاي آتيپيك در نمونه پوستي و احتمال ضايعات مايكوباكتريوم

جلدي انگلي )لشاامانيازيس( و قارچي )اسااپوروتريكس( اساات 

 (.8و7)شكل 

 
ل او مريپرا يشده در محدوده كنترل مثبت برا ري. طول قطعه تكث8شكل 

61srRNA 

 

 
 دوم مريپرا يشده در محدوده كنترل مثبت برا ري. طول قطعه تكث7شكل

86srRNA 

از ضااايعات جلدي گرانولومايي مشااكوك  18در اين تحقيق %

هاي از عفونت 68هااي آتيپيك و %نااشاااي از ماايكوبااكتريوم

قارچي  –غير مايكوباكتريومي انگلي  پوساتي گرانولومايي منشأ

هااي بلوكه پارافينه آوري نموناهساااال جمع 6داشااات. )طي 

نمونه مثبت ضااايعات پوستي گرانولومايي  89پوساتي(. از اين 

( زن %82مورد ) 1( مرد و 91مورد )% 88مااايكوباااكتريومي، 

هاي ( زمينه27مورد )% 81نموناه مثبت در  89بودناد. از اين 

ا، هر مزارع و باتلاقشغلي )تماس با آب، كاركنان شيلات، كار د

( عدم 79مورد )% 8شانا در استخرها( وجود داشته است و در 

مورد  87مورد مثبت  89هاي شاغلي است. از اين وجود زمينه

ساااال  04( زير سااان 10مورد )% 6ساااال و  04( بالاي 66)%

( مبتلا به ضعف سيستم 88مورد )%7مورد،  89اند. از اين بوده

اي )مصرف هاي زمينه( و بيماريسرطان –ايمني )پيوند عضاو 

مورد( در منطقه  88موارد ) 68داروهااي ايمونوسااااپرس( و %

مورد( در منطقه گرم و  2) 18جغرافيايي معتدل و مرطوب و %

اند.  تجزيه و تحليل اطلاعات حاصل از تعيين توالي خشك بوده

 ژنهايهاي مثبت و مقايساااه با ساااكانس نوكلئوتيدهاي نمونه

16SrRNAهاي آتيپيك موجود در بانك ماايكوباكتريوم ژنوم

هاي آتيپيك در ژني همولوژي داشاات و حضااور مايكوباكتريوم

 (.  8ييد شد )نمودار هاي مثبت تأنمونه

 

 

 

 

 

250bpampliconofLength
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 (NTMهاي آتيپيك )پوستي مايكوباكتريوم هاي گرانولوماييثر در عفونتؤ.درصد پارامترهاي م8نمودار              

 بحث

 

اي هيكي از اهداف ما در اين تحقيق شااناسااايي مايكوباكتريوم

 هايهاي گرانولومايي پوساااتي از نمونهآتيپياك عاامل عفونت

 هاي پارافينه پوست( و تفكيك آن ازكلينيكي مشاكوك )بلوكه

گرانولومااايي مشاااابااه لشااامااانيااازيس و ضاااايعااات جلاادي 

اسپوروتريكوزيس جهت درمان به موقع و مناسب آنتي بيوتيكي 

 ,hsp65هاي )كاار بردن پرايمرهااي اختصااااصاااي ژنهباا با

16SrRNA و روش )PCR هاااي باااليني ارزش روش در نمونااه

PCR ين بود كه حتي در با كشات مقايسه شده است و نتيجه ا

اند و كشاات پاسااب مثبت صاارف كردهبيوتيك مافرادي كه آنتي

كه تعداد باساايل كم باشااد كاربرد تكنيك ندارد و يا در مواردي

PCR ( مي88و  6و برتري آن كاااملاً واضاااح اساااات ) توان

 هاي غير سلي را درهاي پوساتي ناشي از مايكوباكتريومعفونت

ترين زمان و با حساااساايت و اختصاااصاايت بالا شناسايي كوتاه

نموناه )بلوك پاارافينه بافتي( مورد  89(. از 70و  6، 77نمود )

نمونه مثبت  89مثبت داشتند، PCR نمونه نتيجه  89مطالعه، 

هاي پوسااتي گرانولومايي ناشااي از دهنده عفونت( نشااان18)%

يد مؤ مورد( 04هاي آتيپيك اساات. نمونه منفي )مايكوباكتريوم

ضاااايعاات جلادي گرانولوماايي غير ماايكوباكتريومي آتيپيك 

باااناد مثباات در  89)انگلي و قااارچي( اسااات. در اين تحقيق 

)ماايكوباكتريوم اسااامگمتيس(  PCRمحادودة كنترل مثبات 

( و تمايز آن NTMهاي پوسااتي مايكوباكتريومي )بيانگر عفونت

سااات. در از ضاااايعات پوساااتي گرانولومايي انگلي و قارچي ا

اري دقاط دنيا به عمل آمده رابطه معنيتحقيقاتي كه در ساير ن

( اين 88و  88بين جنس و عفونات مايكوباكتريوم وجود دارد )

هاي گرانولومايي در مردان بيش از زنان گزارش شااده و عفونت

نساابت مرد به زن بين سااه به يك و پن  به يك متغير اساات 

پن  باه يك اسااات. (  در تحقيق ماا اين نسااابات 86و  88)

( NTMهاي )هاي پوساااتي گرانولومايي مايكوباكتريومعفونات

صااورت بيماري گرانولوماي اسااتخر شاانا با تلقيح م. هعموماً ب

هااي پوساااتي انساااان در تمااس با ماارينوم از طريق خراش

ها ايجاد شاااده و اساااتخرهاي شااانا و با مخازن پرورش ماهي
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ها، با آكواريوم هاي انسااااني بواساااطه درگيري انساااانعفونت

پوستان به انسان ها و ساختاساتخرها، و ممكن اسات از ماهي

هاي ( عفونت بيشاااتر محدود به بافت88و  89منتقل شاااود )

باشااد در افراد داراي سااطح ايمني كم ممكن سااطحي بدن مي

ود وجهاست منتشر شده و حالت گسترده عفونت ممكن است ب

هاااي ق تزريقااات، زخماي از طري(. م.كلونااه1، 0 و 78آيااد. )

سااطحي به داخل پوساات تلقيح شااده و بيماري زخم برولي 

(Buruli در اثر ورود م. اولسااارانس بااه پوساااات از طريق )

(. 78و  78،  8آيد. )وجود ميههاي باتلاق بخراشاايدگي با علف

گيري را از سوئد گزارش نمود يك همه Orebro 8880در سال 

فر كودكاني بودند كه در يك ن 28نفر افراد بررساي شده  94از 

نفر از آنها داراي خراش جلدي  88اسااتخر شاانا كرده بودند و 

 (.9، 88و 89بودند )

 ديگر به خصاااو  مايكوباكتريوم مارينوم و چندين ارگانيسااام

ئي و لشمانيا برزيلنسيس از عوامل شايع اساپوروتريكس شانكي

)اساااپوروتريكوئيدي( هاي جلدي لنفاوي گرانولوماتوزي عفونت

تاا فوريه  8888(. در آلماان از ژانوياه 76و  81بااشاااناد )مي

مورد زن در محدودة ساااني  8مورد مرد،  88مورد ) 868888

سااال( عفونت با م. مارينوم به اثبات رسااده اساات كه  21-18

( چندين مركز در 1و  0،  89عفونت محدود به پوسااات بود. )

مورد  82مورد مرد و  77مورد ) 18، 8889-8887اساااپانيا از 

زن( كه از نظر باكتريولوژيكي عفونت م. مارينوم تاييد شده بود 

مورد( در ارتباط با ماهي بود و اين ضااايعات  18در اكثر موارد )

مورد( روي دسااات بوده و تظاهرات باليني  17پوساااتي اكثر )

 (.  76و  1و  0كردند )اسپوروتريكوئيدي را پيشنهاد مي

ر بهترين و مفيدترين پرايمر كه همولوگ باشد در تحقيقات اخي

 هاااي مختلفي مثاال را طراحي كردنااد كااه باادين منظور ژن

86srRNA  را با اساتفاده ازPCR  تكثير نمودند كه براي دسته

(. 87و  77و  79ها مفيد اسااات )بندي ژنوتيپي مايكوباكتريوم

ا ههاي بيولوژي مولكولي جهت تشاااخيص مايكوباكتريومروش

 ,B, 16 srRNA, hsp65هاهاي ترانسپوزوناستفاده از ژنشامل 

Insertion sequence (Is) rpo 7444(. در سال 77باشد )مي 

 ITS ،هااايو تااعيين توالي ژن PCR-RFLPاز تاكانايااك 

23srRNA, 16srRNA, hsp65 هاي مختلف براي تفكيك گونه

و همكارانش از    8888Bollet(. در سااال 81اسااتفاده كردند )

 71و  86srRNAو هيبرايااداسااايون دو ژن  PCRتكنيااك 

srRNA  هاي گونه از مايكوباكتريوم 88استفاده كردند و حدود

هاي (. جهت تعيين گونه8را شناسايي كردند ) (NTM)آتيپيك 

B, IS6110, هااي مختلفي از قبيل ماايكوبااكتريومي از ژن

ITS, rpo 23srRNA, 16srRNA, hsp65  اساتفاده شاده است

( تشااخيص مايكوباكتريوم توبركلوزيس با اسااتفاده از 77و72)

 72از حساااساايت و دقت بالايي برخوردار اساات ) IS6110ژن 

(. در تشاااخيص و شااانااساااايي ژنوم مايكوباكتريوم 6و  70و

هاي هاي كلينيكي از ساااكانساولسااارانس از مارينوم در نمونه

IS2606, IS2404 (. در تحقيقي 7و  87و 77شود )استفاده مي

)ماايكوباكتريوم آويوم تحت گونه  MAPجهات شااانااساااايي 

(. 2و  84رديد )اساااتفااده گ IS900پااراتوبركلوزيس از پرايمر 

هاي پوساااتي بيوتيكي جهت درمان عفونترژيم درمااني آنتي

 mgr 844گرانولومايي ناشااي از مايكوباكتريوم مارينوم شااامل 

 –گرم مينوسااااايكلين دوباااره در روز، تري متوپريم ليماي

دوبار در روز، ريفامپين  mgr 864-mgr 944سااولفامتوك زول 

mgr644  دوبار در روز و كلاريترومايساااينmgr844  دوبار در

هاي پوستي گرانولومايي ناشي (. عفونت82و  14باشاد )روز مي

هاااي وناتهااي آتيپياك )م. مااارينوم( از عفاز ماايكوبااكتريوم

تواند براي پوسااتي كمياب اساات و تشااخيص و درمان آن مي

پزشاكان مشكل ساز باشد ولي گرفتن شر  حال مناسب بيمار 

اي نظير پيوند عضاااو، هاي زمينههاي شاااغلي و بيماري)زمينه

ها و ضااعف ساايسااتم ايمني( و توجه دقيق به علائم ساارطان

بيماري تواناد در تشاااخيص و درمان به موقع اين بيمااري مي

تواند باعث مفيد باشاااد و در صاااورت عدم درمان به موقع مي

 (. 82و  74و  14هاي منتشره شود. )عفونت

 گيرینتيجه

يك روش سااريع، حساااس، اختصاااصااي و دقيق  PCRروش  

ن تريها در كوتاههاي باكتريال و پاتوژنجهت تشااخيص عفونت

هاي زمان اسات اين برتري در مزيت اين روش نسبت به روش

شاايميايي افتراقي اساات. پيشاانهاد هاي بيوپاتولوژي و آزمايش

هاي پوساااتي گرانولومايي غير مايكوباكتريومي گردد عفونتمي

ن مولكولي تعيي هايآتيپيك )انگلي و قارچي( را به كمك روش

هاااي مختلف بيوتيكي ساااويااهو يااا حساااااساااياات آناتي

 هاي پوساااتي بههااي آتيپياك عاامل عفونتماايكوبااكتريوم

داروهاااي كينولوني، تري متوپريم، ساااولفااامتوكسااااازول، 

 E-testتتراسااايكلين و داكسااي سااايكلين با اسااتفاده از روش 

 شناسايي و مقاومت دارويي را تعيين نمود. 

 سپاسگزاری
از استادان ارجمند جناب آقاي دكتر رضوي و جناب آقاي دكتر 

تحقيقات و از معاونت چنين صيرفي كمال تشكر را دارم و هم

-آوري دانشگاه آزاد اسلامي واحد پرند تشكر و قدرداني ميفن

 شود.
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