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Abstract 
 

Background and purpose: Recent studies suggest that the viable but nonculturable (VBNC) 

bacteria could cause inflammatory diseases. The aim of this study was to detect and investigate the 

expression of nuc and rfbE genes in blood samples of patients with rheumatoid arthritis (RA). 

Materials and methods: In this experimental study, 102 blood samples were collected from 

patients with RA and universal and specific primers were designed. Then, the genome was extracted and 

PCR reaction was performed to confirm the presence of universal and specific genes. Finally, RT-Real 

Time PCR reaction was carried out to evaluate the expression of marker genes associated with VBNC 

bacteria. Data were grouped and analyzed descriptively. 

Results: PCR showed nuc and rfbE genes in 54 (52.9%) and 12 samples, respectively, while 

according to RT-Real Time PCR these genes were expressed in 80% of the blood samples of patients  
with RA. 

Conclusion: In current study, the VBNC state of Escherichia coli and Staphylococcus aureus 

were present in the blood samples of patients with RA. Accordingly, and due to the pathogenicity of 

VBNC bacteria, different diagnostic methods and treatments should be considered for RA. 
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  نـدراـــازنـــی مکــــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج
  )90- 96(    1401سال    مرداد    211شماره    سی و دوم دوره 

  91       1401، مرداد  211و دوم، شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                     دوره سی               

 گزارش کوتاه
 

اشریشیا  واستافیلوکک اورئوس  تصاصیهاي اخمارکربررسی 
  در خون بیماران مبتلا به آرتریت روماتوئید VBNC کولی

  
        2و1ظریفمنش زینب

        4و3عطایی رمضانعلی
        5شیريعلی غلامحسین

  6آراسته جواد
  چکیده

ها در و نقش آن Viable But Non Culturable(VBNC) هايدر زمینه وجود باکتري مطالعاتیاخیراً  و هدف: سابقه
در خون بیماران rfbE  و nucهاي ردیابی و بیان ژن با هدف هاي التهابی گزارش شده است. این مطالعه،ایجاد بیماري

  .، انجام پذیرفتآرتریت روماتوئید
 و دآوري شــنمونه خــون از بیمــاران مبــتلا بــه آرتریــت روماتوئیــد جمــع 102 در این مطالعه تجربی، ها:مواد و روش

و  PCR هــاي عمــومی و اختصاصــی، واکــنشپرایمرهاي عمومی و اختصاصی طراحی گردید. به منظــور تأییــد حضــور ژن
بندي گروه ،انجام شد. نتایج RT-Real Time PCR واکنش VBNC هايهاي معرف (مارکر) باکتريجهت بررسی بیان ژن

  ید.صورت توصیفی تحلیل گردو به
 درصد)، ژن اختصاصــی 9/52نمونه ( 102نمونه از  54نشان داد که در ، CR با rfbE و nuc ژننتایج بررسی دو  ها:یافته

nuc  مورد ژن اختصاصی 12و در rfbE  یافت شد. در حالی که با اســتفاده از روش پیشــرفتهRT-Real Time PCR RT-  در
  هاي خون بیماران بیان شدند.ها در نمونهدرصد موارد، این ژن 80

 در خــون بیمــاران آرتریــت VBNC اســتافیلوکک اورئــوسو  اشریشیا کــولیهاي ، حضور باکتريمطالعهتایج این ن استنتاج:
هــا در ایجــاد بیمــاري هاي مختلف و نقش احتمالی آنژن آنتی روماتوئید را نشان داد. بر این اساس و با توجه به تولید سوپر

 هــاياران مبتلا به آرتریــت روماتوئیــد، ضــرورت تجدیــدنظر در روشدر خون بیم VBNC هايوجود باکتري ،آرتریت روماتوئید
  نماید.زد می تشخیص و درمان این بیماري را گوش

  

  اشریشیا کولی، استافیلوکک اورئوس ، VBNC ،RT-Real Time PCRآرتریت روماتوئید،  واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
) یک Rheumatoid arthritisماتوئید (روتریت آر

ـــراد ست. م انامعلوژي تیولواتمیک با سیسري بیما مبتلا اف
ــدا     ازهیچ علامتی بــه ایــن بیمــاري، ممکــن اســت در ابت

  ري ین بیماایجاد اعلل ص خصو در .)1(هنددنن نشاد خو
  

 :ataee@bmsu.ac.ir E-mail ؛ataee216@gmail.comي   کاربردیشناسکروبیم قاتیمرکز تحق ،االله(عج)بقیه دانشگاه علوم پزشکی :تهران -رمضانعلی عطایی :مولف مسئول
 ایران ،(عج)، تهران االلهبقیه دانشگاه علوم پزشکی ،انستیتوي سم شناسی و سیستم بیولوژي، مرکز تحقیقات میکروب شناسی کاربردي، میکروب شناسی ارشد کارشناس .1
  ایران ،واحد مرکزي دانشگاه آزاد اسلامی، تهران .2
 ایران ،(عج)، تهران بقیه االله دانشگاه علوم پزشکی ،مرکز تحقیقات میکروب شناسی کاربردي، انستیتوي سم شناسی و سیستم بیولوژيی، دانشکده پزشکی، گروه میکروب شناس ،استاد .3
 ایران ،(عج)، تهران بقیه االله کمیته توسعه تحقیقات بالینی، دانشگاه علوم پزشکی استاد، .4
 ایران ،(عج)، تهران بقیه االله مرکز تحقیقات آسیب هاي شیمیایی، انستیتوي سم شناسی و سیستم بیولوژي، دانشگاه علوم پزشکی ،پزشکی گروه روماتولوژي، دانشکده ،استاد .5
 ایران ،، واحد تهران مرکز، دانشگاه آزاد اسلامی، تهرانبیولوژي گروه ،استادیار .6
 : 6/4/1401 تاریخ تصویب :             18/8/1400 حات :تاریخ ارجاع جهت اصلا            1/6/1400 تاریخ دریافت  
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و ارتبـــاط  ه اســـتیددگرح مطردي متعدهـــاي ريتئو
 اســتها با عوامل عفونی مورد توجه قــرار گرفتــه آرتروپاتی

. )2،3(شــودزیرا، منجر به فرم حاد آرتریت روماتوئید مــی
این در حالی است که تعیین اتیولوژي براي موارد مــزمن 

ي آرتریت روماتوئید از معضلات بیان شــده اســت، بیمار
هــاي ویژه زمانی که نتایج کشت باکتریولوژیک نمونهه ب

. بــا )4(خون و مایع مفصل بیماران منفــی گــزارش گــردد
هاي پیشرفته مولکــولی اتیولــوژي این حال، نتایج بررسی

هاي میکروبی را در ژنباکتریایی و نیز حضور سوپرآنتی
. )5،6(ل بیمــاران گــزارش نمــوده اســتخون و مایع مفص

این نتایج سوال مهمی را برانگیخته است. چــرا بــا وجــود 
هاي باکتري در نمونه خون و مایع مفصل بیمار در محیط

هــاي اخیــر وجــود  کنــد؟ در ســالشــده رشــد نمــیغنــی
ــاکتري ــی غیــر قابــل کشــت ب ــده ول   هــاي پــاتوژن زن

)Viable but non-culturable=VBNCد غــذایی) در مــوا 
. این حالت، وضعیتی است کــه در )7(گزارش شده است

 هاي زنده کــهها زنده هستند ولی برخلاف سلولآن باکتري
 دهنــد،هاي کشت تکثیر نموده و کلنی تشکیل مــیدرمحیط

هاي غنــی شــده و اســتاندارد را از توانایی رشد در محیط
 امــا هنــوز هــم داراي متابولیســم بیمــاري ،دست داده اند

قابــل کشــت بــودن،  بنابراین، ویژگــی غیــر .ی هستندزای
هــاي هــا بــا روشباعث اختلال در تشخیص این بــاکتري

هــاي ؛ کــه غیــر از باکتريشــودمــیباکتریولوژي معمول 
هــر حــال، بــراي  در. )8(بیماري زاي درون سلولی هستند

یــا چنــد بیومــارکر هاي مختلف یــک هر یک از باکتري
 به عنوان مثال ،شده است معرفی VBNCاختصاصی فرم 

ــه ــراي تشــخیص گون ــوم و ب ــی موری ــاي ســالمونلا تیف ه
، ژن رمز کننــده پــروتئین VBNCسالمونلا اینتریتیدیس 

PagC بــه همــین ترتیــب،)9(مورد استفاده قرار گرفته است . 
 VBNCهاي حالت  عنوان معرفبه rfbEو  nucهاي ژن

 اشریشــیا کــولیو  اســتافیلوکک اورئــوسهــاي ريبــاکت
. نظــر بــه ایــن کــه دو بــاکتري )11،10(گزارش شده است

هــاي کلاســیک بــوده و ژن آنتــی کننده سوپرفوق تولید
هــاي التهــابی گــزارش شــده ها در ایجاد بیمارينقش آن

هــاي ، ردیابی حضــور ایــن ژناین مطالعه با هدفاست. 
ــا ان و بیــان آندر خــون بیمــار VBNCمعــرف فــرم  هــا ب

  انجام گرفت. ،RT-Real Time PCRاستفاده از روش 
  

  ها مواد و روش
الــی  1397از فــروردین در این مطالعــه تجربــی کــه 

بیمــار مبــتلا بــه آرتریــت  102انجام گرفت،  1399اسفند 
ــه ــد مراجع ــاه رومــاتولوژي روماتوئی ــه درمانگ ــده ب کنن

وســط فــوق ت (عج) بقیه الاعظمفوق تخصصی بیمارستان 
تخصص روماتولوژي با رعایــت معیارهــاي لازم معرفــی 

رضــایت از همه بیمــاران انتخــاب شــده بــا . )12،13(شدند
 ،هــا بــه دو بخــشنمونــه. کامل، نمونه خون اخذ گردیــد

و بخــش دیگــر جهــت  DNAیک بخش براي استخراج 
  .تقسیم شدند RNAاستخراج 

ـــا اســـتفاده از تـــوالی ژن ـــاي طراحـــی پرایمـــر ب   ه
هاي اختصاصــی ، زوج پرایمرNCBIانس موجود در رفر

ـــــر ژن  ـــــراي تکثی ـــــوس nucب ـــــتافیلوکک اورئ    اس
5'-ATGGACGTGGCTTAGCGTAT-3' Forward  و
5'-GCGTTGTCTTCGCTCCAAAT-3' Reverese  و

ــــــریشیــــــــاش  rfbEژن  ــــــولــــــــا کـــــــ    یـــــ
5'-GCCCAGTTAGAACAAGCTGA-3' Forward  و

5'-CTTTCCTCTGCGGTCCTAGT-3 Revers طراحــی 
  و سنتز شدند.

  

  PCRو راه اندازي  DNAاستخراج 
ـــت  ـــا اســـتفاده از کی شـــرکت  DNAاســـتخراج ب

Maxcell  ــد. مطــابق دســتورالعمل ژنــوم اســتخراج گردی
ــاکتري ــابی ب ــاي ســپس جهــت ردی ــولیه و  اشریشــیا ک

بــا  PCRدر نمونــه خــون بیمــاران،  VBNC استافیلوکک
ــل  ــب ســیکل و بــه 40پروتک درجــه  72 و 58، 95ترتی

گراد براي دناتوراسیون، اتصــال و توســعه قطعــات سانتی
درصــد  2با ژل آگارز  PCRاندازي گردید. محصول راه
لکتروفورز اســتفاده شــد و و تحــت نــور اولت میلی 80و 

UV یک  باندهاي ایجاد شده مشاهده و یک نمونه از هر
  از باندها تعیین سکانس گردید.
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 زارش کوتاهگ
 

  Real Time PCRو انجام  RNAاستخراج 
 Maxcell ،RNAبــا اســتفاده از دســتورالعمل کیــت 

سنتز شــد. همچنــین، جهــت بررســی  cDNAاستخراج و 
هــا هاي مورد نظر هر یک از نمونــهمیزان و سطح بیان ژن

، از روش مولکولی Houskipingو مقایسه با ژن رفرانس 
RT-Real Time PCR  استفاده گردیــد. معیارهــاي ورود

پیشین  مطالعاتمنبطق بر  مطالعهروج بیماران در این و خ
بــا رعایــت اصــول  مطالعــهانجــام ایــن  .)12،13(بوده است

اخلاقی، و تأیید کمیتــه اخــلاق دانشــگاه علــوم پزشــکی 
 ،IR.BMSU.REC. 1396.9991(عج) به شــماره  االلهبقیه

  انجام شد.
  

  یافته ها و بحث
نفــر زن  73 نفر مــرد و 29بیمار ( 102در این مطالعه 

) کــه 12/57 ± 15/11معیــار با میــانگین ســنی و انحــراف
سال به آرتریت روماتوئید مبتلا بوده و مراجعه  5بیش از 

نمونــه خــون بیمــار  102مکرر داشتند، بررسی شــدند. از 
انجــام و بررســی شــدند. نتیجــه  RNAو  DNAاستخراج 

 RT-real timeو  PCRهــاي مولکــولی کــاربرد روش

PCR هــاي دیــابی و بیــان ژنبراي رnuc  وrfbE  کــه بــه
 اشریشیا کــولیو  استافیلوکک اورئوسترتیب مربوط به 

VBNC هــاي هستند، تعیین سکانس و مقایسه بــا تــرادف

 102نمونــه از  54در  nucرفرانس تأییــد گردیــد. وجــود ژن 
 28مــورد از  12را در rfbEدرصد)، و وجود ژن  9/52نمونه(
 16s rRNAکه با پرایمر عمــومی منتخبدرصد)  8/42نمونه(

  ).1 شماره تصویرتکثیر شده بودند نشان داده شد (
حــاکی از بیــان ایــن دو  RT-real time PCRنتایج 

آوري شده از بیمــاران هاي جمعژن در تمامی نمونه خون
مبتلا به آرتریت روماتوئید بود که مؤیــد وجــود ایــن دو 

ب، تکثیــر باشد. بــه ایــن ترتیــمی VBNCباکتري به فرم 
 مستقیم، متفاوت از بررسی بیــان ایــن PCRهاي هدف با ژن
چــه بوده است. چنان RT-real time PCRها با روش ژن

هــاي هــا بیــان ژندرصد نمونه 100گردد، در ملاحظه می
هــا بــا روش در حالی که تکثیر آن هدف رخ داده است.

PCR  معمولی تفاوت نشان داد. هر ساله بر تعداد بیماران
کــه طوريبه ،مبتلا به آرتریت روماتوئید افزوده می شود

درصد جمعیــت جهــان بــه ایــن  1در حال حاضر بیش از 
. به این ترتیب ضــرورت تحقیــق )14(بیماري مبتلا هستند

در خصوص تعیــین اتیولــوژي بیمــاري هــر روز افــزایش 
  ، طراحی و انجام گردید.مطالعهلذا، این  .یافته است

 حاکی از آن است که جمعیت مطالعاتنتایج برخی 
) به عنوان یک microbiomeمیکروبی دستگاه گوارش (

 هــايتواند بر تظاهرات بالینی بیمــاريعامل مهم محیطی می
  .)15(خود ایمن از جمله آرتریت روماتوئید نقش داشته باشد

 

  
 

  نشان داده شده است RT-real time PCRمعمولی و نیز با روش مولکولی پیشرفته  PCRصل از مقایسه آنالیز نهایی یافته هاي حا :1 شماره تصویر
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هاي پیشرفته این اساس ضرورت استفاده از تکنولوژي بر
ناپذیر شده است. از طرف دیگر، شواهد علمی و اجتناب

هاي تجربی حیوانی نقش میکروبیوتــا تأییدکننده درمدل
جا که در . از آن)16(را در ایجاد آرتریت نشان داده است

موارد مزمن آرتریت روماتوئید کشــت خــون یــا کشــت 
 فراوانــی مطالعــاتگردد. لذا، مایع مفصل منفی گزارش می

هــاي میکروبــی را در خــون و مــایع آنتی ژن وجود سوپر
. با این حــال، )17-20(تمفصل بیماران نشان داده شده اس

معلوم نیست به چه دلیل، جداسازي باکتري از خون ایــن 
 بیماران با شکست مواجه شده است. همچنین، معلــوم نیســت
به چه دلیل این بیماران علایم باکتریمی و سپتی ســمیک 

کلاســیک بــر آنتی دهند. همچنین، اثر سوپررا نشان نمی
 ماري آرتریتتولید فاکتورهاي تشخیص آزمایشگاهی بی

ــت ــده اس ــر ش ــد منتش ــی  VBNC. واژه )21(روماتوئی یعن
هاي کشــت اي که توانایی رشد در محیطهاي زندهسلول

اند در حالی که از نظر متابولیکی فعالیت را از دست داده
هاي مهارکننــده رشــد داشته و فقط قادر به تولید پروتئین

پدیده،  . بنابراین، درك این)22(کنندباکتري را تولید می
جــا کــه تري است. همچنــین از آننیازمند تحقیقات بیش

هاي عفونی، نه تنها در بیماري VBNCهاي تشخیص فرم

 هاي غذایی نیز از اهمیت زیــادي برخــورداربلکه در فراورده
هــا است. در نتیجه ضرورت تشــخیص ســریع و دقیــق آن

است. لــذا، بــه منظــور اعتبــار  مطالعاتیهاي جزء اولویت
موجود طراحــی  مطالعه ،گذشته مطالعاتبه نتایج  بخشی

 اســت، آن مطالعــههاي مهم ایــن . از یافته)23(و انجام شد
 هــدف هايمعمولی تنها درصدکمی از ژن PCRکه با روش 

گیــري از روش در حــالی کــه بــا بهــره ،قابل ردیابی بوده
RT-Real Time PCR  هــاي معــرف ردیــابی ژندرصــد

VBNC  .البته، این بدان معنی نیست که افزایش نشان داد
 موجــود VBNC هايتوان باکتريبیوتیک میمصرف آنتیبا 

در خون بیماران آرتریت روماتوئید را درمان کرد. زیرا، 
 در VBNCهــاي هاي مؤثر درمان باکتريیابی به روشدست
  باشد.تر میبیش مطالعاتهاي بالینی مستلزم انجام نمونه

  

  سپاسگزاري
 از واحد توسعه تحقیقات بالینی بیمارستان نویسندگان

(عج) و همچنین، از رئیس آزمایشگاه بیمارســتان  االلهبقیه
هــاي (عــج) و نیــز مســئولین مجموعــه آزمایشــگاه االلهبقیه

تشــکر و  (عــج) االلهتحقیقاتی دانشگاه علوم پزشکی بقیــه
  نمایند.قدردانی می
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