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

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

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

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

  . با ذكر مأخذ مانعي ندارد 

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

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

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

  . نمودن شرايط تحقيق بر روي حيوانات ضروري است 

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

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

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

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

word  از طريقemail:jmicrobiology@gmail.com ل قبول مي باشدنيز قاب (  
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���ت  :
	��� ���ان 14               (  )���� ( ١٦ (Bold Title : Times New Roman  
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�����ن ��م 10(                                      ١٢ (Bold Author: Times New Roman  
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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 

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

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

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

  . صفحات ابتدا و انتهاي مقاله نوشته شود 

   : انگليسي مثال
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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
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  ۱۹/۱۲/۸۸:        تاريخ پذيرش مقاله ۱/۶/۸۸: تاريخ دريافت مقاله  

  :  چكيده
بـا توجـه   . هاƽ سوختگي اسـت عامل اصلي عفونت زخم) Pseudomonas aeruginosa (پسودوموناس آئروژينوزا: افزمينه و اهد

خصوص نسبت به ترکيبات بتالاکتام اهميت مقاومت آن دو چندان          به مقاومت روز افزون اين باکترƽ به داروهاƽ ضد باکتريائي و به           

هـدف از ايـن مطالعـه تعيـين الگـوƽ      .  به افزايش اسـت الاکتامازها در جهان رومتالوبتهاƽ توليد کننده آنزيم     سويه علاوه،به. شودمي

 بيمارستان سوانح وسـوختگي  توليد کننده متالوبتالاکتاماز در پسودوموناس آئروژينوزاهاƽحساسيت دارويي و ميزان شيوع سويه

  ).۱۳۷۸-۸۸( بوداصفهان) ع(امام موسي کاظم 

، ۱۳۷۸-۸۸هـاƽ  در طـي سـال  فهانـاص) ع(مـتان امام موسـي کاظـ سوختگي و بسترƽ در بيمارس     بيمار دچار  ۱۱۱از   :روش بررسي 

هاƽ مقاوم به ايميپـنم     در سويه . ائر انجام شد  ب -تست حساسيت داروئي با روش کربي     . شد جدا   پسودوموناس آئروژينوزا  سويه   ۷۹

  بررسـي    VIM  وجـود ژن      PCRبا استفاده از فنـاورƽ      . تشخيص داده شد  ) IPM-EDTA(بتالاکتاماز به روش فنوتيپي     توليد متالو 

  .گرديد

، %۷/۹۸، سيپروفلوکـساسين  %۴/۹۷، پيپراسـيلين  %۹/۹۴ ايميپنم:مقاومت به داروهاƽ ضد باکتريائي به شرح ذيل بود   درصد: يافته ها 

مقاوم به ايميپنم، توليد کننده     سويه  %) IPM‐EDTA، ۴۱) ۸/۵۵با روش    %. ۱۰۰، سفتازيديم و تيکارسيلين هر يک       %۹۵توبرامايسين  

  . بودندVIMحاوƽ ژن %) ۴۳( سويه ۳۴. متالو بتالاکتاماز بودند

آنهـا بـه سـاير    % ۹۴ به سفتازيديم وتيکارسيلين کـاملا مقـاوم و بـيش از    P. aeruginosaهاƽ  سويه نتايج نشان داد : نتيجه گيري

بنـابراين، تـشخيص الگـوƽ      . يش از انتظـار اسـت     بهاƽ جدا شده    ماز در  سويه   توليد متالو بتالاکتا  شيوع  . ها مقاوم هستند  بيوتيکآنتي

هاƽ ناشـي ار   هاƽ توليد کننده متالو بتالاکتاماز در پيشگيرƽ و کنترل عفونت         خصوص تشخيص سويه  مقاومت داروئي اين باکترƽ به    

  .  دارد اهميت زيادƽآن

 ، زخم سوختگيVIMش حساسيت داروئي ، ژن ، آزمايP. aeruginosaمتالو بتالاکتاماز، : كليد واژه ها
  

 



  ... درbla-VIM   متالو بتالاکتامازشناسايي ژن  الگوƽ مقاومت دارويي وتعيين/ ۲

  :مقدمه

ترين مشکلات بهداشتي و درماني در بسيارƽ از نقاط         يکي از مهم  

بيماران مبتلا به اين ضايعات در      . باشددنيا ضايعات سوختگي مي   

هـاƽ  زيـرا، زخـم   . هاƽ بيمارسـتاني هـستند    معرض خطر عفونت  

    ƽفرصـت طلـب از جملـه         سوختگي مکان استقرار بـاکتر ƽهـا

Pseudomonas aeruginosaاستفاده از روش. باشد  مي  ƽهـا

هاƽ سـوختگي را کـاهش داده       مراقبتي جديد موارد عفونت زخم    

هاƽ اما، هنوز امکان بروز عفونت هاƽ مرگبار در سوختگي        . است

خصوص در کشورهاƽ در حال توسعه وجـود دارد کـه           شديد به 

         باعث افزايش بيمـارƽ و مـرگ و ميـر در سراسـر دنيـا               " عموما

نوان مثـال، در ايـالات متحـده آمريکـا سـاليانه            عبه). ۱(گرددمي

افتـد کـه     مورد ضايعه سوختگي شديد اتفاق مي      ۱۰۰,۰۰۰حدود  

  ).۲(گردد  نفر مي۵,۰۰۰منجر به مرگ حدود 

 ضايعات سوختگي شديد عوامل اصـلي دخيـل  در    بادر بيماران   

عفونت، تخريب پوست و همراه شدن آن با کاهش سطح دفـاعي            

باشـد  مـي   صورت موضعي و سيستميک    به )سلولي و هومورال  (

 ،علت نکروز بـافتي    به ،)سطحي يا عمقي  (محل سوختگي   ). ۸-۳(

اƽ بـراƽ اسـتقرار و      محيط غني از پروتئين است که جايگاه ويژه       

 ƽنکـروز بـافتي و تخريـب       ). ۹-۱۳(کندها فراهم مي  تکثير باکتر

عروق خوني محل، از حضور عوامـل دفـاعي و ترکيبـات ضـد              

  ).۱۴ و ۱۰(آورد عمل مي ممانعت بهميکروبي

P. aeruginosa  و Staphylococcus. aureusترين و   مهم

هاƽ سوختگي جـدا    ترين عواملي هستند که از عفونت زخم      شايع

 در هلنـد مـشخص      ۲۰۰۵ تا   ۲۰۰۳هاƽ   سال در مطالعه . شوندمي

 ـ        ۲۷-۳۰ درصـد و     ۲۷ -۳۷ب  ـگرديد که اين دو باکترƽ به ترتي

 P.aeruginosaمنبـع  )  ۳(انـد   عفونت زخم بـوده  درصد عامل 

هاƽ سوختگي ممکـن اسـت منـشاء داخلـي          عامل عفونت زخم  

در محــيط ). ۱۵(يـا محيطــي داشـته باشــد   ) دسـتگاه گــوارش (

 وجود دارند که داراP. aeruginosa ƽهايي از بيمارستان سويه

ايـن  .  هـستند (Multi. Drug- resistant)مقاومت چند گانـه  

  .انداز محيط و دست پرسنل جدا شدهها سويه

 در مطالعات انجام شده در ايران مـشخص شـده کـه مقاومـت              

هـاƽ    جدا شده از عفونـت P. aeruginosaهاƽ چندگانه سويه

در مطالعـاتي   . اƽ رسيده اسـت   بيمارستاني به مرحله نگران کننده    

که در مرکز سوختگي توحيد انجـام شـد مـشخص گرديـد کـه               

 ايـن  % ۹۵بيش از . باشدمي % P. aeruginosa  ،۹/۷۳فراواني 

ــويه  ــس ــسين، ک ــه جنتاماي ــا ب ــوپ ربناه ــرƽ مت ــيلين، ت ريم ي س

 به  %۹۰سولفامتوکسازول، سفتي زوکسيم و تتراسيکلين و بيش از         

در ) ۱۶( به سيپروفلوکـساسين مقـاوم بودنـد         % ۸۲آميکايسين و   

  جـدا P. aeruginosa هاƽسويه % ۶/۸۶مطالعه ديگر در ايران 

بـه آزترونـام،     % ۸۶شده از بيماران سوختگي به سفتي زوکسيم،        

علاوه،  به . بودند به ايمي پنم مقاوم    % ۵/۱۵به کاناماسين و    % ۸/۷۹

 سويه جدا شده از بيماران و يـک         ۲۴ سويه مورد بررسي،     ۱۲۷از  

  ).۱۷(  بودند MDRسويه جدا شده از محيط 

به  P. aeruginosaهاƽ سويهت ـشورها مقاومـدر بسيارƽ از ک

بـراƽ درمـان   ). ۱۸ و   ۲ (استام رو به افزايش     ـبات بتالاکت ـترکي

هاƽ مقاوم بـه ترکيبـات بتالاکتـام، از         هاƽ ناشي از سويه   عفونت

که نسبت به اثر اکثـر بتالاکتامازهـا        )  مروپنم –ايميپنم  (ها  کرباپنم

هـاƽ اخيـر    امـا، در سـال    ). ۱۹(شودباشند، استفاده مي  مقاوم مي 

هـاƽ جـدا شـده از مـوارد       ويژه در سويه  ها به  به کرباپنم  مقاومت

علت کاهش نفـوذ دارو     اين مقاومت به  . باليني گزارش شده است   

هــا مثــل متــالو کننــده کربــاپنمهــاƽ هيــدروليزو توليــد آنــزيم

ــا  ــا ). ۲۰ (اســت (MBL)بتالاکتامازه ــهمتالوبتاکتامازه  از جمل

  Bush از طبقه بنـدƽ      ۳ که در گروه     هستندهاƽ بتالاکتاماز   آنزيم

 کـلاس  ءاعـضا .   قرار دارندAmbler  از طبقه بندB      ƽو کلاس 

B       به سه زير کلاس  BI   و BII   و BIII  در زير  . شوند تقسيم مي

 IMP ، بر اساس سـاختمان مولکـولي، چهـار گـروه             BIکلاس  

ــا در .  داردد وجــوGIM و VIM و SPMو ــالو بتالاکتامازه مت

      ƽرو ƽجايگاه فعال خود دارا) zn (باشـند و توسـط شـلاته       مي

  (EDTA)هاƽ فلزƽ از  قبيل دƽ آمين تترا اسـتيک اسـيد             کننده

لاکتاماز مثـل   بتا هاƽ  ط مهار کننده  ـوسـي ت ـول. وندـشار مي ـمه

  . شوندسولباکتام، تازوباکتام و يا کلاولانيک اسيد مهار نمي

اپـن   از ژ  ۱۹۸۸هاƽ متالو بتالاکتامـاز اولـين بـار در سـال            آنزيم

 توليـد  P. aeruginosaهـاƽ  در حال حاضر سويه. شدگزارش 

  ايـن . شـوند گـزارش مـي   از سراسر دنيـا     کننده متالو بتالاکتاماز    

ها طيف سوبسترائي وسيعي دارند و قادر به هيدروليز تمـام            آنزيم

هـا  ايـن آنـزيم   . هـستند ) آزترونام(ها به جز مونوباکتام     بتا لاکتام 

تواننـد در پلاسـميد يـا        گرفتـه و مـي     هـا قـرار   داخل اينتگـرون  

هـاƽ  لذا قابليت انتقـال بـه سـاير سـويه         . کروموزوم ادغام شوند  

ها ديگر از جمله انتروباکترياسه را دارنـد        سودوموناس و باکترƽ  پ

  )۲۴و ۲۲ و ۲۱(

 P. aeruginosaبيمارستاني   يکي از عوامل اصلي عفونت ƽها

 تـا کنـون     راز سـوƽ ديگ ـ   . اسـت هاƽ سـوختگي    از جمله زخم  



 ۳/  همكاران و                                                          حسين فاضلي)     ۱۳۸۸زمستان  ۴ شماره۳سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 
  

اƽ براƽ اين آنزيم شناخته نشده است و ميزان شيوع          کنندهممانعت

 حاوƽ ژن متالو بتالاکتامازها هـم در  P. aeruginosaهاƽ سويه

 ــذا، تعيـين الگـوƽ مق     ـل. ش است ـال افزاي ـح           ت داروئـي  ـاوم

P. aeruginosaــدا شـ  ج   ــده از بيم  ــاران و تعي وليد ـين ت

هاƽ بيمارسـتاني   ازها جهت کنترل و درمان عفونت     متالو بتالاکتام 

در مطالعه حاضر علاوه بر تعيين الگـوƽ        . رسدنظر مي ضرورƽ به 

  جـدا شـده از   P. aeruginosaهـاƽ   حساسيت داروئي سويه

 توليد آنزيم متالو بتالاکتامـاز و حـضور         ،بيماران دچار سوختگي  

  .شد هم با روش فنوتيپي و ژنوتيپي بررسي VIMژن 

  

 :هاواد و روشم
هاƽ   نمونه از زخم بيماران مبتلا به عفونت       ۱۱۱: هاƽ باکترƽ سويه

 ـ  ـگي، بست ـسوخت  ـ     ـرƽ در بيم ام ـارستان سـوانح وسـوختگي ام

 ـ ۱۳۸۷-۸۸اƽ  ـهالـي س ـفهان، ط ـاص) ع(م  ـکاظموسي  عـجم

  ƽمحيط  نمونه.  شدآور ƽآگـار خونـدار و        -ها رو ƽهـاEMB 

(Merck) اسـتاندارد   فاده از روش کشت داده شد و با است ƽهـا

 تعيـين هويـت     پسودوموناس آئروژينـوزا  شناسي، سويه   ميکروب

 (Merck)ها جهت آزمايشات بعدƽ در محيط مايع سويه. گرديد
Luria-Bertani ƽ80گليسرول در % ۳۰  حاو°-ƽشد  نگاهدار.  

براƽ تعيين الگوƽ مقاومت دارويي از       :آزمايش حساسيت داروئي  

 ـ ـبر روƽ محي  ) Kirby-baure(ن  روش ديسک ديفيوژ   ولر ـط م

 ـ    تي بيوتيک ـآن. دـفاده ش ـتون آگاراست ـهين فاده ـهـاƽ مـورد است

 ــفتـس)  هنـد  -ايمدياـه) (I(پنم  ـايمي:د از ـعبارت بودن  ديم ـازي

)CAZ (،  يلين ـراســـــپيپ)PIP(,سيپروفلوکـــساسين )CIP(، 

ز ا).  ايران -پادتن طب )(NN(وتوبرامايسين  ) TIC( تيکارسيلين  

  بـه عنـوان      ATCC:27853 پسودوموناس آئروژينـوزاƽ  سويه  

  . شاهد استفاده شد

منطقه ممانعـت   (هاƽ مقاوم به ايميپنم      سويه :توليد متالوبتالاکتاماز 

mm۱۶< (      جهت بررسي توليد متالو بتالاکتاماز)MBL ( انتخاب

  .شدند

در اين روش محلول نـيم مـولار     : IPM-EDTAروش فنوتيپي   

EDTA) ۱/۱۸۶گرم disodiumEDTA.2H2O   ميلي ۱۰۰۰ در

در  NaOH يله ـوس ـهـلول بـ محpH هيه و ـت) طر ـترآب مقـلي

 درجـه   ۱۲۱در دمـاƽ    (محلول به وسيله اتوکلاو     .  تنظيم گرديد  ۸

ــشار ســانتي ــراد، ف ــه۱۵گ ــع و ب ــراينچ مرب ــد ب  ۱۵مــدت  پاوم

 روƽ ديـسک   EDTA از محلـول  µl ۷۵۰ . استريل شـد )دقيقه

 بـه دسـت   IPM –EDTAلقيح شد تا ديـسک   تµg ۱۰ ايميپنم

  ) .۲۳(آمد

 به لوله حاوƽ محـيط      پسودوموناس آئروژينوزا چند کلني خالص    

TSB Trypticase Soy Broth) (     ۳تلقـيح شـد و بـه مـدت 

سـپس کـدورت    . گراد قرار داده شـد     درجه سانتي  ۳۷ساعت در   

ايـن  . تنظيم شـد  ) ۱×۱۰۸(محيط معادل استاندارد نيم مک فارلند       

لول توسط سـوآب اسـتريل در سـطح محـيط مـولر هينتـون               مح

 در  IPM و   IPM-EDTAهـاƽ   آگارکشت داده شـد و ديـسک      

افزايش منطقه ممانعت از رشد  ديسک       . سطح آگار قرار داده شد    

IPM-EDTA    به مقدار mm ۷≥         نسبت به ديسک ايميپـنم بـه  

  ). ۲۳( شدلوبتالاکتاماز مثبت در نظر گرفتهتنهايي به عنوان متا

 بـاکترƽ از    DNA جهـت اسـتخراج      :عيين ژن متالوبتالاکتامـاز   ت

به اين منظـور چنـدين      .استفاده شد   )Boiling(روش جوشاندن   

 ۲۰بـه مـدت      تلقيح و  TSB محيط   ml۵کلني خالص باکترƽ در   

. گـراد قرارگرفـت   درجه  سانتي  ۳۷ساعت در انکوباتور شيکر دار    

ml۵/۱    از محيط TSB اپندورف ريخته شد     در لوله ƽو در دور   ها

g× ۱۸۰۰۰      مايع رويـي کـاملا     . دقيقه ميکروفيوژ شد   ۵ به مدت "

 آب مقطـر ديـونيزه بـه خـوبي          µl۵۰۰تخليه و رسوب با حدود      

 دقيقـه در بـن مـارƽ        ۱۰محلول حاصل حـدود     . ورتکس گرديد 

 g× ۱۸۰۰۰ دقيقــه دردور ۱۰در پايــان . جــوش قرارگرفــت 

          بـه   PCRمحلول رويـي جهـت انجـام واکـنش          . ميکروفيوژ شد 

  ).۲۲(هاƽ اپندورف جديد منتقل شدلوله

PCR : واکنشPCR به منظور تکثير  DNA   استخراج شـده در

 µl PCR ۵/۲ بـافر  : به ترتيب زيرانجام شـد µl ۲۵حجم نهايي
 ،mM۲/۰هـا   مخلوط اليگونوکلئوتيـد  ، mM۵/۲کلريد منيزيوم   ،

mM۲۵ /۰مرـر پرايـــ ازهــ، ng۱۰۰ DNA  مـ آنزيــ،الگــو             

Taq polymerase 2U وتا حجم نهايي   )µl ۲۵ (آب مقطر.  

 سيکل تکثير در دستگاه ترموسايکلر بـه قـرار          ۳۰در  PCRبرنامه  

  :ذيل انجام شد

گـراد بـه مـدت       سـانتي  º۹۴ مرحله اوليه جدا سازƽ دو رشته در      

در )  Denaturing Step (دن دو رشـته ـله باز شـدقيقه، مرح۵

دقيقـه، مرحلـه اتـصال پرايمرهـا        ۱مـدت   گـراد بـه      سانتي ۹۴ °

)Annealing Step( ثانيـه،  ۳۰گراد به مـدت    سانتي۵/۵۶°در 

 ۷۲°در)  Extension Step(مرحله طويل شـدن رشـته هـدف    

ــانتي ــدت س ــه م ــراد ب ــدن    ۲۰ گ ــل ش ــه طوي ــه و مرحل ثاني

گراد بـه   سانتي۷۲° در دماExtension Step   (Final ƽ(نهايي

  . دقيقه ۵مدت  



  ... درbla-VIM   متالو بتالاکتامازشناسايي ژن  الگوƽ مقاومت دارويي وتعيين/ ۴

پـسودوموناس   مقطر به عنـوان شـاهد منفـي و از سـويه        از آب  

 P. aeruginosa PO510 producing(مثبت VIMآئروژينوزا

blaVIM-1 (      به عنوان شاهد مثبت استفاده شـد) .     سـويه شـاهد از

  .)شناسي انستيتوپاستور ايران دريافت گرديدبخش ميکروب

در اين روش از يک جفـت پرايمـر اختـصاصي مربـوط بـه ژن                

blaVIM   بـه طـول           که محصول آن ƽبانـد bp۳۸۲  باشـد   مـي

)Metabion ۲۳.(استفاده گرديد)   آلمان (  

1) 5´-GTT TGG TCG CAT ATC GCA AC-3´ 
2) 5´-AAT GCG CAG CAC CAG GAT AG -3′  

درصـد حـاوƽ اتيـديوم    ۱/ ۵توسط ژل آگارز  PCR محصولات

الکتروفورز شد و سپس محصولات توسط  TBE برومايد در بافر

  )۲۲.(مشاهده گرديد UV ور ن

  . استفاده شد spss10جهت پردازش اطلاعات از نرم افزار 

  

  :هايافته

زن  %)  ۵۶( نفـر    ۶۲مرد و   %) ۴۴( نفر   ۴۸ بيمارسوختگي   ۱۱۰از  

 در بيمارستان بسترƽ و درجه سوختگي آنها دو يا سـه            ، که بودند

رين بيـشت .   سال متغيـر بـود     ۶۰دامنه سني بيماران از يک تا       . بود

و کمتـرين آنهـا در      %) ۵/۵۸(سال  ۲۱ -۴۰بيماران در گروه سني     

  .  قرار داشتند% ) ۱۰(  سال ۱-۱۰گروه 

نمونــه  %) ۱/۷۱(۷۹از . برداشــت شــد   نمونــه زخــم ۱۱۱

ترين ارگانيـسم جـدا     جدا شد که شايع   پسودوموناس آئروژينوزا   

نمونـه  % ) ۹/۳۸ ( ۳۲از  . شده از بيماران با عفونت سوختگي بود      

  . هاƽ ديگر جدا شدندباکترƽ، گردي

 در پـسودوموناس آئروژينـوزا  هـاƽ  درصد مقاومت داروئي سويه  

 بالاترين ميزان مقاومت مربـوط      ; نمايش داده شده است    ۱نمودار  

وکمتــرين آن مربــوط بــه %)۱۰۰(بــه ســفتازيديم وتيکارســيلين 

  . بود) %۹/۹۴(ايميپنم
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   پسودوموناس آئروژينوزاهاƽ بيوتيکي سويه درصد مقاومت آنتي:۱نمودار 

IPM:   ايميپنم               TIC:   تيکارسيلين 

PIP:   پيپراسيلين  CAZ: ,سفتازيديم 

CIP:     سيپروفلوکساسين  TOM: توبرامايسين 

 
 
 
 
 

 ۴۱ مقـاوم بـه ايميپـنم،        پسودوموناس آئروژينـوزاƽ   سويه   ۷۴از  

،متالوبتالاکتامـاز مثبـت    EDTA –IPMبه روش   %)  ۴/۵۵(سويه

  . بودند

بـدون در نظـر گـرفتن        (پسودوموناس آئروژينوزا هاƽ  تمام سويه 

 blaVim  ،PCRبـه منظـور شناسـايي ژن        )مقاومت به ايميپـنم     

  . مثبت بودVIMاز نظر ژن %) ۳/۴۳( سويه ۳۴ .شدند



 ۵/  همكاران و                                                          حسين فاضلي)     ۱۳۸۸زمستان  ۴ شماره۳سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 
  

  : بحث

  P. aeruginosaها واجـد   درصد نمونه۱/۷۱در مطالعه حاضر 

 ۹۴ها به سـفتازيديم وتيکارسـيلين و بـيش از           تمام سويه . هستند

مقـاوم   نـپروفلوکـساسي ـسي يلين و ـپراس ــنم، پي ـدرصد به ايميپ  

کننـده متـالو بتالاکتامـاز       درصد از آنها توليد    ۴/۵۵باشند، که   مي

هـا حـاوƽ ژن      درصد از تمام سويه    PCR   ، ۴۳در روش   . هستند

VIMباشند مي.  

" معمولا( توليد کننده متالوبتالاکتاماز P. aeruginosaهاƽ سويه

باشند کـه درمـان     هايي مي عامل عفونت ) داراƽ مقاومت چندگانه  

ــشکل  ــا م ــر                      آنه ــرگ و مي ــزايش م ــه اف ــر ب ــت و منج زا اس

 ـ  ـاف. دگردمي  ـ    ـزايش در ط الو بتالاکتامازهـا در    ـيف و تنـوع مت

 حداقل در ،يت درمانيباعث محدود P. aeruginosaهاƽ سويه

ايـن امـر    . گرديده است ) آسيا، اروپا و آمريکاƽ جنوبي    (سه قاره   

اسـتفاده از چنـد     (هاƽ داروئي ترکيبـي     منجر به استفاده از رژيم    

هـاƽ  با توجه به اينکـه سـويه      .  است شده) ترکيب ضد ميکروبي  

کننده متالو بتالاکتاماز به بسيارƽ از ترکيبات ضد ميکروبـي          توليد

لذا يا بايد به فکـر سـنتز ترکيبـات          . باشندد استفاده مقاوم مي   مور

 ƽضدميکروبي قو           ƽتر با مکانيسم عمل جديد بود و يا از داروهـا

  Colistine  يـا  Polymyxin Bقديمي با سـميت زيـاد مثـل    

هاƽ توليد کننده متالو بتالاکتاماز مسئول      سويه) ۲۴(استفاده نمود   

ــت  ــروز عفون ــو ب ــتاني ط ــاƽ بيمارس ــديد ه ــدت و ش                     لاني م

، )۲۰۰۳( شـاهدƽ در ژاپـن     -در يک مطالعه مورد     ). ۲۵(باشندمي

            هـاƽ مشخص شد ميزان مرگ و مير در بيمـاراني کـه بـا سـويه              

P. aeruginosa  انـد،  توليد کننده متالو بتالاکتاماز عفوني شده

هاƽ متالو بتالاکتاماز منفـي عفـوني       نسبت به بيماراني که با سويه     

  )۲۶(اند، بيشتر است شده

تيکارسيلين و بيش    ها به سفتازيديم و   در مطالعه حاضر تمام سويه    

مقـاوم   سيپروفلوکـساسين   درصد به ايميپنم، پيپراسـيلين و      ۹۴از  

  در P. aeruginosaهـاƽ  الگـوƽ مقاومـت سـويه   . باشـند مي

 ـ     مطالعه حاضر   خلاصـه   ۱ران در جـدول     و مطالعات ديگر در اي

  .استشده

  

  

 تا ۱۳۸۲ها در مطالعه حاضر و مطالعات انجام  شده در ايران از سال بيوتيک به آنتيP. aeruginosaهاƽ مقايسه مقاومت سويه :۱جدول 

۱۳۸۸) ۲۰۰۹-۲۰۰۳(  

  سفتي زوکسيم  سفتازيديم  سيپروفلوکساسين  پيپراسيلين  ايميپنم  سال تحقيق  محققين

    ۷/۱۵  ۱/۲۷  ۳/۱۴  ۱/۶۷  ۲۰۰۳  )۲۲( و همکاران عزيز ژاپني

    ۸۳    ۶۸  ۴۱  ۲۰۰۶  )۲۸(خسروƽ و همکاران 

  ۱۶/۸۵  ۲/۷۴  ۲۲/۴۹    ۲/۳۸  ۲۰۰۷  )۲۵(صادرƽ و همکاران 

  شاهچراغي و همکاران

  )در دست چاپ(

۲۰۰۷-۲۰۰۵  ۴/۱۲          

    ۸۵  ۸۳  ۷۰  ۶۳  ۲۰۰۸  )۲۸(مير صالحيان و همکاران 

  ۸/۸۶  ۲/۷۵    ۱/۳۴  ۲/۳۰  ۲۰۰۸  )۱۷(سليمي و همکاران 

    ۱۰۰  ۷/۹۸  ۴/۹۷  ۹/۹۴  ۲۰۰۹  مطالعه حاضر

  

  

روند اين مطالعات در کـل افـزايش  ميـزان مقاومـت بـه آنتـي                 

ولي اين افزايش داراƽ نوسـاناتي، از       . دهدها را نشان مي   بيوتيک

با توجه به اينکه در همـه مطالعـات         .  است جمله در مورد ايميپنم   

علـت ايـن نوسـانات      . است اده شده از روش انتشار ديسک استف    

 تفاوت مقاومت در مناطق مختلف، نوع عفونـت، و يـا            ؛تواندمي

اما در کل اين موضوع تأمـل       . هاƽ مورد استفاده باشد   نوع ديسک 

  . برانگيز است و بيشتر بايد مورد بررسي و تعمق قرار گيرد



  ... درbla-VIM   متالو بتالاکتامازشناسايي ژن  الگوƽ مقاومت دارويي وتعيين/ ۶

   در مطالعه حاضر ميزان مقاومـت افـزايش چـشمگيرƽ را نـشان            

 بـسترƽ شـدن بيمـاران در مرکـز          ؛تواند که علت آن مي    دهدمي

باشـد کـه بيمـاران از       ) اصفهان(سوختگي در يک منطقه خاص      

توانـد نـشان   ساير شهرهاƽ استان نيز به آن ارجاع شوند و نيز مي     

 P. aeruginosaهـاƽ  دهنده شـيوع مقاومـت در ميـان سـويه    

  .بيمارستاني باشد

کننـده متـالو    هاƽ توليـد  در مطالعه حاضر جهت غربالگرƽ سويه     

مشخص گرديد  .   استفاده شد   IPM-EDTAبتالاکتاماز از روش    

هاƽ مقاوم به ايميپنم، توليـد کننـده متـالو           درصد سويه  ۴/۵۵که  

 ـ  ـدر مطالعه خ  . باشندبتالاکتاماز مي  کاران بـا روش    ـسروƽ و هم

E-test ــال ــزان ۲۰۰۷ در س ــن مي و در ) ۲۹( درصــد ۵۱/۱۹ اي

 انجـام  CAZ-EDTAکاران کـه بـا روش   مطالعه صادرƽ و هم 

ــد  ــي۳/۶۳ش ــد درصــد م ــاهچراغي و ). ۲۵(باش ــه ش در مطالع

ــ ــزان ) ۳۱(ارانهمک ــن مي ــ۷۲اي ـــ درص ــسه . تـد اس                  در فران

و در  ) ۳۰( درصـد    ۴۶  ميـزان     IPM-EDTAبا روش   ) ۲۰۰۴(

نتايج مطالعـه   ).  ۳۰(است    درصد گزارش گرديده   ۳۱کشور کره   

" تقريبـا ) ۲۵(کاران در تهران    ـادرƽ و هم  ـعه ص ـالحاضر با  مط   

         متفـاوت  ) ۳۱(باشـد، ولـي بـا مطالعـه  شـاهچراغي            ه مي ـمشاب

 ـ. تـاس  ـت آن مـي   ـعل  ـ E-testتفاده از روش    ـواند اس ـ ـت ا ـ ي

Micro dilutionديگر نيز .  باشد ƽنتايج اين مطالعه با کشورها

هاƽ متفـاوت   روشتواند استفاده ازمتفاوت است که علت آن مي     

  .و تفاوت در ميزان مقاومت در ساير نقاط جهان باشد

  ƽفناورPCR          تـشخيص ƽاختصاصي برا ƽو استفاده از پرايمرا  

ها بـه ايمپيـنم،      نشان داد صرفنظر از مقاومت سويه      blaVIMژن  

 سـويه در    ۶از ايـن تعـداد      .  هـستند  VIM درصد حاوƽ ژن     ۴۳

که با روش فنوتيپي توليـد       سويه   ۱۴روش فنوتيپي منفي بودند و      

در مورد  .  منفي بودند  PCRکننده متالو بتالاکتاماز بودند با روش       

اول شايد روش فنوتيپي بکار گرفته شده حساسيت کـافي نـدارد             

      ƽژنهـايي غيـر از        و در مورد دوم نيز شايد باکتر ƽها داراVIM 

 ـمـتند و يــا از مکانيـس ـهـس       گرƽ اســتفاده ـاومت ديـــهــاƽ مق

  . دـکننمي

 بـا روش  ) درصـد۵/۲۳( سويه   ۱۶) ۳۱(در مطالعه شاهـچـراغي    

PCR       ژن    (  متالو بتالاکتاماز مثبت بودند ƽحـاوVIM (   ۱۲کـه 

 سويه بـا روش فنـوتيپي منفـي         ۴سويه با روش فنوتيپي مثبت و       

هاƽ جدا شـده از عفونـت هـاƽ     اين مطالعه بر روƽ سويه    . بودند

% ) ۵۱/۱۹( سـويه    ۸خسروƽ در مطالعه    .مختلف انجام شده است   

هاƽ سوختگي   جدا شده از زخمP. aeruginosaهاƽ از سويه

  نيز توليد کننده     E-textها با   تمام سويه .  هستند VIMحاوƽ ژن   

هـاƽ  در مطالعه حاضر ميزان سويه    ). ۲۹(باشندمتالو بتالاکتاماز مي  

عـه  بيـشتر از دو مطال    ) فنوتيپي و ژنـوتيپي   (متالو بتالاکتاماز مثبت    

ƽ توليـد   هـا ش ميزان سـويه   ـباشد، که نشان دهنده افزاي    فوق مي 

  .استکننده متالو بتالاکتاماز 

  

  :گيرƽنتيجه

 مقاومت بالايي بـه  P. aeruginosaهاƽ سويهمطالعه نشان داد 

هـاƽ جـدا     سـويه  توليد متالو بتالاکتاماز در   . ها دارند بيوتيکآنتي

  . شايع استشده از بيماران سوختگي پيش از انتظار 

هـاƽ  الطيف درباکترƽ به دليل افزايش شيوع بتالاکتامازهاƽ وسيع    

 ـ ويژهگرم منفي به   هـا و    در بيمارسـتان   سودوموناس آئروژينـوزا   پ

   ƽمقاوم مي  باتوجه به اينکه باکتر ƽمقاومـت را     توانند ژن ها ƽهـا

هاƽ گرم منفـي، از جملـه انتروباکترياسـه، انتقـال           به ساير باسيل  

هاƽ توليـد   ، طرحي نو جهت مبارزه با  گسترش سويه        )۱۸(دهند  

تـوان بـه    از اين بين مي   . کننده متالوبتالاکتاماز اهميت فورƽ دارد    

هــا جهــت هــاƽ بيمارســتاناقــدامات تشخيــصي در آزمايــشگاه

  .ها اشاره کرد جداسازƽ و تشخيص اين سويه

  

  :تقدير وتشکر

ــروب  ــاƽ  ميک ــرم گروه ــان محت ــياز کارکن ــک ،شناس  و  ژنتي

 )ع(امـام موسـي کـاظم     آزمايشگاه بيمارستان سوانح وسوختگي     

خـصوص    دانشگاه علوم پزشکي اصـفهان بـه       ،دانشکده پزشكي 

آقاƽ دکتر بهرام نصر اصفهاني، آقاƽ دکتر سـروش نيـا و خـانم              

از کارکنـان محتـرم گـروه        . گـردد گيلدا اميني سپاسگذارƽ مـي    

 و قـدرداني    شناسي، دانشگاه علوم پزشکي ايران تـشکر      ميکروب

  .شودمي
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  استرپتوكوكوس موتانسهاي بيوفيلم  از سلولRNAاستخراج 

  

  ۴ ، گيلدا اسلامي ۳ ، روحا کسرƽ کرمانشاهي۲، رسول صالحي*۱آرزو طهمورث پور

  

  اه آزاد اسلامي ، واحد خوراسگان اصفهانگروه ميکروب شناسي ، دانشکده علوم پايه پزشکي،  دانشگ) ۱

  گروه ژنتيک ، دانشکده علوم پايه پزشکي ، دانشگاه علوم پزشکي اصفهان )۲

   دانشگاه الزهرا تهران،گروه ميکروب شناسي، دانشکده علوم ) ۳

   دانشگاه علوم پزشکي شهيد صدوقي يزد،گروه انگل شناسي ، دانشکده علوم پايه پزشکي) ۴

  گروه ميکروب شناسي ، دانشکده علوم پايه پزشکي،  دانشگاه آزاد اسلامي ، واحد خوراسگان اصفهان آرزو طهمورث پور، : نويسنده رابط

 arezootahmourespour@gmail.com               ۰۳۱۱-۶۲۷۸۳۱۴:تلفن

    
  ۱۵/۱۲/۸۸:        تاريخ پذيرش مقاله ۵/۷/۸۸: تاريخ دريافت مقاله  

  :  چكيده
، هيبريديزاسيون در نورترن بلاتينگ  reverse transcriptas PCR  جهت با کميت و کيفيت مناسب RNAاستخراج : اهدافزمينه و 

 هاƽساکاريد پلياسترپتوکوکوس موتانسدر بيوفيلم .  از اهميت بسيارƽ برخوردار استReal Time PCRو آناليز بيان ژن با 

        لذا، بدون کاربرد روش مناسب براƽ حذف اين .شوند ميRNAانع استخراج  محلول و غير محلول توليد شده مخارج سلولي

         از  RNAاستخراج هدف از اين مطالعه . ها مقدور نيست براƽ اين باکترRNAƽهاƽ مولکولي مبتني بر هاروشساکاريدپلي

  .دبواسترپتوکوکوس موتانس هاƽ بيوفيلم سلول

 و يـک سـويه      ATCC35668اسـترپتوکوکوس موتـانس     هاƽ تشکيل دهنده بيـوفيلم،       از سلول  RNAبراƽ استخراج    :روش بررسي 

 ۲۴هاƽ ميکروتيتر پلي استيرني     پس از تشکيل بيوفيلم در پليت     .  استفاده شد  لاک دنداني جداسازƽ شده از پ   استرپتوکوکوس موتانس   

  RNX-Plusهـاƽ پلانکتونيـک بـا محلـول          از سـلول   RNAروش معمول استخراج     : ۱.  روش انجام شد   ۳  با RNAاƽ استخراج   خانه

اƽ، پلاستيکي و سراميکي به منظور ليـز  هاƽ شيشههاƽ حاوƽ انواع دانه و لولهHYBAID Ribolyserکيت و دستگاه : ۲). سيناژن(

 ميـانگين  .انـه هاƽ حـاوƽ انـواع د   و لولهHYBAID Rybolyser دستگاه ، RNX-Plus تلفيقي از دو روش محلول: ۳. هابهتر سلول

 مقايـسه    و برآورد فاصله اطمينان توافقي از خطـاƽ اسـتاندارد          excelنانومتر هر روش با نرم افزار       ٢٦٠ /٢٨٠نسبت جذب نورƽ در     

  .شد

اسـتفاده از دسـتگاه   . هاƽ پلانکتونيک مناسب نيستاز سلول) ۱روش  ( RNA روش معمول براƽ استخراجنتايج نشان داد: يافته ها

HYBAID ribolyserدانه و لوله ƽحاو ƽشيشهها ƽپلاستيکي و سراميکي با شـکل و انـدازه متفـاوت، حـداکثر ليـز سـلولي      ها ،ƽا 

 )  RNX-Plus به تنهائي و همراه بـا محلـول   HYBAID ribolyserدستگاه (۳و۲هاƽ  در روش.کرد ايجاد RNAبدون آسيب به را

   ).P<0.05( نشان داد) ۱روش (فاوت معني دار آمارƽ با روش معمول  استخراج شده تRNAميانگين نسبت جذب نورƽ حاصل از 

 RNAهاƽ معمول اسـتخراج  تر از روشهاƽ مناسب در حذف پلي ساکاريدها و ايجاد حداکثر ليز سلولي موثر          فناورƽ : نتيجه گيري 

هـاƽ ارزان  به دليل استفاده از محلـول ) روش سوم (RNX plus استفاده از دستگاه و محلول تجارƽ اما،. هاƽ بيوفيلم استاز سلول

  .تر استتر و قابل دسترس مناسب

 ، بيوفيلماسترپتوکوکوس موتانس  RNA,استخراج : كليد واژه ها
  



  ... استرپتوكوكوس موتانسهاي بيوفيلم سلول  ازRNAاستخراج / ۱۰

 

  :مقدمه

ترين عوامل   به عنوان عمده   استرپتوکوکوس موتانس اعضاء گروه   

        انـد اتيولوژيک تشکيل پلاک و پوسيدگي دنـدان شـناخته شـده          

هـا در   هاƽ باکترƽ مطالعات بسيارƽ براƽ بررسي بيان ژن     ). ۳-۱(

هـاƽ  ولي از آنجا که سلول    . حالت پلانکتونيک انجام گرفته است    

 بـا همتـاƽ پلانکتونيـک خـود متفـاوت                      دهنـده بيـوفيلم   تشکيل

باشــند، نيــاز بــه انجـام مطالعــات جداگانــه بــراƽ بررســي  مـي 

دهنـده بيـوفيلم               هـاƽ تـشکيل   هاƽ سـلول  خصوصيات و بيان ژن   

هـاƽ  گيـرƽ ميـزان بيـان ژن از فنـآورƽ         براƽ اندازه ). ۴(باشدمي

تـرين و   اعتمـاد توان استفاده نمود که يکـي از قابـل          متعددƽ مي 

ــا     ــرين آنه ــساس ت  PCR (qRT_PCR  real-time(ح

quantitative reverse transcriptaseايـن روش  . باشد  مي

لذا، استخراج  .  با مقدار مناسب و خلوص بالا دارد       RNAنياز به   

RNA   ƽبا کميت  مناسب و کيفيت قابل قبول از اهميت بـسيار 

ددƽ مبني بر استخراج    تا کنون گزارشات متع   ). ۵(برخوردار است 

RNAــلول ــاƽ  از س ــانسه ــترپتوکوکوس موت ــرايط اس  در ش

هـاƽ   از سلول  RNAولي استخراج   . پلانکتونيک ارائه شده است   

تشکيل دهنده بيوفيلم از پيچيدگي بيشترƽ برخوردار اسـت و بـا            

هاƽ پلانکتونيک قابـل اجـرا      هاƽ معمول استخراج از سلول    روش

هاƽ لوان و دکستران خارج سـلولي       زيرا پلي ساکاريد  . باشدنمي

که در اتصال و تشکيل بيوفيلم باکترƽ نقش دارند، با          توليد شده،   

هاƽ استخراج  اسيد نوکلئيک تداخل داشته و مانع خـروج           فرايند

در مطالعات مختلـف    ). ۶(گردند  اين ترکيبات از داخل سلول مي     

هـاƽ بيـوفيلم     از سـلول   RNAهايي  که بـراƽ اسـتخراج        روش

انـد بـر پايـه اسـتفاده از         استفاده شـده  ترپتوکوکوس موتانس   اس

قيمت، يا تجهيـزات خاصـي از       هاƽ هموژنيزه کننده گران   محلول

هاƽ مختلف  هايي مثل سونيکاتورها و يا افزودن دانه      جمله دستگاه 

سـونيکاتور بـا توليـد امـواج        ). ۶(باشدبراƽ ليز بيشتر سلولي مي    

خلـي باعـث پراکنـده شـدن        هـاƽ دا  شديد در اثر انفجار حباب    

هاƽ بيـوفيلم و پلـي سـاکاريدهاƽ موجـود درمـاتريکس            سلول

شود که پس   درنتيجه محلول هموژني حاصل مي    . گرددبيوفيلم مي 

گردنـد و   مـي از شستشو به راحتي پلي سـاکاريدها از آن خـارج          

علاوه، براƽ حداکثر ليز به. گيرد بهتر صورت مي RNAاستخراج

 Fast prep cellهاƽ ديگـرƽ چـون   تگاهسلولي محققين از دس

disrupter    در اين مطالعه روش).  ۷(اند   نيز استفاده نموده  ƽهـا

اسـترپتوکوکوس  هـاƽ بيـوفيلم       از سلول   RNAمتعدد استخراج   

  .  مقايسه شدندموتانس

 :هامواد و روش
  :استرپتوکوکوس موتانسهاƽ بيوفيلم آماده سازƽ سلول

 و  ATCC35668کوکوس موتـانس    اسـترپتو در اين مطالعـه از      

جداشـده از پـلاک دنـداني       استرپتوکوکوس موتـانس    يک سويه   

  .استفاده شد

 ميکروليتر از کشت شبانه اسـترپتوکوک       ۲۰براƽ تشکيل بيوفيلم،    

هـاƽ   بـه چاهـک  Brain Heart Infusion broth (BHI)در 

سـپس  . اƽ اضافه شـد    خانه ۲۴هاƽ ميکروتيتر پلي استيرني     پليت

ml ۲   از BHI      هـا  سوکروز بـه چاهـک    % ۱ براث تکميل شده با

% ۵گراد و اتمسفر حاوƽ      درجه سانتي  ۳۷اضافه شد و در شرايط      

CO2    گرديد   ۱۸ به مدت ƽسپس محلول مـواد    .  ساعت گرماگذار

ها خارج و هر چاهک با محلـول      غذايي و محيط کشت از چاهک     

         هـاƽ غيـر متـصل و      شـد تـا سـلول     شستشو داده   ) PBS( بافر  

سـپس  . هاƽ داراƽ اتصال ضعيف از چاهک خـارج شـوند     سلول

 سـاعت   ۱۸ها اضافه شد و به مـدت        محيط کشت تازه به چاهک    

دوبـاره محلـول    . گراد گرماگذارƽ شـد    درجه سانتي  ۳۷ديگر در   

هاƽ بيـوفيلم بـا     ها شسته شد و سلول    مواد غذايي خارج، چاهک   

ml ۲   از BHI    ƽعت ديگر   سا ۴سوکروز به مدت    % ۱ براث حاو

ها شسته شد   سپس محلول خارج شد، چاهک    . گرماگذارƽ گرديد 

هاƽ بيوفيلم با کمک سواب استريل از ته ميکروتيتر پليت          و سلول 

هـا از سـواب،      براƽ جدا شدن سلول    . معلق شد  PBSکنده و در    

 PBSورتکس کوتاهي انجام شد تا بـه صـورت يکنواخـت در             

  ). ۷(توزيع گردد 

 درجـه سـانتي     ۴ دقيقه و در     ۱۰ به مدت    rpm ۴۰۰۰ها در   سلول

رسوب حاصله  .  شسته شد  PBSگراد سانتريفوژ شد، و دو بار با        

 معلق و ورتکس شـد تـا همـوژن و يکنواخـت             PBSدوباره در   

  . گردد

   :RNAاستخراج 

  )RNX-Plus) ۸استفاده از محلول تجارƽ :۱روش 

 µl ۱۰۰ بـه RNX – Plus  از محلـول  ml ۱به طور خلاصـه،  

ها اضافه شد  و پـس از مخلـوط کـردن، بـه              انسيون سلول سوسپ

  mlسپس بـه ازاء هـر   .  دقيقه در دماƽ اتاق قرار گرفت۵مدت 

 ثانيه  ۱۵ کلروفرم افزوده شد و به مدت        µl ۲۰۰از محلول فوق    ۱

 دقيقه روƽ يخ قرار داده شد و سـپس  ۵. به شدت تکان  داده شد    

فاز رويـي   . گرديد درجه سانتريفوژ    ۴در  g ۱۲۰۰۰× دقيقه در    ۱۵

به دقت به ميکروتيـوب جديـد انتقـال يافـت و هـم حجـم آن                 
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.  درجـه قـرار داده شـد       ۴ دقيقه در    ۱۵ايزوپروپانل افزوده شد و     

مايع .  درجه سانتريفوژ گرديد   ۴در  g ۱۲۰۰۰× دقيقه در    ۱۵سپس  

 ميکروليتـر از    ۳۰۰ الي   ۲۰۰رويي خارج شد و رسوب حاصله با        

سپس الکل را باکمک سمپلر تاحـد       . شستشو داده شد  % ۷۵اتانول  

   ƽامکان خارج نموده و رسـوب حـاوRNA  خـشک گرديـد . 
RNA  بررسي غلظت ( استخراج شده مورد بررسي کميRNA 

  ).۹(قرار گرفت) الکتروفورز(و کيفي )  با بيوفوتومتر

  و HyBAID ribolyserاستفاده از کيت و دستگاه   : ۲روش 

هـاƽ   راميکي با شـکل وانـدازه     اƽ، پلاستيکي و س   هاƽ شيشه دانه

  .متفاوت

 ت کننده ـ ماده تـثبي  µl ۵۰۰ها  بـه لـوله ريبـولايزر حاوƽ دانـه    

RNA ، µl۵۰۰    و ƽاز فاز زيـرين محلـول فنـل اسـيد  µl۱۰۰ 

 دقيــقه  ۱۰کلروفـرم ايزوآمـيل الـکل افزوده شـد و بـه مـدت        

 PBSهـا در    لولـيون س ـپانسـاز سوس . دـخ قرار داده ش   ـروƽ ي 

)mg ۱۰۰  ۱۰۹ رسوب سلولي يا ۵۰ ـƽسلول باکتر  (µl ۲۰۰ به 

لوله ريبولايزر با حفظ توازن و تعـادل        . لوله ريبولايزر افزوده شد   

 قـرار داده  HYBAID ribolyser ثانيه در دستگاه ۳۰به مدت 

اين دستگاه با سرعت    .  تنظيم شد  ۶شد و سرعت دستگاه با درجه       

در اثر  . دهدختلف حرکت مي  ها را درجهت هاƽ م    بسيار زياد لوله  

هاƽ کروƽ و   ها که ترکيبي از دانه    هاƽ داخل لوله  اين حرکت دانه  

با شکل نامنظم و از جنس هاƽ شيـشه ، سـراميک يـا پلاسـتيک                

 ۲۰ترين زمان يعني بين     هستند باعث حداکثر ليز سلولي در کوتاه      

انرژƽ وارد شده در اثر اين چـرخش دمـاƽ          . گردد ثانيه مي  ۴۰تا  

اين . دهد درجه سانتي گراد افزايش مي     ۴۰ تا   ۲۰ه را به ميزان     لول

ها را تـسهيل    افزايش دما غيرفعال شدن نوکلئازها توسط دترجنت      

علاوه بر ايـن افـزايش      . رساند آسيبي نمي  RNAکند ولي به    مي

کند که فنل داغ، به عنوان يک روش موثر شـناخته           دما کمک مي  

 ƽشده در جداسازRNAد، استفاده گرد .  

گيـرد تـا از      دقيقه روƽ يخ قرار مـي      ۲ الي   ۱سپس لوله به مدت     

  .گرماƽ آن کاسته شده و به دماƽ اتاق برسد

 ۱۵ انتقال يافته و بـه مـدت         RNaseمحلول به ميکروتيوب فاقد     

 درجه سانتي گراد سانتريفوژ گرديد،      ۴ و در    g ۱۰۰۰۰×دقيقه در   

 برخورد با فـاز     سپس فاز رويي با دقت بدون     . تا فازها جدا شوند   

پـس از  . مياني خارج و به ميکروتيـوب جديـد انتقـال داده شـد          

ايزوآميل الکل، محلول فوق بـه مـدت        - کلروفرم µl ۳۰۰افزودن  

) g ۱۲۰۰۰×( دقيقه با سـرعت بـالا        ۲ ثانيه ورتکس گرديد و      ۱۰

 درجه سانتي گراد سانتريفوژ شد تا دوباره فازها از يکديگر           ۴در  

.  مجددا به ميکروتيوب جديد انتقال يافـت       فاز رويي . جدا گردند 

ــه  ــن مرحل ــولµl ۵۰۰در اي  DEPC Isopropanol از محل
Percipitation Solution پـس از  .   به محلول فوق اضافه شد

 درجه سانتي   ۴ در   g ۱۲۰۰۰× دقيقه در    ۵ دقيقه به مدت     ۲ الي   ۱

رسـوب حاصـله   .  رسوب نمايد  RNAگـراد سانتريفوژ شد تـا     

 ـ  بـار هـر     ۲ رسوب نموده،    RNAشستشوƽ  . ده بود قـابل مشاه

الکـل  . انجام شـد  % ۷۵ ميکروليتر محلول نمکي اتانول      ۲۵۰بار با   

بـه رسـوب    . با کمک سمپلر خارج شد و رسوب خشک گرديـد         

 RNase ميکروليتر از آب فاقد      ۱۰۰ تا   RNA   ، ۵۰کاملا خشک   

اضافه شد و به کمک چند بار پـر و          ) DEPCآب تيمار شده با     (

، RNAبراƽ حل شدن بهتر     . ي کردن سمپلر کاملا حل گرديد     خال

در ايـن   . گراد قرار گرفـت    درجه سانتي  ۶۰ دقيقه در    ۱۰به مدت   

 استخراج شده مـورد بررسـي کمـي و کيفـي قـرار              RNAحال  

  ).Cat no. RY66050(گرفت

 بـا اسـتفاده از      RNX-Plusاستفاده از محلول تجارƽ      : ۳روش  

هاƽ شيـشه و   لوله حاوƽ دانه وHyBAID ribolyserدستگاه 

  ).۲و۱تلفيقي از دو روش (سراميکي 

  وRNX-Plus ، µl۵۰۰از ml ۱ها، به لوله ريبولايزر حاوƽ دانه

µl۲۰۰        يـخ قـرار       ۱۰ کلروفرم افزوده شد و به مدت ƽدقيقه رو 

 بـه   PBSهـا در     از سوسپانسيون سـلول    µl ۲۰۰سپس  . داده شد 

 در  ۲ريبـولايزر مطـابق روش      لولـه   . لوله ريبولايزر افزوده شـد    

 ۶ ثانيه بـا درجـه   ۳۰  به مدت HYBAID ribolyserدستگاه 

کنـد  اين روش نيز علاوه بر افزايش دما کمک مي        .  قرار داده شد  

 به عنوان يک    RNX-Plus که فنل اسيدƽ داغ موجود در محلول      

         ƽروش موثر شناخته شـده در جداسـازRNA    اسـتفاده گـردد  .

 دقيقه روƽ يخ قرار گرفت تـا دمـاƽ         ۲ الي   ۱ به مدت    سپس لوله 

  .آن به دماƽ اتاق برسد

 انتقال داده شد و بـه مـدت         RNaseمحلول به ميکروتيوب فاقد     

 درجــه ســانتي گــراد ســانتريفوژ ۴ در g ۱۰۰۰۰× دقيقــه در ۱۵

فاز رويي بدون برخورد با فاز ميـاني        . گرديد تا فازها جدا گردند    

 ـ   . ديد انتقال داده شد   خارج و به ميکروتيوب ج     زودن ـپـس از اف

µl ۳۰۰        ثانيه ورتکس شد و     ۱۰ کلروفرم به محلول فوق به مدت 

 درجـه سـانتي   ۴در   ) g ۱۲۰۰۰×(  دقيقه با سرعت بـالا     ۲سپس  

تا دوباره فازها از يکديگر جدا گردند و فـاز          . گراد سانتريفوژ شد  

هم حجم محلـول فـوق      . رويي به ميکروتيوب جديد انتقال يافت     

 دقيقـه   ۵ دقيقه به مدت     ۲ الي   ۱ايزوپروپانل افزوده شد و پس از       

 درجه سـانتي گــراد سـانتريفوژ شـد تــا            ۴ در   g ۱۲۰۰۰×در  
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RNA  رسوب نمايد  .RNA     رسوب نموده با µl ۵۰۰   ازمحلـول 

وسـيله سـمپلر خـارج و       الکل به . ا شستشو داده شد   % ۷۵اتانول  

 تـا   RNA   ، ۵۰به رسوب کـاملا خـشک       . رسوب خشک گرديد  

 اضافه شد و با چند بار  پـر          RNase ميکروليتر از آب فاقد      ۱۰۰

 اسـتخراج   RNAدر اين حال    . و خالي نمودن سمپلر حل گرديد     

  .شده مورد بررسي کمي و کيفي قرار گرفت

 :RNAبررسي خلوص و تماميت 

 اســتخراج شــده بــا کمــک دســتگاه بيوفوتــومتر RNAکميــت 

ــا دســتگاه  و کيفيــت ۲۸۰/۲۶۰اپنــدورف در طــول مــوج  آن ب

  اسـتخراج شـده بـر ژل باکمـک           RNAالکتروفورز و مشاهده    

  ). ۹(دستگاه ژل داکيومنتيشن مورد ارزيابي قرار گرفت

ƽآناليز آمار:  

 موتــانس  اســترپتوکوکوسدر ايــن آزمــايش ســويه اســتاندارد

ATCC35668          شده از پلاک دندان با قدرت ƽو سويه جداساز 

. تکرار مورد آزمايش قرار گرفتند    بالايي در تشکيل بيوفيلم در سه       

نانومتر حاصل از   ۲۸۰/۲۶۰مقايسه ميانگين نسبت جذب نورƽ در       

 و برآورد فاصله اطمينـان      excelهر روش با استفاده از نرم افزار        

  . انجام شدتوافقي از خطاƽ استاندارد

  

  :هايافته

     ƽميانگين نسبت جذب نورRNA   استخراج شده ب ƽروش  ۳ اها 

 نـشان داده شـده      ۱ نـانومتر در نمـودار       ۲۶۰/۲۸۰در طول موج    

  دـاهده نـش  ـدار  مش  اوت معني ـ تف ۳ و ۲هاƽ  ن روش ـبي. تـاس

) P > 0.05 .( تفاوت معني ۱نتايج اين دو روش با روش ƽدارا 

 اسـتخراج  RNA تـصوير  ۱در شکل  ). P < 0.05( دار بودند 

ي  ارائه شده است کـه از کيفيـت مناسـب          ۳ و ۲هاƽ  شده به روش  

  .باشندبرخوردار مي
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   مورد استفاده روش۳ در استرپتوکوکوس موتانسهاƽ هاƽ استخراج شده از سويهRNA ميانگين نسبت جذب نورƽ حاصل از  :۱نمودار

  

  

  

  
  RNX-Plus با محلول تجارHyBAID ribolyser ƽ و HyBAID ribolyserهاƽ  استخراج شده به روشRNA: ۱شکل 



 ۱۳/  همكاران و                           آرزو طهمورث پور                      )     ۱۳۸۸زمستان  ۴ شماره۳سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 
  

 

  :بحث

هـاƽ بيـوفيلم      از سـلول   RNA روش استخراج    ۳عه  در اين مطال  

هــاƽ بــراƽ ســلول) روش معمــول (روش اول . بررســي شــدند

شود، روش دوم مطابق دستورالعمل کيت      پلانکتونيک استفاده مي  

HYBAID ribolyser  استفاده شد، و در روش سوم از تلفيـق 

دو روش، يعني به جاƽ کيـت، از محلـول تجـارƽ، ارزان و در               

  . استفاده شدRNX-Plusدسترس 

  RNAهاƽ معمول و موجود مورد استفاده براƽ اسـتخراج روش

هاƽ موجـود   هاƽ پلانکتونيک يا سلول   براƽ سلول ) ۱مثل روش   (

  RNAدر حالي که استخراج . اندها و غيره طراحي شدهدر بافت

ها نتايج خـوب و قابـل       هاƽ بيوفيلم به کمک اين روش     از سلول 

 توليد پلي ساکاريدهاƽ خارج سلولي محلـول        زيرا.  قبولي ندارد 

و غيــر محلــولي کــه در تــشکيل بيــوفيلم  مخــصوصا بيــوفيلم 

 برسطح دندان و نهايتا ايجاد پوسـيدگي        استرپتوکوکوس موتانس، 

   ƽپريودنتال دخالت دارند، با فرايند     دندان و ساير بيمار ƽها  ƽهـا

 از طرفي حضور مقادير کـم     .  تداخل عمل دارند   RNAاستخراج  

RNA      استخراج شده همراه با مقدار زياد مواد آلاينـده از جملـه 

 نتزـسثل ـهاƽ مولکولي مهمان پلي ساکاريدها در کيفيت روش

RT PCR – cDNA     و هيبريديزاسـيون در نـورترن بلاتينـگ

هـا در مراحـل     لذا حذف اين پلي ساکاريد    . گذاردتاثير مي ) ۱۰(

  .رسد امرƽ ضرورƽ به نظر ميRNAاستخراج 

در مقايسه با دو روش ديگـر از قابليـت          ) کيت تجارƽ  (۲روش  

.   نيز کـاملا قابـل قبـول اسـت          ۳روش  . بالاترƽ برخوردار است  

تـر اسـتفاده    تر و قابل دسـترس    چون در اين روش از مواد ارزان      

  .باشدتر ميشود از نظر اقتصادƽ نيز به صرفهمي

هاƽ بيوفيلم  ل براƽ حداکثر ليز سلو    ۲۰۰۶تام و همکاران در سال      

هاƽ  از گلوله  RNAبه منظور استخراج    استرپتوکوکوس موتانس   

 Fast Prep Cell Disrupter (Bioاƽ و دستگاهي به نامشيشه

101; Savant Instruments, Inc., NY, USA)  اسـتفاده  

  ).۷( با کيفيت مناسب به دست آوردندRNAنمودند و 

شابهي به اين نکته     در تحقيق م   ۲۰۰۷کورƽ و همکار نيز در سال       

هــاƽ بيــوفيلم اشــاره نمودنــد کــه بــراƽ حــداکثر ليــز ســلول 

ها  دانه توان از سونيکاسيون و افزودن     مي استرپتوکوکوس موتانس 

هـا  اسـتفاده از ايـن روش  . همراه با شستشوƽ مکرر استفاده نمود 

هـاƽ   با کميت وکيفيـت بهتـرƽ از روش        RNAباعث استخراج   

   ).۶(گرددمعمول موجود مي

در مطالعه حاضر نيز مشابه مطالعه کورƽ و همکاران،  استفاده از            

دستگاه ريبولايزر به جـاƽ سـونيکاتور باعـث حـصول محلـول             

هاƽ پراکنده شده بيوفيلم و پلي سـاکاريدهاƽ        يکنواخت از سلول  

با شستشو در مراحل بعدƽ ميـزان       . پخش شده در محلول گرديد    

  بهتـر    RNAاستخراج  پلي ساکاريدهاƽ حذف شده بيشتر شد و        

 و HyBAID ribolyser(نتايج ايـن دو روش  . صورت گرفت

HyBAID ribolyser ƽبــا محلــول تجــار RNX-Plus ( بــا

بنابراين، بـر اسـاس نتـايج       . دار دارند روش معمول تفاوت معني   

RNA ƽ بـه    ۳ و ۲هاƽ  توان با استفاده از روش    مطالعه حاضر مي  

 بـا کميـت وکيفيـت       انساسترپتوکوکوس موت هاƽ بيوفيلم   سلول

  .مناسب دست يافت

  

  :گيرƽنتيجه

    ƽروش سوم يعني استفاده از دسـتگاه و محلـول تجـارRNX 

plus      به دليل حـصول RNA           بـا کميـت و کيفيـت مناسـب از 

 همچنـين بـه دليـل       استرپتوکوکوس موتـانس  هاƽ بيوفيلم   سلول

  .تر استتر و قابل دسترس مناسبهاƽ ارزاناستفاده از محلول
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  :  چكيده
، که فعال کننده Tهاƽ مقاومت يا ايمني سلولي در برابر عفونت توبرکولوز، بستگي به عملکرد لمفوسيت: زمينه و اهداف

اƽ از فاکتورهاƽ محلول  شبکه از طريق ترشحTهاƽ لمفوسيت. اند، داردهاƽ داخل سلوليماکروفاژهاƽ از بين برنده مايکوباکتريوم

اولين رخداد عفونت در . اند مورد مطالعه قرار گرفتهطور گستردهاند و طي سه دهه اخير بهها، مسئول اين روابط سلوليسايتوکاين

اين  هدف از .باشد مي IFN-γ وTNF-αهايي همچون ميزبان با يک پاتوژن، پاسخ ايمني ذاتي است که شامل عملکرد سايتوکاين

 و اندازه گيرƽ سطح سرمي اين دو سايتوکاين PCR-RFLP به روش  IFN-γ و  TNF-αهاƽ ژنمطالعه، تعيين فراواني موتاسيون

  .   و ارتباط آنها با بيمارƽ سل ريوƽ بود ELISAدر دو گروه شاهد و بيمار به روش 

 بيمار مبتلا به سـل ريـوƽ بـا اسـمير مثبـت از بيمارسـتان مـسيح        case-control( ۹۳(شاهدƽ - مطالعه مورد  در اين  :روش بررسي 

 و يـک    TNF-αژنوتيپ پنج ناحيـه از      .  فرد سالم، بدون هيچ سابقه به توبرکولوز بود        ۱۰۳گرده شاهد شامل    . دانشورƽ انتخاب شدند  

اين بـا اسـتفاده از روش   ميـزان سـطح سـرمي ايـن دو سـايتوک     . شـد  شناسـايي  PCR-RFLP با استفاده از روش IFN-γ ناحيه از 

ELISAاطلاعات روش .  بررسي شدELISA آزمون  باMann-Withney U  يافتن نقطه حـد نـصاب   . ست آمدبد ƽبرا)cut off( از

ROC curve داده. دش استفادهƽروش ها PCR-RFLPبا آزمون دقيق فيشر، تجزيه وتحليل شد .   
از نظر فراواني موتاسيون ميان دو گروه TNF-857 و TNF-308 و منطقه، تفاوت معني دارƽ در دPCR-RFLPبا روش : يافته ها

 وجود IFN-γ  باره در مورد تفاوت معني دارƽ ميان دو گروه شاهد و ELISA در روش (P < 0.05). مشاهده شد موردشاهد و 

 ODتر توبرکولوز ميان نقاط به عنوان مارکر سرولوژيک براƽ بررسي سريع) cut off( يک نقطه حد نصاب . (P < 0.05)داشت 

 .بود/. IFN-γ ، mg/dl۱۹ براcut off ƽاين نقطه . مثبت و منفي به دست آمد

ايـن تفـاوت در هـيچ يـک از نقـاط ديگـر              .  به طور معني دار ديده شـد       TNF-α  - ۳۰۸ و -۸۵۷موتاسيون در دو نقطه      : نتيجه گيري 

TNF-α   و IFN-γ  نتايج روش . دش مشاهده نELISA مايکوباکتريايي به توليد سـايتوکاين پاتوژن نشان داد ƽهـايي نظيـر   هاIFN-γ 

کنـد تـا در   ، به بيماران کمک مـي cut off ( IFN-γ ( هاƽ سرولوژيک، با توجه به نقطه حد نصابتست. وابسته هستند طور فراوانبه

   .افراد توبرکولوز مثبت، نتايج سريع تر مورد شناسايي قرار گيرند
 IFN-γ  ،  TNF-α،PCR-RFLP،   ELISAوبرکولوز، ت: كليد واژه ها
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  :مقدمه

 درون سـلولي    باسـيل اƽ از عفونت با نـوعي       بيمارƽ سل، نمونه  

 كه در آن، ايمني حفاظتي و ازدياد حـساسيت پـاتولوژيكي    تاس

طور عمده در اثـر      ضايعات بافتي نيز به    .همراه با هم وجود دارند    

 ـ  .شـود اد مـي ـ ميزبان ايجهاƽ ايمنولوژيکپاسخ وده ـبعـد از آل

 ، بـدن بـا ترشـح       يوم توبركولـوزيس  مايكوباكتربه    ميزبان  شدن  

 بـه عنـوان     ارگانيسمهايي از خود در مقابل اين ميكرو      سايتوكاين

 تــرين ايــن مهـم  از جملــه.کنـد مــييـك آنتــي ژن، محافظـت   

  ). ۲و۱( اشاره كرد  IFN-γ و TNF-α توان به  مي،هاسايتوكاين

           ƽسل، همچنان يکي از مشکلات بزرگ بهداشـتي بـسيار ƽبيمار

 ميليـون از    ۳مرگ و مير ساليانه بيش از       . ƽ جهان است  کشورهااز

هـا   ميليون مسلول در جهان و مـسلول شـدن ميليـون       ۲۵مجموع  

انسان در هر سال، برگ سياهي در تاريخ تمـدن بـشرƽ در قـرن               

در حال حاضر، يکي از مـشکلات موجـود در          . يکم است وبيست

ير در  برنامه سل، حتي در برخي از کشورهاƽ توسعه يافتـه، تـاخ           

 حساسيت به اين بيمـارƽ در ميـان افـراد           ).۲(باشدتشخيص مي 

توانـد ناشـي از عوامـل       ها مي  اين تفاوت  .استمختلف، متفاوت   

 ).٣(ويژه حساسيت ژنتيكي افراد  به اين بيمارƽ باشد        ميزباني و به  

 هاƽ ايمني ذاتي و   هاƽ ترشح شده از سلول    ها، پروتئين سايتوكاين

هـا  تند كه بسيارƽ از اعمال اين سلول      هس ) (adaptiveسازشي  

خ بـه   ـ كـه در پاس ـ    ييهـا سايتوكاين. )۴(كنندگرƽ مي را ميانجي 

شـوند، در ايجـاد     ها توليـد مـي    ارگانيسمها و ساير ميكرو   ژنآنتي

 IFN-γ و TNF-α در واقـع،  .)۵(التهاب و ايمني دخالت دارند

يـايي  هـاƽ مايكوباكتر در فرايند دفاع ميزبـاني در برابـر عفونـت      

  ).۶و۲(باشندداراƽ نقش محورƽ مي

 وTNF-α  چنين ژنوتايپينگـح سرمي و همـبا اندازه گيرƽ سط

IFN-γ     ƽبـا روش هـاELISA و PCR- RFLP  در تـلاش 

 به طور قطع حـضور و       يمهاƽ انجام شده بتوان   هستيم تا با بررسي   

هـا را در افـراد بيمـار و         چشمگير اين سايتوکاين   يا عدم حضور  

  سـطح    تعيـين هدف از ايـن مطالعـه،       لذا،  . خيص دهيم تشسالم  

 ارتباط عيينت و همچنين IFN-γ و TNF-αنسرمي دو سايتوكاي

هــاƽ مختلــف از نظــر ايجــاد پلــي مورفيــسم آنهــا در جايگــاه

 تـا بـر ايـن اسـاس، نقـش ايـن             . هاƽ ايجاد شده بود   موتاسيون

 هـاƽ ايمنـي در برابـر      يي و قابليـت پاسـخ     آها بر كار  سايتوكاين

 ، به عنوان عامل تشخيـصي     مايكو باكتريوم توبركولوزيس  عفونت  

 .شناسايي گردد

 :هامواد و روش
در بيمـاران    TNF-αو   IFN-γهـاƽ   براƽ ارزيـابي سـايتوکاين    

و  PCR-RFLPمسلول و مقايسه آنها با افراد شاهد از دو روش           

ELISA  مـورد    طرح حاضـر در قالـب     .  استفاده شد -   ƽشـاهد 

)Case-Control( ۹۳ .ورت گرفت ص       ƽبيمار مبتلا به سل ريـو 

 ۱۰۳ .با اسمير مثبت از بيمارستان مسيح دانشورƽ انتخاب شـدند         

گروه شـاهد را   بيمارƽ سل اƽ از سالم بدون هيچ سابقهنفر شاهد

 و  سـال ۵۰ سن متوسط بيماران مبتلا به سل ريوƽ .تشکيل دادند

بـا   ELISAاطلاعات حاصل از روش      . بود  سال ۳۹د شاهد   افرا

ƽروش آمار Mann-Withney Uيـافتن   .  به دست آمد ƽبـرا

. اسـتفاده گرديـد    ROC منحنـي از ) cut off(نقطه حد نصاب 

 با اسـتفاده از     PCR-RFLPهمچنين اطلاعات حاصل از روش      

  . شدتجزيه و تحليل فيشر، دقيق  و آزمون SPSSنرم افزار 

  :به شرح ذيل بود  PCR-RFLP به طور خلاصه مراحل کار

. آورƽ شـد  ليتر نمونه خون افراد مورد مطالعـه جمـع        ميلي۱۰ -۱

شـامل نـام و نـام       ( پرسـشنامه   اطلاعات بيماران با اسـتفاده از         

خانوادگي، جنسيت، سن، مليت، شهرستان محل سکونت، آدرس        

 سـل در     بيمـارƽ  و شماره تلفن محل سکونت، سـابقه ابـتلا بـه          

قه بـسترƽ و   خانواده و نزديکان، زمـان تـشخيص بيمـارƽ، سـاب          

 . گرديدآورƽ جمع) درمان و مشخصات پزشک معالج

  λ۲۰۰  به لوله فالكون حـاوƽ     ميلي ليتر از نمونه خون     ۵تا   ۳ -۲

EDTA ۵ %  اين نمونه    .شدمنتقل   ƽگـراد   درجه سانتي  ۲۳در دما

بعـد از    .شـد  ژ     سانتريفو rpm ۱۳۰۰  دقيقه و در دور    ۱۰به مدت   

ƽجهت انجام تـست      ، پلاسما جداساز    ƽسـرولوژ)ELISA ( در

  ƽدرجه سـانتي گـراد       -۲۰دما ƽمانـده  باقي  از . گرديـد  نگهـدار 

       ، بـا اسـتفاده از روش        DNAهـا بـراƽ اسـتخراج       ƽ لوله امحتو

 .شداستفاده کلروفرم ايزو آميل الکل، -فنل

 :  که شامل مراحلPCR-RFLPانجام  -۳

 PCR در روش Master mix محاسبه مقادير براƽ تهيـه  -الف

  . گرديدPCR Product که منجر به تهيه PCRو انجام 

 و گراديان دمايي براƽ تنظـيم هـر         MgCl2 انجام گراديان    –ب  

  .PCRپرايمر در دستگاه 

 الکتروفورز، مشاهده و آناليز بانـدهاƽ حاصـل از محـصول            -ج

PCR.  

  .PCR هضم آنزيمي محصولات -د
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هــضم  الکتروفــورز ، مــشاهده و آنــاليز بانــدهاƽ حاصــل از -ه

  .آنزيمي

   .ELISAانجام روش   -۴

   IFN-γ-179 براPCR-RFLP  ƽروش 

به  -۱۷۹ پرايمر    براMgCl2 ƽدر ابتدا گراديان دمايي و گراديان       

  .گرديد  تنظيمPCRصورت جداگانه در دستگاه 

 ، ابتدا   -۱۷۹، براƽ بررسي پلي مورفيسم ناحيه        IFN-γدر مورد   

PCR  هابا استفاده از جفت پرايمر ƽ 

5'-ATCAAT GTG CTT TGT GAA TGAA-3′  و   

3′  5'-CCG AGA GAA TTA AGC CAA AGA -  

  bp ۴۶۱، انجام شد و قطعه تکثير يافتـه کـه طـولي در حـدود                

 . قرار گرفت AvaІΙداشت تحت تاثير آنزيم 

ابتدا  -۳۰۸ ، براƽ بررسي پلي مورفيسم ناحيه        TNF-αدر مورد   

 با استفاده از جفت پرايمر 
5′-AGG CAA TAG GTT TTG AGG GCC AT-3′ 

 TCC TCC CTG CTC CGA TTC CG-3′ ، PCR-′5و

 107bpانجام گرديد و قطعه تکثير يافته کـه طـولي در حـدود              

قـرار   ) Bsp 19 Iبا نام تجارNco I )  ƽتحت اثر آنزيم  داشت

 .گرفت

  با   -۲۴۴ و   -۲۳۸همچنين براƽ بررسي پلي مورفيسم در نواحي        

   پرايمر استفاده از جفت

5'-CCT CAA GGA CTC AGC TTT CTG -3' 5 و'-

ACA CTC CCC ATC CTC CCA GATC-3'  ناحيـه 

 قطعه بدسـت آمـده کـه در حـدود           .دـ ش ير داده ـمورد نظر تکث  

bp۲۳۰ برش  تحت اثر آنزيم   ،باشدمي ƽدهنـده قـرار گرفـت     ها. 

 از آنـزيم  -۲۴۴ و براƽ ناحيه Bgl II از آنزيم -۲۳۸براƽ ناحيه 

Bsaj I شد استفاده.   

مورد بررسي قـرار     -۸۶۳و   -۸۵۷در ادامه پلي مورفيسم نواحي      

   با استفاده از جفت پرايمرهاPCR ƽ به ترتيب،.گرفتند

 TCT GAG GAA TGG GTT AC-3' 5'-GGCو       

3' 5'-CCT CTA CAT GGC CCT GTC TAC-  
5'-GGC TCT GAG GAA TGG GTT AC-3'    و        

5'-CTA CAT GGC CCT GTC TTC GTT ACG-3' 
 قطعات تکثير يافته بـه ترتيـب داراƽ طـولي در            .، انجام گرفت   

 Tai I  تحـت اثـر آنـزيم     بودند که bp ۱۰۵و  bp ۱۲۷  حدود

  شد  استفاده bp۱۰۰ مارکرها از   براƽ تمام ژل  : نکته. (قرار گرفتند 

هـا   و براƽ بررسي اثر آنزيم و مشاهده الگوƽ برش،  همه نمونـه            

البتـه ذکـر ايـن نکتـه        ). روƽ ژل آگاروز الکتروفـروز شـدند      بر  

ضرورƽ است که در همـه نـواحي مـورد بررسـي واجـد پلـي                

مورفيسم، الگوƽ حاصل از هضم آنزيمي ممکن است به صورت          

    .هتروزيگوت يا هموزيگوت ظاهر شوند 

 IFN-γ  و TNF-α براƽ سنجش سطح سـرمي ELISAروش 

هـاƽ  از کيـت   ا بـا افـراد شـاهد      در بيماران مسلول و مقايسه آنه     

محـصول کمپـاني   ) human kits IFN-γ & TNF-α( مربوطه

Bender med systems) استفاده گرديد) استراليا ،.  

   :ELISAمراحل کار 

بر روƽ پلاسماƽ خون گروه مورد و شـاهد ،  مراحـل ذيـل بـه           

  :ترتيب انجام گرفت 

و بار  هاƽ کوچک با محلول شستشو د      نوارهاƽ حاوƽ چاهک   -۱

  .مورد شستشو قرار گرفت

  . محلول استاندارد طبق دستور العمل آماده گرديد-۲

۳- lµ۱۰۰  ازsample diluents رديـف    به تمام چاهـک ƽهـا

  .مخصوص استاندارد اضافه شد

۴- lµ۱۰۰    از محلول استاندارد به اولين چاهک استاندارد اضـافه 

ين چاهـک    از اول  lµ۱۰۰سپس با روش تيتراسيون به ترتيب       . شد

. به دومين چاهک و به همين ترتيب تا آخرين چاهک اضافه شـد            

lµ۱۰۰آخرين چاهک خارج گرديد .  

۵- lµ۱۰۰  از sample diluentsبه چاهک بلانک اضافه شد .  

۶- lµ۵۰ از sample diluentsنمونه به چاهک ƽهـا اضـافه   ها

  .گرديد

۷- lµ۵۰نمونه ƽسرم به چاهک ها ƽشدها اضافه از نمونه ها .  

آماده ) به عنوان آنزيم کونژوگه   ( Biotin-conjugate محلول -۸

  ..ها اضافه گرديد به همه چاهکlµ۵۰شد و به اندازه 

 ۲ روƽ نوارها با فيلم مخصوص پوشـانده شـد، و بـه مـدت      -۹

 درجـه سـانتي   ۲۵ تـا  ۱۸دار در دماƽ   ساعت در انکوباتور شيکر   

  .گراد قرار داده شد

 ٱها خالي شد، و سه مرتبـه مجـدد        اهکهاƽ درون چ   محلول -۱۰

  .شستشو داده شد

آمـاده  ) به عنوان آنزيم دوم      (streptavidin-HRPمحلول   -۱۱

  .ها اضافه شد به همه چاهکlµ۱۰۰گرديد و به ميزان 

ها با فيلم مخصوص پوشانده شـد و بـه مـدت            روƽ چاهک  -۱۲

 درجـه   ۲۵ تـا    ۱۸دار در دمـاƽ     يک ساعت در انکوباتور شـيکر     

  .نتي گراد قرار داده شدسا
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ها خالي شد و مانند مرحله قبـل،         محلول هاƽ درون چاهک    -۱۳

  .سه مرتبه شستشو داده شد

۱۴- lµ۱۰۰    ƽاز سوبسترا TMB)     بـه همـه    ) به عنـوان رنگـزا

  .ها اضافه گرديدچاهک

اين مرحلـه   ( دقيقه در انکوبه شيکردار      ۱۰ نوارها براƽ مدت     -۱۵

  .رƽ شدنگهدا) در تاريکي انجام شد

۱۶-  lµ۱۰۰از محلول متوقف کننده (Stop solution)  به همه 

  .ها اضافه گرديدچاهک

 قـرار داده    ELISA-readerبلافاصله پليت را در دسـتگاه        -۱۷

  .ها قرائت شدندOD نانومتر، ۴۵۰شد و در طول موج 

  

  :هايافته

  PCRنتايج مربوط به 

ƽ نوکلئوتيـد   دارا -۱۷۹، در صورتي که ناحيـه       IFN-γدر مورد   

G       و در صـورتي کـه در ايـن         خوردمي باشد در سه ناحيه برش

 . مستقر باشد در دو ناحيه برش خواهد خوردTناحيه، نوکلئوتيد 

 نـوع بانـد   AvaІΙ ، ۴ بـا آنـزيم   PCRپس از هضم محـصول  

اگـر  .  )bp ۶۰  وbp ۴۰۱, bp۲۴۲ ، bp ۱۵۹ : (مشاهده گرديد

 ƽباندهاbp ۲۴۲، bp ۱۵۹و bp ۶۰جـاد شـود نـشان دهنـده      اي

 نـشان  شود ايجاد bp۶۰و  bp ۴۰۱هاƽ  و اگر باندGموتاسيون 

 اbp ƽ ۲۴۲ و ۱۵۹ و   ۶۰ايجاد سه بانـد     .  است Tدهنده موتاسيون 

 براƽ مثال، يکـي از اشـکال        .باشد   مي Gنشان دهنده موتاسيون    

 روƽ هر دو نـوع ژل آگـاروز و          IFN-γحاصل از هضم آنزيمي     

 ـ ـپلي آک  هـضم آنزيمـي    . ده اسـت  ـان داده ش ـ  ـيد نـش  ـريل آم

 روƽ ژل پلـي آکريـل آميـد     IFN-γ-۱۷۹ ژن PCRمحـصول  

          نـشان )  ب-۱شـکل  (  %۳وروƽ ژل آگـاروز  )  الف-۱شکل (

  تـر و  دهد که مشاهده باندها روƽ ژل پلي آکريل آميـد دقيـق           مي

  .         تر استواضح

            

  
 

                                                                                                                                       

 )ب                                                                                                  )الف

 پس از دهد کهنشان مي% ٣همين هضم را روƽ ژل آگاروز ) ب . ريل آميد روƽ ژل پلي آک  -١٧٩  ناحيه INF-γهضم ) الف: ۱شکل

       GG اين باندها گوياƽ ژنوتيپ هموزيگوت .است  کرده٢٤٢ bpو  ١٥٩ و ٦٠ هاƽروƽ مکان ، ايجاد سه باند AvaІΙ هضم با آنزيم

  . استbp۱۰۰باند اول نشان دهنده مارکر . باشندمي

  

                                                                                                                                               

 در صـورتي کـه ايـن ناحيـه          TNF-αاز   -۳۰۸يه   در مورد ناح  

 وجـود در صـورت    ، اما   خورد باشد برش مي   Gواجد نوکلئوتيد   

تي که قطعه مورد نظر در صور .برش نخواهد خورد Aنوکلئوتيد 

 قابـل مـشاهده     bp ۸۷ و   bp ۲۰برش خـورده باشـد دو قطعـه         

  .خواهند شد

 باشـند   G واجـد نوکلئوتيـد      -۲۳۸ و -۲۴۴ در صورتي که ناحيه   

 باشـد بـرش    Aبرش خورده و در صورتي که داراƽ نوکلئوتيد 

  . نخواهد خورد

، در صورتي که نوکلئوتيد TNF-α از  -۸۵۷ اما در مورد ناحيه 

C        نوکلئوتيـد    وجـود     مستقر باشد برش خورده و در صـورتT 
 C نوکلئوتيد -۸۶۳در صورتي که در ناحيه . برش نخواهد خورد

بـرش   وجود داشته باشد A  موجود باشد برش نخورده ولي اگر 

  . خوردمي

، همه  -۱۷۹در ناحيه  IFN-γ در آناليز ژنوتايپينگ پلي مورفيسم

 هـيچ گونـه     ، بنـابراين  .اندمدهها به صورت هموزيگوت در آ     لآل

تـوان بـه عنـوان       و نمي  ،موتاسيوني در اين ناحيه رخ نداده است      

در مـورد    .عامل تشخيـصي روƽ ايـن نـوع پرايمـر كـار كـرد             

  ƽپرايمرهـاTNF-α ƽارزش  -۸۵۷ و -۳۰۸ ، پرايمرهـا ƽدارا

داراƽ  -۲۳۸ و -۸۶۳ پرايمرهــاp<0.05(. ƽ(بودنــدتشخيــصي 

از  -۲۴۴در مــورد پرايمــر). p>0.05(نبودنــدارزش تشخيــصي 

TNF-α             بودنـد  نيز به دليل اينكه همـه پرايمرهـا  هموزيگـوت  

  ).۱جدول (استفاده کردبه عنوان عامل تشخيصي از آن توان نمي
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  ELISAنتايج مربوط به 

با  شدهاƽ ذكرهيناگيرƽ سطح غلظت سايتوكپس از اندازه

ها را روƽ محور غلظت عمود کرده ODاستفاده از منحني ذيل، 

پيکو گرم بر ميلي  (pg/mlبر حسب  ODو غلظت مربوط به هر 

  . به دست آمد) ليتر

  

 هيچ TNF-α در مورد ،پلاسماƽ مورد آزمايشهاƽ نمونهدر 

 IFN-γدر . شت وجود ندامورد و  شاهدهمبستگي بين دو گروه

 )۲جدول (  مشاهده گرديد همبستگيمورد و شاهدبين دو گروه 

  .)الف - ۱نمودار (و

 مورد و شاهدهاƽ دارƽ که در بين گروهبا توجه به اختلاف معني

 cut( حد نصاب  مشاهده شد يک نقطهIFN-γدر سايتوکين 

off( تا بتوان از آن به عنوان يک عامل ،در آن بررسي شد 

 استفاده کردسرولوژيک براƽ تشخيص سريع بيمارƽ سل 

  ). ب-۱نمودار (

  

  

  

 PCR-RFLPبا روش    IFN-γ و TNF-αهاƽ  ژنوتايپينگ مناطق مختلف ژنتوزيع فراواني : ۱جدول 

  N:۱۰۳شاهد N:۹۳مورد
 

ژنوتيپ 

 سايتوکاين
  درصد  تعداد درصد  تعداد

P Value 

IFNγ-179 
GG/TT 

GG ۹۳ ۱۰۰  ۱۰۳ ۱۰۰ P>0.05 

TNFα-308 

AA/GG  

GA 
GG 

۹ 

۸۴ 

۷/۹ 

۳/۹۰ 

۱۶ 

۸۷ 

۵/۱۵ 

۵/۸۴ 

P<0.05 

TNFα-238 

AA/AG 

GG 
 

AG 
 

AA 

۶۸ 

۷ 

۱۸ 

۱/۷۳ 

۵/۷ 

۴/۱۹ 

۹۸ 

۵ 

۰ 

۱/۹۵ 

۹/۴ 

۰ 

P>0.05 

TNFα-244 
GG/AA 

GG ۹۳ ۱۰۰ ۱۰۳ ۱۰۰ …….. 

TNFα-863  

AC/AA 

AA  
 
CA 
 
CC 

۳ 

۲۱  

۶۹ 

۲/۳ 

۶/۲۲ 

۲/۷۴ 

۰ 

۲۹ 

۷۴ 

۰ 

۲/۲۸ 

۸/۷۱ 

 
P>0.05 

TNFα-857 

CC/TT 

CC 
 
TC 
 
TT 

۵۱  

۴۱ 

۰ 

۸/۵۴  

۱/۴۴ 

۰ 

۸۳  

۱۸ 

۲ 

۶/۸۰  

۵/۱۷  

۹/۱ 

P<0.05 

-TNF از -۸۵۷ و -۳۰۸قه   ، تنها در منطIFN-γ و TNF-αهاƽ مناطق مختلف در  با توجه به ميزان فراواني ايجاد موتاسيون در ژنوتايپ

αاز نظر ايجاد موتاسيون وجود دارد ƽسل حائز بنابراين، اين دو منطقه مي.  ، تفاوت معني دار ƽتوانند از نظر بالا بردن قابليت ابتلا به بيمار

 درصـد فراوانـي آن    يا موتاسيون رخ نداده و ياTNF-α در ژن -۸۶۳ ، -۲۴۴ ، -۲۳۸ و نواحي  IFN-γ ژن   -۱۷۹در ناحيه   . اهميت باشند 

  .توانند حائز اهميت باشندبه همين دليل اين دو منطقه در بالا بردن قابليت ابتلا به بيمارƽ سل نمي. کم و بي معني است
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   در بيماران مبتلا به سل ريوƽ و گروه شاهدTNF-αو IFN-γ  ميانگين سطح سرمي :۲جدول

 case  control 

  MeanMaximumMedianMinimum
Standard 
Deviation MeanMaximumMedianMinimum

Standard 
Deviation 

TNF-α 
cytokine 

level ۰/۲ ۰/۷ ۰/۱ ۱/۰ ۰/۲ ۹/۱ ۸/۶ ۲/۱ ۱/۰ ۱/۲ 

IFN- γ 
cytokine 

level ۶/۱ ۴/۷ ۴/۰ ۱/۰ ۰/۲ ۶/۰ ۴/۶ ۱/۰ ۰ ۹/۰ 
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  ب

  

 TNF-α وجود دارد، در مورد IFN-γهمبستگي در  .  در دو گروه شاهد  و بيمارTNF-α و IFN-γ ميزان همبستگي )الف  :۱نمودار 

  IFN-γ  -۱۷۹ناحيه در  )cut off(  نقطه حد نصاب)ب  .مشاهده نمي شود
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  : بحث

اند تا با استفاده از لاشـقين زيادƽ در تـمحق يرـهاƽ اخدر سال

هاƽ مختلف سرولوژƽ و مولکولي ارتباطي را ميان سطح روش

 مايکوباکتريوم توبرکولوزيسرک ـهاƽ محوکاينـايتـرمي سـس

)IL-10 ،IL-12 ،IFN-γ ،(TNF-αسل پيدا کنند ƽو بيمار  .

زاƽ ه جستجوƽ مناطق موتاسيونهاƽ ژنوتيپي بهمچنين با بررسي

ت ـز به دسـاƽ نيدهـتايج عمـد و نـانهـي پرداختـحرک ژنـم

  ).۲(اند آورده

 روPing An ƽبه وسيله  ، مطالعاتي در شيکاگو۲۰۰۲در سال 

TNF-αرا بطهـ راباما،. تـورت گرفـ ص ƽطقه ژني ـين منـا

 شاهد و موردهاƽ ن گروهـزا و قابليت ابتلا به سل بيموتاسيون

  .)۷(نيافتند 

 از نظـر پلــي  -۱۷۹ در منطقـه  ، IFN-γ، در  حاضـر  مطالعـه رد

 ارزش تشخيـصي     که )GG(هستندمورفيسم همگي هموزيگوت    

از نظـر سـطح   IFN-γ همـين طـور   . رددر اين مورد وجود نـدا 

مشاهده ،   TNF-αبر خلاف   . سرمي نيز مورد بررسي قرار گرفت     

 تفـاوت  شـاهد  و مورد در دو گروه IFN-γ  که سطح سرميشد

   . دارددارمعني

 ،  Dolores Lopes-Mderuelo ، در اســپانيا۲۰۰۳در ســال 

 G/Aناحيــه  IL -۱۰، ژن + T/A ۸۷۴ ناحيــه IFN-γروƽ ژن 

 در بيماران مبتلا به سل -A۳۰۸  ناحيه   TNF-α ژن و  -۱۰۸۲

  ƽنشان داد که فقط در مورد        او. مطالعه نمود ريو IFN-γ   ناحيـه 

T/A ۸۷۴+ ،   وجـود دارد         رابطه معني ƽبا عفونت سل ريو ƽدار

)۰۰۰۰۸/۰p= (.  ــورد ــي دار در م ــاط معن ــن ارتب  و IL -۱۰ اي

TNF-α  ايـن مطالعـه حـاکي از آن          يافته.  مشاهده نگرديد ƽهـا

اƽ  داراƽ اهميت ويـژه    ، +T/A ۸۷۴ ناحيه   IFN-γاست که ژن    

  سـل محـسوب      بيمـارƽ  به عنوان عامل ژنتيکي براƽ مقاومت به      

 در افـراد    IFN-γبنـابراين،  نقـص ژنتيکـي در توليـد           . شودمي

تواند موجب افزايش  مي A۸۷۴+ IFN-γ هموزيگوت براƽ آلل 

 پيـشنهاد شـد چنانچـه       .خطر آن در پيشرفت بيمارƽ سـل شـود        

هايي روƽ اين ژن انجام دهند بعيد نيـست         ها و دستکارƽ  طراحي

بيمـارƽ   عليـه  که بتوان از اين ناحيه ژني، در ساخت واکسن بـر  

  ). ۸(سل استفاده نمود 

  و Awomoyi توســـط ۲۰۰۳ســـال مطالعـــه ديگـــرƽ در  

Newport  ـ در   IFN-γ ۱پلـي مورفيـسم گيرنـده    روƽ  اگامبي

 بـراƽ دفـاع و      IFN-γ به اين نتيجه رسيدند کـه        آنها. انجام شد 

ها به ويژه بـر عليـه       ايمني ميزبان بر عليه طيف وسيعي از پاتوژن       

کودکاني که فاقـد    . باشد ضرورƽ مي  ومييکوباکتريهاƽ ما پاتوژن

 استعداد بالاترƽ براƽ ابتلا     ، هستند IFN-γ ۱ هاƽ گيرنده    هزنجير

 ƽمايکوباکتري به بيمار ƽبنـابراين ايجـاد    . دارنـد سل   مثل   وميها

منجـر  ) IFN-γ) IFN-γ R1 از ۱موتاسيون بر روƽ ژن گيرنده 

باکتريـايي از جملـه     هاƽ مايکو به افزايش قابليت ابتلا به عفونت     

  ).۹(گردد سل در افراد مي

 ميـر سـعيدƽ و      در ايـران، توسـط       ۲۰۰۵ سال   مطالعه ديگرƽ در  

 و  IFN-γ ۱هاƽ گيرنـده    ارتباط ميان پلي مورفيسم    روƽ   طبرسي

  ƽبيمار ƽبـه  ء نتايج نشان داد که ميان ابتلا      .گرفت انجام   سل ريو 

وجـود   ط ارتبـا  IFN-γ ۱ از گيرنده    ۳۹۵ و لوکوس    بيمارƽ سل 

 ۵۰ ميزان پلي مورفيسم هتروزيگوت در ايـن لوکـوس از            .ندارد

دارƽ  که رقـم معنـي     ،گزارش گرديد % ۲فرد مورد آزمايش فقط     

  ).۱۰(  و در بقيه افراد هيچ موتاسيوني ديده نشدنبود

 Martha Maria توسط  برزيل در۲۰۰۴ سال مطالعه ديگرƽ در

ــاطق  ــت صــورت گ TNF-α از ژن-۳۰۸ و -۲۳۸روƽ من  .رف

 در  A۲۳۸-TNF-α و  G۳۰۸- TNF-α  آلـل مشاهده شد کـه 

بنابراين  ).  =۰۰۰۰۲/۰p (باشند ارتباط با افزايش ابتلا به سل مي

 يک عامـل حفـاظتي بـر    ، A۳۰۸- TNF-α   و-G۲۳۸لل آدو 

ه  نتيجه گرفت  .روندبه شمار مي  مايکوباکتريوم توبرکولوزيس   عليه  

اکثر مطالعات داراƽ ارزش     در اين مناطق در      آلل که اين دو     شد

  .)۱۱(هستند تشخيصي 

 در مـورد  ،شـود مشاهده ميحاضر  نتايج مطالعههمان طور که از  

موتاسيون به ،  – ۸۵۷ و-۲۳۸، يعني  TNF-αدو منطقه روƽ ژن

 ايـن   .شودمشاهده مي مورد و شاهد    دارƽ در دو گروه     طور معني 

با توجه بـه    اما  . ند داراƽ ارزش تشخيصي باشد    نتوادو منطقه مي  

د آن را   نباشاينکه اين دو منطقه از نظر پلي مورفيسم ارزشمند مي         

 تـا   . نيز مورد بررسـي قـرار داديـم        ELISAبا استفاده از روش     

مـورد و   دار بـين دو گـروه       ارزيابي شود که آيا اين تفاوت معني      

؟ در ايـن    شود يا خيـر   در سطح سرمي آنها نيز مشاهده مي      شاهد  

مـورد  معني دارƽ در سطح سرمي دو گروه         هيچ تفاوت    مورد هم 

  . مشاهده نشد TNF-αدر و شاهد 

از نظر پلي مورفيسم همگي  -۱۷۹ که در منطقه IFN-γدر مورد 

وجود ن مورد ـصي در ايـد و ارزش تشخيـهموزيگوت بودن

 در اين . نيز از نظر سطح سرمي مورد بررسي قرار گرفت،نداشت

د که سطح سرمي در دو مشاهده گردي،  TNF-αمورد بر خلاف 

 در روش .باشددارƽ ميداراƽ تفاوت معنيمورد و شاهد گروه 



  ...IFN-γ  وTNF-αبررسي سطح سرمي و پلي مورفيسم / ۲۲

  

 

ELISAطح غلظت سرمي ـ در اين مطالعه که مقايسه بين س

ل ـلا به سـراد مبتـدر بين افTNF-α و IFN-γهاƽ سايتوکاين

ريوƽ با اسمير مثبت و افراد سالم صورت گرفته است، تاکنون 

  .و يا مکتوب نشده استاƽ صورت نگرفته مطالعه

  و IFN-γد  ـث ذکر شده مشاهده ش    ـه به مباح  ـتها با توج  ـدر ان 

 TNF-αدر ايجاد التهاب در اثر آلـودگي         سايتوکاين ƽکليد ƽها

 بـا مطالعـات     .شوند محسوب مي  مايکوباکتريوم توبرکولوزيس با  

زا در افراد مبتلا    تر و با شناسايي مناطق حساس موتاسيون      گسترده

هاƽ تشخيصي مولکولي در مـدت زمـان         علاوه بر روش   توانمي

   .هاƽ درماني مناسبي را نيز در اين جهت بررسي کردراه، ترکوتاه

  

  :گيرƽنتيجه

 بـر  -۸۵۷ و   -۳۰۸قابليت ابتلا بـه توبرکولـوزيس در دو منطقـه           

مطالعــه پلــي .  قابــل بررســي و بحــث اســتTNF-αروƽ ژن 

 بـراIFN-γ  ƽژن  نسبت بـه منـاطق    TNF-αمورفيسم روƽ ژن    

  .دهدبيمارƽ سل ريوƽ تفاوت معني دارƽ را نشان مي

شد، به دليل اينکه نتـايجي       مشاهده    حاضر هاƽ مطالعه طبق يافته  

 PCR-RFLPکه در روش بررسي پلي مورفيسم با اسـتفاده از             

 منطبـق و هماهنـگ      ELISAهـاƽ روش    به دست آمد، با يافتـه     

 .راستا و يک جهت نيـستند     در يک   بنابراين اين دو روش      نبودند،

توان با انجام يکي از اين روش ها و بـه دسـت آوردن يـک                نمي

لذا، موارد زيـر نيـز      .  داد نتيجه آن را براƽ روش ديگر نيز تعميم       

  :گرددپيشنهاد مي

 و ي و جنـس سـني  هاƽ   گروه هاƽ بيشتر در  گيرƽ نمونه ه کار ب -۱

  .مختلف مورد نياز استƽ حتي در نژادها

 مناطق هاƽ مختلفو با طراحي پرايمرPCR-RFLP شبا رو -۲

 و TNF-αهــاƽ  تــرƽ را در ژنزاƽ بيــشتر و متنــوعموتاســيون

IFN-γ  منطقه. بررسي نمود  ƽاختلاف معني دار در حـد بـالا   باا 

  . کرد شناسايي مورد و شاهد هاƽبين گروه

۳-ƽژنتيکي و همچنين مطالعات گسترده با دستکار ƽها ƽتر رو

 توليد واکسن بر عليه نظيرهاƽ درماني طق حتي به روشاين منا

  .بيمارƽ نيز نائل گرديد

  

  :تقدير وتشکر

ح ـتان مسيـترم بيمارسـاران محـهمک اتيد وـ اس ازنوسيلهـدي ب

ƽکه در انجام اين تحقيق کمک نمودند تشکر و قدرداني  دانشور

 .شودمي
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  ۱۸/۱۲/۸۸:        تاريخ پذيرش مقاله ۱۱/۸/۸۸: تاريخ دريافت مقاله  

  :  چكيده
هـا  افتـه يديدترين کي از جي . برندمردم جهان از آن رنج مي   %  ۱۲-۱۵طوريکه  ه ب .استترين نوع سردرد    ميگرن شايع : زمينه و اهداف  

ƽ هليکوبـاکترپيلور  تيتر آنتي بادƽ عليـه  تعيينهدف از اين مطالعه   . و انواع ميگرن استهليکوباکترپيلورƽوجود ارتباط بين عفونت 

  .بوددر بيماران مبتلا به ميگرن در مقايسه با افراد سالم 

هـاƽ  کننـده بـه درمانگـاه مغـز واعـصاب و مطـب      مراجعـه   بـر روƽ بيمـاران   ƽشـاهد  -صورت مـورد هاين مطالعه ب :روش بررسي

 تـشخيص ميگـرن در آنهـا         کـه  بيمـار  نفـر    ۷۰گروه مورد    . انجام گرفت گيرƽ تصادفي ساده،    صورت نمونه خصوصي شهر ايلام، به   

 نمونه خـون جهـت      .انتخاب شدند مشخصات دموگرافيکي همسان گدوه مورد    عنوان گروه شاهد با     بهسالم  نفر از افراد     ۷۰. بودقطعي  

   ƽتعيين تيتر آنتي بادIgG عليه ƽروش  (هيلکوباکترپيلورELISA  (   شـد و گـروه خـون جمـع ƽدر     .  آور ƽميـانگين تيتـر آنتـي بـاد

  . مقايسه گرديدT-student با آزمون دوگروه مورد و شاهد

زن خانـه دار  %) ۴۰(  نفـر ۲۸به ميگرن در يان بيشترين مبتلا .بود )%۵۰( نفر ۳۵ در  Oبيشترين گروه خون در گروه مورد، : يافته ها

 از مبتلايان به ميگرن داراƽ اختلالات گوارشي  %)۷/۷۵( نفر   ۵۳ .بودعادات ماهانه در بروز سردرد موثر       %) ۷/۴۵(   نفر  ۲۱  در که   بود

در ميگـرن وجـود اسـترس    ترين عامل بروز  مهم.  بروز ميگرن با مواد غذائي خاص ارتباط داشت%)۶/۶۸ ( نفر ۴۸در .مختلف بودند

 مبتلايـان اخـتلالات   %)۹/۷۲ ( نفـر  ۵۱ در .دنبـال سـردرد مـشاهده شـد    هآنان اضطراب ب% ۴/۹۱گزارش گرديد که در %) ۴/۲۱( نفر۱۵

 نـشان داد     کـه اخـتلاف معنـي دار       بـود،  ۸۲/۲۱و در گروه شاهد      ۰۸/۶۰ گروه مورد   ميانگين تيتر آنتي بادƽ در       .خواب وجود داشت  

)P<0/05.(  

 در مبتلايـان بـه   ليکوبـاکترپيلورƽ هدهنده اهميت بررسـي عفونـت     نشانتواندمي بادƽ دار در تيتر آنتيياختلاف معن : نتيجه گيري

بـا درمـان قطعـي و ريـشه کنـي ايـن             ممکن اسـت    . هاƽ تکميلي بيشترƽ است   اين رابطه نياز به انجام تست     در  . باشدميگرن کلاسيک   

ƽيا کا بباکتر ƽميگرني اميدوار بودهش شدت و دورهتوان به بهبود ƽسردردها ƽها.  

 IgG  ،ELISA، هليکوباکترپيلورƽميگرن، : كليد واژه ها
  



  ... در بيماران مبتلاهليکوباکتر پيلورƽبادƽ عليه بررسي تيتر آنتي/ ۲۵

  :مقدمه

ميگرن بيشترين نوع سردرد در همه جوامع بشرƽ از جمله ايـران            

مردم جهان از آن رنج مي برند و يکي         % ۱۲-۱۵طوريکه  به. است

هاƽ تخصصي اعصاب   ترين علل مراجعه بيماران به مطب     از شايع 

اƽ با زمينه ارثـي     ميگرن سردردƽ است دوره   . دهد  را تشکيل مي  

دکي، نوجواني و يا اوايل ميانـسالي       و خانوادگي که از هنگام کو     

ميـزان درد،   . هـا شـيوع بيـشترƽ دارد        شود و در خـانم    آغاز مي 

هـايي  خفيف تا شديد بوده و ممکن است با يکي يا همـه نـشانه             

 در  (obbing)مانند گريز از روشنايي و صداƽ احساس ضـربان          

  ). ۱(همراه باشد... سر، تهوع و استفراغ

، ) ميگرن کلاسيک  (aura)(پيش درآمد   ميگرن به چهار دسته، با      

، انـواع ديگـر ميگـرن و سـردرد     )مـشترک (aura ميگرن بدون 

انـواع مختلـف    ).  ۱-۳(گرددبندƽ مي  طبقه Clusterاƽ يا   خوشه

ميگـرن افتالموپلژيـک، ميگـرن      : ميگرن در اکثر منابع عبارتنـد از      

، ميگرن با عارضه، ميگـرن کودکـان و ميگـرن           (Status)پيوسته  

  ). ۱،۲(شکمي 

طبق تحقيقات انجام گرفته  فاز سردرد حملات ميگرنـي در اثـر             

هاƽ نورولوژيـک در اثـر      اƽ و نشانه  اتساع عروق خارج جمجمه   

پاتوژنز آن به سه    .  آيداƽ بوجود مي  انقباض عروق داخل جمجمه   

      گردد؛ فاز اول توليد درد در سـاقه مغـز، فـاز دوم            فاز تقسيم مي  

وموتـور کـه موجـب انقبـاض يـا انبـساط         صورت فعاليت واز  به

گردد، و فاز سوم فعـال شـدن        هاƽ داخل و خارج مغز مي     شريان

 و در نتيجـه  Caudalis هاƽ هسته مدولرƽ عصب سه قلو سلول

آزاد شدن نوروپپتيدƽ وازواکتيو در انتهاƽ عروق عصب سه قلـو           

رسد که سروتونين در ايجـاد سـردرد ميگرنـي          به نظر مي  ). ۲،۵(

ــل ملاحظــهنقــش قا ــاƽ تحريــک ســلول. اƽ داشــته باشــدب ه

سروتونورژيک باعث ايجاد سردردهاƽ ميگرني و افزايش گردش        

کننـده  خون مغـزƽ شـده و همچنـين رزرپـين کـه يـک تخليـه             

زا در ميگـرن بـه      شود خود يک عامل درد    سروتونين محسوب مي  

  ).۳،۴(آيد شمار مي

يي و دارويـي،    تاکنون عوامل مختلفي از قبيل؛ ژنتيک، مواد غـذا        

اختلالات خواب، استرس، عوامل محيطي مانند سرو صـدا، نـور           

زياد، بوهاƽ مختلف و رطوبت، عوامـل کـارƽ، عـادت ماهانـه،             

 به عنوان عوامـل مـساعد     ... هاƽ شديد، مشروبات الکلي و      ضربه

). ۱(انـد کننده و زمينه سـاز سـردردهاƽ ميگرنـي شـناخته شـده         

    ƽعفوني و پاسـخ    ههمچنين اخيراً به نقش بيمار ƽسيـستم    ا ƽهـا

ها، اختلالات سيستم گوارشي و اثرات آن       ايمني نسبت به عفونت   

يکي از جديدترين   . است   در بروز سردردهاƽ ميگرني توجه شده     

مــسائل پژوهــشي احتمــال وجــود ارتبــاط بــين عفونــت فعــال 

ƽميگرني مـي      هليکوباکترپيلور ƽاز .باشـد  و بروز انواع سردردها 

 platelet activating factorبـاکترƽ بـا ترشـح    آنجا که اين 

)PAF (هـا گـردد،    تواند موجب ترشح سروتونين از پلاکـت      مي

تواند در ايجاد سر دردهاƽ ميگرنـي کـه بـه علـت افـزايش               مي

به همين خـاطر در     . شوند ، نقش داشته باشد    سروتونين ايجاد مي  

 شـروع شـده اسـت، نقـش         ۲۰۰۲تحقيقات جديدƽ که از سال      

  در سـردردهاƽ ميگرنـي توجـه شـده         هليکوباکترپيلورƽ فعاليت

 ) .۸و۷(است 
در مطالعات انجام شده توسط تونکا و همکاران در ترکيه نـشان            

کنـي  داده شد که زمان و شدت سردردهاƽ ميگرني بعد از ريـشه           

ƽ۹(کنـد    درصـد کـاهش پيـدا مـي        ۸۴,۶ تا   هليکوباکترپيلور  .(

ن بروز و شدت سردردهاƽ     همچنين گابريلي نشان داد که در ميزا      

 و  هليکوبـاکترپيلورƽ ميگرني بين گروه درمان شده از نظرعفونت        

). ۱۰(دارƽ وجـود دارد   تفـاوت معنـي   ) بدون درمان (گروه شاهد 

گاسباريني در ايتاليا نشان داد که مـدت، شـدت و عـود مجـدد               

 هليکوبـاکترپيلورƽ گروهي که از نظر عفونت      حملات ميگرني در  

دار وجـود دارد    بت به گروه شاهد تفاوت معني     اند نس درمان شده 

)۱۱.(  

 در کشورهاƽ توسـعه يافتـه       هليکوباکترپيلورƽآلودگي بالغين با    

. رســدمــي% ۸۰و در کــشورهاƽ در حــال توســعه بــه ۵۰-۴۰%

. باشـند همچنين درصد بالايي از کودکان در اين مناطق آلوده مي         

 به شـدت    هاƽ اخير از آنجا که شيوع سردردهاƽ ميگرني در سال       

لازم است که ارتباط بـين عفونـت        ). ۱(رو به افزايش بوده است      

 و سردردهاƽ ميگرني مورد پژوهش قرار       هليکوباکترپيلورƽفعال  

بـادƽ ضـد    تعيـين تيتـر آنتـي     حاضر با اين هـدف        مطالعه .دگير

  . انجام شددر بيماران مبتلا به ميگرنهليکوباکترپيلور 

 
 :هامواد و روش
 ۷۰ ماه بر روƽ     ۶ شاهدƽ در مدت     -ورت مورد اين مطالعه به ص   

هـاƽ  کننـده بـه مطـب     بيمار، با تشخيص قطعي ميگرن، مراجعـه      

گـروه  . خصوصي و درمانگاه مغزواعصاب شهر ايلام انجـام شـد   

هـاƽ موجـود بـا اسـتفاده از جـدول اعـداد             مورد از بين پرونده   

گيرƽ تصادفي ساده از جامعه بيمـاران       صورت نمونه تصادفي و به  

و %) ۳/۳۴( مـرد ۲۴اين گروه شامل . بتلا به ميگرن انتخاب شدند  م

 سـال   ۳۵ و ميـانگين     ۵۲ تـا    ۱۷با محدودة سني    %) ۷/۶۵( زن ۴۶

از ( نفر از افراد سالم و بدون ابتلاء بـه ميگـرن             ۷۰  همچنين    .بود
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ميان همراهان بيمـاران، کارکنـان و دانـشجويان دانـشگاه علـوم             

 مشخـصات دمـوگرافيکي     به صورت همـسان بـا     ) پزشکي ايلام   

هاƽ مورد و   از گروه . بيماران به عنوان گروه شاهد انتخاب شدند        

شاهد به صورت حـضورƽ و توسـط پرسـشنامه خـود سـاخته،              

ــه خــون  جهــت . اطلاعــات لازم ويکــسان اخــذ گرديــد    نمون

 عليــه IgGبــادƽ هــاƽ اليــزا بــراƽ تعيــين تيتــر آنتــيآزمــايش

ƽشد   و گروه خون، ج    هيلکوباکترپيلور ƽها بـا نـرم     داده. مع آور

بـادƽ  ميانگين تيتر آنتي  .  تجزيه و تحليل شدند    SPSS(15)افزار  

براT-student  ƽ در دو گروه مورد و شاهد با استفاده از آزمون 

  .دو جامعه مستقل مقايسه گرديد

  

  :هايافته

       زن ۲۸بيــشترين ميــزان ســردردهاƽ ميگرنــي از نظــر شــغل در 

ــه ــشجويان ۱۲ در ،%)د۴۰(دار خان ــد ۸و در %) ۱/۱۷( دان  کارمن

بيشترين سـردرد ميگرنـي از نظـر ميـزان     . وجود داشت %) ۴/۱۱(

 نفـر بـي سـواد       ۱۸،  %)۳۰( نفر ديپلم    ۲۱تحصيلات به ترتيب در     

 نفـر   ۵۳. مـشاهده گرديـد   %) ۶/۱۸( نفر فوق ديپلم     ۱۳و%) ۷/۲۵(

نـشانه  بيماران ميگرني داراƽ اختلال گوارشي بودند که        %) ۷/۷۵(

  . باشداƽ مستقيم بين مشکلات گوارشي با ميگرن ميرابطه

بيماران بين بـروز و شـدت سـردرد و          %) ۶/۶۸( نفر   ۴۸همچنين  

بيشترين ارتبـاط   . استفاده از مواد غذائي خاص ارتباط قائل بودند       

و %) ۹/۱۲(، غـذاهاƽ چـرب       %)۱/۱۷(را به ترتيب بـراƽ پنيـر        

  .دانستندمي%) ۴/۱۱(جات ادويه

کردند که اضطراب به دنبال سردرد ايجاد        ذکر %) ۴/۹۱(  نفر   ۶۴

 نفر  ۲۷داراƽ اختلال در خواب بوده و       %) ۹/۷۲( نفر   ۵۱. شودمي

از مبتلايـان   %)۵۰( نفر   ۳۵. کم خوابي را گزارش کردند    %) ۶/۳۸(

  ).۱جدول(  داشتندOبه ميگرن، گروه خوني

  

  

  لا به ميگرن  متغيرهاƽ موردمطالعه در بيماران مبت:۱جدول 

  رديف عنوان متغير بيشترين فراواني درصد

 ABO( ۱(گروه خون  Oگروه  50 %

 ۲   (RH)گروه خون  مثبت 58.5 %

 ۳  شغل زنان خانه دار 40 %

 ۴  ميزان تحصيلات ديپلم 30 %

 ۵ وجود اختلالات گوارشي مثبت 75.5 %

 ۶ نوع اختلالات گوارشي ريفلاکس 47.1 %

 ۷  سابقه ميگرن در خانوادهوجود مثبت 54.3 %

 ۸ علل بروز سردرد استرس 21.4 %

 ۹ منشا سردرد فرونتال 55.7 %

 ۱۰ اختلال در خواب کم خوابي 38.6 %

 ۱۱ تاثير مواد غذايي خاص در بروز و شدت سردرد پنير 17.1 %

 ۱۲ تاثير استرس در بروز و شدت سردرد مثبت 91.4 %

 ۱۳ ز و شدت سردردتاثير سروصدا در برو مثبت 80 %

 ۱۴ تاثير نور شديد در بروز و شدت سردرد د مثبت 51.9 %

 ۱۵ تاثير ضربه به سر در بروز و شدت سردرد مثبت 52.9 %

 ۱۶ تاثير عادت ماهانه بانوان در بروز و شدت سردرد مثبت 69.5 %

 ۱۷ بروز کم اشتهايي بدنبال سردرد مثبت 97.1 %

 ۱۸ نبال سردردبروز اضطراب بد مثبت 91.4 %

 ۱۹ ها بدنبال سردردانتشار درد به چشم مثبت 81.6 %

  



  ... در بيماران مبتلاهليکوباکتر پيلورƽبادƽ عليه بررسي تيتر آنتي/ ۲۷

  

  

 ۲۳ارتباط بين ضربة ناگهاني و ايجاد سـردرد،          %) ۹/۵۲( نفر   ۳۷

هاƽ خـاص و ايجـاد سـردرد را         ارتباط بين بيمارƽ  %) ۹/۳۲(نفر  

هـاƽ ذکـر شـده اخـتلالات        در ميان کليـه بيمـارƽ     . ذکر کردند 

در زنـان مـورد مطالعـه    . تـر بـود   شـايع از بقيه    %) ۱۰(گوارشي  

آنان بين عـادات ماهانـه و        %)  ۵/۶۹(  نفر   ۴۸مشخص گرديد که  

از نظر فراواني ميگـرن بـر       .ايجاد سردرد ارتباطي را قائل هستند       

و سـپس    %) ۷/۵۵( حسب منـشأ سـردرد سـردردهاƽ فرونتـال          

به %) ۱/۷۷(  نفر   ۵۴.تر بودند شايع%) ۳/۳۳( سردردهاƽ تمپورال   

ود ارتباط بين سردرد و تغيير در اشتها معتقد بودند و بيشترين            وج

 ۲۱در مطالعه انجام گرفتـه    .گزارش گرديد   ) &۱/۹۷(کم اشتهايي   

عـدم  %) ۶/۱۸( نفـر    ۱۳افراد زود عـصباني شـدن و        %) ۳۰( نفر  

  .دنبال سردرد را ذکر کردندتمرکز به

 ۰۸/۶۰ با ميـانگين     ۱۸-۱۴۶بادƽ درگروه مورد    محدوده تيتر آنتي  

 مـستقل   tآزمون  .  بود ۸۲/۲۱ با ميانگين    ۲-۱۳۶و در گروه شاهد     

 بادƽ در دو گروه ارتباط معنـي      بين بروز ميگرن و سطح تيتر آنتي      

  ).۲جدول )(P=۰۴۸/۰(دارƽ داشت 

  

  هاƽ مورد و شاهد در گروههليکوباکترپيلورƽبادƽ ضد محدوده و ميانگين تيتر آنتي: ۲جدول 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  : بحث

در اين مطالعه مشخص شد که بيشترين گروه خوني مبتلايان بـه            

تواند از کثرت گروه خوني     اين ميزان مي  . باشد مي Oميگرن گروه   

O   درصد افـراد    ۵/۴۱ولي بروز ميگرن در     . ه باشد  در سطح جامع 

زيرا بروز ايـن نـوع گـروه        .  منفي حائز اهميت است    Rhبا گروه   

 درصـد جامعـه را      ۲۰-۲۵خوني در نژاد سفيد پوسـت حـداکثر         

. باشـد  مـي  اين  موضوع نيازمند تحقيقات ويـژه      . دهدتشکيل مي 

ولـي  . استمتأسفانه تا کنون در اين مورد تحقيقي صورت نگرفته        

 بيمار ميگرنـي    ۱۱۲در يکي از مطالعات چندين مارکر ژنتيکي در         

غير خويشاوند، در مقابل گروه شاهد تصادفي همگن، مقايسه شد          

 مشاهده  ABO   ، Rhدار در سيستم گروه خوني      که اختلاف معني  

  ).۱۲(نگرديد

در مورد فراواني مشاغل وسطوح تحصيلي مختلـف در مبتلايـان           

 واتر و همکاران ميـزان ضـريب هوشـي و           به ميگرن ، در مطالعه    

 نفر از مبتلايان ميگرن بررسي      ۴۰۰ اقتصادƽ در    –سطح اجتماعي   

هيچگونه شواهد نسبي بـر تفـاوت ضـريب هوشـي، ميـزان          . شد

. تحصيلات و موقعيت اجتماعي مبتلايان به ميگرن بدسـت نيامـد          

پيشنهاد گرديد که افراد داراƽ هوش بيشتر يـا سـطح اجتمـاعي             

در صورت ابـتلا بـه ميگـرن بيـشتر بـه پزشـک مراجعـه                بالاتر  

  ). ۱۳(نمايند

در مورد ارتباط بين اختلالات گوارشـي و ميگـرن، در بررسـي             

Meucci      ƽبيمار با اختلالات گوارشـي و     ۳۷۸ و همکاران بر رو 

 شاهد در ايتاليا مشخص کردند که بين زنان مبتلا به ميگـرن             ۳۱۰

دار زخم معده ارتباط معني   و اختلال گوارشي از نوع ريفلاکس و        

)۰۰۶/۰P< (  ولـي در مـورد مـردان ايـن ارتبـاط           . وجود دارد 

 تأکيـد   IBSهمچنين در گزارش مرکز درماني      ). ۱۵(دار نبود معني

شده است که بين اختلالات گوارشي و ميگرن رابطـة مـستقيمي            

توانـد  وجود دارد و هر اختلال  آزاردهنده سيستم گوارشـي مـي           

هـاƽ  حتي آلـرژن  . ديد سردردهاƽ ميگرني گردد   باعث بروز و تش   

   محدوده تيتر آنتي بادƽ ƽميانگين سطح آنتي باد

  گروه مورد ۱۸ - ۱۴۶ ۰۸/۶۰

 )مبتلايان به ميگرن (

  گروه شاهد ۲ - ۱۳۶ ۸۲/۲۱

 )افراد سالم (
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        ƽغذايي و افزايش آنتـي بـادIgE          نـسبت بـه برخـي از مـواد 

         خــوراکي نيــز بــا بــروز و شــدت ســردرهاƽ ميگرنــي مــرتبط 

مطالعه ماوروميچاليس و همکاران در مـصر نتـايج         ). ۱۶(باشدمي

      ƽ۳۱اندوسکوپي و بيوپسي بر رو        ƽکودک مبـتلا بـه سـردردها 

:  سال را به شـرح ذيـل اعـلام نمـود           ۱۲رني با ميانگين سني     ميگ

، گاســــتريت در کورپــــوس %)۹/۴۱(نفــــر۱۳ ازوفاژيــــت

، دئودونيـت   %)۷/۳۸(نفـر ۱۲، گاستريت دوانتـروم     %)۶/۵۱(نفر۱۶

 نفر نيز داراƽ ضـايعات التهـابي در سيـستم           ۲۹و  %)۱/۸۷(نفر۲۷

  ƽبودند    روده –معد ƽاز مطالعا    ). ۱۷(ا ƽت که  همچنين در بسيار

 و همکارانش انجام شده است، مشخصاً بـين         Pradalierتوسط  

ميگرن  و اختلالا گوارشي مختلف ارتباط واقعي مـشاهده شـده            

  ). ۱۸(است 

در ارتباط با سـابقة خـانوادگي ميگـرن در مطالعـه اسـتوارت و              

     ƽنفر بيمار ميگرني و گروه شـاهد  ۵۳۲همکاران در آمريکا بر رو 

 اوليه حملات ميگرني و شدت آن با        همگن مشاهده شد که شروع    

ــته   ــي دارƽ داش ــاط معن ــستگي خــانوادگي درجــه اول ارتب واب

(CI=1.30 To 2.72) و ميـزان  Relative   Risk ۱ /۸۸ برابـر 

در مطالعه گرويل و همکاران مشاهده شـد کـه          ). ۱۹(بوده است   

 auraعوامل ژنتيکي نقش مهمي را در اتيولوژƽ ميگـرن بـدون            

رکت يا سهم ژنتيک در بروز ميگرن در مـردان و           ش. کندبازƽ مي 

عليرغم اينکه در زنان شيوع بيشترƽ دارد ولـي         . زنان مشابه است  

عوامل محيطي در بروز ميگرن به يک نسبت اهميت دارند و ايـن             

  ).۲۰(کنندعوامل در هر فردƽ به صورت مستقل عمل مي

درموردارتباط بين موادغذايي خاص وبروز و شدت ميگـرن، در          

هاƽ غـذايي خـاص شـامل       مطالعه خانم وونگ و همکاران گروه     

      غــذاهاƽ داراƽ فنيــل اتيــل آمــين و غــذاهاƽ داراƽ هيــستامين 

. ترين موادغذائي مؤثر در بروز و شدت سردرد معرفي شـدند        مهم

توان به پنير، شکلات، مرکبات ، غذاهاƽ چـرب ،          از ميان آنها مي   

 اسفناج، توت فرنگي، گوجـه و       کافئين ، کاکائو ، موز ، بادمجان،      

 مـواد   همچنـين .  الکلي و آبجو اشاره کرد     خصوص مشروبات به

طرف شدن دردهاƽ ميگرنـي     غذايي خاص هم باعث تسکين و بر      

ترين آنان شامل جوانه سير تازه، جعفرƽ، نعنـاع،         گردد که مهم  مي

 و غـذاهاƽ حـاوƽ      (E,B5)هـاƽ ويتـامين     بابونه معطر ، مکمل   

  ). ۲۱(باشد يم ميمنيزيوم و کلس

اƽ در مورد ارتباط بين استرس و بروز و شدت ميگرن در مطالعه           

که توسط آنتوني و همکاران در مورد بررسي مقـدار سـروتونين            

پلاسما در بيماران ميگرني انجام گرفت نشان داده شـد کـه دفـع        

 ƽ5ادرارHIAA کــه کاتابوليــت ســروتونين اســت در جريــان 

ايش دارد، که نشانه وجـود اسـترس        شدت افز حملات ميگرني به  

شود از متي سـرژيد،     پيشنهاد مي . در زمان حملات ميگرني است    

ده که آنتاگونيـست سـروتونين اسـت، در درمـان ميگـرن اسـتفا             

 بيمـار   ۱۴۱در مطالعة واکوگن و همکاران که بر روƽ         ). ۲۲(شود

 شاهد همگن انجام گرفت مـشخص گرديـد، کـه           ۱۰۹ميگرني و   

استرس و اضطراب در گروه مورد به صورت  معني دار از گـروه              

اما درجـات   . باشدشاهد بيشتر است و نيازمند درمان کلينيکي مي       

پيـشنهاد  . د درمان نيست    افسردگي در هر دو گروه پائين و نيازمن       

ترين عوامل شـروع و     شود که استرس به عنوان يکي از اصلي       مي

در مطالعه آنتـوني و     ) . ۲۳(پايدارƽ حملات ميگرني منظور شود    

همکاران، ميزان اسيدهاƽ چرب آزاد پلاسـما و پروسـتاگلاندين          

E1     مشاهد شد که سـروتونين و      .  در بيماران ميگرني بررسي شد

زاد پلاسما در اکثريت قاطع بيمـاران مبـتلا بـه           اسيدهاƽ چرب آ  

دارƽ داشـته امـا     افـزايش معنـي   )  درصد ۶۰تا  (حملات ميگرني   

       پلاسـمايي در بـروز حمـلات ميگرنـي افـزايش            PGE1سطح  

  ).۲۴(دارƽ نداردمعني

درمورد وجود اخـتلالات خـواب در بيمـاران ميگرنـي ميلـر و              

    ƽسـال   ۱/۹ ± ۳/۲ين     و ميانگ  ۲-۱۲ کودک   ۱۰۸همکاران بر رو 

هاƽ خـواب   پرسشنامه.  اندسردردهاƽ ميگرني مطالعه انجام داده    

توسط والدين تکميل و مشخص گرديد که اختلالات خـواب در           

دار مقايسه با گروه شاهد همگن بسيار بيشتر بوده و تفاوت معنـي           

پاويا و همکـاران ارتبـاط بـين سـردرد و اخـتلالات             ). ۲۵(دارد

     ƽصـبحگاهي وشـبانه          ۲۵خواب را بر رو ƽبيمار بـا سـردردها 

نشان داده شد که بين انواع سردردهاƽ موجـود         .  اندبررسي کرده 

سردردهاƽ ميگرني و تنشي تقريباً نيمي از اخـتلالات خـواب را            

  ). ۲۶(شوندشامل مي

درمورد تاثيرعوامل محيطي بربـروز و شـدت ميگـرن مطالعـات            

ين مـسئله اسـت کـه       دهندة ا  بسيارƽ انجام شده که همگي نشان     

ولي . تأثير عوامل و محرکات محيطي بر بروز ميگرن قطعي است         

يکي . باشددرجة تأثير از فردƽ به فرد ديگر متفاوت و مستقل مي          

 بيمـار   ۴۹۴ترين آنها مطالعه رابينـز و همکـاران بـر روƽ            از مهم 

ميگرني است، که بسيارƽ از عوامل محيطي از قبيل تغييـرات آب        

را بررسي  ... نگي، اشعه خورشيد، فعاليت جنسي و       و هوائي، گرس  

  ).۲۷(اندکرده و نتايج قابل توجهي بدست آورده

درموردتاثير قاعـدگي برشـروع و شـدت حمـلات ميگرنـي در             

 درصـد   ۶۰مطالعه پال و همکاران مشخص گرديد کـه بـيش از            

زنان تحت مطالعه ابراز کردند که بين شـروع قاعـدگي و بـروز              



  ... در بيماران مبتلاهليکوباکتر پيلورƽبادƽ عليه بررسي تيتر آنتي/ ۲۹

  

ود داشته و افـزايش تعـداد دفعـات و شـدت            ميگرن ارتباط وج  

داروهـايي  . شودميگرن با نزديک شدن به زمان قاعدگي بيشتر مي        

که در کاهش تظاهرات باليني و زمان دورة قاعدگي مـؤثر اسـت             

همچنـين در مطالعـة ديگـر       ). ۲۸(بر تسکين ميگرن نيز تأثير دارد     

ز همين محقق نشان داده شد که بروز حملات ميگرنـي در دو رو            

و در روز آخر     auraاول قبل از شروع قاعدگي به صورت بدون         

         دارƽ نـسبت بـه سـاير زمانهـا بيـشتر          قاعدگي به صورت معنـي    

  ).۲۹(باشدمي

            ƽهدف اصلي ا اين مطالعه تعيين فراواني آنتـي بـادIgG   عليـه 

هليکوباکترپيلورƽ در دو گروه مورد و شاهد و مقايـسه ايـن دو             

  که از نتـايج مـشهود  اسـت ايـن اخـتلاف              همانطور. گروه بود 

دهد که بين سطح تيتـر آنتـي بـادƽ          يعني نشان مي  . دار بود معني

 و بروز سردردهاƽ ميگرني رابطه وجـود        هليکوباکتر پيلورƽ عليه  

 نفر بيمار ميگرنـي و      ۷۰تونکا و همکاران در ترکيه بر روƽ        . دارد

 و بعـد از      نفر شاهد ، زمان و شدت سردردهاƽ ميگرن را قبل          ۶۰

نتيجـه گرفتنـد کـه      .  بررسي کردند  هليکوباکترپيلورƽريشه کني   

کنـي هليکوبـاکتر را انجـام        درصد بيماران که درمان ريشه     ۶/۸۴

بيماران با درمان کلاسيک، از درمان سود بـرده و          % ۷۵داده اند و    

در ). ۹(باعث کمتر شدن علائم سردرد و بهبودƽ گرديده اسـت           

 بيمار با تشخيص قطعـي      ۱۴۸ران بر روƽ    مطالعه گابريلي و همکا   

 بـا تـست     هليکوبـاکتر پيلـورƽ   ميگرن که در آنها عفونت فعـال        

بيـوتيکي مناسـب و   تنفسي اوره اثبات گرديده بود، درمـان آنتـي      

سپس تواتر وشـدت و زمـان بـروز         . کني باکترƽ انجام شد   ريشه

حملات ميگرني در آنها به مـدت يکـسال مـورد پيگيـرƽ قـرار               

 بـا موفقيـت     هليکوبـاکترپيلورƽ  بيماراني که نـابودƽ      در. گرفت

، شـدت و    دارƽ در کـاهش تـواتر     انجام شده بود اختلاف معنـي     

مدت حملات ميگرني نسبت به بيمـاران بـا سـابقة عـود مجـدد             

همچنـين در مطالعـه گاسـباريني و        ). ۱۰(بيمارƽ مشاهده گرديد  

  ƽــر رو ــا ب ــاران در ايتالي ــر ۲۲۵همک ــه از نظ ــارميگرني ک   بيم

ƽبا تـست تنفـسي اوره مثبـت بودنـد، درمـان             هليکوباکترپيلور  

در بيماراني که درمان موفق داشتند در مدت        . کني انجام شد  ريشه

 ماه پيگيرƽ مشخص گرديد که از نظر تواتر،  شـدت و مـدت               ۶

نـان  آزمان حملات ميگرني کاهش چشمگيرƽ داشتند و اختلاف         

). ۱۱(دار بـود    عنـي با بيماران داراƽ عـود مجـدد هليکوبـاکتر م         

 aura نفر بـا  ۴۹(  بيمار۱۷۵همچنين در بررسي ديگر گاسپاريني   

 ۱۵۲ با تعيين کليـة مشخـصات در برابـر           aura نفر بدون    ۱۲۶و  

 در  هليکوباکترپيلورƽشيوع عفونت   . شاهد همگن ارزيابي شدند     

ولـي نتـايج نـشان      . تقريباً برابر بود   auraهر دو گروه با و بدون       

طور قـوƽ بـا ميگـرن داراƽ         به cag.Aيکوباکترƽ با   دادند که هل  

هاƽ التهابي شـديد مخـاط معـده در         اوره آ مرتبط است و پاسخ     

برابر عفونت اين باکترƽ باعث آزاد شـدن مـدياتورهاƽ التهـابي            

تواند سبب تنگي عـروق مغـزƽ شـده و باعـث            گردد، که مي  مي

  ). ۳۰(آ گرددايجاد حالت اوره

  

  :گيرƽنتيجه

هايي وجـوددارد کـه انتظـار       ها وکاستي العه محدوديت دراين مط 

هاƽ بادƽگيرƽ آنتي اندازه. رود در مطالعات بعدƽ تکميل شود     مي

IgM ,IgA  تــست تنفــسي اوره آز و انجــام ، PCR ƽبــررو 

بيوپسي اندوسکوپي بيماران مبتلا در جهت تـشخيص دقيـق تـر            

ايـن  در  .  بايـد مـد نظـر باشـد        هليکوبـاکترپيلورƽ عفونت فعال   

توان به تعيين حالت تهاجمي باکترƽ کمـک کـرده و           صورت مي 

ــژوهش ــه پ ــاƽ مداخل ــت   ه ــه عفون ــان ب ــان مبتلاي اƽ در درم

ƽهليکوباکترپيلور           ƽو بررسي بروز، مـدت و شـدت سـردردها 

با توجه به نتايج ايـن مطالعـه و   . ميگرني را درآينده طراحي نمود  

 IgGبـادƽ    آنتي دار در تيتر  تحقيقات مشابه، وجود اختلاف معني    

تـر  دهنـده اهميـت بررسـي دقيـق        عليه هليکوباکتر پيلورƽ نشان   

ممکن اسـت در برخـي      . عفونت فعال در مبتلايان به ميگرن باشد      

موارد با درمان قطعي و ريشه کني اين باکترƽ بتوان به بهبودƽ يا             

هاƽ سردردهاƽ ميگرني ناشي از آن اميدوار       کاهش شدت و دوره   
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  ۲۳/۱۲/۸۸:        تاريخ پذيرش مقاله ۴/۸/۸۸: تاريخ دريافت مقاله  

  :  چكيده
)  Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus= MRSA( مقاوم به متـي سـيلين  استافيلوکوکوس اورئوس  :زمينه و اهداف

نتـي  آ به دليل مقاومت همزمان بـه سـاير   MRSAهاƽ ناشي از درمان عفونت.  هاƽ بيمارستاني در دنيا استاز عوامل اصلي عفونت   

 به متـي سـيلين و الگـوƽ مقاومـت آنتـي             استافيلوکوکوس اورئوس مقاوم  هدف ازاين مطالعه تعيين فراواني      . بيوتيک ها مشکل است     

 . بود۸۸-۸۷يکي آن در مراکز آموزشي درماني گرگان در سال بيوت

 از استافيلوکوکوس اورئوس سويه ۱۲۱ ،۱۳۸۸ لغايت ۱۳۸۷هاƽ شهريور در اين مطالعه توصيفي، در فاصله ماه :روش بررسي

ها با نرم افزار  داده.داستفاده ش ) CLSI طبق دستورالعمل(جهت تعيين مقاومت از روش ديسک ديفيوژن .  هاƽ باليني جدا شدنمونه

SPSS پردازش شد و  با آزمون chi squareدر تمام موارد .  تجزيه و تحليل گرديدP<0.05معني دار در نظر گرفته شد .  

سلين در هاƽ مقاوم به متيفراواني سويه.  به متي سيلين مقاوم بودند%)۹/۸۵(سويه ۱۰۴ سويه مورد بررسي  ۱۲۱از : يافته ها

        بيشترين مقاومت . هاƽ باليني بودبيشتر از ساير نمونه)  نمونه۲۵% (۲/۸۹و )  نمونه۳۸% (۴/۹۰و زخم به ترتيب نمونه ادرار 

 سويه ۷۴، سفوتاکسيم %)۶/۹۷( سويه ۱۰۲، کوآموکسي کلاو %)۱۰۰( سويه ۱۰۴سيلين در  به ترتيب به پنيMRSAهاƽ سويه

   .بود) %۳/۶۴( سويه ۶۷و در اريترومايسين %) ۴/۷۱(

 به ساير آنتي MRSAهاƽ  مقاومت همزمان سويه.است % ۹/۸۵ در منطقه مورد مطالعه MRSAهاƽ فراواني سويه : نتيجه گيري

  .است  ها درمان را با محدوديت روبرو کردهبيوتيک

  ، مقاومت داروئي ،  ديسک ديفيوژنMRSA: كليد واژه ها
  

  
  
  
  



  ...مقاوم بهاستافيلوکوکوس اورئوس هاƽ الگوƽ مقاومت آنتي بيوتيکي سويه/ ۳۲

 

  :مقدمه

ــيون  ــتافيلوکوکوس اورئـــوسمحـــل اصـــلي کلونيزاسـ  اسـ

)Staphylococcus aureus = S.aureus (    در انـسان بينـي

توانـد طيـف وسـيعي از       اين بـاکترƽ مـي    . ،پرينه و پوست است   

ƽپوسـتي ،اسـتئوميليت      ها شـامل پنومـوني ،عفونـت      بيمار ƽهـا

  ) .۱(واندوکارديت را ايجاد کند

 Methicillinسيلينقاوم به متيـ مسوـوکوس اورئـيلوکـاستاف 

 Resistant Staphylococcus aureus=MRSA) ( از

اولين مـورد   . هاƽ  بيمارستاني در دنيا است       عوامل اصلي عفونت  

MRSA  ال پـس از اسـتفاده از       ـک س ـني ي ـ يع ۱۹۶۱ال  ـ در س

 ـ    در  MRSA فراوانـي    .)۳و۲(وتيک گـزارش شـد      ـاين آنتي بي

بـه  . هي را نـشان داده اسـت      ـابل توج ـش ق ـهاƽ اخير افزاي  سال

 ۱۹۹۷در سـال    % ۴/۲۳ت در آمريکا از     ـثال ميزان مقاوم  ـعنوان م 

ت بروز  ـي به عل  ـاز طرف . ده است ـ رسي ۲۰۰۲در سال   % ۴/۳۴به  

هاƽ تـها درمان عفون  کـتي بيوتي ـان  به ساير آن    ـمقاومت همزم 

). ۴و۳(اســت  دهـر شـــتــيدهـهــا پيچــهـويـــناشــي از ايــن س

 تحـت   وسيله يک قطعه کرومـوزومي    لين به ـسيت به متي  ـاومـمق

 ــشيـجاد مـ ايSccmecوان  ـعن ) mecA(اوƽ ژن ـه ح ــود ک

 ـيد مـي  ـولـني ت ـيـروتئـن ژن پ  ـ اي .است  ـ ـک حت عنـوان   ـند ت

PBP2a-(penicillin binding protein)    کـه تمايـل کمـي 

 داروها  ط اين ـتام دارد، و توس   ـاƽ بتالاک ـال به داروه  ـبراƽ اتص 

ــا کنــون .شــود مهــار نمــي   Sccmecف ازـ تيــپ مختلــ۵ ت

 تـا   kb ۲۰که از   ) Vو IV و III و   IIوI(ت  ـايي شده اس  ـناسـش

kb ۶۸   رين آنهـا تيـپ      ـتطرناکـخ. ندـ  متغير هستIII تـ اس ـ  .

هـاƽ مقاومـت    سيلين حامل ژن  زيرا، علاوه بر ژن مقاومت به متي      

يوم نيز است   ـوه و کادم  ـسين ،جي ـومايـن ،استرپت ـبه اريترومايسي 

 ــبيان ژن مقاومت در شرايط آزمايش   ) .۶و ۵( وده و ـگاهي متغير ب

 ردوباسيون بـستگي دا   ـدت انک ـ و م  pHد دما ،  ـي مانن ـبه عوامل 

 ـ      ). ۸ و ۷(  MRSAهـاƽ تـامروزه شناسايي سريع و دقيـق عفون

ــوثر از اهـ ـ   ــان م ــروع درم ــراƽ ش ــوق العـ ــب اƽ ادهـميت ف

 ـ       اييـاز آنج . برخورداراست لاعاتي از  ـکه در منطقـه گرگـان اط

 ــ و مق  MRSAاƽ  ـههـويـي س ـراوانـف  ـ   ـاوم ها ـت داروئـي آن

 ـ ـن مطالعه تع  ـدارد هدف از اي   ـود ن ـوج راواني و الگـوƽ    ـيين ف

 ـ ـوس اورئ ـوکـيلوکـتافـاسهاƽ  هـويـت س ـاومـمق  قاومـوس م

 ـ   ـدر مراکز آموزش   نـيليـسبه متي  ال ـان در س ـ  ـي درمـاني گرگ

 . بود۸۸-۱۳۸۷

 :هامواد و روش
هــاƽ ، ســويه۱۳۸۸ لغايــت شــهريور ۱۳۸۷در فاصــله شــهريور 

 جدا شده از کشت بيماران و يا محـيط          استافيلوکوکوس اورئوس 

مـورد  ) ذر ،طالقاني ودزيـاني   آ ۵(هاƽ آموزشي گرگان    بيمارستان

 سـويه  ۱۰ سويه بـاليني و      ۱۱۱ها شامل   نمونه. مطالعه قرار گرفت  

اƽ تهيـه و اطلاعـات      براƽ تمام بيمـاران پرسـشنامه     . محيطي بود 

بـراƽ تعيـين   .  ثبت گرديد)و محل عفونت سن ،جنس(مورد نياز 

آميزƽ گـرم   هاƽ استاندارد شامل رنگ    از روش  S.aureusهويت  

ــالاز ، ــهDNase،تــست کات ــه روش وکواگولازب هــاƽ لام و لول

هـاƽ   لولـه  درها پس از تعيين هويت      تمام سويه ) . ۸(استفاده شد 

کشت داده ) TSA) tryptone soya agarحاوƽ محيط کشت 

 تعيين مقاومت به متي سيلين و ساير        .ودر يخچال نگهدارƽ شدند   

 ها با اسـتفاده از متـد ديـسک ديفيـوژن  و راهنمـاƽ      بيوتيکآنتي

CLSI) clinical and laboratory standards institute (  

  :رد استفاده عبارت بودند ازهاƽ موديسک .)۸و۷( شدانجام

ــي ــيلينپنـ ــلاو - )unit ۱۰( سـ ــسي کـ  -)gµ ۱۰( کواموکـ

  کلرامفنيکــل-)gµ۱۰(سين ـــتامايـ جن-)gµ ۱۵( اريترومايــسين

)gµ ۳۰(- ــسيم ــسين-)gµ ۳۰( سفوتاکــ -)gµ۳۰( ونکومايــ

ايـران تهيـه شـده       -که از شرکت پادتن طب      )gµ ۱(اگزاسيلين  

  .بودند

 ۵/۰سپانـسيون بـاکترƽ باغلظـت       براƽ انجام ديسک ديفيوژن سو    

گـار کـشت    آمک فارلند تهيه شد و در محيط کشت مولر هينتون           

براƽ .  بر روƽ آن قرار داده شد      هاƽ آنتي بيوتيک  ديسک. داده شد 

 سـاعت در    ۲۴ظرف پترƽ به مـدت      سيلين  تعيين مقاومت به متي   

پس از آن  قطـر هالـه عـدم          . گراد انکوبه گرديد   درجه سانتي  ۳۵

اس ـمتـر حـس    ميلـي  ۱۳تـر از    هاله بزرگ (گيرƽ شد   ندازهرشد ا 

متر به عنوان    ميلي ۱۰متر مقاوم نسبي و هاله کمتر از         ميلي ۱۱-۱۲،

 S.aureusاز  ). ۱۰و ۸)( سيلين  در نظر گرفته شـد      مقاوم به متي  

دانشکده  اهدايي دکتر پورمند ،  ،col  ) Tax ID 93062سويه 

براƽ . ن شاهد مثبت استفاده شد    به عنوا )  دانشگاه تهران  ،بهداشت

ها پس از قرائت هاله عـدم       ارزيابي مقاومت به ساير آنتي بيوتيک     

صـورت  ها نتايج به  رشد و با استفاده از  جدول استاندارد ديسک        

نتايج با استفاده ار نـرم      . حساس نسبي و مقاوم ثبت شد      ،حساس

 در. شـد   تجزيـه و تحليـل  chi square و آزمون  SPSSافزار 

  .دار تلقي گرديد معني۰۵/۰ کمتر از P valueتمام موارد 



 ۳۳/  همكاران و                                                            حميد واعظ)     ۱۳۸۸زمستان  ۴ شماره۳سال (  ميکروب شناسي پزشکي ايران مجله
  
  

 

  :هايافته

 ۴۲ کـه مـورد بررسـي قـرار گرفتنـد،          S.aureus سويه   ۱۲۱از  

سويه از نمونه زخـم     %) ۱/۲۳ (۲۸سويه از نمونه ادرار،     %) ۷/۳۴(

سويه از سـاير    %) ۲/۱۳ (۱۶سويه از کشت خون ،      %) ۷/۲۰ (۲۵،

سويه از محـيط بيمارسـتان      %) ۳/۸ (۱۰و  ) خلط، ،آبسه (ها  نمونه

 ۹/۲۹ ±۶/۲۴ميانگين سني افراد مـورد بررسـي      . جدا گرديده بود  

                سـال ،   ۲۰ايـن افـرا در سـه گـروه سـني کمتـر از               . سال بـود  

از مجمـوع   .  سال تقسيم بندƽ شـدند     ۴۵سال  و بيشتر از      ۴۵-۲۰

 زن%) ۸/۴۶( نفـر  ۵۲مرد و   %) ۲/۵۳( نفر   ۵۹بيماران مورد بررسي    

  .بودند 

) %۳/۸۷( سـويه ۹۷ سويه جدا شده از بيماران،     ۱۱۱در مجموع از    

دارƽ از نظـر    اخـتلاف آمـارƽ معنـي     . سيلين مقاوم بودند  به متي 

 نفر  P>0.05( .۵۴( بين سه گروه سني ديده نشد      MRSAتوزيع  

از  زنـان مـورد مطالعـه بـه          %)۵/۸۶( نفر   ۴۵از مردان و    %)۵/۹۱(

 ن دو گـروه مـذکر ومونـث اخـتلاف          بـي . سيلين مقاوم بودند  متي

 مشاهده  MRSAهاƽ ناشي از    دارƽ در ميزان شيوع عفونت    معني

توزيع مقاومت برحسب محل جداسازƽ نمونه نشان داد که         . نشد

  ) . ۱جدول(بود% ۴/۹۰هاƽ ادرار بيشترين ميزان مقاومت در نمونه

  

  

   به تفکيک نوع نمونهلوکوکوس اورئوساستافيدر سويه هاƽ  سيلين  توزيع مقاومت به متي: ۱جدول

  جمع  محيط  )خلط آبسه(ساير  خون  زخم  ادرار  نمونه

  %)۹/۸۵ (۱۰۴  %)۷۰(۷  %)۷۵(۱۲  %)۸۸(۲۲  %)۲/۸۹(۲۵  %)۴/۹۰(۳۸  )درصد مقاومت (تعداد 

  

  

  

  

 برحـسب محـل     MRSAدار آمارƽ بـين فراوانـي       تفاوت معني 

ƽ هـا مقاومـت سـويه   ). P>0.05(جداسازƽ مـشاهده نگرديـد      

MRSA   از  %) ۱۰۰ (۱۰۴: ها به شرح ذيـل بـود      نتي بيوتيک آ به

            بـه %) ۶/۹۷( سـويه    ۱۰۲ بـه پنـي سـيلين ،         MRSAهاƽ  سويه

 سويه  ۶۷به سفوتاکسيم ،    %) ۴/۷۱( سويه   ۷۴کو آموکسي کلاو ،     

به جنتامايـسين و    %) ۴/۵۲( سويه   ۵۴به اريترومايسين ،    ) &۳/۶۴(

هـيچ  ). ۲جـدول (ل مقـاوم بودنـد    به کلرامفنيک ـ %) ۲۰( سويه   ۲۱

در ايـن مطالعـه     . موردƽ از مقاومت به ونکومايسين ديـده نـشد        

آنتـي   دارƽ بين محل عفونـت و مقاومـت بـه سـاير           رابطه معني 

  ).P>0.05(ها ديده نشدبيوتيک

  

  

  

  نوع نمونهها به تفکيک  به آنتي بيوتيکMRSAهاƽ مقاومت سويه:۲جدول 

  نمونه

  آنتي بيوتيک

  جمع  محيط  )آبسه-خلط(ساير  کشت خون  مزخ  ادرار

  %)۱۰۰(۱۰۴  %)۱۰۰(۷  %)۱۰۰(۱۲  %)۱۰۰ ۲۲  %)۱۰۰(۲۵  %)۱۰۰(۳۸  پني سيلين

  %)۶/۹۷(۱۰۲  %)۱۰۰(۷  %)۱۰۰(۱۲  %)۱۰۰(۲۲  %)۱۰۰(۲۵  %)۷/۹۴(۳۶  کلاوکوآموکسي

  %)۴/۷۱(۷۴  %)۴/۷۱(۵  %)۷۵(۹  %)۷۳(۱۶  %)۶۸(۱۷  %)۷۱ (۲۷  سفوتاکسيم

  )&۳/۶۴(۶۷  %)۱/۵۷(۴  %)۶۷(۸  %)۶۰(۱۳  %)۷۲(۱۸  %)۶۳(۲۴  اريترومايسين

  %)۴/۵۲(۵۴  %)۵/۲۸(۲  %)۳۳(۴  %)۴۵(۱۰  %)۶۴(۱۶  %)۵۸(۲۲  جنتامايسين

  %)۲۰(۲۱  %)۸/۴۲(۳  %)۴۰(۵  %)۱۸(۴  %)۲۰(۵  %)۱۰(۴  کلرامفنيکل

  



  ...مقاوم بهاستافيلوکوکوس اورئوس هاƽ الگوƽ مقاومت آنتي بيوتيکي سويه/ ۳۴

 

  :بحث

 شـناخته   MRSAهـا بـه عنـوان       از سويه % ۹/۸۵در اين مطالعه      

ام شده در تهران ،مشهد و      اين ميزان بيشتر از مطالعات انج     . شدند

اƽ کـه توسـط محـرز و         به طور مثال در مطالعه     .شيراز مي باشد  

 در بيمارستان امام خميني تهـران انجـام         ۱۳۸۱همکاران در سال    

مـورد از بيمـاران     %) ۵/۴۶ (۱۸۷ نمونه بررسي شده     ۴۰۲ه از   شد

در مطالعه ديگرƽ که  .)۱۱(اند بودهMRSAهاƽ مبتلا به عفونت

 در تهـران انجـام شـد از         ۱۳۸۵عيني و همکاران در سال      توسط  

ــويه ۳۳۸ ــويه %)۴۸( ۱۶۲ س ــوده اســت MRSAس در  ).۱۲( ب

اƽ که توسط ژاپني و همکاران در شيرازو نادرƽ نـسب و            مطالعه

هـاƽ ناشـي از     همکاران در مـشهد انجـام شـد، ميـزان عفونـت           

MRSA ميـزان  .  )۱۴و۱۳(بـوده اسـت   % ۵/۵۳و %۴۳ به ترتيب

ت در اروپا و کشورهاƽ همسايه نظير عربستان و کويت نيز           مقاوم

براƽ مثال در مطالعات انجام شده در       .  باشدکمتر از مطالعه ما مي    

 MRSA% ۵/۲۴ هاƽ ناشي از ميزان عفونت۲۰۰۲اسپانيا در سال 

% ۱/۳۳و  %۱/۴۰،%۴/۴۱و در ايرلند ،ايتاليا و فرانـسه بـه ترتيـب            

تان و کويـت ايـن ميـزان بـه          در مطالعات عربس  ) .۴(بوده است   

اما در بعـضي از     ) .۱۶و۱۵(استگزارش شده % ۳۲ و   ۳۳%ترتيب  

کشورها مانند آسياƽ جنوب شرقي ميـزان مقاومـت نزديـک بـه             

 اƽ که در تـايوان انجـام شـده        در مطالعه مثلا  . باشدمطالعه ما مي  

اسـت   گـزارش شـده   % MRSA ۷۷هـاƽ   است ميـزان عفونـت    

 و همچنـين مقاومـت      MRSAهـاƽ   هفراواني بـالاƽ سـوي    ).۱۷(

توانـد عواقـب شـديدƽ    ها مـي همزمان آنها به ساير آنتي بيوتيک  

هايي مانند نوزادان   ها به بخش  داشته باشد زيرا گسترش اين سويه     

 ـ        هـ هزين ICU،شيمي درماني و   د ـهـاƽ زيـادƽ را در پـي خواه

  .داشت 

 هـاƽ در مطالعه ما رابطه معني دارƽ ميان سن، جنسيت و عفونت          

MRSA  درمطالعه محـرز وهمکـاران نيـز رابطـه         .  مشاهده نشد 

 مـشاهده   MRSAهاƽ ناشي از    دارƽ بين جنسيت و عفونت    معني

 بيمار مورد بررسـي     ۱۰۱ از   Topeliدر مطالعه   ). ۱۱ (استنشده

انـد و اخـتلاف     مرد بوده % ) ۵/۵۴( نفر ۵۵زن و   %) ۵/۴۵( نفر   ۴۶

 و جـنس ديـده      MRSAهاƽ  دارƽ در ميزان شيوع عفونت    معني

 بيمـار   ۱۳۶ و همکاران از     Lucieniدر مطالعه   ) .۱۸(نشده است   

 اخـتلاف  . انـد  بيمـار زن بـوده     ۵۲ بيمار مـرد و      ۸۴مورد بررسي 

 و جنس بيماران    MRSAهاƽ  دارƽ در ميزان شيوع عفونت    معني

  ). ۱۹(است  ديده نشده

ــه ــط در مطالع ــه توس ــالJesusاƽ ک ــاران در س ــاƽ و همک         ه

 در  MRSA در اسپانيا انجام شده بيـشترين ميـزان          ۲۰۰۲-۲۰۰۰

    ƽاسـت     سـال مـشاهده شـده      ۶۴افراد بـالا)p<0001)(۴ .( در

  اƽ مطالعه

در کره انجام شده نشان داده اسـت        ۲۰۰۰-۲۰۰۵هاƽ  که بين سال  

 سال بيشتر بوده    ۶۱ در افراد بالاMRSA   ƽهاƽ  که ميزان عفونت  

توانـد ناشـي از      افراد مسن مـي    ميزان عفونت بالا در    .)۲۰(است

ضعف سيستم ايمني در اين افراد و يا مدت زمان زياد مواجه بـا              

 و همکـاران اخـتلاف      Ronaldدر مطالعـه    . عامل عفونت باشـد   

 و سـن ديـده      MRSAدارƽ در ميزان شيوع عفونت هـاƽ        معني

  ).۲۱(باشدنشده است که مشابه نتايج مطالعه ما مي

سـيلين    به پنـي   MRSAهاƽمان سويه دراين مطالعه مقاومت همز   

،کوآموکسي کلاو ،اريترومايسين و سفوتاکسيم بيش از ساير آنتي         

         زاده و همکـاران مقاومـت      .. در مطالعـه فـتح ا     . هـا بـود   بيوتيک

سيلين نسبت به     مقاوم به متي    استافيلوکوکوس اورئوس هاƽ  سويه

ــلاو  ــسي کـ ــسين۹۴کواموکـ ــد، جنتامايـ ــد ۹۶ درصـ  درصـ

در اين مطالعه هيچ    . درصد گزارش شده است      ۹۷يترومايسين  وار

موردƽ از مقاومت به ونکومايسين ديده نشد، کـه مـشابه نتـايج             

 بـه   MRSAهاƽ  ارزيابي مقاومت سويه  ) .۲۲(باشدمطالعه ما مي  

ــک  ــي بيوتي ــاير آنت ــين و  س ــد ، موپيروس ــه لينزولي ــا از جمل ه

  .ر مي رسدکوتريموکسازول در مطالعات آينده ضرورƽ به نظ

  

  :گيرƽنتيجه

مقاومـت  .  در منطقـه مـا بـالا اسـت    MRSAهاƽ  فراواني سويه 

ها درمان آنهـا را      به ساير آنتي بيوتيک    MRSAهاƽهمزمان سويه 

  . با محدوديت روبرو کرده است 

  

  :تقدير وتشکر

اين طرح با حمايت معاونت پژوهـشي دانـشگاه علـوم پزشـکي             

         اين طرح پرسنل آزمايـشگاه     در اجراƽ   . گلستان اجرا شده است     

 آذر ،طالقاني و دزيـاني گرگـان        ۵هاƽ  شناسي بيمارستان ميکروب

           ها گلريز ،شـاه دهـي وحـاجي لـرƽ و آقـاƽ نـادر              ويژه خانم به

 .انداƽ اشتهلحي از آزمايشگاه دانش گرگان همکارƽ صميمانهصا
ستان و همـه   از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي گل       

  .آيد همکاران گرامي تقدير و تشکر به عمل مي



 ۳۵/  همكاران و                                                            حميد واعظ)     ۱۳۸۸زمستان  ۴ شماره۳سال (  ميکروب شناسي پزشکي ايران مجله
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 شده  هاي جداسازي و الگوي حساسيت باكتريلاكتاماز-β مقايسه فراواني توليد آنزيم
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  ۱۵/۱۲/۸۸:       تاريخ پذيرش مقاله  ۲۷/۷/۸۸: تاريخ دريافت مقاله  

  :  چكيده
تـرين عامـل انتـشار    زا اسـت ودسـت پرسـنل بيمارسـتاني مهـم       هاƽ بيمـارƽ   باکترƽ سطوح بيمارستان منابع بالقوه   : زمينه و اهداف  

ƽشيوع آنزيم . باشدها در بيمارستان مي   باکترβ- لاکتامازƽدست پرسنلدر باکتر ƽموجود رو ƽمنجـر بـه   رسـتان  و سطوح بيماها 

هدف از اين مطالعه مقايـسه      . گرددها مي  آنتي بيوتيک  بههاƽ بيمارستاني مقاوم    افزايش عفونت و نهايتاً   ها  در باکترƽ  اين آنѧزيم  انتشار  

و سـطوح کـم تمـاس و پـر تمـاس            از دسـت پرسـنل      هاƽ جداسـازƽ شـده      لاکتاماز و الگوƽ آنتي بيوگرام در باکترβ-      ƽتوليد آنزيم   

   .ن فوق تخصصي الزهرااصفهان بودبيمارستا
 ۱۹۴( نمونه   ۲۷۴در مجموع   .  در بيمارستان الزهرا اصفهان انجام شد      ۱۳۸۴-۸۶هاƽ  اين مطالعه آزمايشگاهي در سال     :روش بررسي 

 Nutrientهاƽ محيطي با استفاده از سوآب و محـيط  نمونه. مورد بررسي قرار گرفت)  از دست پرسنلنمونه  ۸۰ از سطوح و نمونه

Broth (NB) دست پرسنل با روش از سطوح بيمارستان و نمونه ƽهاFinger Printشدند ƽجمع آور  .ƽها تعيين هويت گونه باکتر

  .لاکتاماز با روش اسيدومتريک و الگوƽ آنتي بيوگرام با روش كربي بائر انجام گرديد-βهاƽ باکترƽ شناسي، توليد با روش

هاƽ سويه، گونه %) ۷/۵۳ (۱۰۵هاƽ استافيلوکوکوس   گونه: ز سطوح بيمارستان عبارت بودند از        سويه جداسازƽ شده ا    ۱۹۴: يافته ها 

هـاƽ اسـترپتوکوکوس    سويه ، گونه  %) ۶/۴ (۹هاƽ پسودوموناس   سويه، گونه %) ۷/۱۰ (۲۱سويه، انتروباکترياسه   %) ۲۴ (۴۷باسيلوس  

هـاƽ  گونه:  عبارت بودند از     لسويه جداسازƽ شده از دست پرسن      ۸۰ .سويه%) ۱۵/۵ (۱۰هاƽ گرم منفي    سويه و ساير باسيل   %) ۱ (۲

هـاƽ  ميزان مقاومت سويه  . سويه%) ۵/۰ ( ۴سويه و انتروباکترياسه    %) ۳۵ (۲۸هاƽ استافيلوکوکوس   سويه، گونه %) ۶۰ (۴۸باسيلوس  

 جداسازƽ شده از سـطوح و دسـت         سويه%) ۸۵/۶۱ (۴۶و  %) ۵۴/۶۱ (۱۲۵به ترتيب   . رسيدمي% ۱۰۰جدا شده از هر دو منبع، گاهي به         

   .لاکتاماز بودند-βپرسنل بيمارستان مولد آنزيم 

هـاƽ دسـت پرسـنل و       لاکتاماز در سويه  -βها و توليد آنزيم     هاƽ مقاوم دربرابر آنتي بيوتيک    نتايج مبين شيوع باکترƽ    : نتيجه گيري 

  .سطوح بيمارستان است

  ي، سطوح بيمارستان، دست پرسنللاکتاماز، مقاومت آنتي بيوتيک-β: كليد واژه ها

  
 



  ...هاƽ جداسازƽ شدهت باکترƽ و الگوƽ حساسيلاکتاماز-β مقايسه فراواني توليد آنزيم/ ۳۸

  :مقدمه

کند که در   بيمارستان را محلي معرفي مي     سازمان جهاني بهداشت  

عفونت بيمارستاني بـه    . شود تکيه مي  بيمارانآن بر سلامت بيشتر     

شود كه در زمان بـسترƽ شـدن در بيمارسـتان             عفونتي اطلاق مي  

 بيمار عامل عفونت زا را از محيط بيمارسـتان كـسب            ،ايجاد شود 

 و در حالت    نداشته باشد ر بيمار وجود    در هنگام پذيرش د   ،  نمايد

 سـاعت پـس از      ۴۸ها حـداقل     اين عفونت  .نبوده باشد كمون نيز   

بر اساس آمار منتشره از طـرف سـازمان         . گردندميبسترƽ آشكار   

          ƽ۱۴ بيمارسـتان از     ۵۵جهاني بهداشت در طي يـك بررسـي رو 

كشور دنيا، به نمايندگي از چهار ناحيـة تحـت پوشـش سـازمان              

اروپا، شرق مديترانه، آسـياƽ جنـوب شـرقي و          (جهاني  بهداشت  

مشخص گرديده است بيشترين ميـزان      ) منطقه غرب اقيانوس آرام   

هاƽ شرق مديترانه و آسـياƽ   در بيمارستان هاƽ بيمارستاني   عفونت

و کمتـرين ميـزان     % ۱۰و  % ۸/۱۱جنوب شرقي به ترتيب با شيوع       

 ترتيب بـا شـيوع      عفونت در منطقه غرب اقيانوس آرام و اروپا به        

سازمان جهاني  بر اساس مطالعات .مشاهده شده است% ۷/۷و % ۹

 ميليون نفـر از مـردم دنيـا از         ۴/۱ بيش از    ۲۰۰۵بهداشت در سال    

ميزان مرگ و ميـر     . هاƽ بيمارستاني رنج برده اند      عوارض عفونت 

 باشـد   متغيـر مـي   % ۱۴-%۷۱هاƽ بيمارستان     ناشي از انواع عفونت   

)١-٤(.  

ترين عامل انتقـال و انتـشار        بيمارستان به عنوان مهم    دست پرسنل 

ƽباکتر   ƽمقاوم در برابر آنتي بيوتيك     ها به خصوص باكتر ƽهـا  ها

. گردنـد عوامل زنجيره عفونت محسوب مي    در بيمارستان، يكي از     

      ƽها در محيط بيمارستان    بنابر اهميت دست پرسنل در انتشار باکتر

معنـاƽ  (مبحث کنترل عفونت در   هاƽ بيمارستاني،   و ايجاد عفونت  

 در پي اثبات ۱۸۴۰ در سالIgnaz Semmelweisتوسط) مدرن

هـاƽ  اهميت بهداشت دست پرسنل بيمارستان در کنتـرل عفونـت    

  ).۴-۶(بيمارستاني مطرح گرديد 

ترين عامل مهـار    كنترل بهداشت دست پرسنل مراكز درماني، مهم      

 ƽخطرناك و مقاوم دربرابر آ انتشار باكتر ƽهـا در  نتـي بيوتيـك  ها

 به اين ترتيب كـه  بـا ارتقـاء            .باشدميان پرسنل مراكز درماني مي    

%  ۴۰هـاƽ بيمارسـتاني      عفونت  بهداشت دست پرسنل  بيمارستان،    

  ).۷(يابد كاهش مي

فلور باكتريايي پوسـت در منـاطق مختلـف بـدن واجـد مقـادير            

  ƽمي    مختلفي از باكتر ƽهواز ƽطور مثـال  ه   ب .باشد  ها CFU⁄cm2 

 بـاكترƽ روCFU⁄cm2 ۱۰۵×۵    ƽ باكترƽ روƽ پوست سر،    ۱×۱۰۶

ت شـكم  ـباكترƽ روƽ پوس CFU⁄cm2۱۰۴×۴  پوست زير بغل،

.  بـاكترƽ روƽ پوسـت آرنـج وجـود دارد    CFU⁄cm2۱۰۴×۱  و

 ي در محدوده  ـانـز درم ـنل مراك ـت پرس ـاƽ روƽ دس  ـه  رƽـباكت

 CFU⁄cm2۱۰۶×۶/۴-۱۰۴×۹/۳ جود لورباكتريايي مو ف.  دارد  قرار

ƽا و فلورگـذر   دسـته ۲پوست دست به  رو    ƽپايـدار طبقـه بنـد

  ).۸ (شوند مي

            سطوح بيمارسـتان از جملـه عوامـل چرخـه عفونـت محـسوب              

       اƽ بــراƽ حفــظ و نگهــدارƽ زيــرا از تــوان بــالقوه. گردنــدمــي

ƽزا و نهايتاً انتشار عوامل عفوني در بيمارستان          باکتر ƽبيمار ƽها

اين سطوح به طور كلي به دو دسـته تقـسيم           . باشند مي برخوردار

سطوح پرتماس که عبارتند از سطوحي كه دست با          -۱: شوند  مي

هـاƽ    باشد از جملـه دسـتگيرة در، تخـت          آنها زياد در تماس مي    

هاƽ اطـراف دستـشويي، ميـز         ها، ديواره   متحرك، سوئيچ، لبة پرده   

رتنـد از    سـطوح كـم تمـاس کـه عبا         -۲رايانه، ميز كنار تخـت      

باشد، از جمله سقف      سطوحي كه دست با آنها كمتر در تماس مي        

  ).۴،۹(و كف اتاق 

هـاƽ بيمارسـتاني مطـرح مـي         مساًله ديگرƽ که به دنبال عفونت     

هاƽ   بيوتيكي در باكترƽ    هاƽ آنتي   ، گسترش و انتشار مقاومت    گردد

ƽباشد   مي زابيمار .           ƽاز آنجا كه بيمارسـتان محـيط مناسـبي بـرا

ر عفونت از يك بيمار به بيمار ديگر يا از پرسنل به بيمـاران              انتشا

هـاƽ    شود، انتشار مقاومت آنتي بيوتيكي در بـاكترƽ         محسوب مي 

 انتـشار   .موجود در بيمارستان از اهميت خاصي برخوردار اسـت        

 مـصرف   -۱ :دهد  مقاومت در بيمارستان به دو علت عمده رخ مي        

 انتشار سريع عفونت در     -۲ اه  ها در بيمارستان    بيوتيك  آنتيگسترده  

  ).۱۰ (بيمارستان

ها، آنتي  هاƽ مصرفي در بيمارستان   بيوتيک ترين آنتي از جمله مهم  

زيـرا هـم طيـف اثـر        . باشـند لاكتام مـي  -βهاƽ خانواده   بيوتيک

. دارنـد اƽ دارند و هم اثـرات جـانبي كمـي بـر ميزبـان               گسترده

ƽمقاومت       ها روش   باكتر ƽگوناگوني برا ƽتي بيوتيک  آن بهها  ƽهـا

 ترين و در واقع مهم    ترين   يكي از متداول   .دارندلاكتام  -βخانواده  

 ،لاكتـام   -βكننـدة حلقـه     ير فعال غهاƽ    ها، توليد آنزيم  اين روش 

-βهـاƽ خـانواده     آنتي بيوتيـک  ). ۱۰ (باشد  لاكتاماز مي - βيعني

هاƽ ناشـي   هاƽ انتخاب اول در درمان عفونت     لاکتام آنتي بيوتيک  

 باسـيلوس،   ،ƽ پاتوژن استافيلوکوکوس، اسـترپتوکوکوس    هاگونه

ــه ــاکتر، (انتروباکترياس ــه انتروب ــ اشرازجمل ــسيلا، کليشياي ، کلب

  ).۱۰ (شوند محسوب مي...و) پروتئوس

هـاƽ   بر اساس مطالعات انجام شده در ايران و جهان، اکثر گونـه           

ƽعامل عفونت  بيمار ƽبيمارستاني حـداقل در برابـر يـک         زا ƽها

اند و عمدتاً واجد توانايي توليـد       ه آنتي بيوتيکي مقاوم شده    خانواد

انتـشار  توان به   از جمله اين موارد مي    . باشندلاکتاماز مي -βآنزيم  
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هاƽ بيمارسـتاني ناشـي از انتروباکترياسـه بـا          و گسترش عفونت  

در بـسيارƽ از کـشورهاƽ جهـان        . مقاومت چند گانه اشاره نمود    

هاƽ بيمارسـتاني در برابـر      عفونتهاƽ عامل   باکترƽ% ۱۰بيش از   

دهند و در اين ميان     هاƽ نسل سوم مقاومت نشان مي     سفالوسپورين

. باشـند اƽ برخـوردار مـي    هاƽ مراقبت ويژه از اهميت ويژه     بخش

هاƽ بيمارستاني مقاوم در    هاƽ عامل عفونت  از باکترƽ % ۳۰حدود  

هـاƽ مراقبـت ويـژه       بخـش  هاƽ نسل سوم از   برابر سفالوسپورين 

هـاƽ جداسـازƽ شـده از       از بـاکترƽ  % ۶۷شوند و   جداسازƽ مي 

  لاکتامـاز -βهاƽ بيمارستاني واجد توانايي توليـد آنـزيم         عفونت

  ).١٠،١١( باشندمي

 و  لاکتامـاز -β اين مطالعه با هدف مقايسه فراواني توليـد آنـزيم         

  ƽحساسيت باکتر ƽشده    الگو ƽجداساز ƽو از دسـت پرسـنل      ها

  . ق تخصصي الزهرااصفهان انجام شدسطوح در بيمارستان فو

  

 :هامواد و روش
 در بيمارستان    ۱۳۸۴ -۱۳۸۶هاƽ  اين مطالعه آزمايشگاهي در سال    

بـر اسـاس بـرآورد      . الزهرا اصفهان انجام گرفـت    فوق تخصصي 

 نمونـه از    ۸۰ نمونـه از سـطوح بيمارسـتان و          ۱۹۴حجم نمونه،   

 .دست پرسنل بررسي شد

ــنل   ــت پرس ــه از دس ــازƽ نمون ــتفاده از روش  جداس ــا اس  ب

Fingerprint Technique ايـن   ). ۱۰،۱۲( انجام گرديد ƽبـرا

 ـ ـههـ نمون ورـمنظ  ـ ـا ب ت ـان دس ـ ـاس مـستقيم سرانگـشت    ـا تم

 EMB و  Blood agarهـاƽ  پرسـنل، هـم زمـان روƽ محـيط    

)Eosin Methylene Blue Agar) ( شرکتMerck (  جمـع

مـاس و   هـاƽ محيطـي از سـطوح کـم ت         نمونـه . آورƽ گرديدند 

پرتماس بيمارستان شامل صندلي، ميز کنار تخـت، کـف اتـاق،            

        تشک پلاستيکي و لبـه کنـار پنجـره اتـاق بيمـاران بـسترƽ در               

 CCU   ، ICU اطفال، جراحي، عفوني، داخلي، زنان،       ؛هاƽبخش

جداســازƽ نمونــه از ســطوح ). ۱۳، ۱۰(آورƽ گرديدنــد جمــع

هـاƽ محيطـي بـا      نمونهآورƽ  بيمارستان با استفاده از روش جمع     

) Merckشـرکت  ) (NB )Nutrient Broth سوآب و محـيط 

  EMB وBlood Agarهاƽ هر نمونه روƽ محيط. انجام گرديد

 سـاعت   ۲۴ظروف پترƽ به مدت     . به روش خطي کشت داده شد     

   ƽو   کلني. گراد انکوبه شدند   درجه سانتي  ۳۷در دما ƽها جداساز

هاƽ روش ها با انجام  رƽسازƽ گرديدند جنس و گونه باکت     خالص

           ؛هـاƽ آميـزƽ گـرم، تـست     رنـگ : اسي انجام گرديـد   نباکترƽ ش 

TSI (Triple Sugar Iron Agar)  ، DNase، IMViC ،

کاتالاز، اکسيداز و استفاده از محـيط هـاƽ بلادآگـار، نوترينـت             

شيگلا -براث، مک کانکي آگار، ائوزين متيلن بلو آگار، سالمونلا        

  ).Merck) .(۱۰،۱۴رکت ساخت ش(آگار

 انجـام  روش اسـيدومتريک  بـا لاکتامـاز   β- آنزيم   بررسي حضور 

ي ـاوƽ يک ـ ـي که ح  ـلولـترƽ به مح  ـاکـدر اين روش ب   . گرديد

 ـ  ـسقات پني ـاز مشت  ) فنـل رد  ( اسـت    pHک معـرف    ـيلين و ي

در  و بـنفش رنـگ اسـت   فـوق الـذکر    محلـول   . گردد  اضافه مي 

سـيلونيک اسـيد       بـه پنـي    سـيلين   لاکتاماز، پني -βصورت توليد   

 يابـد  شود و رنگ محلول از بنفش بـه زرد تغييـر مـي         شکسته مي 

)۱۷-۱۵ .(  

 ۵/۴ به   ،% ۵/۰نل رد   ـ از محلول ف   يترـلليـ مي ۵/۰ن روش   ـدر اي 

 سپس محلـول    .دـرديـافه گ ـاضتريل  ـقطر اس ـآب م تر  ـلييليـم

 ميليـون واحـدƽ     ۵پنـي سـيلين جـي       به يک ويال حاوƽ پودر      

 پني سيلين جي     پس ازحل شدن   .افزوده شد ) دتن طب شرکت پا (

 مولار به ويـال اضـافه      ۱ سودول  ـطره، محل ـطره ق ـبه آرامي و ق   

 ۵/۸ محلـول  pHدر اين حالت  . شود تا رنگ بنفش توليدگرديد

 ميلـي متـر وارد   ۱ - ۲/۰ موئينه به قطـر    له يک لو  سپس. باشد  مي

 روƽ فاصـله شد که پس از بالا آمدن محلـول در لولـه، بلا           ويال  

ط بـاکترƽ   س لوله تو  انتهاƽ  تا  شد،  ه مي سطح کلني باکترƽ کشيد   

 قرائـت  دقيقـه    ۵-۱۵ بعـد از     آزمايش نتيجه. گردد مسدودکاملاً  

  ).۱۵-۱۷(دش مي

 ـ    رƽـيت باكت ـبررسي الگوƽ حساس    ـ  ـهـاƽ گـرم مثب رم ـت و گ

ومايسين، ـين، وانک ـامايسـهاƽ جنت کـفي در برابر آنتي بيوتي    ـمن

پي سيلين، کوتريموکسازول،   ـين، آم ـترومايسـکلين، اري تراسايـت

) شرکت پادتن طب  (سيم و پني سيلين     ـوتاکـن، سف ـکليندامايسي

 ــاس روش ك  ـبر اس  تحـت شـرايط    . ي بـائر انجـام گرديـد      ـرب

 مک فارلنـد از بـاکترƽ بـا         ۵/۰استريل، سوسپانسيوني با غلظت     

 Mueller-Hinton Agarاستفاده از سوآب در سـطح محـيط   

)MHA) (  شرکتMerck ( سـپس ديـسک   . شدپخش مي  ƽهـا

 ـ      ـ.  شـد رار داده مـي   ـآنتي بيوتيک روƽ محيط ق       ايج پـس از    ـنت

 ـ  ۳۷اƽ  ـذارƽ در دم  ـاعت گرماگ ـ س ۴۸-۲۴ گـراد  يـ درجة سانت

سـپس اطلاعـات وارد رايانـه شـده و          ). ۱۰،۱۸(شد  خوانده مي 

حليل و آمار توصيفي تجزيه و ت     ) SPSS) V:14افزار    توسط نرم 

  .شدند



  ...هاƽ جداسازƽ شدهساسيت باکترƽ و الگوƽ حلاکتاماز-β مقايسه فراواني توليد آنزيم/ ۴۰

  

  :هايافته

هـاƽ   سويه جداسازƽ شده از دست پرسنل شـامل ارگانيـسم          ۸۰

%) ۵ (۴،  استافيلوکوکوس اپيدرميديس سويه  %) ۳۰ (۲۴: ذيل بود 

باسـيلوس  سـويه   %) ۲۵/۱۶ (۱۳،  استافيلوکوکوس اورئوس سويه  

 ۲هـاƽ باسـيلوس،     سويه از سـاير گونـه     %) ۷۵/۴۳ (۳۵،  سرئوس

. کلبـسيلا پنمونيـه   سـويه   %) ۵/۲ (۲ و   اشرشياکليسويه  %) ۵/۲(

ها از سويه % ۴۲(  سويه جداسازƽ شده از سطوح بيمارستان        ۱۹۴

هـا از سـطوح پـر تمـاس         از سـويه  % ۵۸از سطوح کم تماس و      

سويه %) ۴۵ (۸۸:  هاƽ ذيل بود  شامل ارگانيسم ) جداسازƽ شدند 

استافيلوکوکوس سويه  %) ۷/۶ (۱۳،  استافيلوکوکوس اپيدرميديس 

%) ۴ (۸،  اسـتافيلوکوکوس اپيدرميـديس   سويه  %) ۲ (۴،  اورئوس

هـاƽ  سـويه از سـاير گونـه      %) ۲۰ (۳۹،  باسيلوس سرئوس سويه  

کلبـسيلا  سويه  %) ۷/۶ (۱۳ ،   اشرشياکليسويه  %) ۴ (۸باسيلوس،  

سـويه از   %) ۱۵/۵ (۱۰سـويه پـسودوموناس،     %) ۶/۴ (۹،  پنمونيه

 ۴،  سـويه آلكـالي ژنـز     %) ۰۶/۲ (۴( هاƽ گرم منفـي     ساير باسيل 

سـويه  %) ۱ (۲و  ) هافنيا  %) ۰۳/۱ (۲سويه آسينتوباكتر،   %) ۰۶/۲(

  ).۲و ۱هاƽ جدول(استرپتوکوکوس 

  

  

  

  

  

  

  لاکتاماز در آنهاβ-هاƽ جدا شده از دست پرسنل بيمارستان و توليد توزيع فراواني باکترƽ: ۱جدول 

 
Enterobacteriaceae Bacillus spp. Staphylococcus spp.  

% N  % N % N 

۵% ۴ ۶۰%  ۴۸  ۳۵%  ۲۸  

  

 گونه 

K.pnemonieae E.coli B.cereus  Bacillus spp.  S.aureus  S.epidermidis  

%  N  %  N  %  N  %  N  %  N  %  N  

۵/۲% ۲ ۵/۲% ۲ ۲۵/۱۶ ۱۳ ۷۵/۴۳ ۳۵ ۵% ۴ ۳۰% ۲۴ 

 جنس

%  N  %  N % 
  

N 

  

%  N  % 
  

N 
  

%  N 

  

۵۰%  ۱  ۵۰%  ۱  ۳/۹۲% ۱۲  ۱۴/۳۷%  

 

۱۳  ۷۵%  

 

۳ 

 

۶۶/۶۶%  

 

۱۶ 

  

لاکتاماز-βتوليد
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سويه %) ۸۵/۶۱ (۴۶نتايج حاصل از تست اسيدومتريک نشان داد        

ــنل و    ــت پرس ــده از دس ــازƽ ش ــويه %) ۵۴/۶۱ (۱۲۵جداس س

جداسازƽ شده از سطوح، بـه شـرح ذيـل بودنـد مولـد آنـزيم                          

β- استافيلوکوکوس اورئـوس  سويه  %) ۶/۸۴ (۱۱: لاکتاماز بودند ،

%) ۷۵ (۳،  اسـتافيلوکوکوس اپيدرميـديس   ، سويه   %)۴۵/۷۰ ( ۶۲

ــويه  ــاپروفيتيکوسس ــتافيلوکوکوس س ــويه %) ۹/۳۵ (۱۴، اس س

سويه %) ۷/۸۵ ( ۷،  باسيلوس سرئوس سويه  %) ۱۰۰ (۸باسيلوس،  

سـويه  %) ۳/۳۳ (۳،  کلبسيلا پنمونيه سويه  %) ۷۷ (۱۰،  اشرشياکلي

 ۳(هـاƽ گـرم منفـي       سويه ساير باسـيل   %) ۶۰ (۶پسودوموناس،  

 ۱و  )  سـويه هافنيـا    ۱ سـويه آسـينتوباكتر،      ۲ويه آلكالي ژنـز،     س

ــتان  و   %) ۵۰( ــطوح بيمارس ــترپتوکوکوس از س ــويه اس  ۱۶س

سـويه  %) ۷۵ (۳،  استافيلوکوکوس اپيدرميـديس  سويه  %) ۶۶/۶۶(

ــوس  ــتافيلوکوکوس اورئ ــيلوس،  %) ۱۴/۳۷ (۱۳، اس ــويه باس س

 اشرشياکليسويه  %) ۵۰ (۱،  باسيلوس سرئوس سويه  %) ۳/۹۲(۱۲

ــويه %) ۵۰ (۱و  ــهسـ ــسيلا پنمونيـ ــنل                  کلبـ ــت پرسـ  از دسـ

  ).۲و ۱جدول (

هاƽ جدا شده از دست پرسنل و سطوح بـه          نتايج حساسيت سويه  

  . اند ارائه شده۴ و ۳هاƽ ها به ترتيب در جدولکتيآنتي بيو

  

  

  

  

 لاکتامازβ-وليدهاƽ جداسازƽ شده از سطوح بيمارستان و تفراواني باکترƽتوزيع : ۲جدول 

  

Enterobacteriaceae 
  

  

Bacillus spp. 

  

Staphylococcus spp. 

  

 جنس

%     N  %  N %  N 

۷/۱۰%     ۲۱   ۲۴% ۴۷ ۷/۵۳% ۱۰۵ 

 
درصد/ تعداد   

K
 .pneum

oniae
  

 

E.coli
 B.cereus

 Bacillus spp.
 S.saprophyticus

 

S.aureus
  

S.epiderm
idis

   

  

 گونه

% 

N % N % N % N% N % N %  N 

۷/۶%  

۱۳  

 

۴%  ۸ ۴%  ۸ ۲۰%  ۳۹۲%  ۴ ۷/۶%  ۱۳ ۴۵%  ۸۸ 

  

  درصد/ تعداد 

% 
N 
 

% N 
  

% N % N% N 
  

% N % N 

۷۷% 
۱۰ ۷/۸۵%۷  ۱۰۰%  ۸ ۹/۳۵%۱۴۷۵% ۳ ۶/۸۴% ۱۱ ۴۵/۷۰%۶۲ 

لاکتاماز-βتوليد 
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Streptococcus spp.  
 

Other Gram - Bacillus Pseudomonas spp.  
 

 جنس 

% N  % N % N 

۱%  ۲ ۱۵/۵% ۱۰ ۶/۴% ۹ 

  

  درصد/ عداد ت

 
% N % N % N  

۵۰% ۱ ۶۰% ۶ ۳/۳۳% ۳ 

  

  لاکتاماز-βتوليد 

 
  

  

  هاƽ جداسازƽ شده از دست پرسنل بيمارستاندرصد حساسيت آنتي بيوتيکي باکترƽ: ۳جدول 

ن
سيلي

ي 
پن

م 
سي
سفوتاک

ن 
سي
داماي

کلين
 

م
تريمتروپري

-  

ل
سازو

سولفامتواک
 

ن
سيلي

ي 
آمپ

 

سي
اريتروماي

ن
 

ن
کلي

ساي
تترا

 

ن
سي
جنتاماي

 

% N % N% N %    N % N % N % N % N  
 

  

         آنتي بيوتيک

  

  

ƽباکتر 

۵۶% ۱۷۶۱% ۱۹۶۸% ۲۲۷۳% ۲۲۸۰%۲۵۸۹%۲۶ ۹۶% ۳۱ ۱۰۰%۲۹ Bacillus spp. 

۰% ۰۰% ۰۸۷% ۷ ۵۷% ۴ ۵۰%۳ ۶۶%۴ ۱۰۰%۷ ۱۰۰%۶ B.cereus 

۰% ۰۵۰% ۱۶۶% ۲ ۲۵% ۱ ۵۱%۲ ۵۰%۲ ۶۶% ۲ ۵۰% ۱ S.aureus 

۳۳% ۸۶۹% ۱۶۷۳% ۱۷۵۷% ۱۲۹۰%۲۰۵۰%۸ ۹۰% ۲۰ ۷۸% ۱۵ S.epidermidis 

  

  

  

  هاƽ جداسازƽ شده از سطوح بيمارستاندرصد حساسيت آنتي بيوتيکي باکترƽ: ۴جدول 

ن
سيلي

ي 
پن

م 
سي
سفوتاک

ن 
سي
داماي

کلين
 

م
تريمتروپري

ل -
سازو

سولفامتواک
 

ن
سيلي

ي 
آمپ

ن 
سي
اريتروماي

 

ن
کلي

ساي
تترا

 

ن
سي
جنتاماي

 

 
%  

 
N  

 
%  

 
N  

 
%  

 
N  

 
%  

 
N  

 
%  

 
N  

 
%  

 
N  

 
%  

 
N  

 
% 

 
N  
 

  

         آنتي بيوتيک

  

  

ƽباکتر 

۱۹% ۳ ۷۵% ۹ ۶۷% ۶ ۲۰% ۲ ۱۰۰%۷ ۶۶%۶ ۵۰% ۳ ۷۸% ۷ S.aureus 

۲۲% ۸ ۶۷% ۴۵۷۷% ۵۱۵۹% ۳۹ ۷۰%۴۳۴۷%۲۹ ۷۱% ۴۵ ۷۷  ۴۵ S.epidermidis 

۶۴% ۲۷۵۷% ۲۵۴۱% ۱۹۶۸% ۳۱ ۸۲%۲۷۸۲%۳۳ ۸۲% ۳۳ ۸۶% ۳۰ Bacillus spp. 

۰% ۰ ۶۶% ۸ ۷۵% ۹ ۳۳% ۱ ۶۰%۶ ۸۲%۹ ۹۲% ۱۱ ۱۰۰%۱ B.cereus 

۲۰% ۲ ۷۱% ۵ ۰% ۰ ۱۰۰%۴ ۸۰%۴ - - ۶۶% ۲ ۱۰۰%۳ K.pneumoniae 

۳۳% ۳ ۷۸% ۷ ۵/۱۲%۱ ۵/۵۵%۵ ۵۰%۴ - - ۵/۶۲%۵ ۸۸% ۶ E.coli  



 ۴۳/  همكاران و                                                      شيلا جلال پور)     ۱۳۸۸زمستان  ۴ شماره۳سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 
  

 

  :بحث

هاƽ استافيلوکوکوس و باسيلوس    نتايج اين مطالعه نشان داد گونه     

هاƽ جدا شده    باکترƽ  بيشترين% ۲۴و  % ۷/۵۳به ترتيب با فراواني     

هاƽ باسيلوس و استافيلوکوکوس بـه      از سطوح بيمارستان و گونه    

هاƽ جدا شـده از     بيشترين باكترƽ % ۳۵ و  % ۶۰ترتيب با فراواني    

نتايج بيانگر تشابه نـسبي توزيـع       . نددست پرسنل بيمارستان هست   

  ƽها در سـطوح و دسـت پرسـنل بيمارسـتان           کمي وکيفي باكتر     

 .ها در منابع مزبور استاين امر مؤيد تبادل باكترƽ.باشدمي

هـا در    مشابه در خصوص اپيـدميولوژƽ بـاکترƽ       مطالعاتنتايج   

           دســت پرســنل و ســطوح بيمارســتان مــشخص گرديــده اســت 

هـاƽ  هاƽ اسـتافيلوكوكوس و باسـيلوس بيـشترين بـاکترƽ         نهگو

هاƽ باسيلوس بيشترين   جداسازƽ شده از محيط بيمارستان و گونه      

ƽشده از دست پرسـنل بيمارسـتان هـستند           باكتر ƽجداساز ƽها

)۲۰،۱۹،۱۰.( 

هاƽ جداسازƽ شده از    لاکتاماز در باکترβ-  ƽ فراواني توليد آنزيم  

ل حاکي از شيوع قابـل ملاحظـه        سطوح بيمارستان و دست پرسن    

باسيلوس هاƽ  لاکتاماز در سويه  -βبيشترين شيوع آنزيم    . آن است 

بـه ايـن ترتيـب کـه         . استاستافيلوکوکوس اورئوس    و   سرئوس

هـاƽ  سـويه % ۱۰۰ و     استافيلوکوکوس اورئوس هاƽ  سويه% ۶/۸۴

اسـتافيلوکوکوس  هـاƽ   سويه% ۷۵ از سطوح و     باسيلوس سرئوس 

 از دست پرسنل،    باسيلوس سرئوس هاƽ  ويهس% ۱۲/۹۲ و اورئوس

هاƽ انجـام   نتايج حاصل از پژوهش    .لاکتاماز بودند -βمولد آنزيم   

هـاƽ جداسـازƽ شـده از         بـاكترƽ  از    %۸/۵۸دهد  شده نشان مي  

از سـطوح     %۱/۷۰،  هـاƽ مرضـي     نمونـه  زا% ۶۷،  دست پرسـنل  

،   هاƽ استافيلوكوكوس از گونه % ۵۶/۷۶از محيط ،  % ۸۵بيمارستان،  

هاƽ کلبـسيلا،   از گونه %  ۷۴/۷۶هاƽ پسودوموناس،   از گونه %  ۲۵

هـاƽ پروتئـوس و     از گونه % ۵۰،اشرشياکليهاƽ  از سويه % ۶۰/۶۰

انـد  لاكتامـاز بـوده   -βهاƽ سيتروباکتر مولد آنـزيم      از گونه % ۵۴

)۲۱،۱۰.(  

ــب   ــه ترتيـ ــه از % ۵/۱۶و % ۲۸بـ ــيلوس و گونـ ــاƽ باسـ هـ

از % ۵/۲۰و % ۳۲نل ، استافيلوکوکوس جدا شـده از دسـت پرس ـ      

هاƽ باسيلوس و استافيلوکوکوس جداسازƽ شده از سـطوح         گونه

هاƽ انتروباکترياسه جداسازƽ شده از     از گونه % ۵/۲۶بيمارستان و   

اين امـر بـه     . سطوح بيمارستان در برابر پني سيلين حساس بودند       

ور و  ـهاƽ مزب رƽـلاكتاماز در باکت  -βترده آنزيم   ـدليل انتشار گس  

لاكتـام در   -βي بيوتيك هاƽ    ـت در برابر آنت   ـ شيوع مقاوم  دـمؤي

تايج حاصل در مطالعـه     ـن. باشدها مي هاƽ گوناگون باكترƽ  جنس

       مبــين انتــشار گــسترده )۲۰،۱۹،۱۰(حاضــر و ســاير مطالعــات 

 در سطوح بيمارسـتاني و        و  باسيلوس    استافيلوكوكوسهاƽ  گونه

هـاƽ  در بـاكترƽ  لاكتاماز  -βچنين شيوع  قابل ملاحظه آنزيم       هم

باشـد  جداسازƽ شده از دست پرسنل و سـطوح بيمارسـتان مـي           

)۲۱،۱۰.(  

ر پني سيلين و    ـرابـا در ب  ـههـويـت س ـدهنده مقاوم انـج نش ـنتاي

نتايج . ر تتراسايکلين و جنتامايسن است    ـرابـيت آنها در ب   ـحساس

 ـويهـاکي از مقاومت س   ـگر نيز ح  ـهاƽ دي يـبررس  اƽ جـدا از   ـه

هـاƽ  هاƽ باليني و محيطي بيمارستان در برابر آنتي بيوتيـک         نمونه

  ).۲۳،۲۲،۱۰.(لاكتامام است-βخانواده 

هـاƽ  ترين دلايلي که منجـر بـه انتـشار و انتقـال ژن            يکي از مهم  

گـردد،  مـي ) Rپلاسـميد هـاƽ   (ها مقاومت در برابر آنتي بيوتيک   

   ƽتراکم و مجاورت باکتر   ƽمقاوم درکنار باکتر ƽحـساس   هها ƽا

کنترل . هاƽ مقاومت است  و انتقال مستقيم پلاسميدهاƽ حامل ژن     

 ƽو کاهش    ها منجر به کنترل انتقال ژن     تراکم باکتر ƽپلاسميد ƽها

حفـظ  . گـردد ها مـي  هاƽ مقاوم در برابر آنتي بيوتيک     ايجاد سويه 

   ƽلباس، مو، ناخن، و استفاده از ابزار حفـاظتي و          ( بهداشت فرد

و بـه   ...) ماسک، دستکش، لبـاس مخـصوص و      کنترلي از جمله    

هاƽ خصوص حفظ بهداشت دست پرسنل منجر به کاهش عفونت        

با توجه به نقش دست پرسنل بيمارسـتان و         . گرددبيمارستاني مي 

ارتباط مستقيم پرسنل با بيماران و ابزار پزشكي و غيـر پزشـكي،             

تر ميکروبـي سـطوح      ضمن کنترل بيشتر و دقيق     ؛گردد  پيشنهاد مي 

کننده سـطحي، کيفيـت     يمارستان، افزايش ارتقاء مواد ضدعفوني    ب

هم چنين طريقـه    .ها نيز ارتقاء يابد   شويي در بيمارستان     دست  مايع

از اين مواد نيز بـه پرسـنل آمـوزش داده            استفاده مناسب و موثر   

  ).۲۴-۳۰، ۱۰(شود 

  

  :گيرƽنتيجه

س و  هاƽ استافيلوکوکوس، باسـيلو   نتايج مؤيد انتشار وسيع گونه    

لاكتامـاز و مقـاوم در برابـر آنتـي          -βانتروباکترياسه مولد آنزيم    

  .ها در سطوح و دست پرسنل بيمارستان استبيوتيك

  

  :تقدير وتشکر

کمال تشکر و قـدرداني خـود را از مـديريت بيمارسـتان فـوق               

تخصصي الزهرا، مديريت آزمايشگاه تحقيقـاتي دانـشکده علـوم          
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ت دانشگاه علـوم پزشـکي      دانشگاه اصفهان، مديريت بخش مجلا    

ها و آقايـان    اصفهان، کميته کنترل عفونت بيمارستان الزهرا، خانم      

دکتر اردشـير طـالبي، دکتـر مهـرداد معمـارزاده، دکتـر کاميـار               

مصطفوƽ زاده، سينا مباشرƽ زاده، فريبرز کيانپور، محسن حسيني         

بالام، کبرƽ مقصودƽ، مهندس علي مهرابي و تمامي عزيزاني که          

  .نمايم ثمر رسيدن اين پژوهش ياراƽ ما بودند، اعلام ميدر به
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  :  چكيده
اغلب سـبب ايجـاد هـرپس تناسـلي در زنـان و مـردان،               ) HSV-2( ۲ تيپ ويروس هرپس سيمپلکس  عفونت ناشي از    : زمينه و اهداف  

 اسـت و امکـان انتقـال آن از          HIVها در ارتباط با بيمـارƽ ناشـي از          ايجاد اين بيمارƽ  . گرددت غير چرکي مي   هرپس نوزادƽ و مننژي   

در مراجعه کنندگان به  ۲ ويروس هرپس سيمپلکس تيپاين مطالعه به منظور تعيين شيوع عفونت ناشي از   . مادر به نوزاد وجود دارد    

  . صورت گرفتƽPCR اصفهان و چهارمحال و بختيارƽ به روش هاهاƽ تشخيص طبي و پاتولوژƽ استانآزمايشگاه

از اسـتان   %) ۸۲( نمونه   ۸۲در مجموع   . آورƽ شد  بالا از بيماران مشکوک جمع     IgM و   IgG نمونه سرم با ميزان      ۱۰۰ :روش بررسي 

نـشگاه آزاد اسـلامي واحـد       از استان چهارمحال و بختيارƽ به آزمايشگاه مرکز تحقيقات بيوتکنولوژƽ دا          %) ۱۸( نمونه   ۱۸اصفهان و   

ويروس  gD با استفاده از پرايمرهاƽ اختصاصي جهت رديابي ژن          PCR ويروس استخراج و آزمايش      DNA. شهرکرد منتقل گرديد  

  . انجام شد۲ هرپس سيمپلکس تيپ

، واجـد    %)۸( نمونـه    ۸از ايـن تعـداد،      .  سال بررسي شـد    ۶۵ ماه تا    ۱ نمونه متعلق به بيماران مشکوک با محدوده سني          ۱۰۰: يافته ها 

مربوط بـه اسـتان      %) ۰۹/۶( نمونه   ۵در اين ميان    .  بودند ۲هرپس سيمپلکس تيپ     ويروس  gD جفت بازƽ مربوط به ژن       ۱۰۱۳قطعه  

  .مربوط به استان چهارمحال و بختيارƽ بود%) ۱۶/ ۶۶( نمونه ۳اصفهان و 

 ويـروس   DNA براƽ تـشخيص     PCRآزمايش  .  جهان است   مشابه ديگر نقاط   ۲ ويروس هرپس سيمپلکس تيپ   فراواني   :گيرينتيجه

  . در بيماران استفاده شود۲هرپس سيمپلکس تيپ  ويروستواند براƽ تشخيص هاƽ سرمي مفيد و ميدر نمونه

  ، استان اصفهان، استان چهارمحال و بختيارgDƽ، ژن HSV-2 ( ،PCR (۲ويروس هرپس سيمپلکس تيپ : كليد واژه ها

  
  
  
  
  
  
 



  ...هاƽ در استان۲ ويروس هرپس سيمپلکس تيپبررسي مولکولي فراواني / ۴۷

  

  :مقدمه 

هـرپس ويـروس    هرپس تناسلي اغلب به ميزان بالايي ناشـي از          

 ۲ ويروس هـرپس سـيمپلکس تيـپ       يا   (HHV-2) انسان   ۲ تيپ

)HSV-2 (          در . يابـد است و از طريق تماس جنـسي انتـشار مـي

بيـشتر  ) HSV-1 (۱ ويروس هـرپس سـيمپلکس تيـپ      حالي که   

ايجـاد  شده و از راه بوسيدن در انسان        ) تبخال(سبب هرپس لبي    

آلفـا   و زير خـانواده      هرپس ويريده از خانواده    HSV-2. شودمي

اƽ خطي بـه     بزرگ دو رشته   DNAژنوم آن   .  است هرپس ويرينه 

 در HSV-2عفونت اوليه ناشـي از     .  است kbp ۲۲۹- ۱۲۵اندازه  

در . باشـد زنان معمولاً شامل عفونت فرج، واژن و سرويکس  مي         

ربـوط بـه نـوک پنـيس،        مردان آسيب پوستي ناشي از عفونـت م       

به طـور   . يا بدنه آلت تناسلي است    ) Prepuce(پوست ختنه گاه    

قرارƽ، اختصاصي در هر دو جنس، بيمارƽ اوليه همراه با تب، بي          

همچنـين  . باشـد اشتهايي و آسيب دو طرفه غدد کشاله ران مي        بي

       در زنــان ســوزش ادرار و مــشکل در نگهــدارƽ ادرار مــشاهده 

در حين  ) هرپس نوزادƽ (ال بيمارƽ از مادر به نوزاد       انتق. شودمي

درگيـرƽ پوسـت،     آسيب چشمي،    ؛دهد که سبب  زايمان روƽ مي  

 ديگـر اعـضاCNS(،     ƽ (مركـزƽ اعصاب  دهان، آسيب دستگاه    

. گـردد  در نوزاد مـي جنين و حتي مرگ داخلي، محدوديت رشد

. شـوند  درصد از بيماران دچار مننژيـت پيـشرفته مـي          ۱۰حدود  

 توانايي بالا رفـتن و نفـوذ بـه          ۲ هرپس سيمپلکس تيپ   ويروس

را دارد و به حالت نهفته      ) DRG(ريشه گانگلياƽ اعصاب پشتي     

التهاب ريشه اعصاب نخاعي در هـر       . مانددر اين قسمت باقي مي    

شود که در نتيجـه درد عـصبي و         دو جنس زن و مرد مشاهده مي      

کامـل عفونـت    التيـام   . گرددمشکل در نگهدارƽ ادرار ايجاد مي     

  ).۲، ۱(اوليه ممکن است چندين هفته طول بکشد 

ويروس نهفته ممکن است مجدداً فعال شده و وارد مرحله تکثيـر            

هاƽ شناخته شده   فعاليت مجدد ويروس نهفته يکي از پديده      . شود

اما، از نقطه نظر بيوشـيميايي و ژنتيکـي ناشـناخته           . زيستي است 

 ويروس هرپس سيمپلکس    ارتباط بين فعال شدن    Stimuli. است

نهفته را در حالت استرس، قاعدگي و قرار گرفتن در معرض نور            

  ). ۳، ۱(ماوراء بنفش گزارش کرد 

هـاƽ   پـادتن  ۱۹۸۸مطالعات سرواپيدميولوژƽ در آمريکا در سال       

در ). ۴(نـشان داد     % ۶۵تا   % ۲۵ را بين    HSV-2اختصاصي ضد   

شـت و اطـلاع      بـا بهبـود وضـعيت بهدا       ۲۰۰۵حالي که در سال     

مشخص شد شيوع   . کاهش يافت  % ۲۰رساني مردم اين ميزان به      

 شـيوع ). ۵، ۴( هـاƽ جنـسي دارد  پادتن بستگي به تعداد شريک
خون در شـهر   کنندگاناهداء در ۲ تيپ هرپس سيمپلکس سرمي

مطالعه ديگـرƽ  ). ۵( برآورد گرديد % ۷/۲، ۱۳۸۰ سال در کرمان

از ايـن آلـودگي را       % ۹/۴ شـيوع    ۱۳۸۵در شهر گرگان در سال      

  ).۴( نشان داد

 بـه طـور     ويـروس هـرپس سـيمپلکس     وسـيله   آلودگي جنين به    

 در هر سال در ايالات متحده گـزارش شـده           ۳۰۰۰ در   ۱تخميني  

ويــروس هــرپس از ايــن مــوارد ناشــي از  % ۷۰تقريبــاً . اســت

 بوده که در نتيجه تمـاس جنـين بـا ترشـحات             ۲سيمپلکس تيپ   

  ).۶(باشد ي ميواژن و ناحيه تناسل

هاƽ پيـشگيرƽ و درمـان      هاƽ سرايت و راه   آگاهي مردم از روش   

با توجه به نبـود واکـسن مناسـب بـراƽ           . اين بيمارƽ مهم است   

پيشگيرƽ از آن و ارتباط اين بيمارƽ با افراد مبتلا به ايدز، اطلاع             

رساني دقيق عموم جامعه از طريق مراکـز بهداشـتي و گـزارش             

 طبــق اطلاعــات .شور ضــرورƽ اســتميــزان شــيوع آن در کــ

هاƽ اصـفهان و     در استان  HSV-2فراوانـي   درباره  کنون  تاموجود

اƽ مطالعـه چهارمحال و بختيارƽ در منطقه جنوب غربـي کـشور           

از طرفـي بيـشتر مطالعـات انجـام شـده در            . انجام نشده اسـت   

لـذا،  . باشدخصوص اين بيمارƽ در کشور به روش سرولوژƽ مي 

ــت   ــر جه ــه حاض ــابي ژن مطالع ــروس gDردي  و HSV-2 وي

 در دو   PCRتشخيص دقيق آلودگي با ايـن ويـروس بـه روش            

استان مذکور و ارتباط آلودگي با سن و جنس افراد مورد مطالعه            

همچنين با توجه به نبود اطلاعـات دقيـق در ايـن دو              .انجام شد 

استان درباره محدوده سني در معرض خطر و ميزان شـيوع آن در      

مطالعه صورت پذيرفت، تا از طريق آگاهي مـردم و          نوزادان اين   

زنان باردار به وسيله مراکز بهداشتي و درماني و متخصصين زنان           

 جلوگيرƽ به   HSV-2و زايمان از شيوع عفونت ناشي از ويروس         

  . عمل آيد

  

 :هامواد و روش
هـاƽ تـشخيص طبـي و        ابتدا با آزمايـشگاه    :آورƽ نمونه جمع -۱

وصي و مراکـز بهداشـتي در سـطح دو          پاتولوژƽ دولتي و خـص    

ضـمن  . استان اصفهان و چهارمحال و بختيـارƽ همـاهنگي شـد          

به دليل شـيوع    ( نمونه سرم    ۱۰۰کسب رضايت از بيماران، تعداد      

، با ميزان   سيمپلکس ويروس هرپس از بيماران مشکوک به     ) پايين

IgG   و IgM   بالا )IgG<۱۲   و IgM<۱/۱ (    شـد ƽجمـع آور .
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 نمونـه   ۱۸از اسـتان اصـفهان و       %)۸۲(نمونـه    ۸۲ها شامل   نمونه

بـه دليـل مراجعـه      . از استان چهارمحال و بختيارƽ بودنـد      %)۱۸(

هـا در سـطح اسـتان چهارمحـال و          کمتر بيماران بـه آزمايـشگاه     

هـاƽ  بختيارƽ و مراجعه آنها به مراکز بهداشتي و درمـاني اسـتان           

 همجوار، از جمله استان اصفهان، از يـک سـو  و شـيوع پـايين               

عفونت ناشي از اين ويروس از سوƽ ديگـر، باعـث شـد تعـداد       

نمونه کمترƽ از استان چهارمحال و بختيارƽ در مقايسه با اسـتان            

  .اصفهان جمع آورƽ گردد

ها در کنار يخ بـه آزمايـشگاه بيوتکنولـوژƽ دانـشگاه آزاد             نمونه

همراه هر نمونـه اطلاعـات      . اسلامي واحد شهرکرد منتقل گرديد    

هاƽ ها، بيمارƽ سن، جنس، سابقه سقط جنين در خانم      (مورد نياز   

نيز جمع آورƽ   ) هاƽ ناحيه تناسلي   وسابقه زخم  ايدزقبلي از قبيل    

 درجـه سـانتي     -۲۰ها تا زمان انجام آزمايش در دماƽ        نمونه. شد

  .گراد نگهدارƽ گرديد

 از نمونه سـرم، از      DNA جهت استخراج     :DNAاستخراج   -۲

 Viral DNA Isolation Kit from Serum & DNAکيت 

-Rima) Trif Ara Farayand Co., Tehranساخت شرکت 

Iran(و طبق دستورالعمل شرکت سازنده کيت استفاده شد.  

 از زوج پرايمرهــاPCR ƽ جهــت انجــام  :PCRآزمــايش  -۳

 ۱ استفاده شد کـه تـوالي آن هـا در جـدول              gDاختصاصي ژن   

ورد نظر از دستگاه    جهت تکثير قطعه ژني م    . نشان داده شده است   

 Master cycler Gradient (Eppendorf Co.) ۵۰ با حجم 

 ميلـي مـول   10x PCR Buffer ،۲ ميکروليتر ۵ميکروليتر واجد 

Mgcl2 ،۲۰۰ ــول ــول از زوج dNTP ،۱ ميکرومـ ــرو مـ  ميکـ

 ƽــا ــزيم  R ،۱ و Fپرايمره ــد آن  Roche Applied) واح

Science, Germany) Taq DNA Polymerase ۱ و 

برنامـه حرارتـي    .  هر نمونه استفاده گرديـد     DNAگرم از   روميک

 ۳۰ دقيقـه،    ۵ درجـه    ۹۵يک سيکل   : مورد استفاده عبارت بود از      

     ƽدرجـه   ۷۲ دقيقه،   ۱ درجه   ۶۰ دقيقه،   ۱ درجه   ۹۴سيکل تکرار 

  . دقيقه۶ درجه ۷۲ دقيقه و يک سيکل انتهايي  ۱

از محصول   ميکروليتر   ۲۰جهت تأييد وجود قطعه ژني تکثير يافته        

PCR    ژل ƽــوم بـديـد اتي ـاروز واج ـد آگ ـ درص ۱ رو  د ـروماي

 ــور مـدر حض  ــ ک۱ر ـارک  DNA) Fermentasو بـازƽ  ـيل

Co., Germany ( دقيقـه  ۴۵ ولت بـه مـدت   ۸۰در ولتاژ ثابت 

 پس از   DNA جفت بازƽ    ۱۰۱۳مشاهده باند   . الکتروفورز گرديد 

  ). ۷( به عنوان نمونه مثبت قلمداد شد UVتابش نور 

۴-      ƽنتايج حاصل از مطالعه با اسـتفاده از         :تجزيه و تحليل آمار 

 ƽنرم افزار آمارSPSS 16   و ƽمربـع کـا ƽو مدل آمار T test 

  .مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت

  

  

  

   ويروسgDتوالي پرايمرهاƽ مورد استفاده جهت رديابي ژن : ۱جدول 

 HSV-2  

  پرايمر  )(´3-´5رايمر توالي پ bpاندازه محصول   شماره دسترسي

 
EU445527  

  

1013  

AAATACGCCTTAGCAGACC  HSV-2-F 

  

  

  

  :هايافته

 ۱۰۱۳واجـد قطعـه      %) ۸( نمونه   ۸ نمونه، تعداد    ۱۰۰از مجموع   

  ).۱شکل ( بودند PCRجفت بازƽ در آزمايش 

   نفر۷۵مـرد و %) ۲۵( نفر ۲۵ نمونه مورد مطالعه متعلق به ۱۰۰ 

 نمونـه   ۷۵و از    %) ۸( نمونـه    ۲ونه مرد    نم ۲۵از  . زن بود %) ۷۵ (

بين فراواني آلودگي در دو جنس      . مثبت بودند  %) ۸( نمونه   ۶زن  

  ).۲جدول (مشاهده گرديد) P<0.01(زن و اختلاف معني دار 
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  هاƽ سرم  نمونهPCR حاصل از  الکتروفورزژل: ۱شکل 

 .هاƽ بيماران نمونه-۷ تا ۲هاƽ تون س  منفي،شاهد نمونه -۱ستون  ،DNA کيلو بازƽ ۱ مارکر - Mستون 

 
  

  

  

  

  

  

  هاƽ اصفهان و چهارمحال و بختيارƽبه تفکيک جنس در استانHSV-2 فراواني  :۲ جدول

  

  

  

  

 سال  ۶۵ ماه تا    ۱هاƽ سني   هاƽ مورد مطالعه مربوط به گروه     نمونه

هاƽ سني مختلف و ارتبـاط آن بـا         روهفراواني آلودگي در گ   . بود

بيـشترين  . است نشان داده شده     ۳ در جدول    IgM و   IgGميزان  

 ۱۹-۴۰و   %) ۲۵( سـال    ۱هاƽ سني زيـر     ميزان آلودگي در گروه   

 ۴۱ سـال و     ۱-۱۸هاƽ سني   و کمترين آن در گروه    %) ۱۴/۷(سال  

بين فراواني آلـودگي و     . سال به بالا با صفر درصد برآورد گرديد       

  .وجود داشت) P<0.01(دار غير سن اختلاف معنيمت

        ƽتعداد  % (۶۶/۱۶فراواني آلودگي در استان چهارمحال و بختيار

بـين  . بـود )  مورد ۵تعداد   % (۰۹/۶و در استان اصفهان     )  مورد ۳

دار مـشاهده شـد     فراواني آلودگي در دو اسـتان اخـتلاف معنـي         

)P<0.01.(  

 

    جنسيت

  مرد  زن  نام استان

  

  کل استان

تعداد 

  نمونه

تعداد و درصد 

  موارد مثبت

تعداد 

  نمونه

تعداد و درصد 

  موارد مثبت

  عدادت

  نمونه

    تعداد و درصد موارد مثبت

  

ƽ۶۶/۱۶ (۳  ۱۸  %)۶۶/۱۶ (۱  ۶  %)۶۶/۱۶ (۲  ۱۲  استان چهارمحال و بختيار(%  

  %)۰۹/۶ (۵  ۸۲  %)۲۶/۵ (۱  ۱۹  %)۳۴/۶ (۴  ۶۳  استان اصفهان

  %)۸ (۸  ۱۰۰  %)۸ (۲  ۲۵  %)۸ (۶  ۷۵  کل
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   سرم IgM و IgGاƽ سني مختلف و ارتباط آن با سطح ه در گروهHSV-2 فراواني  : ۳ جدول

  گروه سني

  )سال(

  IgGميانگين سطح   تعداد نمونه

) IU/ml(  

  IgMميانگين سطح 

)IU/ml(  

  تعداد و درصد موارد مثبت

 <۱  ۸  ۸/۶۳  ۳۷۵/۱  ۲)۲۵(%  

۱۸-۱  ۵  ۸۸/۲۳  ۲۹۴/۰  ۰)۰(%  

۴۰-۱۹  ۸۰  ۹۳/۱۰۲  ۲۹/۶  ۶)۱۴/۷(%  

۶۵-۴۱  ۷ ۴۴/۱۵۱  ۲۵/۶  ۰)۰(%  

۵۱/۸۵ ۱۰۰  جمع کل  ۵۵/۳  ۸)۸(%  

  

  : بحث

درصد و در  ۰۹/۶در اين مطالعه شيوع بيمارƽ در استان اصفهان 

     ƽدرصـد اسـت کـه اخـتلاف        ۶۶/۱۶استان چهارمحال و بختيار

 بـه جمعيـت کـم  اسـتان          اين اختلاف با توجه   . دارƽ دارد معني

  ƽو مراجعه کمتر بيماران به آزمايشگاه      چهارمحال و بختيار   ƽهـا

در . رسـد اين استان در مقايسه با استان اصفهان منطقي به نظر مي          

 کشور پيشرفته دنيا شامل ايالات متحده آمريکا، کانادا، ژاپـن،           ۱۰

آلمان، انگلستان، بلژيک، فرانسه، ايتاليا، اسپانيا و استراليا حـدود          

از .  مثبت هـستند   HSV-2 ميليون نفر از لحاظ سرمي از نظر         ۱۰۷

داراƽ علائـم بيمـارƽ     )  درصـد  ۳۷/۸۰( ميليون نفر    ۸۶اين ميان   

داراƽ هـرپس تناسـلي      %) ۲۰( ميليون نفر    ۴/۲۱اما، فقط   . هستند

 ۴۰ تـا    ۲۰مريكاƽ مركـزƽ و جنـوبي، بيمـارƽ         آدر  ). ۸(هستند  

عنـوان مثـال، در کاسـتاريکا        به .استکرده زنان را درگير     درصد

 سـال در    ƽ۱۲  پنجم افراد بالا    يك ).۹( آلوده هستند     درصد ۴/۳۹

هـا از   آن درصـد  ۹۵ اند كـه تقريبـاً        مريكا به اين ويروس آلوده    آ

 در كـشورهاƽ     آلـودگي  شـيوع . )۸،  ۵(اطلاع ندارند    خود   ءابتلا

 ۱۸، ايتاليـا    درصـد  ۱۶، فنلانـد    درصد ۱۳اروپايي ازجمله آلمان    

در . )۱۰ ( گـزارش شـده اسـت      درصد ۲۰ ستان و در انگل   درصد

 ۸۰ تـا    ۳۰فريقا، شيوع بيمـارƽ از      آ بزرگ جنوب صحراƽ    همنطق

 .)۱۱(  در مردان متغيـر اسـت      درصد ۵۰ تا   ۱۰ در زنان و     درصد

درصـد   ۱۸ و در اسـتراليا      )۱۱(درصـد    ۳۹ در تانزانيا    اين ميزان 

در كشورهاƽ آسيايي ازجمله بنگلادش     .  گزارش شده است   )۱۲(

 ،)۱۴ ( درصـد  ۸/۲ کـره      ،)۴ ( درصـد  ۷، ژاپـن    )۱۳ (درصد ۱۲

نظـر     بـه .  شـيوع دارد   )۵(درصد   ۱۴  و هند  )۳(درصد   ۹فيليپين  

 ،توسـعه شـيوع بيمـارƽ        حـال  رسد در كشورهاƽ آسيايي در      مي

 در ايران به دليل رعايت      . متغير است  درصد ۳۰ تا   ۱۰كمتر و بين    

سلامت خانواده و وضعيت فرهنگي ميـزان شـيوع کمتـر اسـت             

 ضـد  IgMو IgG هاƽ اƽ در ترکيه ميزان پادتندر مطالعه). ۱۵(

HSV-2   ۱۸و  )  درصد ۱/۶۳ (۸۲ زن باردار به ترتيب در       ۱۳۰ در 

    همچنـين در ايـن ميـان آنتـي         . نفر مـشاهده شـد    )  درصد ۳/۱۱(

زن باردار  )  درصد ۹/۱۶ (۲۲ در   HSV-2هاƽ  هاƽ خاص تيپ  ژن

 ۱/۱۳( نفـر    ۱۷از ايـن ميـان      .  شناسايي شد  IFAوسيله تست   به

يروس هرپس سـيکمپلکس    و ضد   IgMهاƽ  داراƽ پادتن ) درصد

جدا )  درصد ۳/۲( زن   ۳ فقط از    HSV-2 بودند و ويروس     ۲ تيپ

  ).۶(شد 

لـذا،  . در ايران، هرپس تناسلي كمتر مورد توجه قرار گرفته است         

 ـ   ، در  ۱۳۸۰  سـال  در.  بيمـارƽ محـدود اسـت      همطالعات در زمين

 كرمان انجام شد،     شهر كنندگان خون در  ء  اƽ كه روƽ اهدا     مطالعه

، در  ۱۳۷۵  سـال  در. )۵ ( گـزارش شـد    درصد ۷/۲ارƽ  شيوع بيم 

از راه  جنـسي     منتقله  ها    بيمارƽشيوع  هاƽ تهران     يكي از درمانگاه  

همچنين، طبـق بررسـي     . گرديد گزارش   درصد ۶  که  شد بررسي

ديگرƽ در مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايـران در تهـران،            

  ).۴ ( تخمين زده شددرصد ۴۳/۱۱شيوعي معادل 

 ۲ حضور ويروس هرپس سـيمپلکس تيـپ         فراوانيمطالعه ما   در  

در زنان بيشتر از مردان بود، که اختلاف معني دار بين آلودگي دو             

همچنين مطالعه ما احتمال سرايت هـرپس       . جنس مشاهده گرديد  

  درصـد  ۲۵نوزادƽ را از مادر به نوزاد نشان داد که شيوعي برابر            

تلاف آمارƽ معني دارƽ    هاƽ سني مختلف اخ   در      گروه      . داشت

برخي .  سرم مشاهده شد   IgM و   IgGبين ميزان آلودگي با سطح      

از متخصصان معتقدند، به منظور پيشگيرƽ از انتقـال عفونـت از             

است زايمان اين زنان بـه صـورت سـزارين     مادر به جنين، بهتر

احتمـال   بـاردارƽ،  آخره ماه   مادر در سهء در صورت ابتلا.دباش

  .يابدافزايش مي به جنين بسيار  آلودگيانتقال

ممکن است به احتمال زياد ناقـل   HSV-2 افراد مبتلا به عفونت

با توجه به مشکلات موجـود در جامعـه،        . ويروس ايدز نيز باشند   

، در  HIVم با   أ تو HSV-2امکان تعيين دقيق ميزان موارد عفونت       
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 همچنـين بـسيارƽ از افـراد آلـوده بـه          . بيماران امکان پذير نبود   

، از جمله زنان بـاردار بـه دليـل مـزمن بـودن      HSV-2 عفونت 

لذا، . ويروس و سهل انگارƽ، از بيمارƽ خود اطلاع کافي ندارند         

به پزشک و مراکـز بهداشـتي و در نهايـت بـراƽ تـشخيص بـه                 

شود کـه ايـن     همين امر سبب مي   . کنندها مراجعه نمي  آزمايشگاه

 گيـرƽ از ايـن افـراد        افراد در جامعه آمارƽ قرار نگيرند، نمونـه       

صورت نپذيرد و اين افراد به عنوان مخزنـي بـراƽ عفونـت بـه               

  .     حساب آيند

  

  :گيرƽنتيجه

هاƽ اصفهان در استانHSV-2 بيشترين ميزان آلودگي به عفونت 

 ۱۹-۴۰ سـال و     ۱هاƽ سني زير    و چهارمحال و بختيارƽ در گروه     

 سـال بـه     ۴۱ سال و    ۱-۱۸هاƽ سني   سال و کمترين آن در گروه       

بنابراين محدوده خطر بـراƽ ايـن عفونـت در          . بالا وجود داشت  

لذا، بايـد   . باشدگروه سني نوزادان و افراد فعال از نظر جنسي مي         

آگاهي هاƽ لازم در اين زمينه به مـادران بـاردار و جوانـان داده               

تا از ابتلاء اين افراد به عوارض ناشي از عفونـت بـا ايـن               . شود

   ƽو           . شودويروس جلوگير ƽبا توجه به حجم کمتـر نمونـه گيـر

کمبود امکانات بهداشتي در استان چهارمحال و بختيارƽ نـسبت          

به استان اصفهان، شيوع بيشتر عفونـت در اسـتان چهارمحـال و             

  . رسدبختيارƽ منطقي به نظر مي

به دليل رعايت نکات اخلاقي و بهداشتي در ايران، نتايج بدسـت            

  در اين دو استان، مشابه       HSV-2ي از   آمده از شيوع عفونت ناش    

هاƽ منتقله  با توجه به افزايش بيمارƽ    . باشدساير مناطق کشور مي   

جنسي، از قبيل هرپس تناسلي ، و ارتباط آنها با عفونت ناشـي از        

HIV بهداشتي به مردم از طريق مراکز بهداشـتي و          ، آموزش ƽها

د در اولويـت    درماني در سطح کشور و نيز استفاده از کاندوم باي         

هرپس تناسلي به عنوان يک عامل افزايش دهنده خطر         . قرار گيرد 

ميزان شيوع پايين اين ويروس     . در بيماران مبتلا به ايدز مهم است      

دهنـده  در اين منطقه از جنوب غربي کشور، ممکن اسـت نـشان           

 در اين دو اسـتان نـسبت بـه    HIV شيوع پايين عفونت ناشي از 

  . اشدديگر مناطق کشور هم ب

  

  :تقدير وتشکر

وسيله از زحمات اساتيد ارجمند جناب آقاƽ دکتـر عبـاس           بدين

دوستي، سرکار خانم دکتر الهه تـاجبخش، جنـاب آقـاƽ دکتـر             

حسين مقصودƽ و جناب آقاƽ منوچهر مؤمني و همچنين مسؤلين          

هاƽ تشخيص طبي المهدƽ و مهر در شهرکرد و         محترم آزمايشگاه 

ران، ميلاد و دکتـر شـريفي در اصـفهان          هاƽ دکتر براد  آزمايشگاه

  .گرددتشکر و قدرداني مي
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  ۲۲/۱۲/۸۸:        تاريخ پذيرش مقاله ۳۰/۶/۸۸: تاريخ دريافت مقاله  

  :  چكيده
ژن ايـن بـاکترƽ در حـشرات    .  استريکتزياييهاƽ    از جمله باکترWolbachia pipientisƽباکترƽ داخل سلولي  : زمينه و اهداف

توانـد   طور بـالقوه مـي  اين باکترƽ به. باشد هاƽ سيتوپلاسميتواند عامل ايجاد ناسازگارƽرسد و ميصورت مادرزادƽ به ارث ميبه

ƽدر دستکارƽژنتيکي جمعيت و کنترل ناقلين برخي بيمار ƽدر ايـن مطالعـه   .ها مفيد باشـد ها W. pipientis   بـا اسـتفاده از روش   

PCR      نوع روستائي ايران        ، فلبوتوموس پاپاتاسي  نه  در پشه خاکي  گو ƽليشمانيوز جلد ƽرديابي و مشخص شد     ناقل بيمار ،  . ƽبرا

   .استفاده گرديد) wsp gene (ولباکيا و ژن پروتئين سطحي 16 s rDNA)( ƽ ريبوزومي RNAاين منظور از ژن 

ين ـ و ژن پروتئ ـs rDNA 16)( ي ـƽ ريبوزوم ـRNA از ژن  W. pipientisرƽ ـيص و رديـابي باکت ـ ـراƽ  تـشخ ـب ـ :روش بررسي

    و )  wsp  691R/81F( صاصي  ـ ـر اختـرايم ــ، از دو جفت پPCRبا استفاده از روش . تفاده شدـاس) wsp gene (باکياـولحي ـسط

 )16S 994R/99F (بدست آمده بـا نـرم افـزار    توالي. استفاده گرديد ƽهاSequencher TM v.3.1    و مقايـسه شـدند ƽويراسـتار  .

                     PAUPو آنــاليز و ترســيم درخــت فيلــوژنتيکي آن از نــرم افــزار      W. pipientis هــاƽ جهــت مــشخص کــردن هاپلوتايــپ   

)Phylogenetic Analysis Using Parsimony (استفاده شد.  

% ۵/۷۴ ( ۱۲۳ در 16s rDNA ژني عهو قط%) ۲/۷۵ ( ۱۲۴ در wsp ژني عه، قطفلبوتوموس پاپاتاسي عدد پشه خاکي ۱۶۵از : يافته ها

  .براƽ هر ژن  فقط يک هاپلوتايپ منفرد يافت شد. ، پشه خاکي  تکثير و تعيين توالي شد )

 Leishmania ها، امکان انتقال در استفاده از ترانسژن W. pipientisکي تعريف شده براƽ از يک سويه ژنتي استفاده : نتيجه گيري

major از انتشار آن، افزايش مي ƽميسويه. دهدرا توسط پشه خاکي، به منظور جلوگير ƽژنتيکي اين باکتر ƽتوانند فنوتيپ ها

 ولباکيابا توجه به وجود آلودگي طبيعي .  نشان دهندپاتاسيفلبوتوموس پا گونه ناسازگارƽ سيتوپلاسمي را در جمعيت پشه خاکي 

ها هاƽ هدف در بين جمعيت پشه خاکيعنوان ترانسژن ژن بهولباکياها و ناسازگارƽ سيتوپلاسمي، امکان استفاده از در پشه خاکي

  .له کردمورد نظر، مي توان جمعيت ناقلين را تحت کنترل در آورد و با گسترش بيمارƽ ليشمانيوز مقاب

 wsp(، ژن پـروتئين  سـطحي   ) s rRNA 16(يبـوزومي ƽ رRNA، ژن فلبوتوموس پاپاتاسي، Wolbachia pipientis: هاكليد واژه

gene (  ايران  ،  

 



  ...Wolbachia pipientisباکترƽ داخل سلولي   16S rRNA   و wspفرايند جداسازƽ دو ژن / ۵۴

  :مقدمه

هاƽ توليد  اولين بار درون بافتولباکياباکترƽ داخل سلولي 

 Hertig  & Wolbachط  ـ توسCulex pipiensه  ـثل پشـم

د از آن  ـ بعتزياـکـرين ـو اي. دـزارش شـ گ۱۹۲۴ال ـدر س

Wolbachia pipientisـاين دست.  رفتـ نام گƽه از باکترƽها 

 ق سيتوپلاسم انتقال پيدا  هستند که از طريريکتزياگرم منفي، 

ولي توارثي در ـهاƽ داخل سلنند و باعث ايجاد عفونتـکمي

هاƽ ها در بافتاين باکترƽ. شوندبسيارƽ از ميزبانان بي مهره مي

طيف وسيعي از بندپايان يافت ) هاتخمدان و بيضه(توليد مثل 

ها باعث ايجاد شمارƽ تغييرات توليد اين باکترƽ). ۱(شوندمي

ازگارƽ ـامل ناسـيرات شـتغي. شوندان ميـزبانانشـي در ميـلمث

بين ) Cytoplasmic incompatibility=CI(سيتوپلاسمي 

سازƽ ژنتيکي هاƽ مرتبط، القاء پارتنوژنز و مؤنثگونه ها وسويه

 نرهاƽ دهد کهاين حالت زماني رخ مي. است) ۱شکل(نرها، 

ها سويه متفاوتي  يا مادهگيرƽ  کنند،هاƽ سالم جفتآلوده با ماده

 اين لهوسي  بهW. pipientis. دنرا حمل نماي W. pipientisاز 

هاƽ ميزبان، بدون نياز به انتقال تواند بين جمعيتمکانيسم مي

تي، ممکن است از اين ـنين حالـدر چ. تشار يابدـي ، انـعرض

ƽحشراتي ها بين جمعيتژنها به منظور حمل ترانسباکتر ƽها

اهميت پزشکي دارند، به منظور ايجاد تداخل وهمچنين کنترل که 

  ).۳،۲( استفاده شود انتقال انگل،

مندƽ اين توصيفات و تغييرات توليد مثلي ميزبان باعث بهره

ولباکياها بسيار وسيع الطيف . شودباکترƽ از مزاياƽ انتخابي مي

% ۲۰طي مطالعات اخير اين باکترƽ در بيش از ). ۳،۱(هستند 

هاƽ ناقل بيمارƽ هاƽ حشرات، از جمله در پشه خاکيگونه

  ).۵،۴(طور طبيعي پيدا شده است ليشمانيوز، به

جر  ـ ميشمانياـ ليلـناق يـوس پاپاتاسـفلبوتوماکي ـه خـپش

)Leishmania major (   روستائي در ƽعامل ليشمانيوز جلد ،

واحي  در ناين پشه خاکي چندين آربوويروس را هم. انسان است

 غربي تا نهخشک آفريقاƽ شمالي و آسياƽ غربي از مديترا

محققين باکترƽ داخل سلولي شبه ). ۶،۷(دهد بنگلادش انتقال مي

ها با استفاده از  را در پشه خاکيW. Pipientisريکتزيايي 

RNA ƽو با تکثير قطعات ژن ) PCR(اƽ پليمرازواکنش زنجيره

 ولباکيا پروتئين سطحي و نيز ژن) 16s) 16s rDNAريبوزومي 

 )wsp(اند ، شناسايي کرده)۷-۱۰.(  

 :هامواد و روش
 از تله چسبان، تله ها از مناطق تحت مطالعه با استفادهپشه خاکي

آورƽ شدند  و آسپيراتور صيد و جمعCDCقيفي، تله نوراني 

 لهوسيها بهپشه خاکي). ۷) ( نقشه مناطق مورد مطالعه۲شکل (

قرار دادن در فريزر کشته شده و سپس در الکل دود سيگار و يا 

هاƽ مولکولي ابتدا در ها جهت آزمايشنمونه. قرار گرفتند% ۹۶

.  درجه نگهدارƽ شدند-۲۰درجه و سپس درفريزر+ ۴يخچال 

ها به داخل يخ در ظروف پترƽ ها از داخل لولهپشه خاکي

 منتقل شده مايع ظرفشوئي در آب استريل،%  ۱اƽ، حاوƽ شيشه

 سپس با .شدندمي دارƽو به مدت دو دقيقه در اين حالت نگه

در آب استريل را خالي نموده و پس از % ۱سمپلر مايع ظرفشوئي 

ها به مدت پنج دقيقه در آب استريل براƽ قرار دادن پشه خاکي

 x 1هر پشه خاکي روƽ يک قطره . شدندمرحله دوم شستشو مي

TEالام تميز زير لوپ بررس ƽبدن . شدي مي در رو ƽسر و انتها

تشريح  DNAجهت شناسايي جدا و مابقي جهت جدا كردن 

  ).۱۲, ۱۱،۷(شدند مي

 extraction) و خالص ƽجداساز ƽسازDNA (ها پشه خاكي

انجام گرفت ) ۱۹۹۱( و همکاران Readyبا استفاده از روش 

)۱۳ .(  

 به غير از سر و دو بنـد       (هاƽ حاوƽ بدن پشه خاكي        ميكروتيوب

−°Cداخل فريزر   ) انتهايي شكم   به دماƽ آزمايشگاه منتقـل      20

منظور ايجاد شوك فيزيكي جهـت  بهتـر لـه           اين عمل به  . شدمي

 ميكروليتر از   ۵۰مقدار  .  شد بار تكرار مي   ۲شدن بدن پشه خاكي     

 داخل ميكروتيوب ريختـه و بـا نـوك    Grinding Mixمحلول 

 ميكروليتـر  ۵۰سـپس  . شـد لاً له ميسرسمپلر بدن پشه خاكي كام   

در )  ميكروليتـــر۱۰۰در مجمـــوع  (G.Mمـــابقي از محلـــول 

 SDS ميكروليتر از محلول ۱۰مقدار .  شدميكروتيوب ريخته مي

mix     هـا  ميكروتيوب تمامي  .  گرديد به هر ميكروتيوب اضافه مي

 shortگرديـد  ثانيه سانتريفوژ مـي ۱۰و به مدت  شدورتكس مي

spin)  . دقيقـه در بـن      ۳۰-۴۵ها بـه مـدت      امي ميكروتيوب تم 

هـا،  بـه منظـور كـاهش دمـاƽ نمونـه         . شـد مارƽ قرار داده مـي    

          دقيقـه در دمـاƽ آزمايـشگاه قـرار         ۵هـا بـه مـدت       ميكروتيوب

 (KOAC) ميكروليتر محلول استات پتاسـيم       ۳۰گرفتند و بعد    مي

ترتيـب   بـه  هـا مجدداً ميكروتيوب . شد مولار به  آنها اضافه مي      ۸

 ۴۵-۱۲۰مـدت   شدند، سـپس بـه     مي ورتكس و سانتريفوژ كوتاه   



 ۵۵/  همكاران و                                                        پرويز پرويزƽ)     ۱۳۸۸زمستان  ۴ شماره۳سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 
  
  

هـا بـا دور     نمونـه . ندـگرفتده قرار مي  ـرد ش ـدقيقه داخل يخ خ   

rpm ۱۳۰۰۰     محلـول  . شـدند  دقيقه سـانتريفوژ مـي     ۳ و به مدت

هاƽ جديد  شد و به ميكروتيوب   روئي با استفاده از سمپلر جدا مي      

% ۹۶ ميكروليتـر اتـانول      ۳۰۰. ريدندگو كدگذارƽ شده، منتقل مي    

هـا اضـافه    به ميكروتيـوب  ) شوددرون فريزر نگهدارƽ مي   (سرد  

 در فريـزر  (over night)ها در تمـام طـول شـب    نمونه. شدمي

C°− ها  از فريزر    صبح روز بعد نمونه   .  شدند نگهدارƽ مي  20

ها بـا دور    ميكروتيوب. شد تا از سرماƽ آن كاسته شود      خارج مي 

rpm ۱۳۰۰۰   محلـول  . شـدند  دقيقه سانتريفوژ مـي ۳۰ و به مدت

 ۵۰۰شـد و    ها با كج كـردن، دور ريختـه مـي         رويي ميكروتيوب 

ــانول   ــر ات ــوب  % ۷۵ميكروليت ــه رس ــه  DNAب ــود در ت  موج

هـا را تكـان مختـصرƽ        ميكروتيوب .شدها اضافه مي  ميكروتيوب

. شدندنتريفوژ مي  دقيقه سا  ۵ به مدت    rpm ۱۳۰۰۰داده و با دور     

ارج خ ـها با كج كردن     مجدداً الكل رويي موجود در ميكروتيوب     

صورت وارونه بر روƽ كاغـذ      ها را به  سپس ميكروتيوب . شدندمي

شد تا هيچگونـه الكلـي      خشك كن يا دستمال كاغذƽ کشيده مي      

در تمـام   . شـد  بـار تكـرار مـي      ۳اين مراحل   . در آنها باقي نماند   

 دقيقه در دمـاƽ آزمايـشگاه       ۲۰-۳۰به مدت   ها باز و    ميكروتيوب

گرفت تا داخل آنها خشك شود و الكل موجود در آنهـا            قرار مي 

به منظور جلوگيرƽ از قرارگرفتن گرد و غبـار         . کاملا تبخير گردد  

ها يك دستمال كاغذƽ بر روƽ آنها قـرار داده          درون ميكروتيوب 

 ۱۵پس از كسب اطمينان از تبخيـر شـدن كامـل الكـل،              . شدمي

بـه تـک   . شـد  به تمام آنها اضافه مي1X TE bufferميكروليتر 

 ها تكان مختصرƽ داده و سپس سانتريفوژ كوتـاه        تک ميكروتيوب 

ها به مـدت    ميكروتيوب). شد بار اين عمل تكرار مي     ۴(شدند  مي

گرفت و بعد براƽ اسـتفاده       دقيقه در دماƽ آزمايشگاه قرار مي      ۱۰

 و  بـراƽ اسـتفاده بلنـد         C°4ال  ها در يخچ ـ  كوتاه مدت، نمونه  

−°Cمدت در فريزر    .   نگهدارƽ مي شدند20

  
  
  
  
  
  

  
  بندپايان  درلباکياوناسازگارƽ سيتوپلاسمي القائي: ۱ل كش
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  ولباکياآورƽ شده جهت تعيين آلودگي هاƽ جمعمناطق مورد مطالعه پشه خاکي: ۲شکل 

  

  

ها با  يـه خاک ـشـ در پ  اکياـولبترƽ  ـاکـود ب ـن وج ـعييـراƽ ت ـب

ـــاس ـــرايـاده از پـتفـ ـــاƽ عـمرهـ ــهwspي ـمومـ ــام  بـ                 نـ

81F (forward)ـوکلئوئيدهـ ن باƽا 

 (5´TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC 3´) و 

  اƽـدهـئوئيـوکلـ با ن691R (reverse)مر ـرايـز پـيـن

 (5´ AAAAATTAAACGCTACTCCA 3´)ک قطعـه  ي

مرها ـاب پرايـــدون احتــسـ، بــ(base pair) ۵۵۰کــه حــدود 

ƽ ريبـوزومي    RNAراƽ  ژن    ـ ب . ندـافتـير ي ـکثـد، ت ـاشـبيـم

)(16 s rDNAبــهـ،  از پــ ƽنــام رايمر)(forward 99F بــا  

  اƽـدهـوکلئوئيـن

   (5´TTGTAGCCTGCTATGGTATAACT 3´)   و

ــز ــر  نيــ ــا نوکلئوئreverse 994R)(پرايمــ ــدهاƽ  بــ يــ

(5´GAATAGGTATGATTTTCATGT 3´) ــتفاده   اس

  از کنتـرل     PCRجهت اطمينان از کارکرد درسـت       ).  ۹،۵(شد  

هايي که توسط پرويـزƽ و همکـاران در         نمونه پشه خاکي  (مثبت  

 Natural History Museumها و مطالعـات قبلـي در   بررسي

ژن  ها داراƽ ميـزان بـالاƽ  اين نمونه. انگلستان انجام گرفته است

wsp   عنـوان کنتـرل مثبـت در ايـن مطالعـه  مـورد        هستند که به

 از کنتـرل    PCRو اطمينان از عدم آلودگي      )  استفاده قرار گرفتند  

 بـدون کلـون     PCRمحـصول   . شداستفاده مي ) آب مقطر (منفي    

  .طور مستقيم تعيين توالي گرديدکردن و به

 خالص براƽ هر نمونه جهت تعيين DNAيکصد نانوگرم از 

 ™BI Prism® Big Dye و يا اسيد آمينه با کيتDNAتوالي 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 

 sequencing systems (ABI, PE 373/377( و دستگاه  
Applied Biosystems  جهت ). ۱۴( مورد استفاده قرار گرفت

ها و تنظيم توالي و  براƽ تمام نمونهDNAوارد کردن توالي  

طابقت کردن نوکلئوتيدها با کروماتوگرافي هر نمونه، از نرم م

 SequencherTm 3.1.1 software (Gene Codesافزار 
Corporation). فيلوژنتيکي نيز از .   استفاده شد ƽآناليزها ƽبرا

 و Phylogenetic Analysis Using Parsimonyنرم افزار 

  ).۱۵( استفاده شد PAUP*يا 

  

  :هايافته

ƽو در يـوس پاپاتاسـفلبوتومه خاکي ـ در پشياـ ولباکباکتر 

هاƽ متفاوت، از نظر زيستگاه طبيعي و مناطق مختلف جمعيت

هاƽ مولکولي ، اين فاده از فناورƽـبا است.  دـي شـايران ،  بررس

با استفاده از ).  مناطق مورد مطالعه۲شکل (باکترƽ جدا شد 

ƽفناور PCR ن ژ  ƽ16هاs rDNAوتئين سطحي  و ژن پر

             در پشه مذکور تکثير يافت و آلودگي به  ) wsp (ولباکيا

 W. Pipientis  درصد در مناطق مورد مطالعه ۱۰۰ تا ۷۵بين 
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 هم در مناطق اندميک بيمارƽ ولباکياآلودگي به .  مشخص شد

 روستا در اصفهان و نيز مناطق غير اندميک ۴ليشمانيوز در 

 پشه خاکي  ).۱جدول (رج يافت شد بيمارƽ در همدان و ک

 ولباکيا wsp که بر اساس تکثير قطعه ژن فلبوتوموس پاپاتاسي

 ƽ16مثبت بود، با استفاده از پرايمرهاs rDNA اين ژن ƽبرا ،

 مثبت 16s rDNA ژن عهفقط يک پشه براƽ قط. نيز مثبت بود

  . مثبت  نبودwspبود اما براƽ قطعه ژن 

 صيد فلبوتوموس پاپاتاسيخاکي  يک نوع هاپلوتايپ در پشه 

شده از ايران، مستقل از منشاء ژئوگرافي و از نظر زيستگاه طبيعي 

ƽ همه. مناطق مختلف مورد مطالعه در ايران، تشخيص داده شد

فلبوتوموس  تکثير يافته از پشه خاکي wsp ژني ۀ قطع۱۲۴

 مستقيماً تعيين توالي شدند و فقط يک هاپلوتايپ منفرد پاپاتاسي

 16s rDNA توالي ۱۲۳ مهبا تعيين توالي مستقيم ه. يافت شد

 ايراني، يک هاپلوتايپ هاƽفلبوتوموس پاپاتاسيتکثير شده از 

      ک و زيستگاه بدست آمدـاء ژئوگرافيـه به منشـفرد با توجـمن

هاƽ هر دو توالي).  در بانک ژنEU780684شماره دسترسي (

سيد و شماره دسترسي  ژن نيز در بانک جهاني ژن به ثبت ر

EU780684 ژن پروتئين سطحي ƽدر بانک جهاني ژن برا 

 در اين بانک EU780683، و شماره دسترسي  )wsp (ولباکيا

  .  ثبت گرديد16s rDNAبراƽ ژن  

  

  

  پشه خاکي جدا شده با دو روش مولكولي در W. pipientisتوزيع فراواني مطلق  و نسبي  : ۱جدول 

   صيد شده به تفکيک  مناطق  مختلف ايرانسيفلبوتوموس پاپاتا 

درصد  نواحي مورد بررسي

     موارد مثبت

16s 
rDNA 

  موارد مثبت

16s rDNA  

كل موارد بررسي 

  با روش

PCR)16s 

rDNA(  

درصد 

 مثبت موارد

wsp  

 موارد مثبت

wsp  

تعداد موارد بررسي 

 با روش

(wsp)PCR 
 استان منطقه

  اصفهان  شاپورآباد  ۳۴  ۲۷  ۴/۷۹  ۳۴  ۲۷  ۴/۷۹

  اصفهان  حبيب آباد  ۵۸  ۴۱  ۷/۷۰  ۵۸  ۴۰  ۲/۶۸

  اصفهان  خُرزوق  ۳۲  ۲۴  ۰/۷۵  ۳۲  ۲۴  ۰/۷۵

  اصفهان  زردجان جي  ۲۲  ۱۵  ۲/۶۸  ۲۲  ۱۵  ۲/۶۸

  همدان  همدان  ۱۶  ۱۴  ۵/۸۷  ۱۶  ۱۴  ۵/۸۷

  تهران  کرج  ۳  ۳  ۰/۱۰۰  ۳  ۳  ۰/۱۰۰

۵/۷۴  ۱۲۳  ۱۶۵  

  

    جمع  ۱۶۵  ۱۲۴  ۲/۷۵

   

  

 
  :بحث

درصد  و ۲/۷۵از   به ترتيب 16s rDNA  و wspقطعات ژني  

 تکثير و فلبوتوموس پاپاتاسيهاƽ  درصد از  پشه خاکي۵/۷۴

براƽ هر ژن  فقط يک هاپلوتايپ منفرد يافت . تعيين توالي شدند

  .شد

با ) (بدون احتساب پرايمرها(wsp 546 bp  ƽهاپلوتايپ ژن 

ابل ير قـکه غ) ک ژنـ در بانEU7800683رسي ـشماره دست

است، ) W. pipientis) wPap  يه سوAتشخيص از  گروه 

 از کرانه باخترƽ رود اردن فلبوتوموس پاپاتاسيپيش از اين از 

با شماره (و هند ) AF237883با شماره دسترسي در بانک ژن (

اين . ، بدست آمده است)AF237882دسترسي در بانک ژن 

جود از اسپانيا و هاƽ موƽ پشه خاکينتيجه  پس از مقايسه با همه

هايي اƽ از دو تا سه دسته از پشه خاکيايران و همچنين مجموعه

 را داده AF237883که توالي شماره دسترسي در بانک ژن 



  ...Wolbachia pipientisباکترƽ داخل سلولي   16S rRNA   و wspفرايند جداسازƽ دو ژن / ۵۸

  

لبوتوموس ـفها از واليـاير تـس). ۹و۶،۷(بودند بدست آمد 

هاƽ آزمايشگاهي پرورش هايي جدا شد که در کلونيپاپاتاسي

 و Cui مشابه، wspتفاده از پرايمرهاƽ ژن با اس. داده شده بودند

  بوتوموسـفلƽ را از bp 600دوداً ـاƽ حطعهـکارانش قـهم

آورƽ شده از کرانه باخترƽ رود اردن، شمال هاƽ جمعپاپاتاسي

  البته. صحراƽ سينا در مصر، و عربستان صعودƽ تکثير کردند

در اصل اين طور . ها هيچ توالي جديدƽ را گزارش نکردندآن

در ) C/T( يک باز مبهم wPapگزارش شد که هاپلوتايپ 

ک ـترسي در بانـماره دسـش(دارد ۱۰۲ ئوتيدـيت نوکلـموقع

 در اين موقعيت در کار Cاما، يک باز ). AF020082)( ۴ژني

توالي . هاƽ ديگر يافت شدحاضر و همچنين در تمام بررسي

16s rDNA854 هاپلوتايپ ما با bp ) بدون احتساب پرايمرها (

 چهار طهواس به ) در بانک ژنيEU780683شماره دسترسي (

 جايگزيني از آن چه که - اƽ و وقوع سه جهش حذفجهش نقطه

 و همکارانش يافت شده بود، متفاوت بود O'Neillقبلاً توسط 

 بدست ولباکيا16s rDNA ƽهاƽ توالي جديد با توالي). ۳،۱۸(

ترسي ـاره دسـشم(د ـسه شـرات مقايـاير حشـده از سـآم

EU780684توان ارتباطات فيلوژنتيکي را مي).  در بانک ژني

                            PAUPهاƽ قرابتي و نيز استفاده از استفاده از الگوريتمبا

)Phylogenetic Analysis Using Parsimony  ( تائيد کرد

فيلوگرام بدست آمده توسط يک آناليز، الحاق مجاور در ). ۱۵(

 انتهايي، مشابه خه را روƽ شافلبوتوموس پاپاتاسيدو توالي از 

  .، جايگزين کرده استW. pipientis سويه هاA ƽگروه 

 نشان داد که 16s rDNA مطالعات فيلوژنتيکي با استفاده از 

دور از نظر (ر واگرا هاƽ بسيا از ميزبانW. pipientisهاƽ سويه

 Ehrlichia ته مونوفيلتيک، مرتبط با دستهاز دس) قرابت ژنتيکي

 16sژن ). ۸،۵(باشد  ميProteobacteria از α خهدر زير شا
rDNAتوالي حفاظت شده   ƽاست که نه تنها جايگزار ƽا

کند بلکه باعث افتراق هاƽ باکتريايي را مجاز ميفيلوژنتيکي گونه

به ). ۲،۳(شود  ميB و A به دو گروه W. pipientisفيلوژنتيکي 

، جهت بهبود افتراق wspتر به ژن تازگي به دليل دسترسي سريع

.  استفاده شده استW. pipientisهاƽ فيلوژنتيک بين دسته گونه

يم ـروه تقسـرگـ زي۱۲و ) A-D(ار اين نظر  به چهار گروه 

ي ـايـهآن ابهـ مشB و Aاƽ ـهگروه). ۱۶، ۸ ،۳(ده است ـش

 W. pipientis  هاƽهـƽ سوي16s rDNA لهوسيهستند که به

ها و سخت پوستان شناسايي تـرات، مايـبدست آمده از حش

هاƽ ويهـوط به سـ مربD و Cاƽ ـهکه گروهـدر حالي. شده بود

ش از اين، ـپي. تـيلاريال اسـاتودهاƽ فـده از نمـت آمـبدس

رار ـدف قـ با هW. pipientisفرد از ـکي منـ ژنتييهوـيک س

شي ايران و ـهاƽ وحفلبوتوموس پاپاتاسي در wspدادن ژن 

ر دو ـک يا هـتمال که اگر يـاما اين اح. اسايي شدـپانيا شنـاس

هاƽ اختصاصي را ابراز کنند، ساير هاپلوتايپ ،PCRمرهاƽـپراي

ها ممکن است از بين بروند، وجود داشت و باقي ماند سويه

 يا ساير 16s rDNAهاƽ مشابه، تکثير  در موقعيت).۱۷،۱۶(

هاƽ دو گانه را قطعات ژني گاهي اوقات امکان شناسايي آلودگي

  هاƽبنابراين، ما در گزارش حاضر آلودگي). ۳(کند ايجاد مي

W. pipientisوحشي   در پشه خاکي ƽفلبوتوموس پاپاتاسيها 

 جستجو wsp ژن ۀ بعلاو16s rDNAگيرƽ ژن را از طريق هدف

 از ايران مجدداً بررسي فلبوتوموس پاپاتاسيهاƽ جمعيت. کرديم

ما اين . شدند، که فقط يک هاپلوتايپ براƽ هر ژن بدست آمد

 از 16s rDNAزنيم که قطعات طور استنباط کرديم و حدس مي

 ، و بنابراين wspمنشاء باکتريايي مشابه هستند، مثل قطعات ژن 

ا وجود طيف بسيار وسيع آن، فقط يک شود که بنتيجه گيرƽ مي

هاƽ پشه خاکي يافت  در گونهW. pipientis از A گروه يهسو

 فلبوتوموس پاپاتاسيبراƽ يک کلوني آزمايشگاهي . شودمي

فاوتي از ـوالي متـرانه باخترƽ رود اردن، تـبدست آمده از ک

16s rDNA توسط O'Neill و ) ۳( و همکارانش گزارش شد

 و Zhou نيز توسط wsp متفاوت از ژن هاپلوتايپ يک

 ثانويه يهاين ممکن است يک سو). ۸(همکارانش گزارش شد 

 يافت شده در خاورميانه را نشان دهد، اما W. pipientisاƽ از 

به اين دليل ).مصنوعي باشند(ها ممکن است حقيقي نباشند توالي

که نه تنها از يک کلوني آزمايشگاهي فلبوتوموس پاپاتاسي 

هيچ . اندها فقط يکبار تعيين توالي شدهاند بلکه آندست آمدهب

 هاƽفلبوتوموس پاپاتاسي در W. pipientisتنوع ژنتيکي سويه 

 ، که اغلب پلي مورفيک wspوحشي يافت نشد حتي براƽ ژن 

ها سازگار بوده و هاƽ جمعيت پشه خاکياين با يافته). ۴(است 

  . باشدمغاير نمي

Cuiآلودگي  و همکارانش  ƽرا در سه دسته کلوني ولباکياها 

 بدست آمده از کرانه باخترƽ فلبوتوموس پاپاتاسيآزمايشگاهي 

اما در يک . رود اردن، مصر و عربستان صعودƽ پيدا کردند

 و Kassem). ۴(آورƽ شده از اردن يافت نشد کلوني جمع

 بدست آمده از مصر فلبوتوموس پاپاتاسيهمکارانش دو کلوني 

 نشان دادند که هاآن. ƽ ولباکيا مورد بررسي قرار دادندرارا ب

آورƽ شده از شمال صحراƽ سيناƽ مصر آلودگي هاƽ جمعپشه

اند، در حاليکه پشه بدست آمده   را در خود جاƽ دادهولباکيايي

 ).۱۰(اين آلودگي را نداشت )  Alexandria( از اسکندريه 
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طور ه خاکي بهـن پشهاƽ ايتـي جمعيـد که برخشگيرƽ جهـنتي

  . اندجغرافيائي ايزوله شده

طور اکيد در ارتباط با اندميک بودن  بهW. pipientisالبته وجود 

ZCL) نوع روستائي ƽليشمانيوز جلد ƽبه اين .نيست) بيمار 

 بدست فلبوتوموس پاپاتاسيهاƽ دليل که اين باکترƽ در جمعيت

). ۷( شده است آمده از نواحي غير اندميک ايران نيز يافت

 ƽفلبوتوموس پاپاتاسيآلودگي بالا ƽتواند به  ميولباکيا به باکتر

دليل خصوصيات فيزيولوزيک و اکولوزيک اين پشه در توانايي 

هاƽ بعدƽ اين پشه حفظ و نگهدارƽ اين باکترƽ و انتقال به نسل

هاƽ ديگر پشه خاکي يا اصلا آلودگي زيرا در گونه. خاکي باشد

 ƽما .  ديده نشده و يا موارد بسيار کمتر بوده استکياولباباکتر

همچنين . در پروژه تحقيقاتي اخير اين موارد را مشاهده نموديم 

 ƽعلي رغم تحقيقات گسترده در سطح جهان تاکنون در پشه ها

 .اند بيابندرا نتوانسته ولباکياباکترƽ )مالاريا بيمارƽ ناقلين(آنوفل

ƽپاپاتاسي فلبوتوموسآلودگي بالاƽدر گزارشات ولباکيا به باکتر 

  ).۹،۱۰(محققين در ديگر نقاط جهان نيز ديده شده است 

  

  :گيرƽنتيجه

شاء ـاه و منـگستـدريايي، زيـلوتايپ ميتوکنـه به هاپـبا توج

تواند به  ميفلبوتوموس پاپاتاسيژئوگرافيکي، مشخص شده که 

W. pipientisوسيع يهبا يک سودر غير اينصورت .  آلوده نباشد 

 خود، احتمال استفاده بهاين امر  به نو. الطيف معمول آلوده باشد

 را جهت W. pipientis ژنتيکي ۀاز فقط يک سويه تعريف شد

 در ليشمانياهايي براƽ ايجاد تداخل در انتقال )ترانسژن(حمل ژن 

 تئورƽ کلي، اين يهبرپا. هاƽ پشه خاکي، بالا مي بردميان جمعيت

 CIپ ـبور است فنوتيـکي مجــ ژنتيۀدـف شـ تعريهـيوـس

       ن ـريع بيـشار سـظور انتـه منـرا ب )وپلاسميـازگارƽ سيتـناس(

نشان ها فلبوتوموس پاپاتاسيهاƽ پشه خاکي وحشي، در جمعيت

ها همانطور که گفته شد مجبورند با نوع همچنين پشه. دهد

 CI  اگر چه بايددـونـوده شـ آلW. pipientis يهوـي سـوحش

  .ناسازگارƽ سيتوپلاسمي نشان دهند

 ژن يا ترانسژن     ۀعنوان يک سيستم انتقال دهند     به ولباکياتوان از   مي

هاƽ هدف را   بدين صورت که ژن   . استفاده کرد ) هاپشه(حشرات  

توسط علم مهندسي ژنتيک طراحي و سنتز نمود و سپس به داخل            

ه داخـل جمعيـت حـشره وارد        منتقل کرد، و آن را ب      ولباکياژنوم  

ها اين کار در جهت کنترل بيولوژيک و مبارزه با انواع انگل          . کرد

هاƽ منتقله توسط بندپايان بسيار مفيد و مـؤثر خواهـد           و ويروس 

  ). ۱۹، ۱۳. (بود
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  شناسيگزيني در ميكروبواژه
  

  
  زبان فارسي

  
  

اميد است همکاران ارجمند و دانش پژوهان برومند . گرددشناسي ايران درج ميبه منظور تبيين مقوله واژه گزيني، مطالبي در مجله ميکروب

گزيني فرهنگستان زبان و ادب فارسي روه واژهشود برگرفته از منابع گآنچه در اين بخش ارائه مي. با پيگيرƽ آن، ما را در اين مهم يارƽ کنند

  .   است

ها از حدود هزاره اول پيش از ميلاد مسيح در بخش بزرگي از اروپا و جنوب  زبانناي. هاƽ هند و اروپايي استزبان فارسي از خانواده زبان

گروه هندƽ و ايراني . انديقا و اقيانوسيه هم رواج يافتهاند و از نيمه دوم سده پانزدهم ميلادƽ در امريکا و افرو جنوب غربي آسيا رايج بوده

 پيش از ميلاد مسيح در ايران و افغانستان کنوني و در شمال در منطقه ميان ƽ اولشاخه ايراني در هزاره. دو شاخه هندƽ و ايراني دارد

  . مجارستان و ترکستان چين رايج بوده است

دوره . فارسي باستان زبان رسمي هخامنشيان و زبان قوم پارس بوده است.  و فارسي باستان استهاƽ اين شاخه ، اوستاييترين گونهقديمي

قمرƽ که يعقوب ليث صفارƽ به  هجر۲۵۴ƽيعني تا سال . دانند ميلادƽ مي۸۶۷ قبل از ميلاد تا ۳۳۱هاƽ ايراني را از سال ميانه زبان

هاƽ  دنباله فارسي ميانه زردشتي است که به تدريج جانشين ديگر زبانفارسي درƽ.  حکومت رسيد و زبان فارسي درƽ رسميت يافت

دوستان تا اروپا و از درياƽ خوارزم تا خليج نايراني يعني سغدƽ و سکايي و خوارزمي و بلخي شد و در منطقه وسيعي از جهان ، از ه

  . فارس ، رايج گرديد

 زبان علمي زردشتيان ايران فارسي ميانه زردشتي و زبان علمي مانويان فارسي در فاصله ميان سقوط ساسانيان تا روƽ کار آمدن صفاريان ،

  . ميانه مانوƽ و پهلوƽ اشکاني مانوƽ و سغدƽ مانوƽ و زبان علمي ايرانيان مسلمان عربي بود

بار عثماني زبان فارسي سلجوقيان زبان فارسي را در آسياƽ صغير رواج دادند و در در. زبان فارسي در دربار مغولي هند زبان رسمي بود

فارسي درƽ امروز در ايران و افغانستان و . تسلط استعمار بر کشورهاƽ شرق سبب گرديد از رواج زبان فارسي کاسته شود. رواج داشت

بان فارسي تاجيکي از ز. زبان فارسي در اين سه کشور از اوايل قرن بيستم ميلادƽ به تدريج از يکديگر دور شد. ستا جتاجيکستان راي

هاƽ فت و در ايران واژهاهاƽ پشتو به زبان فارسي درƽ راه يدر افغانستان واژه. اثير پذيرفت و واژگان بسيارƽ از آن به وام گرفتتروسي 

هاƽ ها براƽ مفاهيم تازه واژهدر هر يک از اين کشور. هاƽ انگليسي وارد زبان فارسي شدهاƽ اخير واژهروسي و فرانسوƽ و در سال

ƽساخته شد که غالبا با يکديگر تفاوت دارندجديد .  

، به ويژه پارتي و سغدƽ را وام گرفته است و در هاƽ ايراني شمالي و شرقيرسي در جريان گسترش خود بسيارƽ از عناصر زبانازبان ف

ي از اين زبان تکمابيش متفاوهاƽ  در ايران و تاجيکستان و افغانستان صورت.هاƽ محلي بسيارƽ نيز تقسيم شده استعين حال به گونه

  .  دارندمشترک متداول است که در برخي موارد مشخصات واژگاني و آوايي و دستورƽ خاص خود را

تغييراتي که در اين متون علي رغم .  از زبان فارسي درƽ ، حدودا از قرن سوم هجرƽ به بعد ، متون فراواني به نظم و نثر باقي مانده است

  . اندواژگان و دستور زبان فارسي پديد آمده است، غالبا براƽ عموم تحصيل کردگان قابل فهمنظام آوايي و 

هاƽ فراگير صدا و سيما ، زبان فارسي رسمي، که در در صد سال اخير، با گسترش سواد در ميان عموم مردم و با پيدايش مطبوعات و رسانه

هاƽ ها و گويشسر ايران در ميان عموم مردم ، و از جمله در ميان مردمي که با زبانواقع زبان رايج در ميان تحصيل کردگان است، در سرا

  . کنند، بسط يافته استمحلي خود تکلم مي



  ۶۲                            ) ١٣٨٨ زمستان ۴ شماره٣سال (مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 

 
 

هاƽ فارسي  وام واژه.هاƽ مختلف واژه به وام گرفته استزبان فارسي مانند هر زبان داراƽ قدمت ديرينه و صاحب ادبيات گسترده از زبان

هاƽ در برابر همه  واژه).  عمدتا شامل فرانسوƽ ، انگليسي، روسي(عربي، ترکي، مغولي، هندƽ، اروپايي : هاƽ زير تعلق دارندعمدتا به زبان

  .توان رويکرد واحدƽ اختيار کرد، زيرا نقش و تاثير همه آنها در فارسي امروز يکسان نيستدخيل نمي

فارسي شده و بر غناƽ هاƽ بسيارƽ از اين زبان وارد  عميقا درآميخته است و کلمهه قرن با زبان و ادبيات فارسيزبان عربي در طول چهارد

از قرن پنجم به بعد ، ) " ملک الشعرا( هاƽ عربي در اثر نياز نبوده است و به قول استاد محمد تقي بهار اما ورود همه واژه. آن افزوده است

اين معنا باعث شد که نثر فارسي که در قرن چهارم و نيمه ... اني از تازƽ زيادتر از اندازه و حد طبيعي رواج گرفتتفنن در تقليد ادباƽ اير

به همين ." از صدƽ پنجاه نيز تجاوز کرد) اششمار لغات تازƽ(اول قرن پنجم صدƽ پنج لغت تازƽ بيش نداشت، در نيمه دوم قرن پنجم 

 امروز تداول يا در فارسي:  ايمهاƽ عربي يکي از اين دو شرط را قائل شدهƽ فارسي تلقي کردن واژهدليل ، در اصول و ضوابط حاضر برا

  .   تا اواخر قرن پنجم به کار رفته باشندداشته باشند، يا در چند متن معتبر نظم و نثر فارسي

) آقا، اردو، سوغات( و مغولي ) مانند، اتاق، سنجاق، يونجه( ي و ترک) مانند جنگل، نيلوفر ،نارگيل(که فارسي از هندƽ هايي استفاده از واژه

شان به کند، زيرا از يک سو به دليل قدمت ديرينهبه وام گرفته است و اکنون در فارسي رواج دارند ، آسيبي به زبان فارسي  وارد نمي

  . ها به کلي متوقف شده است از اين زباناند و از سوƽ ديگر اکنون وام گيرƽصورت طبيعي در بدنه واژگان فارسي جاƽ گرفته

  : وضعيت لغات اروپايي به سه دليل با دو گروه بالا متفاوت است

  .رسدقدمت بخش اعظم اين لغات چندان نيست و حداکثر به يک قرن مي -۱

هاƽ يابي براƽ واژهƽ در زمينه معادلها ، به ويژه زبان انگليسي ، همچنان با قوت ادامه دارد و چنانچه تلاش جدگيرƽ از اين زبانوام -۲

 .کندها صورت نگيرد، چهره زبان فارسي در چند دهه آينده به کلي تغيير ميعلمي و فني اين زبان

 مثلا همراه با .کنندسازƽ فارسي را مختل ميشوند و فرايندهاƽ واژهاƽ وارد فارسي مي اروپايي، به صورت خوشههاƽبرخي واژه -۳

 .هم وارد شده است" پيانيست" " پيانو"و همراه  با " واليباليست " "واليبال"

  :با توجه به دلايل بالا براƽ فارسي تلقي کردن لغات اروپايي ، علاوه بر تداول در زبان ، دو شرط ديگر نيز بايد قائل شد

شان چنان باشد که بتوان ستند ساختمان صرفيهاƽ بسيط باشند و اگر هم بسيط نيهاƽ محل بحث در زبان مبداء واژهنخست اينکه واژه

يونش " و " يونش"و " يونيده"هاƽ توان واژهکه بسيط است مي"  يون" مثلا با  واژه .سازƽ فارسي را بر روƽ آنها اعمال کردهاƽ واژهفرايند

ساخته شده " خانهتلفن"و " تلفنچي"و " تلفني" نيست ، لغات ، علي رغم ايمکه در زبان مبداء بسيط" تلفن"ه ژرا ساخت، و نيز با وا" پذير

  .است

  .و پروتوند، مانند اتم و الکترون نيابي براƽ آن را ضرورƽ نداندوم اينکه عموم صاحب نظران معادل

مانند (ه است هاƽ اروپايي که هنوز در مورد معادل مشخصي براƽ آنها اجماع نظر حاصل نشده ، اما چندين معادل برايشان پيشنهاد شدواژه

شايسته نيست فارسي به شمار آيند، زيرا ) هاƽ ناکجاآباد، آرمانشهر، مدينه فاضله در برابر آن به کار رفته است که از جمله معادلاتوپيا

  . داننديابي براƽ آنها را لازم ميمشخص است که صاحب نظران معادل

  
  

  دکتر مسعود شريفي

  يکروب شناسي ايرانگزيني انجمن علمي ممدير گروه واژه

  گستان زبان و ادب فارسيننماينده تام الاختيار انجمن علمي ميکروب شناسي ايران در فره

  



  فراخوان

 

   گراميهمکار

  
  سلامبا

  

اƽ تحت عنوان    قوه الهي مجموعه    و  در نظر دارد تا به حول      ، رساند انجمن علمي ميكروب شناسي ايران     به استحضار مي   ،احتراما

 اين مجموعه شامل اطلاعات مربوط به كليه همكاران محترمي است كه بـه هـر            .  را تهيه نمايد   " تاريخچه ميكروب شناسي ايران    "

ƽدر عرصه   از انحاء  نحو ƽآموزشي ، پژوهشي، خدمت رساني و تعالي علـم ميكـروب شناسـي  در سراسـر كـشور اهتمـام                      ها 

  . بديهي است اين تلاش ملي فقط در سايه يارƽ كليه ميكروب شناسان ميسر خواهد شد. اندورزيده

بـه  ي كه    و همکاران  كه در جهت تماس با اساتيد     ... و  پست الكترونيك     شماره تلفن،   بنابراين ، هر نوع اطلاعات اعم از آدرس،       

 هـر   ،بـه عـلاوه  . برند ما را در اجراƽ اين مهم يارƽ خواهد كرد        كشور بسر مي    از اند و يا در خارج    شدهگي نائل   بازنشستدرجه  

 ذكر مشخصات ارسـال      با  در صورت تاييد    ، مزيد امتنان خواهد بود و       و همکاران درگذشته   نوع اطلاعات مكتوب درباره اساتيد    

  .كننده در اين مجموعه گنجانده خواهد شد

       ƽشده و يا در لوح فـشرده         ، اطلاعات مربوط به خود را به صورت تايپ         تهيه كارنامك لذا ،خواهشمنداست با عنايت به راهنما 

 جنب بيمارستان - خيابان گارگر شمالي-تهران( ايران اطلاعات را يا به آدرس جديد انجمن علمي ميكروب شناسي        . آماده نماييد 

 microbiologyhistory@yahoo.com(و يا از طريق پست الكترونيك       ) ۱ واحد   - ۶ پلاك   - كوچه شهريور    - شريعتي قلب

آقــاƽ  (۰۹۱۲۳۸۱۹۰۵۴در صــورت لــزوم بــا شــماره همــراه  .ارســال فرماييــد)  microbiologyhistory@gmail.comو 

  .تماس بگيريد) شريفيمسعود دكتر

تر به جامعـه    جامع ورت هر چه    ـمند به ص  ـاين مجموعه ارزش  ،  نقاط كشور    رم دراقصي ـاميد است با عنايت كليه همكاران محت      

  .علمي كشور تقديم گردد

  

  

  

  ا تشكرب

  دكتر غلامرضا ايراجيان

 رئيس انجمن علمي ميكروب شناسي ايران



  راهنماي تهيه كارنامك

  

 .، مختصر و مفيد بوده و به خوبي سازماندهي شده باشد بايد گوياکارنامک. ۱

 :هاƽ زير باشد بايد شامل بخشکارنامک. ۲

 )تولد، تحصيل، خانواده(بيوگرافي  •

 هاƽ اجرائي فعاليت •

 هاƽ آموزشيفعاليت •

 هاƽ پژوهشيفعاليت •

  الملليها و مجامع داخلي و بينعضويت در سازمان •

 ثبت اختراع •

 جوايز •

 هاƽ علميكتاب •

 )هاها و کنگرههمايش(صه مقالات در مجامع علمي خلا •

 ت علمي پژوهشي ايرانلامقالات چاپ شده درمج •

 خارجيت علمي پژوهشي لامقالات چاپ شده درمج •

  کارهاƽ تحقيقاتيزمينه •

   :فرمائيد توجه  ذيلنکاتبه ، کارنامکبراƽ نگارش  .٣

  .ها از سمت راست و چپ تراز شوند کليه پاراگراف •

  . گردد استفادهƽ در هر مورد از قلم پيشنهاداًحتمبراƽ نگارش متن  •

 .د سايت انجمن تهيه گرد درموجودبايد مطابق فايل حتماً  کارنامک •

 .تحرير شود) باشندBoldها بايد سر تيتر (۱۴ ه،اندازB Yaghut بايد با قلم کارنامکمتن  •

 و کليک راست ماوس، Wordبعد از کپي نمودن عکس در فايل (  در مرکز صفحه کارنامکمکان عکس در هر قسمت از  •

 Height: 7.93cm و سايز Format picture- Lay out- In front of text- Other مقابل،  مربوطههاƽفيلد انتخاب

 .تنظيم گردد ) Width: 6.4cmو 

 .  کيلو بايت ارسال گردد۲۰-۳۰۰ ةو انداز) dpi 300(با رزولوشن بالا ها و تصاوير بايد تمامي عکس •

   . عکس نيز جداگانه ارسال گرددة، فايل اسکن شدWordعلاوه بر افزودن عکس در فايل  •
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   6)�C �
��! FH    �����X [H        6)��C �
���! �A"6 ?H      & �����X [?    ��A"6 
   6)�C �
��! ?H     �D& ����X =H    23�! PCR       ����@� <��!)���G��� & 
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!) �
 ���
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 ���
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�	 <� <6�
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!) ������- 2G:  . �b	 �) B6�%
!) �
 �#!   W C-medium  
 ���! ��
�	 ��� *��! �5�- ��) DH5-alfa  ��4��8) ��
-�
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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 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 Objective: The intracellular Wolbachia pipientis is a Rickettsia-like bacterium. The gene 
of W. pipientis is usually congenitally-inherited in insects and can cause cytoplasmic incompatibility (CI), 
which is potentially useful for driving genes through populations. 
In present study, W. pipientis has been detected in Phlebotomus papatasi, the vector of rural cutaneous 
leishmaniosis in Iran by using  PCR to amplify fragments either of the 16S ribosomal RNA gene (16S rRNA) 
or of the major Wolbachia surface protein gene wsp.  
Materials and Methods: sandflies were screened for the presence of W. pipientis by PCR using the non-
strain specific primers wsp 81F with 691R and 16S 99F with 994R. The sequences obtained were edited and 
aligned using SequencherTM v. 3.1 to identify W. pipientis haplotypes, which were analysed phylogenetically 
using PAUP* software. 
Results: from 165 Individual wild-caught P. papatasi from Iran, the gene fragment of wsp was found in 124 
cases (75.2%), and 16s RNA gene fragment was identified in 123 cases (74.5%).  Only one haplotype was 
obtained for each gene, from which it is inferred that only one A-group genetic strain of W. pipientis occurs 
in P. papatasi throughout much of this sandfly's range. 
Conclusion: based on the results of this study there is possibility of using just one genetically modified 
strain of W. pipientis to drive through wild sandfly populations transgenes for intervening in the transmission 
of L. major by P. papatasi. This genetically modified strain would have to show a CI phenotype in P. 
papatasi, in order to be spread quickly through wild sandfly populations. Due to  natural infection of 
Wolbachia  in sandflies and for their behavior of  Cytoplasmic Incompatibility(CI) ,   Wolbachia can be used 
as a transferring gene in populations of sandflies to control Leishmaniasis.  
KEY WORDS: Wolbachia pipientis, Phlebotomus papatasi,  wsp gene, 16S rRNA gene, Iran.   
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ABSTRACT  
Background and Objectives: Infections due to Herpes simlex virus type 2 (HSV-2) often causes genital 
herpes in men and women, infant herpes and nonsupporative meningitis. These diseases are caused in 
relation to HIV infection, and might be transfected from mother to baby. 
In this study the prevalence of HSV-2 was determined for the first time by PCR method in clinical samples 
collected from Isfahan and Chaharmahal-va-Bakhtiari provinces. 
Materials and Methods: One hundred HSV-2 infected sera with high titer of IgG and IgM were collected 
from suspected patients. In total 82 samples from Isfahan province and 18 samples from Chaharmahal-va-
Bakhtiari province were collected. Viral DNA was extracted and PCR was performed by using specific 
primers for gD gene of HSV-2. 
Results: The positive results of HSV-PCR and the 1013 bp  segment of HSV-2 gD gene was detected in 8 of 
100 (8%) of serum samples. In Isfahan province 6.09 % and in Chaharmahal-va-Bakhtiari province 16.66 % 
were positive for HSV-2.  
Conclusion: The results of this study demonstrated the prevalence of HSV-2 in studied region similar to 
other regions of the world. Besides,  PCR method is presented as a useful procedure for detection of  HSV-2 
in infected sera.  
Key words: Herpes simplex virus type 2 (HSV-2), PCR, gD gene, Chaharmahal-va-Bakhtiari province, 
Isfahan province 
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ABSTRACT  
Background and objectives: Hospital surfaces can serve as reservoirs of potential pathogenic bacteria. Staff 
hands are the main source of bacterial  transmission  in hospital. The prevalence of bacteria harboring  β–
lactamase enzyme in staff hands and hospital surfaces, leads to spread of β–lactamase  producing bacteria 
and ultimate increase of  antibiotic resistance nosocomial infections.  The aim of this study was to investigate 
the frequency of  β-lactamase producing bacteria and susceptibility pattern of isolated bacteria from staff 
hands and high and low contact hospital surfaces of Alzahra hospital in Isfahan, Iran. 
Material and Methods: This laboratory-based study was performed in Alzahra hospital in Isfahan during 
2005-2007 years. Overally,   274 samples (194 strains from surfaces and 80 strains from staff hands)  were 
screened during the study. Environmental samples were collected by using swabs  in Nutrient Broth (NB) 
and samples from staff hands  were collected with Finger Print method.  Bacterial identification was  
performed by conventional biochemical identification tests. For determination of  β–lactamase production, 
acidometric method was used,  and antibiotic susceptibility testing  was performed by Kirby Bauer  method. 
Results: the 194 isolated strains from hospital surfaces were: Staphylococcus spp. 105 (53.7%), 
Bacillus spp. 74 (24%) Enterobacteriaceae 21 (10.7%), Pseudomonas spp . 9 (4.6%), Streptococcus 
spp. 2 (1%), other gram negative bacilli 10 (5.15%), and the 80 strains isolated from staff hands were: 
Bacillus spp. 48 (60%), Staphylococcus spp. 28 (35%), Enterobacteriaceae 4 (0.5%). The isolated 
bacteria from both sources were highly resistant to tested antibiotics. According to the results from 
acidometric test,  125 (61.54%) strains isolated from hospital surfaces and 46 (61.85%) strains isolated 
from staff hands, were β-lactamase producers.  
Conclusion: The results show the high frequency of antibiotic resistant and β–lactamase producing bacterial 
strains on staff  hands and hospital surfaces in present study. 
Key Words: β–lactamase, Antibiotic Resistance, Hospital Surfaces, Staff Hands. 
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ABSTRACT 
Background and objective: Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a main cause of 
nosocomial infections worldwide. Multidrug resistance property of strains causes difficulties in treatment of 
their infection. The aim of this study was to determine the frequency of MRSA and their resistance pattern to 
commonly used antibiotics in Health-educational centers of Gorgan. 
Material and Methods: In this descriptive study, 121 clinical isolates of Staphylorcoccus aureus collected 
from different infections from September 2008 to August 2009. After confirmatory identification tests, the 
antibiotic susceptibility testing was performed by using  disk diffusion method as per Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI) guideline. Data analyzed by Chi-square test and SPSS soft ware. P 
value of <0.05 was determined as significant.  
Results: Of 121 tested S.aureus , 104(85.9%)strains were MRSA. The highest resistance was  demonstrated 
as:100% to Penicillin, 97.6% to CO- Amoxyclav ,71.4% to Cephotaxime and64.3% to Erythromycin. Our 
finding showed more MRSA isolates in urine (90.4%) and wound (89.2%) specimens. 
Conclusion: Prevalence of MRSA strains in our region was 85.9% .This is higher than other studies 
performed in major cities such as Tehtan,Mashhad and Shiraz . The  treatment of infections  caused by 
MRSA is difficult due to simultaneous multidrug resistance  among the strains.  
Key words: MRSA , Antimicrobial resistant , Disk diffusion 
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ABSTRACT  
Background and Objectives: Migraine is the most common headache in different communities and 
approximately  12-15% of individuals are suffering worldwide.  Recent studies have revealed a relationship 
between Helicobacter pylori  infection and migraine. The aim of presend study was  to evaluate the antibody 
titer against H.pylori in patients with migraine and comparison to healthy subjects. 
Material & Methods: This case – control randomized study was carried out in patients whose migraine has 
already been diagnosed referred to University neurology clinic and private medical sectors in Ilam,  Iran. 
Seventy migraine patients as the case group and 70 healthy individuals as control group were participated in 
this study. The demographic criteria of both groups were identical. Blood samples were taken from all 
subjects and was used for evaluation of IgG antibody titer against H.pylori by using ELISA method. The 
mean antibody titer were compared in both groups.  
Results: Household women had the highest prevalence of migraine (40%), which showed a correlation with 
menstruation in  21 women (45.7%). Fifty three patients with migraine (75.7%) had gastrointestinal 
disorders, which in 48 patients (68.6%), this was in correlation with certain nutritional habits. Stress was 
reported as the most important cause of migraine in 15 patients (21.4%) that in 91.4% of them, headache was 
followed by anxiety. In 51 patients (72.9%), sleep disorder was seen. The mean OD value of antibody titre 
against H.pylori was 60.08 in case group and  21.82 in control group, which the difference was significant 
(P<0.05). 
Conclusion: The significant difference for the mean OD value to H.pylori among case and control groups in 
present study, shows the importance of investigation of H. pylori infection in patients with classic migraine, 
which needs more complementary tests. It is suggested that treatment of H.pylori infection may affect the 
disease and probably cure the headache partially. 
Key worlds: Migraine, Helicobacter pylori ,Antibody titer 
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ABSTRACT 
Background & Objectives: Cellular resistance to tuberculosis (TB) infection depends on signals from 
mycobacterium tuberculosis-specific T lymphocytes activating mycobacterial killing mechanisms in infected 
macrophages. The network of soluble factors, or cytokines, responsible for these cellular communications 
has been progressively unraveled over the last 3 decades; however, new regulatory and effectors cytokines 
continue to be discovered. Infection of a host with a pathogen first result in activation of cells of the innate 
immune response including effectors molecules including cytokines such as TNF-α & IFN-γ . The aim of 
this study was to investigate the frequency of TNF-α , IFN-γ alleles , evaluating serum concentration of 
TNF-α and IFN-γ and relationship of between susceptibility to TB and TNF-α and IFN-γ gene variations. 
Material & Methods:  In this prospective case-control study, 93 patients with smear positive tuberculosis 
selected from Masih Daneshvari Hospital, Tehran, Iran. They were matched with 103 controls without  any 
history TB. Genotype of 5 regions of TNF-α and 1 region of IFN-γ were distinguished by PCR-RFLP 
method, and level of serum concentration between case & control groups were evaluated by ELISA method. 
Data were analyzed with Mann-Whitney U & earning the cut off analyzed with ROC curve for ELISA 
method and the results of PCR-RFLP method were analyzed by SPSS, Fisher exact and X2. 
Results: In PCR-RFLP method, the results showed a significant difference at TNF-308 and TNF-857 
between two groups of control and patient (P < 0.05). In ELISA method, a significant difference in IFN-γ 
was observed between the groups of  control and patient (P < 0.05). Also a cut off point as a serologic 
marker between the positive and negative states, for rapid TB examination about IFN-γ was found; the cut 
off for IFN-γ was 0.19. 
Conclusion: Mutation in TNF-308 and TNF-857 regions were identified significantly, but it was not 
observed in other TNF-α and IFN-γ regions. In this study, ELISA method suggest that mycobacterial 
pathogens are frequently associated with production of cytokines such as IFN-γ and serologic tests 
considering the cut off patients, help us to detect TB in cases that we want to earn results rapidly. 
Key Words: Cytokine, Tuberculosis, IFN-γ, TNF-α, PCR-RFLP, ELISA test 
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ABSTRACT 
Background: RNA extraction with efficient quality and quantity is very important for RT PCR, 
hybridization on northern blotting and gene expression analysis by real time PCR. Soluble and insoluble 
extracellular polysaccharides in Streptococcus mutans biofilm cells interfere with RNA extraction 
procedures. Therefore, finding efficient methods for polysaccharide removal, RNA extraction and 
purification is necessary for RNA based molecular research. The aim of present study was to evaluate the 
efficary of a few methods in RNA extraction from Streptococcus mutans.  
Methods: In this research we used Streptococcus mutans ATCC 35668 and one clinical isolate of S. mutans 
from dental plaque. RNA extraction was carried out from biofilms form in 24 well polystyrene microtiter 
plate using 3 methods. 1: Routine method for RNA extraction from planktonic cells with RNX-Plus solution 
(Cinagen), 2: Using HYBAID ribolyser Kit, instrument and tubes containing pearls. 3: Using HYBAID 
ribolyser instrument and RNX-Plus solution. Finally, determination of the isolated RNA purity and integrity 
was done. 
Results: The results showed that RNA extraction from biofilm cells of S. mutans is challenging because of 
extracellular polysaccharides and  the current RNA isolation protocols from planktonic cells (eg. protocol 1) 
are not suitable for biofilm cells. For this reason, we used HYBAID ribolyser instrument and tubes 
containing glass and plastic pearls with different size and shapes for maximum cell lysis without disturbing 
the RNA.The mean photo absorbtion from extracted RNA in latter methods showed statistical significant 
difference compared to current in-use method (P< 0.05). 
Conclusion: RNA extraction from S.mutans biofilm cells needs techniques with maximum Polysaccharide 
removal and maximum cell lysis without disturbing the RNA. The 2nd and 3rd methods were more effective 
than 1st one.The 3rd protocol is recommended due to it`s lower cost. 
Key words: RNA extraction, Streptococcus mutans, biofilm 
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ABSTRACT 
Background and abjectives: Pseudomonas aeruginosa is the most common cause of burn wound infections 
in many centers. This bacterium shows high resistance to majority of  antibiotics including β-lactams.  The 
frequency of beta-lactam resistant P.aeruginosa  is increasing in many countries due to production of  
Metallo beta lactamase enzymes.  The aim of this study was to determine the antibiotic resistance patterns of 
Pseudomonas aeruginosa isolated from burn wound infections and to identify bla-VIM gene by application 
of phenotypic and genotypic methods. 
Material and Method: 79 isolates of Pseudomonas aeruginosa were recovered from 111 burn patients 
using microbiological methods. For all the isolates, antibiotic susceptibility tests were performed by Kirby–
Bauer disc diffusion method. All imipenem resistant isolates were screened for MBLs production by IPM-
EDTA disk and in order to detect blaVIM gene, PCR analysis was performed. 
Results: Resistance rate of the isolated strains were as fallows: imipenem 94.9% pipracilin 97.4% 
ciprofloxacin 98.7% tobramycin 95% ceftazidim and ticarcilin 100%.  IPM-EDTA disk method showed that 
41 out of 74  (55.4%) of imipenem resistant isolates of P. aeruginosa, were  metallo-β-lactamase producers. 
The PCR method showed that 34 out of 79  P. aeruginosa  isolates were positive for blaVIM. 
Conclusion: The results demonstrated that incidence of MBLs producing Pseudomonas aeruginosa in burn 
patients is higher than expected. Therefore detection of antibiotic resistance patterns of bacteria as well as 
detection of MBLs enzyme producing isolates are of great importance in  prevention and control of these 
infections. 
Keywords: Metallo-β-lactamase, P. aeruginosa, Antibiotic susceptibility test,VIM gene, burn wound. 
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