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ـ استاد، گروه بيماريهاي عفوني، 4تهران، دانشيار، گروه ميكروبيولوژي،دانشگاه علوم پزشكيـ3ـاستاديار،گروه پوست؛ 2ـ استاد،1

ـ دستيار،گروه پوست، دانشگاه علوم پزشكي تهران6ارشد ميكروبيولوژي؛ ـ كارشناس5دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي؛ 

�DDD�/�� :  ســـاركوئيدوز يـــك بيمـــاري مـــولتي سيـــستم

هـاي بـافتي    نمونـه . نامشخص است گرانولوماتوز با علت      

ــوم     ــود ژنـ ــر وجـ ــراً از نظـ ــاركوئيدوز اخيـ ــاران سـ بيمـ

 polymerase chainمايكوباكتريوم با استفاده از روش 

reactionاند مورد بررسي قرار گرفته.

B/DDC :هــاي مختلــف مايكوبــاكتريوم بــا شناســايي گونــه

 polymerase chain reaction restrictedروش
fragment length polymorphism

PCR-RFLP)  (در ضايعات پوستي ساركوئيدوز.

 	�0	 6� بيمـار مبـتلا بـه    20در ايـن مطالعـه از پوسـت    : �

معيـار انتخـاب بيمـاران      . بـرداري شـد   ساركوئيدوز نمونـه  

ــوم      ــود گرانول ــا وج ــراه ب ــاليني هم ــم ب   در nakedعلائ

. هاي بـاليني بـود    ميكروسكوپ نوري و رد ساير تشخيص     

برداريهاي پوستي اين بيماران جهت    فيني نمونه بلوك پارا 

هاي مختلف مايكوباكتريوم بـا روش      شناسايي ژنوم گونه  

PCR-RFLP    چهار نمونـه از    .  مورد استفاده قرار گرفت

بلوكهاي پارافيني بيماران با تشخيص توبركولـوز پوسـتي         

 نمونـه پوسـتي     10 مثبت به عنوان شاهد مثبـت و         PCRو  

از توبركولوز به عنـوان گـروه شـاهد         هاي غير   با تشخيص 

.منفي انتخاب گرديد

��=
�
C :        در اين مطالعه ژنوم مايكوباكتريوم در هيچيك از

برداريهـاي پوسـتي بيمـاران سـاركوئيدوز شناسـايي          نمونه

.نگرديد

�E��
هاي مختلف  هاي اين مطالعه نقش گونه    يافته:  ���.

ئيدوز تاييـد   مايكوباكتريوم را در پاتوژنز بيمـاري سـاركو       

.نمايدنمي

5F	�./DDDDD�!  .
DDDDDC :،ــاركوئيدوز،مايكوباكتريوم ســـ

برداري پوستينمونه
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  ��/��

ساركوئيدوز يك بيماري مولتي سيستم گرانولوماتوز بـا        

ــت  ــشخص اسـ ــت نامـ ــاكتريوم  . علـ ــش مايكوبـ ــراً نقـ اخيـ

هــاي آتيپيــك در پــاتوژنز ومتوبركولــوزيس و مايكوبــاكتري

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

ميـدان وحـدت اسـلامي،    دكتر فريده مهتي پور ـ تهران، : مؤلف مسئول

 بخش پوست،بيمارستان رازي

ساركوئيدوز مطرح شده است و تعدادي از محققـين وجـود            

هـاي بـافتي   يكوبـاكتريوم را در نمونـه  گونه هـاي مختلـف ما     

هــــاي لاواژ نمونــــه). 2،1(انــــدمختلــــف اثبــــات كــــرده

برونكوآلوئولر، مايع مغزي نخاعي، نمونـه بـافتي ريـه، گـره            

لنفاوي و پوست بيماران در مطالعات مختلف جهت بررسـي          

اسـت   درصد گزارش شـده    0-50استفاده شده و نتايجي بين      
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83167، بهار 3سال هفتم ، شماره 

تا محققين ارتباط و همراهي     اين مطالعات باعث شده     ). 4،3(

ــرح   ــاركوئيدوز را مطـ ــاكتريوم و سـ ــين عفونـــت مايكوبـ بـ

اي در كـشور مـا   با توجه به اينكه چنين مطالعـه     ). 5-7(سازند

اي را بــر روي  بـر آن شـديم تــا مطالعـه   انجـام نـشده اســت،   

هاي پوستي بيماران ساركوئيدوز با همكاري بيمارستان       نمونه

 دانــشكده پزشــكي دانــشگاه رازي و بخــش ميكروبيولــوژي

علوم پزشـكي تهـران انجـام دهـيم و بـا توجـه بـه حـساسيت          

 مايكوبــــاكتريوم و DNA در يــــافتن PCR-RFLPروش 

ــسم ــد  ســاير ارگاني ــن روش جدي ــه خــود از اي ــا، در مطالع ه

).9،8(استفاده كرديم

	�0	 6��

 بيمـار مبـتلا بـه سـاركوئيدوز پوسـتي           20در اين مطالعـه     

 ــ ــده ب ه درمانگاههــاي پوســت بيمارســتان رازي  مراجعــه كنن

ايـن  .  انتخـاب شـدند    1381  تـا     1379هـاي   تهران طـي سـال    

  بوده و با در نظر گرفتن شرايط case seriesمطالعه از نوع 

حجـم   ) هزينه اجراي طـرح و زمـان انجـام  مطالعـه             (مطالعه  

.  نفـر معـين گرديـد      20نمونه بصورت نمونـه گيـري آسـان،         

 naked  با ساركوئيدوز پوستي، مشاهدة علائم باليني منطبق

granuloma    ــانتوي ــون م ــوري، آزم ــكوپ ن   در ميكروس

هـاي بـاليني بـه عنـوان معيـار          منفي و حذف سـاير تـشخيص      

نمونـه بلـوك پارافينـه      . انتخاب بيمـاران در نظـر گرفتـه شـد         

-PCRبرداريهاي پوستي اين بيمـاران جهـت آزمـايش        نمونه

RFLP   بـه جهـت كنتـرل كيفـي     .  مورد استفاده قرار گرفـت

هــاي غيــر از  مــورد نمونــه پوســتي بيمــاري10آزمايــشگاهي 

ساركوئيدوز به عنوان شاهد منفي بطور تـصادفي از بايگـاني           

 نمونـه شـامل     10اين  . آسيب شناسي همان مركز انتخاب شد     

ــسم     4 ــوم ج ــورد گرانول ــك م ــي، ي ــت تماس ــورد درماتي  م

 مـورد   2و   مورد پسوريازيس    2آ، يك مورد مورفه   خارجي،

 مورد بلوك پارافينة نمونه پوسـتي بيمـاران         4. ليكن پلان بود  

  مثبت بودنـد، بـه  عنـوان        PCRتوبركولوزپوستي كه داراي    

. شاهد مثبت آزمايشگاهي مورد استفاده قرار گرفت

:   و طراحي پرايمرDNAاستخراج 
هـاي  هـاي بريـده شـده از بلـوك        پارافين موجود در تكه   

 حذف شده و سـپس بـافر ليزكننـده اضـافه          پارافينه باگزيلول 

ـ كلروفرم تخليص   با روش فنل  شده  استخراج  DNA.گرديد

). 8(واستات سديم تغليظ شـد    مطلقاتيليكاز الكل استفادهوبا

هاي  استخراج شده از نمونه    DNAكيفيتبررسيجهتسپس

ــافتي مـــورد آزمـــايش، واكـــنش   ــا پرايمرهـــاي PCRبـ  بـ

GH2O(5’–GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3’) 
PCO4(5'–CCACTTCATCCACGTTCACC-3’) 

ــه  ــه قطع ــد ك ــام ش ــدازه انج ــه ان ــاز از ژن 268اي ب ــت ب  جف

در صـورت مـشاهده     ). 8(كنـد بتاگلوبين انساني را تكثير مـي     

  اسـتخراج شـده جهـت انجـام واكـنش            DNAباند مربوطه،   

PCRشد  مايكوباكتريوم مناسب در نظر گرفته مي.

 :PCRواكنش 
SP1 بــــــــــا پرايمرهــــــــــاي PCRواكــــــــــنش 

(5'-ACCTCCTTTCTAAGGAGCACC-3') و

(5'-GATGCTCGCAACCACTATCCA-3') 
SP2   318 تـا  205اي به انـدازه  اين پرايمرها قطعه.   انجام شد

16S-23Sاز ژن   ) بسته بـه گونـه مايكوبـاكتريوم      (جفت باز   

كننـد كـه ايـن ژن در بـين تمـام         مايكوباكتريوم را تكثير مـي    

 روي  PCRمحـصول   ). 9،8(ها مشترك است  مايكوباكتريوم

 درصــد الكتروفــورز شــد و پــس از رنــگ 5/1ژل آگــاروز 

  توسـط دسـتگاه      DNAآميزي با اتيديوم برومايد نوارهـاي       

UV-Transillumination          قابل مشاهده شـدند و از آنهـا  

  از آب PCRهاي  در هر سري از واكنش    . عكس گرفته شد  

ــوم     ــي و  از ژن ــرل منف ــت كنت ــر جه ــتاندارد  مقط ــويه اس س

مايكوبـاكتريوم توبركولـوز بـه عنـوان شـاهد مثبـت اسـتفاده        

.گرديد

:RFLPمرحله 
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  بطور جداگانه تحـت هـضم آنزيمـي         PCRمحصولات  

: ها بـا اثـر محـدود عبـارت بودنـد از          اين آنزيم . قرار گرفتند 

Dde I, MSP I, Taq I, Cof I, Hae III  بـا  AvaII و  

Hinf I)  ــه شــده از شــركت ــا )  فرمنتــاستهي كــه مطــابق ب

پس از هـضم    . هاي شركت توليد كننده استفاده شدند     توصيه

 درصد الكتروفـورز    4آنزيمي، محصول بر روي ژل آگاروز       

  الگوي قطعـات ايجـاد       DNAشد و در كنار شاخص وزني       

).9،8(شده مورد بررسي قرار گرفت

��=
�
C

ركوئيدوز بيماران ما با توجه به علائم باليني منطبق  با سـا           

 در ميكروسـكوپ  naked granulomaهمـراه بـا مـشاهدة    

هاي باليني وارد مطالعـه     نوري و بعد از حذف ساير تشخيص      

 بيمـار   14. آزمون مانتوي اين بيماران منفـي بـود       . شده بودند 

ــد و   ــم پوســتي ســاركوئيدوز بودن  مــورد 6فقــط داراي علائ

 بيمـار   13. علاوه بر علائم پوستي گرفتاري ريوي نيز داشتند       

 سال  59 تا   22طيف سني بيماران از     .  بيمار مرد بودند   7زن و   

 نفـر از بيمـاران سـابقه        17.  سـال بـود    36و متوسط سن آنهـا      

داشته و  ) بوسيله كورتون موضعي يا سيستميك    (درمان قبلي   

هاي مختلـف   ژنوم گونه .  بيمار قبلاً درمان نشده بودند     3فقط  

برداريهاي پوستي چه در    مايكوباكتريوم در هيچيك از نمونه    

بيماران ساركوئيدوز و چـه در گـروه شـاهد منفـي بـا روش               

PCR-RFLP         هـاي   شناسايي نگرديد، در حـالي كـه نمونـه

. سل پوستي بررسي شده همگي مثبت بودند

I9�

پاسخ گرانولومي در بيماري ساركوئيدوز احتمـالاً يـك          

تي به علت تشابها  . ژن خارجي است  پاسخ ايمني به يك آنتي    

كه در نماي بافت شناسـي بيمـاران مبـتلا بـه سـاركوئيدوز و               

هــا قبــل نقــش بيمــاران توبركولــوزي وجــود دارد، از مــدت

هـاي  احتمالي مايكوباكتريوم توبركولوزيس و  ديگـر گونـه        

مايكوباكتريــا در ايجــاد بيمــاري ســاركوئيدوز مطــرح بــوده 

دن اي از محققين احتمال قابل انتقال بو      حتي عده ). 1ـ3(است

PCRپس از معرفي تكنيـك      ). 4(اندبيماري را مطرح كرده   

ــط  ــال Kary Mulisتوس ــي در 1985  در س ــول بزرگ  تح

بـا  . ها و تعيين توالي آنها ايجـاد شـد        شناسايي ژنوم ارگانيسم  

PCR-RFLPتوجــه بــه حــساسيت و ويژگــي بــالاي روش 

نسبت به روشهاي قبلـي، اسـتفاده از ايـن تكنيـك جديـد در          

  يك   PCR-RFLP. د بحث مرسوم شده است    موضوع مور 

هـاي مختلـف    روش تكميلي است كه امكان شناسايي گونـه       

مايكوباكتريــــايي را بــــا انجــــام يــــك آزمــــايش مهيــــا  

 نمونه پوسـت    20انجام اين آزمايش بر روي      ). 9،8(نمايدمي

هـاي مـورد مطالعـه      بيماران ساركوئيدوز نشان داد كه نمونـه      

نتايج حاصل از اين مطالعـه      . تفاقد ژنوم مايكوباكتريايي اس   

ــايج حاصــل از مطالعــات انجــام شــده توســط    ــا نت همــسان ب

Vokurka و همكــــاران و نيــــز Thakker و همكــــاران 

هر چند بايد توجه داشت كه مطالعـات مختلـف          ). 6،5(است

ميزان آلـودگي بيمـاران سـاركوئيدوز را بـه مايكوبـاكتريوم            

ــا    ــين صــفر ت ــوزيس ب ــوزيس و غيرتوبركول ــشتاد توبوكول ه

). 7(انددرصد گزارش نموده

ــاركوئيدوز،    ــه س ــتلا ب ــاران مب ــافتي بيم ــه ب انتخــاب نمون

DNA و كيفيت DNA contaminationطراحي پرايمر، 

توانـد دلايلـي بـراي طيـف وسـيع نتـايج            استخراج شـده مـي    

مـا در  ايـن مطالعـه،        . بدست آمده از مطالعات مختلف باشد     

عـلاوه بـر تـابلوي بـاليني        هايي را انتخاب كـرديم  كـه         نمونه

هـاي بـاليني    بيمار و آزمون مانتوي منفي و رد ساير تشخيص        

 نيــز درلام آســيب شناســي بيمــار nakedمطــرح، گرانولــوم 

ــشاهده شــده باشــد   ــت بررســي اختــصاصي بــودن    . م جه

ــنش   ــابي، واكـ ــاي انتخـ ــويه PCRپرايمرهـ ــا سـ ــاي   بـ هـ

يي و  مايكوباكتريوم استاندارد موجود، ساير جنسهاي باكتريا     

  در   Blastافـزار   ژنوم انـساني انجـام شـد و همچنـين بـا نـرم             

Gene bankها نـشان  اين بررسي.  مورد بررسي قرار گرفت
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هـاي مايكوبـاكتريوم    داد كه پرايمرهاي انتخابي بـراي گونـه       

هاي ديگر اتـصال    كاملاً اختصاصي است و به ژنوم ارگانيسم      

.يابدنمي

  در   PCR آزمايش DNAجهت جلوگيري از آلودگي     

، يـك  Pre PCRدو فـضاي  (سه فضاي مجزا انجام گرفـت  

و از كنترلهــاي مثبــت و منفــي در هــر ) Post PCRفـضاي  

. استفاده شدPCRسري آزمايش 

ــن مطالعــه پرايمرهــاي     جهــت PCO4  و GH20در اي

ــت   ــي كيفي ــورد   DNAبررس ــت، م ــده از باف ــتخراج ش   اس

جفـت بـاز از     268اي به انـدازه     استفاده قرار گرفت كه قطعه    

در صـورت   ). 9،8 (كننـد ژنوم بتاگلوبين انساني را تكثير مـي      

  استخراج   DNAمشاهده نوار اختصاصي مربوط به اين ژن،        

  مايكوبــاكتريوم مناســب در نظــر PCRشــده جهــت انجــام 

. شودگرفته مي

هـاي مـورد    بعد از انجام تمام تمهيـدات فـوق، در نمونـه          

ــايي شنا ســـايي نـــشد و نقـــش مطالعـــه ژنـــوم مايكوباكتريـ

مايكوبـــــاكتريوم در پـــــاتوژنز ســـــاركوئيدوز تأييـــــد    

). 2تصوير شماره (نگرديد

لازم به ذكر است كه در مطالعاتي هـم كـه نتـايج مثبـت               

هـاي  گزارش شـده اسـت، طيـف وسـيعي از مايكوبـاكتريوم        

انـد كـه    توبركولوزيس و غيرتوبركولـوزيس شناسـايي شـده       

هــاي ونــهخــود ايــن طيــف وســيع ميكروبــي و تعــدد گ     

اي است كـه    مايكوباكتريايي دخيل در بيماري، برعليه نظريه     

يك يا چند ارگانيسم مـشخص را در پـاتوژنز بيمـاري مـؤثر             

هادخيل بودن چنين طيف وسيعي از مايكوباكتريوم      . داندمي

و همچنين متغير بودن اين طيف از بيماري به بيمـار ديگـر و               

اسـت كـه حـداقل    از تحقيقي به تحقيق ديگر، حـاكي از آن          

در حال حاضر در نظر گرفتن يك نقش ثابت و قطعي بـراي          

يك يا چند مايكوباكتريوم در اتيولوژي ساركوئيدوز نياز به         

ايـــن واقعيـــت كـــه بيمـــاران . هـــاي بيـــشتري داردبررســـي

ســاركوئيدوز كــه تحــت درمــان داروهــاي ســركوبگر قــرار 

 نشان  عفونت را ) فولمينانت(هاي برق آساي    گيرند، نشانه مي

دهند، نيز برعليه يك اتيولـوژي صـرفاً عفـوني  بيمـاري             نمي

).10-12(باشدمي

هـاي مختلـف    هاي ما در اين مطالعه نقش بين گونـه        يافته

ــد    ــاركوئيدوز تائي ــاري س ــاتوژنز بيم ــاكتريوم را در پ مايكوب

با اينكه پاتوژنز ايـن بيمـاري همچنـان نامـشخص           . نمايدنمي

وز نتيجـه نهـايي يـك پاسـخ         است، ولي احتمـالاً سـاركوئيد     

ژنهـاي  تواند بوسيله طيف وسيعي از آنتـي ايمني است كه مي   

رسـد ايـن طيـف وسـيع     خارجي شـروع شـود و بـه نظـر مـي          

ولي در نظر گرفتن    . تواند عوامل عفوني را نيز شامل شود      مي

صرفاً يك يا چند عامل عفوني در پاتوژنز بيماري، بـدون در      

ارجي، در ايـن مطالعـه تأييـد     ژنهاي خ ـ نظر گرفتن ساير آنتي   

در هر صورت نتيجه نهـايي ايـن پاسـخ ايمنـي تـشكيل              . نشد

نه درمان آنتـي  (گرانولوم بوده و درمان رايج ايمونوساپرسيو       

.جهت كنترل اين بيماري ضروري است) ميكروبيال

 �
	��/J � �e��

از همكـاري بخــش آســيب شناســي بيمارســتان رازي در  

. شود تشكر ميانجام اين طرح تحقيقاتي
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