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نام نويسند گان مجله علمي پژوهشي د انشگاه علوم پزشكي ارتش جمهوري اسلامي ايران

سال دهم    شماره 1    صفحات  10  تا  16    بهار 1391

مقاله
تحقيقاتي

طراحي آزمون زنجيره اي پلي مراز (PCR) جهت تشخيص مولكولي سريع 
Neisseria meningitidis

زكيه قديمي1، محمد سليماني2، امير حسين محسني3، *كيوان مجيدزاده4

چكيد ه
سابقه و هدف: نايسريا مننژيتيديس پاتوژن اختصاصي انسان و دومين عامل شايع مننژيت در جهان است. جهت شناسايي اين 
باكتري از آزمون هاي سنتي مانند كشت مايع نخاعي استفاده مي شود ولي از معايب اين روش ها وقت گير بودن است. هدف اين 

مطالعه، تشخيص سريع اين باكتري به روش واكنش زنجيره اي پلي مراز (PCR) با استفاده از ژن CrgA است. 
مواد و روش ها: ژن اختصاصي، حفاظت شده و داراي ارزش تشخيصي CrgA جهت طراحي پرايمر انتخاب گرديد. پرايمرهاي 
اختصاصي براي اين ژن طراحي شد. واكنش PCR توسط اين پرايمرها بر روي DNA ژنوميك نايسريا مننژيتيديس راه اندازي شد. 
جهت ساخت كنترل مثبت، محصول PCR در وكتورpTZ57R/T كلون گرديد. جهت تاييد حضور ژن هدف در وكتور، روش هضم 
آنزيمي و توالي يابي انجام شد. به منظور تعيين حساسيت واكنش، از پلاسميد كنترل مثبت فوق با غلظت اوليه 70 نانوگرم رقت 
5-10- 1-10 تهيه گرديد و واكنش PCR ژن هدف بر روي همه رقت هاي پلاسميد انجام گرفت. تعيين ويژگي واكنش، بر روي 11 

ژنوم از باكتري هاي مختلف انجام شد. 
يافته ها: نتايج PCR ژن CrgA باند مورد انتظار 500 جفت باز را نشان داد. نتايج حاصل از هضم آنزيمي و توالي يابي، حضور ژن 
هدف را در وكتور تاييد كرد. حد نهايي تشخيص اين روش براي ژن Crg A، 70 پيكوگرم به دست آمد. نتايج تعيين ويژگي مشخص 

نمود كه پرايمر طراحي شده با هيچ يك از باكتري هاي ديگر واكنش تكثير غير اختصاصي ندارد.
بحث و نتيجه گيري: روش PCR طراحي شده در اين تحقيق از دقت و حساسيت لازم برخوردار است به طوري كه از اين روش 

مي توان به عنوان يك آزمون قابل اعتماد، جهت تشخيص سريع باكتري نايسريا مننژيتيديس استفاده نمود. 
كلمات كليدي: نايسريا مننژيتيديس، واكنش زنجيره اي پليمراز، تشخيص سريع مولكولي
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مقدمه
نايسريا مننژيتيديس يك باكتري ديپلوكوك گرم منفي، چرك زا، 
هتروتروف و فاقد اسپور است (1). اين باكتري پاتوژن اختصاصي 
انسان در سرتاسر جهان مي باشد و به خاطر نقشش در ايجاد مننژيت 
معروف شده است (1، 2). عامل مننژيت از طريق ترشح هاي حلق 

بيني از يك بيمار يا حامل منتقل مي شود و انتقال اغلب به تماس 
نزديك و مستقيم احتياج دارد (1، 3). نايسريا مننژيتيديس عامل 
مهم ابتلا و مرگ در دوران كودكي در كشورهاي توسعه يافته و 
مسئول همه گيري ها در آفريقا و آسيا مي باشد و بيشترين شيوع 
در ميان افراد ارتشي در گروه هاي آموزشي و در خوابگاه ها ديده 
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زكيه قديمي و همكاران 11طراحي آزمون زنجيره اي پلي مراز (PCR) جهت تشخيص مولكولي سريع

شده است. همچنين اين بيماري در ايران به خصوص در سربازاني 
كه واكسن دريافت ننموده اند مشاهده شده است و هر ساله حدود 
و  بهداشتي  مراكز  طريق  از  مننژيت  به  مبتلا  جديد  مورد   2000
بيمارستان هاي سطح كشور گزارش مي شود كه حدود 10% آن، 

مننژيت مننگوكوكي است (4، 5).
مهم ترين روش سنتي آزمايشگاهي در تشخيص مننژيت در فرد مبتلا 
آناليز بيوشيميايي، سلول شناسي و كشت مايع نخاعي مي باشد (6، 
7). افزايش گلبول هاي سفيد و پروتئين مايع نخاعي و كاهش قند 
آن از جمله دلايل اوليه وجود مننژيت چركي است كه تأييد نهايي 
آن پس از كشت و جداسازي باكتري صورت مي گيرد (1، 8). اين 
باكتري بسيار حساس بوده و در صورت تجويز آنتي بيوتيك قبل 
از نمونه گيري، ويژگي كشت به شدت كاهش مي يابد (7)، به علاوه 
تشخيص با اين روش حداقل 36 ساعت طول مي كشد، در حالي كه 
عدم تشخيص و درمان به موقع در مدت 12 ساعت موجب مرگ 
بيمار مي شود (1). بسياري از محققين تلاش نموده اند تا روش هاي 
سريع و دقيقي را براي تشخيص عوامل ايجاد كننده مننژيت با 
استفاده از روش هاي ايمونولوژي ارائه دهند، اما اين روش ها به 
تنهايي يا با هم به طور كامل رضايت بخش نبوده است (9). در 
سال هاي اخير، نظر به ضرورت تشخيص سريع اين بيماري، استفاده 
از فناوري هاي ژني و تكنيك هاي تشخيص مولكولي اميدهايي در 
تشخيص سريع آن به وجود آمده است. يكي از مزاياي اين روش 
اين است كه تحت تاثير درمان آنتي بيوتيكي قرار نمي گيرد (10). 
از اين رو هدف اين مطالعه، طراحي تكنيك PCR جهت تشخيص 

سريع باكتري نايسريا مننژيتيديس تعيين گرديد.

مواد و روش ها 
 (ATCC تهيه ژنوم باكتري: ژنوم سويه باكتري نايسريا مننژيتيديس
(13060 از موسسه واكسن و سرم سازي رازي تهيه و از آن به عنوان 

كنترل مثبت در اين تحقيق استفاده شد. جهت ارزيابي ويژگي واكنش، 
از ژنوم باكتري هاي ديگر به عنوان كنترل منفي استفاده گرديد. 

مشخصات اين عوامل در جدول 1 آورده شده است.
طراحي پرايمر: ژن CrgA به عنوان ژن هدف در اين مطالعه انتخاب 
و طراحي پرايمر بر اساس آن انجام گرفت. جهت طراحي پرايمر 
 NCBI (National Center for Biotechnology ابتدا با استفاده از سايت

(Information ، توالي هاي ثبت شده ژن Crg A دريافت شد و ترازبندي 

آنها با استفاده از نرم افزارCLC sequence viewer (version 6/4) انجام 
در اين توالي ها، پرايمرهاي  شد. بر اساس ناحيه حفاظت شده 
جلويي و عقبي طراحي شدند. ويژگي هاي ترموديناميكي پرايمرهاي 
 Gene runner (version 3/05) طراحي شده با استفاده از نرم افزار
مورد بررسي قرار گرفت. به منظور اطمينان از اختصاصي بودن 
 BLAST (Basic Local Alignment پرايمرهاي طراحي شده از سرويس
(Search Tool سايت NCBI استفاده شد. توالي پرايمر جلويي به 

CGTGGATTCCGCGATGCCG 3΄5 و توالي پرايمر عقبي  صورت́ 
CGGAGGTTTGTTCGGCGA GC 3΄5 بود. به صورت́ 

جهت   PCR واكنش  مراز:  پلي  زنجيره اي  واكنش  اندازي  راه 
تشخيص ژن Crg A در حجم استاندارد 25 ميكروليتر انجام شد. 
براي انجام واكنش PCR در اين حجم، از 1/5 ميلي مولار يون 
 Taq DNA 1 واحد آنزيم ،dNTPs كلريد منيزيم، 0/2 ميلي مولار
Polymerase، 0/4 ميكرومولار از هر يك از پرايمرها و 70 نانوگرم 

ژنوم باكتري نايسريا مننژيتيديس، استفاده شد. PCR مطابق شرايط 
زير انجام شد: واسرشت سازي اوليه در دماي 95 درجه سانتي گراد به 
مدت 4 دقيقه، 30 سيكل شامل واسرشت سازي در دماي 95 درجه 
سانتي گراد به مدت 1 دقيقه، اتصال در دماي 71/6 درجه سانتي گراد 
به مدت 40 ثانيه، مرحله تكثير در دماي 72 درجه سانتي گراد به 
مدت 30 ثانيه و تكثير نهايي در دماي 72 درجه سانتي گراد به مدت 
5 دقيقه. همچنين يك واكنش 25 ميكروليتري با شرايط مشابه و 
استفاده از آب ديونيزه به جاي ژنوم باكتري، به عنوان كنترل منفي 

جدول 1- نام باكتري هاي كنترل منفي مورد استفاده جهت تعيين ويژگي واكنش
    

ATCC 9290Shigella sonnei 
ATCC 7881  Klebsiella pneumoniae 
ATCC 25922Escherichia coli 
ATCC 6051  Bacillus subtilis 

ATCC 25923Staphylococcus aureus 
ATCC 29212  Enterococcus faecalis 

ATCC 700931Salmonella typhi 
ATCC 700669  Streptococcus penumoniea 
ATCC13060Neisseria meningitidis 
ATCC 13032  Haemophilus influenzae  
PTCC 1480  Yersinia enterocolitica 
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استفاده شد. جهت بررسي تكثير قطعه مورد نظر، نمونه به همراه 
بافر لود كننده بر روي ژل آگارز 1 درصد حاوي اتيديوم برومايد، 
به همراه ماركر مولكولي 100 جفت بازي (Fermentas) در ولتاژ 

100 ولت، الكتروفورزگرديد. 
كلونينگ ژن Crg A و تهيه كنترل مثبت: جهت ساخت كنترل مثبت، 
كلونينگ محصول PCR ژن CrgA در وكتورpTZ57R/T  انجام شد. 
براي اين منظور ابتدا محصول PCR با استفاده از دستور العمل كيت 
ACCU Prep PCR Purification Kit (BIONEER, Korea) خالص سازي 

 Crg A خالص شده ژن PCR شد. سپس واكنش اتصال ميان محصول
  (Fermentas, Litwani)مطابق با دستورالعمل كيت pTZ57R/T و وكتور
Ins TAclone PCR cloning kit انجام گرفت. محصول واكنش اتصال به 

باكتري Ecoli JM107 كه از قبل بوسيله CaCl2، پذيرا شده بود انتقال 
داده شد. در نهايت باكتري هاي ترانسفورم شده در محيط LB آگار 
حاوي آمپي سيلين (100 ميكروگرم بر ميلي ليتر)، ناليديكسيك اسيد 
(50 ميكروگرم بر ميلي ليتر) و 5- برومو 4- كلرو 3- ايندوليل 
ليتر)،  ميلي  بر  ميكروگرم   40)  (X-Gal) گالاكتوپيرانوزيد  دي  بتا 
ايزوپروپيل بتا دي تيو گالاكتو پيرانوزيد (IPTG) (38/4 ميكروگرم 
بر ميلي ليتر) منتقل شد. در ادامه از تعدادي كلون هاي سفيد و آبي كه 
بر روي محيط رشد كرده بود ماتريكس تهيه گرديد. جهت رديابي 
كلون هاي حاوي ژن هدف بر روي 4 كلوني سفيد و يك كلوني آبي، 
كلني PCR با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي ژن Crg A انجام شد.

از يكي از كلوني هاي سفيد تاييد شده در مرحله قبل، استخراج 
 ACCU Prep Plasmid Mini كيت  از  استفاده  با  مطابق  پلاسميد 
Extraction Kit (BIONEER ,Korea) انجام گرديد. غلظت پلاسميد 

استخراج شده با استفاده از جذب نوري در طول موج هاي 260-280
پيكودراپ)  (شركت  اسپكتروفوتومتر  دستگاه  توسط  نانومتر 
مشخص گرديد. پلاسميد حاصل pTZ57R/T-Crg A نامگذاري شد.
جهت  تاييد حضور ژن Crg A  در وكتور pTZ57R/T-Crg A، روش 
     Hind III (Fermentas,Litwani)هضم آنزيمي با استفاده از 2 آنزيم
و kpnI (TaKaR , Litwani)  انجام شد. آنزيم Kpn I در ناحيه جفت 
بازي 631- 627 و آنزيم HindIII در ناحيه جفت بازي 694- 690 
 (Multiple cloning باعث ايجاد برش در ناحيه كلونينگ چند گانه
(site وكتور مي شود و در نهايت سبب خروج ژن هدف از وكتور 

pTZ57R/T- در وكتور Crg A مي شود. جهت تاييد نهايي حضور ژن

Crg A، اين وكتور با استفاده از پرايمرهاي يونيورسال M13 با روش 

Cycle sequencing توالي يابي شد. 

غلظت  ابتدا  حساسيت،  تعيين  جهت  روش:  حساسيت  تعيين 
دستگاه  از  استفاده  با   (pTZ57R/T-Crg A) مثبت  كنترل  پلاسميد 
پيكودراپ مشخص گرديد. سپس رقت هاي متوالي 10-5- 1- 10 
در حجم 100 ماكروليتر از نمونه كنترل مثبت كه داراي غلظت اوليه 
70 نانوگرم بود، تهيه شد و تست PCR تشخيصي مطابق شرايط 
ذكر شده بر روي آنها انجام شد. در نهايت كمترين غلظت از آن كه 
باند واضح و مشخصي را در الكتروفورز روي ژل آگارز نشان داد 

به عنوان حد تشخيص آزمون تعيين شد. 
تعيين ويژگي واكنش: جهت بررسي ويژگي واكنش، از ژنوم تعداد 
11 باكتري گرم منفي و گرم مثبت مختلف استفاده شد. (جدول1) 
واكنش PCR بر روي اين ژنوم ها با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي 
ژن Crg A، مطابق با شرايط قبلي انجام و نتايج آن بر روي ژل آگارز 

1% بررسي شد. 

يافته ها
 Crg A ژن PCR نتايج الكتروفورز مربوط به واكنش :CrgA تكثير ژن
باند مورد انتظار500 جفت باز را نشان داد. در واكنش PCR مربوط 
به نمونه كنترل منفي هيچ باندي در ژل آگارز مشاهده نشد. اين 

نتيجه صحت واكنش PCR را تاييد نمود. (شكل 1) 
 PCRكلونينگ و تهيه كنترل مثبت: نتايج الكتروفورز واكنش كلوني
بر روي كلني هاي سفيد به دست آمده، كلونينگ ژن Crg A را در 
وكتور pTZ57R/T را نشان داد. پس از استخراج پلاسميد از يكي از 
كلوني هاي سفيد تاييد شده در مرحله قبل، واكنش هضم آنزيمي 
 ،HindIII و KpnI به وسيله آنزيم هاي PTZ57R/T–Crg A پلاسميد
خروج يك قطعه در حدود 500 جفت بازي را بر روي ژل آگارز 
نشان داد. اين نتيجه تاييد كننده حضور ژن Crg A در وكتور بود. 
 pTZ57R/T–Crg در وكتور Crg A بررسي نتايج توالي يابي ترادف ژن
A و مقايسه آن با ترادف هاي ثبت شده اين ژن در Gene bank با 
استفاده از سرويس BLAST سايت NCBI، تشابه كامل اين توالي را 
با ژن هدف نشان داد. (نتايج تعيين ترادف نشان داده نشده است) 
 pTZ57R/T–CrgA بررسي حساسيت واكنش: غلظت اوليه پلاسميد
در آزمايشات تعيين حساسيت، 70 نانوگرم بود كه با تهيه رقت از 
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آن و انجام واكنش PCR، آخرين رقتي از آن كه باند واضحي را 
بر روي ژل آگارز ايجاد نمود، 3-10 بود. (شكل 2) بنابراين حد 

تشخيص اين آزمون، 70 پيكوگرم به دست آمد.
بررسي ويژگي واكنش: نتايج تعيين ويژگي واكنش، هيچ گونه 
تكثيري را در PCR بر روي ژنوم باكتري هاي كنترل منفي نشان نداد. 
اين آزمايش تاييد كننده ويژگي واكنش PCR فوق بود. (شكل 3) 

بحث 
باكتري نايسريا مننژيتيديس يك بيماري مهم و خطرناك سيستم 
عصبي- مركزي است و در اثر عفوني شدن لايه هاي سه گانه مننژ 
ايجاد مي شود (1، 2). مننژيت باكتريايي به خصوص مننگوكوكي 
يكي از عفونت هاي تهديد كننده حيات انسان در تمام سنين است 
و دومين عامل شايع مننژيت در جهان مي باشد (1، 3). ميزان انتقال 
اين بيماري در افراد 40-90 درصد گزارش شده است (1). در ايران 
با وجود واكسيناسيون الزامي عليه مننژيت مننگوكوكي، گزارش هاي 

شكل 1- نتايج واكنش PCR بر روي ژن CrgA باكتري نايسريا مننژيتيديس. 
اين نتايج نشان داد كه پرايمرهاي اختصاصي اين ژن توانسته اند قطعه مورد 
انتظار 500 جفت باز را تكثير دهند. M: شاخص مولكولي 100 جفت بازي؛ 
چاهك1: نتايج PCR بر روي ژنوم باكتري نايسريا مننژيتيديس با غلظت 70 

.PCR نانوگرم؛ چاهك 2: كنترل منفي

شكل2- نتايج مربوط به تعيين حساسيت واكنش، با توجه به شكل، حد 
تشخيص واكنش00 7 پيكوگرم به دست آمد. M: شاخص مولكولي100 جفت 
باز؛ چاهك 1: محصول واكنش PCR بر روي غلظت 7 نانوگرم از پلاسميد

pTZ57R/T- CrgA؛ چاهك 2: محصول واكنش PCR بر روي غلظت 700 

پيكوگرم؛ چاهك 3: محصول واكنش PCR بر روي غلظت 70 پيكوگرم؛ 
چاهك 4: محصول واكنش PCR بر روي غلظت 7 پيكوگرم؛ چاهك 5: 
محصول واكنش PCR بر روي غلظت 0/7 پيكوگرم؛ چاهك 6: كنترل منفي.

شكل 3- نتايج مربوط به تعيين ويژگي واكنش M . PCR: شاخص مولكولي100 
جفت بازي؛ چاهك 1: واكنش PCR مربوط به ژنوم باكتري نايسريا مننژيتيديس؛ 
چاهك 2: واكنش PCR مربوط به پلاسميد pTZ57R/T- CrgA؛ چاهك 3: 
 PCR مربوط به ژنوم باكتري كلبسيلا پنومونيه؛ چاهك 4: واكنش PCR واكنش
مربوط به ژنوم باكتري اشرشيا كولي؛ چاهك 5: واكنش PCR مربوط به ژنوم 
باكتري باسيلوس سوبتيليس؛ چاهك 6: واكنش PCR مربوط به ژنوم باكتري 
استافيلوكوكوس اورئوس؛ چاهك 7: واكنش PCR مربوط به ژنوم باكتري 
انتروكوكوس فكاليس؛ چاهك 8: واكنش PCR مربوط به ژنوم باكتري شيگلا 
سونئي؛ چاهك 9: واكنش PCR مربوط به ژنوم باكتري سالمونلا تيفي؛ چاهك 
10: واكنش PCR مربوط به ژنوم باكتري استرپتوكوكوس پنومونيه؛ چاهك 11: 
واكنش PCR مربوط به ژنوم باكتري هموفيلوس آنفولانزا؛ چاهك 12: واكنش 
PCR مربوط به ژنوم باكتري يرسينا انتروكوليتيكا؛ چاهك 13: كنترل منفي. 
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پراكنده اي از بروز اين بيماري در بين سربازان وظيفه گزارش شده 
است و نيز به علت عدم وجود واكسن موثر براي سروگروه B، اين 

سروگروه عامل مهم ابتلا به اين بيماري محسوب مي شود (4). 
روش هاي مختلفي مانند كشت و آناليز مايع نخاعي براي تشخيص 
اين باكتري استفاده مي شود كه هر كدام داراي معايبي به شرح زير 
مي باشد: زمان طولاني مورد نياز، حساسيت و ويژگي كم، واكنش هاي 
مثبت يا منفي كاذب و نياز به افراد مجرب، با اين كه روش هايي 
از جمله استفاده از رنگ آميزي گرم براي تشخيص اين باكتري در 
نمونه هاي مغزي نخاعي به طور مستقيم يك روش ساده، ارزان و 
سريع براي تشخيص است و در 75 تا 90 درصد موارد جواب مثبت 
است اما در مواردي كه قبل از نمونه برداري، درمان آنتي بيوتيكي 
شروع شده باشد، اين ميزان تا 40 درصد كاهش مي يابد. بنابراين 
اين روش ها اغلب روش اطمينان بخشي براي تشخيص اين باكتري 

نيستند (17). 
امروزه روش هاي متداول مانند PCR به طور وسيعي در تشخيص 
طيف گسترده اي از عوامل بيولوژيك استفاده مي شود (23). زيرا اين 
روش ها نسبت به روش هاي سنتي از سرعت، دقت، اختصاصيت 
و حساسيت بالايي برخوردار است. از آنجايي كه در كشور ايران 
شيوع بيماري مننژيت مننگوكوكال در افراد نظامي و كودكان به 
نسبت بالا است (4، 5) و با توجه به نقاط ضعف روش هاي سنتي، 
در اين مطالعه روش PCR به منظور تشخيص سريع و دقيق نايسريا 

مننژيتيديس راه اندازي شد. 
در تحقيقاتي كه توسط ني و همكارانش در سال 1992 با استفاده 
از روش PCR بر روي ژن porA انجام دادند، حساسيت PCR براي 
تشخيص اين باكتري را 91 درصد اعلام نمودند (11)، اين در 
حالي است كه رادستروم و همكارانش در سال 1994 با انجام 
PCR بر روي ژن 16srRNA، ميزان حساسيت را 91 درصد و ميزان 

اختصاصيت را 96 درصد گزارش نموده اند (12) هر چند آنها با 
 16SrRNA نتايج مثبت كاذب هم مواجه بوده اند (23). همچنين ژن
به دليل آن كه تحت تاثير موتاسيون در طي تكامل قرار گرفته است 

ژني مناسب جهت شناسايي اين باكتري نمي باشد (8).
 ،PCR ديويس و همكارانش در سال 1999 با استفاده از روش
ژن هايpor A ،por B و sia D را جهت شناسايي باكتري نايسريا 
 siaD مننژيتيديس بررسي كردند. آن ها به اين نتيجه رسيدند كه ژن

كد كننده كپسول پلي سياليل ترنسفراز) در شناسايي گروه بندي 
ژني و سروگروه هاي حاوي سياليك اسيد (W135 ،Y ،C ،B) نقش 
دارد (14). تكثير ژن por A (كد كننده پروتئين غشاي خارجي كلاس 
1) توسط اين روش باعث تشخيص سروساب تايپ هاي نايسريا 
مننژيتيديس مي شود. ژن por B نيز در تشخيص ساب تايپ هاي 
نايسريا مننژيتيديس كاربرد دارد (8). دزيره و همكارانش در سال 
2004 با انجام PCR بر روي ژن ctr A كد كننده پروتئين غشاي 
خارجي است و در انتقال كپسول دخالت دارد)، از آن در تشخيص 
نايسريا مننژيتيديس استفاده كردند زيرا اين ژن در مقايسه با ژن 
sia D قادر به تشخيص سروگروه هاي بيشتري است (10). با اين 

 ،A فقط باعث تشخيص سروگروه هاي خاصي مانند ctr A حال ژن
E29 ،Z ،X ،W135 ،C ،B مي شود و تشخيص همه سروگروه ها را 
موجب نمي شود (15). در مطالعه اي كه جوردنس و همكارانش 
در سال 2005 انجام دادند با مقايسه ژن ctr A و por A نشان دادند 
كه ژن ctr A قادر به تشخيص كل سويه هاي نايسريا مننژيتيديس 
نمي باشد (16). اين ژن داراي انتهاي ′5 متغير و همچنين داراي 
توالي هاي متفاوت در سروگروه هاي مختلف مننگوكوك است كه 
نشان دهنده نقطه ضعف در تشخيص دقيق نايسريا مننژيتيديس 
مي باشد (13). درتحقيقي كه توسط بيرتلس و همكارانش درسال 
2005 انجام شد، نشان دادند كه در بيش از 40 درصد عفونت هاي 
ناشي از نايسريا مننژيتيديس كه با استفاده از PCR مورد تأييد قرار 
گرفته، ميكروارگانيسم هاي ديگري از اين نمونه ها جدا نشده است 
كه دلالت برحساسيت اين روش دارد (14). در سال 2005 دانشمندان 
به امكان استفاده از ژن Crg A جهت تشخيص   نايسريا مننژيتيديس 
پي بردند و متوجه شدند كه اين ژن داراي مزاياي مناسبي از جمله 
ناحيه ثابت و پايدار در همه سويه هاي اين باكتري است كه نسبت 
به ژن هاي ديگر جهت تشخيص اين گونه مناسب تر مي باشد (15). 
كزانوپولوس و همكارانش نيز در سال 2005 با انجام PCR بر روي 
ژن Crg A، متوجه شدند كه اين ژن داراي ويژگي هاي مطلوب تري 
نسبت به ساير ژن ها جهت تشخيص نايسريا مننژيتيديس است، 
زيرا اين ژن داراي ناحيه ثابت در كل سويه هاي نايسريا مننژيتيديس 
است و طراحي پرايمر بر اساس آن ايده آل است (16). اين ژن 
داراي اندازه 230 جفت بازي و مربوط به خانواده lys R است. اين 
خانواده از بزرگترين خانواده هاي تنظيم كننده باكتريايي است كه 
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زكيه قديمي و همكاران 15طراحي آزمون زنجيره اي پلي مراز (PCR) جهت تشخيص مولكولي سريع

نقش مهاركننده و فعال كننده خودكار را بر روي پروموتورهاي 
هدف و همچنين كنترل اپرون ها را در رنج وسيعي از روش هاي هاي 
سلولي دارد (18). نقش ژن Crg A اتصال باكتري به سلول هاي 
اپيتليال انسان است. در نتيجه حساسيت و اختصاصيت روش با 
استفاده از اين ژن در تشخيص نايسريا مننژيتيديس بسيار بالا است 
(16، 17). خير طاها و همكارانش در سال 2007 از ژن Crg A در 
واكنش PCR استفاده كردند و نشان دادند كه اين ژن به عنوان يك 
پروتكل استاندارد جهت تشخيص نايسريا مننژيتيديس مي تواند 

استفاده شود (17). 
 myn B/sac C نگي و همكارانش در سال 2010 مطالعاتي را بر روي ژن
 N انجام دادند (اين ژن باعث پلي مريزاسيون PCR با كمك روش
استيل D مانوز آمين فسفات مي شود) و متوجه شدند كه اين ژن 
فقط باعث شناسايي سروگروه A مي شود (17). همچنين مي توان 

از اين ژن براي گروه بندي ژني استفاده كرد (2). 
 ،ctr A ،myn B/sac C ،sia D ،por A ،por B در نتيجه ژن هايي نظير
16srRNA قادر به تشخيص كل سويه هاي نايسريا مننژيتيديس نيستند. 

بنابراين با توجه به اين نكات، در اين مطالعه از تكثير ژن Crg A به 
 PCR منظور تشخيص سريع نايسريا مننژيتيدس با استفاده از روش
استفاده گرديد. در اين مطالعه، ترازبندي توالي هاي ثبت شده از ژن  
Crg A به منظور يافتن نواحي ثابت جهت طراحي پرايمر انجام شد 

و قابليت جفت پرايمرها جهت تشخيص انواع سويه هاي داراي 
اين ژن تضمين شد.

در مطالعات مختلف جهت تعيين حساسيت از روش هاي متفاوتي 
استفاده مي شود. يكي از اين روش ها استفاده از باكتري زنده جهت 
تعيين حساسيت و ديگري استفاده از DNA ژنوميك باكتري موردنظر 
است. سعادتي و همكاران در سال 1387 براي تعيين حساسيت روش 
خود در تشخيص باكتري نايسريا مننژيتيديس، از رقيق سازي باكتري 
زنده و كشت آن در محيط استفاده كردند و ميزان حساسيت به دست 
 (CFU/ml) آمده 3-10× 4/5 واحد تشكيل دهنده كلوني بر ميلي ليتر
بود (23). همچنين عطايي و همكاران در سال 1388 جهت تعيين 
حساسيت واكنش، از رقت هاي متوالي از باكتري زنده و كشت آن 
در محيط استفاده كردند به طوري كه نتايج آنها نشان داد، حد نهايي 
تشخيص CFU/ml 6 10× 3/9 است (22). از محدوديت هاي اين 

روش علاوه بر وقت گير بودن خطر آلودگي با با باكتري زنده نيز 
مي باشد. در تحقيق حاضر جهت فائق آمدن بر اين محدوديت ها 
محصول PCR ژن هدف در پلاسميد pTZ57R/T كلون گرديد و يك 
كنترل مثبت استاندارد ساخته شد و در ادامه از اين پلاسميد، جهت 
تعيين حد نهايي تشخيص (LOD) استفاده گرديد. نتايج حساسيت 
مطالعه حاضر نشان داد كه كمترين غلظت از ژن هدف كه به واسطه 
اين پرايمرها قادر به تكثير است، غلظت 70 پيكوگرم مي باشد. 
نتايج تعيين ويژگي واكنش نشان داد كه پرايمرها با هيچ يك از 
باكتري هاي كنترل منفي ديگر واكنش متقاطع نمي دهند و كاملا 
در تشخيص ژن Crg A نايسريا مننژيتيديس اختصاصي هستند. در 
تحقيق حاضر جهت تعيين ويژگي از ژنوم ساير باكتري هاي مولد 
مننژيت كه مي توانند در مايع مغزي نخاعي حضور داشته باشند 
و سبب مننژيت باكتريال شوند استفاده شد مانند استرپتوكوكوس 
نمونيه و هموفيلوس آنفولانزا كه هيچ تكثيري در مورد آنها مشاهده 
نشد. از اين رو مي توان از روش طراحي شده در اين مطالعه به 
عنوان يك روش تشخيص مولكولي قابل اعتماد جهت تشخيص 

سريع باكتري نايسريا مننژيتيديس استفاده نمود.

نتيجه گيري
روش PCR طراحي شده در اين تحقيق تشخيص سريع و اختصاصي 
اين عامل را امكان پذير كرده است. اين روش نسبت به روش هاي 
سنتي، روشي اختصاصي، حساس و دقيق در تشخيص نايسريا 
مننژيتيديس است. نتايج اين مطالعه نشان داد كه ژن انتخاب شده 
پيشنهاد  البته  است.  حساس  و  اختصاصي  بسيار  تحقيق  اين  در 
مي گردد كه با استفاده از نمونه هاي كلينيكي، روش هاي شبيه سازي 
كارايي اين روش بيشتر مورد بررسي  مصنوعي  سازي  يا آلوده 

قرار گيرد.

تشكر و قدرداني
بدين وسيله نويسندگان اين مقاله مراتب قدرداني و تشكر خود را 
از تمامي مسئولان و همكاران در دانشگاه علوم پزشكي آجا و مركز 
تحقيقات زيست فن آوري تسنيم كه در انجام اين تحقيق همكاري 

نموده اند، ابراز مي نمايند.
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Abstract

Background: Neisseria Meningitidis is a causative agent of the bacterial meningitis, a life-threatening 

disease in children and adults. There are several classic methods for the diagnosis of this bacterium but 

these are time consuming and unreliable. The goal of this present study was to establish a PCR based rapid 

detection for Neisseria meningitidis.

Materials and methods: In this study the target gene was crgA so the specific primers were designed for 

it. The PCR reaction was set up on the DNA genomic of N meningitidis. To create a positive control, the PCR 

product was cloned in the pTZ57R/T vector. The presence of crgA gene in the T-vector was confirmed by the 

digestion and sequencing. The sensitivity of this assay was tested by a serial dilution of the positive control 

plasmid with starting concentration of 70ng/μl. The test specificity was checked by performing the PCR on 

the other bacterial genomes.

Results: This test amplified a DNA fragment with expected size of 500bp. The results of the digestion 

and sequencing proved the presence of crgA gene in the T-vector. The result of the sensitivity study showed 

that 70pg was the lowest concentration of the positive control plasmid during PCR. The specificity results 

indicated no cross reaction with the genomic DNA of the other bacteria.

Conclusions: Results of this study showed a high specificity and sensitivity of PCR method for the rapid 

and precise detection of N. meningitidis. This assay as an important supplement would be substituted the 

previous molecular and time consuming phenotypic assays used in our laboratory and work. in contrast of.
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