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  7پور ، عباس موسي6زاده ، مجيد صادقي5، هادي شيرزاد4زاده ، حسين مهدي3 بابك براتي،2شهرام نظريان ،*1مجتبي سعادتي

  ، تهران، ايران)ع( دانشيار، گروه علوم زيستي، دانشگاه امام حسين-1
  ، تهران، ايران)ع ( علوم زيستي، دانشگاه امام حسين كارشناس ارشد، گروه-2
  ، تهران، ايران)ع ( كارشناس ارشد، گروه علوم زيستي، دانشگاه امام حسين-3
  ، تهران، ايران)ع ( كارشناس ارشد، گروه علوم زيستي، دانشگاه امام حسين-4
  ران، تهران، اي)ع ( دانشجوي دكتري، گروه علوم زيستي، دانشگاه امام حسين-5
  دانشيار، گروه ژنتيك، دانشكده علوم پايه، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران -6
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  13/9/87 :پذيرش مقاله  19/4/87 :دريافت مقاله

  چكيده

 كه روي سيستم اعـصاب مركـزي تـأثير          استي جدي و گاهي كشنده      ها  تباكتريايي يكي از عفون   مننژيت   :هدف
شدت بيمـاري و    تفاوت دردليل بهدانستن علت مننژيت ايجاد شده توسط عوامل ويروسي يا باكتريايي، . ذاردگ مي

مـل  انند مانع از گسترش بعضي از اين عوا       تو  مي ها  بيوتيك  آنتي زيرا   استنيز درمان آن از اهميت خاصي برخوردار        
ند كه در ايجـاد مننژيـت       هست زا  بيماري عامل مهم    دو هموفيلوس آنفولانزا نيسريا مننژيتيدس و    . در بين مردم شوند   

  .حاد باكتريايي دخالت دارند
 عـلاوه بـر     ، امـا  اسـتفاده شـده اسـت      هموفيلوس آنفـولانزا  نيسريا مننژيتيدس و     شناسايي   برايي مختلفي   ها  شرو

زمـان آزمـايش از     ؛ بنـابراين    باشـد   مـي هـا     بيمـاريزا تري براي شناسايي اين       حساسهاي    نياز به روش  طولاني شدن   
  .استانجام آن با مشكلاتي همراه  حساسيت كمتري برخوردار بوده و

 PCR Multiplex (mPCR)از روش   نيسريا مننژيتيـدس     و   در اين تحقيق براي شناسايي هموفيلوس آنفولانزا      : ها  مواد و روش  
 شناسـايي بـا اسـتفاده از        منظـور   بـه . پـذيرفت  روش بيوشيميايي صورت     ه ب ها  هاين زيرگون اوليه  يد  أيت. استفاده شد 

نيـسريا   بـراي    opaژن   و   هموفيلـوس آنفـولانزا   بـراي    lic-1 ژن    اختـصاصي  ، دو جفـت آغـازگر     mPCR واكنش
  .دش  طراحيمننژيتيدس

 بـاز   جفـت  320نيسريا مننژيتيدس    براي و باز  جفت 150  هموفيلوس آنفولانزا  براي  تكثير يافته  DNAقطعه   :نتايج
  . طراحي شده منفي بودآغازگر آن با PCRو نتايج شد  كنترل منفي استفاده عنوان به استرپتوكوكوس نمونيا. بود

 ژن  آنتي، كشت باكتري يا شناسايي      آميزي  رنگ خصوصاً زماني كه نتايج      PCR اين مطالعه نشان داد كه       :گيري  نتيجه
 .باشد ميتكنيك تكميلي مفيد براي تشخيص يك  ، را تأييد نمودها ن قطعي نتايج آطور به منفي بوده يا نتوان

 

  . Multiplex PCR،هموفيلوس آنفولانزا ،نيسريا مننژيتيدس ،شناسايي :كليدواژگان
  

   مقدمه-1

 كـه   اسـت ايي عفونت جدي و گاهي كشنده       باكتريمننژيت  

   (Central Nervous System: CNS)سيستم اعصاب مركزي 

  

 در موارد درمان    گر چه اين عفونت   ا .هدد  ميرا تحت تأثير قرار     

   ولـي  اسـت  يي همراه مرگ و مير بالا   با  نشده يا درمان نامناسب     
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به مقدار زيادي كـاهش داده       مرگ و مير ناشي از اين بيماري را       

  .]3-1[است 

 (Neisseria meningitidis)عامل باكتريايي نيسريا مننژيتيدس دو 

جزء  (Haemophilus influenzae)هموفيلوس آنفولانزا  و

 هـا   آن تشخيص   ترين عوامل ايجادكننده مننژيت است و       مهم

 - مغـزي  ، سيتولوژي و كشت مايع    اييهاي بيوشيمي   با آزمون 

 گيـرد كـه    انجام مي(Cerebrospinal fluid: CSF) خاعين

انجامد ايـن در   طول مي    ساعت به  36بوده و گاهي تا      بر  زمان

الي اسـت كـه تـشخيص عامـل مننژيـت در پـي مـصرف                ح

بـسياري  . ]6-4[يابـد      درصد كاهش مي   30ها تا     بيوتيك  آنتي

هاي سـريع و دقيقـي را         اند تا روش    از محققين تلاش نموده   

براي شناسـايي عوامـل ايجادكننـده مننژيـت بـا اسـتفاده از              

هـا بـه      هاي ايمونولوژي ارائه دهند، هـر چنـد ايـن روش            روش

 .]8،  7[ بخش نبـوده اسـت      طور كامل رضايت    ا با هم به   تنهايي ي 

موقع عامل بيمـاري و نيـز مـصرف           عدم شناسايي دقيق و به    

تواند مـرگ افـراد مبـتلا را در پـي             بيوتيك نامناسب مي    آنتي

در بيمـاران مبـتلا بـه     اين در حـالي اسـت كـه   . داشته باشد

 سـاعت در تجـويز      6مننژيت، بـين تـأخير زمـاني بـيش از           

. مير ارتباط مستقيم وجـود دارد  و  ميزان مرگ يوتيك وب آنتي

 ،نظر بـه اهميـت تـشخيص سـريع و دقيـق عامـل مننژيـت               

 بــراي PCRهــاي مولكــولي از جملــه    اســتفاده از روش

هاي اخير رو به افزايش بوده        شناسايي عامل مننژيت در سال    

و  (Birtles) در تحقيقي كه توسـط بيـرتلس      . ]10،  9[ است

 كه در بيش     انجام شد نشان دادند    2005ل  همكارانش در سا  

هاي ناشـي از نيـسريا مننژيتيـديس كـه بـا               درصد عفونت  40از  

هـاي   مورد تأييد قـرار گرفتـه، ميكروارگانيـسم        PCRاستفاده از   

ها جدا نشده است كه دلالت بر حـساسيت           ديگري از اين نمونه   

اين روش علاوه بر كمـك بـه تـشخيص          . ]11[اين روش دارد    

تـوان    اراي اختصاصيت و حـساسيت زيـاد بـوده و مـي           سريع، د 

  .طور همزمان نسبت به شناسايي دو يا چند عامل اقدام نمود به

ــن  ــدف از اي ــق ه ــمتحقي ــايي ه ــل  شناس ــان دو عام زم

و هموفيلوس آنفولانزا بـود كـه       نيسريا مننژيتيدس   ايي  باكتري

روش تشخيـصي   . شـوند   باعث بيماري مننژيت در انسان مي     

 ايـن مطالعـه قـادر اسـت در مـواردي كـه              گزارش شـده در   

انـد بـدون      بيوتيك اقدام نموده    پزشكان نسبت به تجويز آنتي    

نگراني از عدم رشد اين دو باكتري، نسبت به شناسايي ايـن            

  .دو باكتري اقدام نمايد

  

  ها ش مواد و رو-2

شـرح    بـه   مورد آزمايش  هاي   باكتري  انجام اين مطالعه   براي

هاي   باكتري .ي و دانشگاهي دريافت شد     از مراكز آزمايشگاه   زير

ــتفاده   ــورد اس ــديس  م ــسريا مننژيت ــامل ني ــق ش ــن تحقي   در اي

(PTCC 1507)  ــولانزا ــوس آنف ، (ATCC 33930)، هموفيل

ــياكلي  ــاراتيفي(Escherichia coli)اشرش ــالمونلا پ   A و س

(Salmonella paratyphi A) (NCTC 5702) مركــز  از

ــارچ ــاكتر كلكــسيون ق ــا و ب ــا يه ــژوهســاي ه ــا شزمان پ   يه

ي اسـتافيلوكوكوس   ها  يباكتر. دندشعلمي و صنعتي ايران تهيه      

ــوس ، (ATCC 25923) (Staphylococcus aureus) اورئــ

 ،(Staphylococcus epidermidis) اپيدرميـديس  استافيلوكوكوس

ــسانتري   ــيگلا ديـ ــستريا (Shigella dysenteriae)شـ ، ليـ

  لبـسيلا نمونيـا  ، ك(Listeria monocytogenes)مونوسـيتوژنز  

(Klebsiella pneumoniae)  ــترپتوكوكوس پيـــوژنز  و اسـ

(Streptococcus pyogenes) از آزمايشگاه رفرانس ايران تهيه 

 بـا   هـا   ن شناسـايي آ   ،هـا   ه و نمون  ها  هزيرگونپس از انتقال     .شدند

 مورد بررسـي و     بي و افتراقي مختلف   اهاي انتخ   از محيط  استفاده

  .تأييد قرار گرفتند

  

   ژنوميDNAاستخراج  -2-1
ي گـرم منفـي     هـا   يبـاكتر  DNAبراي استخراج و تخليص     

 با اسـتفاده از روش      )نيسريا مننژيتيدس  و   هموفيلوس آنفولانزا (

ي هـا   يو بـاكتر   ]12[ )2005(و همكـاران     (Keyhani) يكيهان

هـــاي اســـتافيلوكوكوس اورئـــوس،  بـــاكتري(گـــرم مثبـــت 

از ) س پيــوژنزاســتافيلوكوكوس اپيدرميــديس، و اســترپتوكوكو

.  اسـتفاده شـد    ]13[ )2006(و همكاران    (Barati)روش براتي   

  روي  ژنومي DNA ، شده محصول تخليص  كيفيت   بررسيبراي  
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  .دش الكتروفورز درصديك ژل آگارز 

  

 هـاي   آغازگرانتخاب قطعات ژني و تهيه       -2-2

(Primers)مناسب   
 براي نيسريا مننژيتيـدس     opa ژن   مخصوص آغازگرجفت  دو  

بــراي هموفيلــوس آنفــولانزا ) lic1(ســاكاريد كپــسولي   پلــيو ژن

وسـيله    هـاي مـورد نظـر، بـه       آغازگر پـس از انتخـاب       .شدطراحي  

وجود لـوپ،  ) DNASIS, BLAS, Oligo(افزارهاي مولكولي  نرم

 دنبـال  بـه . شـد  بررسـي    دماي ذوب و ساير خصوصيات آغازگرها     

مان  آل MWGشركت  براي ساخت به    ها  آغازگريد خصوصيات،   يتأ

ها و قبل ازاستفاده در     آغازگرپس از ساخته شدن      .سفارش داده شد  

 درصــد 15 ژلبــا الكتروفــورز روي  هــا  كيفيــت آنPCRواكــنش 

  : اين آغازگرها عبارتند از.شدآميد بررسي  اكريل پلي
Men-f TTT-TAA-TCA-GTT-AAA-CCG-AAT-ACG 
Men-r CAT-AAT-CTG-CCG-CTA-TCC-TCC 
Flu-f AAT-GAA-TAC-AAA-AAT-GCT-ATG-CAA 
Flu-r AAA-TGA-AAT-ACT-TCC-TCA-GGC-TTG 

  

را  بـاز    جفت 320طول   اي به   قطعه Men-f  ،Men-rهاي  آغازگر

  و باكتري نيسريا مننژيتيدس استopaژن   بهتكثير نموده كه مربوط

را تكثيـر  بـاز   جفـت  150 طول اي به  قطعه Flu-f ،Flu-r هايآغازگر

 .است باكتري هموفيلوس آنفولانزاlic1 نموده كه مربوط به ژن 

  

ــره -2-3 ــراز  واكــنش زنجي  و )PCR(اي پليم

  هضم آنزيمي
 مـوادي از    ، و همچنـين هـضم آنزيمـي       PCRبراي انجام فرايند    

ــزيم  جملــه  ،Taq (Taq DNA polymerase) پليمــراز DNAآن

 DNA ladder (Marker)هـاي محـدودالاثر و نـشانگر     آنـزيم 

ــت 100 ــاز جف ــركتب ــد Fermentas ي از ش ــداري ش   . خري

Tris-base، EDTA،dNTP ،MgCl2 ،RNase، ــديوم  اتيـــــ

ــد ــزوزيم و (Ethidium bromide) بروماي ــزلي  از شــركت  ني

Cinnagen   ميكروليتـر   25واكـنش در حجـم نهـايي         .دش تهيه 

ــام  ــانج ــنش  .دش ــن واك ــر از 1 در اي ــو،DNA ميكروليت    الگ

ــزيم  5/0 ــر از آن ــراز DNA ميكروليت ــد در  Taq )5 پليم واح

 پيكومــول در 20(  ميكروليتــر از هــر آغــازگر5/0، )ميكروليتــر

، )مولار  ميلي5/2(  dNTPs ميكروليتر از مخلوط 2، )ميكروليتر

 ميكروليتـر از نمـك   5/1 و) x) PCR 10 ميكروليتـر بـافر   5/2

MgCl2) 50 با يكديگر مخلوط و حجـم نهـايي بـا    ) مولار ميلي

 . رسانده شد ميكروليتر25آب دوبار تقطير به 

پس از انجام واكنش    . دش انجام   1طبق جدول    PCRبرنامه  

همـراه يـك ميكروليتـر        ميكروليتر از محـصولات واكـنش بـه        5

  درصــد2 ژل آگــارز در (Loading buffer)زا  محلــول رنــگ

 پـس از  . الكتروفورز شد100ثير ولتاژ أ دقيقه تحت ت  15مدت   به

ــت   ــا اس ــورد نظــر ب ــه م ــر قطع ــان از تكثي ــشانگراطمين   فاده از ن

DNA Ladder 100 ي توسـط الكتروفـورز روي ژل   بـاز  جفت

آگارز، جايگاه برش آنزيمي روي قطعه تكثير شده با توجـه بـه             

ــوالي مــشخص آ ــا اســتفاده از هــا نآغازگرهــا و ت ــرم ب ــزار ن  اف

DNASISمورد بررسي قرار گرفت .  

  

   براي تكثير قطعاتTermal cycler برنامه دستگاه 1جدول 

  زمان  درجه حرارت  مرحلهرديف
تعداد 

  ها هچرخ

اوليه  واسرشتگي  1
(Denaturation)

   چرخه1   دقيقه2  گراد  سانتي درجه94

2  
  واسرشتگي

  اتصال
 تكثير

  گراد سانتي  درجه94
  گراد سانتي  درجه55
  گراد سانتي  درجه72

   ثانيه30
   ثانيه30
   ثانيه30

   چرخه28

   چرخه1  قيقه د2  گراد سانتي  درجه72  تكثير نهايي  3

  

 مورد نظر، نـسبت بـه بـرش         هپس از اطمينان از تكثير قطع     

بـراي ايـن منظـور برنامـه     .  اقدام شد HaeIII ها توسط آنزيم آن

 كـه در    PCR بـراي محـصولات      2برش آنزيمي طبـق جـدول       

پـس از آمـاده     . داخل يك ميكرولوله قرار داشتند، طراحـي شـد        

 درجـه   37 دمـاي     ساعت در  3مدت    شدن شرايط واكنش لوله به    

 را  PCRگراد قرار داده شد تا آنزيم مورد نظـر محـصول              سانتي

پـس از ايـن زمـان، محـصولات حاصـل از هـضم              . برش دهـد  

ــارز  ــي روي ژل آگ ــات  5/1آنزيم ــورز و قطع ــد الكتروف  درص

  .دست آمده مشاهده شد به
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 برنامه برش آنزيمي قطعه تكثير شده 2جدول 

ده
 ش

ير
كث

ه ت
طع

م ق
نا

  

 بر
يم

آنز
م 

نا
 ش

ده
دهن

  

ميزان 
محصول 
 براي برش

 +Rبافر 
ميزان 
  آنزيم

آب دوبار 
  تقطير

دما و 
مدت 
 واكنش

opa HaeIII 6ميكروليتر11  ميكروليتر1  ميكروليتر2  ميكروليتر 
 درجه37

گراد، سانتي
 ساعت3

  

  تعيين حساسيت واكنش بر حسب تعداد باكتري -2-4

  ري،براي محاسبه حساسيت واكـنش براسـاس تعـداد بـاكت          

   جـــذب نـــوريگيـــري پـــس از كـــشت بـــاكتري و انـــدازه

(Optical Density: OD)   محيط كشت، ابتدا از محـيط مـورد 

هـا واكـنش       رقت تهيه كرده و براي تمـامي رقـت         10-10نظر تا   

PCR     محاسـبه تعـداد بـاكتري در هـر رقـت            براي انجام شد و 

  .انجام گرفت) Colony count(يند شمارش باكتري افر

 ميكروليتـر از هـر يـك از         50يين تـوالي، ابتـدا       تع منظور  به

 شركت  PCRقطعات تكثير شده توسط كيت تخليص محصول        

Fermentas  محـصول    سپس   ، تخليص شدPCR  تعيـين   بـراي 

  .ارسال شد(Faza Pajooh)   فزاپژوهه شركتبتوالي 

  

  PCRتعيين ميزان اختصاصي بودن واكنش  -2-5
 لـيص شـده از     بـا ژنـوم تخ     PCRبراي ايـن منظـور، واكـنش        

، هموفيلـوس آنفـولانزا، سـالمونلا       نيـسريا مننژيتيـدس    يها  باكتري

اسـتافيلوكوكوس   پاراتيفي، اشرشياكلي، اسـتافيلوكوكوس اورئـوس،     

مونوسيتوژنز، كلبسيلا نمونيا    اپيدرميديس، شيگلا ديسانتري، ليستريا   

انجـام شـد و محـصول        و استرپتوكوكوس پيوژنز با همان آغازگرها     

  .و مشاهده شد الكتروفورز  درصد2ژل آگارز روي واكنش 

  

   نتايج-3

ي اسـتاندارد   هـا   ش رو وسـيله   بـه ي مورد استفاده    ها  هزيرگون

ها و قطعات انتخاب شـده      آغازگر .آزمايشگاهي شناسايي شدند  

گونـه كـه بيـان       همـان  هاي مولكولي افزار  نرم توسط   PCR براي

 قطعات   تكثير براي آغازگر جفت   دو  بررسي قرار گرفتند و    شد،

ــر ــورد نظ ــت آم ــي و كيفي ــا ن طراح ــا ه ــورز ب ژل  در الكتروف

  .شد و تأييد  بررسيآميد اكريل پلي

  

 هاي  نمونه با   PCRنتايج حاصل از واكنش      -3-1

  نيسريا مننژيتيدس ژنومي
 ـ     با   PCRواكنش    يهـا   هآغازگرهاي طراحي شده روي نمون

ژل  توسـط    ها  نو الكتروفورز آ  نيسريا مننژيتيدس   ژنومي باكتري   

  1 نتيجــه واكــنش مطــابق شــكل  درصــد انجــام شــد،2آگــارز 

  PCRواكـنش   نيسريا مننژيتيـدس    براي جستجوي   . شدبررسي  

  وجـود انجـام شـد كـه        opa  ويـژه ژن   آغـازگر  جفـت    يـك با  

 ،opa از ژن بخــشي مربــوط بــه تكثيــر بــاز جفــت 320 قطعــه

د كـه   وبنيسريا مننژيتيدس   دهنده وجود اين ژن در باكتري        نشان

 ،1شكل  (د  شاين باكتري اقدام     شناسايي    طريق نسبت به   از اين 

د ش ـ كنتـرل اسـتفاده   بـراي  بـاز  جفـت  100از نشانگر ) 3ستون  

  .)1 ستون ،1شكل (
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

نتايج حاصل از واكنش    . PCRنتيجه حاصل از الكتروفورز محصول واكنش        1 شكل

PCR  صـورت      بـاكتري بـه    دو  ژنـومي   با محصولMultiplex  نـشانگر  :1 سـتون ؛  

نيـسريا مننژيتيـديس و     از بـاكتري Multiplex PCR :2ستون  ،باز جفت 100

 Men-f  ،Men-r هـاي آغازگر با   PCRواكنش   :3ستون  ا،  آنفولانزهموفيلوس  

 بـاكتري   opaژن    بـه  را تكثير نموده كه مربـوط      باز  جفت 320طول   اي به   قطعه

 Flu-r  ،Flu-f هـاي آغازگر بـا    PCR واكنش   :4ستون،  استنيسريا مننژيتيدس   

سـاكاريد   پلـي را تكثير نموده كه مربـوط بـه ژن    باز جفت 150 طول اي به  قطعه

 .است باكتري هموفيلوس آنفولانزا) lic1(كپسولي 

4       3        2       1  

  باز  جفت500
  

  باز  جفت320
  

 باز  جفت150
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 هاي  نمونه با   PCRنتايج حاصل از واكنش      -3-2

  هموفيلوس آنفولانزا ژنومي
ــنش  ــس از واك ــاPCRپ ــ ب ــا ه نمون ــاكتري يه ــومي ب  ژن

   توســط ژل آگــارزهــا ن و الكتروفــورز آنزاهموفيلــوس آنفــولا

براي جـستجوي    .)1شكل   (شدنتيجه واكنش بررسي     درصد،   2

 ويـژه   آغـازگر  جفت   يك با   PCRواكنش   هموفيلوس آنفولانزا 

 مربـوط بـه تكثيـر     بـاز 150 وجود قطعهانجام شد كه lic1  ژن

ــشان،lic1 از ژن بخــشي ــاكتري    ن ــن ژن در ب ــده وجــود اي دهن

اين  شناسايي   د كه از اين طريق نسبت به      وب نزاهموفيلوس آنفولا 

  ).4 ستون ،1شكل (د شباكتري اقدام 

و نيـسريا مننژيتيـدس     براي شناسـايي همزمـان دو بـاكتري       

 .اسـتفاده شـد    Multiplex-PCRروش  از   هموفيلوس آنفولانزا 

 opa از ژن    بخـشي  مربوط به تكثيـر      باز   جفت 320 وجود قطعه 

بـاز     جفـت  150و قطعـه    يتيـدس   نيـسريا مننژ  مربوط به باكتري    

هموفيلـوس  از بـاكتري     lic-1مربوط بـه تكثيـر بخـشي از ژن          

شود با اين      مشاهده مي  1طور كه در شكل       همان  بوده و  آنفولانزا

توان در يك زمان هـر دو بـاكتري را شناسـايي نمـود                روش مي 

  .)2 ستون ،1شكل (
  

 

  

  

  

  

  

  

  

  

محـصول   :1ستون . )يدسنيسريا مننژيت (PCR برش آنزيمي محصول 2شكل 

PCR،  2ستون:Ladder  100 قطعـات حاصـل از بـرش    :3 ستون ،بـاز  جفت 

  .opaآنزيمي 

  

 PCRبراي اطمينان از صحت قطعات تكثير شده؛ محصول         

. ت عمل هضم آنزيمي قـرار گرفـت       ح در اين مطالعه ت    opa ژن

 136 و   بـاز   جفـت  184پس از برش و هضم آنزيمي، دو قطعـه          

 قطعات حاصل از برش آنزيمي با قطعـات         .دش حاصل   باز  جفت

 تعيـين شـده بـود    DNASIS افـزار   نـرم مورد نظـر كـه توسـط        

تعيـين تـوالي    همچنـين نـسبت بـه       ). 2شـكل   (مطابقت داشت   

 بانك   در با توالي مورد انتظار   د كه   ش اقدام   opaو   lic-1 قطعات

ــوم ــته و )Genebank (ژن ــت داش ــصولات مطابق ــحت مح  ص

  .يددست آمده به اثبات رس به

واكنش براي دو بـاكتري مـورد نظـر          تعيين حساسيت    براي

. دش اقدام   PCRي مختلف  نسبت به انجام       ها  تپس از تهيه رق   

 .ودش ـ  مـي  مـشاهده    3 و   2 در شكل شـماره      دست آمده   بهنتايج  

حساسيت واكنش بر حسب تعداد باكتري هم انجام شد و تعداد           

 ـ CFU/ml 4500 (Colony-forming unit/ml) باكتري راي ب

ــديس  ــسريا مننژيتي ــكل  (ناي ــراي  CFU/ml 15000  و)3ش ب

 مـشخص   هـا   ن براي حساسيت آ   )4شكل   (لانزاوهموفيلوس آنف 

  .رسد حساسيت مناسبي باشد نظر مي شد كه به
  

  

 
  

  

  

  

  
 باكتري نيسريا    ژنومي DNAتعيين حساسيت بر حسب ميزان غلظت        3شكل  

مـشخص   سريا مننژيتيديس براي ني  CFU/ml 4500 حساسيتكه   مننژيتيديس

 2ي هـا  نستو ،است باز جفت 100نشانگر  اين ستون مربوط به :1ستون  .شد

 ژنـومي ايـن     DNA 10-9  تـا  10-1ي  هـا   ت مربوط بـه رق ـ    ها  ن اين ستو  :10تا  

  .استباكتري 

 

   بحث-4

 اسـت كـه در اثـر        CNSمننژيت عفونت مهم و خطرنـاك       

اگـر چـه    . دوش ـ  مـي گانه مننـژ ايجـاد       ي سه ها  هعفوني شدن لاي  

مير ناشي    كاهش ميزان مرگ و    دهنده  نشان محققين   هاي  شگزار

رويــه   مــصرف بــياســت، امــااز عوامــل باكتريــايي در جهــان 

دنبـال داشـته     ي ميكروبي را به   ها  تاند مقاوم تو  ميها   بيوتيك آنتي

 باز جفت 500

      10  9  8  7 6  5  4  3  2  1 

 باز جفت 320

 

3  2 1 

 بازجفت136

 بازجفت500

 بازجفت184 باز جفت 320
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اسـتافيلوكوكوس، ليـستريا    عوامل ميكروبـي زيـادي از قبيـل         . باشد

  استرپتوكوكوس نمونيا  سريا مننژيتيدس، مونوسيتوژن، اشرشياكلي، ني  

شـوند،    باعث ايجاد اين عفونت در انسان مي       و هموفيلوس آنفولانزا  

درصـد كـل     68 بـيش از     عامل دخيل در عفونت كه مجموعاً     دو  اما  

ايجاد شده توسـط     مننژيت   ،كنند  موارد مننژيت را در انسان ايجاد مي      

  .نزا استو هموفيلوس آنفولانيسريا مننژيتيدس 

  

  

  

  

  

  

  كـه هموفيلـوس آنفـولانزا  بـاكتري    تعيين حساسيت بر حسب تعـداد        4شكل  

سـتون   .مشخص شـد   لانزاوبراي هموفيلوس آنف   CFU/ml 15000 حساسيت

 10-9تـا   10-1ي  ها  ت مربوط به رق   ها  ناين ستو  :10 تا 2ي  ها  نستو ،نشانگر :1

DNA است ژنومي اين باكتري.  

  

 گـزارش   هـا   يين بـاكتر   شناسايي ا  برايي مختلفي   ها  شرو

شده است كه هر كدام داراي معـايبي از جملـه زمـان طـولاني               

 شناسـايي، حـساسيت و اختـصاصيت كـم، هزينـه زيـاد،              براي

 و در    افـراد مجـرب    ي كاذب مثبت يا منفـي، نيـاز بـه         ها  شواكن

ايـن  . اسـت هاي كـشت معمـولي       نهايت مشكل رشد در محيط    

ز جملـه اسـتفاده از      ا ها  شدرحالي است كه در بعضي از اين رو       

 بـراي  ((Acridine orange)  اكريدين ارنـج و گرم آميزي رنگ

 كه)  مستقيم طور  به CSFي  ها  ه نمون شناسايي اين دو باكتري در    

  ند و در   هـست   تـشخيص  بـراي يك روش ساده، ارزان و سـريع        

 درصد موارد جواب مثبت اسـت امـا در مـواردي كـه        90 تا   75

 ايـن   ،بيوتيكي شروع شده باشـد     يبرداري درمان آنت   قبل از نمونه  

  معمـولاً  ها  ش اين رو  بنابراين. يابد  مي درصد كاهش    40ميزان تا   

  .دنيست براي تشخيص اين عوامل نيبخش اطمينانروش 

 وسـيعي در تـشخيص      طور  به كه امروزه از آن      PCR روش

ود يك روش   ش  مياي از عوامل بيولوژيك استفاده       طيف گسترده 

بسيار اختصاصي و در عين حال حساس براي شناسـائي انـواع            

 يك روش مهـم     PCR  همچنين .است و عوامل بيولوژيك     ها  نژ

عنـوان شـاخص حـضور يـك           به DNAو حساس براي تشخيص     

تـوان در   از اين روش مـي . ميكروارگانيسم در مقادير بسيار كم است  

 يا در مقادير بـسيار     زا كه   هاي بيماري   تشخيص سريع ميكروارگانيسم  

 يـا   دارد وقت و كار زيادي       نياز به  ها   و تشخيص آن   شتهكم وجود دا  

هـاي     بنـابراين در سـال     .]14[ اصلاً قابل كشت  نيستند، استفاده كرد      

ــتفاده از روش   ــورد اس ــادي در م ــات زي ــر مطالع ــراي PCRاخي  ب

 PCRاز   .تشخيص عوامل ايجادكننده مننژيت صورت گرفتـه اسـت        

 و نيـز نيـسريا مننژيتيـديس        ]15[يي هموفيلوس آنفولانزا    براي شناسا 

 و (Ni)اي كــه توســط نــي  اســتفاده شــده اســت و در مطالعــه ]16[

ــال  ــارانش در س ــساسيت  CSF روي 1992همك ــد، ح ــام دادن  انج

؛ ايـن درحـالي   ]17[ درصد اعلام نمودنـد  91شناسايي اين آزمون را     

 ميـزان   1994ل   و همكارانش در سـا     (Radstrom)بود كه رادستروم    

 درصد گزارش   96 درصد و ميزان اختصاصيت را تا        94حساسيت را   

  .اند ها با نتايج مثبت كاذب هم مواجه بوده  هرچند آن]18[اند  نموده

 اطمينان از صحت قطعات تكثير يافته مورد نظر، از          منظور  به

 در روش .  اسـتفاده شـد    تعيـين تـوالي    و    برش آنزيمي  دو روش 

 و يـافتن جايگـاه      هـا   ناسـتخراج تـوالي ژ    برش آنزيمي پس از     

دست آوردن اندازه دقيق قطعات تكثير        و به  ها  نها روي آ  آغازگر

، جايگاه برش آنزيمي    DNASIS مولكولي   افزار  نرمشده توسط   

هـاي   آنـزيم   برش  با توجه به جايگاه   . شد قطعه بررسي    دوروي  

ر  دopa تكثيـر يافتـه ژن    براي قطعه  HaeIII  آنزيم محدودالاثر،

 187،  بـاز   جفـت  136دو قطعـه     آن   نظر گرفته شد كـه از بـرش       

آنزيمي و بررسي نتيجـه حاصـل از        هضم  . دش حاصل   باز  جفت

. يـد كـرد   يآن توسط الكتروفورز نيز صحت قطعات تكثير شده را تأ         

و مشخص شـد    توالي قطعات تكثير شده      نيز    تعيين توالي  در روش 

ز بانك ژنوم استخراج شده     ها با توالي مورد انتظار كه ا        مقايسه آن در  

تكثيـر   در مورد قطعه   .دسي اثبات ر   به PCRبود صحت محصولات    

 بـود و محـل   وچككه طول اين قطعه ك دليل اين  بهlic1شده از ژن  

مناسبي براي برش آنزيمي در اين قطعـه وجـود نداشـت، بنـابراين              

  .آن اقدام شدتعيين توالي نسبت به براي تأييد اين قطعه فقط 

 هموفيلوس آنفولانزا در استقرار در نواحي مختلف بدن         توانايي

ايـن  .  مـرتبط اسـت    lic-1از جمله حلـق و بينـي بـا عملكـرد ژن             

 داراي  نيـسريا مننژيتيـدس   هـاي     درحالي است كـه تمـام زيرگونـه       

 باز  جفت150

 باز جفت200
 باز  جفت100

      10 9  8  7  6  5 4 3 2 1 
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 توانــايي مقاومــت بــاكتري در برابــر Opa.  هــستندOpaپــروتئين 

 تن نواحي محافظـت   دليل داش   اين ژن به  . كند  فاگوسيتوز را ايجاد مي   

عنوان ژن هدف براي تشخيص باكتري مـورد اسـتفاده قـرار              شده به 

، دو جفت   mPCR واكنشمنظور شناسايي با استفاده از        به. گيرد  مي

 opaژن   و   هموفيلوس آنفـولانزا  براي   lic-1 ژن    اختصاصي آغازگر

ــراي  ــدس ب ــسريا مننژيتي ــيني ــد طراح ــه . ش ــن مطالع   از  در اي

Multiplex PCR ــراي ــل   ب ــان دو عام شناســايي ســريع و همزم

و نيـسريا مننژيتيـديس     لانزا  وآنفايجادكننده عفونت مننژ هموفيلوس     

زا   حساسيت و اختصاصيت اين دو عامل مهـم بيمـاري         . استفاده شد 

عنوان يـك روش مناسـب بـراي          اين روش شناسايي به   . بررسي شد 

ل كشت  هايي كه غير قاب     هاي اپيدميولوژي و نيز براي زيرگونه       آزمون

زا   بوده يا در بيماراني كـه قبـل از شناسـايي ايـن دو عامـل بيمـاري                 

  .تواند كاربرد مناسبي داشته باشد اند، مي بيوتيك دريافت كرده آنتي

 با اسـتفاده از     ]17[در تحقيقاتي كه رادستروم و همكارانش       

PCRاي انجام دادند، نشان دادند كه عامل مننژيت در   دو مرحله

CSF   حساسيتي تا    دانتو  مياكنش   در اولين و CFU/ml 105×3 

دست آمده در مطالعه     را شناسايي نموده كه كمتر از حساسيت به       

ــود و ــا ب ــاوت  م ــن تف ــياي ــهتو م ــد ب ــود   ان ــان وج ــت امك عل

.  بـوده باشـد    CSF در نمونـه     هـا   ه و مهاركننـد   هـا   هكنند ممانعت

لـه دوم واكـنش توانـستند       حرادستروم و همكارانش با انجام مر     

علـت  . دهنـد   افـزايش  CFU/ml 102×3 اسيت را تـا   اين حـس  

 بـوده كـه از      PCRافزايش اين حساسيت، انجام مجدد واكـنش        

 ،]5[  اوليـه در واكـنش دوم اسـتفاده شـده بـود            PCRمحصول  

در ايـن تحقيـق      .استگير   اين روش پرهزينه و وقت    اگرچه  

 نيسريا مننژيتيديس ي  ها  ي شناسايي باكتر  برايحساسيت واكنش   

  وCFU/ml 103×5/4ترتيـــب   بـــهلانزاوس آنفـــهموفيلـــوو 

CFU/ml 104× 5/1 دش تعيين.  

 كـارگيري ايـن    ي اين روش، به   ها  تبنابراين با توجه به مزي    

بـراي  ) ي بـاليني لازم   ها  شپس از انجام آزماي   (روش تشخيصي   

ي مذكور براي صحت و تسريع در شناسايي        ها  تشناسايي عفون 

  .مند خواهد بودي تشخيصي مفيد و سودها هدر آزمايشگا

  

   تشكر و قدرداني-5

هــا و  مركــز كلكــسيون قــارچاز وســيله  نويــسندگان بــدين

ي علمـي و صـنعتي ايـران و         هـا   شسـازمان پـژوه   ي  ها  يباكتر

ي ها  ه در اختيار قرار دادن زيرگون     بابتآزمايشگاه رفرانس ايران    

  .نمايند يمورد نياز اين تحقيق تقدير و تشكر م
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