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با توجه به حساسيت كم آزمايش مستقيم با مركب چين و كشت براي تشخيص مننژيت كريپتوكـوكي                  :زمينه و هدف  
 بـراي  Polymerase Chain Reaction (PCR)در ايـن مطالعـه از روش    .باشـد  هاي حـساس لازم مـي   بردن تكنيك كار به

استفاده گرديد  )(Cerebrospinal fluidمايع مغزي نخاعي طور مستقيم از نمونه  ه بكريپتوكوكوس نئوفورمنستشخيص 
مطالعـه از   : روش بررسـي   .شناسي ناتوان است افزايش داد     ارچهاي ق  كه بتوان توان تشخيصي را در مواردي كه روش        

م مغزي مشكوك به مننژيت كريپتوكوكي كه در        يبيماران داراي علا   CSFمونه   ن 25 مقطعي بوده و تعداد      -نوع توصيفي 
شناسي دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران فرستاده شـده بودنـد تحـت       به آزمايشگاه قارچ  1388سال   طول

يپتوكوكوس كر از 106 و 102مرحله دوم كار تهيه دو رقت .  قرار گرفتندPCRين، كشت و چآزمايش مستقيم با مركب 
در بررسـي    :هـا   يافته .ه است  بود PCRكشت و     و مقايسه سه روش آزمايش مستقيم،      CSFليتر    در يك ميلي   نئوفورمنس

 106 و  102 چنين آزمايش مـستقيم هـر دو رقـت         و هم  ها با مركب چين تنها يك مورد مثبت شد         ميكروسكوپي نمونه 
 106 و   102كشت هر دو رقت     .  كشت آن نيز رشد نمود     ، بود اي كه آزمايش مستقيم آن مثبت شده       نمونه. مثبت گرديد 

اي كه آزمـايش مـستقيم و كـشت آن مثبـت شـده بـود از لحـاظ                  تنها همان نمونه   PCRدر بررسي با    . نيز مثبت گرديد  
 توانست  )PCR(اندازي شده    روش راه : گيري  نتيجه .نيز مثبت گرديد   106 و   102 هر دو رقت     PCR. مولكولي مثبت شد  

  .شناسايي نمايد هاي كنترل و نمونه مثبت را به خوبي نمونه

  .Polymerase chain reaction مايع مغزي نخاعي، ،، آزمايش مستقيم، كشتكريپتوكوكوزيس مغزي :كليدي كلمات

  

  
 ـ   (Cryptococcosis) كريپتوكوكوزيس وسـيله   ه عفونتي اسـت كـه ب
. شـود   ايجـاد مـي    پتوكوكوس نئوفورمنس كريدار   قارچ مخمري كپسول  

هاي انساني در افراد داراي نقـص سيـستم ايمنـي            بخش اعظم عفونت  
باشـد و     اين عفونت در بيماران ايدزي بسيار شايع مـي         1.دهد روي مي 
 عفونـت بـه   2و3.باشـد  ترين زمينه براي ابتلا به اين بيماري مي     ايدز مهم 

تـرين   لـي مننژيـت شـايع     آيـد و   دنبال استنشاق ارگانيسم به وجود مـي      
بـراي تـشخيص     4و5.شـود   آن است كه تشخيص داده مـي       بالينيتظاهر  

 از آزمايش مستقيم بـا مركـب        معمولطور   هآزمايشگاهي اين عفونت ب   
آزمـايش مـستقيم مـايع     .شـود  و كشت استفاده مـي ) India Ink(چين 

 درصـد   80 تـا    30مغزي نخاعي با استفاده از مركب چين تنها حـدود           
  ن ـن ايـبنابراي. دهد يـي را تشخيص مـريپتوكوكـان به مننژيت كمبتلاي

  
بـراي  .برخـوردار نيـست    روش براي تشخيص از حساسيت مطلـوبي 

 بيماران كشت   CSFتشخيص قطعي مننژيت كريپتوكوكي لازم است از        
از معايب كشت حساسيت كم آن در بيماران غير ايدزي و           . عمل آيد  هب

باشـد كـه ايـن زمـان در      ي رشد قـارچ مـي  زمان طولاني مورد نياز برا   
درمان مننژيت كه نياز به درمان سـريع و اختـصاصي دارد بـا اهميـت                

هـاي   بـردن تكنيـك    كار يپتوكوكي به ربراي تشخيص مننژيت ك    1.است
تـر لازم    تر به منظور درمان سـريع      تر و اختصاصي   آزمايشگاهي حساس 

 جهت تعيـين    )PCR(هاي مولكولي    هاي اخير از روش    در سال . باشد مي
 Broncho Alveolar  مثلبالينيهاي  بيماري كريپتوكوكوزيس از نمونه

Lavage (BAL) CSF,   خون و ادرار استفاده شده است كـه حـساسيت 
، PCRا توجه بـه حـساسيت بـالاي          ب 6و7.ندا بالايي را از خود نشان داده     

كده شناسي دانش  اندازي آن در آزمايشگاه قارچ     ارزيابي اين روش و راه    

 مقدمه
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ــع     ــشگاه مرج ــه آزماي ــران ك ــكي ته ــوم پزش ــشگاه عل ــت دان بهداش
هـاي تهـران     باشـد و از تمـام بيمارسـتان        شناسـي در كـشور مـي       قارچ
م مغزي مشكوك به ايـن آزمايـشگاه ارسـال          يهاي بيماران با علا    نمونه
  . بوده استگردد از اهداف كاربردي اين طرح  مي

  

  
 CSF نمونـه    25 مقطعـي بـوده و تعـداد         -نوع توصـيفي  مطالعه از   

م مغزي مشكوك به مننژيـت كريپتوكـوكي كـه در           يبيماران داراي علا  
شناسي دانشكده بهداشت دانـشگاه      به آزمايشگاه قارچ  1388طول سال   

   .علوم پزشكي تهران فرستاده شده بودند مـورد بررسـي قـرار گرفتنـد             
 در بيمارسـتان گرفتـه شـده و         )CSF(ليتر مايع مغزي نخاعي       ميلي 5-2

ما براي انجـام    . شناسي ارسال گرديد   جهت بررسي به آزمايشگاه قارچ    
  دقيقـه  10 دور در دقيقه به مدت       1500 در  را CSFهاي   كار خود نمونه  

حـدود نـيم   مـايع رويـي را جـدا كـرده و           سانتريفيوژ كـرده و سـپس       
 كـشت و    ين،چ ـليتر ته لوله را براي آزمايش مـستقيم بـا مركـب              ميلي

مرحلـه دوم كـار تهيـه دو     . گرفـت  مورد استفاده قـرار  DNAاستخراج  
 CSFليتـر    در يك ميليكريپتوكوكوس نئوفورمنس از  106 و   102 رقت

  . بودPCRكشت و  و مقايسه سه روش آزمايش مستقيم،
براي مشاهده كريپتوكوكوس نئوفـورمنس در      :  آزمايش مستقيم  -1
 .شد مي استفاده )India Ink(چين به روش مستقيم از مركب  CSFمايع 

براي اين كار يك قطره از مايع مغزي نخاعي سانتريفيوژ شده را روي             
  به وسيله لام   لام ريخته و سپس يك قطره مركب چين به آن افزوده و           

زيـر  در   ورمنسف ـس نئو وكريپتوكوك مشاهدهبه منظور   . شد پوشيده مي 
 مورد مطالعه قـرار  40 و   10نمايي   ميكروسكوپ لام تهيه شده با بزرگ     

در نمونـه   كريپتوكوكـوس نئوفـورمنس     در صورت وجـود     . گرفت مي
ساكاريدي در اطراف ارگانيـسم      دليل داشتن كپسول پلي    همورد مطالعه ب  

 .باشد به صورت شفاف و روشن در زمينه تاريك مشخص مي

براي اين كار از محيط سابورو دكـستروز آگـار بـدون            :  كشت -2
 µl100وسيله ميكروپيپت در كنار شـعله    هب. ده شد سيكلوهگزاميد استفا 

وسيله لوپ استريل    ه سانتريفيوژ شده را روي محيط ريخته و ب        CSFاز  
 و كمـي هـم سـطح محـيط را           گرديـد  ميبر روي تمامي محيط پخش      

 تا در صورت وجود مخمر در نمونه بتواند در محيط نفوذ            هخراش داد 
ها يادداشت   هر يك از پليت   تاريخ و شماره بر روي      . كرده و رشد كند   

C و در حرارت
º 30شدهداده ت ـهاي كش طـمحي .دندش  مي نگهداري  

  .گرديدند  ميبررسي)  روز5-20( پس از چند روز
  )PCR( روش مولكولي. -3

هـاي    كـردن كـار از قـارچ       Setupبـراي   : از كشت  DNAاستخراج  
يكنس لبآبه عنوان شاهد مثبت و از كانديدا        كريپتوكوكوس نئوفورمنس   

گـوي  (به وسيله روش گلاسـبيد      . به عنوان شاهد منفي استفاده گرديد     
 را از كشت دو روزه دو مخمر فوق بـا پروتكـل زيـر               DNA) اي شيشه

 : شداستخراج 

فنـل   (PCI لاندا DNA lysis buffer ،300 از µl300يك تيوب  در
اي ريخته يـك لـوپ        لاندا گوي شيشه   300،  )كلروفرم ايزو آميل الكل   

 دقيقـه  پـنج تيوب را به مدت . شدز مخمر را درون اين تيوب حل       پر ا 
 ـ             5000 دقيقـه بـا دور       پـنج مـدت    هبه شدت بـا دسـت تكـان داده و ب

بـه تيـوب     را جدا كـرده و    ) فاز رويي (سوپرناتانت  . سانتريفيوژ گرديد 
افـزوده   )كلروفرم ايزو آميل الكل   ( CIلاندا   300. ه شد جديد انتقال داد  

 سـانتريفيوژ   5000 دقيقـه بـا دور       پـنج مدت   ها ب و ورتكس شد، مجدد   
، اضـافه كـردن     ا كرده و انتقال آن به تيوب جديد       كرده و فاز رويي جد    

 برابـر آن الكـل مطلـق،        5/2 و يـا     پروپرانولولهم حجم سوپرناتانت،    
 مولار اضافه كـرده     3سپس يك دهم حجم سوپرناتانت، استات سديم        

C و آن را ورتكس كرده و در      
º 20- گرديـد  دقيقه انكوبـه     10دت  م ه ب .

 سانتريفيوژ كرده و سپس مايع رويـي        12000 دقيقه با دور     12مدت   هب
 پـنج و  ) ورتكـس نـشود   (افـزوده   % 70 لاندا الكـل     300دور ريخته و    
ه مجددا مايع رويي را دور ريخت       سانتريفيوژ كرده و   5000دقيقه با دور    

     و در  اضافه نمـوده     بار تقطير   لاندا آب مقطر يونيزه دو     100 تا   50. شد
C

º 25-نگهداري شد . 

از  DNAاستخراج   :سازي شده   رقت CSF و   CSFاز   DNAاستخراج  
وسـيله كيـت اسـتخراج     ه بيماران ب  )CSF(هاي مايع مغزي نخاعي      نمونه
DNA شــركت كيــاژن بــه نــام QIA amp DNA Investigator  شــماره

 :با پروتكل زير صورت گرفت ساخت كشور آمريكا 51304

 5/1 به ته يك ميكروفيوژ Kيناز ي ميكروليتر از پروتئاز كياژن يا پروت   20
 .ميلي ليتري اضافه شد

µl200    از نمونهCSF    سـپس ه ورا به اين تيوب اضافه كرد  µl200 
 و تيـوب    ه ثانيه ورتكس نمود   15مدت   هرا به نمونه افزوده و ب      ALبافر  
C در

º 56    دقيقه انكوبه شد   10به مدت . µl200  بـه  ) 96-100(نول   اتـا
).  ثانيـه ورتكــس 15( گرديـد   و خــوب مخلـوط كـرده نمونـه اضـافه   

 8000 و بعـد در  نمـوده  اضافه QIA ampمحتويات تيوب را به ستون 

 روش بررسي
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دور به مدت يك دقيقه سانتريفيوژ شد، سپس اين ستون را برداشـته و          
 ـ             بـا . ه شـد  به يك تيوب جديد انتقال داده و مواد فيلتر شده دور ريخت

هـاي   كـه لبـه     بدون اين  AW1 بافر   µl500 ستون را باز كرده و       دقت در 
 دور به مـدت يـك       8000ستون مرطوب شود به آن اضافه كرده و در          

دقيقه سانتريفيوژ نموده و مجددا سـتون بـه يـك تيـوب جديـد وارد                
 دور  14000 اضافه كرده و در      AW2 بافر   µl500در اين مرحله    . گرديد

دوباره ستون را به يك تيوب جديد       . شد دقيقه سانتريفيوژ    سهبه مدت   
 دور سـانتريفيوژ نمـوده و       14000انتقال داده و به مدت يك دقيقه در         

اين سـتون را بـه يـك تيـوب ديگـر            . كند اين به حذف بافر كمك مي     
 ـ     AE بافر   µl200 انتقال داده و    دقيقـه در    پـنج مـدت    ه اضافه كـرده و ب

ر به مدت يك دقيقه  دو 8000درجه حرارت اتاق انكوبه شد و بعد در         
   .گرديدسانتريفيوژ 
 )PCR( روش مولكـولي  اهاي فوق ب جهت آزمايش نمونه : پرايمرها

كريپتوكوكوس نئوفورمنس  URA5 ژن اختصاصي يك جفت پرايمر از
 ATG TCC TCC CAA GCC 5) وارد فــوراســتفاده گرديــد و پرايمر

CTC3ً)  5(  و پرايمـر برگـشت TTA AGA CCT CTG AAC ACC G 3( 
 را )bp(  جفـت بـاز  780اين پرايمرها قطعاتي به انـدازه    انتخاب شد و    
  .كنند تكثير ميكريپتوكوكوس نئوفورمنس فقط در گونه 
 : انجام شدPCRبا پروتكل زير : PCRپروتكل 

دزوكـسي  ( x10=µl10. dNTP بـافر : تركيب مواد و مقادير آن     -1
 پرايمـر  .Mgcl2 = µl1)كلرايد منيزيـوم  (.µl1 =)نوكلئوتيد تري فسفات

ــر برگـــشت .µl5/2= فـــوروارد ــزيمآ. µl5/2 .=DNA µl8 =پرايمـ        نـ
=Taq polymerase µl1 .ب مقطرآ= µl24 .حجم كل واكنش =µl50 . 

ــايي  -2 ــه دم ــيكل : برنام ــك س C ي
º 95، ــنج ــه پ  Initial دقيق

(denaturation)، 35  سيكل با  C
º 94، 30        ثانيـه جهـت جداسـازي دو 

Denaturation(، C(رشته الگو   
º 58، 1:30     ثانيه جهت اتصال پرايمرهـا  

(Annealing)، C
º 72     دقيقـه    دو به مـدت )Extension( يـك سـيكل     و     

C
º 72 دقيقه هشت به مدت )Final extension(. 

 PCRبراي الكتروفـورز محـصولات      : PCRالكتروفورز محصولات   
  را بـا   PCR از محـصولات     µl10 .از ژل آگارز يك درصد استفاده شـد       

µl4، DNA Loading Bufferهاي پارافيلم مخلوط كـرده و    بر روي تكه
هاي ژل ريختـه و در حفـره         به آرامي توسط ميكروپيپت درون چاهك     

سـپس  . شـد اضـافه    )bp(  جفـت بـازي    100 ماركر مولكولي    µl8اول  
 متـصل كـرده و بعـد از     80تانك الكتروفورز را به منبع برق بـا ولتـاژ           

آورده و در دسـتگاه تـرانس لومينـاتور بـا           حدود يك ساعت ژل را در     
 نانومتر تصوير باندها را روي مانيتور رويت و پـس از            365طول موج   

 .تنظيمات لازم از آن عكس گرفته و ذخيره گرديد

 

  
در بررسي ميكروسـكوپي    :  نتايج آزمايش مستقيم با مركب چين      -
 تنها يك نمونه كه متعلـق بـه         CSFونه   نم 25ها با مركب چين از       نمونه

 اي پمفيگوس بود كه مدت زيادي نيز        ساله با بيماري زمينه    20يك زن   
ف كـرده بـود مثبـت شـد و بقيـه             مـصر  يدييتيكواسترو كور تركيبات
 و  102 چنين آزمـايش مـستقيم هـر دو رقـت          ها منفي شدند هم    نمونه
، تنهـا   CSFهـاي    از كـشت نمونـه     : نتايج كشت  -2 . مثبت گرديد  106

اي كه آزمايش مستقيم آن مثبت شـده بـود كـشت آن نيـز                همان نمونه 
    106 و   102كشت هر دو رقت     . ها منفي شدند   رشد نمود و بقيه نمونه    

  .نيز مثبت گرديد
 كردن كار با استفاده از      Setupمرحله   در  : نتايج روش مولكولي   -3
DNA     كشت، الكتروفورز محصول PCR       780 باند مـورد نظـر را درbp 

 استخراج شـده از     DNA حاصل از    PCRسپس محصولات   . تشكيل داد 
CSF      اي كه آزمـايش مـستقيم و         الكتروفورز گرديد كه تنها همان نمونه

كشت آن مثبت شده بود بانـد مـورد نظـر را تـشكيل داد و از لحـاظ                   
و رقـت     هـر د   PCR. ها منفي گرديدند   مولكولي مثبت شد و بقيه نمونه     

  . بت گرديدنيز مث 106 و 102
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
كريپتوكوكــوس نئوفــورمنس  تــصوير ميكروســكوپي شــكل مخمــر :1 -شــكل
 .)CSF( دار با مركب چين در نمونه باليني كپسول

 هايافته
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  پس از الكتروفورز CSFاي ه حاصل از نمونه PCRنتايج : 2 -شكل

كـه  كانديـدا آلبيكـنس   نمونه حاصل از كـشت  (  شاهد منفي -2 )bp(  جفت بازي  100  ماركر -1
كريپتوكوكوس نئوفـورمنس   نمونه حاصل از كشت     (  شاهد مثبت  -3 .هيچ باندي مشاهده نگرديد   

 منفي كه هيچ CSFهاي   نمونه-9  و 8 و   7 و   6 و   4 ،) تشكيل داد  bp 780ر را در    ظكه باند مورد ن   
ثبت شده بـود     مثبت كه آزمايش مستقيم و كشت آن نيز م         CSF نمونه   -5باندي را تشكيل ندادند     

 . تشكيل دادbp 780و باند مورد نظر در 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  پس از الكتروفورز106 و 102 هاي حاصل از رقت PCR نتايج :3 -شكل

 و  102هـر دو رقـت       .106 رقت   -5،  102 رقت   -4 شاهد منفي،    -3 شاهد مثبت،    -2،   ماركر -1
 . تشكيل دادندbp 780 باند مورد نظر را در 106

  
  

  
دليل حساسيت كم آزمـايش مـستقيم بـا مركـب چـين و زمـان                هب

طولاني مورد نياز براي رشد قارچ در محـيط كـشت بـراي تـشخيص               
تر  تر و اختصاصي   هاي حساس  مننژيت كريپتوكوكي به كاربردن تكنيك    

 PCR در مطالعـه حاضـر روش        7.باشـد  به منظور درمان سريع لازم مي     

ــشخيص  ــورمنس كريجهــت ت ــپتوكوكــوس نئوف ــستقيم از  هب طــور م
 با هدف توسـعه يـك روش جديـد تشخيـصي مـورد              CSFهاي   نمونه

در مواردي امكان دارد كه سلول كامل قـارچ وارد           .ارزيابي قرارگرفت 
 CSF و ديگـر تركيبـات آن در         DNAمايع مغزي نخاعي نشود و فقـط        

يص كمـك   تواند در تشخ    مي PCRوجود داشته باشد كه در اين موارد        
تر بـودن     ساده به دليل سريع    PCRدر اين بررسي از روش      . كننده باشد 
 .تر بودن جهت تشخيص بيماري استفاده گرديد و كم هزينه

 DNAوسيله كيـت اسـتخراج       ه ب CSFهاي    از نمونه  DNAاستخراج  
 سـاخت كـشور   QIA amp DNA Investigatorشركت كيـاژن بـه نـام    

ه و سـريعي داشـت و نـسبت بـه           آمريكا انجام شد كـه پروتكـل سـاد        
.  تر بود   كمتر و سريع    انجام آن   مراحل DNAهاي دستي استخراج     روش

هاي مختلفي مثل گوانيدين تيوسـيانات جهـت         مطالعات قبلي از روش   
 پرايمرهـا را از ناحيـه   6و8و9. استفاده شده اسـت  CSF از   DNAاستخراج  

 ـ   گرديدانتخاب  كريپتوكوكوس نئوفورمنس    URA5ژني   صاصي  كـه اخت
 ارزيــابي نمــوديم و كانديــدا آلبيكــنس DNAبــودن آن را بــه وســيله 

بررسـي  كريپتوكوكـوس نئوفـورمنس     كـشت    DNAحساسيت آن را با     
در مطالعات قبلي از    . تشكيل داد  bp 780كرده كه باند مورد نظر را در        

 اسـتفاده شـده     DNA هـم جهـت تكثيـر        S 6/5 و   ITSهاي ژنـي     ناحيه
 ـRappelli 10و11.بود  Nested- PCR از روش 1998ين بـار در سـال    اول

 ـ       CSFطـور مـستقيم از مـايع         هجهت تشخيص مننژيت كريپتوكـوكي ب

 كه همان مـواردي را كـه بـا آزمـايش مـستقيم و كـشت                 استفاده نمود 
 كه از اين نظر نتايج حاصـل        10نيز مثبت شد   PCRتشخيص داده بود با     

در مطالعه ديگـري     . مطابقت داشت  Rappelliاز مطالعه حاضر با نتايج      
 كه قبلا   CSF نمونه   56 صورت گرفت    Paschoalتوسط   2004در سال   

، ا ثابت شده بود را بـا سـه روش كـشت      ه بيماري كريپتوكوكوزيس آن  
 PCR مورد ارزيابي قرار داد كـه    PCRآزمايش مستقيم با مركب چين و       

ترين روش و بعد از آن آزمايش         به عنوان حساس   %9/92با حساسيت   
 11. را نـشان داد    %8/76 و كـشت حـساسيت       %7/85 حساسيت   مستقيم

Saha هاي تشخيصي  روش 2009 در سالPCR ،Latex Agglutination 

Test (LAT)، Enzyme Immunoassay (EIA) ــا ، آزمــايش مــستقيم ب
هاي  مركب چين و كشت را جهت تشخيص كريپتوكوكوزيس از نمونه         

جهـت   PCR كه در روش     سرم با هم مقايسه نمود     ، ادرار و  CSFباليني  
 كردنـد و    ه استفاد USA،   از كيت ساخت شركت كياژن     DNAاستخراج  

ــه  ــر s18ناحي ــ DNA را جهــت تكثي ــد هب ــار بردن  PCR ،LAT ،EIA .ك

 بحث

5         4         3       2        1  

9       8        7        6         5       4        3        2    1 
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و بالاتري نسبت به آزمايش مستقيم با مركب چـين   يكسانحساسيت 
اي در   در ايـران مطالعـه    تـاكنون   جايي كه     از آن  12.كشت نشان دادند   و

مينه انجام نپذيرفته بود، لذا ما بر آن شديم تا براي اولـين بـار از                اين ز 
 جهت تشخيص مننژيت كريپتوكوكي بـه طـور مـستقيم از            PCRروش  
در . را ارزيـابي نمـاييم      بيماران مشكوك استفاده نمـوده و آن       CSFمايع  

 مشكوك توسط سه روش آزمايش مـستقيم        CSF نمونه   25اين مطالعه   
تنهـا در يـك مـورد كـه          . بررسي گرديد  PCRبا مركب چين، كشت و      

 نيز مثبت گرديـد و مـواردي        PCRآزمايش مستقيم و كشت مثبت شد       

.  منفـي گرديـد    نيـز  PCRها منفي بـود      كه كشت و آزمايش مستقيم آن     
در كريپتوكوكوس نئوفورمنس   مخمر   106 و   102چنين با دو رقت      هم

، ه كـشت   سه روش فـوق بررسـي نمـوديم ك ـ          را با  CSFليتر   يك ميلي 
در ايـن مطالعـه     .  هر دو رقـت مثبـت گرديـد        PCRآزمايش مستقيم و    

هـا   نآ نيز   PCRمواردي را كه آزمايش مستقيم و كشت مثبت نشان داد           
هـاي    توانـست نمونـه    )PCR(انـدازي شـده      روش راه  .را تشخيص داد  

تـوان از    بنابراين مـي  .  شناسايي نمايد  كنترل و نمونه مثبت را به خوبي      
  .  مغزي استفاده كردس در تشخيص كريپتوكوكو نيزPCRروش 
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Background: In the last two decades, cryptococcosis has been gaining a distinct public 
health importance due to the growing number of AIDS cases. Considering the low 
sensitivity of direct examination with India ink and culture, use of sensitive techniques 
is crucial in the diagnosis of cryptococcal meningitis. Polymerase Chain Reaction (PCR) 
can be used to directly detect Cryptococcus neoformans in CSF samples to increase the 
diagnostic power in cases where conventional methods are unable to detect the 
organism. 
Methods: In this cross-sectional study, CSF samples were obtained from 25 patients 
suspected of having neurocryptococcosis. The patients were referred to the Medical 
Mycology Laboratory of the School of Public Health affiliated to Tehran University of 
Medical Sciences from March 2009 to February 2010. Three different methods, direct 
India ink examination, culture and PCR were used to evaluate the CSF samples. Two 102 
and 106 of Cryptococcus neoformans dilutions in 1ml of CSF were prepared and 
examined by the three methods. In PCR method, two primer pairs were selected to 
amplify the Cryptococcus neoformans URA5 gene. The sequences of primers were for 
A, B, C and D serotypes.  
Results: Only in one case PCR, as well as direct examination and culture were positive. 
All the other samples were negative in PCR, direct examination or culture. Both CSF 
dilutions were positive in the three tests in the mentioned patient and the positive 
control. 
Conclusion: PCR method can efficiently identify both control and positive samples of 
Cryptococcus neoformans. 
 
Keywords: Cerebrospinal fluid, cryptococcosis, culture, direct, examination, 
polymerase chain reaction.  

Abstract 

  
Tehran University Medical Journal; Vol. 69, No. 4, July 2011: 231-236 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir

