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 مطالب و نوآوري هاي علمي و پژوهشي اعم از علوم پايه ، باليني، نقد علمي و گزارش  مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران هر سه ماه يكبار تازه ترين

ي به نظر هيأت تحريريه و قضاوت پذيرش و چاپ مقالات رسيده به دفتر مجله بستگ. موارد جالب و نادر علوم پزشكي را چاپ و منتشر ميكند 

 و حقوقي  ، اخلاقي از ديدگاه علمي مسووليت كامل منابع و مطالب مندرج در مقالات. دانشمندان و متخصصين دانشگاهي داخل و خارج از كشور دارد 

» مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران« طالب نقل م .    و ويرايش مقالات آزاد است هيأت تحريريه مجله در پذيرش يا رد. بر عهده نويسندگان آنهاست 

  . با ذكر مأخذ مانعي ندارد 

. مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران از پذيرش مقالاتي كه قبلاً در نشريات فارسي زبان ديگري چاپ شده يا تحت بررسي باشند ، معذور است 

مان براي مجله ديگري ارسال نشده و در مجله ز كنند كه مقاله به صورت همنويسندگان مقالات بايد در نامه خود به سر دبير مجله به اين نكته اشاره

 در تحقيقات باليني يا حيواني كاملاً الزامي بوده و توجه به محرمانه بودن اطلاعات بيماران و ملحوط   اخلاق رعايت. ديگري قبلاً به چاپ نرسيده است 

  . نمودن شرايط تحقيق بر روي حيوانات ضروري است 

  :  توجه فرمايند ذيلنويسندگان مقالات خواهشمند است جهت تهيه و ارسال مقالات به موارد از 

 و با   دنباشبل  سانتيمتر از طرفين و فاصله سطر هاي متن دو3و رعايت فاصله  ) A4(  سانتيمتر 21* 29مقاله بايد بر يك روي كاغذ با قطع  ) 1بند 

 تهيه و در چهار نسخه كه در يكي از آنها مشخصات كامل نويسنده يا نويسندگان درج شده باشد و سه  Word 2000استفاده از نرم افزار رايانه اي 

  فايلارسال مقاله بصورت. ( نسخه ديگر فاقد مشخصات نويسندگان باشد همراه با ديسكت رايانه اي به دفتر مجله ميكروب شناسي ايران فرستاده شود 

word  از طريقemail:jmicrobiology@gmail.com ل قبول مي باشدنيز قاب (  
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���ت  :
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، شماره تلفن نويسنده يا نويسندگان مقاله و مؤلف رابط ، عنوان و تاريخ كي ني آدرس الكترو، نام و نام خانوادگي ، رتبه علمي ، نشاني كامل پستي)2بند 

  . شود ارسال مقاله در صفحه اول قيد 

    .  در صورتي كه تعداد نويسندگان بيش از يك نفر باشد ، بايد قيد شود كه مقاله با همكاري همه مؤلفين تهيه ، خوانده و تأييد شده است )3بند 

  . از مقالات پژوهشي گروهي استقبال ميكند  مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران

و فهرست ) در صورت لزوم( مواد و و روش ها، يافته ها، بحث، نتيجه گيري، تقدير و تشكر  چكيده، مقدمه،عنوان،  مقالات بايد شامل )4 بند 

   .باشد  )كتابنامه( مراجع

، اهداف، روش بررسي زمينه و :چهار بخش شامل( فارسي كلمه و به صورت چكيده هاي سازمان يافته250فارسي و انگليسي حداكثر تا  بهچكيده 

 الي 3و  ( Background and objectives, Material and Methods, Results, Conclusion )ليسي ـگ انو ) نتيجه گيري،يافته ها

 غير سازمان يافته حداكثر چكيدهگزارشهاي موردي شامل . در اندكس مديكوس باشد  MeSHاز واژه هاي فهرست  ) كليد واژه ها(  كلمه كليدي 5

  .  خواهد بود مورد و بحث تفصيلي و فهرست مراجع واژه ها ، مقدمه ، گزارشكليد ، ) به فارسي و انگليسي (  كلمه 100تا 

. و با همان شماره در فهرست مراجع قيد شوند ) درون پرانتز (   مراجع بايد به ترتيب استفاده در متن مقاله يا جداول و نمودارها شماره گذاري)5بند 

   . مورد توجه قرار گيرند  ت داخلي و بين المللي به دقتبر اساس معاهدادر تهيه فهرست مراجع بايد موارد زير 

و در صورتي كه ( اگر مرجع مجله است به ترتيب بايد نام خانوادگي نويسنده يا نويسندگان ، حرف يا حروف اول نام نويسنده يا نويسندگان ) 1-5

، عنوان كامل مقاله ، نام ) و در صورت استفاده از مرجع فارسي ، عبارت و همكاران  et al. نفر باشند از نفر ششم به بعد عبارت 6نويسندگان بيش از 

در داخل پرانتز و شماره  (Numbers )و شماره يا شماره هاي مجله  (Volume)(Bold)، سال انتشار ، شماره مجله  (Italic)اختصاري مجله 

  . صفحات ابتدا و انتهاي مقاله نوشته شود 

   : انگليسي مثال

 



 
 
Clarke SR, Brummell KJ, Horsburgh MJ, McDowell PW, Mohamad SA,  Stapleton MR, et al. Identification of in 
vivo-expressed antigens of Staphylococcus aureus and their use in vaccinations for protection against nasal carriage. J 
Infect Dis 2006; 193(8):1098-108. 

  : مثال فارسي 

تأثير رژيم غذايي كم كالري ، كم كلسترول با فيبر بالا و . نوري م ، افراسيابي راد ع ، زهرايي م ، پزشكيان م ، محبوب س ، بغداد چي الف و همكاران 

 درماني -    پزشكي و خدمات بهداشتيمجله پزشكي علومدر بيماران مبتلا به انسداد عروقي ، Cو    Eورزش هوازي بر ميزان پلاسمايي ويتامينهاي 

   . 62 تا 55 ، صص 46 ، شماره 34 ، سال 1379 تبريز

   : مثال ; سازمان به عنوان مؤلف )2-5

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise stress testing. Safety and performance 
guidlines. Med  J  Aust 1996: 164: 282-4   

  :مثال  ; چنانچه نام هيچ مؤلفي ذكر نشود ، گروه مؤلفين مد نظر است )3-5

Cancer in South Africa [editorial]. S Afr Med J 1994; 84:15.  

   :  مجله همراه با ضميمه تكميلي)5- 5 

Shen HM, Zhang QF. Risk Assessment of nickel carcinogenicity and occupational lung cancer. environ Health 
perspect 1994; 102 Suppl: 275-82.  

مل كتاب ا اگر مرجع كتاب است ، نام خانوادگي نويسنده يا نويسندگان كتاب ، حرف يا حروف اول نام نويسنده يا نويسندگان ، عنوان ك)5- 6 

(Italic)  مورد استفاده شماره چاپ ، محل انتشار و نام ناشر ، سال انتشار و شماره صفحات .  

  :  مثال فارسي 

    .219 تا 215 ، صص ، 1382، ماني ، انتشارات اصفهان، چهارم چاپ – مباني زيست مولكولي و مهندسي ژنتيك . كريمي م،امتيازي گ

نوان بخش ، نام  چنانچه مرجع بخشي از كتاب باشد ، نام خانوادگي و حرف يا حروف اول نويسنده يا نويسندگان بخش مورد استفاده ، ع)7-5

، شماره چاپ ، محل و نام ناشر ، سال انتشار و  (Italic)خانوادگي و حرف يا حروف اول نام مؤلف يا مؤلفين كتاب ، عنوان كامل كتاب 

  . صفحات بخش مورد استفاده  شماره

  : مثال انگليسي 

Kastner DL. Intermittent and Periodic Arthritic Syndromes. In: Koopman W J, ed. Arthritis and Allied 

Conditions: A Textbook of Rheumatology. 13th ed. Baltimore; Williams & Wilkins. 1997; PP: 1279-1306.  

  :مثال فارسي 

چاپ دوم، تهران . ح محمدي ح و جليلي :  ، مؤلفينتضمين كيفيت آزمايشگاهي: در كتاب . كنترل كيفيت آزمايش ليپيدهاي سرم. بهرامي ف ، نوحي ع 

   . 61 تا 50، صص 1375، مركز نشر دانشگاهي ، 

   : )مقاله ( رفرانس الكترونيك )8-5

Moynagh J.The evaluations of tests for the diagnosis of transmissible spongiform encephalopathy in 
bovines. European Commisson, htttp://europa.eu.int/comm/food/fs/bse/bse12_en.html(Accessed May 
2005).  

  ) : سازمان به عنوان مؤلف(رفرانس الكترونيك )9-5
Food and Dِrug Administration. Revised preventive measures for blood products, 2001. 
http://www.fda.gov/ohrms/dockets/ac/01/briefing/3817b1.htm (Accessed May 2002). 

  

منحني ها ، (از اشكال . و بايد در صفحات جداگانه در آخر مقاله آورده شودتعداد اشكال و جداول نبايد جمعاً از چهار مورد تجاوز كند  )6د بن

تهيه و  ميلي متر  )203*254( ميلي متر و حداكثر )127 * 73 (عكس برقي سياه و سفيد در اندازه...) نمودارها، تصاوير ميكروسكپي ، راديوگرافي و 

   .اصل آن ارسال گردد

  .  صفحه تجاوز كند 6بدون در نظر گرفتن صفحه اول و اشكال و جداول و نمودارها ، تعداد كل صفحات مقاله نبايد از  )7بند 

 در صورت .مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران از بازگرداندن مقالات تأييد نشده توسط هيئت تحريريه به نويسندگان آنها معذور است  )8بند 

  . فقط عكسها و تصاوير اصلي باز گردانده مي شود  ،درخواست كتبي نويسنده رابط 

 مقالات رسيده در صورت تائيد داوران در اولويت چاپ قرار مي گيرد و پس از چاپ مقاله، سه نسخه از شماره مجله به نويسنده رابط ارسال  )9بند 

  .خواهد شد



 مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران

  ۷‐۱، صفحات۱۳۸۷ بهار ۱ شماره ۲سال 

 ي انسانيه هايجدااز  سيم بوويکوباکتريما ي گاويه هايجدا يص مولکوليتشخ

ه ي سو۵سه با ي و مقاPCR-RFLPبه روش ران ي ا درسي توبرکلوزوميکوباکتريما

  استاندارد

ƽمحمد  ،۱کيوان تدين ،۲ميترا صالحي ،۱نادر مصورƽسعيد  ،۱، رضا عارف پژوهي۱، کيومرث سليماني۱محمد طاهر
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  ۲۹/۳/۸۷ :        تاريخ پذيرش مقاله۱۵/۲/۸۷ :تاريخ دريافت مقاله

  :دهيچک

ل شـده کـه بـا       ياد تـشک  ي ـ ز يک ـي با شباهت ژنت   ƽها وميترکوباکيما از مجموعه    سيوم توبرکلوز يکوباکتريما کمپلکس   :نه و اهداف  يزم

وم يترکوباکين مايز بي، تمايل بهداشتيبه دلا. ار مشکل استيها بس ƽن باکتريات ين هوييتعون، ي بودن زمان انکوباس  يتوجه به طولان  

ک روش جهت   ي يابيق ارز ين تحق ي ا هدف.  برخوردار است  ƽژه ا يت و يس از اهم  ي کمپلکس توبرکلوز  ƽها ƽکوباکترير ما يس از سا  يبو

  . باشديس ميوم توبرکلوزيکوباکتريس از مايوم بويکوباکتريافتراق ما

 از قطعـه  ۲۸۵د ي ـنوکلئوت.  قرار گرفـت PCR-RFLPش ي جفت باز هدف آزما۵۴۸ به طول oxyRک قطعه از شبه ژن     ي :يبررسروش  

گـر اعـضاء    ي د ي کـه در تمـام     ي در حـال   ،ني باز آدن  ƽو، حا BCGس  يوم بو يکوباکتريس و ما  يوم بو يکوباکتريدر ژنوم ما  هدف مذکور   

لذا در قطعه مـذکور،  .  شود ي م AluIم  يت عملکرد آنز  يک سا ين رفتن   ي که باعث از ب     باشد ي م نيگوان باز   ƽحاو سي توبرکلوز کمپلکس

 کمـپلکس، سـه   ƽهـا  ƽکوبـاکتر يمار ي که در سـا   ي، در حال  ت برش ي چهار سا  BCGس  يوم بو يکوباکتريس و ما  يوم بو يکوباکتريدر ما 

ه ي سـو ۵ و ƽه گـاو  ي ـ جدا ۵۰ و   وم جـدا شـده از انـسان       يکوبـاکتر ي ما ينيه بـال  ي ـ جدا ۶در  . وجـود دارد  م  ين آنـز  ي ا طتوست برش   يسا

 برش با ƽ برش داده شد و الگوهاAluIم ير و سپس با استفاده از آنزي تکثPCR توسط oxyRاستاندارد، قطعه مورد نظر از شبه ژن     

  .سه شديگر مقايکدي

 کـه در  يدر حـال ،  از بـرش ي قطعه ناش سه BCGس  يوم بو يکوباکتريس و ما  يوم بو يکوباکتري موارد مربوط به ما    ي در تمام  :فته ها اي

  . از برش مشاهده شدي قطعه ناشکيها،  ƽکوباکترير مايموارد مربوط به سا يتمام

ر ياز سـا   سيوم بـو  يکوبـاکتر يماق جهـت افتـراق      ي ـع و دق  يسـر  يروش ـ oxyR شـبه ژن     ƽ بـر رو   PCR-RFLP روش   :يريجه گ ينت

  . باشديس مي کمپلکس توبرکلوزƽها ƽکوباکتريما

  oxyR ،PCR-RFLP ،AluI، شبه ژن سيوم توبرکلوزيکوباکتريما، کمپلکس سي بووميکوباکتريما :كليد واژه ها

  

    



٢  ... توبرکلوزيسوممايکوباکتريجدايه هاي انساني از  مايکوباکتريوم بويسجدايه هاي گاوي  تشخيص مولکولي/   

  :مقدمه

 ƽن انسان و دام از گذشته ها      ي مشترک ب  ي عفون ƽماريسل به عنوان ب   

وم بـه   يکوبـاکتر يرار گرفته است که در اثـر ما       دور مورد توجه بشر ق    

 ƽمـار ين ب ي مختلف درمان، ا   ƽها با وجود روش  . )۱ (دي آ يوجود م 

دهـد و در     ير را بـه خـود اختـصاص م ـ        ي از مرگ و م    ييدرصد بالا 

. )۲ (ده است يوع مجدد آن مشاهده گرد    يشرفته ش ي پ ƽ کشورها يبرخ

 ـق ا يع و دق  يص سر ين جهت تشخ  ي نو ƽها  روش ƽريلذا به کارگ   ن ي

دز و مساله مقاومت    ي ا ƽماري بخصوص همزمان با گسترش ب     ƽماريب

 ƽ هـا  ƽکوبـاکتر يما.  باشـد  يت م ـ ي ـائز اهم ار ح ـ ي بـس  يـي چند دارو 

د، ي شـد  ƽزايمـار يوارد ب ـ م يامـ و تم   دارند يوم مشابه ـپستانداران ژن 

رار ـ ق ـ سيوم توبرکلـوز  يکوبـاکتر يماام کمپلکس   ـه ن ـک گروه ب  يدر  

ــ ــدي گيم ــ. )۳ (رن ــل بدر اکث ــوارد، عام ــارير م ــسان ƽم  ســل در ان

 ـوباکترـکيما و در گـاو      سيوزـوم توبرکل ـ ـيوباکترـکيما  سيوم بـو  ـي

جـاد  يز ا ي ـ توانـد در انـسان ن      يس م يوم بو يکوباکتري باشد، اما ما   يـم

ف ي ـ ط ƽ دارا سيوم بـو  يکوبـاکتر يماگـر،   ي د ƽاز سـو  .  کنـد  ƽماريب

موقـع منبـع    ع و بـه     يدا کردن سـر   ي، لذا پ  )۴ ( باشد يع م ي وس يزبانيم

ن يرا با وجود ا   يز.  باشد ي م ƽر انتقال ضرور  ي مس ƽريگيعفونت، در پ  

 ـ يکوبـاکتر ين ماي ايزبان اصليکه گاو م    از ƽاري در بـس يوم اسـت، ول

 ƽ هـا  ƽکوبـاکتر ي که ما  يياز آنجا . اند م ي م يز باق يگر ن يپستانداران د 

ــاتوژن دارا ــƽپ ــولاني دوره انکوباس ــيون ط ــشخي م ــند، ت ص ي باش

ن يـي  کـه تع   ƽبه نحـو  .  شود ي مواجه م  يآنها با مشکلات   يشگاهيآزما

 ها، مـستلزم گذشـت مـدت        ƽن باکتر ي ا ييت دارو يت و حساس  يهو

 ـص ا يدر حال حاضر جهت تـشخ     . )۵ ( باشد ي ماه م  ۴ تا   ۲زمان   ن ي

 ماننـد تـست تجمـع       ييايميوش ـي مختلـف ب   ƽهـا  ها، از تـست   يباکتر

ــين ــن، احياس ــالاز و بررسـ ـ ياء ني ــرات، کات ــر تيت ــ اث  -۲ –وفن ي

 در ممانعــت از رشــد   (TCH)د يــدرازيد هيک اسـ ـيليکربوکــس

 ـمونولوژي ا ƽن روشها يهمچن. )۶ ( شود ي استفاده م  ƽکوباکتريما ک ي

مونـو  ي سرم خرگـوش، ا    ƽها ون توسط پادتن  يناسيمانند روش آگلوت  

 ـز روش الا  ي ـمونو الکتروفـورز و ن    يوژن، ا يفيمو نود يفلورسانس، ا  زا ي

رنـد کـه    ي گ يها مورد استفاده قرار م     ƽکوباکتري ما يز پادگن ي آنال ƽبرا

ن يي پـا يژگيت و وي حساسƽنه و بعضا داراير، پر هز يمعمولا وقت گ  

ص گونه  ي و تشخ  ƽ گونه ا  ير تکامل ي س يلذا در بررس  . )۷ ( باشند يم

 ي کند رشد و تند رشد م ـ      ƽز افتراق گونه ها   ي ها و ن   ƽکوباکتري ما ƽا

 ـ جد ي مولکـول  ƽها کيتوان از تکن    ـ رد ƽبـرا . د بهـره گرفـت    ي  يابي

DNA کوباکتري ماƽ     ها در نمونه هـاƽ  هـا  ، پـروب  يني بـالƽ د ي اس ـ

ار يت بـس  يل حساس ي به دل  يک مورد استفاده قرار گرفته اند، ول      ينوکلئ

روش . )۸ (ها نـشده اسـت     ن روش ي از ا  يمحدود آنها، استقبال خوب   

PCR  ر  ي امکان تکثDNA      انجام .  آورد ي را در چند ساعت فراهم م

 بــه صــورت همزمــان توســط روش PCRت چنــد واکــنش متفــاو

ک ي ـن تکن ي توان از ا   ين م يبنابرا. ر است ي امکان پذ  PCRپلکس  يمالت

 از  يک ـي. )۹ (وم اسـتفاده کـرد    يکوبـاکتر ي ما ƽجهت افتراق گونه هـا    

 ƽريکـارگ ن انجام کار است که بـا ب       ي در ح  ي آلودگ PCRمشکلات  

ف هد. )۱۰ (ده استي، اشکالات آن مرتفع گرد    ي اصلاح ƽک ها يتکن

 ـ ƽرين مطالعـه، بکـارگ    ياز ا  ص ي جهـت تـشخ    يک روش مولکـول   ي

ــاکتريما ــويکوب ــاکتريس و مايوم ب ــويکوب ــاBCGس يوم ب ر ي از س

 باشـد کـه در آن از        يس م ـ ي کمـپلکس توبرکلـوز    ƽ ها ƽکوباکتريما

به صورت همزمـان اسـتفاده شـده         2RFLPو  ١ ƽ PCRها کيتکن

  . است

  :مواد و روش ها

 ـجدا ۶ :ه هـا  يص جدا ي و تشخ  ƽجداساز وم يکوبـاکتر يما ينيه بـال  ي

 که در منـاطق     سيوم بو يکوباکتري ما ينيه بال ي جدا ۵۰ و   سيتوبرکلوز

 ƽجداساز گاو   ƽو عقده لنفاو  از خلط انسان    ب  يبه ترت ران  يمختلف ا 

 ارسـال شـده بودنـد       ƽ راز ƽشده و به موسسه واکسن و سرم سـاز        

ل سـه   ه استاندارد شـام   ي سو ۵ن از   يهمچن. مورد استفاده قرار گرفتند   

 ـ  ،(C, DT, PN)س يوم توبرکلـوز يکوبـاکتر يه مايسـو  ه يک سـو ي

 ـ و   (AN5)س  يوم بو يکوباکتريما س يوم بـو  يکوبـاکتر يه ما يک سـو  ي

BCG (1173P2)  ـسه اسـتفاده گرد   ي جهت مقا   ـ جدا يتمـام . دي ه ي

 سـرعت   ير و بررس ـ  ي ـ استاندارد جهت تکث   ƽه ها ي و سو  يني بال ƽها

 روواتي ـ پ ƽن حـاو  ن جانسو يلوونشتاب دار   ي ش ƽهاط  يرشد در مح  

ن يلوونــشتا و )سيوم بــويکوبــاکتري ماƽه هــايــ افتــراق جداƽبــرا(

وم يکوبـاکتر ي ما ƽه هـا  ي افتراق جدا  ƽبرا(ن  يريسيگل ƽجانسون حاو 

 ƽهـا  جهت افتراق گونه ها، تـست     . کشت داده شدند  ) سيتوبرکلوز

ت کاتالاز  ين فعال ييترات، تع ياء ن ين، اح ياسي شامل تجمع ن   ييايميوشيب

-فـن    يکـس وي اثر ت  يگراد و بررس  ي درجه سانت  ۶۸ و   ƽ ۲۲در دو دما  

  .) ۱۰ ( انجام گرفت(TCH)د يدرازيد هيک اسيلي کربوکس-۲

  هـا بـه روش  ƽکوبـاکتر ي از ماDNAاسـتخراج  : DNAاسـتخراج  

جهـت  . )۱۱ ( گرفـت انجام Van Soolingen  شده توسطيمعرف

ــي کيبررســ ــيف ــورز و  DNA ي و کم ــده از الکتروف ــتخراج ش  اس

  .)۱۲ (دياستفاده گرد با روش نانودراپ ƽفتومتراسپکترو

ک شـبه ژن    ي oxyRشبه ژن   : oxyR از شبه ژن     DNAقطعه  ر  يتکث

 ـ.  باشد يها م  ƽکوباکتري ما يمشترک در تمام   ک قطعـه از شـبه ژن       ي

oxyR    ـ باشـد، در ا    ي جفت بـاز م ـ    ۵۴۸ که واجد  ن مطالعـه مـورد     ي

                                                 
1. Polymerase Chain Reaction 
2. Restriction Fragment Length Polymorphism  
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 موجـود در    ƽمرهاين قطعه از پرا   ير ا يجهت تکث . استفاده قرار گرفت  

  . دي استفاده گرد۱جدول شماره 

 PCR از بافر    5µl: ل بود يمخلوط واکنش در هر لوله شامل موارد ذ       

(10mM Tris–HCl pH 9, 50mM KCl, and 0.1% 
Triton X-100) ،2.5mM MgCl2 ،0.2mM   ـ از هـر  ک از ي

dNTPs ،1µM1.25مـــــر و ي از پراUم ي از آنـــــزTaq 

polymerase .50 واکنش ييحجم نهاµlبود .  

قـه انجـام    يک دق يگراد به مدت    ي درجه سانت  ۹۴ه در   يون اول يدناتوراس

: ر انجــام گرفــتيــب زيــکل بــه ترتي ســ۳۰ر در يــشــد، ســپس تکث

ه، اتــصال يــ ثان۲۱گراد بــه مــدت ي درجــه ســانت۹۴ون در يدناتوراســ

ه و  ي ثان ۲۱گراد به مدت    ي درجه سانت  ۵۵ در   (annealing)مرها  يپرا

 ۲۲گراد به مـدت     ي درجه سانت  ۷۲ در   (extension) ونيزاسي مر يپل

قـه  ي دق ۵گراد به مدت    ي درجه سانت  ۷۲ در   يينهاون  يزاسي مر يپل. هيثان

  .انجام شد

 PCRجهت الکتروفورز محصولات    : PCRالکتروفورز محصولات   

 از  ين وزن مولکـول   يـي جهـت تع  . دياستفاده گرد % ۸/۱از ژل آگاروز    

100-1000 bp ladder (Roche, German)ســتفاده شــد ا .

سـپس ژل در    . قه انجام شـد   ي دق ۴۵ ولت به مدت     ۸۶الکتروفورز در   

جهـت مـشاهده و     .  شـد  ƽزي رنگ آم  %۰۳/۰د  يوم بروما يديمحلول ات 

، از دسـتگاه ژل داک اسـتفاده        ي احتمـال  ƽ از بانـدها   ƽر بـردار  يتصو

  .ديگرد

RFLP :            پس از مشاهده باند مـورد نظـر در محـصولاتPCR  از ،

جهــت بــرش دادن محــصول  AluI (Roche, German)م يآنــز

PCRجفــت بــاز۵۴۸قطعــه .  اســتفاده شــد ƽ شــبه ژن oxyR در 

ت ي سـا  ۴ واجد   BCGس  يوم بو يکوباکتريس و ما  يوم بو يکوباکتريما

 ƽهايکوباکترير ماي که در سا   ي است، در حال   AluIم  يبرش توسط آنز  

کروگـرم  ي م ۵.  باشد يت برش م  ي سا ۳س واجد   يکمپلکس توبرکلوز 

تـر از   يکرولي م ۲ر  يوب تحـت تـاث    ي ـکروتي درون م  PCR از محصول 

 سـاعت در بـن      ۱۶وب به مـدت     يکروتي قرار گرفت و م    AluIم  يآنز

  .ديگراد انکوبه گردي درجه سانتƽ ۳۷مار

جهــت الکتروفــورز محــصولات : RFLPالکتروفــورز محــصولات 

RFLP    ۸۶الکتروفورز در ولتاژ ثابت     . ديه گرد يته% ۸/۱ ژل آگاروز 

پس از الکتروفورز، ژل آگاروز     . قه انجام گرفت  ي دق ۵۵ولت به مدت    

 ƽ و ســپس بــراƽزيــ رنــگ آم%۰۳/۰د يــوم برومايديــدر محلــول ات

 .ديمشاهده باندها از دستگاه ژل داک استفاده گرد

  :افته هاي

 جهــت افتــراق گونــه هــا PCR-RFLPن مطالعــه از روش يــدر ا

 ƽ قطعـه ا   قين تحق ي ا در PCRق  يافته از طر  ير  ي ژن تکث  .استفاده شد 

 پـس از الکتروفـورز بـر    PCRمحـصولات  .  بـود  oxyRاز شبه ژن    

 ـ جدا يدر تمـام  .  شدند ƽ ژل آگاروز جداساز   ƽرو ، ي انـسان  ƽه هـا  ي

 استاندارد مورد مطالعه، بانـد مربـوط        ƽه ها ي و سو  ƽ گاو ƽه ها يجدا

ن يبنـابرا ). ۱شـکل شـماره     ( مشاهده شـد     ƽ جفت باز  ۵۴۸به قطعه   

س ي مورد نظر به کمپلکس توبرکلـوز      ƽه ها ي جدا يثابت شد که تمام   

 توسـط   PCRر قطعه مورد نظـر، محـصول        يپس از تکث  . رندتعلق دا 

 قطعه  ƽ بر رو  AluIم  يآنز.  برش داده شد   AluIم محدود کننده    يآنز

س يوم بـو  يکوبـاکتر يس و ما  يوم بـو  يکوباکتري در ما  ƽ جفت باز  ۵۴۸

BCG   ه  قطع ۵د پس از برش     ين با يه برش است، بنابرا   ي ناح ۴واجد

 ده شـود، امـا    ي د ƽ جفت باز  ۳۰ و   ƽ ۲۳۸  ،۱۴۸  ،۷۹  ،۵۵با اندازه ها  

 جفـت   ۷۹ و   ۱۴۸،  ۲۳۶ شـامل قطعـات      ƽ سه بانـد   ƽک الگو يتنها  

 ƽوم هـا  يکوباکترير ما يدر مورد سا  ). ۲شکل شماره    (دده ش ي د ƽباز

ه ي ـ واجـد سـه ناح  ƽ جفت باز ۵۴۸ز قطعه   يس ن يکمپلکس توبرکلوز 

 ـ اسـت و با    AluIم  ي آنز ƽبرش برا   ۳۰ و  ۵۵،  ۲۲۷،  ۲۳۶ قطعـات    دي

ت ي قابل رو  ƽ جفت باز  ۲۳۰ک باند   يتنها   اما   ده شود، ي د ƽجفت باز 

شـکل  ( بود   ƽ جفت باز  ۲۲۷ و   ۲۳۶نده قطعات   ين باند نما  يبود که ا  

 جـدا شـده از   ƽزوله هـا ي اين روش، تمام ي با استفاده از ا    ).۲شماره  

ا شده از    جد ƽزوله ها ي ا يس و تمام  يوم توبرکلوز يکوباکتريانسان، ما 

  ).۳شکل شماره (ص داده شدند يس تشخيوم بويکوباکتريگاو ما

 

  

  ها  در مايکوباکترoxyRƽ جفت بازƽ از شبه ژن ۵۴۸پرايمرهاƽ مورد استفاده جهت تکثير قطعه : ۱جدول 

Target 
gene Primer Oligonucleotide sequence (5´–3´) 

Fragment 
size 
(bp) 

Annealing 
temperature Reference 

oxyR F 
R 

5΄-GGTGATATATCACACCATA-3΄ 
5΄-CTATGCGATCAGGCGTACTTG-3΄ 548 55 

Musser et 
al. (1996) 

(15)  
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-100مارکر : M.  جفت باز مشاهده شد۵۴۸ يک باند واجد oxyRدر تمامي جدايه هاƽ انساني و سويه هاƽ استاندارد پس از تکثير ژن  :۱شکل 

1000bp .S :شبه ژن محصول تکثير oxyRاستاندارد ƽدر يکي از سويه ها   

 
 
 

 
 ۲ و۱هاƽ  رديف(در جدايه هاƽ انساني .. AluI پس از برش خوردن توسط آنزيم oxyR شبه ژن PCRالکتروفورز آگاروز محصولات  :۲شکل 

در .  ها مايکوباکتريوم توبرکلوزيس هستند جفت بازƽ ديده مي شود، با توجه به شرايط کنترل شده الکتروفورز، اين جدايه۲۳۰تنها يک باند ) ۳و

   جفت باز۷۹ƽ و ۱۴۸، ۲۳۶ مي باشد، سه باند BCG (1173P2) که مربوط به مايکوباکتريوم بويس) Sرديف (سويه استاندارد 

  .  ديده مي شود

 
 

 
 

 
 

 تا ۱هاƽ  رديف( در جدايه هاƽ گاوAluI.. ƽوردن توسط آنزيم  پس از برش خoxyR شبه ژن PCRالکتروفورز آگاروز محصولات  :۳شکل 

 ۸ و ۷در رديفهاƽ .  قرار گرفته استBCG (1173P2) مايکوباکتريوم بويس ۶در رديف .  ديده مي شود جفت باز۷۹ƽ و ۱۴۸، ۲۳۶سه باند ) ۵

 سويه ۹در رديف .  جفت بازƽ ديده مي شود۲۳۰ها باند دو ايزوله انساني جهت مقايسه با ايزوله هاƽ گاوƽ قرار داده شده است که در آنها تن

 .  کنترل منفي قرار گرفته است۱۰ و در رديف مايکوباکتريوم توبرکلوزيساستاندارد 
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   :بحث

 ـ کـه در ا    PCR-RFLPر  ي ـ نظ ي مولکـول  ƽهـا   روش ƽريبکارگ ن ي

 ـ ي ـع و دق  يمطالعه مورد استفاده قرار گرفته اسـت، افتـراق سـر           ن يق ب

 ـکوباکتريما اء کمپلکس ـاعض  ـان پذ ـ را امک ـ  سيوزـوم توبرکل ـ ـي ر ـي

ز ي ـک ن ـي ـپي آت ƽاـه ƽرـکوباکتي ما يگر، برخ ي د ƽاز سو . دي نما يـم

ز از ي ـر قابـل تم ي ـ غƽ پرتونگـار ƽ و نشانه هايني توانند علائم بال يم

-PCRاستفاده از روش    . )۱۳ (نديجاد نما ي سل را در انسان ا     ƽماريب

RFLP  افتـراق مـوارد    . د واقـع شـود    يمف تواند   يز م ينه ن ين زم يدر ا

ت ي ـ سل اهمƽماري بيشه کني برنامه کنترل و رƽفوق الذکر در راستا  

 ژنـوم کمـپلکس     يمحققان توانـسته انـد بـا بررس ـ       . ابدي ي م ƽشتريب

شتر دچـار   ي ـدا کننـد کـه ب     ي ـ را پ  ي مناطق سيوم توبرکلوز يکوباکتريما

ذب  کـا  ƽهـا   ژن ين مناطق اکثرا مربوط به نواح     يا.  شوند يجهش م 

شتر ي ـ ب ƽ عملکـرد  ƽهـا   کاذب نسبت به ژن    ƽها ژنرا  ي باشد، ز  يم

 توان به منطقه    ين مناطق م  ياز جمله ا  . )۱۴ ( شوند يرات م ييدچار تغ 

 ـدر اشر .  اشاره کـرد   ƽ oxyR جفت باز  ۵۴۸ نلا  و سـالمو   يا کل ـ يشي

 ـم کننـده رونو يک تنظ ـيک حسگر و ي همانند oxyR ژن  ،يفيت  يسي

 ـا.  کنديو عمل ميداتير در واکنش استرس اکس  ي درگ ƽها نيپروتئ  ني

ر جهـش   ي ـدرگ سيوم توبرکلـوز  يکوباکتريماژن در اعضاء کمپلکس     

 سيوم توبرکلـوز  يکوباکتريما در   oxyRاد  يشده است و به احتمال ز     

ک ين از آن به عنوان      ي کند، بنابرا  يان نم ي را ب  ƽن عملکرد يک پروتئ ي

  ).۱۵( شود ي نام برده م(pseudogene)ژن کاذب 

 کمپلکس  ƽن گونه ها  ي جهت افتراق ب   ƽ متعدد ƽها در گذشته روش  

 ۱۹۹۶ در ســال . شــده اســتي بررســسيوم توبرکلــوزيکوبــاکتريما

ــسانيسر ــاران در اوات ــ و همک ــالات متحــده ي ــ مورفيپل سم تــک ي

 ـ     oxyR در ژن    ƽدينوکلئوت  ۱۰۵ن گونـه هـا در       ي را جهت افتـراق ب

 نمونـه  ۲۹ثابـت کردنـد کـه     مورد مطالعه قرار دادنـد و       ينينمونه بال 

 بـوده   سيوم توبرکلـوز  يکوباکتريما نمونه   ۷۶س و   يوم بو يکوباکتريما

ج حاصل از مطالعه آنها     ي و نتا  ييايميوشي ب ƽها ج تست ين نتا ياند و ب  

که در   ƽگري د ƽها از جمله ژن  . )۱۵ (وجود داشت % ۱۰۰ يهماهنگ

تـک  رات  يي دچار تغ  سيوم توبرکلوز يکوباکتريما کمپلکس   ƽگونه ها 

وم يکوبـاکتر يما است کـه     pncA169د  يناميرازي شده اند، ژن پ    ƽباز

 ي باشد، در حـال    ين ژن م  ي از ا  ۱۶۹ت  ين در موقع  ي گوان ƽ دارا سيبو

در . ت هستندين موقعين در ا  يتوزيوم ها واجد س   يکوباکترير ما يکه سا 

ــال  ــوس ۱۹۹۸س ــاران از تکثمونترئ ــ و همک ــا pncA169ر ژن ي  ب

ــتفاده از  ــر PCRاس ــت افت ــ جه ــاکتريمان ياق ب ــويکوب  و سيوم ب

 يس استفاده کردند و نشان دادند کـه تمـام         يوم توبرکلوز يکوباکتريما

 شناخته  سيوم توبرکلوز يکوباکتريما که قبلا به عنوان      ƽه ا ي جدا ۱۲۱

 سيوم بـو  يکوبـاکتر يما که قبلا به عنوان      ييه ها يشده اند و اکثر جدا    

 ƽه هـا  ياشند، اما جدا   ب ين روش قابل افتراق م    يشناخته شده اند، با ا    

ن روش يــ کـه از بــز جـدا شــده بودنـد، بــا ا   سيوم بــويکوبـاکتر يما

 در ســال .)۱۶ (ص داده شــدندي تــشخسيوم توبرکلــوزيکوبــاکتريما

 ـ و همکـاران در ا     ابهاکار پر ۲۰۰۴  ـ       ي ن يالات متحـده جهـت افتـراق ب

 PCR از روش    سيوم توبرکلـوز  يکوباکتريما و   سيوم بو يکوباکتريما

 استفاده کردند و نشان دادند که اولا hupB ود ژن  وجيابي ارزƽبرا

ر متعلـق بـه     ي ـ غ ƽوم هـا  يکوبـاکتر ير ما يک از سـا   ي ـچين ژن در ه   يا

 ـ   ي م ـ يا به خـوب   يس وجود ندارد، ثان   يکمپلکس توبرکلوز  ن ي توانـد ب

در سال  . )۱۷ (جاد کند يس افتراق ا  يس و بو  يوم توبرکلوز يکوباکتريما

 ƽ را بـرا Nested PCRن يک روش نويو همکاران چوهان  ۲۰۰۵

 ـس ارز يس و بـو   يوم توبرکلـوز  يکوباکترين ما يافتراق ب   کردنـد و  يابي

ل توبرکـل را    ي باس ـ ۵ وجود   ي تواند حت  ين روش م  ينشان دادند که ا   

ز و يــ ارا۲۰۰۶ در ســال .)۱۸ ( کنــديابيــ رديني بــالƽدر نمونــه هــا

ــاران از  ــهمکـ ــالتيـ ــراق  PCRپلکس يک روش مـ ــت افتـ  جهـ

 بهـره گرفتنـد   سيوم بـو يکوبـاکتر يما و سيوم توبرکلـوز  يکوباکتريما

)۱۹.(  

ــد  ــه بن ــان جهــت طبق ــوز ƽمحقق ــپلکس توبرکل ــضاء کم س از ي اع

ز ي ن (gyrA95)راز  ي و ژ  (katG463) کاتالاز   يد چند شکل  ينوکلئوت

ــد  ــرده ان ــتفاده ک ــا. )۲۰ (اس ــود در ƽتفاوته  DR (Direct موج

Repeat)ک ي ـ که در تکنDNA fingerprinting  از آن اسـتفاده 

 ƽرواحـد بتـا   ير ژن ز  ي ـ متغ ي ژنـوم  ين نـواح  ي، همچن )۲۱ (شود يم

RNA مراز  ي پل (rpoB)16ر از يار متغيه بسي و ناحsrRNAز ي ـ و ن

 Spoligoک ي ـ با استفاده از تکنRD7 و RD5 حذف شده ينواح

typingوم يکوبــاکتريمان اعــضاء کمــپلکس يز بــيز جهــت تمــايــ ن

 ـطالعـه تـوأم ا    محققان بـا م   . )۲۲ ( شوند ي استفاده م  سيتوبرکلوز ن ي

 رغــم ي علــ-يپيف از مشخــصات ژنوتــايــک طيــژنهــا بــه وجــود 

 ـان جدا ي ـ در م  - مـشابه  يپيمشخصات فنوتا  وم يکوبـاکتر يما ƽه هـا  ي

 ـ يقات نشان مي که تحقي برده اند، در حالي پ سيبو ن ي دهد کـه در ب

  باشـد  يک کـم م ـ   يس تنوع ژنت  يوم توبرکلوز يکوباکتري ما ƽه ها يجدا

لز و همکـاران در سـال       ي اساس توسـط س ـ    ني که بر ا   يقيتحق. )۲۳(

 ـ ي ـچي پ يلوژنيک ف ي انجام شده دلالت بر وجود       ۲۰۰۱  ـن جدا يده ب ه ي

 و ي بـا منـشاء انـسان      ƽس مربوط به نمونه ها    يوم بو يکوباکتري ما ƽها

قـات  يران تحق ي در ا  ƽن باکتر ي ا ƽه ها ي دارد که در مورد جدا     يوانيح

  .)۲۴ ( باشدينه لازم مين زمي در اƽشتريب

  

  



٦  ... توبرکلوزيسوممايکوباکتريجدايه هاي انساني از  مايکوباکتريوم بويسجدايه هاي گاوي  تشخيص مولکولي/   

  :يريه گجينت

-PCR يق که با استفاده از روش مولکول      ين تحق ي ا ƽافته ها يگرچه  

RFLP     توان با دقت و سـرعت       ي دهد که م   ي به دست آمده نشان م 

ــالا و بـ ـ ــ نيب ــا ي ــدن دوره ه ــƽاز از گذران ــولاني انکوباس  يون ط

 را از   سيوم بـو  يکوباکتريما،  ي افتراق ƽها  و انجام تست   ƽکوباکتريما

ن امکان وجـود دارد     يص داد، اما ا   ي تشخ سيزوم توبرکلو يکوباکتريما

 ييهـا  سمي ـ ارگان ييه ها باعث شناسا   ي از جدا  ƽشتريز شمار ب  يکه آنال 

اورند کـه   ي به دست ن   يجه مشابه ي روش فوق نت   ƽريشود که با بکارگ   

 ـار نزد ي توان بـه ارتبـاط بـس       يعلت آن را م     يلـوژن يک و ف  ي ـک ژنت ي

 نـسبت داد  سيکلـوز وم توبريکوباکتريمان اعضاء کمپلکس    يده ب يچيپ

جه گرفـت   ي توان نت  ي کند، اما م   يشتر را طلب م   يقات ب ياز به تحق  يو ن 

ک روش  ي oxyR بر   ي مبتن PCR-RFLPکه در حال حاضر روش      

ر ي از سـا   سيوم بـو  يکوباکتريماق  يع و دق  يارزشمند جهت افتراق سر   

ن خـود عـلاوه     ياست که ا  س  ي کمپلکس توبرکلوز  ƽها ƽکوباکتريما

مـاران  ي در دام و انسان، در درمان بـه موقـع ب           ƽماريع ب يبر کنترل سر  

 نقـص   ƽمـاران دارا  ي، بخصوص ب  ƽوي و خارج ر   ƽويمبتلا به سل ر   

س يوم بـو  يکوبـاکتر يما. )۲۵ ( برخوردار است  ييت بالا ي از اهم  يمنيا

 ƽن احتمال جداساز  يز جدا نمود، همچن   ي ن ي توان از سل انسان    يرا م 

.  وجـود دارد   ير انـسان  ي ـ غ  از موارد سل   سيوم توبرکلوز يکوباکتريما

ــيتع ــن مي ــتيزان شــي ــروز عفون ــا وع و ب ــسانƽه ــه توســط ي ان  ک

 باشـد و بـه      يار ارزشمند م  ي شود، بس  يجاد م يس ا يوم بو يکوباکتريما

ده  روش اسـتفا .)۲۶ ( باشدي جامعه مطرح ميعنوان شاخص بهداشت 

بود که  ) ۱۵( و همکاران    واتسانيسرق مشابه روش    ين تحق يشده در ا  

 ƽزولـه هـا  ين روش در افتـراق ا ي ايي کارايرار آن بررسهدف از تک  

  .ن بوديد توبرکولي تولƽنه سازيران و در بهيا

  :تقدير و تشكر

                ƽجا دارد از تمامي کارکنان محتـرم موسـسه واکـسن و سـرم سـاز

           ƽبخصوص پرسـنل فـداکار بخـش توبرکـولين کـه در راسـتا ƽراز

 نهايت تـشکر    تحقق اهداف اين پروژه از هيچ کوششي دريغ نکردند        

  .و قدرداني به عمل آيد
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  :دهيچک

ن ـخت ـي در برانگ  ي کم ـ يي توانـا  ƽرـل باکت ـ ـ سلول کام ـ  ƽاوـ ح ƽ و واکسن ها   يسووکوکـلياستاف يعي طب ƽها ونتـعف :فاهداو نهيزم

ار ي بـس  يس ـولوکوکيب استاف ي ـ نوترک ƽهـا   ژن يه آنت ـ ي ـ بر عل  ي اختصاص ƽها ƽ باد ي که آنت  يدر حال . زبان دارند ي م ƽها ƽ باد يـآنت

 و  ƽ سـاختار  ƽ هـا  يژگ ـي در مورد و   يشناخته شده است و اطلاعات اندک      ي است که به تازگ    ي ژن ي آنت ساکول. محافظت کننده هستند  

  . باشدي م اورئوسوسلوکوکياستاف ساکول ژن ين تواليين مطالعه کلون کردن و تعيهدف ا.  آن وجود دارديکيمونولوژيا

بـا  د يپلاسـم همـراه  بـه   و افـت ير ي ـ تکثPCR با روش  از ژن مورد نظرƽه اـ قطعي اختصاصƽمرهايه پرا ـيپس از ته  : يبررس روش

 حـد  ƽبـاکتر  درون بـه  pET21asacol ترانـسفورم   پـس از .نـد ديگردد ي چسبان تولƽصورت انتهاها ، بهXhoI  وƽ  NdeIم هايآنز

 بـا اسـتفاده از     sacolت ژن   ي ـ در نها  .شد يابيارزن ترادف   ييتعو   يمي هضم آنز  ƽها روشب با   ينوترکد  يپلاسم ،يا کل يشياشر واسط

  .  قرار گرفتيابيزنرم افزار مورد ار

 سـاکول ب که ين ترتيت انجام شد بدي با موفقيميهضم آنز. ديکلون گردح، ي صحي توال جفت باز با۷۲۳  به طولساکول  ژن:افته هاي

. لوکوکوس اورئـوس نـشان داد     يه ازاسـتاف  ي ـ اول ƽ درصد را با ژن الگو     ۱۰۰ شباهت   ين توال يي تع .ديد جدا گرد  يبه طور کامل از پلاسم    

نـه  يد آمي اس ـƽ ۲۶۷را کـد کـرده و دارا  لو دالتون ي ک۳۲  ي به وزن مولکولينين ژن پروتئ يه ا ـ از آن بود ک    ي حاک ƽزارـم اف  نر يبررس

  . باشديصفحه بتا م۱۴چ آلفا وي مارپƽ ۱ه خود داراي و در ساختار ثانوداز ي پپتC51ک ي ƽدارانال يترم -ƽ N باشد که در انتهايم

 ƽهــا وممکــن اســت در اکثــر عفونــت حفــظ شــده اســت  اورئــوسوسلوکوکياســتاف ƽه هــاي در اکثــر ســو ســاکول:يريــجــه گينت

 خواهـد  فـاش  را آن تي ـاهم يآت مطالعات در آن انيب ميتنظ يبررس و کيمونولوژيا نقش مطالعه . نقش داشته باشد   يلوکوکوسياستاف

  .ساخت

 نگيکلون،  ساکول، اورئوسلوکوکوسياستاف: ه ها واژديکل

  
  
  
  
  
  
  
 
    



١٠ اورئوس لوکوکوسياستافساکول  ژنو تعيين توالي  کلونينگ/     

  :مقدمه

 ƽن عوامـل عفونـت هـا      ي از مهمتـر   يک ـي  اورئوس لوکوکوسياستاف

 توانـد   ياست که م  از اجتماع    کسب شده    ƽ و عفونت ها   يمارستانيب

ــا  ــت ه ــل عفون ــƽعام ــاکتر هم ي مهم ــون ب ــدوکارديميچ  ت،ي، ان

). ۱( باشد ي پوست ƽها عفونت  و کي سندرم شوک توکس   ،تيلياستئوم

 ـ  اورئـوس  لوکوکوسياستاف يکيوتي ب يمقاومت آنت  ن و  يلي س ـ يه پن ـ  ب

 يينه ساز چاره جـو يزم ،)۲(نيسين و ونکومايلي سيمتعاقب آن به مت

 از  ي ناش ـ ƽ جهت درمان عفونت ها    ƽگري د ƽافتن راه حل ها   ي ƽبرا

ــا ــاتوژن،ي ــتفاده ازينظ ن پ ــ راس ــاديآنت ــاƽ ب ــصاصƽ ه  و ي اخت

 ،ين ـي پروتئ ƽساخت انواع واکسن ها   ). ۳،۴( ون بوده است  يناسيواکس

 يج ثمر بخشي تواند نتاي از آنها م يبيا ترک يو ƽ، DNAدي ساکار يپل

 بردن بـه    ين واکسن ها پ   يبه منظور ساخت ا    .)۵(  داشته باشد  يدر پ 

 ـان شـده در ا    ي ب ƽها  ژن ي انواع آنت  ييايميک وش ي ژن يخواص آنت  ن ي

  .)۶(  استي الزامƽباکتر

نـه  ي در زم  ƽري ـ چـشم گ   ƽت هـا  ي ـنکه از دهه گذشته فعال    يرغم ا يعل

ک واکسن مناسب انجام شده اسـت امـا هنـوز           ين  افتي ƽجستجو برا 

 هـر چنـد   . باشـد يل بالا م  يک واکسن مناسب با پتانس    يک فاقد   ينيکل

 تواننـد  يبا مي تقرƽدي ساکاري ساخته شده از مواد پل    ƽکه واکسن ها  

ن واکـسن هـا در کـل    ي کنند اما ا  ƽريشگي پ يياي باکتر ƽاز عفونت ها  

پ يمربـوط بـه سـروت      و  کنند يپ را فعال م   ي سروت ي اختصاص يمنيا

 در  ي کـه تفـاوت کم ـ     يني پروتئ ƽها  ژن ين آنت يبنابرا). ۵(د  اشنب يم

 مختلـف جـدا     يک ـيني کل ƽه ها ـزولياز ا  و ود دارد ـا وج ـرادف آنه ـت

 تواننـد ثمـرات     ياگر به عنوان واکسن اسـتفاده شـوند م ـ          گردند يم

 ـ از ا  ƽريشگي در پ  يت بخش يرضا ن عفونـت هـا بـه همـراه داشـته           ي

 ـ ز ƽ واکـسن هـا    ي منظور طراح  به .باشند قابـل    مـوثر و   ƽر واحـد  ي

 ـ است کـه ا ƽضرور لازم و ا،يمصرف در سراسر دن هـا    ژنين آنت ـي

 بـه انـواع     اتـصال  ک و ي ـ ژن ي شوند و از نظـر خـواص آنت ـ        ييشناسا

  .)۶( درني قرار گيابي پلاسما مورد ارزƽن هايپروتئ

 زا  ƽمـار ي ب  اورئـوس  لوکوکوسياستاف در برابر    يمنيواکنش دستگاه ا  

. )۷(  باشـد  ي اختـصاص  ƽ هـا  ƽ بـاد  يد آنت ي تواند به صورت تول    يم

 ـ ا يياـ شناس ƽها روش  از يکي ان ي ـ ب  هـا اسـتفاده از     ƽ بـاد  ين آنت ـ ي

 ـ ƽمخزن ها   لوکوکوسياسـتاف رامـون   يپ ري ـاخمطالعـات   .  اسـت  ي ژن

قـادر بـه     شـده اسـت کـه        يين ها ي پروتئ يي منجر به شناسا   اورئوس

 ـيـت ـد آنـي و تول  يـمنيستم ا يک س يرـتح  ياصـ اختـص ƽاـ ه ـƽادـ ب

 عرضـه   ƽهـا   ژن ي آنت ـ ƽرا به دنبال جـستجو    ياخ. )۸،۹(  باشند يـم

ها پرداختـه شـده    ژن  ازƽ به مجموعه ا ي انسان ƽشده در عفونت ها   

 ـن اي جهت کاهش ناقل ياست که حداقل به عنوان راه حل       ن پـاتوژن  ي

  و ين سـطح  ي پـروتئ  ۶۰دانشمندان متوجـه شـدند کـه        . کاربرد دارد 

د ي ـل تول يوجود دارند که پتانس    اورئوس   لوکوکوسياستاف در يترشح

 ترشح  يسطحن  يها پروتئ   ژن ين آنت ي از ا  يکي .)۶( واکسن را دارند  

 ـان کننـده ا   يژن ب .  باشد يم A2شونده    وبـوده  سـاکول   ن  ين پـروتئ  ي

 ـ    ƽه هـا ي باشـد کـه در اکثـر سـو    يم ـSca  يمتعلق بـه خـانواده ژن

 ƽ ۹حـاو  Scaنواده    خـا  .)۱۰(  حفظ شـده اسـت     لوکوکوسياستاف

 ـ ۴۰ شـباهت    ƽنـال دارا  ي ترم -Cن است که در بخش      يپروتئ  ۶۰ ي ال

در حـال   .  هـستند  ScaB يعنين خانواده   ي ا ين اصل يدرصد با پروتئ  

 موجـود  هـا  نين پـروتئ يواص اـورد خـ در م  ياطلاعات اندک  حاضر

 ژن که   مي کن ين هدف را دنبال م    ياق  ين تحق يما در ا    ).۱۰(  باشد يم

 ـ   از م و يح کلون کن  ي صح يبا توال  را   ساکول  ي بررس ـ ينظرتـرادف ژن

ــا ــوان ميينم ــا بت ــات بعــد   درم آن راي ت ــاختارƽمطالع  ،ƽ ازنظرس

اما قبل از هر     .ميده  قرار ي مورد بررس  ي شناخت يمني و ا  يکيولوژيزيف

 ي طراح يستمي س کي ژنت ي مهندس ƽها روش  با استفاده از   دي با ƽکار

 ـ که بتوان ا   گردد گنال يبـدون بخـش  س ـ     ( ƽ جفـت بـاز    ۷۲۳ ژنن  ي

ت ي ـبا انجـام موفق   .  کرد دياد تول ياس ز يدرمق  و ƽ جداساز  را )ƽديپپت

ــآم ــاز يزاي ــسانه س ــوان سي مƽن هم ــت ــاخت  يستمي ــت س  را جه

و در جهـت     ين خانواده معرف ـ  ي ا ƽها ر ژن ي سا ƽ حاو ƽدهايپلاسم

    .ها به کار برد ن ژنيان ايب

  :ها روش و مواد

  sacolر ژن يتکث

ه اسـتاندارد   يدر ابتدا ژنوم سـو    .  بود ياز نوع تجرب  مطالعه انجام شده    

 تي ـ بـا اسـتفاده از ک      COL تحـت گونـه      لوکوکوس اورئوس ياستاف

 با به   sacol از ژن    ƽ بردار ياستخراج و به منظور کپ    ) آلمان -اژنيک(

  : مورد استفاده قرار گرفتري ز آغاز گرک جفتي ƽريکارگ

 gcg cgc cat atg tct gag caa gat aac tac'5 :آغازگرجلوبر 
ggt t 3' 

معکوسآغـازگر  : 5'gcg cgc ctc gag gtg aat gaa gtt ata 
acc agc ag 3' 

 ـ ƽ خـود دارا   'ƽ 5 ابتدا  در sacolد درنظر داشت ژن     يبا  يک تـوال  ي

ن يکه پروتئ  است   ƽديگنال پپت يان کننده س  ي است که ب   ƽجفت باز  ۸۱

 . کنـد  ي به خـارج از سـلول ترشـح م ـ         يه وحش ي سو ان شده را در   يب

ه توانـا شـده و      ين در سـو   ين پروتئ يح ا يان صح يه منظور ب  ـن ب يبنابرا

 آغازگر جلوبر پس    ƽرـ باکت نيا ارج از ـط خ يه مح ـدم ترشح آن ب   ـع

 Super Taqم يبه کمـک آنـز   .د شي طراحيي ابتداتيد نوکلو۸۱از 

polymerase )  رو از) ژن فن آورانƽ  بردار يکپ ي ژن اصل ƽ  شـد . 

 ـاز جهـت ازد ي ـمواد مورد ن  DNA  اد ژن عبـارت بودنـد از الگـو   ي

ــژنوم ــدام  µl۲ کي ــر ك ــشت ه ــت و برگ ــر رف   (10µM)، پرايم



١١   / و همكارانشاهو منبري                                                                 )۱۳۸۷ بهار ۱ شماره ۲سال ( ران مجله ميکروب شناسي پزشکي اي

µl۵،(10mM) dNTPs µl۲ بـافر ، µl ۱۰   كلريـد منيـزيم ،µl۳ ،

ــتر  ــر اسـ  Super Taq) و آنـــزيمµl ۷/۷۲ ل يآب مقطـ

polymerase) )µl ۳/۰([5U/µl] . رفتـه در   مواد به کـار يتمام 

ــنش  ــرکت PCRواک ــن آوران از ش ــ تهژن ف ــديه گردي ــام .دن  انج

 ۹۴قـه در  ي دق۳ه به مـدت  يون اولي با مرحله دناتوراس PCRمراحل

کل ي س ـ۳۰ده و با انجـام  ي آغاز گرد)Hot start( گراد يدرجه سانت

 ي درجـه سـانت  ۵۵ه، ي ـ ثان۴۵ گراد به مـدت  ي درجه سانت ۹۴ (يمتوال

 بـه   )هي ثان ۹۰ گراد به مدت     ي درجه سانت  ۷۲ ه و ي ثان ۳۰گراد به مدت    

 حـاوƽ اتيـديوم      درصـد  ۱ )ژن فـن آوران   (  ژل آگـارز   .دياتمام رس ـ 

 ي کپ ـ ر شـده  ي ـتکث  مـشاهده محـصول    ƽ بـرا  الکتروفورز در   برومايد

  . مورد استفاده قرار گرفتƽبردار

  بيد نوترکيه پلاسمي محدودالاثر و تهƽم هايآنز

، آن را   )آلمـان -اژني ـت ک يک(  شده يـول کپ ـ محص ƽپس از شستشو  

م يتوسـط دو آنـز   )pET21a(+)  )novagenديبه همـراه پلاسـم  

بـه  )fermentase -ژن فـن آوران ( XhoIو  NdeI برش دهنـده  

 T4م ي سـپس توسـط آنـز   ه چسبان به دست آوردƽصورت انتهاها

ligase) Roche(  دنـد يگردگر الحـاق  يکـد ي بـه. pET21a(+)  

 ـا.  باشـد  ي م ـ T7و پرومـوتر    ن  يلي س ـ ي ژن مقاومت به آمپ    ƽدارا ن ي

 ي فعـال م ـ   IPTG توسط القـاگر     کهبوده    lac اپرون   ƽوکتور حاو 

 آنهـا   '5 درطـرف     که  بوده است  ƽ آغازگرها به گونه ا    يطراح. گردد

ن کـدون  يهمچن ـ.  قرار داشـت XhoIو NdeI  برش  ƽها سکانس

 قرار گرفت تـا ژن مربوطـه بـه طـور         NdeI در محل    ƽ ATGآغاز

 و سـکانس    )6XHis-tag( ينيديستيد برچسب ه  همخوان در امتدا  

   .ردي قرار گ)T7terminator(يانيپا

  ونيترانسفرماس

 توانـا شـده     ƽ به درون بـاکتر    pET21asacol ب  يد نوترک ـيپلاسم

E. coliTOP10 ون بـه روش شـوک   يترانـسفرماس  . ترانسفرم شـد

: ب بـود ين ترتيون به ايط ترانسفرماسيشرا ).۶( دي انجام گرديحرارت

قه، انتقـال   ي دق ۱۰خ به مدت    ي ƽ مستعد شده بر رو    ƽر دادن باکتر  قرا

 ƽ E. coli، قرار دادن بـاکتر ƽن باکتريب به داخل ايد نوترکيپلاسم

 ـ   ي دق ۲۰خ به مدت    ي ƽ وکتور بر رو   ƽحاو  ۴۲ در   يقه، شـوک حرارت

 آبگوشـت ط  يه، اضافه کـردن مح ـ    ي ثان ۹۰ت  د گراد به م   يدرجه سانت 

LB  ال حاو ي به وƽ باکتر ƽ   ۳۷ لاندا، انکوبه کـردن در       ۹۰۰زان  يم به 

 ـ گراد به مـدت      يدرجه سانت   بـا   ƽک سـاعت، رسـوب دادن بـاکتر       ي

، کـشت دادن    قـه ي دق ۵به مدت    دور ۱۰۰۰۰ دروژيفياستفاده از سانتر  

 آگـار   يبرتـان -ƽط کـشت لـور    ي مح ـ ƽ مانده بررو  ي باق ƽ باکتر پلت

اد  گـر  ي درجه سـانت   ۳۷ن و انکوبه در     يلي س يک آمپ يوتي ب ي آنت ƽحاو

ط ي رشـد کـرده بـه درون مح ـ        ƽ هـا  ي ازکلـون  يک ـي. در طول شـب   

ح شد و به مدت     ين تلق يلي س يک آمپ يوتي ب ي آنت ƽ حاو LBآبگوشت  

قـه قـرار    ي دور در دق   ۳۰۰کر دار در دور     ي ساعت در انکوبـاتور ش ـ     ۵

  .گرفت

   يمي هضم آنزي و بررسين توالييتع

د ي ـ تائ ƽبـرا  ) آلمان - اژنيت ک يک(د  ير و استخراج پلاسم   يپس ازتکث 

 ـ هـور قطع ـحض ب بـا اسـتفاده از      ي ـنوترکد  ـي ـپلاسم ، sacol يـ ژن

 يم ـي هضم آنز  يمورد بررس  XhoIو   NdeI برش دهنده    ƽها ميآنز

صـحت تـرادف     وون  يموتاس نان از عدم بروز   ي اطم ƽبرا .قرار گرفت 

نگ مورد  يد استخراج شده توسط روش سکانس     ي، پلاسم يانيکاست ب 

 ـ ـيي ـ تع ƽ واکنش ها  . قرارگرفت يابيارز  بـر اسـاس     DNA يـن توال

در . ام گرفـت  ـاوران انج ـ ـ و توسط شـركت ژن فن ـ      Sangerروش  

 BigDye Terminator v3.1تيــ از کDNA ين تــواليــيتع

Cycle Sequencing Kit ي کمپـان Applied Biosystems و 

 ي همـان کمپـان  ABI Sequence Analyzer 3130xlدسـتگاه 

فاده از کرومـاتوگرام   بـا اسـت  DNA هـر رشـته   يتـوال  .استفاده شد

 ƽ Chromas (Technelysium)مربوطه و توسـط نـرم افزارهـا   

 يز بـا بررس ـ   ي ـ سـئوال برانگ   ƽبازهـا . ق قرار گرفت  ي دق يمورد بررس 

 معکـوس    رشـته يسه با کروماتوگرام تـوال يق کروماتوگرام و مقايدق

رات يي ـ تغ يسه تمـام  يز و مقا  يبه منظور آنال  .  قرار گرفتند  يمورد بررس 

 اسـتفاده  Chromaspro  (Technelysium)از نرم افزار  يکيژنت

  .شد

  :افته هاي

ن ژن پـس از  ينشان داد که ا )۱شکل(PCR واکنش ج حاصل ازينتا

.  جفت باز طول دارد    ۷۲۳ه،  يد اول يگنال پپت ي کد کننده س   يحذف توال 

بـا   pET21asacol بيد نوترک ي پلاسم يمي آنز هضم زيآنالن  يهمچن

  sacol  ان ساخت که ژن   ي نما )۲شکل(  XhoIو   ƽ NdeIها ميآنز

ن يـي تع . مور نظـر قـرار گرفتـه اسـت         ياني در کاست ب   حيصحبه طور 

 به همراه   يانيانگر آن بود که کاست ب     ينما sacolترادف سکانس ژن    

،  )ƽ )ATGبـوزوم ، کـدون آغـاز      ي، محـل اتـصال ر     T7پروموتور  

ــه ژن ــسب ه )sacol( قطع ــ، برچ و ) 6X His tag (ينيديستي

، در ترادف مناسب و به صـورت پـشت سـرهم            ياني پا ƽها سکانس

 موجـود در    ƽهـا  ر ژن ين ژن با سا   ي شباهت ا  يبررس .قرار گرفته اند  

NCBI Genbank database  نشان داد کـه ژن sacol   در اکثـر

 نـرم  يبررس ـ. حفظ شده اسـت لوکوکوس اورئوس ياستاف ƽه ها يسو

   ۳۲  ي مولکـول  به وزنينين ژن پروتئي از آن بود که اي حاکƽافزار

 ƽ باشـد کـه در انتهـا   ينه ميد آمي اسƽ ۲۶۷را کد کرده و دارا  دالتون  



١٢ اورئوس لوکوکوسياستافساکول  ژنو تعيين توالي  کلونينگ/     

N- دارانال  ي ترمƽ ک  يC51 ه خود دارا  ي و در ساختار ثانو    دازي پپتƽ 

 ـا.  باشـد  يصفحه بتا م  ۱۴چ آلفا و  ي مارپ ۱  ƽ '۵ن در ابتـدا   ين پـروتئ  ي

 ƽانـال دار  ي ترم -ƽ Nداز بوده ودر انتهـا    يگنال پپت يک س ي ƽخود دارا 

 ƽه هـــاي بـــوده کـــه در همــه ســـو  CHAP domainکيـ ـ

 ـ در نها  . به طور کامل حفظ شده اسـت       لوکوکوس اورئوس ياستاف ت ي

 ـ اpET21a د ين باربا استفاده از پلاسمي اولƽم برايما توانست ن ژن ي

  .ميح کلون کني صحيرا با توال

  

  
  

  

  

  

  

  
  . جفت بازPCR ،۷۲۳محصول : ۲ستون ،)fermentase(مارکرز يسا :۱ستون . درصد۱آگارز   بر روƽ ژلPCRمحصول واکنش :  ۱شکل

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

۵۰۰   bp 

٧٢٣bp 
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: ۱ستون %۱هاƽ محدود کننده بر روƽ ژل آگارز  و تائيد آن توسط آنزيم PET21asacolبررسي نقشه آنزيمي :۲شکل

  وکتور: ۳ستون،  فاقد قطعه کلون شدهƽ Xho1,Nde1ها ميده شده توسط آنزيبر PET21a هيد اوليپلاسم: ۲ستون ،)fermentase(مارکرزيسا

Pet21aحاوƽ ژن sacolها مي هضم شده با آنزƽ      .XhoI ,NdeI  

 
 

   :بحث

رولانس و ي وƽ فاکتورها توانستند و همکارانشGill، ۲۰۰۵در سال   

وس لوکوکياسـتاف   و    اورئوس وسلوکوکياستاف يکيوتي ب يمقاومت آنت 

 ها که از    ƽن باکتر ي از ا  ييه ها ي سو ريسه با سا  ي را در مقا   سيديدرمياپ

ن آن ها توانستند  يهمچن. ن کنند يي برخوردار بودند، تع   ƽپاتوژنز کمتر 

ن يـي  را تع  COL تحـت گونـه      اورئوس وسلوکوکياستافژنوم کامل   

 ـا از هزاران ژن     يـکي .)۱۲(ند  ياـ نم يوالـت  ۲۲۹۱ه سـاکول    ين سـو  ي

 اورئــوس لوکوکوسينــه کــارکرد آن در اســتافي باشــد کــه در زميم ـ

 ـ ƽ برا ƽ جد يمنظور شروع ه  ب.  صورت نگرفته است   يقاتيتحق افتن ي

 يشگاه مولکـول  ينگ آن در آزما   ي کلون ،ن ژن در مرحله اول    يخواص ا 

 ـ  ي ا يسه توال يبا مقا  . صورت گرفت  ƽولوژيگروه پاتوب  روش ه  ن ژن ب

 ـ  ƽها يژگي و يتوان به برخ  ي م کيوانفورماتيب  ـ   ي ژن پ  ـ با ي بـرد ول د ي

 Etz ،  2002 در سـال   .شگاه نشان داد  يط آزما يرا در مح  کارکرد آن   

 ـ مخزن از استفاده با همکارانش و  و اورئـوس  وسلوکوکياسـتاف  يژن

 بـا  آنهـا  دادن قـرار  معرض ودر يوترشح يسطح ƽها ژن يآنت انيب

 ـکاند عنـوان  بـه  را ين ـيپروتئ ژن يآنت ۶۰ مارانيب سرم  مهـم  ƽداهاي

 شـد  خواهنـد  سـاخته  نـده يآ در کـه  ييها واکسن در استفاده جهت

 از آن اسـت کـه در        يمطالعات انجام شـده حـاک     . )۶( کردند يمعرف

 در حـد     Sca ين ـي اورئـوس خـانواده پروتئ     وسلوکوکي استاف ƽباکتر

 ـ تواننـد بـه عنـوان کاند     يم  حفظ شده است و    ييبالا  ي مهم ـƽداهاي

 که هـم در    ييها  از ژن  يکي .)۱۰ ( ساخت واکسن مطرح شوند    ƽبرا

ژن کـرد  بـه آن اشـاره     تـوان    يم Scaواده   و هم در خان    ETZمقاله  

ن ي ا ينينجا بهتر است به ساختار پروتئ     يدر ا  .)۶،۱۰ ( باشد يساکول م 

دن بـه   ي رس ـ ƽ بـرا  ƽله ا ينـگ وس ـ  يژه داشت چون کلون   يژن توجه و  

ــبا . باشــدين مــيپــروتئ   درSca خــانواده ƽاعــضاد دانــست کــه ي

 ƽنـه ا  يد آم يف اس ـ ي در رد  LPXTG فاقد   اورئوس وسلوکوکياستاف

-ƽ Nگنال در انتها  يد س يل وجود پپت  ين حال بدل  ي باشند، با ا   يخود م 

 ـ و   ين ها ترشـح   ين پروتئ ين خانواده ممکن است ا    ينال همه ا  يترم ا ي

 را بـه    Scaد بتوان خانواده    يشا.  عرضه شوند  ƽدر سطح سلول باکتر   

ن ي از خــــانواده بــــزرگ پــــروتئƽر مجموعــــه ايــــعنــــوان ز

MSCRAMMS  زه ي در کلـون   ياتينقش ح ن خانواده   ي ا . لحاظ کرد

. )۱۰( زبـان دارد  ي م ƽ سلول ها  ƽرو اورئوس وسلوکوکياستافکردن  

م يک توانـست  ي ـ ژنت ي مهندس ƽها  استفاده از روش   ن مطالعه با  يما در ا  

 کلـون  و   ييشناسـا  سـاکول ن خانواده را بـه نـام        ي ا ƽ از  ژن ها    يکي

 ـه استوار اسـت کـه ا      ين فرض ي بر اساس ا   ين مطالعه تجرب  يا. ميکن ن ي

 يمن ـيستم ا ي ـ تواننـد س   ين خانواده م  ي ا ƽن ها ير پروتئ ين وسا يپروتئ

 ي اختـصاص  ƽها ƽ باد يد آنت ي و منجر به تول    ک نموده يانسان را تحر  

 ـن با ين پروتئ ي ا يکيمونولوژي خواص ا  يبه منظور بررس  . شوند د در  ي

٧٢٣bp 

۵٠٠٠ bp  ۵٣۶٠ bp 



١٤ اورئوس لوکوکوسياستافساکول  ژنو تعيين توالي  کلونينگ/     

 ي سـرم  ƽان شـده و در معـرض فاکتورهـا        يبه صورت خالص ب   ابتدا  

  بود که بتوان ژن مورد نظر      يستمي س ياحن مرحله طر  ي اول .رديقرار گ 

ان شـده   ي ـبن  ي پـروتئ  . کـرد  ƽان و خالص ساز   يح ب يدرترادف صح  را

د يگنال پپت ينه است که با حذف س     يد آم ي اس ƽ ۲۶۷دارا ن ژن يتوسط ا 

مي توان  نده  يدر مطالعات آ   .ابدي يل م يتقلنه  يد آم ي اس ۲۴۰ به   ƽابتدا

 ـ ا با بيـان   ، يکيمونولـوژ ين در جهـت شـناخت خـواص ا        ين پـروتئ  ي

 و  ي سـلول  ƽنـدها ي، فرا يتيسي ـ، داشتن نقـش در پاتوژن     يکيولوژيزيف

ن، يلاکتـوفر  ري ـ نظ يسـرم  ƽ به فاکتورها  يت چسبندگ ي خاص يبررس

   .مي ببربهره... نوژن، کلاژن ويبريف

  :نتيجه گيري

حفـظ شـده      اورئـوس  وساسـتافيلوکوک  در اکثر سويه هـاƽ       ساکول

تافيلوکوکوسـي نقـش   وممکن است در اکثـر عفونـت هـاƽ اس     است

 در آن اني ـب ميتنظ ـ يبررس و کيمونولوژيا نقش مطالعه .داشته باشد 

  .ساخت خواهد فاش را آن تياهم يآت مطالعات

 :تقدير و تشكر
 ـق در قالب    ين تحق يا  در  )۶۸۲۰-۲۷-۰۱-۸۷ (يقـات يک طـرح تحق   ي

 انجـام   ۱۳۸۷ در سال     تهران يدانشگاه علوم پزشک  دانشکده بهداشت   

 يپژوهـش  معاونـت  توسـط  حاضـر،  يبررس ـ ƽها نهيهز هيکلشد و

 از يبخـش ضـمنا  . اسـت  دهيگرد نيتام  تهرانيدانشگاه علوم پزشک

 ارشد  در دانـشکده بهداشـت        ي کارشناس يان نامه دانشجوئ  يج پا ينتا
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  ۲۹/۳/۸۷ :       تاريخ پذيرش مقاله۱۶/۲/۸۷ :تاريخ دريافت مقاله

  :چكيده

 و  فونت شوند  تحت شرايطي مي توانند باعث ع      يها جزء فلور طبيعي دستگاه گوارش انسان مي باشند، ول          كو انتروك :نه و اهداف  يزم

ن دارو  ي ـ، مصرف ا  ها كوانتروك مقاومت به آنتي بيوتيك ونكومايسين در        . هستند يمارستاني ب ƽها  از عوامل عفونت   يکينکه  يمهمتر ا 

ك هاƽ مقاوم به ونكومايسين، در اين مطالعه و در ميان انتروكvanB و ƽ vanA هابا توجه به فراواني فنوتيپ. را محدود كرده است

  . در سويه هاƽ باليني پرداخته شده استvanB و vanA فنوتيپي و ژنوتيپي اتيخصوص ييشناسابه 

ک نمونـه   ي و    ادرار ƽنمونه ها  جدا شده از     انتروکوک ƽزوله ها يان ا ياز م   مقاوم به ونكومايسين،   كو سويه انتروك  ۳۲ :يروش بررس 

ومايـسين، تيكـوپلانين، تتراسـاكلين، جنتامايـسين،        هـاƽ ونك   مقاومت اين سويه ها نسبت به ديـسك       .  قرار گرفتند  يمورد بررس خون  

 بدسـت آورده   microdilution با روش   ونكومايسين، براƽ تمام سويه ها  MIC. دياريترومايسين و سيپروفلوكساسيين تعيين گرد    

  . انجام شدPCRداشتند، توسط    µg/ml۶≥ MIC كه  اƽ ايزولهƽ ۳۱را بvanB و vanAهاƽ   وجود ژنيبررس. شد

پ ي ـ فنوت ƽه دارا ي سـو  ۶ و   vanAپ  ي ـ فنوت ƽه دارا ي سـو  ۲۵ن،  يسي ـ ونکوما MICن و يکوپلانيوگرام ت ي ب يج آنت ي بر اساس نتا   :ته ها افي

vanB هـا  سکي ـه ها به د   ي از سو  ۱۲/۷۸% و   ۲۵/۸۱%،  ۸۷/۹۶ %بيبه ترت ن مقاوم بودند و     يپروفلوکساسيه ها به س   يتمام سو .  بودندƽ 

 vanAپ ي ـ کـه فنوت ƽزوله اي ا۲۵ تمام ب دري  به ترتvanB و ƽ vanAها ژن.  مقاوم بودندنيسين و جنتاماين، تتراساکل يسيترومايار

 vanB و vanA، هـر دو ژن      بودند vanAپ  ي فنوت ƽ دارا  که هي سو ۲۵ه از   ي سو ۱۳در  .  شد يي داشتند، شناسا  vanB که   ƽه ا ي سو ۶و  

  .ر شدي تکثPCRتوسط 

زولـه  ي ا ۱۳  و vanAپ  ي ـپ و ژنوت  ي، فنوت انتروکوکه  ي سو vanA ۱۲ پي فنوت ƽ دارا هي سو ۲۵ از    دهد که  يج نشان م  ينتا: يريجه گ ينت

 با توجـه  .  را دارندvanBپ يپ و ژنوتيه فنوتي سو۶ . بودندvanB و vanA هر دو ژن ƽ، داراvanAپ يبا وجود داشتن فنوت)  ۵۲(%

 بدسـت   ƽديق انتقـال پلاسـم    ي ـ از طر   را vanBه هـا ژن     زول ـيان  يا رسد   يها، به نظر م    روکوکـانت در   يپير ژنوت يياد تغ ـجيه امکان ا  ـب

  .آورده اند

   .vanA ،vanBن، يسي، ونکوماانتروکوک: د واژه هايکل

  
  
  
  
  

  

  

  



١٦  ...ه هاي انتروکوک مقاوم به ونکومايسينبررسي خصوصيات فنوتيپي و ژنوتيپي سوي/      

  :مقدمه

ك ها، كوكوس هاƽ گـرم مثبتـي مـي باشـند كـه بـه عنـوان            وانتروك

 قادرند، باعث انواع عفونت هـاƽ مجـارƽ     طلب پاتوژن هاƽ فرصت  

ت، مننژيــت، عفونــت هــاƽ خــوني و ، انــدوكارديي تناســل-ƽادرار

اين ميكروارگانيسم هـا سـومين      . )۳و۲و۱( عفونت در نوزادان شوند   

هاƽ باكتريايي كسب شـده در بيمارسـتان هـا           ول بيمارƽ ـعلت معم 

ي كه تا امروز شرح داده شده اند،        از بيست گونه انتروكوك   . مي باشند 

Enterococcus faecalis و Enterococcus faecium 

باليني را بـه خـود اختـصاص مـي دهنـد            هاƽ  ه  ي از جدا  ۹۰ %حدود

 ـ    ـابي حاصـل از استف ـ    ـار انتخ ـ ـفش). ۴و۳و۲و۱( دازه ـاده بـيش از ان

 سال گذشته و از طرف ديگر ظرفيت بالاƽ         ۵۰ي بيوتيك ها طي     ـآنت

انتروكوكوس ها براƽ كسب و انتشار عوامل ايجـاد كننـده مقاومـت             

 مقاومـت در    جـاد ي ا كه باعث  از جمله عواملي هستند      ،آنتي بيوتيكي 

ــ ـــر آمينـبراب ـــوگليكوزيده ــده و ظهـ ــا و گليكوپپتيده ور ـا گردي

اومت هاƽ آنتي بيوتيكي و اشـاعه ژن هـاƽ مقاومـت بـين ايـن                ـمق

  ).۵( مي شود موجبرا ر گونه ها يا سايو ميكروارگانيسم ها 

ــب بـ ــايــسيـونكوم ــك آمينوگليكوزيــد، درمـ ـ ـن در تركي ان ـا ي

كي فـراهم   وراƽ عفونت هاƽ شـديد انتروك ـ     ـ ب  را ن مؤثرƽ ـايگزيـج

ه ـاƽ دست ــه نمي توان آنتـي بيوتيـك ه ـ     ـاراني ك ـدر بيم . ازدـمي س 

ي سيلين را همراه بـا آمينوگليكوزيـدها مـورد اسـتفاده قـرار داد،               ـپن

 شـش نـوع     تـاكنون ). ۱(ها را مي توان جـايگزين نمـود         ديکوپپتيگل

ارش شـده اسـت     ن در جهـان گـز     ييـس فنوتيپ مقاومـت بـه ونكوما     

)vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG() ۶در . )۷و

اƽ ـال پپتيـدوگليكان داراƽ انته ـ    ـاƽ نرم ـ ـا پيش سازه  ـك ه وانتروك

D-Ala-D-Ala    اديل ز يتما هستند كهƽ    ن يسيدر اتصال به ونکوما

ــد، در حاليكــهدار ــه ونکوماƽ انتروکوکــوس هــان ــ مقــاوم  ب  ن،يسي

مي كنند كه پيش سازهاƽ انتهـايي        ديگرƽ را طي     وسنتزي ب ƽرهايمس

D-Ala-D-Lac ا مــي باشــند و بــه طــور ضــعيف بــه      را دار 

 ليگانـدهاvanB   ƽ و   vanAژن هاƽ   . ونكومايسين اتصال مي يابند   

D-Ala-D-Lac  د مي كننـد و مـسئول مقاومـت متوسـط تـا       ـ را ك

  و E.faecalis در   اًـدتـه عم ـد ك ـي مي باشن  ـابـالاƽ اكتس ـح ب ـسط

 E. faecium۷(د نيافت مي شو.(  

 در برابـر ميـزان بـالاƽ ونكومايـسين و تيكـوپلانين             ييمقاومت القـا  

اومـت نـسبت بـه       ايـن نـوع مق     که دده مي   نشان را   vanAفنوتيپ  

، باعــث كــاهش فعاليــت ديگــر آنتــي بيوتيــك هــاƽ  نيسيــونکوما

ƽــيمثــل ت (گليكوپپتيــد مقاومــت بــالا بــه . مــي گــردد )نيکــو پلان

 از طريق انتقال پلاسـميدƽ       تواند ي م به راحتي  گليكوپپتيدها، معمولاً 

)Conjugation(حساس انتقال يابد  به انتروكوك ƽها )۸و۷(.  

هـاƽ لازم بـراƽ تظـاهر فنوتيـپ           نشان داده شده است كه ژن      اخيراً

vanA   ن  به نام     و توسط يك ترانسپوزTn1546   به  . حمل مي شود 

ومـت  نظر مي رسد انتـشار ايـن ترانـسپوزون مـسئول گـسترش مقا             

ك هـا اسـت     وگليكوپپتيدƽ سطح بالا بين ايزوله هاƽ باليني انتروك ـ       

  ).                           ۹و۸و۷(

شرح دقيق سويه هـاƽ حـساس بـه تيكـوپلانين و مقـاوم در برابـر                 

. اولـين بـار در آمريكـا گـزارش شـده اسـت            ) vanB(ونكومايسين  

MIC ونكومايسين در محـدوده ƽاين سويه ها برا g/ml µ ۳۲-۶۴ 

اسـت  ) حـساس ( g/ml µ ۵/۰و براƽ تيكوپلانين كمتـر از ) مقاوم(

 حمـل   Tn1547ژن كد كننده اين فنوتيـپ روƽ ترانـسپوزون          ). ۱(

مي شود، كه ممكـن اسـت روƽ پلاسـميدها و يـا روƽ كرومـوزوم                

  . )۵(يافت شوند

ك هـا نـسبت بـه گليكوپپتيـدها يـك           ومقاومت آنتي بيوتيكي انتروك   

ايـن امـر بـه      . حسوب مي شود  مت عمومي م  تهديد جهاني براƽ سلا   

ونكومايسين  است كه آنتي بيوتيك هاƽ گليكوپپتيدƽ، مثل         لياين دل 

و تيكوپلانين، داروهاƽ انتخابي و اغلب اوقـات آخـرين گزينـه هـا              

       ƽبيمارستاني ناشي از باكتر ƽدرمان عفونت ها ƽگرم مثبت    برا ƽها

  .)۱۰و۵و۲ (چند مقاومتي مي باشند

 ـ شـده در ا مطالعـات انجـام    دهـد کـه عفونـت    يز نـشان م ـ ي ـران ني

ک ي و   )۱۱( ک دارد ي تهران حالت اندم   ƽمارستان ها ي در ب  يانتروکوک

. )۱۲ و ۱۱( دي آ ي به حساب م   يمارستاني ب ƽعامل مهم در عفونت ها    

وک هـا بـه     ـروک ــاومت انت ـت مق ـ يوع و اهم  ـن موض يه ا ـا توجه ب  ـب

 مقاومـت بـه   ƽهـا  ژن وامکان انتقال ƽديکوپپتي گل ƽها کيوتي ب يآنت

زان ي ـ در مـورد م  ياطلاعـات کـاف   ن کـه    يو نظر به ا   ها،   ƽر باکتر يسا

 و  يني بـال  ƽ انتروکـوک جـدا شـده از نمونـه هـا           ƽه ها يمقاومت سو 

در ايـن    ، لـذا   باشـد  يدست نم  ران در ياآنها در  يپيات ژنوت يخصوص

 و اثبـات    vanB و   vanAبررسي مولكولي مقاومـت     به    ما پژوهش

 همـاهنگي بـين   زاني ـ م همچنـين بررسـي  و وجـود ژن هـاƽ فـوق   

 vanB و  vanAخصوصيات ژنوتيپي و فنوتيپي در دستجات ژنـي 

 ـجدا شده از نمونه هـاƽ بـاليني کـه مقـاوم بـه ونکوما             بودنـد   نيسي

  .م يپرداخت
  :ها مواد و روش

 يفي بـه روش توص ـ    ين بررس ي در ا  :ه ها ي سو يي و شناسا  ƽجداساز

 ـقـاوم بـه ونکوما     م يروکوکـانته  ـي سو ۳۲ه  ـه مطالع ـب  ـ ن  يسي  نياز ب

 و  )نايلاد و س ـ  يم ـ (مارسـتان ياز دو ب   جدا شده    انتروکوک ƽه ها يسو



١٧  / مهوش اسكويي و همكاران                                                             )۱۳۸۷ بهار ۱ شماره ۲سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 

-ƽ ۱۳۸۴هـا  ن سال ي ب  در شهر تهران،   )بهار (يشگاهيک مرکز آزما  ي

ه يخون جدا شده بود بق     ه که از  يک سو ي به جز  . پرداخته شد  ، ۱۳۸۶

   . جدا شده بودندادرار از ه هايسو

 گـرم و    ƽزي ـ، رنـگ آم   ي کلن ـ ƽبا مورفولـوژ  زوله  يت هر ا  ين هو ييتع

ن يز اسـکول يدرولي متداول از جمله ه   ييايميوشي ب ƽ ها يژگي و يبررس

ــفرا، رشـــد در حـــضور   ــ، فعالNaCl  %۵/۶در حـــضور صـ ت يـ

ن گونـه از    يـي  تع ƽبـرا . انجام شـد  ) PYR(داز  يل آم يل آر يدونيروليپ

کتـوز  تول، سـوربوز، لا  يتول، سورب ينوز، مان يآراب ( ƽر قند يآزمون تخم 

 ƽ از قنـدها   ۱% به نـسبت     ƽه قند يط پا ي مح ƽ حاو ƽدر لوله ها  ...) و

 ۲۴گراد بـه مـدت      ي درجه سانت  ƽ ۳۷ذکر شده و انکوبه کردن در دما      

  .)۱۳( ساعت استفاده شد

   :سکيوگرام با استفاده از روش انتشار از دي بيانجام آنت

 Disk(سک يار از دـه روش انتشـا بـه هـين سوـيارام ـوگـي بيـآنت

diffusion ( ـيون م يه سوسپانس يبا ته   مـک   ۵/۰ بـا کـدورت      يکروب

 Mullerط ي در مح ـيکيوتي ـ بي آنتƽسک هايفارلند با استفاده از د

Hinton agarسک هايد. )۱۴(  انجام شدƽ ـ استفاده شـده در ا  ن ي

ــامل  ــژوهش ش ــونکوما: پ ــ)µg ۳۰(ن يسي ، )µg ۳۰(ن يکلي، تتراس

 نيپروفلوکــساسيس، )µg ۱۵(ن يسيــتروماي، ار)µg ۱۰(ن يسيــجنتاما

)µg ۵(ــوپلاني و ت ــرکت  ) µg ۳۰(ن يک ــه از ش ــد ک  MASTبودن

  .ديه گرديته) انگلستان(

 MICن حداقل غلظـت بازدارنـده     يي مقاومت به روش تع    يبررس

)Minimum Inhibitory Concentration(:   

 ـ ونکوما ƽک هـا  يوتي ب ي آنت ƽ که برا  ييه ها يسو ن يکـوپلان ين و ت  يسي

 انتخـاب   MICن  يـي  تع ƽتر بودند، برا  ي ل يليم۱۴≤ه    قطر هال   ƽدارا

 بــا اســتفاده از Micro dilution روش بــه MICن يــيتع. شــدند

 ۲۴ از کـشت     يوني سوسپانـس  . انجـام شـد    نتون بـراث  يط مولر ه  يمح

ه شـد و    ي ـته CFU/ml۱۰۶×۵/۱ ييا غلظت نهـا   ب ها ƽساعته باکتر 

زان  يون به م  ين سوسپانس ي ا سپس
100

1
ط مـولر   ي بـا اسـتفاده از مح ـ      

 ـک ونکوما ي ـوتي ب ياسـتوک آنت ـ  . ق گـشت  يرقنتون براث   يه ن بـا   يسي

 ـ، با استفاده از پودر خـالص ونکوما   mg/ml۱۰غلظت   ه ي ـته( ن يسي

 يکيوتي ـ ب ي آنت ـ ƽ و رقت ها   ديه گرد يته) SERVAشده از شرکت    

  ۷۵/۰، ۵/۱، ۳، ۶، ۱۲، ۲۴، ۴۸، ۹۶، ۱۹۲، ۳۸۴، ۷۶۸، ۱۵۳۶برابر با 

 ـ در ا  .ه شد يتر از آن ته   ي ل يليکروگرم بر م  يم ون ين روش، سوسپانـس   ي

  با رقت  ƽباکتر
100

1
ه شـده از اسـتوک      ي ـ ته ƽ به همراه غلظت ها     

 و بعد از انکوبـه کـردن در         ت ها اضافه شد   يکروپليک به م  يوتي ب يآنت

ه هـا   يسـو  MIC سـاعت،    ۲۴ گراد به مـدت      ي درجه سانت  ƽ ۳۷دما

 ƽک که در حضور آن رشـد      يوتي ب ين غلظت آنت  يکمتر. ديگردن  ييتع

 ).۱۶و ۱۵و ۱۴( مـشخص شـد   MICبود به عنـوان   صورت نگرفته 

 E.faecalis ATCC )حـساس (  از سويه هاMICƽبراƽ تعيين 

 ي به عنوان کنترل منفE.faecium BM4147) مقاوم ( و29212

  .و مثبت استفاده شد

زان ي ـن مي که کمترييه هاي سويتمام : DNA  صي و تخلاستخراج

 MIC ≥ آنهـا ƽن بـرا يسيک ونکومايوتي بي آنتيغلظت مهار کنندگ

µg/ml  ۶بود، برا ƽ انجام آزمون PCRدر نظر گرفته شدند  . ƽبرا

 mi-Bacterial كرومــــوزومي از كيــــت DNAاســــتخراج 

Genomic DNA Isolation (metabion)  بـه  .   اسـتفاده شـد

نسيون باكترƽ،  چند كلني از كشت تازه باكترƽ به          منظورتهيه سوسپا 

ml ۲ محيط BHI مايع ) Brain Heart Infusion (  انتقـال داده

 ساعت در انكوباتور شـيكر  ۲۴شد، سپس اين سوسپانسيون به مدت  

دار قرار گرفت و رسوب آن طبق دستور العمل كيت مـورد اسـتفاده              

  .قرار گرفت

 mi-plasmid Miniprepكيـت  استخراج پلاسـميد نيـز توسـط    

(metabion)  استخراج پلاسـميد     .  انجام شد ƽبراml ۲    از كـشت 

، دو   nm ۶۰۰ كه جـذب آن در  BHI ساعته باكترƽ در محيط ۲۴

رسوب تهيه شد و بقيه مراحل طبق دستورالعمل كيت          يا بيشتر باشد،  

  .انجام شد

    :vanB وvanA جهت تعيين ژن هاPCR ƽزمون آانجام 

 ــ ــور تكثيــ ــه منظــ ــاvanAƽر ژن بــ  :vanA1 از پرايمرهــ

ATGAATAGAATAAAAGTTGCAATAC         و 

vanA2: CCCCTTTAACGCTAATACGAT ــتفاده  اس

 آب  µl ۳/۱۴مخلوط واكنش بعد از بهينه سـازƽ شـامل،          . )۱۷ (شد

     ،µl۲ PCR buffer (10X) ، mM ۲ MgCl2دو بار تقطير، 

µl۴/۰ dNTP ) mM Fermentas ۱۰( ،µl ۴/۰   از هـر كـدام از 

ــا غلظــت  رايمرهــاƽپ   pmol/ml ۱۰ ،µl ۲/۰ µl ذكــر شــده ب

Fermentas)  Taq DNA polymerase (5u/ وng ۵۰۰ 

DNA استخراج شده بود .  

PCR ژن vanB نيــــز بــــا اســــتفاده از جفــــت پرايمــــر  

vanB1:CAAAGCTCCGCAGCTTGCATG          و 

vanB2:TGCATCCAAGCACCCGATATAC )۱۸ ( با

   .مخلوط  واكنش فوق انجام گرفت

و    E.faeium BM4147كي اســتاندارد و هــاƽ انتروكــســويه

E.faecalis V583    ƽبه ترتيب به عنوان كنترل مثبـت بـراPCR 

 ƽــا ــد  vanB و vanAژن ه ــرار گرفتن ــتفاده ق ــورد اس ــويه .  م س
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E.faecalis ATCC29212   هـر ƽهم به عنوان كنترل منفي بـرا 

  .دو ژن استفاده شد

PCR    ــتگ ــتفاده ازدســ ــا اســ ــر بــ ــورد نظــ ــاƽ مــ اه  ژن هــ

 ƽ بـرا  PCRنه  يط به يشرا . انجام گرفت  )eppendorf(ترموسايكلر

 ƽ ۹۵ه بـا دمـا    ي ـون اول ي شامل دناتوراس  vanB و   vanAهر دو ژن    

ــدت    ــه م ــانتيگراد ب ــه س ــه و ي دق۵درج ــا  ۳۵ق ــه ب ــاƽ  چرخ دم

Denaturation ۹۵ ـ به مدت درجه سانتيگراد   دمـاƽ  قـه و يک دقي

Annealing ۶۰   ـ بـه مـدت       درجه سـانتيگراد   و دمـاƽ    قـه يک دق ي

Extension ۷۲  ـ به مـدت      درجه سانتيگراد  . مـي باشـد   قـه   يک دق ي

 درجـه سـانتيگراد بـه       ƽ ۷۲ز در دمـا   ي ـ ن يي نها Extensionمرحله  

  .قه انجام شديمدت ده دق

رز گرديد وبا استفاده از      الكتروفو ۱% روƽ ژل آگارز     PCRمحصول  

  رنگ آميزƽ و توسطg/ mlµ ۵/۰تيديوم برومايد با غلظت محلول ا

  . مشاهده شدGel Documentationدستگاه 

  :افته هاي

 با اسـتفاده    كي مورد بررسي در اين تحقيق،     و سويه انتروك  ۳۲ ميان   در

ــيميايي،   از روش ــاƽ بيوش ــويه ۱۷ه ــويه ۱۵و E.faecium س  س

E.faecalis  و    نتايج حاصل از آنتي بيوگرام     . شناسايي شدند MIC 

سک يه ها به ديام سوتم . آمده است۱ جدول و ۱ شکلبه ترتيب در    

 و  ۲۵/۸۱%،  ۸۷/۹۶% ب  ي ـو بـه ترت   ن مقـاوم بودنـد      يپروفلوکساسيس

 نيتتراسـاکل ن،  يسيتروماي ار ƽ ها کيوتي ب ي آنت ه ها به  ي از سو  %۱۲/۷۸

  .  مقاوم بودندزينن يسي جنتاماو

، مقاومـت سـطح   ي مـورد بررس ـ ƽاز ايزوله ها  ) ۶۱/۵۱(% سويه     ۱۶

و بـه    ) g/mlµ ۳۸۴≥MIC ( بالايي در برابر ونكومايسين داشتند    

آنهـا  .  رشـد کردنـد    gµ ۳۰خوبي در اطراف ديـسك ونكومايـسين        

  .  بودندE.faeciumسويه  ۹ و E.faecalis سويه ۷شامل 

  آنتـي بيوتيـك    MICبر اساس نتايج بدست آمده از آنتي بيوگرام و          

 vanA  سـويه داراƽ فنوتيـپ     ۲۵هاƽ تيوكوپلانين و ونكومايسين،     

 سويه داراƽ فنوتيپ   ۶و  ) به ونكومايسين و تيكوپلانين مقاوم بودند     (

vanB )          به ونكوما يسين مقاوم و به تيكوپلانين حساس مي باشند (

  .بودند

، داراƽ قطـر هالـه    داشـتند vanB كي كـه فنوتيـپ   و سويه انتروك ـ۶

mm ۲۰ــسك ــراƽ دي ــدgµ ۳۰  ب ــوپلانين بودن ــه (  تيك حــساس ب

  آنهـا بـراƽ ونكومايـسين بـه صـورت     MICدير  و مقا)نيکوپلانيت

g/mlµ ۱۲ )۱ــويه ــويه۱ (g/mlµ ۴۸ ،) س  ۱ (g/mlµ ۱۹۲،  ) س

  .ديمشاهده گرد)  سويه۳ (g/mlµ ۷۶۸، )سويه

 يكي از سـويه هـاƽ مـورد بررسـي          مذکور، در    ƽه ها يعلاوه بر سو  

)E.faecium(  پ  ي که فنوتvanA هالـه  ي در   ي كلني ها   تك ، داشت

 ـمـشاهده گرد  لانين   ديـسك تيكـوپ    عدم رشد  ايـن سـويه بـراƽ      . دي

 يکلن ƽدو احتمال برا . داشتMIC < g/mlµ  ۱۵۳۶ونكومايسين 

 يکيوتي ـ ب ي آنت ـ ƽسک ها ي د افته در مرکز هاله عدم رشد     ي رشد   ƽها

 باشند که بـه  ƽافته اي جهش ƽ هاي ممکن است آنها کلن  ،وجود دارد 

 ـ ک مقاوم شده انـد و يوتي بيآنت   هيو سـو  از ديا از ابتـدا مخلـوط  ي

E.faecium ــد ــوده ان ــاوت ب ــصوص ( متف ــات مورفولوژيخ ک و ي

سک يــهالــه عــدم رشــد دافتــه در ي رشــد ƽ هــاي کلنــييايميوشــيب

 PFGEبا اسـتفاده از     . ) داشتمطابقت   E.faeciumن با   يکوپلانيت

افتـه در مرکـز هالـه عـدم         ي رشد   ƽ ها ي کلن ƽ  برا  Ribotyping و

 ـ     کـسان ي  توان بـه   ي اطراف هاله، م   ƽ ها يرشد وکلن   ي بـودن آنهـا پ

 بـر   ک  مورد کنـار گذاشـته شـد و         ين  ياه  لن مرح يلذا در ا   .)۱۹(برد

  .انجام شد يپي  ژنوتي بررسمانده ي نمونه باقƽ ۳۱رو

 توسـط    با پرايمرهـاƽ اختـصاصي ايـن ژن        vanA سويه ژن    ۲۵در  

PCR  اندازه قطعه تكثير شده با ايـن پرايمرهـا          .  شناسايي شدندbp 

 E. faeciumقطعه تكثيـر شـده بـا سـويه        كه معادلاست ۱۰۳۰

BM4147  يپيات فنـوت  ي بـا خـصوص     سويه ۶در. بود vanB ،  ژن 

vanB    اختـصاصي آن ، بـا انـدازه ƽبا پرايمرها bp ۴۳۳   شناسـايي

مشابه   E. faecalis V583گرديد كه با قطعه تكثير شده از سويه 

  هـر  vanAپ  ي فنوت ƽزوله دارا ي ا ۲۵از   سويه   ۱۳ در   .)۲شكل   (بود

  . قابل شناسايي بودندvanB  وvanAدو ژن 

  . درصد مقاومت آنتي بيوتيکي سويه هاƽ انتروکوکي:۱شکل 

Cip) سيپروفلوکساسين( ،GM )جنتامايسين( ،Te ) تتراسکلين( ،

E) اريترومايسين(  
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   سويه جدا شده مقاوم به اين آنتي بيوتيک۳۲ آنتي بيوتيك ونكومايسين در بين MIC محدوده :۱جدول 
MIC ( minimum inhibitory concentration)  µg/ml   

۱۵۳۶> ۱۵۳۶- ۷۶۸  ۳۸۴- ۴۸  ۲۴-۶  

 

۳  ۱۳  ۱۱  ۵  (n)تعداد کل   

۲  ۸  ۶  ۲  E.faecium 

۱  ۵  ۵  ۳  E.faecalis 

  درصد %   ۶۲/۱۵  ۳۷/۴۳  ۶۲/۴۰  ۳۷/۹

  

  

  

  

  

  

  
  

 به ترتيب سويه هاƽ ۴ و ۱ستون) . ۶ و۴،۵هاƽ  ستون (vanAو ) ۳ وvanB) ۱ ،۲  حاصل از دو ژنPCRالکتروفورز محصولات : ۲شکل 

  M: 1 kb DNA Marker. هستند) bp ۱۰۳۰ ( E.faecium BM4147 و )E.faecalis V583) bp ۴۳۳کنترل مثبت 

  

    

   ۶      ۵        ۴       M      ١       ٢       ٣ 

bp ۵٠٠  

bp ١٠٠٠٠  

bp ١٠٠٠  
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  :بحث

 ـونکوما مقـاوم بـه      ƽ هـا  انتروکـوک ع  يوع وس ـ يش  ـن و   يسي ر يا سـا  ي

 را در   ƽاري مـشکلات بـس    د هـا در نقـاط مختلـف جهـان،         يکوپپتيگل

.  بــه وجــود آورده  اســتيانتروکـوک  ƽجهـت درمــان عفونــت هــا 

ت ي قابل يها و از طرف    ن عفونت يت انتخاب دارو در درمان ا     يمحدود

  از انتروکـوک هـا     نيسي مقاومت به ونکوما   ƽدي پلاسم ƽها انتقال ژن 

 Staphylococcusگـر مثـل   ي مهـم د ƽزايمـار ي بƽهـا  ƽبه باکتر

aureusو  Streptococcus pneumoniae  ه ـير سوـيا ساـي و

 ي مقاومت به آنت ـ   يپي و ژنوت  يپي فنوت ي بررس ،انتروکوک حساس   ƽها

  .)۱۵(  سازديت مي حائز اهم را در آنهاها کيوتيب

  بـر ي مبن ـي وجـود گزارشـات  ت موضـوع و   ي ـن با توجه به اهم    يبنابرا

 مقـاوم بـه     ƽ هـا  انتروکـوک  در   يپي و ژنـوت   يپي فنـوت  ƽ ها يگونناهم

 ۳۲ يپي و ژنـوت   يپي فنوت اتيخصوص ي، ما به بررس   )۱۸ (نيسيونکوما

مارسـتان  يدو ب ماران  يکه از ب  ن    يسي مقاوم به ونکوما   يانتروکوکه  يسو

  . مي پرداخت جدا شده اند، در تهرانيشگاهيک مرکز آزمايو 

پ ي ـ کـه فنوت   ه اسـت  دادلف، نشان   مطالعات انجام شده در نقاط مخت     

vanA    نسبت به vanB بـر اسـاس    .)۲۰(  باشـد  يع تر م  يار شا ي بس 

 ـج بدسـت آمـده در ا      ينتا ه مقـاوم بـه     ي سـو  ۳۱از  ،  زي ـ ن پـژوهش ن  ي

 زولهيا ۶ و   vanAپ  ي فنوت ƽ دارا )۶۴/۸۰% ( هي سو ۲۵ ن،يسيونکوما

 ƽ رو  شـده   در مطالعه انجام   .بودند vanBپ  ي فنوت ƽ دارا )%۳۵/۱۹(

  توسـط  تهـران يمارستاني بƽ جدا شده از عفونت هاƽروکوک هاانت

Talebi M. et al ه هـا يسـو  ۸۴ %،هـمƽ پ ي ـ فنوتي مـورد بررس ـ

vanA ها  حضور ژن  يبررس . )۱۲( داشتندƽ   پ ها ي مرتبط با فنوتƽ 

vanA و vanB  توســطPCR بــا هي ســو۲۵تمــام  نــشان داد کــه 

ــدvanA ژن ƽدارا vanAات يخــصوص  وجــود ژن. )۱۰۰(%  بودن

vanB  زوله توسط   ي ا ۶ز در ي  نPCR ـد گرد يي ـأ ت  ت ي ـحـائز اهم   .دي

 يپيات فنـوت  ي خـصوص  ƽه دارا ي سـو  ۲۵از  ) ۵۲(% هي سو ۱۳است که   

vanA وجود هر دو ژن ،vanAو  vanBن ي بنـابرا . را نشان دادند

ه بـا   ي سـو  ۱۳ و   vanBپ  يه با فنوت  ي سو ۶( هي سو ۱۹ در   vanBژن  

  .)۱۲ ( قرار گرفتييمورد شناسا ) vanAپ يفنوت

  وvanAحـضور هـم زمـان هـر دو ژن     طبق مطالعات انجام شده، 

vanB   زگـزارش ينکـره   انگلـستان و     کـا، ي آمر در هـا،    انتروکوکدر 

 يدر بررس ـ Woo-Joo Kim, et al .)۲۳و۲۲و۲۱ ( اسـت دهيگرد

 ـدا شده از    ـ ج ƽ ها وکـروکـانت  ـ ـکاگ ـيان در ش  ـمارست ـيک ب ي ن يو ب

 ـ نـشان دا   ۱۹۹۳ تـا    ƽ ۱۹۹۰هـا  سال  ƽ دارامـاران ياز ب ۶۹ %د کـه دن

در .  بودنـد  vanB پي ـ بـا ژنوت   ƽ E.faeciumه هـا  ي با سو  عفونت

 وجـود  Multiplex PCR بـا  E.faeciumه يک سوي ۱۹۹۳سال 

 ۱۹۹۶ تـا سـال      بعد ازآن   را نشان داد و     vanB و   vanAهر دو ژن    

بـه نـسبت     vanB بهvanAپ يزان ژنوتيم
1
2.2

افـت  يش يافـزا   

 ,N.Woodfordتوسط ( هم در انگلستان ي مشابهات  مطالع).۲۱(

et alها ن سالي بƽ ۱۹۹۲ توسط (  کره  درو) ۲۲) (۱۹۹۴ تاLee 

W, et alها ن سالي بƽ ۱۹۹۷ بر رو) ۲۳) (۱۹۹۹ تاƽه هاي  سوƽ 

ج بدست آمده   ينتا .ه است  انجام گرفت  مارانيب  شده از     جدا انتروکوک

 جـدا شـده     ƽه هـا  ياد که اکثر سو    نشان د  قيتحقن دو   ي ا ک از ي هر از

ــ فنوتƽدارا ــ و تنهــا ه بــودvanBپ ي  هــر دو ژن ƽ داراهي ســوکي

vanA و vanB رسـد   يبـه نظـر م ـ      .ور همزمان بوده اسـت    ـطه   ب 

 ƽه هـا ي، سـو  را دارنـد vanB و vanA که هـر دو ژن    ييزوله ها يا

 بـوده   مقاومـت ƽها  از ژنيکي ƽ هستند که از ابتدا دارا يواسط حد

 بـه   افت کرده و  ي در ƽه ها ي سو ريساگر را از  ي ژن د  ƽحاود  يو پلاسم 

 .)۲۳و۲۲( خـود را از دسـت داده انـد        ه  ي ـد اول يمرور زمـان، پلاسـم    

ــ ــضيررسـب ـــ ح ــمـور ه  در MDa ۶۰ وMDa ۲۴د ير دو پلاس

 و ƽ vanAهـا   ژنƽب حـاو ي ـ که بـه ترت   حد واسط،    ƽه ها ـيوـس

vanB   اـا روش ساترن بلات و پروب ه ـ      ـ  هستند بƽ  ياصـ اختـص 

ن يبنـابرا ). ۲۲(ن ادعا اسـت   ي برا ƽدييأ ، ت  vanB و   ƽ vanAها ژن

 وعـيــشو هــا ه ي ســويپي ژنــوت-يپير فنــوتييــه هــا در تغزولــيان يــا

 ـپ جد ي ـ با ژنوت  يي ها انتروکوک ثر ؤار م ـ ي بـس  مارسـتان هـا     ي در ب  دي

  .)۲۳و۲۲و۲۱ (هستند

 نـسبت بـه     ي مـورد بررس ـ   ƽه ها ي بدست آمده در سو    ƽمقاومت بالا 

ــ ــوتي بيآنت ــاي ــساسي ســƽک ه ــتروماي، ار)۱۰۰(% نيپرو فلوک ن يسي

 يج حاصل از مطالعات قبل  يبا نتا ) ۱۲/۷۸(%ن  يسيو جنتاما ) ۸۷/۹۶(%

 ـ تـا حـدود ز  يني بـال ƽ نمونه هـا  ƽبر رو   اـتنه ـ . مطابقـت دارد ƽادي

 ـ اومتـدر مق ) ۴۰%در حدود   ( يش قابل توجه  يافزا ن يه تتراسـاکل  ـ ب

 ـ مورد مطالعه در ا    ƽدر نمونه ها   بت بـه گذشـته در      ق، نـس  ي ـقن تح ي

  .)۱۲(  مشاهده شده استتهران

  :يريجه گينت

 يدر تمـام    دهد ي نشان م  نکهيعلاوه بر ا   ين بررس يج حاصل از ا   ينتا

 ينيش ب يد پ  مور ƽژن ها  vanB و ƽ vanAها پيه ها با فنوت   يجدا

 ـ يپي و ژنوت  يپي فنوت يهماهنگ ووجود داشته    ه هـا موجـود   ين سـو يب

 ـ  ني و آن ا    دهد ي را نشان م   ينکته مهم . است  يل تـوجه  ـکه تعداد قاب

 ـدر ا  شـده    ƽ جدا سـاز   ƽاز انتروکوک ها    ـي ا ۱۳ (ن مطالعـه  ي  ،)هـزول

  وvanA هـر دو ژن  ƽحـاو  هـستند کـه   يواسـط   حـد ƽه هايسو

vanB پ ي ـوع فنوتيبـا توجـه بـه ش ـ     .  بودندvanA هـا   در سـالƽ 

 انتروکـوک  ƽه هاي از سوƽ رسد که احتمالا تعداد    يگذشته، به نظر م   

ون بدسـت   يژوگاس ـق کن ي را از طر   vanB يد دستجات ژن  توانسته ان 
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 ـ vanAود از   ـپ خ ـ ـي ـوتـر ژن ـيياورند و در حال تغ    ـيب  vanBه  ـ ب

 ي انتروکـوک  ƽه هـا  يوسته سو يافته به مطالعه پ   ين  يد ا ييأت.  باشند يـم

 يياز آنجـا  . از دارد ي ـنده ن ي آ ƽها مارستان ها، در سال   يجدا شده از ب   

 و   بـوده  ني تواند دردسـرآفر   يد، م يک ژن مقاومت جد   يکه گسترش   

 ـ ƽها ماران در سال  ي ب يکيوتي ب ي آنت ياست درمان ي س ƽرو ر ي تـاث  ي آت

ت ي ـانتروکوک ها اهم   يکيژنت  و ي مقاومت ƽالگوگذار باشد، توجه به     

ه درک و دانـش مـا را در         ـ ک ـ ƽگـر ي د ƽاـه پژوهش دارد و    ƽاديز

ش ي افـزا   را ن مقاومت هـا   ي ا يکيت انتقال ژنت  يها و قابل   ورد روش ـم

  . باشندياز ميدهند مورد ن
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 مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران
  ۳۰‐۲۳ ، صفحات۱۳۸۷ بهار ۱ شماره ۲سال 

 های  يهسويله د شده بوسيهای تول لميوفيب  برينولوني کيها کيوتيب ياثر آنت

  يماران مبتلا به عفونت ادراري جدا شده از باستافيلوكوكوس اپيدرميديس

  ۱ه حاجي زرقانيغزال ،۳دون ملک زادهيفر ،ƽ۲محمدرضا صعود، ۱*ينو توکليم

  

  دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات) ۱

  دانشگاه الزهراگروه زيست شناسي، دانشكده علوم،  )۲

  دانشگاه تهرانگروه ميكروبيولوژƽ، پرديس علوم، دانشكده زيست شناسي، ) ۳

    minoo _Tavakkoli @ yahoo.com  ۰۹۱۲۶۷۸۴۷۸۴:     همراهدانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقاتمينو توكلي، : نويسنده رابط

  ۲۹/۳/۸۷ :تاريخ پذيرش مقاله       ۲/۲/۸۷: تاريخ دريافت مقاله

   :دهيچک

هاƽ مخاطي بدن انسان   به طور طبيعي بر روƽ پوست و غشاءاستافيلوكوكوس اپيدرميديس هاƽ باکترƽ سلول :فاهدا  وزمينه

توانايي تشکيل بيوفيلم نقش . باشد مي) هاƽ بيمارستاني عفونت (nosocomialهاƽ  نتکند و نيز يکي از عوامل مهم عفو زندگي مي

هاƽ  هايي هستند که براƽ ساليان متمادƽ، براƽ درمان عفونت بيوتيک ها از دسته آنتي کينولون. مهمي در ويرولانس اين باکترƽ دارد

هاƽ ساکن ساختارهاƽ  با توجه به مقاومت برتر سلول. ده اند به کار برده شاستافيلوكوكوس اپيدرميديسادرارƽ ايجاد شده توسط 

هاƽ بومي مولد بيوفيلم  هاƽ پلانکتونيک، مطالعه مقاومت بالاƽ سويه ها در مقايسه با سلول بيوتيک بيوفيلمي نسبت به آنتي

   .  بررسي قرار گرفت هدف ايناستافيلوكوكوس اپيدرميديس

 بومي از بيماران مبتلا به عفونت ادرارƽ جدا شد و همچنـين             ستافيلوكوكوس اپيدرميديس ا ايزوله   ١٠در اين پژوهش،     :بررسيروش  

هـاƽ   ها بوسـيله آزمـايش   شناسايي ايزوله. به عنوان کنترل به کار رفت PTCC 1435 استافيلوکوکوس اپيدرميديسسويه استاندارد 

بيوتيـک کينولـوني     آنتي٣اƽ سنجش حساسيت باکترƽ عليه ه به دنبال آن آزمون. مورفولوژيک و بيوشيميايي مورد تاييد قرار گرفت 

 و تهيـه  )Kirby – Baure(گـذارƽ    بـه دو روش ديـسک  (NA) ناليديکسيک اسيد و(OFX)، افلوکساسين(CP) )سيپروفلوکساسين(

  .  انجام شد) Broth dilution test(غلظت در لوله 

 ۱۰هـا بـراƽ    ايـن آنتـي بيوتيـک    MIC    ( Minimum  Inhibitory  Concentration )ميانگين حداقل تـراکم  بازدارنـده   :ها يافته

و ناليديکـسيک اسـيد   lµ/gµ   ۵۳/۱۱، افلوکساسين  lµ/gµ  ۳۷۵/۷سيپروفلوکساسين  : ايزوله بدست آمده به اين صورت بدست آمد     

lµ/gµ   ۲/۲۵۹ .    توليد بيوفيلم در شرايط آزمايشگاهي طراحي شد و از اين ƽها، بيوفيلم به دست آمـد  ايزولهسپس مدلي تجربي برا .

 بيوتيک آنتيبيوفيلم افزايش مقاومت نسبت به اين مدل تجربي  .  ها  تعيين شد     ايزوله بيوتيک عليه شکل بيوفيلم      آنتي ٣ اين   MICسپس  

آنتي MIC ميانگين .  برابر در مقابل سيپروفلوکساسين۱۸ برابر افزايش مقاومت در برابر ناليديکسيک اسيد تا ۱۵از : ها را نشان داد

  lµ/gµ  ۴/۱۲۸ ، lµ/gµ ايزوله به ترتيب برابـر  ۱۰ليه شکل بيوفيلمع هاƽ سيپروفلوکساسين، افلوکساسين، ناليديکسيک اسيد بيوتيک

  .  بودlµ/gµ  ۴/۳۹۴۲  و  ۸/۱۷۷

هاƽ كينولوني مختلف در ساختار بيوفيلم نسبت به          بيوتيك   افزايش مقاومت در مقابل آنتي     استافيلوكوكوس اپيدرميديس   :گيري  نتيجه

هـاƽ مـشابه در ديگـر         بومي با نتايج حاصل از پـژوهش      سويه هاƽ    روƽ   برنتايج حاصل از اين پژوهش      . شكل پلانكتونيك نشان داد   

   .هاƽ ادرارƽ ناشي از بيوفيلم تاکيد دارد ها در درمان عفونت آنتي بيوتيکواني دارد و بر مصرف دوز کافي ا همخسويه ه

  نولوني، کƽ ادرارلم، عفونتيوفي، بسيديدرميلوکوکوس اپياستاف  باکترƽ:كليدواژه ها
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٢٤

  : مقدمه 

 شکل بوده که ي گرم مثبت و کرويها يها باکتر وسلوکوکياستاف

ن يا). a-۱شكل (رند ي گي قرار ميمظ نامنيشه هابه صورت خو

ت ي فعاليافته و داراير ي کشت تکثيط هايها در مح يباکتر

ر کرده و يها را تخم دراتيکربوه،  هستنديدي شديکيولـمتاب

    . کنند يد ميتول ) ييطلا( تا زرد پررنگ دي به رنگ سفييها گمانيپ

 گونه عمده آن ۳. د  گونه را در بردار۳۲لوکوک حداقل يجنس استاف

رئوس لوکوکوس اويت دارند شامل استافي اهميکه در پزشک

)s.aureus(  ،سيديدرميلوکوکوس اپياستاف )S.epidermidis(  

 ي م)S.saprophyticus( کوسيتيلوکوکوس ساپروفياستافو 

  .) ۱(باشند 

ولي  باشد ي پوست ميعي جزء فلور طبسيديدرميلوکوکوس اپياستاف

 .)۲( ب ايجاد عفونت هايي مي شودب بيوفيلم سگاهي با تشكيل

ا، آنتي بادي ها و ـه اكتري را در برابر آنتي بيوتيكـوفيلم، بـبي

 کواگولاز  اين باكتري.)۴و۳(  مقاوم مي كندهاي فاگوسيتر سلول

 .)۵( باشند ي ميتول منفي مان و، ترهالوزي منفDNase ،د نکردهيتول

 را يعات چرکي ضايه اما گاهد کردي به ندرت چرک تولين باکتريا

 يها يماريا بيا قلب و عروق ي ي ارتوپديبعد از اعمال جراح

ن يهمچن.  کنديجاد مي ايمني ايي را در افراد مبتلا به نارسايگريد

 که از سوند  مي شوديجاد عفونت در افرادي باعث اين باکتريا

 سيديدرميلوکوکوس اپياستاف) ۶و۲و۱( کنند ي استفاده ميادرار

 جدا شده مسبب يياـي باکترياـه هـن گونين و فراوان تريهمترم

. )۸و۷( است nosocomial)(  خون بيمارستانيياـه ونتـعف

سم ها يکروارگاني هستند که توسط مييايميها مواد ش کيوتي بيآنت

وقف ساخته ـا را متـسم هيکروارگانير مي شوند و رشد سايد ميتول

ولون ها از دسته ـنيک. ) ۹(رند ـ بين مـيام آنها را از بـا سرانجـي

 جهت درمان يان متمادي سالي هستند که براييها کيوتي بيآنت

 محل اثر .)۹(  شوندي بکار برده ميرارتگاه اد دسيعفونت ها

 و  باشدي مIVزومراز ي و توپواDNA gyraseم ينولون ها، آنزيک

 ند شوي ميراز باعث مهار همانند سازي جDNAنولون ها با مهار يک

ها در برابر س لوکوکويل مقاومت استافي از دلايکي .)۱۲و۱۱و۱۰(

همه  (grlA و gyrA يها ه ژنـون ها، جهش در منطقـولـنيک

 و ئوساورلوکوکوس ياستاف (grlBو  gyrB يها و ژن) ه هايسو

لوکوکوس ياستاف .)۱۳(  باشديم) سيديدرميلوکوکوس اپياستاف

 کند که باعث يد ميول تيد خارج سلولي ساکاري پلسيديدرمياپ

ن ي ايجاد عفونت هايلم در ايوفين بيا  شود ويملم يوفيل بيتشک

لم نه تنها يوفـيب .)۱۵و۱۴( باشدمي  موثرار ـي بسيرـباکت

 محافظت يمار بهداشتيل دهنده آن را از تي تشکيسم هايکروارگانيم

  ).۱۶(  استيکي مبادله مواد ژنتي براي کند بلکه محليم

 در حالت بيوفيلم استافيلوكوكوس اپيدرميديس نکهبا توجه به اي

ها نسبت به حالت  بيوتيک داراي مقاومت بيشتري در مقابل آنتي

 MIC) Minimum Inhibitoryباشد، بررسي  پلانکتونيک مي

Concentration(هاي کينولون  بيوتيک  آنتي) ،سيپروفلوکساسين

رمان کننده هاي د بيوتيک آنتي) (افلوکساسين و ناليديکسيک اسيد

عليه حالت پلانکتونيک و همچنين ) عفونت ادراري استافيلوکوکي

 و دوز مؤثر MICحالت بيوفيلم اين باکتري بررسي شد تا بتوان 

هاي بومي اين باکتري  ها را براي از بين بردن سويه بيوتيک اين آنتي

هدف از انجام اين پژوهش علاوه . در شکل بيوفيلم به دست آورد

معرفي دوز موثر آنتي بيوتيک هاي کينولوني، هشدار بر کمک به 

ديگري در زمينه افزايش مقاومت آنتي بيوتيکي در ميان سويه هاي 

 بوده استافيلوكوكوس اپيدرميديسبيماريزاي فرصت طلب باکتري 

اين هشدار از يک سويه بايد در تعيين دوز موثر دارو مورد . است

ارگيري روش هاي موثر توجه قرار گيرد و از سويه ديگر بر بک

بهداشتي به منظور پيشگيري از رخداد آلودگي به هنگام اعمال 

  .جراحي و يا انواع ديگر مواجهه با بيماران تاکيد  مي نمايد

  :ها  مواد و روش

 از سيديدرميلوکوکوس اپياستافه ي سو۱۰ق ين تحقيدر ا: ه نمونهيته

ه استاندارد يون سي جدا شد وهمچنيماران مبتلا به عفونت ادراريب

 از سازمان پژوهش  PTCC 1435 سيديدرمي اپلوکوکوسياستاف

  . ه شديران تهي اي و صنعتي علميها

ن به يافلوکساس ن ويپروفلوکساسيک سيوتي بيآنت: کيوتي بيه آنتيته

ک يوتي بيد و آنتيه گردي رازک تهيصورت پودر از شرکت داروساز

  . ه شديبرز دارو تهد به صورت پودر از شرکت اليک اسيکسيدينال

 خنک، دور از نور و در مجاورت يه در جاين پودرها پس از تهيا

  . شدنديکاژل نگهداريليجاذب رطوبت س

در : کيوتي بي نسبت به آنتƽت باکتري سنجش حساسƽها آزمون

  .  روش استفاده شد۲ق از ين تحقيا

 )ƽ )Kirby –Bauer –Disk Methodسک گذاريروش د

ل که يک لوله استرين روش ، در يدر ا: ن آگارنتويط مولر هيدر مح

 ) براثنتون يمولر ه (MHBط کشت يتر  محي ليلي م۲-۳ يحاو

 مورد نظر ي باکتر ساعته۲۴ ي هايک لوپ از کلني، بود

گردد ، به منظور استاندارد کنواخت يکر شد تا ي و شسوسپانسيون

 ۵/۰ ه شده با لوله شمارهي تهيکروبيون مي سوسپانسورتدک ،نمودن

 کدورت بر مک فارلند برا۵/۰کدورت لوله .  شدتنظيمارلند فک م
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سپس با کمک .  باشدي سلول م۵/۱× ۱۰۸  يبيتعداد تقر

 يبر روه شده برداشت شد و يون تهيل از سوسپانسي استربسوآ

بصورت متراکم کشت داده شد ) نتون آگاريمولر ه (MHAط يمح

ت فاصله يط با رعاي محي بر رو ي آنتي بيوتيكيها سکيسپس د

 درجه ۳۷ يما دت ها دريگر گذاشته شد سپس پليکديها از  سکيد

ن يبعد از ا.  شدندگرما گذاري  ساعت۱۸-۲۴سانتي گراد به مدت 

  .)۱۷(  شديري عدم رشد با خط کش اندازه گلهها مدت زمان قطر

 Broth dilution( قت در لولهره ي به روش تهMICن ييتع

test(: ن يي تعيابرMICت قره يها از روش ته کيوتي بين آنتي ا

 در اين روش .)۱۸( استفاده شد)Broth dilution test( در لوله

 stock لوله استفاده شد و سري رقت آنتي بيوتيكي از محلول ۱۸از 

در ( ميكرو گرم در ميلي ليتر تهيه شد ۲۰۴۸ بيوتيك با غلظت يآنت

سپس به هر ) بيوتيك وجود داشت ميلي ليتر محلول آنتي ۱هر لوله 

ml ميلي ليتر از سوسپانسيون باكتري با كدورت ۱لوله 
CFU۱۰۵ كه 

سپس لوله ها به .  تهيه شده بود اضافه گرديدMHBدر محيط 

نتايج پس از .  قرار داده شدند oC ۳۷ ساعت در انكوباتور۲۴مدت 

ه رقت كه شفاف اولين لول.  ساعت مورد بررسي قرار گرفت۲۴

  . در نظر گرفته شدMICمانده بود به عنوان 

 به طول ي از سوند ادراريلم از قطعاتيوفيد بي توليبرا: لميوفيد بيتول

کل ياژ ني آليم هاي متر از جنس لاتکس استفاده شد و از سي سانت۱

 در ي باکتريو کروم به عنوان داربست استفاده شد و مجاور ساز

 cc۹۰ ي حاوcc۲۵۰چ دار ي در پي هاسطح بستر درون فلاسک

ن يدر ا. ط مختلف صورت گرفتي شرا۱۸ط کشت براث در يمح

ه يلم، سويوفيد بينه توليط بهي بدست آوردن شرايپژوهش برا

ط ي مح۲ط ي تحت شراPTCC 1435 سيديدرميلوکوکوس اپياستاف

نتون يمولر هو  Trypton soy broth (TSB)کشت مختلف 

کر دار با يکر، شيبدون ش oC ۳۷باتور  و در انکو)MHB(براث 

 يها  مدت زماني و طrpm۱۸۰کردار با دور ي و شrpm۱۲۰دور 

ح يلم قرار گرفت مقدار تلقيوفيد بي تولي ساعت برا۷۲ و ۴۸ ، ۲۴

 در يون باکتري سوسپانسml۱۰ط ذکر شده ، ي در همه شرايباکتر

 در ۱۰۷  يبي با کدورت تقرTSBا ي MHBط کشت يمح

ب ين ترتيبه ا.  بودTSBا ي MHBط کشت ي محcc ۹۰ يفلاسک حاو

 با کدورت يون باکتري سوسپانسcc ۱۰۰ يهر فانل حاو

 ۴۸ ، ۲۴ يها پس از گذشت مدت زمان.  شد۱۰۶ يبيتقر

 توسط ي سوند ادراريلم بر رويوفيل بي ساعت ، وجود و تشک۷۲ و

ط ي محيکشت بررو سوند و ي روش برداشت نمونه از رو۲

MHB ا يTSBک ي فنول سولفوريتومترفرو آگار و روش اسپکت

  . ده شديد سنجياس

 مدت زمان ين روش بعد از طيدر ا: روش برداشت نمونه از سوند

رون آورده يل بيک پنس استريمورد نظر، سوند از فلاسک توسط 

 يها يجهت شسته شدن باکتر(ل يشد وتوسط آب مقطر استر

ل ي استرب بار شستشو داده شد سپس توسط سوا۳ )کيپلانکتون

شد،  ب سوند محکم اسکرايل رويمرطوب شده با آب مقطر استر

  MHAط ي محي حاويت هاي پلي بر روبن سوايسپس توسط ا

ت ها ي ساعت که پل۲۴صورت گرفت، بعد از  آگار کشت TSBا ي

.  قرار گرفتنديقرار داده شدند، مورد بررس oC ۳۷در انکوباتور 

 ساعت نشان دهنده وجود ۲۴ط آگار پس از ي محيد بر رورش

  .  بودي سوند ادراريلم بر رويوفيب

ن يت ايحساس: ديک اسي فنول سولفورƽوفتومتررروش اسپکت

  .  باشد ي م۲۰۰  گلوکز در ۱- ۶۰ روش 

د ي  و اس)(فنول : ن روش شامل ي موجود در ايها معرف

 ي، پلسيديدرميلوکوکوس اپياستاف .باشد يظ ميک غليسولفور

د باعث بهم ي ساکارين پلي کند که ايد مي توليد خارج سلوليساکار

پس از .  شوديم مليوفيد بيگر و توليکديها به  ياکتردن بيچسب

 ي طراحيلم در مدل تجربيوفيد بي تولي لازم برايها مدت زمان

 بار شستشو ۳ده و پس از شده، سوندها از فلاسک ها خارج ش

ل منتقل شدند ي استريک درون لوله ايل هر يتوسط آب مقطر استر

ک از لوله ها اضافه شد و يل به هر ي آب مقطر استر۲۰۰مقدار 

قه ي دق۱۰ه مدت ـه اضافه شد و بـه هر لولـب% ۵ فنول ۲۰۰ 

 ۳۰شت مدت زمان د و گذيک شديبعد از ش نمونه ها رها شدند و

توسط دستگاه  ها، جاد شده در محلوليقه جذب رنگ زرد ايدق

ن رنگ زرد يا.  خوانده شدnm۴۹۰وفتومتر در طول موج راسپکت

ن يدن مقدار گلوکز اي سنجيبرا. لم استيوفيل بينشان دهنده تشک

کروگرم ي م۱-۱۰۰جذب ها، نمودار استاندارد گلوکز بر اساس 

لم نمونه ها يوفيل بيو مقدار تشک. ه شدي تهتريکرولي م۲۰۰گلوکز در 

ط يمشخص شد که شرا ج بدست آمده،يبا توجه به نتا .بدست آمد

 شده ما به صورت ي طراحيلم در مدل تجربيوفيد بينه توليبه

ن وبد ،oC ۳۷ در انکوباتور گرما گذاريو  TSBط ياستفاده از مح

ست پس از بد.  باشدي ساعت م۷۲ مدت زمان ي برا شدن،کيش

 تحت يماستانيه بي سو۱۰ تعداد ،لم يوفيد بينه توليط بهيآوردن شرا

  . لم کردنديوفيد بينه قرار گرفتند و توليط بهين شرايا

: هايلم باکتريوفي بƽ بر روƽنولوي ک هاƽکيوتي بي آنتMICن ييتع

ک ي شکل پلانکتوندرتک يوي بي آنتMIC ين مرحله غلظت هايدر ا
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ل شده بر ي تشکيلم هايوفي ب بر روي،MIC غلظت بالاتر از ۱۰و 

 ۱۱ ه،ي هر سوين روش برايدر ا. ش شدي آزماي سوند ادراريرو

لم يوفيد بي متر برداشته وتولي سانت۵/۱ با طول يقطعه سوند ادرار

چ دار برداشته ي در پك فلاس۱۱سپس . نه انجام شديط بهيتحت شرا

سک  که هر فلايه شد به صورتي تهيکيوتي بي رقت آنتيشد سر

ط يتر محي ليلي م۲۰ک و يوتي بيتر محلول آنتي ليلي م۲۰ يحاو

در هر فلاسک  يکيوتي بينتون براث بود و غلظت آنتيمولر هکشت 

 غلظت ي حاون فلاسکيآخر.  بودينصف غلظت فلاسک قبل

MICسپس هر .  بوديک باکتري شکل پلانکتونيک برايوتي بي آنت

 يها يسته شدن باکتر شي بار شستشو برا۳قطعه از سوند پس از 

 ساعت در ۲۴ک فلاسک منتقل شد و به مدت يک به يپلانکتون

 ي فلاسکاولين ساعت، ۲۴پس از .  شدندينگهدار oC ۳۷انکوباتور 

ن سوند موجود در آن پس از ي مانده بود و همچنيکه شفاف باق

ط آگار رشد ي محيل وکشت بر روي استرب کردن با سواباسکرا

لازم به ذکر است که کدورت . دين گردييتع MIC عنوان نکرد، به

 يلم در برابر آنتيوفيجاد شده در فلاسک ها به علت مقاومت بيا

ط براث يلم و رشد در محيوفي از بييها ک و کنده شدن قسمتيوتيب

  .  باشديم

  :يافته ها

: نولوني کƽها کيوتي بيه ها نسبت به آنتيت سوين حساسييتع

ه عدم رشد مشخص شد لها  قطريري با اندازه گ ساعت۲۴بعد از 

نسبت به ن يروفلوکساسپي به سيشتريت بيه ها حساسيکه سو

ت به ن نسبي به افلوکساسيشتريت بين و حساسيافلوکساس

ه ها نسبت به ير سوـ اکث.د نشان دادندـيک اسـيکسيدينال

 يمارستاني بيه هاـين سويهمچن. اوم بودندـد مقـيک اسـيکسيدينال

 ي، نسبت به آنت PTCC 1435ه استاندارد ـي سواـايسه بـدر مق

  ).۱جدول( ها مقاوم تر بودند کيوتيب

 ساعت، ۲۴بعد از : نولوني کƽها کيوتي بي آنتMICن ييتع

 در نظر MIC مانده بود به عنوان ي که شفاف باقين لوله ايآخر

 PTCC 1435ه ي سويها برا کيوتي بين آنتي اMIC. گرفته شد

قت ر با ۱۵ن، لوله شماره يپروفلوکساسيک سيوتي بي آنتيبرا: برابر

 قت ر با ۱۴ن، لوله شماره يلوکساسف اي برا،۰۶۲۵/۰ 

 ۳۲ قت ر با ۶د لوله شماره يک اسيکسيدي نالي و برا۱۲۵/۰

 ذکر شده است که ۲ در جدول يمارستاني بيه هاي سوMIC. بود

ه استاندارد يه ها نسبت به سوين سوين انشان دهنده مقاوم تر بود

PTCC 1435 بود .  

لم در يوفيد بي تولي که برايط مختلفيبا توجه به شرا: لميوفيد بيتول

نسبت به  TSBط ي در محينظر گرفته شد، مشخص شد که باکتر

 شامل TSBط ي مح. کنديد مي توليشتريلم بيوفي، بMHBط يمح

 يم ميد سدي، گلوکز و کلرsoy mealن، پپتون از يکازئ پپتون از

ز شده و يدورلين هيشامل عصاره گوشت، کازئ MHBط يمح. باشد

ط ي با استفاده از گلوکز موجود در محي پس باکتر.نشاسته است

TSBن يهمچن. کند يد مي توليشتري بيد خارج سلوليار ساکي ، پل

د ي قادر به توليک شدن، باکتريشتر و عدم شيبا گذشت مدت زمان ب

ه استاندارد يلم توسط سويوفيد بيمقدار تول.  باشدي ميشتريم بليوفيب

PTCC 1435 ن مقدار يهمچن  و۳ط مختلف در جدول يدر شرا

 در يمارستاني بيه هاينه توسط سويط بهيلم تحت شرايوفيد بيتول

  .  ذکر شده است۴جدول 

لم يوفي شکل بعليه  ينولوني کƽها کيوتي بي آنتMIC عيينت

ها  کيوتي بي آنتMIC ساعت مشخص شد که ۲۴بعد از : ƽباکتر

 سيديدرميلوکوکوس اپياستاف يه هايلم سويوفـي شکل بيبر رو

ن ي اMICشتر نسبت به ي بيا حتي برابر و ۱۵-۱۸ مورد آزمايش

 يه هايک سوي شکل پلانکتونعليها ـه کيوتـي بيآنت

لم در يوفـيه ها در شکل بـي و سوبود سيديدرميلوکوکوس اپياستاف

  .)۴جدول ( ادند دي نشان ميشتريها، مقاومت ب کيوتي بي آنتمقابل

  

  

   آنتي بيوگرام نمونه ها به روش ديسک ديفيوژن:۱جدول 

 )Kirby –Baure(   
 ناليديکسيک اسيد افلوکساسين سيپروفلوکساسين سويه ها

PTCC 
1435 

mm ۲۵      S mm ۲۰      S mm ۱۲        * 

 *        mm ۲۱      S mm ۱۷      S mm ۱۰ ۱سويه  

 *        mm ۲۳      S mm ۱۹      S mm ۱۲ ۲سويه  

 Rعدم هاله       mm ۱۷      S mm ۱۴      S ۳سويه  

      mm ۲۰      S mm ۱۷      S mm ۹ ۴سويه  

*   

 Rعدم هاله       mm ۱۸      S mm ۱۴      S ۵سويه  

    *        mm ۱۷      S mm ۱۵      S mm ۱۱ ۶سويه  

 Rعدم هاله       mm ۱۹      S mm ۱۶      S ۷سويه  

 Rعدم هاله       mm ۱۶      S mm ۱۴      S ۸سويه  

 Rعدم هاله       mm ۱۴      S mm ۱۳      S ۹سويه  

 *        mm ۲۲      S mm ۱۸      S mm ۱۰  ۱۰سويه 

S:       نيمه حساس: *حساس    R :مقاوم  
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  )Broth dilution test(ها عليه  شکل پلانکتونيک سويه ها به روش تهيه رقت در لوله   آنتي بيوتيکMIC :۲جدول 

 ديک اسيکسيدينال نيافلوکساس نيپروفلوکساسيس سويه ها
PTCC 1435 ۰۶۲۵/۰ ۱۲۵/۰ ۳۲ 

 ۶۴ ۲۵/۰ ۵/۰ ۱ه  سوي

 ۳۲ ۱۲۵/۰ ۲۵/۰ ۲ه سوي

 ۱۲۸ ۱۶ ۸ ۳ه سوي

 ۱۲۸ ۲ ۵/۰ ۴ه سوي

 ۲۵۶ ۸ ۴ ۵ه سوي

 ۶۴ ۱۶ ۸ ۶ه سوي

 ۵۱۲ ۸ ۴ ۷ه سوي

 ۲۵۶ ۳۲ ۱۶ ۸ه سوي

 ۱۰۲۴ ۳۲ ۳۲ ۹ه  سوي

 ۱۲۸ ۱ ۵/۰ ۱۰ سويه

  

  

  

  

 تاندار  بر اساس نمودار اسPTCCدر شرايط مختلف از سويه ) تشکيل بيوفيلم( مقدار تشكيل پلي ساكاريد نمونه ها :۳ جدول

  

 محيط كشت
شيكر با دور  بدون شيكر

rpm۱۲۰ 
شيكر با دور 

rpm۱۸۰ 
 (h)زمان

۷۲/۵۳ ۸۴/۴۷ ۱۱/۳۹ h۲۴ 

۴۹/۷۰ ۸۲/۶۳ ۹۰/۵۹ h۴۸ TSB 
۳۷/۹۱ ۹۲/۶۸ ۴۱/۴۹ h۷۲ 

۶۶/۱ ۱۷/۱ ۹۸/۰  h۲۴ 

۳۳/۳۳ ۵۶/۲۱ ۹۴/۱۷ h۴۸ MHB 
۵۸/۶۰ ۵۳/۴۳ ۴۱/۳۴ h۷۲ 
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   ها به روش تهيه رقتهاي كينولوني بر روي شکل بيوفيلم سويه آنتي بيوتيک MICلم سويه ها تحت شرايط بهينه و  مقدار توليد بيوفي:۴جدول 

MIC آنتي بيوتيکهاي كينولوني بر روي شکل بيوفيلم سويه ها به روش

  . هيه رقتت
  سويه ها

ل يپلي ساكاريد تشکتوليد مقدار

بر تحت شرايط بهينه لم يوفيدهنده ب

  استانداردياساس منحن

  
 نيپروفلوکساسيس

 

  نيافلوکساس

 

  ديک اسيکسيدينال

 
PTCC 1435 ۳۷/۹۱ ۱ ۲ ۵۱۲ 

 ۲۰۴۸ ۸ ۸ ۲۵/۸۷ ۱  سويه

 ۵۱۲ ۲ ۸ ۷۲/۷۸ ۲ سويه

 ۲۰۴۸ ۲۵۶ ۲۵۶ ۲۹/۹۰ ۳ سويه

 ۲۰۴۸ ۳۲ ۱۶ ۲۱/۶۹ ۴ سويه

 ۲۰۴۸ ۶۴ ۶۴ ۳۳/۸۸ ۵ سويه

 ۱۰۲۴ ۲۵۶ ۱۲۸ ۷۲/۷۸ ۶ سويه

 ۸۱۹۲ ۱۲۸ ۳۲ ۹۶/۸۶ ۷ سويه

 ۴۰۹۶ ۵۱۲ ۲۵۶ ۹۰ ۸ سويه

 ۱۶۳۸۴ ۵۱۲ ۵۱۲ ۱۵/۹۲ ۹  سويه

 ۱۰۲۴ ۸ ۴ ۸۰/۶۴ ۱۰ سويه

   ساعت۷۲ و مدت زمان c۳۷ ، انكوباتور TSBاستفاده از محيط : شرايط بهينه 

  

  :بحث

در  يديساستافيلوكوكوس اپيدرم باکتريايي لميوفيت بيه اهمبا توجه ب

، عفونت در ي ادراريها ل عفونتي از قبي عفونيها يماريجاد بيا

خون بيمارستاني  يها ، عفونتي قلب مصنوعيچه هايدر

)nosocomial(يها کيوتي بي اثر آنتين پژوهش بررسي، در ا 

 با MICن يسه اي و مقاين باکتريلم ايوفي شکل بينولون بر رويک

MICين باکتريک اي شکل پلانکتونيها بر رو کيوتي بين آنتي ا 

لم از يوفيد بينه توليط بهين شرايو همچن. رار گرفت قيمورد بررس

ن مطالعه ، از يدر ا.  شدي بررسيشگاهيط آزماي در شراين باکتريا

ا عدم ين مدت زمان و وجود ي و همچنTSBا ي MHBط يدو مح

  .  شديلم بررسيوفيد بي تولي براينگکي شوجود

 انجام ۱۹۹۲ و همکاران در سال Hussain M که يپژوهش در

) هوا(د اثرات متفاوت شرايط محيطي شامل تراکم گاز اکسيژن دادن

دي اکسيد کربن و ترکيب کشت بر توليد بيوفيلم را بررسي  و

 جدا) يخارج ديساکاري پل (مقدار لعاب نشان داد که نتايج. کردند

 در شده داده  کشتاستافيلوكوكوس اپيدرميديس هيسو ک ياز شده

 حضور در  )HHW( معينيي ايميش  سنتزي با ترکيبطيمح کي

 و HHW لعاب در هر دو محيط  نسبت به  مقدار توليد اينهوا

 در )SDF) Synthetic dialysis fluidمحيط سنتزي دياليزي  

 سطح ک يوجود .بودناچيز  CO2  %5 به همراه  هوا حضور

 TSB طيمح در کشتي ط در  CO2ي کيولوژيزيف

(Tryptonsoy broth)، توليد . کردي ريجلوگل لعاب يتشک از

ع ي ماو TSB در اما شد داده حيترج HHW و SDF  در بيوفيلم

 هوا کهي قت  و(Peritoneal dialysis fluid) ز شده صفاقيياليد

  .) ۱۶( شد فيضع شد، استفاده CO2  5% با

سودوموناس پ يلم از باکتريوفيد بي توليگر براي ديدر پژوهش

   .)۱۹( استفاده شدTSBط کشت ياز مح نوزايروجئآ

 نسبت به کشته يلم به طور ضروريوفيک بيها در  ت سلولياکثر

ک ي با يستند و وقتيک مقاوم ني پلانکتونيها شدن نسبت به سلول

 با رشد آهسته را بکشد يها  تواند سلوليک کشنده که ميوتي بيآنت

 کننده، يداري پاياه رند، سلولمي يع ميمار شوند، به طور سريت

ک که رشد آنها يوتي بيک آنتيله حضور ي و بوسمانند ي ميزنده باق

  .) ۲۱و۲۰( مانندي مي کند ، باقيرا مهار م
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 يها يترگر نشان داده شده که مقاومت باکيدر مطالعه د

 در سيديدرميلوکوکوس اپيفاستا  ورئوساووکوس ـليافـاست

لم يوفيه مقاومت آنها در بـسخته نسبت بي درهم گيلم هاـيوفـيب

در . ها برابر است کيوتي بيآنتMIC  يها تظم در غلـ ساليها

سخته به ي درهم گيلم هايوفي ها در بي بالاتر، باکتريها تـغلظ

لم سالم يوفي که در بيي نسبت به آنهايطور قابل توجه مقاومت کمتر

 يها اما نسبت به سلول )P<0/001( هستند نشان دادند

 نشان  Quinupristin/dalfopristin. ک مقاوم تر بودنديپلانکتون

 درهم يلم هايوفي بيها ت در مقابل سلولين فعاليدادند که بهتر

 ۵۰۰ن در يسي است و وانکوماMICS ي بالايها سخته در غلظتيگ

  دريشتريت بي فعالي ، به طور قابل توجه دارا ۱۰۰۰و 

ن يليس ين و حساس به متيليس ي مقاوم به متيلم هايوفيمقابل ب

  .)۲۲(  بودسيديدرميلوکوکوس اپياستاف و  آرئوسلوکوکوسياستاف

  :گيري نتيجه

بيوتيک ها را  مدل تجربي بيوفيلم، افزايش مقاومت نسبت به اين آنتي

 برابر افزايش ۱۸ برابر در مقابل ناليديکسيک اسيد تا ۱۵از : نشان داد

بازدارنده   تراکم حداقلميانگين . در برابر سپروفلوکساسينمقاومت 

(Minimum  Inhibitory  Concentration ) MIC اين  

 ايزوله بدست آمده به اين صورت بدست ۱۰ها براي  آنتي بيوتيک

، براي lµ/gµ ۳۷۵/۷براي آنتي بيوتيک سيپروفلوکساسين  : آمد

  lµ/gµ و براي ناليديکسيک اسيد lµ/gµ ۵۳/۱۱افلوکساسين  

آنتي بيوتيکهاي سيپروفلوکساسين،  MIC ميانگين .  ۲/۲۵۹

 ايزوله به ۱۰عليه شکل بيوفيلم   افلوکساسين و ناليديکسيک اسيد 

 lµ/gµ ۴/۳۹۴۲ و lµ/gµ ۴/۱۲۸ ، lµ/gµ ۸/۱۷۷ترتيب برابر 

  . بود

همچنين شرايط بهينه توليد بيوفيلم از اين باکتري در شرايط 

در محيط  استافيلوکوکوس اپيدرميديس. آزمايشگاهي بررسي شد

TSB قادر به توليد بيوفيلم بيشتري نسبت به محيط ،MHBبود  .

بعلاوه اين باکتري در مدت زمان بيشتر و همچنين در انکوباتور 

، بيوفيلم بيشتري توليد کرد و هر )در حالت سکون(بدون شيکر 

 rpm نسبت به rpm۱۸۰(چقدر که مقدار دور شيکر بالاتر بود 

  .ي به دست آمد، مقدار بيوفيلم کمتر)۱۲۰
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  ۲۹/۳/۸۷:       تاريخ پذيرش مقاله۱۴/۲/۸۷: تاريخ دريافت مقاله

  :چکيده 

نوکارسـينوماƽ معـده بـه شـمار     هليکوباکتر پيلورƽ عامل التهاب معده و زخم هاƽ گوارشي و عامل  خطر  ايجاد آد          : زمينه و اهداف  

 يکي از مهمترين شاخص هاƽ بيماريزايي اين باکترƽ مـي باشـد کـه بـه دليـل تنـوع       )A) cagAژن وابسته به سيتوتوکسين  .مي آيد

ژن مـذکور در  هـدف از ايـن مطالعـه بررسـي فراوانـي           . ژنتيکي در نواحي جغرافيايي مختلف از اهميت خاصي برخوردار مـي باشـد            

 .راختلالات گوارشي و ارزيابي  آن به منظور غربالگرƽ بيماران در معرض خطر بالا مي باشدبيماران دچا

 بيمار دچار اختلالات گوارشي مراجعـه کننـده بـه بخـش اندوسـکوپي بيمارسـتان اميـر اعلـم يـا                       ۱۸۰در اين مطالعه    : روش بررسی 

 بيمـار دچـار سـوء    ۸۱ه هليکوباکتر پيلورƽ از آنها جدا شـد،      بيمارƽ ک  ۱۲۰از ميان     . انستيستو کانسر شهر تهران وارد مطالعه شدند      

پـس از کـشت، جداسـازƽ بـاکترƽ و     .  بيمار مبـتلا بـه سـرطان معـده بودنـد     ۲۲ بيمار دچار زخم گوارشي و    ۱۷هاضمه بدون زخم،    

 تحليـل آمـارƽ بـا    تجزيه و.  انجام شد PCRاستخراج ژنوم جستجوƽ ناحيه حفاظت شده ژن وابسته به سيتوتوکسين  با استفاده از

  .   استفاده از آزمون مجذور کاƽ انجام شد

%) ۲/۸۴( سـويه    ۱۰۱ سويه مورد بررسي،     ۱۲۰از ميان   .  بيمار مورد بررسي جدا شد     ۱۸۰از    سويه هليکوباکتر پيلورƽ   ۱۲۰: يافته ها 

cagA   ۸/۱۵( سويه باقيمانده ۱۹ مثبت بودند و (%cagAتمام  بيماران دچار سرط.  منفي بودند  ƽان معده سويه هـاcagA   مثبـت را

حمل مي کردند و وجود اين ژن با سرطان معده  در مقايسه با بيماران دچار سوء هاضمه بدون زخم، ارتبـاط معنـي دارƽ را نـشان                     

  . در عين حال با ساير اشکال باليني اختلاف معني دارƽ مشاهده نشد. داد

 بـه تنهـايي    cagAدر بيماران داراƽ علايم باليني متفاوت ، بررسي حضور ژن  cagAبه دليل پراکندگي يکنواخت ژن  :نتيجه گيری 

  . نمي تواند به عنوان شاخص تعيين کننده براƽ يک پيامد  باليني ناشي از عفونت هليکوباکتر پيلورƽ باشد

   ، سرطان معده، زخم گوارشي Aژن وابسته به سيتوتوکسين : کليد واژه ها 

 



٣٢  ...ختلالات گوارشي باا(cagA)ژن وابسته به سيتوتوکسين ارزيابي ارتباط /      

  : مقدمه

کند رشد  ، ميکروآئروفيل وي گرم منفƽ باکترƽپيلورهليکوباکتر 

است که عامل اتيولوژيک گاستريت مزمن و فاکتور خطر موثر در 

 ƽ نظير زخم معده و دوازدهه و آدنوکارسينوماي هايƽايجاد بيمار

 ƽپيلور هليکوباکتر از جمعيت جهان به يبيش از نيم.  باشديمعده م

 در ƽليکوباکتر پيلوره يودگـوع آلـشي  و باشنديوده مـآل

% ۸۰ که بيش از ƽطوره  است بتر در حال توسعه بالاƽکشورها

 آلوده ƽهليکوباکتر پيلور در حال توسعه به ƽاـورهـجمعيت کش

  ).۱،۲( باشنديم

، ƽ باکتر ي بيماريزاي ƽمطالعات متعدد نشان داده است که شاخص ها       

 نقش  ي گوارش ƽها در ايجاد بيمارƽ   ي محيط عواملو  ک ميزبان   يژنت

 وابسته  ژن متعدد، مطالعه    ي بيماريزاي ƽشاخص ها از ميان    .)۳( دارند

 به دليل  A (cytotoxin-associated gene A)به سيتوتوکسين

و تداخل ک سو ياز  مختلف  ي جغرافياي يدر نواح  ي ژنتيک يناهمگون

  برخـوردار اسـت    ياهميت خاص   ديگر از  ƽ از سو  يدر چرخه سلول  

ويرولانس غير حفاظت شـده اسـت و در          فاکتور   cagAژن  . )۶-۴(

 کـه   ƽطوره   ب ، وجود دارد  ƽهليکوباکتر پيلور  ƽسويه ها % ۹۰تا   ۶۰

 ƽ هليکوباکتر پيلـور ƽسويه ها% ۹۰ها، بيش از   گزارشيبنا بر برخ

 ƽ کـشورها  ƽسويه هـا  % ۷۰ تا   ۶۰ و   ي آسياي ƽجدا شده از کشورها   

 ).۷،۸(مثبـت هـستند      cagA از نظـر ژن      ي شمال ƽ و آمريکا  ياروپاي

 قرار cag (cag PAI) يجزيره بيماريزاي از I در ناحيه cagAژن 

 cag.  باشـد ي مي شاخص جزيره بيماريزايƽ از ژن هاي و يکدارد

PAI    کيلوباز ۴۰ يک لوکوس ƽ      سـيتوزين   - است که درصد گوانين 

 انتقـال   يمتفاوت اسـت و ط ـ    %) ۳۹( ژنوم   يبا ديگر نواح  %) ۳۵(آن  

  منتقـل شـده اسـت      ƽهليکوباکتر پيلور  ƽ از سويه ها   ي به برخ  يافق

 ژن اين جزيره، سيـستم  ۶ ژن است که ƽ ۳۱ اين جزيره دارا  .)۹،۱۰(

 ميزبان و   -ƽ کنند و در تعامل باکتر     ي م ي نوع چهار را رمزده    يترشح

 ي سـطح ƽ از پروتئين هـا ي يک CagA.  نقش دارند  يروند بيماريزاي 

 ـ ين ـاست کـه از قـدرت ايم       ƽهليکوباکتر پيلور  يغشاء خارج   ي زاي

 تليال معـده    ي اپ ƽسلول ها ورود به   از  پس   برخوردار است و     يبالاي

 CagA؛ بنابراين پروتئين     شود يم سلول ميزبان     شدن يمنجر به دوک  

 تواند به طور مستقيم پس از ورود به سلول هـدف و تـداخل بـا           يم

 ƽ سـلول، عامـل افـزايش ويـرولانس بـاکتر     ي پيام رسان  ƽسيستم ها 

 ƽهليکوبـاکتر پيلـور    ƽ سويه ها  يجود آن در برخ   باشد و يا اينکه و    

 رسـد  يبه نظر م ـ. باشد  cag PAI يبيانگر وجود جزيره بيماريزاي

  ƽها که شدت بيمارƽ از هليکوباکتر پيلور   ي ناش ي گوارش ƽ   با وجود 

 ƽ در ارتباط باشـد و عفونـت بـا سـويه هـا             cag يجزيره بيماريزاي 

 مخـاط   يه، آتروف ـ  مثبت با زخم دوازده ـ    ƽ cagAهليکوباکتر پيلور 

 ديگـر  ƽاز سـو  ).۱۳-۱۱(داشته باشد  يمعده و سرطان معده همراه    

 ƽهليکوبـاکتر پيلـور   ƽ مطالعات نشان داده اند کـه سـويه هـا      يبرخ

cagA     مثبت با توان بيشترƽ     در مقايسه با سويه ها ƽ cagA يمنف ،

 ).۱۴،۱۵( نمايــد ي القــاء مــƽ AGSهــا آپوپتــوزيس را در ســلول

 در  ƽ يـک عامـل کليـد      cagA رسد حـضور ژن      ي م بنابراين به نظر  

   . گرددي و ميزبان باشد که منجر به اختلالات گوارشƽ باکترتعامل

 نيـاز بـه درمـان       ƽهليکوبـاکتر پيلـور   از آنجا که تمام افراد آلوده به         

 بـه منظـور     ƽ ندارند، راهکار دقيـق غربـالگر      ƽريشه کن کننده باکتر   

ممکـن  با فاکتور خطر بـالا کـه         ƽ بيماران آلوده به سويه ها     يشناساي

در اين  .  است ƽباعث زخم معده يا سرطان معده شوند، ضرور       است  

  مختلـف  ي جدا شده از بيماران گوارش     ƽسويه ها  cagAمطالعه ژن   

   . گرددي مي در معرض خطر بالا ارزياب بيمارانƽغربالگربه منظور 

  :  روش هاواد مو

مـار دچـار    ي ب ١٨٠جمعيـت مـورد مطالعـه        :جمعيت مورد مطالعـه   

مارسـتان  ي ب ي مراجعه کننده به بخـش اندوسـکوپ       ياختلالات گوارش 

 بيمار آلـوده    ١٢٠ انياز م . تو کانسر شهر تهران بودند    يا انست يراعلم  يام

 ١٧،  سوء هاضمه بـدون زخـم      بيمار دچار    ٨١ ƽبه هليکوباکتر پيلور  

. بودنـد  بيمار مبتلا به سرطان معـده        ٢٢ و   يبيمار دچار زخم گوارش   

 بيمـاران بـا     ƽ بـرا  يکه ضرورت انجام اندوسـکوپ    م به ذکر است     لاز

 توسـط  يپيش از اندوسکوپتشخيص پزشک از قبل تعيين گرديده و      

 مورد تأييد کميتـه     رضايت نامه آگاهانه  ماران  ياز ب  ،پزشک متخصص 

  .گرفته شد يوپسي بƽنمونه هااز بمنظور استفاده  ياخلاق پزشک

 عمدتاً از دو ƽباکتر پيلور هليکوƽسويه ها :ƽ باکترƽسويه ها

 همگن گرديده و ي بيوپسƽنمونه ها.  ناحيه آنترم جدا شدنديبيوپس

 کشت داده ƽ (HPSPA) هليکوباکتر پيلوري محيط اختصاصƽرو

 گراد در شرايط ي درجه سانت۳۷و سپس در انکوباتور  )۱۶(شدند

) نيتروژن% ۸۵اکسيژن و % ۵ اکسيد کربن، ƽد% ۱۰(ميکروآئروفيل 

 بدست آمده بر ƽ هايتعيين هويت کلن.  شدندƽروز نگهدار ۵تا 

 ƽ گرم و تست هاƽ، رنگ آميزياساس شکل و رنگ کلن

 ƽ برايتک کلنيک .  اوره آز و کاتالاز انجام شديبيوشيمياي

  . تکثير داده شدƽمطالعات بعد

رسوب باکترƽ حاصل از کشت و  :PCR و DNA استخراج 

 ƽ ۱۰۰ مولار سود در دماييل م۵۰ در محلول يتکثير يک تک کلن

 دقيقه قرار داده شد، سپس در محلول ۲۰ گراد به مدت يدرجه سانت

. قرار داده شد دقيقه ۱۰ اسيد کلريدريک به مدت -   مولار تريس۱

 بوده که به عنوان الگو ي ژنومƽ DNA حاصل، حاويمحلول روي
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تدا با اب .)۱۷ ( مراز مورد استفاده قرار گرفتي واکنش زنجيره پلƽبرا

 ƽ هويت سويه هاureC ژن ي اختصاصƽهاپرايمر استفاده از 

در مرحله بعد . )۱۸(تأييد شد ي به روش مولکولƽهليکوباکتر پيلور

 ƽاز پرايمرها cagAجهت تعيين حضور ناحيه حفاظت شده ژن 

F1 (5'-GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG-3')و  
B1 (5'-GCGTCAAAATAATTCCAAGG-3' ) 

 ƽهليکوباکتر پيلور در تمام مراحل از سويه .)۱۹ (استفاده شد

 مورد نظر ƽ تکثير ژن ها. به عنوان سويه کنترل استفاده شد۲۶۶۹۵

 ي ميل۵/۱ ميکروليتر بافر، ۲ ميکروليتر با استفاده از ۲۰در حجم 

/  پيکومول۲۵( ميکروليتر از پرايمرها ۵/۰منيزيم کلرايد ، مولار 

 واحد آنزيم ۵/۰نوکلئوتيد و  يکساد مولار ي ميل۲/۰، )ميکروليتر

Taq polymeraseمحصولات .  انجام شدPCR بااستفاده از ژل 

 با اتيديوم برومايد ƽ و پس از رنگ آميزهالکتروفورز شد% ۲آگاروز 

  .مشاهده شدندزير نور ماوراء بنفش 

 مورد SPSSداده ها با استفاده از نرم افزار  :ƽتجزيه و تحليل آمار

ه، تست طرف يک ƽ آناليزهاƽبرا . گرفتتجزيه و تحليل قرار

 ƽ کمتر يا مساوP. اده شدف و آزمون دقيق فيشر استƽکامجذور 

  . دار در نظر گرفته شدي معنƽ از نظر آمار۰۵/۰

  :يافته ها

 مرد و ۶۵ سال شامل ۴۴ ين سنيانگيمار با مي ب۱۸۰ن مطالعه يدر ا

 ياط معن ارتبƽماريامد بيمار و پيان سن بي م. شدندي زن بررس۵۵

مار ي ب۲۲ از ماري ب۲۰( درصد ۹/۹۰ که ƽ به طور،افت شدي ƽدار

  سال داشتندƽ ۴۰سن بالابيماران دچار سرطان معده  )يسرطان

)۰۰۱/۰ P<(.    

 شد و ي به روش کشت بررسƽلوريکوبکتر پيماران به هلي بيآلودگ

 جدا ƽ سويه هليکوباکتر پيلور۱۲۰تمام هويت . ه جدا شدي سو۱۲۰

 ي مختلف به روش مولکوليبيماران دچار اختلالات گوارششده از 

 ƽ که تمام سويه ها با استفاده از پرايمرهاƽ به طور،تأييد شد

 ۲۹۴ به طول PCR تکثير شده و محصول ureC ژن ياختصاص

 ƽان دهنده حضور هليکوباکتر پيلورـه نشـد شد کـجفت باز تولي

  . باشديم

با استفاده از %) ۲/۸۴(سويه  ۱۰۱، ي سويه مورد بررس۱۲۰از ميان 

،  تکثير شدهcagA ناحيه حفاظت شده ژن ي اختصاصƽپرايمرها

 مثبت در نظر  cagAو جفت باز توليد شده ۳۴۹عه به طول قط

 ي منفcagA%) ۸/۱۵( سويه باقيمانده ۱۹. )۱ شکل (گرفته شدند

 ي بر حسب وضعيت بالينcagA ژن ي فراوان.)۱نمودار  (بودند

در بيماران دچار  cagA ژن يفراوان . آمده است۱ول بيماران در جد

 ي بالاتر از بيماران دچار زخم گوارشيکم%) ۱۰۰(سرطان معده 

ده بودند با ـه دچار سرطان معـاران کـام بيمـتم. است%) ۱/۹۴(

 از بيماران دچار يبيش از نيم.  مثبت آلوده بودندƽ cagAسويه ها

مثبت  ƽ cagAويه هابا سنيز %) ۸/۷۷(سوء هاضمه بدون زخم 

 با ƽ داريمعنمثبت به طور  ƽ cagAحضور سويه ها. آلوده بودند

مقايسه با بيماران دچار سوء هاضمه بدون زخم  سرطان معده در

  ).>P ۰۵/۰( شتدا يهمراه

  

 
  ي  کنترل منفNC جفت باز و ۱۰۰مارکر  cagA ، M جفت باز محصول تکثير ژن ۳۴۹قطعات  : ۱شکل 

  

  سويه هاƽ هليکوباکتر پيلورcagAƽ فراواني ژن :۱نمودار 

84.2

15.8

cagA Pos
cagA Neg

  

                     M      ٣        ٢       ١        ۴       ۵       ۶      ٧     NC 

٣۴٩ bp ۵٠٠ bp 



٣٤  ...ختلالات گوارشي باا(cagA)ژن وابسته به سيتوتوکسين ارزيابي ارتباط /      

    بر حسب گروه بيمارcagAƽفراواني مطلق و نسبي ژن  توزيع: ۱جدول 

  

cagA  
 )درصد(تعداد 

  ژن                                 
 

         ƽمثبت  گروه بيمار  

  

  منفي

  جمع

  )١٠٠ (٨١  )٢/٢٢ (١٨  )٨/٧٧ (۶٣  سوء هاضمه بدون زخم

  )١٠٠ (١٧  )٩/۵ (١  )١/٩۴ (١۶  خم گوارشيز

  )١٠٠ (٢٢  )٠ (٠  )١٠٠ (٢٢  سرطان  معده

  )١٠٠ (١٢٠  )٨/١۵ (١٩  )٢/٨۴ (١٠١  جمع

ƽ٠١٩/٠  نتيجه آزمون آمار  =P 

  

  :بحث

 و ي عامل اتيولوژيک التهاب معده، زخم گوارشƽپيلور هليکوباکتر

  يک ازهر.  آيديبه شمار مده عمفاکتور خطر ابتلاء به سرطان 

 يک روند چند ƽهليکوباکتر پيلورعفونت با  از ي ناشعوارض

 خاص ارگانيسم، ميزبان و عوامل ƽها  است که به ويژگييعامل

 سويه ها ينتيکژ رسد تنوع يبه نظر م. )۳-۱ ( داردي بستگيمحيط

 مختلف ي گوارشƽها ايجاد بيمارƽ  موثر درƽ از عوامل کليدييک

 ƽ در ميان سويه هاي قابل توجهيغرافيايعلاوه بر اين، تنوع ج. باشد

    .)۴،۸(  در سراسر جهان وجود داردƽهليکوباکتر پيلور

 ي بيمـاريزاي  ƽ از مهمترين شاخص هـا     ي يک cag يجزيره بيماريزاي 

 فاقـد   ƽ که سـويه هـا     ƽ به طور  ، آيد ي به شمار م   ƽهليکوباکترپيلور

بزرگتـرين قطعـه     cagAژن  .  دارنـد  ƽ کمتـر  ياين جزيره، بيماريزاي  

 ي م ـ cagA حـضور ژن     ي باشد، بنـابراين بررس ـ    ياين جزيره م   يژن

  .تواند دال بر حضور جزيره مذکور باشد

 cag يشـاخص جزيـره بيمـاريزاي     ن  ژ حضور   ياين مطالعه به بررس   

 بيماران  ƽ اين ژن را به منظور غربالگر      ي و ارزش ردياب   پرداخته است 

 صـورت حـضور ژن    در.تعيـين نمـوده اسـت   در معرض خطر بـالا     

cagA   محصول ،PCR     شـد ي جفـت بـاز تکثيـر م ـ   ۳۴۹به طـول  .

 نـشان داد کـه      ي در بيماران مـورد بررس ـ     cagA حضور ژن    يبررس

۲/۸۴ %   ƽها از افراد دچار بيمارƽ سويه ها  ي گوارش ،ƽ cagA  مثبت 

 ƽ در ســويه هــاcagA ژن يمقايــسه فراوانــ.  کردنــديرا حمــل مــ

 ـ ƽرها با کشو  ي ايران ƽهليکوباکتر پيلور   دهـد کـه     ي نـشان م ـ   ي غرب

 ـ ƽ ايـن ژن بـالاتر از کـشورها        يفراوان  ـ    ي م ـ ي غرب  ي باشـد و فراوان

و %) ۹۷( از جملـه کـره       ي جنوب شـرق   ƽ آسيا ƽ با کشورها  يمشابه

 در کشور برزيـل  نيـز   cagA ژن  يفراوان .)۲۰،۲۱(دارد%) ۹۵(ژاپن  

 ـ  . )۲۲ (گزارش شـده اسـت     %)۹۴(بالا    در  cagA ژن   يتنـوع فراوان

 مختلف ممکن است بدليل تفاوت جمعيت بيماران مـورد          ƽکشورها

  . باشدي مورد بررسƽ سويه هايمطالعه و تنوع ژنتيک

 و همکاران در شهرسـتان شـهرکرد        يمطالعه انجام شده توسط دوست    

ديگر مطالعه   .)۲۳( گزارش نمود % ۵/۸۳ را   cagA ژن   يميزان فراوان 

 ييزان پراکندگ  و همکاران درتهران، م     زاده يشکوهانجام شده توسط    

 ـفراوتفـاوت   . )۲۴ (گزارش نمود % ۱۸/۳۵اين ژن را      cagA ژن   يان

ان با مطالعه  ر و همکا  ي و مطالعه دوست   يگزارش شده در مطالعه کنون    

 ƽ توانـد مربـوط بـه اسـتفاده از پرايمرهـا       يم ـتاً  دعم ـ زاده   يشکوه

 ي؛ در حاليکه دوست    باشد ي ژن مذکور م   ƽمتفاوت به منظور جستجو   

 مـورد اسـتفاده در ايـن مطالعـه          ƽا استفاده از پرايمرهـا    و همکاران ب  

 ي را عليرغم انجام مطالعه در محـل جغرافيـاي         ي تقريباً مشابه  يفراوان

 تـوان تـا   ي گزارش نمودند؛ بنابراين ميمتفاوت از محل مطالعه کنون    

 بر اساس مطالعات انجام شده در کشور ما نتيجه گرفت کـه             ƽحدود

ــcagAژن  ــساني از فراوان ــا ي يک ــويه ه ــƽ در س ــاي ايران ق ط من

  . برخوردار است متفاوت يجغرافياي

چـه صـد در صـد بيمـاران دچـار           اگـر   نکته قابل ذکر اين است که       

 در  cagA ژن    مثبـت بودنـد،    ƽ cagAسرطان معده حامل سويه ها    

 ـ    ƽ ها گروه ارزش  داشـت و     ي مـشابه  ي مختلف بيماران تقريباً فراوان

 بيمـاران دچـار اخـتلالات       ƽ اين ژن را بـه منظـور غربـالگر         يردياب

 که  ي و بيماران  ي مختلف از جمله بيماران دچار زخم گوارش       يگوارش

   . دهدي را همچنان مورد سوال قرار م باشنديدچار سوء هاضمه م

  :ينتيجه گير

 با سـرطان معـده      cagAژن  در اين مطالعه نشان داده شده است که         

 دار  يمعن ـرتباط  ابا بيماران دچار سوء هاضمه بدون زخم        ايسه  در مق 
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 ƽها  در ديگر گروه   cagA يکنواخت ژن    يدارد؛ اما به دليل پراکندگ    

 توانـد بـه عنـوان    ي نمي به تنهاي cagA حضور ژن يبيماران، بررس

 از عفونــت ي ناش ـي يـک پيامـد بـالين   ƽشـاخص تعيـين کننـده بـرا    

 ƽ در ديگـر کـشورها     ي وضـعيت مـشابه    . باشـد  ƽهليکوباکتر پيلور 

 ژن  ƽ از افـراد آلـوده بـه هليکوبـاکتر پيلـور           ƽادکه تعداد زي   يآسياي

cagA   ميـان حـضور ژن      يارتبـاط  کنـد وجـود دارد و        ي را حمل م 

cagA  و بيمار ƽ    رسد کـه    يبنابراين به نظر م   .  نيز يافت نشده است 

 ديگـر   ي افراد در معـرض خطـر مـستلزم يـافتن و بررس ـ            ƽغربالگر

شـته  نقـش دا   است کـه در ايجـاد بيمـارƽ          ي بيماريزاي ƽشاخص ها 

 cagAن  ژ عملکـرد    ي رسـد بررس ـ   ي ديگر به نظر م    ƽباشند؛ از سو  

  . بيماران موثر باشدƽ در غربالگرƽبتواند تا حدود
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 ƽ ژن وابسته به سيتوتوکسين در سويه هـا        ي ميزان فراوان  يبررس
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ليتيك و آلكالين فسفاتاز براي درمان عفونت سوختگي  ناشي از  استفاده توام فاژ

   در موش آزمايشگاهيياکلياشرش

  ١م زاده ي، فرزاد ابراه٢ ي ، ناصر پژوهƽ١ ، محسن محمد١*ن زادگان يحسن حس
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  ٢٩/٣/٨٧ :       تاريخ پذيرش مقاله ٢/٢/٨٧ :تاريخ دريافت مقاله

  :چكيده

از  يگروه.  کنندي خود استفاده مƽقار و بي تکثƽزبان براي ها به عنوان مƽاشکال مختلف از باکتر به وفاژها يباکتر :نه و اهدافيزم

ال و ي باکترƽ درمان عفونت هاƽن نوع براياز ا.  شوندي ها مƽز باکتريزبان سبب لير در ميک هستند، که پس از تکثيتيلآنها 

 ياثرات درمانز ين مطالعه نيدر ا.  هستندƽادي زي درمانƽاي مزاƽک ها دارايوتي بيسه با آنتيکه در مقا.  شودينگ استفاده ميپيفاژتا

 مورد ƽن باکتري از اي ناشي در عفونت سوختگياکلي اشرشƽه باکتري بر عليعيک جداشده از منابع طبيتي فاژ ليکروبيو ضد م

  .مطالعه قرار گرفته است

 ƽ جستجو و جداسازيطي از منابع محOverlayا براث و روش يط کشت لوريک با استفاده از محيتي لƽوفاژهايباکتر :يبررسروش 

 موجود به عنوان استوک ƽدهاي ساکاريون و رسوب پليلتراسير و پس از في  تکثييايزبان باکتريدر مرحله بعد با استفاده از م. شدند

  .وان استفاده شدي و عفونت القاء شده در پشت حيشگاهي موش آزماي مدل سوختگي درمان از نوعƽبرا.  استفاده شدنديدرمان

تر فاژ جداشده از يدر مجموع ت.  شدندƽ جداسازƽ از مدفوع گوسفند، انسان و فاضلاب شهرياوانک به فريتي لƽفاژها :يافته ها

ن درصد بروز مرگ در ي دهد، بيدو نشان م-ƽ کاƽها سه نسبتيج آزمون مقاينتا. ه نمونه ها بوديار بالاتر از بقيمدفوع گوسفند بس

  .  وجود داردƽ داري مختلف اختلاف معنƽها گروه

  مبتلاء به عفونت ƽها  درصد موش۸۰ک مانع مرگ يتي لƽق  فاژهاين مطالعه تزري، در اƽ آمارƽز هاي با توجه به آنال:نتيجه گيري

  .ها از آن استفاده شود ƽ از باکتري  ناشƽه عفونت هاي قدرتمند بر علƽ تواند به عنوان ابزاريکه م.  شدياکلي از اشرشيناش

  ن فسفاتازي، آلکاليشگاهي، موش آزمايا کليرشک، اشيتيوفاژ لي باکتر:كليد واژه ها
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  :مقدمه

ال قبل از کشف و ي باکترƽ درمان عفونت هاƽاستفاده از فاژها برا

ات ي با کشفيفاژدرمان. شنهاد شده استيک ها پيوتي بياستفاده از آنت

 اثرات ƽ بر روErnest Hankin به نام ييايتانيست بريولوژيباکتر

 وبا در هند در ƽماري بƽو جومنا بر رو آب رودخانه گنگ يدرمان

 فاژها در ين مطالعات درماني از اوليکي .)۱( کشف شد ۱۸۹۶

ن مطالعه اثر ي در ا.)۲( بوده است ياکليه اشرشيوانات و بر عليح

. ز گزارش شده استيت آمي موفقياکليه اشرشيک عليتي فاژليدرمان

 از يان ناش مقاوم درمƽه عفونت هايبه دنبال آن از فاژها بر عل

 ƽنتوباکتر در موش و خوکچه هنديا و آسنوزيسودوموناس آئروژپ

شنهاد ي  که به دنبال آن پ.)۳،۴،۵( ت اجراء شدندي و با موفقيطراح

ز استفاده ي نيوند پوست و سوختگي پƽآنها در عفونت ها شده از

ل ي از قبي گرم منفƽ هاƽم باکتري دانيکه م که همانطور ,شود

 مرگ ي از مهمترين علل عفونياکلياشرشا و نوزيوژسودوموناس آئرپ

 .ها هستند در ميان بيماران دچار سوختگي و بسترƽ در بيمارستان

ها و به  ƽه انواع باکتريبر عل نهيکم هز ƽ از روش هايکي يدرمانفاژ

 زنده يفاژها در واقع موجودات.  مقاوم درمان استƽژه عفونت هايو

مت بوده و فاقد يار ارزان قيبسها  کيوتي بيبوده و برخلاف آنت

د يها قابل تول ƽ باکتريه تمامي هستند، بر عل شناخته شدهعوارض

،  ي شناخته شده از جمله داخل عروقƽها بوده و از همه روش

 ƽ توان از آنها برايم  ... ƽمغز  داخلي، و حتي، خوراکيعضلان

ن از يئ پاƽنه اي با هزين به آسانيعلاوه بر ا. درمان استفاده نمود

 ياز طرف .ص هستندي و تخلƽ انسان قابل جداسازيط زندگيمح

ا حداقل ي مقاومت در برابر آنها را ندارند، و ييها توانا ƽباکتر

ر بر ي از نظر تاثفاژها. ن استيار پائي در برابر آنها بسييمقاومت دارو

ب که فقط ين ترتيبه ا.  هستنديار اختصاصي بس هاƽ باکترƽرو

 ƽ هر باکترƽرند، و حداقل براي گيزا را هدف ميماري بƽها ƽباکتر

 توان ي که م, وجود دارديوفاژ اختصاصيشتر باکتريک و بيزا يماريب

ک ها بدون يوتي بي که آنتيدر حال.  درمان استفاده نمودƽاز آن برا

از جمله با مصرف .  برندين مـيا را از بـه ƽرـام باکتـاستثناء تم

 ƽادي زƽت هايد روده ها  که مزي مفƽها ƽها باکتر کيوتي بيآنت

ر ي مضر شروع به تکثƽها ƽن رفته  و باکتري انسان دارند، از بƽبرا

ر ين است، که به علت تکثي فاژها اƽت هايگر مزياز د. ندي نمايم

شه کن ين عفونت ها را ريک دز پائيها با  ƽع در داخل باکتريسر

 که يدر حال. ند کنيها نفوذ م  در عمق بافتي کنند و به خوبيم

در . ن استيک ها پائيوتي بي با آنتي عمقƽت درمان عفونت هايموفق

 خود يياي باکترƽزبان هاين که فقط داخل ميضمن فاژها به علت ا

 حساس، ƽها ƽن با مرگ تمام باکتري کنند، بنابر اير ميرشد و تکث

ژه يوفاژها به وي استفاده از باکتر. روندين ميز به سرعت از بيفاژها ن

 خاص ƽها  مقاوم درمان در گروهƽها ع عفونتيدر درمان سر

 زخم ƽر با عفونت هاي، افراد درگيابتيماران ديماران از جمله بيب

 .)۶(ت دارديف شده  ارجحي پر خطر و تضعƽها ر گروهيبستر و سا

 دامنه ƽ از آنها داراين است، که برخي فاژها اƽايگر از مزاي ديکي

 توان به عنوان ابزار قدرتمند يکه از آنها م هستند، يعي وسيزبانيم

  .)۷( مختلف استفاده نمود ƽه عفونت هايعل

ک و يوتي بي مقاوم آنتƽ هاƽه باکتريک عليتي لƽ فاژهاƽجداساز

ل ي از قبيي هاƽ از جمله باکتريمارستاني بƽمسئول عفونت ها

 سوق ي را به فاژدرمانƽاديتوجه ز... لا وياستنوتروفوموناس مالتوف

ش ي افزايزا و از طرفيماري مقاوم بƽ هاƽ ظهور باکتر.)۸( اده استد

 ƽک هايوتي بي آنتيي شده موجب کاهش کارآيمنيف ايماران تضيب

ضمن  .)۶(  شده استيياي باکتري عفونƽ هاƽماريج در درمان بيرا

 وارد يک ها به طور واقعيوتي بيش از آنتيه دوره پـان بـنکه انسيا

 ƽال هايکروبي ميد و گسترش آنتيتا  تولن راسي شود، در هميم

 ƽوتکنولوژي مدرن و بي پزشکي اساسƽ از چالش هايکيد يجد

  .است

 اثرات آنزيم آلكالين فسفاتاز از چندين سال پيش در ياز طرف

ƽنمودن ليپوپلي ساكاريد رها شده از باكتر ƽگرم  دتوكسيفا ƽها

 در بروز كه يكي از مهمترين عوامل موثر. منفي معلوم شده است

ƽلذا هدف ). ۹،۱۰( هاست شوك عفوني ناشي از اين گروه باكتر

اين تحقيق  بررسي اثرات توام فاژ ليتيك و آنزيم  آلكالن فسفاتاز بر 

 موش ƽ در روياکليروƽ عفونت سوختگي ناشي از اشرش

 .                     آزمايشگاهي است

  :مواد و روش ها

 هفته اƽ با ٤هاƽ نر   بر روƽ موشآزمايش ،ƽه اين مطالعة پايدر ا

  . گرم و سالم انجام شد٢٥وزن معادل 

براƽ تعيين حجم نمونه از فرمول زير 
2

22
2
D nφ
αδ

 استفاده  =

هر   معادل حداقل تفاوت بين نسبت مرگ و ميرDكه در آن . شد

گروه است كه به ازاƽ مشاهده آن مقدار تفاوت، اختلاف ميزان 

 α مساوƽ تعداد تكرار، n. روه را معني دار تلقي مي كنيممرگ دو گ

  واريانس هر كدام از ۲δ،) ۴يعني ( هاƽ آزمايش  معادل تعداد گروه

بر . هاƽ آزمايشي است، كه در اينجا برابر گرفته شده اند گروه

ن مطالعه ي تكرار لازم  بود، که در ا۹اساس رابطه ذكر شده حداقل 

  . موش در هر گروه استفاده شد۱۰از شتر ينان بي اطمƽاز برا
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  :ک يتي لƽوفاژهاي باکترƽجداساز

 ۱وم و يزيد مني مولار کلريلي م۱۰ا براث يط کشت لوريابتدا مح

 درصد ۵/۱  با Low Agarط کشت يدرصد مالتوز به عنوان مح

 مختلف از مدفوع ƽ فاژ نمونه هاƽ جستجوƽبرا .ه شديآگار ته

 رودخانه خرم رود، ي خروج وƽانسان، مدفوع گوسفند، ورود

و و فاضلاب داخل شهر برداشته شده پس از رسوب با ياچه کيدر

کرون ي م۲۲/۰لتر ي با فييع رويقه ماي در دق۳۰۰۰فوژ دور يسانتر

ط يه شده، و محي از آنها ته۱۰۹/۱ تا ƽ ۱۰۰۰۰/۱رقت ها. صاف شد

Top Agar ه شده و يته)  درصد ۷۵/۰با آگار (مشخصات بالا   با

 ƽبرا.  شدƽ گراد نگهداري درجه سانت۴۸هنگام مصرف در تا 

م مک يون نيتر از سوسپانسيکرولي مƽ ۱۰۰ فاژƽمشاهده پلاک ها

لتر ي فƽتر از رقت هايکرولي م۱۰۰با )  ساعته۴کشت ( ƽفارلند باکتر

 گراد انکوبه ي درجه سانت۳۷م ساعت در يشده بالا مخلوط و ن

 مخلوط شده و Top Agarط يتر از محي ليلي م۵بعد با . شدند

 ساعت در ۲۴بعد . خته شدي ري به آرامLow Agarط ي محƽرو

 ƽز کننده باکتري لƽ گراد انکوبه شده و پلاک هايدرجه سانت ۳۷

ه و مخلوط نمودن يجاد حباب تهيز از اي پرهƽبرا .مشاهده شدند

  .)۷(رد ي با آرامش انجام بگيستيط بايمح

  :د و استخراج فاژهاير،توليتکث

 شده و در داخل ƽپت پاستور جداسازي مشاهده شده با پƽلاک هاپ

لتر ي ف۲۲/۰لتر يل خرد و پس از له نمودن با في استريچيهاون با ق

 با ƽتر باکتريکرولي م۱۰۰تر از آن با يکرولي م۱۰۰مقدار . شدند

  درجه۳۷د مخلوط و داخل انکوباتور ـم مک فارلنيدروت نـک

 و يکر دار به صورت دستيانکوباتور شل نداشتن يبه دل ( گراديسانت

 فوژي با سانترييع روي ساعت ما۲۴پس از . ک شدنديش) متناوب

با . ل شدندي استر۲۲/۰لتر يجدا شده، و با ف) قهي دور در دق۳۰۰۰(

 ساعت ۱۲خچال به مدت ي با اتانول در ي درصد حجم۱۰مقدار 

مجدد فوژ ي با سانترƽ رها شده از باکترƽدهاي ساکاريرسوب و پل

تر يل شده با روش ذکر شده در بالا تيع استريدر ما. شدند جدا

ط ي در داخل محƽک محاسبه شده و تا مرحله بعديتي لƽفاژها

  .)۷( شد ƽا  نگهداريون براث مغز يانفوز

  :يوانير حيمرگ و م

 يي تا۱۰ گروه ۴ موش در ۴۰ ي بخش پشتيوانيح مطالعات ƽبرا

ن يلوزي و زا(100mg/kg/I.m) ني با کتاميهوشيپس از ب

(20mg/kg/i.v)هر يده شدن، با استفاده از پنبه الکلي  و تراش 

.  شدنديه از فاصله ثابت سوزانده مي ثان۱۰دام به مدت ثابت ـک

ه شده و به همه آنها يوان خانه تغذي روز در ح۵موش ها به مدت 

 ساعت ƽ ۴م مک فارلند باکتريتر از کدورت نيکرولي  م۱۰۰مقدار 

سپس . ق شدي تزري در محل سوختگƽر جلدي صورت زکشت به

افت يگروه اول به عنوان کنترل  پس از در. م شدندي گروه تقس۴به 

تر آلکالن يکرولي م۵۰گروه دوم فقط .  شدندƽل نگهداريسرم استر

ق يم ساعت پس از تزريز نيگروه سوم ن. افت کردنديفسفاتاز در

ل پلاک ي  واحد تشک۱۰۸ا وفاژ بيتر  باکتريکرولي م۳۰ مقدار ƽباکتر

 ۳۰در گروه چهارم مشابه گروه دوم ابتدا مقدار . افت نمودنديدر

 ۵۰اقت و بعد يل پلاک  دري  واحد تشک۱۰۸وفاژ با يتر باکتريکروليم

ر موش ها تا يمرگ و م .افت کردندين فسفاتاز دريتر آلکاليکروليم

  .  شدندي روز بررس۲۰

  :افته هاي

ه مدفوع انسان، گوسفند، موش، سگ و  مختلف از جملƽنمونه ها

 و ƽ اطراف شهر از جمله ورودƽمرغ و بخش مختلف رودخانه ها

 از نظر وجود ƽو، فاضلاب داخل شهرياچه کي و دريخروج

 قرار ي مورد بررسياکلياشرش ƽزايماريه بيه سويک عليتيوفاژ ليباکتر

 از مدفوع گوسفند، انسان و يک به فراوانيتي لƽفاژها. گرفتند

تر فاژ جداشده از يدر مجموع ت.  شدندƽ جداسازƽفاضلاب شهر

 درجه ƽ ۳۷در دما. ه نمونه ها بوديار بالاتر از بقيمدفوع گوسفند بس

ز ي لƽ ساعت پلاک ها۱۲ يبيون در مدت تقري گراد انکوباسيسانت

ک يتي قابل مشاهده بودند، که نشان دهنده ليزبان به روشني مƽباکتر

  .  بودƽکتر باƽبودن آنها بر رو

  :ر موش هايص شده در مرگ و مي تخليوفاژ نسبياثر باکتر

 ي روزه پس از سوختگ۵-۷ دوره ي مورد مطالعه در طƽموش ها

ل تمام موش ها ين دليبه ا.  شدنديد مي شديمنيف ايدچار تضع

 از جمله کاهش وزن، يد بدنين مدت دچار ضعف شديپس از ا

وانات علائم ي از حي برخ.دن شدندياق به خوردن و آشاميعدم اشت

 ƽده، رگ هاي ژولƽده، پشم هاي از جمله پشت خميشوک عفون

، تجمع اگزودا در اطراف چشم بسته ي پرخون، خواب آلودگيدم

 فرصت طلب از ƽز با عفونت هاي نيوانات را نشان داده، و برخيح

. ن مرحله از مطالعه حذف شدندي مرده در اƽموش ها. ن رفتنديب

 جدا ƽ باکتري اثر کشندگين مطالعه بررسي از اƽله االبته در مرح

 سالم و سوزانده ƽ موش هاƽمار بر روي  بƽشده از عفونت ادرار

ق داخل يروز از تزر۲-۳شده نشان داد که تمام موش ها پس از 

  .ن رفتندي از بƽ باکترCFU ۱۰۸ با يصفاق

ن درصد ي دهد، بيدو نشان م-ƽ کاƽها سه نسبتيج آزمون مقاينتا

 ƽ داري اختلاف معني مختلف بطور کلƽها روز مرگ در گروهب

 ƽ داريلازم به ذکر است که سطح معن. (P<0.001). وجود دارد



٤٠  ...ليتيك و آلكالين فسفاتاز براي درمان عفونت سوختگي  ناشي از  فاژاستفاده توام     / 

سه ي در ضمن مقا(α= 0.05).  در نظر گرفته شده است۰۵/۰معادل 

 به صورت ۵۰/۰ دار ي با سطح معني درمانƽها  گروهƽدوه دو ب

 دهد که از نظر يشان مشر نيق فيج آزمون دقينتا. ر بوده استيز

 در (P=0.237).  وجود ندارد۲ و ۱ن گروه ي بيدرصد مرگ، تفاوت

  ۴ و ƽ ۱ها  و گروه(P<0.002) ۳ و ۱ن گروه ي که بيحال

(P<0.001)دارين نظر تفاوت معني  از ا ƽبر اساس .   وجود دارد

نان و ي درصد اطم۵/۹۶با  ( ۳وƽ ۲ن گروه هايشر بيج آزمون فينتا

(P=0.035) و گروه هاƽ۲ نان و ي درصد  اطم۸/۹۸با  ( ۴ و

(P=0.012)ن آزمون برايجه اينت.  دار وجود داردي تفاوت معنƽ 

   (P=0.500) . دار نبود ي معن۴ و ƽ ۳سه گروه هايمقا

 مورد مطالعه  ƽر موش ها ير مرگ و مينکه از نظر تاثي اييجه نهاينت

سته جداگانه  در د۴ وƽ ۳ک دسته و گروه هاي در ۲ وƽ ۱گروه ها

  .رندي گي قرار مƽا

  

ک ي به تفکيشگاهي آزماƽ موش هايع فراوانيجدول توز: ۱جدول

  ت مرگيمار و وضعيگروه ت

    پاسخ

  تعداد مرده  تعداد زنده

  کل

  ۱گروه

  

۰) ۰(%   ۱۰)۱۰۰(%  ۱۰)۱۰۰(%  

  %)۱۰۰(۱۰  %)۸۰(۸  %)۲۰(۲  ۲گروه

  %)۱۰۰(۱۰  %)۳۰(۳  %)۷۰(۷  ۳گروه

  %)۱۰۰(۱۰  %)۲۰(۲  %)۸۰(۸  ۴گروه

  %)۱۰۰(۴۰  %)۵۷,۵(۲۳  %)۴۲,۵(۱۷  مجموع

  

  :بحث

وانات خون ي در انسان و حي از فلور نرمال گوارشيکي ياکلياشرش

کروب فرصت طلب يک ميکه در اغلب موارد به عنوان . گرم است

 ها، و مهمتر از آنها ي، سوختگيمارستاني  مختلف بƽدر عفونت ها

 ƽوفاژهايمطالعه نقش باکتر. د انسان نقش دارƽستم ادراريعفونت س

 و ƽن باکتري از اي ناشƽا درمان عفونت هاي ƽريشگيک در پيتيل

 و ين عفوني متخصصƽ براƽادي ارزش زƽ ها داراƽر باکتريسا

نه از علم درمان مخصوصا در دو دهه ين زميا.  استيجامعه درمان

 و ظهور يکيوتي بيد آنتي جدƽد کلاس هايل عدم تولير به دلياخ

 را به خود جذب ƽادي علاقمندان زيي مقاوم چند داروƽه هايسو

رغم ين بود، که عليق حاضر اينکته جالب توجه تحق. کرده است

وفاژ يزبان و باکتري مƽ که باکترينه فاژ درمانياغلب مطالعات در زم

 ƽا انسان هاي يواني از هم به مدل حيمربوطه با فاصله کوتاه

ک يتي لƽ و  فاژهاƽطالعه باکترن مي شود، در ايز ميداوطلب تجو

وانات بد حال ي که اغلب حيجاد سوختگي روز از ا۵پس از حدود 

 با توجه به ييجه نهاينت. ق شدندين داشتند، تزري پائيو نمره بهداشت

مار شده ي تƽها  درصد موش۸۰ از مرگ ƽريشگي پƽ آمارƽز هايآنال

ود با  موجƽدهاي ساکاريرغم رسوب پلي علƽ فاژƽپلاک ها. بود

زبان بود، ي مƽد باکتري ساکاريپوپلي از لƽادي مقدار زƽالکل سرد دارا

همانطور که .  آن بودي درمانييوثر در کارآـل مـ از عواميـکيکه 

 از يکي ي گرم منفƽ هاƽن رها شده از باکتريم اندوتوکسي دانيم

وانات ي و مرگ در انسان و حيک کننده شوک عفونيعوامل مهم تحر

ص فاژها ي هنگام تخلي گرم منفƽها ƽد باکتري ساکاريلپوپيل. است

 ۱۹۹۷مطابق فارماکوپه اروپا در .  به طور کامل حذف شوديستيبا

 واحد ۵د ي باي مصارف درمانƽد براي ساکاريپوپليمقدار ل

 EU Kg/h 5ا يلو وزن در ساعت ي هر کƽن به ازاياندوتوکس

نه بالا يز هزي و نيل عدم دسترسيق به دلين تحقي در ا.)۱۱(باشد

عدم وجود مواد و  .  وجود نداشتLALامکان استفاه از  تست 

محل وان خانه يط نامناسب حي استاندارد  و شرايشگاهيل آزمايوسا

  . ن مطالعه بودندي اƽت هاير محدوديز از سايق نيانجام تحق

ک دوز يق ي نشان داده است که تزرSmith , Hugginsمطالعه 

 ƽک هايوتي بيب آنتيق مکرر ترکي از تزريي مرحله رشد نماƽفاژها

ا يکل، ين، کلرامفنيلي سين، آمپيکليل تتراسيمختلف از قب

 يشگاهي در موش آزمايميموکسازول در درمان عفونت باکتريکوتر

  .)۲( بهتر است

 ƽ سبب بقايين فسفاتاز به تنهايق آلکالي تزريشگاهيدر موش آزما

.  شده استياکلياشرش  درصد آنها از مرگ توسط عفونت کشنده۸۰

لوگرم وزن از يکروگرم در هرکي م۱۰ر يدر بچه خوک ها مقاد

ف يراج شده از روده گاوها موجب تخفـاز استخـن فسفاتيآلکال

.  شودياکتور نکروز تومور آلفا مـاسخ فـک و پيوژـاثرات هماتول

 ملکول ƽدـيپيش لـم پس از برداشتن گروه فسفات از بخين آنزيا

ل ير تب زا تبدي و غير سميه شکل غـد، آن را بيکار سايـوپلـپيل

ن فسفاتاز و ير آلکاليل تفاوت در عدم تاثي از دلايکي .)۱۲(  کنديم

 يستيم باين است، که آنزيق  اين تحقيم با فاژ در ايگروه توام آنز

در واقع پس از رها شدن .  شديق مي ها تزرƽهمراه باکتر

  .بودم فاقد اثر خواهد ين، آنزياندوتوکس
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 ƽک احتمالا به صورت هدفمند در عفونت هايتي لƽوفاژهايباکتر

ک مطالعه از ينکه در يل ايبه دل. ز قابل استفاده هستندي نيخاص

رل ـ و کنتƽرـيوگـ جلƽراـه شده از فاضلاب بـزولي اƽاـاژهـف

 K1ه ي سوياکلياشرش از يت ناشي و عفونت شبه مننژي سميسپت

وفاژ به ين باکتريا. فاده شده استدر جوجه ها و گوساله ها است

 از يکي.  چسبندي مƽ باکترK1 ي ژن کپسولي به آنتيصورت انتخاب

 فاژها پس از بروز علائم ين مطالعه اثر درماني در اي فاژدرمانƽايمزا

ک قدرت نفوذ يتي لƽوفاژهاي باکتر.)۱۳(  گزارش شده استƽماريب

دوبوس و همکاران   که در مطالعهƽبه طور, ر دارندي نييار بالايبس

گلا در موش با ي با شƽنشان داده شده است، که عفونت داخل مغز

 قابل يق داخل صفاقيق شده از طريک تزريتي لƽاستفاده از فاژها

 ƽ مغزيانگر ورود فاژ از سد خونيدرمان هستند، که در واقع ب

  .      )۱۴(است

 ي ناشƽهاته  آنها در عفونت يسيتوتوکسي فاژها  و عدم سياثر درمان

ق ين تحقيدر ا.  شده استي بررسيشگاهيلا در موش آزماياز کلبس

 و بدون عارضه ي و داخل صفاقينيک به صورت داخل بيتي لƽفاژها

  .)۱۵( استفاده شده اند

ر از ـ بهتي انسانƽاـونت هـ عفيـک در برخـيتي لƽاـاژهـر فـاث

ک ي که در ƽ به طور.)۱۶( ک ها گزارش شده استيوتي بيـآنت

 يک ها و فاژها در درمان عفونت چرکيوتي بي آنتيمطالعه اثر درمان

 در گروه ƽزان بهبودي که م،سه شده استي مقايلوکوکوسياستاف

ک يوتي بيافت کننده آنتي درصد و گروه در۸۲افت کننده فاژ ها يدر

 فاژ ها ين مطالعه اثر درماني در ا.)۱۷( درصد گزارش شده است ۶۴

 ۹۵ماران بالاتر از يگر از بي دي در گروهيرگق داخل يدر هنگام تزر

  .درصد گزارش شده است

 فاژها در طول صد سال گذشته به اشکال مختلف، يکينيمصرف کل

ز بدون عارضه گزارش ي مختلف تجوƽ بالا و روش هاƽبا دوز ها

  .)۶( شده است

 که ƽبه طور.  پراکنده انديط زندگيدر واقع فاژها به شدت در مح

. تر وجود دارندي ليليون در هر ميلي م۲۰۰وده به تعداد ر آليدر آب غ

ر يرغم تاثي فاژها عل.)۶(  شونديکه به طور منظم در غذاها مصرف م

 بر ير احتماليعدم تاث. ز دارندي نييت هاي محدوديکروبيضد م

، عدم نفوذ مناسب در محل التهاب، و ي داخل سلولƽکروب هايم

 ي از فاژ درمانيلات ناشمن از مشکي خود اƽ هاƽماريک بيتحر

 مقاومت ƽ ژن هاƽ فاژها ممکن است داراي از طرف.)۱۳( هستند

رولانس ي عوامل وƽا ژن هاي، ژن سموم مختلف، و يکيوتي بيآنت

که از .  نقش داشته باشنديا در ترانسداکشن عموميها بوده،  ƽباکتر

ن، احتمالا يعلاوه بر ا.  شودي آنها محسوب ميعوارض احتمال

ه ـال به سرعت حذف شده و بيکولواندوتليستم رتي توسط سفاژها

 يه آنتي علƽ باديد آنتي تولي از طرف.)۱۸( دـ نرسنيانـح درمـسط

 يمني، که احتمالا در بروز ا)۱۹(  استدهي به اثبات رسƽ فاژƽژن ها

 ممکن يمني خود اƽ هاƽماريز بي آنها و نƽ سازيه آنها  و خنثيعل

ب مطرح شده در رابطه با فاژ ير معاي سااز. است نقش داشته باشند

مانند  (ي داخل سلولƽن درمان عفونت هايت پائي، موفقيدرمان

که . ه آنهاستي عليياي باکترƽو مقاومت ها...) زيد و بروسلوزيفوئيت

  . استيق علميازمند مطالعات گسترده و دقي نيهمگ

برابر لوباکتر در ي کامپƽجاد شده در باکتري مقاومت اƽدر مطالعه ا

 ها پس از کسب مقاومت ƽباکتر.  درصد گزارش شده است۴فاژها 

 پس از ي دهند، از طرفيزبان را از دست ميون در  ميزاسيتوان کلون

  .)۲۰(  گردنديزبان به شکل حساس به فاژ بر ميورود در بدن م

ه يک بر عليتي لƽ فاژهاƽت جداسازير حال در صد موفقـدر ه

نکه در يل اي باشد، به دلي و زمان بر م مشکلƽ ها نسبتا کارƽباکتر

ت ي در نهاي و انسانيطي دهها نمونه محيق پس از بررسين تحقيا

 ƽ از نمونه مدفوع گوسفند جداسازياکلياشرشک موثر بر يتيفاژ ل

نه طرح فقط يت هزي و محدوديت زمانيل محدودين فاژ به دليا. شد

در . ش شديآزما ي انسانƽزوله از عفونت ادراريه ايک سوي  ƽبر رو

 فاژ جدا شده از فاضلاب ƽ  ۲۹ بر روƽن رابطه در مطالعه ايهم

 پنم اثر يمي سودوموناس مقاوم اƽ از آنها رويکيمارستان  فقط يب

 همه ƽون باکتريلي م۳۰ق يق با تزرين تحقيدر ا. ک داشته استيتيل

ک دوز از فاژ يق ين رفتند، و با تزري ساعت از ب۲۴موش ها پس از 

 که فاژها ين حال موقعيبا ا. ها زنده ماندند  درصد موش۱۰۰ کيتيل

ق يوانات تزري به حƽق باکتريقه پس از تزري دق۳۶۰ و ۱۸۰در 

که .  درصد موش ها زنده ماندند۲۰ درصد و ۵۰ب يشدند، به ترت

زبان ي به مƽ اثر فاژها به زمان ورود باکترينشان دهنده وابستگ

ق و ي تزرƽ ضد فاژ در ابتداƽ بادين مطالعه سطح آنتي در ا.)۶(است

  .افتي نƽرييق تغيپس از تزر

 در ۱۹۸۰ در اواسط دهه ي مطالعات گسترده درمانيبه طور کل

 درصد گزارش نموده ۹۲ را ي فاژ درمانƽزان بهبوديلهستان م

  .)۲۱(است

  :يريجه گينت

 ƽار جذاب در بحث درمان عفونت هاي بسي موضوعيفاژ درمان

 ƽ دهد که فاژهايز نشان ميج مطالعه حاضر ني نتا. استييايباکتر

 ها هستند، که ƽه باکتريک عليولوژي قدرتمند بƽاـزارهـک ابـيتيل

 ƽنه هايو هز ييش روز افزون مقاومت دارويل افزاي توانند به دليم



٤٢  ...ليتيك و آلكالين فسفاتاز براي درمان عفونت سوختگي  ناشي از  فاژاستفاده توام     / 

 ƽن هايگزي از جايکيه عنوان ـب ا،ـک هيوتي بيـام آور آنتـسرس

ال استفاده ي باکترƽونت هاه عفي عليک ها و دارو درمانيوتي بيآنت

نکه يضمن ا.  لازم استيواني و حياد انسانيکن مطالعات زيل. شوند

 ƽ از مصرف گسترده آنها در انسان با روش هاي عوارض ناشيستيبا

  . شودي بررسيعلم

  

  

  : ر و تشکريتقد

هاƽ بي دريغ مجموعه معاونت محترم   اين طرح با حمايت

ات بهداشتي درماني استان پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي وخدم

 كه بدينوسيله از تمامي همكاران بخش. لرستان انجام شده است

 محترم آموزشي و ƽ هاهاƽ پژوهشي و مالي و مخصوصا معاونت

 تشكر و  قدرداني مي  همکاران پژوهشي، و مدير پژوهشي و ساير

.شود
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  ۲۲/۲/۸۷ :       تاريخ پذيرش مقاله۱۴/۱۱/۸۶ :تاريخ دريافت مقاله

  :دهيچک

 ƽ هـا ƽمـار ي دندان و بيدگيجاد پوس ي از عوامل موثر در ا     استرپتوکوکوس موتانس ژه  ي  بو  ي دهان ƽاسترپتوکوک ها  :نه و اهداف  يزم

ک ي ـ ي پــاتوژن حفــره دهــان      ƽهـا  ƽ حذف باکتر  ƽک ها، برا  يوتي ب ي به آنت  ييايش مقاومت باکتر  يبا افزا  .ناخته شده اند  ودنتال ش يپر

ر ين مطالعـه  تـاث  ي ـن منظـور در ا ي بـه هم ـ .ردي ـ قـرار گ ي توانـد مـورد بررس ـ  يک هــا م ـ ي ـوتيد، از جمله استفــاده از پروب     يروش جد 

 قـرار   ي به سطوح، مورد بررس    ي دهان ƽند اتصال استرپتوکوک ها   يک بر فرا  يوتي پروب  سمي ارگان کي به عنوان    لوس فرمنتوم يلاکتوباس

  . گرفته است

 ريسـا  و اسـترپتوکوکوس موتـانس   ه  ي سـو  ۴۰ بـه همـراه      ATCC35668 استرپتوکوکوس موتانس ه استاندارد   يسو : ي بررس روش

لم در  يوفي ـل ب يقـدرت تـشک   .  قرارگرفت يورد بررس  افراد داوطلب م   يدگي پلاک و پوس   ƽ جداشده از نمونه ها    ي دهان ƽاسترپتوکوک ها 

ک ي ـوتيه پروب ير سـو  يسپس تـاث  . لم انتخاب شد  يوفيل ب يه ها در تشک   ين سو يتريد و قو  ي گرد يابي ارز يه ها با روش رنگ سنج     ين سو يا

 ۳۰ان و    بـه طـور همزم ـ     يرني اسـت  ي پل ـ ƽت ها يتر پل يکروتيبر اتصال استرپتوکوک ها در م       )ATCC9338 لوس فرمنتوم يلاکتوباس(

   . قرار گرفتيستم مورد بررسيقه قبل از ورود استرپتوکوک به سيدق

ک قبل يوتيه پروبي که سو  يک مربوطه بود که در زمان     يوتيج نشان دهنده کاهش اتصال استرپتوکوک ها در حضور پروب         ينتا :افته ها ي

 اتـصال بـا     ƽها گاهيزه شدن جا  يل کلون ي به دل  کاهش اتصال احتمالا   .شتر شد يستم شده بود کاهش اتصال ب     ياز استرپتوکوک وارد س   

  . باشدي ها مƽن باکتريانکنش بيم و يه استرپتوکوکيک قبل از ورود سويوتيه پروبيسو

 در  ƽ توانـد راه مـوثر     ي باشد، کاهش اتصال م ـ    ي م ƽماريو ب  يدگيجاد پوس ين فاکتور در ا   ين و اول  يچون اتصال مهمتر   :يريجه گ ينت

  .اشد دندان بيدگيسک پوسيکاهش ر

   لوس فرمنتوميلاکتوباس ،کيوتي پروب، دندانيدگيپوس ، اتصال،استرپتوکوک : د واژه هايکل

  

  

  

  

  

  

  

  



٤٦ ...  بر اتصال استرپتوکوک هاي دهانيلاکتوباسيلوس فرمنتومتاثير پروبيوتيک /      

  :  مقدمه

 ƽن اشکال عفونـت هـا  ين و گران تري دهـان معمول تر   ƽعفونت ها 

 ƽ هـا  ƽمـار ي و ب  ي دنـدان  ƽ ها يدگيپوس.  دهند يل م ي را تشک  يانسان

 ـگرچـه فلورا  . دافراد جامعه وجود دار   % ۹۵ودنتـال در   يپر  و  يدتراپي

 در وقـوع    يرانه منجر به کاهش قابـل تـوجه       يشگي پ ƽگر روش ها  يد

 ي هنوز عفونـت بـه طـور واقع ـ        ي شده اند ول   ي دندان ƽ ها يدگيپوس

 دنــدان و يدگـيــدر پوس). ۲و۱(ده اســت ـدود نــشـرل و محـــکنتــ

بـه   ي دهان ƽ ها ƽن عامل اتصال باکتر   يودنتال مهمتر ي پر ƽ ها ƽماريب

.  باشـد  ي به سطوح مختلف دهـان و دنـدان م ـ         توکوک ها ژه استرپ يو

 از  ƽريشگي ـ پ ƽسم بـرا  ي ـک مکان ي به عنوان    يکروبي م ƽر اکولوژ ييتغ

 که مقاومت   يياز آنجا  ت است و  يک مسئله با اهم   ي يدندان يدگيپوس

 ـش اسـت،    يک ها در حـال افـزا      يوتي ب ي ها به آنت   ƽباکتر افتن مـواد   ي

 ƽ هـا  ƽمـار ي و درمان ب   ƽريشگي پ ƽدتر و بهتر برا   ي جد يکروبيضدم

 ƽ ها ƽ باکتر اتصال  ن مواد بر    ير ا ي تاث يو بررس ) ۴و۳(دهان و دندان    

  .  رسدي به نظر مƽ ضرورهان به سطوح مختلفد

 ـ ي پـاتوژن حفـره دهـان   ƽها ƽ حذف باکتر  ƽبرا  ـک روش جد  ي د، ي

 قـرار   ي توانـد مـورد بررس ـ     يک هـا م ـ  يوتياز جمله استفـاده از پروب    

 ƽ اسـت کـه بـرا      يدبخـش يک راه ام  يک ها   يوتيوباستفاده از پر  . رديگ

کمـک  ) دي ـمف(  ضرري بƽ هاƽ توان از باکتريمبارزه با عفونت ها م    

  ).۱ ( پاتوژن نمودƽسم هايکروارگانين ميگزيگرفته آنها را جا

 هـستند   يـي  زا ƽماريربي غ ƽسم ها يکروارگاني م ک ها معمولاً  يوتيپروب

 ـتـاکنون ا  . ت دارنـد  ر مثب ـ يزبان تاث ي م ƽولوژيزي و ف  يکه بر سلامت   ن ي

 ƽه ا    معـد  ƽ هـا  ƽمـار يز در کنتـرل ب    يت آم ي ها به طور موفق    ƽکتربا

ل اطلاعـات   ي ـن دل يبـه هم ـ  .  مورد استفاده واقـع شـده انـد        ƽروده ا 

ک هـا در دهـان و اثـر      ي ـوتيون پروب يزاس ـي در ارتباط بـا کلون     ƽشتريب

 ـدلا. از است ي دندان مورد ن   يياي باکتر ƽلم ها يوفي آنها بر ب   ياحتمال ل ي

ک هـا در دهـان      يوتي عمل پروب  ƽسم ها ي وجود دارد که مکان    ƽمتعدد

 ƽــ روده ا    ƽه ا  دستگاه معد  ƽگر قسمت ها  يمشابه با عمل آن در د     

سم هـا   ي ـکروارگاني م يي مقاومت دارو  يش جهان يل افزا يباشد و به دل   

 را  ƽشتريقات ب يک ها معلوم شده و تحق     يوتيضرورت استفاده از پروب   

 ـهـدف از ا ). ۵ ( طلبـد  ينـه م ـ  ين زم يدر ا  ر ي تـاث ين مطالعـه بررس ـ ي

نـد اتـصال    يک بـر فرا   ي ـوتيک پروب ي به عنوان     فرمنتوم لوسيلاکتوباس

  . باشدي مي دهانƽاسترپتوکوک ها

  : مواد و روش ها

   :ط رشدي و شرايياي باکترƽه هايسو

 دنـدان و  يدگي پوس ـƽ از نمونه هاييايه باکتر يسو ۴۰ق  ين تحق يدر ا 

  و  سـال  ۲۵ن سـن    يانگيب هر دو جنس با م     پلاک دندان افراد داوطل   

 توسط کـورت    ک ماه گذشته،  يک در   يوتي ب يعدم مصرف هرگونه آنت   

ــتر ــکياسـ ــازيل دندانپزشـ ــ گردƽ جداسـ ــتاندارد يســـو. ديـ ه اسـ

 ـ مقاƽز بـرا ي ـ ن(ATCC 35668) بـا  استرپتوکوکوس موتانس سه  ي

س يت ـي بلاد آگـار و م     ƽط کشت ها  يه ها بر مح   يهمه سو  .ديه گرد يته

 ƽوس آگار ساخت کارخانه مرک آلمان و در اتمـسفر حـاو           يواريسال

گراد کـشت و گرمخانـه      ي درجـه سـانت    ƽ ۳۷د کربن و دمـا    ي اکس ƽد

 ـ   . شـد  ƽگذار ت ي ـ و ک  ييايميوش ـي ب ƽاـا کمـک تـست ه ـ     ـ سـپس ب

 ـRAP ID STRع ي سـر ييشناسـا  ر يسـا ه دو گـروه موتـانس و  ـ ب

  . ديم گردي تقسي دهانƽاسترپتوکوک ها

 از مرکز PTCC1638 و  ATCC9338ا ب فرمنتوملوسيلاکتوباس

د يه گرد يران ته ي ا يعفون  و ي صنعت ƽها ƽباکتر ون قارچ ها و   يکلکس

  .ديگرد ƽ و نگهدار آگار کشت MRSط کشتيو در مح

  :ت يتر پليکروتي ها به روش مƽلم باکتريوفيل بيتشک

 جدا شده از    ƽ ها ƽلم توسط باکتر  يوفيل ب ي سنجش قدرت تشک   ƽبرا

ط کـشت   ي در مح ـ   مک فارلنـد   ۵/۰ ردابا استاند  معادل   يونيسوسپانس

TSB حاوƽ ۱    ـتر از ا  يکرولي م ۲۵۰ .استفاده شد  درصد سوکروز  ن ي

 ي چـاهک  ۹۶ت  ـي ـر پل ـت ـيکروتياهک در م  ـر چ ـه ه ـون ب ـيسوسپانس

ط ي مح ـ ƽ شاهد تنهـا حـاو     ƽ چاهک ها  .ال داده شد  ـرن انتق ي است يپل

 ـ سـاعت محتو   ۲۴پس از   .  باشند يم  ات چاهـک هـا خـارج و هـر         ي

ل شسته  ي استر ƽولوژيزيتر سرم ف  يکرولي م ۳۰۰ مرتبه توسط    ۳چاهک  

 ƽ ها ƽت باکتر ي تثب ƽقه برا ي دق ۱۵تر اتانل به مدت     يکرولي م ۲۵۰ .شد

پـس از خـشک شـدن     . واره و کف چاهک به کار رفـت       يمتصل به د  

ستال يتر رنگ کر  يکرولي م ۲۰۰قه با   ي دق ۵ت ها به مدت     يچاهک ها پل  

لم يوفي ـد ب ي تول يسپس سنجش کم   .ند شد ƽزيدرصد رنگ آم  ۲وله  يو

 درصـد بـه     ۳۳ک  يد است ير اس ـتيکرولي م ۲۰۰ردن  ـه ک ـافـوسط اض ـت

 ـ  ـر چ ـ ـه  ـ ـ ج ـ يررسـاهک و ب  ـƽورـذب ن  ـگ کرـ رن ولـه  يستال وي

ــوج     ــول م ــر در ط ــگ ب ــلال رن ــود در ح ــط  nm۴۹۲ موج توس

ـــ انجــام گ ELISA READERاهـدستگــ ــاـدر نه. تـرف ت ـي

 بـه صـورت    ƽ(OD)ذب نـور زوله ها بر اساس جي اƽلاس بندـک

  . )۶( صورت گرفت ريز

                     

   =ƽODک باکتري ƽن جذب نوريانگيم

ODc=      شاهدƽ چاهک هاƽ براƽن جذب نوريانگيم
                                  c D O<OD :  Non Adherent

         OD2<OD < c DO: Weakly adherent 
Moderately adherent: 2ODc< OD < 4ODc            
Strongly adherent: 4ODc < OD  

لم آنهـا از  يوفي ـل بيدا چسبنده که قدرت تـشک   ي شد ƽه ها يسپس سو 

. مرحله بعد انتخاب شدندƽ برابود شتريه بيبق
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 بـا قـدرت     ƽ هـا  ƽبـاکتر  بر اتصال    فرمنتوملوس  ير لاکتوباس يتاث

  :اتصال بالا

 ـت استفاده گرد  يتر پل يکروتيز از روش م   ين مرحله ن  يدر ا   ـد بـه ا   ي ن ي

 ƽاسـترپتوکوک هـا  ق شـده از  يک درصد رقيب که کشت شبانه  يترت

% ۱کامل شده بـا  TSB ط کشت يدر محبا قدرت اتصال بالا  يدهان

ق ي رق %۱ ) لوس فرمنتوم يلاکتوباس( ک مورد نظر    يوتيو پروب سوکروز  

 ۲۰۰ در روش اول. ه شـد ي ـ تهMRS brothط کشت يشده در مح

 ƽبـه چاهـک هـا     ط فـوق    يتر از مخلوط هم حجم از دو مح       يکروليم

 ƽ شـاهد فقـط حـاو      ƽت انتقال داده شد، چاهـک هـا       يتر پل يکروتيم

گـر ابتـدا    يدر روش د  .  بودنـد  ي دهان ƽون استرپتوکوک ها  يسوسپانس

 ک ها وارد چاهک ها شده و يوتيون پروب يتر از سوسپانس  يکرولي م ۱۰۰

 ـون اسـترپتوکوک هـا اضـافه گرد       يقه بعـد سوسپانـس    ـي دق ۳۰ در . دي

  و پـس از      PBSتر  يکروليم ۱۰۰ن مرحله ابتدا    ي شاهد ا  ƽچاهک ها 

 سـاعت   ۲۴پـس از    . تـر اسـترپ اضـافه شـد       يکرولي م ۱۰۰قه  ي دق ۳۰

بـار   ۳  و  از چاهـک هـا خـارج       ييون محلول ها ومواد غذا    يانکوباس

قـه  ي دق۵بـه مـدت   % ۲ولـه  يستال وي انجام و با کر PBSشستشو با

جـذب  % ۳۳ک  يد اسـت  يو پس از افـزودن اس ـ       انجام شد  ƽزيرنگ آم 

 ELISA رنگ موجـود در حـلال رنـگ بـر توسـط دسـتگاه      ƽنور

READER  سه با چاهک هايمقا خوانده شد و باƽدرصـد    شاهد

 محاسبه  ƽزان جذب نور  يق کاهش م  ي ها از طر   ƽکاهش اتصال باکتر  

   .)۷( ديگرد

  :ƽ آمارƽز هايآنال

 انجـام   Excelق بـا اسـتفاده از نـرم افـزار           ين تحق ي در ا  ƽز آمار يآنال

ن يانگي ـ م ƽنان برآورد بـرا   ين فاصله اطم  يي بر اساس روش تع    .ديگرد

  .دي گردerror barاقدام به رسم گراف با استفاده از مارها يت

  :يافته ها

  :لم يوفيل بيتشک

 جـذب   ي هـا بـا اسـتفاده از بررس ـ        ƽترلم باک ـيوفـيل ب ـيقدرت تشک 

 ـ شـد کـه   ي بررس ـ ELISA READER توسـط ƽنور ک روش ي

 ـ در ا  . باشد ي م يرنگ سنج   قـدرت   ƽ دارا ƽ هـا  ƽن مرحلـه بـاکتر    ي

 ۳۳. ديلم انتخاب گرديوفيل بي بالا در تشکييتوانا شتر و ي ب يچسبندگ

ل يکـه قـدرت تـشک     ) SA(دا چسبنده بوده    يزوله ها شد  يدرصد از ا  

 ـد کـه از ا  داشـتن ييلم بالا يوفيب  ـي اسـترپتوکوکوس   درصـد  ۶۷ن ين ب

 ـ ي غƽه اسـترپتوکوک هـا  ي و بق  موتانس  در صـد  ۳۹ .درموتـانس بودن

 ۵۴لم متوسـط را نـشان داده کـه          يوفي ـل ب ي و تـشک   يقدرت چسبندگ 

ز ي ـزولـه هـا ن    ي درصـد ا   ۲۵و  درصد آن استرپتوکوک موتانس بـوده       

ط بـه   درصـد آن مربـو     ۳۰ف داشتند که فقط     ي ضع يقدرت چسبندگ 

شـده    جدا ƽ ها ƽ درصد از باکتر   ۳ موتانس بود و     ƽاسترپتوکوک ها 

 ƽ گونه ها  يلم بودند که همگ   يوفيل ب يتشک  و يفاقد قدرت چسبندگ  

ه اســـتاندارد يســـو. )۲و۱ نمـــودار (نـــد اســـترپتوکوک بودگـــريد

ن ي در ا  ۲۴با شماره   زي ن ATCC35668استرپتوکوکوس موتانس با    

 ƽ هـا ƽبـاکتر ء  جز، حاصلهجيد که بر اساس نتا  ي گرد يبررسق  يتحق

 دار در   ي اخـتلاف معن ـ   ƽ آمار ƽز ها يآنال. دا چسبنده قرارگرفت  يشد

ه هـا  يگـر سـو  يددا چسبنده و  ي شد ƽه ها ين سو ي درصد را ب   ۵سطح  

ــشان دا ــ. دن  شــده کــه قــدرت ƽ جداســازƽن اســترپتوکوک هــايب

اسـترپتوکوکوس   داشـتند بـه جـز        ييلم بالا يوفيل ب ي وتشک يچسبندگ

 بـا اسـترپتوکوک شـاهد از نظـر اتـصال و             ۲۲ماره  ه ش يجدا موتانس

 ـ دƽ داري تفـاوت معن ـ لميوفي ـل بيتـشک  اســترپتوکوکوس  .ده نـشد ي

لم را  يوفي ـل ب ي وتـشک  ين قدرت چـسبندگ   ي بالاتر ۲۲ه  ي جدا موتانس

 ƽ درصد با باکتر   ۱ دار درسطح    ي تفاوت معن  ƽ از نظر آمار   هداشت ک 

  .شاهد نشان داد

تـصال اسـترپتوکوک هـا ƽ بـا          بر ا  لاکتوباسيلوس فرمنتوم تاثير  

  :قدرت اتصال بالا

ــک     ــين ي ــالا و همچن ــصال ب ــدرت ات ــا ق ــاƽ ب ــترپتوکوکوس ه اس

استرپتوکوک با قدرت اتصال بسيار ضعيف با استفاده از نتايج مرحله           

 روش برعليـه    ۲ با   لاکتوباسيلوس فرمنتوم  قبل انتخاب گرديد و تاثير    

اتصال آنها به چاهک هاƽ پلي اسـتيرني ميکروتيتـر پليـت ارزيـابي              

ــد ــيل و  . گرديـ ــم لاکتوباسـ ــم حجـ ــوط هـ در روش اول از مخلـ

ــيل   ــترپتوکوک و در روش دوم لاکتوباس ــه  ۳۰اس ــس از ب ــه پ  دقيق

 سـاعت انکوباسـيون     ۲۴پـس از    . کاربردن استرپتوکوک  استفاده شد    

     ƽچاهک ها ƽشاهد تفاوت جذب نور)ƽاسـترپتوکوک تنهـا  حاو  ( 

بـراƽ  ) حاوƽ استرپتوکوک ولاکتوباسـيل     (و چاهک هاƽ مورد نظر      

نتايج نشان  . محاسبه تاثير پروبيوتيک مورد نظر بر اتصال استفاده شد        

اتـصال  . دهنده کاهش اتـصال در حـضور پروبيوتيـک مربوطـه بـود            

به چاهـک هـاATCC35668 (     ƽ(استرپتوکوکوس موتانس شاهد    

 ۲۱  درحضور پروبيوتيک به ترتيب       ۲و  ۱ستيرن در روش هاƽ     پلي ا 

 درصد کاهش داشت که از نظـر آمـارƽ ايـن تفـاوت              ۵/۳۳درصد و 

 کــه ۲۲ شــماره اســترپتوکوکوس موتــانساتــصال . ودـمعنــي دار بــ

بـا تفـاوت معنـي دار       ( چسبنده ترين استرپتوکوک جداسازƽ شده،      

 ۵/۱۷ دوم و روش ۱۰بــود در روش اول ) ۰ /۰۰۱آمــارƽ در ســطح

درصد کاهش يافت که تفاوت معني دارƽ از نظر کاهش اتصال بـين            

  ). الف ۲ نمودار(دو روش مورد استفاده ديده نشد 

 دقيقـــه قبـــل از ۳۰ لاکتوباســـيلوس فرمنتـــومدر روش دوم کـــه 

استرپتوکوک به کار برده شد در اکثر موارد کاهش بيشترƽ در اتصال            
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وش هـاƽ اول و دوم بـه        ايجاد شد که ميانگين کـاهش اتـصال در ر         

  ).  الف۳ نمودار(  درصد به دست آمد۲۶,۲۳ و۱۷,۲۹ترتيب 

 بـر   لاکتوباسيلوس فرمنتوم  روش مورد استفاده     ۲به طور کلي در هر      

 ــر م ـاƽ غي ـ ـوک ه ـ ـوکـرپتـال است ـاتص رƽ ـشتـ ـر بي ـانس تاثي ـ ـوت

وتانس داشـت ولـي از نظـر        ـاƽ م ـ ـوک ه ـ ـوک ــرپتـه است ـت ب ـنسب

ــي د  ــاوت معنـ ــارƽ تفـ ــشد آمـ ــده نـ ــودار. (ارƽ ديـ ). ب۳ نمـ

  

  

  و ديگر استرپتوکوک هاƽ دهاني) ب استرپتوکوک هاƽ موتانس ) الف تعيين قدرت تشکيل بيوفيلم:۱ نمودار

SA :دا چسبنده ، يشدMA : ، نسبتا چسبندهWA :ف ، ي ضعيچسبندگNA : يبدون قدرت چسبندگ  

   باشدي مATCC35668ه استاندارد با ي همان سو۲۴استرپتوکوکوس موتانس 
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  ه روش مورد استفاد۲ غيرموتانس با )ب استرپتوکوک هاƽ موتانس ) الف تاثير لاکتوباسيلوس فرمنتوم بر اتصال:۲ نمودار
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    و بين استرپتوکوک هاƽ موتانس)ب در حضور لاکتوباسيلوس فرمنتوم بين دو روش مورد استفاده ) الف مقايسه کاهش اتصال ايجاد شده:۳نمودار

(MUT)  دهاني ƽوديگر استرپتوکوک ها)( NON MUT روش مورد استفاده ۲ در   
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  : بحث 

 ـج حاصـله از ا    يبر اساس نتا   ق مـشخص شـد کـه حـضور         ي ـن تحق ي

ــوميلاکتوباســ ــوان ATCC9338 لوس فرمنت ــه عن ــ ب ــاکتري  ƽک ب

 تواند باعث کاهش اتصال استرپتوکوک ها به سـطوح          يم کيوتيپروب

 ـ ي ـ توانـد بـه م     ين مطلـب م ـ   ي ا که ش گردد ياـورد آزم ـم ن يانکنش ب

ک قبـل از    ي ـوتيه پروب ي کـه سـو    يزمـان  . ها نسبت داده شـود     ƽباکتر

شتر ي ـد کاهش اتصال ب   يش گرد ياستم مورد آزم  ياسترپتوکوک وارد س  

 با استفاده هم زمان هر دو  ƽ دار ي تفاوت معن  زي ن ƽ از نظر آمار   شد و 

ک قبـل از    ي ـوتيه پروب ي دهد افـزودن سـو     يم که نشان داشت   ƽباکتر

ون آن را در سطوح مورد      يزاسي کلون )کيوژنيکار(  زا   يدگيپوسه  يسو

ه يکـه سـو     شـود  ي تـصور م ـ   ياز طرف ـ . ش داده اسـت   يمطالعه افـزا  

 ـ از ساختمان    ير بخش ييک قادر به تغ   يوتيپروب  ƽ بـاکتر  ƽولـوژ يزيا ف ي

ر يسـا  موتـانس و   ƽاسـترپتوکوک هـا   (لم  ـيوفـيل ب ـيل در تشک  ـيدخ

 ـخواهد بود که ا   ) ي دهان  استرپتوکوک ƽگونه ها  ژه در  ير بـو  يي ـن تغ ي

 ـ جدا استرپتوکوکوس موتـانس  ارتباط با    ر ي ـ و اسـترپتوکوک غ    ۲۰ه  ي

 ƽشتري ـزان ب ي شود که اتصالشان به م     ي مشخص م  ۲۱ه  يموتانس جدا 

ک مورد استفاده قرار گرفتـه و       يوتير پروب يه ها تحت تاث   يگر جدا ياز د 

اسـترپتوکوکوس  ه  زولـه هـا از جمل ـ     ي ا شتري ـبدر  . افته است يکاهش  

 ـ جدا موتانس  ـر موتـانس جدا   ي ـ و اسـترپتوکوکوس غ    ۳۰ه  ي  و  ۱۷ه  ي

زولـه  يا (ATCC35668بـا    ه شـاهد  ي سو استرپتوکوکوس موتانس 

 از نظــر کــاهش اتــصال در حــضور ƽ دار آمــاريفــاوت معنــت) ۲۴

ده شده که مربوط به پـر       ي روش مورد استفاده د    ۲ن  يک در ب  يوتيپروب

ه يک قبل از ورود سو    يوتيه پروب يسو اتصال توسط    ƽها گاهيشدن جا 

 ـ جدا استرپتوکوکوس موتـانس   ياز طرف .  باشد يک م يوژنيکار  ۲۲ه  ي

ن و  يجـه پرقـدرت تـر     ين قدرت اتصال را داشـت و در نت        يکه بالاتر 

ر ي در نظر گرفته شد، در مقابل تـاث        ي مورد بررس  ƽن باکتر يپاتوژن تر 

افـت  ي ƽو کاهش اتصال کمتر     مقاومت نشان داد   ƽک تاحد يوتيپروب

 ـمورد استفاده ا   روش   ۲ ني ب ز  ي ن ƽ دار ي تفاوت معن  و   و ƽن بـاکتر  ي

 ـ   يمورد مطالعه د   ƽ ها ƽگر باکتر ي از د  يبرخ  در هـر دو     يده نـشد ول

تـر  يکروتي م يرني اسـت  ي به سـطوح پل ـ     ها ƽن باکتر يال ا ـالت اتص ـح

ــپل ــضور پروب ي ــا در ح ــوتيت ه ــک ي ــوميلاکتوباس ــا لوس فرمنت  ب

ATCC9338   ـانکنش باکتر ي ـواند بـه م    ت ي که م  افتيکاهش  ، يياي

 ـ اتصال و    ƽها گاهيرقابت در اتصال به جا     د ي ـت تول ي خاص ـ يا حت ـ ي

ه گـردد   يک توج يوتيه پروب ي توسط سو  يبات با قدرت ضد اتصال    يترک

  .رديشتر قرار گي بيبررس د مورد توجه ويکه با

 ƽه هـا  ير سو يبا مطالعه تاث  ) ۲۰۰۲( وهمکاران   ين راستا کومل  يدر هم 

ــباکتر ــ لبييايـ ــ (ينـ ــوس لاکتـ ــترپتوکوکوس  و سيلاکتوکوکـ اسـ

ح يافتنـد کـه تلق ـ    يجه دست   ين نت يبر سلامت دهان به ا    ) لوسيترموف

ه يسـو ون يزاس ـيزان کلوني ـ مي دهان ƽه ها ي قبل از سو   ي لبن ƽه ها يسو

ن گـزارش   يآنهـا همچن ـ   . مـوارد  يدر برخ ـ  ش نداد مگر  ي را افزا  يلبن

ر يي ـ قادر به تغ   سيلاکتوکوکوس لاکت ژه  ي بو ي لبن ƽه ها يکردند که سو  

ــ بــه وي دهــانƽ هــاƽ از بــاکتريات برخــي از خــصوصيبخــش ژه ي

 آنهـا   ينوس بودند که تعداد کلون    يس و سورب  ي اورال ƽاسترپتوکوک ها 

 کاهش نشان   ƽ دار يک مورد استفاده به طور معن     يوتيدر حضور پروب  

   .)۷(داده است

لاک ل پ ي را بر تشک   يکروبيانکنش م ير م ي تاث يز وقت يهمکاران ن  لر و يم

 ـز به اي کردند ن  ي م ي بررس استرپتوکوکوس موتانس  جـه دسـت   ين نتي

کـه   (يلوس کـازئ  يلاکتوباس ـ ها از جملـه      ƽ از باکتر  يافتند که برخ  ي

ل پـلاک   يدر تـشک  ) ک مطـرح اسـت    يوتيه پروب يامروزه به عنوان سو   

 ـ و ا  نـد ن ک يجاد م يا ياسترپتوکوکوس موتانس کاهش قابل توجه     ن ي

   .)۸(  ها ارتباط داده اندƽکترن بايانکنش بيجه را به مينت

 مـدت   يد مصرف طولان  يرات مف يتاث ۲۰۰۲س و همکاران در سال      ين

 ۴ تـا    ۳ن  ا کودک ـ ي دندان ƽ ها يدگيک را بر پوس   يوتي پروب ƽر حاو يش

 از  يک ـيگزارش کردنـد کـه      نها  آن  ي علاوه بر ا   .ساله گزارش نمودند  

 ـ تواند به عنـوان      ي م (GG)لوس رامنوزوز   ي لاکتوباس ƽه ها يسو ک ي

نوس ي موتانس و سورب   ƽک در کاهش استرپتوکوک ها    يوتيه پروب يسو

  .)۹(د به کار رو

ق خود مصرف کوتاه مدت محصولات      يز در تحق  يآهولا و همکاران ن   

ر يي ـ زا تغ  يدگي قرار دادند و در فلور پوس      يک را مورد بررس   يوتيپروب

 موتـانس   ƽدر مطالعه آن ها تعداد اسـترپتوکوک هـا        . مشاهده کردند 

افته بـود کـه   ي نسبت به گروه شاهد کاهش ƽ داري به طور معن   يبزاق

 يک در حفـره دهـان     ي ـوتي پروب ƽ ها ƽزه شدن باکتر  يل آن را کلون   يدل

  .)۱۰( گزارش نمودند

ر ي گزارش کردنـد کـه مـصرف ش ـ        ۲۰۰۴کاوا و همکاران در سال      ين

 توانـد در    ي م ـ ƽلوس روتـر  يلاکتوباس ـ ƽحـاو ) ماست(ر شده   يتخم

   .)۱۱( ندان موثر واقع گردد ديدگيسک پوسيکاهش ر

ــ ـــمطالع ــشـات مخت  ـــلف ن ــه لاکتوباس ــار  يان داده ک ــا مه ــا ب ل ه

واقـع   دي ـدا در حفره دهـان مف     يوژن و کاند  ـ پات ƽاـه وکـوکـاسترپت

 بــا کــاهش  ƽروتــر و لوس رامنــوزوزيلاکتوباســ.  شــونديمــ

ک ي ـوتي به عنـوان پروب    يدگي موتانس عامل پوس   ƽاسترپتوکوکوس ها 

 موثر  ƽسم ها ي از مکان  يکي.  باشند ي م يدگي از پوس  ƽريشگيقادر به پ  

 زا گزارش شـده     ƽماري ب ƽ ها ƽنها با باکتر  آانکنش  يک ها، م  يوتيپروب

  .)۱۲( است

  



٥١ / آرزو طهمورث پور و همكاران                                   )                           ۱۳۸۷ بهار ۱ شماره ۲سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 

  :نتيجه گيري

ک هـا از جملـه      ي ـوتيجـه گرفـت کـه پروب      ي تـوان نت   ي م يبه طور کل  

 ينيگزيل نمـودن جـا    يل ها قادر به اتصال به سطوح و تعد        يلاکتوباس

ند اتصال  ير بر فرا  ي باشند و با تاث    يل استرپتوکوک ها م    اورا ƽگونه ها 

جاد ين عامل در ا   يمهم تر  ن و ي که اول   زا يدگي پوس ƽاسترپتوکوک ها 

 دنـدان   يدگي پوس خطر قادر به کاهش      باشد، ي م يدگي و پوس  ƽماريب

 ƽ رفتـار  ƽن الگـو  يا ا يآ. ودنتال خواهند بود  ي پر ƽ ها ƽماريگر ب يو د 

 له دنبال خواهد داشـت ؟ بـه هـر حـا           را ب  يجين نتا يدر بدن هم چن   

 ـ با يدگي پوس ƽسک فاکتور ها  ي مختلف بر ر   ƽک ها يوتير پروب يتاث د ي

 ير برخ ـ ين تـاث  يعلاوه بر ا   .ردي قرار بگ  ƽشتري ب يبررس مورد توجه و  

ل پـلاک   ينـد تـشک   يک هـا  بـر فرا      ي ـوتيه پروب ي ثانو ƽت ها ياز متابول 

ه  تحـت     برخوردار خواهد بود ک ـ    ي خاص تياسترپتوکوک ها از اهم   

.افــتينــده انتــشار خواهــد   يج آن در آي اســت و نتــا يبررســ
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:دهيچک  

 تواند باعث القاء ي شود که مي گفته مMICر يبه غلظت ز  )Sub-MIC( کمتر از توقف دهنده رشد ƽ غلظت ها:فاهدانه و يزم

ن مطالعه يهدف از انجام ا . گرددييايميوشيات بيرولانس و خصوصي وƽان فاکتور هايزان بير در ميي، تغيکيرات مورفولوژييتغ

  .بود ياکليشياشر ƽباکتر يکيتيت همولي فعالƽن بر رويلي سين و آمپيپروفلوکساسيسک يوتي بي دو آنت Sub-MIC اثريبررس

 زوله ها بودند انتخاب شدند،ين اي در بيکيتيت همولين  فعاليشتري بƽ که داراياکليشي اشرƽ باکتريکينيزوله کليدو ا: يبررسروش 

   Sub-MIC) ۸/۱  وƽ MICن شد و سپس غلظت هايي آنها تعƽن به رويلي سين و آمپيپروفلوکساسي سکيوتي بيدو آنت MICسپس

  .دي گرديزوله بررسي دو ايکيتيت همولي فعالƽک فوق به رويوتي بيآنت دو  ) ۲/۱ ، ۴/۱، 

 (  Sub-MIC و  ƽMICهان، مشخص شد که در غلظت يپروفلوکساسيک سيوتي بيسه با لوله کنترل در مورد آنتيدر مقا: افته هاي

 شد يک کمتر ميوتي بيد و هرچه غلظت آنتو شي مشاهده ميکيتيت هموليزان فعالي در مƽ داري کاهش معن )۱ ⁄ ۲   ،۱ ⁄ ۴   ، ۱ / ۸

ک يوتي بي آنت مختلفƽظت هال در غ ،نيلي سيسه با لوله کنترل در مورد آمپيدر مقا.  دي گرديشتر مي بيکيتيت هموليزان فعالي،م

  .  مشاهده نشديکيتيت هموليزان فعالي در کاهش مير محسوسييتغ

ن را در يزيد هموليزان تولين ميپروفلوکساسيک سيوتي بي آنت ƽSub-MICد که غلظت هاين مطالعه مشخص گرديدر ا: يريجه گينت

  .رد نداƽري تاثيمورد بررس ياکليشيزوله اشري دو ايکيتيت همولي فعالƽن به رويلي سي آمپي دهد ولي کاهش مياکليشي اشرƽباکتر

  ، )MIC (ن غلظت ممانعت کننده از رشدي کمترن،يلي سين، آمپيپروفلوکساسي، سيکيتيت همولي، فعالياکليشياشر :كليد واژه ها

  ) MIC  )Sub-MICغلظت کمتر از 

 

 
 

 
 

  

  

    



٥٤ ...  دو آنتي بيوتيک سيپروفلوکساسين و آمپي سيلينSub-MICاثر غلظت هاي /      

  :قدمهم

اسه است که در درون     ي از اعضاء خانواده انتروباکتر    يکي ياکليشياشر

 ƽ تعـداد  . کند ي م يوارش انسان به عنوان فلور نرمال زندگ      دستگاه گ 

 ƽ روده ا  ƽ هـا  ƽمـار يجـاد ب  ي ا يي توانا ƽن گونه دارا  يا ƽه ها يسو از

 مثـل   ƽا  خارج روده  ƽها ƽمارين ب ي و همچن  ƽسانتريد ،مانند اسهال 

 ƽن فـرم عفونـت هـا   يع تـر ي که شا  باشد ي م ƽ ادرار ƽمجراعفونت  

  کي ـ اوروپاتوژنƽه هـا يسـو  .)۱(  اسـت ƽن بـاکتر ي اƽا خارج روده 

ت ي مننژ ي سم ي سپت ƽدستگاه ادرار د عفونت   يباعث تول  ياکليشياشر

 ،نـد ي نمايجاد عفونت مي که ا  ƽه ها ياغلب سو .  باشند يس م يو سپس 

 يتيسي ـپاتوژنش يرولانس را کـه باعـث افـزا   ي وƽ از فاکتورها  يانواع

 ـ از ا  يکي.  کنند يد م ي شود را تول   يآنها م   ـو ƽن فاکتورهـا  ي نس رولاي

 ƽ هـا  د سـوراخ در غـشاء سـلول       ي ـن اسـت کـه بـا تول       يزيسم همول 

 ـ باعـث مـرگ ا  يالي ـتلي اپƽو سلول هـا  RBC   ماننديوتيوکاري ن ي

 مختلـف ثابـت شـده    يواني ـ حƽدر مدل هـا   . )۲(  شود يسلول ها م  

 ـا). ۳(  شـود  يد م ـ ي شـد  ƽويب کل ين باعث آس  يزياست که همول   ن ي

 فـاز   يتون است در ط   داللو  ي ک ۱۰۷ ي وزن مولکول  ƽن که دارا  يتوکس

د آن تـا اواسـط فـاز        ي ـزان تول يد شده و م   ي تول ƽ باکتر يتميرشد لگار 

زان ي ـ فـاز سـکون م     يت در ط ـ  ي رود و در نها    ي بالا م  يتميرشد لگار 

 ـ يدرمـان اثـرات   .  رسـد  يآن به حداقل م ـ   د  يتول ک ي ـوتي ب يک آنت ـ ي

 ـ  آ  MICش از غلظت  ي که غلظت دارو ب    يهنگام  ƽن دوزهـا  ين در ب

 يکي فارماکوکنت ƽ ها يمنحن .ر است يار چشمگ ي، بس ز شده باشد  يتجو

 ـ ƽ کند که غلظـت هـا      يک ها مشخص م   يوتي ب يآنت  ش از غلظـت   ي ب

MIC    ند و  ي آ يز دارو بدست م   ياز تجو   بعد يتنها مدت زمان کوتاه

بـه غلظـت    .  کنـد  ي م ـ يـج ـيه کاهش تدر  ـبعد غلظت دارو شروع ب    

 غلظـت کمتـر از توقـف دهنـده رشـد            ، MIC غلظـت ن تر از    ييپا

)Sub-MIC( ندي گو ي م )ـا .)۴   کـشنده   ƽ بـاکتر  ƽن غلظـت بـرا    ي

 مــشخص شــده اســت کــه in vitroست، بلکــه در مطالعــات يــن

رشد، القاء   مانند محدود کردنفمختلسم ها را از طرق يکروارگانيم

 ـممانعـت و     ،يکيرات مورفولـوژ  ييتغ م هـا و    يد آنـز  ي ـا کـاهش تول   ي

 ƽ به سلول هـا    ƽتر اتصال باک   محدود کردن  ،يياي باکتر ƽن ها يتوکس

 ـ و ƽسنتز فـاکتور هـا     .)۵(  دهد ير قرار م  يزبان تحت تاث  يم رولانس ي

 بـه   نـوزا يسـودوموناس آئروژ   در   Aن  يمثل پروتئاز ها و اگزوتوکـس     

 و هـم در  in vitroط ين هم در شـرا يپروفلوکساسيشدت توسط س

نولـون  ياثرات مشابه توسط کوئ.  کنديدا ميکاهش پin vivo  طيشرا

ــت   ــا در غلظ ــه روSub-MICه ــا ƽ ب ــاکتور ه ــ وƽ ف رولانس ي

ک مطالعه مشخص شد که     يدر   ).۶(  گزارش شده است   ياکليشياشر

ات ي و خـصوص   ƽر مورفولوژ يي باعث تغ  اختصاصان  يپروفلوکساسيس

 ـ انجـام ا   زهـدف ا  ). ۷(  شود ي م يکلايشي اشر ƽ باکتر ييايميوشيب ن ي

ن يپروفلوکـساس يک سيوتي بيدو آنتSub-MIC   اثريمطالعه، بررس

  . بودياکليشي اشريکيتيت هموليزان فعالي مƽن به رويلي سيو آمپ

  :ها روش مواد و 

  : هاهيه سويته

 که ياکليشياشره يدو سو يکيني کلƽه هاين سوين مطالعه از بيدر ا

 بودند ƽز قويلو همƽ داراو جدا شده بودند ƽر ادراƽها از عفونت

  . انتخاب شدند

 Agar dilution(  آگار ƽق سازيبه روش رق MICن ييتع

susceptibility test ( :  

 ƽه داروـت بـوق نسبـ فهـيوـدو س MIC يـور بررسـه منظـب

ت ـشرک(ن ـيلي سيـآمپ و )اـيت آرـشرک(ن ـياسـوکسـروفلـپيس

 Agar dilution) ارـ آگƽازـق سـي از روش رق،)انـيح نـرابـجاب

susceptibility test)  روبر ƽ ار نتون آگيط کشت مولر هيمح

  ).۸( دياستفاده گرد

  :يه ها به روش کمي سويکيتيت همولي فعاليبررس

ط جامد وارد يه مورد نظر را از محيزا از هر سوـ مجيابتدا دو کلن

ml ۱۰ط ي از محTSBشبانه روز در دما۱  نموده و ƽ °C ۳۷ ، 

 ml۹  زوله را دريهر اون يپانس از سوسml ۱سپس  .دنديانکوبه گرد

 يکم  مولار ويلي م۱۰م يد سدي کلرƽ حاود کهي جدTSBط يمح

 ، ƽ °C ۳۷ دما ساعت در۵/۲ده و به مدت يگرم شده بود، وارد گرد

 رشد يي وارد فاز انتهاƽ باکترƽها تا سلول دنديانکوبه گرد

به  .)۹ (نديد نماين حد  تولين را در بالاتريزي شوند و هموليتميلگار

 ƽه مراحل در دمايبق بالا حساس است ƽن به دماينکه توکسيل ايدل
°C ۴ ط کشت هايمح .دش انجامƽحاو ƽوژ يفين را در سانتري توکس

 ƽ °C ۴قه و در دماي دق۱۵ به مدت g۱۵۰۰خچال دار با دور ي

ک لوله يط کشت در يمح  هرييع رويسپس ما .دنديگرد وژيفيسانتر

ت ين فعاليي تعƽبرا.  شدندƽ و نگهدارƽل جمع آوري استرƽمجزا

گوسفند % ۲ا ي % ۱ ار خون ياکليشين اشريزيا  همول آلفيکيتيهمول

ع ي از ماml۱  ليک لوله استريب که در ين ترتياستفاده شد، به ا

ون خون ي سوسپانسml  ۱زوله و ين هر اي توکسƽ حاوييرو

ک ساعت ي به مدت ƽ °C ۳۷وارد شد و در بن مار%) ۲( گوسفند 

  خارج شدند وƽارن زمان لوله ها از بن ميبعد از ا. ديانکوبه گرد

ml ۲  محلولPBSنيد تا واکنش بي سرد به هر لوله افزوده گرد 

ز نشده ي لƽ  هاRBCز نشده متوقف گردد و ي ل RBCن ويتوکس

زان جذب آن در ي هر لوله جدا شد و مييع رويما.  نديرسوب نما

ن مطالعه لوله کنترل يدر ا. ديز گردي نانومتر آنال۵۴۵طول موج 
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 محلول ml ۳ گوسفند و RBCاز % ۲ون ينس سوسپاƽ ml ۱حاو

PBS ۱۰(  بود.( 

ک يوتي بي آنت)Sub-MIC  )۸/۱ ، ۴/۱، ۲/۱ و MIC اثر يبررس

  : زولهي دو ايکيتيت همولي فعالƽها به رو

 عدد ۴  ارلن کوچک انتخاب شد که در۵تدا ک ابيوتي بي هر آنتƽبرا

ر  مولايلي م۱۰م يد کلسي کلرƽ حاوTSBطي از محml ۸از آنها 

 کشت، به هر کدام از ƽط هايل کردن محيبعد از استر. وارد شد

  Sub-MIC ) ۸/۱  وƽ MICاز غلظت ها ml ۱ب يارلن ها به ترت

ارلن پنجم تنها  .به دست آمده بود افزوده شد" که قبلا  )۲/۱  ،۴/۱، 

ک يوتي بي فاقد آنتيم وليد کلسي ، کلرTSBط ي از محƽ ml ۹حاو

 TSBط ي ها در محƽ ساعته باکتر۲۴از کشت در مرحله بعد ، . بود

 ييحجم نها(  ارلن اضافه شد۵ر کدام از ـه هـ بml ۱زان ـيه مـب

ml ۱۰ساعت در دما۵/۲ط ها به مدت ين محيا ). بود ƽ °C ۳۷ ، 

 يکيتيهمولت ين فعاليي تعيعنيه مراحل کار ييو بق دنديانکوبه گرد

  .طبق قسمت اول انجام شد

  :يافته ها

 يني بالƽزوله هاين اي مورد نظر را از بƽه هايالعه سون مطيدر ا

ن يپروفلوکساسيک سيوتي بي دو آنت Sub-MICانتخاب کرده و اثر

 مورد ياکليشي اشرƽ باکتريکيتيت همولي فعالƽن  به رويلي سيو آمپ

ک  يوتي بي دهد که آنتيج حاصله نشان مينتا . قرار گرفتيبررس

  MICو ƽ MIC۲/۱،MIC  ۴/۱ن در غلظت هايپروفلوکساسيس

ک يتيت همولياز فعال )۱جدول شماره ( نسبت به گروه کنترل ۸/۱

ت يفعال ). >۰۵/۰P( نمود ƽريش جلوگي مورد آزماƽه هايسو

 ƽ در مجاورت غلظت هاشي مورد آزماƽه هاي سويکيتيهمول

Sub-MICنسبت به گروه شاهد )۲جدول شماره ( نيلي سي آمپ ،

  ).>۰۵/۰P ( نداد را نشانƽ دارياختلاف معن

  

  

  

   OD545اثر غلظت هاƽ مختلف سيپروفلوکساسين بر فعاليت هموليتيکي سويه هاƽ مورد بررسي در  :۱جدول 

  غلظت هاƽ مختلف

  سيپروفلوکساسين

ƽباکتر ƽسويه ها  

  MIC ۸/۱  MIC ۴/۱  MIC ۲/۱  MIC  )کنترل(صفر 

  ۰/۰ ۶۶  ۰/۰ ۷۱  ۱۱۷/۰  ۱۹۵/۰  ۶۰۶/۰  ۱سويه 

  ۰۷۰/۰  ۰۸۲/۰  ۱۵۲/۰  ۱۲۳/۰  ۴۴۵/۰  ۲سويه 

 
  

  

  OD545اثر غلظت هاƽ مختلف آمپي سيلين بر فعاليت هموليتيکي سويه هاƽ مورد بررسي در  :۲جدول 

  هاƽ مختلف غلظت

 آمپي سيلين 

ƽباکتر ƽسويه ها  

  MIC ۸/۱  MIC ۴/۱  MIC ۲/۱  MIC  )کنترل(صفر 

  ۵۲۹/۰  ۵۳۱/۰  ۵۵۸/۰  ۵۹۳/۰  ۶۰۶/۰  ۱سويه 

  ۴۲۸/۰  ۴۲۵/۰  ۴۳۱/۰  ۴۳۵/۰  ۴۴۵/۰  ۲سويه 
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  اثر غلظت هاƽ مختلف آمپي سيلين بر روƽ فعاليت هموليتيكي سويه ها: ۲نمودار
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  :بحث

 ي با وزن مولکولي خارج سلولينين پروتئيک توکسين يزيآلفا همول

 که ياکليشي پاتوژن اشرƽه هايت که توسط سولو دالتون اسي ک۱۰۷

ت، يتونيپر ،ƽ ادرارƽ مانند عفونت مجارƽا عفونت خارج روده

ه نظر ـب. دـ شونيد مـي کنند، تولياد مـجي اي سميت و سپتيمننژ

 ƽ باکترƽرولانس مهم برايک فاکتور وين، يزي رسد که آلفا هموليم

 ƽ باکتريکيتيمولت هيمطالعات نشان داده است که فعال .)۱ (است

 ط کشت،يب محي مانند ترکيطير عوامل محي تحت تاثياکليشياشر

pH، در سال  . باشديم و آهن ميژن، غلظت کلسيزان اکسي م، دما

ر بن يسين و استرپتومايسي، جنتاماکليمفناکلر Sub-MIC اثر ۱۹۸۳

 شد که يبررس اوروپاتوژن ياکليشي اشرƽن باکتريزيد هموليتول

ن را يزيد همولي تولƽ بدون ممانعت از رشد باکترنيسياسترپتوما

 ƽMICاثر غلظت هاگر ي ديقيدر تحقن ي همچن.)۱۱ (ممانعت نمود

ل شدن ي باعث طوياکليشي اشرƽ باکترƽنولون ها به روي کوئ۲/۱

ن توسط يزيزان هموليد مين کاهش تولي و همچنƽشکل باکتر

ن يست آمده در اج به ديق فوق با نتايج تحقينتا .)۱۲(د يگرد ƽباکتر

ن در غلظت يپروفلوکساسيب که سين ترتي به ا ،مطالعه مطابقت دارد

Sub-MICن يدر ا. ديگردن يزيد هموليزان تولي باعث کاهش م

ک يوتي بي آنت Sub-MICکه غلظت ز مشخص شد ينمطالعه 

 ي دهد ولين را کاهش ميزيد هموليزان توليمن يپروفلوکساسيس

 ياکليشياشرزوله يدو ا يکيتي همولتي فعالƽه روـن بيلي سيآمپ

ه ـز مشخص شده است کين" راي اخ. نداشتƽريتاث يمورد بررس

 ƽن هايان توکسـياهش بـاعث کـب"  الزاماSub-MICغلظت 

 مشخص شد که غلظت يقيکه در تحق  شود، چراي نمييايباکتر

Sub-MICدين باعث القاء توليپروفلوکساسيک سيوتي بي آنت 

لو باکتر ي در کمپ Cytolethal Distending Toxinنيتوکس
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 ƽ باکترƽدر مطالعات مشابه به رو .)۱۳( گردد ي ميژوژن

ک ها منجمله يوتي بي از آنتƽ تعدادSub-MIC، اثرات ياکليشياشر

.  شده استيرولانس بررسي وƽ فاکتور هاƽن رويپروفلوکساسيس

ن در ـياسـوکسـپروفليه سـد کيک مطالعه ثابت گرديدر 

 گردد ي مPه نوع يمبريان في باعث ممانعت از ب Sub-MICغلظت

 ƽ در دستگاه ادرارƽ باکتر شدنزهي تواند از کولونين غلظت ميکه ا

د که ي مشخص گردƽن حال در مطالعه ايدر ع). ۱۴( ممانعت کند

 ƽه هاي از سوي در بعضSub-MICن در غلظتيپروفلوکساسيس

 از ƽن شدن تعدادايش بي، باعث افزاياکليشي اشرƽاوروپاتوژن باکتر

ه يمبرير از في مقاوم به مانوز غƽن هايزي مانند ادهي اتصالƽفاکتورها

ه ها به ين سوي به اتصال ايت منتهياـه در نهـ شود کي مPنوع 

 ƽدر مطالعه ا). ۱۵(  گردديم ƽ ادرارƽ موجود در مجراƽکاتتر ها

اس با ين در قيوکساسـروفلـپيک سـيوتـي بيـورد آنتـگر در ميد

ن ي  اSub-MICد که غلظت يمشخص گردز ين انولون هيگر کوئيد

 ƽان فاکتور هاي کاهش بƽ براƽف تري اثرات ضعƽک دارايوتي بيآنت

  ).۱۶( است يرولانس سطحيو

   : يريجه گينت

 ƽ باشد که غلظت هايرولانس مي مهم وƽن از فاکتور هايزيهمول

د آنرا يزان تولين ميپروفلوکساسيک سيوتي بي آنتSub-MICمختلف 

رولانس ي تواند وي دهد لذا مي کاهش مياکليشي اشرƽدر باکتر

زه شده را کاهش دهد و از قدرت تهاجم آنها ي کولونƽه هايسو

 يکيتيت همولي فعالƽرون يلي سي است که آمپين در حاليا. بکاهد

ق و ين تحقيج حاصل از ايبا توجه به نتا .  نداشتƽريه تاثيدو سو

 مختلف ƽهااثر غلظت  گردد که يه مي توصگرانيقات ديج تحقينتا

Sub-MIC ک هايوتي بيدر مورد آنتƽبر روگر ي دƽفاکتورها ƽ 

  .رديگ قرار ي مورد بررس ياکليشياشررولانس يو
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نامه به سردبير

ــ ــويبررســ ــ بي مقاومــــت آنتــــي الگــ  يکيوتيــ

ن يلي ســي مقــاوم بــه متــوسئــ اوروسککولويفاســتا

  مارستاني از بياکتساب

 يم اشرفي مر،ي کامران شرف،ن زادهي زهره ام،*ين شکوهيشرو

  بيمارستان لقمان حکيم بخش عفوني

مارسـتان لقمـان    يب ي بخـش عفـون    ين شـکوه  يشـرو  :سنده رابط ينو

    ۰۹۱۲۱۰۳۴۸۱۱:همــراه      . ۵۵۴۱۱۷۱۷ :تلفکــس م يحکــ
 Shsh.50@gmail.com 

مارستان بوده و ي بدر ƽ از عوارض بستريکي يمارستاني بƽها عفونت

 يمارستاني مهم مولد عفونت بƽسم هايکروارگاني از ميکي وسئ اوروسلوکوکياستاف

 مقاوم  اورئوسوسلوکوکياستافجاد يک در ايوتي بينتز نامناسب آيتجو.  باشديم

 است ƽن باکتريزه شدن اي کلوني محل اصليني قسمت قدام ب.)۱و۲( نقش دارد

نه و يربغل، واژن، پري زده ويب ديه آسير پوست ناحي نظƽگري ديگرچه در نواح

م سين ارگاني سالم با اافراد% ۲۵-۵۰ ).۳( شوديره ميز کلونيس نفارنکو مخاط ناز

ماران ي ها بƽزيالي ، همودHIVون در افراد آلوده به يزاسيوع کلونيزه شده و شيکلون

 عتر استين شاي وابسته به انسولƽک هايتابي و ديقين تزري، معتاديات پوستبا صدم

 يکيوتي بي مختلف آنتƽ به کلاس ها اورئوسوسلوکوکياستافمقاومت ). ۴(

 Methicillin)نيلي سيتمقاوم به  م اورئوسوسلوکوکياستافوع يش  وگزارش شده

Resistant Staphylococcus Aureus) مارستان در ي از جامعه و بي اکتساب

   .)۷-۵(  باشديش ميحال افزا

ــستري ب۵۱۱ ــميمارســتان لقمــان حکــي در بƽمــار ب ــا ن ســالي ب  ƽ ۱۳۸۳-۱۳۷۷ه

 ي ارسـال  ƽ کشت از نمونـه هـا       در  که }مرد%)۶۵(مار  يب۳۳۱زن و   %)۳۵(ماريب۱۸۰{

 بدسـت آمـد      اورئـوس  وسلوکوکياسـتاف  ƽوي ـر خون، ادرار، ترشحات ر    يان نظ شيا

ط ي در مح ـ   اورئـوس  وسلوکوکياستاف مثبت   ƽها  کشت کهيدر صورت .  شدند يبررس

 ن بـا غلظـت  يلي س ـيمتسک ي در اطراف دmm ۹  کمتر ازنتون هالهيمولر هکشت 

µg۵ به آن    داده بود ل  ي تشک (MRSA) ترمـار در هنگـام بـس      يب واگر شد   اطلاقƽ 

 از  ي آن نباشـد بـه عنـوان اکتـساب         بـه  ابتلا دوره کمون ا در   ي نبوده و    تفونمبتلا به ع  

 ۱۱بـه  بت  مقاومـت نـس  ƽ در نظر گرفته شـد والگـو   (HA-MRSA) مارستانيب

   .ديمشخص گرد) ۹و۸(رئ باي متد کربووژن يفيسک ديبا روش دک يوتي بيـآنت

از %) ۶/۷۴( مورد ۳۴۵. بودن يلي سيمتمقاوم به %) ۹۰(  مورد۴۶۲،  نمونه۵۱۱از 

 مورد ۴۶۲از .  بودندياز بخش جراح%) ۳/۷(  مورد۳۴ن، يم مسموICUبخش 

%) ۳۵(  مورد۱۶۳ و مربوط به جنس مذکر%) ۶۵( مورد ۲۹۹ن يلي سيتممقاوم به 

 نيلي سي، پن%)۳/۱( نيپروفلوکساسي مقاومت نسبت به س.بود مربوط به جنس مونث

 نيسيجنتاما ،%)۹/۰(نيکاسيآم ،%)۵/۱( کليلرامفنک ،%)۲/۰(ن يلي سي، آمپ%)۲/۰(

 و%) ۴/۰(ن يسينداماي، کل%)۴/۰( نيسينکوماي، ل%)۳/۱( نيسيترومايار ،%)۱/۱(

  . بود%) ۴/۰(موکسازول يکوتر

 ي اکتسابMRSA ن دريسي به ونکومايمقاومت) ۱۰ ( وهمکارانيبي حسدر مطالعه

 روش  انجاملي بدلاضرق حين تفاوت با تحقيد ايشا نداشته  وجودمارستانيب از

MIC و شکوهيدر . باشد مقاومتيبررس در ƽاز %۳۴ ،)۱۲،۱۱ ( مطالعات رضو 

S.aureus  ن يلي سين و آموکسيلي سيبه پنمقاوم  %۱۰۰ ون يلي به کلوگزاسمقاوم

) ا جامعهيمارستان يب (يلوکوکيراه اکتساب عفونت استافبدون آنکه گزارش شده 

در . ندشد  کسبمارستانياز ب MRSA% ۹۰ مطالعه نيا  دري ولدشو مشخص

ار کمتر از مطالعه ي بس)۵/۳۷%( MRSA وعيش) ۱۳( قبرس از يگزارش

 کردر جنس مذ MRSA، )۱۴ ( در کاناداƽ ادر مطالعه . باشديم%) ۷/۸۳(حاضر

 ƽها  عفونتƽلاار بايبسآمار  .مشابه استق حاضر يتحق باکه  بود %)۵۷( عتريشا

MRSA يکيوتي بي شروع درمان آنتدر دقتم يلقمان حکمارستان ي از بياکتساب 

   .دينما ي مƽادآوريرا  مناسبيتجرب

  يکيوتي بي مقاومت آنت، اورئوسوسلوکوکياستاف ،يارستانـمي عفونت ب:دواژه هايکل
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  ١٣٨٦ سال  مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران درفهرست موضوعي

 
        ۱)۲:(۴۹- ۵۹  آدنوويروس

        PCR ۸ -۱):۲(۱آزمون 

        ۱)۱:(۱- ۹  آزمون ايمنوفلوئرسانس غير مستقيم

        ۱)۱:(۱۱- ۱۶  آمينوگليكوزيدها

        ۱)۱:(۳۹- ۴۵  اثر ضدميكروبي

        ۱)۲:(۴۹- ۵۹  اثرات ضد ويروسي

        ۱)۳:(۲۵-۳۱  اريترومايسين

        ۱)۱:(۳۹- ۴۵  اسانس اكاليپتوس

        ۱)۳:(۲۵-۳۱  استافيلوكوك هاƽ كوآگولاز منفي

        ۱)۴:(۱۳-۲۰  استافيلوكوكوس اپيدرميديس

      ۱)۳:(۲۵- ۳۱، ۱)۱:(۷۱-۷۲  استافيلوكوكوس اورئوس

        B  ۸ -۱):۲(۱استرپتوكوك گروه 

      ۱)۴:(۳۵- ۳۹، ۱)۳:(۳۹- ۴۶  اسهال

        ۱)۳:(۳۳-۳۸  اسينتوباكتر بوماني

     ۱)۳:(۱-۸، ۱)۲:(۲۷- ۳۴  اشريشياكلي

        O157  ۴۶ -۳۹):۳(۱اشريشياكلي 

        ۱)۳:(۳۹- ۴۶  اشريشياكلي انتروهموراژيك

        ۱)۳:(۱۷-۲۳  اصفهان

        ۱)۴:(۱۳-۲۰  اگزاسيلين آگار اسكرينينگ

        ۱)۳:(۹- ۱۵  انتروكوك هاƽ مقاوم به ونكومايسين

        ۱)۱:(۳۳-۳۸  انتروكوكوس

        ۱)۱:(۱۱- ۱۶  انتروكوكوس فسيوم

        ۱)۱:(۱۱- ۱۶  انتروكوكوس فكاليس

        ۱)۳:(۵۳- ۵۶  ايدز

        ۱)۲:(۹- ۱۴  بابونه

        ۱)۴:(۲۱-۲۷  بتالاكتاماز

        ۱)۳:(۳۳-۳۸  بخش مراقبت ويژه

        ۱)۳:(۴۷- ۵۱  بروسلا

        ۱)۳:(۴۷- ۵۱  بروسلوز

        ۱)۱:(۱- ۹  بيمارƽ مزمن انسدادƽ ريه

        ۱)۲:(۹- ۱۴  بيوفيلم

        ۱)۴:(۴۱- ۴۵  پرايمر فراگير

        ۱)۴:(۲۹- ۳۴  پروب

        ۱)۴:(۴۷- ۵۱  پروبيوتيك

        ۱)۲:(۱۵-۲۰  پروتئين هاƽ غشاء خارجي

        ۱)۲:(۴۳- ۴۸  پريتونيت
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  ۱)۴:(۲۹-۳۴، ۱)۴:(۲۱-۲۷، ۱)۲:(۹- ۱۴، ۱)۱:(۲۳-۳۱  پسودوموناس آئروژينوزا

        ۱)۳:(۲۵-۳۱  تست القاء

        ۱)۱:(۶۱- ۶۶  تشخيص سريع

        ۱)۱:(۳۳-۳۸  چند مقاومتي

        ۱)۳:(۹- ۱۵  خصوصيات مولكولي

        ۱)۲:(۴۳- ۴۸  ديسك ديفيوژن

        B  ۴۵ -۳۹):۱(۱رسپيتول 

        ۱)۱:(۱۷-۲۲  ريفامپين

        ۱)۱:(۵۵- ۶۰  زائرين

        ۱)۲:(۱- ۸  زنان باردار

        mec A ۲۰-۱۳):۴(۱ژن 

        ۱)۲:(۲۱- ۲۵  ژنوتايپينگ

ƽ۱)۳:(۵۳- ۵۶، ۱)۲:(۳۵- ۴۱  سرواپيدميولوژ      

        ۱)۲:(۶۱- ۶۶  سلول هاƽ هماتوپوئتيك

        CDT  ۲۳-۱۷):۳(۱سيتوتوكسين 

        ۱)۳:(۵۳- ۵۶  سيفيليس

        ۱)۱:(۱- ۹  ضعف سيستم ايمني

        ۱)۳:(۱۷-۲۳  طيور

        ۱)۱:(۷۱-۷۲  عفونت بيمارستاني

        ۱)۲:(۶۱- ۶۶  عفونت مثانه

ƽادرار ƽ۱)۴:(۴۱- ۴۵  عفونت ها        

        ۱)۲:(۳۵- ۴۱  عفونت هاƽ تناسلي

        ۱)۱:(۵۵- ۶۰  عفونت هاƽ تنفسي

ƽ۱)۱:(۵۵- ۶۰  عيار آنتي باد        

        ۱)۴:(۳۵-۳۹  فراواني

        ۱)۴:(۲۹- ۳۴  فلوئورسنت

        ۱)۳:(۳۳-۳۸  كارباپنم

        ۱)۲:(۱- ۸  كشت استاندارد

        ۱)۱:(۵۵- ۶۰  كلاميديا پنومونيه

        ۱)۲:(۳۵- ۴۱  كلاميديا تراكوماتيس

        ۱)۲:(۲۷- ۳۴  كلبسيلا پنومونيه

        ۱)۳:(۲۵-۳۱  كليندامايسين

      ۱)۴:(۳۵- ۳۹، ۱)۳:(۱۷-۲۳  پيلوباكتر ژژونيكم

        ۱)۳:(۱۷-۲۳  كمپيلوباكتر كلي

ƽ۱)۳:(۹- ۱۵  كوكسي گرم مثبت هواز        

        ۱)۲:(۴۹- ۵۹  گياهان دارويي

        ۱)۴:(۴۷- ۵۱  لايه سطحي

        ۱)۱:(۵۵- ۶۰  لژيونلا پنوموفيلا
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        ۱)۱:(۶۱- ۶۶  مايع نخاع

        ۱)۱:(۱۷-۲۲  مايكوباكتريوم توبركلوزيس

        ۱)۴:(۱-۱۱  وباكتريوم كانزاسيمايك

        ۱)۴:(۱-۱۱  مايكوباكتريوم هاƽ غيرسلي

        ۱)۱:(۴۷- ۵۳  مايكوپلاسما

        ۱)۱:(۵۵- ۶۰  مايكوپلاسما پنومونيه

        ۱)۱:(۲۳-۳۱  متالوبتالاكتاماز

        ۱)۴:(۱۳-۲۰  متي سيلين

        ۱)۴:(۵۳- ۵۵  محلول ضدعفوني دكوسپت

        ۱)۴:(۵۳- ۵۵  محلول ضدعفوني هندسپت

        ۱)۴:(۳۵-۳۹  راكز بهداشتيم

        ۱)۱:(۳۳-۳۸  مقاوم به مقادير بالاƽ جنتامايسين

  ۱)۳:(۱-۸، ۱)۲:(۴۳- ۴۸، ۱)۱:(۷۱- ۷۲، ۱)۱:(۲۳-۳۱  مقاومت آنتي بيوتيكي

      ۱)۳:(۳۳- ۳۸، ۱)۱:(۱۷-۲۲  مقاومت دارويي

        ۱)۱:(۳۹- ۴۵  منتوفين

        ۱)۱:(۳۹- ۴۵  منتول

        ۱)۱:(۶۱- ۶۶  مننژيت باكتريايي

        ۱)۱:(۱۷-۲۲  يونموتاس

        ۱)۴:(۵۳- ۵۵  ميكروارگانيسم هاƽ گذرا

ƽ۱)۱:(۴۷- ۵۳  نابارور        

        ۱)۴:(۳۵-۳۹  نمونه مدفوع

        ۱)۳:(۹- ۱۵  نمونه هاƽ باليني

        ۱)۱:(۱- ۹  نوكارديا استروئيدس

        ۱)۴:(۴۱- ۴۵  واكنش زنجيره اƽ پليمراز

        ۱)۲:(۱۵-۲۰  ويبريو كلرا

        BK  ۶۶ -۶۱):۲(۱ويروس 

        B  ۵۶ -۵۳):۳(۱يت هپات

        C  ۵۶ -۵۳):۳(۱هپاتيت 

        ۱)۲:(۴۹- ۵۹  هرپس سيمپلكس ويروس

        ۱)۴:(۴۱- ۴۵  هضم آنزيمي

ƽ۱)۲:(۲۱- ۲۵  هليكوباكتر پيلور        
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  ١٣٨٦  مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران در سالفهرست نام نويسندگان

 
      ۱)۲:(۲۱- ۲۵  آقا اميرƽ، سولماز

      ۱)۳:(۵۳- ۵۶  آقازاده سرهنگي پور، كوروس

      ۱)۴:(۱۳-۲۰  آهنگرزاده رضايي، محمد

      ۱)۳:(۴۷- ۵۱  احمدƽ، حجت

      ۱)۲:(۴۹- ۵۹  اديبي، لادن

      ۱)۱:(۱- ۹  اساسي، نازيلا

      ۱)۲:(۱۵-۲۰  هاسكندرƽ، منيژ

    ۱)۳:(۹- ۱۵، ۱)۱:(۱- ۹  اشراقي، سيد سعيد

      ۱)۲:(۶۷- ۶۹  افشاني، محمد تقي

      ۱)۳:(۳۹- ۴۶  اكبرƽ ديباور، محمد

      ۱)۱:(۳۹- ۴۵  اكبرƽ، محمد

      ۱)۳:(۵۳- ۵۶  امين زاده، زهره

      ۱)۲:(۹- ۱۴  اولياء، پرويز

      ۱)۴:(۳۵-۳۹  ايراجيان، غلامرضا

      ۱)۱:(۶۱- ۶۶  ايزدƽ، مرتضي

      ۱)۱:(۵۵- ۶۰  جاني، فرزانهباذر

      ۱)۲:(۲۱- ۲۵  باقرزاده، سحر

ƽ۱)۱:(۵۵- ۶۰  بامداد، كبر      

      ۱)۲:(۱- ۸  بختيارƽ، روناك

      ۱)۲:(۶۷- ۶۹  بخشي، بي تا

      ۱)۴:(۲۹- ۳۴  بديع، فرشته

      ۱)۱:(۳۳-۳۸  برهاني، كتايون

    ۱)۴:(۱- ۱۱، ۱)۱:(۱۷-۲۲  بهره مند، احمدرضا

      ۱)۴:(۳۵-۳۹  بهشتي، اشرف السادات

  ۱)۳:(۹- ۱۵، ۱)۲:(۶۷- ۶۹، ۱)۱:(۳۳-۳۸  پورشفيع، محمد رضا

  ۱)۴:(۴۱- ۴۵، ۱)۲:(۲۱- ۲۵، ۱)۲:(۱- ۸  پورمند، محمد رضا

      ۱)۳:(۱۷-۲۳  پيشوا، ابتهاج

      ۱)۳:(۴۷- ۵۱  تبرائي، بهمن

      ۱)۲:(۴۳- ۴۸  تسليمي، رضا

      ۱)۲:(۴۳- ۴۸  جدƽ، فرهاد

    ۱)۴:(۳۵- ۳۹، ۱)۲:(۶۱- ۶۶  جزايرƽ مقدس، علي

      ۱)۱:(۷۱-۷۲  وسجعفرƽ، سير

      ۱)۲:(۱- ۸  حاجي خاني، سارا

      ۱)۱:(۷۱-۷۲  حسيبي، مهرداد

      ۱)۱:(۶۱- ۶۶  حسيني، محمد جواد

      ۱)۳:(۱۷-۲۳  حق شناس، فريبرز



٦٥                                                                                  / )۱۳۸۷ بهار ۱ شماره ۲سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 

      ۱)۱:(۳۹- ۴۵  حقي، قاسم

      ۱)۴:(۱-۱۱  حيدريه، پروين

      ۱)۴:(۴۷- ۵۱  خالقي، موج

      ۱)۳:(۳۳-۳۸  خسروشاهي، نادر

  ۱)۲:(۱۵- ۲۰، ۱)۱:(۲۳- ۳۱، ۱)۱:(۱۷-۲۲  خسروƽ، آذردخت

      ۱)۱:(۱۱- ۱۶  خطيبي، سپيده

      ۱)۱:(۱۷-۲۲  دوستدار، فرحنوش

      ۱)۲:(۳۵- ۴۱  راشد، طاهره

      ۱)۳:(۱۷-۲۳  رباني، محمد

      ۱)۱:(۳۳-۳۸  رحيمي، فاتح

  ۱)۴:(۵۳- ۵۵، ۱)۲:(۲۷- ۳۴، ۱)۱:(۶۷- ۶۹  رستگار لارƽ، عبدالعزيز

      ۱)۴:(۵۳- ۵۵  رضايي، سياوش

      ۱)۱:(۵۵- ۶۰  رضوƽ، سيد منصور

      ۱)۱:(۶۷- ۶۹  رضوƽ، شبنم

      ۱)۱:(۴۷- ۵۳  رفيعي طباطبايي، صديقه

      ۱)۴:(۵۳- ۵۵  ركوعي، فاطمه

      ۱)۴:(۴۷- ۵۱  زركش اصفهاني، سيد حميد

      ۱)۲:(۱- ۸  زعيمي يزدƽ، جواد

      ۱)۲:(۲۱- ۲۵  زعيمي يزدƽ، جواد

      ۱)۲:(۶۷- ۶۹  زهرايي، محسن

      ۱)۳:(۲۵-۳۱  ساسان، محمد سعيد

      ۱)۳:(۹- ۱۵  د حسينسالارƽ، محم

ƽ۱)۴:(۵۳- ۵۵  سدايي، نورالهد      

      ۱)۱:(۷۱-۷۲  سعادت آملي، بزمان

      ۱)۱:(۶۱- ۶۶  سفيرƽ، زهرا

ƽ۱)۲:(۱-۸، ۱)۱:(۳۳-۳۸  سلطان دلال، محمد مهد    

      ۱)۱:(۴۷- ۵۳  سليماني رهبر، علي اكبر

      ۱)۳:(۴۷- ۵۱  سيادت، سيد داور

    ۱)۱:(۷۱- ۷۲، ۱)۱:(۳۳-۳۸  سيفي، مهناز

    ۱)۴:(۲۱- ۲۷، ۱)۳:(۱- ۸  ي، فرشتهشاهچراغ

      ۱)۴:(۱۳-۲۰  شجاع، سعيد

      ۱)۴:(۱-۱۱  شجاعي، حسين

      ۱)۳:(۳۳-۳۸  شريفي، مسعود

      ۱)۱:(۱۱- ۱۶  شكرزاده، ليلا

      ۱)۴:(۲۱-۲۷  شورج، فهيمه

      ۱)۲:(۲۱- ۲۵  شيرازƽ، محمد حسن

      ۱)۲:(۹- ۱۴  صادرƽ، حوريه

      ۱)۲:(۲۱- ۲۵  صادقي فرد، نورخدا

      ۱)۳:(۳۹- ۴۶  صادقي، جاويد



٦٦   )۱۳۸۷ بهار ۱ شماره ۲سال ( روب شناسي پزشکي ايران مجله ميک     /

      ۱)۴:(۳۵-۳۹  صالحيان، عالم تاج

      ۱)۲:(۶۱- ۶۶  صديقي مقدم، بيژن

      ۱)۴:(۴۱- ۴۵  صديقيان، هومن

      ۱)۱:(۱- ۹  صراف نژاد، عبدالفتاح

      ۱)۱:(۱۱- ۱۶  صيادƽ، سارا

      ۱)۱:(۵۵- ۶۰  ضيايي اردكاني، حسين

      ۱)۲:(۴۹- ۵۹  ضيايي، سيد علي

      ۱)۲:(۲۷- ۳۴  طالبي، اردشير

      ۱)۳:(۹- ۱۵  طالبي، مليحه

      ۱)۳:(۱۷-۲۳  طبيبيان، اكبر

      ۱)۲:(۱۵-۲۰  عباسي، عفت

      ۱)۳:(۴۷- ۵۱  عدلي مقدم، آيدا

      ۱)۱:(۶۱- ۶۶  عطايي، رمضانعلي

      ۱)۱:(۱۱- ۱۶  غروƽ، سارا

      ۱)۴:(۱۳-۲۰  فرج نيا، صفر

      ۱)۱:(۶۷- ۶۹  فرزندƽ، غلامحسين

      ۱)۳:(۲۵-۳۱  فرشاد زاده، زهرا

      ۱)۱:(۱۷-۲۲  يسافرنيا، پر

      ۱)۲:(۱- ۸  فلاح، جليل

      ۱)۲:(۴۳- ۴۸  فلاحي، شهاب

      ۱)۱:(۴۷- ۵۳  فياض، فريبا

ƽمحمد مهد ،ƽ۱)۴:(۱- ۱۱، ۱)۱:(۱۱- ۱۶  فيض آباد    

      ۱)۲:(۲۱- ۲۵  قاسمي، امير

      ۱)۴:(۳۵-۳۹  قدس، فاطمه

      ۱)۲:(۳۵- ۴۱  قزويني، كيارش

      ۱)۲:(۳۵- ۴۱  قناعت، جواد

      ۱)۱(:۳۹- ۴۵  كاظم پور، نسترن

      ۱)۴:(۵۳- ۵۵  كرباسيان، محمد علي

      ۱)۱:(۶۱- ۶۶  كرمي، علي

      ۱)۱:(۶۷- ۶۹  كريمي، عبداله

      ۱)۴:(۴۷- ۵۱  كسرƽ كرمانشاهي، روحا

      ۱)۲:(۱۵-۲۰  كمائي، فريدون

      ۱)۲:(۶۱- ۶۶  كوخايي، پرويز

      ۱)۲:(۴۳- ۴۸  كياني، جلال

      ۱)۱:(۴۷- ۵۳  گلشني، مريم

      ۱)۱:(۳۹- ۴۵  محبوبي، محدثه

      ۱)۱:(۴۷- ۵۳  ادƽ، آرزومر

      ۱)۱:(۱- ۹  مزده، شهناز

      ۱)۲:(۲۷- ۳۴  مسجديان جزƽ، فرامرز



٦٧                                                                                  / )۱۳۸۷ بهار ۱ شماره ۲سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 

      ۱)۱:(۶۷- ۶۹  مصطفوƽ، سيد حميد

      ۱)۲:(۱- ۸  مظفرƽ، نور امير

      ۱)۴:(۳۵-۳۹  منعم، مسعود

      ۱)۲:(۴۹- ۵۹  منورƽ، سيد حميد رضا

      ۱)۴:(۲۹- ۳۴  موسويان، سيد مجتبي

      ۱)۱:(۷۱-۷۲  مهاجر ايرواني، بابك

      ۱)۱:(۶۱- ۶۶  مهرابي توانا، علي

      ۱)۱:(۵۵- ۶۰  ميرافشار، سيد محمد

      ۱)۱:(۵۵- ۶۰  ميرصالحيان، اكبر

      ۱)۲:(۴۳- ۴۸  ميرنژاد، رضا

      ۱)۱:(۲۳-۳۱  ميهني، فاطمه

    ۱)۳:(۲۵- ۳۱، ۱)۲:(۳۵- ۴۱  نادرƽ نسب، محبوبه

      ۱)۲:(۶۷- ۶۹  ناصرƽ، حبيب اله

      ۱)۳:(۱۷-۲۳  نريماني، تهمينه

      ۱)۳:(۱- ۸  ياوشنصيرƽ، س

      ۱)۲:(۴۹- ۵۹  نوروزبابايي، زهرا

      ۱)۲:(۴۹- ۵۹  نوروزƽ، مرضيه

      ۱)۳:(۴۷- ۵۱  نوروزيان، داريوش

      ۱)۳:(۱- ۸  نويرƽ، هانيه

    ۱)۴:(۱۳- ۲۰، ۱)۳:(۳۹- ۴۶  نهائي، محمد رضا

      ۱)۴:(۲۱-۲۷  نيك بين، وجيهه سادات

    ۱)۴:(۱۳- ۲۰، ۱)۳:(۳۹- ۴۶  نيكوش، سولماز

      ۱)۲:(۲۷- ۳۴  والهي، فرحناز

      ۱)۱:(۷۱-۷۲  هادƽ زاده نيسانقلب، محمد

      ۱)۲:(۹- ۱۴  هاشمي، سيد رضا

      ۱)۲:(۱۵-۲۰  هاشمي، عبدالرزاق

      ۱)۳:(۴۷- ۵۱  هدايتي، محمد حسين

      ۱)۲:(۴۹- ۵۹  همكار، رسول

      ۱)۳:(۱۷-۲۳  هوائي، سيد اصغر

      ۱)۳:(۲۵-۳۱  يوسفي، فروغ

  



                                                                                 )۱۳۸۷ بهار ۱ شماره ۲سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران  /۶۸

  ۱۳۸۶فهرست داوران مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران در سال 

  

    دكتر اشراقي، سيد سعيد

    دكتر اولياء، پرويز

    دكتر بادامي، ناصر

    دكتر بهروزƽ خواه، علي محمد

    دكتر پورشفيع، محمدرضا

    دكتر پورمند، محمدرضا

    دكتر پيروز، طاهره

    دكتر توكلي، اكبر

    دكتر جزايرƽ، سيد محمد

     چيت ساز، محسندكتر

    دكتر حاجي عبدالباقي، محبوبه

    دكتر خرمي زاده، محمدرضا

    دكتر رسولي نژاد، مهرناز

    دكتر رسولي، ايرج

    دكتر رعايايي، محمد

    دكتر زاهدپور اناركي، محمدرضا

    دكتر زهرائي صالحي، تقي

    دكتر زيني، فريده

    دكتر ستارƽ، مرتضي

ƽدكتر سلطان دلال، محمد مهد    

     سودبخش، عبدالرضادكتر

    دكتر شاهچراغي، فرشته

    دكتر شريفي، مسعود

ƽدكتر شكرآبي، مهد    

    دكتر شيرازƽ، محمد حسن

    دكتر صادرƽ، حوريه

    دكتر عليخاني، محمد يوسف

    دكتر فاضلي، محمدرضا

    دكتر فتح اله زاده، بهرام

    دكتر فلاح، فاطمه

    دكتر فهيم زاد، عليرضا

ƽمحمد مهد ،ƽدكتر فيض آباد    

    دكتر قاضي سعيدƽ، كيومرث

    دكتر مجتبي مبارز، اشرف

    دكتر مدرس گيلاني، شهاب

    دكتر مدرس گيلاني، شهرزاد

    دكتر مصورƽ، نادر

    دكتر مظفرƽ، نور امير

    دكتر ميرصالحيان، اكبر

    دكتر نهائي، محمدرضا

    دكتر نياكان، محمد

    دكتر همكار، رسول

    ي، سيد اصغردكتر هوائ

    دكتر يادگارƽ، محمد حسين

  دكتر يوسفي مشعوف، رسول

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



         اشتراک مجله اشتراک مجله اشتراک مجله اشتراک مجلهييييراهنماراهنماراهنماراهنما

  

  :ديل اقدام نمائيران طبق موارد ذي اي پزشکيکروب شناسي اشتراک مجله ميبرا

مارستان ي بانک رفاه کارگران شعبه ب۶۰۰۴۰۷۸ شماره ير به حساب جارينه اشتراک بر اساس جدول زي پرداخت هز-۱

  ران ي ايکروب شناسيبه نام انجمن م) ۱۶۳کد ( تهران يني خميمصطف

 )۱۴۵۱۵-۷۱۵ صندوق پستي -تهران ( به آدرس دفتر مجلهيش بانکيل فرم اشتراک و ارسال آن به همراه اصل فيم تک-۲

  يبا پست سفارش

  نديوست ارسال نمايز به پيت خود را ني عضو يا شماره کارتيست کپي باي ميکروب شناسي اعضا انجمن م-۳

 توانند درخواست خود ي کشور مي علوم پزشکيبسته به دانشگاه هاوا...)  ،يقاتيکتابخانه ها، مراکز تحق ( ي مراکز علم-۴

  .نديگان به دفتر مجله ارائه نماي اشتراک رايرا برا

  

  

        فرم اشتراکفرم اشتراکفرم اشتراکفرم اشتراک

  

  :ميزان تحصيلات:                        نام خانوادگي:                       نام

ـران ي اي پزشکيکروب شناسيجلد از مجله م............. ه اشتراک تعداد ـنيال، بابت هزير................. مبلغ ........................ نجانب يا

به ) ۱۶۳کد ( تهران يني خميمارستان مصطفي بانک رفاه کارگران شعبه ب۶۰۰۴۰۷۸به شماره حساب ) .........تا ........ از شماره (

  .مي نمايرا به آدرس مجله ارسال م...........  به شماره يش پرداختيز و اصل فيران، واري ايکروب شناسينام انجمن م

  :آدرس کامل پستي

  :        کدپستي

 :E-mail:                                                                                                                                                       تلفن

                                  :و تاريخ امضاء

  

        ::::نوع اشتراکنوع اشتراکنوع اشتراکنوع اشتراک

  

    :نه پستيبا احتساب هز)  شماره ۴( انه ياشتراک سال

الي ر۴۵۰۰۰  راني ايکروب شناسي اعضا انجمن م  

زاد
  �ل� ر٨�٠٠٠   

  

  :اشتراک تک شماره با احتساب هزينه پست

 الي ر۱۱۰۰۰  راني ايکروب شناسياعضا انجمن م  

زاد
   �ل � ر٢١٠٠٠   
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  VIII

The effect of Sub-Minimum Inhibitory Concentration (S-MIC) of ciprofloxacin 
& ampicillin on hemolysin activity of Escherichia coli 

 
Havaei  S A* 1, Satari  M 2 ,  Oshaghi  M 2,  Hashemi  Shahraki A 1 . 
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Abstract 
Background and objectives: Sub-minimum inhibitory concentration (S - MIC) can induce changes in 
morphology, virulence factors and biochemical properties of bacterial pathogens. The goal of this study is to 
determine the Sub-MIC effect of ciprofloxacin and ampicillin on the haemotytic activity of E. coli. 
Material and Methods:Two clinical  isolates of E. coli with high heamolytic activity was selected. Changes 
in haemolytic activity of the isolates was assessed after exposing them to MIC and Sub-MIC of ciprofloxacin 
and ampicillin. 
Results:  Ciprofloxacin decreased haemolytic activity at 1/2, 1/4 and 1/8 Sub-Mic, whereas ampicillin 
showed no effect on haemolytic activity . 
Conclusion:  We conclude that Sub-MIC concentrations of ciprofloxacin decreased the haemolytic activity 
of E. coli, wherease ampicillin had no such effect. 
Keywords: E. coli, Haemolytic activity, Ampicillin, Ciprofloxacin, 
  
 
 

 

 



  VII

The effect of lactobacillus fermentum ATCC9338 as a probiotic on the adhesion 
of oral streptococci in vitro 

 
Tahmourespour A*1,  Kasra-Kermanshahi R2, Salehi R3, Nabi-nejad A4 

 
1-Islamic Azad University, Khorasgan Branch, Khorasgan, Isfahan 
2-Department of Biological Science, Alzahra University, Tehran 
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Corresponding author: Tahmourespour A, Islamic Azad University, Khorasgan Branch, Khorasgan, Isfahan, Iran 
Tel: +98(311)6278314      Mobile: 09133130052       E-mail: atahmoures@khuisf.ac.ir 
 
 
Abstract: 
Background and Objectives: Oral Streptococci especially Streptococcus mutans are the major cause of 
dental caries & periodontal diseases. Going along with the increasing antibiotic resistance of bacteria, new 
methods for decreasing of oral cavity pathogens must be investigated. The aim of this study was to determine 
the effect of lactobacillus fermentum ATCC9338 as a probiotic strain on the adhesion of oral streptococci to 
the surfaces.  
Material and Methods: S. mutans ATCC35668 with oral streptococci isolated from dental plaque & caries 
(40 isolates) were studied. The ability of biofilm formation was investigated using the colorimetric method. 
An isolates showing the strongest activity in forming biofilm were selected.  Then the effect of probiotic 
strain on the adhesion of the selected isolate to the polystyrene microtiter plate was determined 
simultaneously and 30 minutes before streptococci entrance to the system. 
Results: this study showed that in the presence of probiotic strain, the streptococcal adhesion were reduced, 
and this reduction was significantly stronger if the probiotic strain was inoculated to the system before the 
oral bacteria. Adhesion reduction is likely due to bacterial interactions and colonization of adhesion sites 
with probiotic strain before the presence of streptococci. 
Conclusion: Adhesion reduction can be an effective way on decreasing cariogenic potential of oral 
streptococci. 
Keywords: Biofilm, Lactobacillus fermentum, Streptococcus mutans, Probiotics, Dental caring 
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Abstract: 
Background and objectives: Bacteriophages are microorganisms that have been using bacterial hosts for 
propagation and life cycle. Some of them are called lytic bacteriophages, that lyse bacterial hosts after 
growth. These kinds of bacteriophages are used for treatment of bacterial infections and phage typing.lytic 
bacteriophages have several advantages as a treatment against infections in contrast with antibiotics. 
Therapeutic effects of lytic phage isolated from natural habitates were studied against burn infection of 
Escherichia coli.  
Material and Methods: lytic bacteriophages were isolated from environmental resources using luria broth 
and overlay method. Then phages propagated using Escherichia coli as host, supernatant filtered, and after 
precipitation of polysaccharides used for treatment of Escherichia coli infections. For treatment experiments 
induced burn infections in laboratory mouse were used. 
Results: lytic bacteriophages were isolated frequently from human and sheep stools, and sewage. Phage titer 
isolated from sheep's stool was higher than other samples. Х2 analyses results indicate that there was 
significant difference in death incidence of studied groups.  
Conclusion: Based on statistical analysis using lytic bacteriophage for treatment of burn infection of 
Escherichia coli inhibited 80 % of mouse from death. Results emphesis the potential of bacteriophages as 
potent antibacterial treatments.               
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Abstract 
Background and objectives: The gastric pathogen Helicobacter pylori is introduced as an etiologic agent of 
gastritis and peptic ulcer and is associated with development of gastric adenocarcinoma. One of the most 
studied virulence marker of H. pylori is cytotoxin-associated gene A (cagA) with significant geographical 
heterogeneity around the world. This study was undertaken to assess the status of cagA gene of H .pylori 
strains infecting Iranian patients suffering from various gastrointestinal diseases and to evaluate the detection 
of this gene as a screening marker of high-risk patients. 
Material and Methods: In this study, 180 patients (Mean age: 44 years) with upper gastrointestinal 
manifestations referred for endoscopy to Amir-Alam Hospital or Cancer Institute in Tehran were included. 
Among one hundred twenty H. pylori infected patients 81, 17 and 22 had non–ulcer dyspepsia (NUD), peptic 
ulcer disease (PUD), and gastric carcinoma (GC) respectively. Tissue samples were homogenized and 
incubation was performed up to 5 days. Identification was based on morphology under Gram staining and 
biochemical tests. The status of conserved region of cagA gene was determined by gene specific PCR. For 
statistical analysis, χ2 test was used.  
 Results: Among the 180 of studied patients, 120 H. pylori strains were isolated. One hundred and one 
(84.2%) of the tested strains were positive for cagA and the remaining strains (15.8%) were negative. All of 
gastric cancer cases were infected with cagA-positive strains. The cagA-positive strains were significantly 
associated with GC as compared with NUD (p < 0.05) but this association did not gain statistical significance 
for other clinical outcomes.  
Conclusion: Although the possession of cagA is associated with GC when compared to NUD, due to the 
uniform distribution of cagA in all other disease categories detection of cagA alone can not be considered as 
a discriminative marker for a specific clinical outcome. Hence, the study of other virulence determinants and 
functional characteristics of cagA gene might be necessary for screening high risk patients.    
Keywords: Cytotoxin-associated gene A, Gastric cancer, Peptic ulcer 
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Abstract: 
Background and Objectives: Bacterial cells of Staphylococcus epidermidis are naturally occurring on skin 
and human mucosal membranes. They also cause nosocomial infections. Capability of biofilm formation 
plays an important role in the bacterial virulence. Quinolones have been used to treat urinary tract infections 
caused by S. epidermidis for several years. Thus, resistance to this type of antibiotics has emerged among the 
strains of this organism. Since the bacterial cells residing within biofilm structures are more resistant than  
those in planctonic stage, we conduct this study to examine the effect of quinolnes  was the main goal of  
ones study of higher resistance of native biofilm producing strains is the goal of this project.  
Material and Methods: In this research ten native isolates of S. epidermidis were obtained from pathients 
with urinary tract infection. Also standard strain of S. epidermidis PTCC 1435 was used as a control. 
Identification of strains was confirmed using morphological and biochemical tests. Challenge tests against 
the isolated was performed using three quinolone antibiotics  including Ciprofluxacin, Ofluxacin, Nalidixic 
acid, with two different procedures : kirby  bauer  disk diffusion test, and broth dilution test.  
Results: Average of MICs of above mentioned antibiotics against ten isolated was obtained as follow:  
Ciprofluxacin (7/375 µg/µl), Ofluxacin (11/53 µg/µl), Nalidixic acid (259/ 2 µg/µl). Experimental biofilm 
model of these bacteria showed much higher resistance to quinolone antibiotic, from 15 times in case of  
Nalidixic acid    to 18 times greater resistance in case of  Ciprofluxacin. Average of MICs amang ten isolates 
against thethree antibiotics also showed increased resistance as follow: Ciprofluxacin ( 128/4 µg/µl ), 
Ofluxacin (177/8 µg/µl ), Nalidixic acid (3942 /4  µg/µl ). 
Conclusion: S. epidermidis showed increased resistance to different quinolone antibiotics in biofilm 
structure, comparing to those of planktonic form. Results obtained from this research is in agreement with 
those of other similar projects; and emphesize on applying of a de quaite doses of antibiotics against urinary 
infection caused by biofilmic Staphylococcus epidermidis.   
Keywords: Staphylococcus epidermidis, biofilm, urinary tract infection, quinolone.   
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Abstract: 
Background and objectives: Although Enterococci are part of the normal flora of the gastrointestinal tract 
in humans, they cause infections under certain circumstances. Vancomycin Resistant Enterococci (VRE) 
cause serious problems resulting in limited therapeutic options in hospitalized patients. In this study we 
examined the VRE isolated from clinical specimens to determine the prevalence of vanA and vanB 
phenotypes. 
Material and Methods: Thirty-two vancomycin resistance Enterococci isolates cultured from clinical 
samples were investigated. Resistance of isolates to vancomycin, teicoplanin, tetracycline, gentamicin, 
erythromycin and ciprofloxacin were determined by disk diffusion method. MIC of vancomycin for all 
strains was determined using by micro-dilution method. Existence of vanA and vanB genes was checked by 
PCR.  
Results: Using microbroth dilution assay, 25 and 5 isolates appeared as vanA and vanB phenotypes 
respectively. All isolates were resistance to ciprofloxacin. Resistance to erythromycin, tetracycline and 
gentamicin were detected in 96.87%, 81.25% and 78.12% of isolates respectively. vanA and vanB genes 
were found in 25 and 6 isolates respectively. Co-existence of vanA and vanB were found in 13 isolates using 
PCR. 
Conclusion: Our results showed that 12 and 6 of the strains are phenotypically and genotypically vanA and 
vanB respectively. Although 13 of 25 isolates (52%) showed vanA phenotype, they have both vanA and 
vanB genes. With the possibility of genotypically alteration in enterococci, it seems that these isolates 
acquired vanB gene through conjugation. 
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Abstract 
Background & Objectives: Natural staphylococcal infections and vaccines based whole bacteria lead to 
poor antibody responses, but recent research reveals that specific antibodies based on recombinant 
staphylococcal antigens are much more protective. Sacol is a novel antigen that its structural and 
immunological traits poorly characterized. This research aimed to clone of sacol, a novel gene from 
Staphylococcus aureus. 
Material and Methods: The specific primers with suitable restriction sites were designed and sacol 
amplified by PCR. The sacol and plasmid were produced as sticky ends by restriction enzymes NdeI and 
XhoI. To amplify the recombinant plasmid the pET21sacol transferred into competent cell E.coliTOP10. The 
recombinant plasmid harvested from the host and analyzed by restriction enzymes and sequencing. Finally, 
sacol gene analyzed by bioinformatics tools. 
Results: The sacol gene has 723bp which amplified, cloned and sequenced successfully. Sacol is highly 
conserved in Staphylococcus aureus strains. Moreover, software analysis shows that sacol encodes a protein 
with 32KDa molecular weight (267 amino acids) which has similarity with C51 peptidase in N-terminal with 
one alpha helix and 14 beta sheets.    
Conclusion: the sacol gene is conserved in majority of Staphylococcus aureus strains and may exist and 
express in most of staphylococcal infections.The role and regulation of the gene is thus of great interest. 
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Abstract 
Background and Objectives: Mycobacterium tuberculosis complex is consisted of homogenous organisms. 
They are slowly growing mycobacteria and their isolation and identification are difficult and time 
consuming. Differentiation of Mycobacterium bovis, causative mammalian tuberculosis, from other members 
of Mycobacterium tuberculosis complex is very important in epidemiology and control of disease in humans 
and animals. The aim of this study was to evaluate a molecular method to differentiate Mycobacteriom bovis 
from Mycobacterium tuberculosis. 
Material and Methods: DNA human isolates of Mycobacterium tuberculosis (n=6) and Mycobacterium 
bovis isolates (50) were extracted and used as template in PCR. A 548bp fragment of oxyR pseudogene was 
amplified and digested with AluI endo nuclease. The nucleotide 285 could be adenine (M. bovis) or guanine 
(M. tuberculosis). Such variation produces different restriction site for AluI.  
Results: There were three incisive fragments in all Mycobacterium bovis and Mycobacterium bovis BCG 
strains and one incisive fragment in other members of Mycobacterium tuberculosis complex.  
Conclusion: PCR-RFLP method on 548bp fragment of oxyR gene is a rapid and accurate method to 
differentiate Mycobacterium bovis and Mycobacterium bovis BCG from other members of Mycobacterium 
tuberculosis complex. 
Keywords: Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis complex, oxyR pseudogene, PCR-RFLP, 
AluI 



Table of Contents 
 

 
Molecular differentiation between bovine Mycobacterium bovis isolates and human I 
Mycobacterium tuberculosis isolates in Iran through PCR-RFLP method and comparison  
with 5 standard strains 
Mosavari N, Salehi M, Tadayon K, Mohammad Taheri M, Soaimani K, Aref Pajouhi R,  
Sepehriseresht S, Alavi M* 

 
Cloning and Sequencing of sacol a novel gene from Staphylococcus aureus II 
Menbari S, Pourmand MR*, Shirazi MH, Mardani N 
 
Phenotypic and genotypic characterization of vancomycin-resistant Enterococci from III  
clinical isolates 
Oskoui M*, Farrokh P 
 
Effects of quinolones on biofilm formed by Staphylococcus epidermidis isolated from IV  
patients with urinary tract infection 
Tavakkoli M*, Soudi MR, Malekzadeh F, Hajy Zarghany Gh 
 
Assessment the relationship of cagA gene with different gastroduodenal diseases in V 
Helicobacter pylori infected patients 
Douraghi M, Mohammadi M, Shirazi MH*, Esmaili M , Bababeik M , Saberi Kashani S,  
Oghalaie A, Mohajerani N 
 
study of lytic phage and alkaline phosphatase on treatment of burn infections  caused VI  
by Escherichia coli in Mouse 
Hosain Zadegan H*, Mohammadi M, Pajohy N, Ebrahim Zade F 
 
The effect of lactobacillus fermentum ATCC9338 as a probiotic on the adhesion of oral VII 
streptococci in vitro 
Tahmourespour A*, Kasra-Kermanshahi R, Salehi R, Nabi-nejad A 
 
The effect of Sub-Minimum Inhibitory Concentration (S-MIC) of ciprofloxacin & VIII  
ampicillin on hemolysin activity of Escherichia coli 
Havaei SA*, Satari M , Oshaghi M, Hashemi Shahraki A  
 






