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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 
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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 

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

 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 
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، 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
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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. 13
th

 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

  
  

",��"� �k�  
  

V�"�,- .����"+#- /�29 :�k#�� �$ G�� .+�� "K�� ���� /�29 r�>�- /�F �,� �� �);,#�X � .+,��,�(  P��%p,' � �
 %�%* ����).	��	�- �X�	�,� ",s�� �X�	���9�,� ((���G�� . �#�� .+�� t,�);,9�#�� (� � G,����� ���' ��� ) ;p,-���� (

G�� .    �"K�� �k� ��:"#O  �#��� ��-�� ���        .- (�O< ��� �#D����� �����) �� �� �- �)�� . /�u- ��"�  �#��� .��-) �     �p� �p- ��p� 
 ��%i� �$ �"$ �%,' E v�,#D��� �� L�"$ �D"8v DNA �� �,#�"�d' � �,#D��� .#w��� M��5c� ��,J�O �7�9 �$   (%p�) %pF��

)/��� (  %���DNA      &< ��#2- �)5- � RNA   %��� �#��� �� v  "�d' %1� #�     E0� .x1� �$ �, �p� DNA  p�   �RNA  �   �p���  Gpw�
 v%����4�"�� "�HO��v���"$ .0�9 (%�) M���*�- �� ��     &�p-) &< (%p� �p#�"�d' .+�� /�`� �$ .��$ ��)  �p`�Central

Dogma (�� � �   %�#k�� ��)4�"���"9�   ����RNA       .- �0#�- M��5c� 4��1- )�#��"���"9 .��H-�� .
�- $%� (*  ���� (H��
�����v    %��>� �-���� �� ���    "`��� �$   .�,n9�"'��,�OH�� �  /�+1- ",q �  �&�%�.-��X ��#D�� �.- %����9   "�HO�p� v%��p� "p,u�9  

 �� &��"'    %� .0�9 �#�< 4�"�� �     M���*�- �,� �� .��K��* � � &<  ��  �	�0- )�  (%�)  &<    �%,' �"$ .   .����' ���)�,-���� ( �$
   7� ��� ��7� �� G�� �#
�   �+x#-  P��� ���)"- :"#O G��  .  .#i� .��� )�     ()�9 6�I�- �#�dO &�"i �� ��    l>p$ .p- %p�  

��%19   �� � #k�"� .      %��">� .- �' .�[i oI��- ��  .      y�I� �� ���[z1#- /�%* ���      %p�$ .- .�,K�� ��� Q���9 ��,�"�:   .��p-) 
Gk�� �7� �� .�,�"�$ /�`� ���,	�O�  �� �,�$ ��,�� .��O  ��%���D�"� ��)���$ {��� &�	 v �� �� �� ��,��Animalicula

viva                        %p��"O �p*��- &�p��� .+,� /�J�* �� ��"� /��n� "�) �� ���D �� ��D %,	�9 ��#��' v%��"$ {"9 �� �� L�J- ���>O  v
 �,��#��-Lymphadenopathy associated virus) LAV (��    &�p�� .p�+�� |p0� �-��   �"p$ .p�"1-< �� &< �  .O��p	

  .��K>��-)<%�#
O   /�� �%1� "�d' #�  � � %�"    ���� (H��* ��J��  :�%����.   )�"-���   y"c     &���a' P��� �,s� �,D �()�9 .��I�- �
 �bz19 .�       %�< .- �� .+�� ��� :���$ ��  .       ��� �%��� ����� �"K�� .��,� ��  ��p
�� ��      .[��p* G	�p��  �p�      � r�p+�� Gp,�"9 
  &�%�+>���GD��"':   ��� �� ���           z19 &��) �� �� � ��� Q��' ��� &��) �� %b . ��"� V��      #k,�"� ">i )�"O� (a�� �� �&���    �%p��� �

G�� M��"I ;� .��� &���� .� .��� .� )� %�%,>$ \�� l�� ��+�� �8"� �GD�-< �- �� ��� .  
                             �q � M�+�? )� %�< �9 "� �8"�                            �� G,D�#O � .$�� .� ) &<  

�"� .+� .��* �� (�� ��� �� .D�#O � .��� .� �GD�-< r�+�� ��: R &�
	�k- �� G�� ���%� ��,	�O   
 %� G��� �� ��D �� �7�9 V�� .�      �) }��< �+� "� P9< ;��  

  G,�"9 �`� � .����'� "�,- ��+* )� ���� �+� {"#>- .Oa���VG�� .����.  
+��� ��-�  �- ��� �#��� �$ �,��,� .+,��O�� %��� � &< (��� �� G��w � ��>� /�2#- (�9�$ M%- ��"�%��+� . .Oa��

",D��,��O���"�,- &��� (%�) G,��-��G��"##- ��.  ��.��,� �"�,- {"#>- �f0��V�� ����"��� �� .�����,#k�  .����'  �
�G�� &< G,�"9 �`�&< )� ��� .����' �� �-� ��G�� H��+#-  .�,��O���"�,- &��� (%�) �"O �� ",D� .����'G�� �� . ��*�-

 ��"� � ���� M�,F hF (%�)&<%�$ .- :59  ..#� &�7* .O�"#O �� �:59 ������[9� ��7>- "�) ��1�� ��  G��:    
�- ��� )� P,'��^!)  "z� P,')� ;,9�,� .#�< (;$�#'"#��G��
� �-�� ��� .��#���+,� ���%��� .��  ����

� ��%,-���
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 �%��C ��� �~'���X3 ��LA ��/��lWh 6�Y�9 �(�"� ��� ���	 �#;������	 D�L7 5  

  
1(@f�7��A'�H�	 �'�( ��M �����! �	W� ! .;�)�L� �C'/V�l �L�
 2 (@f�7��A'�H�	 �'�(� �	W� !�M �����! . ��� �C'  

3 (@�; 6���	 / ��� y;�iC-�2�� *�E%� ^kA 
4 (��) ;�E��$ �E�E��-*��� x��A ^kA  
5 (���%� ��)� �'�(� �	W� !�M �����!.|�� ��L3 �C'  
  ��)dA; ��%� : � �%��C ��� ��C���	;�)�L� �C' �	W� !�M �����!/V�l �L�� @f�7��A'�H�	 �'�( shahhosseiny@yahoo.com   

                

 67�8	 �9�);! <);�3 :../4/45 67�8	 >�)?$ <);�3       :/1/.//45  
*��#>:  

 ����� � �����: ��� �(!�7M�	 ���W$�")�	 @�� 6��( �A ����)�	�M d)�� ;! �7��� @�����3 P����(; ;! �3W"�	 6A
 ���� @��!�� �K%	 . ��)�A�%A6�L3���2� @�A ��3'; j�k�3 ]"3'�$ x)  A �LO ��)���W$�")�	 @�� 6 B)�E� �!;'M ��!

�� �)?$��;�"� ' @;'��  �!��E� ]A�l �3�8�8�3 .A 6�)!'��	 ]�7! >'; ;! @f�7�%"3 �h' �) ��3�E	 @�� )��� 6)�$ �A 
� �c�ih x�+���� �� �����$ @ ���K�� ^%�' 6)�$ �A @�� >';(PCR) 6��( �	��3 j�k�3 ' �)���%� @�A  n%O @��

A ����W$�")�	 6 �m)' ' R)�� ��'; ��%���� 6�;�� . 6�; 6T7��	 �) D�K� � e��  6)�$ �A ��';PCR �!�� ;�"�M �LO 
�� ���' �%��	 x)f�7��A @�� �!;'M�9 �)�� ' �7��� ��� @�� 6���� ;! �����W$�")�	 !�A.  

"
�!� ���: n%O ��ik	 @����)�$ � �!�2E� �A SHAH-GPO-3 ' MGSO �!;���E� @�� 6��( ' >'; PCR6%�LA  
���)!�( ��;�A �(m)' ' �����C �LO � '  .��� � nZ� � @�� �7��DNA �A ' ��kE� PCR�� ^)�	�M  . *�i�	

�)!�( �7�3 ���T3 ' ���� @��q"3.
�� ����� :>'; �6T7��	 �) ;! � ����C  PCR ' 6�L3�(!�7M ;! ���W$�")�	 n%O j�k�3 �LO   @�� �!;'M�9 @��

�� �!! 6T��3 x)f�7��A . �f16S rDNAA  6n��"� �E�! ]�7! A �A�t ' y�E�	 @�� 6%� �A ��q"3 �LO �e�� �f ��
 �!�2E� !;�	 6E9�) ����3 @����)�$�9�(;�l .  ���� 6A �7�i�	 �A ���� �!! 6T��3 V��C >'; �) bp  /5/ @;! �

 �C ;! �E����C., � �Z� DNA �A ' �!�A e�� D��f DNAP����(;'�"�	 � @;���A   ����!; ^%�' ����� �7��� @�� 
�� RY�8E	;!. �%E�� �)G�A �!�T7 |�9 �(m)' ' �����C @;! ����)�$ ��LO �) �.  

�!�A �(���:  ^K%�PCR ;! !�O�	 y�E�	 ' �A�t @�� n��"� @�%X	 �A S rRNA.1 �A !��E� ]A�l   ���2	 x�%"3 x)  �
��(m)'  ������C 9 �)�� ' *��� ��� ;! �)���W$�")�	 @�� �(!�7M �)���%� �LO G�A �l! '�� x)f�7��A @�� �!;'M�  .

 ��kE� 6%�	� ;! @�E��A b�8�8�3 6EX7DNA @��q"3 *�i�	 �)���%� >';  �e�� @�� n��"�  �6���� ����3 @�� >';  � 
!��( D�K��)�A.     
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   ��")�( ��� R=          �23��! �� �'�U6&6 6)�C �
��! �A"6 R=    ��A"6 

   6)�C �
��! FH    �����X [H        6)��C �
���! �A"6 ?H      & �����X [?    ��A"6 
   6)�C �
��! ?H     �D& ����X =H    23�! PCR       ����@� <��!)���G��� & 

[    ��
+�� ��~3� ��'�U6  .   *�Mb	 PCR       �i� 6"�	 ���! � ?[?    5�%A 
              �&"�C� *f �&"� ��%�	 & 5T~	 *�
�- & �-"�	 ���! "��- "6 ��� ? 

& ���	&� ������) �) B6�%
!) �& �u"6   "�� UV ��6�C �!"�   
 h�"c )� G[u- /"#�$ GD�� PCR-CLONING  :  <��- 2G:

��7U <6�-  ?[?   5�- �) B6�%
!) � ��� 5%A T/A Cloning   
 ���
�	�+ ���#G- (K1214) &  "�
-& "6 pTZ57R  �5�- ��) 

5+�C ��O�)  .  *�Mb	 )�
) "6 �uZc "�D � PCR  )" �i� 6"�	 
�G�'
�	 <� <6� j$�c �) <���GD) �) �� & B6� *f �&" ˝  �)� 

�8 B6�%
!) ������- 2G:  . �b	 �) B6�%
!) � �#!   W C-medium  
 ���! ��
�	 ��� *��! �5�- ��) DH5-alfa  ��4��8) ��
-� 

�8 B6�	� ��- . 2G: �#!  Ligation 5�- �) B6�%
!) �   "�-n	
5+�C ��O�) .  v��) ��	6 "6 5:�! "�@{ ^�	 � �4�`�� ���J	

) ?? �
��! �A"6  6)�C  ( ��6�C ��l�)  .  ��(�	 �5�- 2l�&�� �D ��
O�) <��!�	"�%��)�� ��6�C ��  .  �&�( 5��� �&" � ��%! ��� ���-

   ����! �#	� (50µg/ml)  B&Z: �   �6�	  X-Gal  & IPTG  
���8 a�J
�)   . ��8� �	 �i� 6"�	 <f �&�( ��%! ��� ���-  .
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!)   . PCR  & 6)�	 �  

 �&" � *�Mb	& ����8 B6)6 ��O�) ��TU B�8 �-w ��6�'	  *f
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!) Q/ /  %  �!"�
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 �)�J
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 & �8 �-w �@�� ��� �����
-� ��� ���! "6 �- ���G!Z��l��	
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�8 .   
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اسينتو باكتر،  هايدر ايزوله blaTEMو  blaCTXهاي بتالاكتاماز تشخيص ملكولي ژن

  هاي منتخب تهرانهاي باليني در بيمارستانجدا شده از نمونه
  

  ، ١علي پور بشاش، مريم عباس ١، نيکو اکبرƽ شهميرزادƽ٭١فرشته شاهچراغي

ƽ٢حسين جبار، ƽ٣ نور امير مظفر  

  

  انستيتو پاستور ايران  بخش ميکروب شناسي، )١

٢ (ƽگوارش و کبد و محيط زيست، دانشگاه علوم پزشکي تهرانمراکز تحقيقاتي ايدز ايران، بيمار ƽها  

  گروه ميکروب شناسي، دانشکده پزشکي ، دانشگاه علوم پزشکي ايران  ) ۳

  انستيتو پاستور ايران، بخش ميکروب شناسي فرشته شاهچراغی: بطنويسنده را

       shahcheraghifereshteh@yahoo.com                   ۰۹۱۲۲۹۷۲۲۳۲: همراه 
                 

  ۲۸/۱۰/۸۸:        تاريخ پذيرش مقاله ۲۴/۵/۸۸: تاريخ دريافت مقاله  

  :چكيده  
 هـاƽ بيمارسـتاني، از اهميـت ويـژه        در عفونـت   )ESBL(مولـد بتالاکتامازهـاƽ طيـف گـسترده         هـاƽ   شيوع بـاکترƽ  : زمينه و اهداف  

 بتالاکتام هاƽبيوتيکهاƽ اسينتوباکتر نسبت به آنتي اين مطالعه با هدف تعيين الگوƽ حساسيت آنتي بيوتيکي ايزوله    . رخوردار است ب

هـاƽ منتخـب تهـران صـورت        هاƽ جدا شـده در بيمارسـتان       ايزوله در blaTEMو   blaCTXهاƽ بتالاکتاماز   و تحقيق پيرامون وجود ژن    

  .گرفت

 جمع  ۱۳۸۷ در سال هاƽ منتخب تهران ايزوله اسينتوباکتر از نمونه بيماران بيمارستان۹۵در اين مطالعه مقطعي  :روش بررسي

 و حداقل غلظت بازدارنده سفتازيديم به )disk diffusion(هاƽ انتشار از ديسک  الگوƽ حساسيت آنتي بيوتيکي با روش. آورƽ شد

.  تعيين شدClinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) بر اساس دستورالعمل Microbroth Dilutionروش 

ها در ايزوله blaTEMو  blaCTXهاƽ ژن. تعيين گرديد)  Phenotypic Confirmatory Tests( با تست فنوتيپي تاييدESBL ƽتوليد 

  . استفاده شدT-testها از آزمونبراƽ تجزيه و تحليل داده. شناسايي شدندMultiplex PCRبا روش 

و کليستين ) ۱۰۰% ايزوله، ۹۵(هاƽ سفکسيم ها به ترتيب نسبت به آنتي بيوتيکبيشترين و کمترين مقاومت در بين ايزوله: يافته ها

) ۹/۱۸ (%۱۸  بود وg/ml µ≥64ايزوله  )1/83  (%۷۹ نسبت به سفتازيديم در  ده حداقل غلظت بازدارن .مشاهده شد) ۲/۴% ايزوله، ۴((

  .ايزوله يافت شد )  ۲/۱ (%۱و ) ۸/۱۲ (%۱۱ در به ترتيبblaCTX  و    blaTEMهاƽ ژن.  بودندESBLايزوله مولد 

             در آنها بسيار قابل توجهblaTEMن  فتازيديم بالا است و حضور ژـا در مقابل سـهت بازدارنده ايزولهـحداقل غلظ :نتيجه گيري

              ستند، لذا علاوه بر بتالاکتامازها، ـ هESBLد ـها مولهـجم ايزولـر کمتر از يک پنـƽ حاضالعهـنکه در مطـبا توجه به اي. باشدمي

از آنجاييکه عوامل مقاومت .باشد ها ميترƽها از علل ديگر مقاومت در اين باکهاƽ تراوشي و پورينهايي از قبيل پمپمکانيزم

تواند نقش مهمي در جلوگيرƽ از گسترش آنها ها ميبرروƽ عناصر ژنتيکي متحرک قرار دارند، شناسايي سريع و رديابي اين سويه

  .داشته باشد

 ESBL،  blaCTX ، blaTEMاسينتوباکتر ، مقاومت آنتي بيوتيکي، : كليد واژه ها
  

  



  ...هاƽ در ايزوله blaTEMو  blaCTXهاƽ بتالاکتاماز تشخيص ملکولي ژن/ ۲

 
 

  :مقدمه

از بسيارƽ از منابع   است که باسيل گرم منفياسينتوباکتر،کوکو

اين باکترƽ به پاتوژن مناطق ). ۱(شود    جدا مي  و محيطي انساني

  هاƽ ناشي شيوع عفونت.گرمسيرƽ و مرطوب معروف بوده است

طي ). ۲,۳( باشدبيشتر از فصول ديگر مي تابستان از آن در فصل

 از اين باکترƽ در  بيمارستاني ناشي هاƽونت گذشته شيوع عفٔدهه

ويژه در بيماران بسترƽ اين موضوع  به. حال افزايش بوده است

اهميت  هاƽ ويژه، سوختگي و جراحيهاƽ مراقبتدر بخش

 آنتي  گزارش مقاومت،۱۹۹۱اولين بار در سال .بيشترƽ دارد

   نگرانيها درايالات متحده، موجببيوتيکي اسينتوباکتر به کرباپنم

  ).۴(همگان شد

از ويرولانس پاييني برخوردار  با وجود اينکه اين باکترƽ معمولاً 

 ƽا از طريق تجهيزات مرتبط با دستگاه تنفسي و کاتترهااست، ام

). ۱(رددـگيـها متـونـعي از عفـ وسي فـب طيـوده موجـآل

نده و ط بيمارستان باقي ماـواند در محيـت تا مدتها مي  اسينتوباکتر

 از  هاƽ ناشيمشکل عمده در عفونت). ۵(بين بيماران انتقال يابد

 همانطور . بتالاکتام استهاƽبيوتيکآنتي  نسبت به آن مقاومت

ها که مقاومت نسبت به کرباپنمدهد که نتايج تحقيقات نشان مي

باشند روز به روز در حال افزايش ها ميبيوتيکترين آنتياز مهم

 CDC(آمريکا  هاƽت بيمارƽـال، مرکزمديريـان مثعنو هـب.است

هاƽ جدا شده در   در بين نمونه٪۹اعلام نموده ميزان مقاومت   )

 پيدا کرده که در سال ٪۳۱ افزايش چشمگير به ميزان ۱۹۹۵سال 

هاƽ مقاومت در مکانيسم ).۶-۸( رسيده است ٪۴۰ به ۲۰۰۴

اين . کنند  مي بروز هاƽ مختلف اسينتوباکتر به صور مختلفي گونه

 ،)هاپورين(ي ـلولـ سٔوارهـهاƽ دي الـل کانـامـها شمـمکانيس

ها   بتالاکتاماز ترشح و)efflux pumps(هاƽ تراوشي سيستم

هاƽ بتالاکتاماز ها توليد آنزيميکي از اين مکانيسم).۹(باشند  مي

سته مرکزƽ در ـيدروليز هـق هـها از طريمـاين آنزي. تـاس

. شوندهاƽ بتالاکتام باعث غير فـعال شدن آنـها ميآنتي بيوتيک

وان ـتمله ميـا انواع مختلفي دارند که از آن جـامازهـالاکتـبت

  .نمود اشاره TEM و SHV،PER ، CTX هاƽ نوعبه آنزيـم

ستند ـهايي هجزو ژن" مولاـها مع اين آنزيمۀندـاƽ کد کنـهژن

سترده و ـرف گـا مصب. اندهـميد قرار گرفتـلاسـکه بر روƽ پ

ته ـها، دسپورينـفالوسـها از جمله سکـبيوتيتيـروز افـزون  آن

ه با ـقايسـد که در مـدنـتامازها بوجود آمـالاکـگرƽ از بتـدي

). ESBLs(ترƽ داشتندبتالاکتامازهاƽ اوليه طيف فعاليت گسترده

يلين، ـسيـهاƽ گروه پنکـبيوتييـادراند آنتـا قـهمـن آنزيـاي

هاƽ   ژن.يز نمايندـونام را هيدرولـها و نيز آزترئپورينـسفالوس

blaCTX و blaTEM مـزيـته از آنـده اين دسـرمز کنن ƽها

 blaTEM-13  وblaTEM-2 و blaTEM-1البته . يع الطيف هستندـوس

د ـدارن)Narrow  spectrum (دودـف محـثناء طيـور استـطبه

 در رابـطه با  رفتـار مشابـهيهاƽ اسينتوباکـتر  هـ گون).۱۰،۱۱(

            .دهـندبيوتـيكي از خـود نشـان نمـيمقاومـت آنتي

  وA. baumannii از  کـه ينـتوباکتـر بـومانيـاسلـکس ـکمپ

A. calcoaceticus  تشکيل شده است از لحاظ ژنتيکي به هم

طوريكه در جنس اسينتوباکتر، اين کمپلکس به. باشندنزديک مي

در . است هاƽ ناشي از اين جنسترين عامل ايجاد عفونتبيش

چند گانه   ضمن اين کمپلکس بيشترين مقاومت دارويي

)Multiple drug resistance = MDR (را دارد)۱۲(.   

 از اين باکترƽ و امکان انتقال بين  مشکلات درماني ناشي

 مدت  موجودات زنده و غير زنده و همچنين ماندگارƽ طولاني

ترƽ در ـش ظهور اين باکـان باعث افزايـتـيط بيمارسـدر مح

  آن يـروزافزون ناش تـتاني و عفونـمارسـاƽ بيـهطـمحي
 از اسينتوباکتر   از مواقعي که عفونت ناشي  يکي.)۱۳(استشده

در جنگ . است  طبيعي بلاياƽ کند جنگ و وقوع ايجاد مشکل مي

ها نام اين عفونتآمريکا با عراق و افغانستان و همچنين جنگ ويت

اولين سابقه حضور ).۱۴(کل کرد ـازان را دچار مشـربـس

 در آن دوره (گردد وباکتر در جنـگ، به جنگ کـره بر ميـاسينت
Achromobacterکه از کشت خون مجروحان ) شد ناميده مي

 بيشترين عفونت  ۱۹۷۲Tongدر سال . دـدا شـگ جـجن

 نفر ۳۰که در آن اسينتوباکتر در جنگ را گـزارش کـرد، 

 ƽاز   زخم با عفونت شديد ناشي۶۳دريانورد جنگ ويتنام دارا 

ها در اين هاƽ مقاومت بتالاكتامژن).۱۵(اسينتو باکتر بودند

باكترƽ معمولا بر روƽ عناصر ژنتيكي متحرك قرار دارند و در 

لذا، شناسايي سريع و . يابندها انتقال مينتيجه به راحتي بين سويه

م در ـامي مهـتواند گها ميزيمـنآهاƽ مولد اين ويهـسرديابي 

ترش ـيرƽ از گسـوگـا و جلـي از آنهـهاƽ ناشتـان عفونـدرم

جام اين ـن، هدف از انـنابرايـ ب.مار رودـاوم بشـهاƽ مقهـويـس

هـاƽ  هـزولـاي  تـت و حـساسيـيين مقاومــعه تعـالـطـم

مله ـلف از جـهاƽ مخت يکـبيوتاسينـتوباکـتـر نسـبت به آنـتي

تحقيق  سفتازيديم و MIC تعيين ،سوم هاƽ نسل سفالوسپورين

 .بود blaTEMو  blaCTXهاƽ پيرامون وجود ژن

  

  :مواد و روش ها

 ايزولـه   ۹۵ تعداد   ۱۳۸۷تا بهمن سال     هاƽ فروردين در فاصله ماه  

ترشحات تنفسي، ادرار، زخـم و خـون بيمـاران          مربوط به نمونه    
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بقيه االله ، امام خميني ،       هاƽ شريعتي ،  بيمارستانيي  بسترƽ و سرپا  

بـه منظـور حـصول       .مصطفي خميني تهران جمع آورƽ گرديـد      

هـاƽ بيوشـيميايي    هـا، تـست   اطمينان از صحت انتخاب کلـوني     

 ، TSI،  بــي هــوازOFƽ ، هــوازOF ƽ ، کاتــالاز،اکــسيداز(

، MR، VP ،  سـيمون سـيترات  ،)SIM ( حرکت،)SIM(اندول

ايزولـه اسـينتو    ۹۵به اين ترتيب، . انجام شد)لاکتوزمک کانکي، 

هـا در محـيط     سـپس ايزولـه   . )١٦(د شـدند  يباكتر شناسائي و تائ   

گـراد نگهـدارƽ     درجه سانتي  -٨٠در  % ۱۵ -١٨حاوƽ گليسيرين   

تعيين حساسيت و مقاومت آنتي بيوتيکي به وسـيله روش          . شدند

 ).۱۷(   صـورت گرفـت    (Baur- Kirby) ديـسک ديفيـوژن  

و به شـرح    ) کشور انگلستان  (MASTهامحصول شرکت   يسکد

ــر  ــدبودزي ــسيم : ن ــيلين )µg ۳۰(سفوتاک ، )µg ١٠٠(،  پيپراس

ــيلن ــام / پيپراسـ ــين ، )١١٠ µg(تازوباکتـ   ،)µg ۳۰(آميکاسـ

            ، سپيروفلوکــساسين)١٠ µg(، ايمــي پــنم )µg ۳۰(ســفتازيديم 

) µg۵ ( و سفترياکسون)µg ۳۰ ( سفکـسيم )µg ۵(،  ازترونـام 

)µg ۳۰(،  سفپيم)µg ۳۰ ( و كليستين)µg تعيين حـداقل  .  )١٠

 Microbroth سفتازيديم بـه روش   )MIC( غلظت بازدارنده 

dilution و مطابق دستورالعمل Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI) ۱۸( انجام گرديد.(  

  ) :ESBLs(ههاƽ بتالاکتاماز طيف گستردآزمايش توليد آنزيم

       ƽايـن منظـور از تـست فنـوتيپي تاييـد ƽبـرا)Phenotypic 

Confirmatory Tests (مورد آزمايش ديسک. استفاده شد ƽها

ــامل  ــفتازيديمش ــيد  /س ــک اس (کلاوولاني
gCA
gCAZ

µ
µ

10:
30:

( ،

(سفوتاکسيم کلاولانيک اسيد 
gCA
gCAZ

µ
µ

10:
30:

سفوتاکسيم و  ،)

 بعد از انکوباسـيون بـه    .)Mastشرکت  محصول  (سفتازيديم بود   

 ز ا ESBLsسـانتي گـراد، توليـد         درجه ٣٧ ساعت در    ٢۴مدت  

متر يا بيـشتر در اطـراف        ميلي ۵طريق افزايش قطر هاله به اندازه       

کلاوولانيک -کلاوونيک اسيد و يا سفوتاکسيم    -ديسک سفتازيديم 

 ).۱۹،۲۰ (شتاسيد مشخص گ

 Minimum(تيـک تعيين حـداقل غلظـت بازدارنـده آنتـي بيو    

Inhibitory Concentration:( 

 سفتازيديم انتخاب شدند که قطـر       MICيي براƽ تعيين    هاايزوله

بـراƽ  . متر بود  ميلي ٢٠ناحيه عدم رشد در آنها حداكثر تا اندازه         

 ـايزولـه  MICتعيـين    Micro-broth dilution از روش  اه

  از MICبيـوگرام و      هـاƽ آنتـي   جهت كنتـرل روش   . استفاده شد 

 .استفاده شدP. aeruginosa ATCC 27853سـويه 

:DNA  و انجام استخراج PCR: 

ــام   ــراƽ انج ــائي ژنPCRب ــاƽ  و شناس       blaCTX و blaTEMه

بـه منظـور   .  ،انتخاب شـدند g/ml µ  MIC≥ 16 هايي باايزوله

در آب   غليظي از آنهـا      سوسپانسيونها،  ƽ ايزوله DNAاستخراج  

 ƽمقطر حاوRNase (20 µg/ml)سپس.  تهيه شد DNA هر ƽ

ــه روش جوشــانيدنيــک از ايزولــه  اســتخراج (boiling)هــا ب

  ).۲۱(گرديد

ــست  ــايي ژنPCRت ــراƽ شناس ــاز  ب ــاƽ بتالاکتام  blaCTXه

(550bp) و blaTEM (800bp)  تحت شرايط مندرج در جـدول 

 ).۲۲(  انجام شد۱

             ۲مشخــصات پرايمرهــاƽ مــورد اســتفاده ، بــه شــرح جــدول  

  حـاوƽ   ۷۸۸۱لازم به ذکر است که کلبـسيلا پنومونيـه          . باشديم

 Patriceاهـــدائي پروفوســـور  (TEMو CTX هـــاƽژن

Nordmann   به عنوان سويه استاندارد استفاده     )  از کشور فرانسه

 PCR براƽ الکتروفورز محـصولات      ۱%همچنين ژل آگاروز    . شد

، )محصول ليتواني ( 100bp Ladder Fermentaseو نيز مارکر

  .مورد استفاده قرار گرفت

 ـ   رابطـه  و   spssبه کمک نرم افـزار       ز آمارƽ يآنال ن مقاومـت   يƽ ب

بـاآزمون   blaTEM و   blaCTX هـاƽ ژنکي و فراوانـي     يتويبآنتي

ƽآمارT-test ديبررسي گرد.  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



  ...هاƽ در ايزوله blaTEMو  blaCTXهاƽ بتالاکتاماز تشخيص ملکولي ژن/ ۴

 
 

  

  

  PCR شرايط انجام  :۱جدول 

Time 

 

CTX/ TEM  

Temp. (°C)  

 

CTX/ TEM 

Factor 

Gene   

Step                        

N
o.

  

3/ 3 min  94/ 94  Initial denaturation  1 
30/ 30 s  94/ 94  Denaturation  2  
1/ 1 min  63/ 45  Annealing  3  
1/ 1 min  72/ 72  Extension  4  

10/ 10 min  72/ 72  Final extension 5  
35  Cycle number  6  

 
 
 
 
 
  
  

  PCRر  مشخصات پرايمرهاي مورد استفاده د:٢جدول 
  

              مشخصات

  نام پرايمر

ƽنام ژن  توالي نوکلئوتيد  

  شناسايي شده

blaCTX  5'-CGCTTTGCGATGTGCAG-3' CTX-A  
blaCTX  5'-ACCGCGATATCGTTGGT-3'  CTX-B  
blaTEM  5´- GAGTATTCAACATTTCCGTGTC -3´  TEM-A  
blaTEM  5´- TAATCAGTGAGGCACCTATCTC -3´  TEM-B  

  

  

  

  

  :يافته ها

هـاƽ   جمع آورƽ و تاييد شده بـه روش        اسينتوباکتر ايزوله   ۹۵از  

  خلط (هاƽ تنفس    ايزوله مربوط به نمونه    )%۳/۴۵(۴۳بيوشيميايي ، 

 ايزولـه   )%۶/۱۱(۱۱ايزوله مربـوط بـه زخـم،      )۲/۴%(۴،  )و تراشه 

بررسـي  .  ايزوله مربوط به خون بـود   )%۹/۳۸(۳۷مربوط به ادرار،    

هـاƽ مـورد مطالعـه      بيوتيک  ه آنتي ها نسبت ب  ميزان مقاومت ايزوله  

نشان داد که کـمترين و بيـشترين ميـزان مقاومـت بـه ترتيــب               

 ايزولـه   ۹۵(سفکـسيم    و   )۲/۴% ايزولـه    ۴(کليــستين مربـوط به   

 ايزولـه   )۹/۷۸%(۷۵مقاومت بـه سـفتازيديم نيـز در       .  بود )۱۰۰٪

 .مشاهده شد

: هـا بـه شـرح ذيـل بـود         ميزان مقاومت به ساير آنتـي بيوتيـک       

 ۸۱تازوباكتـام در   -، پيپراسـيلين  )۷/۷۵(% ايزوله   ۷۲يكاسين در   آم

، )۷/۷۵(% ايزولـــه ۷۲،سيپروفلوكـــساسين در )۲/۸۵(%ايزولــه  

 ايزولـه   ۹۲،سفترياكـسون در      )۷/۹۴(% ايزولـه    ۹۰پيپراسيلين در   

ــسيم در ، )۸/۹۶(% ــه ۹۱سفوتاك ــفپيم در  ، )۷/۹۵(% ايزول  ۸۶س

و آزترنـام در    ،)۴/۶۸% (ايزولـه  ۶۵ايميپـنم در   ،)۵/۹۰% (ايزوله

  )۱نمودار ( .)۸/۹۶% (ايزوله ٩٢
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  مثبت   ESBLهاƽ ايزوله ها وبيوتيکي کليه ايزوله آنتي مقاومت درصد :۱ نمودار

  

  

  

بـا روش   %) ۴/۸۸( ايزولـه  ۸۴مورد مطالعه   ƽ  هااز مجموع ايزوله  

) واسط مقاوم وحد ( غيرحساس سفتازيديمبه  انتشار در آگار نسبت   

 به اين g/ml µ MIC≥ 64%)۲/۸۳(ايزوله ۷۹از اين ميان . دبودن

ايزوله  تنفـسي و  ) ۱/۵ (%۵از اين تعداد . بيوتيك نشان دادند    آنتي

ايزولـه از   % )۹/۱۳(۱۱هـاƽ زخـم،   ايزوله از عفونت ) ۸/۳ (۳%

 . جدا شده بود ايزوله از خون )  ۹/۷۵ (%۶۰ادرار و

.  بودند ESBLولد   م PCTايزوله به روش    ) ۹/۱۸ (%۱۸همچنين  

هاƽ مختلـف بـه     بيوتيکدر برابر آنتي   هاميزان مقاومت اين ايزوله   

  :تازوباكتـام  -پيپراسـيلين  ،%)۴/۴۴ (۸ :آميكاسين: قرار ذيل بود

 :پيپراســيلين ،%)۱/۶۱(۱۱ :سيپروفلوكــساسين ،%)۸/۸۸ (۱۶

 %)۱۰۰( ۱۸ :سفوتاكسيم ، )٪۱۰۰( ۱۸ :سفترياكسون ، %)۱۰۰(۱۸

ـــ ، ـــم ،)%۸/۸۸  (۱۶ :مسفپـيـ -،)%۳/۸۳(۱۵ :سـفـتـازيـديـ

 :کـليـسـتين  ،)٪۱۰۰(١٨ :سفکـسيم  ، )۹/۳۸ % (٧ :ايمـيـپنــم  

  .)%۱۰۰ (١٨ :و آزتـرنام )۵/۵%(١

، بيـشـترين   )n=۶۵(پـنم   ƽ مقـاوم بـه ايــمي     هاايـزولـهاز کل   

بيـشترين  . از خون جـدا شـده بـود       ) ۹/۵۶% يا   n= ۳۷( ايزولـه  

مورد مطالعه در اين گزارش از بيمارسـتان شـريعتي            ايزوله تعداد

ƽ هـا ايزولهدر   جدا شده بود و بيشترين و کمترين ميزان مقاومت        

 بـه ترتيـب     ƽ مورد بررسي  هاايزولهاين بيمارستان نيز همانند کل      

  .بود%) ۲/۴ (۴و کليستين) ٪۱۰۰(۹۵متعلق به سفکسيم 

مـت آنتـي    مشخص است، ميـزان مقاو     ۲ همانطور که در نمودار     

هاƽ بيماران بسترƽ بيشتر از بيمـاران سـرپايي         بيوتيکي در ايزوله  

  . است

ƽ ا ايزولـه ۸۶ از blaCTX و blaTEMهـاƽ  ن ژ PCRجهت انجام   

 از بين تعـداد    .داشتند  ≤ µg/ml۱۶  MICcaz که استفاده شد 

داراƽ )  ايزولـه ۱ (blaTEM ، %۲/۱داراƽ ژن   )  ايزوله ۱۱ (%۸/۱۲

 ژن بين مقاومت بـه سفوتاکـسيم و فراوانـي           .ند بود blaCTXژن  

blaTEM0.042 ( دار  معني  رابطه= P (وجود داشت.  
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  هاƽ مربوط به بيماران بسترƽ و سرپائي در ايزوله بيوتيکي آنتي  درصد مقاومت :۲ نمودار

  

  :بحث

مارســتاني بـه   يهـاƽ ب  ن عوامـل عقونــت    يتراز مهم  اسينتوباکتر

هـاƽ اسـينتوباکتر داراƽ    يج  نـشان داد  سـويه    نتا. رودشـمار مي 

مـورد    هـاƽ مقاومت بسيار بالايي نسبت به اکثـر آنتـي بيوتيـک          

     بسيار بالايي نـسبت بـه سـفتازيديم         MICمطالعه و همچنين      

نتيجه حاصل از مقايسه حـساسيت آنتـي بيـوتيکي پيپـرا             . دارند

 ي نشان نـداد سيليين به تنهايي و همراه با تازوباکتام تفاوت چندان       

ايـن تفـاوت    ).  درصد رسـيد   ۲/۸۵ درصد به    ٧/٩٤مقاومت از   ( 

 هم    تازوباکتام -دهد که آنتي بيوتيک پيپرا سيليين     جزئي نشان مي  

 از ايـن بـاکترƽ       هـاƽ ناشـي   داروƽ مناسبي براƽ درمان عفونت    

  .باشد  نمي

  کـه بـه اکثـر آنتـي     هايي پنم براƽ سويهدر حال حاضر از ايمي

هـاƽ نـسل سـوم،         بتالاکتام، از جمله سفالوسـپورين     هاƽ  بيوتيک

و نيز  )٢٣(اما، نتايج مطالعات ديگر     . مقاوم بودند،استفاده مي شود   

 درصد نسبت   ۴/۶۸نتايج حاصل از مطالعه حاضر بيانگر مقاومت        

 )  درصـد  ۳/۵۵(در اين مطالعه بيشترين تعـداد       . پنم است به ايمي 

  .جدا شده بودپنم از خون ƽ مقاوم به ايميهاايزوله

هاƽ نـسل سـوم و عـدم          به علت افراط در مصرف سفالوسپورين     

رعايت اصول بهداشتي در سطح جامعه، همانطور کـه در نتـايج            

اƽ در اين نـسل       اين مطالعه مشخص است، مقاومت قابل ملاحظه      

 درصـد در    ۸/۹۶مقاومـت    .اسـت آمده وجودها به   سفالسپورين از

 درصــد در ۹/۷۸کــسيم،  درصــد در سفوتا۷/۹۵سفترياکــسون، 

 درصد در سفکـسيم نـشان       ۱۰۰سفتازيديم و در نهايت مقاومت      

هاƽ نـسل سـوم داروƽ مناسـبي بـراƽ            دهد که سفالوسپورين  مي

هاƽ مبارزه با      از راهکار   يکي. باشند    ها نمي درمان اين نوع عفونت   

هـا، در صـورت مـشاهده       گسترش مقاومت در اين نوع عفونـت      

 ايـن    هاƽبيوتيک  از آنتي   عفونت به يکي  مقاومت در سويه عامل     

ــد عــدم تجــويز مجــدد هــا ، مــي گــروه از سفالوســپورين توان

مقايـسه نـشان داد ميـزان       . هاƽ نـسل سـوم باشـد        سفالوسپورين

         مقاومت به طـور چـشمگيرƽ در کليـستين پـايين تـر از ديگـر               

 کليـستين بـراƽ درمــان        بـدين ترتيـب،   . ها اسـت    تيکبيوآنتي

        از اسينــتوباکتر بـسـيار مناســب بـه نظـر             هاƽ نـاشي تعفونـ

 پايين بودن مقاومت به اين آنتي بيوتيـک،          دليل احتمالي .  رسدمي

   .تجويز کم آن در دوره اخير بوده است

نظر به اينکه در اين مطالعه بيشترين تعداد نمونه از خلط و تراشه             

رسد بيـشترين  قـسمت درگيـر در         نظر مي جدا شده است، لذا به    

بنا براين،  . هاƽ  ناشي از اسينتوباکتر ، دستگاه تنفسي باشد        عفونت

هاƽ تنفـسي مثـل     سازƽ تجهيزات و دستگاه   گند زدايي و سترون   

هاƽ جلو گيرƽ از انتشار اين عفونت        کاتترهاƽ تنفسي يکي از راه    

 حـاد   هاƽگزارشات متعددƽ از سراسر دنيا بروز عفونت      . باشدمي

 را  ESBLو يا کلونيزاسيون افراد به وسيله اسينتوباکترهاƽ مولد         



  ۷  / و همكارانفرشته شاهچراغي                                                     )  ۱۳۸۸ بهار  ۱ شماره ۳سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران  

  

 

 در  ۲۰۰۷طـي پژوهـشي کـه در سـال          ). ۲۵و  ۲۴(کنند  تاييد مي 

 از نمونه هاƽ مورد مطالعه   درصد۲۸هندوستان انجام شده است 

ESBL            مثبت بوده است در حالي که اين ميزان در مطالعه حاضر 

 ۱/۹يـب نـسبت بـه هندوسـتان          است که به اين ترت      درصد ۹/۱۸

هاƽ توليـد كننـده     با توجه به اينكه ايزوله    ). ۵( کمتر  است   درصد

هـاƽ مقـاوم    بتالاكتاماز درصد پايين ترƽ را در مقايسه با ايزولـه         

رسد كه عـلاوه    ها دارند، بنا براين،  به نظر مي       نسبت به بتا لاكتام   

هاƽ   کانال وEfflux pumpهاƽ بتالاكتاماز وجود بر توليد آنزيم

 . نيز در ايجـاد مقاومـت دخيـل باشـند          )هاپورين(ديواره سلولي   

      هـاƽ فنـوتيپي بـه تنهـايي قـادر بـه تعيـين              همچنين انجام تست  

لـذا، بايـستي    . باشد نمي ESBLهاƽ    هاƽ مولد انواع آنزيم   سويه

 وجود   ها، جهت بررسي    آزمايشات مولکولي نيز بر روƽ اين سويه      

  .انجام شود ، ESBLهاƽ آنزيم

هـم مقايـسه     مقاومت آنتي بيوتيکي در بيماران بسترƽ و سرپايي       

مقاومـت  . ميزان مقاومت در بيماران بسترƽ بيشتر بوده است       . شد

هاƽ مقاومـت از    بالا در بيماران بسترƽ به دليل احتمال انتقال ژن        

ها و همچنين احتمـال        متحرک در بين ايزوله     طريق عناصر ژنتيکي  

. هاƽ مقاوم در بـين بيمـاران بـسترƽ اسـت             ايزوله انتشار کلونال 

همچنين مقايسه در بيماران سرپايي و بسترƽ نشان داد بيشترين و           

کمترين مقاومت به ترتيت مربوط به سـفپيم و سيپروفلوکـساسين           

اين موضوع بيانگر احتمال مـصرف بيـشتر آنتـي بيوتيـک            . است

 .سفپيم در بيماران سرپايي است

        معمـولا نـسبت بـه آزترونـام حـساس           ESBLهاƽ مولد   ايزوله

با اين وجـود همـانطور کـه از نتـايج مقاومـت آنتـي               . باشندمي

هاƽ مولـد  بيوتيکي بر مي آيد ميزان مقاومت به آزترونام در نمونه     

ESBL  ،۱۰۰   ميزان مقاومت بالا نـسبت بـه       .  درصد گزارش شد

نگر دو  بيوتيك، همانطور که قبلا هـم اشـاره شـد، بيـا           اين  آنتي  

ــت ــوع اس ــه روش :موض ــراPCT ƽاول اينک ــبي ب  روش مناس

            در ايـن بـاکترESBL    ƽهـاƽ مولـد    شناسايي تمـامي ايزولـه  

 Efflux  هـاƽ ديگـرƽ از جملـه     باشد، دوم اينکه مکانيسم نمي
pump  در ايجـاد ايـن مقاومـت دخيـل         ) منافذ غشا (و پورين ها         

،استفاده همزمان از   PCTلاح روش   هاƽ اص  از راه   يکي. باشندمي

هاƽ مولکـولي بـراƽ     سه ديسک است و ديگرƽ استفاده از روش       

 .باشد ميESBLهاƽ شناسايي ژن

    ƽمقاومت اسـينتوباکتر جداشـده     ) ۲۰۰۴-۲۰۰۲(در مطالعه ديگر

 ۶۵).  ۱۴(از سربازان جنگ عـراق و افغانـستان بررسـي گرديـد           

م بودند کـه در مقايـسه   پنم مقاوها نسبت به ايمياز نمونه درصد

 مقاومت در مطالعه ما ، اختلاف قابل ملاحظه اƽ درصد  ۴/۶۸با 

 در دانـشگاه علـوم      ۱۳۸۳طي تحقيقي که در سـال       . وجود ندارد 

 ۵/۹۵پزشکي رفسنجان انجام شد، مقاومت نسبت بـه آميکاسـين           

درحاليکه در مطالعه حاضر آميکاسـين بـا        ). ۲۶( تعيين شد  درصد

پنم کمترين مقاومت  و ايميکليستينبعد از   مقاومتدرصد ۷/۷۵

رسـد کـه ايـن کـاهش         به نظر مـي   . را نسبت به اسينتوباکتر دارد    

آنتــي بيوتيــک در مقاومــت بــه دليــل مــصرف محــدودتر ايــن 

  .باشد ها بيمارستان

نيـز بـه     ESBL هـاƽ مولـد     در مطالعه حاضر، مقاومت در سويه     

آنتي بيـوتيکي در     ميزان مقاومت    . گرديد  صورت جداگانه بررسي  

   ƽنمونه هاESBL بيشتر شده است، البته به اسـتثناء سـه            مثبت 

ايـن سـه       . و سـيپرو فلوکـساسين     پنم،آميکاسينبيوتيک ايمي آنتي

             هــا، هــاƽ كربــاپنم بيوتيــک بــه ترتيــب متعلــق بــه گــروهآنتــي

باشـند كـه مکانيـسم      مـي  هاگليکوزيدها و فلوئوروکينولون  آمينو

ƽدر ايجاد مقاومت به آنها دخيل هستند        ها ƽاين افـزايش   . ديگر

تواند بيانگر دخيل بـودن      مي ESBLهاƽ مولد     مقاومت در ايزوله  

 . در ايجاد مقاومت باشد ESBL هـاƽآنزيـم

هايي   بر روƽ نمونه۲۰۰۶ و همكاران در سال Hujerدر مطالعه 

 و افقانستاني  در آمريکا بر روƽ سربازان عراقي که از بيمارستاني 

.  بودندblaTEMها حاوƽ ژن  درصد از نمونه۴۰انجام شده بود 

 ۸/۱۲(تر مثبت در اين مطالعه پايينTEMهاƽ  ميزان ايزوله

 ).۲۷(بود) درصد

 و JIN Hui توسـط  ƽ۲۰۰۹ ديگـرƽ کـه در سـال    در مطالعـه 

 مثبـت در    TEMهـاƽ     همکاران در چين انجام شد ، ميزان نمونه       

 شد که در مقايـسه بـا         گزارش درصد ۵/۸۱قاوم  هاƽ م بين ايزوله 

  ).۲۸(مطالعه ما بسيار بالاتر است

ــاGiuseppe Celenza ƽ  بررســي ــارانش در آمريک  و همک

مثبت CTXمثبت و   TEM نشان داد ، ميزان    ۲۰۰۶جنوبي در سال    

  همچنـين در بررسـي    . درصد بوده اسـت    ۴/۳۰و  ۱/۲۶به ترتيب   

هـاƽ  شد تعـداد نمونـه     در چين انجام     ۲۰۰۶ديگرƽ که در سال     

  TEM  در حاليکه در  مطالعه. درصد گزارش شد ۱/۲۶ مثبت 

  ).۲۶،۲۷(درصد است ۲/۱و۸/۱۲ اين مقادير به ترتيب ما

  

ƽنتيجه گير:   

مـورد مطالعـه مقـاوم بـه      هـاƽ با توجه به اينکه اکثريت ايزولـه 

هاƽ بيمارستاني ناشـي از     باشند براƽ درمان عفونت     مي هابتالاکتام
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         حـضور   .شـود     هـا توصـيه نمـي      باکترƽ  استفاده از بتالاکتام     اين

ها بسيار قابـل توجـه    در اين ايزولهblaCTX  و   blaTEMهاƽژن

 اسـينتوباکتر   ESBLهاƽ مولد     همانند ديگر کشورها، سويه   . است

هـاƽ مقاومـت بـر روƽ    نژ. در ايران نيز در حال گسترش اسـت   

توانند از يـک سـويه      ار دارند که مي   عناصر ژنتيکي قابل انتقال قر    

انتقال يابند و مقاومت را در بيمارستان يـا          هامقاوم به ديگر سويه   

لـذا، مـديريت صـحيح      . هاƽ درماني منتـشر نماينـد     ديگر محيط 

ــک  ــي بيوتي ــصرف آنت ــت  م ــدابير لازم در رعاي ــاذ ت ــا و اتخ           ه

گيـرƽ از   لوتواند باعث ج  هاƽ بهداشتي مي  هاƽ مراقبت استاندارد

گسترش مقاومت به ديگر بيماران بسترƽ و يا وسايل بيمارسـتاني           

 هـاƽ مولـد ايـن    همچنين شناسايي سريع و رد يابي سويه. شود
 از آنها و      ناشي  هاƽ مهم در درمان عفونت     تواند گامي ها مي آنزيم

  .باشد جلوگيرƽ از گسترش آنها 

  :تقدير و تشکر

 شورج کـه مـا را   فهيمهو خانم از زحمات خانم وجيهه نيک بين      

همچنـين  . در انجام اين تحقيق يارƽ نموده اند تشکر مـي شـود           

ــان      ــسئولين و کارکن ــات م ــود را  از زحم ــژه خ ــشکر وي          ت

بقيه االله ، امام خمينـي ،و        هاƽ شريعتي ،  هاƽ بيمارستان آزمايشگاه

  . داريممصطفي خميني تهران اعلام مي
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  ۱۰/۱۰/۸۸:       تاريخ پذيرش مقاله ۲۰/۲/۸۸:  تاريخ دريافت مقاله 

  :  چكيده
هاƽ اخير از در سال . باکترƽ اسپور دار، گرم مثبت،  هوازƽ و عامل بيمارƽ سياه زخم  است             باسيلوس آنتراسيس      :زمينه و اهداف  

 نسبت بـه عوامـل فيزيکـي و شـيميايي بـسيار              باسيلوس آنتراسيس  اسپور. اين باکترƽ در حملات بيوتروريستي استفاده شده است       

.  باشـد هاƽ مولکولي، به اسنخراج ژنوم با شکستن اسپور نياز مـي          اسپور اين باکترƽ به روش    براƽ تشخيص سريع    . باشدمقاوم مي 

 با شکـستن سـريع اسـپور بـه     Multiplex PCRبه روشباسيلوس آنتراسيس  DNAهدف از اين مطالعه تشخيص سريع مولکولي

  . روش فيزيکي در زمان بسيار کوتاه و بدون استخراج ژنوم است

 توسط سيستم            ) باسيلوس آنتراسيسسويه واکسن(باکترƽ غير بيماريزاƽ سياه زخم يا سويه استرن  اسپور:روش بررسي

Mini Bead Beater-8 BioSpec Products, In.)  ( ƽدر  ۱/۰ با استفاده از بيد ها ƽدور در دقيقه شکسته و ۵۰۰۰ ميلي متر 

           باDNA سه قطعه PCR.  جفت پرايمر صورت گرفت۳  با استفاده از PCR  Multiplexتشخيص به روش . استخراج شد

هاƽ جهت تعيين حد تشخيص و اختصاصيت از  رقت. هاƽ مورد انتظار را توليد نمود که در ژل آگاروز الکتروفورز آناليز شداندازه

  .  نيز استفاده گرديدين جنسهمديگر هاƽ  و باکترCFU/mlƽمختلف  اسپور به روش 

با استـفاده از پرايـمرهاƽ اختـصاصي و  . در عرض سـه دقيـقه شکـست شـدباســيلوس آنتراسـيساسپورهاƽ : هايافته

Multiplex PCRشامل سه قطعه  ، محصولات به دست آمده )bp ۱۰۸۳،  bp ۳۸۵ ، bp ۱۶۴ (  با .  درصد آناليز شد۲در ژل آگارز

 از ۵۱۲/۱، رقت CFU/mlحد تشخيص  بر اساس روش.  تائيد گرديد (1083bp)محصول Hind IIIاستفاده از آنزيم برش دهنده 

  .  اسپور در ميلي ليتر اسپور معين شد۷  يا ml/7680سوسپانسيون با 

 Bead Millگاه ـشه و دستـتفاده از ذرات شيـکي با اسـزيـکستن به روش فيـداد ش انـازƽ نشـينه سـتايج بهـن :گيرينتيجه

Homogenizationبه استخراج۳بعد از شکست در مدت . باشد از سرعت لازم برخوردار مي ƽدقيقه، نياز DNAبا اين .  نيست

  .ها تشخيص دهيمسريع، اختصاصي و با حساسيت بالا اسپور باکترƽ باسيلوس آنتراسيس را در نمونهروش، ما توانستيم به طور 

 Multiplex PCR، اسپور، باسيلوس آنتراسيستشخيص، : كليد واژه ها
  

  
  
  
  
  
  



 تشخيص سريع اسپور عامل سياه زخم به روش مولکولي /۱۱  
 

  :مقدمه

 گرم مثبت هوازƽ يا دارپورـ باکترƽ اسيس،ـيلوس آنتراسـباس

ژنوم ). ۱(هوازƽ اختيارƽ و عامل بيمارƽ سياه زخم است بي

 ميليون جفت ۴/۵ حلقوƽ به  اندازه DNAعامل سياه زخم از 

دو پلاسميد اساسي در اين باکترƽ وجود . باز تشکيل شده است

پلاسميد :  کپسول است هاƽ ويرولانس ودارد که واجد ژن

pXoI  به اندازه  kbp۱۸۱ واجد ژن  ƽهاpa ، lef ، ef و 

هاƽ رمز کننده  داراƽ ژنkbp 96 به اندازه pXoIIپلاسميد 

دهد که به دليل مطالعات نشان مي. است) Cap A,B,C(کپسول 

ويرولانس بسيار بالا و همچنين اسپور بسيار مقاوم به عوامل 

هاƽ ترين باکترƽ باسيل يکي از همگنمحيطي و جهش زا اين

تفاوت خاص بين ). ۲-۴(شناخته شده از نظر تنوع ژنتيکي است 

ها، داشتن کپسول و باسيلوس هاƽ ديگرعامل سياه زخم و گونه

از خصوصيات بيوشيميايي اين باکترƽ . باشدعدم تحرک مي

تخمير بعضي از قندها بدون توليد گاز، داشتن اکثرا اکسيداز، 

  ).۵( مثبت و اوره آز منفي است VPتالاز، نيترات، کا

تا آن را   اين باکترƽ سبب شده استهاƽ منحصر به فردويژگي

ها ترين اين ويژگيمهم . نمايدي بيولوژيکافزارجنگ مستعد

 قدرت مقاومت بسيار زياد، بسيارکوچک،ر اسپو توليد :عبارتند از

سهولت رهاسازƽ آن  ه وانبو قابليت توليد قدرت بيماريزائي بالا،

ƽ  اسپور،عامل بيمارƽ سياه زخم).  ۶-۷ ( به صورت آئروسل

 .مقاوم استي نمايد که نسبت به شرايط مختلف فيزيکتوليد مي

- از اين .است دابقاƽ آن در محيط بسيار زيتوانائي به اين ترتيب 

تيمارکردن ). ۸(شودمي ان يافتهاƽ از جتقريبا در هر نقطه رو،

بي آن ـسيتي نسـش هيدروفوبيـر با حرارت باعث افزايپوـاس

 به صورت آنتراسيس باسيلوسهاƽ تشخيصي روش). ۹(گرددمي

ک ـيص ايمونولوژيـت، تشخـامل کشـتي شـک و سنـکلاسي

  ). ۱۰(باشدشکل کپسول و قابليت ليز شدن توسط گاما فاژ مي

  براƽ تشخيصناسيـشگاهي متداول ميکروبـهاƽ آزمايشروش

باسيل سياه زخم بسيار مفيد است ولي زمان تشخيص قطعي       

در نتيجه از روشي ). ۱۱( ساعت به طول انجامد۲۴-۴۸تواند مي

خيص ـ و تشDNAخراج ـتـپور و اسـت اسـت شکسـجه

تفاده ـاس) اعتـ س۳حدود (يار کمترـمولکولي در مدت زمان بس

اسپور، ستن ـيز و شکـمول لـهاƽ معروش). ۱۳،۱۲(ودـشمي

هاƽ موجود در با توجه به محدوديت.  مکانيکي و شيميائي است

پور، ـهاƽ واجد اسهاƽ شيميائي در نمونهاستفاده از محلول

هدف از اين مطالعه  تعيين  .هاƽ فيزيکي ارجح هستندروش

 بر اساس شکستن به روش آنتراسيس  باسيلوسروش تشخيص 

 اسپور و سپس هاƽ سخت از ديوارهDNAفيزيکي، استخراج 

 در Multiplex PCRتشخيص مولکولي ژنوم حاصل به روش 

  .زمان کوتاه بود

 

:هامواد و روش  

 باسيلوسهاƽ  هاƽ استاندارد گونه  سويه: هاهاƽ باکترƽ تهيه سويه 

) PTCC:1247(سرئوس باسيلوس،  )PTCC:1365( سوبتيليس

ــ ـــازمان پـاز س ــشـژوه ـــه ـــاƽ عل ــران ـمي و صنع تي اي

 از باسـيلوس آنتراسـيس   و غير بيماريزاStern 34F2 ƽويهـوس

  .سازمان دامپزشکي کل کشور تهيه شدند

 ƽکشت باکتر: ƽها در محيط آگـار خونـدار، در زيـر هـود      باکتر

   درجـه ۳۷ و در دمـاƽ    شـدند    كـشت داده  IIبيولوژيک کلاس

.  گرديدنـد    گـذارƽ    گرمخانه   ساعت ۱۸-۲۴   مدت  سانتي گراد به  

اƽ رشد کرده در شرايط کاملاٌ استريل لام جهـت          هسپس از کلني  

).                                                             ۱۴(رنگ آميزƽ گرم تهيه شد

ها از محيط    براƽ به دست آوردن اسپور، سويه باکترƽ      : تهيه اسپور 

ــشت ــه رو LB broth ک ــد   ب ــصاصي تولي ــيط اخت ƽ مح

 ۳۷کـشت و در دمـاAmmoniom salt sugar)(۱۵ (  ƽ(اسپور

.  روز گرمخانـه گـذارƽ شـد       ۱۰ تا   ۵درجه سانتي گراد به مدت      

هاƽ رشـد کـرده       از کلني   IIسپس در زير هود بيولوژيک کلاس     

جهـت تهيـه   . لام تهيه و رنگ آميزƽ مالاشيت گرين انجام گرديد      

 کـشت   II هود بيولوژيک کـلاس      سوسپانسيون ميکروبي، در زير   

 ميلـي ليتـر آب      ۵ –۱۰سطح محيط کشت حاوƽ اسپور به وسيله        

سوسپانسيون حاصل بـه     . طور متوالي شستشو شد   دو بار تقطير به   

 ۳۰مـدت (  و سـانتريفوژ   ليترƽ منتقـل  ميلي۱۵داخل لوله فالکون    

سپس مايع روئي به طور کامل بـه محفظـه          . شد ) g ۳۷۹۰دقيقه،  

 آب  ml ۵به رسوب داخل لولـه        . مالدئيد منتقل گرديد  حاوƽ فر 

 دقيقـه داخـل دسـتگاه       ۳دو بار تقطير اضافه شد و لوله به مدت          

 درجـه   ۹۸ سپس برروƽ سوسپانسيون، اتانول     . استيرر هموژن شد  

 درجه سانتي گراد    ۴ ساعت در دماƽ     ۱۲اضافه گرديد و به مدت      

  .نگهدارƽ شد

کون سانتريفوژ و مـايع روئـي       در مرحله بعدƽ محتويات لوله فال     

 آب مقطـر دو بـار       ml ۵رسوب درون لولـه بـا       . دور ريخته شد  

  آب   ml ۳سـپس رسـوب در حجـم      .تقطير دو بارشستـشوگرديد   
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. مقطر دو بار تقطير حل و سوسپانسيون يکنواخت به دسـت آمـد            

    ƽرويشي باقيمانده، سوسپانسيون بـه      جهت از بين بردن باکتر ƽها

 ƽ۱۶( دقيقه منتقل شد۴۵تي گراد به مدت  درجه سان۶۰بن مار.(  

از دســتگاه            : شکــست ديــواره اســپور و ا ســتخراج ژنــوم    

Mini bead beater-8جهت شکستن اسپور استفاده شد     . 
اƽ بـه انـدازه           هاƽ مخصوص دردار حاوƽ  بيـدهاƽ شيـشه        ويال

m  m۱ ./در از سوسپانـسيون اسـپور   . دراتوكلاو استريل گرديد

شرايط استريل و با رعايت نکات ايمني مقدار يک ميلي ليتـر بـه              

هـاƽ حـاوƽ سوسپانـسيون در       ويـال . ويال حاوƽ بيد اضافه شد    

هاƽ مخصوص دستگاه اسپورشکن گذاشته شد و در دماƽ         محفظه

 ثانيه توسط بيدهاƽ اختصاصي شکـسته       ۱۸۰آزمايشگاه به مدت    

 حاصـل لام تهيـه و   براƽ اطمينان، از محتويات سوسپانسيون . شد

  .          انجام گرديد)مالاشيت گرين(رنگ آميزƽ اختصاصي اسپور

 مـورد نظـر       عامـل    تـشخيص    اختـصاصي      پرايمرهاƽ :پرايمرها

 ۱جايگاه پرايمـر شـماره     ). ۱۱(ازمقالات موجود استخراج گرديد   

 pa که رمزکننـده ژن      bp ۱۰۸۳ به اندازه    PxoIبرروƽ پلاسميد   

 به انـدازه    PxoI برروƽ پلاسميد    ۲ پرايمر شماره  جايگاه. باشدمي

bp ۳۸۵که رمزکننده ژن lf ۳جايگـاه پرايمـر شـماره    . باشد مي 

  . مي باشدbp۱۶۴برروƽ كروموزوم به اندازه 

 ذکـر  PCR شرايط بهينـه واکـنش   :Multiplex PCRواكنش 

). ۲و۱هـاƽ شـماره     جـدول (اعمال شد ) ۱۱(شده در مقاله مرجع   

  ژل بـا     الکتروفـورز و  %  ۲ زوژل آگار در PCRمحصول واكنش   

اتيــديوم برومايــد رنــگ آميــزƽ و ســپس توســط دســتگاه ژل  

  .داكيومنتيشن تصوير تهيه گرديد

  

  

  

  

  

   از بهينه سازƽ و بعد قبل از ژنوم استخراج شده اسپورMultiplex PCR جهت Master mix مقادير :١جدول 

 
  

  

  

  

  

  

  

 غلظت نهائي )µl (اوليهمقدار غلظت نهائي )µl (مقداراوليه مـواد رديف

۱ DNA Templete  ۱ µl ۱ ۱ µl ۱ 

۲ Buffer PCR ( 10 x)  ۵/۲ X۲۵/۱    ۵/۲ X۰۵/۱  

۳ Mgcl2  (50 mM)  ۵/۱ mM۷۵/۳    ۵/۱ Mm۱۵/۳  

۴ dNTPs mM 10  ۵/۰ mM۲۵/۰    ۵/۰ mM۲۱/۰  

۵ Primers forward) ۳ ۱  ) جفت  Pmole۵   ۰۸   Pmole۳۶/۳   

۶ Primers reverse) ۳۱  )ت  جف Pmole۵ ۰۸   Pmole۳۶/۳   

۷    (5U/µl) Taq DNA Polymerase  ۵./۰ U/µl ۵/۲   ۵./۰ U/µl ۵/۲ 

۸ D.D.W ) ۸  )آب مقطر دوبار تقطير µl  ۸   ۱۳ µl  ۱۳ 

  µl  ۸/۲۳  ۲۰ حجم نهائي ۹



  تشخيص سريع اسپور عامل سياه زخم به روش مولکولي /۱۳  

 

 

  

  

    PCRهاƽ   نحوه اجراƽ چرخه:۲جدول 

 زمان درجه حرارت  مرحله

Denaturation  ۹۵ثانيه۶۰  رجه سانتي گرادد   

Denaturation  ۹۵ثانيه۳۰  درجه سانتي گراد  

Annealing ۵۲ثانيه۳۰   درجه سانتي گراد   

Extension ۷۲ثانيه۴۰   درجه سانتي گراد   

Final Extention ۷۲ثانيه۱۲۰  درجه سانتي گراد 

  

  

  

 و يافتن جايگاه   پس از استخراج توالي ژن:تائيد محصول

 تكثير ه آوردن اندازه دقيق قطعدستو ب ر روƽ آنپرايمرها د

، DNASIS افزار  نرمبا استفاده از برنامه   )1083bp (شده

جهت . شد بررسي ه، در روƽ قطع مناسبجايگاه برش آنزيمي

، طبق دستورالعمل هضم آنزيمي PCRآنزيمي محصول  هضم

 به مقدار Hind III، آنزيم lµ۵ به مقدارPCRمحصول (عمل شد

lµ۱، buffer 10Xrبه مقدار lµ۲ آب دو بارتقطير شده به مقدار ،

lµ۱۲:( ۳فوق به مدت  ابتدا مخلوطƽدرجه ۳۷ ساعت در دما 

 پس از اين .سانتي گراد به جهت اثر آنزيم مورد نظر انكوبه شد

 دقيقه ۶۵ به مدت زمان، محصولات حاصل از هضم آنزيمي

  DNA ده برش خورمشاهده باندهاƽجهت . الكتروفورز شدند

   .استفاده گرديد % ۲از ژل آگاروز

هاƽ اسپور شکسته شده از نمونه: حساسيت و اختصاصيت تعيين

 تهيه ١٠٢٤/١هاƽ صفر تا توسط دستگاه اسپور شکن رقت

هاƽ تهيه شده برروƽ محيط آگار خوندار رقت سپس گرديد،

همچنين براƽ ژنوم . شدجهت شمارش تعداد اسپورها کشت داده

 PCRالكتروفورز محصولات و  PCRمذكور واکنش هاƽ رقت

  . گرديد انجام

 جنس هاƽ همرƽـش از باکتـت آزمايـصاصيـن اختـجهت تعيي

يلوس سرئوس و باسيلوس ـمانند باس(يسـيلوس آنتراسـباس

 شيگلاديسانترƽ و H7  E.coli O157:و همچنين) سوبتيليس

اده  استف Multiplex PCRبراƽ استخراج ژنوم و واکنش

  .گرديد

  

  :يافته ها

  ƽو     ): رويشي و اسپور  ( نتايج کشت باکتر ƽپس از گرمخانه گذار

باسـيلوس  ( هـاƽ جـنس باسـيلوس   رنگ آميـزƽ گـرم از کلنـي      

هـاƽ  ،  باسيلstern 34f2و سويه )باسيلوس سرئوس سوبتيليس،

سـازƽ مرحلـه    اسـپور حاصـل از بهينـه      . گرم مثبت مشاهده شد   

     ƽمالاشيت      اسپورولاسيون و خلوص بالا ƽآن از طريق رنگ آميز

گرين و بررسي ميکروسکوپي نمونـه کـشت محـيط اختـصاصي          

  .  اسپور مورد  تائيد قرار گرفت

محصول واکنش  :PCR Multiplex الكتروفورز واكنش  نتايج

PCR        سبب ايجاد   ۳۲/۱سوسپانسيون اسپور شکسته شده با رقت 

 ،  bp ۱۰۸۳   ،bp ۳۸۵ باند مجزاƽ مورد انتظار شامل قطعـات         ۳

bp۱۶۴۱شکل ( گرديد.(  

 نتـايج حاصـل از   PCR :Multiplex تائيد محصول واكـنش  

 توسط آنزيم محدودالاثر بـرش  bp۱۰۸۳ برش آنزيمي محصول 

 bp۳۸۶ و bp۶۹۶هـاƽ  ، دو قطعـه بـا انـدازه   Hind III دهنده 

کننـده درسـتي محـصول ايجـاد شـده          ود که تائيد  ـشحاصل مي 

     ).۲شکل (توسط پرايمرها است



۱۴ /  و همكارانشهرام پروين                                                              )  ۱۳۸۸ بهار  ۱ شماره ۳سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران   

 
 

 

 
   ژنوم اسپور قبل و بعد از شکست Multiplex PCRمحصول % ۲ ژل الکتروفورز  :۱شکل 

  از نمونه سوسپانسيون اسپور قبل از شکست توسط دستگاه اسپور شکن۶۴ به ۱ رقت -١

  از نمونه سوسپانسيون اسپور قبل از شکست توسط دستگاه اسپور شکن۳۲ به ۱ رقت -۲

  )Stern 34f2استخراج شده سويهژنوم (کنترل مثبت-۳

۴- 100 bp Ladder 

  )آب دو بار تقطير شده(کنترل منفي-۵

  از نمونه سوسپانسيون اسپور بعد از شکست توسط دستگاه اسپور شکن۳۲ به ۱ رقت -۶

   از نمونه سوسپانسيون اسپور بعد از شکست توسط دستگاه اسپور شکن۶۴ به ۱ رقت -۷      

  

 

 

 Hind III توسط آنزيم PCR واکنش bp ۱۰۸۳ل  برش محصو:۲شکل

۱- Ladder100 bp )فرمنتاز( 

 PCR واکنش bp ۱۰۸۳محصول  -۲

   Hind III  محصول هضم شده توسط آنزيم -۳

  Hind III محصول هضم شده توسط آنزيم -۴

385  bp 

164 bp 

1083 bp 

1083 bp

696 bp

386 bp



  تشخيص سريع اسپور عامل سياه زخم به روش مولکولي /۱۵  

 
 

 

 تـا  ۳۲/۱هـاƽ   از رقتPCR واكنش  :حساسيت و اختصاصيت

گاه اسپور شـکن    هاƽ اسپور شکست يافته با دست      از نمونه  ۵۱۲/۱

نشان داد که حساسيت تشخيص نمونه سوسپانـسيون اسـپور تـا            

ليتـر اسـت،     عدد اسپور در هر ميلي     ۷۶۸۰ که داراƽ    ۵۱۲/۱رقت  

براƽ بررسي اختصاصيت پرايمرهاƽ انتخابي از      . مورد تائيد است  

باسـيلوس آنتراسـيس،    هـاƽ بـاکترƽ     ژنوم استخراج شده نمونـه    

 و E.coli O 157يليس، باسـيلوس سـرئوس، باسـيلوس سـوبت    

 ƽژل        .  استفاده شد  شيگلا ديسانتر ƽمحـصولات حاصـله بـر رو

پرايمرهـاƽ طراحـي شـده فقـط بـا          . الکتروفورزشـد % ۲آگارز  

  . محصول توليد کردندباسيلوس آنتراسيس

  

 : بحث

باتوجه به توليد راحـت و سـريـع اسـپور باسـيل عامل سـياه  

امل محيـطي، زخم و مقاومـت بالاƽ آن نسـبت به عو

ƽهمچنين  . لازم است) شکل فعال واسپور(شـناسـايي باکتر

استـخراج ژنـوم و شکـست ديـواره باکـترƽ و اسـپور 

ƽجهت توليد اسپور، از محيط اختصاصي توليد . تراستضرور

لازم به . استفاده شد) Ammoniom salt sugar)(۱۵(اسـپور

ز و کلسيم در ساختار ذکر است با توجه به اينکه مقدار يون منگن

باشد، پس در نتيجه از اين اسپور نسبت به فرم رويشي زيادتر مي

از . محيط انتخابي جهت توليد تعداد فراوان اسپور استفاده گرديد

طرف ديگر اگر شرايط محيط براƽ ميکروارگانيسم نامساعد 

هاƽ هائي که در شرايط مساعد غذائي بر روƽ ژنگردد، پروتئين

توليد کننده اسپور در کروموزوم قرار دارند، از کروموزوم 

گردند و باکترƽ تبديل هاƽ اسپورزائي بارز ميبرداشته شده و ژن

 روز انکوباسيون ۱۰ الي ۵لذا، طي مدت ). ۵(شودبه اسپور مي

 ƽ۳۷در دما ƽدرجه سانتي گراد، هر چه به تعداد روزها 

شود و فرم تر ميحيطي سختشرايط مانکوباسيون افزوده گردد، 

به اين ترتيب، به . گرددرويشي بيشترƽ به اسپور تبديل مي

تر بودن به دليل سبک. يابيمخلوص بالاترƽ از اسپوردست مي

هاƽ فرم رويشي نسبت به اسپور،با سانتريفوژ نمودن سوسپانسيون

در . اسپور نسبتي از خلوص و جداسازƽ اسپورها حاصل شد

ودن اتانول و آب مقطر دو بار تقطير شده بر مرحله بعدƽ افز

هاƽ روƽ سوسپانسيون مخلوط باعث از بين رفتن غشاء فرم

اين پديده  باعث نفوذ آب به داخل سيتوپلاسم آنها . رويشي شد

هاƽ گردد و با تورم سلولي منجر از بين رفتن نسبي فرممي

دن در مرحله پاياني و تکميلي قرار دا. شودرويشي باکترƽ مي

 ƽ۴۰ درجه سانتي گراد به مدت ۹۰محلول سوسپانسيون در دما 

جهت اطمينان از زنده . هاƽ رويشي را از بين برددقيقه، تمام فرم

بودن اسپورهاƽ حاصله در سوسپانسيون، با کشت مجدد در 

 ساعت اسپورها به فرم ۱۸-۲۴محيط آگار خوندار به مدت 

دن ـنده ماـده زننـان دهـش، نشـاين آزماي. دندرويشي تبديل ش

  .اسپورها بعد از تمام مراحل خالص سازƽ بود

  هـاƽ  از روش آنتراسـيس  باسـيلوس جهت شکستن ديواره اسپور     

روش . شـود شـيميائي اسـتفاده مـي     -فيزيكي، شيميائي و فيريکي   

     ƽدر .  اسـپورها اسـت      شكـستن   فيزيکي،  روش بسيار خوبي برا

برد روش  هـاƽ انجـام شـده در زمينـه کـار          مطالعات و پـژوهش   

 -   Freeze/thawهـاƽ  فيزيکي جهت اسـتخراج ژنـوم،  روش  

Hot-detergent Treatment – Bead mill 

homogenization  ولي نتيجـه ايـن مطالعـات      . اند استفاده شده 

را نـسبت بـه    Bead mill homogenizationارجحيت روش 

هـاƽ  مهـم در      يکـي از شاخـصه    ). ۱۳(دهـد سايرين نـشان مـي    

تـرين زمـان    امل باکـتريائي تـشـخيص در کوتـاه      تشخيـص عو 

باشـد کـه  روش فيزيــکي مـورد اسـتفاده در ايـن              ممـکن مي 

ترين  زمان در کوتاه ) Bead mill homogenization(مطالعه 

ولي جهت شکست تمـام اسـپورهاƽ       . حاصل گرديد )  ثانيه ۶۰( 

     ƽجهت استخراج کل   )  ثانيه ۱۸۰(درون سوسپانسيون زمان بيشتر

هـاƽ  در صورتيکه در ساير روش    . م مورد استفاده قرار گرفت    ژنو

هـاƽ  معمـول     در روش ). ۱۳(فيزيکي اين ويژگي وجـود نـدارد      

ماننـد فنـل    (مورد استفاده جهت استخراج ژنوم به مواد شيميائي         

         ƽتجـار ƽنيـاز  ) کلروفرم، جوشاندن، آنزيم ها، بافرها، کيت هـا

 طور بالقوه بـه آنـزيم   بهتوانند ها ميآنزيم ها و يا دترجنت  . است

.  هاƽ سلولي، ژنوم باکترƽ آسـيب احتمـالي برسـانند         ها، ارگانل 

ولي در روش فيزيکي جهت استخراج ژنوم کـه در ايـن مطالعـه          

مواد شـيميائي   ) Bead mill homogenization(استفاده شد 

همچنين در مطالعـات انجـام شـده بـه          ). ۱۶(فوق مصرف نشدند  

ــي ، در روش ــاƽروش فيزيکـ -Freeze/thaw   - Hot هـ

detergent Treatment – Bead mill homogenization  

  در مراحل استخراج از بافر 

TENS 2X (Tens 1X is 50 mM Tris HCL[pH 8.0], 
20 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1%[ wt/vol] SDS)      

 رـ حاضعهـمطالکي ـزيـفيروش در ي ـول. دـگرديتفادهـاس

)Bead mill homogenization  (طير ـقط ازآب دو بار تقـف

تواند به ساده بودن روش، کاهش هزينه اين مورد مي.استفاده شد

  ). ۱۶و۱۳(و زمان کمک کند 
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 در ، glass beadطـتوس پورـکي اسـت فيزيـبل از شکسـق

براƽ .  خارج سلولي وجود داردDNAسوسپانسيون مورد نظر 

 بدست آوردن سوسپانسيون اسپور برطرف کردن اين عيب و

از . ، از سوسپانسيون رقت تهيه شدDNAعارƽ از آلودگي با 

 باند Multiplex PCRاين رقت ، که با الکتروفورز محصول 

  .کند، جهت شکست اسپور استفاده شدايجاد نمي

تشخيص و شناسائي عوامل باکتريائي اسپوردار در زمان بسيار 

براƽ تبديل شدن . انجام پذيرفتهاƽ سنتي تر از روشکوتاه

، آن را بايد به هاƽ رويشي به سلولآنتراسيس باسيلوساسپور 

  درجه۳۷ و در دماƽ ساعت درمحيط آگار خوندار۶مدت حداقل

. باشداين مرحله هم زمان بر مي. گراد گرمخانه گذارƽ کردسانتي

ولي با شکستن اسپور به صورت مستقيم، جهت بدست آوردن 

به منظور ). ۱۷(وم باکترƽ، به زمان خيلي کمترƽ نياز استژن

عدم استفاده از مواد شيميائي در راستاƽ حفظ محيط زيست، و 

حفظ سلامت کاربران، و جهت اجتناب از هرگونه مواد شيميائي 

هاƽ سريع و مکانيکي شکست سمي و مضر، بايد به بسط روش

. ن پرداختهاƽ خالص سازƽ آن  از سوسپانسيواسپور و روش

هاƽ سنتي در مجموع هزينه کمترƽ در اين روش نسبت به روش

ت به ـ نسبMultiplex PCRکولي ـروش مول. دـرف شـص

. باشدهاƽ سنتي از دقت و حساسيت بالائي برخوردار ميروش

دسترسي سريع و آسان به ژنوم اسپور و تشخيص مولکولي 

خراج ژنوم از ـي است طولانکردن فرآينديـدون طـمستقيم آن ب

) ۱۸(هاƽ انجام شدهدر يکي از پژوهش. مزاياƽ روش ما است

 از اسپورهاƽ باکترƽ، به خالص DNAدر قسمت استخراج 

 ƽسازDNAاشاره شده است ƽحاصل از شکست اسپور باکتر  .

ولي ما در مطالعه حاضر از دستگاه اسپورشکن استفاده کرديم و 

ص ننموده و ـور را خالپـت اسـ حاصل از شکسDNAونه ـنم

سوسپانسيون حاصل از شکست را جهت تشخيص مولکولي 

DNA به روش Multiplex PCRبکار برديم .  

  

ƽنتيجه گير :    

هاƽ ميکروبي از باکترƽ با توجه به اينکه کنوانسيون منع سلاح

 پاتوژن به عنوان يک سلاح ميکروبي و آنتراسيس باسيلوس

 دسترسي به اين باکترƽ پاتوژن و برد، و نيز عدمخطرناک نام مي

 و همچنين عدم وجود منع قانوني و اخلاقي استفاده از آن

، از سويه غير بيماريزاƽ اين PxoI و دارا بودن PxoIIپلاسميد 

ƽسويه (باکترStern (کننده اسپور خالص استفاده به عنوان توليد

 باسيلوساين سويه رفتارƽ مشابه با سويه بيماريزاƽ . شد

تن ـازƽ نشان داد شکسـ نتايج بهينه س.)۱۹-۲۰( داردراسيسآنت

تگاه ـه و دسـيشـتفاده از ذرات شـيزيکي، با اسـ روش فبه

Bead Mill Homogenization از سرعت لازم برخوردار ،

ازƽ به ـيقه، نيـ دق۳دت ـت در مـد از شکسـبع. دـباشمي

يع،  سرطوربا اين روش، توانستيم به.  نيستDNA استخراج

اختصاصي و با حساسيت بالا اسپور باسيلوس آنتراسيس را در 

اين مطالعه توانست در  به اين ترتيب،. ها تشخيص دهيمنمونه

  .ايران موفق به تشخيص سريع اسپور باکترƽ شود
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   نسبت بهمايكوباكتريوم توبركلوزيسهاي حساسيت دارويي سويه

   داروهاي رده اول و جايگزين در شهرستان تبريز
  

  ۲ ،   سيد رضا  مؤدب۱٭مهدƽ رشدƽ ملکي

  

  ملکان گروه زيست شناسي ، دانشگاه آزاد اسلامي ، ) ۱

۲ (ƽدانشگاه علوم پزشکي تبريزدانشکده پيراپزشکي، و مرکز تحقيقات سل و بيمار ƽريو ƽها  

  ملکان،  آذربايجان شرقي  ، گروه زيست شناسي، دانشگاه آزاد اسلامي، بلوار شمس تبريزƽرشدƽ ملکي، مهدƽ : نويسنده رابط

    Me2_roshdi@hotmail.com                       ٠٤٢٢-٨٢٢٠٥٨٤: تلفن 
                 

  ۲۰/۱۰/۸۸:        تاريخ پذيرش مقاله ۲۹/۱۱/۸۷:  تاريخ دريافت مقاله 

  :  چكيده
. ته اسـت  هاƽ مقاوم به دارو افزايش چشمگيرƽ داش       از زمان شروع شيمي درماني بر عليه بيمارƽ سل، شمار سويه           :زمينه و اهداف  

 در کـشورهاƽ همجـوار از جملـه    (MDR-TB  : Multi Drug Resistant tuberculosis)ميزان بـروز سـل مقـاوم بـه چنـد دارو      

هاƽ ريوƽ تبريز باعث افـزايش نگرانـي        مراجعه اين بيماران به مرکز تحقيقات سل و بيمارƽ        . استآذربايجان بسيار بالا گزارش شده    

هاƽ ايزولـه   هدف از اين مطالعه، تعيين حساسيت دارويي سويه       . رِ انتقالِ سلِ مقاوم به دارو شده است       مسئولين و اهالي منطقه از خط     

نـسبت  هاƽ ريوƽ تبريز    تحقيقات سل و بيمارƽ    از بيماران بوميِ مراجعه کننده به مرکز         )MTB  (مايکوباکتريوم توبرکولوزيس ه  شد

  .بود)  دومۀرد( اول و بعضي از داروهاƽ جايگزين ۀبه داروهاƽ ضد سل رد

كننده به مركز تحقيقات سل و    از نمونه بيماران بوميِ مراجعه    هاƽ بيوشـيميايي     با استفاده از تست    MTB سويه   ۱۰۳ ابتدا   :روش بررسي 

ƽتبريز  بيمار ƽريو ƽمحيط کشت لوانشتاين       . گرديدجدا   ها ƽآنتي بيوتيک جانسون -پس از تهيه سوسپانسيون، بر رو ƽضد حاو ƽها

ــه . ســل رده اول و رده دوم کــشت داده شــد  ــايج ب ــسبينت  H37Rvاز ســويه اســتاندارد .  بررســي شــد(proportional) روش ن

 اول شامل ايزونيازيد،    ۀداروهاƽ رد .  كيفي استفاده شد   شاهد كه حساس به تمامي داروهاست، به عنوان         مايكوباكتريوم توبركلوزيس 

   . دوم شامل آميکاسين، کانامايسين، افلوکساسين، سيپروفلوکساسين بودندۀوتول، استرپتومايسين و داروهاƽ ردريفامپين، اتامب

%) ۱( سـويه    ۱نـسبت بـه افلوکـساسين،        %) ۹/۱( سـويه    ۲نسبت به کانامايسين،     %) ۶/۱۲( سويه   ۱۳ سويه،   ۱۰۳از مجموع   : يافته ها 

از ميان داروهاƽ ردة اول، استرپتومايسين بـه ميـزان   . وفلوکساسين مقاوم بودندنسبت به سيپر%) ۱( سويه ۱نسبت به آميکاسين و  

ميـزان  . بيشترين مقاومت دارويـي را داشـتند      )  سويه ۱۳% ( ۶/۱۲و از ميان داروهاƽ ردة دوم كانامايسين به ميزان          )  سويه %۸ (۸/۷

  . بود)  سويهMDR-TB ۹/۲) %۳مقاومت 

از .  انـدک اسـت    MDR-TBا به تمام داروهاƽ ضد سل رده اول حساسيت دارنـد و ميـزان               هاکثريت زيادƽ از سويه    :نتيجه گيري 

  .ميان داروهاƽ ضد سل اصلي و جايگزين، به ترتيب استرپتومايسين و کانامايسين بيشترين مقاومت دارويي را نشان دادند

    ، داروهاƽ جايگزين، مقاومت داروييمايکوباکتريوم توبرکلوزيس: كليد واژه ها
  



  ...مايکوباکتريوم توبرکلوزيسهاƽ حساسيت دارويي سويه /۱۹ 
  

  :مقدمه

  ƽعفوني که انسان را مبتلا مـي       از ميان بيمار ƽها    ƽسـازد، بيمـار

در  ).۱(سل همچنان يکي از مهلک ترين آنها بـاقي مانـده اسـت            

ــست  ــر آورد اپيدميولوژي ــيحــال حاضــر ب ــشان م ــا ن ــد،ه               ده

همچنـين  . انـد حدود يک سوم جمعيت جهان با باسيل سل آلوده        

 را از دسـت    خـود  اثر اين بيمارƽ جـان       ميليون نفر در     ۳سالانه  

 از زمان شروع شيمي درماني بر عليه بيمارƽ سـل،         ). ۱(دهند  مي

هاƽ مقاوم به دارو افزايش چـشمگيرƽ داشـته اسـت           سويه شمار

 MDR-TB : Multi)ميزان بروز سل مقاوم به چنـد دارو ). ۲(

Drug Resistant tuberculosis)   همجـوار از ƽدر کـشورها 

مراجعـه ايـن    ). ۳(بايجان بسيار بالا گزارش شده است       جمله آذر 

هاƽ ريوƽ تبريز باعـث      بيمارƽ  بيماران به مرکز تحقيقات سل و     

افزايش نگراني اهالي منطقه از خطر انتقال سـل مقـاوم بـه دارو              

  .     شده است

بيوتيك امروزه با گذشت بيش از شصت سال از كشف اولين آنتي

و ديگر داروهاƽ جديد، ) ۱۹۴۳ال استرپتومايسين در س(ضد سل 

ترين بيمارƽ سل هنوز هم يك مشكل جدƽ بوده و يكي از مهم

اين امر نگراني . شودعوامل مرگ و مير در دنيا محسوب مي

به طورƽ كه در سال . كندها فراهم ميزيادƽ را براƽ انسان

،  (WHO)، بيمارƽ سل توسط سازمان بهداشت جهاني۱۹۹۳

  ).۴،۱(لام شد يك فوريت جهاني اع

ل، ـيل سـي در باسـت دارويـقاومـوع مـر شيـال حاضـدر ح

،  (MDR-TB)يـند دارويـت چـ مقاومتورـصژه بهـبه وي

ترده ـسـيار گـي بسـت دارويـل با مقاومـچنين بروز سـهم

)XDR-TB: Extensively Drug Resistance( ƽتهديدها ،

از طرفي به علت . دباشنجدƽ براƽ كنترل و مهار جهاني سل مي

، توجه به  (AIDS)شيوع مقاومت در بيماران مبتلا به ايدز

بيمارƽ سل و مطالعات وسيع در مورد اپيدميولوژƽ مقاومت 

  ).۵،۴(طلبد دارويي سل، توجه خاصي را مي

شامل چند نوع و به قرار ها در مايكوباكتريومداروئي مقاومت 

  :  استذيل

مقاومتي است كه بيمار ): Primary Resistance(مقاومت اوليه

ƽ  مصرف داروƽ ضد سل را نداشته، بلكه توسط يك سابقه

  ).۶(سويه مقاوم به دارو آلوده شده است 

مقاومتي ): Acquired Resistance(مقاومت اكتسابي يا ثانويه 

مسبب آن پزشك معالج . است كه در طول درمان اتفاق مي افتد

عالج با تجويز نامناسب يا دوز پزشك م. باشدو يا خود بيمار مي

نامناسب دارو و يا اينكه بيمار با مصرف نامرتب داروƽ تجويز 

  ).۶(شوند شده يا مصرف كم دارو باعث بروز چنين مقاومتي مي

): MDR: Multi Drug -Resistance(مقاومت چند دارويي 

 ƽمقاومتي است كه در آن سويه جدا شده ، حداقل به دو دارو

  ).۶(ضد سل يعني ايزونيازيد و ريفامپين مقاوم باشداصلي و مهم 

- XDR-TB: Extensively Drug(مقاومت بسيار گسترده 

Resistance :(   

مقاومتي است كه در آن سويه جدا شده مايكوباكتريوم، علاوه 

 بودن، حداقل به يك فلوروكوئينولون و دست كم به MDRبر

سين و كاپرئومايسين يكي از سه داروƽ تزريقي آميكاسين، كاناماي

  ).۵(مقاوم باشد 

 مايكوباكتريوم توبركلوزيسازعواملي كه باعث افزايش مقاومت 

تجويز ( حيح ـان صـوان به عدم درمـتوند، ميـشبه داروها مي

گيرƽ نابجاƽ دارو، عدم استفاده از درمان چند دارويي و بكار

رل هاƽ كنت، نبود برنامه)رژيم تك دارويي، قطع مصرف دارو

بيمارƽ سل در برخي از كشورها، كاهش اثر داروهاƽ ضد سل 

  ).۷( اشاره كرد(AIDS) و بالاخره  شيوع بيمارƽ ايدز

هاƽ ضد سل به دو گروه ردة اول و  جايگزين طور كلي داروبه

   . شوندتقسيم مي )ردة دوم(

توان به ايزونيازيد، ريفامپين، از داروهاƽ ردة اول ضد سل مي

ين، پيرازيناميد و اتامبوتول اشاره كرد كه داروهاƽ استرپتومايس

  ).۹ ،۸(شوند اصلي در درمان سل محسوب مي

داروهاƽ ضد سل ( هاƽ درماني رايج و متداولدر مواقعي، رژيم

-هب هاƽ مقاوم به داروبراƽ درمان بيماراني كه با سويه) ردة اول

 پاسخگو اند آلوده شده(MDR-TB)ويژه مقاوم به چند دارو

لذا براƽ درمان چنين بيماراني، سازمان بهداشت جهاني  . نيست

هاƽ اتحادية بين المللي مبارزه با سل و بيمارIUATLD) ƽو 

ƽريو : International Union Against Tuberculosis 

and Lung Disease (ـوان داروهـت عنـايي را تحـداروه ƽا

 برخي از اين ).۷ (تـموده اسـرفي نـ مع)ردة دوم(ن ـگزيـجاي

افلوکساسين، : داروها که در اين مطالعه بررسي شدند، عبارتند از

  .سيپروفلوکساسين آميکاسين و کانامايسين

 در اوايل (MDR-TB)با شيوع ناگهاني سل مقاوم به چند دارو 

 ميلادƽ، مقاومت دارويي به عنوان يک مشکل جهاني ۱۹۹۰دهه 

تفاده ـيقات و اسـتحقدƽ درباره ـهاƽ جد و بحثـرح گرديـمط



  ۲۰ / و همكاران مهدƽ رشدƽ ملکي                                                     )  ۱۳۸۸ بهار  ۱ شماره ۳سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران  
 

 

يکي ). ۱(گسترده از داروهاƽ رده دوم، حتي رده سوم مطرح شد

براMTB ( ƽ(هايي که مايکوباکتريوم توبرکولوزيس از مکانيسم

هايي نگيرد، ايجاد موتاسيون در ژفرار از کشته شدن بکار مي

لت بروز مثلاً ع). ۷(کنندهاƽ هدف را کد مياست که پروتئين

هايي است كه مقاومت باسيل سل در برابر استرپتومايسين، جهش

دهد  رخ مي16SrRNA (rrs) و s12 (rpsl)هاƽ پروتئين در ژن

و مانع از اتصال استرپتومايسين به زير واحد كوچك ريبوزوم 

(30s)ل به ـيل سـت باسـين علت بروز مقاومـهمچن. ودـش مي

            kasA و katG ،inhAاƽ هايزونيازيد، موتاسيون در ژن

باعث از دست دادن فعاليت katG موتاسيون در ژن . باشدمي

کاتالازƽ باسيل و موتاسيون در دو ژن ديگر که هر دو در سنتز 

اسيد مايكوليك دخالت دارند، باعث مقاومت در برابر ايزونيازيد 

 هاƽ مقاوم به دارواغلب، پيدايش باسيل). ۱۱و۱۰و۷(شوند مي

لذا جهت كاهش . باشدميدر اثر استفاده از درمان تك دارويي 

 بروز مقاومت دارويي و همچنين درمان بهتر، از تركيب خطر

زيرا احتمال بروز مقاومت نسبت . شودچندين دارو استفاده مي

مقاومت در باسيل . طور همزمان بسيار كم استهبه چند دارو ب

             XDR و MDRن آنها ـريـتمـکه مه. تـندين نوع اسـل چـس

  ).     ۱۰و۱(باشند مي

با توجه به محدود بودن مطالعات بر روƽ بيمارƽ سل در ايران، 

هاƽ اومت دارويي سويهـين  ميزان  مقـعه  تعيـهدف از اين مطال

 از بيماران بومي مراجعه توبركلوزيس مايكوباكتريومايزوله شدة 

 نسبت به داروهاƽ ضد سل كننده به مركز تحقيقات سل تبريز

  . ردة اول و دوم بود

  

 :مواد و روش ها
           چون هدف از انجام اين مطالعه تعيين حساسيت دارويي

بود، لذا با انجام )MTB (مايكوباكتريوم توبركلوزيسهاƽ سويه

ƽ جدا شده از نمونه بيماران بوميِ ها، گونه سويهبرخي آزمايش

هاƽ ريوƽ تبريز قيقات سل و بيمارƽكننده به مركز تحمراجعه

هاƽ مختلف از جمله؛  براƽ تعيين گونه از آزمايش.تعيين شد

تست نياسين، تست احياƽ نيترات، کاتالاز مقاوم به حرارت 

وية ـ س۱۰۳داد ـتع. دـاده شـتفـاس)رادـتي گـه سانـدرج۶۸(

سپس تأثير داروهاƽ .  ايزوله گرديدمايكوباكتريوم توبركلوزيس

عه، ـالـهاƽ  مورد مطهـل ردة اول و دوم بر روƽ  سويـ سدـض

ت ـهاƽ كشيطـها بر روƽ محهـي اين سويـامـتم. ي شدـبررس

د ـك و فاقـي بيوتيـاوƽ آنتـح ) LJ(ونِ ـ جانس- اينـشتـلوان

 H37Rvاز سويه استاندارد .شدندكشت داده)شاهد(آنتي بيوتيك 

ه تمامي داروهاست، به  كه حساس بمايكوباكتريوم توبركلوزيس

روشي كه براƽ تعيين حساسيت . عنوان كنترل كيفي استفاده شد

 بيـسـروش ن، دـتفاده شـه اسدـ شداـجهاƽ ويهـدارويي س

(Proportional method)استاندارد و مرجع اين روش،.  بود 

 CLSIو )  WHO(  سازمان جهاني بهداشت و مورد تأييداست

)Clinical and Laboratory Standards Institute (            

 هفته انكوباسيون نياز دارد ۳-۴اين روش حداقل به . باشدمي

  ). ۱۲و۱(

براƽ اين منظور ، ابتدا از سوسپانسيون باکترƽ رقتي برابر نيم مك 

بدين ترتيب که مقدارƽ از كلني باكترƽ . فارلند تهيه گرديد

 اوليه برداشت توسط اسپاتول پلاستيكي استريل از محيط كشت

كه حاوMc Carteny (  ƽ(شده و به داخل لولة مك كارتني 

سپس در . اƽ استريل است، منتقل گرديد عدد پرل شيشه۲۰- ۳۰

توسط .  ثانيه ورتكس شد۱۵لوله محكم بسته شد و به مدت 

پيپت پاستور مقدارƽ آب مقطر استريل به آن اضافه شد و بعد از 

 ثانيه ورتكس ۱۵وباره به مدت اين كه در آن محكم بسته شد، د

از سوسپانسيون بدست آمده، نيم مك فارلند تهيه شد و از . گرديد

براƽ اين كار، مقدار .  تهيه گرديد۰/ ۰۱ يا ۱۰ -۲آن، رقت  

 ميلي ليتر آب مقطر استريل ۹/۹ميلي ليتر از نيم مك فارلند به ۱/۰

 شده  ميلي ليتر از سوسپانسيون رقيق۲/۰مقدار . اضافه گرديد

 LJهاƽ كشت  را به هر يك از محيط۰۱/۰باكترƽ با غلظت 

محيط ( بيوتيك بيوتيك و محيط كشت بدون آنتيحاوƽ آنتي

با توجه به اينكه در هر ميلي ليتر از نيم . تلقيح شد) كشت شاهد

 ميليون باكترƽ وجود دارد لذا به هر ۱۵۰مك فارلند حدود 

ها به محيط). شد هزار باسيل تلقيح ۳۰۰محيط كشت حدود 

گراد قرار داده شد  درجه سانتي۳۷ روز در گرمخانه ۲۸-۴۲مدت 

ك از ـت نهايي هر يـتانداردها، غلظـبا توجه به اس). ۱۲و۱۰و۱(

  : بود  بايد  به ترتيب زير ميLJداروها در محيط كشت 

 ، اتامبوتول ) µg/ml ۴۰ (، ريفامپين ) µg/ml ۲/۰ (ايزونيازيد 

)µg/ml۲(،سينـومايـرپتتـاس)µg/ml۴(،ينـساسـلوكـپروفـيس 

)µg/ml۴ (افلوكساسين) µg/ml۴(آميكاسين ،) µg/ml۲۰( ،

  ). ۱۴و۱۳وµg/ml۲۰) (۷ (كانامايسين 

هاƽ رشد كرده در محيط شاهد پس از انكوباسيون، تعداد كلني

در صورتيكه ميزان . هاƽ حاوƽ آنتي بيوتيك مقايسه شدبا محيط

 ƽآنتي بيوتيك ) هاعداد كلنيت(رشد باكتر ƽدر محيط كشت حاو

 محيط كشت بدون ها درتعداد كلني ) >% ۱(كمتر از يك درصدِ 

باشد، سوية فوق حساس ) محيط كشت شاهد(بيوتيك نتي

اما چنانچه ميزان رشد باكترƽ مساوƽ يا بيشتر . شدمحسوب مي



  ...هاƽ مايکوباکتريوم توبرکلوزيسحساسيت دارويي سويه/  ۲۱

 

 

دون ـت بـط كشـا در محيـهنيـكل ) ≤% ۱(د ـك درصـاز ي

  ).۱۵- ۱۷(گردد بيوتيك باشد، باكترƽ مقاوم محسوب مييآنت

  

 :يافته ها
در مورد : هاƽ حساسيت دارويي به قرار زير بودنتايج انجام تست

 سوية مورد مطالعه  تعداد ۱۰۳، از مجموع مقاومت تك دارويي

نسبت به %) ۸/۷( سويه ۸نسبت به ايزونيازيد و %) ۹/۱( سويه ۲

مقاومت تك دارويي .  دارويي داشتنداسترپتومايسين مقاومت تك

  .نسبت به ريفامپين و اتامبوتول تشخيص داده نشد

ن آنها، ـيـاز ب. دـ بودنMDR%) ۹/۲(ويه ـ س۳ويه، ـ س۱۰۳از 

يعني ايزونيازيد، ( سويه به تمام داروهاƽ اصلي ضد سل ۲

مقاوم بودند و يك سويه ) ريفامپين، اتامبوتول و استرپتومايسين

 داروƽ اصلي يعني ايزونيازيد، ريفامپين و ۳هم نسبت به 

%) ۸/۷( سويه ۸استرپتومايسين با . استرپتومايسين مقاوم بود

   .بيشترين ميزان مقاومت تك دارويي را به خود اختصاص بود

ريفامپين و اتامبوتول كمترين ميزان مقاومت تك دارويي را به 

در حالت (خود اختصاص دادند و مقاومتي نسبت به اين دو دارو 

اƽ ـهويهـام سـبارتي، تمـبه ع. دـاهده نشـمش) يـتك داروي

بت به ـيماران نسـزوله شده از بـ ايسـمايكوباكتريوم توبرکلوزي

 ۲تنها . ريفامپين و اتامبوتول در حالت تك دارويي حساس بودند

صورت تركيبي يعني يك سويه نسبت به سويه مقاوم، آنهم به

بت به ـوية ديگر نسـبوتول و سـاتاممراه ـيازيد به هـايزون

  .ترپتومايسين به همراه اتامبوتول مقاوم تشخيص داده شدندـاس

 سويه مورد ۱۰۳، از مجموع در مورد مقاومت تك دارويي

نسبت به كانامايسين و يك سويه %) ۶/۱۲( سويه ۱۳مطالعه، 

شان دادند ـك نـاومت تـيپروفلوكساسين مقـبت به سـنس%) ۱(

اسين ـين و افلوكسـبت به آميكاسـاƽ كه نسويهـس). ۱جدول(

در بين . خيص داده نشدـته باشد، تشـت تك دارويي داشـمقاوم

داروهاƽ جايگزين، كانامايسين بيشترين مقاومت را از خود نشان 

 نسبت به ۹/۰(ويه ـي، يك سـويه مورد بررسـ س۱۰۳از . داد

تعداد . ان دادـي نشـك دارويـين مقاومت تـلوكساسـيپروفـس

.  اول حساس بودندۀسويه ، نسبت به داروهاƽ رد%) ۴/۸۵ (۸۸

)  دومۀرد( سويه نسبت به داروهاƽ جايگزين ۸۸حساسيت اين 

اƽ به آميكاسين و  مذکور هيچ سويه سويه۸۸از : به قرار زير بود 

به %) ۸/۶( سويه  ۶. افلوكساسين مقاومت تك دارويي نداشت

نسبت به سيپروفلوكساسين ) %۱/۱(كانامايسين و يك سويه 

  . مقاومت تك دارويي داشتند

مقاومت چند دارويي %) ۹/۲( سويه ۳،  سويه۱۰۳از مجموع 

 سويه به کانامايسين مقاوم ۲ سويه، ۳از اين . (MDR)داشتند 

  .بود

  

  

   نسبت به داروهاƽ(MDR)هاƽ جدا شده با مقاومت چندگانه سويه : ۱جدول 

   اولۀيت نسبت به داروهاƽ ردجايگزين، صرفنظر از حساس

نوع مقاومت 

  دارويي

 ƽنام داروها

  مقاوم

تعداد 

 ƽسويه ها

  مقاوم

  درصد

KA  ۱۳   ۶/۱۲%   

AM  ۰  صفر%   

CIP ۱   ۹/۰%   

مقاومت تك 

دارويي 

(SDR) 
OFX  ۰  صفر%   

AM, KA, 
OFX  

مقاومت    ۱

   KA, OFX  ۱  چندگانه
۹/۱%   

 

KA: Kanamycin, AM: Amikacin, CIP: Ciprofloxacin,  
OFX: Ofloxacin, SDR: Single Drug Resistant 
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  :بحث

وم ـكوباكتريـمايي از ـت موارد ناشـريـل در اكثـارƽ سـبيم

استفادة غير اصولي و ). ۲۴و۱( است (MTB) توبركلوزيس

ترين عواملي هستند كه باعث ناكافي از داروها از جملة مهم

د و هر روز بر گستردگي شونمقاومت به داروهاƽ ضد سل مي

  ). ۲۳ و ۷(اين مقاومت افزوده شود

ها نسبت  نتايج مطالعه حاضر نشان داد، اکثريت زيادƽ از سويه

ميزان . به تمام داروهاƽ ضد سل رده اول حساسيت دارند

اين ميزان در .  کم است(MDR-TB)مقاومت چند دارويي 

يسه با برخي از كشورهاƽ همجوار از جمله پاكستان، مقا

زيرا در . ازبكستان، تركمنستان و آذربايجان رقم پاييني است

 در پاكستان صورت ۲۰۰۲-۲۰۰۴هاƽ اƽ كه طي سالمطالعه

يعني ). ۷( گزارش شده است  درصدMDR ،۲۸گرفته ميزان 

ز بيش از يك چهارم افراد مسلول در پاكستان مقاومت دارويي ا

اƽ كه اخيراً در مركز همچنين در مطالعه.  دارندMDRنوع 

ƽتبريز انجام گرفته، ميزان تحقيقات سل و بيمار ƽريو ƽها

 در بين بيماران مراجعه کننده از كشور MDRمقاومت 

اين رقم در .  درصد گزارش شده است۲۷آذربايجان به اين مركز 

 ۴د و  درص۱۳كشورهاƽ ازبكستان و تركمنستان به ترتيب 

  ).۱۱،۱۸،۱۹(درصد اعلام شده است 

ــلي،     ــل اص ــد س ــاƽ ض ــان داروه ــر، از مي ــه حاض در مطالع

ــسين   ــايگزين ، کاناماي ــاƽ ج ــان داروه ــسين و از مي استرپتوماي

ميزان تأثير  . بيشترين ميزان مقاومت دارويي را از خود نشان دادند        

 به ترتيب عبار تند از      MTBهاƽ  داروهاƽ رده اول بر روƽ سويه     

 ـ. ريفـامپين < اتامبوتول  < ايزونيازيد  < سترپتومايسين  ا:  ي ـيعن

 ـ  ريفامپينل اصلي،   ـاƽ ضد س  ـين داروه ـدر ب  ير و  ـ بيشترين تأث

 ـ ـسيـتومايـترپـاس  ـمترين ت ـن ک هـاƽ  أثير را بـر روƽ سـويه      ــ

MTB ــزان ت ـچنين مي ـهم. دـ دارن   ـ   ـأث گزين ـير داروهـاƽ جاي

: عبـار تنـد از       بـه ترتيـب      MTBهاƽ  بر روƽ سويه  ) رده دوم (

.  سيپروفلوکـساسين  ≤آميکاسـين   < افلوکـساسين   < کانامايسين  

، آميکاسن و   )رده دوم (يعني در بين داروهاƽ ضد سل جايگزين          

 MTBهـاƽ   سيپروفلوکساسين بيشترين تأثير را بـر روƽ  سـويه         

در نتيجه، آميکاسين و سيپروفلوکـساسين مـؤثرترين دارو         . دارند

اومـت زيـاد باسـيل سـل در برابـر           به نظر مـي رسـد مق      . هستند

 ـ  ين، بـه  ـکانامايس فاده بـيش از انـدازه آن در درمـان          ـعلـت است

هاƽ استافيلوکوکي و همچنـين درمـان       هايي مانند عفونت  عفونت

  ). ۶(هاƽ مجارƽ ادرارƽ باشدعفونت

 ۱۳۸۵در سال   ) ۲۰(در مطالعة مشابهي كه توسط نامي و همکاران       

مانند مطالعه ما ، مقاومـت تـك        و در شهر مشهد انجام گرفته،  ه       

ميزان تـأثير   . دارويي به ريفامپين و اتامبوتول، تشخيص داده نشد       

 بـه ترتيـب عبـارت       MTBهاƽ  داروهاƽ رده اول بر روƽ سويه     

. ريفـامپين <  اتامبوتول   ≤ايزونيازيد  < استرپتومايسين  : بودند از   

ج دقيقـاً   اين نتاي . در اينجا نيز ريفامپين مؤثرترين دارو بوده است         

در مطالعه ايشان، از بين داروهـاƽ       . هاƽ ما همخواني دارد   با يافته 

ضد سل اصلي، استرپتومايسين بـيش از سـاير داروهـا مقاومـت             

  . هاƽ ما همخواني دارددارويي داشته است که با يافته

Surendra    ميزان مقاومت دارويي در جهـان را   ) ۱۳( و همكاران

طبق اين مطالعه،   . اندخص كرده  ميلادƽ، مش  ۱۹۹۴-۲۰۰۲از سال   

 درصد گـزارش    ۳-۴/۶ در ايران بين     MDR-TBميزان مقاومت   

. همخـواني دارد  )  درصـد  ۹/۲(شده که با نتايج مطالعـه حاضـر         

 جدا شده   MTBهاƽ  هم بر روƽ سويه   ) ۳(اصغرزاده و همکاران    

از بيماران مراجعه کننده به مرکز تحقيقات سل در تبريـز مطالعـه            

درصـد  ƽ۷/۹۶ مـورد بررسـي،       سـويه  ۱۲۰ز مجمـوع    ا. اندکرده

       درصـد بـه آن مقـاوم        ۳/۳نسبت به اتامبوتول حساس بودنـد و        

 درصـد   ۸۳/۱۰ درصد نسبت بـه ريفـامپين،        ۱۰همچنين  . اندبوده

 درصـد بـه استرپتومايـسين مقـاوم          ۵/۲۲نسبت به ايزونيازيـد و      

 تـرين دارو و     نتايج اين مطالعه که استرپتومايسين مقـاوم      . اندبوده

هاƽ مطالعـة   اند، با يافته  اتامبوتول و ريفامپين مؤثرترين دارو بوده     

    .    حاضر همخواني دارد

سازمان جهاني بهداشت طبق گزارشي در مورد مقاومت دارويي 

 کشور جهان، بالاترين ميزان مقاومت را در بين داروهاƽ ۳۵در 

). ۲۱(ه است ضد سل اصلي، نسبت به استرپتومايسين اعلام کرد

در ترکيه و ) ۲۲( و همکاران Ozturkاƽ توسط همچنين مطالعه

بيشترين ميزان مقاومت دارويي در . بر روƽ زندانيان انجام گرفت

است بين داروهاƽ رده اول، نسبت به استرپتومايسين گزارش شده

 . که با نتايج حاصل از مطالعه حاضر همخواني دارد

  

ƽنتيجه گير:  

خـصوص مقاومـت چنـد دارويـي در         دارويي، به ميزان مقاومت   

  استان آذربايجان شرقي، نسبت به ميانگين کشورƽ گزارش شده
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  . تر است از طرف سازمان بهداشت جهاني پايين

 بيشترين ميزان مقاومت دارويي در بين داروهـاƽ مطالعـه شـده            

  . مربوط به استرپتومايسين و کانامايسين است

هـاƽ   دو داروƽ مؤثر بر روƽ سويهآميکاسين و سيپروفلوکساسين 

MTB تـوان از   در موارد بروز مقاومـت دارويـي مـي        . باشند مي    

  .ها استفاده نمودآن
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  ۱۲/۱۰/۸۸:        تاريخ پذيرش مقاله ۲۸/۳/۸۸: تاريخ دريافت مقاله  

  :  چكيده
هـدف از  .  اسـت  کليـدƽ  هـاƽ مترونيدازول يکي از آنتي بيوتيک    ،   پيلورƽ هليکوباکتربراƽ درمان زخم معده ناشي از        :زمينه و اهداف  

 rdxAدازول با روش ديسک ديفيـوژن و ارزيـابي نقـش ژن         به متروني  پيلورƽ هليکوباکترهاƽ  تعيين ميزان مقاومت سويه   مطالعه  اين  

  .بوددر ايجاد مقاومت به مترونيدازول 
 بيمار مراجعه کننده به بيمارستان هـاجر شـهرکرد انجـام            ۲۶۳بر روƽ    ۱۳۸۶ در سال    توصيفي - مقطعي   مطالعهاين   :روش بررسي 

 بـراƽ ارزيـابي مقاومـت    . تعيين هويـت شـد  PCR   و  با روش رنگ آميزƽ گرم ، اوره آز، کاتالاز ، اکسيدازپيلورƽ هليکوباکتر. شد 

 در اثـر  rdxAغيرفعال شـدن ژن   ،  پرايمرهاƽ اختصاصياستفاده از در انتها با . دشآنتي بيوتيکي از روش ديسک ديفيوژن استفاده   

ها ازتست دقيق فيشر اسـتفاده    براƽ تجزيه و تحليل داده     .شدنيدازول ارزيابي   هاƽ مقاوم و نيمه حساس به مترو      موتاسيون در سويه  

  .شد

  ،  %)۴(دو سـويه مقـاوم      در  . شناسايي شد   ) ۳۳/۸( حساس    سويه نيمه  ۷و   ) ۳۳/۵۸( سويه مقاوم    ۴۹ سويه جدا شده     ۸۴از  : يافته ها 

 بـاليني که بين مقاومت بـه مترونيـدازول و علايـم    شد  با آزمون آمارƽ مشخص . مشاهده گرديدrdxA جفت بازƽ در ژن  ۲۰۰حذف  

)P>0.05( و همچنين حذف ژن rdxA )P>0.05( ارتباط معني دار وجود ندارد.   

هـاƽ مولکـولي مقاومـت بـه         ، ارزيـابي سـاير مکانيـسم       rdxA  بـا توجـه بـه فراوانـي انـدک ميـزان موتاسـيون در ژن                :نتيجه گيري 

  . رسدمترونيدازول به نظر ضرورƽ مي

 rdxA ، مترونيدازول، مقاومت ، ژن پيلورƽ هليکوباکتر: د واژه هاكلي
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  



  ...به  در ايجاد مقاومت نسبت rdxAارزيابي نقش موتاسيون ژن  /۲۶

 

  :مقدمه

هاƽ سه دارويـي     بر اساس رژيم   هليکوباکترپيلورƽدرمان عفونت   

هاƽ پمپ پروتوني   و چهار دارويي است، که ترکيبي از مهارکننده       

تـرين آنتـي    مترونيدازول يکي از مهم   . باشند  ها مي و آنتي بيوتيک  

تـرين  مهـم . رودها به کار مـي    هايي است که در اين رژيم     بيوتيک

). ۱ (هاƽ درماني مقاومت دارويي اسـت     يمعامل شکست اين رژ   

هاƽ زيادƽ در مورد مقاومت به مترونيدازول وجود دارد         مکانيسم

 ، جهـش در ژن      (efflux)ترين آنها شامل  پمـپ يـوني         که مهم 

NADPH    غيــر حــساس بــه اکــسيژن (rdxA) فلاويــن ، 

 و (fdxAهاƽ شبه فرƽ دوکسين     ، پروتئين (frxA)اکسيدوردوکتاز

(fdxB  روات اکسيدوردوکتاز    و پي(porA,porB) از بـين   .  است

ترين مکانيسم گزارش شـده، غيرفعـال       هاƽ ياد شده مهم   مکانيسم

به منظور دستيابي به حداکثر ميزان      ) . ۲(باشد   مي rdxAشدن ژن   

 آگاهي از ميزان حساسيت ضـد       هليکوباکترپيلورƽحذف عفونت   

بـراƽ  . هاƽ جدا شده در هر منطقه ضرورƽ اسـت        ميکروبي سويه 

 در کـشور    ۱۹۹۹ و همکارانش در سـال     Ossenokopاولين بار   

ــدن ژن   ــال ش ــد ،غيرفع ــه  rdxAهلن ــت ب ــاد مقاوم  را در ايج

در ايالـت  Kown ). ۳(مترونيدازول مورد ارزيـابي قـرار دادنـد    

 هـم نـشان    )۲۰۰۲( در ژاپـن  Kato و  )۲۰۰۰(متحده امريکـا  

د مقاومـت بـه     ترين عامل ايجا  مهم rdxAدادند که جهش در ژن      

هاƽ معتبر  مقالات نمايه شده در سايت    ) . ۵و۴(مترونيدازول است 

)SID   و ISI ( تعيـين مقاومـت         نشان مي ƽدهد که مطالعه بر رو

هـاƽ  هليکوباکترپيلورƽ به مترونيدازول در ايران مربوط به روش       

.  اسـت    (MIC)ديسک ديفيوژن و يا حداقل غلظـت بازدارنـده          

در ايجاد مقاومـت     rdxAيابي نقش ژن    هدف از اين مطالعه، ارز    

  .هاƽ هليکوباکترپيلورƽ بودبه مترونيدازول  در سويه

  

 :هامواد و روش 
 بر روƽ  بيمـاران       ۱۳۸۶ توصيفي در تابستان     -اين مطالعه مقطعي  

مراجعه کننده به مرکز تحقيقات گوارش و کبد بيمارستان هـاجر           

رشي مانند درد   بيماران به خاطر مشکلات گوا    . شهرکرد انجام شد  

.  هاƽ تهوع و غيره به پزشک مراجعـه کـرده بودنـد           شکم ، حالت  

پس از معاينه، پزشک متخـصص انجـام اندوسـکوپي را جهـت             

ــشخيص داد  ــان ضــرورƽ ت ــل از انجــام اندوســکوپي . درم قب

از قبيـل جـنس ،سـن ، سـابقه          (مشخصات دموگرافيک بيمـاران     

دوسـکوپي از   بـراƽ انجـام ان    . ثبت گرديـد  ) مصرف دارو و غيره   

از هر بيمار   . دستگاه ويديواندوسکوپ مدل اليمپوس استفاده شد       

يـک  .آورƽ شـد    سه نمونه بيوپسي از قسمت آنتروم معده جمـع        

آز براƽ انجام تـست اوره      هاƽ آزمايش اوره  قطعه بيوپسي به لوله   

 PCRسپس براƽ کشت و آزمون      . منتقل گرديد  (RUT)آز سريع 

هاƽ جداگانه حـاوƽ فـسفات      ي به ويال  يک قطعه از نمونه بيوپس    

در دماƽ پـايين و     ها  نمونه.  اضافه شد    (PBS)بافر سالين استريل  

در کمتر از سه ساعت به آزمايشگاه تحقيقاتي ميکروب شناسي و           

بخش بيوتکنولوژƽ دانشگاه آزاد اسلامي واحد شـهرکرد انتقـال          

% ƽ۱۰  ها از محيط بروسلاآگار حـاو     براƽ کشت نمونه  . داده شد   

، تـرƽ متـوپريم    )mg/L۶(خون گوسـفند واجـد وانکومايـسين   

)mg/L۵ (  وآمفوتريسينB) mg/L۲ (     استفاده شد و در حرارت

 روز در شـرايط ميکروآئروفيـل       ۷گراد به مـدت      درجه سانتي  ۳۷

ها با آزمـون    تعيين هويت مقدماتي کلني   . گرمخانه گذارƽ گرديد    

.  اکسيداز انجـام گرديـد     آميزƽ گرم ،تست کاتالاز و    آز ،رنگ اوره

 boiling بـا روش       DNAهاƽ جدا  شـده، اسـتخراج        از کلني 

هـاƽ بيوپـسي از      از نمونه  DNAبه منظور استخراج    .  انجام شد 

 اسـتفاده   )ليتواني  ( ساخت شرکت فرمنتاز     DNAکيت استخراج   

هـاƽ    در نمونـه    ureCسپس  براƽ شناسايي وجود ژن        . گرديد

 اسـتفاده   PCRاز آزمون   هاƽ جدا شده    لنيتاييد ک و نيز   بيوپسي  

 ايکلر ـوسـرمـتا استفاده از دستگاه ـ  ب  PCRروش) . ۶(د ـش
(Biometra)    درجـه سـانتي  ۹۴حرارت  : با شرايط   ƽگـراد بـرا     

ــه ۱ ــانتي۹۴، (Hot start) دقيق ــدت  درجــه س ــه م ــراد ب  ۱گ

ــه ــانتي۷۲ ، (Denaturation)دقيق ــدت  درجــه س ــه م ــراد ب                گ

 دقيقـه   ۱گراد به مـدت      درجه سانتي  ۴۷،  (Annealing) دقيقه ۱

(Extension)  اين منظـور     .  انجام شد ƽميکروليتـر بـافر     ۵/۲برا 

10X، ۱ ميکروليتــر MgCl2) ۵۰ميکروليتــر ۲، )  ميلــي مــولار 

dNTP) ۱۰  ميلي  ۱۰( ميکروليتر از هر پرايمر      ۵/۲،  )  ميلي مولار 

پس از شناسايي و    . اضافه شد   ميکروليتر آب مقطر    ۷/۱۶و  ) مولار

بيوگرام بـا روش     آنتي هليکوباکتر پيلورƽ، هاƽ  تاييد هويت کلني  

 CLSI(Clinical and Laboratory ديفيوژن استاندارد ديسک
Standards Institute)هـا   ميزان حساسيت کلني . انجام گرديد

ه ها با توج ـ  گيرƽ قطر هاله بازدارنده رشد    به مترونيدازول با اندازه   

بررسـي  ) India)  Himedia ,به دستور شرکت سازنده ديـسک 

  .شد

 از باکترƽ هاƽ حساس ،نيمه حـساس و مقـاوم           DNAاستخراج  

 سـاخت   DNAبه مترونيدازول بـا اسـتفاده از کيـت اسـتخراج            

 ـ . دـناژن انجام ش ـ  ـشرکت سي    rdxA2 و rdxA1مرهاƽ  ـاز پراي

 اسـتفاده   rdxAبه منظور ارزيابي ميزان مقاومت به ژن        ) ۱جدول(

 جفـت   ۲۰۰ جفت بازƽ نشان دهنده حذف       ۶۰۰تکثير قطعه   . شد  



  ۲۷/ و همكاران  محمد کارگر                                                            )     ۱۳۸۸بهار   ۱ شماره ۳سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 

 

 جفت بازƽ نـشان دهنـده       ۸۰۰  و تکثير قطعه   rdxAبازƽ در ژن    

). ۶و ۵( با مقاومت به مترونيدازول اسـت        rdxAعدم ارتباط ژن    

  .ها ازتست دقيق فيشر استفاده شدبراƽ تجزيه و تحليل داده

 
  

  پيلورƽ هليکوباکترپرايمرهاƽ مقاومت  به مترونيدازول در  : ۱جدول 

  (bp)آمپليکون  پرايمر  ژن

ureC F : 5' - GGA TAA GCT TTT AGG GGT GTT AGG GG- 3' 

R :5' – GCT TAC TTT CTA ACA ACG CGC- 3' 
295 

rdxA RdxA1 : 5' – AATTTGAGCATGGGGCAGA-3' 

RdxA2  : 5' – GAAACGCTTGAAAACACCCCT-3' 
800 

 :هايافته
 ۱۵۷د از ايـن تعـدا  .  نفـر بررسـي شـدند   ۲۶۳در ايـن مطالعـه،   

%)  ۳۰/۴۰( مرد ۱۰۶ سال و    ۸۳/۴۶، با ميانگين سني     %) ۷۰/۵۹(زن

 سـال و  ۱۲ترين بيمـار    جوان.  سال بودند    ۲۱/۴۷با ميانگين سني    

 سـال   ۵۰ تـا    ۴۰در گروه سـني     .  سال سن داشت     ۸۶ترين  مسن

 ســال ۹۰ تــا ۸۰و در گــروه ســني %)  ۷۰/۲۴(بيــشترين تعــداد 

 آزمون مربع کاƽ نـشان داد       .قرار داشتند %) ۱۴/۱(کمترين تعداد   

دار وجود  هاƽ سني مختلف ارتباط معنا    بين تعداد بيماران و گروه    

هاƽ سني و جنسيت بيمار ارتبـاط         بين گروه   .)P=0.007 ( دارد

هـاƽ    از مجمـوع  نمونـه  ).  P=0.324(معنا دار مشاهده نـشد  

 % ) ۸/۸۴( نفر     ۲۲۳تعداد   ، PCRبيوپسي مورد  بررسي با روش       

 ۲۶۳از کـشت    . ماران آلوده بـه هليکوبـاکترپيلورƽ بودنـد         از بي 

          سـويه  ۱۰۰نمونه بيوپسي بر روƽ محـيط انتخـابي بروسـلاآگار           

آز، کاتـالاز، اکـسيداز و رنـگ        از طريق تست هاƽ اوره    % ) ۳۸( 

%)  ۸۴( سـويه  PCR ،۸۴پس از انجـام  . آميزƽ گرم شناسايي شد 

  .تاييد شدند

  نمونـه  PCR  ،۴۹شناسايي شده با روش     هاƽ مثبت   از کل نمونه  

مربـوط بـه    %) ۷/۴۱ ( نمونه ۳۵مربوط به بيماران زن و      %) ۳/۵۸(

 سـويه مقـاوم      ۴۹ شناسايي شـده،      سويه ۸۴از  . بيماران مرد بود    

ــدازول و %) ۳/۵۸( ــه متروني ــساس  ۷ب ــه ح ــويه نيم %) ۳/۸( س

         زن و  ۳۲از  ( جـدا شـده      سـويه  ۴۹). ۱نمـودار (شناسايي گرديد 

بـا آزمـون دقيـق فيـشر        . مقاوم به مترونيـدازول بودنـد     )  مرد ۱۷

مشخص گرديد که بين مقاومت به مترونيدازول و جـنس مونـث            

  ). P=0.043(ارتباط معني دارƽ وجود دارد
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  با روش ديسک ديفيوژن به تفکيک جنسيت بيماران  به مترونيدازول پيلورƽ هليکوباکتردرصد مقاومت  : ۱رنمودا



  ...به  در ايجاد مقاومت نسبت rdxAارزيابي نقش موتاسيون ژن  /۲۸

 

 به مترونيدازول در دو سويه  حـذف          هاƽ مقاوم يهاز مجموع سو  

در هيچکــدام از          ) . ۱شــکل ( شناســايي شــد  rdxAدر ژن  

 مشاهده   rdxAهاƽ نيمه حساس به مترونيدازول حذف ژن        سويه

  .نشد 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

 و ۴هـاƽ  ، ستون) فاقد جهش(قاوم هاƽ م جفت بازƽ سويه۸۰۰ قطعه ۳ تا ۱ستون هاrdxA .  ƽ ژن  PCRالکتروفورز محصول :  ۱ شکل

 جفـت   ۱۰۰ سـايز مـارکر      ۸ کنترل منفي و سـتون       ۷ کنترل مثبت ، ستون      ۶، ستون   ) داراƽ جهش (هاƽ مقاوم    جفت بازƽ سويه   ۶۰۰ قطعه   ۵

  بازƽ را نشان مي دهد 

 
  :بحث

مترونيدازول يک نيتروايميدازول سنتتيک و يکي از داروهاƽ مهم         

ر دارويي درمان عفونت هـاƽ ناشـي      هاƽ سه دارويي و چها    رژيم

ــاکترپيلورƽاز  ــويه.  اســت هليکوب ــور س ــه ظه ــاوم ب ــاƽ مق ه

 هليکوبـاکترپيلورƽ ترين مسأله در درمان عفونت      مترانيدازول مهم 

از نظر باليني مقاومت به مترونيدازول بـسيار مهـم اسـت،            . است  

ميزان . شودهاƽ درماني مي   درصدƽ رژيم  ۵۰زيرا موجب کاهش    

به مترونيدازول با توجه به  ناحيه جغرافيايي و موقعيـت           مقاومت  

در کـشورهاƽ در    .  درصد متفـاوت اسـت       ۹۰  تا    ۱۰بيماران از   

حال توسعه ميزان مقاومت بالاست که احتمالا به علـت اسـتفاده            

هاƽ ناشي از پروتوزاها است     مکرر از اين دارو در درمان عفونت      

 سـنگاپور بـه ترتيـب       ميزان مقاومت در مکزيک ، برزيـل و       ). ۷(

ميزان  ) . ۸-۱۰( درصد مي باشد   ۷/۶۲ درصد و    ۵۳درصد ،   ۳/۷۶

مقاومت در کشورهاƽ توسعه يافته کمتر از کـشورهاƽ در حـال            

به عنوان مثال ميزان مقاومت در آلمـان ، ايتاليـا و             . توسعه است   

 درصـد   ۹۰/۱۴درصـد و    % ۳۲درصـد ،    ۲۰/۲۶پرتغال به ترتيب    

در ايران مقاومت بـه مترونيـدازول       ). ۱۱-۱۳(گزارش شده است    

هـاƽ   درصـد از سـويه     ۵۱ تا   ۴۶به طورƽ که    . بسيار شايع است  

ƽنتايج اين پژوهش نـشان     .  به اين دارو مقاومند    هليکوباکترپيلور

 جدا شـده    هليکوباکترپيلورƽهاƽ  داد که ميزان مقاومت در سويه     

ــزان مقاومــت در ) درصــد۳۳/۵۸( از شــهرکرد  ــا مي ، مطــابق ب

محمدƽ و همکـاران بـا روش       . رهاƽ در حال توسعه است      کشو

 ۶۰ در تهران  ميـزان مقاومـت را       ۱۳۸۲ديسک ديفيوژن  در سال      

همچنين  مهاجرƽ و همکاران در کرمانشاه       . درصد گزارش کردند  

 با روش ياد شده ميزان مقاومت به مترونيدازول را          ۱۳۸۲در سال   

در منـاطق   ميـزان مقاومـت     ) . ۱۴( درصد گـزارش نمودنـد       ۳۴

هـا بـه    مختلف دنيا با توجه به الگوƽ استفاده از نيتروايميـدازول         

   ).۱(خصوص مترونيدازول متفاوت است 

نتايج مطالعه حاضر نشان داد که ميزان مقاومت بـه مترونيـدازول            

در اين بررسي ميزان مقاومـت در  . در زنان و مردان يکسان نيست  

ن است به خاطر تجـويز       اين مسأله ممک   .زنان بيشتر از مردان بود    

ها به ويژه مترونيدازول در درمان عفونت حاصـل         نيتروايميدازول

ƽدر زنان باشداز باکتر ƽبي هواز ƽها .  

مترونيدازول براƽ فعال شدن بايستي به شکل متابوليت سمي احيا          

شود  بيان مي  هليکوباکترپيلورƽچندين نيتروردوکتاز توسط    . شود

، هليکوبــاکترپيلورƽردوکتازهــاƽ تــرين نيتروکــه يکــي از مهــم

NADPH           غيرحساس به اکسيژن است که به وسـيله ژن rdxA 

هـاƽ پـاتوژن ،     در پروتوزاهـا و بـاکترƽ     ) ۴(رمزدهي مي شـود     

احياƽ گروه نيترو براƽ فعال شدن احيايي و به دنبال آن تـشکيل             

در واقـع بـه     . حدواسط هاƽ هيدروکسيل آمين ضـرورƽ اسـت       

ƽ احيايي غير پايدار است کـه آسـيب ،          هاخاطر ايجاد حدواسط  

 و در نهايـت مـرگ سـلول         DNAشکست و باز شدن مـارپيچ         

هاƽ پيشنهاد شده   ترين مکانيسم مهم). ۴و۱(شود  مي باکترƽ ايجاد 

هـاƽ سـمي    در مورد مقاومت به مترونيدازول، حـذف راديکـال        

اکسيژن توسط کاتالازها يا سوپراکسيد ديسموتازهاƽ تغييريافتـه،        



  ۲۹/ و همكاران  محمد کارگر                                                            )     ۱۳۸۸ بهار  ۱ شماره ۳سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 

 

 

 و فقـدان عملکـرد ردوکتازهـاDNA        ƽمکانيسم ترميم کارآمد      

 پيـشنهاد   ۱۹۹۸ و همکـاران در سـال        Goodwin). ۴(باشـد مي

اƽ در  هاƽ نقطه کردند که اغلب مقاومت به مترونيدازول با جهش       

کتاز غير حساس به اکسيژن در      نيتروردو رمزدهي کننده  rdxAژن  

  ) .۱۵(ارتباط است 

Kown         و همکاران نقـش سـه ژن rdxA   ، frxA   و fdxA   را در 

  سـويه بـاليني بررسـي      ۵۴۴ايجاد مقاومت بـه مترونيـدازول در        

مـشابه   frxAآنها نـشان دادنـد کـه غيرفعـال شـدن ژن             . کردند

ــال شــدن ژن  ــزايش rdxAغيرفع ــا  ( MIC و موجــب اف  ۳۲ت

 باعث ايجاد   fdxBو غير فعال شدن ژن      ) ر ميلي ليتر    ميکروگرم د 

 . )۱۶(شودهاƽ مقاوم به مترونيدازول مي    مقاومت متوسط در سويه   

 و همکاران نشان دادند کـه غيـر فعـال     Jeong ، ۲۰۰۱در سال 

   موجـب افـزايش مقاومـت بـه مترونيـدازول در           frxAشدن ژن   

کمـي بـر   امـا اثـر   .   مي شـود rdxAهاƽ حامل ژن ناقص  سويه

 هاƽ حامل الل سالم و کارآمدحساسيت به مترونيدازول در سويه

rdxA ۱۷(شود مي.(  

 ژن نـاقص  ۲۰۰۴ وهمکـارانش در سـال    Yangعلاوه بر ايـن  

rdxA           حساس به مترونيدازول شناسايي کردنـد ƽرا در سويه ها 

)۱۸( .Kim      ژن ناقص     ۲۰۰۹ و همکارانش در سال  frxA   را در 

نتـايج  . شناسـايي کردنـد     کوبـاکترپيلورƽ   هليهاƽ حساس   سويه

 و  Jeong و  Yangهـاƽ  پـژوهش ايـن محققـين بـا بررسـي     

 در ايجاد   rdxAدر رابطه با نقش     ) . ۱۹(همکاران مطابقت داشت    

 و  Kown. مقاومت به مترونيدازول بحـث زيـادƽ وجـود دارد           

 در  rdxA نشان دادند کـه جهـش ژن         ۲۰۰۰همکارانش در سال    

ايـن  . قاوم جدا شده از شمال امريکا وجود دارد هاƽ م تمام سويه 

هـاƽ   و همکاران جهش   Kim ،   ۲۰۰۹در حالي است که در سال       

ــ ــر ک ـــتغيي ــويهـدون را در س ــاƽ مق ــسـه ــه ـاوم و ح اس ب

اسيت و  ـهش بر حـس   ـتاثير ج . ايي کردند   ـناسـيدازول ش ـمترون

يا مقاومت بـه مترونيـدازول وابـسته بـه تنـوع ژنتيکـي طبيعـي                

(natural genetic diversity) بـه همـين دليـل    .  سويه است

هاƽ مشابه با توجه به تنوع ژنتيکي طبيعي متفاوت         حتي اثر جهش  

هاƽ تغيير کدون ممکـن اسـت       به عنوان مثال، جهش   . خواهد بود 

هـاƽ  فعاليت پروتئين حاصل را کاهش دهد در حالي که جهـش          

. اردديگر ممکن است تاثير چنـداني بـر عملکـرد پـروتئين نگـذ            

 MICهاƽ مقاوم با     و همکاران سويه   Kimجالب توجه است که     

را کـه ژن سـالم و    )  ميکروگرم در ميلـي ليتـر      ۲۵۶بيشتر از   (بالا  

ايـن نتـايج بـا بررسـي     ). ۱۹( داشتند، جدا کردند    rdxAکارآمد  

Marais      و همکاران مطابقت داشت  .Marais     و همکاران بيـان 

 ممکـن    هليکوبـاکترپيلورƽ  درازول  دکردند که مقاومت به متروني    

بنابراين، امکـان   .  رخ دهد  frxA و   rdxAهاƽ  است مستقل از ژن   

 fld، ) فـرƽ دوکـسين    ( fdxAهاƽ ديگرƽ مانند دارد  مکانيسم

در مقاومت به مترونيدازول نقش داشته باشد       ... و) فلاودوکسين  (

 و همکـاران در سـال    Van Amestrang علاوه بر اين ) .۲۰(

پـروتئين شـبه    ( HPO97هـاƽ ان دادند که جهـش ژن    نش ۲۰۰۵

Tol C ( در ايجاد مقاومت به مترونيدازول نقش دارد)۲۱ .(  

در ايجـاد مقاومـت   rdxA در اين مطالعـه نقـش موتاسـيون ژن    

نتـايج نـشان دهنـده ميـزان انـدک          . مترونيدازول ارزيـابي شـد    

امـا بـا    . باشدهاƽ مورد بررسي مي    در سويه  rdxAموتاسيون ژن   

هـاƽ يـاد شـده وجـود        اين روش امکان شناسايي ساير مکانيسم     

تر موتاسـيون حـذفي ،      بنابراين، به منظور شناسايي دقيق    . نداشت

هـاƽ جـدا شـده و ارزيـابي سـاير            سويه rdxAتعيين توالي ژن    

هـاƽ بعـدƽ    هاƽ مقاومت به مترونيـدتزول در پـژوهش       مکانيسم

   .گردد پيشنهاد مي

  

ƽنتيجه گير:  

مطالعه نشان داد كه به دليل ميزان بالاƽ مقاومت نسبت          نتايج اين   

به مترونيدازول در بيماران مورد پژوهش ضرورت جـايگزيني آن          

بـا توجـه   . ها درماني وجود دارد     ژيم  ها در ر  با ساير آنتي بيوتيك   

هـاƽ مقـاوم بـه       سـويه  rdxAژن    به فراواني انـدك موتاسـيون       

هاƽ مقاومت بـه    مكانيسممترونيدازول در شهركرد، ارزيابي ساير      

هـاƽ يـوني ،   واسطه پمـپ منرونيدازول از طريق كاهش جذب به  

ي جهـش   ـ و بررس ـ  RecAئين ترميمي   ـش از حد پروت   ـيان بي ـب

 ـ  frxAا ماننـد    ـتازهـتروردوكـاير ني ـدر س   ـ  ـ در پ هـاƽ  شـژوه

        بعدƽ در منطقه مورد پـژوهش و سـاير منـاطق كـشور پيـشنهاد              

  . گردد مي

  

   :و تشکرتقدير 

نويسندگان مقاله مراتـب قـدرداني خـود را از معاونـت محتـرم              

پژوهشي دانشگاه آزاد اسلامي شهرکرد به دليل پشتيباني اجرايـي          

  . دارند در انجام اين پژوهش اعلام مي



  ...به  در ايجاد مقاومت نسبت rdxAارزيابي نقش موتاسيون ژن  /۳۰
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  :  چكيده
ويـژه         هـا و بـه    ميکروارگانيـسم . توانـد مـسئله سـاز باشـد        نابارورƽ و مشکلات ناشي از آن بـراƽ هـر زوجـي مـي              : اهداف زمينه و 

اما،  ارتباط اين ارگانيسم بـا نابـاورƽ کـاملاً    . از عوامل نابارورƽ هستند)Ureaplasma urealyticum (آپلاسما اوره آليتيکوماوره

 نـزد مـردان نابـارور در        آليتيکـوم آپلاسما اوره اورهقش باکترƽ مذکور اين مطالعه با هدف تعيين         براƽ اثبات ن  . مشخص نشده است  

  .مقايسه با گروه کنترل انجام شد

 Semen)(  نفر از مردان نابـارور بـا مـايع منـي           ۴۰بود که روƽ    ) Case-control( شاهدƽ   - اين مطالعه از نوع مورد     :روش بررسي 

نفر از مردان سالم نيز بـه عنـوان گـروه           ۴۰. کردنداين افراد به کلينيک نابارورƽ پژوهشکده رويان مراجعه مي        . غيرطبيعي انجام شد  

حاوPPLO broth (  ƽ(اخذ شد و به محيط ترانسپورت Semenاز هر دو گروه ضمن تکميل پرسشنامه، نمونه . شاهد انتخاب شدند

 و مواد مـورد  PPLO agarها نيز از محيط کشت براƽ کشت نمونه.  انتقال داده شدpH=5/5دني و با اوره، آنتي بيوتيک، مواد افزو

هـاƽ آمـارƽ    اطلاعات بدست آمده توسط روش    . آميزƽ و مطالعه شدند    رنگ Dienesهاƽ ايجاد شده با روش      کلني. نياز استفاده شد  

Chi-square ، Man-Whitneyو   T-testو در نرم ƽافزار آمار SPSSتجزيه و تحليل گرديد  .  

 در  آليتيکـوم آپلاسـما اوره  اورهميزان جداسازƽ   .  سال بود  ۴۵/۳۱ سال و گروه شاهد      ۸۷/۳۱ميانگين سن افراد گروه مورد      : هايافته

 بـين   ) P<0.045(دارنتـايج بيـانگر ارتبـاط معنـي       .  بـود )  درصد ۱۰( نفر   ۴و)  درصد ۵/۲۷( نفر   ۱۱هاƽ مورد و شاهد به ترتيب       گروه

  . بودآليتيکومآپلاسما اورهاورهنابارورƽ و ابتلا به عفونت با 

 را در افراد گـروه مـورد نـسبت بـه گـروه       آليتيکومآپلاسما اوره اورهدار بين نابارورƽ و عفونت با       ها ارتباط معني  يافته: گيرƽنتيجه

  . دهدشاهد نشان مي
 ، کشتليتيکومآآپلاسما اورهاوره,نابارورƽ مردان: كليد واژه ها

  
  

 
 
 
 
 
 
 



  ...سه با آليتيکوم نزد مردان نابارور در مقايآپلاسما اورهبررسي اوره/۳۲

 

 

  :مقدمه

ها است و تقريبـاً از      نابارورƽ يکي از معضلات برخي از خانواده      

تقريبا علت نيمي از موارد . شوند زوج، يک زوج نابارور مي۵ هر

هاƽ عفوني ناحيه   بيمارƽ. نابارورƽ مربوط به عوامل مردانه است     

طـور  و بـه  ) Mycoplasma(تناسلي به خصوص  مايکوپلاسما      

ــشخص  ــما اورهاورهمـ ــومآپلاسـ  Ureaplasma (آليتيکـ

urealyticum( ــد ــش دارنـ ــروز آن نقـ ــضي از). ۱(در بـ           بعـ

هاƽ پاتوفيزيولوژيک نيز در مردان با عفونت مـايع منـي           مکانيسم

طـور مـستقيم    توانـد بـه   عفونت مي . ارتباط دارد ) باکتريوسپرمي(

 کاهش غيرطبيعي تعداد اسپرم در مايع مني شـود، کـاهش            ؛باعث

رات مرفولوژيکي در اسپرم شود، و در نتيجه قدرت         تحرک و تغيي  

  ).۲(بارورƽ را کاهش دهد

آپلاسما با توليد نورآمينيداز از مرحله لانه گزيني بلاستوسيت         اوره

علاوه . گرددکند، و موجب مسموميت تخمک  نيز مي       ممانعت مي 

 سقط جنـين ، يـا باعـث         ؛ ناحيه واژن موجب   PHبر آن، با تغيير     

ارايي اسپرم، و اختلال خصوصيات فيزيولوژيک      کاهش تعداد و ک   

  ).۳(شودمايع واژن و نفوذپذيرƽ اسپرم مي

در ). ۵و۴(کنـد   نابارورƽ به دو صورت اوليه و ثانويه  بروز مـي          

 ƽزمينه بيولوژ ,        ƽدرمان نيز با موفقيت بيشتر ،ƽژنتيک و فيزيولوژ

هـا وقـوع    اگر چه با وجـود ايـن پيـشرفت        ).۶(پذيردصورت مي 

نابـارورƽ در ميـان     ). ۷(رƽ هنوز چندان کاهش نيافته است     نابارو

براƽ جلوگيرƽ  ). ۸(تر است هاƽ کم سوادنيز شايع   سياهان و زوج  

از اين بيمارƽ  بايد زمـان مطلـوب حاملـه شـدن رعايـت و از                 

عواملي که در کاهش حاملگي نقش دارند،  مانند سيگار کـشيدن            

ع ديگر، مـشکلات    از علل شاي  ). ۱۰و۹(در سنين پائين، پرهيزشود   

است که مربوط به نقـص در دسـتگاه تناسـلي يـا             در نزد مردان    

هاƽ بـدون   نابارورƽ). ۱۱(باشدها مي اختلالات عملکردƽ  اسپرم   

هـاƽ  توجيه، اشکالي از بيمارƽ هستند کـه در آن نتـايج بررسـي       

  ). ۱۲(رسد نظر ميکلينيکي و پاراکلينيکي طبيعي  به

 U.urealyticumمحسوب مياز عوامل ن ƽاوره .شودابارور-
         موجب آسيب غشاء سلولي ۲O۲H و ۲Oآپلاسما با توليد 

آز باعث توليد آمونياک و  اورهشود و با آزاد کردن آنزيممي

آپلاسما به خوشبختانه، اوره). ۱۴و۱۳(ودـشها ميپرمـنابودƽ اس

 اين اما، ارتباط). ۱۵(دهدب پاسخ ميـيکي مناسـبيوتدرمان آنتي

                براƽ اثبات نقش. ارگانيسم با ناباورƽ کاملاً مشخص نشده است

U. urealyticum مـردان اين مطالعـه با هـدف ƽدر نـابـارور 

آليتيکوم نزد مردان نابارور در مقايسه با آپلاسما اورهتـعيين اوره

  .گروه کنترل انجام شد

  

 :مواد و روش ها
بـراƽ  .  بود (Case-control) شاهدƽ   –د  اين مطالعه از نوع مور    

 نفر از مردان نابـارور  مراجعـه کننـده بـه کلينيـک               ۴۰انجام آن   

نابارورƽ پژوهشکده رويـان شـهر تهـران کـه علـت مشخـصي              

براƽ نابارورƽ نداشتند، به    ) فيزيولوژيک، هورمونال و آناتوميکي   (

  نفر از مردان سـالم مراجعـه       ۴۰. عنوان گروه مورد انتخاب شدند    

کننده به همان مرکز، که از نظر عوامل مردانه بررسي شده بودند،            

افرادƽ کـه در يکمـاه اخيـر        .به عنوان گروه شاهد انتخاب شدند     

بيوتيک مصرف کرده بودنـد از ايـن مطالعـه کنـار گذاشـته              آنتي

  . شدند

بـا  .  ضمن تکميل پرسشنامه، نمونه مايع منـي جمـع آورƽ شـد           

. بيعـي،  نتـايج گـزارش شـد        بررسي و تشخيص مايع مني غيرط     

تشخيص مايع مني غيرطبيعي برابر دستورالعمل سـازمان جهـاني          

 معيـار   ۸ معيار از    ۵عدم مطابقت   . انجام شد  ) WHO(بهداشت    

 ، حـاکي از غيرطبيعـي بـودن نمونـه           ۱اعلام شـده در جـدول       

  ).۱۷و۱۶(دارد

  

  آناليزمايع مني وحداقل مقاديراسپرم طبيعي :  ۱جدول

   ميلي ليتر۵/۱ الي ۵/۵  حجم انزال

   اسپرم در ميلي ليتر۲۰×۱۰۶  تعداد اسپرم

  <%۵۰  حركت

   )۱-۴بر اساس مقياس ( ۲  كيفيت حركت

ƽاشكال طبيعي<%۳۰  مورفولوژ   

PH ۸/۷ -۲/۷  

  ≥۱  تعداد لكوسيت ها

   دقيقه۱۵-۲۰  زمان مايع شدن



  ۳۳ /  و همكارانمحمد نياكان                                                           )         ۱۳۸۸ بهار شماره ۳سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 
 

 

ــه ــع نمون ــاƽ جم ــيط   ه ــده در مح  PPLO brothآورƽ ش

(HIMEDIA Inc.)۲۴پـس از  .  ه آزمايشگاه ارسـال شـدند   ب 

 PPLO agarساعت انکوباسيون در محـيط کـشت اختـصاصي   

base (Oxoid, Inc.)فيلتر غشاييا ب  Micron, Millipore) 

اين محيط کشت بـا ترکيبـات عـصاره         .فيلتراسيون گرديد ) ۰,۲۲

 % ۱۰به ميزان    سرم نرمال اسب. %۱۰، اوره  %۲۵مخمر به ميزان 

 واحد در هر    ۲۵۰-۵۰۰سيلين به ميزان    پني, درصد DNA  ۲/۰و  

             هــا و پــس از رشــد بــاکترƽ). ۱۸(ليتــر غنــي شــده بــود ميلــي

ــصاصي رنـــگ ــزƽ اختـ ــا  ) Dienesروش (آميـ ــه هـ نمونـ

 ). ۲۰و۱۹(زيرميکروسکوپ بررسي شدند

براƽ . هاƽ اطلاعاتي کدگذارƽ شد   آورƽ ودر فرم   اطلاعات جمع 

براƽ تجزيه و   .  استقاده شد  SPSSافزار  نرمپردازش اطلاعات از      

ــا از روش ــل داده ه ــارƽ تحلي ــاƽ آم -Chi-square ، Manه

Whitney و T-testاستفاده شد .  

  

 :يافته ها
جمعيت مورد مطالعه در هر دو گروه مورد و شاهد بـه دو گـروه               

تعداد گروه سني   .  سال تقسيم شدند   ۳۰ سال و بالاƽ     ۳۰سني زير   

  ƽهر دو گروه مورد و شاهد نسبت به گروه سني           سال در    ۳۰بالا

  . سال بيشتر بود۳۰زير 

هاƽ مورد و شاهد بـه ترتيـب        ميانگين سن ازدواج در افراد گروه     

 نفر مرد نابـارور     ۱۱از  .  سال بود  ۹۳/۲۵± ۰۲/۵ و   ۸۳/۲۴ ± ۸۵/۳

 نفـر  ۸ داشتند، در گروه مـورد  U. urealyticumکه آلودگي با 

.  سـالگي ازدواج کـرده بودنـد     ƽ۲۵   نفر بالا  ۳ سالگي و    ۲۵زير  

در .  سال بـود   ۸۳/۵± ۰۰/۴ميانگين مدت نارورƽ در گروه مورد       

 سال و بيشتر از     ۵ کمتر از    تهاين مطالعه مدت نابارورƽ به دو دس      

 .Uهمچنين ارتباط  مصرف سيگار و حضور .  سال تقسيم شد۵

urealyticum     جهــت تعيـين    .  نزد مردان نابارور بررسـي شـد

 اسـتفاده شـد کـه ارتبـاط      Man-Whitneyـاط از آزمـون   ارتب

  ).P>0.05((هاƽ مذکور بدست نيامد دارƽ بين متغيرمعني

 ۲ در جـدول     آليتيکومآپلاسما اوره اورهتوزيع فراواني آلودگي با     

ميزان آلودگي با اين باکترƽ در گروه مورد        . نشان داده شده است   

در . بـوده اسـت   %) ۱۰( نفر   ۴و در گروه شاهد     %) ۵/۲۷( نفر   ۱۱

بررسي ارتباط بين ابتلا به عفونـت و نابـارورƽ در افـراد مـورد               

 استفاده شد  و بين دو       (Chi-square)مطالعه از آزمون کاƽ دو      

  ).P<0.045 (دار مشاهده گرديدمتغير ارتباط معني

  

  العه نزد افراد مورد مطآليتيكومآپلاسما اورهاورهتوزيع فراواني آلودگي با : ۲جدول

  گروه گنترل  گروه مورد  افراد مورد مطالعه

  درصد  تعداد  درصد  تعداد  اوره اپلاسمااوره آليتيكوم

  جمع

  ۱۵  ۱۰  ۴  ۵/۲۷  ۱۱  دارد

  ۶۵  ۹۰  ۳۶  ۵/۷۲  ۲۹  ندارد

  ۸۰  ۱۰۰  ۴۰  ۱۰۰  ۴۰  جمع

  

  

  :بحث

 در بروز نابـارورƽ در چنـد سـال          آليتيکومآپلاسمااورهاورهنقش  

خـوبي مـشخص    اين ارتباط تا کنون به    اما  . استاخير مطرح شده  

آپلاسما اورهبا انجام اين مطالعه ميزان آلودگي به        ). ۱(نشده است 

ــوم ــصي    اوره آليتيک ــت مشخ ــه عل ــارور، ک ــردان ناب ــزد م  ن

براƽ نابارورƽ نداشتند، با    ) فيزيولوژيک، هورمونال و آناتوميکي   (

دار  معنـي  ۀ نتايج نشان دهنده وجود رابط     .گروه شاهد مقايسه شد   

  . استآليتيکومآپلاسما اورهاورهدر نابارورƽ مردان و آلودگي با 

     آپلاســما اوره و همکــاران، ميــزان  Rodriguezدر مطالعــه 

دارƽ را بـا     جداشده درگـروه مـورد ارتبـاط معنـي         آليتيکوماوره

اما، نـسبت بـه مطالعـه مـا         ). ۱۶(دهد   مي  نابارورƽ مردان نشان  

در مطالعـه  . انـد را گزارش نموده) رصد د۵/۲۳(ترƽ  درصد پائين 

Sanocka        جـدا   آليتيکـوم آپلاسمااوره اوره و همکاران ، ميزان 

  ).۱( درصد اعلام شده است۸/۲۴شده 

حسيني و همکاران در شهر تهران، فراواني اين بـاکترƽ در زنـان              

را گـزارش    )  درصـد  ۱۵(و شـاهد    )  درصـد  ۳۰(هاƽ مورد   گروه



  ...سه با آليتيکوم نزد مردان نابارور در مقايآپلاسما اورهبررسي اوره/۳۴

 
 

 

درمطالعـه مـا    ).  ۷(دار هم نداشتند  اط معني کنند، که البته ارتب   مي

 سـال          ۲۳ و   ۲۲حداقل سن در گروه مورد و شـاهد بـه ترتيـب               

.  سـال اسـت    ۵۵ و   ۴۵باشد و حداکثر سـن هـم بـه ترتيـب            مي

 سـال و کمتـرين      ۳۰-۳۴بيشترين فراواني در گروه مورد و شاهد        

  سـال   ۲۰فراواني نسبي در هر دو گروه مورد و شـاهد کمتـر از              

  . باشدمي

از مقايسه نتايج اين مطالعه با ساير مطالعات  انجام شـده چنـين              

آيد که آلودگي هم در افراد سـالم و هـم در افـراد نابـارور            برمي

اما، در مقام مقايسه اين ميـزان در افـراد مبـتلا بـه              .  وجود دارد 

آلودگي در مـردان باعـث کـاهش تعـداد،          . نابارورƽ بيشتر است  

همچنين ايـن   . شوداختلال در نفوذپذيرƽ آن مي    کارآيي اسپرم و    

  ).  ۱۰( به همسر نيز منتقل شودتواند از طريق اسپرمآلودگي مي

              ƽبه مسائل اخلاقـي، و کـم بـودن شـرکا ƽمانند پاينبد ƽموارد

     جنسي متعدد در جامعه مـا نيـز از جملـه عـواملي اســت کـه                 

  آليتيکـوم رهآپلاسـما او  اورهتواند باعـث کاهش آلـودگي بـا        مي

  . نسبت به ساير مطالعات باشد

  

ƽنتيجه گير:  

آ پلاسما  اورههاƽ فوق مبني بر حضور چشمگير           با توجه به يافته   

تـوان    نزد افراد مورد مطالعه نسبت به گروه شاهد مي          اورآليتيکوم

چنين نتيجه گرفت که اين باکترƽ نزد  افراد نا بارور مسئله سـاز              

روز آلودگي  وتشخيص و درمان در زمـان         اصلاح روند ب  .باشدمي

. بيمارƽ عقيمي و عواقب مهم آن شود       تواند مانع بروز  مناسب مي 

هاƽ کشت و تشخيص افتراقي  اين باکترƽ هنـوز          توجه به روش  

  .  از جايگاه خوبي برخوردار است
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 fereshteh_eng@yahoo.com        ۰۹۱۲۱۴۸۴۹۵۶:همراه 
                 

  ۲۱/۱۱/۸۸ :       تاريخ پذيرش مقاله ۱۲/۲/۸۸:تاريخ دريافت مقاله  

  :چكيده  
 براƽ سلامتي ارد، همانند ديگر موادغذايي، خطر بالقوهها در خارج از محدوده استاندآلودگي کره به ميکروارگانيسم :زمينه و اهداف

  . بود۱۳۸۶هاƽ عرضه شده در تهران در سال ميکروبي کرهارزيابي کيفيت هدف از اين مطالعه، . انسان محسوب مي شود

شهر تهران طور تصادفي از مناطق مختلف شمال، مرکز و جنوب  به نمونه قالب کره بسته بندƽ شده۴۸ ماه، ۵طي  :روش بررسي

و کپک مطابق طبق  سرماگراها، S.aureus (Staphylococus aureus (، هافرم وجود و ميزان کليها از نظرنمونه. آورƽ شدجمع

   .هاƽ مؤسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران مورد آزمايش قرار گرفتآزمون
تعداد . ها خارج از محدوده تعريف شده استاندارد بودفرمتعداد کلياز نظر  %)۵۸/۶۴ (نمونه ۳۱آورƽ شده جمع نمونه ۴۸ از: يافته ها

هاƽ نتايج انجام آزمون. بود%) ۳۵,۵ (۱۱و %) ۳۵,۵ (۱۱، %)۲۹ (۹هاƽ آلوده در مناطق شمال، مرکز و جنوب تهران به ترتيب نمونه

 نمونه ۱۸ و Citrobacterبه %)۱۲/۱۶(نه  نموE.coli ،۵به %) ۶۶/۱۶(نمونه  ۸ که فرم مدفوعي نشان دادتأييدƽ و شناخت کلي

سرماگراهاƽ شمارش عداد ت. هاجدا نشددر هيچ کدام از نمونه Staphylococus aureus. بود   آلودهEnterobacter به%)۰۶/۵۸(

 نمونه در ۱تيب به تر%) ۲۵/۶( نمونه ۳آلودگي به کپک در .  بود تعريف شده استاندارد ناز دامنهها خارج شده در هيچ کدام از نمونه

  .  نمونه در جنوب بازار تهران يافت شد۲مرکز و 

  . باشندفرمي هستند که قطعاً غيرقابل مصرف مي هاƽ کليها واجد باکترƽدرصد قابل توجهي از نمونه: نتيجه گيري

 ها، استانداردکره، تهران، آلوگي، ميکروارگانيسم: كليد واژه ها
  
  
  
  
  
  
  
  
  



  ... هاي عرضه شده در تهرانميکروبي کرهکيفيت ارزيابي  / ۳۷

  

  :مقدمه

ذايي ـترين گروه موادغهمـني يکي از مـاي لبـهير و فرآوردهـش

کره يـکي . شـوندمصـرفـي روزانـه هـر فـرد محـسوب مـي

ياست و نقش ناخته شده در دنـول لبني شـترين محصميـاز قدي

 از آنجاييکه کره يک محصول لبني ).۱(مهمي در تغذيه بشر دارد 

وليد شده تا حد ت کره تـد، کيفيـباشر ميـحاصل از خامه يا شي

قابليت . باشديت شير استفاده شده ميـزيادي وابسته به کيف

نگهداري کره هم تا حد زيادي به کيفيت باکتريولوژيکي آن 

ت تأثير شرايط بهداشتي فرآيند توليد و ـبستگي دارد که خود تح

  ).۲- ۴(همچنين نگهداري است 

هايي ايجاد مانيســيکروارگـب بر اثر فعاليـت مـ فساد کره اغـل

هاي پايين هستند، يا پس از  قادر به رشد در حرارت؛گردد کهمي

ل ليپوليز و ـند، با توليد ليپاز و عمـباشت ميـادر به فعاليذوب ق

  ).۵(گردند پروتئوليز، باعث طعم بد و تغيير رنگ کره مي

هاي آن از جمله بي شير و فرآوردهکروـهاي مييـه ويژگ در زمين

الـيدي و ـه. ادي صـورت گرفـته استـيکره تحقـيقات ز

 و E. coli ،Salmonella، گزارش نمودند که )۲۰۰۳(همکاران

monocytogenes Listeriaدار هاي نمکتوانند در کره مي

 در حال نگهداري در شرايط با رطوبت pH=۶حاصل از خامه با 

همچنين نشان . گراد رشد کنند درجه سانتي۲۱و دماي % ۸۵

 pHهاي پرچربي با در فرآورده E.coliان بقاي دادند که ميز

 درجه ۲۱و در دماي % ۵تا ۵/۱ و نمک ۵/۵ تا ۸/۳برابر با 

تقوايي ). ۶(ها بيشتر استگراد، نسبت به ساير فرآوردهسانتي

هاي نيمه صنعتي و سنتي ، وضعيت بهداشتي کره)۱۳۸۴(عربي

موده عرضه شده به بازار تهران در شرايط انجماد رابررسي ن

 نمونه کره سنتي مورد آزمايش ۵۰او گزارش نمود که از . است

به )  نمونه%۲۴ (E. coli ، ۴۸به ) سـه نمونه% (۶به ترتيـب 

به ) هاهمه نمونه% (۱۰۰به کپک و )  نمونه۴۸% (۹۶فرم، کلي

  ).۷(هاي سرماگرا آلوده بودندميکروارگانيسم

غذايي  عنوان مادههاي کره به بنابراين، شناسايي ميکروارگانيسم

فرآيند شده، و تعيين ميزان آلودگي ميکروبي آن در بسياري از 

 به اين ضرورت. ضرورت دارد) مانند نگهداري و فساد(شرايط 

هاي بهداشتي اکيد منظور توليد غذاهاي سالم، آموزش و توصيه

ها کاملا در نگهداري سالم و بهداشتي در منازل و رستوران

آلودگي ارزيابي اين مطالعه با هدف لذا، . محسوس است

صرف تهران در سال ـده به بازار مـاي عرضه شـهروبي کرهـميک

  .  انجام گرفت۱۳۸۶

  

 :هامواد و روش 
   :هاي مختلف کره انتخاب و جمع آوري قالب-۱

 ۱۳۸۶در سال ) هاي خرداد تا مهرماه( ماه ۵ اين بررسي طي 

ده در مناطق مختلف هاي کره عرضه ش قالبنمونه. انجام شد

شمال، مرکز و جنوب بازار مصرف در تهران  به تعداد و فواصل 

  .  منطقه جمع آوري شدند۳زماني مساوي از هر 

تحت شرايط استريل، در (برداري ها با رعايت اصول نمونه نمونه

تي ـهاي يونوليکـل فلاسـولي داخـخ خشک گرانـاورت يـمج

بدون اينکه از حالت انجماد مخصوص نمونه برداري، بلافاصله 

آوري و به محل جمع)  ساعت۳خارج شوند در زمان حداکثر 

  . آزمايشگاه منتقل شد

  :سازي نمونهآماده -۲

 دقيقه در شرايط دمايي ۱۵ها تحت شرايط استريل به مدت  نمونه

 گرم کره از ۱۰سپس . اتاق نگهداري شده تا کمي نرم شوند

. کز و ته قالب کره توزين شدهاي مختلف سطح، مرتمامي بخش

 ۹۰. دندـگراد ذوب شانتيـ درجه س۴۵مام آب ـها در حهـنمون

گراد به آن  درجه سانتي۴۵ليتر محلول پپتون استريل با دماي ميلي

هاي هم زدن کامل از فاز آبي آن براي کشتپس از به. اضافه شد

  ).۸(زير برداشته شد 

 درجه ۳۰پرگنه در ها به روش شمارش فرمشمارش کلي -۳

   :گرادسانتي

 ميلي ليتر از فاز آبي سوسپانسيون تهيه شده کره با محلول پپتون ۱

سپس محيط کشت وايولت رد . استريل در ظرف پتري ريخته شد

پس . به آرامي اضافه شد) Violet Red Bile agar(بايل آگار 

سپس در گرمخانه . از مخلوط کردن اجازه داده شد تا سرد شود

گذاري گرديد،  ساعت گرمخانه۲۴گراد به مدت  درجه سانتي۳۰

  ).۹( بنفش شمارش شدند -هاي ارغوانيکلني

  :هافرمآزمايشات تأييدي کلي -۴

به لوله حاوي آبگوشت سبز ) هانماينده تمام کلني( عدد کلني۱۰

) Brilliant green Lactose Bile broth(درخشان لاکتوزدار 

گراد به  درجه سانتي۳۰سپس در . فه شدداراي لوله دورهام اضا

 توليد گاز در لوله. گذاري شدند ساعت گرمخانه۴۰ تا ۲۴مدت 
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هاي حاوي سپس از لوله. فرم بودهاي کليدورهام نشانگر باکتري

گاز، يک حلقه فيلدوپلاتين برداشت شد و روي محيط کشت 

 هايکلني. صورت خطي داده شدبه ) EMB( ائوزين متيلن بلو 

فرم ارغواني تيره با مرکز سياه داراي جلاي سبز رنگ کلي

 ور افزايش تعداد ـبه منظ. وندـشته ميـوعي در نظر گرفـمدف

 Plate Count(ت آگار ـت کانـط پليـها روي محينيـها کلآن

agar ( کشت شد، و سپس تستIMViC انجام شد )۹.(  

  :هاي سرماگراشمارش ميکروارگانيسم -۵

 ميلي ليتر از فاز آبي سوسپانسيون تهيه شده کره با ۱و  ۱/۰مقادير 

سپس . محلول پپتون استريل به ظرف پتري استريل اضافه شد

 Plate Count(محيط کشت پليت کانت اسکيم ميلک آگار 

Skim Milk agar (پس از مخلوط کردن، .  افزوده شدنبه آ

 درجه ۵/۶سپس در گرمخانه . اجازه داده شد تا سرد شوند

هاي دوکي شکل کلني.  روز قرار گرفت۱۰گراد به مدتسانتي

  ).۱۱(سفيد رنگ شمارش شدند 

   :واحدهاي تشکيل دهنده کلني کپک شمارش -۶

 ميلي ليتر از فاز آبي سوسپانسيون تهيه شده کره با محلول پپتون ۱

سپس محيط کشت . استريل به ظرف پتري استريل اضافه شد

 Dextrose(راسايکلين آگار عصاره مخمر دکستروز اکسي تت
Oxytetracycline agar( آرام آرام به آن اضافه شد، مخلوط

 درجه ۲۵سپس در گرمخانه . شد و اجازه داده شد تا سرد شود

.     گذاري گـرديد روز گرمخـانه۵ الي ۳گراد به مدت سـانتي

 ).۱۲(ي کپک شمارش شدند هاکلني
  :س اورئوساستافيلوکوکوروش شناسايي و شمارش  -۷

 ميلي ليتر از فاز آبي سوسپانسيون تهيه شده کره با محلول پپتون ۱

 Cooked Meat( ميلي ليتر محيط گوشت پخته ۹استريل به 
broth (ساعت در گرمخانه ۴۸ الي ۲۴سپس به مدت . منتقل شد 

ليتر از آن در سطح  ميلي۵/۰.  درجه سانتي گراد قرار داده شد۳۷

 شد، اضافه) Baird Parker agar(گار محيط کشت برد پارکر آ

ظروف پتري در . اي پخش شدو توسط ميله پخش کننده شيشه

 ساعت ۴۸ الي ۳۰گراد به مدت  درجه سانتي۳۷گرمخانه 

ها به رنگ سياه براق با لبه نازک سفيد و کلني. نگهداري شدند

  ). ۱۳(هاله شفاف در اطراف شمارش شدند 

  :تجزيه وتحليل آماري -۸

) SAS) Version 9.1هاي حاصل، توسط نرم افزار آماري ده دا

  LSDونـتفاده از آزمـها با اسينـيانگـمقايسه م.  ردازش شدـپ

 (Least Significant Difference) سه ـمقاي% ۵طح ـدر س

  . شدند

  

  :يافته ها

 مصرف آوري شده از بازارکره جمعهاي  نمونه قالب۴۸از 

 خارج از فرمکلي از نظر تعداد %)۵۸/۶۴ (نمونه ۳۱ تهران،

استافيلوکوکوس ).  ۱نمودار  (محدوده تعريف شده استاندارد بود

. هاي مورد آزمايش جدا نشد در هيچ کدام از نمونهاورئوس

هاي آماري نشان داد که سرماگراهاي شمارش شده در بررسي

 تعريف شده استاندارد از دامنهها خارج هيچ کدام از نمونه

%) ۲۵/۶( نمونه ۳ همچنين آلودگي به کپک نيز در .ندنبود

  .مشاهده گرديد

زان ـظر ميـهران از نـازارتـف بـق مختلـهاي مناطبين نمونه

داري وجود نداشت  ميکروبي اختلاف معنيهاييـآلودگ

)p<0.05) .( ۲نمودار(   

 مدفوعي توسط هايفرم  کليسائيهاي تأييدي و شنانتايج آزمون

، E.Coliحاوي %) ۶۶/۱۶(نمونه  ۸ که ان داد نشIMViCتست 

%) ۰۶/۵۸( نمونه Citrobacter ،۱۸حاوي %) ۱۲/۱۶( نمونه ۵

  ).۳نمودار ( بود ،Enterobacterحاوي 
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  هاي  کره درصد آلودگي ميکروبي نمونه:۱نمودار 
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  :بحث

       ک از ـچ يـي هيـان داد آلودگـالعه نشـل از اين مطـنتايج حاص

ران به ـصرف تهـده در بازار مـه شـاي کره عرضـههـونـنم

ده ـف شـعريـنه تـارج از دامـرماگرا خـهاي سکروارگانيسممي

  آلودگي استافيلوکوکوس اورئوسها به ونهـنم. استاندارد نيست

ها به ها در بيش از نيمي از نمونهاما، آلودگي به کلي فرم. ندارند

  . اثبات رسيد

      توانــد بــه دليــل مــي اســتافيلوکوکوس اورئــوسآلــودگي بــه 

بنـدي کـره    تقال عوامل آلوده کننده در حين بسته      کاري و ان  دست

هاي موجود در بـازار ايـران عمـدتاً از          از سوي ديگر  کره    . باشد

بنـابراين،  ). ۱۴(شـود  هاي وارداتي فاقد بار ميکروبي تهيه مي    کره

هاي مورد بررسي    در نمونه  استافيلوکوکوس اورئوس عدم حضور   

سـرما و انجمـاد     به دليل عدم مقاومت ايـن بـاکتري در شـرايط            

هـائي  ترين پـاتوژن   از مهم  استافيلوکوکوس اورئوس البته  . نيست

شـود  است که از طريق عدم رعايت موازين بهداشتي منتقل مـي          

)۱۵.(  

اين . هاي سرماگرا شير خام استمنشأ اصلي ميکروارگانيسم

      ارگانيسم ها در فرآيند پاستوريزاسيون به طور کامل از بين

). ۱۶(يابندز طريق منابع انساني به موادغذايي راه ميروند،  و امي

       بنابراين، عدم وجود آنها در خارج از دامنه استاندارد، نشان

دهد که خامه مورد استفاده در تهيه کره به خوبي پاستوريزه مي

  . اندهاهم کاملاً از بين رفتهشده است و اين ميکروارگانيسم

. هاي مورد بررسي به کپک استهـي نمونـنتايج حاکي از آلودگ

وايي است که ـيط و هـها، محکـبع آلودگي به کپـترين منمـمه

مولاً در ـمع. ودـشام ميـا انجـدي در آنجـبنتهـسـات بـمليـع

 ۸۵ره، استفاده از دماي ـد کـت توليـيون خامه، جهـپاستوريزاس

لذا، ). ۱۷(شود گراد و بالاتر موجب نابودي آنها ميدرجه سانتي

اي ـهها در فرآوردهکـور کپـه حضـت کـه گرفـوان نتيجـتيم

س از ـي پـانگر آلودگـره، نشـمله کـده از جـتوريزه شـپاس

  .پاستوريزاسيون است

ها، بر ها در درصد قابل توجهي از نمونهفرمميزان آلودگي به کلي

هاي آلودگي. اساس استاندارد ملي ايران، بيش از حد مجاز است

بندي تواند از طريق وسائل آلوده بستهها ميفرم به کليموادغذايي

بنابراين، دقت . آوري موادغذايي نيز صورت گيردو پرسنل عمل

آورنده موادغذايي در تميز و بهداشتي کردن وسائل افراد عمل

ها هايي، جلوگيري از شيوع بيماريکار، در کاهش چنين آلودگي

حين توليد و چه در حين ها چه در و عواقب وخيم ناشي از آن

همچنين کنترل شرايط و . نگهداري و توزيع حائز اهميت است

کننده کره و حفظ زنجيره هاي عرضهدماي نگهداري در فروشگاه

به روش صحيح و بهداشتي تا زمان مصرف کره ) انجماد(سرد 

  ). ۱۹ و ۱۸( مؤثر خواهد بوددر جلوگيري از بروز آلودگي

، آلودگي ثانويه شير پاستوريزه با )۲۰۰۰(اينروث و همکاران

ادوست را طي پرکردن اتوماتيک ـفي سرمـرم منـهاي گريـباکت

ردن ـند پر کـي فرآيـمنابع آلودگي ط. اندي کردهـها بررستهـبس



  ۴۰/ و همكاران  فرشته تفنگ سازان                                                   )     ۱۳۸۸ بهار  ۱ شماره ۳سال  ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران

  

هاي هاي پر کننده، آب پسماند در کف ماشين ماشين؛به ترتيب

 گزارش کنندههاي پرپر کننده، و آب کندانسه شده روي گلوگاه

ها را نقطه بحراني آلودگي طور کلي آنها پر کردن بستهبه. شدند

  ).۲۰(هاي گرم منفي اعلام نمودندثانويه با باکتري

هاي ، کيفيت بهداشتي شير و فرآورده)۱۹۹۸(واجتن و همکاران

 ۹/۱۳در اين مطالعه . آن را در لهستان مورد مطالعه قرار دادند

ها بودند که از فرم آلوده به کليهاي مورد آزمايشدرصد از کره

بالابيو و ). ۲۱( جدا گرديد Salmonella و E. coliآنها 

 را درکره را Listeria و Salmonella ،E. coli، )۱۹۹۸(لئون

عنوان مخاطرات بهداشتي براي بهداشت عمومي اعلام نمودند به

، در مطالعه بر روي کيفيت )۱۹۹۵(داسنتونز و ريموند). ۲۲(

هاي عرضه شده در بازارهاي ريودو ي و بهداشتي کرهميکروب

درصد ۵/۳۷فرم و ها را آلوده به کليدرصد از نمونه۹/۵۶ژانيرو، 

  ).۲۳(فرم مدفوعي مثبت بيان نمودندها را کلياز نمونه

حاجي محمدي .  در ايران هم مطالعات متعدي انجام شده است

 نمونه ۸۵، در بررسي ميزان آلودگي ميکروبي )۱۳۸۷(و همکاران

 سنتي توزيع شده در شهر ملکان در فصل تابستان و پاييز کره

، استافيلوکوکوس اورئوسآلوده به % ۵/۳گزارش نمودند که 

 ميزان آلودگي در در.  بودمدکلاياشريشيادرصد آلوده به ۲/۸

آلودگي به . ت نشدـدار يافتلاف معنيـرم اخـرد و گـصول سـف

آنها تدوين . ها مشاهده نگرديديک از نمونهسالمونلا هم در هيچ

مقررات جامع جهت کنترل بهداشتي اين محصول را امري 

، در )۱۳۸۷(يار احمدي و همکاران). ۲۴(ضروري اعلام کردند 

 ياشرشياكلافرم و روبي كل، كليبررسي آلودگي بار ميك موضوع

 تا تحويل به كارخانه در استان لرستان شير خام از مرحله دوشش

 در كليه فصول سال ميانگين بار ميكروبي. را گزارش نمودند

۳۷/۰±۴۳/۶ cfu/ml هاي مختلف سال، مراحل  اثر ماه.بود

گيري از شير و ظرفيت مراكز جمع آوري بر روي مختلف نمونه

دار بود  معني كاملاًيكلااشرشيافرم و بي كل، كليبار ميكرو

)P<0.01 .( كمترين بار ميكروبي در دي ماه) 0.38±6.31    

cfu/ml  ( و بيشترين بار ميكروبي در مرداد ماه) 0.31±6.57 

cfu/ml (كاهش بار ميكروبي از شهريور ماه شروع و در . بود 

  و کمترينشترينهمچنين بي. رسيدن دي و بهمن به كمترين ميزا

هاي  ماه در به ترتيبياشرشياكلافرم و هاي كليميزان باكتري

آوري شير  مشكل مهم جمع آنها.بهمن و اسفند بود،  دي،شهريور

 راافزايش بار ميكروبي  و يکي از علل مهم در استان لرستان

آوري شير تا كارخانه و مدت زمان دوري برخي مراكز جمع

طاهري يگانه ).  ۲۵(اعلام نمودند  كارخانه طولاني انتقال شير به

 نمونه شير ۱۷۷، هم در مطالعه بر روي )۱۳۸۴-۸۵(و همکاران

پاستوريزه در استان همدان، اعلام کردند وضعيت شير استان 

د ـين و در حـداري پاييـور معنـطي بهـاندارد ملـنسبت به است

را تججهيزات ل اين امر ـمچنين دليـها هـآن. دـباشاستاندارد مي

شرفته روز، رقابت مثبت بين ـهاي پيگاهـات به دستـکارخانج

هاي مربوطه بيان نمودند ازمانـرل مداوم سـات و کنتـانجـکارخ

آلودگي ميكروبي  بررسي، در )۱۳۸۵(سالاري و همکاران).  ۲۶(

  نمونه مختلف۱۹۸ مجموعاً، هاي آن در استان يزدشير و فرآورده

  مطلوب،درصد۷/۶۸ نشان داد ين مطالعها. بررسي کردند را

حداكثر .  غير قابل قبول بودنددرصد۱/۷ قابل قبول و درصد۲/۲۴

ير ـوط به شـب مربـطلوب به ترتيـرش مـطح پذيـل سـو حداق

 بين ميزان آلودگي ضمناً. بود) درصد۱/۳۶(و پنير ) درصد۳/۸۱(

آنها بان . دافت شـيداري يـلاف معنـني اختـوع فرآورده لبـو ن

شگيري ـورد پيـه در مـايي كهشـرغم كوشيـ علهـکودند ـنم

آيد هنوز اين موضوع به عنوان از آلودگي موادغذايي به عمل مي

  ). ۲۷ (تهديدي براي سلامت مردم مطرح است

 بستگي به درجه حرارت محيط هاي سرماگراميکروارگانيسمرشد 

طور افزايشي ه اگر درجه حرارت کاهش يابد، ميزان رشد ب.دارد

ور سرماگراها در کره و محصولات مشابه ـحض. ودـشکند مي

نشانگر شرايط نگهداري مناسب و طولاني مدت در دماهاي 

چون تعداد آنها در مطالعه حاضر در . )۲۸ و ۲۰ (يخچالي است

    اي خارج از محدوده تعريف شده استاندارد نبود، هيچ نمونه

ده است، توان نتيجه گرفت شرايط نگهداري و توزيع منايب بومي

  . و محصول در معرض شرايط آلوده کننده قرار نداشته است

          بني به ـاي لـهودگي فرآوردهـران آلـاندارد ايـاس استـبر اس

 است بايد E. coliفرم مدفوعي که شاخص آن هاي کليباکتري

ها اما در بررسي حاضر درصد قابل توجهي از نمونه. صفر باشد

اين نتيجه . اندطعاً غيرقابل مصرف بودهواجد اين باکتري و ق

ضعف و عدم رعايت موازين بهداشتي در حين توليد کره را به 

وجود اين آلودگي ميکروبي در کره نشانگر . دهدخوبي نشان مي

هاي خطرات بهداشت عمومي ناشي از وجود و انتقال باکتري

بيماريزاي ديگر از جمله سالمونلا، شيگلا و نيز انواعي از 

باشد  هم ميE. coli O157:H7شريشياکلاي بيماريزا از جمله ا

)۳۱-۲۹.(  
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  :نتيجه گيري

هاي کره عرضه شده در بازار مصرف تهران به آلودگي نمونه

هاي سرماگرا خارج  و ميکروارگانيسماستافيلوکوکوس اورئوس

کپک در تعداد اندکي از . از دامنه تعريف شده استاندارد نيست

ها در فرماما با توجه به اينکه آلودگي به کلي. ردها وجود دانمونه

ها بيش از حد مجاز است، مسلما درصد قابل توجهي از نمونه

  .غيرقابل مصرف هستند

وان ـها به عنسمـايي اين ميکروارگانيـناسـعاده شـالاهميت فوق

غذايي فرآيند هاي ميکروبي کره، به عنوان مادهشاخص آلودگي

ثر ـاک: ازدـسمون ميـاي ذيل رهنـهيهـوصا را به تـده، مـش

توريزاسيون ـامه در مرحله پاسـهاي موجود در خميکروارگانيسم

زير (علاوه، نگهداري کره در سرما به.روندتوليد کره از بين مي

. شودنيز موجب به تعويق انداختن رشد ميکروبي مي) صفر

ودگي ثانويه هاي باکتريايي ناشي از آلبنابراين، بخشي از آلودگي

اين آلودگي به دليل تماس . باشدبندي و عرضه ميدر زمان بسته

آلودگي با . يابدبا دست آلوده يا وسايل و لوازم آلوده انتقال مي

رعايت اصول اوليه بهداشت فردي و بهداشت تجهيزات و وسايل 

شود آموزش اصول لذا، توصيه مي. باشندکار قابل کنترل مي

تي ـهاي بهداشيـازرسـنار بـازي در کـسنگـتي و فرهـهداشـب

نه شود تا ـذايي نهاديـغت موادـصص بهداشـان متخـناسـکارش

  . مخاطرات ناشي از آنها کنترل گردد

  

   :تقدير و تشکر

از مديريت محترم شرکت موادغذايي شکلّي آقاي دکتر شکروي 

و مديريت کنترل کيفيت خانم دكتر سيف هاشمي ما را در انجام 

  . د ، كمال تشكر را داريمنن مطالعه ياري کرداي
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  43 -48 ، صفحات1388بهار  1  شماره3سال 

      
 سرطان هاي نمونه بيوپسيدربلوك) EBV( اپشتين بار ويروس فراوانيبررسي 

  1387 در سال هاي مازندران و گلستان ستاني درامر
  

  ۴ ، فرشاد نقشوار۳، فروه ذبيحيان۲، عليرضا رفيعي*۱شناس محمدرضا حق

  

  لوم پزشكي مازندرانعدانشكده پزشكي سارƽ، دانشگاه ،  ني شناسيايمروه ميكروب شناسي و گ) ۱

  مرکز تحقيقات بيولوژƽ سلولي و مولکولي، دانشكده پزشكي سارƽ، دانشگاه علوم پزشكي مازندران)  ۲

  دانشجوƽ پزشکي ، دانشکده پزشکي سارƽ، دانشگاه علوم پزشكي مازندران ) ۳

۴  (ƽدانشگاه علوم پزشكي مازندرانگروه پاتولوژ ،ƽدانشکده پزشکي سار ،  

پيـامبر اعظـم، کيلـومتر     دانشكده پزشكي سارƽ، مجتمع دانشگاهي،  ني شناسيايمشناس، گروه ميكروب شناسي و  محمدرضا حق: نويسنده رابط

١٨ ƽجاده خزرآباد،  سار   

 haghshenas2001@yahoo.com          ۰۱۵۱ -۲۲۶۲۵۸۶: تلفن

    
  ۳۰/۱۰/۸۸:        تاريخ پذيرش مقاله ۱۸/۱۲/۸۷: يخ دريافت مقاله تار 

  :  چكيده
هاƽ شايع در ناحيه مازندران و گلستان است، که در كمربند آسيايي سرطان مرƽ واقع  سرطان مرƽ يكي از سرطان: زمينه و اهداف

ها   عامل بسيارƽ از بدخيميEpstein Barr Virus (EBV)  عفونت با. باشددرستي مشخص نميعلت سرطان مرƽ به. شده است

هاƽ معده و  همچنين اين ويروس مي تواند با سرطان. در انسان از جمله عامل لنفوم بوركيت و لنفوم هوچكين شناخته شده است

هاƽ بيوپسي بيماران مبتلا به کارسينوم  در نمونهEBV اين مطالعه با هدف تعيين فراواني .نازوفارنكس نيز ارتباط داشته باشد

 ƽسنگفرشي مر)Esophageal squamous cell carcinoma= (ESCC مازندران و گلستان در سال ƽانجام ۱۳۸۷ در استان ها

  .شد

هاƽ سنگفرشي مرƽ انجام  بيمار مبتلا به سرطان سلول۴۰هاƽ بيوپسي  بر روƽ نمونه مقطعي- اين مطالعه توصيفي:روش بررسي

هاƽ پارافيني با استفاده از کيت مخصوص  از بلوکDNA. پاتولوژƽ تاييد شده بود لحاظ باليني و د که بيمارƽ آنها ازش

  و بـه  روشEBVاز پـرايـمرهـاƽ اختـصاصي ويـروس  استـفاده  باEBVسـپس ژنـوم ويـروس . شـد  جدا DNAاستخراج

Polymerase Chain Reaction (PCR) نهايت محصول در. تکثير گرديد  PCR جدا و الکتروفورز %  ۱با استفاده از ژل آگارز

  .گرديد

از . زن بود%) ۴۵( نمونه ۱۸مرد و %) ۵۵(  نمونه ۲۲مورد مطالعه شامل ) ESCC( نمونه سرطان سلول سنگفرشي مرƽ ۴۰: يافته ها

  . زن بودند%) ۵/۵( نمونه ۱و مرد %) ۲/۱۳( نمونه ۳موارد مثبت شامل .  جدا شدEBVژنوم ويروس %) ۱۰( نمونه ۴

  ممکن است يکي از عوامل  EBVرسد ويروس  ها به نظر مي در تعدادƽ از نمونهEBV بر اساس نتايج مثبت ويروس  :نتيجه گيري

 ƽموثر در سرطان سلول سنگفرشي مر (ESCC) باشد  .  

 ندران، گلستان، ماز اپشتين بار،  سرطان سلول سنگفرشي مرƽ   ، ويروس PCR: كليد واژه ها
  

 



  ...هاƽ نمونه بيوپسي دربلوك) EBV(بررسي فراواني اپشتين بار ويروس /۴۴

 

  :مقدمه

 يكي از Epstein Barr Virus  (EBV)عفونت ناشي از

ها از جمله لنفوم بوركيت، لنفوم  م مرتبط با سرطانـل  مهـعوام

هوچكين و غير هوچكين، کارسينوم نازوفارنکس و بدخيمي 

). ۲،۱(هاƽ دندريتيک و فوليکولار شناخته شده استسلول

EBVحلق   همچنين با سرطان ƽو سرطان م–ها ƽعده در  مر

هاƽ بافت اپي تليالي و لنفاوƽ مانند  سرطان).  ۴،۳(ارتباط است 

هاƽ نواحي شكم، ريه و رحم نيز با عفونت اين ويروس  سرطان

سرطان مرƽ به عنوان نهمين بدخيمي شايع ). ۵،۴(ارتباط دارند 

سوب شده و جزء ـرطان در جهان محـمين عامل سـو شش

اگر چه شيوع . ودـشدƽ  مينـبرطان طبقهـترين انواع سكشنده

سرطان مرƽ در نقاط مختلف جهان متفاوت است، اما شيوع آن 

اين نواحي . شوددر برخي مناطق بـالاترين مـيزان محسوب مي

 ƽو نيز تركيهشرقشمال(شامل كـمربند آسيايي سرطان مـر 

كشورهاƽ قزاقزستان ، تركمنستان، تاجيكستان ، عراق ، ايران تا 

و كشورهاƽ جنوب غرب )  هنگ كنگ و ژاپن شمال چين ،

احتمال ). ۷،۶(هايي از آمريكا است آفريقا ، فرانسه و قسمت

 شمال آسيا و شمال ايران ,بروز سرطان مرƽ در شمال چين

هاƽ اخير در در سال). ۶( باشدبيشتراز ساير مناطق جهان مي

 در بروز کارسينوم سنگفرشي مرEBV ƽمقالاتي به نقش 

)Esophageal squamous cell carcinoma= ESCC ( 

با اين حال، هنوز ارتباط اين دو نامشخص ) ۷(است اشاره شده

هاƽ مازندران و گلستان استان. باشدو موضوعي بحث برانگيز مي

اند و در واقع بر روƽ كمربند جهاني سرطان مرƽ قرار گرفته

با . شونديكي از مناطق پرخطر ابتلا به اين سرطان محسوب مي

توجه به اينکه تاكنون در ايران مطالعه خاصي در اين ارتباط 

اين مطالـعه با هدف تعيـين فراواني انجام نشده اسـت، 

هاƽ بيوپـسي بيماران مبتلا به   در نمونـهEBVويـروس 

ESCCانجام گرديد  .  

  

 :هامواد و روش
%) ۵۵( مرد ۲۲ بيمار شامل۴۰هاƽ  اين بررسي به روƽ نمونه

 سال با ميانگين ۵۵ تا ۴۰در محدوده سني %) ۴۵( زن ۱۸و 

ها از بيماران  نمونه.  شد سال و انجام۶۵/۴۷±۴۵/۴سني 

    سارƽ كه از) ره( امام خميني مراجعه کننده به بيمارستان

هاƽ مازندران و گلستان مراجعه کرده بودند جمع آورƽ استان

و ) ۹،۸(ات متعدد قبلي حجم نمونه باتوجه به مطالع. شده بود

معني دار بودن اين جامعه و نيز باتوجه به شيوع تعداد افراد مبتلا 

هاƽ موجود در  نمونه از نمونه۴۰به طور تصادفي . تعيين شد

 ESCCصحت تشخيص . بانک بافت بيمارستان امام گرفته شد

هاƽ باليني با معيارهاƽ پاتولوژƽ توسط  علاوه بر يافته

 تا ۵هاƽ  هاƽ پارافيني ابتدا برش از بلوك. يد شدپاتولوژيست تأي

 ميكروني آماده گرديد و تا انجام آزمايشات نهايي در فريزر ۷

هايي که براƽ انجام اين  روش. گراد نگهدارƽ شدند سانتي- ۷۰

تحقيق مورد استفاده قرار گرفت به طور خلاصه شامل چهار 

  :باشدمرحله زير مي

از ) دپـارافيـنيـزاسيـون (زدودن و حـذف پـارافيـن) ۱

 DNAاستـخراج )۲(هـاƽ پاتولـوژƽ سـرطان مـرƽ، نمـونه

 بـا اسـتفاده از DNAازديــاد ) ۳(هاƽ سـرطـاني، سلول

الکتروفورز بر روƽ ژل آگارز که توضيح )PCR ،)۴روش 

  . باشدمراحل انجام شده فوق به صورت زير مي

هاƽ ين از نمونهزدودن و حذف پاراف( دپارافينيزاسيون -۱

ƽسرطان مر ƽشروع کار ابتدا نمونه): پاتولوژ ƽها به مدت  برا

دقيقه در ۱۰مجدداً . قرار گرفت) غلظت(دقيقه در گزيلن ۱۰

بلافاصله بعد از خروج از گزيلن به . گزيلن جديد قرار گرفت

 دقيقه در اتانول ۵و بعد به مدت % ۱۰۰ دقيقه در اتانول ۵مدت 

و در % ۷۰ دقيقه در اتانول ۵ سپس به مدت .قرار داده شد% ۹۵

  .)۱۰( دقيقه در آب قرار گرفت ۵نهايت به مدت 

 با استفاده از کيت DNA استخراج :DNA استخراج -۲

   ايـران بـه نـامKIAGENاختـصاصـي محـصـول شرکـت 
Purification kitبافت موجود به .  صورت زير انجام گرفت

  ليز شد تا K و پروتئينازTLB (tissue lysis buffer)وسيله 

سپس درحضور ساير . اسيدنوکلئيک موجود درآن آزاد گردد

هاƽ نمکي اختصاصي، نوکلئيک اسيد با ماتريکس محلول

اسيد نوکلئيک با . شدسيليكايي به طور اختصاصي باند مي

ماند و بااستفاده از مرحله شستشو و ماتريکس باند شده باقي مي

 از  و  موردنظر جدا شدهDNAاƽ سلولي از سانتريفوژ ساير بقاي

در مرحله آخر بااستفاده از . شدماتريکس سيليکايي خارج مي

DNA , Elution Buffer  از ماتريکس سيليکايي جدا شده و 

 درجه سانتي گراد ۲۰ در فريزر منهاPCR ƽتا زمان انجام تست 

  .)۱۰(نگهدارƽ شد 
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دستگاه شركت   با PCR تست PCR: مرحله انجام تست -۳

DNAروســيه مـدل ƽتـكنـولـوژ  MTC 410شـد انـجام

پرايـمرهاƽ  استفاده شده جهت تشخيص اين ويروس به .)۱۱(

  :قرار زير بود 

Forward primer:  
5' – CACCTTAGACTCTGGAGGA – 3' 
Reverse primer:     
5' – TAAAGATACAGCAGCGCAG – 3' 
 

، روPCR ƽمحصـول :  (RUN) الكتـروفورز بر روƽ ژل -۴

و رنـگ آمـيزƽ با اتيديوم بـرومايد الكـتروفورز  % ۱ژل اگارز 

  استـخراج شده بود DNAاگر ژن ويـروس همراه .  گرديـد

  آن بـر روƽ ژل الكتـروفورز بانـد حـاوƽ ژن loadبا  

 جهت الكتروفورز .)۱۲(شد ويـروس ازديـاد شده، مشـاهده مي

 لاندا از  ۵  و PCR  حاصل از DNA لاندا از ۵مقدار 

loading buffer دقيقه ۴۰ ولت  و به مدت زمان ۱۰۰  با ولتاژ 

سپس ژل را خارج كرده به . گرفتتحت الكتروفورز قرار مي

 ƽدستگاه تصوير بردارGel Doc) (پـس از . شدمنتقـل مي

مشاهـده باندهاƽ تکثير يافته، عکس ژل با استفاده از ترمال 

   .گرديد  چاپ ميپرينتر ،

  

  :هايافته

در  % ۱  پس از الکتروفورز  بر روƽ ژل آگارز PCRنتايج 

  Bandنمونه  حاوƽ %) ۱۰  (۴.   نشان داده شده است۱شکل 

ها با  نمونه% ۱۰ بودند كه بيانگر شيوع آلودگي EBVناشي از 

 مثبت، شامل  EBVهاƽنمونه).  ۱جدول (اين ويروس بود 

زن بود، که نشانگر اختلاف %) ۲۵ (۱مرد و %)  ۷۵ (۳ هاƽنمونه

.  در بين مردان و زنان بودEBVقابل توجه بين فراواني ابتلا به 

 مثبت بسيار اندک بود عملا اين اختلاف EBVچون تعداد زنان 

و %)۶/۱۳( مرد ۳عبارت ديگر بيوپسي به. مورد بررسي واقع نشد

  EBV ويروس مبتلا به سرطان مرƽ آلوده به%)  ۵/۵( زن  ۱

 . بود

  

  

  

  

  

  
  

  . درنمونه ستون هفتم EBVو شناسايي ژنوم  % ۱  بر روƽ ژل اكريل آميد PCR الکتروفورزمحصولات :۱شکل

   بخشي از bp۱۸۵ و باند PCR جفت بازƽ نشان دهنده کنترل داخلي جهت تاييد صحت انجام واکنش ۵۶۰باند 

  .است ) DNAفاقد (ده کنترل منفي ستون دوم نشان دهن.  استEBVژنوم تکثير يافته 

  



  ...هاƽ نمونه بيوپسي دربلوك) EBV(بررسي فراواني اپشتين بار ويروس /۴۶

  هاƽ بافتي مورد بررسي به تفکيک سن و جنس بيماران  نمونه:۱جدول 

  جنس
  

EBV 
  زن  مرد  

 
  مجموع

 ميانگين

 ±SD+ سن 

  EBV+ ۳)۷۵(%  )۲۵ (%۱  )۱۰ (%۴  ۴,۷۹ ±۴۸,۵۰ موارد 

  EBV- ۱۹) ۵۲,۸(%  ۱۷) ۴۷,۲(%  )۹۰ (۳۶  ۴,۴۸ ± ۴۷,۵۵ موارد 

  ۲۲  جمع

)۵۵(%  

۱۸  

)۴۵ (%  

)۱۰۰ (%۴۰  ۴,۴۵ ± ۴۷,۶۵  

  

  : بحث

هاƽ بيوپسي سرطان مرƽ را به  نتايج آلودگي تعدادƽ از نمونه

EBVدهد نشان مي.  

سرطان مرƽ به عنوان نهمين بدخيمي شايع و ششمين عامل 

ي از ـنوان يكـع ود ونيز بهـشوب ميـان محسـرطان در جهـس

 در .)۱۳(ت ـاس دهـدƽ شبنقهـها طب رطانـترين انواع سدهـكشن

. طور كلي پايين استكشورهاƽ غربي خطر سرطان مرƽ به

باكو ـل و تنـاست که مصرف فراوان الكان دادهـها نشيـبررس

رطان مرƽ در اين ـد  موارد سـدرص۹۰واند عامل بيش از ـتمي

خصوص در  در صـورتي كـه در ايـران به).۶.( دـي باشـنواح

، كه روƽ كمربند )هاƽ مازندران و گلستانناستا(ناحيه شمالي 

لذا، تـوجـيه . سرطان مرƽ هستند، مصرف اين مواد پايين است

مـناسبي جهـت شيوع بالاƽ سـرطان مـرƽ در اين نواحـي 

 بنابراين عوامل خطرزاƽ ديگرƽ را بايد در .)۱۴(توان يافت نمي

احي رابطه با شيوع بالاƽ سرطان مرƽ سلول سنگفرشي در اين نو

  . تصور نمود

تواند يكي از فاكتورهايي باشد  ميEBVعوامل ويروسي همانند 

. نمايدكه شيوع بالاƽ اين نوع سرطان را در اين نواحي توجيه مي

) ۱۵( به درستي شناخته شده نيست EBVمکانيسم ورود و اثر 

روس ــان داده اسـت که اين ويـهاƽ مختلـف نشيـاما بررس

بب ـرده و سـوده کـليال را آلـتƽ اپيهاولـد سلـتوانمي

اخيرا ). ۱۶-۱۸(ترانسفورماسيون آنها به سمت بدخيمي شود 

 با متوقف کردن  بيان مولکول EBVنشان داده شده است که 

 ƽپيش آپوپتوزBax موجب مهار آپوپتوز در بيماران مبتلا به 

 در حاليکه تاثيرƽ در افزايش بيان .)۱۹(شود عده ميـسرطان م

. )۲۰( ندارد c-Myc و Bcl-2هاƽ ضد آپوپتوزƽ لکولمو

 با القاء توليد سيتوکاين ضد التهابي EBVنين ويروس ـهمچ

IL-10لولـد و تکثير سـب رشـ موج ƽهاB در لنفوم بورکيت 

 EBVاز طرفي در مطالعات قبلي نقش ويروس . )۲۱(گردد مي

هاƽ  ندر سرطان معده، بيمارƽ هوچكين، لنفوم بوركيت  و سرطا

 بنابراين بررسي فراواني و .)۲۲(نازوفارنژيال ثابت شده است 

 و سرطان مرƽ با توجه به شيوع بالا EBVارتباط بين آلودگي به 

شايان ذكر است كه به رغم  . رسد در اين نواحي لازم به نظر مي

اينكه اين نواحي روƽ كمربند آسيايي سرطان مرƽ قرار دارند تا 

اما . ر اين مورد در ايران انجام نشده استاƽ دبه حال مطالعه

نتايج مطالعات در ساير كشورها با توجه به شيوع بالاƽ اين 

به طور مثال در .  مي باشدEBVسرطان مويد شيوع بالاترƽ از 

و در آلمان ) ۱۶( درصد ۴/۲۱، در فرانسه )۱۵( درصد ۲۰سوئد 

ر حالي اين د.  داشتند EBVآلودگي به) ۲۳(ها  نمونه  درصد۴۰

است که در كشورهاƽ آسيايي مثل چين و ژاپن بين آلودگي به 

 در مطالعه .)۲۴( ارتباطي وجود نداردESCC و EBVويروس 

هاƽ بيوپسي سرطان   در نمونهEBVحاضر ميزان شيوع ويروس 

 ƽاختلاف موجود در نتايج بدست آمده در  .  درصد است۱۰مر

ط مختلف دنـيا،   با سرطان مرƽ در نـقا EBVهمراهي عفونت

تـواند ناشـي از تفـاوت در منـاطـق جغرافيايي و عوامل مي

شک براƽ بي. )۱۶- ۱۴،۲۴(محيطي و حتي عوامل ژنتيکي باشد

ƽو کاهش ميزان بيمار ƽمختلف در جامعه و ارتقاء پيشگير ƽها

ƽها و  سطح سلامت عمومي، شناخت عوامل ايجاد کننده بيمار

به عنوان نخستين گام عملي مطرح ها  درک اهميت هر يک از آن

ط ـعددƽ که توسـهاƽ متيمارƽـ  و بEBVدر مورد . باشد مي

. م استـي حاکـن اصل کلـود نيز ايـشجاد ميـاين ويروس اي

 هـامـرنـد در بـوانـتيولوژƽ ميـات اپيدمـالعـجام مطـ ان,ذاـل

ƽريز ƽسلامت جامعه مورد استفاده قرار ها و سياست گذار ƽها

يرد، و توجه دوباره و بيش از پيش کادر بهداشتي درماني را گ

ايج ـسير نتـاهي تفـت که گـظر داشـد در نـباي.  جلب نمايد

ط ـد توسـايـر بـن امـاي. چيده استـت و پيـگاهي سخـآزمايش
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  و آزمايشات  EBVمتخصصين آشنا با روند پاتوژنز ويروس

کي و ـينيـاƽ  کلـهيـار و بررسـترسي به بيمـه، که دسـمربوط

  .)۲۲(پاراکلينيکي کامل او را لازم دارد، انجام گيرد 

  

  :گيرƽنتيجه

 هاƽ بيوپسي سرطان درصد از  نمونه۱۰با توجه به آلودگي در 

احتمالا بين آلودگي : توان مطرح كرد كهمرƽ در اين مطالعه، مي

تواند نوعي ارتباط به اين عفونت ويروسي و سرطان مرƽ مي

 يکي از عوامل موثر در  EBVته باشد، و ويروسوجود داش

سرطان مرƽ در اين مناطق محسوب شود، و ممکن است اين 

اما، با توجه . ويروس در پاتوژنز سرطان مرƽ نقش داشته باشد

به شيوع بالاƽ اين سرطان  در اين مناطق بايد همچنان به دنبال 

براƽ . دگر در اين سرطان نيز بودخالت ساير عوامل خطر مداخله

ويژه تر، و بهتردهـد با انجام  يک مطالعه گسـبات اين مدعا بايـاث

يه را ـن فرضـورت،ايـاهدƽ و يا کوهـش - وردـات مـطالعـم

  .صورت کاملا علمي اثبات نمودبه
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   و مقايسه آن با نتايج آزمايشات مواد مخدر وBبررسي شيوع هپاتيت 
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  ۲۶/۱۲/۸۸:        تاريخ پذيرش مقاله ۳۰/۳/۸۸:  تاريخ دريافت مقاله 

  :  چكيده
درصد شـيوع آن    . متغير است % ۲۰تا  % ۱باشد، که ميزان حاملين آن از        از عوامل مهم عفوني در جهان مي       Bهپاتيت   :زمينه و اهداف  

به لحاظ گذر ايران از شيوع متوسط به شيوع کم، مطالعات           . هاƽ مختلف و مطالعات گوناگون، متفاوت است      در ايران بر حسب استان    

  و مقايسه آن با نتايج آزمايشات مـواد مخـدر و سـفليس درمـردان               Bتعيين شيوع هپاتيت   هدف از اين مطالعه   . باشدبيشترƽ نياز مي  

  . بود۱۳۸۸داوطلب ازدواج مراجعه کننده به آزمايشگاه مرکزƽ شهيد هاشمي نژاددر سال 
اين گروه بـراƽ انجـام آزمايـشات اجبـارƽ     .  مرد داوطلب ازدواج، آزمايش شد۱۰۰۰ در  HBsژن   آنتي ۱۳۸۸در بهار    :روش بررسي 

 به روش اليزا، سـفيليس  HBsژن آنتي. قبل از ازدواج به مرکز تحقيقاتي و آزمايشگاهي شهيد هاشمي نژاد تهران مراجعه کرده بودند     

در صورت پاسـخ مثبـت در   . ين سريع آزمايش شدو مواد مخدر به روش تست مورف ) RPR) Rapid Plasma Reagineبه روش  

  .   مقايسه شدندT و آزمون logitنتايج آزمايشات سه گانه با استفاده از روش . گرفتهاƽ تاييدƽ انجام ميدو آزمايش اخير روش

 ۸يا % B ۸/۰پاتيتشيوع ه.  نفر مثبت شد۸ در HBsآنتي ژن .  سال قرار داشتند۲۰-۴۵افراد مورد مطالعه در گروه سني : يافته ها

%) ۲/۰( نفر۲آزمايشات اپيوم نزد ).P< 0.05( با سن افراد تفاوت معني دار مشاهده نشدHBsبين وجود آنتي ژن .  بود۱۰۰۰در 

دارƽ  و مثبت بودن آزمايش مواد مخدر ارتباط معنيBبين ابتلا به هپاتيت . آزمايش سيفليس در هيچ مورد مثبت نبود. مثبت  بود

  . (P > 0.05)وجود نداشت 

بين ابتلا به .  است درصد مثبت۲/۰ آنتي ژن هستند و آزمايش مواد مخدر در HBs درصد داوطلبين حامل ۰ /۸ :نتيجه گيري

  .دارƽ وجود ندارد و مثبت بودن آزمايش مواد مخدر ارتباط معنيBهپاتيت 

 مواد مخدر، سيفيليس، ازدواج ,HBV,HBs Ag: كليد واژه ها
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  :مقدمه

 دو DNA، ويروسي است با ژنوم )B) Hepatitis Bهپاتيت

اƽ حلـقوƽ کـه  يـکي از عوامـل مهـم  عفـوني در رشـتـه

 ميلـيون نفـر در دنيـا بـه آن مبـتلا ۳۵۰بيش از . باشـددنـيا مي

 نفر از بيمارƽ مزمن کبدƽ ناشي از آن از ۵۰۰۰سالانه . باشندمي

. نگر يک مشـکل بهداشت عمومي است، که نمايا)۱(روندبين مي

در ايران بيتش از . کشور ما نيز از اين قاعـده مستـثني نيست

). ۲(انـد در تمـاس بـودهBافـراد بـا ويـروس هپـاتيت %  ۳۵

هـاƽ مـزمـن تـوسـط ويـروس هپـاتـيـت  هپاتيـت۷۰%- ۸۰

B )Hepatitis B Virus (شود، که در نيمي از آنان ايجاد مي

اين بيمارƽ ). ۴و۳(رودسوƽ ايجاد سيروزکبد پيش ميارƽ بهبيم

تر است و از طريق تماس جنسي،  بسيار عفونيHIVنسبت به 

هاƽ آلوده و نيز از طريق مادر به فرزند تماس با خون و فرآورده

  )۲.(ها نامشخص استراه% ۳۰در صورتي که . شودمنتقل مي

رƽ وجود دارد که مارکرهاƽ مختـلفي براƽ تشـخيص اين بيـما

گيـرƽ هرکـدام درشـرايط خاص بيـمارƽ درخون قابـل اندازه

 علامـت پايـدارƽ عفونت HBsژن در بيـن آنـها آنـتي. هستند

 است Bژن سطحي ويروس هپاتيت  ،آنتيHBs Ag ). ۵(است

بعد از . شود هفته بعد از برخورد با ويروس ايجاد مي۱ – ۱۰که 

ماند ز بيماران به صورت مزمن باقي ميشروع هپاتيت، در نيمي ا

از آنجا که علائم باليني ). ۵(تواند به ديگران منتقل شودو مي

 غير ازمـوارد حاد نامحـسوس است، تست HBVآلودگـي با 

اƽ بـراƽ ژن ، روش نسبـتاً سـاده آنـتيHBsغربالـگرƽ وجود

  .  استBتشخيص ابتلا به هپاتيت 

 آزمايشات قبل از ازدواج وجود درايران مراکزƽ براƽ انجام

داردکه آزمايشاتي از قبيل تالاسمي، سيفليس و مواد مخدر را    

اما . دهندهاƽ اجبارƽ قبل از ازدواج انجام ميصورت آزمايشبه

 با توجه Bبيمارƽ هپاتيت . انجام آزمايش هپاتيت داوطلبانه است

. يد باشدتواند تهدهاƽ انتقال، براƽ جامعه جوان ما ميبه روش

علاوه بر احتمال آلوده نمودن افراد جامعه توسط حاملين، انتقال 

همسران آلوده به يکديگر و انتقال مادر به جنين، که در ايران 

، اهميت مسئله )۶و۲(بيشـترين راه انتقـال شنـاخته شـده است

 آنتي HBsرسـد بررسـي وجـود  به نـظر مي. کندرا بيشـتر مي

 جـوان داوطلب ازدواج، که در آسـتانه تـولد ژن در خـون افراد

ژن مثبت  آنتيHBsافراد با . باشند، ضرورƽ استفرزند نيز مي

هاƽ مزمن هاƽ ويژه پزشکي از نظر بيمارƽبايد تحت مراقبت

همچنين . ان در آنها بررسي شودـيرند و نياز درمـبدƽ قرار گـک

 گلوبولين  حاد دارند بايد با ايمونوHBVهمسران افرادƽ که 

در مقطع کنوني، ). ۶و۱( تحت پروفيلاکسي قرار گيرند Bهپاتيت 

شامل کساني است )  سال۲۰-۴۵گروه سني (داوطلبين ازدواج 

. اندکه تاکنون تحت برنامه واکسيناسيون کشورƽ قرار نگرفته

 و مقايسه آن با نتايج Bتعيين شيوع هپاتيت هدف از اين مطالعه

ردان داوطلب ازدواج ـس درمـفليـسدر و ـات مواد مخـآزمايش

  . بود۱۳۸۸-نژادمراجعه کننده به آزمايشگاه مرکزƽ شهيد هاشمي

  

 :هامواد و روش 
کننده به آزمايشگاه ردان مراجعهـيفي بر روƽ مـاين مطالعه توص

لب ـعين داوطـ از مراج.تـهران انجام گرفـنژاد تشهيد هاشمي

 شرط ورود به مطالعه .شرکت در طرح رضايتنامه کتبي گرفته شد

.  مزمن بودB سال و عدم ابتلا به هپاتيت ۲۰-۴۵داشتن سن بين 

ازƽ سرم ـبعد از  جداس. آورƽ شد نفر نمونه خون جمع۱۰۰۰از 

 RPR) Rapid Plasmaجهت بررسي بيمارƽ سفيليس آزمايش 

Reagine ( سرم در لولهنمونه.  صورت گرفت ƽاستريل ها ƽها

داگانه تا زمان انجام آزمايش هپاتيت در شده با اشعه گاما، ج

ونه ادرار افراد، روزانه با ـنم. دارƽ شدـه نگهـ درج- ۲۰فريزر 

ش مواد مخدر ـگيرƽ ادرار جهت آزمايهـور ناظر اتاق نمونـحض

تدا از ـخدر، ابـش مواد مـبراƽ آزماي. دـآورƽ شعـجم) اپيوم(

وارد مشکوک م. تست مورفين استفاده شد) راپيد(نوارهاƽ سريع 

ازک لايه  ـوني نـوگرافي ستـاتـط روش کرومـبت توسـيا مث

)Thin layer chromatography (آزمايش شدند.  

 آنتي ژن به HBs از جستجوB ƽ براƽ انجام آزمايشات هپاتيت 

ش ـجام آزمايـراƽ انـيزا بـروش ال. دـتفاده شـاس يزاـروش ال

منظور از کيت براƽ اين ).۷( يک روش تاييدƽ استBاتيتـهپ

Incontrol Acon USA۲/۰حساسيت آناليز آن .  استفاده شد 

 ۹/۹۹حساسيت اين کيت بيش از . ليتر استنانوگرام در ميلي

اساس اين تست ). ۱( است۹/۹۹درصد و اختصاصيت آن برابر 

هاƽ بادƽها با آنتيميکروپليت. فاز جامد و اليزاƽ ساندويچ است

.  اند پوشيده شدهHBs Agهاƽ منوکلونال مخصوص ساب تايپ

لاندااز سرم عارƽ از هموليز، لخته و آلودگي ميکروبي افراد  ۵۰
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دا بافر ـ لان۵۰د ـله بعـدر مرح. دـافه شـها اضيتـبه ميکروپل

ده به ـد شـ بانHBs Agد ـ ضIgGامل ـه شـژوگـونـک

Thimerosal Proclineبعد از . رديدـافه گـداز، اضـ پروکسي

رمخانه ـاعت درگـس دت يکـط شيکر به مـ توسدنـش مخلوط

اين زمان براƽ اتصال مواد و .گراد نگهدارƽ شد درجه سانتي۳۷

له بعد عمل شستشو انجام ـدر مرح.اندويچ کافي بودـکيل سـتش

 درصد ۱/۰ حاوTris Hcl ƽر ـشو شامل بافـر شستـباف. دـش

Tween 20ال ـژن در سرم، اتصدر صورت وجود آنتي. بود

گرفت و بعد از اضافه بادƽ در چاهک صورت ميژن آنتييآنت

عمل .شد تشکيل ميAb-Ag-Conjoکردن کونژوگه کمپلکس 

 بار به هر ۵ لاندا بافر رقيق شده ۳۵۰شستشو با اضافه کردن 

در صورت عدم تشکيل اين کمپلکس، . چاهک صورت گرفت

بعد از مرحله شستشو . مواد اضافه جدا و از محيط خارج شد

بعد . ها زير نور از لحاظ وجود حباب بررسي شدندام چاهکتم

 ƽاز اطمينان از نتيجه عمل، سوبستراهاA و B لاندا ۵۰ به ميزان 

 شامل بافر سيترات Aسوبستراƽ . ها اضافه گرديدبه چاهک

 و سوبستراƽ (DMSO)فسفات و دزوکسي متيل سولفوکسايد 

Bت ƽن ـديـل بنزيـرامتيـتـ حاو(TMB)ر دو در ـه هـود کـ ب

Proclin TM 300 ۱/۰شده بودند ƽدرصد نگهدار  . ƽدر انتها

 ƽمرحله اضافه نمودن سوبستراهاA و B پليت باپوشش ƽرو، 

 ۱۰ دقيقه شيکر شدن به مدت ۱ده شد و بعد از يمخصوص پوش

کوبه ـکي انـگراد و در تارييـ درجه سانت۳۷انه ـدقيقه در گرمخ

کننده واکنش ا محلول متوقف لاند۵۰له آخر ـدر مرح. گرديد

)Stop (اسيد سولفوريک به هر چاهک ƽاضافه شد تا انجام حاو 

کنترل منفي . واکنش متوقف گردد و رنگ زرد پايدار ايجاد شود

 Thimerosalشامل سرم منفي نگهدارƽ شده در نئوماسين و 

 و PBSژن محلول در بافر  آنتيHBsکنترل مثبت شامل . بود

  نانومتر ۴۵۰ها در طول موج  تمام چاهک.  بودمواد نگهدارنده

 نانومتر رفرانس  با دستگاه اليزا ريدر ۶۳۰در برابر طول موج

Strip reader stat Fax  خوانده شد  .  

  :محاسبه

 به قرار زير محاسبه Cut Offعدد  ) Run(در هر بار آزمايش  

  گرديد

   Cut Off = ۰۷۰/۰+ ميانگين کنترل منفي ها 

 ODم آزمايش وقتي تأييد شد که کنترل مثبت داراƽ صحت انجا

 ODهايي با نمونه.  باشد۱۰۰/۰ و کنترل منفي کمتر از ۱بيش از 

 کمتر از آن، ODهايي با  ، مثبت و نمونهCut Offبيشتر از عدد 

  ).۱(منفي در نظر گرفته شد

عنوان نمونه مشکوک   بهCut Off -% +/۱۰هايي با  نمونه

. ر روƽ آنها عمل دابليکيت الايزا انجام گرديدگزارش شد، که ب

نمونه هايي که هر دو آزمايش نتيجه مثبت يکسان حاصل کردند 

براƽ تأييد به آزمايشگاه ديگرƽ ارسال شد تا توسط فرد ديگر و 

  .دستگاه الايزار ريدر ديگرƽ انجام گردد

  

 :هايافته
 ۲۰ن  نفر مرد جوان داوطلب ازدواج که بي۱۰۰۰در اين بررسي 

، سيفليس و اپيوم B سال سن داشتند مورد آزمايش هپاتيت ۴۵تا 

 تايي تقسيم ۵هاƽ سني افراد در گروه. قرار گرفتند) مواد مخدر(

 سال ۲۶ – ۳۰بيشترين تعداد مراجعه کننده در گروه سني . شدند

 HBsداراƽ  %) ۸/۰( نفر ۸در مجموع ) ۱نمودار (قرار داشتند 

Agن تعداد بيشترين فراواني متعلق به گروه  مثبت شدند که از اي

  ).۱جدول ( سال بود ۴۱- ۴۵سني 

از . مثبت شد %) ۲( نفر 20در ) مواد مخدر( آزمايش راپيداپيوم 

با روش گروماتوگرافي تاييد و  %) ۲/۰( نفر ۲اين تعداد، آزمايش 

پاسخ مثبت اپيوم متعلق به گروه سني . پاسخ اپيوم آنها مثبت شد

  ).۱جدول (د  سال بو۳۱- ۳۵

جهت بيمارƽ سيفليس در هيچکدام از  RPRپاسخ آزمايش 

  ).۱جدول (داوطلبان مثبت نبود 

 و مثبت بودن Bهمچنين ارتباط معني دارƽ بين ابتلا به هپاتيت 

عبارتي به. (P > 0.05)آزمايش مواد مخدر وجود نداشت 

 آنتي ژن مثبت داراƽ پاسخ آزمايش مواد HBsهيچکدام از افراد 

  .در مثبت نشدندمخ

  

  

  

  

  

  



  ... و مقايسه آن با نتايج آزمايشات مواد مخدرBبررسي شيوع هپاتيت  / ۵۲

 

391 396

116

63
34

0

50

100

150

200

250

300

350

400

فراوانی

20-25 26-30 31-35 36-40 41-45
گروه سنی

  
 توزيع فراواني داوطلبين ازدواج مراجعه کننده به آزمايشگاه شهيد هاشمي نژادتهران به تفکيک گروه هاƽ سني: ۱نمودار 

  

  

  

  هاƽ سنيدر  مردان داوطلب ازدواج به تفکيک گروهژن، مواد مخدر و سيفيليس  آنتيHBsهاƽ نتايج آزمون: ۱جدول 

   مثبتRPRتعداد 

 دادتع

 HBs Agمثبت   

   مثبتTLCتعداد 

تعداد آزمون راپيد 

  اپيوم مثبت

  گروه سني  تعداد 
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  :بحث

و آزمايش مواد  درصد ۸/۰ را Bنتايج مطالعه شيوع هپاتيت 

تفاوت . ليس منفي بودـآزمايش سيفي. نشان داد %  ۲/۰مخدر را  

ن افراد مورد مطالعه ـ در سرم و سAgمعني دارƽ بين وجود 

  . دارƽ مشاهده نشدتفاوت معني

به دليل محدود بودن تعداد .  درصد استB ۸/۰شيوع هپاتيت 

اما بايد در نظر . توان تعميم دادنمونه، نتايج را به تمام کشور نمي

ت که غير از حضور در ـگرفت اين ميزان در ميان جواناني اس

همسران آنان هم به دليل . ندـباشاجتماع در آستانه ازدواج مي

به تبع آن . باشندخطر بالاƽ انتقال از طريق جنسي در معرض مي

خاطر احتمال بالاƽ انتقال عفونت به در صورت آلودگي مادر، به

ابتلاƽ يک فرد جديد اگر . نيز در خطر عفونت استنوزاد، فرزند 

اƽ تواند کانون آلودگي تازهبه بهبودƽ خود بخود منجر نشود مي

گيرƽ و درمان بيماران مزمن را نبايد ـهزينه پي. دـدر جامعه باش

 نفر سالانه به پيوند ۵۰۰۰شود در ايران گفته مي. فراموش کرد

 ميليون تومان و در ۵۰کبد نياز دارند که هزينه آن در کشور 

در ايران بيش . باشد ميليون تومان مي۲۰۰ – ۳۰۰خارج از کشور 

 HBVي از ـروز کبد ناشـبد به دليل سيـوند کـ درصد پي۵۰از 

  )۲(.است

درصد بدست آمده در مطالعه ما، وقتي واقعي تر است که افراد 

 هفته ۴- ۶( واقع در مرحله نهفتگي Bآلوده به ويروس هپاتيت 

اƽ است که اين مرحله. را اضافه کنيم) از برخورد با ويروسبعد 

HBsدر روشژن به مقدار قابل اندازه آنتي ƽروتين گير ƽها

ته اين ـش يافـنين افرادƽ که با ژنوم جهـهمچ. تـيده اسـنرس

 )  coinfection(اند و يا عفونت همزمان ويروس آلوده شده

 ƽدارند، داراHBsعداد ـبايد به اين ته ـتند کـژن منفي هس آنتي

 ).۱(اضافه شوند

 در ايران B سال اخير آمار متفاوتي از شيوع هپاتيت ۲۰در

 ۲ به ۷۰ درصد در سال ۳شود از گفته مي. گزارش شده است

درصد رسيده است و متعاقب طرح واکسيناسيون نوزادان و گروه 

نتايج بدست آمده در ). ۲(ش استـار رو به کاهـوانان آمـنوج

  را نشان ۱۳۷۰دارƽ با شيوع در سال ما اختلاف معنيمطالعه 

  .)P< 0.05(دهدمي

اƽ که در شهر کرمانشاه بر روƽ داوطلبان ازدواج در مطالعه

 گزارش شده که مساوƽ نتيجه ۱۰۰۰ در ۸انجام شده است شيوع 

  ).۸(مطالعه حاضر است

 در اهداء Bوع هپاتيت ـقال خون، شيـان انتـازمـزارش سـبه گ 

 درصد بوده ۲۹/۰ در پايگاه اراک،  ۱۳۸۶گان خون در سال کنند

 اوت معني دار نداردـکه با نتايج حاصل از مطالعه ما تف) ۹(است

 ). (P> 0.05   

      درصد بوده۶/۰در اهداءکنندگان داوطلب در شهر ايلام شيوع 

قال خون مکرر و خطر ـدر بيماران خاص به دليل انت). ۱۰(است

ژن در  آنتيHBs. شوندصد بالاترƽ را شامل ميبالاƽ انتقال، در

زارش شده است ـد گـ درص۷/۲۶ان ـهر کاشـهاƽ شيليـهموف

  ).۱۲و۱۱(

 دومين آزمايش انجام شده بر روƽ داوطلبان، آزمايش عدم اعتياد 

و در )  درصد۲(فر ـ ن۲۰گرƽ اوليه ـوم است که در غربالـيا اپي

 ۲/۰(  نفر ۲ن در ادرار آزمايش تاييدƽ وجود ترياک و مشتقات آ

بيشترين دليل پاسخ مثبت کاذب در آزمايش . تأييد شد) درصد

دار است که جوانان در هاƽ کدئينراپيد اپيوم مصرف قرص

گاهي اپيوم، ـعه به مراکز آزمايشـطراب مانند مراجـشرايط اض

مراکز انجام آزمايشات قبل از ازدواج وابسته به  .کنندمصرف مي

ترين پايگاهي هستند که مـشور مهـعلوم پزشکي  کهاƽ دانشگاه

باشند قبل از ازدواج آزمايشات اجبارƽ، تعيين جوانان موظف مي

. شده توسط متوليان سلامت جامعه، را در آن مراکز انجام دهند

ايش عدم اعتياد بيشتر جنبه ـمي، آزمـش مهم تالاسـغير از آزماي

واقب ـتياد عـه اعـرچاگ. رداردـي زوج يا زوجه را در بـاهـآگ

ر انتقال ـآورد اما خطود ميـتماع به وجـمارƽ را براƽ اجـبيش

  . فيزيولوژيک ندارد

يفيلس است ـگرƽ سـجام شده تست غربالـن آزمايش انـسومي

(RPR)اگرچه تنها  . که در تمام جامعه مورد مطالعه منفي گرديد

در به بيمارƽ سيفليس تماس جنسي و نيز انتقال ما راه انتقال

اهي ـت عمومي و آگـح بهداشـتن سطـجنين است، اما با بالا رف

زان رو ـعه، ميـي جامـتارƽ نظام بهداشتـاخـير سـغيـمردم و ت

رکز ـرƽ در مـعه ديگـورƽ که در مطالـطبه. تـش اسـبه کاه

 RPR مورد ۲۱د ـ نفر انجام ش۴۷۱۶۹مي نژاد که بر روƽ ـهاش

  يدƽـت تأيـچکدام در تسـه هيـد کـت آمـدسـب%) ۴(ت ـمثب

FTA ) Fluorescent treponema antibody assay ( مثبت

  )۱۳ (.نگرديد

  به عنوان يک تست اختيارƽ از  Bدرصد مثبت آزمايش هپاتيت 

هاƽ تـدر به عنوان تسـمخ فليس و موادـايش سيدرصد دو آزم

  .اجبارƽ قبل از ازدواج بالاتر بود



  ... و مقايسه آن با نتايج آزمايشات مواد مخدرBبررسي شيوع هپاتيت  /۵۴ 

  

 

  :نتيجه گيري

    به نظر .  تندـسهژن تيـ آنHBsامل ـلبين حـ داوط درصد۸/۰

 آنتي ژن و  گنجاندن آن در آزمايشات HBsرسد غربالگرƽ مي

ش ديگر ـيتي مشابه دو آزمايـبل از ازدواج از اهمـبارƽ قـاج

ت ـست پرداخـجام اين تـاƽ که براƽ انهزينه. برخوردار است

يار سنگين آينده ـبسهاƽ نهـت هزيـد از پرداخـوانـتشود، ميمي

، Bاگر چه با طرح کشورƽ واکسيناسيون هپاتيت . جلوگيرƽ کند

درصد ابتلاء به اين بيمارƽ رو به کاهش است اما لازم است 

 ƽ۲۰حداقل در مراکز انجام آزمايشات قبل از ازدواج افراد بالا 

اند، در طي چند سال سال، که مشمول طرح واکسيناسيون بوده

از سوƽ ديگر تا .  آنتي ژن قرار گيرندHBsابي آينده مورد ارزي

هاƽ سني داوطلب زماني که طرح واکسيناسيون شامل تمام گروه

ازدواج شود، امکان واکسيناسيون رايگان براƽ خانواده افراد مبتلا 

ژن مثبت بايد از نظر سير بيمارƽ  آنتيHBsافراد با . فراهم گردد

ƽتحت مرو ايجاد بيمار ƽمزمن کبد ƽپزشکي قرار اقبتها ƽها

  HBV در صورت .گيرند و لزوم درمان در آنان بررسي شود

 قرار HBIGحاد همسر اين افراد بايد تحت پروفيلاکسي با 

   .گيرند

هاƽ مشاوره قبل از ازدواج معمولاً بعد از انجام آزمايش  کلاس

اين آموزش فرصت مغتنمي . شودخون براƽ زوجين تشکيل مي

لزوم . بهداشتي را در اختيار زوجين قرار دهداست که اطلاعات 

 و آشنايي با اين بيمارƽ بايد در مطالب Bانجام آزمايش هپاتيت 

هاƽ گردد آموزش و مشاورهپيشنهاد مي .آموزشي گنجانده شود

به اين . قبل از ازدواج ، قبل از انجام آزمايشات انجام گيرد

د از آموزش ترتيب در صورت اجبارƽ نبودن آزمايش هپاتيت بع

طور در خصوص اين بيمارƽ در زوجين انگيزه انجام آن به

  .داوطلبانه ايجاد گردد
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  1387 در سال گزارشي از اپيدميولوژي سل خارج ريوي در شهرستان شهريار         
  

  ۴ ، حامد معمارياني۳ ، رضا بيگ ورد۲ƽ* ، مجتبي معمارياني۱صمد ولي زاده

  

  ، دانشگاه علوم پزشکي ايران) سهراب علي بخشي(ار ، مرکز بهداشت شهريار مرکز سل شهرستان شهري) ۱

  بخش ميکروب شناسي ، گروه پاتوبيولوژƽ ، دانشکده بهداشت ، دانشگاه علوم پزشکي تهران) ۲

   ميکروب شناسي ، دانشکده پزشکي ، دانشگاه علوم پزشکي تهرانگروه) ۳

  دانشگاه آزاد اسلامي واحد پزشکي تهران) ۴

  مجتبي معمارياني ، بخش ميکروب شناسي ، گروه پاتوبيولوژƽ ، دانشکده بهداشت ، دانشگاه علوم پزشکي تهران: ويسنده رابطن

 memaryani@gmail.com  ۰۹۱۲۴۸۴۹۸۵۹: همراه 

  

  ۱/۱۱/۸۸:        تاريخ پذيرش مقاله ۱۶/۱/۸۸: تاريخ دريافت مقاله 

  :  چكيده
هاƽ اما در يک سوم موارد ممکن است اندام. کندها ايجاد عفونت ميريه در"  معمولامايکوباکتريوم توبرکلوزيس :زمينه و اهداف

 ۱۳۸۷  اپيدميولوژƽ سل خارج ريوƽ در شهرستان شهريار در سالتعيينهدف از اين مطالعه، . ها را نيز درگير نمايدديگر غير از ريه

  .بود) سهراب علي بخشي(اران مراجعه کننده به مرکز سل شهرياردر بيم

 با ۱۳۸۷ مقطعي ، متغيرهاƽ مختلف مرتبط با موارد جديد سل خارج ريوƽ در سال –در اين مطالعه توصيفي  :روش بررسي

  .استفاده از آمار توصيفي مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند

ميانگين سني بيماران داراƽ سل . داراƽ سل خارج ريوƽ بودند%) ۳/۳۲( مورد ۴۱ بيمار مبتلا به سل ،۱۲۷در مجموع از  :يافته ها

 ƽ۶۱( نفر ۲۵.  سال بود۹/۳۵±۴/۱۶خارج ريو (%زن و ، ƽنفر ۱۶از مبتلايان به سل خارج ريو )۲/۷۳( نفر ۳۰.مرد بودند%) ۳۹ (%

سل استخوان و . بود%) ۳/۲۹( نفر ۱۲شايع ترين جايگاه عفونت در ،   غدد لنفاوƽ.افغاني داشتندمليت %) ۸/۲۶( نفر ۱۱مليت ايراني و 

 ۱۴و سل نواحي ديگر بدن در%) ۸/۹( نفر ۴، سل دستگاه گوارشي در %) ۸/۹( نفر ۴ درگيرƽ پلور در ،%) ۱/۱۷( نفر ۷يا مفاصل در

 . مثبت بودHIVاز نظر %) ۴/۲(همچنين يک بيمار . پس از آن قرار داشتند% ) ۳۴( نفر 
با توجه به تشابه تظاهرات باليني سل . تشخيص درست سل خارج ريوƽ يکي از مشکلات پيش روƽ علم پزشکي است :نتيجه گيري

ƽبا انواع مختلف از بيمار ƽروشخارج ريو ƽبرخوردار استها ، بکارگير ƽتشخيصي مناسب از اهميت ويژه ا ƽها. 
  ارج ريوƽ ، اپيدميولوژƽ ، شهريارسل خ  :كليد واژه ها

  
  
  
  
  
 
  
  
  



  ...ل خارج ريوƽ در شهرستان شهريارگزارشي از اپيدميولوژƽ س/ ۵۶

  :مقدمه

        ها ايجاد عفونتدر ريه"  معمولامايکوباکتريوم توبرکلوزيس

هاƽ ديگرƽ غير اما در يک سوم موارد ممکن است اندام. کندمي

سل خارج ريوƽ داراƽ علائم . ها را نيز درگير نمايداز ريه

ƽاز بيمار ƽها متنوعي است ، بنابراين ممکن است به بسيار

با توجه به اهميت موضوع، مطالعه حاضر  ).۱(شباهت داشته باشد

با  هدف  تعيين  اپيدميولوژƽ سل خارج ريوƽ در شهرستان 

 .   انجام پذيرفت۱۳۸۷شهريار در سال 

، با مراجعه به دفتر ثبت بيماران   مقطعي-توصيفي در اين مطالعه 

، تمامي )سهراب علي بخشي(در مرکز سل شهرستان شهريار

تمامي .  استخراج گرديد۱۳۸۷ سال موارد جديد بيمارƽ سل در

  ƽبودند از نظر متغيرها ƽبيماراني که مبتلا به سل خارج ريو

سن ، جنس ، مليت و عضو درگير با استفاده از آمارƽ توصيفي 

  . قرار گرفتند مورد تجزيه و تحليل

داراƽ %) ۳/۳۲( مورد ۴۱ بيمار مبتلا به سل ، ۱۲۷در مجموع از 

انگين سني بيماران مبتلا  به سل خارج مي. سل خارج ريوƽ بودند

 ƽاز مبتلايان به سل %) ۶۱( نفر ۲۵.  سال بود۹/۳۵±۴/۱۶ريو

ميانگين سني . مرد بودند%) ۳۹( نفر ۱۶خارج ريوƽ ، زن و 

 سال ۰/۳۷±۷/۱۳ سال و ميانگين سني زنان ۱/۳۴±۲/۲۰مردان 

ه  سال داراƽ بيشترين بيماران زن مبتلا ب۴۰ تا ۳۱گروه سني . بود

بيشترين توزيع فراواني سل خارج ريوƽ . سل خارج ريوƽ بود

).  ۱جدول ( سال قرار داشت ۳۰ تا ۲۱در مردان، در گروه سني 

مليت افغاني %) ۸/۲۶( نفر ۱۱مليت ايراني و %) ۲/۷۳( نفر ۳۰

ساکن %) ۳/۷( نفر ۳ساکن شهر و %) ۷/۹۲( بيمار ۳۸. داشتند

%)  ۳/۲۹(  نفر ۱۲اني، درغدد لنفاوƽ از نظر فراو. روستا بودند

  ۷سل استخوان و يا مفاصل در . شايع ترين جايگاه عفونت بود

و سل دستگاه %) ۸/۹(  نفر ۴درگيرƽ پلور در، %) ۱/۱۷(نفر 

). ۲جدول (پس از آن قرار داشتند %) ۸/۹(  نفر ۴گوارشي  نيز در

از بيماران مبتلا به سل خارج ريوƽ با %) ۴/۲(همچنين يک نفر 

  .  مثبت بودƽHIV غدد لنفاوƽ، درگير

بيشتر مطالعات انجام گرفته، ميزان سل خارج ريوƽ نسبت به کل 

گرچه در ) ۲-۶(اعلام کرده اند% ۳۳ تا ۲۰موارد سل را بين 

نيز گزارش شده % ۴۱هاƽ ديگر ، اين ميزان تا برخي  بررسي

از مبتلايان ، به سل خارج ريوƽ % ۳/۳۲در مطالعه ما، ). ۷(است 

  . ر شده بودنددچا

در ). ۱(ترين جايگاه درگيرƽ است شايع" غدد لنفاوƽ معمولا

ترين جايگاه ، شايع% ۳/۲۹بررسي حاضر نيز غدد لنفاوƽ با

هاƽ متانت و در بررسي. درگيرƽ در سل خارج ريوƽ بود

 ƽاز کل موارد سل خارج % ۲/۲۳همکاران، عفونت غدد لنفاو

مين زاده و همکاران در ا). ۲(ريوƽ را به خود اختصاص داد

). ۸(اعلام کردند% ۸/۳۵مطالعه خود در شهر تهران، اين ميزان را 

در مطالعه شفيق و همکاران در شهر بابل، اين ميزان برابر با 

هاƽ رکني و همکاران در مشهد هم نشان بررسي). ۳(بود% ۹/۵۴

از بيماران مبتلا به سل خارج % ۵/۳۳داد که سل غدد لنفاوƽ در 

ƽدر ). ۴( ديده شده استريو ƽدر همين رابطه، بررسي ديگر

مطالعه ). ۵(گزارش کرده است% ۵۰شهر اراک، اين ميزان را 

 سال در چهارمحال و بختيارƽ ، لنفادنيت سلي را ۵ديگرƽ طي 

  ).۹(ترين مورد اعلام کرده استشايع% ۴۲با 

سل استخواني، به عنوان دومين يا سومين عامل شايع سل خارج 

ƽاستخوان. گردد محسوب ميريو ƽها در بررسي حاضر، درگير

. ، دومين علت شايع سل خارج ريوƽ بود%۱/۱۷و يا مفاصل با 

، ) ۹(، مرداني) ۲(، متانت) ۵(اين ميزان در مطالعات معيني

و % ۵/۱۱، %۱۸، %۱۲، %۲۵به ترتيب ) ۸(و امين زاده) ۴(رکني

، )disease Pott’s(اسپونديليت سلي. گزارش شده است% ۸/۱۴

ها نوعي ديگر از سل استخواني است که در آن، ستون مهره

با توجه به اهميت بيمارƽ فوق و علائم باليني ). ۱(شوددرگير مي

متفاوتي که دارد ، اين نوع درگيرƽ در مطالعه حاضر به عنوان 

  . يک مورد مجزا از سل استخواني در نظر گرفته شد

يا سومين علت شايع سل به عنوان دومين ) پلورزƽ(سل پلور

و رکني ) ۲(در مطالعات متانت. خارج ريوƽ نامبرده شده است

از موارد خارج % ۷/۲۰و % ۲/۱۲، عفونت پلور به ترتيب )۴(

در بررسي ما نيز به عنوان . ريوƽ را به خود اختصاص دادند

شناخته شد که بسيار کمتر از %) ۸/۹(سومين عامل شايع 

  .  باشدمطالعات فوق مي

به ) پريتوان(ر مطالعه حاضر، سل سيستم گوارشي و سل صفاق د

علت شايع سل خارج %) ۳/۷(و چهارمين %) ۸/۹(ترتيب سومين 

علائم سل گوارشي شامل درد، کم اشتهايي ، . ريوƽ بودند

اسهال، انسداد روده ، آسيت ، خونريزƽ و احساس ايجاد يک 

رƽ کبد، طحال درگي. باشدتوده قابل لمس شبيه به کارسينوما مي

نيز به عنوان بخشي ) پريتوان(، پانکراس و گاهي اوقات صفاق 

اما در بررسي حاضر، ) ۱۰(گردنداز سل گوارشي محسوب مي



 ۵۷/  همكاران و صمد ولي زاده                                                         )     ۱۳۸۸ بهار ۱ شماره ۳سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 
  
  

سل صفاقي به عنوان يک مورد مجزا از سل گوارشي در نظر 

در مطالعه متانت و همکاران ، سل  صفاقي و سيستم . گرفته شد

از موارد خارج % ۴/۲و ) سومين عامل%(۹/۷گوارشي به ترتيب 

در بررسي ديگرƽ ، سل ). ۲(ريوƽ را به خود اختصاص دادند

اما ) ۹(به عنوان سومين عامل گزارش شده است % ۱۰صفاقي با 

  اين آمار). ۸(بود% ۲/۱۷ا ـدر مطالعه امين زاده ، اين ميزان برابر ب

   ناشيارƽ و ياـب بيمـمتناقض شايد به دليل عدم تشخيص مناس

 .ازاختلافات اپيدميولوژيک باشد

دهد که سل خارج ريوƽ هنوز به عنوان  اين مطالعه نشان مي

با توجه به . باشدم در اپيدميولوژƽ سل مطرح ميـامل مهـيک ع

وƽ به انواع مختلفي از ـل خارج ريـني سـابه تظاهرات باليـتش

ƽروشـها ، بکارگيبيمار ƽتشخر ƽت اسب از اهميـيصي منـها

  .اƽ برخوردار استويژه

  

  ۱۳۸۷کننده به مرکز سل شهرستان شهريار در سالتوزيع سني بيماران مبتلا به سل خارج ريوƽ مراجعه: ۱جدول 

  

  

 ۱۳۸۷کننده به مرکز سل شهرستان شهريار در سال توزيع فراواني انواع سل خارج ريوƽ در بيماران مراجعه: ۲جدول 

 ارد عفونتمو

 تعداد درصد

  جايگاه  عفونت

۳/۲۹ ۱۲ ƽغدد لنفاو 

 استخوان و يا مفاصل ۷ ۱/۱۷

 پلور ۴ ۸/۹

 دستگاه گوارش ۴ ۸/۹

 )پريتوان(صفاق   ۳ ۳/۷

 ستون مهره ها ۳ ۳/۷

 دستگاه تناسلي ۳ ۳/۷

 رحم ۱ ۴/۲

 کليه ۱ ۴/۲

 مننژ ۱ ۴/۲

 پوست ۱ ۴/۲

 چشم ۱ ۴/۲

  جمع  ۴۱  ۱۰۰
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  به سر دبيرنامه /  ۵۹

  

 نامه به سر دبير  

  
  هاي  دستگاه ادراريها و اهميت آنها در ايجاد عفونتكانتروكو

  
  تهران، زمايشگاه مرجع سلامتآ ،بخش ميكروب شناسي، محمد رهبر

  
هــاƽ نــتوعف تــرينشـايع  هــاƽ دســتگاه ادرارƽ جــزوعفونـت 

 ـ . باشـند مارسـتان مـي    بي اكتسابي در جامعه و     تخمينـي   طـور ه ب

ــدود  ــاليانه ح ــي ۲۵۰س ــتلا م ــه آن مب ــر ب ــون نف ــد ميلي  .گردن

 ـ      عفونت   درمـان  اختيـارƽ طـور   ههاƽ دسـتگاه ادرارƽ معمـولا ب

شوند و بيشترين مـوارد مـصرف آنتـي بيوتيـك را بـه خـود                مي

ــي  ــصاص م ــداخت ــكان .. دهن ــب و  پزش ــان مناس ــراƽ درم ب

 ـكن از عوامـل ايجـاد       يبايـست لوگيرƽ از مقاومت داروئـي      ج ده ن

رارƽ و الگــوƽ مقاومــت آنتــي   هــاƽ دســتگاه اد عفونــت

  ) ۱.( مطلع باشندآنها بيوتيكي

ــوك ــاانتروك ــس ،ه ــاƽيكوك ــر ه ــي مگ ــالاز منف ــت كات           مثب

 ـ   مي تلقـي  عنـوان فلـور طبيعـي دسـتكاه گـوارش           هباشند كـه ب

 ـاين بـاكترƽ  . گردندمي اني تمارس ـيهـاƽ ب   در ايجـاد عفونـت     اه

 ـ ( هـاƽ دسـتگاه ادرارƽ     عفونـت  خـصوص هب طه سـوند   واس ـهب

ــذارƽ و تجــو ــكگ ــي بيوتي ــا يز آنت ــت) ه ــاƽعفون  داخــل ه

وه بـر   عـلا  .هـاƽ لگنـي نقـش اساسـي دارنـد         شكمي و عفونت  

هـاƽ   ديگـرƽ نيـز ماننـد عفونـت        هـاƽ ها بيمارƽ اين انتروكوك 

 ـاندوكارديت  ،يمي  ر باكت ،زخم  ـ     ويـژه هب نـدرت  ه در نـوزادان و ب

ــتنمن ــي ژي ــاد م ــد  ايج ــ .كنن ــاليسوسانتروكوك ــ فك ل  عام

آن ز  پـس ا  . دباش ـهـا مـي   گونه عفونـت  اين ) %۹۰ تا   ۸۰(اصلي

ــ ــسيوموسانتروكوك ــا ۱۰ ( ف ــرار دارد) %۱۵ ت  .در رده دوم ق

 ـ   نتي بيوتيـك  آها در مقابل    مقاومت انتروكوك  ويـژه آمپـي    ههـا  ب

ــيلين ــپورين آمينوگليكوزيدها،س ــسين  ،سفالوس ــا و وانكوماي ه

را بـا مـشكل     هـا    ناشـي از ايـن ارگانيـسم       هـاƽ درمان عفونـت  

مايـسين اغلـب    هـاƽ مقـاوم بـه وانكو      سـويه . استمواجه كرده 

 باشــد و بيــشتر درمقــاوم مــيهــا نيــز بــه ســاير آنتــي بيوتيــك

  .)۲(گردد مشاهده ميانتروكوكوس فسيومهاƽ سويه

بـه   جهـت كـشت   ارسـالي    تـرين نمونـه   ناهاƽ ادرار فراو  نمونه

% ۸۰د  ،که تقريبـا حـدو    باشـد شناسـي مـي   آزمايشكاه ميكـروب  

نـسيدانس عوامـل    اگرچـه ا  .دهـد هـا را تـشكيل مـي      كل نمونـه  

ــت ــده عفون ــدازهايجــاد كنن ــا ان اƽ در هــاƽ دســتگاه ادرارƽ ت

، ولـي بـا     اشـد ببيماران بسترƽ وسرپائي ممكن اسـت متفـاوت         

راه ســاير همــ بــهشريــشياكولياهــائي ماننــد اينهمــه ارگانيــسم

ــيل ــي باس ــرم منف ــاƽ گ ــايعاƽ روده ه ــرين عوامـ ـجزوش       لت

 از  هـا  انتروكـوك  ،هـاƽ گـرم مثبـت     كوكـسي  دربـين  .باشندمي

باشـند و تقريبـا     مـي  هـاƽ دسـتگاه ادرارƽ      عوامل مهم عفونـت   

           ƽدر بيمـاران بـستر ƽاسـت  سومين عامل مهـم دسـتگاه ادرار .       

و همكــارانش  De Francesco مطالعــاتعنــوان مثــال در هبــ

مـل  دومـين عا   كـولي  اشريـشيا هـا بعـد از       انتروكـوك  در ايتاليا 

مـوارد مثبـت را     % ۹ حـدود کـه   ،  عفونت دستگاه ادرارƽ اسـت    

ــرپائي و  يدر ب ــاران س ــرپائي  %۱۲م ــاران س ــشكيل  در بيم را ت

دريــك مطالعــه هــشت ســاله كــه توســط . )۳( اده اســتدمــي

Orrett  ــا و ــال  همكـ ــش در سـ ــام ۲۰۰۱رانـ ــده  انجـ شـ

 رده  هـاƽ مثبـت در    ايزولـه در بـين نمونـه       %۱۱بـا  هاانتروكوك

 .)۴( هــاƽ دســتگاه ادرارƽ بــوده اســتچهــارم عامــل عفونــت

ƽ ديگــرƽ كــه توســط امــين وهمكــارنش در     هدر مطالعــ

 هـا  ه اسـت  انتروكـوك     شـد  خميني اهـواز انجـام    بيمارستان امام 

 رانتروبـاكت  هـا، اسـتا فيلوكـوك    كلبـسيلا،  ،اشريشيا كولي بعد از   

مطالعـه   در   .)۵(در مرتبـه شـشم قـرار داشـتند         پسودو موناس  و

 ن شــهيد مــصطفي خمينــياصــادرƽ و همكــارانش در بيمارســت

       مــوارد مثبــت بعــد از  %  ۵/۱۰هــا بــا   انتروكــوكتهــران

ــشيا  ــاشري ــتد وليك ــرار داش ــه دوم ق ــه  و)۱ (دنر مرتب درمطالع

ــران      ــان در ته ــي كودك ــز طب ــارنش در مرك ــر و همك رنجب

هـاƽ دسـتگاه    امـل عفونـت   چهـارمين ع  % ۷/۸ ها بـا    كانتروكو

 ۵۵ در يك مطالعـه چنـد مركـزƽ كـه شـامل              )۶(اندادارƽ بوده 

ــتان در  ــتان۱۲بيمارس ــوده ا اس ــ ب ــرو  ت وس ــط كلانت  توس

ــده   ــام ش ــارانش انج ــو  همك ــت انتروك ــا  كاس ــا ب  % ۶/۹ه

ــت   ــل عفون ــارم عوام ــازƽ در رده چه ــتگاه  جداس ــاƽ دس ه

   )۷(.اندگرفته  ادرارƽ قرار
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ــا ــرا مق ــهاخي ــائيز وزمــستان  صــفحات( ۴و۳ در شــماره،اƽل  پ

 ،شناسـي پزشـكي ايـران     مجلـه ميكـروب  ۱۳۸۷سـال   )۵۸-۵۳

ــوان بررســي حــهمكــارانش ت توســط رضــوان منيــرƽ و ت عن

 جــدا شــده از انتروكوكــوس فكــاليس فاكتورهــاƽ ويــرولانس

ــه ــانمون ــه. ƽ ادرار چــاپ شــده اســته ــن مقال  حــاكي از اي

رسـتان   در بيما  جداسازƽ در صـد خيلـي بـالائي از انتروكـوك          

 در مطالعـه    .باشـد  مـي  هـاƽ ادرار  ازنمونـه   شهيد بهشتي كاشان  

ــان از  ــشت داو نم۶۰۰نامبردگ ــه ادرار ك ــدهن  %)۱۹( ۱۱۴ ده ش

چكـدام از   بـا هي  ايـن نتيجـه     . سويه انتروكوك جدا شده اسـت       

 دانـيم كـه همـه مـي      روهمـانط  .قت نـدارد  بآمارهاƽ موجود مطا  

          و ،باشــندمــي نمونــه ادرار كــشت منفــي   زا %۸۰حــدود 

 .دهـد مـي  د را مثبـت را تـشكيل      رمـوا % ۶۰-۵۰ اشريشا كـولي  

ده در مطالعــه نــامبرهــاƽ ديگــر نژ  پــاتو  جايگــاهي بــراƽ،لــذا

 با يك محاسـبه سـاده اگـر مـوارد مثبـت            .باشدنمي گان متصور 

 ـرا  هاƽ ادرار   كشت در نظـر    % ۲۰حـدود طـور خـوش بينانـه       هب

ــريم ــواهي  ۱۲۰ بگي ــت خ ــشت مثب ــورد ك ــن در . م داشــتم اي

ــان   ــه نامبردگ ــه  در مطالع ــت ك ــالي اس ــورد ۱۱۹ ح ــط م  فق

ــاكترƽ !انتروكــوك جداشــده اســت هــاƽ در نتيجــه جايگــاه ب

 و غيـره  ، كلبـسيلا،انتروباكتر    اشريـشيا كـولي   شايع ديگـر ماننـد      

ــذا. باشــدملحــوظ نمــي  رســد همكــاران محتــرممــي بنظــر ،ل

يـا در درج     انـد و  كـرده به اين امـر مهـم توجـه ن        مقاله  نويسنده  

  . اشتباهي رخ داده استها نمونه تعداد
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   به سر دبيرپاسخ/  ۶۱

  

  پاسخ به سر دبير
 
  

  سر دبير محترم مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 

ƽ نقد مقاله با سلام و احترام در پاسخ به نامه به سردبير  در باره

انتروکوکوس بررسي فاکتورهاƽ ويرولانس " تحت عنوان 

  ": هاƽ ادرار  جدا شده از نمونهفکاليس

يمارسـتاني در   هـاƽ ب  انتروکوکوس به عنوان دومين عامل عفونت     

         هـاƽ ايجـاد شـده توسـط       بيـشترين عفونـت   . جهان مطرح است  

بوده و  ) UTI(انتروکوکوس به صورت عفونت ادرارƽ       هاƽگونه

در حـال  ). ۱(باشـد همراه با استفاده از کاتتر و يا ساير وسايل مي 

هاƽ مقاوم به چند آنتـي بيوتيـک        حاضرايزولاسيون انتروکوکوس 

بالاترين ميزان  ). ۲(اني دنيا رو به افزايش استدر مراکز بيمارست

UTI       درصـد، در امريکـا      ۸/۱۶ ناشي از انتروکوکوس در کانادا 

 ).  ۲و۱(است    درصد گزارش شده   ۷/۱۱ درصد و در اروپا      ۵/۱۲

ƽ ادرار ƽ انتروکوکوس از نمونـه  ايزوله ۹۵بنا براين،  جدا کردن      

 کـه   ) درصـد    ۸۳/۱۵(  بيمار بسترƽ در بيمارستان آموزشي       ۶۰۰

ميـزان  ( داراƽ علائم باليني و آزمايشگاهي عفونت ادرارƽ هستند       

 در هـر    ۵هاƽ  سفيد در آزمايش ادرار مساوƽ يا بيـشتر از            گلبول

، به شرطي کـه محـيط   )ميدان ميکروسکوپي با بزرگ نمايي زياد       

هاƽ استاندارد بيوشيميايي براƽ تشخيص اسـتفاده       مناسب و تست  

شود، جاƽ تعجب ندارد، و هم خواني با ساير مطالعات در سـاير             

هاƽ انتروکوک جـدا شـده      در ضمن کليه نمونه   . نقاط جهان دارد  

هـاƽ بيوشـيميايي اسـتاندارد تاييـد گرديـده و از نظـر              با تـست  

  . است تاييد شدهPCRمولکولي نيز با 

  

  

  ƽرضوان منير

  شناسيشناسي و ايمنيگروه ميکروب

  دانشگاه علوم پزشکي کاشان
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   سر دبيريادداشت/  ۶۲

  

  
  يادداشت سردبير

  
  
تورهاي ويرولانس ـي فاکـبررس "وانـت عنـاي تحهـالـمق 

در  " هاي ادرار جدا شده از نمونهانتروکوکوس فکاليس

  مجله ۱۳۸۷سال  )۵۳- ۵۸صفحات ، زمستان پائيز و (۴و۳شماره

از  در اين مقاله. شناسي پزشكي ايران به چاپ رسيدميكروب

جدا انتروکوک %) ۱۹( سويه ۱۱۴ بستري بيمار  ۶۰۰ ادرار نمونه

 رابط ،  با انعکاس نظرات داوري به نويسنده محترم.استشده

مراجع  .نمودنداستناد  مقاله ۶-۸ايشان به چند سطر اول و منابع 

لي ـستم مـزارش سيـ گ وRonaldاي ـهالهـ به ترتيب مق۷ و ۶

کا ـيدر امر) NNIS(يـتانـمارسـاي بيـهتـت عفونـراقبـم

 ه درـت کـابي اسـم کتـ ه۸ع ـتند و مرجـ هس)۱۹۹۹-۱۹۹۰(

دا شدن اين ـد که جـآيظر ميـبه ن .دسترس اينجانب نيست

، مطلب حاضر لذا. از داردبه توضيح نيتعداد سويه انتروکوک 

    .پيرامون اين موضوع  نگاشته شد

     E. coli لي، ـبه عنوان مرجع طب داخيسون رکتاب هادر 

در ) سيستيت و پيلونفريت(هاي حادازعفونت %۸۰امل حدودع

ک ـوژيـهاي اورولاريـناهنج اتتر،کماراني شناخته شده که ـبي

گاهي باعث سيستيت بدون enterococci . دـنگ ندارنـو يا س

 enterococci. شود در زنان مي)uncomplicated( عارضه

 در بيماراني بيشتر عامل عفونت  Staphylococcus aureusو

اني ـار درمفاده از ابزـهستند که سنگ کليه  دارند و يا سابقه است

  ). ۱ (راحي را دارندـو يا ج

  اهميتکتاب مندل به عنوان مرجع طب عفوني بعد از اشاره به

E. coli شود که به ويژه در صورت در عفونت حاد ، متذکر مي

بي ـي نسـاوان، فرهاي ساختاري دستگاه ادراريوجود ناهنجاري

سي و ـيز انتروکوکـو ن ....ايـههـي از گونـاشـت نـعفون

 هاونهـ اين گ.يابدميش ـدار زياد افزايـسي به مقـتافيلوکوکـاس

% ۸۰.وندـشتر جدا ميـهاي اکتسابي از بيمارستان بيشدر عفونت

 همراه کاتتر ادراريتاني با استفاده از ـ بيمارسUTIشتر ـيا بي

    ). ۲ (است

موارد سيستيت و % ۸۰در کتاب اورولوژي اسميت هم عامل 

 .ودـشيـم بت دادهـنس  E. coli ه بهـت بدون عارضـلونفريـپي

امل ـري دارند، شـوع کمتـه شيـايي کـهوژنـاتـاير اوروپـس

ي ـروکوکسـوس، انتروباکتر و انتـسيلا، پروتئـکلب هايهـونـگ

ونت ـ نوع عفحسب بري که مدت درمان راـدولـدر ج .تـاس

وارد ـسي را در مـوکـايد انتروکـنميـه مـوصيـادراري ت

complicated UTIت و اپيديديميت ذکر ـتاتيـ ، پروس          

س نام ـوان رفرانـم به عنـه  Ronaldالهـته از مقـالب. ندـکمي

 درصد عفونت به ۲۰اب بيش از ـاما نه در انتس(رد ـبمي

  ).  ۳) (انتروکوکسي

Ronald   هاي بدون عارضه و عفونت% ۸۰هم در مقاله خود

 ديگر را به  %۱۵تا % ۱۰و  E. coliاکتسابي از جامعه را به  

Staphylococcus saprophyticus سپس از .دهدت ميـنسب 

گيري درنتيجه. بردوکسي در بيماران ديابتي نام ميک انترووجود 

  اتيولوژي با آنکه:دنکي عفونت بدون عارضه اضافه ممربوط به

UTIاما آگاهي از روند مقاومت محلي اکنون ه  ثابت باقي ماند ،

بخش لاينفک درمان تجربي موفق براي عفونت بدون عارضه 

در ه ـبا آنک: مايد ـنه ميفاـ اضي مقالهسرانجام در انتها .است

تغييرات هاي غالب ير در اوروپاتوژنـاي اخـههـول دهـط

داده است، اما در الگوي مقاومت ضد ميکروبي حداقلي روي 

  ) ۴. (ده استش ايجاددار تغييرات معني

اني ـهاي بيمارستتـبت عفونـلي مراقـتم مـزارش سيسـگ

)NNIS (  در امريکا)ها به هم به انواع عفونت) ۱۹۹۰- ۱۹۹۹

ردازد و ـپيـژه مـت ويـراقبـاي مـهشـواع بخـيک انـتفک

ب به انتروکوک را در مجموع براي اين هاي ادراري منتسعفونت

  ).   ۵(کندمي درصد اعلام ۸/۱۳ها بخش

هايي که نمونه% ۸۰ تا ۶۰شود  مي يادآور، با بيان آنچه گذشت 

وند يا فاقد عامل ـشال ميـگاه ارسـت ادرار به آزمايشـبراي کش

       ها دهـکنن ودهـاوي آلـد و يا حـت هستنـک عفونـيژيولوـات

اين سئوال مطرح است که چگونه از  بنابراين، .)۶(ندـباشيم

 ت؟ـده اسـش انتروکوک جدا  سويه%)۱۹ (۱۱۴ نمونه ادرار۶۰۰

اني با ـ بيمارستUTIشتر ـا بيـي% ۸۰هـ کنيمـوش نکـفرام

مقاله مورد  دردر حاليکه) ۸و ۷و۲(ت ـمراه اسـاتتر ادراري هـک
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 .ندارسوند ادراري د%) ۳/۵( نفر ۵فقط  نفر ۶۰۰ بحث، دربين

  واستمنفي  از آنها تعدادي قطعا کشت  که،بيمار ۶۰۰حال از

سازي جدا ميزان چگونهکاتتر ادراري دارند ، % ۳/۵فقط 

آنکه انتروکوکسي به عنوان عامل   با؟است %۱۹ انتروکوک

هاي مرجع اين يافته با کتاب، اما اخته شدهبيمارستاني شنعفونت 

برداري يا درج اشتباهات نمونه . مطابقت ندارد،هاله با مقايزو ن

نامه به  " نويسنده محترملذا،.نتايج را هم نبايد از نظر دور داشت

  .  آگاهانه طرح موضوع نمودند"سردبير

 فوق را به مندي که مقاله ارزشضمن تشکر از همکاران ارجمند

  :دفتر مجله ارسال نمودند ، يادآوري نکاتي چند ضروري است

 و ورـ مذکقالهـلمي مـث از ارزش عـن مباحـرح ايـط -۱

، به اند متقبل شدهقالهـ نويسنده م محترمکارانـمتي که همـزح

  .کاهدنمي هيچ وجه

      يني، بکرات برخورد ـناسي بالـشهاي ميکروبهـدر مقال -۲

 به ، براي استنتاج کامل و صحيح، جامعه آماريشود کهمي

 در اين نوع استنتاجپر واضح است که . ودشروشني معرفي نمي

 بالين مطابقت داشته باشد، و يا دلايل  وضعيتبايد با ها مقاله

  .  در اختلاف موجود ارائه شود اي نع کنندهقا

که جزء لاينفک علم (مي ـش علـت که چالـح اسـاصل-۳

  تا اين مجلات هم ،دوشمطرح  مجلات علمي حيطه، در )است

 .  شوندنائلت خود  به ايفاي رسال

ه ـطالب بـد مـشناسي پزشکي ، بايبوکرـله ميـدر مج -۴

و کي ـامع پزشـتناد مجـاسابل ـقوند که ـي درج شـصورت

 . دنهمکاران باليني باش

به   دانست که عين متن نامهظفسردبيري مجله خود را مو -۵

د،  مقاله مذکور قرار ده رابطيار نويسنده محترمتسردبير را در اخ

جامعه  در کنار نامه به سردبير به قضاوت و پاسخ ايشان را هم 

   .شناسي محول نمايدعلمي ميکروب

  نويسندگان محترم مقالهآرزوي موفقيت روزافزون برايضمن 

اب ـوع بـ، اميد است که اين موضو نامه به سردبيرمورد بحث 

شناسي ايران من علمي ميکربـه انجـد که مجلـدي باشـديـج

  . هنمون سازد ر خودبه جايگاه واقعي و رسالت اصليرا 
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K�CL- ��� �� )�'
 ML� �� "�+
<$�#�� "A���N PCR  
�%��C ��� ��C���	~
 �%��C ��� �~'���X3 ��LA ��/��lWh 6�Y�9 �(�"� ��� ���	 �#;������	 D�L7 5  

  
1(@f�7��A'�H�	 �'�( ��M �����! �	W� ! .;�)�L� �C'/V�l �L�
 2 (@f�7��A'�H�	 �'�(� �	W� !�M �����! . ��� �C'  

3 (@�; 6���	 / ��� y;�iC-�2�� *�E%� ^kA 
4 (��) ;�E��$ �E�E��-*��� x��A ^kA  
5 (���%� ��)� �'�(� �	W� !�M �����!.|�� ��L3 �C'  
  ��)dA; ��%� : � �%��C ��� ��C���	;�)�L� �C' �	W� !�M �����!/V�l �L�� @f�7��A'�H�	 �'�( shahhosseiny@yahoo.com   

                

 67�8	 �9�);! <);�3 :../4/45 67�8	 >�)?$ <);�3       :/1/.//45  
*��#>:  

 ����� � �����: ��� �(!�7M�	 ���W$�")�	 @�� 6��( �A ����)�	�M d)�� ;! �7��� @�����3 P����(; ;! �3W"�	 6A
 ���� @��!�� �K%	 . ��)�A�%A6�L3���2� @�A ��3'; j�k�3 ]"3'�$ x)  A �LO ��)���W$�")�	 @�� 6 B)�E� �!;'M ��!

�� �)?$��;�"� ' @;'��  �!��E� ]A�l �3�8�8�3 .A 6�)!'��	 ]�7! >'; ;! @f�7�%"3 �h' �) ��3�E	 @�� )��� 6)�$ �A 
� �c�ih x�+���� �� �����$ @ ���K�� ^%�' 6)�$ �A @�� >';(PCR) 6��( �	��3 j�k�3 ' �)���%� @�A  n%O @��

A ����W$�")�	 6 �m)' ' R)�� ��'; ��%���� 6�;�� . 6�; 6T7��	 �) D�K� � e��  6)�$ �A ��';PCR �!�� ;�"�M �LO 
�� ���' �%��	 x)f�7��A @�� �!;'M�9 �)�� ' �7��� ��� @�� 6���� ;! �����W$�")�	 !�A.  

"
�!� ���: n%O ��ik	 @����)�$ � �!�2E� �A SHAH-GPO-3 ' MGSO �!;���E� @�� 6��( ' >'; PCR6%�LA  
���)!�( ��;�A �(m)' ' �����C �LO � '  .��� � nZ� � @�� �7��DNA �A ' ��kE� PCR�� ^)�	�M  . *�i�	

�)!�( �7�3 ���T3 ' ���� @��q"3.
�� ����� :>'; �6T7��	 �) ;! � ����C  PCR ' 6�L3�(!�7M ;! ���W$�")�	 n%O j�k�3 �LO   @�� �!;'M�9 @��

�� �!! 6T��3 x)f�7��A . �f16S rDNAA  6n��"� �E�! ]�7! A �A�t ' y�E�	 @�� 6%� �A ��q"3 �LO �e�� �f ��
 �!�2E� !;�	 6E9�) ����3 @����)�$�9�(;�l .  ���� 6A �7�i�	 �A ���� �!! 6T��3 V��C >'; �) bp  /5/ @;! �

 �C ;! �E����C., � �Z� DNA �A ' �!�A e�� D��f DNAP����(;'�"�	 � @;���A   ����!; ^%�' ����� �7��� @�� 
�� RY�8E	;!. �%E�� �)G�A �!�T7 |�9 �(m)' ' �����C @;! ����)�$ ��LO �) �.  

�!�A �(���:  ^K%�PCR ;! !�O�	 y�E�	 ' �A�t @�� n��"� @�%X	 �A S rRNA.1 �A !��E� ]A�l   ���2	 x�%"3 x)  �
��(m)'  ������C 9 �)�� ' *��� ��� ;! �)���W$�")�	 @�� �(!�7M �)���%� �LO G�A �l! '�� x)f�7��A @�� �!;'M�  .

 ��kE� 6%�	� ;! @�E��A b�8�8�3 6EX7DNA @��q"3 *�i�	 �)���%� >';  �e�� @�� n��"�  �6���� ����3 @�� >';  � 
!��( D�K��)�A.     
 � *��� ��'�:  ����W$�")�	PCR*��� ��� ��7�"7�	 j�k�3 ��(!�7M �   

  

18 / K�CL-  ��� �� )�'
 ML� �� "�+
<$�#�� "A���N PCR …  

(5µ/1uL)  � ) Taq DNA Polymerase <f�����!   (  ���c�{ &
   ��")�( ��� R=          �23��! �� �'�U6&6 6)�C �
��! �A"6 R=    ��A"6 

   6)�C �
��! FH    �����X [H        6)��C �
���! �A"6 ?H      & �����X [?    ��A"6 
   6)�C �
��! ?H     �D& ����X =H    23�! PCR       ����@� <��!)���G��� & 

[    ��
+�� ��~3� ��'�U6  .   *�Mb	 PCR       �i� 6"�	 ���! � ?[?    5�%A 
              �&"�C� *f �&"� ��%�	 & 5T~	 *�
�- & �-"�	 ���! "��- "6 ��� ? 

& ���	&� ������) �) B6�%
!) �& �u"6   "�� UV ��6�C �!"�   
 h�"c )� G[u- /"#�$ GD�� PCR-CLONING  :  <��- 2G:

��7U <6�-  ?[?   5�- �) B6�%
!) � ��� 5%A T/A Cloning   
 ���
�	�+ ���#G- (K1214) &  "�
-& "6 pTZ57R  �5�- ��) 

5+�C ��O�)  .  *�Mb	 )�
) "6 �uZc "�D � PCR  )" �i� 6"�	 
�G�'
�	 <� <6� j$�c �) <���GD) �) �� & B6� *f �&" ˝  �)� 

�8 B6�%
!) ������- 2G:  . �b	 �) B6�%
!) � �#!   W C-medium  
 ���! ��
�	 ��� *��! �5�- ��) DH5-alfa  ��4��8) ��
-� 

�8 B6�	� ��- . 2G: �#!  Ligation 5�- �) B6�%
!) �   "�-n	
5+�C ��O�) .  v��) ��	6 "6 5:�! "�@{ ^�	 � �4�`�� ���J	

) ?? �
��! �A"6  6)�C  ( ��6�C ��l�)  .  ��(�	 �5�- 2l�&�� �D ��
O�) <��!�	"�%��)�� ��6�C ��  .  �&�( 5��� �&" � ��%! ��� ���-

   ����! �#	� (50µg/ml)  B&Z: �   �6�	  X-Gal  & IPTG  
���8 a�J
�)   . ��8� �	 �i� 6"�	 <f �&�( ��%! ��� ���-  .

 �+6�M� ^"�u � �#! /H ���- �) 6�:   a�J
�) ��%! ���
 5��� �&" � �7c 54- & B��6�C LB agar �#	� �A)&   ����!

6)6  "6 �)6�O	 & �8 B ºC F[ ��6�C ��l�)  e8 Y� �  .  ��) �) ��
 �$�$ � ���- &6 �� Y� ^�	   ��� cc Q/ /  �&�( QH  a� �
�$&�l�	 

 B6&�+) <� �  2��
!) ����	 �,&" B�7U Y� & B6�- �+�9) B�����6
��6�C �l�"& ^�8 � &  .  �$�$ "6 �#!   ���+)"�� � ��  & �8 �
�

/Q A a� ��G( "6 �'�U6  �� ��
-� d�4, �� ����8 B6)6 ")�U N�
66�C �"�c ��G!Z� & B"��  .  �$�$   "6 �'�U6 Y� ^�	 � ��

 5:�! � f�%��
��!&�l�	 /?HHH  & B��6�C f�%��
��! �'�U6 "6 "&6
 �)� ��&" ;��	 �) �#! PCR �8 B6�%
!)   . PCR  & 6)�	 �  

 �&" � *�Mb	& ����8 B6)6 ��O�) ��TU B�8 �-w ��6�'	  *f
�"�C� ?  % ��6�C B���4	  . ���- �	�G�  ��7U �A)& �� �i� 6"�	 6� �� . 

<� �) 6�: &6 )n$  ��� � �� pSHA272-1 &  pSHA272-2   �
 ^"�u �+6�M� �) B6�%
!) � & a�J
�)  N&"  �����U ��$  �)  �@��

 ��G!Z�  �� ��(�	 "6 & �)�J
!) PCR  �����G!Z� � )"  
 �"�C� *f �&" � *�Mb	 & B6)6 ��O�) B�8 �)�J
!) Q/ /  %  �!"�

��6�C   .  "�7��G� & 5T~	 *�
�- <)��: � 2u�( �����G!Z� �)
�8 B6�%
!)  �$)�� ����� 5@A  .   

.Oa�� � G,��F  :  ����G�)�� 5%A 5�!��( �!"� 5@A
B6�%
!) 6"�	 �8 B6�%
!) N&" &6 �) �  . m  ( " ��@�  <�����#!�! �) 5U

 ��! ���- �()& � ����	��� �G!Z��l��	 (CFU)  �jJ4	 
 �)�J
!) DNA  <�	�� ��O�) & �� 5U" �) PCR  �  s  (  ���! r�U"
 ��G!Z� pSHA-272-1  ��O�) & PCR  ��� *��b	 �&" � 

��G!Z� �) jJ4	 ��6�'	 �&�( .   
� �����C")&�l�	 �) �6��� 6)��� �) B6�%
!) � �C\�& <�	��  �) ��, ��

 & �8 �-w �@�� ��� �����
-� ��� ���! "6 �- ���G!Z��l��	
 "�7��G� DNA  ��O�) <���) & ^" �5�� ^��"�-�� ��� *��! 

�8 .   
.��� .	��9 (Sequencing)  :  �$)�� DNA  � ����A 5@A "6  

 �
c N&" � �`�" "�����	�� Y���	��) ���l! ^���l	) �) B6�%
!)
 B��O�� Dideoxy-Chain Termination  ����� *�Mb	 & ��O�) 
��6�C  .   

  
� ��@� :   

 <6)6 ����� � �� 5�!��( � �$�l$�	 N&" �()�D �)�
 ����G�)�� GPO-3 <� �)�
) "6 �� &6 <6�- �+�9) &  Y�6�� & �

 �G�)�� <��T�{ ��	6 <6�- SHAH-GPO-3  � MGSO   �
��6)6 E�)�+) )" <� �C\�& *�( ��: "6 & 5�!��(  . ��G�  � "�7

2Gl	 ��� ���l! � ���G�)�� <��T�{ ��	6 E�)�+) )  6&�( C 
º �� ( ��6� �� ��� )" �
J! W�)�8 �  .  ���l! S rRNA  mo  K)��) 

�) )" ���G!Z��l��	 ��� ���C ���U) & GeneBank  5!6 � 
 B"�G8 & �� L6)�� ��) q�!) � )" �
+�� ����� ����G�)�� & B6"&�

 �!�
!6 ��� (Accession number)  ��6�G� �!"� �  .  ��)���
 �G�)�� ����� � GPO-3  �()�D & SHAH-GPO-3  B6�%
!) � & 

 �) DNA  ��� �����
-� ��� ���! "6 �- � ^�l�$�	 ��� ���! 
 �8 B6� �  Y��l� PCR ��6�G� ���@ )"  .  ����G!Z��l��	 ��G� �

 *�Mb	 � V
�	 B6�%
!) 6"�	 �G�)�� 5%A �E��	�� 6"�	 s�s  
��6�C ��� 5%A )  2l8 m.(   

 "6 �G!Z��l��	   z�  ���!& � E��	�� 6"�	 �$��! B6"  PCR  
�8 �O
�A B�8 ���@ ��A ��MJ	  .   �6)��� ��) �) s|  B6" 

 B6�$� �$��! ) |y (%  B6)6 j�J4� �t�bu ��7U ��~l� r��D �) �
�8 )  2l8 s    .(   
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�+���u  "  q����"&) q�-�-���+�
��!) ����6� .   ��� ���D��	 ���$&��)

         ����	)����- � ������	&�
�") � ��!���-��+&�#�! � �����	�l�&   � ��
            � �����!)�C) � ����! ��� � �	) q��( *&���-�G����- � ��#	�%�"

    6� �&�'	 ��$&��%! & ���l��!)�
�  .      �) 2u�( V��
� ���xG� PCR  

 <f �u�M��
c) ������G�)�� �) B6�%
��!) ��� mecA  q�-�-���+�
��!) 
  q��"&)   6")6 6��A& �D��	 �$&��) "6 v�+ <f �- 6)6 <�4� )   2l�8

m.(

  

  
  

 ��� �:  <f "��( �!"� mecA  "6  q���	�
��) q�-�-���+�
!)  �) B6�%
!) � PCR ..  M :  �-"�	 ���! 100 bp ) Fermentase  ( �
m:  �%�	 *�
�- ) �7'	 a�  ( � s :  5T~	 *�
�- )  ���! COL  ( � y :  ���$� �$&��) S.aureus  <f �)")6 mecA � z  :  �$&��) S.intermedius  B�8 )�A 

 <f �)")6 & ��� �) mecA
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  �a�c mo,s       & I��9 B���6 ¦!�� �u"6 m�,p      ¦�!�� <&� �u"6 
  ���8 �	 �
c��8  .              �) ��
G- �-���) � a��c <�C����6 ¦�!�� <)��	

	  ����$�7 Westmorland  5��!) <)"���lG� &  .   �&"��� ���!"�
           ������ <&�� 6�� <�
!�@8 B�8 ����-)& <�l8�#�)��6 & <���O4�)6

       �- B6)6 <�4� �6� �
�� �
�� �y,|      �i� �) �u"6 anti-HBs    5T~	 
   ��) B6� ) s�  .(        �9�( ��$�7	 "6 �- <)��	 ��) p�,s       & 5�!) ��u"6 

    � �	) �8� �	 6�� ��$�7	 �) �
G-   �&"�� �- 5!) �) ��$�7	 �) �
4
z�z         �)� & B�8 ��O�) 2��� "6 Y8�#�)��6 �%� ��,m     5�!) �u"6 

) sm  .(   
   ���	�( 6�A&  HBsAg            I��
J	 rD���	 �) �7c �� B&�C ��) "6 

  5!) B�8 N")�C  .        <�l�8�#�)��6 &  �l8�#�)��6 <���O4�)6 ��$�7	
      �- 6)6 <�4� 6�� <�
!�@8 y,y     2	�( �u"6 HBsAg  ��
�� ) 20  (

 .      �� "6 ���	�( 6)��� ��      B���U �@8 Y8�#�)��6 �,m     ��u"6 ) ss  (
    �� "6 & sm|      ��$� "6 Y8�#�)��6 �    5!) �u"6 ) p  . (   ��l�$�( "6

         2	�( <�l8�#�)��6 �) Y� ��� �9�( �!"� "6 HBsAg   �
c��8 
���4�  .              "6 ���$�7	 6"��	 ���	�A EJ 5��9" 5��U�	 �) �	) ��)
 *�TU HBV ��- �	 5��l( .   

          <�4�� ")6 ����	 ��7)" ���-)& �&6 6)���� �� �6�� ��
�� ��
��   
6)6 . Batista   <)"�lG� &  ) s��o (    <���	 �) �����G� �	 N")�C msss  

    2��� "6 Y8�#�)��6 z�z          E��	�� & a�J
�) �+6�M� "�D � )" �%� 
anti-HBs    ��) B6)6 ��O�)  .          ��- 6�� 5T~	 ����-)& 6)�+) "6 E��	��

   ) B6�%
!) ^"�u "6   � y      � ��-)& �&6 ��,m       ��!" �	 �u"6 ) sm  .(
        � ©$� �9�( ��$�7	 "6 <)��	 ��) p�,s   5!) �u"6  . Cleveland  

       ��!"� � �� <)"�lG� & |��           ���GA �) ���6)6 <�4�� Y�8�#�)��6 
               6)���� ���8� �	 B)�G� ��-)& � ¦!�� � 6��� ")�'	 � �- ��	)�:

  5!) ��-)& �&6  .      ��� E�)�+) ��`�6 <�� �     *�G
() ��-)& �&6 6)
       5!) �
4� �� e!��	 ¦!�� <)��	 ) sy (.         �6�� ��
���
�� ��)���   

 "6 m�,p    2���$6 ��� ���9�( ����$�7	 �	���G: <�l��8�#�)��6 ���u"6
    ��%�	 jU��� <��!�����-)& )   �) ��
G- 10 mIu/ml  (    )n�$ & 5�!)

     �7c £��	 "6 <��xG� HBV   ��8� �	  .        "6 <)���	 ���) ���{��
   �4	 ^��$�7	 � ����'	         2���� �) ��x�� ��i� � ) s��y  (     ��)� & mo  

    B�8 N")�C �u"6 ) o   (          �- 58)6 �A�� ��� �	)  �5!) �
G- "���
            5	Z�! �)�� �� <�M	 ��, Y8�#�)��6 ���) 6)��� ��G� 6�A&
              ��	 ����@� )" ��	�A r��D ��) �) �- ��7c & �l8�#�)��6 ��	�A

    5!) 6��� ���-  .      &�C "6 <�l8�#�)��6 �) �
!6 ��)      ���� ���! B zm  
  ��")6 ")�U *�!  .       ��	 ��i� �� �- �� <)�A <�l8�#�)��6 �`�6 <�� �

          �
�� �
8)6 � �`G� ��
�� ��8� 5��%: *�
�- ���)�	 � �
4� �!"
  <�M	 *�TU 2�U      ���8� �	  .        ^)"��@g) r�TD ����l� N��	)�+ ��	)

  � E�&\� ��	�A       �) E� �	�G: <�38�#�)��6 Q/ /     ��MMJ
	 �)�  
    ��")6 5���#� � Z
T	 "�G� .          <�l�8�#�)��6 �)� )" �7c �	) ��) �)n$ 

�	�G: ��6 �	 E�)�+)  .    K���8 ��!"� anti-HCV   <��()�A "6 
   & <��6       e���� � �l��	) <�l8�#�)��6 s    & �,�     5�!) ��u"6  .   ���)

     �f�$&�! ��)�8 �- ���l8�#�)��6 "6 K��8        ���TU 5���%: � *)6 Y
HBV     5!) �
4� � ��")6  .    �� ��T�") anti-HCV     ��TU 5��%: & 
HBV                2�'
�	 <��c B)" �) q&��& &6 �� )��� � 5��� "&� eO�� 

�����8 ���	 ) ms  .(    �6��� ���
�) E����	�� <���8 5��T~	 ) 10-100

mIu/ml   (     �'��! �
�8)6 <&� �	�G: <�l8�#�)��6 �) �6)��� "6
) ��� B)���C <��!������-)&  �) B&���C ����) "6 �C6���$� ���7c ")�G
��!

      <��c �) *��'
�) 2�U ��� <f���� ���! *�'
�) *�G
() & <�l8�#�)��6
 � B)�G� HBV    �8� �	  .   

                ")6 ����	 ��7)" ��� ^Z�M�b� t7�! E�)�+) � �6� �
�� �
��  
 ����c ���A�� ;T7$��� & �
4��� ^���:ZD) �) �-���( ���- 6)6 <�4���

    & �	) � jMJ
	 <�l8�#�)��6    ��8� �	 <��!����-)  .      B"�� ���) "6
               ��!"� V���
� ��	) 6��C ")�U ]b 6"�	 �� �4� 5+�� ��4	 ��$�7	

            5���M�	 & jM�J
	 <�l�8�#�)��6 ���- 5���M	 �) �9�( y/ py  
  �����G� ���	 5����l( �	���G: <�l��8�#�)��6 ���u"6  .  K���GO	 "6

         ������ ��
�� e��)�	 �� �	�G: <�l8�#�)��6 � 5T�� ��MMJ
	
��")6  .    �) E�  ��MMJ
	 �)  �G�� "6 <)��	 ��) �l��b� � 500

mIu/ml               <�l�8�#�)��6 "6 ��	) �5���� �%�	 �)�- ��� "6 & 5!) 
 e���� � �	�G: y�,o  & mo,� 5!) �u"6 .   

 5��%: HCV  � �c�  �"�G� ��GA �) ��T� �"�c ^)���i� 
 ��i� <��6 ��� lichen planus 5!) B)�G�  .  ��)���

 <�38�#�)��6  5��%:  j�J4� � <)"�G� B���)�+ 6)��� � HCV   
 ��8� �	 �A)�	 ) ?=  .(   "6 /RRP  ��	�A ��	 ���G� 6�C "6 � 

 �3��	) <�38�#�)��6 F=F  & <��6 �)�A �%� FHQ  �8�#�)��6 �%� 
�7c �!"� 5@A �	�G:   ��� 5��%: ���8 �) *�'
�) 2�U  <�c 

!"� <�c ���G� �"&� ;GA & �	�� E!�� r��D �) � ���8  .  
anti- HCV  "6  ?   �u"6  & <��6 <�()�A [/ H  �u"6 

6� 5T~	 �	�G: <�38�#�)��6   .  �� ��	 <�38�#�)��6 "6 �6� �
��
 6� �� ;��8  ) P<0.01 (   ) ?Q  .(   E��	�� [H  "6 �8�#�)��6 �%� 

 5��%: � �@A)�	 <)��	 �� 6)6 <�4� B���U HCV   =/ /  5!) �u"6
) ??   .( 38�#�)��6 <�{  & ��")6 B���� ��A)�	 �6��� 6)��� <�  "6 &

��
�� <�c � �A)�	 � 5!) �� <� �A�
	 �7c ���
4� )n$ .   
 �6� �
�� HCV  "6  =  �%� ) F/ R  (  %  �) =F  "6 <)��6 �)�A �%� 
 � ����'	 =  �%�  ) R[ / H  ( %  �) =/F  � <�38�#�)��6 �) �`�6 �%� 

5!) B�8 N")�C  . 6)6 <�4� ��$�7	  "6 <�38�#�)��6  �7c £��	   

 VII

Accuracy of identification and susceptibility tests of gram negative bacilli 
performed routinely by clinical laboratories compared to the standard 

procedures in Kerman. 

Abbasi S 
1
, Mansouri S 

*1

1)Department of Microbiology, Medical Sciences University of Kerman 

Corresponding author: Mansouri S, Department of Microbiology, Medical Sciences University of Kerman   
Mobile:0913-142-3384   E-mail: shmansouri_1000@yahoo.com

ABSTRACT
Background and aim: Gram –negative rods are the most common bacterial isolates in clinical laboratories 
around the word. Quick and accurate identification of these bacteria is a key to the effective therapeutic 
intervention and optimal clinical out come of infections caused by these bacteria. Multiple drug resistance 
gram-negative bacteria (MDR) are on increase and are reported frequently. Since in many clinical 
laboratories the standard antibiogram tests are not performed and very few tests are used for identification . 
The aim of this study was to evaluate the accuracy of identification and the susceptibility tests of gram 
negative bacilli performed by clinical laboratories compared to the standard procedures in Kerman. 
Materials and Methods: This study was performed on 948 clinical isolates reported to have the MDR 
phenotypes by disk diffusion method. The isolates were identified to species level by conventional 
biochemical tests. Sensitivity of the isolates to antibacterial agents and the Minimum Inhibitory 
concentration (MIC) of the isolates were determined using agar dilution method.For statistical analysis, x2 
test was used. 
Results: The rate of isolation of MDR bacteria by agar dilution methods was 76% of those reported by 
disk diffusion methods. For all antibiotics disk diffusion showed higher rate of resistance compared with 
agar dilution. The difference in case of tetracycline, gentamicin, ciprofloxacin, amoxicillin and 
cephalosporins (ceftizoxime, ceftazidime) and trimethoprime-sulfamethoxazole were significant 
(P=0.002).In the centers under study lower rate was reported for the isolation of Enterobacter spp and 
citrobacter spp ,while Escherichia coli and Klebsiella spp were reported more than their actual presence.  
Conclusion:These results showed that the laboratory reports were relatively accurate. However since 
higher rate of bacterial resistance were reported by the disk diffusion methods, in case of serious and life 
threatening infections suitable drug for treatment should be confirmed by more sensitive tests. In the 
absence of suitable and low cost detection kits for the identification of gram negative bacilli, inaccurate 
identifications is an avoidable, therefore immediate action to design the accurate and low cost kits for the 
identification of these bacteria is recommended in the country.
Keywords: enteric bacilli, laboratory reports, identification, drug resistance. 
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ABSTRACT 
Background and objectives: Mycobacterium tuberculosis is usually associated with pulmonary infections. 
However, it may affect any organ other than lungs in one third of patients. This study was conducted to 
assess the epidemiology of extra-pulmonary tuberculosis in patients referred to Shahriar Tuberculosis Center. 
Materials and methods: In this cross-sectional study, new cases of extra-pulmonary tuberculosis were 
evaluated using statistical analysis. All patients were registered from April 2008 to March 2009.  
Results: Out of 127 patients with tuberculosis, extra-pulmonary tuberculosis was diagnosed in 41(32.3%) 
cases with the mean age of 35.9±16.4(SD).There were 16(39%) males and 25(61%) females. Of these 
patients, 73.2% were Iranian and the others were Afghani. The sites commonly involved were lymph nodes 
(29.3%), bones and joints (17.1%), pleura (9.8%) and gastrointestinal tract (9.8%) respectively. Moreover, 
one patient (2.4%) was co-infected with HIV. 
Conclusion: Correct diagnosis of extra-pulmonary tuberculosis is a major obstacle for medicine because it 
resembles many other infections. Hence, proper screening tests should be carried out. 
Keywords: extra-pulmonary tuberculosis , epidemiology, Shahriar 
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ABSTRACT 
Background and objectives: Hepatitis B virus is one of the most common and important agent of acute, 
chronic hepatitis, liver cirhhosis and hepato cellular carcinoma in the world. In Iran the rate of infection 
varies in different provinces. 
The aim of this research was to study the prevalence of hepatitis B and its comparison with the results 
obtained from opium and syphilis tests in young men who want to get married in Tehran.  
Materials and Method: The blood samples belonging to  males (20-45 years old) referred to Hasheminejad 
Laboratory were collected and examined for HBs Ag levels by ELISA. Syphilis and opium were investigated 
by RPR and TLC tests respectively. The data were analyzed by chi-square and descriptive statistical tests. 
Result: Among 1000 persons tested, 8(0.8%) cases were HBs Ag positive, 2(0.2%) cases were TLC positive 
and there was any positive result for RPR. There was any HBs Ag and opium positive in the same case. 
Conclusion: According to the results obtained from our study, the rates of HBs Ag positive was less than 
expected rate. It is maybe due to prevention plans in our country. 
Keywords: HBs Ag, HBV, opium, syphilis 
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ABSTRACT 
Background and Objectives: Esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) is one of the most common 
malignancies  in a few region of northern Iran (Mazandaran and Golestan). Epstein Bar Virus (EBV) 
infection is an important cause of many human malignancies including Burkett's lymphoma and Hodgkin's 
disease. EBV has also been associated with nasopharyngeal and gastric cancers. The aim of this study was to 
determine the prevalence of EBV in biopsy sections obtained from patients with ESCC in Mazandaran and 
Golestan provinces in 2008.  
Material and Method: This was a cross-section descriptive study on 40 surgical specimens of clinically and 
pathologically confirmed esophageal cancer. DNA was extracted from paraffin-embedded blocks using a 
commercial DNA extraction kit. EBV-DNA was amplified by using EBV-sequence specific primers using 
polymerase chain reaction. DNA amplification product was revealed by electrophoresis on 1% agarose gel.  
Results: The biopsy sections were belonged to 22 (55%) male and 18 (45%) female patients. We found EBV 
in 4 (10%) of 40 specimens. Three (13.2%) of 4 EBV-positive biopsies denoted to males and the only one 
(5.5%) was female.  
Conclusion: Identification of EBV in 10% of esophageal cancer biopsies, might suggests  a role of EBV in 
ESCC in Northern Iran. 
Keywords: ESCC , EBV, PCR 
 



 VI

The study on the microbial level contamination of butter offered in Tehran in 
2007 
  

Tofangsazan   F1*, Khomeiri  M 1, Karim G 2, Hasani  S3, Seyfhashemi  S 4 

 

1) Department of  Food Sciences and Technology, Gorgan University of Agricultural Sciences and Natural Resources, 
Iran. 
2) Department of Food Health ,Veterinary Medicine, University of Tehran, Iran.  
3) Department of  Animal Sciences, Gorgan University of Agricultural Sciences and Natural Resources, Iran. 
4) Faculty of  Food Sciences and Technology, University of Applied Science and Technology, Tehran, Iran. 
 
Corresponding author : Tofangsazan   F, Department of  Food Sciences and Technology, Gorgan University of 
Agricultural Sciences and Natural Resources, Iran. 
Mobail : 09121484956                    E.mail : fereshteh_eng@yahoo.com 
 
 
ABSTRACT 
Background and objectives: Microbial contamination of butter out of the range of standard as other food 
products is a hazard for human health. In this research the microbial level contamination of butter marketed 
in north, centre and south of Tehran were studied. 
Materials and methods: In this study, the existence of Coliforms, Escherichia coli, Staphylococus aureus, 
Psychrotrophic bacteria and moulds in 48 samples of packed butter, collected from markets in three area of 
north, centre and south of Tehran were tested and measured according to the examination of Standard 
Institute of Iran.  
Results: Of 41 butter samples, 31 (64.58%) were out of the acceptable level of the microbial contamination. 
The number of contaminated samples in north, centre and south of Tehran were as 9 (29%), 11 (35.5%) and 
11(35.5%) respectively. The results of confirmation and IMViC tests of fecal Coliforms showed 
contamination of eight samples (16.66%) to E. coli, five samples (16.12%) to Citrobacter spp. and 18 
samples (58.06%) to Enterobacter spp. Staphylococus aureus contamination was not observed in any 
samples. Besides, statistical analysis indicated that psychrotrophic bacteria were not out of the range of 
standard in any of samples. Three samples (6.25%) were contaminated to moulds that one and two samples 
were from centre and south of Tehran respectively.  
Conclusion:  The significant number of butter samples contained coliforms, which definitely are not suitable 
for consumption. More attention is needed to hygienic control of factories related to dairy products for food 
safety in the community.  
Keywords: Butter, Tehran’s Market, Conontamination , Micro orcanisms, Standard 
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ABSTRACT 
Background and Objectives: Infertility is one of the most important problems for every couple. 
Micoorganisms, in particular Ureaplasma urealyticum, are among the causative agents of infertility, 
although the correlation of this organism and infertility is not quite clear. 
The aim of this study was to determine the prevalence of Ureaplasma urealyticum in semen of infertile men.  
Material and Method: In this case- control study, presence of Ureaplasma urealyticum was investigated in 
40 infertile patients referred to infertility clinic of Rooyan institute. The study group was compared to 40 
normal men as a control case group. The prepared questionnaires were filled by both groups. Semen samples 
were taken and added to PPLO broth containing urea, antibiotics and necessary additives with pH 5.5 as 
transport medium, and sent to microbiology laboratory. The samples were cultured on PPLO agar then the 
grown colonies were studied by Dienes staining followed by standard identification tests. The information 
were analyzed with SPSS software by frequency, chi-square and T-test Method. 
Results: The mean age of patient and control groups were 31.87± 5.22 and 31.45± 5.81 respectively. The 
rates of isolation of Ureaplasma urealyticum were 11(27.5%) in patients and 4 (10%) in normal controls, 
which the difference was statistically significant (P < 0.045). 
Conclusion: We have shown a significant increase in Ureaplasma urealyticum infection in infertile men. 
The finding of this study reveals the significant correlation between infertility and Ureaplasma urealyticum 
infection in patients' group compared to healthy controls.  
Key Words:  Men infertility, Ureaplasma urealyticum, Culture 
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ABSTRACT 
Background and objectives: Metronidazole is a key component for treatment of peptic ulcer caused by 
Helicobacter pylori  infection . The aim of this study was to determine the role of rdxA gene in 
metronidazole resistance in H.pylori strains isolated from Hajar hospital of Shahrekord, Iran . 
Materials and methods: This cross-sectional study was done on 263 patient who referred to endoscopy 
department of Hajar hospital of Shahrekord on summer 2007. H.pylori was identified using gram stain, 
urease, catalase, oxidase tests and PCR method. Metronidazole Resistance was evaluated according to 
Standard Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Specific primers were used for detection of 
200bp deletion in sensitive, semi-sensitive and resistance strains. 
Results: Out of 84 isolated strains, 49 (58.33%) and 7 (%8.33) were resistant and semi-sensitive to 
metronidazole respectively. However 200bp deletion in rdxA gene was observed in only 2 strains .Statistical 
analysis indicated that there was no relation between metronidazole resistance, clinical criteria and rdxA gene 
deletion. 
Conclusion: Regarding to low frequency of rdxA gene mutation observed in our survey, the study of other 
possible molecular mechanisms involved in resistance to metronidazole is recommended. 
Keywords: Helicobacter pylori , Metronidazole resistance , rdxA gene 
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ABSTRACT 
Background and Objectives: The Number of drug-resistant Mycobacterium tuberculosis strains have 
increased significantly since the chemotherapy started against TB. The incidence rates of MDR-TB in 
adjacent countries of Iran such as Azerbaijan has been reported in extremely high level. The referring 
patients from these countries to Tabriz research center for TB and pulmonary diseases have been raised the 
anxiety of contagion risk of drug-resistant TB. The aim of this study was to investigate the in vitro 
susceptibility of isolated M. tuberculosis strains to the first and some second line anti-tuberculosis drugs.  
Materials and Methods: Initially, 103 M. tuberculosis strains were identified by conventional culture and 
biochemical tests. Then drug susceptibility of the strains were investigated by proportional method on 
Lowenstein – Jensen medium. H37Rv M. tuberculosis (susceptible to all drugs) was used as a control strain. 
The tested drugs were isoniazid, rifampin, ethambutol and  streptomycin as first  line anti-tuberculosis drugs, 
and amikacin, kanamycin, ofloxacin and ciprofloxacin as second line drugs. 
Results: Thirteen out of 103 tested strains (12.6%), were resistant to kanamycin, two strains (1.9%) were 
resistant to ofloxacin, one strain (1%) was resistant to amikacin and one strain (1%) was resistant to 
ciprofloxacin. Among the first line drugs, the highest resistance was observed against streptomycin (7.8 %). 
Besides, the strains showed the highest level of resistance against kanamycin (12.6%). The rate of multidrug-
resistant (MDR) strains was 2.9 % in present study.  
Conclusion: The majority of strains were resistant to all first line drugs and the rate of MDR was low in this 
study. Among the first and second line drugs, the highest rates of resistance were observed against 
streptomycin and kanamycin respectively. 
Keywords: Mycobacterium tuberculosis, First line drugs, Second line drugs, Drug resistance 
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ABSTRACT 
Background and Objectives: Bacillus anthracis as a spore-forming, aerobic, gram-positive bacterium is the 
causative agent of the anthrax disease. In recent years, it has been used in the bioterrorism attacks. Its spore 
is highly resistant to physical and chemical agents. For rapid detection of B.anthracis spore by molecular 
methods, it is necessary to extract genomic DNA by disrupting the spores. The aim of this study was rapid 
molecular detection of B.anthracis DNA by Multiplex PCR using rapid physical disruption of spore in a 
short time without extraction of the genome. 
Material and Method: Genome of non-virulent strain of B.anthracis spores (Stern Vaccine strain) was 
extracted by Mini Bead Beater-8 system by using 0.1 mm glass beads in 5000 RPM. The sample was directly 
used for PCR. Multiplex PCR technique was used for detection of bacterial DNA using 3 pairs of primers. 
Amplified PCR products generated 3 fragments of DNA that were analyzed by agarose gel electrophoresis. 
Detection limit and specificity of the test were determined at different spore dilutions by using other bacterial 
strains belonging to the same genus. 
Results: By this method, B.anthracis spores could be disrupted within 3 minutes, and detected with specific 
primers by Multiplex PCR method. PCR products of 1083bp, 385bp, 164bp were analyzed in %2 agarose 
gel. By Hind III restriction enzyme, larger PCR product (1083bp) was confirmed. Detection limit by CFU/ml 
method was determined by 1/512 dilution of suspension with 7680/ml spore or 7 spore/µl. 
Conclusions : The results of optimization showed that the physical disruption method by glass bead and 
Bead Meal Homogenization has the proper speed of 3 minutes and there is no need for DNA extraction. By 
this method, we were able to rapidly disrupt, detect the spore of B.anthracis in samples specifically and with 
high sensitivity. 
Key Words: Rapid detection- Bacillus anthracis - Spore - Multiplex PCR 
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ABSTRACT 
Background and Objectives: Due to importance and prevalence of ESBL producing isolates in nosocomial 
infections, this study was undertaken with the aims to determine antibiotic susceptibility patterns, 
identification of ESBL producing isolates and detection of blaCTX  ,blaTEM of Acinetobacter spp in clinical 
isolates from selected Tehran hospitals. 
Material and Method: Ninety five isolates of Acinetobacter were collected from Tehran’s hospitals. 
Susceptibility patterns of various antibiotics and MIC for ceftazidime were determined by disk diffusion and 
microbroth dilution methods respectively based on CLSI protocols. The ESBL producers were screened by 
phenotypic confirmatory test. PCR was used for detection of blaCTX and blaTEM genes. 
Results: The lowest and highest resistance rates to investigated antibiotics were seen against colistin (4.2%) 
and cefexime (100%) respectively. By using PCT, 18.9% of the isolates were ESBL positive. About 83.1 % 
of Acinetobacter isolates showed MIC ≥ 64 µg/ml to ceftazidime, however only 18.9% of isolates were 
ESBL producer. Based on the results from PCR technique,1.2% and 12.8% of the isolates were TEM and 
CTX positive respectively. 
Conclusion: The rate of MIC to ceftazidime and presence of blaTEM  and blaCTX among ceftazidime resistant 
isolates was very noteworthy in present study. Since less than one fifth of the isolates in present study were 
ESBL producer, it seems that apart  from beta-lactamases, other resistance mechanisms such as efflux pumps 
and impermeability of the cell membrane may be responsible for this situation. 
As resistance factors are located on mobile elements, identification and detection of strains producing these 
enzymes is important in preventing of the expansion of these isolates 
Keywords: Acinetobacter, Antibiotic resistance, ESBL, CTX,TEM 
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�!� ���: n%O ��ik	 @����)�$ � �!�2E� �A SHAH-GPO-3 ' MGSO �!;���E� @�� 6��( ' >'; PCR6%�LA  
���)!�( ��;�A �(m)' ' �����C �LO � '  .��� � nZ� � @�� �7��DNA �A ' ��kE� PCR�� ^)�	�M  . *�i�	

�)!�( �7�3 ���T3 ' ���� @��q"3.
�� ����� :>'; �6T7��	 �) ;! � ����C  PCR ' 6�L3�(!�7M ;! ���W$�")�	 n%O j�k�3 �LO   @�� �!;'M�9 @��

�� �!! 6T��3 x)f�7��A . �f16S rDNAA  6n��"� �E�! ]�7! A �A�t ' y�E�	 @�� 6%� �A ��q"3 �LO �e�� �f ��
 �!�2E� !;�	 6E9�) ����3 @����)�$�9�(;�l .  ���� 6A �7�i�	 �A ���� �!! 6T��3 V��C >'; �) bp  /5/ @;! �

 �C ;! �E����C., � �Z� DNA �A ' �!�A e�� D��f DNAP����(;'�"�	 � @;���A   ����!; ^%�' ����� �7��� @�� 
�� RY�8E	;!. �%E�� �)G�A �!�T7 |�9 �(m)' ' �����C @;! ����)�$ ��LO �) �.  

�!�A �(���:  ^K%�PCR ;! !�O�	 y�E�	 ' �A�t @�� n��"� @�%X	 �A S rRNA.1 �A !��E� ]A�l   ���2	 x�%"3 x)  �
��(m)'  ������C 9 �)�� ' *��� ��� ;! �)���W$�")�	 @�� �(!�7M �)���%� �LO G�A �l! '�� x)f�7��A @�� �!;'M�  .

 ��kE� 6%�	� ;! @�E��A b�8�8�3 6EX7DNA @��q"3 *�i�	 �)���%� >';  �e�� @�� n��"�  �6���� ����3 @�� >';  � 
!��( D�K��)�A.     
 � *��� ��'�:  ����W$�")�	PCR*��� ��� ��7�"7�	 j�k�3 ��(!�7M �   

  

18 / K�CL-  ��� �� )�'
 ML� �� "�+
<$�#�� "A���N PCR …  

(5µ/1uL)  � ) Taq DNA Polymerase <f�����!   (  ���c�{ &
   ��")�( ��� R=          �23��! �� �'�U6&6 6)�C �
��! �A"6 R=    ��A"6 

   6)�C �
��! FH    �����X [H        6)��C �
���! �A"6 ?H      & �����X [?    ��A"6 
   6)�C �
��! ?H     �D& ����X =H    23�! PCR       ����@� <��!)���G��� & 

[    ��
+�� ��~3� ��'�U6  .   *�Mb	 PCR       �i� 6"�	 ���! � ?[?    5�%A 
              �&"�C� *f �&"� ��%�	 & 5T~	 *�
�- & �-"�	 ���! "��- "6 ��� ? 

& ���	&� ������) �) B6�%
!) �& �u"6   "�� UV ��6�C �!"�   
 h�"c )� G[u- /"#�$ GD�� PCR-CLONING  :  <��- 2G:

��7U <6�-  ?[?   5�- �) B6�%
!) � ��� 5%A T/A Cloning   
 ���
�	�+ ���#G- (K1214) &  "�
-& "6 pTZ57R  �5�- ��) 

5+�C ��O�)  .  *�Mb	 )�
) "6 �uZc "�D � PCR  )" �i� 6"�	 
�G�'
�	 <� <6� j$�c �) <���GD) �) �� & B6� *f �&" ˝  �)� 

�8 B6�%
!) ������- 2G:  . �b	 �) B6�%
!) � �#!   W C-medium  
 ���! ��
�	 ��� *��! �5�- ��) DH5-alfa  ��4��8) ��
-� 

�8 B6�	� ��- . 2G: �#!  Ligation 5�- �) B6�%
!) �   "�-n	
5+�C ��O�) .  v��) ��	6 "6 5:�! "�@{ ^�	 � �4�`�� ���J	

) ?? �
��! �A"6  6)�C  ( ��6�C ��l�)  .  ��(�	 �5�- 2l�&�� �D ��
O�) <��!�	"�%��)�� ��6�C ��  .  �&�( 5��� �&" � ��%! ��� ���-

   ����! �#	� (50µg/ml)  B&Z: �   �6�	  X-Gal  & IPTG  
���8 a�J
�)   . ��8� �	 �i� 6"�	 <f �&�( ��%! ��� ���-  .

 �+6�M� ^"�u � �#! /H ���- �) 6�:   a�J
�) ��%! ���
 5��� �&" � �7c 54- & B��6�C LB agar �#	� �A)&   ����!

6)6  "6 �)6�O	 & �8 B ºC F[ ��6�C ��l�)  e8 Y� �  .  ��) �) ��
 �$�$ � ���- &6 �� Y� ^�	   ��� cc Q/ /  �&�( QH  a� �
�$&�l�	 

 B6&�+) <� �  2��
!) ����	 �,&" B�7U Y� & B6�- �+�9) B�����6
��6�C �l�"& ^�8 � &  .  �$�$ "6 �#!   ���+)"�� � ��  & �8 �
�

/Q A a� ��G( "6 �'�U6  �� ��
-� d�4, �� ����8 B6)6 ")�U N�
66�C �"�c ��G!Z� & B"��  .  �$�$   "6 �'�U6 Y� ^�	 � ��

 5:�! � f�%��
��!&�l�	 /?HHH  & B��6�C f�%��
��! �'�U6 "6 "&6
 �)� ��&" ;��	 �) �#! PCR �8 B6�%
!)   . PCR  & 6)�	 �  

 �&" � *�Mb	& ����8 B6)6 ��O�) ��TU B�8 �-w ��6�'	  *f
�"�C� ?  % ��6�C B���4	  . ���- �	�G�  ��7U �A)& �� �i� 6"�	 6� �� . 

<� �) 6�: &6 )n$  ��� � �� pSHA272-1 &  pSHA272-2   �
 ^"�u �+6�M� �) B6�%
!) � & a�J
�)  N&"  �����U ��$  �)  �@��

 ��G!Z�  �� ��(�	 "6 & �)�J
!) PCR  �����G!Z� � )"  
 �"�C� *f �&" � *�Mb	 & B6)6 ��O�) B�8 �)�J
!) Q/ /  %  �!"�

��6�C   .  "�7��G� & 5T~	 *�
�- <)��: � 2u�( �����G!Z� �)
�8 B6�%
!)  �$)�� ����� 5@A  .   

.Oa�� � G,��F  :  ����G�)�� 5%A 5�!��( �!"� 5@A
B6�%
!) 6"�	 �8 B6�%
!) N&" &6 �) �  . m  ( " ��@�  <�����#!�! �) 5U

 ��! ���- �()& � ����	��� �G!Z��l��	 (CFU)  �jJ4	 
 �)�J
!) DNA  <�	�� ��O�) & �� 5U" �) PCR  �  s  (  ���! r�U"
 ��G!Z� pSHA-272-1  ��O�) & PCR  ��� *��b	 �&" � 

��G!Z� �) jJ4	 ��6�'	 �&�( .   
� �����C")&�l�	 �) �6��� 6)��� �) B6�%
!) � �C\�& <�	��  �) ��, ��

 & �8 �-w �@�� ��� �����
-� ��� ���! "6 �- ���G!Z��l��	
 "�7��G� DNA  ��O�) <���) & ^" �5�� ^��"�-�� ��� *��! 

�8 .   
.��� .	��9 (Sequencing)  :  �$)�� DNA  � ����A 5@A "6  

 �
c N&" � �`�" "�����	�� Y���	��) ���l! ^���l	) �) B6�%
!)
 B��O�� Dideoxy-Chain Termination  ����� *�Mb	 & ��O�) 
��6�C  .   

  
� ��@� :   

 <6)6 ����� � �� 5�!��( � �$�l$�	 N&" �()�D �)�
 ����G�)�� GPO-3 <� �)�
) "6 �� &6 <6�- �+�9) &  Y�6�� & �

 �G�)�� <��T�{ ��	6 <6�- SHAH-GPO-3  � MGSO   �
��6)6 E�)�+) )" <� �C\�& *�( ��: "6 & 5�!��(  . ��G�  � "�7

2Gl	 ��� ���l! � ���G�)�� <��T�{ ��	6 E�)�+) )  6&�( C 
º �� ( ��6� �� ��� )" �
J! W�)�8 �  .  ���l! S rRNA  mo  K)��) 

�) )" ���G!Z��l��	 ��� ���C ���U) & GeneBank  5!6 � 
 B"�G8 & �� L6)�� ��) q�!) � )" �
+�� ����� ����G�)�� & B6"&�

 �!�
!6 ��� (Accession number)  ��6�G� �!"� �  .  ��)���
 �G�)�� ����� � GPO-3  �()�D & SHAH-GPO-3  B6�%
!) � & 

 �) DNA  ��� �����
-� ��� ���! "6 �- � ^�l�$�	 ��� ���! 
 �8 B6� �  Y��l� PCR ��6�G� ���@ )"  .  ����G!Z��l��	 ��G� �

 *�Mb	 � V
�	 B6�%
!) 6"�	 �G�)�� 5%A �E��	�� 6"�	 s�s  
��6�C ��� 5%A )  2l8 m.(   

 "6 �G!Z��l��	   z�  ���!& � E��	�� 6"�	 �$��! B6"  PCR  
�8 �O
�A B�8 ���@ ��A ��MJ	  .   �6)��� ��) �) s|  B6" 

 B6�$� �$��! ) |y (%  B6)6 j�J4� �t�bu ��7U ��~l� r��D �) �
�8 )  2l8 s    .(   

��!�� "#��$ "
%� &�!#�� �'(�  )  )
 2 �  *�+ 2  ��,�- 1387                           (                             ���#+� � ��+_���=X �!��   / 11     

  
�+���u  "  q����"&) q�-�-���+�
��!) ����6� .   ��� ���D��	 ���$&��)

         ����	)����- � ������	&�
�") � ��!���-��+&�#�! � �����	�l�&   � ��
            � �����!)�C) � ����! ��� � �	) q��( *&���-�G����- � ��#	�%�"

    6� �&�'	 ��$&��%! & ���l��!)�
�  .      �) 2u�( V��
� ���xG� PCR  

 <f �u�M��
c) ������G�)�� �) B6�%
��!) ��� mecA  q�-�-���+�
��!) 
  q��"&)   6")6 6��A& �D��	 �$&��) "6 v�+ <f �- 6)6 <�4� )   2l�8

m.(

  

  
  

 ��� �:  <f "��( �!"� mecA  "6  q���	�
��) q�-�-���+�
!)  �) B6�%
!) � PCR ..  M :  �-"�	 ���! 100 bp ) Fermentase  ( �
m:  �%�	 *�
�- ) �7'	 a�  ( � s :  5T~	 *�
�- )  ���! COL  ( � y :  ���$� �$&��) S.aureus  <f �)")6 mecA � z  :  �$&��) S.intermedius  B�8 )�A 

 <f �)")6 & ��� �) mecA

  

  

  

  

  






