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Background: Otitis media (OM) is a common disease among children. Various factors, including bacteria 
and viruses are the cause of OM. The most common bacterial pathogens that can cause OM are Streptococcus 
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis and Streptococcus pyogenes. Recently, 
Alloiococcus otitidis is known as one of the causes of OM. For some reasons such as fastidious growth and 
difficulty in sampling, few studies have been completed on this bacterium. The aim of this study was comparison 
of culture and multiplex PCR in detection of fastidious bacterial pathogens associated with otitis media.
Material & Methods: In this descriptive studies, during a period of 5 month from March 2013 to July 2014, 
50 middle ear discharge specimens were collected from patients suspected with otitis media in Amir-Alam 
Hospital. Samples were assessed by culture and multiplex PCR method.
Results: In the study, 3 strains of Alloiococcus otitidis (6%), 3 strains of Haemophilus influenzae (6%) and 1 
strain of Moraxella catarrhalis (2%) were isolated by culture. Also, by multiplex PCR method 25 Alloiococcus 
otitidis (50%), 28 Haemophilus influenzae (56%) and 11 Moraxella catarrhalis (22%) were detected in the 
samples. 
Conclusion: Identifying fastidious bacteria with culture method is difficult, but multiplex PCR method is more 
accurate, faster and more sensitive of culture method and biochemical tests and can be done quickly. 
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مقایسه روش کشت و Multiplex PCR در تشخیص باکتری های سخت رشد 
در بیماران مبتلا به عفونت گوش میانی مراجعه  کننده به

 بیمارستان امیر اعلم تهران 
تینا دلسوزبحری1، مهدی گودرزی1، ساسان دبیری سطری2، نسرین ابراهیمی1، آرزو اسدی1، 

سید محمد غفوری3، حمیدرضا حوری1، حسین گودرزی*1

1- گروه میکروب شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی
2- مرکز تحقیقات گوش و حلق و بینی دانشگاه علوم پزشکی تهران

3- دانشگاه آزاد اسلامی واحد پزشکی تهران

چكيده:

مقدمه:
یکی  و  کودکی  دوران  بیماری های  شایع ترین  از  یکی  میانی  گوش  عفونت 
پزشک  سوی  از  بازدید   برای  سال  سه  زیر  کودکان  مراجعه  اصلی  دلایل  از 
عمومی  است)1(. عفونت گوش میانی (Otitis Media) یک واژه کلی برای بیان 
گوش  عفونت های  است.  میانی  گوش  ناحیه  در  مختلف  عوارض  با  عفونت های 
میانی  گوش  عفونت  شده اند:  طبقه بندی  دسته  سه  در  استاندارد   به شکل  میانی 
حاد Acute Otitis Media که با ترشح و التهاب گوش میانی و نیز علایمی مانند 
درد، ترشح، تب و تحریک پذیری گوش همراه است. عفونت گوش میانی همراه 
اما  است  حاد   فاقد علایم عفونت  که   (Otitis Media with Effusion) ترشح  با 
میانی  گوش  چرکی  مزمن  عفونت  است.  همراه  میانی  گوش  از  مایعات  ترشح  با 

(Chronic Suppurative Otitis Media) یک نوع التهاب مزمن گوش میانی است 
که در آن پرده گوش آسیب دیده و از آن ناحیه خروج چرک مشاهده می شود و اگر 
ترشحات گوش برای مدت حداقل 3  تا 6 هفته ادامه یابد به این بیماری عفونت 
مزمن چرکی گوش اطلاق می شود )2(.  به طور تقریبی 65 تا70 درصد کودکان تا 
سن 2 سالگی حداقل یک حمله اوتیت میانی حاد را تجربه می کنند و همچنین 
نیمی از کودکان تا سن 3 سالگی حداقل 2 بار یا بیشتر دچار حمله اوتیت میانی حاد 
می شوند و این بیماری یکی از علل مهم تجویز آنتی بیوتیک در کودکان  است)3, 
و  ها  باکتری  مانند  میکروبی  عوامل  بر  انجام شده علاوه  مطالعه های  نتایج    .)4
ویژگی های  استاش(،  شیپور  عملکرد  )اختلال  آناتومیک  مانند  عواملی  ویروس ها، 
و  اختلال ها  با   مرتبط  عوامل  تنفسی(،  آلرژی  ژنتیکی،  زمینه  مثل سن،   ( فردی 

نویسنده مسئول:  حسین گودرزی
hgod100@yahoo.com :پست الکترونیک

مقاله پژوهشی

سابقه وهدف: عفونت گوش میانی یکی از بیماری های شایع در میان کودکان است. عوامل مختلفی از جمله باکتری ها و ویروس ها از عوامل ابتلا به عفونت 
به عللی مانند سخت رشد بودن و  این عارضه شناخته شده است.  ایجاد کننده  از عوامل  به عنوان یکی  اوتیتیدیس  تازگی آلویوکوکوس  به  گوش میانی هستند.  
دشواری نمونه گیری،  مطالعه های محدودی روی این باکتری  انجام گرفته است. هدف از مطالعه حاضر مقایسه دو روش کشت و Multiplex PCR  برای تشخیص 

باکتری های سخت رشد ایجادکننده عفونت گوش میانی بود.
میانی  به عفونت گوش  مبتلا  بیمار   50 ماه سال 1393 و روی  تیر  تا  ماه سال 1392   اسفند  از  ماه   5 به مدت  توصیفی  نوع  از  مطالعه حاضر  و روش ها:  مواد 
مراجعه کننده به بیمارستان امیراعلم تهران انجام شد. نمونه های اخذ شده به وسیله روش های کشت و Multiplex PCR  برای یافتن باکتری های سخت رشد بررسی 

شدند و با آزمون کای دو مورد قضاوت آماری قرار گرفت.
یافته ها: به استفاده از روش کشت، تعداد 3 ایزوله )6درصد( آلویوکوکوس اوتیتیدیس، 3 ایزوله )6درصد( هموفیلوس  آنفلوآنزا و  یک ایزوله )2درصد( موراکسلا 
کاتارالیس جداسازی شد اما به وسیله تکنیک Multiplex PCR، 25 مورد آلویوکوکوس اوتیتیدیس )50درصد(، 28 مورد هموفیلوس  آنفلوآنزا)56درصد( و 11 مورد 

 (p˂0/05).موراکسلا کاتارالیس )22درصد( در نمونه ها شناسایی شد
نتیجه گیری: شناسایی باکتری های سخت رشد به روش کشت بسیار دشوار است اما روش Multiplex PCR به مراتب از روش های کشت و تست های بیوشیمیایی 

دقیق تر، سریع تر و حساس تر  است و می توان در زمان کوتاهی این باکتری ها را شناسایی کرد. 

Multiplex PCR ،واژگان کلیدی: عفونت گوش میانی، آلویوکوکوس اوتیتیدیس، هموفیلوس  آنفلوآنزا، موراکسلا کاتارالیس

تاریخ دریافت مقاله: 1393/11/8       تاریخ پذیرش مقاله:1395/10/11
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نقص های ایمونولوژیک و خطر های محیطی )مانند حضور افراد سیگاری در خانه و 
فصول سال و...( را عوامل افزایش خطر ابتلا به عفونت گوش میانی بیان می کنند. 
سیستم ایمنی نابالغ و شیپور استاش کوتاه در نوزادان و کودکان آن ها را برای ابتلا 

به عفونت گوش میانی مستعدتر  می کند)5(.
هموفیلوس   )25-50درصد(،  پنومونیه  استرپتوکوکوس  بیماری زای  باکتری  سه 
کاتارالیس  موراکسلا  و  )15-30درصد(  تقسیم بندی  قابل  غیر  آنفلوآنزای 
موراکسلا   .)7  ,6 هستند)4,  میانی   اوتیت  علل  مهم ترین  از  )3-20درصد( 
کاتارالیس، هموفیلوس  آنفلوآنزا و آلویوکوکوس اوتیتیدیس از باکتری های سخت 
رشد ایجاد کننده اوتیت میانی شناخته می شوند. باکتری سخت رشد به باکتری هایی  
اطلاق می شود که نیازهای تغذیه پیچیده ای داشته باشد. یک باکتری سخت رشد 
تنها زمانی رشد می کند که مواد مورد نیاز در درون محیط آن موجود باشد )10-8(. 
بررسی  مطالعه های پیشین نشان دهنده تفاوت بالا در آمار به دست آمده از فراوانی 
این سه باکتری در نمونه های اوتیت میانی به وسیله روش کشت و روش مولکولی 
عوامل  همچنین  و  بیماری  ایجاد کننده  عوامل  موقع  به  شناسایی  ضرورت  است. 
داشت  آن  بر  را  دانشمندان  میانی  گوش  عفونت  ایجاد  به  کودکان  کننده  مستعد 
تا با استفاده از روش های دقیق تر، سریع تر و حساس تر مانند روش های مولکولی 
هدف  بپردازند.  آن  از  قبل  و  بیماری  هنگام  در  بیماری زا  باکتری های  بررسی  به 

برای    Multiplex PCR و  روش های کشت  مقایسه  و  بررسی  حاضر  مطالعه  از 
تشخیص باکتری های آلویوکوکوس اوتیتیدیس، موراکسلا کاتارالیس و هموفیلوس  

آنفلوآنزا به عنوان سه پاتوژن سخت رشد ایجاد کننده اوتیت میانی است.
مواد و روش ها:

نمونه گیری:
از اسفند ماه  مطالعه حاضر یک مطالعه توصیفی  است که در یک دوره 5 ماهه 
بیماران  روی  مطالعه  این  انجامید.  طول  به   1393 سال  ماه  تاتیر    1392 سال 
مراجعه کننده به بیمارستان گوش، حلق و بینی امیر اعلم تهران انجام شد. از میان 
این  مراجعان 50 نمونه از افرادی که اوتیت میانی با ترشحات (OME) آن ها به 
تایید پزشک متخصص رسیده بود، نمونه گیری شد. پیش از نمونه گیری، بیماران 
مطلع و رضایت آن ها اخذ شد و سن، جنس و تاریخ مراجعه بیمار یادداشت شد. 
پیش از روند عمل جراحی و جمع آوری نمونه، کانال گوش خارجی به وسیله بتادین 
به مدت 2 دقیقه ضد عفونی و سپس سه مرتبه با سالین نرمال استریل شست و شو 
داده شد. نمونه ها  با دستگاه کالکتور گوش در هنگام عمل جراحی از بیمار اخذ شد. 
هنگام عمل جراحی و پس از ایجاد سوراخ کوچکی در پرده صماخ توسط جراح، در 
صورت وجود مایع در گوش میانی، نمونه توسط کالکتور اخذ شده و وارد محفظه 
 )HI-Media پلاستیکی دستگاه شد. نمونه ها توسط محیط انتقالی استوارت )شرکت
و در کمتر از دو ساعت به بخش میکروب شناسی دانشکده پزشکی شهید بهشتی 
منتقل شدند و نیمی از نمونه  برای کشت استفاده و نیمی دیگر  برای 
انجام  آزمایش های مولکولی در دمای منفی 70 درجه سانتی گراد قرار 

گرفت )11, 12(.
کشت و شناسایی باکتری ها:

 )Sigma Aldrich نمونه ها روی محیط شکلات آگار و بلاد آگار )شرکت
حاوی 5درصد خون گوسفند غنی شده با فاکتورهای X و V به روش 
انکوباسیون در صورت  از 48 ساعت  کشت خطی کشت شدند. پس 
باکتری های مورد مطالعه   از  مشاهده کلنی های مشکوک به هر یک 
برای تعیین مورفولوژی ارگانیسم، رنگ آمیزی گرم انجام شد و  برای 
اکسیداز،  کاتالاز،  آزمون  شامل  افتراقی  تست های  قطعی  تشخیص 
DNase، تولید اسید از گلیسرول، تولید اسید از مانیتول و تولید اسید از 
گلوکز انجام شد و در خیر این صورت برای مدت 14 روز  برای مشاهده 
احتمالی کلنی باکتری های مورد نظر انکوباسیون ادامه یافت )14-12(.

: Multiplex PCR آزمون
با   DNA تخلیص  روش  به  ایزوله  سویه های  از   DNA استخراج 
فنول-کلروفرم انجام شد )12(.  برای انجام واکنش PCR از سویه  های 
 ATCC 51267، موراکسلا کاتارالیس ATCC آلویوکوکوس اوتیتیدیس
از دانشگاه  ATCC 10211 تهیه شده  آنفلوآنزا  8176 و هموفیلوس  
علوم پزشکی تهران به عنوان کنترل مثبت استفاده شد و از آب مقطر 

استریل به عنوان کنترل منفی استفاده شد.
 پرایمر های مورد استفاده در جدول زیر ارائه شده است و محلول های 
واکنش در حجم 50 میکرولیتر آماده سازی شدند. دستگاه ترموسایکلر 
(Mastercycler gradient – eppendorf) مطابق با جدول شماره 3 به 
منظور تکثیر ژن ها تنظیم شد.  برای الکتروفورز محصولات PCR از ژل آگارز با 
 PCR استفاده شد. 5 میکرولیتر از هر محصول TBE 1X  غلظت 1/5 درصد و بافر
درون چاهک های ژل قرار گرفت.  برای الکتروفورز از ولتاژ 100 میلی ولت به مدت  
یک ساعت استفاده شد. پس از اتمام الکتروفورز، مشاهده و عکسبرداری از باندها 
با استفاده از دستگاه ژل داک  انجام شد )15(.  برای بررسی های آماری از نرم افزار 
SPSS نسخه 19 و از آزمون کای دوبا سطح  معناداریP<0/001 استفاده شد. برای 

رسم  جدول ها از نرم افزار Excel نسخه 2010 استفاده شد.
نتایج: 

تمام  میانی جمع آوری شد.   اوتیت  نمونه ترشح  ماه مطالعه 50  در طول مدت 5 
نمونه ها از بیماران مراجعه کننده به بخش گوش و حلق و بینی بیمارستان امیر اعلم 

که بیماری آن ها به تایید پزشک متخصص رسیده بود، اخذ شد. 
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مقایسه روش کشت و Multiplex PCR در تشخیص باکتری  های سخت رشد /  194  

توالی پرایمر)3'→’5(پاتوژن
طول قطعه 

 (bp)

A.otitidis (Fw)GGG GAA GAA CAC GGA TAG GA 262
M.catarrhalis (Fw)CCC ATA AGC CCT GAC GTT AC 235
H.influenzae (Fw)CGT ATT ATC GGA AGA TGA AAG TGC523

     Universal (Rw)CTA CGC ATT TCA CCG CTA CAC-------

جدول : پرایمرهای مورد استفاده )15(

حجمشرکت سازندهمواد
غلظت )میکرو لیتر(

-Sigma Aldrich16آب مقطر

 A.otitidis (Fw) پرایمرRandom Hexamer110 picomol

M.catarrhalis (Fw) پرایمرRandom Hexamer110 picomol

H.influenzae (Fw) پرایمرRandom Hexamer110 picomol

(Rw) پرایمر مشترکRandom Hexamer310 picomol

Master Mix Red251,5 unitمستر میکس

DNA 320-الگو ng

50-حجم کل

جدول : مقدار مواد در هر میکروتیوب واکنش

زمان دما(C°)مرحلهتعداد سیکل

(min) 956دناتوراسیون اولیه1

40
  (S) 9530دناتوراسیون

                 (s) 5845اتصال
(min) 721طویل سازی

(min) 728طویل سازی نهایی1

PCR جدول : سیکل دمایی واکنش

و  باکتری های سخت رشد در روش های کشت  میزان شناسایی 
PCR با آزمون کای دو مورد قضاوت آماری قرار گرفت. 
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از 50 بیمار که از آن ها نمونه گیری شده بود 29 )58درصد( نفر زن و 21 )42درصد( 
نفر مرد بودند. بیشترین بیماران مبتلا به اوتیت میانی در بازه سنی 7  تا18 سال و 

سپس 2  تا 7 سال قرار داشتند.
آلویوکوکوس  ایزوله   3 تعداد  نمونه ها  از  روش کشت  وسیله  به  مطالعه حاضر  در 
ایزوله  یک  و   )6درصد(  آنفلوآنزا  هموفیلوس   ایزوله   3 )6درصد(،  اوتیتیدیس 
جداسازی  سویه های  تمامی  شد.  جداسازی  )2درصد(  کاتارالیس  موراکسلا 
وسیله  به  شدند.  تایید   PCR آزمون  توسط  کشت  روش  وسیله  به  شده 
)50درصد(،  اوتیتیدیس  آلویوکوکوس  مورد   25  ،Multiplex PCR تکنیک 
کاتارالیس  موراکسلا  مورد   11 و  )56درصد(  آنفلوآنزا  هموفیلوس   مورد   28
از 12درصد  که  است  توضیح  به  لازم  شد.  شناسایی  نمونه ها  در   )22درصد( 
میزان  نمودار شماره 1  بودند.  باکتری  دارای هر سه  به صورت همزمان  نمونه ها 
 Multiplex PCR و  کشت  روش های  در  را  مطالعه  مورد  باکتری  سه  شناسایی 

نشان می دهد.
بحث:

تحقیق نشان داد که میزان رشد و تشخیص باکتری های سخت رشد در روش های  
ایزوله   3 روش کشت  وسیله  به   .)p<0/05)داشته اند معنادار  اختلاف  بررسی شده 
)6درصد( آلویوکوکوس اوتیتیدیس، 3 ایزوله )6درصد( هموفیلوس  آنفلوآنزا و  یک 
شناسایی  باکتری  بیشترین  شد.  جداسازی  کاتارالیس  موراکسلا  )2درصد(  ایزوله 
شده در این مطالعه به وسیله PCR هموفیلوس  آنفلوآنزا با 28 ایزوله )56درصد( و 
سپس آلویوکوکوس اوتیتیدیس با 25 مورد )50درصد( و تعداد موارد شناسایی شده 
موراکسلا کاتارالیس 11 مورد )22درصد( بود. نتایج به دست آمده نشان می دهد 
که روش Multiplex PCR روشی دقیق تر و حساس تر  برای شناسایی باکتری های 

مورد مطالعه است.  

ترتیب  به  بود  شده  انجام  آن ها  از  نمونه گیری  که  مردانی  و  زنان  فراوانی  درصد 
58درصد و 42درصد بود که فراوانی دو جنس  به طور تقریبی یکسان  است و 
اختلاف  معناداری بین درصد فراوانی زنان و مردان مشاهده نمی شود. در میان 50 
بیمار که نمونه گیری از آن ها انجام شد 31 نفر )62درصد( در بازه سنی 7  تا 18 
سال و 16 نفر )32درصد( در بازه سنی 2  تا 7 سال قرار داشتند. همان گونه که 
نوجوان  اوتیت میانی کودک و  به  بیماران مبتلا  از  بالایی  تعداد  مشاهده می شود 

بودند. 
است.  کودکی  دوران  در  ویژه  به  شایع  بیماری های  از  یکی  میانی  عفونت گوش 
و  بالا  اما شیوع  است،  پایین   بیماری  این  توسط  ایجاد شده  میر  و  مرگ  درصد 
هزینه های درمانی که جوامع متحمل آن می شوند باعث شده است که دانشمندان 

به دنبال یافتن راه کارهایی  برای پیشگیری و درمان موثر این بیماری باشند.
میزان بالای تشخیص این سه باکتری به وسیله روش های مولکولی نسبت به روش 
کشت در مطالعه سایر  محققان نیز مشاهده می شود. در مطالعه  Gharibpour و 
همکارانش در سال 2013 میزان جداسازی ایزوله های آلویوکوکوس اوتیتیدیس توسط 
کشت 23/7درصد و توسط PCR 40درصد گزارش شد )16(. همچنین در مطالعه 
Leskinen و همکارانش، جداسازی موراکسلا کاتارالیس و هموفیلوس  آنفلوآنزا به 
ترتیب 7درصد و 15درصد گزارش شد و در این مطالعه بیان شد که با کشت موفق 
به جداسازی آلویوکوکوس نشده اند اما  با روش Multiplex PCR میزان شناسایی 
  Kaur.)9( این سه باکتری به ترتیب 63درصد، 33درصد و 20درصد گزارش  کردند
و همکاران نیز مطالعه ای روی نمونه های اوتیت میانی کودکانی که نتیجه کشت 
 Multiplex PCR آن ها منفی شده بود، انجام دادند. آن ها این نمونه ها را با روش
بررسی  کردند و مشخص شد که در 49 نمونه 10 مورد )20/4درصد( آلویوکوکوس 
)16/32درصد(  مورد   8 و  کاتارالیس  موراکسلا  )8/16درصد(  مورد   4 اوتیتیدیس، 
که  همکارانش  Farajzadah و  مطالعه  در  شد )12(.  مشاهده  آنفلوآنزا  هموفیلوس 
در ایران انجام دادند، به وسیله روش کشت باکتری های آلویوکوکوس اتیتیدیس، 
 موراکسلا کاتارالیس و استرپتوکوکوس پنمونیه به ترتیب در 1,4، 2,9 و 4,3 درصد از 
هموفیلوس   باکتری  کشت  روش  وسیله  به  همچنین  شدند.  شناسایی  نمونه ها 
شده  شناسایی  باکتری  بیشترین   ،PCR روش  وسیله  به  نشد.  جداسازی  آنفلوآنزا 
آلویوکوکوس اتیتیدیس با 25درصد فراوانی بود و پس از استرپتوکوکوس پنمونیه و 
هموفیلوس  آنفلوآنزا با20درصد و موراکسلا کاتارالیس با 12درصد قرار داشتند )17(. 
به  باکتری های جداسازی شده  وسیله  به  و همکارانش   Aly مطالعه  در  همچنین 
وسیله کشت به ترتیب برای استرپتوکوکوس پنمونیه و موراکسلا کاتارالیس 10 و 
12 درصد بود اما با روش PCR میزان جداسازی این دو باکتری 36 و 44 درصد 
می توان  حاضر  مطالعه  نتایج  و  شده  ذکر  مطالعه های  نتایج   بررسی  از  بود )18(. 
از روش های کشت و تست های  مراتب  به  نتیجه گرفت که روش های مولکولی 
کوتاهی  زمان  در  می توان  و  هستند  حساس تر   و  سریع تر  دقیق تر،  بیوشیمیایی 

پاتوژن های مهاجم را به وسیله این روش ها شناسایی کرد. 
اوتیتیدیس، موراکسلا  آلویوکوکوس  از شیوع  آمار گزارش شده  نظر گرفتن  در  با 
کاتارالیس و هموفیلوس  آنفلوآنزا به وسیله روش مولکولی PCR به عنوان روش 
دقیق تر و حساس تر در  مطالعه های انجام شده در ایران و سایر کشورها مشاهده 
بیش  حاضر  مطالعه  در  شده  گزارش  اوتیتیدیس  آلویوکوکوس  شیوع  که  می شود 
از  مطالعه های مشابه در سوئد )19/2درصد( و فنلاند )20/32درصد( بود )7, 14( 
اما با  مطالعه های انجام شده در ایران )40درصد( و استرالیا )40درصد( مشابهت 
داشت )15, 16(. به نظر می رسد شیوع این باکتری ارتباط مستقیمی با سطح توسعه 

یافتگی کشورها در بهداشت عمومی دارد.
از کشورهای  بالاتر  این مطالعه  در  آنفلوآنزا  از هموفیلوس   فراوانی گزارش شده 
سوئد )32/9درصد(، آمریکا )21/4درصد(، فنلاند )16/4درصد(، استرالیا )4درصد(، 
اسرائیل )37/9درصد( بود )9, 15, 19, 20( اما از آمار گزارش شده Shishegar و 
همکارانش در شیراز )95/2درصد( پایین تر بود )21(. آمار بالای شیوع هموفیلوس 
آنفلوآنزا در ایران ممکن است به علت عدم استفاده از واکسیناسیون افراد در برابر 

این بیماری باشد. 
گزارش   با  مقایسه  در  مطالعه  این  در  شده  گزارش  کاتارالیس  موراکسلا  فراوانی 
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محققان از کشورهای آمریکا )7/1درصد(، اسرائیل )2/1درصد(، فنلاند )6/5درصد( 
سوئد  در  انجام شده  مطالعه های  از  اما   )24-22( بود  بیشتر  )16/6درصد(  ایران  و 
)53/4درصد( و مطالعه دیگری در فنلاند )27/1درصد( پایین تر بود )9, 15(. به نظر 
می رسد فراوانی گزارش شده از موراکسلا کاتارالیس در  مطالعه های مختلف مربوط 
به تفاوت های منطقه ای کشور های مذکور و نقش آن در میزان شناسایی و تعیین 

میزان شیوع باکتری مورد بحث است.
با بررسی مطالعه حاضر و  مطالعه های سایر  محققان می توان نتیجه گرفت که سه 
نقش  آنفلوآنزا  و هموفیلوس   کاتارالیس  موراکسلا  اوتیتیدیس،  آلویوکوکوس  گونه 
غذایی  نیازهای  دلیل  به  اما  دارند  میانی  گوش  عفونت های  انواع  ایجاد  در  مهمی 

پیچیده و رشد آهسته در کشت های معمول انجام شده روی نمونه های گوش میانی 
قابل شناسایی و جداسازی  نیستند و به عنوان عوامل مهم بیماری زایی در بیماران 
مورد غفلت قرار می گیرند. به نظر می رسد با برنامه های کنترل بهداشتی در سنین 
پایین مانند انجام واکسیناسیون در برابر هموفیلوس آنفلوآنزا می توان باعث کاهش 

ایجاد اوتیت میانی در کودکان شد.
در نهایت پیشنهاد می شود که روش مولکولی Multiplex PCR به عنوان یک روش 
سریع، دقیق و ارزان که تواما توانایی شناسایی چند گونه پاتوژن را دارا  است  برای 
راهکارهای درمانی  اتخاذ  برای  بیماران   در  باکتری های سخت رشد  جست و جوی 

مناسب به کار گرفته شود.
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