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  مقدمه
عامل بيش از دو ميليون مرگ ومير در        بيماري سل   

تـرين فـرم     مننژيت سـلي خطرنـاك     .]1[ باشد دنيا مي 

 درصـد   7-12 خارج ريوي اسـت كـه در         توبركولوزيس
        اران ســلي در كــشور هــاي در حــال توســعه اتفــاق  بيمــ

بدليل تظـاهرات بـاليني غيـر اختـصاصي و           .]2[ مي افتد 

  چكيده
 قويـا   شي از مننژيـت سـلي،   ميزان مرگ ومير نا و  داشته   يي سل در كشورهاي در حال توسعه شيوع بالا        ي  بيمار :هدف زمينه و 
عنوان ه ب) PCR) Polymerase Chain Reactionمراز  واكنش زنجيره اي پلي. باشد ط با تاخير در تشخيص و درمان ميادر ارتب

  در مقايـسه بـا   PCR سـريع نتـايج و حـساسيت بـالاتر     حـصول  . ي بيماري سل استفاده شده اسـت ييك ابزار تشخيصي براي شناسا
در مناسـبي در تـشخيص بيمـاري سـل، بـويژه در مننژيـت سـلي،              روش   PCRول باكتريولوژيك موجب شده كه      هاي معم  روش

اگرچه، احتمـال نتـايج مثبـت و منفـي كـاذب را بايـد       . باشداست سريع  مورد نياز تشخيص ه تشخيص مشكل است و يا       موارديكه ك 
كـشت و رنـگ آميـزي    (هاي معمول باكتريولوژيـك     ا روش  ب PCRروش  هدف از انجام اين مطالعه مقايسه       . مورد توجه قرار داد   

) Cerebro Spinal Fluid( CSFلوزيس در نمونـه هـاي مـايع مغـزي نخـاعي      وي مايكوباكتريوم توبركيبراي شناسا) نلسون-ذيل
   .بيماران مشكوك به  مننژيت سلي بوده است

عنـوان مننژيـت سـلي تـشخيص       ه  ي ب ي و يافته هاي بيوشيميا    م كلينيكي ي بيمار كه از نظر باليني و بر اساس علا         25 تعداد   :روش كار 
هـا غيـر از مايكوبـاكتريوم         بيمار مشكوك به مننژيت ويرال و يـا مننژيـت ناشـي ار ديگـر بـاكتري                 10احتمالي داده شده بودند و      

ت روتين بـاكتريولوژي  بر روي نمونه هاي ارسالي بعد از انجام آزمايشا.  در اين مطالعه مورد بررسي قرار گرفتند       توبركولوزيس
و نتـايج    انجـام گرفـت  NESTED OLIGO بصورت  PCR و سپس  آزمايش  DNA Extraction،)تهيه اسمير مستقيم و كشت(

  .بدست آمده با هر سه روش مورد مقايسه و ارزيابي قرار گرفت
 CSF  هـاي    نمونـه   را در  لـوزيس توبركو مايكوباكتريوم   DNA) %36(  مورد   9 در   PCR نمونه جمع آوري شده،      25از   :يافته ها 

و لام مـستقيم بـا رنـگ    ) %8(  مـورد  2، در حاليكـه كـشت تنهـا در     )PCRطي دوبار تكرار آزمايش روي نمونه با       ( ي نمود   يشناسا
 كه مشكوك به مننژيت هاي ويـرال و يـا    CSF نمونه10در ضمن هيچيك از . مثبت بودند) %4( آميزي ذيل نلسون در يك مورد 

  . نتيجه مثبت نشان ندادندPCRها بودند با روش  شي از ديگر باكتريمننژيت نا
بطـوري كـه      يك روش حساس و سريع در تشخيص مننژيت سـلي اسـت،            PCRروش  دهد كه     نتايج فوق نشان مي    :نتيجه گيري 

ماران اسمير منفـي    هاي روتين باكتريولوژيك به يك تا دو روز خصوصا در بي           زمان بدست آوردن نتايج را از چندين هفته با روش         
گردد و نياز به تشخيص سـريع و شـروع           اين امر در بيماري مننژيت سلي كه يك اورژانس پزشكي محسوب مي           . دهد كاهش مي 

   .باشد ز اهميت مييفوري درمان دارد بسيار حا
  سلي ، مننژيت )PCR(اكنش زنجيره اي پليمرازو، سريع، تشخيصتوبركولوزيس :كليديه هاي واژ
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فقدان تست آزمايشگاهي سـريع، حـساس و  اختـصاصي،           
سترسـي  دتشخيص اين بيماري مشكل بوده و علي رغـم      

به شيمي درماني مؤثر ميزان مرگ وميـر بيمـاري بـالا            
رتبـاط مـستقيم بـا نتيجـه        تاخير در تـشخيص ا     .باشد مي

 درصد بيماراني كـه     20-25 بطوري كه در     ،بيماري دارد 
ــي     ــرار نم ــان ق ــت درم ــريعا تح ــوارض   س ــد ع گيرن

متـد هـاي متـداول       .]4،3[ گـردد  نورولوژيك ظاهرمي 
ــت ســلي     ــشخيص ســريع مننژي ــراي ت ــك ب باكتريولوژي

 مناسب نيستند زيرا تعداد كـم بـاكتري در نمونـه مـايع            
ع از تـشخيص بوسـيله روش اسـمير         مـان  1 نخاعي مغزي  

 ر ايـن روش  بـسيا      مستقيم بوده و حـساسيت و ويژگـي       
 ـتع .]5[ گـردد  گزارش مي  متغير ين بـاكتري از طريـق      ي

 هفته زمان نياز    6-8كشت به دليل رشد آرام باكتري به        
 .]6[گـردد  ولا نتايج منفي كاذب حاصـل مـي       مدارد و مع  

   مننژيت سلي جزء مـوارد اورژانـس پزشـكي محـسوب           
      شـود و تـشخيص بيمـاري در مراحـل اوليـه حيـاتي              مي
باشد و اغلب بصورت احتمالي و بر اساس يافته هاي           مي

مولكـولي  روش  چنـدين    .شـود  باليني تشخيص داده مي   
وسـعه يافتـه    تجديد براي تشخيص سريع مننژيت سـلي        

 ـ   .]8،7[است    متغيـر و از     رهـا بـسيا     روش نحـساسيت اي
ــا  ]9[% 33 ــده اســت  ]10[ %5/90ت ــزارش ش ــش . گ نق

PCR2  در تــشخيص روتــين مننژيــت  ســلي نامــشخص
در ايــن  .بــوده  و نيــاز بــه ارزيــابي هــاي بيــشتري دارد

هـاي  روش  وNested PCRمطالعه مقايـسه بـين روش   
در ) اســمير مــستقيم و كــشت(اكتريولوژيــك  بمعمــول

مـورد   CSFتشخيص مننژيت سلي بر روي نمونه هـاي       
همتــرين ويژگــي روش  م.بررســي قــرار گرفتــه اســت 

Nested PCR حــساسيت بيــشتر آغازگرهــاي  داخلــي 
  .باشد مورد استفاده مي

  
  روش كار

 ـ بيمار كه از نظر باليني و بـر اسـاس علا           25تعداد   م ي
 ـ يو يافته هاي بيوشيميا   درمانگاهي   عنـوان مننژيـت    ه  ي ب

 بيمـار كـه     10سلي تشخيص احتمالي داده شده بودند و        

                                                           
1 Cerebro Spinal Fluid 
2 Polymerase Chain Reaction 

 زمننژيت ناشي ا   به   مشكوك   يا   مبتلا به مننژيت ويرال و    
 توبركولـوزيس هـا غيـر از مايكوبـاكتريوم         ديگر باكتري 

يـك  . بودند در اين مطالعه مورد بررسي قـرار گرفتنـد         
قسمت از نمونه جهت انجـام آزمايـشات روتـين شـامل            

و تهيــه   ) L.J( ط لونــشتاين جانــسون يكــشت روي محــ
ي روش ها گستره براي رنگ آميزي ذيل نلسون مطابق        

و قسمت ديگر بمنظور انجـام آزمـايش         ]11[ استاندارد
PCR ــد ــتفاده ش ــتخراج   .  اس ــراي اس  روش  ازDNAب

 TE  )10 mM Tris-HCL, 1 mM در بـافر  جوشاندن

Na-EDTA, PH 8(  ــد ــتفاده گردي ــور .]12[  اس  بط
  TE را در بــافر CSFخلاصــه، يــك ميلــي ليتــر از نمونــه 

وش انكوبـه،    دقيقه در آب ج    15مخلوط نموده و بمدت     
 ـ. فريز كرده و مجددا ذوب مي شد        عمـل سـه بـار       ناي

 ـ مـايع رو   سانتريفيوژ و  rpm 10000تكرار و نهايتا در      ي ي
  سـانتيگراد   درجـه  -20 تا زمان اسـتفاده در فريـزر         آن  

 و  Nested PCRروش در اين مطالعـه از   .نگهداري شد
ــازگر از  ــارجي   (دو جفــت آغ ــاي خ ــاز گره  وA,B آغ

بـه منظـور تكثيـر ناحيـه اي      )  C,Dلـي آغازگرهـاي داخ 
 كـه   توبركولـوزيس مايكو بـاكتريوم     DNA اختصاصي از 

 باشد استفاده گرديـد    مي MBP703  كد كننده پروتئين  
ــه  .]12[ ــن ناحي ــه  492 اي ــه دو قطع ــاز دارد ك ــت ب  جف

bp322 و bp 223         جهت تكثير مشخص و براي هر كـدام 
ادف تـر . از اين قطعات يك جفت آغاز گر سـنتز گرديـد          

  :ند از بودآغاز گر ها عبارت
A:5`-GAA-TGT-CGC-AGG-ACC-CGG-TC-3`  ، 
B:5`-CTT-GAG-GCT-GTT-ACC-CTG-AC-3، 
C:5`-CTC-AAT-CCG-CAA-GTA-AAC-CT-3`   ،  
D:5`-GTT-ACC-CTG-ACC-GGT-CAC-CG-3` 

 . ميكروليتر انجـام گرفـت     30 در حجم    PCR واكنش
 KCL 50mmol/L  ،2mmol/Lمخلوط واكنش حـاوي  

MgCL2 ، 10mmol/L Tris-HCL pH8.4، 0.2µmol 

dNTPs MIX (Fermentase Co)،mol each 

primers  0.2µ، DNA(target) 5ng/µو  Taq DNA 

polymerase (Fermentase Co) 1unit  بود  .  

                                                           
3 Mycobacterium Protein 70 
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 169   دكتر محمد يوسف عليخاني و همكاران                                                                                      ...     مقايسه روشهاي معمول 

 ثانيـه،   30 بمـدت    ºC94 سـيكل در     34تكثير بميـزان    
ºC60 ثانيــه و90 بمــدت  ºC72 ــا 120 بمــدت  ثانيــه ب

  .انجام گرفـت  Ependorf  از دستگاه ترموسيكلراستفاده
 الگو DNAيك كنترل منفي حاوي تمام مواد واكنش بجز         

ــا  الگــوي شــناخته شــده    DNA(و يــك كنتــرل مثبــت ب
ــتاندارد    ــويه اســ ــده از ســ ــتخراج شــ  H37Rvاســ

ي يآجهـت سـنجش كـار      ) توبركولوزيسمايكوباكتريوم  
و يـك    ]13[سيكل حرارتي   شاخص هاي   آنزيم و    بافر ها، 

حاوي آغازگرهاي مربوط به    ) كنترل تكثير ( كنترل داخلي 
ــساني   ــوبين ان ــا گل ــري از   ) bp 529( ژن بت ــر س در ه

هنگام اسـتفاده از آغـاز گـر        . شد واكنش ها استفاده مي   
ميلي مولار   4  و غلظت  ºC 52هاي داخلي از دماي اتصال    

با آغاز گر هـاي     (كلريد منيزيم واز محصول واكنش اول       
  .شد  الگو استفاده مي DNAعنوان ه ب)  A,Bخارجي

 بـر    ميكروليتر از محـصول واكـنش        10بعد از تكثير،    
  الكتروفـورز و    حاوي اتيديوم برومايـد    %5/1روي آگارز   

گرديد،  با استفاده از دستگاه ترانس لوميناتور  آناليز مي        
ــولي     ــا وزن مولك ــد ب ــود بان ــه وج ــوري ك       bp 322بط

ــشان ــاكتريوم  ن ــوزيستوگــر مايكوب در  ) MTB (بركول
نمونه بود و در صورت عـدم مـشاهده بانـدي بـا وزن              

 ) C,D(مولكولي فوق با استفاده از آغازگر هـاي داخلـي           
         انجـــام  Nested PCRروي محـــصول واكـــنش اول،

 bpگرفت كه در اين حالـت بانـد بـا وزن مولكـولي               مي
  . بود MTB مشخص كننده وجود 223

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  يافته ها
 بــــراي تــــشخيص  PCR حــــساسيت و ويژگــــي

تعدادي  DNAمايكوباكتريوم توبركلوزيس با استفاده از      
ــين    ــاكتريوم و هم ــاي مايكوب ــه ه ــاير  گون ــور  از س       ط

ــاكتري ــت     ب ــرار گرف ــابي  ق ــورد ارزي ــر م ــاي ديگ  .ه
 مايكوبـاكتريوم   DNAآغازگرهاي مورد استفاده جز بـا       

مثبت نشان  لوزيس  با هيچ نمونه ديگري واكنش        وتوبرك
حساسيت آغازگرهاي خارجي با استفاده از رقت        .ندادند

 سـلول در  30هاي سريال مطابق استاندارد مك فارلنـد،    
 سلول در   3واكنش و حساسيت آغازگرهاي داخلي برابر       

ــد   ــين گردي ــنش تعي ــه 35. واك ــاران CSF نمون   از بيم
هـاي روتـين      روش مشكوك به مننژيـت بـا اسـتفاده از        

ــك و ــمــورد مطال Nested PCR باكتريولوژي ــرار ع ه ق
 تنهـا در يـك      نلسون  - با رنگ آميزي ذيل    اسمير .گرفت

ــه هــاي ) %8( مــورد 2و كــشت در ) %4(مــورد  از نمون
CSF        مثبـت  از نظر وجود مايكوباكتريوم توبركلـوزيس
 مـورد  4 اوليه بوسيله آغازگرهاي خـارجي       PCR .بودند

 نظـر   از) %36(  مـورد  9و با آغازگر هاي داخلـي       ) 16%(
  مثبـت بـود    توبركولوزيس  مايكوباكتريوم    DNA وجود

   .)1جدول (
 مشكوك به مننژيت غير سليكه CSF نمونه  10 در
اسمير مستقيم، كشت بـر روي محـيط لونـشتاين          ،  بودند

   .منفي بود PCRجانسن و 

  ، كشت و اسمير مستقيم در بيماران مشكوك به مننژيت سلي و مننژيت غير سليPCRنتايج مقايسه   .1جدول 
  مثبت با اسمير  شتكمثبت با   تعداد  گروه بيماران   PCRمثبت با 

PCRاوليه   Nested PCR 

  %)36 (9  %)16 (4  )%4 (1  %)8 (2  25  مننژيت سلي
  %)0 (0  )%0 (0  %)0 (0  %)0 (0  10  مننژيت غير سلي

  
   بيماران مشكوك به مننژيت سلي  PCRنتايج . 2جدول 

PCRمثبت   PCRتعداد نمونه ها    منفي    
 كشت منفي  كشت مثبت  كشت منفي كشت مثبت

  %)0 (0  %)0 (0  %)0 (0  %)4 (1  %)4 (1  اسمير مثبت 
  %)64 (16  %)0 (0  %)24 (6  %)8 (2  %)96 (24  اسمير منفي
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در دو گــروه اســمير مثبــت و  در مقايــسه تمــام  نتــايج 
هاي اسمير مثبـت    از نمونه   %) 4(اسمير منفي، يك مورد     

و در نمونه هـاي اسـمير       %) 100(  هم مثبت بود   PCR با
 ) %36( مورد   9 اوليه و    PCRبا   ) %5/12( مورد   3منفي،  

  DNA از نظـر وجـود    داخلي با استفاده از آغازگرهاي
   .)2جدول  (لوزيس مثبت بودومايكوباكتريوم توبرك

 كه با اسمير مـستقيم و       CSF  نمونه %) 6/91( 22 از  
 Nestedستفاده ازابا %) 24( مورد 6، ت منفي بودندكش

PCR      نمونـه   25از   . نتيجـه مثبـت نـشان دادنـدCSF 
جمع آوري شده از بيماران مشكوك بـه مننژيـت سـلي،            

كشت، اسـمير مـستقيم و       هر سه روش     با  )  %4( مورد1
PCR     بـا كـشت و   ) % 8(  مـورد 2 مثبت بود وPCR 6 و 

).  2جـدول   (بوده اسـت   مثبت   PCRفقط با   ) %24(مورد  
 تقريبا چهار برابـر  PCRبطور كلي ميزان موارد مثبت با  

رنگ  برابر نسبت به     9نسبت به  موارد مثبت با كشت و         
  .دهد آميزي ذيل نلسون افزايش نشان مي

  
  بحث

بـراي  مفيدي   روش  PCRاين مطالعه نشان داد كه      
ي بالاتر  يآ با كار  تشخيص اختصاصي و سريع مننژيت سلي     

 باشـد   مـي هاي ميكروسكوپيك وكـشت      ت به روش  نسب
   .)1جدول (

دقت و صحت نتايج اين مطالعه با نتيجه منفي كه در           
تمام نمونه هاي بدست آمـده از بيمـاران مـشكوك بـه             
 .مننژيت غير سلي حاصل گرديد،  نشان داده شده است         

 در نمونه هاي بيماران مـشكوك بـه          نتايج بدست آمده  
تواند   مي Nested PCRهد كهد مننژيت سلي نشان مي

ي كند كه با نتايج     يتمام نمونه ها ي كشت مثبت را شناسا       
   .]15،14[ساير مطالعات مطابقت دارد 

هاي بيولوژي مولكولي كه قبلا براي تـشخيص         روش
 هـاي  پـروب  شـدند،  سريع مننژيت سـلي اسـتفاده مـي       

DNA 16[ اما حساسيت رضايت بخشي نداشتند  بود[ .   
PCRــ  داراي ايــن مزيــت DNAه پــروب   نــسبت ب
در ايـن    .يابـد  الگو چندين بار تكثير مـي       DNAاست كه   
متـــداول  روش هـــاي   نـــسبت بـــه   PCR مطالعـــه

باكتريولوژيك براي تشخيص مننژيت سلي حـساسيت  و         

ــت  ــشتري داش ــرعت بي ــد   روش .س ــول فاق ــاي معم ه
بطـوري كـه     باشـند،  حساسيت لازم و سرعت عمل مـي      

 زمان انكوباسيون نياز دارد      هفته 8 الي   6كشت به مدت    
و اســمير هــم علــي رغــم ســهولت و ســرعت عمــل از  

يني برخوردار بـوده و تنهـا جـنس         يحساسيت و ويژگي پا   
طـور بايـد     نمايد و همين   ي مي يمايكوباكتريوم را شناسا  

 باكتري در يـك ميلـي ليتـر نمونـه موجـود             104حداقل  
 باشد تا بتوان از طريق لام مستقيم نتيجه مثبـت بدسـت           

  . ]18،17[آورد 
ــصاصي   PCRدر  ــزان اخت ــودن مي ــيله ب روش بوس

در  .گيرد مي انتخاب ترادف تكثير شده تحت تاثير قرار        
ايــن بررســي يــك قــسمت از ژن كــد كننــده پــروتئين  

MBP70  زيرا اين پروتئين براي     ير انتخاب شد،    ث براي تك
 اختـصاصي اسـت     توبركولوزيسمجموعه مايكوباكتريوم   

]15،12[.   
بــا افــزايش دفعــات   روش  حــساسيت فــي از طر

دستكاري نمونه ها ممكن است كاهش يابـد، بـراي رفـع            
اين مشكل دستكاري قـسمت كـوچكي از نمونـه در يـك             
زمان و جمع آوري نمونه ها در دو حجـم جداگانـه، كـه              

گـردد   يكي از آنهـا جهـت مواقـع ضـروري ذخيـره مـي             
 ممكـن اسـت كـه       PCRنتايج مثبت بـا     . شود توصيه مي 

يله آلـودگي داخـل و يـا خـارج آزمايـشگاهي ايجـاد        بوس
در اين تحقيق وجـود آلـودگي هـاي وابـسته بـه              . گردد

شـود زيـرا در تمـام        آزمايشگاه تقريبا با اطمينان رد مي     
مراحل آزمايش از كنترل هـاي مثبـت و منفـي اسـتفاده             

 با استفاده Nested  PCR  مهمترين ويژگي. گرديد مي
  باشـد  زايش حـساسيت آن مـي     از آغازگرهاي داخلي  اف    

 Nested ]1[در ايــن مطالعــه هماننــد مطالعــات ديگــر 

PCR  در مقايـسه بـا   %)  36( مـورد  9  در PCR   اوليـه
)16(%DNA     مايكوباكتريوم توبركلوزيس را در نمونـه

  .ي نمودي شناسا CSFهاي
  

  نتيجه گيري
دهـد كـه      كلي  نتايج اين مطالعـه نـشان مـي          بطور 

ــي ــصــد ويژگ ــذير PCRراي روش  درصــد ب ــان پ        امك
ــي ــت    م ــتاندارد جه ــك روش اس ــه از ي ــد و چنانچ باش
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ــودگي بــه مــوازات تمــام  DNAاســتخراج   و كنتــرل آل
سريع و قابـل    روشي   PCR استفاده گردد،    PCRمراحل  

  در مقايـسه بـا روش    اعتماد براي تشخيص مننژيت سلي    
   . خواهد بودهاي باكتريولوژيك
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