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Abstract Article Info 
Background and Aims: Periodontitis is a common and inflammatory infectious disease that causes damage 
to the tissues supporting the tooth and consequent tooth loss. Periodontal disease is a multimicrobial and 
multifactorial disease and important anaerobic bacteria are involved in periodontal infection. TGF-1β is one 
of the growth factors and anti-inflammatory cytokines that play a crucial role in the repair of periodontal 
lesions. The aim of this study was to evaluate Tetra Arms-PCR with high sensitivity and specificity, which 
can be used to evaluate the genomic polymorphism among oral samples and show the relationship between 
TGF-1β and periodontal disease. 
Materials and Methods: The present study was a case-control study in the periodontology department of 
Kerman Dental School. Sampling was done from 100 samples including 50 healthy individuals and 50 
patients with microbial periodontal infection. Genotype was analyzed using DNA extracted from the blood 
of patients by PCR -ARMs-Tetra to determine the relationship between TGF-1β genomic polymorphism 
and periodontitis. Statistical analysis was performed with SPSS19 software and one-way ANOVA. 
Results: The samples were culture positive, therefore, more than 65% of the isolated bacteria were anaerobic 
which included: Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium, Peptostreptococcus anaerobic. The results of 
Tetra PCR ARMs after sequence frequency were genotype CC allele (25%), CT allele (20%), TT allele 
(5%). Percentage of control group were CC allele (20%), CT allele (24%), and TT allele (6%). The frequency 
of C and T alleles in the patient group was 70% and 30%, and in the control group 63% and 37%, respectively 
with no significant difference between two groups (P=0.83). 
Conclusion: According to the results of this study and the application of anaerobic conditions, forced 
anaerobic bacteria can be isolated from clinical specimens of oral infections and by Tetra Arms-PCR no 
significant relationship between TGF-1β genomic polymorphism and periodontitis was observed. In 
addition, therer was no significant difference in the frequency of alleles and genotypes between the control 
and patient groups. 
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  پژوهشيمقاله                                )١٤٠٠ خرداد ،٥مقاله ، ٣٤و خدمات بهداشتي، درماني تهران (دوره مجله دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي 

٢ 

 
  ژنوميهوازي بيماران پريودنتيت و ارتباط آن با پلي مورفيسم هاي بيبررسي پاتوژن

 TGF-1β (فاكتور انتقال رشد)با روش Tetra Arms-PCR  

  
  ،*٥كيومرث اميني ،٤الهام استبرقي ،٣مژگان سرابي نوبخت ،٢، مجيد صادق پور١نوشين خندان دزفولي

  ايران سيرجان، دانشگاه آزاد اسلامي واحد سيرجان، پايه، علوم دانشكده ميكروبيولوژي، گروه آموزشي استاديار -١
  ايران ،تهران ،علوم و تحقيقاتواحد  ،دانشگاه آزاد اسلامي ،هاي همگراعلوم و فناوري دانشكده ،بيولوژي گروه آموزشي كارشناسي ارشد ميكروبيولوژي، -٢
  ايران سيرجان، واحد سيرجان، ،دانشگاه آزاد اسلامي پايه، علوم دانشكده ميكروبيولوژي، آموزشي گروه كارشناسي ارشد ميكروبيولوژي، -٣
   رانيكرمان، ا ،علوم پزشكي كرماندانشگاه  ،دندانپزشكيدانشكده  ،دانشجوي دندانپزشكي -٤
   ايران ساوه، ساوه، واحد اسلامي، آزاد دانشگاه پايه، علوم دانشكده ميكروبيولوژي، گروه آموزشي دانشيار -*٥

  
  اطلاعات مقاله  چكيده

 نگهدارنده هايبافت تخريب باعث كه است التهابي و شايع عفوني بيماري يك پريودنتيت :زمينه و هدف

هاي باكتري و بودهعاملي  ندميكروبي و چ چند پريودنتال، بيماري .شودمي دندان رفتن دست زا آن متعاقب و دندان
ايتوكاين ضد التهابي است س و يكي ازفاكتورهاي رشد TGF-1β. عفونت پريودنتيت نقش دارند در هوازيمهم بي

  روش هدف از اين مطالعه استفاده از ترميم ضايعات پريودنتال نقش تعيين كننده دارد. در كه
Tetra Arms-PCR  هاي دهاني وبين نمونه ژنومي در پلي مورفيسم براي بررسي حساسيت و ويژگي بالابا 

  .بود و بيماري پريودنتال TGF-1βبين  ارتباط نشان دادن
كي كرمان دانشكده دندانپزش پريودنتولوژي بخش در شاهديدي مور به صورت حاضر مطالعه روش بررسي:

گيري  ل ميكروبي نمونهنفر مبتلا به عفونت پريودنتا ٥٠نفر سالم و ٥٠شامل  نفر نمونه ١٠٠ از بين انجام شد.
بررسي Tetra Arms-PCR روش باستخراج شده از خون افراد بيمار ا DNAبا استفاده از  ژنوتايپ گرفت. صورت

  ماري باآناليز آ .گرددبيماري پريودنتيت مشخص  و ١β-TGFتا ارتباط بين پلي مورفيسم ژنوميشد 
  .شد انجام (one way Anova)طرفه  يك ANOVAو با روش  SPSS19نرم افزار 

 بود.هوازي مطلق هاي جدا شده بياز باكتري %٦٥بيش از  و بوده ها كشت مثبتتمامي نمونه ها:يافته
نتايج حاصل بود.  هوازيوتلا بيه وپر ،پپتواسترپتوكوك فوزوباكتريوم، پورفيروموناس، :حاصله شاملهاي باكتري

 درصدبود.   TT)٥%، ( CT)٢٠%، ( CC%)٢٥(فراواني ژنوتيپ  گپس از انجام سكانسين  Tetra Arms-PCRاز 
و در گروه  %٣٠ و %٧٠بيماردر گروه  T و C هاي  فراواني آللو   TT)٦%، (CT) ٢٤%، ( CC)%٢٠( كنترل گروه

  ).=٨٣/٠P( بين دو گروه نبودداري تفاوت معنيبود كه  %٣٧ و %٦٣كنترل
هوازي اجباري را هاي بيباكتري هوازي،با توجه به نتايج اين مطالعه و بكارگيري شرايط بي گيري: نتيجه

مشاهده گرديد كه  Tetra Arms-PCRبا انجام  هاي حفره دهان جدا كرد وهاي باليني عفونتتوان از نمونهمي
نيز داري تفاوت معني شت وندا بيماري پريودنتيت وجود و  TGF-1βمورفيسم ژنومي بين پلي  دارييارتباط معن

  .مشاهده نشدكنترل و بيمار ها در بين دو گروه ها و ژنوتيپدر فراواني آلل

  نوع مقاله:
  پژوهشيمقاله 

  ١٧/٠٦/٩٩وصول: 
  ١٥/٠٣/٤٠٠اصلاح نهايي: 
  ٢٢/٠٣/٤٠٠تأييد چاپ: 

  نويسنده مسوول:
  كيومرث اميني

  
 ،پايه علوم دانشكده ميكروبيولوژي، گروه آموزشي

  ايران ساوه، اسلامي، آزاد دانشگاه ساوه، واحد
  

(Email: dr_kumarss_amini@yahoo.com)  

   تترا آرمز پي سي آر ،هوازيي بيهاپاتوژن پريودنتال، ها:كليد واژه

  مجله دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، درماني تهران
  ١٤٠٠، ٥مقاله ، ٣٤دوره 
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  و همكاران نوشين خندان دزفولي                     ...  β1-TGF بيماران پريودنتيت و ارتباط آن با پلي مورفيسم ژنومي هوازيهاي بيبررسي پاتوژن

٣ 

  مقدمه
هاي لثه است كه سبب بروز ) از بيماريپريودنتيت( پريودنتالبيماري 

هاي توسط ميكروارگانيسمو  استدندان  كننده حمايت هايالتهابي بافت

شود و با تخريب وسيع ها ايجاد ميخاص يا گروهي از ميكروارگانيسم

  همراه تشكيل پاكت و استخوان آلوئولار به ليگامان پريودنتال

از جمله . شودلثه و يا هر دو مشخص مي تحليل، پريودنتال دنداني

تخريب نقش دارند در فرآيند ايجاد  ي كههاي مهمميكروارگانيسم

 التهابي و شايع عفوني بيماري هوازي دهاني هستند. اينهاي بيباكتري

 و شدن شل آن متعاقب و دندان نگهدارنده هايبافت تخريب باعث كه

  .)١،٢( شودمي دندان رفتن دست از

 دهان هايبيماري بين در باليني مختلف حالات با مهم بيماري اين

   طرز به پريودنتال عفونت. )٣( است برخوردار بالايي شيوع از دندان و

 سيستميك هايبيماري از بعضي به ابتلا خطر افزايش باعث توجهي قابل

 اختلالات و زودرس زايمان ديابت، قلبي عروقي، هايبيماري مانند

 مستقيم طور به هم دندان جرم و پلاك هاي. باكتري)٤( گرددمي تنفسي

 اثر د.دارن نقش پريودنتال هايبافت تخريب روند در مستقيم غير هم و

 سركوب عوامل بروز پروتئوليتيك و هايترشح آنزيم صورت به مستقيم

 هاميكروب پاتوژن عوامل مستقيم غير اثر در ولي باشدمي ايمني كننده

 منجر كه شده ميزبان ايمني پاسخ تحريك باعث ساكاريد پلي ليپو مانند

 تحليل و همبند بافت تجزيه التهابي، پيش هايسيتوكين سنتز تحريك به

  .)٥( شودمي استخوان

 هايپاسخ تنظيم در كه باشندمي پپتيدي هايميانجي هاسيتوكين

 عوامل مقابل در ترميمي هايپاسخ و سيستميك التهابي، ايمنولوژيكي،

 ممانعت به صورت يا و هاسلول تمايز و تحريك تكثير صورت به مهاجم

هاي موجود در باكتري .)٦( كنندمي دخالت هاسلول تمايز و تكثير از

آن كنند و موجب التهاب محيط دهان، بافت پيرامون دندان را عفوني مي

پروتلا ملانينو  پروتلا اينترمديا، پورفايروموناس جينجيواليس،شوند. مي

هاي باشند كه با روشها ميفوزوباكتريوم نوكلئاتوم از اين باكتري جنيكا،

  .)٧( بيوشيميايي قابل شناسايي و تشخيص هستند

عفونت و التهاب ايجاد شده در ادامه منجر به بيماري پريودنتال 

دليل عدم رعايت بهداشت دهان و دندان  ههايي كه بباكتريشود. مي

مانند، منجر به تشكيل ها باقي ميبراي مدتي طولاني بر روي دندان

اي سخت شوند كه با گذشت زمان به لايهنام پلاك دنداني مي هاي بلايه

تدريج به فضاي زير لثه  ه. اين تشكيلات ب)٨( شوندتبديل مي جرمنام هب

هاي معمولي ها از طريق روشيابند كه پاكسازي آنمي گسترش

بهداشتي دشوار است و بايد توسط دندانپزشك برداشته شوند تا از بروز و 

  .)٩( پيشرفت بيماري پريودنتال پيشگيري شود

درد لثه  خونريزي و احساس درد لثه در اثر لمس،، تورم و قرمزي لثه

وي نامطبوع دهان ب ،حساسيت دندان لقي دندان، هنگام عمل جويدن،

  تحليل لثه و نمايان شدن بخشي از تاج و ريشه كه بايد هاليتوزيس،يا

احساس تغيير در جفت شدن  ،استطور معمول توسط لثه پوشانده شده ه ب

 جفت شدن پروتزهاي دنداني هاي بالا و پايين، احساس تغيير دردندان

توانند خطر بروز بيماري . برخي عوامل مياز علايم اين بيماري هستند

عدم رعايت  ،ديابت كشيدن سيگار، :پريودنتال را افزايش دهند از جمله

ها، اختلالات نظمي دندانبي ت،استرس، وراث بهداشت دهان و دندان،

دندان، خشكي دهان كه دلايل متعدد  ننقص در پركرد ايمني مانند ايدز،

تغييرات  هاي دنداني نامناسب وبريج دارد از جمله مصرف برخي داروها،

 است هاي ضد بارداريهورموني در زنان مانند حاملگي يا مصرف قرص

)١٠،١١(.  

عاملي  ميكروبي و چند هاي چندهاي پريودنتال، بيماريبيماري

هستند و فاكتورهاي زيادي در ميزبان در تعيين حساسيت افراد به بيماري 

هاي پريودنتال و ميزبان معمولاً ارتباط بين ميكروب .نقش دارند

هاي هاي خاص باكتريايي در فضايخيم است، اما زماني كه گونهخوش

است سبب التهاب و تخريب كنند، ممكن حد رشد مي از اي بيشلثه زير

پريودنتال همراه با از دست رفتن اتصال دندان و از دست رفتن استخوان 

   .)١٢( شود

دهند، هاي پريودنتال عفونت واقعي پريودنتال را نشان مياكثر پاتوژن

سفره در محيط پريودنتال  هاي باكتريايي كه عضو فلور همبرخي گونه

اي خاص استرپتوكوكوس و هها، گونههستند (اكتينومايست

طلبي را در صورت اختلال هاي فرصتتوانند عفونتاستافيلوكوكوس) مي

   .)١٣( در اكوسيستم ايجاد كنند

 )هموفيلوس( شدت با حضور آكتينوباسيلوسپريودنتيت موضعي به

كاپنوسيتوفاگا و ايكنلا كورودنس مرتبط اكتينومايستوما كاميتانس و 

ترپونما  هاي پريودنتال مورد ترديد، ترپونما دنتيكولا،ديگر پاتوژن است.

، فوزوباكتريوم نوكلئاتوم، پرووتلا اينترمديا، كمپيلوباكتر ركتوس، فورسيتيا

ايكنلا كوررودنس، پپتواسترپتوكوكوس ميكروس و گونه سلنوموناس 
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  پژوهشيقاله م                               )١٤٠٠ خرداد ،٥مقاله ، ٣٤و خدمات بهداشتي، درماني تهران (دوره مجله دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي 

٤ 

هاي ايزوله شده از قوي براي ديگر باكتريشواهد نسبتاً  .هستند

اي مانند پرووتلا اينترمديا، پرووتلا نيگرسنس، ميكروبيوتاي زيرلثه

كمپيلوباكتر ركتوس، پپتواسترپتوكوكوس ميكروس، فوزوباكتريوم 

هاي مختلف مثل ترپونما نوكلئاتوم، يوباكتريوم نودانوم و اسپيروكت

 ها كمتر شناختهه نقش اتيولوژي آناگرچ .شده است آوري دنتيكولا جمع

  عنوان عفونت  بنابراين بيماري پريودنتال ممكن است به. شده است

به هاي پلاك و جرم هم ميكروب .ميكروبي در نظر گرفته شود چند

هاي پريودنتال نقش بافت سلامتمستقيم و هم غيرمستقيم در  صورت

مل سركوب كننده ايمني هاي پروتئوليتيك و بروز عوادارند. ترشح آنزيم

  .)١٣،١٤( است هااثر مستقيم آن

TGF-1β (Transforming growth factor beta) يكي از 

: هاي التهابي مانندد سايتوكاينيضد التهابي است كه تول فاكتورهاي رشد

1-IL  12و IL- و  TNFαاثر ميتوژنيك، را مهارIL2 هاي بر سلول Bو 

T  كندار ميهاي اندوتليال را مهها به سلولچسبيدگي لكوسيتو را خنثي 

)١٥(.   

 Transforming growth factor) فاكتور رشد تغييردهنده بتا

beta) ندهفاكتورهاي رشد تغييرده كه به كاره استدچن ك سيتوكيني 

ديگر را  گذاري ياخته ايزوفرم و چندين پروتئين نشانه ٤تعلق دارد و 

  شوند. فاكتور رشد ترشح مي توسط گلبول سفيدو شود شامل مي

شده و يك  دهنده بتا پس از فعال شدن، با فاكتورهاي ديگر تركيب تغيير

گيرنده فاكتور رشد  دهد كه باكمپلكس سرين/ترئونين كيناز تشكيل مي

 .دارد ٢و نوع  ١دو زير واحدِ نوع  شده كهتركيب  دهنده بتا تغيير

اي اصلي اين يكي از كاره. دكننهم اين مولكول را ترشح مي ماكروفاژها

است. علاوه بر اين،  ويژه در رودهپروتئين، تنظيم فرايندهاي التهابي، به

يگر كارهاي اين از د و تمايز ياخته بنيادي  Tهايتمايز و تنظيم لنفوسيت

   .پروتئين است

ريكس خواص مكانيكي و رسوب مات TGF-1βعلاوه بر اين 

هاي ليگامان پريودنتال پروليفراسيون سلولبر  استخواني را كنترل نموده

   ).١٦( ثر استؤاي مهاي لثهو فيبروبلاست

 ايدر ترميم ضايعات پريودنتال نقش تعيين كننده  TGF-1βبنابراين

 در بافت پريودنشيم TGF-1β مانند هاسايتوكاين اينكه به نظر با دارد.

(Periodontium)، سلولي عملكرد كنترل در هبود ايمني سيستم جزء  

 غلظت و حضور. دارند كليدي نقش بيماري و سلامت حالت دو هر در

 تشخيص براي عنوان شاخصي به تواندمي ايلثه شيار مايع در هاآن

 عطف نقطه امروزه بنابراين گيرد، قرار استفاده مورد پريودنتال هايبيمار

   .)١٧،١٨( اندگرفته قرار تحقيقات از بسياري

 GCF (Human Gingival Crevicularدر  TGF-1β سطح

Fluid) مستقيم ا آن رابطهثر و بؤروند ايجاد بيماري پريودنتال م دنبالبه 

 هدف از اين مطالعه، شناسايي پلي مورفيسم ژني دارد.

 TGF-1β با روش پريودنتيت هوازي عاملپاتوژني بيدر عفونت   

Tertra-Armes-PCR .بود  

  

  بررسيروش 
 باو  شاهدي -مورد به صورت حاضر تحقيق نمونه:جمع آوري 

 نپزشكيدانشكده دندا پريودونتولوژي بخش در آگاهانه كتبي نامهترضاي

افراد مورد  .انجام گرفت ٩٨تا زمستان  ٩٨در محدوده زماني بهار  كرمان

اين ترتيب  مطالعه با در نظر گرفتن معيار ورود و خروج انتخاب شدند به

ند و هاي سيستميك بودبدون علايم با ساير بيماريكه بيماراني كه 

  بودند انتخاب شدند.  ننمودهماه گذشته آنتي بيوتيك مصرف  ٦حداقل در 

ميلي متر و  ٦همچنين بيماراني كه در ناحيه لثه يك التهاب با عمق 

نمونه برداري از اين افراد با  داشتند انتخاب شدند.  ٣تورم با اندكس 

  اي در ظروف مخصوص از پلاك فوق و زيرلثهاي برداشت ناحيه

 توسط مزمن پريودنتيت بيماري تشخيصگيري انجام شد.  نمونه

 و پزشكي تاريخچه كلينيكي، اساس معاينات رب و پريودونتولوژيست

پروب كردن،  ينرحد خونريزي دندان، بودن لق ميزان بررسي دندانپزشكي

 تعدادآمد.  عمل به دندان هاياز راديوگرافي استفاده ميزان عمق پروب و

  نفر سالم ٥٠نفر در نظر گرفته شد كه شامل  ١٠٠تحقيقنمونه 

مبتلا به عفونت پريودنتال بيماران نفر  ٥٠و  عنوان كنترل(زن + مرد) به

فراواني جنسيت افراد كنترل و  ١در جدول بودند.  (زن + مرد) ميكروبي

  بيماري پريودنتال نشان داده شده است.
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٥ 

 افراد كنترل سالم و بيماران پريودنتال بر حسب جنسيت فراواني -١جدول 

  

حجم نمونه براساس فرمول محاسبه حجم نمونه فرمول كوكران زير 

نمونه  ٥٠درصد، تعداد  ٥محاسبه شد. در اين محاسبه با سطح خطاي 

  نمونه گروه كنترل تخمين زده شد.  ٥٠بيمار و 

  

  

  

  

n تعداد نمونه =  

N فراواني جمعيت =  

P گروهي از جمعيت =  

p – ١ =q  

٩٦/١  =z  

  d) ميزان خطا = ٠٥/٠(

  

با روش رنگ آميزي گرم، وجود ميكروارگانيسم و عناصر سلولي، 

مورد بررسي ميكروسكوپيك قرار گرفت. به منظور مقايسه ميزان كارآيي 

ها در كامل، نمونه هوازيهاي ايجاد كننده شرايط محيط بيسيستم

تهيه شده از بلاد آگار و شكلات آگار محيط كشت ( چندين پليت

جار كشت تلقيح شد و در سيستم  هاي مديا كشور هندوستان)شركت

هاي انكوبه شده پليت .قرار گرفت درجه ٣٧در دماي  هوازي و گاز پكبي

هاي انكوبه شده براي پليت ساعت و ٤٨هوازي پس از  در محيط بي

. از كيت بررسي قرار گرفت ساعت مورد ٢٤هوازي پس از  بي هوازي

توان جهت تشخيص استفاده كرد. با توجه به اينكه نيز مي APIي تجار

و هزينه اقتصادي بود  نيازمند درخواست ثبت سفارش APIكيت تجاري 

  كرد لذا از بكارگيري آن صرفنظر گرديد.بيشتري را تحميل مي

هاي در صورت رشد باكتري و مشاهده كلني در روي محيط

كشت  ،هوازي اجباري و هوازيبيهوازي، يك بار ديگر به دو طريق بي

هوازي تا مشخص شود كه آيا باكتري ايزوله شده بي شدمجدد انجام 

، شكل كلنياز با استفاده  .هوازي اختيارييا هوازي بي اجباري است و

واكنش گرم، مورفولوژي، وجود يا عدم وجود اسپور هويت اوليه 

مقاومت به  انجام تستبا  .شده مشخص گرديد اهاي جداارگانيسم

خمير قندهاي مورد نظر و الگوهاي حساسيت يا مقاومت ت %٢٠صفراي

 باستين) يهاي تشخيصي (وانكومايسين، كانامايسين، كلبه آنتي بيوتيك

 CLSI (Clinical and Laboratoryهاي دستورالعمل به توجه

Standards Institute)  ١٩(شد  انجام ٢٠١٨سال .(  

هوازي اجباري شكل گرم منفي بي هاي باسيليانواع باكتري

 با استفاده از شكل كلني، واكنش گرم، مورفولوژي و تست شد ومشخص 

SPS رشد  .شدهوازي اجباري تعيين هويت هاي گرم مثبت بيكوكسي

 هاي ناگلر و توليد ليپاز، خاصيتو بررسي تست EYA محيط كشت روي

وفاني، توليد اسپور پرونئولايتيكي، ساكارولايتيكي، ايجاد گاز، تخمير ت

اي شكل گرم مثبت، هوازي ميلههاي بيبراي تعيين هويت باكتري

هوازي و هاي بياي شكل گرم مثبت، كوكسيهاي ميلههوازيبي

  .)١٩( شد هاي گرم منفي يا دوكي شكل، بررسيباسيل

  

در بيماران مبتلا به  TGF-1βبررسي پلي مورفيسم ژنومي 
  پريودنتيت
براي   PCRيك روش مبتني برTetra Arms-PCRتكنيك 

 بوده ودر ژنوم  (SNP) هاي تك نوكلئوتيدتشخيص وجود پلي مورفيسم

تشخيص در  (Tetra Arms-PCR) آنبسيار مهم  هاياز كاربرد ييك

  است. هاجهش

  از بيماران مبتلا به پريودنتيت نمونه خون  :DNAاستخراج 

 (Sinacolon)هاي استخراج سپس با استفاده از كيتو جمع آوري 

  درصد فراواني  فراواني مراجعين  هاي مورد نظرگروه

  ٢٨  مرد بيمار
%٥٠  

  ٢٢  زن بيمار
  ٢٧  مرد سالم

%٥٠  
  ٢٣  زن سالم
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٦ 

DNA  هاي افراد مبتلا به پريودنتيت به بعد از آن رديابي ژن .شدانجام

 ميكروليتر ١٠شامل  µl٢٠با حجم نهايي  Tetra Arms-PCRروش 

PCR master mix ،(شركت سيناكولون) ميكروليتر از هر دو نمونه  ١

  ليتر و آبميكرو ٣الگو  DNAفوروارد و ريورز، )٢ (جدول پرايمرهاي

  .)٢٠( شدميكروليتر انجام  ٣

  واكنش زماني -مراحل دمايي :Tetra Arms-PCRواكنش 

Tetra Arms-PCR  انجام شد كه ابتدا مرحله  ٣مطابق با جدول

  ،ثانيه ٣٠درجه سانتي گراد به مدت  ٩٥دناتوراسيون اوليه در دماي 

ثانيه،  ٣٠درجه سانتي گراد به مدت  ٩٥چرخه شامل دناتوراسيون  ٣٥

ثانيه و  ٤٠به مدت  درجه سانتي گراد ٦٠ مرحله اتصال پرايمر در دماي

دقيقه، و پس از  ١درجه سانتي گراد به مدت  ٧٢مرحله تكثير در دماي 

 ١٠درجه سانتي گراد به مدت  ٧٢چرخه مرحله تكثير نهايي در دماي  ٣٥

ر محصولات تكثير شده ب الكتروفورز). ٤(جدول  دقيقه انجام پذيرفت

  انجام شد. ١%/٥ روي آگارز
  

  در اين مطالعه PCR arms Tetraپرايمرهاي مورد استفاده در تكنيك  -٢جدول 

  
  Tetra Arms-PCRبراي انجام مراحل  مقادير مواد مورد استفاده -٣جدول 

  
  PCRبرنامه تنظيم درجه حرارت و زمان براي انجام مراحل  -٤جدول 

  
  

 نوكلئوتيد طول (3-5)پرايمر  توالي نام پرايمر

TGFβ1 SNPs (F) AGTAAATGAAGTGGGGTCGCAGGGGTGTTG   ٢٩٥ bp 

TGFβ1 SNPs (R) AAAGAGGACCAGGCGGAGAAGGCTTAAT  ٢٩٥ bp 

   (µl )مقدار تركيبات به ميكروليتر   مواد مورد نياز

  ٦/٤  آب مقطر دوبار تقطير

  ٨/٠  پرايمر چپ

  ٨/٠  پرايمر راست

DNA ٤  

Master mix  ١٠  

  ٢٥ حجم نهايي

  تعداد سيكل  (ثانيه) زمان  سيلسيوس)(درجه  دما  مرحله

  ١  ١٨٠  ٩٥  واسرشت اوليه

  -  ٣٠  ٩٥  سازي واسرشت

  -  ٤٠  ٦٠  آغازگر اتصال

  ٣٥  ٦٠  ٧٢  )پليمراز (گسترش بازآرايي

  -  ٦٠٠  ٧٢  بازآرايي نهايي
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٧ 

جهت الكتروفورز  %٥/١ محلول ژل آگارزاز  الكتروفورز محصول:

هاي حاصل در اين مرحله نمونه محصولات تست مولكولي استفاده شد.

هاي ژل را در چاهك DNA Ladderو   Tetra Arms-PCRاز واكنش 

بعد از اتمام الكتروفورز، ژل در داخل محلول اتيديوم برمايد  شدند. تخيله

سپس ژل روي  .شدور آميزي غوطهيقه به منظور رنگدق ١٥-٣٠مدت ه ب

. قرار گرفتدر دستگاه لوميناتور  (UV) پوشش پلاستيكي تحت اشعه

كه ژل در دستگاه تابش هنگامي شد وباند  DNAاتيديوم برومايد به 

صورت نارنجي هباندها ب ،گرفتقرار  (UV) تحت تابش اشعه ماورا بنفش

 (Bio-Rad Gel Doc) دستگاه ژل داكت بيورد دردرخشان تحت پرتو 

آماري از روش تحليل جهت تجزيه و در اين مطالعه  .شد مشاهده

ANOVA  يك طرفه(one way Anova)  در نرم افزارSPSS19  و

جهت بررسي و  ٢٢ويرايش  Microsoft Office Excelنرم افزار  نيز

  .شد رسم نمودارها استفاده

  

  هايافته
در تمامي  نمونه دهاني، ١٠٠هاي انجام شده از بررسيتوجه به  با

انواع مختلف  .مشاهده شدهوازي هاي بيها حضور باكترينمونه

هوازي اختياري جدا هوازي بي هوازي و هوازي اجباري،هاي بيباكتري

 در مجموع .شد بيان )٥( ها در جدولفراواني مطلق و نسبي آن شده و

تك  هاي كشت داده شده داراي نتيجه كشتاز نمونه) %٣٧( مورد ٢٧

 نيز چندميكروبي و) %٦٣( مورد ٤٥مجموع و  )مونوميكروبيال(ميكروبي 

  . هوازي جدا گرديدهاي بيباكتري هااز نمونه %٦٤ در
  

  هاي جدا شده نام جنس،گونه و فرواني مطلق و نسبي انواع مختلف باكتري -٥جدول 

  

  هاي چند ميكروبينمونه  هاي تك ميكروبينمونه  هاي جدا شدهباكتري

  درصد  تعداد  درصد   تعداد  نوع گرم  گونه جنس  رديف

  ٢٠  ٩  ١١  ٣  منفي  وتلا ملانينوژينكاهوپر  ١

  ١١  ٥  ٧  ٢  منفي  وتلا اوراليسهوپر  ٢

  ٦  ٣  ٣  ١  منفي  پروفيروموناس آسكاروليتيكا  ٣

  ٦  ٣  ٣  ١  منفي  پروفايروموناس ژنژيواليس  ٤

  ١٥  ٧  ١٨  ٥  منفي  فوزوباكتريوم نوكلئاتوم  ٥

  ٤  ٢  -  -  منفي  فوزوباكتريوم نكروفروم  ٦

  ٤  ٢  ٣  ١  منفي  پسودوموناس آئروژينوزا  ٧

  ٤  ٢  ١١  ٣  منفي  شياكليياشر  ٨

  ٢  ١  ٣  ١  مثبت  آكتينومايست ايسرائيلي  ٩

  ٢  ١  ٣  ١  مثبت  پپتواسترپتوكوك انائروبيوس  ١٠

  ٦  ٣  ٧  ٢  مثبت  اورئوساستافيلوكوك   ١١

  ٦  ٣  ٧  ٢  مثبت  استافيوكوك كواگولازمنفي  ١٢

  ٤  ٢  ٣  ١  مثبت  A استرپتوكوك گروه  ١٣

  ٦  ٣  ٧  ٢  مثبت  استرپتوكوك ويريدانس  ١٤

  -  -  ٧  ٢  مثبت  استرپتوكوك پنومونيه  ١٥

  ٦٣%  ٤٥  ٣٧%  ٢٧  جمع كل
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٨ 

هاي هموزيگوت و نشانه جهشظهور دو باند  نتايج ژل آگارز:

هيچ كدام از  .باشدهاي هتروزيگوت ميظهور سه باند نشانه جهش

بنابراين با توجه به  .در جمعيت بيمار مشاهده نگرديد ،هاي فوقجهش
 توان اينگونهميها در جمعيت كنترل و بيمار نتايج ژل آگارز و مشاهده باند

  بيماري پريودنتيت و داري بينكه ارتباط معني كردگيري  نتيجه

TGF-1β وجود ندارد. 

پس از  آن،محصول  و Tetra Arms-PCR تكنيكپس از پايان 

ر ژنوتيپ ه ته كه دركن باندها توجه به اين مشاهده الكتروفورز و مرحله

ن ممكن ژدر موجودات ديپلوئيد براي هر . بنابراين داراي دو آلل است
گوت (هموزي ژنوتيپ داراي دو آلل موتانت ،است سه حالت پيش بيايد

يپ داراي ژنوتو  (هموزيگوت وحشي) ژنوتيپ داراي دو آلل سالم موتانت)،

   ).١استئ (شكل يك آلل سالم ويك آلل جهش يافته (هتروزيگوت) 

  

  

  
  

  

  
  

  
مثبت از  هايبر روي تعدادي از جدايه  PCRنتيجه آزمايش -١شكل 

كنترل  +:DNA Ladder چپ به راست، به ترتيب از ٢٤تا  ١٣نمونه 
  كنترل منفي -)، دأييت فاكتور مورد يدارا Cو آلل  T(آلل  مثبت

  :C allele T allele:- bp١٠٠ ٢٠٧ Outer - bp:٢٩٥ bp(آب مقطر) 

  
  هوازيهاي گرم منفي و گرم مثبت هوازي و بي درصد فراواني باكتري -٦جدول 

 
 ها در جمعيت كنترل و نتايج فراواني ژنوتيپ در جمعيت كنترلنتايج فراواني آلل -٧جدول 

 
 ها در جمعيت بيمارانفراواني ژنوتيپ و آناليز ژنومي آلل -٨جدول 

  هانمونه
هاي فراواني باكتري
  گرم منفي

هاي فراواني باكتري
  گرم مثبت

  هاي باكتريفراواني 
  گرم منفي بي هوازي

هاي فراواني باكتري
 گرم مثبت بي هوازي

P-Value  

  نمونه بيمار
٥٠  

٤  
%٨  

١٢  
%٢٤  

٣٤  
%٦٨  

٢١  
%٤٢  

٨٣/٠  
  نمونه كنترل

٥٠  
٠  

%٠  
٩  

%١٨  
٤١  
%٨٢  

٢٠  
%٤٠  

  تعداد كل
١٠٠  

٤٢  ٧٥  ٢١  ٤  

  آلل  آلل C  آلل T  كل
  تعداد  ٦٤  ٣٦  ١٠٠
  فراواني  ٦٤/٠  ٣٦/٠  ١

  ژنوتيپ آلل C/C آلل C/T آلل T/T كل
  تعداد  ٢٠  ٢٤  ٦  ٥٠

 كل آلل T آلل C آلل

 ١٠٠ ٣٠ ٧٠ تعداد

 ١ ٣٠/٠ ٧٠/٠ فراواني

 كل C/C C/T T/T ژنوتيپ

  ٥٠  ٥  ٢٠  ٢٥ تعداد
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٩ 

 ٦در جدول  ها در جمعيت بيمار و كنترل:بررسي فراواني آلل

در گروه  TGF-1βهاي پلي مورفيسم ژنومي ها و آللفراواني ژنوتيپ

-Tetra Armsهاي حاصل از يافته .شدكنترل و بيمار با هم مقايسه 

PCR فراواني ژنوتيپ  نشان دادCC, TT, CT و %٢٠ ،%٢٥ به ترتيب 

در گروه  T و C فراواني آلل ، %٢٤ و %٢٠،%٦درصد گروه كنترل  ،٥%

داري كه تفاوت معني بود %٣٦ و %٦٤ و در گروه كنترل %٧٠و %٣٠بيمار 

در گروه  Tفراواني آلل  ها بين دو گروه مشاهده نشد.توزيع ژنوتيپدر 

داري بين بيماري يلذا ارتباط معن بود، %٣٦و در گروه كنترل  %٣٠بيمار 

و  %٧٠در گروه بيمار  C فراواني آلل مشاهده نشد. T پريودنتيت و آلل

گروه بين دو  Cداري از نظر آللبود كه تفاوت معني %٦٤ در گروه كنترل

  ).٨و  ٧(جداول  مشاهده نشد
  
  گيري و نتيجه حثب

 سلامت وضعيت چگونگي در مورد دندانپزشكي مختلف تحقيقات

 عمومي سلامت بر گذاري اثر طريق زندگي، از بر كيفيت دندان و دهان

 همگي شبانه هايخوابيدرد، ناراحتي، بي .دارد نقش و اجتماعي فردي

 يك پريودنتال بيماري .دارد يرتأث زندگي كيفيت بر كه است دلايلي

 هايميكرواگانيسم بين تداخل اثر بر كه هستند مزمن التهابي بيماري

 بيماري تشخيص شود.مي ايجاد ميزبان سيستم دفاعي و زابيماري

 اين. است استوار راديوگرافي و كلينيكي هاييافته پايه بر پريودنتال

 تشخيص توانايي زماني زيرا باشندمي غير حساس و نگر گذشته هاروش

 از شده و تخريب دندان و بافت بين ارتباط مترميلي چند حداقل كه دارند

هاي تهيه به ويژه از نمونه باليني يهاانواع نمونه باشد. با بررسي رفته بين

 -هاي حفره دهانها و غيره در عفونتهاي بسته مثل آبسهشده عفونت

ها را جدا و تعيين هويت ارگانيسمميكرو هاي درون آن،ها و اندامبافت

  .)٢١( نمود

 هايبر باكتري ييهاي تعيين حساسيت دارودر كشور ما از بررسي

لذا بايستي اين امر يكي  اي گزارش نشده است،مطالعهدهاني هوازي بي

 هايپاتوژن اكثر هاي كارهاي ميكروب شناسي تلقي شود.از الويت

 هايهوازي زيستگاه تواندمي بيوفيلم اما هستند، هوازيبي پريودنتال

 به بستگي هاآن تعداد و باشد هاميكروآئروفيل و هاكاپنوفيل اختياري،

 هايپاتوژن اكثر. دارد پريودنتال پاكت و شده ايجاد بيوفيلم محيط

 هايگونه برخي دهند،مي نشان را پريودنتال واقعي عفونت پريودنتال

 هستند پريودنتال سفره درمحيطهم فلور عضو كه باكتريايي

) استافيلوكوكوس و استرپتوكوكوس خاص هايگونه ها،اكتينومايست(

 اكوسيستم در اختلال صورت در را طلبيفرصت هايعفونت توانندمي

  .)٢٢( كنند ايجاد

هاي مجاور آن هاي اندامهاي حفره دهان و عفونتدر ايجاد عفونت

تمامي  وهاي پري تانسيلا آبسه سينوزيت،هاي مزمن از قبيل عفونت

هاي ادونتوژنيك دخالت هاي عمق فضاي گردني و عفونتعفونت

  .)٢٣( باشدهوازي اجباري بسيار شايع ميهاي بيباكتري

Ghanbari منظور اي بهمطالعه ١٣٩٥در سال  )٢٤( همكاران و 

 پريودنتال كمپيلوباكترركتوس در ضايعات به آلودگي مولكولي بررسي

 .دادند انجام تهران دانشگاه دندانپزشكي كلينيك به بيماران مراجعه كننده

 ضمن هاي اين تحقيقانجام شد. يافته بيماران از نفر ٤٠ از گيرينمونه

 هاينمونه از توجهي درصد قابل كمپيلوباكترركتوس در حضور ييدتأ

 عنوان به توانمي PCRروش  از كه داد نشان پريودنتيت از موارد حاصل

  باليني هاينمونه در باكتري اين تشخيص در آسان و سريع روشي

  برد. بهره

هايي از جنس استافيلوكوك، در پژوهش حاضر در مجموع، باكتري

 Granulicatellaلاكتوباسيلوس، استرپتوكوكوس، آكروموباكتر، 

adiacens ،Gordonia  وKocuria rhizophila هاي در بيماري

هاي ديگر نيز ها در پژوهشنتال يافت شد كه بعضي از اين باكتريپريود

هاي پريودنتال اند و برخي نيز براي بار نخستين در بيماريديده شده

و سكوئنينس به  PCRاند. همچنين در اين پژوهش روش گزارش شده

عنوان روشي بسيار دقيق، سريع و مطمئن به منظور شناسايي هرچه 

هاي هاي دخيل در بيماريجنس و سويه باكتري ترتر و دقيقسريع

  هاي پريودنتال شناخته شد. مختلف از جمله بيماري

هاي زيادي از قبيل بيماري پريودنتال داراي علت

هاي تخريبي ناشي از اي، ميانجيهاي زير لثهميكروارگانيسم

اي لثهها در بزاقي و مايع شيار كه اين باشندها و ميزبان ميميكروارگانيسم

اي قابل مشاهده است. بيماري پريودنتال به طور معمول بر و بافت لثه

اساس پارامترهاي كلينيكي نظير تحليل استخواني كه در راديوگرافي 

  PD ، CAL (periodontal)شود و تشخيصديده مي

(clinical loss of attachment)، BOP (bleeding on probing) 

هاي عفونت ءلازم به ذكر است كه منشا. )٢٥( گرددداده و ثبت مي
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  پژوهشيقاله م                               )١٤٠٠ خرداد ،٥مقاله ، ٣٤و خدمات بهداشتي، درماني تهران (دوره مجله دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي 

١٠ 

 هاي حفره دهان است.هاي مجاور حفره دهان نيز ارگانيسماندام

گوش هاي مزمن از موارد عفونتدرصد  ٥٠تا ٣٠ها حداقل در يهوازبي

   شوند.ديده مي مياني

هاي ديگري از هوازي ممكن است باكتريهاي بيعلاوه بر باكتري

ها نيز از پسودوموناس آئروژينوزا و كلي فرم اورئوس،جمله استافيلوكوك 

توان ها مياز عواقب عمده اين عفونت .آيدهاي اين قسمت به دست نمونه

به گسترش عامل عفونت به سيستم اعصاب مركزي و ترومبوفلبيت 

  .سپتيك سينوس وريد جانبي يا سياهرگ گردني اشاره نمود

 رت مناسبي تهيه شده باشندهاي باليني به صودر صورتي كه نمونه

هوازي اجباري جدا نمود كه در اين تحقيق اين هاي بيتوان باكتريمي

شوند ها جدا ميهايي كه از اين نمونههوازيامر محقق شده است. بي

پيتواسترپتوكوك و  فوزوباكتريوم، پورفيروموناس، وتلا،هوتوان به پرمي

   روئيد فراژيليس اشاره نمود.هاي جنس باكتروئيد از جمله به باكتگونه

استاف اورئوس و  ها،ها طيف متنوعي از استرپتوكوكهوازيبه غير از بي

در  ممكن است حضور داشته باشند. b هموفيلوس آنفلوانزا غير تايپ

از نظر ژنوتيپي  )˂٣٦٧/٠P( داريمطالعه حال حاضر اختلاف آماري معني

مبتلا به پريودنتيت و افراد سالم بين بيماران  TGF-1β در پلي مورفيسم

  يافت نشد.

اي افراد مبتلا به ها و مايع شيار لثهاي بين بافتدر مطالعات مقايسه

ي پيش التهابي، هـاپريودنتيت با افـراد سـالم، سـايتوكاين

ها و ها، لنفوسيتهـاي التهـابي، نوتروفيلهاي تنظيمي، سلولسايتوكاين

هاي نرمال بوده هـاي بيمار به مراتب بيشتر از بافتماكروفاژهـا در بافـت

 در بافت پريودنشيم، TGF-1β مانند هاسايتوكاين اينكه به نظر است. با

 سلامت حالت دو هر در سلولي عملكرد كنترل در بود، ايمني سيستم جزء

 ايهلث شيار مايع در هاآن غلظت و حضور دارند، كليدي نقش بيماري و

 پريودنتال هايبيماري تشخيص براي عنوان شاخصي به تواندمي

  گيرد. قرار مورداستفاده

Steinsvoll در آمريكا به بررسي  ١٩٩٩در سال  )٢٦( همكاران و

در بيماران مبتلا به پريودنتيت پرداختند كه به  TGF-1βاثر ضد التهابي 

يك سايتوكاين است كه باعث تحريك زخم  TGF-1βاين نتيجه 

دربافت  ضد التهابي آن باعث برهم خوردن تعادل شود كه اثرمي

  .گرددپريونشيم لثه و باعث ايجاد پاسخ ضدالتهابي مي

Skalerič به بررسي تغييرات در ١٩٩٧در سال  )١٤( همكاران و

همراه با التهاب  ايهلث در لثه، مايع چركي و مايع TGF-1β سطوح

  دهد كهنشان ميها اين داده پريودنتال در انسان و سگ پرداختند.

TGF-1β  ممكن است نقش مهمي در پاتوژنز و تشخيص بيماري

توان در مدل حيواني مورد هاي آن را ميپريودنتال داشته باشد و فعاليت

  .بررسي قرار داد

Wright گزارش كردند كه در  ٢٠٠٣در سال  )٢٧( و همكاران

  توان شاهد افزايش غلظتصورت القاي فرم تجربي ژنژيويت مي

TGF-1β نشان داد كهمطالعه  جنتاي .در مايع شيار لثه بود  

TGF-1β  ممكن است به تنظيمات التهابي و رونويسي در طي

 نابراين، در طي اين مطالعه نشان داد. بهاي پريودنتال كمك كندبيماري

در ضايعات فعال پريودنتيت نقش كليدي  TGF-1β كه كاهش غلظت

بيوماركرهايي كه در فعاليت بيماري، پيش آگهي بنابراين شناسايي دارد. 

دهد كه به به پزشكان اجازه مي و بودهثرند مهم ؤو پاسخ به درمان م

موقع به شناسايي دقيق بيماران، كساني كه در معرض خطر هستند و 

 بيني سريع بيماري بپردازند.پيش

Gürkan به بررسي  ٢٠٠٦در سال ) ٢٨(همكاران  وTGF-1β  در

هاي پريودنتيت پرداختند و نتايج اين مطالعه اي در بيماريار لثهمايع شي

در پاتوژنز پريودنتيت مزمن و تهاجمي  TGF-1βنشان دهنده سهم 

ممكن است يكي از اجزاي تشكيل  TGF-1βپيشرفته است. بنابراين، 

دهنده واكنش بيماران مبتلا به پريودنتيت همراه با ساير ميانجيگرهاي 

  .شداصلي التهاب با

Heidari اي و تخريب بافت لثه ٢٠١٥ در سال )٢٩( و همكاران

پريودنتيت  مبتلا بهدر بيماران  TGF-1βپلي مورفيسم ژنومي  ارتباط آن

  TGF-1βكه داد. نتايج مطالعه نشان را مطالعه كردندمزمن 

(-509) C/T  به شدت با پارامترهاي كمي از تركيبات بافت همبند بين

براي . ارتباط دارد (CP) بيماران مبتلا به پريودنتيت مزمندنداني در 

هاي نادر كم بودن حجم نمونه بر روي ارتباط علائم كلينيكي و آلل

زايش حجم نمونه افتوان با پس در گام اول مي ،اردذگثير ميأها تنوتيپژ

به نظر  ها و ابتلا به بيماري پريودنتيت پي برد.به صحت ارتباط آلل

  ر اين مطالعه بررسي پلي مورفيسم تك نوكلئوتيدي دررسد دمي

TGF-1β ر جهت روشن شدن زمينه ژنتيكي پريودنتيت مزمن كافي د

هاي ديگر هاي ديگر اين ژن و ژننبوده و نياز به بررسي پلي مورفيسم

   باشد.مي
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١١ 

ها از با مقايسه مطالعه حاضر با ساير مطالعات ذكر شده در آن

هاي مختلف مورد مطالعه و يا نژادهايي از جمعيتهاي انجام تحقيق روش

ثير عوامل أنابراين مقايسه نتايج حاصل تحت تو بررسي قرار گرفته اند ب

مختلفي چون فاصله نژادي و جغرافيايي بر الگوهاي ژنوتايپي 

ات گردد. مورد ديگر عوامل محيطي و عادهاي مختلف بيان ميجمعيت

شوند كه مونه در نظر گرفته ميعنوان نه زندگي افرادي است كه ب

  ند.ار باشگذ ثيرتباط با بيماري تأتواند در نتايج تحقيق و ارمي

 و قدرداني تشكر

اين مقاله كه استخراج از پايان نامه كارشناسي ارشد در دانشگاه آزاد 

بوده حاصل فعاليت آزمايشگاهي در  ٩٨١٤٥٣٠٩٦واحد سيرجان با كد 

  زمينه دندانپزشكي و ميكروب شناسي است. 

تحقيقاتي پاسارگاد كه در انجام وسيله از كليه عزيزان و گروه  بدين

اين فعاليت علمي راهنمايي مفيد و ارزنده داشتند قدرداني و تشكر 

گردد.مي
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