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Introduction: The aim of this study was to design a molecular detection for differentiation of bacterial 
from nonbacterial meningitis. 
Methods: In this research, the universal primer was used. The DNA of 20 bacterial strains was 
extracted. Eubacterial 16SrRNA gene fragments (16S rDNA) were amplified by PCR with broad-range 
ribosomal primers. The PCR was curried out under optimized standard conditions. The PCR products 
were electrophoresed on agarose 1 % and compared with standard strains. The high specificity of the PCR 
assay was documented after testing bacteria of 20 different species. 
Results: At least 10 bacteria could be found in 1 ml of fluid culture. The use of universal primer which 
contains 16SrRNA could be suitable amplification of a sequence with 1000bp. This sequence was found 
very similar in nearly all bacteria. Twenty different bacterial strains were tested. The sequence (1000bp) 
was seen in all bacterial strains applied in this study. 
Conclusion: Use of this molecular method for any bacterial meningitis is applicable because of fast 
diagnosis in 3 hours, differentiating bacterial meningitis from non-bacterial, and finally the effective 
treatment of patients suffered with the disease. The method is effective in developing and developed 
countries. 
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 مجله پژوهشی حکیم

28  ...ارزیابی پرایمر عمومی جهت تشخیص 

 چکیده
ومیـر و   تواند از مرگ زیرا می. مان فوری مننژیت باکتریال به عنوان یک اورژانش پزشکی مورد توجه قرار گرفته است          در :مقدمه
به علاوه، اقدام مناسـب     . از این رو، تشخیص سریع مننژیت باکتریال بسیار حایز اهمیت است          . ارض بعدی پیشگیری نماید   یا عو 

هدف این تحقیق طراحی روش تشخیص مولکـولی جهـت تفکیـک مننژیـت              . باشد  درمانی مستلزم تشخیص افتراقی صحیح می     
  . باکتریال از مننژیت غیرباکتریال است

 16Sدر حقیقت، این پرایمر در بر دارنده بخشی از ژن رمز کننـده  .  استفاده شدuniversal تحقیق، از پرایمر ر این  :ارـروش ک

rRNA        سـویه باکتریـایی     20ژنوم  . ها به صورت یک بخش حفاظت شده وجود دارد           با ترادف مشخص است که در تمام باکتری 
هـای    آگـاروز الکتروفـورز و بـا مقایـسه بـا نمونـه            % 1ول با ژل    محص.  انجام گردید  PCRاستخراج و با شرایط استاندارد شده،       

  . استاندارد نتایج آنالیز گردید
چنانچـه  . لیتر امکـان ردیـابی آن را اثبـات نمـود             عدد باکتری در هر میلی     10استخراج نمونه باکتریایی حاوی حداقل       :ها یافته

نماید که در تمام   جفت بازی را تکثیر می1000ن تکثیر یک قطعه  امکا16S rRNA ساخته شده از ژن universalاستفاده از پرایمر 
 گونه باکتریایی استفاده شده در این تحقیق همگی قابل ردیابی و در الکتروفورز باند مزبـور        20هر یک از    . ها مشابه است    باکتری

  . را نشان دادند
 ساعت وجـود عفونـت باکتریـایی را         3توان در فاصله      یهای این تحقیق، با استفاده از روش مولکولی م          طبق یافته  :گیری نتیجه

نتایج این . او بین مننژیت باکتریال از غیرباکتریال افتراق ایجاد نمود درمان مؤثر بیمار مبتلا به مننژیت باکتریال و نجات ؛نشان داد
هـای در حـال توسـعه         ر کشور دهنده سرعت، ارزانی و روشی مؤثر برای تشخیص سریع مننژیت باکتریال به ویژه د              تحقیق نشان 

  . های تشخیص طبی بتوان سطح بهداشت و سلامت جامعه را ارتقا داد احتمالاً با استفاده از این روش در آزمایشگاه. باشد می
  

  .PCR، مننژیت باکتریایی، تشخیص سریع و 16S rRNAپرایمر  :واژگان  گل
  مقدمه 

 ـ         کـی از   موقـع ی  ه  تشخیص سریع مننژیت باکتریـال و درمـان ب
تواند از بـروز عـوارض و         های مهم پزشکی است که می       اورژانس

هـای    امـروزه روش  . پیامدهای ناگوار این بیماری پیشگیری نماید     
هـای سـرعت      های نوکلئیـک از ویژگـی       تشخیص مبتنی بر اسید   

تـوان بـا کمـک ایـن          عمل و حساسیت بالا برخوردار بوده و مـی        
های بالینی تـشخیص      ونهها، مستقیماً عامل عفونی را در نم        روش
ول عفونـت بـا   ؤبا ایـن حـال، تـشخیص ارگانیـسم مـس      . )1(داد  

های اختصاصی ممکن اسـت بـا از دسـت دادن             استفاده از پرایمر  
 زیرا، تغییرات مختلف با ظهـور       )2 (ها همراه باشد    برخی ارگانیسم 

هـا کـاربرد    در برخـی از کـشور     . )3 (های متعدد همراه است     سویه
 تشخیص همزمان    جهت DNA1کثیر همزمان   تکنیک ت  گسترده

ــین مقاومـــت آنتـــی  ــاری و تعیـ ــوتیکی آن در  عامـــل بیمـ بیـ
. های میکروب شناسی پزشکی در حال گسترش اسـت          آزمایشگاه

توان عوامل عفونی باکتریال      زیرا، با استفاده از این تکنولوژی می      
  به همـین خـاطر در   . )4(تشخیص داد   طور همزمان   و ویرال را به   

                                                      
1 Real Time-PCR 

  
  

ولی با آن که نتـایج      .  دستگاه وارد شده است    50 ما بیش از     کشور
ــتفاده از روش    ــه اس ــاکی از آن اســت ک ــات ح برخــی از تحقیق

هـای درمـانی      جـویی هزینـه    تشخیصی پیشرفته منجر به صـرفه     
 ـ      در کـشور مـا، تحمیـل هزینـه        . )5 (گردد  می ه هـای سـنگین؛ ب

ه  را با محدودیت مواجه ساخت     PCRهای پیشرفته     کارگیری روش 
هـای سیـستم      ها، اتیولوژی برخـی از عفونـت       این افزون بر . است

اعصاب مرکزی ویروسی یا باکتریایی اسـت و افتـراق آن نقـش             
عـلاوه، در حـالتی     ه  ب. )6(اساسی در انتخاب درمان مناسب دارد       

زا در نمونه بالینی غیرقابل کشت یا برای رشد           که باکتری بیماری  
هـا    ، اسـتفاده از ایـن روش      به زمـان طـولانی نیـاز داشـته باشـد          

 مـایع مغـزی نخـاعی      با توجه به این کـه     . گردد  ناپذیر می  اجتناب
شـود؛ تـشخیص       عاری از میکروب در نظر گرفتـه مـی         2محیطی

 در زمینـه اثبـات      حتی یک باکتری در آن اهمیت بـالینی زیـادی         
هـای   ایـن، در سـال   افزون بـر . عفونت و انتخاب نوع درمان دارد   

 :هـا از جملـه      ده است که ایجاد برخی بیمـاری      اخیر نشان داده ش   
                                                      
2 Cerebrospinal fluid (CSF) 
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29   و همکارانرمضانعلی عطائیدکتر 

لـذا،  . ،)8 و   7 (هاسـت    با دخالـت میکروارگانیـسم     اس   ام و آلزایمر
 CSFتشخیص چند ارگانیسم با یک پروتکل استاندارد در نمونه           

بـه ایـن    . هـا دارد   بیمار نقش حیاتی جهت تشخیص این بیمـاری       
ردد های زیادی در جریان است تا روشی طراحی گ ـ          ترتیب تلاش 

هـا را     که قادر باشد در مرحله اول وجود طیف وسیعی از ارگانیسم          
هـا در     از این رو، کشف و تعیین کمیت ارگانیسم       . )9 (اثبات نماید 

CSF           هـای سیـستم       از نظر تـشخیص مننژیـت و سـایر عفونـت
از . های ارزان و سریع ارزش حیاتی دارد         با روش  3اعصاب مرکزی 

هـای مختلـف تـشخیص        ی جنبه این رو، هدف این مطالعه ارزیاب     
 PCRژیت با استفاده از توسعه روش         های شایع عامل منن     باکتری

  .با کاربرد پرایمر عمومی است
   روش کار

در ایـن تحقیـق   : های باکتریایی، کشت و شـمارش آنهـا        سویه
های باکتریایی از منابع مختلف تهیه و مـورد بررسـی قـرار                 سویه
هـای    هـا را طبـق روش       ی هـر یـک از بـاکتر       .)1جدول  (  گرفت

 BHI Brothلیتـر محـیط     میلـی 5اسـتاندارد باکتریولوژیـک در   
سـپس از هـر     . گذاری گردید   ساعت گرمخانه  24مدت    تلقیح و به  

   ،10-5 ،10-4، 10-3، 10-2، 10-1: هــای ســریال یــک؛ رقــت
) با استفاده از روش کلونی کانت( تهیه و شمارش  10 -7،  10 -6
های کشت از نظـر خـالص بـودن           یطهمچنین، مح . عمل آمد ه  ب

سپس از هر نمونه استخراج ژنومی انجام و غلظت         . بررسی شدند 
DNA             در هر یک با استفاده از روش اسـپکتروفتومتری و طـول 

  . نانومتر تعیین گردید260موج 
، BHI Broth و Thayer– Martin Agar :کـشت  های  محیط

BHI Agar ،Blood agar base هـای   ت، معرف اکسیداز و تـس
 Merckشـرکت   نماینـدگی    از   ، مواد و وسایل الکتروفورز    افتراقی

مراز و     پلی Taqها، آنزیم     سرسمپلر کریستالی، پرایمر  . تهیه گردید 
  . ها از شرکت سیناژن خریداری شد نوکلئوتید

 و اطلاعات موجود در بانک      پس از بررسی منابع   : انتخاب پرایمر 
، 16S rRNAگـانی   ژنی در خصوص ترادف مختلف از ژن همـه 

مـورد بررسـی    انتخـاب و     PCRانجام  برای  بخش مناسبی از آن     
هـایی کـه تعـداد        از بـین پرایمـر    به این ترتیـب کـه       . قرار گرفت 

 16Sگزارش وجود داشت و نیز با توجه به ترادف ژنـی  بیشتری 
rRNA   باکتری E.coli    انتخـاب و مـورد بررسـی        بخش مناسب

 و اختصاصیت پرایمرهـا و      بر اساس میزان حساسیت   . قرار گرفت 
بـا  مطلـوبی     پرایمر BLASTملکولی   افزار نتایج آنالیز آنها با نرم    
افـزار   بررسی نرم .  انتخاب گردید  2جدول  در  مشخصات ذکر شده    

مولکولی ژن و پرایمر ارایه شده نشان داد کـه سـکانس انتخـاب              
طیـف  ترین ژن برای شناسـایی   مناسب 16S rRNA شده از ژن

  .سپس این پرایمر سفارش داده شد. هاست تریوسیعی از باک
  های باکتریایی استفاده شده در این تحقیق  سویه-1جدول 

ها نام ارگانیسم شماره سویه محل تهیه  
ATCC-35218 Escherichia coli 
ATCC-13090 Neisseria meningitidis  از نمایندگی شرکتMast  

49766 ATCC  Haemophilus influenzae Type b 
PTCC 1507 Neisseria meningitidis 
PTCC 1447 Stereptococcus pyogenes group A 
PTCC 1290 Kelebsiella pneumonia capsular type 
PTCC.1238 Stereptococcus faecium 
PTCC.1293 Stereptococcus fecalis 
PTCC.1238 Shigella dysentriae serotype 6 
PTCC.1639 Salmonella typhi 

ها در سازمان  از مرکز کلکسیون باکتری
  های علمی صنعتی ایران پژوهش

PTCC.1435 Staphylococcus epidermidis 
ATCC.49619 Stereptococcus pneumoniae زمایشگاه مرکز رفرانس وزارت بهداشتآ  
ATCC.49766 Heamophilus influenzae 

-- Klebsiella pneumoniae 
-- Pseudomonas aeroginosa 
-- Streptococcus pneumoniae 
-- Listeria monocytogenes 
-- Staphylococcus aureus 
-- Staphylococcus saprophyticus 

شگاه شناسی دان از آزمایشگاه میکروب
  ... ا علوم پزشکی بقیه

-- Neisseria meningitidis sero groupe C 

  ها  ردیابی ژنوم باکتریانتخاب شده به منظور ی مهای عموپرایمر سکانس -2جدول 

Sequences( 5' to 3' ) Position 16srRNA Sequence of E.coli (region)Primers
AACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA 509-533 U3 
AAGGAGGTGATCCAGCCGCAGGTTC 1541-1517 U8 

  
3 Central nervus system (CNS) 
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 مجله پژوهشی حکیم

30  ...ارزیابی پرایمر عمومی جهت تشخیص 
 

 

لیتـر از هـر یـک از          میلـی  1 : از محـیط کـشت     ژنوماستخراج  
ــه ــیط    نمون ــود در مح ــایی موج ــای باکتری ــه BHI brothه  ب

 g ×5000 دقیقــه بــا دور 5هــا منتقــل و بــه مــدت  میکروتیــوپ
 میکرولیتر بافر   200مایع رویی تخلیه و به رسوب       .  شد ژسانتریفیو

STE (1 mM EDTA, 0.1 M Nacl, 10 mMtrisHcl, 
pH= 8)سـپس بـه مـدت    . طور کامل مخلوط گردید  به اضافه و

 200پـس از آن     .  دقیقه در حرارت آزمایشگاه قـرار داده شـد         10
.  اضـافه گردیـد    pH =2/5 مـولار بـا      3میکرولیتر استات سـدیم     

ته نمـوده و بـه       و  سر ر با 10های فوق را     بسپس هر یک از تیو    
 مایع رویی . شد) C°4 و دمای  g ×5000( دقیقه سانتریفیوژ    5مدت  

 درجـه  100های دیگر منتقل و سه برابر حجم آن اتانل          را به لوله  
سـپس  .  قـرار داده شـد     C°20 دقیقه در منهای     10اضافه و مدت    

 دقیقه در دمـای اتـاق قـرار داده و           5ها را از فریزر خارج و         نمونه
. شـدند ) C°4 دقیقه و دمـای      10 به مدت    g ×13000(سانتریفیوژ  

 درجه  70 میکرولیتر الکل    200وب  مایع رویی دور ریخته و به رس      
 دقیقه قرار گرفتن در دمای آزمایـشگاه        5و پس از    . اضافه گردید 
. گردیـد ) C°4 دقیقه و دمـای    10 به مدت    g ×13000(سانتریفیوژ  

صورت وارونـه در آزمـایش قـرار            ها را به    مایع رویی تخلیه و لوله    
  میکرولیتر آب مقطـر تزریقـی      50پس از آن    . داده تا خشک شود   

 در  PCRبه رسوب اضافه شد و کاملاً مخلوط و تا زمـان انجـام              
  . نگهداری شدند C°20 منهای

 (CFU) بـر اسـاس تعـداد بـاکتری          DNAروش تخمین مقدار    
 از آنجایی که هر باکتری دارای یک کروموزوم است و           .انجام شد 

در صورتی که کشت داده شود، هر باکتری قادر بـه تولیـد یـک               
 سوسپانسیون باکتری رقت تهیـه گردیـد و بـر          از. باشد  نی می وکل

 میزان باکتری در واحد حجم بـر  Misra & Miles اساس روش
 بـر   DNAروش تعیـین مقـدار      .  تخمـین زده شـد     CFUاساس  

 با توجه به این کـه       ؛اساس میزان حساسیت رنگ اتیدیوم بروماید     
آمیـزی بـا اتیـدیوم برومایـد در          توانایی روش الکتروفورز در رنگ    

 صـورت  باشـد   در بهترین شرایط یک نـانوگرم مـی       DNA تعیین
لذا نمونه خالص شده از محـیط کـشت بـه صـورت            . )10 (گرفت

ترین  یق گردید و ضعیف   یک هشتادم رق   تا    یک دوم  رقت سریالی 
  .باند انتخاب شد

بـرای رسـیدن بـه ایـن        :  آن سازی بهینه و   PCRواکنش  انجام  
هـای اسـتاندارد    ه با ژنوم سـوی   PCR بار فرآیند    78بیش از   هدف  

هــای مــواد اولیــه   در هــر مرحلــه یکــی از غلظــت.انجــام شــد
 و یـا شـرایط      )مراز  پلی Taq و آنزیم    MgCl2  ،dNTPپرایمرها،(

ــرارت   ــه ح ــه درج ــی از جمل ــت  فیزیک ــد و در نهای ــتفاده ش  اس
.  انتخاب گردیـد   PCR ترین مقادیر مواد لازم برای انجام         مناسب

ای حرارتی و زمـان در واکـنش        ه   پروفایل ،دمای اتصال پرایمرها  
جهـت  .  فـراهم گـردد  PCRتغییر داده شـد تـا بهتـرین شـرایط          

از درجــه ) (Annealingســازی دمــای اتــصال پرایمرهــا  بهینــه
، 67،  65،  7/62،2/63 ،2/61 ،9/59 ،8/58 و   57 ،56های    حرارت

  .  درجه سانتیگراد استفاده شد74، 73، 72، 71، 70، 69
  نتایج 

هـای مـورد      کشت نشان داد هر یک از سویه      های    بررسی محیط 
. استفاده فاقد آلودگی بوده و تنها از یک جمعیت تشکیل شده بود           

لیتـر هـر یـک از         های موجود در هر میلـی       شمارش تعداد باکتری  
نتایج استفاده از   . عدد باکتری تعیین گردید    10 6های کشت   محیط

ی و ســازی شــرایط، دماهــا، دوره زمــان پرایمــر عمــومی و بیهنــه
 و  PCR ههای مختلف مواد برای دستیابی به بهترین نتیج        غلظت

 نـشان داده  4 و 3های مـورد آزمـایش در جـدول       ردیابی باکتری 
 در  PCRهای زمانی دسـتگاه       شرایط بهینه شده دوره   . شده است 

دست ه  در این تحقیق شرایط مطلوب ب     .  ارایه شده است   3جدول  
   و Primary denaturationمراحــل : آمــده عبــارت بــود از  

Final Anealing بـه   4 و   3،  2 مراحـل    ؛نها شامل یک سیکل    ت 
 در این تحقیق    PCR انجام   برای. یددحاصل گر  سیکل   28تعداد  

تنظیم و تناسب غلظت مواد مصرفی از قبیـل غلظـت پرایمرهـا،             
 مرحلـه تکـرار     78 طی   dNTPs و   MgCLمراز،    پلی Tagآنزیم  

  ).4جدول (دست آمد ه آزمایش ب
های مختلف جهـت تنظـیم دوره زمـانی و             حرارت  درجه -3 جدول

  PCRایجاد شرایط اُپتیموم برای 

  )دقیقه(زمان   درجه حرارت  مرحله  ردیف
1  Primery denaturation 94گراد  درجه سانتی  6  
2  denaturation 94گراد  درجه سانتی  1  
3  Annealing 72گراد  درجه سانتی  1  
4  Primery Extention 72گراد جه سانتی در  1  
5  Final Extention 72گراد  درجه سانتی  7  

جهت دستیابی به   ) اپتیمایز شده ( ایجاد شرایط مطلوب     -4جدول  
  PCR  واکنشهبهترین نتیج

  غلظت و ترکیب واکنشگرها
  غلظت نهایی  مقدار  ماده مورد استفاده

Primer U8 8/0پیکومول بر میکرولیتر8/0  میکرولیتر  
Primer U3 8/0پیکومول بر میکرولیتر8/0  میکرولیتر  

Tag Polymerase ( 5u/ul) 7/0واحد در میکرولیتر305  میکرولیتر  
PCR baffer 10X 6/108/0  میکرولیتر  

dNTP 10mM 7/0میلی مول35/0  میکرولیتر  
Bacterial Genume 8/0میکرولیتر  -- 

D.W 8/13میکرولیتر  -- 
MgCL 50mM 8/0میلی مول2/0  میکرولیتر  

Primer U8  پیکومول بر میکرولیتر8/0  میکرولیتر20حجم نهایی  
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31   و همکارانرمضانعلی عطائیدکتر 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
هــا؛   از ژنــوم بــاکتریPCR الکتروفــورز محــصول واکــنش -1شــکل

خطوط .  استاندارد وزن مولکولی است    20 و   10های    خط )قسمت الف 
 هـای ارایـه شـده در         ژنوم استخراج شـده بـاکتری      19 تا   11 و   9تا  1

چنانچـه نـشان داده شـده اسـت در همـه            . دهـد    را نشان می   1جدول  
طعـه از   ق منجر به تکثیـر یـک        U3 و   U8های    موارد استفاده از پرایمر   

در . گـردد  هـا مـی    مشترک در همه بـاکتری 16S rRNAژن رمزکننده 
. دهد  های شایع در مننژیت را نشان می         تکثیر ژنوم باکتری   )قسمت ب 

ــن شــکل خــط   ــا و خطــوط  اســتاند1در ای ــا 2ارد راهنم ــوم 6 ت  ژن
 کنتـرل منفـی     8 و   7خطـوط   . باشـد   های شایع در مننژیت می      باکتری

 بجـز ژنـوم     PCRدر کنترل منفی همه اجزای آزمایش       . آزمایش است 
 تعـدادی از    PCR 6 الی   1 خطوط   )در قسمت ج  . باکتری وجود داشت  

 9 و   8خطـوط   . دهـد  های شـایع عامـل مننژیـت را نـشان مـی             باکتری
  . ترل منفی هستندکن

  
  
  
  
  
 
  

های شایع مننژیـت       ژنوم باکتری  PCR الکتروفورز محصول    -2شکل
 اسـتاندارد راهنمـا بـا وزن مولکـولی          9 و   7خطوط  . دهد را نشان می  

)  جفت بـاز دارد    100ترین باند     و پایین  1000یعنی بالاترین باند    (100
 10، و   8،  6،  5،  4،  1 کنترل منفی هستند و خطوط       3 و   2خطوط  . است

 همـه   شـود   چنانچـه ملاحظـه مـی     . باشد  ها به ترتیب می     ژنوم باکتری 
هـا    ژنوم برخی از باکتری   . دهند  را نشان می   bp 1000ها باند     باکتری

ممکن است به دلیل ناکافی بودن دمای اولیه دناتوراسیون به خـوبی            
های  به خط.  جفت باز ایجاد نماید است1000باز نشده و باند بیش از 

  .  نگاه کنید8 و 6

 و ردیـابی    PCRپس از ایجاد شرایط مطلوب برای انجام واکنش         
 %1های مختلـف، محـصول واکـنش بـر ژل آگـارز       ژنوم باکتری 
سپس ژل  . ه الکتروفورز شد  ق دقی 40 ولت به مدت     80منتقل و با    

و در  )  دقیقه 10به مدت   ( آمیزی    با محلول ایتیدیوم بروماید رنگ    
بـرداری   ای بنفش عکـس   ورش نور ما  داکت، تحت تاب    دستگاه ژل 

آمیـزی و مـشاهده    پس از رنـگ   ). 2 و   1های   شکل(انجام گردید   
  هـایی یکنواخـت و بـا وزن مولکـولی یکـسان              صفحات ژل بانـد   

دهنـده تکثیـر بخـش       حاصل گردید که نـشان    ) bp 1000حدود  (
هـای مـورد      همـه سـویه   . باشـد    می 16SrRNAمورد نظر از ژن     

هـای   در حـالی کـه در نمونـه      . جـاد نمودنـد   استفاده این باند را ای    
  .کنترل منفی هیچ باندی مشاهده نشد

  

  گیری  و نتیجهبحث
موقــع مننژیــت یکــی از   هامــروزه تــشخیص ســریع و درمــان بــ

تواند از بـروز عـوارض و         های مهم پزشکی است که می       اورژانس
نـشان داده شـده     . پیامدهای ناگوار این بیماری پیشگیری نمایـد      

هـای نوکلئیـک از       های تشخیص مبتنی بـر اسـید        است که روش  
هـای سـرعت عمـل و حـساسیت بـالا برخـوردار بـوده و                  ویژگی

هـا، مـستقیماً عامـل عفـونی را در            توان با کمـک ایـن روش        می
 براین، تـشخیص مننژیـت      افزون. های بالینی تشخیص داد     نمونه

باکتریــال از مننژیــت ویــرال اهمیــت بــسزایی در طراحــی      
  . مانی داردهای در پروتکل

هـای    یـابی بـه روش     های اخیر به منظور دست     از این رو، در سال    
ای انجـام    های میکروبی تحقیقات گسترده     مؤثر تشخیص عفونت  

 PCRهـای مختلـف تشخیـصی مبتنـی بـر             و روش . شده اسـت  
این، در برخی از     افزون بر . ند  ا  طراحی و حتی به کیت تبدیل شده      

 در Real-time PCRکـــشورها کـــاربرد روش پیـــشرفته    
های تشخیص طبی مورد ارزیابی و تأیید قـرار گرفتـه             آزمایشگاه

 یـا آنقـدر     PCRهـای سـاده        با این حـال، روش     ).11 و   4 (است
اختصاصی هستند که تنها به دنبال یافتن یک ارگانیـسم خـاص            

هـای تـشخیص    باشند و در نتیجه قابلیت کاربرد در آزمایشگاه    می
پیچیده و تخصصی هستند که استفاده از طبی را ندارند و یا آنقدر   

همچنـین، امکـان تکمیـل ظرفیـت        . صرفه نیست ه  آنها مقرون ب  
با ایـن حـال نـشان داده شـده اسـت کـه              . برای آنها وجود ندارد   

بنـابراین، بـه نظـر      . ناپذیر اسـت   استفاده از این تکنولوژی اجنتاب    
هـا و امکانـات موجـود         های مبتنی بر نیـاز      رسد، طراحی روش   می
تواند بخشی از مشکلات تـشخیص و درمـان را بـدون تحمیـل              ب

های اضافی حل نماید و باعث ارتقـای سـطح بهداشـت و               هزینه
های مولکولی بر اسـتفاده       لذا، اساس برخی از روش    . شودسلامت  
  . های فراگیر استوار شده است از پرایمر

 ب  ج

 الف
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 مجله پژوهشی حکیم

32  ...ارزیابی پرایمر عمومی جهت تشخیص 

ــاکتری  ــه در ب ــا ک ــده ژن    از آنج ــاطق رمزکنن ــی از من ــا برخ ه
16SrRNA  23یز ژن    و نSrRNA      محافظت شده و در بسیاری 

ها تشابه فراوان بین ترادف آنها وجود دارد، بـه عنـوان              از باکتری 
ویـژه  ه  های بالینی ب    ها در نمونه    ابزار مناسب برای ردیابی باکتری    

لذا، چنانچه در این تحقیق و      . اند   معرفی شده   CSFهای    در نمونه 
 اسـت؛ بـا اسـتفاده از        نیز تحقیقات مشابه دیگر نشان داده شـده       

تـوان بـرای نـشان دادن وجـود      پرایمر ساخته شده از این ژن می 
احتمـالاً، از آنجـا کـه در مـوارد          . ها سود جست    باکتری در نمونه  

بسیاری سرعت تشخیص و تعیین باکتریایی بودن عفونت بـرای          
 علاوه  و   ).12 (باشد می  بیمار و پزشک از اهمیت حیاتی برخوردار        

ن نام ارگانیسم و گونه آن در ابتـدای امـر کمکـی بـه                تعیی بر آن 
هـا کـه قادرنـد         لذا استفاده از این گونه پرایمـر       ،نماید پزشک نمی 

های بیمـار نـشان دهنـد و          ها را در نمونه     طیف وسیعی از باکتری   
بین باکتریایی بودن یا غیرباکتریایی بودن عفونت افتـراق ایجـاد           

هر چند همیـشه    . نماید می نمایند، بیشتر به پزشک و بیمار کمک      
خطر آلودگی و نتیجه مثبت یا حتی منفی کاذب وجود دارد ولـی             

 2 و نیز شکل     1  در این تحقیق، چنانچه در قسمت ب و ج شکل         
 بـاکتری فاقـد     20نشان داده شده است؛ حتی کـار همزمـان بـا            

تـوان بـا      در هر حال، مـی    . نتیجه مثبت یا منفی کاذب بوده است      
. هـای ناخواسـته پیـشگیری نمـود         از بروز پاسـخ   ایجاد تمهیداتی   

های مختلف و نگهـداری آن را          در نمونه  DNAچنانچه، پایداری   
 DNAهمچنین، سه بار انجمـاد بـر        . باشد  پذیر می  امکان C°4 در

در هـر حـال، بایـد توجـه         . )13 (تأثیر است  ها بی   موجود در نمونه  
خیص ای جهت تش    داشت نگهداری مناسب و دستکاری هر نمونه      

  .  یک مرحله اساسی استPCRها با  باکتری

 مبتنی بر انحـلال ارگانیـسم در        DNAروش کلاسیک استخراج    
.  کلرفرم و رسوب بـا اتـانول اسـت         -های آلی از قبیل فنل     حلال

ها ممکن است به قدری کـم باشـد           رسوب حاصل از برخی نمونه    
 بنابراین، دستکاری رسوب مستلزم اعتمـاد     . که قابل رویت نباشد   

. باشـد   به وجود ژنوم ارگانیسم به ویـژه در جریـان شستـشو مـی             
 ـ      بنابراین بـه نظـر مـی        از  DNAدسـت آوردن    ه  رسـد، نتیجـه ب

ای که تنها حاوی چند باکتری اسـت، بـا اهـداف آزمـایش                نمونه
 PCRآل آن است که      در هر حال، امروزه اقدام ایده     . سازگار باشد 

ای را  حفاظـت شـده  و نـواحی    . انجـام شـود   ) universal(فراگیر  
در حقیقت بـا    . گردد  ها یافت می    تکثیر نمایند که در انواع باکتری     

تـوان وجـود انـواع مختلـف بـاکتری را در              یک پرایمر فراگیر می   
البتـه نظـر بـه ایـن کـه ایـن روش از         . )14 (نمونه رد یابی کـرد    

های فلـور     تواند حتی باکتری    می. حساسیت زیادی برخوردار است   
این . داهای گرم مثبت را نیز تشخیص د         کوکوسی طبیعی از جمله  

 اعتبـار  PCRامر حاکی از آن است که عدم رعایت اصول انجـام      
 PCRهـای   این امـر بـرای تمـام روش    . کشد  آن را به چالش می    

با وجود این، چنانچه در این تحقیـق نـشان داده           . نماید  صدق می 
ت قیم ـ  هـای پیچیـده و گـران         بدون نیـاز بـه دسـتگاه        شده است 

ــال   ــال از غیرباکتری ــراق مننژیــت باکتری تــشخیص ســریع و افت
توان با توسعه این روش و استفاده         به علاوه می  . پذیر است  امکان

  طـــور همزمـــان آن را بـــه  هـــای اختـــصاصی بـــه از پرایمـــر
Multiplex PCR    ــت ــود مقاوم ــی وج ــوده و حت ــدیل نم  تب

ان بیوتیکی را نیـز نـشان داده و پزشـک را در انتخـاب درم ـ                آنتی
  . مناسب یاری نمود
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