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  مجله پزشكي كوثر

  1388 پاييز، 3، شماره 14دوره 

 119 -126 :صفحات

  

  ٩/١٠/١٣٨٨ :، پذيرش مقاله٢/٦/١٣٨٨: دريافت مقاله

...ا، دانشگاه علوم پزشكي بقيه"شناسي، دانشکده پزشکیگروه ميکروب"و " هاي ميکروبي مرکز تحقيقات كاربرد درماني توکسين": مسئولنويسنده *
)عج(

، تهران، 

  ataee@bmsu.ac.ir                                 ايران                                                                                                                        

...ا، دانشگاه علوم پزشكي بقيه"شناسي، دانشکده پزشکیگروه ميکروب"و " هاي ميکروبي كاربرد درماني توکسينمرکز تحقيقات "۱
)عج(

  ، تهران، ايران

...امرکز تحقيقات بيولوژي مولکولي، دانشگاه علوم پزشكي بقيه ۲
)عج(

  ، تهران، ايران

            

  

هموفيلوس ، نايسريا مننژيتيديس :تشخيص همزمان عوامل شايع مننژيت باکتريايی

  PCRپلکس با مولتی استرپتوکوکوس پنومونيهو  انفلونزا

  

رمضانعلي عطايي
*

 PhD ،١اناعلي مهرابي تو PhD ،۲حسينيمحمدجواد  سيد MD ،۲علي کرمي 
PhD ،  

  MSc ۱وردي...محمد ا، MSc ۲زهرا سفيري

  
  چکيده

توانـد از   اين امر مـي . عنوان اورژانس پزشكي مستلزم تشخيص سريع و دقيق استدرمان فوري مننژيت باكتريايی به  ..فاهدا

 PCRپلکس روش تشخيص مولکولي مولتیاندازي رو، هدف اين تحقيق، راهاز اين. مير يا عوارض بعدي پيشگيري نمايدو مرگ

  .برای شناسايي مننژيت باکتريايی و تشخيص عوامل شايع آن بود

سـويه باکتريـايي    ۲۰ژنـوم  . در اين تحقيق، از پرايمر يونيورسال و نيز پرايمرهاي اختصاصي اسـتفاده شـد    ..هاهامواد و روشمواد و روش

الکتروفـورز و بـا   % ۱با ژل آگـاروز   PCR محصول. قرار گرفت PCRاستخراج و با شرايط استانداردشده، طي دو مرحله تحت 

  .تأييد گرديد HeaIII نتايج با استفاده از آنزيم. های استاندارد مقايسه شدسويه

اسـتفاده از پرايمـر   . ليتر محيط کشت بـرای شناسـايی ضـروری بـود    باکتري در يک ميلي ۱۰استخراج ژنوم حداقل   ..هاهاافتهافتهيي

های اين قطعه در تمام سويه. بازي را فراهم کردجفت ۱۰۰۰امکان تکثير يک قطعه  16SrRNAاز ژن شده يونيورسال ساخته

هموفيلـوس  بازي، بـرای  جفت ۷۰۰يک قطعه  نايسريا مننژيتيديساستفاده از پرايمر اختصاصي براي . موردمطالعه مشاهده شد

  .بازي ايجاد نمودجفت ۳۰۰يک قطعه  استرپتوکوکوس پنومونيهبازي و جفت ۵۰۰يک قطعه  انفلونزا

دهد و عوامل آن را شناسايي می ساعت وجود مننژيت باكتريايي را نشان ۳روش مولكولي در فاصله حدود  .گيرينتيجه

شود و سرعت تشخيص را نيز هاي تشخيص طبي موجب ارتقای سطح کيفي می استفاده از اين روش در آزمايشگاه. ندک مي

  .دهدافزايش می

  

  PCRپلکس مننژيت باکتريايي، تشخيص همزمان، مولتی  ::هاهاههواژواژکليدکليد
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  و همکاران رمضانعلی عطايي                                                                                                                   تشخيص همزمان عوامل شايع مننژيت باکتريايی

 

١٢٠ 

  مقدمه 

هاي مهم پزشكي است و تاخير در  مننژيت يكي از اورژانس

موقع آن با عوارض و پيامدهاي ناگوار همراه  تشخيص و درمان به

عوامل باکتريايي و ويروسي مختلفي در ايجاد اين ]. ۱[است 

افتراق مننژيت باکتريايي از ويروسي . بيماري دخيل هستند

هاي مختلف  با آن که باکتري. کننده پروتکل درماني استتعيين

شوند، ولي تحقيقات اخير سه عامل شايع، يعني  باعث مننژيت مي

استرپتوکوکوس و  هموفيلوس انفلوانزا، نايسريا مننژيتيديس

از روشي  رو، استفادهاز اين]. ۳، ۲[را معرفي نموده است  پنومونيه

طور اختصاصي آن که بتواند باکتريايي بودن مننژيت را تعيين و به

هاي تشخيص طبي  را شناسايي نمايد، از ضروريات آزمايشگاه

 Real Time-PCRها کاربرد گسترده  در برخي از كشور. است

منظور تشخيص همزمان عامل هاي پيشرفته ديگر به و روش

هاي  يکي آن در آزمايشگاهبيوتبيماري و تعيين مقاومت آنتي

زيرا، با استفاده از . شناسي پزشکي در حال گسترش استميکروب

توان عوامل عفوني باکتريايي و ويروسي را  اين تکنولوژي مي

با آن كه نتايج برخي از ]. ۵، ۴[طور همزمان تشخيص داد  به

هاي هنگفت درماني با  جويي در هزينهتحقيقات حاکي از صرفه

، در ايران، ]۶[هاي تشخيصي پيشرفته است روش استفاده از

 PCRهاي پيشرفته  کارگيري روشهاي سنگين، به تحميل هزينه

هاي  به اين ترتيب، تلاش. را با محدوديت مواجه ساخته است

زيادي در جريان است تا روشي ارزان و سريع طراحي شود که 

ا را اثبات ه قادر باشد در مرحله اول، وجود طيف وسيعي از ارگانيزم

. طور اختصاصي شناسايي نمايدو در مرحله دوم، آنها را به] ۸، ۷[

نخاعي  -ها در مايع مغزي رو، رديابي و شناسايي ارگانيزماز اين

(CSF) هاي سيستم  از نظر تشخيص مننژيت و ساير عفونت

هاي ارزان و سريع ارزش حياتي  با روش (CNS)عصبي مرکزي 

براي  PCRپلکساندازي روش مولتياههدف اين مطالعه، ر. دارد

تعيين باکتريايي بودن و نيز تشخيص افتراقي و همزمان سه 

  .ژيت باکتريايي بود عامل شايع منن

  

  هاروشمواد و 

در ايـن  : هاي باكتريايي، كشت و شمارش آنهـا  سويه

هاي باكتريايي از منابع مختلف تهيه شـد و مـورد     تحقيق سويه

هـاي   هـا، طبـق روش   هريك از باكتري]. ۹[بررسي قرار گرفت 

مـدت   تلقيح و به BHI Brothليتر محيط ميلي ۵استاندارد در 

سـپس، از هـر سـويه بـاکتري     . گذاري شـد خانهساعت گرم ۲۴

، ۱۰-۷و  ۱۰-۱۰،۶-۵، ۱۰-۴، ۱۰-۳، ۱۰-۲، ۱۰-۱هاي سريالي  رقت

عمل به) با استفاده از روش شمارش كلوني(تهيه شد و شمارش 

هاي كشت از نظر خـالص بـودن کنتـرل     همچنين، محيط. آمد

بـا   DNAسپس، ژنوم هـر نمونـه اسـتخراج و غلظـت     . شدند

نـانومتر   ۲۶۰استفاده از روش اسپكتروفتومتري در طـول مـوج   

  . تعيين شد

و اطلاعـات موجـود در   و اطلاعـات موجـود در     ز بررسي منابعز بررسي منابعپس اپس ا: : انتخاب پرايمرانتخاب پرايمر

  SrRNA١٦١٦  همگـاني همگـاني   ژنژن بانك ژني، ترادفي از بخش مناسببانك ژني، ترادفي از بخش مناسب

ــاکتري و نيــز پرايمــر نايســريا هــاي  هــاي اختصاصــي بــراي ب

 اسـترپتوکوکوس پنومونيـه  و  هموفيلوس انفلـوانزا ، مننژيتيديس

هـاي  هـاي    ترادف پرايمرترادف پرايمر  .]۱۰[ مورد بررسي قرار گرفتانتخاب شد و 

   ..ارايه شده استارايه شده است  ١١  انتخابي در جدولانتخابي در جدول

  

  استفاده پرايمرهاي مورد )۱ جدول

تعداد 

 نوکلئوتيدها
  ٥'-٣'توالی 

محل 

  قرارگيری

srRNA۱۶  

نام 

  پرايمر

۲۵  
AACTCCGTGCCAG 

CAGCCGCGGTAA 
۵۳۳/۵۰۹  ۳U  

١٨ 
TGTTGGGCAACCTG 

ATTG 
٨٣١-٨٤٧ NM 

١٨ 
CCTAAGAAGAGCTCA 

GAG 
۱۰۱۵ -۹۹۸  HI 

١٨  
GTACAACGAGTCGC 

AAGC 
۱۲۶۳/۱۲۴۶ STREP 

۲۵  
AAGGAGGTGATCCA 

GCCGCAGGTTC 
۱۵۱۷ -۱۵۴۱ ۸U  

  

  ))سيناژن؛ ايرانسيناژن؛ ايران((  شدهشدهافزار مولکولي ژن و پرايمر ارايهافزار مولکولي ژن و پرايمر ارايهبررسي نرمبررسي نرم

هـاي  هـاي    و ژنو ژن  SrRNA١٦١٦  شده از ژنشده از ژنانتخابانتخاب  تواليتوالينشان داد که نشان داد که 

ها و نيز سـه  ها و نيز سـه    طيف وسيعي از باكتريطيف وسيعي از باكتريبراي شناسايي براي شناسايي اختصاصي، اختصاصي، 

پرايمرهاي بررسي و انتخاب جفت. . بودبودمناسب مناسب باکتري موردنظر باکتري موردنظر 

شـده بـا   موردنظر براي تعيين ميزان هومولوژي ناحيـه انتخـاب  

و  NCBIهـا بـا اسـتفاده از سـايت      ژنوم سـاير ميکروارگـانيزم  

سازي، همه پرايمرهـا در  سازي، همه پرايمرهـا در  بعد از رقيقبعد از رقيق. انجام شد Blastتکنيک 

  ..گهداري شدندگهداري شدندگراد نگراد ندرجه سانتيدرجه سانتي  -٢٠٢٠

بـا روش  بـا روش  : هـا  سازي و اسـتخراج ژنـوم بـاکتري   آماده

  ]. ۱۱[به شرح زير انجام شد  Salting outشده شده   کوتاهکوتاه
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 ۱۳۸۸ پاييز، ۳، شماره ۱۴دوره                                                                                                         پزشکی کوثر                                     مجله 

١٢١ 

ا نمونـه مـايع نخـاع بـه     ييليتر از کشت باکتريايي يک ميلي -۱

  .هاي استريل منتقل شد ميکروتيوب

دور در دقيقه سـانتريفيوژ  دور در دقيقه سـانتريفيوژ    ٥٠٠٠٥٠٠٠دقيقه با دقيقه با   ٥٥مدت مدت ها بهها به  نمونهنمونه  -٢٢

  ..و مايع رويي دور ريخته شدو مايع رويي دور ريخته شدشدند شدند 

افـزوده و پـس از   افـزوده و پـس از     STEمحلول محلول   µl٢٠٠٢٠٠، ، به رسوب حاصلبه رسوب حاصل  -٣٣

  . . دقيقه در دماي اتاق قرار داده شددقيقه در دماي اتاق قرار داده شد  ١٠١٠مدت مدت مخلوط كردن بهمخلوط كردن به

  µl٢٠٠٢٠٠  ،،و متعاقبـا  و متعاقبـاً % % ٢٢  SDS  µl٢٠٠٢٠٠  ،،به مخلـوط حاصـل  به مخلـوط حاصـل    -٤٤

  ..رامي مخلوط شدرامي مخلوط شدآآمولار افزوده و بهمولار افزوده و به٣٣استات استات سديمسديم

  ٤٤دقيقه، دقيقه،   ٥٥، ، در دقيقهدر دقيقه  دوردور  ٥٠٠٠٥٠٠٠((سانتريفيوژ سانتريفيوژ مخلوط حاصل مخلوط حاصل   -٥٥

  ..شدشد) ) گرادگرادسانتيسانتي  درجهدرجه

  ..استريل جديد انتقال داده شداستريل جديد انتقال داده شد  ههمحلول رويي جدا و به لولمحلول رويي جدا و به لول  -٦٦

مـدت  مـدت  افزوده و بهافزوده و به  به آن %%١٠٠١٠٠اتانول اتانول محلول محلول ليتر ليتر يک ميلييک ميلي  -٧٧

گراد نگهـداري و در انتهـا   گراد نگهـداري و در انتهـا   سانتيسانتي  درجهدرجه  -٢٠٢٠دقيقه در دماي دقيقه در دماي   ٣٠٣٠

ــانتريفيوژ  ــانتريفيوژ سـ ــه  دوردور  ١٣٠٠٠١٣٠٠٠((سـ ــهدر دقيقـ ــه،   ٢٠٢٠، ، در دقيقـ ــه، دقيقـ ــه   ٤٤دقيقـ ــه درجـ درجـ

  ..ددشش  ))گرادگراد  سانتيسانتي

  µl٢٢٠٠٠٠  ،،محلــول رويــي دور ريختــه و بــه رســوب حاصــلمحلــول رويــي دور ريختــه و بــه رســوب حاصــل  -٨٨

گـراد نگهـداري   درجه سانتي -۲۰يزر و در فرو در فرافزوده افزوده   انلانلزپروپزپروپاياي

، ، در دقيقـه در دقيقـه   دوردور  ١٥٠٠٠١٥٠٠٠((سانتريفيوژ سانتريفيوژ هنگام استفاده مجددا  هنگام استفاده مجدداً بهبه  ..شد

  ..شدشد) ) گرادگراددرجه سانتيدرجه سانتي  ٤٤دقيقه، دقيقه،   ٥٥

  ..شدشد  ب مقطر استريل حلب مقطر استريل حلآآ µl٢٥٢٥رسوب حاصل در رسوب حاصل در   -٩٩

% % ١١  گــارزگــارزآآروي ژل روي ژل   شــدهشــدهمحصــول اســتخراجمحصــول اســتخراج  ،،نهايــتنهايــتدر در   -١٠١٠

  ..ددششالكتروفورز الكتروفورز 

منظور بررسي صـحت رونـد   به: DNAگيري غلظت اندازه

وسـيله اسـپکتروفتومتر   هـا بـه   سازي، غلظت نمونهانجام خالص

)Techneــانومتر  ۲۸۰و  ۲۶۰در طـــول مـــوج ) ؛ فرانســـه نـ

 DNAبـراي   ۱معادل  ODکه با توجه به اين. گيري شد اندازه

ليتر است، ميـزان غلظـت   ميکروگرم در ميلي ۵۰برابر با غلظت 

DNA   همچنـين، بــا  . هــا محاسـبه شــد  اسـتخراجي در نمونـه

نانومتر به جـذب نـوري در    ۲۶۰محاسبه نسبت جذب نوري در 

  .استخراجي محاسبه شد DNAنانومتر، ميزان خلوص  ۲۸۰

مرحلــه  در دو: (PCR)اي پليمــرازي واکــنش زنجيــره

اسـتفاده   ۸Uو  ۳Uدر مرحله اول از دو پرايمـر  . صورت گرفت

سازي دماي اتصال پرايمرها، ابتدا براي هريـک  براي بهينه. شد

، ۵/۶۸، ۳/۶۷، ۲/۶۶، ۵/۶۵، ۱/۶۵از آنها آزمـايش در دماهـاي   

ــانتي ۳/۷۵و  ۷/۷۴، ۷/۷۳، ۵/۷۲، ۲/۷۱، ۹/۶۹ ــه س ــراد درج گ

هـا   اها با هر يـک از پرايمـر  در هر مرحله، يکي از دم. انجام شد

ساير شرايط بهينـه در  . بررسي و سپس بهترين دما انتخاب شد

  . ارايه شده است ۳و  ۲جدول 

  

  سازي دمامواد مختلف در مرحله بهينه مقادير) ۲جدول 

  مقدار غلظت نهايي  ماده

 dNTP)mM۱۰(  mM۴/۰  µl٨/٠  

 pmol۵/۰ µl١  )رفت) (۳U )pmol۲۰پرايمر 

  pmol۵/۰  µl١  )برگشت) (۸U )pmol ۲۰پرايمر 

۲MgCl )mM۵۰(  mM۷۵/۱  µl٧/٠  

  µl١ -  )ژنوم باکتريايي(الگو 

  U۵۰۰(  U۷۵/۱  µl٧/٠(مراز پلیDNAتگ 

  X۱  µl٢   (10x) بافر 

D.W  - µl٨/١٢  

  ٢٠ µl  جمع

  

  برنامه گراديان دمايي ترموسايکلر )۳جدول 

  مرحله  
تعداد 

 چرخه
 حرارت  زمان

 Hot start ۱  min۷  ˚C۹۴ 

  

  چرخه

Denaturation 

  

۲۸  

min۱  ˚C۹۴ 

Annealing  min۱  

۱/۶۵ ،۵/۶۵ ،۲/۶۶ ،۳/۶۷ ،

۵/۶۸ ،۹/۶۹ ،۲/۷۱ ،۵/۷۲ ،

 ۳/۷۵و  ۷/۷۴، ۷/۷۳

Extention min۱ ˚C۷۲ 

 
Final 

extention 
١ min۶  ˚C۷۲ 

  

عنــوان الگــو هــم ر مرحلــه دوم، از محصــول مرحلــه اول بــهد

. شـده اسـتفاده شـد    رقيـق صـورت  صورت مستقيم و هـم بـه   به

در اين مرحله، از . هزارم حاصل شدبهترين واکنش در رقت يک

بــراي  STREPو  ۸U ،NM ،HIچهــار پرايمــر اختصاصــي 

  .سازي استفاده شدآزمايش و بهينه

نايسـريا  سازي شرايط دمايي هريـک از پرايمرهـاي   براي بهينه

و  (HI) هموفيلـــــوس انفلـــــوانزا ،(NM) مننژيتيـــــديس

که غلظت ساير در حالي ،(STREP) پنومونيه کوکوساسترپتو

هر يک در دماهاي  PCRمواد ثابت بود، بهترين باند حاصل از 

۱/۶۵ ،۲/۶۶ ،۵/۶۶ ،۳/۶۷ ،۵/۶۸ ،۶/۶۹ ،۲/۷۱ ،۵/۷۲ ،۲/۷۳ ،

 سـازي غلظـت  بـراي بهينـه  . بررسي شـد  ۳/۷۵و  ۷/۷۴، ۷/۷۴
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Mg2+ منيزيم ميکروليتر از يون  ۱و  ۸/۰، ۶/۰، ۴/۰، از مقادير

  . آمده بررسي شددستاستفاده و نتايج به

بـراي  : PCRپلکـس روش مـولتي انجام واکـنش بـه  

تشخيص همزمان سه عامل با انجام يک واکنش از سه پرايمـر  

 .استفاده شـد  ۸Uو پرايمر  STREPو  NM ،HIاختصاصي 

گراد در درجه سانتي ۷۲شده براي اتصال پرايمرها دماي استفاده

ارايه شـده   ۴شده در جدول غلظت مواد استفاده .نظر گرفته شد

  .است

  

  PCRپلکسمولتی سازيقادير مواد در بهينهم )۴جدول 

  ماده

غلظت 

 نهايي
  ماده  مقدار

dNTP)mM۱۰(  µl٧/٠  mM٣٥/٠ mM٣٥/٠ 

  pmol٨/٠  pmol٨/٠  µl٨/٠  )رفت) (NM )pmol۲۰پرايمر 

  pmol٨/٠  pmol٨/٠  µl٨/٠ )رفت) (HI )pmol۲۰پرايمر 

  pmol٨/٠  pmol٨/٠  µl٨/٠ )رفت) (STREP )pmol۲۰پرايمر 

  pmol٨/٠  pmol٨/٠  µl٨/٠  )برگشت( ) ۸U )pmol ۲۰پرايمر 

۲MgCl )mM۵۰(  µl٨/٠  mM۲  mM۲ 

 - -  µl٨/٠  )ژنوم(الگو 

  U۷۵/۱  U۷۵/۱  U۵۰۰(  µl٧/٠(مراز پلیDNAتگ 

 x ۸/۰ x ۸/۰  µl٦/١  (10x) بافر 

D.W  µl٢/١٢  mM٣٥/٠  

  µl٢٠  جمع

  

ــول   ــاهده محص ــارز PCRمش ــس از : روي ژل آگ ــس از پ پ

بيماران بيماران هاي کشت باکتري يا مايع نخاع هاي کشت باکتري يا مايع نخاع نمونهنمونهاستخراج ژنوم از استخراج ژنوم از 

شـده  شـده  بق پروتكل و پروفايـل حرارتـي بهينـه   بق پروتكل و پروفايـل حرارتـي بهينـه   مننژيت طمننژيت طمبتلا به مبتلا به 

همچنين، همچنين، . . شدشدبراي هريك از آنها انجام براي هريك از آنها انجام   PCRواكنش واكنش   ،،يييينهانها

اسـتفاده  اسـتفاده    PCRالكتروفـورز محصـولات   الكتروفـورز محصـولات     بـراي بـراي   %%١١گارز گارز آآاز ژل از ژل 

  10Xکننـده  کننـده  هنگـام بارگـذاري نمونـه از بـافر سـنگين     هنگـام بارگـذاري نمونـه از بـافر سـنگين     بـه بـه   ..ددشش

صورت محلول باعث حفظ کننده بهاين بافر سنگين. استفاده شداستفاده شد

ــي  ــه م ــک ژل    نمون ــدن آن از درون چاه ــارج ش ــود و از خ ش

آمپـر و  ميلـي  ۷۰الکتروفورز با شدت جريان . نمايد جلوگيري مي

از گذشت  بعد. دقيقه انجام شد ۵۰ولت در  ۸۵اختلاف پتانسيل 

آميزي و مشاهده باند به دسـتگاه  زمان موردنظر، ژل براي رنگ

منتقل شـد و بانـدهاي مربـوط    ) UVITEC(ايلوميناتور ترانس

 DNAي تکثيرشده مشاهده و با مقايسه با نردبـان  DNAبه 

  .تاييد شد

سه ميکروليتـر از  : وسيله برش آنزيميتاييد محصول به

 HaeШکروليتـر آنـزيم   محصول مرحله دوم واکنش با سه مي

 ۳۷سـاعت در دمـاي    ۳مـدت  درون ميکروتيوب مخلـوط و بـه  

سپس، محصـول واکـنش روي   . گراد قرار داده شددرجه سانتي

ژل آگارز الکتروفورز شد و باندهاي ايجادشده بـا الگـوي بـرش    

  .آنزيمي مقايسه گرديد
  

  ليتربر حسب ميکروگرم در ميلي DNAگيري مقدار اندازه )۵جدول 

  شماره سويه  ها مزنام ارگاني

 غلظت 

DNA 

 حسببر

µg/ml  

OD 

۲۸۰ 

  نانومتر

OD 

۲۶۰ 

  نانومتر

Escherichia coli  ۳۵۲۱۸ATCC-  ٥٦٠/٠ ٤٢٩/٠ ٢٨ 

Neisseria 

meningitidis  
۱۳۰۹۰ATCC-  ٩٥٤/٠ ٦٥٨/٠ ٧/٤٧ 

Haemophilus 

influenzae Type b  
۴۹۷۶۶ATCC-  ٧٠٤/٠ ٢٣٥/٠ ٢/٣٥ 

Neisseria 

meningitidis  
۱۵۰۷PTCC-  ٦٢٤/١ ٢٣١/١ ٢/٨١ 

Stereptococcus 

pyogenes group A  
۱۴۴۷PTCC-  ۴/۳۰  ۵۶۸/۰ ۶۰۸/۰ 

Kelebsiella 

pneumonia 

capsular type  
۱۲۹۰PTCC-  ۵/۵۹  ۰۶۳/۱ ۱۹۰/۱ 

Stereptococcus 

faecium  
۱۲۳۸PTCC-  ۷/۱۸ ۲۷۶/۰ ۳۷۴/۰ 

Stereptococcus 

fecalis  
۱۲۹۳PTCC-  ۱/۱۲۶ ۶۶۱/۱ ۴۴۱/۲ 

Shigella dysentriae 

serotype 6 
۱۲۳۸PTCC-  ۴/۸۱ ۳۹۷۱/۱ ۶۲۸/۱ 

Salmonella typhi  ۱۶۳۹PTCC-  ۸۳ ۵۹۰/۱ ۶۶۰/۱ 

Staphylococcus 

epidermidis 
۱۴۳۵PTCC-  ۸/۶۳ ۱۲۱/۱ ۳۱۷/۱ 

Stereptococcus 

pneumoniae 
۴۹۶۱۹ATCC-  ۹/۲۶ ۳۴۴/۰ ۵۳۹/۰ 

Heamophilus 

influenzae 
۴۹۷۶۶ATCC-  ۱/۴۲ ۶۱۲/۰ ۸۴۲/۰ 

Klebsiella 

pneumoniae  
 --  ٨٥٨/٠ ٦٢٤/٠ ٩/٤٢ 

Pseudomonas 

aeroginosa 
 --  ۲/۸۲ ۳۱۸/۱ ۶۴۴/۱ 

Streptococcus 

pneumoniae  
 --  ٧٨٩/٠ ٥٩٤/٠ ٥/٣٩ 

Listeria 

monocytogenes 
 --  ٨٢٥/٠ ٥٤٨/٠ ٣/٤١ 

Staphylococcus 

aureus 
 --  ٢٩٧/١ ٠٤٩/١ ٩/٦٣ 

Staphylococcus 

saprophyticus 
 --  ٠٧٣/١ ٧٩٠/٠ ٧/٥٣ 

Neisseria 

meningitidis sero 

groupe C 

 --  ٨٥٤/٠ ٥٤٨/٠ ٧/٤٢ 
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  نتايج

براساس : هاي باکتريايي و شمارش آنها کشت سويه

آميزي گ ر م همچنين، رنگ. ها خالص بودند نتايج کشت، باکتري

با . نشان داد دست را، وجود باکتري يکBHI Brothدر محيط 

ها  هاي کشت و نگهداري نمونهبه محيط% ۱۰افزودن گليسرول

ماه  ۲ها بيش از  گراد، باکتريدرجه سانتي -۷۰در دماي 

نايسريا ليتر براي تعداد باکتري در هر ميلي. نگهداري شدند

 ATCC) هموفيلوس انفلوانزا، (ATCC 13090) مننژيتيديس

 (ATCC 49619) استرپتوکوکوس پنومونيهو  (35056

  .بود CFU/ml ۹/۴*۱۰۶و  ۷/۲*۱۰۶، ۹/۳*۱۰۶ترتيب برابر  به

: هاي باکتريايي شده از نمونهاستخراج DNAغلظت 

 ۵ها در جدول  حاصل براي هريک از باکتري DNAغلظت 

 . نشان داده شده است

ها با استفاده از  ژنوم باكتري PCRالكتروفورز محصول واكنش  )۱شکل 

ژنوم  ،و ساير خطوط bp۱۰۰ نردبان ،۲۰و  ۱۰خطوط ( پرايمر عمومي

 ).دندههاي مورد استفاده را نشان مي باکتري
 

  

شرايط دمايي و اتصال ها،  سازي پرايمربهينه

قادر بود در مرحله اول ) يونيورسال(پرايمر فراگير : پرايمرها

چه، پس چنان. واکنش وجود ژنوم باکتري را در محيط نشان دهد

و رديابي ژنوم  PCRاز ايجاد شرايط مطلوب براي انجام واكنش 

نشان داده شده است، در تمام  ۱هاي مختلف در شکل  باكتري

هاي  آميزي و مشاهده صفحات ژل، باندموارد پس از رنگ

حاصل شد كه ) bp۱۰۰۰حدود (يكنواخت با اندازه يكسان 

همه . بود SrRNA۱۶دهنده تكثير بخش موردنظر از ژن  نشان

كه در هاي مورداستفاده اين باند را ايجاد نمودند، در حالي سويه

  ).۲شکل (هاي كنترل منفي هيچ باندي مشاهده نشد  نمونه

 

هاي شايع عامل مننژيت و  ژنوم باكتري PCRالكتروفورز محصول  )۲ شکل

و  يمر عموميپرا ۱؛ خط bp۱۰۰ نردبان ۹و  ۷خطوط (ي اختصاص يها مريپرا

 ۵و  ۴؛ خطوط يکنترل منف ۳و  ۲؛ خطوط سيديتيا مننژيسراينژنوم 

به همراه  هياسترپتوکوکوس پنومونژنوم  ۱۰و  ۸؛ خطوط هموفيلوس انفلوانزا

  )يو اختصاص يعموم يمرهايپرا

  

هاي شايع عامل سازي چرخه دمايي براي باکترينتايج بهينه

، "الف"در قسمت . نشان داده شده است ۳مننژيت در شکل 

دماي . سازي دما براي پرايمر عمومي نشان داده شده است بهينه

گراد براي پرايمر عمومي بهترين باند را نشان داد درجه سانتي ۷۲

سازي دما براي پرايمر ، بهينه"ب"در قسمت ). ۵قسمت الف؛ خط (

گراد درجه سانتي ۶/۶۹، در دماي انفلوانزا هموفيلوساختصاصي 

، "ج"همچنين، در قسمت ). ۲خط (شان داد بهترين باند را ن

، استرپتوکوکوس پنومونيهسازي دما براي پرايمر اختصاصي  بهينه

خطوط (گراد بهترين باند را نشان داد درجه سانتي ۲/۷۱در دماي 

سازي دما براي پرايمر اختصاصي ، بهينه"د"در قسمت ). ۵و  ۳

 ۵/۷۲دماي  و نيز در ۳/۶۷، در دماي نايسريا مننژيتيديسژنوم 

  ). ۱۲و  ۱۱خطوط (گراد بهترين باند را نشان داد درجه سانتي

چه در شکل چنان: PCRپلکسسازي واکنش مولتیبهينه

نشان داده شده است، با استفاده از سه پرايمر اختصاصي و يک  ۴

برش . برقرار شد PCRپلکسپرايمر عمومي، واکنش مولتی

  . ، نتايج حاصل را تاييد نمودHaeIIIآنزيمی با 
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سازي بهينه) ج ؛هموفيلوس انفلوانزاسازي دمايي در مرحله دوم واکنش براي بهينه) ب ؛دمايي در مرحله اول واکنشسازي بهينه) الف. دمايي چرخهسازي بهينه )۳شکل 

  يسريا مننژيتيديسان سازي دمايي در مرحله دوم واکنش برايبهينه) د ؛استرپتوکوکوس پنومونيهدمايي در مرحله دوم واکنش براي 

  

 يبرا PCRپلکسمولتیط مختلف واکنش يشرا يسازبهينه) ۴شکل 

   هياسترپتوکوکوس پنومونو  نزاالوس انفلويهموف، سيديتيا مننژيسراين ييشناسا

ک ي ،٣خط . نشده است يبارگذار يا گونه نمونهچيه ٩و  ٤، ٢، ١در خط (

 ،٥خط . ت را نشان داده استيع مننژيعامل شا ير از سه باکتريغ يباکتر

شده واکنش نهينمونه به  ۸و  ۷، ۶خط . است DNA نردبان

  . است یبازجفت ۳۰۰و  ۵۰۰، ۷۰۰ يباندها ييشناسا يبرا PCRپلکس مولتی

  

دهنده که نشان يبازجفت۱۰۰۰در تمام موارد باند  ،شود يچنانچه مشاهده م

  ).شوديده ميد است بودن ييايباکتر

  

  بحث

سال گذشته، پژوهشگران مزاياي تشخيص مولکولي  ۱۰طي 

را مورد توجه قرار داده و در بسياري از موارد  PCRمبتني بر 

براي تشخيص تنها يک باکتري  PCRاندازي روش اقدام به راه

هاي موجود نظير  زيرا اين روش نسبت به روش]. ۱۲[اند نموده

روش استاندارد . کشت، از سرعت و دقت بيشتري برخوردار است

طلايي براي شناسايي قطعي عوامل باکتريايي مننژيت کشت 

كه در هنگام (ي بيوتيك نتيدرمان آ تحت تاثيراين روش  اما .است

و ) شود بيوگرام استفاده ميشك به مننژيت باكتريايی قبل از آنتي

. گيرد قرار مي شود مي مرگ باكترينحوه انتقال نمونه كه سبب 

که در حالي. کشد ساعت طول مي ۳۶روش حداقل علاوه، اين به

  الف

 ج د

 ب 
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بيمار مبتلا به مننژيت ممکن است، در موارد عدم درمان در مدت 

برگشت ساعت فوت نموده يا دچار ضايعات غيرقابل ۱۲کمتر از 

براي  PCRهاي مبتني بر  در هر حال، مزاياي روش. شود

هاي ميكروبي از جمله  تشخيص سريع عوامل مختلف عفونت

. يت باكتريايی توجه فراواني را به خود مشغول كرده استمننژ

هاي مختلف، اقدام به توسعه روش  پژوهشگران با طراحي پرايمر

PCR  ۱۴، ۱۳[اند نموده نايسريا مننژيتيديسشناسايي  براي .[

، رو ايناز . کننده نياز بيمار نيستولي تشخيص يک باکتري تامين

تعداد بتواند حداقل که PCRپلکساندازي روش مولتیراه

 هاي شايع را پوشش دهد، مورد توجه قرار گرفته است باکتري

افزون بر اينها، استفاده از پرايمر عمومي اميدهاي . ]۱۶، ۱۵[

وجود آورده ها به زيادي را براي تشخيص طيف وسيعي از باکتري

كننده ژن ها، برخي از مناطق رمز است، زيرا در باكتري

SrRNAو نيز ژن  ١٦SrRNAاند و در محافظت شده ٢٣

عنوان به اين ترتيب، به. بسياري از آنها تشابه فراوان وجود دارد

ويژه در هاي باليني به ها در نمونه ابزار مناسب براي رديابي باكتري

در اين تحقيق، از پرايمر . اند معرفي شده  CSFهاي  نمونه

ها  وجود باكتري در نمونهشده از اين ژن براي نشان دادن  ساخته

ها نشان داده شد و با و وجود باکتري در نمونه] ١٦[استفاده 

هاي اختصاصي، امکان تشخيص سه باکتري شايع  کاربرد پرايمر

  . عامل مننژيت فراهم گرديد

هرچند هميشه خطر آلودگي و نتيجه مثبت يا حتي منفي كاذب 

باكتري فاقد  ٢٠وجود دارد، ولي در اين تحقيق، بررسي همزمان 

توان با در نظر  افزون بر اين، مي. نتيجه مثبت يا منفي كاذب بود

]. ١٧[هاي ناخواسته پيشگيري نمود  گرفتن تمهيداتي از بروز پاسخ

در هر حال، بايد توجه داشت که نگهداري مناسب و دستکاري هر 

ای اساسي مرحله PCRها با  اي برای تشخيص باکتري نمونه

  . است

مبتني بر انحلال ارگانيزم در  DNAسيک استخراج روش کلا

و رسوب با اتانول يا " کلروفرم -فنول"هاي آلي از قبيل  حلال

ها ممکن است  رسوب حاصل از برخي نمونه. ايزوپروپانول است

بنابراين، دستکاري رسوب . قدري کم باشد كه قابل رويت نباشدبه

وشو ژه در جريان شستويمستلزم اعتماد به وجود ژنوم ارگانيزم به

از  DNAدست آوردن رسد، نتيجه به نظر ميبنابراين، به. است

اي که تنها حاوي چند باکتري است، با اهداف آزمايش  نمونه

  . سازگار باشد

فراگير انجام  PCRآل آن است كه  در هر حال، امروزه اقدام ايده

اي را تکثير نمايند که در انواع  شدهشود و نواحي حفاظت

توان  در حقيقت، با پرايمر فراگير، مي. شود ها يافت مي باکتري

به اين ]. ١٨[وجود انواع مختلف باکتري را در نمونه رديابي کرد 

. هاي فراگير استفاده شده است هاي مختلفي از ژن ترتيب، ترادف

که اين روش از حساسيت زيادي برخوردار است، البته نظر به اين

هاي گرم  هاي فلور طبيعي از جمله کوکوسي تواند حتي باکتري مي

اين امر حاکي از آن است که عدم . مثبت را نيز تشخيص دهد

اين . کشد اعتبار آن را به چالش مي PCRرعايت اصول انجام 

ن، با وجود اي. نمايد صدق مي PCRهاي  امر براي تمام روش

چه در اين تحقيق نشان داده شده است، بدون نياز به چنان

قيمت، تشخيص سريع و افتراقي  هاي پيچيده و گران دستگاه

پذير است و با استفاده از مننژيت باكتريايی از غيرباكتريايی امكان

طور همزمان با استفاده از روش  هاي اختصاصي، به پرايمر

طور اختصاصي شناسايي بهتوان باکتري را مي PCRپلکس مولتی

  . نمود

شده از ميلادي با استفاده از پرايمرهاي تهيه ۲۰۰۵در سال 

 PCRپلکس، روش مولتیbexو  ctrA، plyهاي  ژن

، نايسريا مننژيتيديساي براي تشخيص همزمان مرحله تک

طراحي شد و مورد  هموفيلوس انفلوانزاو  استرپتوکوکوس پنومونيه

پژوهشگران، حساسيت اين روش را ]. ۱۹[ارزيابي قرار گرفت 

با اين حال، . اند بيان نموده% ۹۳براي تنها سه باکتري فوق حدود 

درصورتي که در تحقيق آنها باکتري ديگري عامل مننژيت باشد، 

هايي  که در اين تحقيق پرايمردر حالي. قابل تشخيص نبوده است

 نيز و فوق هاي باکتري SrRNA۱۶ شدهافظتمح نواحي از

  .شد استفاده است، يکسان ها باکتري همه در که فراگير هاي بخش

  

  گيرينتيجه

علاوه بر اثبات وجود هر نوع عامل باکتريايي، امکان تشخيص سه 

. وجود دارد% ۱۰۰عامل شايع مننژيت با حساسيت و اختصاصيت 

استفاده از آن براي تشخيص تعيين ارزشمندي اين روش مستلزم 

  .هاي باليني است ها در نمونه اين باکتري
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  و همکاران رمضانعلی عطايي                                                                                                                   تشخيص همزمان عوامل شايع مننژيت باکتريايی
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Abstract 

Aims. Rapid treatment of bacterial meningitis is a medical emergency. Reducing mortality is depending 

on rapid detection. Aim of this study was to setup multiplex PCR method for detection of common 

bacterial meningitis. 

Materials & Methods. In this resaerch, the universal and specific primers were used. Genome of 20 

bacterial strains were extracted and PCR was carried out under standarded condition in two steps. The 

PCR products were electrophoresed on 1% agarose and compared with standard strains. Results were 

confirmed by using HeaIII.   

Results. Genome extraction of at least 10 bacteria in millilitre of fluid culture was necessary for 

detection. Using the universal primer of 16SrRNA made possible the amplification of 1000bp sequence. 

This common sequence was seen in all studied bacterial strains. By using specific primers for Nisseria 

meningitides, Haemophilus influenzae and Streptococcus pneumoniae a 700bp, 500bp and 300bp 

sequence were produced, respectively.    

Conclusion. The molecular method identifies bacterial meningitis within about 3 hours and recognizes 

its source. Using this method in medical laboratories improves the quality and also decrease the time of 

detection. 
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