مقایسه تشخیص سویه کلینیکی مایکو باکتریوم توبر کلوزیس با روش  Flash PCR و روش مرسوم کشت 
چکیده :

مقدمه: رنگ آميزي هاي زيل نلسون ، فلوئورسنت و نیز كشت، روش هاي استاندارد تشخيص بیماری سل هستند. در این تحقیق  کارائی روشFlash PCR با روش مرسوم کشت، مقایسه شده است.
مواد وروشها: تعداد 56 نمونه خلط از بیماران مشکوک به سل پس ازارزیابی با روش ذیل نلسن و کشت در لوون اشتاین جانسن،مورد استخراج DNA به روش چلکس قرار گرفتند. جهت بررسی مولکولی از کیت مخصوصFlash PCR  که محتوی پرایمرها برای تکثیر ژن IS6110و پروب ها بود، استفاده شد. کنترل مثبت و کنترل منفی موجود در کیت بکار گرفته شده و دستگاه MTC410، جهت تکثیر و دستگاه FD-12 جهت بررسی نتایج مورد استفاده قرار گرفتند. علاوه بر این نمونه ها با کمک ژل آگارز نیز الکتروفورز شدند.
نتایج: از 56 نمونه خلط بیماران مشکوک مراحعه کننده به مرکز سل،  تعداد 20نمونه در ارزیابی میکروسکوپی و کشت مثبت و 36 نمونه منفی بودند. بررسی مولکولی با استفاده از روش FLASH-PCRنیز مشخص کرد که تمامی 20 نمونه مثبت، در این روش مولکولی نیز مثبت شدند.ضمنا،3 نمونه خلط که با روش کشت و رنگ امیزی منفی شده بودند در روش FLASH-PCR مثبت شدند . یکی از 3 بیمار مورد بحث با نظر پزشک تحت درمان حمله ای برای درمان سل با دریافت آنتی بیوتیک های ایزونیازید، پیرازین امید و  اتامبوتول  تحت درمان قرار گرفت. تمامی نتایج با کمک الکتروفورز معمول نیز تایید گردیدند.
نتیجه گیری: مواردی که احتمالا بدلیل تعداد باکتری اندک در نمونه یا نقص در نمونه برداری، منفی می شوند، با روش FLASH-PCR امکان مثبت شدن آنها وجود دارد. بنابراین، با توجه به هزینه اندک، برای استفاده روتین پیشنهاد می شود.
کلید واژه ها: بیماری سل، مایکوباکتریوم توبر کلوزیس ، تشخیص،  روش Flash PCR، روش کشت
Comparison of Detection of Clinical isolates of Mycobacterium tuberculosis by Flash PCR and culture method 
Abstract:
Introduction: Ziehl Nelson staining, fluorescent and culture are the standard methods for the diagnosis of tuberculosis. According to the time concussion in culture method and low accuracy of staining, PCR methods can be used as a rapid method. 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 collects and Ziehl–Neelsen and culture in Löwenstein–Jensen medium were accomplished. Moreover, DNA from all of the 56 sputum samples were extracted by Chelex100 method. Molecular evaluation was accomplished by Flash PCR kit contains primers and probes were used for gene amplification IS6110. Positive and negative controls together with samples were used in a MTC410 apparatus for amplification. FD-12 apparatus were used to evaluate the results. In addition, electrophoresis on agarose was used for confirmation of the results.
Results: 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 and their symptoms such as swelling of the lung were removed. All results were confirmed using conventional electrophoresis.
Conclusion: FLASH-PCR method has higher sensitivity but lower specificity than culture method. Therefore, 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 and high precision, is recommended for routine use.
Keywords: tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, detection, Flash PCR, culture method
مقدمه
بیماری سل میان انسان و دام مشترک است. در توصیف بیماری سل همین بس که20 میلیون نفر مبتلا به آن در جهان وجود دارد و هر ساله 5میلیون نفر به این رقم افزوده میگردد.(1،2) در سالهای اخیر گسترش گونه های مقاوم به دارو باعث نگرانی سلامت جامعه شده.(3،4) گونه های مقاوم به دارو دارای قدرت مرگ و میر بیشتری نسبت به گونه های حساس به دارو در بیماران با نقص سیستم ایمنی هستند.( 4،5) سل يكي از قديميترين بيماريهاي شناخته شده در انسان است. با توجه به شيوع بالاي آن در ايران ، استفاده از روش تشخيصي PCR كه سرعتي بيش از كشت و داراي حساسيت و ويژگي بيش از تشخیص با استفاده از اسمير دارد، ميتواند موجب تشخيص سريع و صحيح بيماري و درمان آنها شده و بدين ترتيب كنترل بيماري در جامعه شود.(6) تشخیص سریع گونه های مقاوم به دارو در برنامه ریزی برای درمان بسیار ضروری و حیاتی است.(7،8) سل هنوز يكي از مهمترين علل مرگ و مير در بسياري از كشورها ست. با توجه به وقت گير بودن روش هاي معمول تشخيص سل مثل كشت كه3-8هفته زمان ميبرد، لازم است روش هاي سريع تشخيصي مورد ارزیابی قرار گیرد.(9)درضمن تشخیص سریع گونه های مقاوم به دارو میتواند یک راهکار انتخابی برای درمان موثر و جلوگیری از انتقال عفونت به دیگران باشد.(9،10)روش های مرسوم تشخیص عفونت مایکوباکتریوم توبرکلوزیس غیر قابل اعتماد و زمان بر هستند(11،12) كشت و رنگ آميزي هاي زيل نلسون و فلوئورسنت روش هاي استاندارد تشخيص سل هستند. وقت گير بودن و گاه دقت پايين آنها مطرح كننده نياز به روش هاي تشخيصي سريع تر و دقيق تر مي باشد. روش هايي كه بتوانند در موارد عدم دسترسي به نمونه مناسب جهت اسمير و كشت جايگزين اقدامات تهاجمي گردند و علاوه بر آسان و سريع بودن دقت تشخيصي قابل قبول داشته باشند.(13)
در سالهای اخیر بیشتر توجهات جهت تشخیص سریع معطوف به روشPCRشده است.(11) ژن های بسیاری جهت تشخیص اختصاصی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس به روش PCRمورد بررسی قرار گرفته اند(15،14) Fluorescent amplification-based specific hybridization PCR (FLASH-PCR)با بهره گیری از قدرت تشخیص فلورسانس بعد از تکثیر DNA به عنوان یک روش تشخیصی سریع وحساس برای عوامل بیماری زا معرفی شده است.(16،15) Abramova و همکارانش از روش FLASH-PCR جهت تشخیص اختصاصی عوامل بیماری زایی همچون قارچ های S.tritici  و  S.nodorumاستفاده کردند.(17) Ryazantsev و همکارانش نیز از روشی مشابه جهت تشخیص خاصیت سمیت قارچ Fusarium انجام دادند.(16)ذکر این نکته ضروری است که روش FLASH-PCR توسط دستگاه ارزان قیمتی انجام میشود و نتایج حاصل از ان طی چند ساعت بدست می​آید.(15)از طرف دیگر این روش امکان الودگی را کاهش داده در حالی که الودگی در روش الکتروفورز غیر قابل انکار است(18،17)

ژن IS6110یکی از بهترین اهداف جهت بررسی توسط روش PCRاست(19-21). چندین کپی(10تا20) از این ژن در مایکوباکتریوم توبرکلوزیس وجود دارد و این در حالی است که فقط یک کپی از این ژن در مایکوباکتریوم بویس وجود دارد(10, 23),بنابراین ژن 0IS611 هدف خوبی برای بالا بردن حساسیت روش PCRجهت تشخیص مایکو باکتریوم توبرکلوسیس است.
هدف از انجام این تحقیق بررسی ارزش تشخیصی عفونت مایکوباکتریوم توبرکلوزیس به کمک روش FLASH PCRنسبت به روش مرسوم کشت است با توجه به وقت گیر بودن و وجود عوامل خطای بسیار در روش کشت بتوان از این روش برای تشخیص هرچه سریع تر عفونت مایکو باکتریوم توبرکلوزیس استفاده کرد.
مواد و روش ها
نمونه ها
تعداد 56 نمونه خلط از بیماران مشکوک به سل مراجعه کننده به مرکز سل استان مرکزی از تاریخ 15/1/1393تا تاریخ30/6/1393جمع اوری شدند.نمونه ها با رنگ امیزی مستقیم به روش زیل نلسون و روشهای مرسوم مورد بررسی قرار گرفتند.
کشت نمونه ها
کشت مستقیم خلط روی محیط لون اشتاین جانسون انجام شده و نمونه ها از نظر رشد کلنی مورد بررسی قرار گرفتند.
استخراجDNA
تمامی 56 نمونه های خلط مورد استخراج DNA و بررسی مولکولی قرار گرفتند. بدین منظور خلط  توسط محلول سود(NaOH)رقیق شد. پس از گذشت 15 دقیقه نمونه ها در داخل سانتریفوژ با سرعت 5000دور در دقیقه به مدت 5 دقیقه قرار داده شد. به رسوب حاصل چند قطره متیل رد جهت بررسی PHاضافه شد.PHرسوب حاصل را با استفاده از  HClبه PHخنثی نزدیک گردید. رسوب حاصل به میکروتیوب های حاوی بافر TAEو چلکس اضافه شد.

میکروتیوب های حاوی نمونه به مدت 45دقیقه در حرارت95درجه قرار داده شد.سپس جهت جدا سازی چلکس میکروتیوب ها سه باربه مدت 10دقیقه با دور 10000دور در دقیقه در سانتریفیوژ قرار داده شد و هر بار مایع رویی از روی ذرات چلکس برداشته شد.نمونه ها بعد از جداسازی با رعایت زنجیره سرد به ازمایشگاه حمل گردید.

 Flash PCR
تکثیر برای حجم µL 35 طراحی شد.محتوای کلی مواد واکنش شامل انزیم TAG،نمونه،بافر و روغن معدنی بود که به میکروتیوب های موجود در کیت(DNA-Technology ,Russia) که حاوی پرایمرها و پروب ها بود اضافه شد.جهت کنترل نیز از کنترل مثبت و کنترل منفی موجود در کیت(DNA-Technology ,Russia)استفاده شد. دستگاه MTC410(DNA-Technology ,Russia)جهت تکثیر DNAاستفاده شد. دوره های تکثیر در جدول شماره 1 به طور خلاصه بیان شده است.
جدول شماره1

	مراحل
	دما
(درجه سانتیگراد)
	زمان(ثانیه)
	تعداد سیکل

	دناتوراسیون اولیه
	94
	90
	1

	دناتوراسیون هر چرخه
	94
	50
	45

	اتصال پرایمر
	64
	50
	

	طویل شدن
	72
	50
	

	خاتمه
	72
	90
	1


تیوب های تکثیر DNAجهت بررسی فلورسانس به دستگاهFD-12(DNA-Technology ,Russia)منتقل شد.هر کدام از نمونه ها توسط نرم افزارGene 4.4iمورد ارزیابی قرار گرفت)شکل شماره1) در روش FLASH-PCR از تکثیر ژن IS6110به عنوان ژن هدف اختصاصی  در مایکوباکتریوم توبرکلوسیس برای تشخیص استفاده میشود. جهت مشاهده نتایج تکثیر در روش  FLASH-PCRتیوب های حاوی نمونه با دستگاه FD-12مورد ارزیابی قرار میگیرند.به عنوان کنترل داخلی و صحت استخراج DNA ژن دیگری در کیت توسط سازنده ، در کنار ژن  IS6110 مورد ارزیابی قرار گرفت. در دستگاه FD-12میزان فلورسانس پروب ژن IS6110بررسی شد.

نتایج

نتایج ذیل نلسون و کشت 

از 56 نمونه خلط مورد بررسی، تعداد  20نمونه (35.8%از کل بیماران) در ارزیابی میکروسکوپی و کشت مثبت و 36 نمونه با نتیجه کشت و ذیل نلسن منفی(64.2%از کل بیماران مشکوک)  بودند. محاسبات انجام شده برای دقت، ویژگی و حساسیت روش FLASH PCR  به ترتیب 94/0 ، 92/0 و 1 به دست امد. 
نتایج FLASH-PCR 

بررسی های مولکولی با استفاده از روش FLASH-PCRنیز مشخص کرد که تمامی 20 نمونه ای که در بررسی کشت و رنگ امیزی مثبت شده بودند در این روش نیز مثبت گزارش شدند اما 3 نمونه که در روش کشت و رنگ امیزی منفی شده بودند در روش FLASH-PCR مثبت شدند . 
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شکل 1: نتایج FLASH-PCR  حاصل از خوانش با دستگاه FD-12  که در ان نمودار های ستونی نشان دهنده فلورسانس ساتع شده حاصل از تکثیر DNA میباشد. ستون های سبز رنگ ژن کنترل جهت انجام تکثیر DNA و ستون ابی ژن هدف برای مایکوباکتریوم توبرکلوزیس میباشد
همانطور که در شکل 1 دیده میشود نمونه اول و دوم بترتیب به عنوان کنترل داخلی مثبت و منفی هستند در بخش نمودار ها نمودار سبز رنگ که با نشانگرFAM  شناسایی می شود و میزان فلورسانت انرا دستگاه FLASH-PCR به صورت ستون نمایش میدهد ، برای ژن کنترل یا ژن انسانی برای کنترل استخراج DNAاست و نمودار آبی رنگ که با نشانگر Hex است و میزان فلورسانت انرا توسط دستگاه FLASH-PCR شناسایی کرده و به صورت نمودار نشان میدهد.میزان فلورسانتی که از هریک از رنگ ها توسط دستگاه شناسایی میشود نشانگر میزان تکثیر ژن طی مرحله  PCRاست. دو نمونه ی اخر به عنوان back groundبوده که برای حذف فلورسانس زمینه در دستگاه FD-12( DNA technology Russia) خوانش میشوند.
برای تفسیر نتایج در این نمودار ها نمونه هایی که در انها نمودار سبز رنگ دارای افزایش فلورسانس بیش از حد پایه تعیین شده توسط نمونه های فاقد نمونه ژنومی جهت حذف رنگ زمینه بوده استخراج DNA موفق داشته و تکثیر ژن کنترل در انها انجام شده است.نمودار ابی رنگ در این نمودار نشان از تکثیر ژن IS6110 در ژنوم مایکوباکتریوم است و اگر میزان فلورسانس ان بیش از حد استانه تعیین شده توسط back groundباشد به عنوان نمونه های مثبت از نظر وجود باکتری مایکوباکتریوم است. 
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شکل 2:ستون اول و چهارم نمونه های مثبت و ستون های دوم و سوم نمونه های منفی هستند ستون پنجم راهنمای 100bp و ستون ششم نمونه های فاقد DNA  است.
الکتروفورز نمونه وجود باند اختصاصی تکثیری را نشان میدهد (شکل 2) در این الکتروفورز باند سبکتر که بالا قرار میگیرد ژن کنترل داخلی بوده و باند پایینی نشان از تکثیر ژن اختصاصی IS6110  در مایکو باکتریوم است. همانطور که دیده میشود دانسیته باند در نمونه های مختلف متفاوت است و این میتواند تفاوت در میزان خوانش فلورسانس در جواب های دستگاه FLASH-PCR باشد.
از بین36نمونه بررسی شده که با روش مرجع کشت به صورت منفی گزارش شده بود 3 نمونه با روش FLASH-PCR به صورت مثبت گزارش شد که با پی گیری های انجام شده یکی از بیمار مورد مطالعه با نظر پزشک  به صورت حمله ای تحت درمان با آنتی بیوتیک​های ایزو نیازید، اتامبوتول و پیرازین امید گرفته و علایم بیماری از قبیل تورم ریه برطرف شده است.
بحث 
در مقایسه سه روش کشت ، رنگ امیزی زیل نلسون و FLASH-PCR نشان میدهد روش رنگ امیزی قدرت تشخیصی  برابر با روش کشت دارد به دلیل این که تمامی نمونه هایی که در ازمون رنگ امیزی مثبت بودند در روش کشت نیز مثبت شدند.اما روش FLASH-PCR ، که بر اساس روش مولکولی و تکثیر قطعه ی ژنی اختصاصی IS6110 در مایکو باکتریوم توبر کلوسیس  است ، دارای قدرت تشخیصی بیشتری بوده و در مواردی که تعداد باکتری کمتر از حدی باشد که در روش کشت و رنگ امیزی قابل شناسایی باشد بتوان افراد الوده را تشخیص داد.
در مطالعه S. L. Abramova و همکارانش از روش flash pcr برای تشخیص قارچ های  Septoria tritici و  Stagonospora nodorum به صورت مولکولی استفاده کردند در این مطالعه تکثیر ناحیه ژنی ITS1مورد بررسی قرار گرفت و برای تایید گونه قارچ از روش استاندارد کشت استفاده کردند.این مطالعه روی 16 نمونهSeptoria tritici  و 13 نمونه Stagonospora nodorum انجام گرفته است.(17)همچنین Ryazantsev و همکارانش از روشFLASH-PCR برای تشخیص قارچ بیماری زای  Fusarium graminearu , F. culmorum ,F. poae F. sporotrichioides, F. langsethiae , F. avenaceum , and F. tricinctum استفاده کردند در این مطالعه از تکثیر ژن tef-1α برای شناسایی  در 38ایزوله مختلف از قارچ ها استفاده کردند (15). در مطالعه دیگری که بر روی مایکوباکتریوم توسط   Abbas Ali Imani Fooladi  و همکارانش روی انواع نمونه های ریوی و خارج ریوی بیماران مبتلا به سل از قبیل لاواژ ریه ،نمونه های زخم و دیگر نمونه ها ، روش FLASH-PCR را با روش های مرسوم کشت و رنگ امیزی اسمیر به روش اسید فست مقایسه کردند. در مطالعه وی، حساسیت و ویژگی تست FLASH-PCR به ترتیب 93/33%و 92/5% بدست آمد (22) .این نشان میدهد که روش FLASH-PCRدارای حساسیت بالا نسبت به روشهای مرسوم برای تشخیص دارد و همچنین میتواند طی زمانی کوتاه اجرا شود (20) .
تفاوت مطالعه حاضر با تحقیق فوق این است که جداسازی ژنوم در این تحقیق ا متفاوت بوده و اثبات شد که روش چلکس بسیار سریعتر و بهتر و بویژه "با خطر کمتر" برای کارشناس برای مایکوباکتریوم عمل می کند. ضمنا، نوع نمونه های بالینی این تحقیق  کاملا متفاوت بوده و روی نمونه های خلط که "روتین" آزمایشگاهها است کار انجام شد. نتایج و حساسیت و ویژگی دو تحقیق نیز متفاوت بوده و تحقیق حاضر، نتایج بهتری ارائه نمود.
در تحقیق حاضر، از ژنIS6110جهت بررسی در روش FLASH-PCR برای تشخیص مایکو باکتریوم توبرکلوزیس استفاده شد چون در ژنوم مایکو باکتریوم توبرکلوزیس چندین نسخه از این ژن وجود دارد که باعث افزایش حساسیت دقت و ویژگی روش میشود (11) .  

در این مطالعه در 56 نمونه ی بررسی شده تعداد20نمونه که با روش مرجع کشت مورد تایید قرار گرفته بودند با روش FLASH-PCRمورد بررسی مجدد قرار گرفتند که همه ی 20نمونه به صورت مثبت تایید شد.

مقایسه روش  FLASH-PCRبا روش کشت نشان میدهد که حساسیت روش  FLASH-PCRبیش از روش کشت است ولی این روش فاقد ویژگی جهت بررسی عفونت مایکوباکتریوم توبرکلوزیس میباشد. تعدادی از نمونه ها که در روش کشت منفی بودند در  روش FLASH-PCR مثبت میشدند . این میتواند به علت از بین رفتن باکتری یا اسیب به ان طی مراحل انجام کشت ، مصرف دارو توسط بیمار و یا ناکافی بودن تعداد باکتری جهت رشد در محیط کشت باشد.همچنین بررسی ها نشان میدهد که اگر کشت نمونه به تاخیر بیافتد تعداد باکتری به طور محسوسی کاهش میابد بنابراین به ازمایشگاه ها توصیه میشود به فاکتور زمان دقت کنند(26(
نتیجه گیری
روش FLASH-PCRنسبت به روش کشت دارای حساسیت بالاتری بوده ولی از ویژگی پایین تری نسبت به این روش کشت برخوردار است. بعبارت بهتر، مواردی که احتمالا بدلیل تعداد باکتری اندک در نمونه یا نقص در نمونه برداری، منفی می شوند، با این روش امکان مثبت شدن آنها وجود دارد.
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