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  پژوهشی          

  
  
  ازنــــــدرانـکــــــی مــــــــوم پـزشـلـشـــــگاه عـــه دانـلــــمج

   )14-21   (1388 سال   فروردین و اردیبهشت    69  شماره  نوزدهمدوره 

14  1388فروردین و اردیبهشت  ، 69 ، شماره نوزدهمدوره                                                   مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                      

 در 16srDNAمقایسه دو روش تشخیصی کشت و آزمون تکثیری 
 مایع مغزی نخاعی بیماران مشکوک به یها شناسایی باکتری

  مننژیت باکتریایی در قزوین
 

  5محترم آدینه       4احمد سهمانی       4فرشاد فروغی       3صفر علیزاده       2پرویز ایازی       1ساروخانیمحمدرضا 

  

  چکیده
 ولی به طور متـداول      استای برخوردار     العاده تشخیص اولیه و صحیح مننژیت باکتریال از اهمیت فوق         : و هدف    سابقه

 PCRهدف این ارزیابی مقایسه آزمون       .امکانات آزمایشگاهی بهینه و سریعی در تشخیص عوامل مولد مننژیت وجود ندارد           
  .بودماران مشکوک به مننژیت در مراکز درمانی قزوین  بی(CSF)با روش کشت در شناسایی باکتری مایع مغزی نخاعی 

روی یـک قـسمت از آنهـا    . دگردی ـو هر یک به دو قسمت تقـسیم  شد آوری   جمع CSF نمونه   100 :ها  روش   و مواد
 استخراج و با اسـتفاده از پرایمرهـای یونیورسـال           DNA ،آمیزی لام اجرا شد و از بخش دیگر         های رایج کشت و رنگ      روش

  . اجرا شد و خصوصیات کارایی این دو روش مورد ارزیابی قرار گرفتPCR روش 16S rDNAبرای ژن 
 64 نمونـه از     38 نمونه کشت مثبـت و همچنـین در          36 توانست وجود ژنوم باکتریایی را در تمام         PCRروش   :یافته ها   

 و  درصـد 6/48یی مثبـت   ارزش پیـشگو  ،درصد 6/40  ویژگی ،درصد 100نمونه کشت منفی نشان دهد لذا دارای حساسیت         
 امـا . باشـد   مـی ) های باکتریولوژیک به عنـوان آزمـون طلایـی          در صورت پذیرفتن روش    ( درصد 100ارزش پیشگویی منفی    

  .نشان داد 33/0 توافق بین دو روش را برابر ، کاپاضریب
ینـدهای بـالینی    لـذادر فرا   .باشـد    و کـشت دارای مزایـا و معـایبی مـی           PCRخصوصیات کارایی هر دو روش       :استنتاج  

هـای دیـر    آلـودگی نمونـه، حـضور میکروارگانیـسم    به به ویژه در مواردی که شک . شود  استفاده از هر دو روش پیشنهاد می      
  .بیوتیک وجود دارد رشد یا پرنیاز و مصرف آنتی

  

  ، خصوصیات کارایی تست، قزوین16S rDNA PCRمننژیت باکتریایی،  :های کلیدی هواژ
  

  مقدمه
 بـسیار   (CNS)سیـستم اعـصاب مرکـزی     هـای     عفونت

 ها توسـط    این عفونت . شوند  آفرین قلمداد می    مرگ خطیر و 
ها بوجـود     ها و حتی پارازیت     ها، ویروس   ها، قارچ   باکتری

آیند و وجود هر نشانۀ مثبتی از ایـن عوامـل در نمونـه                می

 بلافاصله به پزشـک مربوطـه       (CSF) نخاعی   -مایع مغزی 
 هـا   حاد اغلب توسط باکتری   های    مننژیت. شود  گزارش می 

، سـردرد،   علائمی چون تب  شود و     ها ایجاد می    و ویروس 
  نـره در ایـو غی اریـرات رفتـور و تغییــرس از نـراغ، تـاستف

  
  

  E-mail: sarokhani2002@yahoo.com                       قزوینقزوین، دانشگاه علوم پزشکی - محمدرضا ساروخانی:مولف مسئول
  کارشناس ارشد ایمونولوژی مربی دانشگاه علوم پزشکی قزوین. 4    بیوتکنولوژی، دانشیار دانشگاه علوم پزشکی قزوینمتخصص  .1
  کارشناس آزمایشگاه دانشگاه علوم پزشکی قزوین. 5     فوق تخصص عفونی اطفال، دانشیار دانشگاه علوم پزشکی قزوین-2
  پزشکی قزوینکارشناس ارشد میکروبیولوژی مربی دانشگاه علوم . 3

  19/1/88:              تاریخ تصویب10/10/87:           تاریخ ارجاع جهت اصلاحات 9/9/87: ریافت تاریخ د
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  همکاران ساروخانی و                    محمدرضا              هشی    پژو  
  

15  1388فروردین و اردیبهشت  ، 69 ، شماره نوزدهم دوره                                                  مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                      

گـرفتن   که وجود آنها پزشک را به        شود بیماران دیده می  
  .دساز میمجبور  نخاعی جهت تشخیص قطعی -مایع مغزی

استاندارد فعلی تشخیص مننژیت باکتریـال، بررسـی        
 اما مشکل اصلی   .)1،2(باشد   می CSFیکروسکوپی وکشت م

و به ویـژه   ) وجود منفی کاذب  (این روش عدم حساسیت     
 که در شرایط معمول     استدهی   بودن زمان پاسخ   طولانی
 که تعداد میکروارگانیـسم   ساعت و درمواقعی48 تا   24حداقل

 در  از طرفـی  . داردزمان بیـشتری    نیاز به    ،در نمونه کم است   
ــا   بیمــار مــصرف آنتــی کــه  صــورتی بیوتیــک داشــته و ی

 ،های دیر رشـد و پرتوقـع در کـار باشـند             میکروارگانیسم
  مورد تردید  CSFحساسیت بررسی میکروسکوپی و کشت      

هـای تکثیـری بـر     در دهـه اخیـر، روش   .)3-8(گیرد قرار می 
ــای  ــتPCRمبن ــت    جه ــق مننژی ــشخیص زودرس و دقی ت

ــده  ــی ش ــال معرف ــد باکتری ــشتر آن ان ــدف بی ــه ه ــا ژن  ک   ه
16S rDNAایـن  ،هـای واقعـی   که در بیشتر باکتری  است 

 .)9 -13(ژن بـا تغییــرات بـسیار انــدکی حفـظ شــده اســت   
روش طلایــی و اســتاندارد در شناســایی آزمایــشگاهی    
مننژیت باکتریال، نشان دادن میکـرو ارگانیـسم عامـل در           

 و در حال حاضر نیز بطـور متـداول          است CSF های نمونه
 لــیکن بــا معرفــی )1،2(شــود اســتفاده مــیهــا  از ایــن روش

 عقیده قبلـی متزلـزل      ،های مولکولی و تکثیر ژنومی     روش
  .)13(دانند ها را موثرتر می شده و برخی این روش

 مطالعات مختلف معرفی شده در منـابع فـوق،          در اما
طـور عمـده بـا تعیـین یـک          ه  های ملکولی ب   مقایسه روش 

 .)7،14-11(تکشت بوده اس   میکروارگانیسم خاص در روش   
از طرفی در اکثر این مطالعـات میـزان توافـق دو روش و              

بنابراین در این تحقیق    . یا ضریب کاپا بررسی نشده است     
 بـه  CSFهـای واحـد       روی نمونه  PCRدو روش کشت و     

شـوند تـا کـارایی       محک آزمایش و مقایسه گذاشـته مـی       
  .آنها از ابعاد مختلف بررسی شود

  

  مواد و روش ها
 100هـای    روی نمونـه  1386در طی سال    این تحقیق   

با تأیید پزشک ( بیمار با علائم بالینی مشکوک به مننژیت  

های دانشگاه    کننده به بیمارستان   مراجعه) متخصص اطفال 
ــزوین   ــکی قـ ــوم پزشـ ــت علـ ــورت گرفـ ــات .صـ  اطلاعـ

ای   و نیز مرتبط با بیماری در قالب پرسـشنامه         دموگرافیک
 CSFاز هــر نمونــه در آزمایــشگاه  .از بیمــاران اخــذ شــد

 میکرولیتـر در شـرایط کـاملاً اسـتریل          300 تا   100مقدار  
 درجـه جهـت مراحـل       86 و در فریزر منهای      شد برداشته

 مــابقی . نگهــداری شــدPCRبعــدی اســتخراج و آزمــون 
هــای اســتاندارد  مــورد آزمــون، CSFهــای   نمونــهحجــم

  .)1(واقع شد) آمیزی گرم کشت و رنگ(باکتریولوژیک 
  میکرولیتـر  100، مقدار   ها نمونه DNAج  جهت استخرا 

 در لوله میکروسانتریفوژ وارد و در حـرارت آب          CSFاز  
 دقیقه قرار گرفـت و سـپس بـا نیـروی     20جوش به مدت  

 به مدت یک دقیقـه رسـوبات آن         g000/10سانتریفوژی  
سوپرناتانت هر   DNAمحتوای مناسب   . )7،14(نشین شد  ته

  انودراپ و مقایـسه جـذب   ن ـجدیدلوله با استفاده از دستگاه   
  .گردیدگیری   نانومتر اندازه280 و 260های  در طول موج

انتخــاب پرایمرهــای یونیورســال بــر مبنــای مقــالات 
 بوده که مکمـل نـواحی حفـظ         Pandit و   LUمنتشر شده   

سکانس این پرایمرها بـه  . باشند  می16S rDNAشده ژن 
  .)4-6(باشند شرح زیر می

  

U1(F): 5'-CCAGCAGCCGCGGTA ATACG-3' 
  

U2(R):5'-ATCGG(C/A)TACCTTGTTACGACTTC--3' 
  

 دانمـارک   ATGاین پرایمرها با سفارش در کمپانی       
  .سنتز شدند

 50حدود( میکرولیتر 5 حاوی   PCR مخلوط واکنش 
 از  ) پیکومول 20( میکرولیتر   DNA  ،1از استخراج   ) نانوگرم

 5/1( میکرولیتــر U2 ، 3/0 و U1هــر یــک از دو پرایمــر 
 میکرولیترازبـافر   5پلی مرازبـاخلوص بـالا،      Taqاز  ) واحد

10X PCR ،5/2از )  میلی مـول 5/2( میکرولیترMgCL2 ،
 میکرولیتر از 7/34 و   dNTPاز  ) mM4/0( میکرولیتر   5/0

تمام این مواد  .بود ) میکرولیتر50حجم نهایی (آب مقطر 
  .تهیه شدند Fermentaseاز کمپانی 
گاه ترموسـایکلر   در دست ،   PCRهای تکثیری     سیکل

MWG       درجـه   95 دقیقـه در     3 : به انجام رسید کـه شـامل 
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 16srDNAروش تشخیصی کشت و آزمون تکثیری 
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 درجــه 95 ســیکل بــه صــورت 30گــراد و ســپس  ســانتی
گـراد بـه       درجـه سـانتی    55 ثانیـه،    30گراد به مدت      سانتی
 ثانیـه و  30گراد به مدت   درجه سانتی72 ثانیه و  45مدت  

چنـدین  . گراد بـود     درجه سانتی  72 دقیقه در    5در نهایت   
 16S rDNAحــاوی  ژنــوم(و مثبــت) آب(تــرل منفــیکن

 آورده  PCRهـای     در هر سـری از واکـنش      ) شناخته شده 
  .)2،4،5(شد

بــا اســتفاده از  ) هــا آمپلیکــون (PCRمحــصولات 
 درصـد مـورد شناسـایی قـرار         5/1الکتروفورز ژل آگـار     

جهـت تعیـین حـساسیت آنـالیتیکی روش بکـار           . گرفتند
  هـای شـناخته      ظـت هـای سـریالی از غل       گرفته شده، رقـت   

 مـک فـارلن لولـه       5/0مـشابه دانـسیته اپتیـک لولـه         (شده  
هــای مــشخص شــامل  ســویه) اســتاندارد باکتریولوژیــک

E.coli ATCC25972 ،H.influenza ATCC 35056 و 
S.peneumonia ATCC 49617  ــس از ــه شــد و پ  تهی

ی آنهـا،   DNAگیری محتویات      و اندازه  DNAاستخراج  
  .)13( استفاده شدندPCRد به عنوان الگو در فراین

  جهت آنالیزهای آماری   5/13 ویرایش SPSSافزار از نرم 
 شامل ویژگی و حساسیت   ،تعیین خصوصیات کارایی تست   

 کاپا نیز جهت بررسی توافق دو روش       ضریب. استفاده شد  و
 بـرای   هدر این روش ک    .با همین نرم افزار محاسبه گردید     

 روش مورد بررسی  یک از دو     توان هیچ  که نمی  مواردی است 
 عنوان روش مرجع و طلایی درنظرگرفت و پارامترهای        را به 

بـا اسـتفاده از   ؛کارایی روش دیگـر را بـا آن مقایـسه کرد         
های دو   جداول ویژه ای مقادیر انطباق و عدم انطباق داده        
ضریب  روش درج و سپس بامحاسبه میزان توافق شانس،       

  .آید یا میزان توافق دو روش بدست میکاپا 
  

  یافته ها
  نفر مونث30 نفر مذکر و 70بیمار مورد مطالعه  100از 
 74. دست آمد ه  ماه ب 12 ± 8میانگین سنی بیماران    . بودند

 بیوتیک آنتی  مصرف CSFگرفتن نمونه نفر ازبیماران قبل از   
  . نداشتندبیوتیک آنتی  مصرفمسابقه نفر 26داشته و 

حساسیت آنالیتیکی روش برای تمام سه نـوع سـویه          
 حـدود (لیتر     کلنی در میلی   103 تا   102مشخص در حدود    

 تــصویر( تعیــین شــد CSFاز )  نــانوگرم در میکرولیتــر10
  ).1شماره 

  

  
  

 DNAهـای سـریالی از        رقت: PCRحساسیت روش     :1 شماره   تصویر
 و الکتروفـورز ژل  16S rDNA PCR تهیه و بـا روش  E.coliباکتری 

ستون سوم از    (108های    ت های فوق از غلظ    DNA.بررسی شده است  
 واحد مولـد کولـونی    )  ازسمت راست  10ستون   (101تا غلظت   ) راست

 به طوری کـه ملاحظـه     . اند  لیتر از باکتری مذکور استخراج شده       در میلی 
 واحــد مولــد کولــونی همچنــان 102 لولــه تــا رقــت DNAشــود  مــی

. )فلـش (  را ایجـاد نمایـد  (bp 996)توانسته باند مشخص مورد انتظار 
  .شوند نیز ملاحظه می) 1ستون(و سایز مارکر ) 2ستون(نترل منفی ک

  
  

 مـورد مثبـت   36کـشت   نمونه مورد ارزیابی، 100از  
ترین سویه جـدا شـده اسـتافیلوکوک ارئـوس         بود و شایع  

  .)1 شماره جدول(بود 
ــین از  ــابی،  100همچن ــورد ارزی ــه م ــورد 74 نمون  م

 مثبـت  PCRهای    مثالی از نمونه  .  مثبت بودند  PCR دارای
 2 منفی چند مورد از بیمـاران در تـصویر شـماره             PCRو  

  .ستا آمده

MM  NC   108   107  106   105   104   103   102   101  

The order of lanes 
  1       2       3       4     5       6      7       8      9      10  
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  انواع سویه های باکتریائی جداشده باروش کشت  :1 شماره جدول
  

 )تعداد(درصد 
  تعداد

 درصد فراوانی
 نوع سویه

8 8%  Pneumococci  
6 6% Haemophylus 

influenza 
2 2% N. meningitides 
2  2% K. pneumonia 
2  2% Enterobacter sp. 

10  10% Staph. aureus 
2  2% Staph. pidermidis 
2  2% Pseudomonas sp. 
2  2% Acinetobacter sp. 

64  64% Negative culture 
 جمع 100%  100

  

ــه  26از  ــل از نمون ــه قب ــاری ک ــصرف    بیم ــری م گی
 PCR مـورد کـشت مثبـت و    12 ،انـد  بیوتیک نداشته  آنتی

  منفــی بــودهPCRمــورد کــشت منفــی و  14  درمثبــت و
گیـری مـصرف      بیماری که قبـل از نمونـه       74اما از   . است

 PCR مورد کـشت منفـی ولـی         38اند   بیوتیک داشته  آنتی
 مـورد  12 هردو مثبـت و      PCR مورد کشت و     24مثبت و   

 )2  شـماره  جـدول ( .انـد   هر دو منفی بـوده     PCRکشت و   
  .)ده است ارائه ش2  شمارهتصویر مثال این موارد در(

بیوتیـک در    اما با فرض عدم اطلاع از مصرف آنتـی        
 روش  کلـی بـرای ارزیـابی      )در عمل چنـین اسـت     (بیماران  

PCR، ــدا ــا روش کــشت  ابت ــایج ب ــون  ( نت ــوان آزم ــه عن ب
آمـده   3  شماره مقایسه شدند که نتایج در جدول     ) طلایی
  .است

  
 بر اساس مصرف و PCRمقایسه دو روش کشت و   :2 شماره  جدول

  عدم مصرف آنتی بیوتیک در جامعه مورد مطالعهیا 
  

   )n = 74(مصرف آنتی بیوتیک   )n=26(عدم مصرف آنتی بیوتیک 
  کشت  کشت

PCR +  ─  PCR +  ─  
+  12  0  +  24  38  
─  0  14  ─  0  12  

  

  
  

، bp 100سایز مارکرباده قطعه :  از بالا به پایین.اند  تعیین گردیده16S rDNA PCR مثبت و منفی که با روش CSFهای  نمونهمثالی از  : 2 شماره تصویر
عـدم  ( بیماری که کشت وی هم منفی بـوده اسـت  : نمونه منفی. شوند  به ترتیب زیردیده می–و  +  و   -،  +  ،   -های    ، کنترل منفی و نمونه     کنترل مثبت 

بیماری که کشت وی هم منفی بـوده        : نمونه منفی ). بیوتیک مصرف آنتی ( بیماری که کشت وی منفی بوده است      : نمونه مثبت  )مصرف آنتی بیوتیک  
بیماری که کشت وی هـم      : نمونه منفی  )مصرف آنتی بیوتیک  ( بیماری که کشت وی هم مثبت بوده است       : نمونه مثبت  )مصرف آنتی بیوتیک  ( است

  .فلش باند مورد انتظار را نشان می دهد ).عدم مصرف آنتی بیوتیک( منفی بوده است
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 با کشت در تعیـین  16S rDNA PCRمقایسه نتایج   :3 شماره جدول
 علـوم    های دانـشگاه    موارد مننژیت باکتریایی مشکوک در بیمارستان     

  پزشکی قزوین
  

 )استاندارد (کشت
PCR  مثبت(n=36)   منفی(n=64)  

  جمع
(n=100) 

  مثبت 
N=74 

36  38  74=n  

  منفی 
N=26 

  n=26  26  صفر

  

وصیات خــص 3جــدول شــماره  هــای بــر مبنــای داده
  : دش به شرح ذیل محاسبه PCRکارایی روش 

ــساسیت  ــی (ح ــت حقیق ــد100): مثب ــی  درص ، ویژگ
، ارزش پیــشگویی مثبــت  درصــد6/40):  حقیقــیمنفــی(

(PPV) :6/48 و ارزش پیـشگویی منفـی         درصد (NPV) :
ــا  .  درصــد100 ــا ب ــین در ایــن حالــت ضــریب کاپ همچن

ق دو  جهت بررسی میـزان تواف ـ SPSSافزار   استفاده از نرم  
  .دش محاسبه 33/0روش برابر 

  

  بحث
 در 16S rDNA PCRون ــ ـه آزمــ ـطالعـن مــدر ای

هــای باکتریــایی مــورد ارزیــابی قــرار   تــشخیص مننژیــت
نتایج حاصله مؤید عدم توافق کامل این روش بـا          . گرفت
بـه عنـوان    (های باکتریولوژیک     های حاصل از روش     یافته

   ایـن کـه برخـی       رغـم   علـی . باشـند   مـی ) استاندارد طلایی 
  درصـد  100از خصوصیات کارایی تست نظیر حساسیت       

تست بسیار مناسـب     درصد   100و ارزش پیشگویی منفی     
 و ارزش پیشگویی    ) درصد 6/40(باشد، لیکن ویژگی      می

ایـن مطلـب    . اسـت  روش پایین    این)  درصد 6/48(مثبت  
 بـالا   PCR مفهوم است که یـا نتـایج مثبـت کـاذب             بدین

عـضی نتـایج کـشت بـه غلـط منفـی            است و یا بـرعکس ب     
 کـه   همان طـور  . تر است   باشند که حالت اخیر محتمل      می

بیوتیـک و یـا       در بخش مقدمه نیز ذکر شد، مصرف آنتی       
هـای ویـژه چنـین وضـعیتی را در          حضور برخی ارگانیسم  
 74در مطالعـه اخیـر      . )6-8(آورند  روش کشت بوجود می   

   اطلاعـات  (اند  بیوتیک داشته   از بیماران مصرف آنتی   درصد  

  

  ).اند نشان داده نشده
میزان توافق دو روش با استفاه از محاسبه نرم افزاری     

گر توافق پایین دو       حاصل شد که نشان    33/0ضریب کاپا   
ــی  ــم م ــا ه ــد  روش ب ــد   (باش ــک دیگــری را تأیی ــیچ ی ه

ای عدم توافـق   رغم این که در هیچ مطالعه  علی). کند  نمی
 ولی در   شده است، نه   داد دو روش را با ضریب کاپا نشان      

الــذکر بــه چــشم   از مطالعــات عــدم توافــق فــوقتعــدادی
  .)6-8(خورد می

گیری  که قبل از نمونه     مورد بیماری  26بررسی نتایج   
مصرف که   بیماری   74اند و    آنتی بیوتیک مصرف نکرده   

گـر    موید تاثیر شگرف و مداخلـه      ،اند داشتهآنتی بیوتیک   
 ؛این عامل در توافق و یا عدم توافـق ایـن دو روش اسـت        

آنتی بیوتیـک نتـایج دو روش       بطوریکه در عدم مصرف     
  است اما در مصرف آنتی بیوتیک تقـارن نتـایج      مشابه کاملاً

 هـای  لیکن وجود میکروارگانیسم   .یابد میدو روش کاهش    
تـاثیر   .پرتوقع و یا دیر رشـد را نبایـد از نظـر دور داشـت              

هـای    نمونـه  PCRآنتی بیوتیک بر نتایج کشت و       مصرف  
رسد  مایع مغزی نخاعی غیر قابل انکار است اما به نظر می          

بـر اسـاس    .  تاثیرگـذار باشـد    PCRکه بر کـشت بـیش از        
بیوتیـک ابتـدا کـشت       اصول منطقی بعد از مصرف آنتـی      

  کمی خون و بعد کشت مایع مغزی نخاعی و سر انجام با          
گیــرد امــا در   قــرار مــی تحــت تــاثیرPCRتــاخیر جــواب 

مطالعه حاضر به این موضوع پرداخته نـشد چـون نیـاز بـه             
هـای متـوالی و متعـدد در طـی           گیـری  گیـری و نمونـه     پی

های مختلف وجود داشت تا از بررسی نتایج حاصل          زمان
های متوالی نتایج اسـتخراج      های اخذ شده در زما     از نمونه 
ــا اشــکا  از طرفــیشــود لات  انجــام ایــن بخــش تحقیــق ب

  .اخلاقی همراه بود
به هرحال در کلینیک و آزمایشگاهها بروز همه این         
حــالات محتمــل اســت و ایــن تحقیــق در صــدد بررســی 

  .باشد وضعیت دو روش مختلف در شرایط موجود می
در این مطالعه از پرایمرهای ویژه نواحی کاملاً ثابت         

)conserved ( 16ژنS rDNAـــه در ژنـ کــ ـــمـوم تـ ام ـ
وجود تمـام انـواع    واست  وجود  ما و با کپی بالا      ه باکتری
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  همکاران ساروخانی و                    محمدرضا              هشی    پژو  
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 استفاده شد تا بتوانـد بطـور   ،دهد ها را نشان می   یو باکتری 
لـیکن  . های باکتریال از ویرال را افتراق دهد       کلی مننژیت 

هـای موجـد    در مطالعات دیگر از پرایمرهای ویـژه گونـه      
هــای باکتریــال نظیــر مننگوکــک، لیــستریا و      مننژیــت

کـه اگرچـه    اسـت   وفیلوس استفاده شده    پنوموکک و هم  
موجب اختصاصیت بالای تـشخیص شـده لـیکن در ایـن            
ــه   مطالعــات هــدف صــرفاً جداســازی موکلــولی آن گون

  در نـشان دادن آن بـوده اسـت   PCRخاص و توان روش     
 بـا  16S rDNAاما حتی با استفاده از تکثیر ژن. )3،7،9،10(

قیـق نیـز    پرایمرهای یونیورسال مورد اسـتفاده در ایـن تح        
 روش  (RE)هـای محـدودگر      توان با استفاده از آنزیم     می

 را روی آمپلیکــون بــه انجــام رســاند و RFLPمولکــولی 
  .های ویژه باکتریایی را تفکیک نمود گونه

 زیادی از منابع ذکر شده در مقدمه، انجـام          تعداددر  
های مشخص شامل مننگوکـک       برای سویه  PCRآزمون  

و  )7( B، همو فیلـوس تایـپ       )10(، لیستریا مونوسیتوژن  )9(
 بـا   )3(سه گونه مهم مننگوکک، پنوموکک و هموفیلوس      

 ایجادشرایط اختصاصی برای جداسازی آن میکروارگانیسم     
خاص در محیط کشت، تعداد موارد کشت مثبـت بـالاتر          

ها را معین نموده      آن PCRرفته و لذا با تعداد مواردی که        
ــاد   ــالاتری ایج ــسیار ب ــاق ب ــده انطب ــه   و اســتش در نتیج

اما در ایـن     .بالاتر بوده است    نیز PCRاختصاصیت روش   
هاو   در همه آزمایشگاهCSFتحقیق روش متعارف کشت    

هایی واحد    با پرایمرهای یونیورسال در نمونه     PCRروش  
اند و طبعاً سطح ویژگی پـایین بـا روش    با هم مقایسه شده 

ه ب ـتوانـد    کشت و یـا ضـریب توافـق پـایین دو روش مـی             
   : باشدزیریل دلا

 ـین ک های این تحقیـق تعی ـ     یکی از ویژگی   ی دقیـق   مّ
DNA             استخراج شده بـا روش دسـتگاه نـانو دراپ بـوده 

  .خورد است که در مطالعات دیگر به چشم نمی
در این تحقیق تمـام مـوارد کـشت مثبـت، بـا روش              

PCR دارد کــه آن کــه حکایــت از ،انــد دهشــ نیــز مثبــت 
ــه مــی  ــه کــار گرفت ــواع   روش مولکــولی ب ــد تمــام ان توان

  .های گرم مثبت و منفی را جدا نماید باکتری

: خورند  ای به چشم می     مشکلات ویژه  PCR انجام در
ــی  ــثلاً حــساسیت آنت ــوتیکی  م ــی(بی ــوگرام آنت ــل ) بی عام

، همچنـین از    )7(شـود   د مننژیت تعیـین نمـی     لباکتریایی مو 
 PCRگـــر در اســـتفاده از  تـــرین عوامـــل مداخلـــه مهـــم

توانـد در جریـان      هاست که می    گی نمونه یونیورسال آلود 
ــه ، تهیــه مخلــوط واکــنش DNAگیــری، اســتخراج  نمون
PCR مرحلــه تکثیــری و حتــی شناســایی آمپلیکــون رخ ،
همکاران استفاده از    و Corlessدر مطالعه    )2،5،6،15(دهد
خـصوص آنـزیم    ه  مخلوط واکنش فوق خالص و ب ـ      مواد
Taq بخشی از نتایج مثبت کاذب       ، نوترکیب PCR  ترمیم 
 Real time PCRویـژه بااسـتفاده از روش   ه ب )16(اند یافته

 و همکاران، خطـر  Dreier توسط 16S rDNAتکثیر ژن 
آلودگی را کم و اختصاصیت تکثیـر را فزونـی بخـشیده             

ــت ــات  .)17(اســــ  Dreier و Mohammadiدر مطالعــــ
ــر ژن Real timeهــای روش  مزیــت  16S rDNA تکثی

ــه روش کــشت  ــسبت ب ــراین ــراو ب ــونی و   رده ف ــای خ ه
نـشان   های پلاکتی جهت وجـود آلـودگی آنهـا         کنسانتره
در مطالعه جـاری ضـمن جلـوگیری        . )16،18(اند داده شده 

    DNAازآنــزیم فاقــد  ، نمونــه هــا ازآلــودگیکامــل 
)super Taq(    استفاده شده که خود هزینه فراینـد را بـالا

 conventional PCRبرد از طرفی در ایـن تحقیـق از    می
 Real timeده شده است که قطعـا نـسبت بـه روش    استفا
در  .و احتمـال آلـودگی آن بیـشتر اسـت          تـر بـوده    سخت

 PCR و همکاران با مقایسه ایـن دو روش          Roseyمطالعه  
ــه چــشم      ــوق ب ــا روش کــشت واقعیــت ف ــز ب ــم ونی ــا ه ب

 تمـام ایـن دلایـل اسـت کـه           بـا توجـه بـه     . )19(خـورد  می
Pandit  کـشت   اسـتفاده همزمـان       خود در مطالعهCSF  و 

PCR      هـای کـشت منفـی توصـیه           آن به ویژه برای نمونـه
هـای مـرده در       بـالاخره چنانچـه بـاکتری     . )4(ده اسـت  کر

بیوتیک مؤثر وجود داشته      نمونه مثلاً پس از مصرف آنتی     
توانــد بــه طــور کــاذب   مــیPCRباشــند، نتیجــه آزمــون 

  .همچنان مثبت باشد
ر دو  با توجه به مزایا و معایب خصوصیات کارایی ه        

  توان هیچ یک از این دو را بـه           روش، در حال حاضر نمی    
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استاندارد در نظر گرفت وبر کـاربرد       تست جامع و    عنوان  

همزمان هر دو روش، بـه ویـژه در مـواردی کـه حـصول               
  آلوگی نمونـه، حـضور   بهنتیجه سریع مدنظر است و یا ظن 

هــای پرتوقــع و دیــر رشــد و بخــصوص   میکروارگانیــسم
  .شود  توصیه می،تیک وجود داردبیو مصرف آنتی

  سپاسگزاری
ــشی     ــت پژوه ــالی معاون ــت م ــا حمای ــه ب ــن مطالع ای

ــزوین    ــکی قـ ــوم پزشـ ــشگاه علـ ــماره  (دانـ ــرارداد شـ قـ
 بدین وسیله از همکـاری . صورت گرفته است  ) 174/20/28

های دانـشگاهی قـزوین       های بیمارستان   پرسنل آزمایشگاه 
  .دشو قدردانی می
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