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  11/4/87 : پذیرش مقاله،10/1/87 :افت مقالهدری
Ø هاي نگهدارنده دندان و از دست رفتن  پریودنتیت یک بیماري عفونی شایع والتهابی است که باعث تخریب بافت :مقدمه

 از دهد که عفونت پریودنتال به طرز قابل توجهی باعث افزایش خطر ابتلا به بعضیهاي اخیر نشان می یافته.شوددندان می
پورفیروموناس  ها به ویژهاز مهمترین عوامل ایجاد عفونت در پریودنشیوم، باکتري. گرددهاي سیستمیک میبیماري

 از  Multiplex PCRرسد ها به نظر میهاي تشخیص باکتريدر بین روش.باشندژنژیوالیس و باکتروئیدس فورسیتوس می
  . توان چند نوع میکروارگانیسم را به طور همزمان با هم تشخیص داد میحساسیت و ویژگی بالایی برخوردار است با این روش

 Øسال، 24-69 مرد، دامنه سنی 27 زن، 34( بیمار مبتلا به پریودنتیت مزمن 61اي از نمونه پلاك زیر لثه :ها  مواد و روش 
که به بخش ) سال41ن سنی  سال، میانگی21-69 مرد، دامنه سنی 18 زن، 22( فرد سالم 40و )  سال43میانگین سنی 

ها  نمونه DNAسپس .پریودنتیکس دانشکده دندانپزشکی دانشگاه علوم پزشکی اصفهان مراجعه کرده بودند، گرفته شد
  .   انجام شدMultiplex PCRاستخراج و 

 Øلی که در هیچ از بیماران مبتلا به پریودنتیت مزمن تشخیص داده شد در حا % 50/52باکتروئیدس فورسیتوس : ها  یافته
از افراد سالم  % 40از بیماران مبتلا به پریودنتیت مزمن و  % 61/83سایت سالمی دیده نشد و پورفیروموناس ژنژیوالیس در 

  .)> p  05/0. (تشخیص داده شد
Øبه کمک: گیري  بحث و نتیجه Multiplex PCRتوان این دو باکتري را به صورت همزمان تشخیص دادو نتایج  می

با توجه به . دهد پورفیروموناس ژنژیوالیس از اهمیت بیشتري در ایجاد پریودنتیت مزمن برخوردار است آمده نشان میبدست 
هاي سیستمیک است تشخیص و درمان به موقع این بیماري این که بیماري پریودنتیت یکی از عوامل مستعد کننده بیماري

  .باشدحائز اهمیت می
 Øت، باکتري هاي بی هوازي گرم منفیپریودنتی :ها  کلید واژه  

  

 چكيده
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  مقدمه
پریودنتیت یک بیماري عفونی شایع والتهابی است که 

هاي نگهدارنده دندان و متعاقب آن شل باعث تخریب بافت
این بیماري با ). 2،1( شود شدن و از دست رفتن دندان می

هاي دهان اشکال مختلف بالینی از شیوع بالایی در بین بیماري
دهد که هاي اخیر نشان مییافته). 3(ن برخوردار است و دندا

عفونت پریودنتال به طرز قابل توجهی باعث افزایش خطر ابتلا 
 هاي قلبیهاي سیستمیک مانند بیماريبه بعضی از بیماري

 گرددعروقی، دیابت، زایمان زودرس و اختلالات تنفسی می
نشیوم، یکی از عوامل ایجاد عفونت در پریود). 8،7،6،5،4(

توان به هاي موجود میاز مهمترین باکتري. باشند ها میباکتري
اکتینوباسیلوس اکتینومیستم کومیتانس، ایکنلا کورودنس، 
پورفیروموناس ژنژیوالیس، باکتروئیدس فورسیتوس، پرووتلا 

در بین  ).9(اینترمدیا و فوزوباکتریوم نوکلئاتوم اشاره کرد 
ناس ژنژیوالیس و باکتروئیدس پورفیرومو هاي مذکور،باکتري

چندین  ).10(از اهمیت بیشتري برخوردار هستند  فورسیتوس
هاي موجود در پلاك وجود دارد که روش براي تشخیص باکتري

هاي بیوشیمیایی،کشت و شامل ایمنوفلئورسنت، الایزا، تست
استفاده از تکنیکی نظیر . باشندمی)PCR(هاي مولکولی روش

گیر و بودن حساسیت و ویژگی پائین، وقتکشت به دلیل دارا 
 به PCRامروزه از ). 11،3 (بودن مقرون به صرفه نیستگران

علت حساسیت و ویژگی بالاي آن و همچنین ذخیره در زمان، 
هاي اخیر در سال). 12(شود هزینه و نیروي انسانی استفاده می

ها براي  باکتري16S rRNAاز ژن  PCRجهت انجام 
شود توالی نوکلئوتیدي بعضی استفاده میهاتشخیص آن

هاي این ژن شدیداً حفاظت شده و سایر نواحی شدیداً قسمت
، ما قادر به تشخیص یک گونه PCRدر روش .متغیر است

 Multiplex که با استفاده از روشباکتري هستیم در حالی

PCR توان چند نوع میکروارگانیسم را به طور همزمان با می
از مزایاي روش مذکور صرفه جویی در . هم تشخیص داد 

هدف ما در مطالعه ). 13(هزینه، زمان و نیروي انسانی است 

حاضر بررسی شیوع پورفیروموناس ژنژیوالیس و باکتروئیدس 
فورسیتوس در بیماران مبتلا به پریودنتیت مزمن به وسیله 

  .است Multiplex PCRروش 

  مواد و روشها
 بیمار 61اي از لاك زیر لثهنمونه پ: جمعیت مورد مطالعه
 24-69 مرد، دامنه سنی 27 زن، 34(مبتلا به پریودنتیت مزمن 

 18 زن، 22( فرد سالم 40و )  سال43سال، میانگین سنی 
که به  ) سال41 سال، میانگین سنی 21-69مرد، دامنه سنی 

بخش پریودنتیکس دانشکده دندانپزشکی دانشگاه علوم پزشکی 
معیارهاي انتخاب افراد .  بودند، گرفته شداصفهان مراجعه کرده

  : عبارت بودند از
 بیشتر یا ١)PD( پروبینگ حضور یک سایت با عمق) الف

  متر  میلی6مساوي 
  عدم وجود بیماري سیستمیک ) ب
   ماه گذشته 6بیوتیک حداقل در عدم درمان با  آنتی) ج
   )2GI = 2-3(اي بالا ایندکس لثه) خ
  وجود التهاب ) ح
  . متر عمق میلی3خونریزي بعد از پروبینگ بیشتر از ) ي

اي، یک بعد از برداشت پلاك فوق لثه:آوري نمونه جمع
کورت استریل پریودنتال به داخل پاکت پریودنتال مورد بررسی 

اي با یک حرکت ضربه اي به آرامی فرو برده و از پلاك زیر لثه
اپندروف حاوي هاي پلاك به لوله نمونه). 14(شد برداشته می

انتقال داده و سپس توسط ورتکس  TE3  میکرولیتر بافر500
ها تا قبل از آزمایشات بعدي در فریزر هموژن گردید و نمونه

  . گراد ذخیره شدند درجه سانتی-70
به وسیله DNA : هاي پلاك از نمونهDNAاستخراج 

ها را در ابتدا نمونه.کلروفرم استخراج گردید -روش فنل 
 دقیقه قرار دادیم سپس 3به مدت  g 8000یفیوژ با دورسانتر

اضافه % SDS 10  حجم آن 10/1مایع رویی را برداشته و به 
                                                
1. Probing depth 
2. Gingival Index 
3. 10 mM Tris-hydrochloride, 1 mM EDTA, pH 8 
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 30گراد به مدت  درجه سانتی37نمودیم و آن را در انکوباتور 
کلروفرم اضافه -به هر نمونه سه مرتبه فنل. دقیقه گذاشتیم

 5/0و  با استات سدیم DNAنمودیم و بعد از رسوب دادن
شسته و % 70را با اتانل  DNAمیلی لیتر اتانل مطلق سرد، 

  میکرولیتر بافر30-50بعد از خشک نمودن رسوب، آن را در 

TE گراد ذخیره کردیم درجه سانتی-20 حل کرده و در دماي.  
 جهت تشخیص Multiplex PCRآنالیز : تهیه پرایمر

ا استفاده پورفیروموناس ژنژیوالیس و باکتروئیدس فورسیتوس ب
 انجام 1 قبلاً توسط ترن و رودنی16S rRNAاز پرایمرهاي ژن 

 ). 15(شد 

 براي  )bp2(  جفت باز745طول محصول مورد نظر 
 جفت باز براي پورفیروموناس 197باکتروئیدس فورسیتوس و 

  . ژنژیوالیس است
  :توالی نوکلئوتیدهاي پرایمرهاي انتخاب شده عبارتند از 

  :تص به گونه باکتروئیدس فورسیتوسخپرایمر پیش رو م
5′-TAC AGGGGA ATA AAA TGA GAT ACG-3′  
  :پرایمر پیش رو مختص به گونه پورفیروموناس ژنژیوالیس

5′-TGT AGA TGA CTG ATG GTG AAAACC-3′  
  :پرایمر معکوس حفاظت شده

5′-ACG TCA TCC CCA CCT TCC TC-3′ 
Multiplex PCR  با پرایمرهاي مختص به گونه و

  : 6S rRNAحفاظت شده ژن
   حجم محلولMultiplex PCRدر هر واکنش 

master mix50  واحد آنزیم5 میکرولیتر متشکل از  Taq 
DNAپلی مراز ، بافر  PCR1   با غلظتX ،Mg cl2    با
 میلی 5/0 از هر کدام Mixed dNTPمولار،  میلی2غلظت 

سیتوس مولار، پرایمر پیش رو مختص به گونه باکتروئیدس فور
 پیکومول ، پرایمر 5/12و پورفیروموناس ژنژیوالیس از هر کدام 

 5 پیکومول و 16S rRNA،  25معکوس حفاظت شده از ژن 
 الگو، سپس با اضافه کردن آب دو بار DNA میکرولیتر از

آمپلی فیکیشن در . میکرولیتر رساندیم50تقطیر حجم را به 
  . انجام گرفت3 ترموسایکلردستگاه 

 دقیقه دناتوره 5 به مدت C 95°  ابتدا در دمايهانمونه
 به مدت C 94°شدندسپس یک مرحله دناتوراسیون در دماي 

 45 به مدت C 59° دقیقه، مرحله اتصال پرایمرها در دماي 1
 به مدت C 72°ثانیه و مرحله گستردگی پرایمرها در دماي 

 سیکل ودر نهابت یک مرحله 34 ثانیه به تعداد 30 دقیقه و یک
در هر آزمایشی . دقیقه انجام شد2 به مدتC72° گستردگی

 از آب دیونیزه DNA  یک لوله جهت کنترل منفی که به جاي
 استخراج شده از DNAو یک لوله جهت کنترل مثبت با 

هاي استاندارد دو باکتري باکتروئیدس فورسیتوس سویه
TRG و پورفیروموناس ژنژیوالیسATCC 33277 استفاده 
  .شد

آمپلیکون ها  :Multiplex PCRورز بعد از انجام الکتروف
 V/cm4 به وسیله الکتروفورز Multiplex PCR ي حاصل از

 در ژل PCR میکرولیتر محصول 10با استفاده از    TBEبافر
  حاوي) ساخت شرکت فرمنتاس(  درصد 1 /2آگارز
ml/µg 5/0از یک مارکر. اتیدیوم بروماید مشخص شدندbp 

ها استفاده شدو متعاقب مولکولی نمونه جهت بررسی وزن 100
 300 در زیر نور اولترا ویوله با طول موج DNAآن باندهاي 

  .نانومتر مشاهده گردید
 1          آنالیز آماري

اسکوئر جهت وجود باکتروئیدس فورسیتوس از تست کاي
و پورفیروموناس ژنژیوالیس در بیماران مبتلا به پریودنتیت 

  . )> p  05/0. (استفاده شدمزمن و افراد سالم 

  یافته ها
توزیع . شیوع دو باکتري براي هر فرد بررسی گردید

باکتروئیدس .پریودنتوپاتوژن در افراد سالم و بیمار متفاوت بود
از بیماران مبتلا به پریودنتیت مزمن % 50/52فورسیتوس در

تشخیص داده شد، در حالی که در هیچ سایت سالمی دیده نشد 

                                                
1. Tran and Rudney 
2. Base pair 
3. Eppendrof master cycler personal 
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از بیماران مبتلا % 61/83رفیروموناس ژنژیوالیس در ،همچنین پو
  . از افراد سالم تشخیص داده شد% 40به پریودنتیت مزمن و 

داري بین گروه هاي سالم و در این مطالعه ،تفاوت معنی
داري بین مردان و نیز همچنین تفاوت معنی ) >40/0p( بیمار

اس ارتباط بین شیوع پورفیرومون .و زنان مشاهده نگردید
ژنژیوالیس وباکتروئیدس فورسیتوس با جنس در بیماران مبتلا 
به پریودنتیت مزمن طبق آزمون دقیق فیشر جهت بررسی 

 باکتروئیدس فورسیتوس و) >26/0p (پورفیروموناس ژنژیوالیس
)33/0p<( شیوع پریودنتیت در مردان نسبت .دار نیستمعنی 

یتوس و  باکتروئیدس فورسDNAتشخیص. به زنان بیشتر بود
 1پورفیروموناس ژنژیوالیس در ژل آگارز الکتروفورز در شکل 

  .نشان داده شده است

  
 ;13چاهک)  جفت باز197 و 745( ، کنترل مثبت 1 چاهک-1شکل

هایی هستند که مثبت  نمونه6،7،8،9،10، 5،6، 2،3،4; کنترل منفی
  .هاي منفی هستندها نمونهشدندو سایر خانه

  
   گیري بحث و نتیجه

اي را ترکیبی مطالعات میکروبیولوژي پلاك زیر لثه
 گونه باکتري 500و بالغ بر کمپلکس و متنوع نشان داده

تحقیقات انجام  ).11( اندمختلف در بافت دهان شناسایی نموده
هاي مختلف بیانگر این مطلب هستند شده بر روي اثرات درمان

گردند ا میههایی که منجر به توقف یا حذف باکتري که درمان
گردد بنابراین هاي کلینیکی میمنجر به بهبود پاسخ به درمان

هاي هاي میکروب شناسی جهت تشخیص باکتريبررسی
زاي پریودنتال ممکن است سبب تسریع و تسهیل درمان بیماري
در تحقیقی که بر روي ارتباط باکتروئیدس  ).12( گردد

ري پریودنتال فورسیتوس و پورفیروموناس ژنژیوالیس با بیما
ها در افراد سالم از صورت گرفت نشان دادند که حضور باکتري

پس .نظر پریودنتیت در مقایسه با افراد بیمار بسیار کمتر است
هاي  ها ممکن است پاتوژنپیشنهاد کردند که این باکتري

اما برخی مطالعات که در کشورهاي در  )16( اگزوژن باشند
ه بیماري کمتر تحت تاثیر  جائی که تاریخچ-حال توسعه 

عوامل خارجی مانند مصرف آنتی بیوتیک و معاینات مرتب 
 در این زمینه انجام گرفته وجود -گیردبهداشت دهان قرار می

هاي پریودنتال در افراد بدون علائم بالینی بیماري را پاتوژن
 در مطالعه اي که توسط. )20،19،18،17( گزارش نموده اند

Eick و همکارانش انجام گرفت شیوع پورفیروموناس ژنژیوالیس
اي بیماران هاي زیر لثهو باکتروئیدس فورسیتوس در پلاك

 و 1ژاندرتحقیق  .)21 (بود %80و %76مبتلا به پریودنتیت 
 درصد پلاك 5/91همکارانش پورفیروموناس ژنژیوالیس از 
و  2سوکرانسکی  ).22(دندان مبتلایان به پریودنتیت جدا شد

همکارانش شیوع پورفیروموناس ژنژیوالیس و باکتروئیدس 
هاي مختلف پریودنتال بیمار، هاي با عمقفورسیتوس در پاکت

را بررسی و مشاهده کردند پورفیروموناس ژنژیوالیس و 
-هاي عمیق نسبت به پاکتباکتروئیدس فورسیتوس در پاکت

، 3کاندراس ).23(شوند هاي سطحی بیشتر یافت می
مبتلایان به پریودنتیت  % 9/28روئیدس فورسیتوس را در باکت

جدا کرد که نسبت به سایر مطالعات انجام گرفته از شیوع 
 و همکارانش پیشنهاد 4 زامبون).24(پائینی برخوردار است 

کردند پورفیروموناس ژنژیوالیس و باکتروئیدس فورسیتوس 
ختلف تحقیقات م ).25(ارتباط قوي با شدت پریودنتیت دارند 

گزارش کردند که بین عمق پاکت و افزایش تعداد 

                                                
1. Zhan & et al  3. Conrads 
2. Socransky  & et al 4. Zambon & et al 
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پورفیروموناس ژنژیوالیس و باکتروئیدس فورسیتوس ارتباط 
هاي فوق داري نقش وجود داردو پیشنهاد کردند که باکتري
برخی از  ).28،27،26( اتیولوژیک در پیشرفت پریودنیت دارند

نتایج  ).30،29( تحقیقات نیز هیچ گونه ارتباطی پیدا نکردند
دهد که پورفیروموناس ژنژیوالیس حاصل از تحقیق ما نشان می

نسبت به باکتروئیدس فورسیتوس از اهمیت بیشتري در ایجاد 
با توجه به این که بیماري .باشدپریودنتیت مزمن برخوردار می

پریودنتیت یکی از عوامل مستعد کننده بیماري هاي 
بیماري حائز سیستمیک است تشخیص و درمان به موقع این 

کاربرد پارامترهاي بالینی در انتخاب سایت . اهمیت می باشد
نمونه گیري به ویژه اندازه گیري عمق پروب باعث افزایش 
احتمال تشخیص پورفیروموناس ژنژیوالیس و باکتروئیدس 

همچنین انتخاب سایت نمونه گیري بر .فورسیتوس می گردد
نریزي بعد از اساس از دست رفتن سطح اتصال بالینی و خو

پروبینگ نیز احتمالاً باعث افزایش تشخیص دو باکتري فوق 
این مطالعه می تواند اساس و پایه اي براي ادامه مطالعاتی .گردد

جهت تشخیص سایر فاکتورهایی که ممکن است باعث شروع یا 
 Multiplex به کمک .پیشرفت بیماري پریودنتال گردد باشد

PCRا به صورت همزمان تشخیص توان این دو باکتري ر می
دهد پورفیروموناس ژنژیوالیس دادو نتایج بدست آمده نشان می

با . از اهمیت بیشتري در ایجاد پریودنتیت مزمن برخوردار است 
توجه به این که بیماري پریودنتیت یکی از عوامل مستعد کننده 

هاي سیستمیک است تشخیص و درمان به موقع این بیماري
  .باشدهمیت میبیماري حائز ا

  تشکر و قدردانی
شناسی دانشکده پزشکی و  بدین وسیله از بخش میکروب

از بخش پریودنتیکس دانشکده دندانپزشکی دانشگاه علوم 
  .نماییم پزشکی اصفهان صمیمانه تشکر می
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