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  چكيده

بر طبق آخرين آمار سازمان بهداشت جهاني حدود يك .  سل يك بيماري عفوني با انتشار جهاني است :زمينه و هدف
در حال حاضر كماكان روشهاي سنتي باكتريولوژيك . باشند سوم جمعيت جهان به مايكوباكتريوم توبركولوزيس آلوده مي

از مهمترين اهداف برنامه جهاني مبارزه با سل ابداع روشي آسان . اي تشخيص سل در مراكز بهداشتي مي باشندتنها روشه
از جمله روشهاي بالقوه اي كه ارزش جايگزين شدن به جاي روشهاي . و قابل اطمينان جهت تشخيص سل است

دي اختصاصي عليه آنتي ژنهاي مايكوباكتريايي بنا باكتريولوژيك را دارند، روشهايي هستند كه بر اساس تعيين پاسخ آنتي با
اول اينكه پاسخ آنتي بادي . اند و اين روش بنا به چند دليل بيش از بقيه روشها مورد توجه محققين بوده است نهاده شده

سريع، ثانياً، روشهاي سرولوژيك، ساده، . شوند قوي عليه آنتي ژنهاي مايكوباكتريايي فقط در طي سل فعال مشاهده مي
 توان افتراق بين يك آلودگي بدون علامت PPDثالثاً، اين روشها بر خلاف آزمون جلدي . ارزان و نسبتاً غير تهاجمي هستند
در اين پژوهش يك آزمون غربالگري جهت تشخيص سل به روش ايمونودات با استفاده . و بيماري فعال را دارا مي باشند

 كيلودالتوني مورد استفاده قرار 38ايكوباكتريوم توبركولوزيس به نام آنتي ژن از يك آنتي ژن ترشحي گليكوپروتئيني م
گرفت، زيرا در پژوهشهاي قبلي، از اين آنتي ژن به عنوان يك آنتي ژن اختصاصي گونه كه در آزمونهاي سرولوژيك ويژگي 

  .زيادي از خود نشان داده است ياد شده است
 بيمار مبتلا به سل ريوي اسمير مثبت با نتايج 32ش ايمونودات بر روي سرم  در اين مطالعه نتايج آزماي:روش بررسي

 فرد سالم به عنوان كنترل مقايسه شد و سپس نتايج آن با نتايج آزمون مشابه با مخلوط پروتئيني فيلتراي 32آزمايش سرم 
  .كشت مورد مقايسه قرار گرفت

 پاسخ مثبت گرديد، در حاليكه با 29 بيمار منتهي به 32ايش بر روي  كيلودالتوني آزم38 با استفاده از آنتي ژن :ها يافته
 نمونه سرم هيچ پاسخ مثبتي در سرمهاي گروه كنترل مشاهده نشد، ولي با استفاده از 2استفاده از مخلوط پروتئين در هر 

ژگي انجام آزمون وي( نمونه از سرمهاي گروه كنترل نيز پاسخ مثبت مشاهده شد8مخلوط پروتئين فيلتراي كشت، در 
  ). درصد محاسبه شد75 و 100 كيلودالتوني و مخلوط پروتئين، به ترتيب 38ايمونودات با استفاده از آنتي ژنهاي 

 كيلودالتوني در تشخيص 38 نتايج اين مطالعه بخوبي بيانگر اين نكته است كه استفاده از انتي ژن :بحث و نتيجه گيري
دات بدليل ويژگي بالاي آن و عدم نياز به تجهيزات پيشرفته و گرانقيمت ميتواند بعنوان سريع توبركولوزيس به روش ايمونو

  .يك آزمون كارا، دقيق و آسان در مطالعات ميداني مورد استفاده قرار گيرد
   كيلو دالتوني، مايكوباكتريوم توبركولوزيس38تشخيص سل، آنتي ژن  :واژه هاي كليدي 
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  مقدمه
سل عفونتي است كهن كه در طول تاريخ همواره 

اين . وامع بشري را مورد تهديد قرار داده استج
بيماري بويژه در كشورهاي پرجمعيت و در حال 

طبق ). 1-2(توسعه بسيار شايع بوده و هست
برآوردهاي سازمان بهداشت جهاني ساليانه سه ميليون 

دهند و  نفر بر اثر اين بيماري جان خود را از دست مي
د مبتلايان ساليانه هشت ميليون مورد جديد بر تعدا

شود كه حدود يك  تخمين زده مي. گردد افزوده مي
سوم جمعيت جهان به مايكوباكتريوم توبركولوزيس 

 5نقش سل در مرگ و مير افراد بالاي . آلوده هستند
سال در جهان بيش از بيماريهاي ديگر نظير ايدز، 
مالاريا، اسهال، جذام و مجموع تمام بيماريهاي ديگر 

سازمان بهداشت جهاني ). 3-4(مناطق حاره است
بارها اعلام كرده است كه در صورت عدم اتخاذ تدابير 
فوري براي كنترل سل موارد مرگ و مير ناشي از آن 
. به چهار ميليون نفر در سال افزايش خواهد يافت

خطر جهاني سل باعث شده تا سازمان بهداشت 
 سل را يك فوريت جهاني اعلام 1993جهاني در سال 

 و HIV معضل سل با پيدايش پاندمي عفونت).4(كند
هايي از باسيل سل كه به يك يا  ايدز و ظهور سويه

چند داروي ضدسل مقاوم هستند، چهره خود را بيشتر 
گردد تا احتمال   باعث ميHIVآلودگي به . نمايان كرد

بروز سل پيشرفته در افراديكه به باسيل سل آلوده 
ر فرد سريعتر هستند بيشتر شده و گسترش بيماري د

در حال حاضر هشت تا ده درصد از كل موارد . گردد
اما اين . باشد  مرتبط ميHIVسل در جهان با آلودگي 

پيوستگي در بسياري از كشورهاي آفريقايي بسيار 
 درصد و حتي بيشتر نيز 20بيشتر بوده و تا 

  ).5(رسد مي
در برنامه جهاني مبارزه با سل سه اولويت تشخيص، 

هاي بيماري  پيشگيري بيشتر از ساير جنبهدرمان و 
  دا از ـروشهاي رايج تشخيص ج). 3-5(مطرح گرديده

  
معاينات باليني، شامل راديوگرافي قفسه سينه، آزمون 

  . باشد پوستي توبركوليني و روشهاي باكتريولوژيك مي
ي ـن از حساسيت و ويژگـآزمون پوستي توبركولي

ي قفسه سينه نيز راديوگراف. ي برخوردار نيستـچندان
با وجود حساسيت بالا از ويژگي بالايي برخوردار 

بيش از يك قرن پيش رابرت كخ عامل ). 6(نيست
بيماري سل را از طريق رنگ آميزي و كشت آن از 

هاي بيولوژيك جدا كرده، امروزه نيز روشهاي  نمونه
تشخيصي سل تفاوت چنداني با روشهاي گذشته 

باعث بهبود حساسيت رنگ آميزي فلورسنت . ندارد
  . تشخيص مستقيم ميكروسكوپي گرديده است

كشف محيطهاي كشت جديد و استفاده از روشهاي 
راديومتريك به عنوان ابزاري براي تشخيص سريع 

لوزيس زمان تشخيص را ورشد مايكوباكتريوم توبرك
اما با وجود همه اين تدابير هنوز  .كوتاهتر كرده است

محدوديتهاي فراواني هم روشهاي باكتريولوژيك 
  . دارند

آزمون ميكروسكوپي خلط براي تشخيص وجود 
 حساسيت (acid-fast bacilli) فست -باسيلهاي اسيد

اين مسئله هنگاميكه حجم . تشخيص كمي دارد
هاي ارسالي بيش از توان آزمايشگاه باشد نمود  نمونه

كشت خلط حساسيت بالايي دارد . كند بيشتر پيدا مي
مشكل زمان .  هفته وقت نياز داردولي به چندين

هاي  طولاني كشت خلط بويژه هنگاميكه نياز به آزمون
حساسيت دارويي نيز وجود داشته باشد، محدوديتهاي 

  . اين روش را دو چندان كرده است
هاي خودكاري كه امكان تشخيص سريع سل  سيستم

كند درحال حاضر وجود دارد ولي قيمت  را فراهم مي
 از استفاده متداول آنها در مراكز بالاي آن مانع

علاوه بر همه . تشخيص و درمان سل گرديده است
هايي  اين موارد امكان لانه گزيني باسيل سل در كانون

هاي باكتريولوژيك را  غير از ريه محدوديت روش
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بنا به دلايلي كه تاكنون ذكر شد، ). 7(بيشتر كرده است
هاي  پاسخجايگزيني آزمايشهايي كه بر اساس تعيين 

اند به جاي  ايمونولوژيك عليه سل، طراحي شده
روشهاي جاري تشخيص سل از ديرباز مورد توجه 
محققين بوده است، زيرا اين سنجش ها نياز به تعيين 
مايكوباكتريوم در نمونه بيولوژيك نداشته و خطرات 

ها را در پي  ناشي از كار برروي اين دسته از نمونه
هاي ايمونولوژيك روشهايي كه در ميان آزمايش. ندارد

بر اساس تشخيص آنتي باديهاي موجود در سرم يا 
ساير مايعات بيولوژيك، استوارند به چند دليل در 

اول اينكه در مبتلايان به سل فعال : اولويت قرار دارند
شود كه اين يافته  پاسخ آنتي بادي قوي ايجاد مي

اساس ديدگاههاي سرولوژيك براي تشخيص سل را 
هاي سرولوژيك،  دوم اينكه روش. دهد كيل ميتش

ساده، سريع، ارزان و نسبتاً غير تهاجمي هستند و سوم 
 بالقوه توان افتراق PPDاينكه بر خلاف آزمون جلدي 

بين بيماري فعال و آلودگيهاي بدون علامت را دارند 
زيرا پاسخ آنتي بادي اختصاصي بندرت در افراد بدون 

. شود  مثبت است، ديده مي آنهاPPDعلامت كه آزمون
اولين روش براي تشخيص سرمي سل توسط 

Arloing از آن سال به ). 7( ابداع شد1898 در سال
بعد تاكنون گزارشهاي متعددي از ابداع روشهاي 
جديد تشخيص سرولوژيك سل منتشر شده است ولي 
هيچكدام از اين روشها مورد قبول عام قرار نگرفته 

 عدم ويژگي از خصوصيات تكرار پذيري كم و. است
اغلب اين روشهاست و نيز كارايي هيچكدام از آنها به 
اندازه ديد مستقيم و كشت براي تعيين مايكوباكتريوم 

يكي از بزرگترين موانع بر . توبركولوزيس نبوده است
سر راه تشخيص سرمي سل يافتن آنتي ژن مناسب 
. جهت بكارگيري در روشهاي سرولوژيك بوده است

باكتريومها داراي ساختمان آنتي ژنيك بسيار مايكو
اي هستند، ولي متاسفانه عليرغم تفاوتهاي  پيچيده

هاي مختلف  فاحش در بيماريزايي بين گونه

مايكوباكتريايي، تعداد آنتي ژنهاي اختصاصي گونه 
(Specis-Specific) در آنها بسيار كم است اين امر 

ه هاي ابداع شد دليل ويژگي كم در اغلب روش
در بين آنتي ). 8(سرولوژيكي تشخيص سل بوده است

 38ژنهاي مايكوباكتريوم توبركولوزيس آنتي ژن 
كيلودالتوني مدتهاست نظر محققين را به جهت كاربرد 
اين آنتي ژن در تشخيص سرمي سل به خود معطوف 
كرده است اين آنتي ژن فقط در گروه كمپلكس 

دارد، و از  وجود Bovisمايكوباكتريوم توبركولوزيس 
آنجائيكه ميزان آن در مايكوباكتريوم توبركولوزيس به 

 است، لذا از نظر Bovisمراتب بيش از مايكوباكتريوم 
مايكوباكتريوم توبركولوزيس  نتي ژن درآكمي اين 

اين مطالعه روش آسان و ). 9-10(اختصاص است
سريع را براي غربالگري بيماري سل با استفاده از آنتي 

  .دهد دالتوني شرح مي كيلو38ژن 
  

  روش بررسي
 كيلودالتوني از محلول غليظ 38 براي تهيه آنتي ژن 

PPDكشت سوشهاي   كه ازPN،C4،DT 
مايكوباكتريوم توبركولوزيس بر روي محيط كشت 

 بدست آمده (Dorsett Henlle) مايع در سه هنله
به اين ترتيب كه آنتي ژن ياد شده با . استفاده شد

 از محلول SDS-PAGE-electrophoresاستفاده از 
 جدا شده و پس از تخليص و جداسازي PPDغليظ 

 براي استفاده در آزمون Electroelutionبه روش 
 بيمار مبتلا به سل 32سرم . ايمونودات آماده گرديد

ريوي كه اسمير خلط آنها از نظر وجود باسيلهاي 
اسيدفست مثبت بود از بيمارستان مسيح دانشوري و با 

ايت اصول ايمني اخذ و تا زمان آزمايش در فريزر رع
 از معيارهايي نظير.  درجه سانتيگراد نگهداري شد-70

عدم وجود سرفه مولد، عدم وجود خلط خوني، 
نداشتن تب و عرق شبانه، بي اشتهايي و راديوگرافي 
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طبيعي قفسه سينه به عنوان ملاك سلامت در افراد 
  .گروه كنترل استفاده شد

  
  ايافته ه

الكتروفورز فيلتراي كشت كه از كشت مايكوباكتريوم 
 بدست آمده بود حدود H37Rrتوبركولوزيس سوش 

 خط رسوبي مختلف را نشان داد كه خطوط 15
كيلودالتوني بسيار برجسته تر و واضحتر  66،38،31،26

  ).1شكل (از بقيه خطوط بودند

  
  

رهاي تهيه شده از فيلت PPD الكترفورز پروتئين هاي -1شكل 
   هفته اي مايكوباكتريوم توبركولوزيس6كشت 

  

 38سنجش ايمونودات يك بار با استفاده از آنتي ژن 
و بار ديگر با استفاده از مخلوط ) 2شكل (كيلودالتوني 

 32به عنوان آنتي ژن بر روي ) 3شكل (فيلتراي كشت 
نتايج اين .  نمونه كنترل انجام شد32نمونه بيمار و 

 .آورده شده است) 1جدول (سنجشها در 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
  
  
  

   نتايج سنجش ايمونودات با استفاده -2شكل 
   كيلودالتوني38از آنتي ژن 

  
  

  
  
  
  
  
  

  نتايج سنجش ايمونودات با استفاده از فيلتراي كشت-3شكل 
  

   نتايج مربوط به سنجش ايمونودات : 1جدول 
  بر روي نمونه هاي بيمار و كنترل

  
گروه 
  بيمار

گروه 
  كنترل

  

+  -  +  -  
  ويژگي  حساسيت

سنجش با استفاده از 
  مخلوط فيلتراي كشت

3
2  

-  8  24  100%  75%  

سنجش با استفاده از 
   كيلودالتوني38آنتي ژن 

2
9  

3  -  32  6/90%  100%  

  

   بحث و نتيجه گيري
دهد استفاده  همانطور كه نتايج اين پژوهش نشان مي

 براي  كيلودالتوني روشي آسان و سريع38از آنتي ژن 
نتايج منفي بدست آمده . غربالگري بيماري سل است

در گروه بيماران به احتمال زياد ناشي از فقدان پاسخ 
اين يافته در . آنتي باديست تا پاسخهاي منفي كاذب

پژوهش مشابهي كه قبلاً صورت گرفته نيز مشاهده 
نكته قابل توجه عدم پاسخ مثبت ). 2-3(تـده اسـش

آزمون فوق نياز . باشد كنترل ميكاذب در افراد گروه 
به تجهيزات خاص ندارد، لذا آزموني بسيار مناسب 
براي پژوهشهاي ميداني و غربالگري سريع سل در 

اي بين نتايج   مقايسه2درجدول . جمعيتهاي زياد است
بدست آمده در پژوهش حاضر و نتايج بدست آمده از 

  ).11-13(پژوهشهاي قبلي آورده شده است
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  ......  تشخيص سريع سل به رو ش ايمونودات با 
 

      1388بهار و تابستان ) 2و1( شماره 3دوره ) رد سلامتپياو(مجله دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران 
      

  
   مقايسه نتايج مطالعه حاضر با ساير مطالعات سرولوژيك تشخيص سل در ديگر نقاط جهان :2جدول 

 
  روش 
  بكاررفته

  آنتي ژن 
  استفاده شده

روش بكار رفته براي 
  خالص سازي آنتي ژن

  منطقه 
  جغرافيايي

  حساسيت  ويژگي

  
  اليزا

  
38KD  

  
Affinity Purification  

  
   مثبتPPDمناطق با شيوع بالاي تست 

  
80%  

  
94%  

  %84  %96   مثبتPPDمناطق با شيوع بالاي تست   38KD  Affinity Purification  اليزا
  %81  %93  آرژانتين  38KD  Affinity Purification  اليزا
  %81  %55  آرژانتين  crudeAg  Affinity Purification  اليزا
  %49  %88  چين  38KD  Affinity Purification  اليزا
  %89  %98  آمريكا  38KD  Affinity Purification  اليزا
  %68  %96  مكزيك  روشهاي فيزيكو شيميايي  38KD  اليزا
  %96  %91  تركيه  روشهاي فيزيكو شيميايي  Clycolipid Ags  اليزا

ايمونودات 
  )مطالعه حاضر(

38KD  6/90  100%  ايران  روشهاي فيزيكو شيميايي%  

 
  

 هايي به  پيرامون پژوهش اخير ذكر نكاتي چند و توصيه
باشند،  ساير كسانيكه مايل به مطالعه در اين زمينه مي

پژوهش حاضر با گزينش تصادفي بخشي . ضروري است
 لذا مقادير بدست آمده ،از افراد بيمار صورت گرفته است

تواند كاملاً توانايي  براي حساسيت و ويژگي آزمون نمي
اين آزمون را در تشخيص كليه مبتلايان به سل برآورده 

 بهتر براي ارزيابي توان آزمون استفاده از كميتي راه. كند
 Positive) (PPV) "ارزش پيش بيني موارد مثبت"بنام 

Predicative Value) است، كه براي محاسبه آن نياز به 
  .باشد ميدانستني شيوع بيماري در جمعيت تحت بررسي 

دوم اينكه نمونه هاي سرم بيماران از افرادي اخذ شده بود 
رسد اندازه گيري  به نظر مي. نها مثبت بودآخلط كه اسمير 

   اـب وداتـون ايمونـي آزمـت و ويژگـاي حساسيـه كميت
  

  
 كيلودالتوني در افراد مبتلا به سل 38استفاده از آنتي ژن 

اسمير منفي جهت برآورد دقيق تر ارزش اين آزمون 
  .رسد ضروري به نظر مي

بوط به شدت سوم اينكه متاسفانه جمع آوري اطلاعات مر
 و واكنش پوستي به BCGبيماري، واكسيناسيون 

لذا انجام . توبركولين در پژوهش اخير ميسر نشد
هاي  پژوهشهاي مشابه با در نظر گرفتن اطلاعات فوق يافته

تري را بدست خواهد آورد و بالاخره اينكه روشهايي  دقيق
 38كه در پژوهش اخير جهت استخراج آنتي ژن 

كار رفته است قابل استفاده جهت توليد كيلودالتوني به 
هاي  مقادير زياد آنتي ژن براي بكارگيري در بررسي

باشد، لذا انجام  روزمره آزمايشگاههاي تشخيص طبي نمي
پژوهشهايي براي يافتن راههاي ساده و ارزانتر كه به كسب 

  .رسد مقادير زياد آنتي ژن بيانجامد، ضروري به نظر مي
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