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  فهرست مندرجات

  
  

  

    
  1                                    نوتركيب حاوي ژن سيتوزين دآميناز به منظور ارتقاء كاراييBCGطراحي و ساخت 

BCGاينتراوزيكال در درمان سرطان مثانه   
  طيبه سهرابيغلامحسين ابراهيمي پور، محمد ابوالحسني، حسام الدين موثق،  ، آيدا فيض برازنده، حسين خان احمد

  
  9                              واشريشياكلي هاي در ايزولهSHV بررسي مولكولي ژن بتالاكتامازطيف گسترده تيپ

  ودرماني شهرتبريز مركزآموزشي 4از درنمونه هاي باليني جداشده كلبسيلا پنمونيه
،ƽويد صادقي، مجيد پرنور، جا هايده مبين ، محمد رضا نهائي عليرضا مباشر کار جد  

 
  19                         اسهال كودكان توسطدر Enteroaggregative Escherichia coliشناسايي سويه هاي 

  Multiplex PCRبه سلول اپي تليال آن هاچسبندگيقابليت  مطالعهو    
،ƽمريم عباس زاده، ابوالفضل داوودآباد ،ƽماناعلو ،ƽانيس جعفر ƽسعيدبوذر  

  
  25                به                    S99 بروسلا آبورتوسآنتي بادي به پروتئين هاي غشاء خارجي ارزيابي پاسخ 

  ELISA روش 
  ، محمدرضا آقا صادقي داريوش نوروزيان، ناصر هرزندƽ ، بهمن تبرائي، سحر کرمي ، سيد داور سيادت ،

ƽمباركه، محمد رضا رضو ƽسادات، سيد مهد ، مريم خير انديش، جلال ايزد ƽنجاتي ƽعلي شريفات سلماني مهد ،  
    

  31                 اشريشيا كلي درسويه هاي hly, cnf-1, sfa , papارزيابي اپيدميولوژيك ژن هاي ويرولانس 
  جدا شده از كودكان مبتلا به عفونت مجاري ادراري

   مانلي امين شهيدƽ، فاطمه امام قريشي،شهره فرشاد 

  

  39          سويه هاي باليني سالمونلا             غربالگري ناليديكسيك اسيد جهتاسيت به ارزيابي آزمون حس
  سينسيپروفلوكسا يافته به اهش كحساسيت با 

  علي ناغوني، ناصر هرزندƽ ، داريوش نوروزيان ، سيادت ، مهدƽ نجاتي ، ، سيد داور نگين ايرانشاهي ، رضارنجبر

   سعيد مروتي ، زهرا سفيرƽ ، سهيلا يوسفي، بهمن تبرائي

  
  47                       انتروكوك جدا شده از افراد سالمدر گونه هاي بررسي مقاومت به سطح بالاي جنتامايسين 

  1386-87  در شهر تهران
  ، مليحه طالبي، غلامحسين ابراهيمي پور، محمدرضا پورشفيع نسرين نوحي

  
 53 جدا شده از  نمونه هاي ادرار                                   انتروكوكوس  فكاليسورهاي ويرولانس بررسي فاكت

   سيد غلامعباس موسوƽ، احمد خورشيدƽ، رضوان منيرƽ،احمد قاسمي

 

  59                       جدا شده از ،اشريشياكلي انتروپاتوژنهاي  تعيين الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي سروگروه
   1386 -7 مبتلا به اسهال در تهران  سال5كودكان زير مدفوع 

  حسيني ،  محمد حسن شيرازƽ ، ابوالفضل اکبرƽ ، محمد کاظم شريفي يزدƽ ، مصطفي 

  فاطمه فرد صانعي ، روناک بختيارƽ، محمد مهدƽ سلطان دلال



  
  67      مختلف                        جدا شده از عفونت هايStreptococcus pneumoniaeسروتايپينگ سويه هاي 

  1387در تهران در سال 
      علي مهرابي توانا ، رمضانعلي عطائي ، اسمعيل حسين نجدگرامي ، محمد مهدƽ گويا، محمد رهبر

  
  

     
  73 درشهرستان                        استافيلوكوكوس اورئوسواشريشياكلي ارزيا بي آلودگي بستني سنتي به 

  1386-7ان سال سمن
   غلامرضا ايراجيان،  علي جزايرƽ مقدس ،وحيده افراز

 

 

  
  

  79   بستري و             كودكان بيني مقاوم به متي سيلين دروكوس اورئوساستافيلوككلنيزاسيون  شيوع  

   برخي عوامل خطر موثر بر آن

  عليپور حيدرƽمحمود ، يسيئبهاره ري ،  فرناز حسن ، مهشيد سررشته دارƽ،مسعود شريفي
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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 (  

  ABSTRACT )       (English                                       )��ر
	 ( ����� ا��


���ت  :
	��� ���ان 14               (  )���� ( ١٦ (Bold Title : Times New Roman  

���ت  :��
�����ن ��م 10(                                      ١٢ (Bold Author: Times New Roman  


���ت  :����� ١٤ ) ����(     
 ����
���ت :       ���ان � ) 10                   )���� ( ١١Bold( Address: Times New Roman  

 ��

���ت  :�����  ١١                                                 Text: Times New Roman 11  
 ��
���	
                                 ��١١!�س  : 

 ���	
 ��
 �
١٤
���ت : ���و )  ����(   
، شماره تلفن نويسنده يا نويسندگان مقاله و مؤلف رابط ، عنوان و تاريخ كي ني آدرس الكترو، نام و نام خانوادگي ، رتبه علمي ، نشاني كامل پستي)2بند 

  . شود ارسال مقاله در صفحه اول قيد 

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

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

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

   .باشد  )كتابنامه( مراجع

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

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

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

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

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

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

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

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

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

  . صفحات ابتدا و انتهاي مقاله نوشته شود 

   : انگليسي مثال

 



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

  : مثال فارسي 

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

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

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

   : مثال ; سازمان به عنوان مؤلف )2-5

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

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

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

   :  مجله همراه با ضميمه تكميلي)5- 5 

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

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

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

  :  مثال فارسي 

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

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

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

  . صفحات بخش مورد استفاده  شماره

  : مثال انگليسي 

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

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

  :مثال فارسي 

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

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

   : )مقاله ( رفرانس الكترونيك )8-5

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

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

  

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

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

   .اصل آن ارسال گردد

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

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

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

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

  .خواهد شد
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  ۲۲/۴/۸۸:       تاريخ پذيرش مقاله ۱۴/۳/۸۸: تاريخ دريافت مقاله  

  :چكيده  
 درمـان انتخـابي   BCG بـا   ايمونوتراپي. است در جهانتناسلي - ادرارƽ سرطان مثانه دومين سرطان شايع دستگاه:زمينه و اهداف

 -CD/5-FC   ) Fluorocytosine  (Cytosine Deaminase/5م سيـست درماني سرطان مثانه باروش ديگر، ژن . اين سرطان مي باشد

 با روش الکتروپوريشن بـود تـا بـا          BCG به   (CD) انتقال ژن سيتوزين دآميناز      مايکوباکتريال، هدف از ساخت شاتل وکتور       . است

  .، ســـلول هـــاƽ تومـــورƽ بيـــشترƽ نـــابود شـــوند      CDتوســـط آنـــزيم    5-Fluorouracil (FU-5)بـــه    FC-5تبـــديل 

 مخمـر   CD، تـوالي سـيگنال آلفـا آنتـي ژن و ژن             ۶۰hsp قطعات ژني شاتل وكتـور مايكوباكتريـال شـامل، پرومـوتر           :روش بررسي 

)Saccharomyces cerevisiae(  پــس از تكثيــر بـا  PCR كلونينــگ در پلاســميد           و هــضم آنزيمـي و بــا اســتفاده از ƽهــا ƽفنـاور 

pBGGTو pVN2پلاسميد نهائي با روش الكتروپوريشن به داخل .   به ترتيب كلون و ساب كلون شدند BCG   هدايت گرديـد و وجـود 

  . بررسي شدBCGآن در 

 را دريافـت  pHARAكـه  هـائي  ل سـلو  . نامگذارƽ شدpHARAوکتور نهايي صحت آن را تأييد و وکتور  نتايج تعيين توالي: يافته ها

  . كانامايسين ، کلني تشکيل دادندµg/ml ۲۰ حاوƽ غلظت نهائي H ۷ ۱۰ روز روƽ محيط ميدل بروك۱۷كردند پس از 

، CDتوسـط آنـزيم      FU-5 بـه    FC-5 تبديل داروƽ   علاوه بر فراخواني موضعي سيستم ايمني، با          نوترکيب فوق  BCG: نتيجه گيري 

  .ورƽ بيشترƽ را نابود نمايدمي تواند سلول هاƽ توم

 ، سرطان مثانه، ايمونوتراپي، ژن درماني، الکتروپوريشنBCG: كليد واژه ها
  



  ... ژن سيتوزين دآميناز به منظور ارتقاء  نوتركيب حاويBCGطراحي و ساخت  / ۲

 

 

  :مقدمه

ƽتناسلي در جهـان   -سرطان مثانه دومين سرطان شايع دستگاه ادرار

  سـرطان هــاƽ مثانـه تحـت عنـوان ســرطان    % ۸۰ تـا  ۷۰ . )۱(اسـت 

     طبقـه بنـدƽ  (Superficial Bladder Cancer) سـطحي مثانـه  

  سـطحي  سـرطان  درمـان  بـراƽ  روش اولين ).۲(مي شوند 

 TUR يـا   ادرارƽ  مجـراƽ  طريـق  از تومـور  بـرش  مثانـه، 

(Transurethal Resection)  ها، درمـان  از ديگر روش. است 

شـامل  دارو  مـستقيم  تجـويز  بـه صـورت    باشد کهمي اينتراوزيكال

 Bacillus of Calmette and يـا    درمـاني   شـيمي  تركيبـات 

Guérin   )BCG  (است  مثانه داخل به)درمـان اينتراوزيکـال   . )۳

ــا  ــان BCGب ــوتراپي، درم ــا ايمون ــا   ي ــينوماƽ درج ــابي کارس  انتخ

(Carcinoma in situ)       سـرطان سـطحي مثاتـه بـه شـمار ƽبـرا      

 به عنوان تغير دهنده پاسخ بيولوژيک، سيـستم         BCG. )۴(رود  مي

 و مهـار  T helper 1 (Th1)ايمني بدن را به سوƽ پاسخ ايمني 

لذا، وجود يـک سيـستم ايمنـي سـالم و           . نمايد مي تومور هدايت 

   ƽکامل برا    ƽاثرات ضد تومورBCG      باشـد  حـائز اهميـت مـي 

هايي است که براƽ درمـان سـرطان        ژن درماني از ديگرروش   . )۵(

 هـاƽ اخيـر،    از ميـان روش   . )۶(گيـرد   مثانه مورد اسـتفاده قـرار مـي       

 پيش دارو با نابودƽ انتخابي سـلول هـاƽ تومـورƽ،            –راهکار آنزيم   

ــيب را   ــداقل آس ــت  ح ــه باف ــالم وارد  ب ــاƽ س ــي ه .             )۷(رد آوم

پـيش دارو کـه در تحقيـق حاضـر نيـز مـورد           -از جمله ترکيبات آنزيم   

 -Cytosine Deaminase/5  قرار گرفتـه اسـت، سيـستم    استفاده

(CD/5-FC)  Fluorocytosineدر ايـن سيـستم از    .باشد مي

نـاز   محـصول   ي م آ د توزين  ي سـ  Cytosine Deaminaseژن 

(CD)  مخمرSaccharomyces cerevisiaeبديل ت  ƽرا ب   

 ƽرو دا ســمي پــيش  ر  ــ ســمي    FC-5غي يــت  ول ب ا ت م ه  ــ ب

(5-FU) 5-Fluorouracil   آنزيم  . استفاده مي گرددCD  تنها 

 ƽها وجود دارد و در پـستانداران موجـود نيـست           ها و قارچ  در باکتر  

  ).۹ و۸ (

 اينتراوزيکال استاندارد طلائي و مـورد قبـول درمـان           BCG اگرچه  

 سال گذشته است، اما ايـن درمـان         ۳۰ر طول   سرطان سطحي مثانه د   

       عــوارض جــانبي ايجــاد% ۵نتيجــه مانــده و دراز افــراد بــي% ۳۰در 

       پـس    سـال  ۵از بيمـاران  در طـي        % ۴۰ الـي    ۳۰به عـلاوه،    . کندمي

ــي   ــا مـ ــدد تومورهـ ــود مجـ ــار عـ ــان دچـ ــن درمـ ــداز ايـ              گردنـ

يـافتن روشـي در جهـت       مي بايست بـه دنبـال         بنابراين،  ).۱۱و۱۰(

ــاهش دوز  ــشگيرƽ از   BCGکـ ــور پيـ ــه منظـ ــال بـ          اينتراوزيکـ

             در اين. براƽ افزايش پتانسيل درماني آن بود وراهي عوارض جانبي

  

 ترشـحي حـاوƽ پرومـوتر       -وکتور مايکوباکتريال بياني   شاتل تحقيق

)۶۰ hsp( ۶۰Heat Shok Protein ) ۱۲( ژن ،CD  و سـيگنال 

طراحي و ساخته شد و بـا       ) ۱۳ (مايکوباکتريومي آلفا آنتي ژن     ترشح

بـدين ترتيـب سـعي      .  منتقل گرديـد   BCGروش الکتروپوريشن به    

شده است تا براƽ اولين بـار بـا ترکيـب ايمونـوتراپي و ژن درمـاني       

هـاƽ   و تحريک پاسخ   BCGعلاوه بر استفاده از خاصيت ادجوانتي       

 پيش دارو در جهت نابودƽ هـر        -ايمني، از راهکار ژن درماني آنزيم     

  . هاƽ تومورƽ مثانه استفاده گرددچه بيشتر سلول

  

 :هامواد و روش 
  :و وکتورها  سويه هاƽ باکترƽ و مخمر، پرايمرها

 سـويه   : هاƽ باکترƽ استفاده شده در اين تحقيق عبارتنـد از  سويه

Code:BEC 009 Top10F' E. coli ، Saccharomyces 

cerevisiae INVSc1 Code:YSC 006 دريافــت شــده از 

 Mycocabteriumبانک پلاسـميد و ميزبـان انـستيتو پاسـتور  و     

bovis BCG Pasteur 1173P2  دريافت شده از بخـش BCG 

کثير تپرايمرهاƽ مورد استفاده به منظور جداسازƽ و        . انستيتو پاستور 

 و تکثيـر سـازه ژنتيکـي حـاوBCG          ƽهاƽ مورد نظـر از ژنـوم        ژن

 از وکتور   CD، سيگنال ترشحي آلفا آنتي ژن و ژن         hsp ۶۰پروموتر

pBGGT    هـا بـا    پرايمـر  ايـن    .  خلاصـه شـده اسـت      ۱ در جدول 

 نظر  هاƽ مورد و توالي ژن Gene Runnerاستفاده از نرم افزار 

       بـه منظـور کلونينـگ ايـن قطعـات در       .  طراحي گرديد  NCBIدر  

) (MCS Multiple Cloning Site وکتـــور pBGGT، از 

ــايت ــود در  س ــاƽ آنزيمــي موج ــاMCS ƽه ــور در انته ــن وکت            اي

: وکتورهــاƽ مــورد اســتفاده عبارتنــد از. پرايمرهــا اســتفاده شــد  ۵'

  تهيه شده از بانک پلاسميد انستيتو پاستور ايـران، pBGGTوکتور

pTZ57T/A   شرکت Fermentas     و وکتـور pVN2    از انـستيتو 

  . پاستور پاريس

: و پلاسـميد  BCG ، S. cerevisiaeوميک  ژنDNAاستخراج 

 تـازه    کيـک  mg ۲۰۰ از   BCG ژنوميـک    DNAجهت اسـتخراج    

BCGپــس از ورتکــس شــديد کيــک .  اســتفاده گرديــدBCG بــا   

    رسـوب بـاقي     ، rpm۸۰۰۰اƽ و سانتريفوژ در دور      هاƽ شيشه گلوله

ــه    ــده و  ب ــق در آم ــه صــورت تعلي ــر ب ــار تقطي ــده در آب دوب          مان

 و   گرديـد   درجه سانتي گـراد انکوبـه      ۹۵ دقيقه در حرارت     ۲۰مدت  

در مراحل بعدƽ جهت . سانتريفوژ شد  rpm۸۰۰۰   مجددا در دور

        ƽجداساز ƽاز بافر ليز و برا ƽليزباکترDNA   هـا   و رسوب پروتئين



  ۳ /             آيدا فيض برازنده و همكاران            )         ۱۳۸۷ پائيز و زمستان ۴ و۳هاي  شماره ۲سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران  
 

 

پـس از افـزودن     . فنل و کلروفرم با نسبت برابـر اسـتفاده گرديـد            از

 در دور     مرحله قبل    از سانتريفوژ  ايزوپروپانول به مايع روئي حاصل    

rpm۱۲۰۰۰ درجــه ســانتي گــراد، - ۲۰ ســاعت انکوباســيون در۳و 

ــددا  ــانتريفوژ در دور ۱۰مجـــــ ــه ســـــ                         rpm۱۲۰۰۰ دقيقـــــ

 و سانتزيفوژ در دور%  ۷۰و% ۹۶طي دو مرحله از اتانول  .شد انجام

rpm ۱۲۰۰۰   جهت تخليصDNA        آن اسـتفاده شـد ƽو شستـشو . 

پس از تبخير اتانول، رسوب باقي مانده در آب مقطـر اسـتريل حـل               

از  ،S. cerevisiae ژنوميـک  DNAبه منظـور اسـتخراج   . گرديد

 Soybean Digested Caseinمخمر رشد داده شده در محـيط  

Broth و از کيــت QIAamp® DNA Mini Kit  شــرکت 

QIAGEN  در هر يـک از مراحـل کلونينـگ، جهـت           .  استفاده شد

ــ ــتخراج   تخل ــت اس ــر، کي ــورد نظ ــاƽ م ــون ه ــميد از کل يص پلاس

 شـرکت   Gene JET TM Plasmid Miniprep Kitپلاسـميد 

Fermentasمورد استفاده قرار گرفت .  

، آلفـا آنتـي ژن از ژنـوم          ۶۰hspهاƽ پرومـوتر  تکثير و کلونينگ ژن   

BCG و ژن CDاز ژنوم  S. cerevisiae  ƽبا استفاده از پرايمرها

 و ژن   BCG و آلفا آنتي ژن از روƽ ژنـوم          ۶۰hsp قطعات ۱جدول  

CD ــوم ــدند  S.cerevisiae از روƽ ژن ــر ش ــازƽ و تکثي .  جداس

 شـدند،  کلـون  pTA57T/A ابتدا در وکتور CDو  ۶۰hspقطعات

هــاƽ آنزيمــي  بــه ترتيــب در جايگــاهpBGGTســپس در وکتــور 

BglΙΙ/SacΙ و  /XhoΙ AflΙΙ   قطعه آلفا آنتي   .  ساب کلون گرديدند

  . کلون شد AflΙΙ SacΙ/ور مستقيم در جايگاه آنزيمي ژن به ط

پس از تکثير  : pVN2ساب کلونينگ سازه ژنتيکي در وکتور

 SalΙسازه ژني با استفاده از پرايمرهاƽ داراƽ جايگاه هاƽ آنزيمي 

 وکتور /NdeΙ SalΙ در جايگاه هاƽ آنزيمي PCRمحصول ، NdeΙو 

pVN2 ژن مقاومت به ƽکانامايسين، که دارا (pAL5000) Ori M و 

Ori ColE1وکتور حاصل . باشد ساب کلون شدند ميpHARA 

  )۱شکل  ( .نام گذارƽ شد

  کيک mg ۱حدود : آماده سازƽ سلول هاƽ مستعد الکتروپوريشن

  v/v %0.05بـا  غني شده  ۹H۷ محيط مايعml۵  در BCG تازه 

Tween-80 10 و% v/v OADC۱ و به مدت  کشت داده شد   

 rpm۱۰۰  درجه سانتي گـراد و دور  ۳۷انکوباتور شيکردار هفته در 

در هفته هاƽ دوم و سوم پـس از کـشت اوليـه، حجـم               . قرار گرفت 

رسـانده   ml۳۰۰و ml۱۵  با فاصله يک هفتـه بـه   ۹H۷محيط کشت

  درجه بـا دور  ۳۷ هفته در انکوباتور ۳ و ۱شد و لوله ها به ترتيب 
rpm ۱۰۰  ل در هــر يــک از مراحـ ـ . قــرار گرفتنــدScale-up،          

10% v/v OADC۲۴.  افزوده شد    ƽسـاعت پـيش از جمـع آور 

(Harvest)     ƽو آماده ساز BCG    ،الکتروپوريشن ƽحجـم   ۱/۰ برا 

)  w/v ۵/۱% معـادل  ( اتـوکلاو شـده    M۲/۰کل محـيط، گليـسين   

 ساعت انکوباسيون بر روƽ يخ و سـه بـار           ۵/۱پس از   . اضافه گرديد 

  گليسرول،   %۱۰ ميلي ليتر آب حاوƽ    ۱۵ و   ۲۵،  ۵۰شستشو با مقادير    

 . ها براƽ الکتروپوريشن آماده شدندسلول

       حـدود :  از طريـق الکتروپوريـشن  BCG بـه  pHARAانتقـال  

µg ۱   ــک ــارƽ از نم ــميد ع ــه) pHARA) µl ۵پلاس  ml ۴/ ۰ب

.  دقيقه بر روƽ يـخ قـرار داده شـد          ۱۰ اضافه و    BCGسوسپانسيون  

ــسيون   ــپس سوسپان ــووت  pHARA و BCGس ــه ک  cm ۲/۰ ب

 دقيقه بر روƽ يخ انکوبه شـده بـود     ۱۰مخصوص الکتروپوريشن که    

پس از تنظيم دستگاه الکتروپوريـشن بـر روƽ برنامـه     .منتقل گرديد

kV ۵/۲ ،µF ۲۵ و Ω۱۰۰۰پس از . ، پالس از کووت عبور داده شد

 انکوباسون کووت بر روƽ يخ، سوسپانسيون به يـک لولـه            دقيقه ۱۰

 و  OADC غنـي شـده بـا        ۹H۷ محـيط مـايع    5mlوƽ  استريل حـا  

Tween-80ــل ــد منتق ــدت    ش ــه م ــاتور ۳و ب ــه انکوب ــاعت ب                   س

        دقيقه در دور   ۱۰پس از اين مدت، سلول ها       .  درجه انتقال يافت   ۳۷

 rpm۴۰۰۰ مايع روئي دور ريخته شد و سلول      .ساتريفوژ شدند  ƽهـا

 غلظـت  حـاو۱۰H۷    ƽط جامـد    هاƽ حاوƽ محـي   باقي مانده به پليت   

 v/v OADC %10شـده بـا    غنـي  کانامايـسين  µg/ml ۲۰نهائي 

 درجـه سـانتي     ۳۷ هفته در انکوبـاتور      ۴ الي   ۲ و به مدت     شدمنتقل  

 .گراد قرار داده شدند

  
 pHARA تصوير شماتيک وکتور :۱شکل 

                                                                                  وv/v  Tween-80 %0.05, اضافه شده۹H ۷به تناسب حجم  

                                                                                   



  ...ناز به منظور ارتقاء  نوتركيب حاوي ژن سيتوزين دآميBCGطراحي و ساخت /  ۴ 

 

 

  

  

  

  فهرست پرايمرهاƽ مورد استفاده جهت تکثير اختصاصي و تائيد قطعات شاتل وکتور:۱جدول 

  نام پرايمر  ۳׳ به ۵׳توالي در جهت   کاربرد

5́   AGATCTGGTGACCACAACGACGC 3́ 

BglΙΙ 
Phsp60-F 

 BCG از ژنوم Phsp60تکثير 

 5́  GAGCTCTGCGAAGTGATTCCTCCG 3́ 

SacΙ  
Phsp60-R 

5́   GTAAAACGACGGCCAGT 3́  M13-F  تائيد کلونينگ  

  5́    CAGGAAACAGCTATGAC 3́  M13-R  

5́  CTTAAGGTGACAGGGGGAATGGCA 3́ 

AflΙΙ  
CD-F  

  از ژنومCDتکثير 

S. cerevisiae  

  
5́  CTCGAGCTACTCACCAATATCTTCAAACCA 3́ 

XhoΙ  
CD-R  

5́  CTCATGACAGACGTGAGCCGAAAGATTCG 3́ 

SacΙ-  
α Antigen-F1   تکثيرα Antigen  از ژنوم

BCG 
 

5́  AAACCGCAGGTGAGTTGTTCCC 3́ 

  α Antigen-R1  

5́  ATTGAGCTCATGACAGACGTGAAGATTCG 3́ 

- SacΙ  
α Antigen-F2   تکثيرα Antigen  از ژنوم

BCG 
 

5́  CTTAAGCGCGCCCGCGTTGC 3́ 

AflΙΙ  
α Antigen-R2  

5́  ATTCATATGTCCCAGTCACGACGTTG 3́ 

NdeΙ 
Construct-F 

 pBGGTتکثير سازه از وکتور 

 5́  CAAGTCGACTTCACACAGGAAACA 3́ 

SalΙ 
Construct-R 

 
  

 :يافته ها
، بـراƽ تعيـين    S. cerevisiae و BCG اج ژنـوم پـس از اسـتخر  

  DNAو  غلظت آن، جذب محلول حاوDNA   ƽ ميزان خلوص 

 نانومتر اندازه ۲۸۰ و   ۲۶۰توسط اسپکتروفوتومتر و در دو طول موج        

دلالـت   بود کـه  ۹/۱اين نسبت برابر با    . گيرƽ و نسبت آن تعيين شد     

 .ين دارد  و عدم آلودگي بـا پـروتئ       DNAبر خلوص مناسب محلول     

 ژنوميک و پلاسـميدƽ پـس از اسـتخراج، بـر           DNAعلاوه بر اين،    

 درصد الکتروفورز و از لحاظ کمي مـورد بررسـي           ۱ زآگارروƽ ژل   

 بــا ۶۰hsp پرومــوترPCRانــدازه قطعــه حاصــل از . قــرار گرفتنــد

و سـيتوزين  bp۱۲۰  ، آلفا آنتـي ژن  bp۴۰۰ پرايمرهاƽ اختصاصي 

   از شرکتbp۱۰۰ ت همراه با مارکر اين قطعا. بود bp۴۷۷ دآميناز 

Fermentas ƽنظر الکتروفورز و از درصد   ۲  ژل آگارز   بر رو   

  

  

  

  براƽ . اندازه و عدم وجود باندهاƽ اضافي مورد بررسي قرار گرفتند

  از  pTZ57T/A  وکتور در  CD و۶۰hspتاييد کلونينگ قطعات

  ، Universal M  ۱۳  پرايمرهاƽ با  Colony PCRهاƽ روش

Quick Checkقطعـه   و برش ƽآنزيمي و مقايسه وکتور حاو ƽها

صحت کلونينـگ قطعـه   .  استفاده شدpTZ57R مورد نظر با وکتور

هـاƽ   توسط هضم آنزيمي با آنزيم     pBGGTآلفا آنتي ژن در وکتور      

BglΙΙ   و AflΙΙ   بررسي شد   .   ƽ۶۰اختلاف اندازه وکتور حاوhsp  و 

ƽ۶۰وکتور حاوhsp ژن  و آلفا آنتي bp۱۲۰  يعني به اندازه ژن آلفـا

پس از تکثير و جداسازƽ سازه ژنتيکي بـا پرايمرهـاƽ           . آنتي ژن بود  

 جفت بـازƽ  ۱۰۰۰ ، قطعه NdeΙ و SalΙهاƽ آنزيمي  داراƽ جايگاه 

 kb ۱ درصــد و همــراه بــا مــارکر ۱ بــر روƽ ژل PCRحاصــل از 
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پـس از سـاب کلونينـگ       .  الکتروفورز گرديـد   Fermentasشرکت  

، pHARA و ساخته شـدن وکتـور        pVN2ژنتيکي در وکتور  سازه  

 از  pVN2جفـت بـازƽ در     ۱۰۰۰جهت تاييـد حـضور ايـن قطعـه          

PCRاختـــصاصي و بـــرش آنزيمـــي ƽبـــا پرايمرهـــا pVN2 و 

pHARA      ƽبا آنزيم هـا SalΙ و NdeΙ    شـکل .(اسـتفاده شـد  ƽهـا

قطعات حاصل از هضم آنزيمي بـا ايـن دو آنـزيم بـه ترتيـب                ) ۳و۲

 جفت بازƽ حاصـل  ۱۰۰۰قطعه . بود  bp ۱۰۰۰ وbp۱۳۰۰ برابر با 

          pVN2 و بــرش آنزيمــي بيــانگر وجــود ســازه در وکتــورPCRاز 

 بـا شـاتل     BCG روز از الکتروپوريشن     ۱۷پس از گذشت    . باشدمي

، کلني هاƽ نخودƽ رنگ و مقاوم بـه کانامايـسين           pHARAوکتور  

BCGƽمحيط ها ƽ۱۰ بر رو H۷ ظهـور کلنـي  .  ظاهر شـدند ƽهـا  

نخودƽ رنگ و مقاوم به کانامايسين نشانگر انتقـال پلاسـميد کلـون             

  . استBCGشده نهائي به سلول 

  

  

 
  pVN2 جفت بازƽ سازه ژني پس از کلونينگ در ۱۰۰۰قطعه : ۶ تا ۱ستون شماره ,  pVN2جهت تاييد کلونينگ سازه ژني در  PCR :۲شکل 

M : مارکر وزن مولکولي(1kb DNA Ladder)  

  

  
  

  
  pHARA جفت بازƽ حاصل از برش آنزيمي ۱۰۰۰قطعه : ۱ ستون شماره , NdeΙ و SalΙ با آنزيم هاpVN2 ƽ و pHARA برش :۳شکل 

 (1kb DNA Ladder)مارکر وزن مولکولي : pVN2, M  جفت بازƽ حاصل از برش آنزيمي ۱۳۰۰قطعه : ۲ستون شماره 
 

 

  

1          2          3         M        4          5        6 

1000 bp 

   1000 bp    
                  

       1300 bp       
               

       1            M           2 



  ... ژن سيتوزين دآميناز به منظور ارتقاء  نوتركيب حاويBCGطراحي و ساخت  / ۶

 

 

  :بحث

در ميـان مـردان و چهـارمين        سرطان مثانه هـشتمين سـرطان شـايع         

هـاƽ درمـان    از جملـه روش   . باشـد مـي سرطان شايع در ميان زنـان       

سرطان مثانه ايمونوتراپي يا بـه کـارگيرƽ سيـستم ايمنـي در درمـان        

هـاƽ زنـده موجـب      هاƽ متعدد بـاکترƽ   ويژگي). ۱(باشد  ميسرطان  

هاƽ غيـر اختـصاصي سيـستم       استفاده از آنها به عنوان تحريک کننده      

بهترين مورد شناخته شـده     . ايمني در ايمونوتراپي سرطان شده است     

کــه بيــشترين مطالعــات بــه عنــوان تعــديل کننــده سيــستم ايمنــي  

(Immunomudalator)         آن انجام شده ƽبر رو BCG باشـد   مي

BCG در طـــي ســـه دهـــه گذشـــته ƽدرمـــان تومورهـــا ƽبـــرا            

High-grade  طحي مثانه مورد استفاده قرار گرفته اسـت         سرطان س

 بـار  اولـين  بـراƽ  همكاران  وMorales،  ۱۹۷۶درسال). ۱۶ و۱۵(

 مثانـه  سـطحي  سـرطان  درمان در اينتراوزيكال را BCG از استفاده

 بيمار ۹در سطحي مثانه سرطان عود كه دادند نشان و كردند گزارش

گـروه   از كمتر برابر ۱۲ميزان به اƽ مثانه داخل BCG با شده درمان

 بـه عنـوان    کـه BCGدرمـان اينتراوزيکـال بـا     ).۱۷(اسـت  شـاهد 

استاندارد طلائي و مورد قبول درمان سرطان سطحي مثانـه در طـول             

 درصـدƽ روبـرو     ۷۰ الـي    ۶۰تنها با موفقيت    گذشته است،    سال   ۳۰

اين در حالي   . ماند درصد از افراد بي نتيجه مي      ۳۰بوده و در بيش از      

کنـد  مـي   درصد از افراد توليد عوارض جانبي        ۵  در BCGاست که   

 درصد از موارد تهديـد کننـده زنـدگي افـراد        ۵/۰که اين عوارض در   

 ۵ درصد از بيماران در طـي گذشـت          ۴۰ الي   ۳۰علاوه بر اين    . است

 ژن  ).۱۱و۱۰(گردنـد ميسال از اين درمان دچار عود مجدد تومورها         

است که به طور وسيعي     هائي  درماني براƽ سرطان مثانه نيز از روش      

هاƽ درماني  امکان انتقال ژن  . مورد مطالعه و بررسي قرار گرفته است      

از جمله سيتوزين دآميناز با استفاده از وکتورهاƽ ويروسـي و سـاير             

امـا، نتيجـه   . ها در طي آزمايشات متعدد به اثبات رسيده اسـت         روش

يکـي  . دحاصل از درمان با آنچه مورد انتظار است فاصله زيـادƽ دار        

  و۶( باشـد in vivoتواند کارائي پايين انتقال ژن در از دلايل آن مي

بايست به دنبـال يـافتن روشـي در جهـت کـاهش             بنابراين مي ). ۱۸

 اينتراوزيکال براƽ پيشگيرƽ از ايجاد عوارض جانبي و      BCGمقدار  

راهکارƽ براƽ افزايش پتانسيل درماني ايمونوتراپي و ژن درماني آن          

  .بود

 BCGيب دو راهکار ژن درماني و ايمونوتراپي اينتراوزيکال بـا      ترک

 در حالي کـه اثـر بخـشي    . تواند موجب تقويت بازده درمان گردد   مي

 و Suicide Gene Therapy پيش دارو يا -راهکار ترکيب آنزيم

 طي مطالعات مختلف بـه اثبـات        ۱۲هائي مانند اينترلوکين    سايتوکاين

 در ايـن راهکـار و بـراBCG    ƽنـون از  ، اما تـا ک )۱۹( رسيده است

در ايمونـوتراپي   . هاƽ خودکشي کننده استفاده نشده اسـت      انتقال ژن 

 بـه فيبـرونکتين سـطح       BCG پس از اتصال     ،BCGاينتراوزيکال با   

هـاƽ مختلـف از سـلول هـاƽ         اپي تليـال مثانـه و ترشـح کموکـاين         

از .  فعــال مــي گردنــدTh1هــاƽ اوروتليــال و ماکروفاژهــا، ســلول

 و ۱۲، اينترلــوکين Th1هــاƽ کليــدƽ در پاســخ ايمنــي ايتوکاينســ

باشند که نه تنها محـرک توليـد يکـديگر هـستند،            اينترفرون گاما مي  

هـاƽ  ، که سلول  BAK يا   BCGهاƽ فعال شده با     بلکه توليد سلول  

 از  Fas-Fasتومورƽ را به واسطه توليد پرفورين و مستقل از مسير           

 يعنــي Th1هــاƽ ر ســايتو کــاينبرنــد، وابــسته بــه حــضوبــين مــي

 BCGکــارائي  ). ۲۱و۲۰( و اينترفـرون گامــا اسـت   ۱۲اينترلـوکين  

، پتانـسيل درمـاني     )۱۶(اينتراوزيکال در درمان سرطان سطحي مثانه       

هـاƽ  در از بـين بـردن سـلول        CD/5-FCبالاƽ راهکار ژن درماني     

ƽسينرژيــسم ميــان  )۲۲(تومــور ،BCG بــه عنــوان عامــل ترشــح 

 و موقعيت خاص مثانـه      )CD/5-FC) ۲۴ و سيستم      ۱۲ن  اينترلوکي

به عنوان اندامي قابل دسترس براƽ تزريق اينتراوزيکال و عـدم نيـاز             

 همگـي امتيـازات   )FU )۲۵-5به استعمال سيستميک داروƽ سـمي    

موجب شـد تـا در تحقيـق        وجود اين امتيازات    . قابل توجهي هستند  

ودکـشي سـيتوزين    حاضر شاتل وکتور مايکوباکتريـال حـاوƽ ژن خ        

ژن  و سيگنال ترشحي آلفا آنتـي      ۶۰hspدآميناز تحت کنترل پروموتر   

شـاتل مـذکور متعاقبـا از       . طراحي و سـاخته شـود      B ۸۵ژن  يا آنتي 

        بــه ايــن ترتيــب بــا.   منتقــل شــدBCGطريــق الکترپوريــشن بــه 

   اولـين    ژن درمـاني، بـراƽ     -بهره گيرƽ از روشي جديد در ايمونـو         

        مخمــرCD ترشــحي ژن - بــه عنــوان وکتــور بيــانيBCGبــار از 

S.  cerevisiae  افزايش پتانسيل درماني ƽو براBCG  در درمـان 

 FU-5 در حالي که توليد داخل سـلولي      . سرطان مثانه استفاده گردد   

 CD شود، ترشحي بودن آنزيم      BCGتواند منجر به از بين رفتن       مي

   FU-5 سـلولي بـه   موجـود در فـضاƽ بـين         FC-5 موجب تبـديل  

.  استBystander Effect داراƽ خاصيت بالقوه FU-5 .گرددمي

ــب   ــدين ترتي ــستقل  FU-5 ب ــين   م ــصالات ب ــلولي  از ات  س
Communication(GJIC) Gap Junctional Intercellar ،

رود، قـادر بـه انتـشار در    هاƽ سرطاني از ميان مي سلول که در اکثر

 بـه   BCGباشد که به دليل عدم اتـصال        هاƽ تومورƽ مي  ميان سلول 

اميـد اسـت تـا بـا        . )۲۶(نماينـد آنها ژن سيتوزين دآميناز را بيان نمي      

استفاده هم زمان از دو راهکار ژن درماني و ايمونوتراپي، عـلاوه بـر              

، بـا نـابود     BCGمرتفع ساختن مشکل ايجاد عوارض جانبي توسط        

هـاƽ  امل پتانسيل هاƽ تومورƽ از طريق تع    سازƽ هر چه بيشتر سلول    

درماني اين دو روش، افراد مبتلا به سـرطان سـطحي مثانـه از طـول             

 بـا عـود مجـدد    مواجهـه عمر بيشتر، کيفيت زندگي بالاتر و کـاهش        

  .تومور برخوردار گردند
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  :نتيجه گيري

 BCG  ،علاوه نوتركيبي كه در تحقيق حاضر طراحي و ساخته شد 

جهت نـابودƽ    موضعي که در     ايمنيبر دارا بودن خاصيت ادجوانتي و       

         هــاƽ تومــورƽ در مثانــه ايجــاد مــي کنــد، بــا تبــديل داروƽســلول

5-FC  5به-FU  توسط سيتوزين دآميناز، اثرات سيتوپاتولوژيکي  

  

ايـن امـر خـود      . هاƽ سرطاني مثانه خواهد داشـت     بيشترƽ بر سلول  

گامي مهم در جهت درمان مـوثرتر سـرطان مثانـه و کـاهش اثـرات                

  . استBCGنبي مرتبط با مصرف جا

 
  

  

  
 : فهرست مراجع

1. Grossfeld GD,  Carroll PR. Urothelial 
carcinoma: cancers of the bladder, ureter,  and 
renal pelvis. In:  Tanagho EA,  McAnich JW, 
eds. Smith’s General Urology. 16th ed. New 
York city; McGraw-Hill. 2004; PP: 324-345. 

2. Metts MC, Metts JC, Milito SJ, Thomas CR. 
Bladder cancer: a review of diagnosis and 
management. J Natl Med Assoc 2004; 92:258-
294. 

3.  Duque JL, Loughlin KR. An overview of the 
treatment of superficial bladder cancer. Urol 
Clin North Am 2000; 27: 125-135.  

4.  Losa A, Hurel R, Lembo A. Low dose bacillus 
calmette-guerin for carcinoma in situ of the 
bladder: long-term results. J Urol 2000; 163: 
68-71. 

5. Ratliff TL, Gillen D, Catalona WJ. Requirment 
of a thymus dependent immune respone for 
BCG mediated antitmor activity. J Urol  1987; 
137: 155-158. 

6. Ardlet P, Bohle A. Molecular aspects of blader 
cancer ΙV: Gene therapy of bladder cancer. Eur 
Uro 2002; 41: 372-381. 

7. Pan CX , Koeneman  KS. Anovel tumor-specific 
gene therapy for bladder cancer. Med 
Hypotheses 1999; 53: 130-135. 

8. Kievit E, Bershad E, Sethna P, Dev I, Lawrence 
TS , Rehemtulla A. Superiority of Yeast over 
Bacterial Cytosine Deaminase for 
Enzyme/Prodrug Gene Therapy in Colon Cancer 
Xenografts. Cancer Res  1999; 59: 1417–1421. 

9. Yergatian  S, Lee  JB, Geisow MJ, Ireson  JC. 
Cytosine deaminase: structural modifications 
studies. Experientia 1977; 33:1570–1571. 

10.  Merz VW, Marth D, Kraft R, Ackermann 
DK, Zingg EJ, Studer UE. Analysis of early 
failures after intravesical instillation therapy 
with bacille Calmette-Guerin for carcinoma in 
situ of the bladder. Br J Urol 1995; 75:180–184. 

11.  Catalona WJ, Hudson MA, Gillen DP, 
Andriole GL, Ratliff TL. Risks and benefits of 
repeated courses of intravesical bacillus 

Calmette-Guerin therapy for superficial bladder 
cancer. J Urol 1987; 137:220–224. 

12. Batoni G, Maisetta G, Florio W, Freer G, 
Campa M, Senesi S. Analysis of the 
Mycobacterium bovis hsp60 promoter activity 
in recombinant Mycobacterium avium. FEMS 
Microbiol Lett  1998; 169(1):117–24. 

13. Matsuo K, Yamaguchi R, Yamazaki A, 
Tasaka H , Yamada T. Cloning and expression 
of the Mycobacterium bovis BCG gene for 
extracellular (alpha) antigan. J Bacteriol 1988; 
170:3847–3854. 

14. Warren R, deKock M, Engelke E. Safe 
Mycobacterium tuberculosis DNA Extraction 
method that does not comprise integrity. J Clin 
Microbiol 2006; 44: 254-256. 

15. Guo B, Bi Y, Wang K, Neilan BA, Tillett 
D, Chen GJ. Cloning PCR Products. In: Chen 
BY,  Janes HW. PCR Cloning protocols. 2nd ed. 
Totowa, New Jersey; Humana press. 2002; 
PP:111-140. 

16. O’Donnell MA, Aldovini A, Duda RB, 
Yang H, Szikvasi A , DeWolf  WC. 
Recombinant Mycobacterium bovis BCG 
secreting functional interleukin-2 enhances 
gama interferon production by splenocytes. I & 
I 1994; 62(6): 2508-2514. 

17. Lee SH, Cheung M, Irani V. Carroll JD. 
Inamine JM, Howe WR , Maslow JN. 
Optimization of electroporation conditions for 
Mycobacterium avium. Tuberculosis 2002; 82: 
167-174. 

18. Wards BJ , Collins DM. Electroporation 
at elevated temperatures substantially improves 
transformation efficiency of slow-growing 
mycobacteria. FEMS Microbiol Lett 1996; 145: 
101-105. 

19. Rosenberg SA. Progress in human tumor 
immunology and immunotherapy. Nature 2001; 
411: 380-384. 

20. Chabalgoity JA, Dougan G, Mastreoni P ,  
Aspinal RJ. Live bacteria as the basis for 



  ... ژن سيتوزين دآميناز به منظور ارتقاء  نوتركيب حاويBCGطراحي و ساخت  / ۸

 

 

immunotherapies againt cancer. Expert Rev 
Vaccines  2002; 1(4): 495-505. 

21.  Alexandroff AB, Jackson AM, O’Donnell 
MA ,  James K. BCG immunotherapy of bladder 
cancer: 20 years on. Lancet  1999;  353: 1689-
1694. 

22. Morales  A, Eidinger D, Bruce AW. 
Intracavity BCG in the treatment of superficial 
bladder tumors. J Urol  1976; 116: 180-183. 

23. Siemens DR, Crist S, Austin JC,Tartaglia 
J, Ratliff TL. Comparison of viral vectors: gene 
transfer efficiency and tissue specificity in a 
bladder cancermodel. Jurol  2003; 170:979-984. 

24. Woo SL. Combination suicide and 
cytokine gene therapy for hepatic metastases of 
colon carcinoma: sustained antitumor immunity 
prolongs animal survival. Cancer Res 1996; 
56:3758-3762. 

25. Riemensberger  J, Bohle  A ,  Branda  S. 
IFN-gamma and IL-12 but not IL-10 are 
required for local tumour surveillance in a 
syngeneic model of orthotopic bladder cancer. 
Clin Exp Immunol  2002; 127:20–26. 

26. Handa K, Suzuki R, Matsui H, Shimizu Y,  
Kumagai K. Natural killer (NK) cells as a 
responder to interleukin 2 (IL2) II. IL 2-induced 
interferon gamma production. J Immunol 1983; 
130:988–992. 

27. Huber BE, Austin EA, Good SS, Knick 
VC, Tibbels S,  Richards CA. In vivo antitumor 
activity of 5-fluorocytosine on human colorectal 
carcinoma cells genetically modified to express 
cytosine deaminase. Cancer Re ١٩٩٣; 53:4619–
4626. 

28. Schilsky RL. Biochemical and clinical 
pharmacology of 5-fluorouracil.Oncology 1998; 
12:13-18. 

29. Hwang KS, Cho WK, Yoo J, Yun HJ, 
Kim S ,  Im DS. Adenovirus-mediated 
interleukin-12 gene transfer combined with 
cytosine deaminase followed by 5-
fluorocytosine treatment exerts potent antitumor 
activity in Renca tumor-bearing mice. BMC 
Cancer 2005; 5:51-62. 

30. Schenk-Braat  AM ,  Bangma CH. 
Immunotherapy for superficial bladder cancer. 
Cancer Immunol Immunother 2005; 54:414–
423. 

31. Theodore SL, Alnawaz R, Emily YN, 
Melinda W, James ET ,  Philip LS. Preferential 
cytotoxicity of cells transduced with cytosine 
deaminase compared to bystander cells after 
treatment with 5-Flucytosine. Cancer Res 1998; 
58:2588-2593. 

 

 
 



  مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران
  9-17 ، صفحات1387 پائيز و زمستان 4و3هاي  شماره2سال 

      
 اشريشيا كلي هايدر ايزوله SHV بررسي مولكولي ژن بتا لاكتاماز طيف گسترده تيپ

مركزآموزشي و درماني شهر   4 درنمونه هاي باليني جدا شده از كلبسيلا پنمونيهو 
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  24/1/88 :       تاريخ پذيرش مقاله 22/10/87: تاريخ دريافت مقاله 
  :چكيده  

هاƽ نسل سوم، شاهد بروز انواع مقاومت دارويي نسبت بـه ايـن              دليل استفاده گسترده از سفالوسپورين    ه  امروزه ب : زمينه و اهداف  

  در ايزولـه هـاblaSHV     ƽ الگوهـاƽ حـساسيت آنتـي بيـوتيکي و فراوانـي ژن              تعيـين  ، مطالعـه   هـدف از ايـن     .ها هـستيم   آنتي بيوتيك 

Escherichia coli و Klebsiella pneumoniae  شـهدا و کودکـان  ، سينا،امام خميني( مرکز آموزشي و درماني شهر تبريز ٤از  (

  . بود

.  مرکز آموزشي و درماني شهر تبريز جمع آورƽ شدند٤ ازK. pneumoniae ايزوله ٤٧ و E. coli ايزوله  ٤١تعداد: روش بررسي

 جهت انجام تست تائيدCombined disk test ƽاز روش آزمايش شد و  Kirby-Bauerحساسيت آنتي بيوتيکي ايزوله ها به روش 

هاƽ ايزوله و در نهايتهمقايس  CLSI( Clinical and laboratory   standards institute( با استانداردهاƽ  نتايج . گرديداستفاده

ESBLتوسط روش ، مثبت PCR، از نظر ژن blaSHV شدند بررسي. 

 و)٪ ٠۵/٧٨ (۳۲سفتازيديم وايزوله به  ) ٪٤٨/٩١ (۴۳  و)٪٤٩/٨٠ (۳۳ترتيب ه  بK. pneumoniaeو E. coli هاƽ ايزولهاز : افته هاي 

 حاوƽ ژن ايزوله) ٪٠٧/١٧ (۷ مثبت وESBL ايزوله )٪۵٦/٩٧ (E. coli ۴۰در . بودند  مقاومسفوتاکسيمايزوله  به ) ۳۶/۸۹٪( ۴۲

blaSHVايزوله  ٤٧از .  بودند K. pneumoniae، ۴۶) ٨٧/٩٧٪ (ايزوله ESBL ۱۲ مثبت و) ژن ايزوله)٪۵٣/٢۵ ƽحاو blaSHVبودند  .

  .  به ايمي پنم حساس بودندK. pneumoniae و E. coliهاƽ     ٪ ايزوله١٠٠

          انجام دقيق آنتي بيوگرام و پرهيز از تجويز سوم،هاƽ نسل درصد بالاƽ مقاومت به سفالوسپورينه به با توج: نتيجه گيري

  .يک ضرورت اجتناب ناپذير است ،ESBLها در عفونت هاƽ ناشي از ارگانيسم هاƽ توليد کننده بي رويه آنتي بيوتيک

  blaSHV واکنش زنجيره اƽ پليمراز، ژن ،لبسيلا پنمونيهک، اشريشيا کليبتا لاکتاماز طيف گسترده، : كليد واژه ها

  



  ... و اشريشيا کليهاƽ  در ايزولهSHV  لاکتاماز طيف گسترده تيپ بررسي مولکولي ژن بتا/۱۰ 

  

 

  : مقدمه

هـا،  گسترده باليني از اکسي ايمينوبتـا لاکتـام   ƽاستفاده ۱٩٨٣از سال 

هـا    موجب شـد برخـي از بـاکترƽ         ،زيديم وسفوتاکسيم وبژه سفتا به

 توليـد   )وسـيع الطيـف   هاƽ   بتالاکتاماز ( پلاسميد هايي با واسطه  آنزيم

ــد  ــا    وکنن ــام ه ــو بتالاکت ــسي ايمين ــه اک ــوند   ب ــاوم ش               ).٢و١( مق

ابتـدا در آلمـان مـشاهده        )  هـا  ESBL (وسيع الطيف هاƽ  بتالاکتاماز

        ƽهـا بـا تنـوع قابـل     شدند و از آن به بعد به سـرعت در بـين بـاکتر

به نظر مي رسد بتا لاکتامازهـاƽ  ).  ٣و٢(اƽ شيوع پيدا کردند  ملاحظه

به طوريکه  .  از سويه هاƽ  کلبسيلا مشتق شده باشند        SHVخانواده  

 کلبـسيلا پنمونيـه   عموماً در SHV-1 ,SHV زيم هاƽپيش ساز آن

  بـراƽ نخـستين بـار        SHV-1بتالاکتامـاز   ). ۵و٤(يافت شده اسـت   

 نامگـذارƽ شـد کـه طبـق     PIT-2کشف و  ) ١٩٧٢ (Pittonتوسط  

   ƽتقسيم بندBush    بتالاکتاماز کلاس A  ژن  ).٦(گـردد  محسوب مي 

 ممکن است به صـورت يـک ژن کرومـوزومي در            SHVپيش ساز   

ــ ــه   کلب ــاهر شــده و ســپس از راه هــاƽ مختلــف ژنتيکــي ب سيلا ظ

           پلاسميدها منتقـل شـده و از آن طريـق در بـين گونـه هـاƽ ديگـر                  

به طوريکـه آنـاليز تـرادف       ).  ٧و٤(انترو باکتريا سه پخش شده باشد     

  blaSHV  منـشاء کرومزومـي       ƽتائيـد کننـده    کلبسيلا پنمونيه ژنومي  

 شامل موتانـت هـايي از آنـزيم هـاƽ           ها   ESBLاکثر  ). ٨(مي باشد 

 و TEM-1، TEM-2    هماننــد   SHVو  TEM   کلاســيک

SHV-1،       آمينـه جـايگزين در          ي  با يک ƽاسـيدها ƽا تعداد بيشتر

ايـن تغييـرات منجـر بـه؛        ). ٩(اطراف سايت فعال آنزيم   مي باشـند        

ــف     ــيع الطي ــاƽ وس ــپورين ه ــدروليز سفالوس ــفتازيديم و ( هي س

مـي شـود، و بـا وجـود         ) آزترونـام   ( مونوباکتام هـا  و  ) سفوتاکسيم  

 ،بـه پنـي سـيلين هـا        مقاومـت وسـيعي      ،حساسيت بـه کلاولانـات    

          نـشان ) بـه اسـتثناء سفامايـسين هـا          ( آزترونام، و سفالوسپورين ها   

هـاƽ مختلـف     در ايزوله   blaSHVهاƽ  انواع ژن ). ١٠-١٣( مي دهند 

عداد کپـي ژن هـاƽ کـد کننـده          باکتريايي مشاهده شده است و بين ت      

ESBL       ١٤(وجـود دارد رابطـه   و سطح مقاومت آن هـا .(SHV-1 

 امـا قـادر     ،پني سيلين و سفالوسپورين ها را هيدروليز کند        مي تواند   

  هيـدروليز آنتـي بيوتيـک هـاƽ وسـيع الطيفـي هماننـد  اکـسي                   به

 تـداوم در اسـتفاده از     . ها و مونوباکتام ها نيـست     ايمينوسفالوسپورين

شود کـه   مي ESBLS موجب بروز    ،آنتي بيوتيک هاƽ وسيع الطيف    

  ).١۵(قادر به هيدروليز اين ترکيبات نيز مي باشند

هاƽ توليد کننده    مهم ترين باکترƽ   ، کلبسيلا پنمونيه و  اشريشيا کلي    

.   هــستند TEM وSHVبتالاکتامازهــاƽ وســيع الطيــف تيــپ    

طريـــق  بـــه طـــور گـــسترده از CTX-Mبتالاکتامازهـــاƽ تيـــپ 

 منتشر  ، باشند SHV و   TEM که فاقد    ESBLپلاسميدهاƽ حامل   

 در اروپـا گـزارش   ١٩٨٠ ƽ و براƽ اولين بار در اواخر   دهـه       گرديد

هاƽ گرم منفي به آنتـي بيوتيـک هـاƽ          مقاومت باکترƽ ). ١٦و٢(شد  

 گذشته به  سرعت گـسترش       ƽبتالاکتام طيف گسترده در در دو دهه      

  ESBLSمده به پلاسـميدهاƽ حـاوƽ       اين مقاومت به طور ع    . يافت

  ).١٧(شودنسبت داده مي

  در   blaSHV مطالعات اخير، نشان دهنده گسترش و پراکنـدگي ژن          

 در اسـپانيا   ٢٠٠٣بـه طـور مثـال، سـال         . نقاط مختلف جهـان اسـت     

 در مـالزƽ    ٢٠٠٨، سـال    ) ١٩%(٧/٧۵ در هنـد     ٢٠٠٧، سال   )١٨%(۱۱

 هـم حـاکي از شـيوع و   و نيز برخي مطالعات در ايران ) ٢٠%(١٢/۵

        گـسترده مـي باشـد    بتالاکتامازهـاƽ طيـف   تنوع تيپ هاƽ مختلـف 

برخـــي مطالعـــات، شـــيوع ســـويه هـــاƽ مقـــاوم بـــه   ). ٢١-٢٣(

 در ايزولـه    ESBLsسفالوسپورين هاƽ طيف گسترده را با واسـطه         

  ƽجـدا شـده از بيمـاران بخـش     کلبـسيلا پنمونيـه   واشريشياکليها          

اين در حالي است کـه  . اندذکر نموده % ٢٨-٣٤ويژه بين   هاƽ  مراقبت

هـاƽ  آنتي بيوتيک هاƽ گروه بتالاکتام درصد بالايي از آنتي بيوتيـک          

تـا بـه    ).٢٤-٢٦(مصرفي در پزشکي را به خود اختصاص مـي دهنـد          

 مختلف در  جهـان کـشف        ESBLS نوع   ٢٠٠امروز حدود بيش از     

بـه  ). ٢٧(سه ديده شـده انـد     شده که اکثر آنها در خانواده انتروباکتريا      

طور خلاصه مطالعـات و گـزارش هـاƽ متعـدد حـاکي از شـيوع و                 

 ـپراکنش اين نوع مقاومت در اقـصي نقـاط دنيـا بـوده و مو               د يـک   ي

ايـن مطالعـات مقاومـت هـاƽ  چنـد دارويـي             . مشکل جهاني است  

باکترƽ ها را يکي از معضلات عمـده  پزشـکي دانـسته و بـر لـزوم                  

لــذا از آنجــائي کــه ). ٢٩و٢٨(کيــد داردٴ تابررســي و کنتــرل آن هــا

مطالعات مشابه  در  ايران کمتر انجام شده و الگوƽ مقاومـت سـويه            

 ESBLsهاƽ باکتريايي مولد عفونت هاƽ بيمارستاني بـا مکانيـسم           

در مناطق مختلف ايران در دسترس نيست،  انجام تحقيقات در ايـن             

 انجـام ايـن     هـدف از  . زمينه ضرورƽ و اجتنـاب ناپـذير مـي باشـد          

 تعيين الگوهـاƽ حـساسيت آنتـي بيـوتيکي و فراوانـي  ژن                ،مطالعه

blaSHV ƽــا ــه ه  Klebsiella وEscherichia coli در ايزول

pneumoniae   امـام  (  مرکز آموزشـي و درمـاني شـهر تبريـز         ٤ از

  .بود)  شهدا و کودکان ، سينا،خميني

 

  :مواد و روش ها

جدا ƽ  K. pneomoniaeزوله اي٤٧  و ƽ E.coli ايزوله٤١تعداد 

ــه   ــه تراشــ ــحات لولــ ــاƽ ترشــ ــه هــ ــده از نمونــ  ، ادرار،شــ
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 مرکز ٤  مايع پلور و مدفوع از، زخم، خلط، ترشحات برونش،خون

     آموزشي و درمـاني امـام خمينـي ، شـهدا،  سـينا و  کودکـان شـهر                   

 ƽ ــاده  ٦تبريـــز در يـــک دوره              ماهـــه بـــه روش تـــصادفي سـ

)Simple Random Sampling (شدند ƽها با ايزوله. جمع آور

  -٨٠ تست هاƽ بيوشيميايي  تعيين هويت شدند و در دمـاƽ  انجام

تعيين حساسيت آنتي بيوتيکي به     . درجه سانتي گراد نگهدارƽ شدند    

  انجــام شــد) (Kirby&Bauerوســيله روش ديــسک ديفيــوژن   

 ،) µg۳۰(سفوتاکــسيم  ديــسک هــاƽ مــورد اســتفاده شــامل؛ ).٣٠(

 ،)µg۱۰( ايمـي پـنم      ،)µg۳۰(آميکاسـين       ،) µg۳۰(سفتازيديم    

ــام ــسيم،)µg۱۰(   آزترونــ ــيلين ، )µg۳۰( سفوروکــ /  پيپراســ

ــام  Mast از شــرکت )µg۳۰(و ســفپيم) µg ۳۰ µg/ ۱۰۰(تازوباکت

  .بودند

دƽ ٴيي از تست تاESBLSهاƽ توليد کننده براƽ شناسايي ايزوله

کلاولانيک / ورد آزمايش سفتازيديمهاƽ مديسک). ٣١(استفاده شد

کلاولانيک / و سفوتاکسيم ) CAZ: 30µg/ CV:10µg( اسيد  

به همراه سفوتاکسيم و ) 30µg/CV:10µg CTX :( اسيد  

بعد از .  بودندMast  محصول شرکت µg ۳۰سفتازيديم هر کدام 

 از ESBLS توليد ، ٣٧˚ C ساعت در    ٢٤انکوباسيون به مدت 

متر يا بيشتر در اطراف  ميلي۵طر هاله به اندازه طريق افزايش ق

کلاولانيک / کلاولانيک اسيد و يا سفوتاکسيم / ديسک سفتازيديم 

  . اسيد مشخص گرديد

ها با   ايزوله DNA ابتدا کل    PCR و انجام    DNAجهت استخراج    

 بـراPCR   ƽتست  ). ٣٢(استخراج شد ) boiling(روش جوشانيدن   

 تحـت  ٤٧١ bpبا اندازه ) blaSHV (ازƽ شناسايي ژن هاƽ بتا لاکتام

پرايمرهـاƽ مـورد    تـوالي .    انجـام شـد  ١ شرايط مندرج درجـدول 

 :بودذيل شرح استفاده به 

´3- - TCAGCGAAAAACACCTTG´ 5   

´3- CGCAGATAAATCACCTCC  -´ 5   

 K. pneumoniae ATCCشايان ذکر است از سـويه اسـتاندارد   

ــون 700603 ــرل در آزمـ ــتفPCR جهـــت کنتـ ــد اسـ  .اده گرديـ

ــارکر ــتSMO323 bp۱۰۰ (Ladder Fermantase)ازم  جه

 اسـتفاده   PCRد وزن مولکولي محصولات تکثير شـده توسـط          ٴييتا

 ٦٠آگارز به مـدت     % ١/١ در ژل    PCRالکتروفورز محصولات   . شد

بـراƽ رنـگ آميـزƽ ژل، آن را بـه        .  انجام پذيرفت  ٩٠دقيقه در ولتاژ    

 سـپس  و  برومايد قرار داده در تانک حاوƽ اتيديوم  دقيقه١۵مدت 

 بـا  geldocument يـا Translominatorدستگاه    توسط  نتايج

  .شدندمشاهدهUV نور 

  

 
 
 

  PCR شرايط مورد استفاده در :١جدول 

   )C ْْ(درجه حرارت

 SHV زمان

  

 مراحل آزمايش

4 min 94 First denaturation 

1  min 94 Denaturation 

45 S 53 Anneling 

1 min 72 Extention 

10 min 72 Final extention 

35 Cycle number 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 



 ... و اشريشيا کليهاƽ  در ايزولهSHV  لاکتاماز طيف گسترده تيپ بررسي مولکولي ژن بتا/۱۲

 

  : هاافتهي

مقاوم بـه آزترونـام ،     ) ٪٨/٨٧(  ايزوله ٣٦ ،ƽ E. coli ايزوله٤١از 

 ايزولـه   ٣٢ ،تازوباکتـام / مقاوم به پيپراسيلين     ) ٪٤٩/٨٠(  ايزوله   ٣٣

ــه سفوتاکــسيم ) ٪٧٨/٠۵( ــاوم ب کــسيم و سفترياکــسون  سفورو،مق

 ) ٪٨٨/٤(  ايزولـه ٢مقاوم  به سـفپيم و     ) ٪ ٨۵/٦۵(  ايزوله ٢٧. بودند

هيچ کدام از ايزوله هـا  بـه ايمـي           . به آميکاسين مقاومت نشان دادند    

ــد   ــاوم نبودنـ ــنم مقـ ــدول (پـ ــه ٤١از ). ۲جـ  ٤٠، E.coli ايزولـ

ــه ــد مثبــت  ESBL )٪۵٦/٩٧(ايزول ــه٧ و )۳جــدول(بودن            ايزول

لازم به ذکر اسـت     ).  ۱شکل( بودند blaSHVحاوƽ ژن    ) ٪٠٧/١٧( 

 گرديـد کـه آزمـايش    شناسـايي blaSHVکه يک ايزولـه حـاوƽ ژن  

ESBL بودمنفي آن.  

ــين  ــه٤٧از بـــ ــه٤٦ ، .ƽ  pneumoniae K  ايزولـــ                   ايزولـــ

مقـاوم بـه     ) ٪٦٢/٩٣(  ايزولـه  ٤٤مقاوم به  سفوروکسيم،     )٪٨٧/٩٧( 

ــسون، سفتريا ــه ٤٣ک ــفتازيديم  ) ٪٤٨/٩١(  ايزول ــه س ــاوم ب   ٤٢ ،مق

مقـاوم  ) ٪٢٣/٨٧( ايزوله   ٤١ ،مقاوم به سفوتاکسيم  ) ٪٣٦/٨٩(ايزوله  

) ٪٩٨/٨٢( ايزولـه  ٣٩. تازوباکتـام و آزترونـام بودنـد      / به پيپراسيلين   

بــه آميکاســين  ) ٪٦٤/١٠(  ايزولــه ۵مقــاوم بــه ســفپيم و همچنــين 

ام از ايزوله ها بـه ايمـي پـنم مقاومـت            هيچ کد . مقاومت نشان دادند  

 ايزولـه   ٤٦  ، ايزوله مورد آزمـايش    ٤٧ از   ).  ۲جدول  (نشان ندادند   

)٨٧/٩٧٪ ( ESBL  مثبت بود )همچنين مشخص شد کـه      ).۳جدول 

 حــاوƽ ژن PCRبعــد از انجــام آزمــايش ) ٪ ۵٣/٢۵(    ايزولــه١٢

blaSHV۱شکل( بودند.(  

  

  

  

  

  )( %  K. pneumoniae و E. coli الگو هاƽ حساسيت آنتي بيوتيکي در ايزوله هاƽ  :۲جدول 

  

  

  

  )Combined disk( نتايج تست تاييدƽ :۳جدول 

  

  

 
 

آزترونام سفوتاکسيم سفترياکسون سفوروکسيم تازيديمسف  آميکاسين سفپيم
  ايمي

 پنم

 /پيپراسيلين

 تازوباکتام

 /حساسيت

 مقاومت

  

ƽباکتر 

 حساس ٧٦/٩ ١٠٠ ٨٠/٨٧ ٦٣/١٤ ٨٨/٤ ۵١/١٩ ٢١/٩۵ ٠٧/١٧ ٨٨/٤

 حد واسط ٩/٧۵ ٠ ٣٢/٧ ۵٢/١٩ ٠٧/١٧ ٠ ٠ ٨٨/٤ ٣٢/٧

 مقاوم ٤٩/٨٠ ٠ ٨٨/٤ ٦۵/٨۵ ٧٨/٠۵ ٤٩/٨٠ ٧٨/٠۵ ٧٨/٠۵ ٨٠/٨٧

 
E. coli 

 حساس ٢٦/٤ ١٠٠ ٣٤/٧٢ ۵١/٨ ٠ ٢٦/٤ ۵٠/٢ ٠ ١٣/٢

 حد واسط ۵١/٨ ٠ ٠٢/١٧ ۵١/٨ ١٣/٢ ٢٦/٤ ٤/٢۵ ٦٤/١٠ ٦٤/١٠

 مقاوم ٢٣/٨٧ ٠ ٦٤/١٠ ٩٨/٨٢ ٨٧/٩٧ ٤٨/٩١ ٦٢/٩٣ ٣٦/٨٩ ٢٣/٨٧

 
K. pneumoniae 

کلاولانيک اسيد/سفتازيديم     
(E. coli) 

کلاولانيک اسيد/سفوتاکسيم  

          (E. coli)  
کلاولانيک اسيد/سفتازيديم    

(K. pneumoniae) 
کلاولانيک اسيد    /سفوتاکسيم

 (K. pneumoniae) توقف رشد ƽ هاله 

٦٨/٩٢  ٩٢/٨٢  ٦٢/٩٣  ٦٢/٩٣  افزايش هاله 

٣٢/٧  ٠٨/١٧  ٣٨/٦  ٣٨/٦  عدم افزايش هاله 
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  مارکر : ١ ) :٤٧١ blaSHV) bp هاƽ حاوƽ ژننمايش ايزوله : ١شکل 

  blaSHVايزوله هاƽ حاوƽ ژن  : ٣-  ٧  blaSHV ) (ATCC 700603کنترل مثبت ژن  : ٢

 
  :بحث 

هاƽ نسل سـوم،    ه به سفالوسپورين  ج حاکي از مقاومت قابل توج     ينتا

هـاƽ   در ايزولـه    blaSHVها، و حضور ژن     ESBL  جانبه شيوع همه 

  . استمورد بررسي 

ESBL  بتا ها  مولکول ƽلاکتاماز کلاس   هاA   يا D باشند که قادر    مي

اƽ برابـر يـا      انـدازه  به هيدروليز اکسي ايمينـو سفالوسـپورين هـا در         

  هـاƽ تيـپ ). ٣٤و٣٣(هـا هـستند   ين بيشتر از بنزيل پني سيل     درصد١٠

 بـه   ،اسـت   حال  افـزايش    روز در  به  روز ها اين آنزيم مختلف
ƽجديد از طريق  که دسترسي به يافته نحو ƽک سايت اينترنتـي يها              

 )www. Lahey. Org/ studies/ webt/stm (    امکـان پـذير

ــت  ــده اسـ ــام  ESBLs). ٣۵(شـ ــه مونوباکتـ ــسي  عليـ ــاو اکـ هـ

اکثـر  . يمينوسفالوسپورين ها، به اسـتثناء سفامايـسين، فعـال هـستند          ا

 به سفوکسيتين و سـفوتتان حـساس        ESBLسويه هاƽ توليد کننده     

          يکي از مهـم تـرين راهکارهـاƽ موفـق در غلبـه            . )١٣و٩(مي باشند 

   .هاƽ آن ها اسـت     استفاده از ممانعت کننده    ،بر مقاومت بتالاکتامازها  

    اتصالات    توسط ممانعت کنندگي  فعاليت   بر اساس اين مکانيسم

ــاƽ کــلاس   ــال بتالاکتامازه ــه ســايت فع ــت ب                    صــورتAکووالان

  هاƽ ممانعت کننده، اسيدکلاولانيک سولباکتام و،تازوباکتام.پذيردمي

ــي   ــتفاده در بررسـ ــورد اسـ ــج مـ ــاز رايـ ــالينيبتالاکتامـ ــاƽ بـ                   هـ

 سايت فعال که منجر به افزايش       به علاوه، بزرگ شدن   ).٣٦(اشندبمي

 ممکن است به    ،شودالطيف مي هاƽ وسيع فعاليت عليه سفالوسپورين  

  .هاƽ بتالاکتاماز منجر شود ها به بازدارندهESBLافزايش حساسيت 

 باکترƽ گرم منفي کـه نقـش اساسـي را در توليـد              ٢ در اين مطالعه    

مرورƽ بـر فراوانـي     . کنند بررسي شدند  ايفا مي هاƽ بتالاکتاماز   آنزيم

 دهـه اخيـر گـسترش و        ٢هـاƽ بتالاکتامـاز در      هاƽ مولد آنزيم  سويه

. سـازد ها را در نقاط مختلف جهـان نمايـان مـي          پراکندگي اين آنزيم  

 Prnicess محققان  در بيمارسـتان       ١٩٩۵تا    ١٩٩۱هاƽ      مابين سال 

Alexandera    را يافتنـد کـه      سيلا پنمونيه کلب ايزوله     ۱٢ در استراليا 

هلنـد بـه    ). ٣٧( بودنـد    SHVلاکتاماز تيپ   هاƽ بتا  ژن  داراƽ توالي 

 شـناخته شـده     آنتـي بيوتيـک   عنوان کشورƽ است که با مصرف کم        

 کلبـسيلا پنمونيـه    و   اشريشيا کلـي  هاƽ   شيوع ايزوله  طوريکهبه. است

ــده   ــد کنن ــپ ESBL)  ESBLتولي ــاƽ  تي         ) TEM و SHV ه

ولي مطالعات اخير نـشان  .  در اين کشور کمتر ازدرصد بود      ۱٩٩٧ در

 جملـه   جديد از   هاƽتيپ  شناسايي   افزايش مقاومت و حتي    دهنده  

در ). ٣٨(باشـد  در اين کشور ميکلبسيلا پنمونيهدر SHV-31  تيپ

  ƽ ايزولـه  ١١٣در شمال تايوان کـه بـر روƽ         ) ٢٠٠٠(تحقيقي مشابه   

 بيمارسـتان جمـع آورƽ      ١٠هـاƽ خـون در      مونه از ن  کلبسيلا پنمونيه 

در بين  .  مثبت گزارش دادند   ESBLها را   درصد ايزوله ۵٠ ،شده بود 

 شناســايي SHV-26 و SHV-25 تيــپ جديــد ٢هــا ايــن ايزولــه

471bp       500bp 



  ... و اشريشيا کليهاƽ يزوله در اSHV  لاکتاماز طيف گسترده تيپ بررسي مولکولي ژن بتا/۱۴ 

  

 

 ۵١ از ،در تحقيقــي دراســپانيا) ٢٠٠٣(ســه ســال بعــد ). ٣٩(گرديــد

مـت   کلاولانـات مقاو   - که به آموکـسي سـيلين      اشريشياکلي ƽايزوله

ايزولـه   ٦از آنهـا،  .  ايزوله به سفوتاکـسيم مقـاوم بودنـد   ٤٠ ،داشتند

 و  Ryooدر همين سال    ). ١٨( بودند blaSHVحاوƽ ژن   ) درصد١١(

ــه  ــي روƽ نمون ــاران در بررس ــده از  همک ــع آورƽ ش ــاƽ جم  ١٢ه

و اشريشياکلي  هاƽ  درصد ايزوله ١/٢٣ دريافتند که    ،بيمارستان در کره  

). ٤٠( مثبت هـستند ESBL ،يلا پنمونيه کلبسهاƽ  درصد ايزوله ٩/٣۵

در يکي از مراکـز درمـاني        کلبسيلا پنمونيه    ايزوله ٦،  ٢٠٠۵در سال   

هاƽ زهيجيانگ چين مقاومـت وسـيع نـسبت بـه           تحت نظر دانشگاه  

 مشخص شد   PCRدر بررسي با روش     . ها نشان  دادند   آنتي بيوتيک 

ان در هندوسـت ). ٤١( هـستند SHVايزوله حامل ژن هـاƽ   ٦که هر 

درصد ٧/٧۵ ، راSHV و همکاران فراواني ژن    Lal تحقيق   ،)٢٠٠٧(

 ١٦ از ٢٠٠٨جالب توجه است که در مالزƽ در سـال      ). ١٩(نشان داد 

 blaSHVحامـل ژن    ) درصـد ۵/١٢( ايزولـه  ٢ ،اشريـشياکلي  ƽايزوله

  حاضــر بيــشترين ميــزان مقاومــت ƽدر مطالعــه). ٢٠(گــزارش شــد

بود و بيـشترين  ) درصد  ٨/٨٧(ونامآزتر در برابر E. coliهاƽايزوله

ƽميـــزان مقاومـــت ايزولـــه هـــا K. pneumoniae در برابـــر 

           هـا در برابـر    ضـمنا، همـه ايزولـه     . بـود ) درصـد ٨٧/٩٧(سفوروکسيم

 K. pneumoniaeهـاƽ  مقاومـت ايزولـه  . ايمي پنم حساس بودند

هاƽ نسل سوم، سفترياکـسون و سفوتاکـسيم        نسبت به سفالوسپورين  

 Jonesو ) ٤٢ (Nijssen توجه بود که در مقايسه با مطالعـات       قابل

 درصد گزارش نمودنـد، بـسيار       ١٠ درصد و    ٧/١٨که به ترتيب  ) ٤٣(

کلبـسيلا   و   اشريـشياکلي  ƽهـا  درصد ايزوله  ۹۷بيش از   . بالاتر است 

همچنـين  .  هستند ESBL در مطالعه حاضر مولد آنزيم هاƽ        پنمونيه

.  باشـند  مـي  blaSHVوƽ ژندرصـد حـا  ۵٣/٢۵ و ٠٧/١٧به ترتيـب  

مقايسه با نتايج مطالعات ساير کشورها نشان   مي دهـد  فراوانـي و                

. جهـان يکـسان نيـست   هـا در نقـاط مختلـف    ESBLميزان شـيوع    

پراکندگي آنها در کشورها و حتـي در شـهرهاƽ مختلـف، متفـاوت              

  ).٤٤(است

                ƽبررسي پرونده بيمـاران نـشان داد در بيـشتر مـوارد از سـه دارو  

به تنهايي و يا بـه صـورت        ( سفتازيديم، سفوتاکسيم و سفترياکسون     

اين شرايط، نقـش فـشار انتخـابي ناشـي از           . استفاده شده بود  ) مٴتوا

خوبي مصرف زياد و بدون محدوديت خاص را در ايجاد مقاومت به          

 هـاƽ  لازم به ذکر است که تمايل هر کدام از تيـپ . سازدروشن مي
SHV   طوريکـه ميـزان گـرايش      بـه . متفاوت است ها   به آنتي بيوتيک

SHV-55   و SHV-5   ها بيـشتر از      به پني سيلينSHV-1  اسـت  .

، SHV-1 ميزان گرايش بالايي، در مقايـسه بـا          SHV-55همچنين  

 هـا و در    مونوباکتـام  ،هـا  دوم و سوم سفالوسپورين    ،هاƽ اول به نسل 

 بـه   ƽبين نسل سوم در مقايسه بـا سـفتازيديم ميـزان جـذب بـالاتر              

  ردها ممکن است ناشيلکتفاوت در اين عم). ٤۵(سفوتاکسيم دارد

از جايگزيني اسيدهاƽ آمينه متفـاوت در سـايت فعـال آنـزيم باشـد          

روش هاƽ مولکولي مختلفي براƽ شناسايي و تعيين تيـپ           ).٤٦-٤٨(

  ƽبتالاکتامازهاSHV           ƽپيشنهاد  شده  است، اما  ترادف نوکلئوتيـد 

ƽبتالاکتامـاز در حـال حاضـر بـه عنـوان يـک                   برا ƽتعيـين ژن هـا 

  ).٤٩(استاندارد مطرح مي باشد

  

 ƽنتيجه گير :  

و نتـايج مطالعـه   دارند  افزون شيوع روزلاکتامازهاƽ وسيع الطيف بتا

هاƽ سفالوسپورينعليهحاضر هم نشان از مقاومت بيشتر ايزوله ها بر        

مورد مطالعه به ايمي پـنم  اƽه ايزولهƽحساسيت همه.دارد نسل سوم

  آميکاســينهــا در برابــر ت اکثريــت آنيحــساس و)درصــد١٠٠(

                     درصــــــد  بــــــرا٣٤/٧٢ƽوE.coliبــــــراƽ درصــــــد٨/٨٧(

K. pneumoniae (ارزشمند بودن اين دارها ما را به توصيهو  ƽها

 بـا کمـک     ،در درمـان عفونـت  باکتريـال       . زير رهنمـون مـي سـازد      

متخصيصين آزمايشگاه و به دنبال تعيين الگوƽ حـساسيت دقيـق، از            

. ک بازدارنـده بتالاکتامـاز اسـتفاده شـود        ييک بتالاکتام در ترکيب با      

بدين طريق از گسترش بتالاکتامازهاƽ وسيع الطيـف در بـين سـويه             

هاƽ مختلف باکتريايي کاسته شده و از بسط عفونت هاƽ مقـاوم، و             

. گ و مير در مراکز درماني پيشگيرƽ مي شود     نيز روز افزون شدن مر    

 SHVهاƽ مختلف آنـزيم    تيپ      در ادامه اين مطالعه تعيين دقيق       

     ƽو ساير آنزيم هاESBL   مولکـولي ديگـر از قبيـل        روش   با ƽها

PCR-RFLP  ،REP-PCR   و تعيين توالي )Sequencing (  ايـن

  .شودها توصيه ميژن
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 اسهال كودكاندر Enteroaggregative Escherichia coliشناسايي سويه هاي 

    به سلول اپي تليال آن هاچسبندگيقابليت  مطالعهوMultiplex PCR توسط 
  

،ƽاده،مريم عباس ز ابوالفضل داوودآباد ،ƽماناعلو ،ƽانيس جعفر ƽسعيدبوذر*  
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  ۳۱/۳/۸۸:       تاريخ پذيرش مقاله ۱۶/۱۲/۸۷: تاريخ دريافت مقاله   

  :چكيده  
يك پاتوژن روده اƽ در حال ظهور اسـت كـه باعـث اسـهال       Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) : زمينه و اهداف

ه بـراƽ    اسـت ك ـ   HeLa يـا    HEp-2 الگوƽ چسبندگي آجر مانند به سلول هـاEAEC          ƽمشخصه  . حاد و مزمن در كودكان مي شود      

 EPEC (Enteropathogenic Escherichia coli(اين چسبندگي متمـايز از الگـوƽ  . محسوب مي شود تست طلاييEAECتشخيص

  Multiplex PCR از تـست  EAECايـن مطالعـه بـراƽ تـشخيص سـويه هـاƽ       در. استDiffusly Adherent E.coli (DAEC)و

mPCR )  ( سلول استفاده شد و نتايج با تست چسبندگي بهHeLaمقايسه گرديد .  

 از نمونه مدفوع كودكان مبتلا به اسهال در مركز طبي كودكـان تهـران  جـدا و شناسـايي آنهـا      E. coliسويه هاƽ   : روش بررسي 

 ۱۷۰و    بر اساس تست چسبندگي بـه سـلول انجـام شـد               EAECغربالگرƽ اوليه سويه هاƽ     . طبق روش هاƽ استاندارد انجام گرفت     

 استفاده شد ، ايـن      mPCR از تست      EAECبراƽ تشخيص سويه هاƽ     . انتخاب شدند داشتند،  سويه كه به نوعي به سلول چسبندگي        

       ƽسه ژن پلاسميد ƽتست بر مبناaaP   ، aggR   و AA      طراحي شده است   .        ƽ از سويه ها ƽتعداد ƽسپس براmPCR    مثبت و منفي 

  . انجام گرفتHeLaتست اتصال به سلول 

  AA و aaP ، aggRژن هـا ƽ پلاسـميدƽ      .  تشخيص داده شدند   EAECبه عنوان    % ) ۶۷(  سويه   mPCR   ،۱۱۴ بر اساس     :يافته ها 

 %) ۹/۸۶ (۵۳بر اساس تست چسبندگي به سـلول        .  ديده شدند  سويه  % )۷۰ ( ۸۰و در    % ) ۴/۹۶ ( ۱۱۰، در   )% ۱۰۰ (۱۱۴به ترتيب در    

  . منفي نيز داراƽ الگوƽ چسبندگي آجرمانند بودندmPCRيه سو%) ۲/۲۷ (۳  مثبت  و mPCRسويه 

، كـه داراƽ الگـوƽ چـسبندگي آجـر ماننـد هـستند، را               EAEC قادر است اكثر سويه هـاmPCR        ƽ نتايج نشان داد كه       :نتيجه گيري 

بـه  .   تشخيص دهد    را كه الگوƽ آجر مانند را هم نشان نمي دهند،          EAECاين تست قادر است آن دسته از سويه هاƽ          . تشخيص دهد 

 باشـد و بـه ويـژه بـراƽ غربـالگرEAEC            ƽ  يك تست سريع وبا ويژگي خوب  براƽ تشخيص سويه هاmPCR              ƽنظر مي رسد كه     

  .تعداد زياد ايزوله در موارد اپيدمي مناسب مي باشد

  چسبندگي آجر مانند ،   EAEC, Multiplex PCR, HeLa cells :  كليد واژه ها

  



٢٠/  ƽشناسايي سويه هاEnteroaggregative Escherichia coli اسهالدر...  

 
 
  :دمهقم

يك پاتوژن روده اƽ در حـال       ) EAEC ( اشريشياكلي انترواگرگيتيو

 كه باعث اسـهال مـزمن و حـاد در كودكـان كـشورهاƽ               استظهور  

هـاƽ  سـال ات  در مطالع ـ . )۱(شـود توسعه يافته و در حال توسعه مي      

 EAEC،  اشريـشياكلي هـاƽ مولـد اسـهال در   پاتوتايپاخير در بين    

در مطالعــه ســلمان زاده و  .)۲-۴(عامــل اصــلي اســهال بــوده اســت

   ƽبدست آمده از نمونه مـدفوع       اشريشياكلي سويه   ۲۰۰همكاران رو 

تـرين پاتوتايـپ     شـايع EAEC مشخص شد كـه كودكان در تهران    

پاتوتايــپ هــاƽ مولــد اســهال    ر بــين عامــل اســهال د  %) ۲۴(

  .)۵(  استاشريشياكليدر

  ؛مولد اسهالهاƽ سه گروه از اشريشياكلي

)EAEC( Enteroaggregative Escherichia coli  ،

)DAEC ( , Diffusly Adherent E.coli             

)EPEC( Enteropathogenic Escherichia coli ي ي توانـا

 چسبندگيالگوƽ  .  را دارند  HeLa يا   HEp-2  هاƽ اتصال به سلول  

EPEC     سبندگي موضـعي چ ـ بـه سـلول بـه صـورت ( LA) در و 

DAEC  به صورت منتـشر  DA) ( مشخـصه  . باشـد مـيEAEC 

 ƽاگرگيتيو چسبندگيالگو (AA )   ƽرو ƽبا آرايشي ماننـد آجرهـا 

 كـه هنـوز تـست طلايـي در تـشخيص ايـن              اسـت هم چيده شـده     

  .)۶-۸(شودمحسوب ميپاتوتايپ 

 به سلول    چسبندگي  ويژگي EAEC بعضي از سويه هاƽ      ل در قحدا

 .شـود كد مي  ) PAAپلاسميد   ( MDa  ۶۵-۶۰وسيله پلاسميد   ه  ب

هـاƽ  اين پلاسميد چندين فاكتور ويرولانس از جمله؛ يكـي از پيلـي      

، پـروتئين منتـشر    ) AAF/I , AAF/II , AAF/II( چـسبندگي  

 ـ      ) AaP( كننده         )Pet(  وسـيله پلاسـميد   ه  ، توكسين كد شـونده ب

   را كد )EAEC ) EAST-1   به حرارت  مقاوم۱و انتروتوكسين 

  .)۹ ،۶(كند مي

نياز به حضور يـك كمـپلكس        ) AaP( ن منتشر كننده    يترشح پروتئ 

 ـ    ABCانتقالي         .شـود  كـد مـي    PAAوسـيله پلاسـميد     ه  دارد كـه ب

در ارتبـاط بـا    ) Aatكمـپلكس  ( هاƽ كد كننده اين ترانـسپورتر       ژن

 هر دو تحت    Aat و كمپلكس    AaPپروتئين   .باشند مي AAپروب  

  .)۱۰(هستند aggR كنترل 

 اشريشياكلي از طريق جداسازEAEC   ƽ  ناشي از  تشخيص عفونت 

 يا  HEp-2هاƽ چسبندگي به سلول     از مدفوع بيماران و انجام تست     

ــروب ــاƽ پ ــروب   (DNAه ــد پ ــي ) AAمانن ــورت م ــذيردص               .پ

هاƽ ويرولانس براƽ   هاƽ مولكولي مختلفي بر اساس تكثير ژن      روش

 ƽتشخيص و خصوصيت بندEAEC يكي از  .اندشده توصيف  

  

ــاروش ــه اخيراًيه ــرحي ك ــون  مط ــده آزم  Multiplex PCR ش

mPCR ) ( از ژندر آن باشــد كــه مــيƽهــا   ƽپلاســميدaatA        

ــروب (  ــويه  aaP و AA (  ،aggRپ ــشخيص س ــراƽ ت ــاƽ  ب ه

EAEC۷(شود استفاده مي(.  

 بر اساس   EAECهاƽ  سويه) ۲۰۰۵(در مطالعه بوذرƽ و همکاران       

ــون  ــدند  mPCRآزم ــسيم ش ــک نق ــک و آتيپي ــروه تيپي ــه دو گ             . ب

 را بـا  aaP, aggR , AAهاƽ تيپيک هر سـه ژن پلاسـميدƽ   سويه

هـاƽ آتيپيـک از     سويه، در حالي که      دارند   PAAهم روƽ پلاسميد    

  .)۱۱( را دارندژنيک يا دو ، ها ژن دستهاين

 بـراƽ تـشخيص     mPCRهدف از اين مطالعـه اسـتفاده از آزمـون            

 با تست چسبندگي به سـلول       آن و مقايسه نتايج     EAECهاƽ  سويه

HeLa بود .  

  

  :مواد و روش ها 

از نمونه مدفوع کودکان مبتلا به اسهال در مرکز طبي کودکان تهـران             

 HeLa cell  آنها در تـست  چسبندگيکه( اشريشياکلي سويه ۱۷۰

adherence     ايـن . مـورد مطالعـه قـرار گرفتنـد       ) تعيين شـده بـود          

 آگـار بـه صـورت    LB (Luria Broth)ها در محيط کـشت  سويه

Slant مطالعــه بيــشتر در يخچــال ƽکــشت داده شــد و بــرا )˚c۴( 

  .نگهدارƽ شدند

Multiplex PCR:  

 پلاسـميدƽ از طريـق پروتکـل ليـز قليـايي انجـام             DNAتخليص   

 از aaP  , aggR  AA ,براƽ تکثير سه ژن پلاسميدƽ .)۱۲(گرفت

 و همکارانش استفاده شد     Cernaپرايمرهاƽ شرح داده شده توسط      

  ).۱جدول ()۷(

mPCR  در حجم نهاييlµ۲۵  شـامل ؛ lµ۲ DNA ، ƽپلاسـميد  

lµ ۵/۲ 10 بـــــــــافرX PCR) Kiagene(،lµ  ۵/۱ mgcl2،     

µmol ۲۰۰  يک از     از هر dNTPs ، pmol ۲۰    جفت پرايمر AA 

،pmol ۱۵ جفت پرايمر aggR،  pmol ۱۰ جفت پرايمر aaP و 

  .صورت گرفت )KiaGen ( پليمراز Taqيک واحد آنزيم 

 ۲ به مـدت     c ۹۵˚ شامل؛ يک حرارت اوليه      mPCRبرنامه واکنش   

 c ۵۰˚  دقيقـه ،   ۱ به مدت    c ۹۴˚ سيکل متشکل از     ۳۰ سپس   ،دقيقه

     ين و يـک مرحلـه پايـا       ، دقيقـه  ۱ به مـدت     c ۷۲˚ ، دقيقه ۱به مدت   

˚c ۷۲    واکنش  .  دقيقه بود  ۸ به مدتPCR     در دسـتگاه ترموسـيکلر    

 )eppendorf ( از سويه استاندارد . انجام گرفتEAEC 042 به 

  بـه عنـوان کنتـرل      ۱۲Kاشريـشياکلي عنوان کنترل مثبت و از سـويه        
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الکتروفـورز   % ۵/۱ در ژل آگـارز      PCRمحصول   .شداستفاده   منفي

 ،mg/ml ۱ محلول اتيديوم برومايد   با بعد از رنگ آميزƽ ژل       .گرديد

مــشاهده و از آن  ) BioDoc( ژل توســط دســتگاه ترانــسلوميناتور 

  .کس تهيه شدع

  :HeLaمطالعه چسبندگي سويه هاƽ باکتريايي به سلول 

  ƽسـويه  ۶۱برا mPCR EAEC     اشريـشياکلي  سـويه    ۱۱ مثبـت و 

mPCR    منفي تست چـسبندگي بـه سـلول  HeLa  انجـام گرفـت .

 و  Craviotoبراƽ تست چسبندگي از روش شرح داده شده توسط          

به طور خلاصه ابتدا لامل هاƽ اسـتريل  . )۱۳(همکارانش استفاده شد  

 .گذاشـته شـدند    ) Greiner(  خانـه    ۶هـاƽ پليـت     در كف چاهك  

ــلول  ــپس س ــاƽ س ــيط HeLaه ــن  RPMI در مح ــل اي            در داخ

 حـدود   HeLa لايـه    تـک هـاƽ   ها كشت داده شدند تا سلول     چاهك

 با محيط  RPMIسپس محيط کشت. ها را بپوشانندسطح لامل% ۷۰

DMEM ƽ۱ دارا %D  -ــانوز  از  lµ ۵۰ جــايگزين شــده و   م

 ۳ پليـت بـه مـدت        .به هر چاهـک اضـافه شـد       ها   سويه LBکشت  

ها توسط بـافر     سلول ƽپس از شستشو  .  انکوبه شد  c ۳۷˚ساعت در   

PBS 1Xباها ، سلول ml ۱اسيد اسـتيک  - اتانول۱ به ۳لول  از مح

 رنـگ   ml ۱هـا توسـط      ميـزƽ سـلول   آبعد از رنـگ     . فيکس شدند 

ــر روƽ لام  لامــل،گيمــسا هــا توســط هــا فــيکس شــده و لامهــا ب

 EAECاز سـويه اسـتاندارد   . ميکروسکوپ نورƽ مـشاهده شـدند  

 بـه عنـوان     K ۱۲اشريشياکلي به عنوان کنترل مثبت و از سويه         042

 .اده شدکنترل منفي استف

  

  
  
  
  
  

  هاƽ ويرولانس پلاسميدƽ پرايمرهاƽ مورد استفاده براƽ ژن:  ۱جدول 

 ژن   توالي پرايمر )bp( هانداز

۳۱۰ F 5'-CTT GGG TAT CAG CCT GAA TG-3' 
R 5'-AAC CCA TTC GGT TAG AGC AC-3' 

aap 

۴۵۷ F 5'-CTA ATT GTA CAA TCG ATG TA-3' 
R 5'-AGA GTC CAT CTC TTT GAT AAG-3' 

aggR 

۶۲۹ F 5'-CTG GCG AAA GAC TGT ATC AT-3' 
R 5'-CAA TGT ATA GAA ATC CGC TGT T-3' 

AatA 

  

  

  

  :هايافته

 
Multiplex PCR:  

به % ) ۶۷(  سويه   ۱۱۴اشريشياکلي   سويه   ۱۷۰ از   mPCRبر اساس   

  مذکور  سويه ۱۱۴در بين    ). ۱شکل  (  شناخته شدند    EAECعنوان  

  EAEC داراƽ هــر سـه ژن بــوده و بـه عنــوان    %)۶۹( سـويه  ۷۹، 

هر کدام يـک     % )  ۳۱(  سويه ديگر    ۳۵. تيپيک در نظر گرفته شدند    

ر ونظ ـم آتيپيـک    EAEC بـه عنـوان      کهيا دو ژن پلاسميدƽ داشتند      

 سـويه   ۱۱۴ در تمام    aaPها به ترتيب ژن      از نظر فراواني ژن   . شدند

  ۸۰ در AA ژن و % ) ۴/۹۶(  سويه ۱۱۰ در aggR، ژن  % ) ۱۰۰( 

  .وجود داشت % ) ۷۰( سويه 

  

 ƽچسبندگي سويه هاmPCR مثبت و منفي به سلول HeLa: 

 شـناخته   EAEC مثبت کـه بـه عنـوان         mPCR سويه   ۶۱از ميان     

 ۸ و AAچــسبندگي داراƽ الگــوƽ  % ) ۹/۸۶(  ســويه ۵۳شــدند ، 

 ). ۲شكل  (  به سلول نداشتند     چسبندگيهيچ گونه    % )۱/۱۳( سويه  

        سـويه ۳منفـي  mPCR  اشريـشياکلي  سـويه  ۱۱ن در بـين  همچنـي 

 )۲/۲۷ ( %    ƽالگو ƽچسبندگيدارا AA  سويه   ۸ بوده و  )۸/۷۲ ( % 

  . به سلول نداشتند چسبندگيهيچ گونه

  



٢٢/  ƽشناسايي سويه هاEnteroaggregative Escherichia coli اسهالدر...  

 
 

 

    

 

  
  ، چاهک دوم مربوط بهbp۵۰ چاهک اول مربوط به مارکر  .   EAEC براƽ تعدادƽ ار سويه هاmPCRƽ آزمون:   ۱شكل 

    مربوط به۱۰ و ۷ ،۶ ، ۴چاهک ها۱۲K .  ƽ ، چاهک سوم مربوط به سويه کنترل منفي042 کنترل مثبت سويه

 ƽسويه هاEAEC ƽ۹ و ۸ ،۵ تيپيک و چاهک هاƽمربوط به سويه ها  EAECآتيپيک مي باشند   

 
 
 
 
 

 
  هاƽ سويهالگوƽ اتصال آجرمانند  )  HeLa ،  )A  به سلول EAECهاƽ  الگوƽ اتصال سويه :۲شکل 

EAEC به سلول HeLa )  B ( سويه ƽهاEAECفاقد اتصال به سلول   
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  : بحث
  

 هنـوز تـست     HeLa يـا    HEp-2 هـاƽ آزمون چسبندگي به سـلول    

تـست چـسبندگي بـه سـلول        . است EAECطلايي براƽ تشخيص    

نجام مـي شـود و نيـاز بـه مهـارت و             اهاƽ مرجع   تنها در آزمايشگاه  

 از  بنابراين، اسـتفاده  . استمچنين وقت گير    وسايل خاص داشته و ه    

  .استهاƽ آسان و سريع براƽ تشخيص اين باکترƽ ضرورƽ روش

 ۱۰۰ در aaP ژن     : در مطالعه ما از لحاظ فراواني ژن ها بـه ترتيـب           

هـا    سـويه  درصـد  ۷۰ در   AAدرصد، ژن    ۴/۹۶ در   ggRدرصد، ژن   

هـاƽ  ويه روƽ س  )۲۰۰۵(در مطالعه بوذرƽ و همکاران      .وجود داشت 

EAEC     ƽکه الگـو AA        را داشـتند، ژن aaP   ژن  درصـد  ۷۷ در ،

aggR     و ژن    درصد ۶۶ در AA   ها ديـده شـده      سويه درصد ۵۸ در

 در مقايـسه    اخيـر هاƽ ويرولانس در مطالعـه      فراواني ژن . )۱۱(است  

هـاƽ  ابتدا سويه حاضر در مطالعهزيرا. کمتر مي باشدحاضر مطالعهبا 

EAEC            ƽبر اساس چسبندگي به سلول شناسايي شده و سپس بـرا 

          ولي بـا ايـن حـال ترتيـب فراوانـي           . گذاشته شده است   mPCRآنها

  .است ها در هر دو مطالعه يکيژن

 کـه هماننـد مطالعـه مـا ابتـدا از      Amidous samineدر مطالعـه   

mPCR         ƽتـشخيص سـويه هـا ƽبرا EAEC       اسـتفاده شـده، ژن 

aaP ــد ۹۴ در ــد ۷۹ در  aggR، ژن درص  ۶۹ در AA و ژن درص

 و Kahaliدر مطالعــه . )۱۴( هــا ديــده شــده اســت ســويهدرصــد

 ) درصـد  ۷۶( بيشترين فراواني    aaPهمکاران مشخص شده که ژن      

  .)۹( بوده است) درصد aggR ) ۳/۶۵را داشته و بعد از آن ژن 

منفـي داراmPCR  ƽ  از سـويه هـاƽ   ددرص ـ ۲/۲۷در مطالعـه مـا    

  هـم Ana Carolina در مطالعـه  . بوده اندAAالگوƽ چسبندگي 

 AA منفـي داراƽ الگـوƽ چـسبندگي         mPCRهاƽ   سويه درصد۴۰

  و   درصـد  ۱۴ و همکـاران     Cernaهمچنين در مطالعه     .)۲(بوده اند 

هـاƽ  داراƽ     از سـويه   درصـد  ۹/۱۸در مطالعه بـوذرƽ و همکـاران          

ايـن   .)۱۱, ۷( منفي بوده اندmPCR  نظر آزمون از  AAچسبندگي  

 کـه الگـوEAEC   ƽهـاƽ  دهد که تعـدادƽ از سـويه    نتايج نشان مي  

 mPCR را دارند فاقد سـه ژن پلاسـميدƽ بـوده و           AAچسبندگي  

  .قادر به شناسايي آنها نمي باشد

  

 مثبت داراƽ الگوmPCR    ƽهاƽ   از سويه  رصدد ۹/۸۶در مطالعه ما    

-هـيچ )  درصـد  ۱/۱۳( ، اما بقيه   يا آجر مانند بودند    AAچسبندگي  

مطالعه ما مطابق با مطالعه     .  نداشتند HeLaگونه چسبندگي به سلول     

Kahali   از   درصد ۱/۸۵باشد که در آن      و همکاران مي     ƽسويه هـا

mPCR        چـسبندگي ƽالگـو ƽمثبت دارا AA  ۹/۱۴(ه  بقي ـ بـوده و 

ولـي در   . )۹(  بـوده انـد     HeLa فاقد چسبندگي بـه سـلول        )درصد

 مثبـت الگـوmPCR   ƽ تمام سويه هـاAna Carolina  ƽمطالعه 

ــتندAAچــسبندگي  ــروه EAEC  چــون.)۲( را داش ــر  يــک گ غي

ي کـه الگـوƽ چـسبندگي       يهـا  تمام سويه  است) هتروژن(يکنواخت  

AA   دهند، پلاسميد    را نشان ميPAA   امـر  ايـن   . کنندمي را حمل ن

هـاƽ موجـود بـر روƽ        کـه ژن   ،  mPCRشود که آزمـون     باعث مي 

هـا  سـويه دسـته از  دهد، براƽ ايـن     را هدف قرار مي     مذکور پلاسميد

  .)۱۵(منفي باشد

  

ƽنتيجه گير:  

 EAEC به سلول براƽ تـشخيص   چسبندگيبا توجه به اينكه تست      

هـاƽ مرجـع انجـام      نياز به مهارت خاص داشته و تنها در آزمايشگاه        

شود، لذا استفاده ازيك تست سريع و با ويژگي خوب مي توانـد             مي

نتايج بدست آمده در اين . در تشخيص اين باكترƽ كمك كننده باشد     

 را  EAECهـاƽ    قادر است اكثر سويه    mPCR كه   مطالعه نشان داد  

ها به دليل نداشتن پلاسـميد از  اگرچه تعدادƽ از سويه   . شناسايي كند 

 mPCRرسد كـه  در كل به نظر مي    . باشند  منفي مي   mPCRلحاظ  

     ƽتشخيص سويه ها ƽبراEAEC          يك تـست سـريع وبـا ويژگـي 

ر خوب است و به خصوص براƽ غربالگرƽ تعـداد زيـاد  ايزولـه د              

  .باشدمواقع اپيدمي مناسب مي

  

   :تقدير و تشکر

                ƽامير دشتي که ما را در انجام اين مطالعـه يـار ƽبدين وسيله از آقا

 .نمودند تشکر مي نماييم

 
  :فهرست مراجع

 
1. Bangar R, Ballal M. Identification of 

enteroaggregative Escherichia coli in infants 
with acute diarrhea based on biofilm production 
in Manipal, south India. Indian J Med Sci  2008; 

62(1): 8-12. 
2. Moreno AC, Filho AF, Gomes TD, Ramos ST, 

Montemor LP, Tavares VC, et al. Etiology of 



٢۴/  ƽشناسايي سويه هاEnteroaggregative Escherichia coli اسهالدر...  

 
 

 

childhood diarrhea in the northeast of Brazil:  
significant emergent diarrheal pathogens. Diagn 
Microbiol Infect Dis 2008. (Article in Press) 

3. Moyo SJ, Gro N, Kirsti V, Matee MI, Kitundu J, 
Maselle SY,  et al. Identification of 
diarrheagenic Escherichia coli isolated from 
infants and children in Dar es Salaam ,Tanzania. 
BMC Infect Dis 2007; 7: 92-99. 

4. Sarantuya J, Nishi J, Wakimoto N, Erdene S, 
Nataro JP, Sheikh J,  .et al. Typical 
enteroaggregative Escherichia coli is the most 
prevalent pathotype among E. coli strains 
causing diarrhea in Mongolian children. J Clin 
Microbiol 2004; 42(1): 133-9. 

5. Weintraub A. Enteroaggregative Escherichia coli: 
epidemiology, virulence and detection. J Med 
Microbiol 2007; 56(Pt 1): 4-8. 

6. Okeke IN, Lamikanra A, Czeczulin J, Dubovsky 
F, Kaper JB, Nataro JP. Heterogeneous 
virulence of enteroaggregative Escherichia coli 
strains isolated from children in Southwest 
Nigeria. J Infect Dis 2000; 181(1): 252-60. 

7. Cerna JF, Nataro JP, Estrada-Garcia T. Multiplex 
PCR for detection of three plasmid-borne genes 
of enteroaggregative Escherichia coli strains. J 
Clin Microbiol 2003; 41(5): 2138-40. 

8. Nataro JP, Kaper JB. Diarrheagenic Escherichia 
coli. Clin Microbiol Rev 1998;11(1): 142-201. 

9. Kahali S, Sarkar B, Rajendran K, Khanam J, 
Yamasaki S, Nandy RK, et al. Virulence 
characteristics and molecular epidemiology of 
enteroaggregative Escherichia coli isolates from 
hospitalized diarrheal patients in Kolkata, India. 
J Clin Microbiol 2004; 42(9): 4111-20. 

10. Harrington SM, Dudley EG, Nataro JP. 
Pathogenesis of enteroaggregative Escherichia 
coli infection. FEMS Microbiol Lett 2006; 
254(1): 12-8. 

11.Bouzari S, Jafari A, Zarepour M. Distribution of 
virulence related genes among 
enteroaggregative Escherichia coli isolates: 
using multiplex PCR and hybridization. Infect 
Genet Evol 2005; 5(1): 79-83. 

12. Sambrook J, Russell D. Molecular Cloning a 
Laboratory Manual, 3th ed . New York; Cold 
Spring Harbor Laboratory Press. 2001; PP:1.35 
- 1.37 

13. Cravioto J, Arrieta R. Stimulation and mental 
development of malnourished infants. Lancet 
1979;2(8148): 899. 

14. Samie A, Obi CL, Dillingham R, Pinkerton RC, 
Guerrant RL. Enteroaggregative Escherichia 
coli in Venda, South Africa: distribution of 
virulence-related genes by multiplex polymerase 

chain reaction in stool samples of human 
immunodeficiency virus (HIV)-positive and 
HIV-negative individuals and primary school 
children. Am J Trop Med Hyg 2007; 77(1): 142-
50. 

15. Jenkins C, Tembo M, Chart H, Cheasty T, 
Willshaw GA, Phillips AD, et al. Detection of 
enteroaggregative Escherichia coli in faecal 
samples from patients in the community with 
diarrhoea. J Med Microbiol 2006; 55(Pt 11): 
1493-7. 

 



  مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران
  25- 30 ، صفحات1387 پائيز و زمستان 4و 3 هاي  شماره2سال 
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  :چكيده  
ژنيك براƽ طراحي و توليد واكسن   بروسلا به عنوان ساختارهاƽ ايمونو)OMPs(غشاء خارجي هاƽ پروتئينبه : زمينه و اهداف

با ساير اجزاء باکتريايي در خرگوش، سنتز سطوح همراه بروسلا آبورتوس هاOMP ƽ. زيرواحد بروسلوز انساني توجه شده است

هاƽ غشاء خارجي هدف مطالعه ارزيابي پاسخ آنتي بادƽ به پروتئين. ژه عليه بروسلا را تحريك مي كنند وي IgGهاƽ بالاƽ مولكول

  .   به روش اليزا بودS99بروسلا آبورتوس 

وسيله اولتراسانتريفوژ هاƽ سونيکه شده بهراج منظم سلول با استخS99بروسلا آبورتوس ها از گونه صاف OMP: روش بررسي

ميزان کل . و پيش هضم با ليزوزيم تخليص شدند و با کروماتوگرافي تبادل يوني و ژل فيلتراسيون  به طور خالص جداسازƽ شدند

با استفاده از . به طور صحيح و دقيق اندازه گيرƽ شد) ND-1000(پروتئين تخليص شده توسط دستگاه نانودراپ اسپکتروفتومتر 

هاƽ غشاء خارجي به دست ، پروفايلي از پروتئين)SDS – PAGE(ژل الکتروفورز  روش سديم دودسيل سولفات پلي آکريل آميد

ها ا كه جزو پورينهبا اين روش دسته دوم از پروتئين. ها براساس وزن مولکولي از يکديگر تفکيک شدندآمد، که طبق آن پروتئين

)Porins ( بيشترين گروه بروسلا آبورتوس هستند و در گونهOMPسپس سه دسته .  دهند، تخليص شدند ها را تشكيل مي

خارجي به غشاء هاƽ خرگوش سه تايي طبق يک برنامه ايمونيزاسيون به طور آزمايشگاهي با سه ترکيب مختلف شامل پروتئين

       پس از طبق برنامه زمانبندƽ شده.  شدندايمونيزه) CFA(و ادجوانت کامل فروند) LPS(ساکاريدبا ليپو پلي تنهايي و همراه 

  .گيرƽ از حيوان، عيار پاسخ آنتي بادƽ اختصاصي  مورد ارزيابي قرار گرفت خون
ت هستند و عيار بالاترƽ از  به عنوان ايمونوژنيک ترين ترکيباPorins +CFA وPorins+LPSنتايج نشان دادند ترکيبي از   :يافته ها

افزايش عيارآنتي بادƽ در دو گروه فوق در مقايسه با گروه ايمونيزه شده با پورين، . کنندآنتي بادƽ را در مدل حيواني القاء مي

  .P<0.05)(معني دار بود 

اين مجموعه . لا ايجاد كند ايمني حفاظتي و طولاني مدتي را عليه بروستواندمي بروسلا LPSهاو مجموعه پورين :نتيجه گيري

  . تواند براƽ واکسن زير واحد جهت پيشگيرƽ از بروسلوز انساني مورد استفاده قرار گيرداحتمالا مي

  ELISA ، واکسن، پروتئين غشاء خارجي، ليپوپلي ساکاريد،S99بروسلا آبورتوس : كليد واژه ها

  



  ...هاƽ غشاƽ خارجي بادƽ اختصاصي به پروتئين ارزيابي پاسخ آنتي/  ۲۶

 

  :مقدمه

هـاƽ آلـوده،      امروزه كنترل بيمارƽ بروسلوز به سه اصـل كـشتن دام          

.  كردن محـصولات لبنـي و واكـسيناسيون اسـتوار اسـت            هپاستوريز

 هـاƽ زنـده ضـعيف شـده          سويه  تلقيح ه ƽ پايها بر   واكسيناسيون دام 

 (Rev1) تنسيس  بروسلا ملي  و   ) ۱۹S , ۲۰/۴۵(بروسلا آبورتوس   

هـايي   هـا در دام بـا محـدوديت     اين واكسن استفاده از     .)۲و۱ (است

هاƽ واكـسينه شـده كـه        بادƽ در دام    همراه است؛ تحريك توليد آنتي    

گردد، همچنين بـروز سـقط        هاƽ مبتلا مي    مانع از تفكيك آنها از دام     

 به بروسلوز در اين حيوانات، باعث شده تا تلقيح اين           ءجنين و ابتلا  

هـاƽ  واكـسن   همچنـين  .ردها با احتيـاط انجـام گي ـ        ها در دام    واكسن

 كامل باكترƽ غير فعال شده و يـا       ƽ  ƽ پيكره پايهبروسلوز انساني بر    

ــده  ســويه ــا دو مــشكل اساســي  هــاƽ زن ــه ب تخفيــف حــدت يافت

نمايند، دوم آنكـه    نخست آنكه گاهي ايجاد بيمارƽ مي     : هستند  مواجه

بـراƽ  . باشـند  ناخواسـته همـراه مـي       هاƽ ازدياد حساسيت    با واكنش 

هاƽ آنتي ژنيک ديواره سلولي بروسـلا       ر اين مشکل، شاخص   غلبه ب 

ــاکاريد  ــوپلي س ــل ليپ ــروتئينو ) (LPSمث ــشاء پ ــاƽ غ خــارجي ه

)OMPs (      توسعه واکسن ƽزيـر   به عنوان داوطلبين مناسب برا ƽها

 جزء ترکيبات سـاختارOMPs   ƽ .اندواحد مورد توجه قرار گرفته

عمل مي کنند ، ايـن      سلول هستند و به عنوان فاکتورهاƽ بيمارƽ زا         

  ).۱-۴(دارندها نقش مهمي در  القاƽ پاسخ هاƽ ايمني پروتئين

بروسـلا  هاƽ غشاء خارجي     مطالعه حاضر بر روƽ مجموعه پروتئين     

ژن حفـاظتي بـه شـکل منـووالان و          عنـوان آنتـي    بـه  S99آبورتوس  

، در  )CFA(و نيز ادجوانـت کامـل فرونـد          LPSهمچنين همراه با    

ƽآنتي باد ƽاختصاصي صورت گرفته استالقا  .  

  

 : هامواد و روش 
ــويه ــوس   س ــلا آبورت ــش S99بروس ــايي بخ ــسيون باکتري            از کلک

ژن انـستيتوپاستور ايـران تهيـه       هـاƽ باکتريـايي و تهيـه آنتـي        واکسن

  ). ۴(گرديد

 :S99 بروسلا آبورتوس  OMPsاستخراج 

ه شـد   مطابق روش بهينـه    S99بروسلا آبورتوس    OMPsاستخراج  

طـور  بـه ).  ۵(صـورت پـذيرفت     ) ۲۰۰۹(توسط کرمي و همکـاران      

معلق و سـپس    بــافر تريس هيدروکلرايد  سلولي درƽهتودخلاصه 

RNase   و DNase نمونـه هـا بـا      . مقدار مورد نظر اضـافه شـد         به

  در . در سيکل پيوسته تيمار شدند ) Bronson( دستگاه سونيکاتور

.          اولتراســـانتريفوژ شـــدrpm۴۳۵۰۰ ادامـــه مـــايع روئـــي  در  

ƽغشاءها ƽتريس  بافر  باشد در خام مي رسوب حاصل که حاو  

  

هيدروکلرايد همراه بـا فنيـل متـان سـولفونيل فلورايـد حـل شـد و                 

    وسـيله اسـتفاده از سـديم      استخراج دترجنتي غشاء سيتوپلاسمي بـه     

N  -لوريل سارکوزينات انجام گرفت  .     ƽمحلـول نهـايي کـه حـاو

OMPs ƽاست در مقابل بافر تريس در دمـا  C ° ۴   ۷۲ بـه مـدت 

ــد  ــاليز  گردي ــاعت دي ــدوگليکان از . س ــازƽ پپتي ــور جداس ــه منظ    ب

هاƽ غشاء خارجي، ليزوزيم اضافه شد و بعد از اين مرحلـه            پروتئين

  ). ۸و۷و۵( اولتراسانتريفوژ گرديدg۱۰۰۰۰ دوباره نمونه در دور 

   : تعيين غلظت پروتئين

 ۱ در حـد     -ND ۱۰۰۰ ين با استفاده از اسـپکتروفتومتر     غلظت پروتئ 

  ). ۸(ميکروليتر با دقت و قدرت تکرار بالا اندازه گيرƽ شد

  : ژل الکتروفورز

ــد ژل   ــل آميــ ــيل پلــــي آکريــ ــديم دودســ ــورز       ســ                الکتروفــ

)SDS – PAGE(    ژل پلـي آکريـل آميـد ƽ۱۲با روش لاملي رو %

ــد  ــام ش ــه روش  . انج ــپس ژل ب ــزƽ   س ــگ آمي ــو رن ــي بل کوماس

  ). ۸و۷و۵(گرديد

  :  S99 بروسلا آبورتوس استخراج ليپوپلي ساکاريد 

 بـا اسـتفاده از روش بهينـه    S99 بروسلا آبورتوسليپوپلي ساکاريد 

. اسـتخراج گرديـد   ) ۲۰۰۸(سازƽ شده شريفات سلماني و همکاران       

ــيص     ــل داغ در تخلـ ــن روش از فنـ ــصار در ايـ ــه اختـ           LPSبـ

ليپوپلي سـاکاريد در مخلـوط نهـايي        . استفاده شد    آبورتوس   بروسلا

. وسيله متانول سرد  ته نشين شده و در بافر تريس حل شده است             به

 به منظور کاهش آلودگي پروتئين      RNase و   k   ، DNaseپروتئيناز  

   ). ۹-۱۱(و اسيد نوکلئيک اضافه شدند

  :  برنامه ايمونيزاسيون

 ۵/۲ ماهه به وزن     ۴يد نيوزلندƽ   سه خرگوش سف  مرکب از   سه گروه   

طـور داخـل عـضلاني       کيلوگرم با سه ترکيب مختلـف زيـر بـه          ۳تا  

  .  ايمونيزه شدند

  تخليص شده  µg / ml ۱۲۰   OMPs . ۱گروه

   . µg/ml ۱۲۰ LPS وµg/ ml  ۱۲۰ OMPsترکيبي از . ۲گروه

ــروه ــي از .  ۳گ ــساوƽ از µg/ ml ۱۲۰OMPsترکيب  و حجــم م

  )CFA(د ادجوانت کامل فرون

    ƽهيپرايمونحيوانات     سرم.  انجام شد  ۱۴و  ۷،  ۰تزريقات در روزها 

 ƽــد و در۲۱  و ۱۴ ، ۷ ، ۰در روزهــا  -C ْ۲۰   جمــع آورƽ گردي

  ). ۱۱و۵(نگهدارƽ شد

  :بادƽ اختصاصي ارزيابي پاسخ آنتي

  ELISA با S99 بروسلا آبورتوس بادƽ اختصاصي ضد  عيار آنتي
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     S99بروسـلا آبورتـوس     ژن  بـا آنتـي   هـا   ميکروپليـت . ارزيابي شـد  

)lµ۱۰۰هکچاهردر(  ƽساعت در ۱پوشيده شد و برا  C ْ۳۷ انکوبه 

  . شدند

 در   ساعت۱براPBS –Casein ( ƽ(پليت ها در بافر بلوکه کننده 

 C ْ ۳۷  سرم در رقـت   آنتي.  اشباع شدند   ƽو  ۰۰۰,۱۰/۱ ،   ۱۰۰۰/۱هـا 

 ر چاهـک اضـافه گرديـد و بـه         به ه ـ  lµ۱۰۰ و به مقدار     ۰۰۰,۱۰۰/۱

  شستشو سه بار با فسفات بافر سالين. مدت يک ساعت  انکوبه شد

  .انجام گرديد) PBS – azide( آزايد –

 IgG anti ــا  HRP )Horseradish خرگوشــي کونژوگــه ب
Peroxidase(  به ميزان lµ ۱۰۰        ƽبه هر چاهک اضافه شـد، بـرا 

ƽ نمايـان شـدن     بـرا .  دقيقه انکوبه گرديد و سپس شستـشو شـد         ۳۰

بـه هـر    ) کرومـوژن ( آنتي بادƽ، محلول سوبسترا      –واکنش آنتي ژن    

ها، به وسـيله    نمونه) OD(در پايان دانسيته نورƽ     . چاهک اضافه شد  

در  )TECAN مارکSunriseمدل  (ELISA – readerدستگاه 

   ).۱۲-۱۴و۹( نانومتر اندازه گيرƽ شد۴۰۵طول موج 

  

  هاƽ متناوب ايمونيزاسيون با تركيبات متعددپس از زمان  ،S99  آبورتوسبروسلا بر عليه  اختصاصي IgG عيار: ۱جدول 

اختصاصي عليه  IgG عيار 

 ، يك S99بروسلا آبورتوس 

  هفته بعد از سومين تزريق

 

اختصاصي عليه  IgG عيار 

 ، يك S99بروسلا آبورتوس 

  هفته بعد از دومين تزريق

 

اختصاصي عليه  IgG عيار 

 ، يك S99آبورتوس بروسلا 

  هفته بعد از اولين تزريق

 

 

  

 تركيبات تزريق شده

 

 S99  آبورتوس بروسلا پورين   ۶۰۶ ۶۸۲۴۲±  ۹۲۳ ۷۶۳۲۶±  ۲۶۶۰ ۱۲۴۲۷۰±

 

  

۱۳۶۷۰۶± ۱۳۰۰  

 

  

۱۳۲۸۹۶± ۱۶۹۳  

 

  

۱۲۲۶۸۱± ۳۰۲۶  

   S99بروسلا آبورتوس پورين 

+  

 ادجوانت كامل فروند

 

  

۱۵۵۸۴۷± ۲۲۲۰  

 

  

۱۳۴۷۲۶± ۲۹۸۰  

 

  

۱۲۳۹۸۹± ۲۰۲۶  

 S99   بروسلا آبورتوسپورين 

  +LPS  

  آبورتوسبروسلا

S99 

 

  كنترل منفي ۳ > ۳ > ۳ >

  

  

  

  : هايافته

 بـه   S99بروسـلا آبورتـوس      OMPsمراحل استخراج و تخلـيص      

هـاƽ  نحوƽ انتخاب گرديد تا در مرحلـه نهـايي مجموعـه پـروتئين            

   پوسته  جهت جداسازƽ.  آيند عمده غشاء خارجي بروسلا بدست

  

 در  S99بروسـلا آبورتـوس     سلولي تعليق غليظي از جـسم سـلولي         

سـپس بـراƽ جداسـازƽ      . معرض امواج اولتراسونيك قرار داده شـد      

هاƽ شكسته نـشده و مـواد سيتوپلاسـمي بـه           غشاء سلولي از سلول   



 ...هاƽ غشاƽ خارجي بادƽ اختصاصي به پروتئين رزيابي پاسخ آنتيا/   ۲۸

با . ترتيب از سانتريفوژ با دور پايين و اولتراسانتريفوژ استفاده گرديد         

و اختلاف غشاء سيتوپلاسمي و غـشاء خـارجي،         ها    توجه به ويژگي  

 لوريـل   -Nبراƽ جداسازƽ اين دو غشاء از يـك دترژنـت بـه نـام               

پـروتئين هـاƽ غـشاء خـارجي بـه ايـن            . ساركوزينات استفاده شـد   

. رونـد هاƽ ديگر از بين مي    دترژنت مقاوم هستند در حاليكه پروتئين     

هـاƽ    ز بـاكترƽ  ها در بروسلا برخلاف بسيارƽ ا     اين گروه از پروتئين   

گرم منفي داراƽ اتصال كووالانسي محكمـي بـا لايـه پپتيـدوگليكان             

به همين دليل  از اسـتحكام بيـشترƽ در برابـر حـرارت و               . باشند  مي

اين برهم كنش بين غشاء خـارجي و        . عوامل ديگر برخوردار هستند   

 كه معمولاً ليپـوپروتئين    OMPsپپتيدوگليكان از طريق يك سرƽ از       

ــور ــستند، ص ــيه ــردت م ــك  . گي ــدروليز آنزيماتي ــه هي ــا ك از آنج

پپتيدوگليكان به منومرهاƽ تشكيل دهنده خود، سبب آزادشدن بيشتر      

شود و با توجه به اينكه ليزوزيم روƽ        هاƽ غشاء خارجي مي   پروتئين

گذارد و باعث شكـستن آن بـه قطعـات منـومر            پپتيدوگليكان اثر مي  

 بــراƽ جــداكردن شــود، در ايــن مطالعــهتــشكيل دهنــده خــود مــي

  . پپتيدوگليكان از اين آنزيم استفاده شد

ميلي گـرم بـر    ND - ،۲۷/۶ ۱۰۰۰اسپکتروفتومتر غلظت پروتئين با 

 ، يـک بانـد   SDS – PAGEآنـاليز  . ميلي ليتر انـدازه گيـرƽ شـد   

 ۲دالتـون را نـشان داد كـه درگـروه            کيلـو    ۳۶-۳۸پروتئيني در رنج    

همانطور كه قبلا مشخص    . شود هاƽ بروسلا تقسيم بندƽ مي      پروتئين

 به كار رفته در ايـن مطالعـه منجـر بـه             OMPsشد روش استخراج    

گردد و بـه       مي S99بروسلا آبورتوس   هاƽ     پروتئين ۲تخليص گروه   

عنوان يك روش اختصاصي براƽ استخراج و جداسازƽ ايـن گـروه            

بنـابراين روش اسـتخراج رضـايت       . گـردد   ها پيشنهاد مـي     از پروتئين 

هـا قابـل       پـروتئين  ۲ است، چـون غلظـت بـالاƽ گـروه           بخش بوده 

 .ملاحظه است

 بـه   S99آبورتـوس   بروسـلا    OMPsبادƽ اختصاصي به      پاسخ آنتي 

        در روزهــاIgGƽعيــار آنتــي بــادƽ . ارزيــابي شــد ELISAروش

      بعد از اولين تزريـق تعيـين گرديـد و بـه صـورت             ۲۱ و   ۱۴ ،   ۷ ،   ۰

از سرم . بيان شد) OD unit ±SD(دانسيته نورƽ و انحراف معيار 

. زايي شده به عنوان کنترل منفي استفاده شد       هاƽ غير ايمني  خرگوش

از نظـر   ELISA – readerهاƽ بـه دسـت آمـده بـا دسـتگاه      داده

عيـار سـرم حيوانـات      ). ۱جـدول ( آمارƽ  تجزيه و تحليـل شـدند         

   ).P<0.05(دار بيشتر از کنترل منفي بودطورمعنيزايي شده بهايمني

  

  :بحث

 S99 توسربروسلا آبو OMPsدر اين مطالعه به منظور تخليص 

و نيـز روش    )۱۹۸۱(هـاƽ ورسـتريت و همکـاران      اƽ از روش  آميخته

ــولي و  ــادƽ )۵-۷(اســتفاده شــد) ۲۰۰۲(همکــاران کون و مقــدار زي

دسـت آمـده در نتيجـه       الگوƽ پروتئيني بـه   . پروتئين تخليص گرديد  

SDS – PAGE از OMPs   ديگـر    بـا روش  تخلـيص شـده ƽهـا

کند کـه  اين مشاهده ثابت مي  . متفاوت است ) روش دوبرƽ و بيزارد   (

  تفــاوت در روش اســتخراج باعــث تفــاوت در پروفايــل پروتئينــي 

SDS – PAGEطبــق روش بکــار رفتــه بانــد ). ۷( خواهــد شــد

هـا،  هـا، يعنـي پـورين       پروتئيني نمايان شده به دسته دوم از پـروتئين        

نـسبت بـه    بروسلا آبورتـوس    ها در    از پروتئين  اين گروه . تعلق دارد 

هـاƽ ديگـر       بيشتر هستند و نـسبت بـه پـروتئين         تنسيس  بروسلا ملي 

.  غشاء خارجي توانايي بيـشترƽ در تحريـک سيـستم ايمنـي دارنـد             

  OMP2b وOMP2aهـادر جـنس بروسـلا توسـط دو ژن      پورين

 دارنـد و بـا      DNA تـشابه     درصـد  ۸۵شوند که بيش از       ميرمزدهي  

ــروتئين  ــوزاروم  در RopAپ ــوم لگومين ــد۴۰-۳۰ (ريزوبي و ) درص

از نظــر تــوالي ) درصــد۳۸(بــارتونلا هنــسله در OMP43پــروتئين 

  ).۱۶و۱۵(آمينواسيدƽ مشابه هستند

رسد كه دليل تفاوت در الگوƽ به دست آمده ايـن اسـت             نظر مي   به

 شـده    بروسلا از ديواره سلولي هضم     OMPsکه در ضمن استخراج     

     ƽبا ليزوزيم، احتمالاً مقدارLPS   هـايي از مـورين همـراه        و بخـش

تواند سبب تفاوت پروفايل پروتئيني در      ها وجود دارد که مي    پروتئين

در تجزيــه و تحليــل  ). ۱۷( گــردد SDS – PAGEروƽ ژل 

ELISA    سرم خرگوش ايمني ƽبه ها    زايي شده، تركيب  پورين      رو 

بيــشترين پاســخ  S99  آبوتــوسبروســلا ســاكاريد همــراه ليپــوپلي

   . تزريـق القـاء نمـوده اسـت        هومورال را در يك هفته بعد از سومين       

  بـه  LPS تركيب زايي شده با  هاƽ ايمني   درگروه خرگوش  علاوه، به

پورين، عيار آنتـي بـادƽ بـه طـور      همراه بهCFA پورين  و  همراه

لذا، اين دو   . ها است معني دارƽ بالاتر از  گروه تزريق شده با پورين         

گرچـه  . شـوند   ترين ترکيبات معرفـي مـي       تركيب به عنوان ايمونوژن   

 ƽتفاوت بين عيارهاIgGدر دو گروه   LPSو پـورين  همـراه   به  

CFAپورين معني دار نيست  همراه به)(P>0.05 ،اما هر دو گروه، 

 و LPS هاƽ بدون در مقايسه با حيوانات ايمني زايي شده با پورين

CFA نـشان دادنـد     ، به ƽطور معنـي دار عيـار بيـشتر (P<0.05). 

 ƽعيار    سطوح بالا IgG    توسربروسلا آبو  بر عليه S99   مقايـسه   در

 و  بروسـلا آبورتـوس     هـاƽ   با گروه كنتـرل، ايمونوژنيـسيته پـورين       

طوريكـه مراحـل    به. دهدها را نشان مي     صحت روش تخليص پورين   

ƽها و طبيعي پورينايمونوژنيك  متعدد روش تخليص با ساختارها  

    CFA با  Porin   و Porinهمراهبه LPS چون. كندتداخل نمي

 ƽبالا ƽعيارها  IgG نمايد مي را القاء ، LPS  بروسلا آبورتوس  
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S99         ƽهمـين بـاکتر ƽپورين ها ƽبـه عنـوان يـك ادجوانـت          برا

ƽبا اثر مشابه    (قوCFA(      بـه   .گـردد   ميبا منشاء ميكروبي محسوب  

 تـوس ربروسـلا آبو  LPS با توجه به سميت پايين   د كهرس  مينظر

ــه  ــسبت ب ــر از   (CFA ن ــسيته كمت ــر پيروژني ــزار براب  LPSده ه

ازدياد حساسيت تاخيرƽ، ادجوانـت      ونيز عدم ايجاد  ) انتروباكترياسه

ترکيب  ).۱۸-۲۰(ترƽ در مقايسه با ادجوانت هاƽ رايج باشد          مناسب

LPSو Porin ب واکسن زيرواحد ترکيبـي   به عنوان بهترين داوطل

هـاƽ   تـوپ  گرچـه اپـي  . شـود در بين ترکيبات بيان شده پيشنهاد مـي     

تـر نـسبت     به طور قـوLPS ƽ در ) O ) OPSساكاريد  زنجيره پلي

بــادƽ را دارنــد امــا در تركيــب   قــدرت تحريــك آنتــيOMPsبــه 

 را  Tهاƽ ايمني وابسته به لنفوسيت      پيشنهادƽ فوق، پورين ها، پاسخ    

 كه يك آنتي ژن غيروابسته بـه   LPS  نمايند، در حاليكه  تحريك مي

است، نمي تواند خاطره ايمونولوژيـك را ايجـاد نمايـد            Tلنفوسيت  

هـاƽ  ها به دليل حـضور زنجيـره      با توجه به اينكه پورين    ). ۲۰و  ۱۹(

هـاƽ بروسـلاƽ نـوع    بيشترين گونه( هاƽ صاف  درگونهOPS بلند

هـم فاقـد   LPS هـا هـستند و   كمتر در دسترس آنتي بـادƽ ) وحشي

مي باشد، تركيبي     Tهاƽ وابسته به    ژنآنتي ايمونولوژيك   خصوصيات

 بـه طـور     S99 تـوس ربروسـلا آبو  از اين دو ساختار ديواره سلولي       

       كنـد  و هـم ايمنـي هومـورال را القـا مـي           موثرƽ هم ايمنـي سـلولي       

ƽ  بــه همــراه توانــايي بــالا بــراLPS پيروژنيـسيته پــايين  ).۲۱-۱۹(

  ƽاختصاصي عليه بروسلا و امكـان كـاربرد آن            تحريك آنتي باد ƽها

هاƽ بروسلا، همگي خصوصياتي    به عنوان يك ادجوانت براƽ پورين     

 و پورين بروسلا را براƽ تحريـك  LPS هستند كه كاربرد مجموعه 

               ايمني حفاظتي و طولاني مدت بـر عليـه عفونـت بروسـلا پيـشنهاد               

عنـوان   بـه    OMPsايـن دو دليـل، انتخـاب        ). ۲۲و۲۰و۱۹(كننـد مي

  . نمايد داوطلبين واکسن زير واحدƽ را مطرح مي

  

  :گيرƽنتيجه

هاƽ قـوƽ     ژنها به عنوان آنتي   پروتئين ؛ايمني  براƽ تحريک سيستم    

گردنـد، ايمنـي      هاƽ خاطره مي  شوند، باعث ايجاد سلول   محسوب مي 

ي براƽ افـراد ندارنـد و       کنند، هيچ گونه سميت   طولاني مدت ايجاد مي   

جهت  (LPSها همراه   زمانيکه پروتئين .  سرانجام کاملاً ايمن هستند   

استفاده شوند بـسيار مـوثرتر خواهنـد        )  ايمني تحريک بيشتر سيستم  

لذا، به عنوان داوطلب مناسبي براƽ طراحي و توسـعه  واکـسن             . بود

  . زير واحد جهت پيشگيرƽ از بروسلوز انساني  مورد توجه هستند
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  مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران
  31- 37 ، صفحات1387 پائيز و زمستان 4و 3 هاي شماره2سال 

      
هاي  درسويهhly, cnf-1, sfa , papهاي ويرولانس ارزيابي اپيدميولوژيك ژن

 جدا شده از كودكان مبتلا به عفونت مجاري ادرارياشريشيا كلي 

  
  ۱ امين شهيدƽمانلي ،۲ فاطمه امام قريشي،۱*شهره فرشاد

  

۱ (ƽپزشکي شيرازدانشگاه علوم، مرکز تحقيقات ميکروب شناسي باليني استاد البرز   

 بخش اطفال، دانشکده پزشکي، دانشگاه علوم پزشکي جهرم ) ۲

  شهره فرشاد، مرکز تحقيقات ميکروب شناسي باليني استاد البرزƽ، دانشگاه علوم پزشکي شيراز: نويسنده رابط

   s-farshad@yahoo.com      ۰۷۱۱-۶۴۷۴۳۰۳:    فاکس۰۷۱۱-۶۴۷۴۳۰۴: تلفن 

              

  ۱۳/۳/۸۸:       تاريخ پذيرش مقاله ۲۳/۱۱/۸۷: تاريخ دريافت مقاله   

  :چكيده  
ژن ويـرولانس  چهـار  . ها در کودکان اسـت  بيمارƽيکي از شايع تريناشريشيا کلي عفونت دستگاه ادرارƽ ناشي از      : زمينه و اهداف  

pap, cnf-1, hly و sfaاپي تليـال  ويژه اتصال به سلول در اين ارگانيسم عامل مهمي در پاتوژنيسيته و به ƽايـن مطالعـه   . هـستند ها

        ƽارزيابي چهارژن ويرولانس در سويه ها ƽکودکـان مبـتلا   اشريشيا کلي  برا ƽادرار ƽو    جدا شده از نمونه هـا ƽبـه عفونـت ادرار 

  .انجام گرفت همچنين در راستاƽ برقرارƽ ارتباط آنها با شواهد باليني

          هـاƽ  ادرارƽ مراجعـه کننـده بـه بيمارسـتان             ادرار کودکـان مبـتلا بـه عفونـت          نمونـه  ازاشريـشيا کلـي     سويه هـاƽ    : روش بررسي 

هـاƽ  ژن وجـود  سـويه هـا از نظـر   . گرديد جدا شد، و با تست هاƽ افتراقي شناسائي  ) ۱۳۸۵ الي مرداد ۱۳۸۴مرداد (مطهرƽ جهرم 

pap, cnf-1, hly و sfa، پليمراز ƽبا روش واکنش زنجيره ا (PCR)ارزيابي شدند ، .  

 ماه، جـدا  ۸/۲۱±۹/۲۶  ساله، با ميانگين سني ۱۴ ماهه تا ۱ کودک ۱۰۱هاƽ ادراراز نمونهاشريشيا کلي  سويه ۹۶درمجموع  :يافته ها

هـاƽ  درصـد شـيوع ژن    . پيلونفريت بـود  %) ۱/۵۲(  مورد ۵۰سيستيت و در    %) ۹/۴۷( مورد   ۴۶تشخيص افتراقي بيمارƽ باليني در      . شد

hly , sfa , pap و cnf-1    ۲۶% (۲۷/ ۱هـا   بـه ترتيـب در ميـان سـويه=n( ،۶/۱۴) %۱۴=n( ،۵/۱۳) %۱۳=n ( ۹/۲۲و) %۲۲=n ( ۳۲.  بـود 

ها درگروه سني بالاƽ    شايع ترين ژن  . براƽ تمامي چهارژن مثبت بودند     %) ۳/۶( نمونه   ۶ها و   اƽ حداقل يکي از ژن    بر %)  ۳/۳۳(نمونه  

             بـه طـور قابـل   cnf-1ژن ) . >P ۰۵/۰(  شـيوع بيـشترƽ داشـت    hly مـاه  ۴۸ بودنـد امـا در سـنين زيـر      sfa و papهـاƽ   ماه ژن۳۶

  ).P=۰۴۹/۰(هاƽ غير طبيعي کليوƽ داشتند، متداول تر بود در سونوگرافي يافتهملاحظه اƽ درتعدادƽ از بيماران، که
مـوارد    بيـشتر  بـه دليـل شـيوع   . اسـت   مـشابه سـاير بررسـي هـا    sfa و pap , cnf-1, hlyشيوع ژن هاƽ ويرولانس  : نتيجه گيري

ممکن است  مـا را در تـشخيص زود    ادرار هاƽها، تشخيص سريع آنها در نمونه    پيلونفريت در ارتباط با ارگانيسم هاƽ حامل اين ژن        

  .هنگام پيلونفريت احتمالي و تسريع در مديريت درماني کمک نمايد

  هاƽ ويرولانسژن,  واکنش زنجيره اƽ پليمراز, سيستيت,پيلونفريت, اشريشيا کلي: كليد واژه ها

  



  ... درسويه هاhly, cnf-1, sfa , pap ƽارزيابي اپيدميولوژيک ژن هاƽ ويرولانس /  ٣٢

 

 

  :مقدمه

 ƽادرار ƽعفونــت مجــار(Urinary tract infection: UTI) 

ترين عامل   شايع اشريشيا کلي  است و    هاترين عفونت يکي از متداول  

تمامي  %۹۰ اين ارگانيسم همچنين عامل  ).۱(آن شناخته شده است 

). ۲(هاƽ ادرارƽ شناخته شـده در  بيمـاران  سـرپائي اسـت               عفونت

 دو عامل حساسيت ميزبان و ويرولانس       شدت عفونت بستگي به هر    

ƽعفونت زا دارد   باکتر ƽها .       ƽبيماراني که مشکلات پزشکي زمينـه ا

ƽ برخي اختلالات آناتوميـک در مجـارƽ ادرارƽ        دارند، يا به واسطه   

مبتلا بـه اشـکال در جريـان ادرار هـستند، و يـا درگيـر مـداخلات                  

ƽ ادرارƽ بـا    باشند، مستعد کلونيزاسيون مجـار    تشخيصي درماني مي  

 که  اشريشيا کلي هاƽ  به نظر مي رسد سويه    ). ۳( هستند   اشريشيا کلي 

هـاƽ ويـرولانس    ويژگـي داراƽ قابليت عفونت زائي ادرارƽ هـستند   

دهند که در کلونيزاسـيون سـطوح مخـاطي         مختلفي از خود نشان مي    

تواننـد بـه    بدين ترتيـب مـي    . ميزبان و مهار دفاع ميزباني نقش دارند      

  ƽرا بدهند که در حالت طبيعي           باکتر ƽادرار ƽاجازه تهاجم به مجار

  ).۴(استريل هستند

کنند که از آن   هاƽ مختلفي فاکتورهاƽ ويرولانس ادرارƽ راکد مي      ژن

  :هاƽ ذيل اشاره کردتوان به ژنجمله مي

                ،فـــاکتور نکـــروز کننـــده ســـيتو توکـــسيک(hly) همـــوليزين 

(cnf-1) ، ( pap) p-pili F13خـانواده   ، ادهزين ƽهاS (sfa) ، 

 و تعـدادƽ از فاکتورهـاƽ   (fyu)  ،يرسينيا بـاکتين (aer)آئروباکتين 

 کــه در (sat-1) و توکــسين خــود منتقــل شــونده (K5)کپــسولي 

هاƽ تشکيل دهنده پلاسميدها واقع شده اند که        کروموزوم و يا دسته   

برخي از  . ندشو خوانده مي  (PAIs)تحت عنوان جزاير پاتوژنيسيتي     

  cnf-1, hly (PAI-I) ; pap ,hly ;(PAI-II)ژن هــا همچــون 

sfa ;(PAI-III) و fhy (PAI-IV)ــه ــاƽ  بــ ــوان مارکرهــ           عنــ

PAIانـــداختن ) ۵(شـــوند  بکـــار بـــرده مـــي ƽکـــه بـــا از پـــا              

هـاƽ  هاƽ دفاعي ميزبان نقـش مهمـي را در پـاتوژنز سـويه            مکانيسم

    آنهـا مثـل   يکـي از  .جـاد بيمـارƽ بـه عهـده دارنـد          و اي  اشريشيا کلي 

(pap or p fimbriae)  pilus     بـا پيلونفريـت در ارتبـاط اسـت 

دهند که در بزرگسالان، دفاع     ها نشان مي  هذا اغلب بررسي  مع). ۷،۶(

در ايـن   . هاƽ ويـرولانس شـود    شاخص  تواند مانع اتصال  ميزبان مي 

 hly و cnf-1, sfa, pap هاƽ ويـرولانس  بررسي اپيدميولوژƽ ژن

  UTI آنها با شواهد باليني در کودکان مبتلا بـه ارزيابي شد و ارتباط

  . تعيين گرديد

  

  :مواد و روش ها

 مراجعه کننده به بيمارستان مطهـرUTI       ƽکودکان مبتلا به     :بيماران  

   UTI.  بررسي شدند  ۱۳۸۴-۸۵  هاƽ مرداد  فاصله ماه  در جهرم

  

ان و بر پايه علائم بـاليني و نتـايج آزمايـشگاهي            توسط کادر بيمارست  

صورت باليني در نوزادان همراه    پيلونفريت حاد به  . تشخيص داده شد  

، درد، حـساسيت ناحيـه لومبـار و          )C ۵/۳۸°دماƽ بالاتر از  ( با تب   

سيستيت زماني مورد توجـه قـرار گرفـت کـه           . سپسيس تعريف شد  

     ƽپيـور ƽبيمار دارا)pyuria (   ر  و سـوزش ادرا)dysuria (  بـدون

   اطلاعات مربوط بـه سـن ، جـنس، سـابقه قبلـي عفونـت،               . تب بود 

هائي که بيمار اخيراً مصرف کرده بود و سـابقه بـسترƽ            آنتي بيوتيک 

 UTI روز گذشـته بـراƽ تمـام بيمـاراني کـه داراƽ              ۲۸شدن  طـي     

معيـار  . اکتسابي از جامعه بودند با پرسـش نامـه جمـع آورƽ شـدند           

هـاƽ بيمارسـتاني     مطالعه شامل موارد ابتلا به عفونت      حذف بيمار از  

 ساعت بعد از پذيرش و يا طي چهـار          ۴۸هائي که   يعني عفونت . بود

  .هفته پس از ترخيص قبلي مشاهده شده بودند

 از نمونـه هـاƽ ادرارƽ       کلياشريشيا   هاƽ سويه :هاجدا سازƽ سويه  

). ۸(ئي شدند   هاƽ استاندارد متداول شناسا   جدا و با استفاده از روش     

 شـامل يـک کـشت       اشريـشيا کلـي    حاد با    UTIمعيار آزمايشگاهي   

.  کلني در هـر ميلـي ليتـر ادرار بـود           ۱۰۵مثبت با تعداد کلني حداقل      

هاƽ بعـدƽ تجديـد کـشت       هاƽ جدا شده براƽ آزمايش    سپس سويه 

   ).۱۰و۹(شدند 

 به مدت يک شـبانه روز       اشريشيا کلي هاƽ   سويه  :DNAاستخراج  

.  کشت داده شـدند C ۳۷° درleuria Bartauni brothدر محيط 

 ƽمايع ته نشست و جدا گرديـد، در آب          ها از محيط  سپس باکتر ƽها

 ۱۰صورت سوسپانسيون در آمد و بـه مـدت          مقطر استريل مجدداً به   

عنوان پس از سانتريفوژ، مايع روئي به     .  جوشانده شد  C ۹۵°دقيقه در 

 ƽالگوDNA تا انجام آزمون PCR در °C ۲۰-شد ƽنگهدار .  

بـا  cnf-1, sfa , pap , hly هـاƽ تـشخيص ژن :PCR  آزمـون 

ــد            اســتفاده از پرايمرهــائي انجــام شــد کــه قبلاًگــزارش شــده بودن

 TIB MOLBIOL syntheselabor GmbHاز و ) ۱۱(
(Berlin, Germany)توالي اين پرايمرهـا همـراه   .  تهيه گرديدند

هـا و مـواد   ديگر آنزيم.  آمده است۱ل  با توضيحات مربوطه در جدو    

.  تهـران تهيـه شـدند   Cinnagen chemicalشـيميائي از کمپـاني   

براسـاس  ) اپنـدرف آلمـان   ( Thermal cyclerتکثير در دسـتگاه  

 و همکـارانش انجـام شـد        Yamomotoروش ارائه شـده توسـط       

قطعه مورد تکثير، الکتروفـورز درژل آگـارز     متناسب با اندازه). ۱۲(

  bp DNA ladder 100    در کنار يک مارکر   درصد و۵/۱

(MBI, fermentas , Lithuria) انجام پذيرفت  .  

 ƽاطلاعات  با نرم افزار  :تجزيه و تحليل آمارwindows spss  

(version 11.5) پارامتريک و غير. پردازش شدند ƽمتغيرها ƽبرا 

  از    متغيرهـا   و براƽ ارزيـابي ارتبـاط       توصيفي     از آمار    پارامتريک



   ٣٣  /   شهره فرشادوهمكاران                  )                   ١٣٨٧ ئيز و زمستانپا ٤ و٣هاƽ  شماره٢سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران  

 
 

 

  . استفاده شد logic regression و chi square و t studentهـاƽ  آزمـون 

  

  

 هاƽ ادرارƽکلي جدا شده از نمونههاƽ اشريشياهاƽ ژني در سويه  ترادف پرايمرهاƽ بکار رفته براƽ تکثير ترادف:١جدول 

  

  

  :هايافته

 UTI کودک مبـتلا بـه       ۱۰۱از   : اشريشيا کلي هاƽ  بيماران و سويه  

 سـويه   ۹۶پسر بودنـد    %) ۵/۳۷( نفر   ۳۶و  دختر  %) ۵/۶۲( نفر   ۶۵که  

 سـال   ۱۴ مـاه تـا      ۱دامنـه سـني بيمـاران از        .  جدا شـد   اشريشيا کلي 

 ۴۶، در  E coliدر بيماران مبتلا بـه  .  بود)ماه۸/۲۱±۹/۲۶ ميانگين(

ــر  ــستيت و در % ) ۹/۴۷(نف ــر۵۰سي ــاد %) ۱/۵۲(  نف ــت ح پيلونفري

شيوع پيلونفريت در دختران در مقايسه با پـسران         . تشخيص داده شد  

از ميـان ايـن     ). P=0.04% ( ۴/۳۶درمقايـسه بـا     % ۲/۶۳ :بيشتر بـود  

% ) ۸/۳۷( نفـر  ۱۴ نفر سونوگرافي شـده بودنـد کـه     ۳۷بيماران فقط   

 اسـتنوزييس   ,شت ادرار هاƽ غيـر طبيعـي همچـون بازگ ـ       داراƽ يافته 

UPJ) (Ureteropelvic junction stenosis  ــد ــه چن  ، کلي

   ).۲جدول ( کيستي و يا کليه منفرد بودند 

اƽ تجزيه و تحليـل واکـنش زنجيـره       در  :  هاƽ ويرولانس شيوع ژن 

براƽ  %۵/۱۳هاƽ ويرولانس از  ژن  شيوع طيف   ) ۱شکل    ( پليمراز  

 hly ۱/۲۷ تا % ƽبرا papاز دو ژن کـد کننـده ادهـزين    . ود متغير ب

هـا   در تعداد بيشترƽ از سـويه      sfa  در مقايسه با      papمورد مطالعه،   

     از  امـا ). n=۱۴,%۶/۱۴در مقايـسه بـا      , n=۲۶, %۱/۲۷(شناسائي شد 

  %۹/۲۲بـا شـيوع    cnf-1 دو ژن تحت بررسي کد کننده توکـسين،   

)۲۲=n ( نسبت بهhly  ۵/۱۳ با شيوع) %۱۳=n (تر بودفراوان.  

۳/۳۳) %۳۲=n ( حـداقل يـک ژن و           از ايزوله ƽ۳/۶هـا بـرا) %۶=n (

ƽنتايج ارتباط  . هر چهار ژن مثبت بودند برا  ƽسن  بين معني دار   

در بيماراني که سن آنها بالاتر از      . ها را نشان دادند   بيمار و حضور ژن   

 بيشتر بود درصورتي کـه در  sfa , papهاƽ  ماه بود فراواني ژن۳۶

در % ۷/۶۶(تـر بـود    متـداول  hly مـاه ژن  ۴۸تـراز  وه سني پائينگر

        در بيمــاران مبــتلا بــه ). ۲جــدول  ( )P<o.o5%:  ۳/۳۳مقايــسه بــا 

، شيوع پيلونفريـت بيـشتر از    hlyو cnf-1, sfa , pap هاƽ سويه

% ۷/۶۶و % ۵/۶۲, %۳/۶۳, %۷/۸۵  طـورƽ کـه در  بـه . سيستيت بـود 

مثبـت   pap, sfa, cnf-1, hlyهاƽ  اƽ ژنمواردƽ که به ترتيب بر

همچنـين ارتبـاط   . بودند، موارد ابتلا به پيلونفريت تشخيص داده شد  

ــين وجــود ژن  ــي دارƽ ب ــهcnf-1معن ــر عــادƽ در  و يافت هــاƽ غي

از %  ۳/۸۳نحـوƽ کـه در        بـه   . سونوگرافي بيماران  وجـود داشـت      

هـاƽ  يافتـه  تشخيص  داده شـد   cnf-1هاƽ  بيماراني که ژن       ايزوله

   ).P=0.019(غير عادƽ در سونوگرافي گزارش گرديد 

  

  

 

 

 

 اندازه محصول                                                  (/3-/5) ترادف پرايمر                          پرايمر                ژن و ناحيه مورد نظر     

PCR (bp)   

hly                              F              AACAAGGATAAG CAC TGT TCT GGC T                        ١١٧٧ 

R          ACC ATA TAA GCG GTC ATT CCC GTC A 

cnf-1                            F                 AAG ATG GAG TTT CCT ATG CAG GAG                          ٤٩٨ 

R           CAT TCA GAG TCC TGC CCT CAT TAT T 

pap                              F                 GAC GGC TGT ACT GCA GGG TGT GGC G                       ٣٢٨ 

R            ATA TCC TTT CTG CAG GGA TGC AAT A 

sfa                               F           CTC CGG AGA ACT GGG TGC ATC TTA C                               ٤١٩ 

R             CAT CAA GCT GTT TGT TCG TCC GCC G 
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  هاƽ ادرارƽهاƽ مختلف کودکان مبتلا به عفونتکلي جدا شده از گروههاƽ ويرولانس در سويه هاƽ اشريشياشيوع ژن:  ٢جدول 

  

  

  

  

 

 

  کلي جدا شده از نمونه ادرار کودکان مبتلا به عفونت ادرارƽ سويه اشريشيا۴هاƽ ويرولانس در  براƽ تشخيص ژنPCRنتايج : ١شکل 

  ,) bp-۴۱۹sfa: (٣رديف  , ) bp-۳۲۸pap: (٢ رديف ,)bp plus ladder-100(مارکر وزن مولکولي : ۱ رديف 

  ) bp-۱۱۷۷hly: (٥رديف , ) bp-۴۹۸cnf-1: (٤ رديف

  

  

  

  

   سن بر حسب ماه جنس سونوگرافي يافته کلينيکي

 فاکتور ويرولانس
تيت       سيس   پيلونفريت غير نرمال          نرمال       >٣۶      مونث       مذکر            ٣۶>       ۴٨<     ۴٨>     

           pap   + (%)          ٧/۶۶                ٣/٣٣            ۵/۶٢           ۵/٣٧          ٧/۴١        ٣/۵٨           ٧۵          ٢۵     ---          --- 
                     - (%)           ۵/۴۶                ۵/۵٣            ۵/۵۴           ۵/۴۵          ٣/٣٣        ٧/۶۶        ۵/٨٧    ۵/١٢         ---          --- 
          sfa    + (%)            ۵/۶٢                ۵/٣٧            ٣/٣٣            ٧/۶۶         ٣/٣٣         ٧/۶۶       ٣/۶۴    ٧/٣۵         ---          --- 
                   - (%)               ۵٠                     ۵٣            ٠/۵٩            ٧/۴٠         ٩/٣۵         ١/۶۴       ٨/٨٧    ٢/١٢         ---          --- 

         cnf-1 + (%)             ۶/۶٣                ۴/٣۶            ٧/١۶           ٣/٨٣            ٣۵             ۶۵        ٧/۶۶     ٣/٣٣        ---          --- 
                   - (%)             ٧/۴٨                ٣/۵١            ۴/٧٢            ۶/٢٧         ٧/٣۵         ٣/۶۴       ۶/٨٩     ۴/١٠        ---          ---  
         h ly   + (%)           ٧/٨۵                ٣/١۴            ٠                ١٠٠               ۵٠            ۵٧       ---          ---           ٠/۶۶     ٣/٣٣   
                   - (%)          ١/۴٧                ٩/۵٢             ٨/۶١           ٢/٣٨         ٣/٣٣         ٧/۶۶          ---          ---       ۵/٨٩      ۵/١٠  

١ ٢ ٣ ٤ ٥



  ۳۵  / فرشادوهمكارانشهره                                  )      ١٣٨٧ زمستانئيز و پا ٤ و٣هاƽ  شماره٢سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران  

 
 

 

  :بحث 

 که از بيماران مبـتلا بـه        کلياشريشياهاƽ ويرولانس   باره شيوع ژن  در

UTI        در يـک   .  جدا شده اند، تحقيقات مختلفي صورت گرفته است 

هاƽ جـدا شـده      درصد سويه  ۷۰بررسي در اسپانيا نشان داده شد که        

  ).۱۳( هاƽ ويرولانس مورد نظر هستند حامل حداقل يکي از ژن

 Silveria         ƽو همکارانش شيوع فنوتيپ ها (afa+-sfa+-pap+) 

 ،+sfa و pap+-sfa+را در ســويه  ƽادرار ƽبــه کلــياشريــشيا هــا 

گـزارش   درصـد    ۶۹/۷ درصـد و     ۳۸/۱۵, درصد۴۶/۳۸ترتيب شيوع   

  تنها دو مـورد مثبـت گـزارش          cnf-1 که براƽ ژن     در حالي . کردند

 جـدا  اشريـشيا کلـي   سـويه  ۱۶۱ با بررسي  Arrisoy). ۱۴(گرديد 

ــشان داد      ــارƽ ادرارƽ ن ــت مج ــه عفون ــتلا ب ــان مب ــده از کودک              ش

هاƽ ويرولانس مثبـت    نهابراƽ حداقل يکي از ژ     سويه  درصد ۳۸/۵۸

هـا بـه    درکل ايزولـه hly, sfa, cnf-1, pap هاƽفراواني ژن. بوند

مـا نيـز در     ) . ۱۱( درصـد بـود      ۲۴/۱ و   ۲۱/۶, ۹۴/۹, ۹۸/۲۲ترتيب  

ترتيب در   را به hly و sfa, cnf-1, pap  هاƽ ژن  مطالعه حاضر

هاƽ از سويه  درصد   ۵/۱۳ درصد و    ۶/۱۴ درصد ،    ۲۲ درصد ،    ۱/۲۷

           هـا مهـم و بـارز بـه نظـر          آنچه کـه در بررسـي     .  يافتيم اشريشيا کلي 

 در مقايـسه بـا سـاير فاکتورهـا          papتـر ژن    رسد وجود شاخص  مي

اين يافته شايد دلالت بر نقش کليدƽ اين فـاکتور ويـرولانس            . است

در سويه هاƽ   . داشته باشد  اشريشيا کلي هاƽ  سويه ناشي از    UTIدر  

عنـوان   به Pعامل عفونت ادرارƽ به وضوح وجود پيلي      اشريشيا کلي   

. ده کلونيزاسـيون و تهـاجم شـناخته شـده اسـت           فاکتور ترغيب کنن ـ  

اتصال باکترƽ به مخاط مثانه مرحلـه حيـاتي و اصـلي بـراƽ ايجـاد                

هاƽ در واقع نقش ژن   ). ۱۶و۱۵(است  اشريشيا کلي   عفونت ناشي از    

 در بيماران مبـتلا     اشريشيا کلي  در ظهور باکتريورpap      ƽکلاس دو   

د چـشمگيرتر اسـت      نسبت به بيماران مبتلا به کلانژيت حا       UTIبه  

)۱۷ .(  

     ƽاهميت نقش ادهزين ها pap     پيلونفريت ناشي ƽدر پاتوفيزيولوژ 

ــياز  ــشيا کل ــده اســت    اشري ــزارش ش ــات گ ــسيارƽ از مطالع      در ب

در مطالعه حاضر نيز ابتلاء بـه پيلونفريـت در ارتبـاط بـا              ). ۲۱-۱۸(

   ƽژن   اشريـشيا کلـي   ايزوله ها ƽويـرولانس بودنـد از     کـه دارا ƽهـا

 ۳/۶۳,  درصـد ۵/۶۲,  درصـد ۶/۶۶. واني بيشترƽ برخـوردار بـود    فرا

              هـاƽ از لحـاظ ژن    کـه بـه ترتيـب      بيمـاراني از   درصد   ۷/۸۵درصد و 

hly, cnf-1, sfa, papبه پيلونفريـت مبـتلا بودنـد     مثبت بودند  .

 pap مـورد پيلونفريـت از لحـاظ ژن          ۴۲ مورد از    ۲۵دريک بررسي   

 سويه جداشـده از بيمـاران مبـتلا    ۵۸ سويه از ۶مثبت بودند، اما تنها  

در ايــن بررســي ميــزان . بــه سيــستيت بــراƽ ايــن ژن مثبــت بودنــد

 ۳۴  دربيماران مبتلا به پيلونفريت بـه ترتيـب   cnf-1  و hlyفراواني

 و همکاران نشان دادند     Chatal). ۲۲(بودند   درصد     ۹/۲۱درصد و   

 شده از پيلونفريـت     از سويه هاƽ جدا   % ۴/۷۹ در   papهاƽ  که اپرون 

ويا همراه با   )  درصد نمونه ها   ۵/۵۱در  (که يا به تنهائي     , يافت شدند 

 ).هـا  درصد از نمونه   ۹/۲۷در  ( بودند   sfa/foc ويا اپرون    afaاپرون  

هـاƽ   را درميـان سـويه     pap فراواني بالاƽ اپرون هـاƽ       مشاهدات،  

        همچنــين. مــرتبط بــا بــروز پيلونفريــت تائيــد کــرداشريــشيا کلــي 

ــشان  ــدن ــهدادن ــرون  ک ــاƽاپ ــاخصsfa/foc و afaه ــاƽ  از ش ه

uropathogenic   نشان داده شده اسـت کـه توانـائي         ). ۲۳( هستند

تليال نقش پيش شرط ولازم را در کلونيزاسـيون  اتصال به سطوح اپي 

ــي ــه  م ــابمجــارƽ ادرارƽ دارد، ک ــد در غي ــاƽ  ناهنجــارƽ توان ه

 بيماران مبتلا به پيلونفريـت      بررسي.  شود UTIاورولوژيک منجر به    

      ƽويـا مـداخلات         حاد نشان داد کـه ناهنجـار ƽادرار ƽمجـار ƽهـا

هاƽ غيـر پـاتوژن اجـازه       داروئي درماني ممکن است که به ارگانيسم      

بر همين اساس برخـي از      ). ۲۴(ها را بدهد    ورود و دسترسي به کليه    

ƽ هـا هاƽ چسبندگي در سويه   کنند که نبود ويژگي   محققين فرض مي  

      توانـد جدا شـده از بيمـاران مبـتلا بـه پيلونفريـت مـي            اشريشيا کلي   

اƽ يـا  هـاƽ آناتوميـک زمينـه   عنوان يک شاخص وجود ناهنجـارƽ   به

ƽباليني، مورد استفاده قـرار گيـرد       بيمار ƽلـذا، چنـين وضـعيتي     . ها    

) ۲۴(هاƽ بيشتر و تکميلي هدايت کند    تواند ما را به سمت بررسي     مي

ــي.  ــي  در بررس ــر فراوان ــه  pap و  sfa  حاض ــاراني ک  در بيم

شد، کمتر بود مي درسونوگرافي کليه آنها شواهد غير طبيعي مشاهده        

صورت چـشمگير بيـشتر بـود         در اين بيماران به    cnf-1اما فراواني   

)P=0.019 .(   

  

ƽنتيجه گير:  

 ,pap , sfa, hly )هـاƽ ويـرولانس  مطالعه حاضر گزارشـي از ژن 

cnf-1) در   ƽاز جنـوب   اشريشيا کلي سويه ها ƽادرار ƽبيمـاريزا 

ايران است که با دستاوردهاƽ بسيارƽ از کشورهاƽ ديگـر مطابقـت            

تـشخيص  , هابه دليل شيوع بيشتر پيلونفريت درحضور اين ژن       . دارد

سريع آنها در نمونـه هـاƽ ادرارƽ مـي توانـد بـه قطعيـت بيـشتر و                   

هـاƽ  فقـدان ويژگـي   , هذامع.  پيلونفريت کمک کند   ترسريعمديريت  

که از يک بيمار مبتلا به پيلونفريت جدا        کلي  اشريشيااتصال در سويه    

   .شده است بررسي و مطالعه بيشتر آن بيمار را توجيه مي سازد
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هاي باليني  سويهغربالگري ناليديكسيك اسيد جهتارزيابي آزمون حساسيت به 

  سينسيپروفلوكسا يافته به اهش كحساسيتبا  سالمونلا
  

، ۱علي ناغوني ،۳، داريوش نوروزيان۱ناصر هرزندƽ ،۳دƽ نجاتي، مه۳سيادت ، سيد داور ۲، رضارنجبر ۱نگين ايرانشاهي

، بهمن تبرائي۲، سهيلا يوسفي ۲، زهرا سفير۲ƽسعيد مروتي
*۳  

  
   گروه ميکروبيولوژƽ، دانشگاه آزاد اسلامي واحد کرج) ۱

  )عج(مرکز تحقيقات بيولوژƽ مولکولي، دانشگاه علوم پزشکي بقيه االله ) ۲

۳ ( ƽباكتريايي ، انستيتوپاستور ايران تحقيقاتومجتمع توليد ƽي ، بخش واكسن ها  

  تحقيقاتي ، بخش واكسن هاƽ باكتريايي ، انستيتوپاستور ايران و مجتمع توليدƽ، بهمن تبرائي: نويسنده رابط

    tabaraie@kfg.ir          ۰۹۱۲۳۶۱۸۱۶۰: همراه

                  

  ۲۱/۴/۸۸:       تاريخ پذيرش مقاله ۳۱/۲/۸۸: اريخ دريافت مقاله ت   

  :چكيده  
 مطرح سالمونلاييƽ انتخابي عفونت هاƽ ها فلوئوروکينولون ها به ويژه سيپروفلوکساسين به عنوان آنتي بيوتيک:زمينه و اهداف

 به سيپروفلوكساسين گزارش شده، که رو به اما موارد متعددƽ از شکست درمان با سويه هاƽ کاهش حساسيت يافته. شده اند

 در محدوده حساس Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)ها براساس استاندارد اين سويه. افزايش است

(MIC≤1 µg/ml)مواجه است ƽاکنون به توصيه .  قرار دارند که در نتيجه شناسايي آن ها با چالش جدCLSI از ƽدر بسيار 

 مطالعه تعيين کارايي  ينهدف ا. از ناليديکسيک اسيد ديسک ديفيوژن آگار، جهت شناسايي اين سويه ها استفاده مي شود کشورها

 با حساسيت كاهش يافته به سيپروفلوكساسين و اندازه  سالمونلاهاƽ ناليديكسيك اسيد ديسک ديفيوژن آگار در غربالگرƽ سويه 

ƽگيرMIC  تاييد کارايي اين روش بودلوکساسيپروف ƽسين برا .  

 و هاƽ بيوشيميايي از مناطق مختلف کشور جداسازƽ و با روش۸۶-۸۷هاƽ  طي سال سالمونلاهاƽسويه: روش بررسي

حساسيت به ناليديكسيك اسيد و سيپروفلوكساسين توسط روش ديسك ديفيوژن آگار انجام شد و . سرولوژيک شناسايي شدند

MICروش  وفلوكساسين با سيپرE.testگرديد ƽاندازه گير .  

در اين روش تمام . به روش ديسک ديفيوژن آگار،  مقاوم به ناليديکسيک اسيد بودند%) ۸/۵۲(  سويه ۲۸ سويه، ۵۳ از :يافته ها

 ƽسويه ها نسبت به سيپروفلوکساسين حساسيت نشان دادند اما در اندازه گيرMIC ،۸ داشتنديافتهحساسيت کاهش %) ۱۵( سويه  .

سيپروفلوکساسين  به ناليديکسيک اسيد بودند که شناسايي آن ها با روش اخير در روش ديسک ديفيوژن آگار مقاوم هاƽسويه

  .ديسک ديفيوژن آگار مقدور نبود

ربالگرƽ تواند به عنوان يك شاخص استاندارد براƽ غ نتايج  نشان داد که تست حساسيت به ناليديكسيك اسيد مي: نتيجه گيري

  .  با حساسيت كاهش يافته به سيپروفلوكساسين مورد استفاده قرار گيردسالمونلاهاƽ  سويه

 ، سيپروفلوکساسين، ناليديکسيک اسيد، تست حساسيت آنتي بيوتيکيسالمونلا : كليد واژه ها
  



  ...هاƽ  سويهغربالگرƽ ناليديکسيک اسيد جهتمون حساسيت به ارزيابي آز / ۴۰ 

 

 

  :مقدمه

هاƽ ناشي از سالمونلا که از اعضاء خانواده انتروباکترياسه عفونت

 هاƽبه عنوان يکي از شايع ترين بيمارƽاز زمان قديم  )۱(است

  .)۲(بوده استغذا در کانون توجه طريق  ازقابل انتقال اƽروده

  امروزه به دليل افزايش روزافزون مقاومت سالمونلا به آنتي بيوتيک 

 ƽدنيا  و شکستجرايها ƽکه از همه جا ƽدرماني متعدد ƽها

بيوتيک ويژه انتخاب آنتيگزارش مي شود، اتخاذ تدابير درماني به

هاƽ سالمونلا امرƽ حياتي مناسب جهت کاهش مرگ و مير عفونت

به  ، قابليت نفوذ مناسببالينيطيف وسيع فعاليت ). ۳(مي باشد 

زدايي توسط زمان تب، م)۴ ()خوراکي( روش تجويز آسان، بافت

ها هاƽ درماني کمتر فلوئوروکينولونکوتاه و همچنين درصد شکست

ƽو ) کوتريموکسازول(سولفامتوکسازول -متوپريمدر مقايسه با تر

 در قابل توجهي ميزان بهها  از آن تااندشدهباعث ) ۵(کلرامفنيکل 

هاƽ ينحاليکه سفالوسپوردر.شوداستفاده  هاƽ سالمونلاعفونتدرمان

طولاني تر بودن، تزريق داخل وريدƽ و گران نسل سوم به دليل

در درجه دوم  هافلوئوروکينولونبا  در مقايسه ييزمان تب زدا بودن

  ).۶(د اهميت قرار دارن

با ديگر اعضا انتروباکترياسه، تاکنون در سالمونلا مقاومت  در مقايسه

 .  گزارش شده استها به ندرتبسيار بالا نسبت به فلوئوروکينولون

هاƽ متفاوت مقاومت تواند به دليل وجود مکانيسماين مسئله مي

هاƽ مقاوم را فلوئوروکينولوني در اين باکترƽ باشد، که بروز سويه

موارد  هاƽ اخير طي سالبا اين حال،). ۸و۷(محدود مي نمايد 

 ه ب مبتلابيماران ها در فلوئوروکينولونمتعددƽ از شکست درمان با

سين کاهش يافته به سيپروفلوکسا  با حساسيتهاƽ سالمونلاويهس

   افزوده آنها تعدادر روز ب بهز رومتاسفانه  که شده است،گزارش 

 ناليديکسيک  نسبت بهها اين سويهتمامي تقريباً ).۹-۱۱ (شود مي

محدوده  ها در آن براƽسين سيپروفلوکساMIC و مقاوم بوده اسيد

طبق استانداردهاƽ ). ۱۲ (رار دارد ق(µg/ml 1-0.125) حساس

 Clinical and Laboratory Standards Institute اخير

(CLSI)ƽسويه انتروباکترياسه، براƽسين سيپروفلوکساحساس بهها 

 MIC≥4 µg/mlداراƽهاƽ مقاوم سويهوƽMIC≤1 µg/ml دارا

هائي که حساسيت آنها به بنابراين، شناسايي سويه. هستند

با چالشي جدƽ مواجه شده است کاهش يافته سين وکساسيپروفل

 درمان با در صورتيي هاسويهزيرا، چنين ). ۱۳و۱۲(

 و  شدهمقاوم نندتوا ميسينويژه سيپروفلوکسابه هافلوئوروکينولون

          گزارشاتي از اين دست نشان). ۱۰ (ندشوشکست درمان سبب 

ياسه به درستي انعکاس براƽ انتروباکتر CLSIمي دهد که استاندارد 

 نبوده هاƽ سالمونلادهنده وضعيت واقعي مقاومت کينولوني در گونه

 به يافتهکاهش هاƽ سالمونلا با حساسيت  سويهو، )۱۴(

ناليديکسيک  مقاومت به اساس بر مي توانند  تنها،هافلوئوروکينولون

به همين منظور، در حال حاضر به توصيه . تشخيص داده شونداسيد 

CLSI از کشورها د ƽيسک ديفيوژند ناليديکسيک اسيد ازر بسيار 

  بهيافته کاهشسالمونلا با حساسيت هاƽ سويهآگار براƽ تشخيص 

هاƽ سالمونلائي  ها، در بيماران مبتلا به عفونتفلوئوروکينولون

  ).۱۵و۱۲(د شو  ميستفادهاƽ، اخارج روده

ديکسيک اسيد نالي روش تعيين کارايي به منظور نيز مطالعه ينا

 با سالمونلا هاƽسويه غربالگرƽ  جهت آگارديسک ديفيوژن

و همچنين اندازه  سينسيپروفلوکسا به يافته کاهشحساسيت 

ƽگيرMIC  سين جهت تاييد کارايي اين روش در سيپروفلوکسا

 انجام، کشورهاƽ سالمونلا، جدا شده از نمونه هاƽ باليني سويه

  .پذيرفت

  

 :هامواد و روش 
هاƽ مختلف هاƽ سالمونلا از استانن مطالعه توصيفي ايزولهدر اي

هاƽ ايزوله.  جمع آورƽ شدند۱۳۸۶-۸۷هاƽ کشور در سال

 و محيط Fسالمونلا با استفاده از محيط هاƽ غني کننده مثل سلنيت 

        Mac Conky agar هاƽ کشت اختصاصي و افتراقي مانند

(Salmonella  and  Shigella agar) SS agar  
deoxycholate agar) XLD agar،(Xylose lysine   ،

،  TSIهاƽ بيوشيميايي استاندارد نظير انتقال بر روƽ محيط تست

 از پس.شدند شناساييMRVPسيترات، ليزين آيرون آگار، اوره و

هاƽ بيوشيميايي، جهت تاييد سالمونلا، از آزمون سروتايپينگ آزمون

هاƽ کوشا فراورگيتي ساخت شرکت(ه هاƽ ويژه گروبا آنتي سرم

  ).۲(استفاده شد)  وبهارافشان

سين و ناليديکسيک بيوتيک سيپروفلوکساتست حساسيت به دو آنتي

هاƽ اسيد  توسط روش ديسک ديفيوژن آگار و با استفاده از ديسک

ساخت ) (µg۵(و سيپروفلوکساسين ) µg۳۰(ناليديکسيک اسيد 

.  انجام شدCLSIاندارد هاƽ و بر اساس است) شرکت پادتن طب

، طبق دستورالعمل شرکت سازنده نوارهاMIC ƽبراƽ تعيين 

E.test (AB Biodisk, Solna, Sweden)  در سرم ƽباکتر،

فيزيولوژƽ به صورت سوسپانسيون در آمد، کدورت آن با استاندارد 

فارلند تنظيم شد، و در سطح محيط مولر هينتون آگار با نيم مک

 E.testسپس با پنس استريل، نوار .  گسترش داده شداƽسواب پنبه
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 ساعت انکوباسيون، ۱۸-۲۴روƽ محيط کشت قرار گرفت و پس از 

  از. نتيجه با توجه به اندازه قطر هاله عدم رشد قرائت گرديد

  به عنوان ارگانيسم شاهد استفاده ATCC=25922کلي اشريشيا

  ).۱۵(شد

  

  :يافته ها

 
%) ۳/۴۵( نفر ۲۴زن و %) ۷/۵۴( نفر ۲۹  بيمار مورد بررسي۵۳از 

به .  سال قرار داشت۶۵ تا ۱سن بيماران در محدوده . مرد بودند

  سويه از خون و%) ۶ (۳سويه از نمونه مدفوع ، %) ۹۰ (۴۸ترتيب 

فراواني سروگروهاƽ . سويه از مغز استخوان جداسازƽ شدند%)۴ (۲

%) ۳۰(يه سوD  ،۱۶گروه %) ۴۳( سويه ۲۳جداسازƽ شده شامل 

 ۵ و Aگروه %) ۸/۱( سويه B ،۱گروه %) ۱۵( سويه C ،۸گروه 

  .بودندمربوط به ساير  سالمونلا ها %) ۱۰/۱(سويه 

%) ۸/۵۲( سويه۲۸بيوتيکي نشان داد نتايج تست حساسيت آنتي

%) ۴/۲۴( سويه ۱۳ وD متعلق به گروه%) ۵/۲۲( سويه ۱۲شامل 

 %) ۲/۴۷( سويه ۲۵اوم و به ناليديکسيک اسيد مق, Cمتعلق به گروه 

ƽ با روش ديسک ديفيوژن آگار هيچ سويه.  به آن حساس بودند

مقاوم و يا با حساسيت کاهش يافته به سيپروفلوکساسين مشاهده 

حساس به %) ۸۵( سويه E.test ،۴۵در روش ). ۱جدول (نشد 

الگوƽ مقاومت جديدƽ %) ۱۵( سويه ۸سيپروفلوکساسين بودند و 

 تشخيص آنها توسط روش ديسک ديفيوژن آگار را نشان دادند که

 سويه نسبت به ناليديکسيک اسيد ۸اين ). ۲جدول (مقدور نبود 

 بالاترMIC ƽ، هاƽ حساسسويه مقاوم بوده، و در مقايسه با

 کاهش يافته حساسيت با واسط يا هاƽ حد که به عنوان سويهاشتندد

 .(MIC=0.125 µg/ml) دندشسيپروفلوکساسين گزارش  به

 MIC افزايش  و اسيد مقاومت به ناليديکسيکبين ارتباط 

  .  ارائه شده است۳سيپروفلوکساسين در جدول 

  

  

  

  

  

  

  

   نتايج آزمون ديسک ديفيوژن آگار براƽ آنتي بيوتيک هاƽ ناليديکسيک اسيد و سيپروفلوکساسين:۱جدول 

 
  (%)سيپروفلوکساسين   (%)ناليديکسيک اسيد 

  سروگروه سالمونلا

R S  R  S*  

A  ۰  ۸/۱  ۰  ۸/۱  

B  ۰  ۱۵  ۰  ۱۵  

C  ۴/۲۴  ۵/۵  ۰  ۹/۲۹  

D  ۵/۲۲  ۶/۲۰  ۰  ۱/۴۳  

*S: Susceptible, R: Resistant.                                                                       
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  .E.test سيپروفلوکساسين به روش MICنتايج : ۲جدول 

  

  (%)ندگي سيپروفلوکساسين حداقل غلظت مهار کن
  نوع

I  S*  

  A ۰  ۸/۱سالمونلا سرو گروه 

  B ۰  ۱۵سالمونلا سرو گروه 

  C  ۳/۹  ۶/۲۰سالمونلا سرو گروه 

  D ۸/۱  ۳/۴۱سالمونلا سرو گروه 

                           *S: Susceptible, I: Intermediate. 

  
  
  

   سيپروفلوکساسين در سويه هاƽ سالمونلاMICزايشارتباط بين مقاومت ناليديکسيک اسيد و اف :۳جدول 

  

 (µg/ml) سيپروفلوکساسين MICمحدوده   در صد ايزوله ها  نوع سويه جداسازƽ شده

  )۰۳۲/۰-۱۲۵/۰(  ۸/۵۲  سويه هاƽ مقاوم به ناليديکسيک اسيد

  )۰۰۲/۰-۰۰۸/۰(  ۲/۴۷  سويه هاƽ حساس به ناليديکسيک اسيد

  

 

 
  

 : بحث
 و کاهش  ناليديکسيک اسيد بهن مقاومتارتباط بيدراين مطالعه 

سالمونلا هاƽسويهMICافزايشوسيپروفلوکساسينبهنسبتحساسيت

 MICاسيد،ناليديکسيک  بهمقاومهاƽسويهبراƽطوريکهبه.بودمشهود

 هاƽسويهدر مقايسه با،(µg/ml  0.125-0.032)سيپروفلوکساسين

، در (µg/ml 0.008-0.002) اسيد ناليديکسيکبهحساس 

نتايج بدست آمده کارايي روش . محدوده بالاترƽ قرار داشت

هاƽ ناليديکسيک اسيد ديسک ديفيوژن آگار را در غربالگرƽ سويه

      سالمونلا با حساسيت کاهش يافته به سيپروفلوکساسين تاييد 

ه  متعلق ب هاƽ سويهبيشتردهد که نشان مينتايج همچنين  .نمايدمي

اين گذشته از  . هستند مقاوم به ناليديکسيک اسيد،Cه سروگرو

 بهيافته  با حساسيت کاهشهاƽ سالمونلاسويه حدود نيمي از

               غالبر حضو.رند تعلق داCهسروگروسيپروفلوکساسين به 

 . در اين مطالعه حائز اهميت مي باشدC ههاƽ سروگرو سويه
هاƽ مقاوم به ناليديکسيک اسيد افزايش تعداد سويههمچنين 

در ƽ هشدار است که مي تواند به منزله در خور توجه )درصد۸/۵۲(

 فلوئوروکينولوني افته يکاهشحساسيت   باهاهيسو شيافزاجهت 

 تيحساس ها باسويه  درصد۱۵ از طرفي عدم تشخيص .باشد

 که  مربوطه، نشان مي دهدمارانيب پروندهسالمونلا در  افته يکاهش

 در ن آگاروژيفيد سکيد دياس کيکسيدينال روش از حتمالاًا

 کهيحال در .شودي نم استفاده کشوري طب صيتشخƽ ها شگاهيزماآ

 نيپروفلوکساسيسبه  نييپا مقاومت  سطحها باسويه نياشناسايي 

 نهيبه درمان جهت دري پزشک درستƽ هاƽريگ ميتصم اتخاذƽ برا

 ،کيولوژيدمياپƽ هايبررس زني وي درمانƽ هاشکست کاهشماران،يب

  .مي باشدي اتيحƽ امر
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    افزايش ازƽ متعدد  موارد ها کشور  اکثر دردر سال هاƽ  اخير 

ƽها سويه جداساز ƽسالمونلاƽ و دياس کيکسيدينال به مقاوم 

.  استشده گزارش نيپروفلوکساسيس به افته يتيحساس کاهش

 تيحساس کاهش ƽها هيسو که دهد يم نشان بررسي هاƽ موجود

     تيرضا طور به ينولونيروکئوفلو، به درمان با داروهاƽ افتهي

استانداردهاƽ   براساسنکهيا رغمعلي .دهند ينم پاسخبخش 

CLSI ،MICبراها فلوئوروکينولون ƽ محدوده در ها هيسو نيا 

  ). ۹-۱۱( ددار قرار حساس

 کيکسيدينال به مقاوم يفيتسالمونلا ي درمان شکست گزارش نياول 

ها با به فلوئوروکينولون افته ي کاهشتيحساس  د وياس

MIC=0.125 µg/ml ماريب در ۱۹۹۰ سال درƽ به هند از که 

، ۱۹۹۷سپس در سال ). ۱۶ (ديگرد مشاهده ،بود گشته باز تانانگلس

        به مقاومƽ ها هيسو ازي ناش ديفوئيت تب اولين مورد از

 نيپروفلوکسيس به افته يتيکاهش حساس و دياس کيکسيدينال

 از بعد ).۱۷( در ويتنام گزارش شد  MIC= 0.125-1 µg/mlبا

ƽ هاهيسو ازي ناشي درمانƽ هاشکست ازƽ متعدد موارد آن

 به مقاوم و)MDR(با مقاومت چندگانه  يفيتسالمونلا 

 متعدد همچون توسعه حال درƽ کشورها در ها نولونيروکئوفلو

 و کايآمرمانند  افته يتوسعه ƽکشورها و کستانيتاج ،لنديتا ،هند

 ازي ناشي درمان شکست مورد نياول ).۱۸ (ديگرد گزارش تانانگلس

 ƽدارا که دياس کيکسيدينال به مقاومƽ ديفوئيتغير ƽ ها هيسو

MIC ۱۹۹۰، در سال بودند حساس محدوده در ينولونيئوروکوفل 

  ).۱۹(گزارش گرديد

 سال در دانمارک در وئيدƽفيت ريغ ƽسالمونلا گيرƽ همهنيتر مهم 

 از شده جدا DT104  MDR تيفي موريومسالمونلابا  ۱۹۹۸

همه  نيا در ليدخƽ هاهيسو همه. وستيپ وقوعبه خوک گوشت

،ƽناليديکسيک اسيدبه مقاوم گير   ƽو داراMIC فلوئوروکينولوني 

 ۲۹۳ از ۱۹۹۷ سال  درکايآمر  در).۱۹( در محدوده حساس بودند

درصد مقاوم به ناليديکسيک ۸/۶دا شده، ج سالمونلا تيفيسويه 

 شيافزا درصد۲/۲۳ به  اين سويه هاتعداد ۲۰۰۰ سال تا  واسيد بوده

 گزارش سالمونلا تيفيƽ هاعفونت ازدرصد ۸۰ حدود). ۲۰( افتي

 نيا بنابراين،. بود شده اکتساب کايآمر از خارج از کايآمر در شده

  نسبت بهمقاومتي جهان شيافزا  دهندهانعکاس قتيحق در گزارش

 باي طرف از. بود سالمونلا تيفيƽ هاهيسو انيم در دياس کيکسيديلان

 طور نيهم و است سالمونلا تيفي مخزن تنها  انسان نکهيا به توجه

 لذا د،باشي نم متداول  در باکترƽدياس کيکسيدينال مقاومت انتقال

         ƽاديز حد تا دياس کيکسيدينال به مقاومƽ هاسويه شيدايپ

باشد  داروها نيا با ديفوئيت به مبتلا مارانيب درمان جهينت در تواندمي

 انيم در دياس کيکسيدينال بهي مشابه مقاومت سال همان در. )۲۱(

 ۲۶۲۷ از  درصد۶/۰. شد مشاهده سالمونلاƽ ديئفويت ريغƽ هاهيسو

 به مقاوم گزارش نيا در شدهبررسي  وئيدƽفيتر يغ مونلالسا سويه

 به هاسويه نيا تعداد ۲۰۰۰ سال تا .بودند دياس کيکسيدينال

  . )۲۲ (افت يشيافزا درصد۵/۲

،از ۱۳۸۷ايران بر اساس مطالعات حميديان و همکاران در سال   در

 سويه سالمونلاƽ جدا شده از بيماران مبتلا به اسهال از سه ۱۴۹

 ۴/۳ و دياس کيکسيدينال درصد مقاوم به ۳/۴۶بيمارستان درتهران، 

اين يافته ها با نتايج بررسي ). ۲۳(درصد مقاومت حد واسط داشتند 

حاضر مطابقت داشته و مي تواند به منزله هشدارƽ در جهت 

 در ايران دياس کيکسيدينالافزايش مقاومت سالمونلا نسبت به 

 که بر ۱۳۸۷در مطالعه آهنگر زاده رضايي و همکاران در سال . باشد

 ۹ه در بيمارستان تبريز صورت گرفت، روƽ کودکان بسترƽ شد

 بودند نيپروفلوکساسيسهاƽ سالمونلا مقاوم به درصد از سويه

)۲۴.(  

در حال حاضر علي رغم افزايش جهاني مقاومت به ناليديکسيک 

ها به ميزان قابل فلوئوروکينولون اسيد در سالمونلا، هنوز هم از

ي شود توجهي در درمان عفونت هاƽ سالمونلايي استفاده م

البته افزايش اخير سويه هاƽ سالمونلا با حساسيت کاهش ). ۱۰و۹(

 و دياس کيکسيدي ناليافته به فلوئوروکينولون ها و مقاوم نسبت به

           شکست هاƽ درماني متعدد، تا حدودƽ کارايي اين گروه از

به نظر مي رسد در . آنتي بيوتيک ها را تحت الشعاع قرار داده است

هاƽ خطر شکست کاهش جهت بهترين راه منطقي حال حاظر

ها بيوتيک از اين گروه از آنتياستفاده محدود نمودن ؛درماني مذکور

هاƽ توسعه يافته، انجام تست در غذاƽ حيوانات به ويژه در کشور

 ƽحساسيت به ناليديکسيک اسيد، و سپس اندازه گيرMIC 

يديکسيک اسيد سيپروفلوکساسين در سويه هاƽ مقاوم نسبت به نال

 MIC 0.125 µg/mlبرخي معتقد هستند که از ). ۲۵(باشد 

 ارزش با استاندارد شاخص ک يسيپروفلوکساسين مي توان به عنوان

آنها به  تيحساس ي استفاده نمود کهيهاسويهيي شناسا در

  ).۱۵( کاهش يافته استنولونيروکئوفلو

 کاهش ƽودصع  روندآسيا حاکي ازدر گزارشات نيآخر   متاسفانه 

ƽ هادههي ط سالمونلا تيفي در هانولونيروکئوفلو به تيحساس

ي نولونيک مقاومتƽ الگو جنوب آسيا در ژهيو  به).۲۶ (است گذشته

 نيا همه). ۲۷( است شده مشاهده کايانتر سالمونلا درƽ ديجد

 و  بودنددياس کيکسيدينال به حساس ،شده گزارشƽ هاسويه

 نيا شيافزا. بودکاهش يافته  نياسسپروفلوکيس به  آنهاتيحساس

 وژنيفيد سکيد دياس کيکسيدينال اعتبار واند تيم هاهيسو دسته از

 افته يکاهش تيحساسبا سالمونلا ƽ هاهيسو ƽغربالگر در را آگار



  ...هاƽ يه سوغربالگرƽ ناليديکسيک اسيد جهتارزيابي آزمون حساسيت به  / ۴۴ 

 
 

با توجه به گزارشات موجود نياز به بازنگرƽ .  بردسئوالزير 

  و کاهش آن بهMIC ≥4 µg/ml نسبت به CLSIاستاندارد 

0.125 µg/ml فلوئوروکينولوني در ƽآنتي بيوتيک ها ƽبرا 

  ).۲۸(خانواده انتروباکترياسه بيش از پيش احساس مي شود 

  

ƽنتيجه گير:  
  و دياس کيکسيدينال مقاومت نيب ارتباطها حکايت از نتايج بررسي

. دارد سالمونلاهاƽ  سيپروفلوکساسين در سويهMICافزايش ميزان 

آزمون  انجام بررسي حاضر و ساير مطالعات، نظر به نتايج لذا،

   صيتشخƽ هاشگاهيزماآ در  آگاروژنيفيد سکيد دياس کيکسيدينال

ƽ غربالگر جهت موثر و ارزان، عيسر ،ساده روش ک يعنوان بهي طب

، نولونيروکئوفلوبه  افته يکاهش با حساسيت سالمونلاƽ هاهيسو

. گردد يم هيوصتانجام آن  ضرورت کيعنوان است و به ارزشمند

هاƽ مقاوم به ناليديكسيك اسيد  همچنين پيشنهاد مي شود در سويه

 MICو قبل از اتخاذ تصميم به درمان با آنتي بيوتيک ، 

  . سيپروفلوكساسين ، بررسي شود

  

 
 

  :فهرست مراجع

  

مهرور ن، اخوان سپهي ع، مهرور ع، عظيمي راد م، عدالت ر،  .۱

ي قدرت تمايز سروتيپ هاƽ بررس. جعفرƽ ف و همکاران 

 در سويه هاƽ جدا شده PCR-Ribotypingسالمونلا با تکنيک 

مجله دانشگاه علوم پزشکي  سال، ۱۵از کودکان مبتلا به اسهال زير 

 .۱۸۷ تا ۱۸۱، صص ۵۶، دوره چهاردهم، شماره ۱۳۸۶ايران پاييز 

ناهمگوني الگوƽ مقاومت .  رنجبر ر، ناغوني ع، تبرائي ب .۲

ليکوزيدƽ در ميان ايزوله هاƽ باليني سالمونلا در تهران، آمينوگ

 ، شماره۲، سال ۱۳۸۷مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران تابستان 

  .۳۳ تا ۲۷، صص ۲

3. Fluit AC. Towards more virulent and antibiotic-
resistant Salmonella, Immunol Med Microbiol 
2005; 43: 1-11. 

4. Leibovitz E. The use of fluoroquinolone in 
children. Curr Opin Pediatar 2006; 18 (1): 64-70. 

5. Parry CM, Hien TT, Dougan G, White NJ, Farrar 
JJ. Typhoid Fever. N Engl J Med 2002; 347: 
1770-1782. 

6. Saha SK, Darmstadt GL, Baqui AH, Crook DW, 
Islam MN, Islam MH, et al. Molecular basis of 
resistance displayed by highly ciprofloxacin-
resistant Salmonella enterica serovar Typhi in 
Bangladesh. J Clin Microbiol 2006;44 ; 
3811-3813. 

7.  Giraud E, Baucheron S, Cloeckaert A. Resistance 
to fluoroquinolone Salmonella; emerging 
mechanism and resistance perevention strategies. 
Microbes Infect 2006; 8: 1937-1944. 

8. Izumiya H, Mori K, Kurazono M, Yamaguchi 
M, Higashide M, Konishi N, et al. 
Characterization of isolates of Salmonella 
enterica serovar Typhimurium displaying high 
level fluoroquinolone resistance in japan . J Clin 
Microbiol 2005; 43: 5074-5079. 

9. Hakanen AJ, Kotilainen P, Pitcanen S, Huikko 
S, Siitonen A ,Huovinen P. Reduction in 
fluoroquinolone susceptibility among non-
typhoidal strains of Salmonella isolated from 
Finnish patients . J Antimicrob Chemother 
2006; 57: 569-572. 

10. Stevenson JE, Gay K, Barrett TJ, Medalla F, 
Chiller TM, Angolo FJ. Increase in nalidixic 
acid resistance among non-Typhi Salmonella 
enterica isolates in United States from 1996-
2003. Antimicrob Agents Chemother.2007; 51: 
195-197. 

11. Kay RS, Vandevelde AG, Fiorella PD, Crouse 
R, Blackmore C, Sanderson R, et al. Outbreak 
of health care –associated infection and 
colonization with multidrug –resistant 
Salmonella enterica serovar Senftenberg in 
florida . Infect Control Hosp Epidemiol 2007; 
28: 805-811. 

12. Aznar E, Alarcon, Buendia B, Garcia Penuela 
M, Lopez Brea. Detection of decreased   
susceptibility to fluoroquinolone s in 
Salmonella spp. By five different methods 
including real-time polymerase chain reaction 
(PCR). International J Antimicro Agents 2007; 
30: 67-71. 



        ۴۵/  وهمكاراننگين ايرانشاهي                                       )  ۱۳۸۷ پائيز و زمستان ۴ و۳هاƽ  شماره۲سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران  

 

13. Arestrup FM, Wiuff C, Molbac K, Threlfall EJ. Is 
it time to change Fluoroquinolone   breakpoints for 
Salmonella spp? Antimicrob Agents Chemother 
2003; 47: 827-829. 

14. Crump JA, Barrett TJ, Nelson JT, Angulo FJ. 
Reevaluating fluoroquinolone for breakpoints for 
Salmonella enterica serotype typhi and for non-
typhi salmonellae. Clin Infect Dis 2003;  37: 
75-81. 

15. National Committee for Clinical Laboratory 
Standards. 2004. Performance standards for 
antimicrobial susceptibility testing. Fourteenth 
informational supplement M100-S14. National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 
Wayne, Pa 

16. Launay O, Nguyen VJ, Acar JF. Typhoid fever 
due to Salmonella typhi strain of reduced 
susceptibility to fluoroquinolones. Clin Microbiol 
Infect 1997;  3. 

17. Wain J, Hoa NT, Chinh NT, VH, Everett  MJ, 
Diep  TS, Day PJ, et al. Quinolone–resistant  
Salmonella typhi in Vietnam: Basis of resistance 
and clinical response to treatment . Clin infect 
1997; 25; 1404-1410. 

18. Rupali P,Abraham OC, Jesudason MV, John TJ, 
Zachariah A, Sivaram S, et al. Treatment failure in 
typhoid fever with ciprofloxacin susceptible 
Salmonella enterica serotype typhi. Diagn 
Microbiol Infect Dis 2004; 49: 1-3. 

19. Molbak K, Baggesen DL, Aarestrup FM. An 
outbreak of multidrug-resistant Salmonella 
enterica serotype Typhimurium DT104. N Engl J 
Med 1999; 34:1420–1425. 

20. Ackers ML, Puhr ND, Tauxe RV, Mintz ED. 
Laboratory based surveillance of Salmonella 
serotype typhi infections in the United States: 
antimicrobial resistance on the rise. JAMA 2000; 
283: 2668–2673. 

21. Herikstad H, Hayes P, Mokhtar M, Fracaro ML, 
Threlfall EJ, Angulo FJ. Emerging quinolone 
resistant Salmonella in the United States. Emerg 
Infect Dis 1997; 3: 371–372. 

22. Rossiter S, McClellan J, Barrett T, Joyce K, 
Anderson AD. Emerging fluoroquinolone 
resistance among non-typhoidal Salmonella in 
the United States: NARMS International 
Conference on Emerging Infectious Diseases. 
Atlanta: American Society for Microbiology 
Press, 2002:171–172. 

23. Hamidian M, Tajbakhsh M, Rezadehbashi M, 
Shokrzadeh L, Dabiri H, Zali MR. Antimicrobial 
susceptibility of Salmonella spp to Nalidixic acid 
isolated from patients with acute diarrhea in 
Tehran. The Second Iranian Congress of Clinical 
Microbiology 7-9 October , 2008 Shiraz. 

24. Ahangarzadeh Rezaee M, Abri M, Asghari R, 
Abdoli Oskoui SH, Hassani A. Occurrence 
and susceptibility to antibiotics of Salmonella 
and Shigella species isolated from 
hospitalized children in Tabriz pediatric 
hospital .The Second Iranian Congress of 
Clinical Microbiology 7-9 October , 2008 
Shiraz. 

25. Angulo FJ, Johnson KR, Tauxe RV, Cohen 
ML. Origins and consequences of 
antimicrobial-resistant nontyphoidal 
Salmonella: implications for the use of 
fluoroquinolones in food animals. Microb 
Drug Resist 2000; 6: 77-83. 

26. Kwang SL, Ha Yeon L, Eun JJ, Jin W, Chung. 
A Case of Typhoid Fever to Failed 
Ciprofloxacin, Infected in Korea. Infect 
Chemother 2008; 40(3): 175-178. 

27. Antti J, Hakanen, Marianne L, Pentti H, Jari J, 
Anja S, et al. New Quinolone Resistance 
Phenomenon in Salmonella enterica: 
Nalidixic Acid-Susceptible Isolates with 
Reduced Fluoroquinolone Susceptibility. J 
Clin  Microbiol 2005; 43(11): 5775-5778. 

28. Dilruba Ahmed, Liton T, D'Costa, Khorshed 
Alam, G Balakrish Nair, M Anowar Hossain. 
Multidrug-Resistant Salmonella enterica 
Serovar typhi Isolates with High-Level 
Resistance to Ciprofloxacin in Dhaka, 
Bangladesh Antimicrob Agents Chemother 
2006; 50(10): 3516–3517. 

 

 





  مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران
  47- 52 ، صفحات1387 پائيز و زمستان  4 و3 هاي شماره2سال 

      
جدا شده از  انتروكوكهاي در گونهبررسي مقاومت به سطح بالاي جنتامايسين 

  1386-87 افراد سالم در شهر تهران
  

  ۲شفيع، محمدرضا پور۱، غلامحسين ابراهيمي پور۲، مليحه طالبي ۱*نسرين نوحي
  

  دانشكده زيست شناسي، دانشگاه شهيد بهشتي گروه ميکرب شناسي، ) ۱

  بخش ميكروب شناسي، انستيتو پاستور ايران) ۲

  دانشكده زيست شناسي، دانشگاه شهيد بهشتي، گروه ميکرب شناسي، نسرين نوحي: نويسنده رابط

  nasrinnoohi@gmail.com     ۰۹۱۴۴۲۶۳۷۸۴: همراه

                  

   ۲۴/۴/۸۸:       تاريخ پذيرش مقاله ۱۰/۳/۸۸: تاريخ دريافت مقاله   

  :چكيده 
              هاƽ اخير به عنوان يکي از عوامل اصلي طي سالاست کهفلور طبيعي روده انسان و حيوانات  انتروکوک :زمينه و اهداف

اثر سينرژيستي بين اين آنتي بيوتيک و  در انتروکوک  به سطح بالاƽ جنتامايسينمتمقاو .استني شناخته شده هاƽ بيمارستاعفونت

                     انتروکوک ژن اصلي ايجاد کننده مقاومت به حنتامايسين در. بردهاƽ مؤثر روƽ ديواره باکترƽ را از بين ميآنتي بيوتيک

Ia aac(6')-Ie-aph(2'')- جنتامايسين در گونه. ستا ƽهدف از اين مطالعه تعيين مقاومت به سطح بالاƽجدا شده از  انتروکوک ها

  .افراد سالم در شهر تهران بود
 Brain hearth infusion  در محيط غني سازƽپس از نمونه مدفوع داوطلبين سالم غير بسترƽ در شهر تهران،  :روش بررسي

brothƽمحيط  حاو ƽجنتامايسين، بر رو m -ها، گونهبعد از شناسايي.  شد داده کشتانتروکوکوس MICجنتامايسين   به  ها سويه

راƽ ب. گرديدبررسي آگار  آنتي بيوتيک مختلف با روش ديسک ديفوزيون ۸ در مقابل هاƽ مقاومسويه حساسيت  و تعيين شد

  . انجام گرفتPCRهاƽ مقاوم،  سويهبررسي مولکولي مقاومت به سطح بالاƽ جنتامايسين در

 جداسازƽ (MIC ≥ 500 µg/ml)مقاوم به سطح بالاƽ جنتامايسين انتروکوک نمونه%)۲/۱۵ (۷۶  در نمونه مدفوع۵۰۰از : يافته ها

        ونتروکوکوس فسيوماسويه %) ۱/۳۸ (۲۹ ،فکاليس انتروکوکوسسويه %) ۲/۵۹(۴۵: عبارت بودند ازهاƽ جداسازƽ شده گونه. شد

ها داراƽ ژن مقاومت  تمام سويه. بيوتيکي مشاهده شد الگوƽ مقاومت آنتي۱۱. بودند انتروکوکوس گاليناروم سويه%) ۷/۲ (۲

aac(6')-Ie-aph(2'')-Iaبودند .  

اير نقاط در مقايسه با مطالعات سمورد مطالعه هاƽ مقاوم به سطح بالاƽ جنتامايسين در  افراد سالم شيوع انتروکوک: نتيجه گيري

-aac(6')-Ie-aph(2'')ژن اصلي و شاخص ايجاد کننده مقاومت به جنتامايسين ،  ، مطالعات سايرهمانند. شودميدنيا، بالا ارزيابي 

Iaشناخته شد .  

  انتروکوک، جنتامايسين، مقاومت سطح بالا، افراد سالم :كليد واژه ها 



 ...انتروکوک گونه هاƽ بررسي مقاومت به سطح بالاƽ جنتامايسين درميان / ۴۸ 

 

  :مقدمه

 .)١(است  روده انسان و بسيارƽ از حيوانات طبيعيانتروکوک فلور 

اين ميکرواورگانيسم دومين عامل ايجاد کننده عفونت ادرارƽ در 

. استها و سومين عامل رايج ايجاد باکتريمي بيمارستاني بيمارستان

، )Enterococcus( س  گونه مختلف جنس انتروکوکو۲۰از بين 

  و)E. faecalis(  انتروکوکوس فکاليس هاƽهبه طور معمول گون

 در بدن انسان کلونيزه شده و )E. faecium(   انتروکوکوس فسيوم

 ۹۰ تا   ۸۰طورƽ که  به.دنباشعامل اصلي عفونت در انسان مي

          توسط گونه  ر انسان  د  از انتروکوک هاƽ ناشيدرصد عفونت

E. faecalis ا توسط  درصد از آنه۱۵ تا ۱۰ وE. faecium ايجاد 

 ها در يکي از دلايل اصلي که انتروکوک. )۲و  ۱ (شودمي

            مانند، مقاومت ذاتي آنها به چندينها زنده ميبيمارستان

   شايد عامل. استهاآنتي بيوتيک مورد استفاده معمول در بيمارستان

اƽ رايج هتر توانايي آنها در کسب مقاومت به آنتي بيوتيکمهم

موجود از طريق موتاسيون و يا کسب ماده ژنتيکي حامل ژن 

. )۳ (باشدهاƽ ديگر ميمقاومت از طريق کونژوگاسيون يا روش

 غذاهاƽ توليد شده با ،هاƽ مقاوم در مدفوع حيواناتانتروکوک

 آب هاƽ سطحي و فاضلاب هاƽ بيمارستاني در ، حيوانيشاءمن

هستند به افراد سالم جامعه  شوند که قادرسطح وسيع يافت مي

اين وجود . شوند انتقال يافته و در جامعه غير بيمارستاني منتشر

ƽمقاوم در فلور نرمالباکتر ƽژي ذخيره مناسب،ها ƽن برا ƽها

ƽپاتوژن به شمار ميمقاومت جهت انتقال به باکتر ƽو ۴، ۱ (آيدها 

۵(.  

 high level gentamicin ( مقاومت به سطح بالاƽ جنتامايسن

resistanance: HLGR(بين سمسينرژي ها در انتروکوک 

ها مثل ثر روƽ ديواره باکترƽموهاƽ بيوتيکجنتامايسن و آنتي

از . )۶ و ۲ (برد آمپي سيلين و پني سيلين را از بين مي،ونکومايسن

ها بسيار حائز اهميت  کسب اين مقاومت توسط انتروکوک،اين رو

 (MIC ≥ 500 µg/ml)ه جنتامايسن مقاومت سطح بالا ب. است

 aac(6')-Ie-aph(2'')-Iaدر انتروکوک اغلب به واسطه ژن 

ايجاد مي شود که آنزيم غير فعال کننده آمينوگليکوزيد 

AAC(69)-APH(20)اين آنزيم با ايجاد . )۷ ( را کد مي کند

 شودها ميآنها باعث غير فعال شدن غيير در ساختار آمينوگليکوزيدت

)۶(.  

 العات اپيدميولوژيک نشان داده است که براƽ کنترل انتشارمط

     کسب اطلاعات،مقاومت باکتريايي در يک منطقه جغرافيايي

  ضرورƽ  منطقه  آن در ها  باکترƽ هاƽ حساسيتطرح به   راجع

     شيوعتعيين    مطالعه اينانجام   از اين رو هدف از  .)۸ (باشدمي

  

غير   سالم  افرادطح بالاƽ جنتامايسين در هاƽ مقاوم به سانتروکوک

هاƽ مقاومت و بررسي حساسيت ضد  شناسايي ژن،بيمارستاني

  .دبوميکروبي آنها 

  

  :مواد و روش ها

ƽشامل ( داوطلب غير بيمارستاني۵۰۰نمونه مدفوع  :نمونه بردار 

بررسي  از جمله ازدواج، درخواست کار، يلي که بنا به دلاي کسان

ها شگاهي به آزمارهي و غي گروه خوننيي تع،"چکاپ "عمومي ساليانه

  از شهر تهران) داوطلبان متفرقه و سالم  و نيز مراجعه کرده بودند

در اين مطالعه، از . بررسي شد ۱۳۸۷ تا شهريور ۱۳۸۶مهر هاƽ ماه

 يک   شد و از هر نمونه فقط  يک نمونه گرفته هر داوطلب فقط

افراد مورد مطالعه در اين  .فتسويه مقاوم مورد بررسي قرار گر

 ماه قبل ازنمونه بردارƽ سابقه بسترƽ در بيمارستان را ۶بررسي طي 

              ماه قبل از نمونه بردارƽ تحت درمان۲نداشتند و در دوره 

  .آنتي بيوتيکي قرار نگرفته بودند

 BHIها در محيط  نمونه ابتدا:جداسازƽ و شناسايي انتروکوک

 ƽمايع حاوml/µg ۳۲ و در مدت يک شبانه روز جنتامايسين به 

ƽدماºC۴۵ شدند و سپس ƽغني ساز ƽسوسپانسيون حاصل بر رو 

 ,.Becton Dickinson and co)انتروکوکوس آگار- mمحيط 

Sparks, MD, USA) ƽحاو ml/µg۳۲ داده کشتنيجنتامايس  

هاƽ تيپيک انتروکوک بر روƽ محيط کلوني). h ۴۸ /ºC۳۷(ند شد

  جهت بيوشيمياييهاƽآزمايشسپس . ندگار کشت داده شدبلاد آ

 .گرفت بر روƽ سويه هاƽ جدا شده انجام  جنس و گونهشناسايي

بايل اسکولين در محيط  رشد ،رنگ آميزƽ گرمشامل  هازمايشآاين 

 تست ،تلوريت% ۰۴/۰ تحمل ، نمک%۵/۶ رشد روƽ محيط ،آگار

 ، توليد پيگمان،ت حرک، دهيدرولاز  آرژنين،PYR تست ،کاتالاز

 ، مانيتول، لاکتوز، گليسرول،آرابينوز( کربوهيدرات ها هيدروليز

)  ساکارز و تره هالوز، سوربيتول، سوربوز، ريبوز، رافينوز،مليبيوز

  . )۹(بود

ها  حساسيت ضد ميکروبي سويه: حساسيت ضد ميکروبيآزمايش

 ين تتراسيکل هاƽ آنتي بيوتيک مورد درانتشار از ديسکبه روش 

)µg (  ، اريترومايسين)٣٠µg (  ، کلرامفنيکل)١٥µg آمپي )٣٠ ، 

، )٣٠ µg( ، لينزوليد)٥ µg(  ، سيپروفلوکسازين)١٠ µg( سيلين

 ,BioRad) از )٣٠ µg(  و تايکوپلانين)١٥ µg( يدسسينر

Hercules, CA, USA) يا (BBL, Sensi Disc, USA) 

   .يده شد سنج(Difco, USA)روƽ محيط مولر هينتون آگار 



  ۴۹ / نسرين نوحي وهمكاران              )                        ١٣٨٧ پائيز و زمستان ٤ و٣هاƽ  شماره ٢سال ( سي پزشکي ايران مجله ميکروب شنا  

  

 

MICسويهƽجدا شده نسبت به جنتامايسين ها (Sigma)  به

         رقت . )۱۰ (تعيين شد   microbroth dilutionروش

  .بود ml/µg ۲۰۴۸-۱۶آنتي بيوتيکي مورد بررسي 

 به روش فنل کلروفرم انجام DNAاستخراج  DNA:استخراج 

 BHIمحيط  از سوسپانسيون باکترƽ کشت شده در 6ml .گرفت

دقيقه سانتريفوژ   دور در۵۰۰۰ با سرعت  دقيقه18 به مدت ،مايع

 EDTAحاوƽ(از بافر ليز µl ۳۰۰روƽ رسوب حاصله .شد

0.5M, Tris-HCL 1M, sucrose 50% اضافه )  و ليزوزيم

  .قرار داده شد37ºC در بن مارƽ  ساعت 1 شد و به مدت 

  اضافه شد و بعد از SDS %۱۰ ازµl ۲۵سپس به محلول حاصله 

با سرعت  دقيقه ۱۶، به مدت  دقيقه۱۰قرار دادن روƽ يخ به مدت 

سوسپانسيون رويي ابتدا دو . شد دور در دقيقه سانتريفوژ ۵۰۰۰

ايزوپروپانول وسپس با کلروفرم شستشو -مرتبه با فنل و کلروفرم

در نهايت رسوب .  در هر مرحله مايع رويي برداشته شد.داده شد

DNAمايع رويي، در ۱۰۰نول  حاصل از اضافه شدن اتا ƽبر رو 

  .)۱۱( حل شدRNase حاوTE ƽبافر 

PCR : با استفاده ازPCR 5 و پرايمر اختصاصي′CAG AGC 

CTT GGG AAG ATG AAG3′  و    

 5′CCT CGT GTA ATT CAT GTT CTG 
GC3′ ƽحضور ژن مقاومت آمينوگليکوزيدaac(69)-Ie-

aph(20)-Iaaمقاوم بررسي  در سويه ƽين مطالعه از  در ا.شدها

 همكارانش استفاده شد  وChow هاƽ پيشنهاد شده زوج پرايمر

 مرحله    يک شامل  PCR سيکل حرارتي براƽ انجام آزمايش .)۶(

 lysing دقيقه در ۳ اوليه ºC۹۴ ،۳۵ ثانيه در ۴۰ سيکل از ºC۹۴ 

)denaturation( ،۴۰ثانيه در ºC۵۵ جهت اتصال پرايمر 

)annealing( ،۴۰ثانيه در ºC۷۲ تکثير قطعه هدف ƽبرا 

)extension  ( و در نهايت يک مرحلهextension دقيقه ۲ نهايي 

در نهايت الکتروفورز محصولات تکثير يافته در هر .  بودºC۷۲در

PCR  ا  با استفاده از ژل آگارز % ƽانجام شد و پس از رنگ آميز

  .مورد بررسي قرار گرفت

 

  :يافته ها

 مقاوم به  حاوƽ سويه)% ۲/۱۵ (نمونه ۷۶  نمونه مدفوعي،۵۰۰از 

     بيوشيميايي  هاƽآزمايش انجام .بودندسطح بالاƽ جنتامايسين 

 ƽبر رو ƽسويه)%۲/۵۹ (۴۵   نشان داد که شده  جدا سويه ها   
E. faecalis  ،۲۹) ۱/۳۸%(سويه  E. faecium  ۲ و)۶۳/۲%( 

م  نشان داد که تماMICنتايج .  بودندE. gallinarum سويه

  . بودندµg/m  MIC≥500 مقاوم به جنتامايسين داراƽƽهاسويه

 : عبارت بود ازهابيوتيکمقاومت به آنتيفراواني و درصد 

 سويه ۲۶ ، سيپروفلوکسازين%)۴/۹۳( سويه ۷۱ اريترومايسين

 سويه ۱۴ ، کلرامفنيکل%)۴/۹۳( سويه ۷۱ ، تتراسيکلين%)۲/۳۴(

 سويه ۴ تايکوپلانين، %)۲۵( سويه ۱۹ ، آمپي سيلين%)۴۲/۱۸(

هاƽ جدا شده  تمام سويه%).۲/۵۹( سويه ۴۵ يدسو سينر%) ۲۶/۵(

 ١همانطور كه در جدول  .بيوتيک لينزوليد حساس بودندبه آنتي

 و E. faecium يد در گونهسمشخص است، مقاومت به سينر

 مشاهده E. faecalisسيلين در گونه طور مقاومت به آمپيهمين

 بودند )ذاتي (يد مقاومس به سينرƽE. faecalis تمام سويه ها. نشد

 فقط در  و آمپي سيلين،هاƽ تايکوپلانين بيوتيك و مقاومت به آنتي

 E. faeciumهاƽ سويه٪ از۵/۶۵ . مشاهده شدE. faecium گونه
  کلرامفنيکل  به  مقاومت  ميزان بالاترين.سيلين بودندمقاوم به آمپي

مطالعه مقاومت آنتي بيوتيکي . يده شددE.  faecalis هاƽ  سويهدر

يعني . سويه داراƽ مقاومت چند گانه بودند%) ۵۶ (۴۲نشان داد که 

علاوه بر جنتامايسين به سه آنتي بيوتيک ديگرنيز مقاومت نشان 

  .دادند

 مورد مطالعه هاƽتمام سويه که نشان داد PCRنتايج حاصل از 

  .)۱شکل (ند ود بaac(6')-Ie-aph(2'')-Iaداراƽ ژن مقاومت 

  
  

  

  

  

  

هاƽ مختلف  بيوتيك  تعداد و درصد مقاومت به آنتي :١جدول

  مقاومهاƽ  در سويه برحسب گونه

 E. faecium E. faecalis آنتي بيوتيک

)۱۶ سيپروفلوکسازين ١/٥٥ ) ١٠( ٢/٢٢ ) 

)٢٦ اريترومايسين ٦/٨٩ ) ٤٣( ٥/٩٥ ) 

)١ کلرامفنيکول ١/٣ ) ١٣( ٩/٢٨ ) 

)١٩ آمپي سيلين ٥/٦٥ ) - 

)٢٧ تتراسيکلين ١/٩٣ ) ٤٢( ٣/٩٣ ) 

)٤ تايکوپلانين ٨/١٣ ) - 

 - - لينزوليد

يدسسينر  - (١٠٠)٤٥ 

  

  
  
  
  

 

  



 ...انتروکوک  گونه هاƽت به سطح بالاƽ جنتامايسين درميان سي مقاومبرر /۵۰ 

 

 

  ،) bp۱۰۰) M  جهت تکثير ژن مقاومت به جنتامايسين، مارکرPCR :١شکل 

 )۱۰شماره (و کنترل منفي  )۱-۹ هاƽ شماره (aac(6')-Ie-aph(2'')-Iaهاƽ مثبت براƽ ژن  نمونه

 
 
  

  :بحث

هاƽ جدا شده  بالا است و همه سويهHLGR نتايج نشان داد ميزان 

    .هستند aac(6')-Ie-aph(2'')-Ia دارارƽ ژن

  براƽ يفلور روده افراد سالم در جامعه، محل ذخيره مناسب  

ƽمقاوم و ژنباکتر ƽمقاومت به شمار ميها ƽاين مسئله. آيدها 

هاƽ  برده و درمان عفونتشيوع مقاومت در سطح جامعه را بالا

 بررسي ،از اين رو. کندميانتروکوکي مقاوم را با مشکل رو به رو 

هاƽ مختلف در جامعه هاƽ مقاوم به آنتي بيوتيکشيوع انتروکوک

  . اƽ برخوردار استسالم انساني از نظر اپيدميولوژƽ از اهميت ويژه

دا، آمريکاƽ بررسي شيوع مقاومت به جنتامايسين در آمريکا، کانا  

ها  انتروکوک درصد۴۰ تا ۱۴لاتين، اروپا و آسيا حاکي از مقاومت 

در  HLGRدر مورد شيوع . )۱۲ (باشدبه جنتامايسين مي

اƽ طي مطالعههاƽ غير بيمارستاني،هاƽ جدا شده از نمونهانتروکوک

هاƽ مقاوم به جنتامايسين ، شيوع انتروکوک۲۰۰۶در تايلند در سال 

هاƽ سطحي اين کشور به ترتيب  شده و آبمنجمدايي در مواد غذ

همين طور در ). ۱۳ ( گزارش شده است درصد۶/۱ و  درصد۹/۰

هاƽ مقاوم به جنتامايسين در اƽ در مالزƽ شيوع انتروکوکمطالعه

  .)۱۴ ( گزارش شد درصد۵/۱۹ماکيان، 

ي بالينهاƽ هاƽ جدا شده از نمونهسويه در HLGRشيوع بررسي 

 در سطح تنشان دهنده افزايش رو به رشد مقاومدر ايران 

در مطالعه سيفي و همکاران ). ۱۵ -۱۷(هاƽ کشور است بيمارستان

 هاƽ دستگاه ادرارƽ ميزان جدا شده از عفونتهاƽروƽ انتروکوک

HLGRايزوله در  ƽهاE. faeciumو E.faecalis  ۹۲به ترتيب 

ه دست گزارشات ب). ۱۷( درصد گزارش شده است ۳۰درصد و 

هاƽ مقاوم به سطح آمده از ساير نقاط دنيا در مورد شيوع انتروکوک

 طي .متفاوت است در بين افراد سالم جامعه بالاƽ جنتامايسين

 در HLGRهاƽ شيوع انتروکوک ۲۰۰۰اƽ در آمريکا در سالمطالعه

در . گزارش شد   درصد۱  سالم به عنوان فلور طبيعي رودهدبين افرا

 و همين طور در پرتغال )۲۰۰۴(ده در هنگ کنگ مطالعه انجام ش

 به ترتيب HLGRE بر روƽ افراد سالم جامعه، شيوع )۲۰۰۶(

در مطالعه . )۱۹ و ۱۸ ( گزارش شده است درصد۱۱ و  درصد۸/۲۷

  درصد۲/۱۵  در جامعه سالمHLGRهاƽ  شيوع انتروکوکحاضر

 به دست آمد که با توجه به ساير مطالعات انجام شده در نقاط

ها از طي سه دهه اخير آمينوگليکوزيد .ست امختلف دنيا رقم بالايي

هاƽ مختلف جمله جنتامايسين در سطح وسيع جهت درمان عفونت

در بيماران بيمارستاني و غير بيمارستاني در ايران مورد استفاده قرار 

ترين عامل شيوع بالاƽ مقاومت در تواند مهم اين امر مي.گيردمي

  . جامعه باشد

هاƽ مقاوم در اکثر مطالعات انجام شده در خصوص شيوع انتروکوک

 .E و E. faeciumبه جنتامايسين، دو گونه غالب جداسازƽ شده 

faecalisانتروکوک.  بودند ƽدرصد بالا ƽمقاوم به سطح بالا ƽها

 .E و E. faeciumجنتامايسين جداسازƽ شده در اين مطالعه 

faecalisگونه آنها متعلق بهدرصد ۲/۵۹ بودند که E. faecalis 

هاƽ مقاوم به انتروکوک  روƽ  بردر مطالعه سيفي و همکاران. دبو

 E. faeciumهاƽ  از ايزوله درصد۶۴سطح بالاƽ جنتامايسين، 

                    هاƽ از ايزوله درصد۲۹جداسازƽ شده از فاضلاب و 

 E. faecalisجنتامايسين مقاو ƽمشابه .)۲۰ (م بودند به سطح بالا 

اƽ در آمريکا روƽ افراد سالم و غير با مطالعه ما، در مطالعه

       هاƽ مقاوم به جنتامايسين، گونه غالب انتروکوک،بيمارستاني

E. faecalis ۲۱ (گزارش شده است(.  

    1    2     3     4     5    6    7    8     9   10   M 

1Kb  

500 bp  
aac(6')-Ie-aph(2'')-Ia  



    ۵۱/ نسرين نوحي وهمكاران                )                        ١٣٨٧ پائيز و زمستان ٤ و٣هاƽ  شماره٢سال ( سي پزشکي ايران مجله ميکروب شنا

 

 

هاƽ مختلف ايجاد کننده مقاومت به جنتامايسين، در مورد ژن

ادا، آمريکاƽ لاتين، اروپا و آسيا در آمريکا، کانمتفاوت مطالعات 

هاƽ سطح بالا به جنتامايسين  مقاومتدرصد ۷۹ نشان داده که

 حاصل شده و aac(6')-Ie-aph(2'')-Iaتوسط ژن مقاومت 

 داراƽ درصد aph(2'')-Ib، ۱۶ آنها داراƽ درصد ۵ همين طور

aph(2'')-Icدرصد ۱۴  و ƽدارا aph(2'')-Id۱۲ (باشند مي( .

 HLGRهاƽ ت انجام شده در ايران بر روƽ انتروکوکمطالعابق ط

 براMIC≥500 µg/ml ƽ باهاƽ مختلف جدا شده از بيمارستان

 در aac(6')-Ie-aph(2'')-Iaجنتامايسين، حضور ژن مقاومت 

هاƽ طورƽ که تمامي انتروکوک به. استسطح بالا گزارش شده

          بودندمقاوم به سطح بالاƽ جنتامايسين داراƽ اين ژن مقاومت 

مطابق با ساير مطالعات در نقاط  در مطالعه حاضر .)۲۰ و ۱۶، ۱۵(

ژن غالب ايجادکننده aac(6')-Ie-aph(2'')-Ia مختلف دنيا، 

 روƽ ترانسپوزون يا پلاسميد  اين ژن.استمقاومت به جنتامايسين 

ƽها از جمله قرار دارد که به راحتي قادر به انتقال به ساير باکتر

       اکثر عامل ايجاد مقاومت در مقابل  وباشديلوکوک مياستاف

 در اين مطالعه ژن .ƽ است آمينوگليکوزيدهاƽبيوتيکآنتي

aac(6')-Ie-aph(2'')-Ia انتروکوکتمام در  ƽهاHLGR جدا 

اهميت ويژه حاکي از نتايج . شده از افراد سالم جامعه شناسايي شد

        جنتامايسين در بيناين ژن در ايجاد و انتقال مقاومت به

اين سطح بالاƽ مقاومت در جامعه . ان استتهرها در وکانتروک

 اين ژن  براƽ مناسبسالم انساني، به عنوان يک محل ذخيره

گسترش سالم در جامعه را باشد که به سرعت مقاومت مقاومت مي

  . مي دهد

ن هاƽ ضد ميکروبي حاکي از مقاومت چند گانه در بيآزمايشنتايج 

در )  درصد۹۰بيش از ( بالاترين ميزان مقاومت. ها بودانتروکوک

از طرف ديگر ميزان . مقابل اريترومايسين و تتراسيکلين  مشاهده شد

در مطالعات مختلف . و لينزوليد پايين بود مقاومت به تايکوپلانين

انجام شده در ايران مشابه با اين مطالعه، مقاومتي به آنتي بيوتيک 

در اين مطالعه، مقاومتي به . )۱۷ (مشاهده نشده استلينزوليد 

 داراE. faecalis ƽ.  مشاهده نشدE. faecium يد درسسينر

 مقاوم به چندين E. faeciumاست ولي يد سذاتي به سينرمقاومت 

به اين آنتي بيوتيک معمولا به طور همزمان  مختلف آنتي بيوتيک

رايران نيز ميزان در ساير مطالعات انجام شده د. حساس مي باشد

تمام  .)۱۷ (مقاومت به اين آنتي بيوتيک پايين گزارش شده است

 جداسازƽ شده در اين مطالعه متعلق هاƽ مقاوم به آمپي سيلينسويه

 E. faecalis هاƽدر بين سويه.  بودE. faeciumبه گونه 

هاƽ وکانتروک بين در کلدر.نشد مشاهدهبيوتيکآنتي اين به مقاومتي

قابل .  طرح مختلف مقاومت آنتي بيوتيکي مشاهده شد۱۱مقاوم، 

 جداسازƽ شده، HLGRهاƽ  سويه ازبيش از نيمي  ذکر است که

  . آنتي بيوتيک ديگر به جز جنتامايسين مقاوم بودند۳به 

 

ƽنتيجه گير:  

شيوع بالاƽ مقاومت به جنتامايسين در فلور اين مطالعه حاکي از 

از طرف . باشد و غير بيمارستاني در شهر تهران مي سالمافرادروده 

 هاƽ مختلف آنتي بيوتيک بههاƽ مقاومت يک منبع بزرگ ژنديگر

. هاƽ جداسازƽ شده در اين مطالعه شناسايي شددر بين انتروکوک

ƽفلور نرمال مي باشد که اين مقاومت قابل انتقال به ساير باکتر ƽها

جامعه سالم انساني و به تبع آن نتيجه آن افزايش سطح مقاومت در 

هاƽ ناشي از اين اين امر درمان عفونت. است هادر بيمارستان

هاƽ مقاوم را بيش از پيش با مشکل رو به رو     ميکرواورگانيسم

  .کندمي
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  ۱۸/۴/۸۸ :       تاريخ پذيرش مقاله ۱۹/۱۲/۸۷: افت مقاله تاريخ دري

  :چكيده  
. کندهاƽ بيمارستاني ايجاد  فلورنرمال روده انسان بوده ولي قادراست عفونتو  ، كومنسال فكاليسوسانتروكوك :زمينه و اهداف

 ƽتوده تجمعي كه شامل شناسايي شدهويرولانس  چندين فاكتوردر اين باکتر) Agg(، تئين سطحي انتروكوكپرو )Esp(، 

 مي شود و افزايش ويرولانس  عمل مي کنند که منجر بههمگرا به طور اين فاكتورها .و آنزيم ژلاتيناز مي باشد) Cyl(سيتوليزين

 انتروکوکوس  فکاليس ويرولانسهاƽ فاكتورهدف از اين مطالعه تعيين شاخص هاƽ فنوتيپي .  مي گرددتهاجم بافتي وسبب تخريب 

  .بودجدا شده از نمونه هاƽ ادرار 

 جمـع آورƽ شـده از       انتروكوكـوس فكـاليس،    ايزوله بـاليني     ٩٥ توليد بيوفيلم، هموليزين و ژلاتيناز در         در اين مطالعه   :روش بررسي 

     ،ƽادرار ƽشده با آزمون     .  بررسي شدند  بيماران مبتلا به عفونت ها ƽتجزي ـ           اطلاعات جمع آور ƽدقيـق فيـشر  و مجـذور كـا ƽه و  ها

  . تحليل شدند

داراƽ هموليز بودند كه    %) ٢/٤٤( سويه   ٤٢ .آنزيم ژلاتيناز توليد نمودند   %) ٢٠( سويه   ١٩،  انتروكوكوس فكاليس  سويه   ۹۵ از   :يافته ها 

توليـد بيـوفيلم   %) ٥/١٠( سـويه ١٠. فاقـد همـوليز بودنـد   %) ٨/٥٦( سويه٥٣هموليز آلفا و %) ٤/٧( سويه٧هموليز بتا، %) ٨/٣٥( سويه ٣٥

توليـد بيـوفيلم ضـعيف      %) ٢/٨٣(  سويه ٧٩و  ) ١/٠ و بيشتر از   ٢/٠كمتر از   (توليد بيوفيلم متوسط    %) ٣/٦(  سويه ٦،  )٢/٠بيشتر از (وƽق

و متوسط با فاکتورهاƽ سن، جنس، مصرف قبلي آنتي بيوتيک، اسـتفاده از کـاتتر، و    بين تشکيل بيوفيلم شديد. نمودند) ١/٠كمتر از (

  ).>P ۰۵/۰( نشدف معني دارƽ يافتت ژلاتيناز اختلاتوليد هموليزين و فعالي

به نظر مي رسد اثرات آنها تجمعي . هيچ فاكتور منفرد غالب به عنوان پيشگويي كننده مهم ويرولانس معرفي نشد :نتيجه گيري

 .باشد

   ادرارƽ مجارƽ، فاكتورهاƽ ويرولانس ،ژلاتيناز، بيوفيلم، عفونتانتروكوكوس فكاليس :واژه ها كليد 
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  :مقدمه

 قادر  نرمال روده انسان بوده و  فلورءاعضا  از فكاليسوسانتروكوك

سيته ياگرچه پاتوژن).١-٥(هاƽ بيمارستاني ايجاد كنداست عفونت

 توجه  هاƽ ادرارƽ خيلي مورد درعفونت فكاليسوسانتروكوك

درصد  ٢٠ بسيارƽ ازگزارشات بيش از ولي فراواني آن در باشدنمي

 چندين فاكتور ).٦-٨( دهدتشكيل مي ƽ راهاƽ ادرارهايزول

  شده كه شامل تركيبات توصيف فكاليس وس انتروكوكويرولانس در

aggregation) Agg(، پروتئين سطحي انتروكوك )Esp(، 

 بوده هموليتيك كه داراƽ فعاليت باكتريسيدال،) Cyl( سيتوليزين

 تورهاكه اين فاك شودحدس زده مي ).٤و٣و١(است  وآنزيم ژلاتيناز

وفعال  quorum واسطه تسهيل دسترسي بهه  بهمگرايي به طور

افزايش باكترƽ را ويرولانس  ،quorum-sensingنمودن تنظيم 

         باكترƽ به صدمات بافتي وتهاجم عمقي تر  اين امر منجر.دهند

 وس فكاليس انتروكوكاخير نشان داده كهمطالعات.)٩-١٢و١(گرددمي

کنترل کننده quorum- sensing هد و سيستم دبيوفيلم تشکيل مي

 ).١٣-١٧( مي باشد وس فكاليسانتروكوكتوسعه بيوفيلم، در 

 كروموزومي  espسطحي انتروکوک  که توسط ژن پروتئين

كلونيزاسيون، پايدارƽ در   با افزايش بيماريزايي،شودميرمزدهي

). ١٧-١٩و١٣و١(مجارƽ ادرارƽ و تشكيل بيوفيلم همراه است 

توليد سيتوليزين به طور قابل توجهي شدت اندوکارديت و 

اندوافتالميت را در مدل حيواني تشديد نموده و باعث شدت 

 پروتئين سطحي ).۲۱و۲۰و۱(گردد بيمارƽ انتروکوکي در انسان مي

  فکاليسوسانتروكوكانتروکوک در اتصال اوليه و تشکيل بيوفيلم 

در کلونيزه شدن و بقاƽ ي پروتئين سطحنقش   ).١٣(دخالت دارد 

 هاƽمدل در عفونت هاƽ مجارƽ ادرارƽ در  فکاليسوسانتروكوك

 در مقادير بالا ،پروتئين سطحي). ١٩( حيواني نشان داده شده است

-به هاƽ مولد اندوکارديت و باکتريمي مشاهده شده وليدر ايزوله
). ٢٢(گردد هاƽ مدفوعي افراد سالم مشاهده ميندرت در ايزوله

اين . شودمي  كروموزومي رمزدهيgelEآنزيم ژلاتيناز، توسط ژن 

آنزيم يک متالوپروتئاز روƽ خارج سلولي است كه كلاژن، ژلاتين و 

 و در تشكيل اندوكارديت )١(كندپپتيدهاƽ كوچك را هيدروليز مي

  تشكيل بيوفيلم به  ).٢٤و٢٣و١(هاƽ حيواني نقش دارددر مدل

تحقيقات  ).٢٥(مسائد زنده بمانندر شرايط نادهد دها اجازه ميسلول

در .کندرا در وقوع بيمارƽ تاييد مي اپيدميولوژƽ نقش سيتوليزين

 نمونه وهاƽ اندوکارديت ايزوله سيتوليزين در مقايسه با اƽمطالعه

هاƽ باکتريمي ديده شده است مدفوع افراد سالم، بيشتر در ايزوله

)٢٢ .(Coqueلافي را در بروز سيتوليزين در يچ اخت ه و همکاران

  از اندوکارديت، باکتريمي و ياانتروکوکوس فکاليسهاƽ بين ايزوله

در مطالعه ديگرƽ ). ٢٦(نمونه مدفوع افراد سالم مشاهده نکردند 

  فكاليسوسانتروكوكهاƽ  باليني ايزوله درصد از ١٦فقط 

   فاکتور ان عنو  به پروتئين  اين  نقش و  کرده   توليد  سيتوليزين

  

هر چند نتايج مطالعات ). ٢٤(ويرولانس مهم، کم در نظر گرفته شد 

هاƽ  خاموش از ايزولههاƽ سيتوليزيناخير پيشنهاد نموده که ژن

 ممکن است يک پروفيل منفي فنوتيپي انتروکوکوس فکاليسباليني 

را نشان دهد، يعني فاقد فعاليت هموليتيک بر روƽ محيط آگار 

هاƽ محيطي نظير آن چه که در محل  ولي فاکتورخوندار باشد،

). ۲۵(ها گردد دهد ممکن است باعث فعاليت ژنعفونت رخ مي

 انتروکوکوسهدف از اين مطالعه تعيين فاكتورهاƽ ويرولانس 

دراين مطالعه . هاƽ مجارƽ ادرارƽ بود جدا شده از عفونتفكاليس

  فكاليستروکوکوس انرابطه بالقوه بين تشكيل بيوفيلم و نقش باليني

 در مجارƽ ادرارƽ و نيز توليد بيوفيلم و آنزيم هاƽ خارج سلولي،
  . تعيين گرديدژلاتيناز  و هموليزين

  

  :مواد وروش ها

      ƽدر       ٦٠٠اين مطالعه توصيفي بر رو ƽنمونه ادرار از بيمـاران بـستر 

هـاƽ سـفيد در     بيمارستان شهيد بهـشتي کاشـان، كـه ميـزان گلبـول           

 در هر ميـدان ميكروسـكوپي بـا         ٥اوƽ يا بيشتر از     آزمايش ادرار مس  

هـاƽ  نمونه. بود، انجام پذيرفت  ) hpf≥ WBC/5(بزرگ نمايي زياد  

ادرار  بر روƽ محيط هاƽ آگار خون دار وآگـار ائـوزين متـيلن بلـو           

گـراد انکوبـه     درجه سـانتي   ٣٧ ساعت در دماƽ   ٢٤كشت و به مدت     

شكيل دهنـده كلنـي     واحد ت ١٠٠٠٠هاƽ با رشد بيش از      نمونه. شدند

در هرميلي ليتر ادرار،  با رنـگ آميـزƽ گـرم، تـست حـساسيت بـه                  

،  )SXT( سولفامتاکسازول –ترƽ متوپريم باسيتراسين، حساسيت به

                  درصــد، تــست هيــدروليز  ٥/٦رشــد بــر روƽ محــيط نمــك    

، ٤٢ ºC، رشد در دمـاPYR(  ƽ( نفتيل آميد - بتا- پيروليدونيل-ال

 ايزولـه   ٩٥. ƽ محيط بايل اسکولين، تعيين هويـت شـدند        رشد بررو 

هاƽ ويـرولانس توليـد      انتخاب و براƽ فاكتور    انتروکوکوس فکاليس 

. بيوفيلم، توليـد همـوليزين و توليـد آنـزيم ژلاتينـاز بررسـي شـدند               

         ƽمحيط حاو ƽبررو ƽدرصد ژلاتين   ٣فعاليت ژلاتيناز با رشد باکتر 

       ƽژلاتـين    مشخص گرديد چند کلني خـالص بـر رو ƽمحـيط حـاو   

 ºC٣٧ ساعت در دماƽ     ٤٨صورت زيگزاگ کشت داده و به مدت        به

بعد از اين مدت با اضـافه کـردن يـک ميلـي ليتـر از                . انکوبه گرديد 

محلول اسيدهيدروكلريك در صورت مشاهده هالـه شـفاف اطـراف           

بـه منظـور سـنجش بيـوفيلم        . خط کشت نتيجه مثبت تلقـي گرديـد       

 Trypticase soyشـد يافتـه در محـيط    ر  فكـاليس وسانتروكوك

broth (TSB ) ƽدرصد گلوکز به نـسبت ٥/٠ حاو 
40
بـا محـيط   1

TSB ƽســپس .  درصــد گلــوکز رقيــق گرديــد٥/٠ حــاوlµاز ٢٠٠ 

اƽ اضـافه و   خانـه  ٩٦سوسپانسيون حاصل به گوده هاƽ ميکروپليت       
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   ƽدر دماºC يـت سـه    ميکروپل.  ساعت انکوبـه شـد     ٤٨ به مدت    ٣٧

 سـاعت در    ١مرحله توسط آب مقطر استريل شسته و بعد به مـدت            

بيوفيلم اتصال يافتـه بـا      . دماƽ آزمايشگاه قرار گرفت تا خشک شود      

 دقيقه در دمـاƽ آزمايـشگاه   ٢٠ درصد به مدت   ١/٠افزودن سافرانين   

سپس سه مرحله با آب مقطر استريل شسته شد تـا           . رنگ آميزƽ شد  

ز خـشك شـدن در دمـاƽ آزمايـشگاه،          رنگ اضافي حـذف و بعـد ا       

جذب نورƽ بيوفيلم بر روƽ سـطح تـه گـوده پليـت خـشک شـده                 

محـيط کـشت   .  قرائـت گرديـد  ELISA Reader بـا   ٤٩٠ODدر

TSB       به عنوان شاهد استفاده شد ƽهر آزمـايش درسـه     .  بدون باکتر

سپس ميـانگين و انحـراف      . مرحله در سه روز متفاوت تکرارگرديد       

 ATCC  Entrococcus faecalis ٢٩٢١٢از. معيار محاسبه شد

اطلاعات جمع آورƽ شـده   ).٢٨و٢٧(به عنوان شاهد استفاده گرديد 

و آزمـون   كـاƽ   مجذور  با آزمون آمارƽ     با استفاده از آمار توصيفي و     

  .شدند تجزيه وتحليل دقيق فيشر

  

  :يافته ها

  جدا %) ١٩( سويه انتروكوك ١١٤ نمونه ادرار كشت شده، ٦٠٠از

 ١٩و  انتروكوكوس فكاليس %) ٣/٨٣( سويه ٩٥شد كه 

سن بيماران مورد مطالعه .  بود  فسيوموسانتروكوك%)  ٧/١٦(سويه

.  سال متغير بود٩١ ماه تا حداكثر ١ سال و از حداقل ٢٠/٣٩±٠٦/٢٨

 نفر ٥. بودند%) ٥/٤٩( نفر زن ٤٧و %) ٥/٥٠( نفر از بيماران مرد ٤٨

سابقه مصرف %) ٨/١٦( نفر ١٦. داراƽ سوند ادرارƽ بودند%) ٣/٥(

  .آنتي بيوتيك داشتند

هموليز %) ٨/٣٥( سويه ٣٥: داراƽ هموليز بودند%) ٢/٤٤( سويه٤٢

فاقد هموليز %) ٨/٥٦(  سويه ٥٣. هموليز آلفا%) ٤/٧( سويه ٧بتا، 

ميانگين و انحراف معيار تشکيل بيوفيلم در دانسيته اپتيک  .بودند

  متغير ٩٩٤/٠  تا حداكثر ٠٠٢/٠و از حداقل  ±۰۷/۰ ۱۱/۰ ، ۴۹۰

بيوفيلم %) ٥/١٠( سويه١٠ انتروكوكوس فكاليس سويه ٩٥از  . بود

 ƽ٢/٠كمتر از (بيوفيلم متوسط %) ٣/٦(  سويه ٦، )٢/٠بيشتر از(قو 

)  ١/٠كمتر از (بيوفيلم ضعيف %) ٢/٨٣( سويه ٧٩و ) ١/٠و بيشتر از

تيناز توليد آنزيم ژلا%) ٢٠( سويه ١٩ ). ١نمودار ( توليد نمودند 

انتروكوكوس  سويه ٩٥رابطه بين ظرفيت توليد بيوفيلم در . کردند

هاƽ ويرولانس و هاƽ  ادرار و فاکتور جدا شده ازنمونهفكاليس

  . ارائه شده است١خصوصيات دموگرافيک بيماران در جدول 

  

10.5
6.3

83.2

شѧѧديد متوسط ضعيف  

  

   جدا شده ازنمونه هاƽ  ادرارانتروكوكوس فكاليس هاƽويه درصد فراواني تشکيل بيوفيلم در س :١نمودار 

  

  

  

  



  جدا شده از نمونه هاƽ ادرارانتروکوکوس فکاليسبررسي فاکتورهاƽ ويرولانس /  ۵۶

 
 

 

  هاƽ، فاکتوررهاƽ  ادرا جدا شده ازنمونهانتروكوكوس فكاليسهاƽ ويه رابطه بين ظرفيت توليد بيوفيلم  در س:١جدول 

   ويرولانس و خصوصيات دموگرافيک بيماران

 
 OD 490تشکيل بيوفيلم در 

  خصوصيات دموگرافيک

 بيوفيلم شديد و متوسط

  (% )تعداد 

  بيوفيلم ضعيف

  (% )تعداد 

  جمع

  (% )تعداد 

P value  

  نجنس                          ز

                                 مرد

٩/١٤ (٧(   

٨/١٨ (٩(   

١/٨٥ (٤٠(   

٢/٨١ (٣٩(   

١٠٠ (٤٧(   

١٠٠ (٤٨(   

۶۱۶/۰  

  

  ٨-٤٠)           سال(سن 

٤١- ٩١  

٤/١٥ (٨(   

٦/١٨ (٨(   

٦/٨٤ (٤٤(   

٤/٨١ ( ٣٥(   

١٠٠ (٥٢(   

١٠٠(٤٣(   

  

٦٧٦/٠  

  مصرف آنتي بيوتيک         دارد

               ندارد                  

٨/١٨ (٣(   

٥/١٦ (١٣(   

٢/٨١ (١٣(   

٥/٨٣ (٦٦(   

١٠٠ (١٦(   

١٠٠ (٧٩(   

  

٧٢٩/٠  

  استفاده از کاتتر ادرارƽ     دارد

                                  ندارد

٢٠ (١(   

٧/١٦ (١٥(   

٨٠ (٤(   

٣/٨٣ (٧٥(   

١٠٠ (٥(   

١٠٠(٩٠(   

  

١≅  

  توليد هموليزين              دارد

      ندارد                          

٥/٩( ٤(   

٦/٢٢ (١٢(   

٥/٩٠ (٣٨(   

٤/٧٧ (٤١(   

١٠٠ (٤٢(   

١٠٠ (٥٣(   

  

۱۰۵/۰  

  توليد آنزيم ژلاتيناز         دارد

                                ندارد

٨/١٥ (٣(   

١/١٧ (١٣(   

٢/٨٤ ( ١٦(   

٩/٨٢ (٦٣(   

١٠٠ (١٩(   

١٠٠ (٧٦(   

  

١≅  

     )١٠٠ (٩٥   )٢/٨٣ ( ٧٩   )٨/١٦ ( ١٦  جمع

  

  :بحث

اگرچه . هاƽ بيمارستاني استترين عامل عفونتانتروكوك مهم

 هاƽ ادرارƽ جدƽ ايجاد  به ندرت عفونتانتروكوكوس فكاليس

هاƽ ادرارƽ بيماران بسترƽ رو  جدا سازƽ آن از عفونت،كند وليمي

 بيماران هاƽ ادرارƽ دراستفاده از سوند).  ٦-٨(به افزايش است 

هاƽ ادرارƽ در بيمارستان گرديده و بسترƽ، باعث افزايش عفونت

انتروكوكوس اهميت تشكيل بيوفيلم و ارتباط آن با پاتوژنيسيته 

بيوفيلم زماني به . کند را در عفونت ادرارƽ مشخص ميفكاليس

ها در سطح كلونيزه شده تجمع يافته و يا به آيد كه سلولوجود مي

 رشد نمايند و خود را در يك ماتريكس پلي صورت چند سلولي

در مطالعه ما بيوفيلم شديد و  ).  ٢٦(ساكاريدƽ خارجي جاƽ دهند

 ٢/٤٤ درصد و هموليزين در ٢٠ درصد، ژلاتيناز در ٨/١٦متوسط در 

  بين تشکيل بيوفيلم شديد و متوسط . ها مشاهده شددرصد از سويه

  يک، استفاده ازبيوتو فاکتورهاƽ سن، جنس، مصرف قبلي آنتي

   کاتتر و توليد هموليزين و آنزيم ژلاتيناز ارتباط معني دارƽ مشاهده

  

 ١٣ و همكاران گزارش نمودند كه هموليزين در Coque.  نگرديد

 انتروكوكوس فكاليسهاƽ  درصد ايزوله٥٣درصد و ژلاتيناز در 

 و  Vergis). ٢٦(هاƽ ادرار مشاهده شده است جداشده از نمونه

،  انتروكوكوس فكاليسهاƽ همكاران گزارش نمودند كه در سويه

، و ژلاتيناز ) سويه٣٥٢ سويه از ٦٣( درصد ٩/١٧فراواني هموليزين 

 Senoنتايج). ٢٧(بوده است)  سويه٣٥٢ سويه از١٦٧( درصد  ٤/٤٧

 ، انتروکوک  و همكاران نشان داد كه بين وجود پروتئين سطحي

ها در تشكيل بيوفيلم در شرايط آزمايشگاهي ژلاتيناز و توانايي سويه

 و همكاران Kristichدر مطالعه  ). ٢٨(ارتباط قوƽ وجود دارد 

ƽ فاقد پروتئين سطحي قادر است در نشان داده شده است كه سويه

 تشكيل بيوفيلم  انتروکوکجان مستقل از پروتئين سطحي سطوح بي

انتروكوكوس  دهد و ژلاتيناز باعث افزايش تشكيل بيوفيلم در

همچنين مشخص شده كه پروتئين سطحي ). ١٤(گرددمي فكاليس

انتروکوک براƽ تشكيل بيوفيلم ضرورƽ نبوده ولي وجود آن با 
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 ). ١٥(تشكيل مقادير بالايي از بيوفيلم همراه بوده است 

Trendolkarو همكاران بيان نمودند كه پروتئين سطحي  

انتروكوكوس ، به عنوان يك فاكتور كليدƽ براƽ توانايي انتروکوک

      در تشكيل بيوفيلم، در يك وضعيت وابسته به گلوكز فكاليس

 و همكاران ظرفيت تشكيل بيوفيلم Seno  در مطالعه). ١٧(باشدمي

هاƽ داراƽ پروتئين سطحي به طور قابل توجهي بيشتر از در ايزوله

در صورتي كه ). ٢٩(هاƽ فاقد پروتئين سطحي بودايزوله

Trendolkar و همكاران چنين اثر همگرايي را بين ژلاتيناز و 

). ١٧(د بر روƽ تشكيل بيوفيلم نشان ندادن انتروکوکپروتئين سطحي

 نه تنها در وسايل پزشكي بلكه در انتروكوكوسيله تشكيل بيوفيلم به

گر در چسبندگي اجزاƽ پاسخ به هر فاكتور باكتريايي مداخله

   ). ٢٩(ماتريكس خارج سلولي به ميزبان، دخالت دارد

 

ƽنتيجه گير:  

نتايج اين مطالعه نشان داد که بين تشکيل بيوفيلم شديد و متوسط و 

ƽ سن، جنس، مصرف قبلي آنتي بيوتيک، استفاده از کاتتر، فاکتورها

هيچ فاكتور . توليد هموليزين و آنزيم ژلاتيناز همگرايي وجود ندارد

 .منفرد غالب به عنوان پيشگويي كننده مهم ويرولانس، معرفي نشد

    .باشدبه نظر مي رسد اثرات آنها تجمعي مي ،لذا
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  ۲۰/۴/۸۸ :       تاريخ پذيرش مقاله ۱۷/۱۲/۸۷: تاريخ دريافت مقاله   

  :چكيده 
يکي از  عوامل عمده اسهال کودکان در ) Enteropathogenic E.coli: EPEC( انتروپاتوژن اشريشياکلي: زمينه واهداف

ها و الگوƽ سروگروه. شود که گاهي موجب بيمارƽ شديد و يا حتي مرگ مي باشدرهاƽ توسعه نيافته و در حال توسعه ميکشو

ƽتوزيع اين سويه. باشد متفاوت مي،ها در نواحي جغرافيايي مختلفمقاومت آنتي بيوتيکي اين باکتر ƽآگاهي از الگو ƽها و الگو

هاƽ غالب  سروگروهتعييناين مطالعه به منظور  .استها ضرورƽ مقاومت آنتي بيوتيکي آنها جهت  به کارگيرƽ مناسب آنتي بيوتيک

 EPEC مقاومت آنتي بيوتيکي آنها انجام گرفتمبتلا به اسهال در  سال ۵ جدا شده از کودکان زير ƽتهران و تعيين الگو.  

هاƽ تهران جمع آورƽ و از لحاظ وجود سروگروه) ع(اصغر سال از بيمارستان علي۵ اسهال كودكان زير  نمونه۲۷۸: روش بررسي

EPEC آزمون با ƽمورد بررسي قرار گرفتندها ƽشناسي و سرولوژ ƽ۱۶ها با استفاده از آنتي بيوگرام اين سويه  آزمون.باکتر 

  .آنتي بيوتيک با روش انتشار ديسک صورت گرفت

 سال و ۱مربوط به کودکان زير آن  بيشترين فراواني  جدا شد کهEPEC%) ۸/۶( نمونه ۱۹  در نمونه مدفوع۲۷۸از  :يافته ها

و مروپنم و بيشترين نسبت به ايمي پنم   %)۱۰۰(بيشترين ميزان حساسيت سويه ها .   بودIV سروگروه آنبيشترين سروگروه 

 به ) %۵/۸۹(     سويه۱۷ همچنين. تراسايكلين و آموكسي سيلين مشاهده شدتبه ناليديكسيك اسيد، نسبت %) ۲/۶۳(ميزان مقاومت 

  .سفتازيديم و جنتامايسين حساس بودند

مقاومت در اين . تتراسايكلين و آموكسي سيلين دارندمتوسط  به ناليديكسيك اسيد، ها مقاومت كامل و يا اکثر سويه : نتيجه گيري

ها آنتي بيوتيکي اين سويه هاƽ پاتوژن، تعيين الگوƽم بروز مقاومت روزافزون سويهجهت درمان قطعي و عد. استحال افزايش  

  .  ضرورƽ است

  ، کودکان  مقاومت آنتي بيوتيکي ، اسهال ،  انتروپاتوژناشريشياکلي :كليد واژه ها

  



 ... انتروپاتوژناشريشياکليهاƽ  ƽ مقاومت آنتي بيوتيکي سروگروهتعيين الگو / ۶۰
   
 

 

  :مقدمه

عوامل ) % ۲۰ تا ۱۵(   به عنوان يکي از رايج ترين همهنوز اسهال

 ۱۰ تا ۵عامل  که است سال ۵مرگ و مير در بين کودکان زير 

). ۱( شدباميليون مرگ و مير در آسيا، آفريقا و آمريکاƽ لاتين مي

ها ، باکترƽهاعوامل اتيولوژِيک اسهال شامل طيف وسيعي از ويروس

 اشريشياکلي باکتريايي، ƽزااز بين عوامل بيمارƽ. است هاو انگل

   (Diahrreagenic Escherichia coli : DEC )مولد اسهال

           و يکي از عواملرد اƽ دادر اين دسته بندƽ جايگاه ويژه

 را  DECهاƽسويه. استمهم اسهال اپيدميک و اندميک در جهان 

                  وابستگي سروتيپي،توان براساس خصوصيات ويرولانس ، مي

               پاتوتايپ  و اپيدميولوژيک به ششهاƽ بالينيويژگي

انتروپاتوژن  اشريشياکلي  پاتوتايپ)۲(کرددسته بندƽعمده

Escherichia coli :EPEC)  enteropathogenic(  عامل

ور  اما به طاست،عمده اسهال کودکان در کشورهاƽ توسعه نيافته 

 ).۴و۳،۱(شودروزافزون در کشورهاƽ توسعه يافته نيز شناسايي مي

هاƽ  آنتي سرمه کمک  بEPECهاƽ  شناسايي سروتيپاز

 در مطالعات ƽعنوان ابزار مفيده بO اختصاصي آنتي ژن

 سروتيپ ۱۶۰تاکنون حدود . شودمياستفاده اپيدميولوژيک 

متعدد گزارش شده در مطالعات ). ۵(شناخته شده است  اشريشياکلي

عامل ) ويژه زير يک سالهب( سال ۵ درکودکان زير EPECاست که 

  ). ۶-۹و۱(عمده ايجاد اسهال پايدار و مزمن مي باشد

ويژه در ههاƽ پاتوژن ببيوتيکي باکترƽ افزايش مقاومت آنتي 

         کودکان به عنوان يکي از مشکلات بهداشت جهاني محسوب

به علت شيوع زيادƽ که ، EPECبيوتيکي مقاومت آنتي . شودمي

با توجه به  ). ۱۰(است سال دارد، حائز اهميت ۵در کودکان زير 

 در EPEC شيوع ،کشور مادر  از جمله ي،مطالعات متعدد جهان

شناسايي ). ۱۰و۱-۳(باشداسهال کودکان زير پنج سال قابل توجه مي

            ساسيتانجام آزمون تعيين ح عوامل باکتريايي مولد اسهال و

        ميکروبي آنها مي تواند به درمان بموقع و مناسب بيمارƽ وآنتي

منجر   آنها، به منظور پيشگيرƽ و کنترل، گيرƽ تدابير بهداشتيرکابه

 هاƽ غالب  سروگروهتعيين از اين رو هدف از اين مطالعه . شود

EPEC سال شهر تهران و تعيين۵ جدا شده از کودکان زير  ƽالگو 

  .  بودمقاومت آنتي بيوتيکي آنها

  

  :مواد وروش ها

  از فروردين(  ماه۴ سال به مدت ۵ نمونه اسهال كودكان زير ۲۷۸  

  تهران جمع آورƽ شد ) ع(از بيمارستان علي اصغر ) ۱۳۸۷تا تير ماه 

  

پس از .  مورد آزمايش قرار گرفتاشريشياکليو از لحاظ وجود 

شامل تاريخ مراجعه، (ط به هر يک ها، مشخصات مربواخذ نمونه

 مدت زمان  ونوع اسهال، سن، جنس، سابقه مصرف آنتي بيوتيک

ƽانتخابي .  ثبت گرديد)بستر ƽمحيط ها ƽنمونه ها بررو

 كشت )MERCKشرکت (انتروباکترياسه نظير هكتون انتريك آگار

 TSI ،MR/VP،SIMكمك محيط هاƽ بيوشيميايي نظيرباوشدداده

مورد تاييد  اشريشياکلي ون سيترات و ليزين  به عنوان،اوره ، سيم

  . واقع شدند

   سرم اختصاصيهاƽ جدا شده با استفاده از آنتيسروتايپينگ سويه

      ) شركت توليدƽ و پژوهشي بهار افشان تهران(دودماني  و چند

براƽ انجام تست . با روش آگلوتيناسيون برروƽ لام انجام شد

 ، چند  شدسرم بر روƽ لام گذاشتهطره از آنتيسرولوژƽ ابتدا يک ق

 TSI  ساعته باکترƽ از محيط کشت۱۸ از کشت  خالص شدهکلوني

              در صورت. برداشته و کاملا با آنتي سرم مخلوط شد

               ثانيه ، سروگروه ۴۰سرم پس از آگلوتينه شدن قطره آنتي

 ƽبا استفاده ،وگرامپس تست آنتي بيس. شد شناساييباکتر                  

                 و)  باير–به روش کربي( از روش انتشار در ديسک 

    آزمايشگاه بالينياستاندارهاƽ  ملي کميته العملدستور براساس

)CLSI (Clinical and laboratory  standards institute-

صورت )  MAST شرکت( ديسک آنتي بيوتيکي ۱۶  برابردر ،)۱۱(

  . گرفت

 اشريشياکليهاƽ و مقاومت آنتي بيوتيکي سروگروهحساسيتفراواني

 ترNAL(، ƽ( نسبت به آنتي بيوتيک هاƽ ناليديکسيک اسيد

، )CIPR( ، سيپروفلوکساسين)SxT ( سولفامتوکسازول-متوپريم 

، )CTX(، سفوتاکسيم)C(سولفات، کليستين)S(استرپتومايسين

، )MRP( ، مروپنم)IMI(  ايمي پنم،)TET(تتراسايکلين

، )CAZ( ، سفتازيديم)A( سيلين،آموکسي) CFX( سفالکسين

) NI( ، نيتروفورانتوئين)CO( ، کلرامفنيکل)CTR( سفترياکسون

  .بررسي شد) GEN( وجنتامايسين

  

  :يافته ها

 جدا شد، اشريشياکلي%) ۸/۶(سويه  ۱۹،  اسهال  نمونه۲۷۸از بين 

 هاƽي سرم اختصاصي به عنوان سويه با استفاده از آنتکه

 .شناسايي گرديد) EPEC(انتروپاتوژنيك 
  متعلق)  % ۲/۶۳( سويه ۱۲، به ترتيب EPECهاƽ از مجموع سويه

    متعلق به )%۲۱(ويه  س۴ ، )IV) O20,O114 پلي سروگروه به 
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)  %۵/۱۰(سويه۲، )III) O44,O125,O126,O128سروگروه پلي

 ) % ۳/۵(سويه۱و )  I) O26,O55,O111متعلق به سروگروه پلي 

بيشترين فراواني . بودند) II ) O86,O127متعلق به سروگروه پلي 

EPEC سال و بيشترين سروگروه مربوط ۱ مربوط به  کودکان زير 

  .  بودIVبه سروگروه 

 جدا شـده بـه      EPEC سروگروه هاƽ     آنتي بيوتيکي   ميزان مقاومت 

، %۲/۶۳، آموکـسي سـيلين؛    %۲/۶۳ ناليديکسيک اسيد؛ : شرح ذيل بود  

ــايکلين؛ ــسين؛%۲/۶۳تتراس ــوپريم     ،%۴/۴۷، استرپتوماي ــرƽ مت  -ت

، %۱/۲۱، سفترياکسون؛ %۳/۲۶، سفالکسين؛ %۱/۴۲ ؛   سولفامتوکسازول

، %۸/۱۵،  سيپروفلوکساسين؛  %۲۱/ ۱ ، سفوتاکسيم؛ %۱/۲۱کلرامفنيکل؛

، ۵/۱۰:، کليــــــستين ســــــولفات؛  %۸/۱۵نيتروفورانتــــــوئين؛ 

تمامي سروگروه ها   ).۱نمودار (%۳/۵سفتازيديم؛و% ۵/۱۰جنتامايسين؛

 % ۵/۸۹همچنـين  . به طور کامل به ايمي پنم و مروپنم حساس بودند     

کـاملا بـه سـفتازيديم و جنتامايـسين حـساس           )  سـويه  ۱۷(ها  سويه

 .بودند
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آنتی بيوتيک

%

  هاهاƽ اشريشياکلي انتروپاتوژن نسبت به آنتي بيوتيکدرصد مقاومت سويه :۱نمودار 

Nal:   ناليديسکـسيک اسـيد  , Amx:    آموکـسي سـيلين  , Tet:  تتراسـايکلين , ST:  استرپتومايـسين   , SXT:   ƽمتـوپر ƽسولفامتوکـسازول _تـر   ,                     

Cefx:  سفالکـسين , Cftrx:  سفترياکـسون , Chol:  کلرامفنيکـل  , Cefotx:     سفوتاکـسيم  , Cipro:  سيپروفلوکـساسين  , Nf: اتـوئين نيتروفور   ,                  

Choli:   کليستين , Gm:  جنامايسين , Cftz: سفتازيديم 

   

  : بحث 

 تمام .  تعلق دارندIVبه سروگروه هاƽ مورد مطالعه سويهبيشترين 

.  حساس بودندهاƽ ايمي پنم و مروپنم به آنتي بيوتيکهاسروگروه

 تتراسايكلين و  ناليديكسيك اسيد،در برابربيشترين ميزان مقاومت 

هم چند سويه مقاوم به سفتازيديم .   مشاهده شدآموكسي سيلين

  . يافت شد

  در هر کشور و يا منطقه خاص از الگوƽ مقاومتنآگاهي پزشکا

هاƽ اتخاذ راهکارهاƽ باکتريايي بيمارƽ زا در آنتي بيوتيکي سويه

 EPECهاƽ مختلف  سروگروه.دارد مناسب درماني اهميت بسزائي

 ،باشندمل عمده اسهال نوزاد انسان در کشورهاƽ توسعه نيافته ميعا

       اما به طور روزافزون در کشورهاƽ توسعه يافته نيز شناسايي 
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 معمولا در ارتباط با اسهال EPECعفونت ناشي از ). ۳(شوند مي

سني زير يک سال دامنه ويژه ه ب،پايدار و مزمن در کودکان

 EPECهاƽ زيع جغرافيايي سروتيپمعمولا الگوƽ تو).۵(است

از اين رو بايستي . باشدايجادکننده اسهال درسرتاسر دنيا متفاوت مي

هاƽ ها ، سروتيپبه منظور کنترل دقيق بيمارƽ ناشي از اين سويه

هاƽ  شناسايي سروتيپ از.شود شايع در هر منطقه شناسايي 

EPECاختصاصي آنتي ژن   آنتي سرمکمک ه ب ƽهاO،نوان عه ب

          ).۵(شودمي استفاده در مطالعات اپيدميولوژيک اƽابزار مفيد

 ايجادکننده اسهال در نوزادان  EPECهاƽ  سروتيپنتريشايع

         ...  و,O114,O111,O56,O86,O26 O126,O127 شامل

  ). ۱۲(باشندمي

هاƽ متعلق به سروگروه ) درصد۸/۶( سويه  ۱۹در اين مطالعه   

EPEC  ۱ مربوط به  کودکان زير  آنها بيشترين فراوانيجدا شد که 

 در اسهال کودکان EPEC، )۱۹۹۸-۹۹( قبلي ما  در مطالعه. بودسال

 ۸/۶ترين پاتوژن باکتريايي و به ميزان زير پنج سال به عنوان شايع

 در کل موارد اسهال کودکان شهرستان اسلام شهر در جنوب درصد

با نتايج اين مطالعه که درمنطقه ديگرƽ از  که )۱(تهران گزارش شد

نصرالهي و شريف . شهر تهران انجام گرفت، کاملا همخواني دارد

ƽ۱۳۷۷(  در سار( ƽشيوع سروگروه ها ،EPEC در کودکان زير 

گزارش ) از کل عوامل ايجاد کننده اسهال ( درصد۱۲ يک سال را 

شيوع ن ميزا) ۱۳۷۷(در مطالعه برجيان در بروجن). ۱۳(نمودند 

EPEC ۱۴( گزارش شددرصد۴۳/۳۰ سال۲ در کودکان زير .(

 ƽ۱۳۷۲(منصور (ه خودعدر مطالEPECترينرا به عنوان شايع )۴۹ 

 سال شهر کرمان ۵ عامل اسهال باکتريايي در کودکان زير )درصد

 فراواني پاتوتايپ )۱۹۹۵(فاگوندز و همکاران). ۱۵(گزارش نمود

EPECگزارش درصد  ۴۲ برزيل  را در کودکان زير يک سال

، ۱۳۸۲-۸۴( ي مشعوف و مشتاقييوسفدر مطالعه  .)۱۶(نمودند

)  درصد۸/۶۷( ترين عامل باکتريايي به عنوان شايعEPEC) همدان

 کراويوتو و همکاران ميزان ۱۹۹۶ در سال ).۱۷(اسهال گزارش شد

 درصد ۳/۵۱ را درکودکان زير يک سال EPECاسهال ناشي از 

  .)۱۸(گزارش نمودند 

 مربوط به  جدا شده EPECبيشترين سروگروه  در مطالعه حاضر 

با توجه به مطالعات متعددƽ که . بود)  IV)O20,O114سروگروه 

هاƽ ها و سروتيپقبلا صورت گرفته است، در شيوع سروگروه

EPEC در . در مناطق جغرافيايي مختلف، تنوع وجود دارد   

     ها متعلق به سروگروه پلي سويه درصد ۵۰مطالعه نصرالهي و شريف،

 I )O26,O55,O111 (بودند)قبلي خود در مطالعهما. )۱۳          

)۹۹-۱۹۹۸ ( ƽسروتيپ هاO26,O55,O119,O127,O111 را 

 در اسهال کودکان زير EPECترين سروتيپ هاƽ به عنوان شايع

 فاگوندز، مطالعهر  د.)۱۹( نموديمسال جنوب شهر تهران گزارش۲

به سروگروه هاƽ جدا شده سويه)  درصد۵۰حدود (بيشترين

O25,O111,O119 سروتيپ يوسفي مشعوف  .)۱۶( تعلق داشتند

O128 ترين سروتيپ را به عنوان شايعEPEC در اسهال کودکان 

  ). ۱۷(کندگزارش مي

 ۱۰۰ (هاسروگروهبيشترين ميزان حساسيت   در مطالعه حاضر 

ي پنم و مروپنم و بيشترين هاƽ ايمنسبت به آنتي بيوتيک)درصد

نسبت به ناليديكسيك اسيد، )  درصد۲/۶۳(آنها ميزان مقاومت 

 درصد ۵/۸۹همچنين . سيلين مشاهده شدتتراسايكلين و آموكسي

 .به سفتازيديم و جنتامايسين حساس بودند) مورد ۱۷ (هاسروگروه

پنم، ها ايميبيوتيک موثرترين آنتي يوسفي مشعوف،درمطالعه

يسين، نيتروفورانتوئين و سفترياکسون بودند و بيشترين جنتاما

، آمپي سيلين و  سولفامتوکسازول-ترƽ متوپريم مقاومت نسبت به 

 ۳/۶۴(استرپتومايسينبهمقاومتموينودينمطالعهدر).۱۷(بودکلرامفنيکل

   بيشتر بود و هيچ يک از)  درصد۶/۵۳(و تتراسايکلين) درصد

. اسيد و سولفامتوکسازول مقاوم نبودند به ناليديکسيک  هاسويه

 درصد  ۷/۱۰کلرامفنيکلبه  و  درصد۳/۳۹سيلين مقاومت به آموکسي

 در انستيتو پاستور ۱۹۹۲(  در مطالعه جعفرƽ و همکاران). ۲۰(بود

هاƽ مختلف  به آنتي بيوتيکEPECهاƽ مقاومت سروتيپ) ايران

 به  درصد۶/۷۹ به جنتامايسين ، درصد۶/۱: به قرار زير گزارش شد

 ،  سولفامتوکسازول-ترƽ متوپريم  به  درصد۱/۸۸استرپتومايسين، 

 ۹۱ به کلرامفنيکل و  درصد۵/۵۲ به تتراسايکلين،  درصد۵/۶۹

در اين مطالعه هيچ سروتيپ مقاوم به .  به آمپي سيليندرصد

 ۲/۶۳در مقابل در مطالعه ما ). ۲۱(ناليديکسيک اسيد مشاهده نشد

به ناليديکسيک اسيد مقاوم بودند که اين حاکي ها  سروگروهدرصد

از افزايش روز افزون مقاومت به اين آنتي بيوتيک و احتمالا تنوع 

هاƽ مختلف در زمان ها و مکان هاƽ مختلف  الگوƽ توزيع سويه

            مطالعه جلالي در تبريز روند افزايش مقاومت  در .است

 و ولفامتوکسازول س-ترƽ متوپريم  به  EPECهاƽ سروتيپ

که اين . کاهش مقاومت به تتراسايکلين و کانامايسين مشاهده شد

ممکن است در نتيجه تنوع ناحيه اƽ در انتخاب درمان آنتي بيوتيکي 

 در آمريکا به  EPEC سروتيپ هاƽ درصد ۷۵حدود ). ۲۲(باشد

           ظهور.   به چند دارو مقاوم انددرصد ۶۴حداقل يک دارو و 

تواند موجب نگراني مي  دليل زير۲هاƽ مقاوم به چند دارو به سويه 

محدوديت در انتخاب درمان در : سازمان بهداشت جهاني باشد 

هاƽ مقاوم به چند دارو که بيمارƽ شديد و ظهور روزافزون سويه

            ها در انتقال عناصر مقاومت بين اينحاکي از توانايي پاتوژن

  ).۲۰( ها مي باشدسويه



 ۶۳/   محمدحسن شيرازƽ وهمكاران                       )       ١٣٨٧ پائيز و زمستان ٤ و٣هاƽ  شماره٢سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 

        

               مقاومت ) ۲۰۰۶بارسلوناƽ اسپانيا (در مطالعه ماندوماندو 

 سال به ۵ جدا شده از کودکان زير  EPECهاƽ آنتي بيوتيکي سويه

،  درصد۳۶، کلرامفنيکل  درصد۷۱آمپي سيلين : شرح زير بود

در ). ۲۳(  درصد۵۷ و تتراسايکلين  درصد۵۷سولفامتوکسازول 

برروƽ مقاومت آنتي بيوتيکي  ) ۱۹۹۹تانزايا  (مطالعه جوردƽ ويلا

DEC اشريشياکلي به  سال، تمامي سويه۵ در کودکان زير ƽها

اومت به قناليديکسيک اسيد و سيپروفلوکساسين حساس بودند اما م

 ۴/۹۰( بسيار بالا سولفامتوکسازول-متوپريم ترƽسيلين و آمپي

ها  سويه درصد۸/۱۵ابل، در مطالعه حاضر در مق). ۲۴(بود) درصد

از آنجايي که در اين . به طور کامل به سيپروفلوکساسين مقاوم بودند

رود مطالعه چند سويه مقاوم به ناليديکسيک مشاهده شد انتظار مي

  .هاƽ مقاوم به سرعت ظهور يابنداƽ نه چندان دور سويهتا در آينده

ناشي از تنوع در کي ممکن است بيوتيتنوع در الگوƽ مقاومت آنتي

متفاوت موارد هاƽ غالب مسؤل اسهال کودکان ومديريت سروتيپ

بيوتيک بيمارƽ آنتياسهال در نواحي خاص و گاهي درمان بدون 

  .باشد

مقاوم به سفتازيديم مشاهده  ) درصد۳/۵(در مطالعه ما چند سويه 

بموقع شد که اين مسئله مي تواند در صورت عدم توجه به مصرف  

اƽ نزديک منجر به ظهور بيوتيک در آيندهو مناسب اين آنتي

   مقاومت به ،در اکثر مطالعات. هاƽ مقاوم شودروزافزون  سويه

 هاƽ کلاسيک نظير تتراسايکلين، ناليديکسيک اسيد، بيوتيکآنتي

  و آموکسي سيلين بالا سولفامتوکسازول-ترƽ متوپريم آمپي سيلين، 

تواند ها در آينده ميت مربوط به اين سويهيکي از مشکلا. ستا

 چنين مطالعاتي نه تنها در تحقيقات ، لذا.مقاومت به چند دارو باشد

هاƽ مختلف در بيوتيکي سويهاپيدميولوژƽ و تعيين مقاومت آنتي

هاƽ سلامت نواحي جغرافيايي مختلف، بلکه در طراحي سياست

ماني منطبق بر گيرƽ راهکارهاƽ درملي و جهاني جهت به کار

ƽباشدها مفيد ميحساسيت اين باکتر. 

ƽنتيجه گير :  

 سال ۵ در اسهال كودكان زير EPECهاƽ شيوع بالاƽ سروگروه

در لازم است . است در ايجاد بيمارƽ آنهاحاكي از نقش بااهميت 

اپيدميولوژيك   هاƽ روتين آزمايشگاهي و در كنار مطالعات آزمون

 بيشتر مورد استفاده قرار   EPECاƽ هاƽ سرولوژƽ سويه ه،تست

  ،بيوتيکيتنوع در  الگوƽ مقاومت آنتي از طرفي با توجه به .گيرند

 در  EPECهاƽ مختلف  الگوƽ توزيع و انتشار سروتيپتنوع در

ها  روند افزايش روز افزون مقاومت اين سويه، ونواحي جغرافيايي

سين، ناليديكسيك  ، استرپتوماي سولفامتوکسازول-ترƽ متوپريم به 

ها دقت بيوتيکاسيد و تتراسايكلين بايستي در مصرف اين آنتي

به منظور درمان کامل و جلوگيرƽ از گسترش اسهال ناشي از . نمود

هاƽ آنتي بيوگرام هاƽ مقاوم در کودکان، انجام دقيق تستاين سويه

بيوتيک و پرهيز از مصرف بي رويه و خودسرانه قبل از تجويز آنتي

  . ها ضرورƽ استن آنتي بيوتيکاي

  

  : تقدير و تشكر

اين مقاله نتيجه بخشي از طرح تحقيقاتي مصوب دانشگاه علوم 

معاونت از  .باشدپزشكي و خدمات بهداشتي درماني تهران مي

علوم پزشکي تهران صميمانه سپاسگزارƽ  محترم پژوهشي دانشگاه
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   جدا شده از Streptococcus pneumoniaeهاي سروتايپينگ سويه
  1387هاي مختلف در تهران در سال عفونت
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  ) ع(مركز تحقيقات بيولوژƽ مولكولي دانشگاه علوم پزشكي بقيه االله ) ۱
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  ۲۲/۴/۸۸:       تاريخ پذيرش مقاله ۵/۱۲/۸۷: تاريخ دريافت مقاله   

  :چكيده 
باکترƽ پاتوژني است که  به طورعمده سبب عفونت گوش مياني، پنموني، و مننژيت     استرپتوكوكوس پنمونيه : زمينه و اهداف

ژنيك در پلي هاƽ آنتيبراساس تفاوت. مل عمده مننژيت در كودكان زير دو سال استهمچنين اين باكترƽ دومين عا. شودمي

هاƽ سني، علائم انتشار سروتيپ ها براساس گروه.  سروتيپ شناسايي شده است۹۰ساكاريد هاƽ كپسولي اين باکترƽ بيش از 

مسبب        استرپتوكوكوس پنمونيه هاƽ غالب اين مطالعه تشخيص سروتيپ هدف از. باليني و مناطق جغرافيايي متغيراست

ƽمختلف در تهران در سال بيمار ƽبود۱۳۸۷ها  .  

جدا شده ازبيماران مراجعـه كننـده بـه مراكـز آموزشـي درمـاني               استرپتوكوكوس پنمونيه    ايزوله   ۵۰دراين تحقيق   : روش بررسي 

   ƽكوالانـگ (هـا بـه روش اسـتاندارد تـورم کپـسول         هسـپس ايزول ـ  .  و مجـددا مـورد تائيـد قرارگرفـت          شـد  استان تهران جمع آور (

  .اطلاعات حاصل  تجزيه و تحليل و نتيجه گيرƽ شد). دانمارك) SSI(براساس دستورالعمل انستيتو سرم ( سروتايپينگ شدند

 ۱۸تهـران    جدا شده از بيماران مراجعه كننده به مراكـز آموزشـي درمـاني اسـتان                 س پنمونيه واسترپتوكوك ايزوله   ۵۰ از: يافته ها 

از %) ۱۴( ايزولـه  ۷از عفونـت چـشم و   %)۲۰( ايزولـه   ۱۰از عفونـت هـاƽ خـوني،    %) ۲۶( ايزولـه  ۱۳از دستگاه تنفس،    %) ۳۶(ايزوله  

شـامل   (۱۹ و در کودکـان گـروه        ۲سروتيپ غالـب در بزرگـسالان       .  بودند 6B و   6Aها    شايع ترين سروتيپ  . ها بودند سايرعفونت

19B, 19A, 19F 19C,(روتيپس. بود    ƽغالب برحسب نوع عفونت به ترتيـب گـروه هـا ƽدر عفونـت ۴ و سـروتيپ  ۱۹، ۷ها   ƽهـا

  . دستگاه تنفس، چشم و خون بودند

  . بين كودكان وبزرگسالان مشترك مي باشد  است که۶سروتيپ غالب گروه : نتيجه گيري

  ، تايپينگ، سروتيپاسترپتوكوكوس پنمونيه : كليد واژه ها

  



  ... جدا شدهStreptococcus pneumoniaeسروتايپينگ سويه هاي   /۶۸

 
 

  :مقدمه

طورعمده باعث باكترƽ پاتوژني است که  بهاسترپتوكوكوس پنمونيه 

اين باكترƽ دومين . شودايجاد عفونت گوش مياني و پنموني مي

شروع ). ۲و ۱(عامل عمده مننژيت دركودكان زير دوسال هم هست 

پنموني پنموکوکي  معمولا ناگهاني وهمراه با تب و لرز، درد شديد 

يا خوني مشابه ترشحات  لط آجرƽ رنگ ودرناحيه سينه ، خ

 ۲۰ تا ۱۰دراوائل بيمارƽ که تب بالااست در حدود  . آلوئولي است

   کاربردن از بهپس. شودهم مشاهده ميدرصد موارد، باکتريمي

شود، ويژه در مواردƽ که دارو سريع تجويز ميها بهبيوتيکآنتي

     ريوƽ جلوگيرƽ يابد واز پيشرفت ضايعهبيمار کاملا بهبود مي

 درصد ۴۰ الي ۲۵درايالات متحده آمريكا  و اروپا ). ۳(شود مي

هاƽ اخيرا  براساس تفاوت. کندازمننژيت ها را پنموكوك ايجاد مي

 ۹۰هاƽ كپسولي پنموكوك بيش از ساكاريدژنيك درپليآنتي

هاƽ ها  براساس گروهانتشار سروتيپ. سروتيپ شناسايي شده است

هاƽ تفاوت. ئم باليني و مناطق جغرافيايي متغير استسني، علا

هاƽ هر هاƽ اختصاصي و فهم سروتيپاƽ در شيوع سروتيپناحيه

پنموکوک از طريق مجارƽ ). ۴. (ناحيه جغرافيايي بسيار مهم است

ها وگوش داخلي سينوس. تواند به ساير نقاط بدن راه يابدتنفسي مي

اين باکترƽ همچنين ازطريق . بيش از همه در معرض خطر هستند

باکتريمي . کندخون يا ماستوئيد به مننژ رسيده و ايجاد مننژيت مي

پنموکوکي گاهي عوارض شديدƽ مانند مننژيت ، اندوکارديت 

امروزه اندوکارديت حاد پنموکوکي . کندوآرتريت عفوني ايجاد مي

 ).۵-۷(شودديده مي ندرت ها بهبيوتيکبه علت استفاده بموقع آنتي

.  سروتيپ است۹۰ سروگروه و ۴۰داراƽ  استرپتوكوكوس پنمونيه 

 موثر اطلاعات اپيدميولوژيك ، والانواكسن پليلذا، در طراحي 

              هاƽ انحصارƽ، امكان تداخلپتانسيل تغييرپذيرƽ آنتي ژن

ژنيك، وامكان پذيرƽ فناورƽ بايد به دقت مد نظر قرار بگيرد آنتي

هاƽ استرپتوكوكوس پنمونيه،  بندƽ سروتيپاس طبقهاس). ۹و۸(

 و .)۱۱ و۱۰(ساكاريدƽ کپسول است ژن پليتركيبات شيميايي آنتي

ها در مناطق مختلف جغرافيايي فرق مي کند، با آنکه شيوع سروتيپ

ها هاƽ پنموكوكي فقط توسط تعداد محدودƽ از سروتيپاما عفونت

  ).۱۲-۱۴(ايجاد مي شود 

هاƽ  سرمني نگهدارƽ ارگانيسم و دسترسي به آنتيبه مشکلات ف

عنوان مشکلاتي که در فرا روƽ اين کار لازم جهت تايپينگ آن به

لذا، بررسي اوليه به صورت يک  . توان اشاره کردقرار دارند، مي

 سواسترپتوكوكهاƽ غالب  و با هدف تعيين سروتيپمطالعه پايلوت

 ير  اوتيت  مياني،  باكتريمي،هاƽ  مختلف نظ،  در بيمارƽپنمونيه

  . سمي وغيره، انجام شدعفونت چشم، سپتي

 :مواد و روش ها
هاƽ مراکز آموزشي درماني مستقر در  ضمن هماهنگي با آزمايشگاه

 ۵۰تنها ) ۱۳۸۷ الي اسفند ماه ۱۳۸۶از مهر ماه ( ماه ۱۸تهران طي 

از پس . سازƽ شدنداز بيماران جدااسترپتوكوكوس پنمونيه سويه 

ها به آزمايشگاه تحقيقاتي هاƽ تشخيصي اوليه، سويهآزمايش

هاƽ  با انجام آزمون. منتقل شدند) عج(االله  دانشگاه علوم پزشکي بقيه

هاƽ  اپتوشين و باسيتراسين شناسايي دقيق بيوشيميايي و ديسك

، )۱۵-۱۷(هاƽ مختلف سروتايپينگ با بررسي روش. صورت گرفت

ها از انستيتو سرم  آنتي سرم. گ  استفاده شدازروش استاندارد کوآلان

  . خريدارƽ شدند) Statens Serum Institut= SSI(ک ردانما

 اطلاعات حاصل براƽ تجزيه و تحليـل و نتيجـه گيـرƽ بـه رايانـه                

در مراكـز   اسـترپتوكوكوس پنمونيـه     منتقل و تصوير روشني ازانتشار      

، بـراƽ   از سـوƽ ديگـر    . درماني آموزشي استان تهـران حاصـل شـد        

آورƽ شده، كه بتوان آنها را درازمدت       هاƽ جمع داشتن بانكي ازسويه  

بـا  .  شـدند  ليزهيهـا ليـوف   سويهدارƽ كرد،   و براƽ مصارف متعدد نگه    

هـاƽ علمـي و     توجه به امكانات خوب واستاندارد سازمان پـژوهش       

 سـويه   ۳۵ ويـال از هرنمونـه و درحـدود          ۱۱صنعتي ايـران حـدود      

  . ليزه شدنديليوف

  

 :افته هاي
از عفونت هاƽ %) ۲۶( سويه ۱۳از دستگاه تنفس، %) ۳۶( سويه ۱۸

از ساير %) ۱۸( سويه ۹از عفونت چشم و %)۲۰( سويه  ۱۰خون، 

فرآيند مورد استفاده براƽ سروتايپينگ .  بودندها جدا شدهعفونت

سامانه شطرنجي استاندارد انستيتو استرپتوكوكوس پنمونيه هاƽ سويه

SSI۱ول جد. ( بود .(  

 سـويه نـشان              ۵۰ فراوا ني و نوع تيـپ يـا گـروه را بـراƽ               ۲جدول  

  .دهدمي

ها واکنش نداد و بـه عنـوان         با هيچکدام ازآنتي سرم    ۵۰سويه شماره   

اين سويه که سروتيپ آن مجهول بود در جدول         . مجهول منظور شد  

  .فوق لحاظ نشد

ختلف در نمـودار     به تفکيک اندام هاƽ م     هاسروتيپ توزيع فراواني   

  .  ارايه  شده است۱

  هاƽ اطفال و بزرگسالان در جدول سروتيپ هاƽ جدا شده از گروه

  .  اند نشان داده شده۳
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  بندƽ پنموکوک  سامانه شطرنجي براƽ تعيين تيپ يا گروه:۱جدول 

 T  تيپ هاƽ غير واكسني
 

S R Q P   

  2 5 4 18*  1 A 

    8 3 6*  19*  B 

24,* 31, 40  20       7*  C 

16,* 36, 37  11*    9*      D 

21, 39  33*  10*  12*      E 

27, 32,* 41*  22*  17*        F 

13, 28*    15*    23*  14 H 

29,34,35,*42, 47*            G 

25,38,43,44,45.46, 48            I 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

  ها  فراواني ونوع تيپ ياگروه سويه:۲جدول 

   n T N S n R n Q n P   

    5 2 5 5 4 4 1 18* 4 1 A 

        3 8  3 3 6 6 4 19* B 

    2 20             3 7* C 

      11*       9*         D 

      33* 1 10*   12*         E 

    1 22*  1 17*             F 

          15*       23* 2  14 H 

4 29,34,35*,42,47*                     G 

49   8   10   7    7   13   I 
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  .تفکيک نوع عفونتها به  توزيع فراواني سروتيپ:۱نمودار 

  ها ساير عفونت) عفونت چشم، د) دستگاه گردش خون، ج)دستگاه تنفس، ب) الف

 
 

 
 
 

  هاƽ جدا شده از اطفال و بزرگسالانسروتيپ: ۳جدول 

سروتيپ هاƽ جداشده 

  ازبزرگسالان

  سروتيپ هاƽ جداشده ازاطفال

۱  ۱  

۴  ۴  

A۶وB۶  A۶وB۶  

F۷  F۷  

۱۴  ۱۴  

F۱۹  F۱۹  

F۲۳  F۲۳  

۳  ۵  

۸  C۱۸  

V۹  A۱۹  

 
  

  

  

  

 ب

 د
 ج

 الف
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 : بحث
ترين شايع هاƽ تنفسي و خوني هستند وها از عفونتبيشترين سويه

 و ۲سروتيپ غالب در بزرگسالان .  هستندB۶  و A۶  ها  سروتيپ

  .است)C۱۹ F, ۱۹ A, ۱۹ B, ۱۹شامل  (۱۹در کودکان گروه 

 . شـطرنجي   اسـت     نتايج مويد عملكرد بهينه سروتايپينگ بـه روش         

سرم، سـروتايپينگ و گـروه      زيرا ضمن صرفه جويي در مصرف آنتي      

نتـايج  . اسـت ها موفقيت آميز بـوده     درصد سويه  ۹۵تايپينگ بيش از    

ƽشــايع پنموكــوكي توســط تعــداد قليلــي از نــشان داد بيمــار ƽهــا

ايـن مطلـب    . مي شـود    ايجاد   استرپتوكوكوس پنمونيه هاƽ  سروتيپ

هايي كـه   سويه). ۱۹و  ۱۸(باشد مي  موردتائيد محققين بين المللي نيز    

 ۷ والان يا    ۲۳هاƽ واكسني   اند جزو سويه   واكنش داده  Gباآنتي سرم   

 ،هـاƽ مـشابه    براسـاس يافتـه    .شـوند نمـي  والان كونژوگه محـسوب   

    هـاƽ  ساخت واكسن بـه فكـر طراحـي و سـاخت واكـسن            محققين  

    ƽاين باكتر ƽ۹۰ش از زيـرا بـي  . انـد افتـاده  پلي والان و كونژوگه برا 

 ƽازآنهـا ايجـاد           درصد بيمار ƽپنموكوكي توسط تعـداد معـدود ƽها 

  .شودمي

تايپينگ به روش سامانه شطرنجي به كارآيي بسيار بالاƽ ايـن روش            

   بـر  اسـترپتوكوكوس پنمونيـه   هاƽ  در تعيين تيپ يا گروه تمام سويه      

درتحقيقي كه سازما ن بهداشت جهـاني بـر         ). ۲۱و۲۰ ، ۱۲(گردد  مي

  ƽشــده انجــام داده اســت،  در     ۱۰۰۰۰رو ƽســويه جمــع آور 

    هـا  بـا هيچكـدام از        درصـد از سـويه     ۵سروتايپينگ، فقـط حـدود      

 ۲اين ميـزان در مطالعـه حاضـر         ). ۲۱(اند  ها واكنش  نداده   سرمآنتي

  . درصد است، که احتمالاً اين تفاوت ناشي از تعداد کم نمونه باشد

دركـشورهاƽ درحـال    مونيه  استرپتوكوكوس پن هاƽ   از وضعيت تيپ  

ويژه كشورهاƽ آسياƽ ميانه وخاورميانه اطلاعي دردست       توسعه و به  

    هـاƽ اخيـر مطالعـات متعـدƽ در جهـان در جريـان             در سال . نيست

ــي ــدم ــپ  . باش ــال تي ــه در نپ ــب  مطالع ــه ترتي ــب را ب ــاƽ غال                   ه

ه  مطالعات مـشاب ). ۲۲(  گزارش مي کند B۱۹وF۷وA ۱۲ و۵و۲و۱

هاƽ به وجود سويه  ) ۲۵(و كره شمالي    ) ۲۴(گامبيا) ۲۳(در  مكزيك    

توانستند با واكسيناسيون   اند كه مي  غالب در كشورهاƽ خود  پرداخته     

  .پيشگيرƽ کنند

  

ƽنتيجه گير:  
  مي باشد كه موسـوم بـه       B+Qهاƽ  ها متعلق به تيپ   بيشترين سويه 

باشـد  مـي   B ۶و   A ۶اين گروه داراƽ دو سروتيپ      .  است ۶گروه  

هـاƽ  بيـشترين سـويه   . که بين كودكان وبزرگـسالان مـشترك اسـت        

 ، و   ۲دريافتي از بزرگسالان مربوط به دستگاه تنفس وعمدتا به تيپ           

هاƽ چشمي  هاƽ دريافتي از كودكان مربوط به عفونت      بيشترين سويه 

 )C۱۹, B ۱۹ A, ۱۹ F, ۱۹شامل ( تيپ مختلف۴ با ۱۹و از گروه 

  .است

   تـوان بـه بررسـي تعـداد انـدکي از        هاƽ ايـن تحقيـق مـي       از كاستي 

اما، بـا توجـه بـه ادامـه         .  اشاره کرد  استرپتوكوكس پنمونيه هاƽ  سويه

  .مطالعه اميد است که اين نقيصه در آينده رفع شود

   

  :تقدير و تشکر

اين مقاله بخشي از طرح تحقيقاتي مرکز بيولوژƽ مولکولي دانـشگاه           

باشد که با حمايت مالي اين دانشگاه و           مي )عج(علوم پزشکي بقيه االله     

    ƽواگيـر وزارت بهداشـت، درمـان و            نيز مرکز مديريت بيمـار ƽهـا

دانند   لذا، محققين بر خود لازم مي     . آموزش پزشکي انجام شده است    

که از حاميان و ساير همکاران از جمله اساتيد محتـرم آقايـان دكتـر               

 رنجبـر تـشکر و      مصطفي قـانعي، دكتـر علـي كرمـي و دكتـر رضـا             

  . سپاسگزارƽ نمايند
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  ۲۸/۱۲/۸۷:       تاريخ پذيرش مقاله ۲۰/۱۰/۸۷: تاريخ دريافت مقاله   

  :چكيده  
بستني محصولي لبني ومنجمد شده است که از ترکيب و فرآيند مناسب شير، خامـه، شـکر و مـواد طعـم دهنـده بـه                         : زمينه و اهداف  

 نزديک بـه خنثـي   PHاين فرآورده با توجه به مواد تشکيل دهنده و  .  مي آيد و مي تواند حاوƽ پايدار کننده ها و رنگ نيز باشد             دست

  .و نگهدارƽ طولاني مدت، محيط مناسبي براƽ رشد ميکروارگانيسم ها محسوب مي گردد

  از نظـر آلـودگي بـه    عرضـه شـده در شهرسـتان سـمنان    )  غيـر پاسـتوريزه  ( هدف از اين مطالعـه ارزيـابي کيفيـت بـستني سـنتي      

  . بوداستافيلوکوکوس اورئوسو اشريشياکلي 

 از سطح شهرستان سمنان نمونـه بـردارƽ و در شـرايط اسـتريل بـه                 )١٣٨٦-٨٧(سال   نمونه در طول دو      ١٣٦ تعداد   :روش بررسي 

              واســتافيلوکوکوس اورئــوسنمونــه هــا  از نظــر وجــود . گاه مــواد خــوراکي، آشــاميدني، آرايــشي و بهداشــتي منتقــل شــدآزمايــش

  .  طبق استاندارد هاƽ ملي ايران بررسي شدندكلي اشريشيا

  اسـتافيلوکوکوس   بـه  )درصـد ٩/٣٨( نمونـه    ٥٣،   اشريـشياکلي    بـه )  درصـد  ٦/٧٠( نمونـه    ٩٦ نمونه بـستني،     ١٣٦از مجموع    :يافته ها 

  .فافد آلودگي بودند%) ٧/٢٨( نمونه ٣٩. نيز به هر دو باكترƽ  آلوده بودند%) ٢/٣٨( نمونه ٥٢ و اورئوس

 ƽمورد بررسي به         :نتيجه گير ƽزياد و در اغلب موارد از بررسي        اشريشياکلي    و استافيلوکوکوس اورئوس  ميزان آلودگي بستني ها

  .هاƽ مشابه بيشتر است

  ،آلودگي، مسموميت غذايي اشريشياکلي،استافيلو کوکوس اورئوس بستني سنتي، : هاكليدواژه

  



  ... دراستافيلوکوکوس اورئوس و اشريشياکليارزيابي آلودگي بستني سنتي به  / ۷۴

 

  :مقدمه

هاƽ غذايي اصلي براƽ تامين هاƽ آن يکي از گروهفرآورده شير و

 B2کلسيم و ويتامين  بسيارƽ از مواد مغذƽ ضرورƽ مانند

 و  تشکيل دهنده آنءارزش غذايي بستني به اجزا .محسوب مي شود

ني  که در ساخت بستبستگي دارد اƽهمچنين به ارزش مواداوليه

درصد ۱۱رصد چربي،  د۱۲يبا حاوƽ بستني تقر). ۱(شود مصرف مي

 ۳هاƽ ديگر و درصد شکر و يا شيرين کننده۱۵ ،شير بدون چربي

صورت سنتي و  که به ،درصد امولسيفاير و قوام دهنده مي باشد

  .)۲( گرددصنعتي تهيه مي

 نزديک به خنثي و PHاين فرآورده با توجه به مواد متشکله و 

ها اƽ رشد ميکروارگانيسممحيط مناسبي بر نگهدارƽ طولاني مدت،

هاƽ سنتي با استفاده از شير غير از طرفي نحوه توليد بستني. است

  جملهحين توليد، اين ماده غذايي را از پاستوريزه و آلودگي در

آلودگي  .)۳(هاƽ غذايي قرار داده است مسموميتعوامل مهم بروز

، صنعتي  در توليد.بستني در مراحل مختلف توليد رخ مي دهد

، فريز کردن و سخت شدن ل پاستوريزاسيون در مراحبستني

)Hardening ( يد اما در تول. ها آلوده مي گرددمسبه ميکروارگاني

 .)۴(سنتي احتمال آلودگي بيشتر است

هاƽ غير پاستوريزه تحت عنوان بستني سنتي در ايران توليد بستني

 در آنشود بسيار رايج بوده و مصرف که به روش دستي تهيه مي 

آلودگي اين محصول به . ودشهاƽ گرم سال زياد ميماه

هاƽ غذايي ها و عفونتهاƽ پاتوژن سبب مسموميتمسميکروارگاني

ƽ هاƽ اقتصادجب زيان و مو،مت افراد را به خطر انداخته سلا،شده

  .)۵( مي گرددو اجتماعي قابل توجه

د  موارعايت بهداشت بيمارƽ حاد ناشي ازعدم ، غذاييمسموميت

وجود آورنده ل مهم بهعوامل باکتريايي يکي از علغذايي است كه 

 در آب، هوا، گرد و استافيلوکوکوس اورئوس .)۶(باشندآن مي

 محل .شودشير و ساير مواد غذايي و فاضلاب يافت ميخاک، 

) ت فوقانيقسم( بيني و دستگاه تنفسي  زندگي آن بيشتر در پوست،

ترين  مهماشريشياکليبعد از  ترƽاين باک. انسان و حيوانات است

هاƽ بيشتر سويه .)۴(دباشمي  آلودگي غذاهاƽ انسانءمنشا

       در تراکم هاƽ نسبتا بالا از کلرور سديم  اورئوساستافيلوکوکوس

هستند     مانيتول  ر تخمي  قادر به   کرده و   رشد )%۱۰الي % ۵/۷ (

يلوکوکوس اورئوس استافاين صفت در بازشناسي . )مانيتول مثبت( 

       مانيتول منفي است به کار که استافيلوکوکوس اپيدرميديساز 

اپيدرميديس از نظر شکل مانند  استافيلوکوکوس. رودمي

   .)۷( است ولي کواگولاز منفي مي باشداستافيلوکوکوس اورئوس

  

 E.coli تعيين آلودگي  يکي ازشاخص ƽهايي است که برا

شايع ترين   E.coli. گيردفاده قرار ميميکروبي بستني مورد است

 ،باشد که به عنوان عامل بيماريزاƽ انسانيباکترƽ فلور طبيعي   مي

 مننژيت و ، پنموني،زخم،هاƽ دستگاه ادرارƽ از موارد عفونت

سمي جدا شده و همچنين سويه هاƽ خاصي از آن باعث سپتي

  ).۸(گرددگاستروانتريت مي

 )سنتي(ي کيفيت بستني غير پاستوريزه هدف از اين مطالعه ارزياب

 و اشريشياکلياز نظر آلودگي به  شهرستان سمنان عرضه شده در

  .بوداستافيلوکوکوس اورئوس 

  

 :هامواد و روش 
 

 ۱۳۸۶ ( نمونه در طول دو سال۱۳۶اين مطالعه توصيفي مقطعي در  

از سطح شهرستان   به طور مستمرهانمونه.  شدند بررسي)۱۳۸۷ و

بر اساس و  توسط کارشناسان مرکز بهداشت شهرستان،، سمنان

ها نگهدارƽ نمونه ،لتحت شرايط استري(رعايت اصول بهداشتي 

نمونه بردارƽ تا رساندن آنها به آزمايشگاه  درجعبه يخي پس از

جمع  ) ساعت ۵ حداکثر در زمان ،کنترل کيفي مواد غذايي استان

ƽارسالي پس ازتوزين بنمونه .ند شدآور ƽگرم در۱۰ه ميزان ها 

 محلول  ليتر ميلي۹۰ با آسپتيکهاƽ استريل و رعايت شرايط شيشه

 دقيقه جهت بررسيده پس از اين مخلوط  .گرديدميرينگر مخلوط 

آزمايش قرار   موردكلياشريشيا و اورئوس استافيلوکوکوس وجود

  .گرفتمي

کشت هاƽ  از محيطاستافيلوکوکوس اورئوسبراƽ شناسايي 

ليتر ازرقت  ميليدر اين روش يك. ت و برد پارکر استفاده شديکوکم

 کوکميت ليتر محسطميلي ۱۰ لوله در پيچ دار حاوƽ بهمورد نظر 

   انکوبهگراد رجه سانتي د۳۷ ساعت در ۴۸ تا۲۴  وشد،اضافه مي

محيط برد آن در سطح   ميلي ليتر از۵/۰پس ازاين مدت . شدمي

درجه سانتي  ۳۷ ساعت در ۴۸ تا۳۰ وشد، داده ميرکر کشت پا

ايجاد پرگنه هاƽ سياه براق با لبه نازک سفيد و  . گرديدميانكوبه 

             . باشد مييلوکوکهاله شفاف در اطراف آن مشخصه استاف

ƽآزمونبراƽهاƽبا کوآگولازتستازتاييد  ƽخرگوش وتخمير پلاسما

  Mannitol Salt Agarوازƽ مانيتول در محيط هوازƽ وبي ه

  .)۷(استفاده شد

                      LSTهاƽمحيط از كلياشريشيابراƽ بررسي وجود  

(  Lauryl Sulfate Tryptose Broth  ) با غلظت  دو برابر     
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 ليتر ميلي۱۰در ابتدا . براث و پپتون واتر استفاده شد E.C ، )دوبل (

لوله دور هام حاوƽ دوبل  LST ر  ميلي ليت۱۰تهيه شده به از رقت 

     رار قCº ۳۷   ساعت در انکوباتور۲۴- ۴۸و به مدت  شد،مي اضافه

 ۱۰قطره از محلول فوق به يك تادو  درصورت ايجاد گاز .گرفتمي

ولي و حاوƽ لوله دورهام براث با غلظت معم E.C ر محيط ميلي ليت

  ساعت در بن مار۲۴ƽ-۴۸آزمايش به مدت  اين لوله .شده ميافزود
Cº ۴۵-۴۴ در صورت عدم تشکيل گاز. گرفتمي قرار ، E.coli  

قطره از آن يك تا دو صورت تشکيل گاز در . شدمنفي گزارش مي

 ساعت ۲۴-۴۸  به مدت  و شد مي آب پپتونه بدون اندول افزودهبه

  ƽدر  بن مارCº ۴۵-۴۴  ليتر ليميسپس نيم  .گرديدانکوبه مي

 پس از يک دقيقه ايجاد رنگ .شد ميمعرف کواکس به  لوله افزوده

 از. بودواکنش اندول مثبت مويد قرمز در سطح محيط کشت 

  Mac Conkey Agar بر روƽ محيط کشت E.C brothمحيط

. مشاهده شوندهاƽ ارغواني لاکتوز مثبت شد تا کلنيکشت مي

 تا شد کشت داده ميگارهاƽ فوق بر روƽ نوترينت آسپس از کلني

 ناي.  استفاده شودهاƽ تاييدƽوله براƽ انجام تستهاƽ ايز کلنياز

 ،وƽ متيل رد ، اندول، TSIمحيط افتراقي شامل کشت در ها تست

-ه باشريشيا كلينتايج براƽ  . بودIMVIC)( و سيمون سيتراتپي
 .+گاز،   منفيH2S اسيد،/  اسيد؛TSI : صورت زير است

IMVIC :پي و سيترات منفي ،ول ومتيل رد مثبتاند ƽ۹( و(.  

  

 :يافته ها
 ۹۶ ، نمونه بستني۱۳۶هاƽ انجام شده از مجموع  با توجه به آزمون

 نمونه ۵۳ن همچني. ندبوداشريشياکلي آلوده به )  درصد۶/۷۰( نمونه

 ۵۲ .ند مثبت بود اورئوساستافيلوکوکوس از نظر) درصد۹/۳۸(

 دو باكترƽ مورد بررسي آلوده بود  و ر به ه نيز )درصد۲/۳۸( نمونه

هاƽ توزيع فراواني نمونه. فافد آلودگي بودند )درصد۷/۲۸( نمونه۳۹

 شده  ارائه۱در جدول  مورد آزمايش و موارد مثبت در فصول سال

   .است

 
 
  

   بستني در نمونه هاƽواشريشيا كلي  اورئوسوساستافيلوكوكتوزيع فراواني  :۱جدول 

  )ددرص(تعداد نمونه  

  

  آلوده به

  وس اورئوساستا فيلوكوك

  آلوده به

  اشريشيا كلي

  آلوده به

ƽهردو باكتر  

  غير آلوده

  ۱۳  ۷  ۲۳  ۸  ۳۷) ۲/۲۷(  بهار

  ۲۲  ۴۳  ۶۸  ۴۳  ۹۰) ۲/۶۶(  تابستان

  ۲  ۱  ۳  ۱  ۵) ۶/۳(  پاييز

  ۲  ۱  ۲  ۱  ۴) ۳(  زمستان

  ۳۹) ۷/۲۸(  ۵۲) ۲/۳۸(  ۹۶) ۶/۷۰(  ۵۳) ۹/۳۸(  ۱۳۶) ۱۰۰(  جمع

  

 
 

 : بحث
 تقريبا دو برابر اشريشياکليهاƽ بستني  به ميزان آلودگي نمونه

اين درحالي است که بيش از يک .  استاستافيلوکوکوس اورئوس

سوم نمونه ها به هردو باکترƽ آلوده هستند و کمتر از يک سوم فاقد 

  .باشندآلودگي مي

.  بودندريشياکلياش آلوده به ها  نمونه درصد۶/۷۰ بررسيدر اين  

      ن ميزان در مقايسه با بررسي انجام شده توسط احمد آفاقي اي

  کامبوج  ، )۱۱()  درصد۴۶(پاکستان ، )۱۰( ) درصد۶۰(در قزوين 

 ،)۱۳()  درصد۵/۱۶(، مطالعه نورامير مظفرƽ )۱۲()  درصد۳۰(

  بيشتر است و) ۵) ( درصد۶۵/۳(، زاهدان )۱۴) ( درصد۱۷(ياسوج 

  . باشدنزديک مي)۴() درصد۹/۶۹(به بررسي انجام شده در کردستان 

      

. داشتنداستافيلوکوکوس اورئوس ها آلودگي به  درصد نمونه۹/۳۸

)  ۱۵() درصد۱/۴۳( در تهرانانجام شدهبا بررسي اين نتيجه

، )۱۴)( درصد۶/۲۸ (در ياسوجشدهانجامهاƽبررسياز وداشتهمطابقت

 ۷/۱(، کردستان )۱۱) (درصد۲۶(پاکستان،)۱۲)( درصد۲/۱۲(کامبوج 

)   درصد۶۲(بيشتر و از بررسي انجام شده  در قزوين ) ۴) (درصد

  .کمتر است) ۱۰(

 درصد از مواد غذايي توليد شده ۳۰ تا ۲۰در دنيا همه ساله حدود 

 عرضه، نگهدارƽ و هاƽ مناسب توليدم استفاده از روشبه علت عد

 ، خسارات ماليازاين طريق. شودفساد مي گي ودستخوش آلود

 ترينيکي ازمهم. )۱۴(گردد جاني و بهداشتي زيادƽ حاصل مي



  ... دراستافيلوکوکوس اورئوس و اشريشياکليارزيابي آلودگي بستني سنتي به  / ۷۶

 
 

    مسايل بهداشتي کشورهاƽ در حال توسعه آلودگي مواد غذايي 

 .گردد از غذا ميقابل انتقالهاƽ عفوني باشد که منجر به بيمارƽمي

ا سازƽ عوامل آلوده کنترل اين بيمارƽ تنها در پي شناخت و جد

طريق مواد غذايي  آن که ازگردد ميسر ميهايي روشحذف کننده و 

           خصوصهها از غذا و بانتقال پاتوژن. )۱۳(گردند آلوده مي

توژن و عوامل محيطي بستگي هاƽ شير به انسان به گونه پافرآورده

ايي به هاƽ غذترين عوامل بروز مسموميت بستني يکي از مهم.دارد

   هاƽ ترين شاخص که يکي از مهم)۱۲(ويژه در کودکان است

  اشريشياکلي و استافيلوکوکوس اورئوسبهداشتي در آن آلودگي به 

   .)۱۶(باشد مي

  

ƽنتيجه گير:  

  واستافيلوکوکوس اورئوس   به  مورد بررسي هاƽ بستني آلودگي

  

  :فهرست مراجع

اين . مشابه بيشتر استهاƽ در اغلب موارد از بررسياشريشياکلي

آلودگي ممکن است ناشي از عدم پاستوريزاسيون شير و مخلوط 

بستني و همچنين ناشي از افرادƽ باشد که مستقيما در تهيه آن نقش 

حمل و نقل و انبار نمودن  آلودگي اوليه ممکن است حين . دارند

هاƽ سني مختلف     مصرف بستني در گروه. هم پيش آمده باشد

هاƽ گرم سال زياد         در کودکان بسيار رايج بوده و در ماهويژهبه

هاƽ پاتوژن سلامت افراد رابه آلودگي به ميکروارگانيسم. شودمي

لذا، پاستوريزاسيون شير و مخلوط بستني، رعايت . اندازدخطر مي

بهداشت توسط افرادƽ که مستقيما در تهيه آن سروکار دارند، 

هاƽ سنتي، و  توليد و توزيع بستنيهمچنين نظارت بر فرآيند

سرانجام ايجاد زمينه مناسب براƽ تبديل وضعيت تهيه و توزيع 

  .بستني از سنتي به صنعتي الزامي است
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  ۲۰/۳/۸۸:تاريخ پذيرش مقاله              ۲۷/۱/۸۸: تاريخ دريافت مقاله 

  :چكيده 
با آنتي بيوتيک ها، منجر بـه ظهـور سـويه هـاƽ مقـاوم بـه متـي سـيلين                      استافيلوکوکوس اورئوس توانائي سازش   :  اهداف زمينه و 

)methicilin resistant   Staphylococcus   aureus: MRSA(    شـد ۱۹۶۰دراوايل دهـه  .MRSA  مراکـز بيمارسـتاني   ابتـدا در       

)hospital-associated-MRSA :HA-MRSA ( در جامعـه  ۱۹۹۰از اواخـر دهـه     و ،)community-assciated MRSA :CA-

MRSA  (  مطالعه بيماران در بدو پـذيرش و هنگـام تـرخيص از  بيمارسـتان اطلاعـات ذيقيمتـي از نظـر         . دنيا ظهور کردتمام درو

            فـراهم اسـيون را     عوامـل خطـر کلنيز      و HA-MRSAهـاƽ   ميزان خطـر کلنيزاسـيون بـا سـويه           ، CA-MRSA هاƽ  موقعيت سويه 

هـاƽ بيمارسـتاني بـه داخـل          از اشاعه سـويه     د و  کنترل محيط بيمارستاني فائق ش      و  به پيشگيرƽ از انتقال ارگانيسم     کند تا بتوان  مي

   ƽکودکـان    بينـي   مقاوم به متي سيلين در     اورئوس  استافيلوکوکوس  کلنيزاسيون  شيوع  با هدف تعيين   اين مطالعه . کردجامعه جلوگير 

   .شدبسترƽ و برخي عوامل خطر موثر بر آن انجام 
 ساله به هنگام پذيرش و ترخيص در مرکز آموزشـي درمـاني کودکـان قـدس قـزوين نمونـه                     ١٢ تا   ٢ كودك   ٢٠٠از  :  روش بررسي 

عيـين مقاومـت بـه      ها براƽ ت  هاƽ اختصاصي کشت و بعد از جداسازƽ و تعيين هويت سويه          ها در محيط  نمونه. سواب بيني گرفته شد   

 Clinical and laboratory   standards institute     دسـتورالعمل  مطابق با  Oxacillin screening platesمتي سيلين از روش

  )CLSI(تجزيه و                   .  شد فادهاست ƽو داده ها با آزمون مجذور کا ƽاطلاعات دموگرافيک و اختصاصي از طريق پرسش نامه جمع آور

  .  تحليل شدند

  methicilin sensitive   Staphylococcus(حساس به متي سيلين  S.aureusهاƽ  به هنگام پذيرش تعداد حاملين سويه:يافته ها

 aureus: MSSA(  وMRSA ٦  به ترتيب) نفـر  ١٤ نفر  باقيمانده به هنگام تـرخيص بـه ترتيـب    ١٩٣از . نفر بودند  /.%)٥ (١و  %)٣ 

 بـين  . سفترياکسون مصرف شده بود    MRSA با   لنيزه  براƽ تمام بيماران ک   . هاƽ مذکور كلنيزه شدند   يهبا سو %) ٦/١( نفر   ٣و  %) ٢/٧(

  .  )P> 0.05(هاƽ مورد بررسي ارتباط معني دار يافت نشد و متغيرMRSAکلنيزاسيون سويه 

       روز كلنيزاسـيون بـا      در پـي بـسترƽ ب ـ     .  در جمعيت كودكان شـهر قـزوين اسـت         MRSAها مؤيد حضور سويه     يافته:  نتيجه گيري 

ايـن   . برابـر اسـت    ۲/۳ و   ۴/۲ها به ترتيب     با همين ارگانيسم   بدو پذيرش   در مقايسه با حالت حامل در         MRSA  و MSSAهاƽ  سويه

 ƽميزان براMRSAباشدميتر است که با مصرف سفترياکسون همسو  افزون. 

  ، كودكان، کلنيزاسيون، سفترياکسون S.aureus ،MRSA: كلمات كليدي



  ...  كودكان بيني مقاوم به متي سيلين دروکوس اورئوسكلنيزاسيون  استافيلوكشيوع  /  ۸۰

 

 

  :مقدمه

    S. aureus ( Staphylococcus   aureus(  توانائي سـازش 

هـاƽ مقـاوم بـه متـي سـيلين          سويهها، منجر به ظهور     با آنتي بيوتيک  

methicilin resistant   Staphylococcus   aureus: ( 

MRSA(  سيلين و ديگر آنتي بيوتيک    مقاومت به متي  عامل. شد  ƽها

اين ژن بر روƽ عامل ژنتيکي متحرکـي        .  است mecAبتالاکتام ، ژن    

ــه  ــوم  ب  Staphylococcal cassette chromosomeموس

mecA (SCCmec)  از .  قـرار داردSCCmec   هفـت واريـان ، 

بـراƽ  .  شناسـائي شـده اسـت   VII تـا   Iهاƽ اصلي موسوم  به تيپ

 ظهور پيدا   ١٩٦٠  که از اوايل دهه       MRSAهاƽ  مطالعه تحول کلون  

هاƽ مختلف  مولکـولي     شار آنها در جهان از فناورƽ     کردند، و نيز انت   

 مراکــز ابط بــت مــرMRSAهــاƽ  اوليــهکلــون.شــده اســت اســتفاده

-hospital-associated-MRSA: HA)   بيمارسـتاني  بودنـد  

MRSA)   ۱۹۹۰ اما، از اواخـر دهـه     . ظاهر شدند  ۱۹۶۰در دهه    که ،

 community-associated) جامعــه  ازهــاƽ اکتــسابي کلــو ن

MRSA :CA-MRSA)     ــد ــور کردنـ ــا ظهـ ــم در دنيـ                  . هـ

CA-MRSA ƽدارا  SCCmec تيپ IV V ,   يا  VII ،هستند 

   هـاƽ به ديگر دودمان ، HA-MRSAکه اکثريت آنها در مقايسه با    

S. aureus    ضـمن آنکـه  .  دارنـد تعلـق  CA-MRSA  ، اغلـب 

  ).۱(همراه دارد  خود را با)  PVL( لکوسيدين پنتون والانتين 

 ƽاپيــدميولوژMRSA اکتــسابي  ســويه بــا ظهــور ƽجامعــهازهــا   

        کـه هـيچ ارتبـاطي       ،هاƽ اخير بـين افـراد سـالم       سويه. تر شد پيچيده

 هـاƽ سـويه ). ۲(دهد    روƽ مي   ،با سيستم بهداشتي و درماني ندارند     

CA-MRSA   خفيف پوست و بافت نـرم       اغلب عامل عفونت ƽها

ان  تهديد کننده حيات نظير پنموني نکروز و موارد شديد ،  اما  . هستند

 باشـند مي حال ظهور  در  هم  ميونکروز و سپسيس   ،فاسيت نکروزان  ،

               بـــينتمـــايزهـــاƽ اخير نظـــر بـــراين اســـت کـــه در ســـال).٣(

HA-MRSA و CA-MRSA  رنـــــگ باختـــــه و اکنـــــون                 

CA-MRSA     از بيما ƽامريکا انـدميک     رستاندر بسيار ƽشـده  ها

 بـه   SCCmec احتمـالا ناشـي از انتقـال         MRSA  منـشاء . است

  ƽــداد محــدود ــانتع      ســيلين هــاƽ حــساس بــه متــي   از دودم

methicilin sensitive  Staphylococcus   aureus 
MSSA) ( است)١(  .  

، افزايش هزينه درمان    )موربيديتي( عامل مهم ابتلاء     MRSA شيوع  

ها است، که طي دهه اخير افـزايش        در بيمارستان  )مورتاليتي(رگ  و م 

 سـالانه عامـل مـرگ        MRSAاکنون عفونت هـاƽ     ). ٤(يافته است   

 بـا تعـداد        اين ميزان   .بيمار بسترƽ در امريکا است      ١٩٠٠٠ قريب  

  هاƽ ويروسي در اين ناشي از تمام موارد ايدز، سل و هپاتيت مرگ

  

 به مقدار زيـادƽ در بـين        MRSAشيوع  . )٥(کند  کشور برابرƽ مي  

کشورهاƽ مختلف ، و حتي از يک بيمارستان به بيمارستان ديگر در            

  ).٤(يک کشور فرق مي کند

مطالعه بيمـاران در بـدو پـذيرش و هنگـام تـرخيص از  بيمارسـتان        

 جامعـه و  ازهـاƽ اکتـسابي   اطلاعات ذيقيمتي از نظر موقعيت سـويه    

يه هاƽ بيمارستاني را در اختيار ما قرار        ميزان خطر کلنيزاسيون با سو    

تـوان  از سوƽ ديگر عوامـل خطـر کلنيزاسـيون را هـم مـي             . دهدمي

 از اين راه هم بـه پيـشگيرƽ از انتقـال ارگانيـسم و                شناسائي کرد تا  

هـاƽ  کنترل محيط بيمارسـتاني فـائق شـويم و هـم از اشـاعه سـويه               

 ائي کـه تـا کنـون       از آنج . بيمارستاني به داخل جامعه جلوگيرƽ کنيم     

 بررسـي حاضـر     است،   اƽ صورت نگرفته  باره اين موضوع مطالعه   در

 مقاوم بـه    اورئوس استافيلوکوکوسبا هدف تعيين شيوع کلنيزاسيون      

متي سيلين در بيني کودکان بسترƽ و برخي عوامل خطر موثر بـر آن        

  .انجام پذيرفت

  

  : هاشرو مواد و

مركـز آموزشـي درمـاني       نفـر در     ٢٠٠اين بررسي بـا حجـم نمونـه         

نمونـه گيـرƽ بـه روش سـر         . كودكان قدس در قـزوين انجـام شـد        

 سـال بـود كـه در دو       ١٢ تـا    ٢هاƽ سـني      شمارƽ و محدود به گروه    

به هنگام پذيرش و تـرخيص بيمـاران نمونـه          . مرحله انجام پذيرفت  

هاƽ آگار خوندار و سواب بيني جمع آورƽ و بعد از تلقيح در محيط     

 ٣٥ در دمـاƽ      سـاعت  ٤٨ مـدت به ، ظروف پترƽ  گارمانيتول سالت آ  

هـاƽ؛  رنگ آميزƽ گرم، آزمـايش    از  . گراد انکوبه  شدند   درجه سانتي 

بـراDNase   ƽكاتالاز، كوآگـولاز روƽ لام، كوآگـولاز لولـه اƽ و              

بـراƽ تعيـين    ). ٦(هاƽ جدا شده اسـتفاده گرديـد      تعيين هويت سويه  

 ،  oxacillin screening plateمقاومت به متي سـيلين از روش  

 CLSI)  Clinical and laboratoryمطـابق بـا دسـتورالعمل    

standards institute (استفاده شد)در اين روش بـه محـيط   . )٧ 

Mueller – Hinton agar، ٤% NaCl   وµg/ml۶                 

اضـافه  ) محصول كارخانه سـيگما، آلمـان   ( oxacillinآنتي بيوتيك

 ســاعت ٢٤كك بــر روƽ ايــن محــيط بعــد از رشــد اســتافيلو. شــد

    ƽدرجه سانتي گراد مؤيد وجود مقاومـت بـه          ٣٥انكوباسيون در دما 

   ATCC 33591  S.aureusاز سويه . متي سيلين تلقي مي شود

 S.aureus ATCC  سويه مقاوم به متي سيلين واز سويه ه عنوانب

  .استفاده شد سيلينعنوان  سويه حساس به متيبه25923

  و) سن، جنس، محل سكونت و تحصيلات( عات دموگرافيك اطلا
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علت و مدت بسترƽ، مصرف آنتي بيوتيك در        (اطلاعات اختصاصي   

            ƽاز پرونـده   ) دو هفته اخير، آنتي بيوتيـك مـصرفي در طـول بـستر

  . نامه جمع آورƽ شدند  بيماران و از طريق پرسش

 کـاƽ   و بـا آزمـون مجـذور     پـردازش SPSS  داده ها با نرم افزار 

  .تجزيه و تحليل شدند

  

  :يافته ها  

 سال با ميانگين ١٢ تا ٢دامنه سني جمعيت مورد مطالعه 

مؤنث، ) %٤٠( نفر ٨٠مذكر، ) %٦٠( نفر ١٢٠.  سال بود٩٢/٥±٨٣/٢

ساكن روستاهاƽ )%٢٣( نفر ٤٦ساكن شهر قزوين، ) %٥٧( نفر ١١٤

 ١٢٠ .دهاƽ استان بودنساكن ساير شهرستان) %٢٠( نفر ٤٠اطراف و 

در مقاطع پيش دبستاني تا )  %٤٠( نفر ٨٠در منزل، و ) %٦٠(نفر 

 نفر ٨١ هفته قبل از بسترƽ ٢طي . كردندپنجم دبستان تحصيل مي

هاƽ مورد بررسي  متغير.بيوتيك داشتندسابقه مصرف آنتي) %٥/٤٠(

، مصرف آنتي بيوتيک در دو هفته  سينوزيت وسابقه ابتلاء به رينيت(

 نشان ١ در جدول)  و نيز مدت بسترƽ علت بسترƽرƽ،قبل از بست

 قلم آنتي ٢٣٨طي بسترƽ جمعاً  )%٦٩( نفر ١٣٨. داده شده است

در اين ميان .  نوع مختلف دريافت کرده بودند١٥بيوتيك متشكل از 

و ) %٥/١٥(آمپي سيلين ) %٧/٢٤(بيوتيك سفترياكسون  سه آنتي

هاƽ بيوتيكز اقلام آنتيدر مجموع بيش از نيمي ا) %٥/١٥(سفالوتين 

  .  را به خود اختصاص دادند)   %٧/٥٥( تجويز شده

  

  

    MRSAفراواني عوامل خطر مورد مطالعه در كلونيزاسيون كودكان با سويه  :١جدول 

  )درصد( تعداد   متغير

                                                دارد

  سابقه ابتلاء به رينيت

                                 ندارد              

٤         (  ٨       (                    
  

 ٩٦  (      ١٩٢(                     

                                                دارد

  سابقه ابتلاء به سينوزيت

                                               ندارد

                   ٥/٩       ( ١٩ (                    
  

                          ٥/٩٠(        ١٨١ (  

                                                دارد

ƽسابقه بستر  

                                               ندارد

٣٨    (       ٧٧(  

  

٦٢  (        ١٢٣(  

   روز٣                          کمتر از               

   روز٣- ٧مدت بسترƽ قبلي                   

   روز و بيشتر     ٨                                        

١/٣٥ (        ٢٧(  

٤٨ (          ٣٧(  

٩/١٦(          ١٣(  

                                                دارد

   بيوتيک در دو هفته اخيرمصرف آنتي

                                               ندارد

٥/٤٠ (        ٨١(  

  

٥/٥٩  (       ١١٩(  

                                                تنفسي

ƽسيستم عصي  مرکز                                 

  علت بسترƽ کنوني                   گوارشي

 ƽادرار ƽمجار                                       

                                          ساير

٢٦(             ٥٢(  

٢٦  (           ٥٢(  

٥/٢١ (         ٤٣(  

٥/١١ (           ٢٣(  

١٥  (            ٣٠(  

   روز٣                                        کمتر از 

   روز٣-٧سترƽ کنوني                   مدت ب

   روز و بيشتر     ٨                                        

٥/١٠ (          ٢١(  

٥/٦٧  (        ١٣٥(  

٢٢  (           ٤٤(  

                                   دارد             
  مصرف آنتي بيوتيک

   در مدت بسترƽ کنوني
                                    ندارد           

٦٩  (         ١٣٨(                    
  
  

٣١  (           ٦٢(                   
  

  



  ...  كودكان بيني مقاوم به متي سيلين دروکوس اورئوسكلنيزاسيون  استافيلوكشيوع  /  ۸۲

 

 %) ٣( نفر٦:  بودندS.aureusحامل %) ٥/٣( نفر ٧به هنگام پذيرش

 نفر ١٩٣از  . بودMRSAحامل %) ٥/٠( و يك نفر  MSSAحامل

 S.aureusبا سويه هاƽ %) ٨/٨( نفر١٧باقيمانده در زمان ترخيص 

 نفر ٣ و  MSSAبا سويه%) ٢/٧( نفر ١٤: شده بودندكلونيزه 

هاƽ مورد بررسي و  بين متغير). ٢جدول (MRSAبا سويه %)٦/١(

 .)P>0.05( دار يافت نشدمعني رابطهMRSAسويهبا کلونيزاسيون

ƽشده با کلنيزه  تمام بيماران براMRSA سفترياکسون مصرف شده 

  .بود

  

  

 S.aureusهاƽ   با سويه)هنگام ترخيص(شده و افراد کلنيزه ) بدو پذيرش(ين  توزيع فراواني حامل:٢جدول 

  

  :بحث 

 برابر S.aureus  ۵/۲ميزان کلنيزاسيون با نتايج نشان داد که 

اين ميزان براƽ سويه . حاملين اين ارگانيسم در بدو پذيرش است

MSSA  ٤/٢ به ƽسويه  و براMRSA حاملين با  برابر٢/٣ به 

 از سومين روز MRSAکلنيزاسيون با . گرددها بالغ ميهمين سويه

شود، محدود به هفته اول بسترƽ است و با مصرف بسترƽ آغاز مي

  . داردهمخوانيول مدت بسترƽ در بيمارستان سفترياکسون در ط

   سال به هنگام پذيرش١٢ تا ٢ جمعيت کودکان ازدر مطالعه حاضر 

  MRSAدرصد حامل سويه  ٥/٠ و  MSSA درصد حامل سويه٣

مراجعه ) سال١٦كمتر از ( كودك ٥٠٠از نمونه سواب بيني . بودند

د سويه  درص٤/٢٤به درمانگاه كودكان دانشگاه شيكاگو در کننده 

MSSA  سويه درصد  ٥/٢در وMRSA به هنگام  .)٨( جدا شد 

  Asohikawa Koseiهاƽ كودكان بيمارستان پذيرش در بخش

 ƽسواب ٢١٧٦ از  ١٩٩٧-٩٨ و ١٩٩٢-٩٣ژاپن در فاصله سال ها 

  MRSA سويه ٥٠ سال، ١٧ روز تا ٧بيني بيماران در فاصله سني 

مطالعات يزولاسيون در ا   ميزان).٩(جدا شده است )  درصد٣/٢(

تواند مذکور بيشتر از نتايج مطالعه حاضر است که يک دليل آن  مي

توجه  اما، بايد. باشد)  سال١٧ و ١٦به ترتيب ( بالا بودن دامنه سني 

 در جوامع  CA-MRSAهاƽ داشت كه افزايش اكتساب سويه

مطالعه در بيمارستان كودكان دانشگاه . مختلف، متفاوت است

هاƽ  در فاصله سال CA-MRSAنشان داده است شيوع شيكاگو

 نفر در ٢٥٩ نفر به ازاء هر صد هزار پذيرش به ١٠ از ١٩٨٨-١٩٩٠

مطالعه ديگر در همين ).٨( افزايش يافته است ١٩٩٣-٩٥هاƽ سال

 کودک ٥٠٠ در بيني MRSAدار کلنيزاسيون کشور از افزايش معني

           حکايت)٢٠٠٤( درصد٢/٩به ) ٢٠٠١ ( درصد٨/٠سالم از 

 ساله در ناحيه ۷ تا ۵بررسي کلونيزاسيون کودکان   ).١٠(کندمي

، S.aureus  ايزوله۱۴۵۵در ميان که  داد جنوب غربي آلمان نشان

در حاليکه يک . )درصد٣/٠( بسيار اندک بوده است  MRSAسويه

  اما، هستند کلنيزهS.aureusچهارم کودکان سن ورود به مدرسه با 

  ). ١١(بسيار نادر است  در اين ناحيه MRSA شيوع

 ٦/١ و MSSA درصد با سويه ٢/٧ در مطالعه ما به هنگام ترخيص 

  S.aureus درصد با ٨/٨ و در مجموع MRSAدرصد با سويه 

  MRSAبررسي شيوع كلونيزاسيون با سويه  .كلونيزه شده بودند

 بيمار ٦٩در بيمارستان آموزشي در عربستان سعودƽ نشان داد كه از 

  MRSAبا  درصد  ١٤ بزرگسال و كودك بسترƽ در بيمارستان 

 ٣٧٤در يك مركز بيمارستاني در آمريکا از ). ١٢( اندشدهكلونيزه  

  را طي بسترMRSA ƽسويه ) درصد٧/١( نفر ٦نفر غيركلونيزه، 

. باشدمي ) درصد٦/١(كه نزديك به يافته ما)١٣(كسب كرده بودند

ها ين عوامل عفوني جدا شده در بيمارستان  در بMRSAبروز 

در حاليكه ميزان حالت حامل )  درصد٤٨-٥٠(فوق العاده زياد است 

  ).١٤(  در جامعه پايين است MRSAبا 

 بعـد از    MRSAنتايج مطالعه درباره مدت كلونيزاسـيون بـا سـويه           

دهـد كـه بعـد از تـرخيص،  حالـت            ترخيص از بيمارستان نشان مي    

 را در    MRSA   كـه   و بيمـاراني    )١٥(ت اسـت    حامل طولاني مد  

  کلنيزاسيون  حاملين  سويه

MSSA 
 

MRSA 
  
  منفي

٣ (٦(%  

  
٠ /٥ ( ١(%  

٩٦ /٥(   ١٩٣(%   

 ٢/٧(١٤(%   

٦/١ (٣(%  

٢/٩١(١٧٦(%  

  %)١٠٠(١٩٣  %)١٠٠ (٢٠٠  جمع
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 ١٤ را بـه   بيمارستان كسب نمودنـد بعـد از تـرخيص همـان سـويه         

  ).١٦(اند خانوادگي انتقال داده  هاƽتماس  از افراد در درصد 

           محــدود بــهMRSAدر بررســي حاضــر كلونيزاســيون بــا ســويه 

          جداســازƽمطالعــه .  ســال تمــام بــود١٠ و ٦ ، ٢هــاƽ ســني گــروه

 از بينـي كودكـان در بخـش اطفـال بيمارسـتان             MRSAهاƽ  سويه

Ashikawo kosei  سـويه  ٥٠ ژاپن نشان داد از MRSA  جـدا  

بـوده   كمتـر از يكـسال       ،از بيماران كلونيزه شده    درصد   ٤٨شده سن   

 در ژاپن نـشان     ١٩٩٢-٩٣ مطالعه ديگرƽ در فاصله سال هاƽ        .است

  MRSAهـاƽ    نفر كلونيزه با سـويه     ٢٨ سن   ،   بيمار ١٦٦٥داد كه از    

در واقـع   ). ٩( نفر كمتر از يكسال بـود      ١٤ سال بود و در      ٩ ماه تا    ٢از

كلونيزاسيون در مطالعات مذکور در كودكان كمتـر از يكـسال شـايع             

 اما در مطالعه ما هرچند تعداد افراد كلـونيزه شـده انـدك           ،بوده است 

سازد، اما همـان    سن ميسر نمي  است و امكان استنتاج را درباره متغير        

  . تعداد اندك هم در كودكان با سنين بالاتر بروز نموده است

 بر حسب جنس MRSAتوزيع فراواني نسبي كلونيزاسيون با سويه 

دهد كه کلونيزاسيون در جنس مذكر نسبت به جنس مؤنث نشان مي

در گزارشات موجود به متغير جنس . باشد مي١ به ٢همانند نسبت 

اƽ در يك بيمارستان آموزشي فقط در مطالعه. اƽ نشده استهاشار

 بيمار بزرگسال و كودك نشان داده ٢٤٠در عربستان سعودƽ درباره 

 متغير جنس MRSA بيمار كلونيزه شده با سويه ٦٩شده كه از 

از جمله متغيرهايي است كه در پيش بيني  )=P ٠٤/٠( مذكر

  ). ١٢(باشد  دخيل ميMRSAكلونيزاسيون با 

 برحسب زمان بسترƽ به MRSAهاƽ  كلونيزاسيون با سويه

بررسي شيوع . روزهاƽ سوم تا هفتم بسترƽ محدود بوده است

كلونيزاسيون در بيمارستان آموزشي در عربستان سعودƽ نشان داد 

 ƽكه مدت اقامت در بيمارستان از جمله متغيرهايي است كه برا

). ١٢( )=٠٠٤/٠P(باشد  مطرح ميMRSAپيش بيني كلونيزاسيون 

  در مركز بيمارستاني در امريكا نشان داده Fishbainمطالعه 

 را كسب نمودند MRSAمتوسط مدت بسترƽ بيماراني كه سويه 

اين مدت براƽ گروه بيماراني كه كلونيزاسيون .  روز بوده است٧/١٧

بررسي در بخش ). ١٣( روز بوده است ٣/٥ها اتفاق نيفتاده در آن

 روز از ٢نشان داده مدت اقامت بيش از )  ICU(هاƽ ويژه مراقبت

در ). ١٧(باشد  ميMRSAهاƽ سويهعوامل معني دار در اكتساب 

دهند كه كليه موارد هاƽ بررسي حاضر نشان ميواقع يافته

كلونيزاسيون در هفته اول اقامت در بيمارستان روƽ داده و شروع آن 

ن مدت در مقايسه با مطالعه اي. نيز از روز سوم بسترƽ بوده است

Fishbain) مي توان آن را به عدم توجه . تر استبسيار کوتاه) ١٣

به زنجيره انتقال و در واقع اصول کنترل عفونت بيمارستاني نسبت 

  . که در هر صورت هشدار دهنده است داد،

و آنتي بيوتيك MRSAبررسي ارتباط بين بروز كلونيزاسيون سويه 

رƽ نشان داد كه در مجموع  براƽ بيماران مصرفي طي مدت بست

سفترياکسون، .  قلم آنتي بيوتيك تجويز شده است٦٥مورد مطالعه 

آمپي سيلين و سفالوتين بيش از نيمي از اقلام تجويز شده را به خود 

 MRSA با  تعداد کلنيزاسيونکم بودنبه دليل . اختصاص دادند

ان كلنيزه شده سفترياكسون  تمام بيماراما،. دار يافت نشدارتباط معني

مقاوم  MRSA هاƽ در يک گزارش تمام  سويه .انددريافت كرده

  ماکه در اين صورت يافته، )٤(اند به سفترياکسون گزارش شده

اما، به طور کلي دراين زمينه مطالعه مشابه  .کندطبيعي جلوه مي

-هر چند بررسي نشان داده است كه در اكثر بيمارستان. يافت نشد

- از سفالوسيورين، براƽ پروفيلاكسي جراحي،هايي كه طي يك دهه

هاƽ هاƽ نسل اول استفاده شده است افزايش فراواني سويه

MRSA ١٦(  را نيز به دنبال داشته است. (  

  MRSA با رعايت دقيق موازين کنترل عفونت به طور موثر 

صلي انتقال عامل ا" يافته مذکور اين اصل را که . کنترل شده است

کنترل ). ١٨(کند، تقويت مي"  استMRSAشيوع فزاينده 

MRSA بوده که به اصول همراه در کشورهايي با موفقيت بيشتر 

نظارت فعال بيماران کلنيزه از طريق کشت و کاربرد (کنترل انتقال 

دقيق سدهاƽ محافظتي براƽ بيماران کلنيزه شده يا عفوني با 

MRSA ( ترين راه شت دست مهمبهدا. اندتوجه عملي داشته

در مورد . هاƽ مقاوم به چندين دارو استکنترل انتقال ارگانيسم

MRSA بر نظارت فعال جهت يافتن مخزن ارگانيسم از طريق 

کشت، رعايت بهداشت دست، استفاده بجا از سدهاƽ محافظتي، 

رفع کلنيزاسيون بيماران و نظارت بر تجويز آنتي بيوتيک توصيه اکيد 

  )١٩و  ١٨(شودمي

  
 ƽنتيجه گير:  

 در جمعيـت    MRSAمؤيـد حـضور سـويه       ƽ اين مطالعـه     ها يافته

ــت  ــزوين اس ــهر ق ــان ش ــه  . كودك ــتان ب ــدن در بيمارس ــسترƽ ش ب

       ƽکلونيزاسيون با سويه هاMSSA   و MRSAشـود کـه    منجر مي

 ٢/٣ و ٤/٢ها به ترتيـب  نسبت به حاملين بدو پذيرش با همين سويه   

 برابـر   ٥/٢  بـه     S.aureusر مجموع  براƽ     يابد و د  برابر افزايش مي  

تر است که    افزون MRSAکلنيزاسيون براƽ سويه     اما،   .گرددبالغ مي 

  البته نکته در خور تاملي اسـت، و بـا مـصرف سفترياکـسون مـرتبط             

يک سـوم تمـام بيمـاران در        مطالعات نشان داده که حداقل      . باشدمي

کننـد، کـه    ت مـي  مدت بسترƽ يک دوره درمان آنتي بيوتيکي درياف ـ       

بخش اعظم آن يا ضرورƽ نيـست و يـا تجـويز آن نامناسـب اسـت        



  ...  كودكان بيني مقاوم به متي سيلين دروکوس اورئوسكلنيزاسيون  استافيلوكشيوع  / ۸۴

 
 

 

توجه عملي به موازين کنتـرل عفونـت ، نظـارت بـر تجـويز               ). ١٨(

             ƽمنطقي آنتي بيوتيک و رعايت بهداشت دست در اين بـاره ضـرور

بديهي است آموزش بهداشت دسـت رکـن اساسـي موفقيـت            . است

   ).٢١و٢٠(    است

  

  :تقدير و تشکر

  دانشگاه علوم پزشکي  طرح تحقيقاتي مصوب   ماحصل  مقاله اين

 شاهد، اهدائي آقاƽ دکتر محمد رهبر MRSAسويه . قزوين است

بدين وسيله از معاونت پژوهشي  .از آزمايشگاه مرجع سلامت بود

ه علوم پزشکي قزوين، از آقاƽ دکتر محمد رهبر و از کليه  دانشگا

رماني کودکان قدس قزوين که با همکاران محترم مرکز آموزشي د

همکارƽ بي شائبه امکان انجام مطالعه حاضر را ميسر نمودند، 

  . نمايدصميمانه سپاسگزارƽ مي
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ABSTRACT 
Background and objectives: The adaptive power of Staphylococcus aureus (S.aureus) to antibiotics leaded, 
in the early 1960s, to the emergence of methicillin-resistant S. aureus (MRSA). The early MRSA clones 
were hospital-associated (HA-MRSA). However, from the late 1990s, community-associated MRSA (CA-
MRSA) clones emerged worldwide. Patient’s study on the admission and the discharge provides an 
important information about the position of CA-MRSA , the rate of HA-MRSA colonization ,and risk factors 
for colonization. This information could be used for prevention of organism transmission, control of hospital 
environment, and prevention of  hospital organisms spread into community.   The aim of this study was to 
determine the prevalence of and some risk factors of methicillin- resistant S.aureus nasal colonization in 
hospitalized children.  
Materials and Methods: Nasal swab specimens were collected on the admission and the discharge  of  
patients admitted in the Qods educational and health pediatrics center of Qazvin. After isolation and 
identification the strains, the methicillin resistance was determined by Clinical and laboratory standards 
institute(CLSI) oxacillin screening plate method. Other information were collected by questionnaire. The 
data were analyzed by Chi-square test..  
Results: A total number of 200 patients (2 to 12 years old) were studied. The carrier state of methicillin-
sensitive S. aureus (MSSA), and MRSA strains were 6 (3%),and  1 (0.5%) respectively. From 193 remainder 
on discharging 14 (9%), and 3 (1.9%) patients were colonized with MSSA, and MRSA strains respectively. 
Ceftriaxone was administrated for all patients colonized with MRSA strains. There was no significant 
correlation between colonization with MRSA strains and studied variables. 
Conclusion: Our findings confirm the presence of MRSA strain in children population in Qazvin city. The 
incidence of colonization with MSSA, and MRSA , in comparison of the carrier state with the same strains, 
were 2/4 , and 3.2 times. This rate is higher in the case of MRSA , which is correlated with administration  of 
Ceftriaxon.  
Key words: S.aureus, MRSA, Colonization, Ceftriaxone , Children  
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Investigation of contamination of traditional non-pasteurized ice-creams with 
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ABSTRACT 
Background and objectives: Ice cream is made from milk, cream, sugar, food additive and may contain 
preservatives and edible colors as well. This product provides good condition for bacterial growth.  
This study was conducted to determine the frequency of E.coli and/or Staphylococcus aureus contaminated 
traditional non-pasteurized ice cream in Semnan. 
Materials and Methods: In this descriptive cross sectional study, during two years,  136 samples of non-
pasteurized ice creams were investigated in Semnan food and cosmetics laboratory. The samples were 
investigated for contamination with  E. coli and Staphylococcus aureus according to Iranian standard guideline. 
The isolated bacteria were further identified by conventional bacteriologic tests.  
Results Results: Of the 136 samples, 96 (70.6%) were contaminated with E. coli, 53 (38.9%) contaminated with 
Staphylococcus aureus, 52 (38.2%) contaminated with both bacteria and 39 (28.7%) were non contaminated. 
Conclusion: Results of this study showed that frequency of traditional non-pasteurized ice creams which were 
contaminated with E.coli and Staphylococcus aureus was significantly higher than other surveys.  
Key words: Ice cream, contamination, food poisoning, E.coli, Staphylococcus aureus 
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ABSTRACT  
Background and objectives:  Streptococcus pneumoniae is a  bacterial pathogen most commonly associated 
with acute otitis media and pneumonia and the second most important pathogen in cases of meningitis in 
children under 2 years old. Currently more than 90  pneumococcal serotypes have been identified based on their 
antigenic differences in the capsular polysaccharides, with distribution varying according to age group, clinical 
symptoms, and geographic area. The aim of this study was to determine the most prevalent serotypes of 
Streptococcus pneumoniae associated with different infectious diseases in Tehran medical centers. 
Materials and methods: In total 50 clinical isolates of Streptococcus pneumoniae were collected from Tehran 
medical centers and re – identified using standard identification tests. Quelling test was used for serotyping of 
the isolates as per  Statens Serum Institute(SSI) guideline. The data were analyzed using SSI guideline. 
Results: In this study, the distribution of isolated Streptococcus pneumoniae in relation to site of infection were: 
respiratory tract, 18 isolates (36%); blood, 13 isolates (26%); eye, 10 isolates ( 20%) and  other sites, 7 isolates 
(14%). The most common serotypes were 6A and 6B. The prevalent serotypes in adults and infants were  
serotype 2 and 19 (19A, 19B, 19C, 19F) respectively. The prevalent serotypes according to the site of infection 
were: respiratory tract, 7; blood, 4; and eye, 19.  
Conclusion: The finding of this study showed that serotype 6 in common serotype in both adults and infants.  
Key words: Streptococcus pneumoniae , serotyping , serotype   
 



 IX

Antibiotic resistance patterns of enteropathogenic E.coli (EPEC) 
 serogroups isolated from stool of under 5 years old children with 

 diarrhea in Tehran:2007- 2008   
 

Shirazi MH1, Akbari A1, Sharifi Yazdi MK2, Hosseini M3,  Fard Sanei F1, 
 Bakhtiari R1, Soltan Dallal MM1* 

 
1) Division of Microbiology, Department of Pathobiology, School of Public Health and Institute of Public Health 
Research, Tehran University of Medical Sciences (TUMS). Tehran, Iran 
2) Department of Laboratory Medicine, Faculty Paramedical Sciences, Tehran University of Medical Sciences. 
Tehran, Iran 
3) Department of Epidemiology and Biostatics, School of Public Health and Institute of Public Health Research, 
Tehran University of Medical Sciences. Tehran, Iran 
 
Corresponding author: Soltan Dallal MM,  Division of Bacteriology,   Department of Pathobiology, School of Public 
Health &    Institute Health Research, Medical Sciences University of Tehran, P.O.Box:14155-6446,Tehran, Iran.  
 Tel: + 98-21-66462268       Fax: + 98-21-66462267             E.mail address: soltanirad34@yahoo.com 
 
 
ABSTRACT 
Background and objectives: Enteropathogenic E.coli (EPEC) strains have high prevalence in children and 
are of the most important diarrheagenic agents in developed and developing countries that may cause severe 
diarrhea even death. Prevalence and antibiotic resistance patterns differ in different geographic areas. 
Knowledge of the patterns is necessary for physicians in order to treatment of infections using appropriate 
antibiotics. This research aimed to detection of common EPEC serogroups in diarrheal under 5 year old 
children and study the patterns of antibiotic resistance of these strains. 
Materials and Methods: 278 samples collected from children with diarrhea visited in Ali Asghar hospital, 
Tehran. Bacterial isolates confirmed as EPEC serogroups on the basis of standard biochemical and 
serological tests. Antibiotic susceptibility testing was performed using 16 different antibiotic discs by disc 
diffusion agar (Kirby-Bauer) method.  
Results: In this study 19 strains (6.8%) of EPEC isolated that prevalence of EPEC strains particularly 
serogroup poly IV was more common  in children under  one year old. All strains were sensitive to 
meropenem and imipenem,  63.2 % were resistant to nalidixic acid, tetracycline and amoxicillin and 89.5 % 
of strains were sensitive to ceftazidime and gentamycin. Results indicated that  most strains completely or 
intermediately were resistant to nalidixic acid, tetracycline and amoxicillin. 
Conclusion: Antibiotic resistance of EPEC strains to nalidixic acid ,tetracyclin and amoxiciline is 
increasing. Due to increasing resistance towards antibiotics, we should use new and effective antibiotics 
according to antibiotic susceptibility testing for treatment of infections. 
Keywords: enteropathogenic Escherichia coli, antibiotic resistance, diarrhea , children 
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ABSTRACT 
Background and objectives: Enterococcus faecalis is a normal commensal in the human intestinal flora but can 
leads to nosocomial infections. Several virulence factors have been described in E. faecalis, including 
aggregation substance(Agg), entrococcal surface protein(Esp), cytolysin (Cyl) having both hemolytic and 
bactericidal activity, and gelatinase(Gel). These factors act synergistically to enhance virulence, resulting tissue 
damage and tissue invasion. The aims of this study was phenotypic determination of virulence factors of E. 
faecalis isolates recovered from patients with urinary tract infections.  
Material and Methods: This descriptive study were carried out in 95 clinical E. faecalis isolates recovered from 
patients with urinary tract infections in Shahid Beheshti hospital in Kashan, Iran, between 2007 and 2008. The 
production of biofilm, hemolysin and gelatinase by these isolates was also examined and the associated medical 
records of patients were retrospectively reviewed. Data were analyzed using Chi Square and Exact Fischer tests. 
Results: Gelatinase activity was detected in 19 of the 95 (20%) E. faecalis isolates, hemolysin was detected in 
42 of 95 (44.2%) E. faecalis isolates as beta hemolysis 35.8% and alpha hemolysis 7.4%, and 79 out of 
95(83.2%) isolates showed weak, 6 out of 95(6.3%) moderate and 10 out of 95 (10.5%) strong biofilm 
formation. There was no significant correlation between biofilm formation and  age, sex, previous history of 
antibiotic therapy, catheterization, production of haemolysin and gelatinase activity.  
Conclusions: No single factor was detected as virulence prediction. It seems that the factors act synergistically. 
Key words: E. faecalis, virulence factors, gelatinase , biofilm , urinary tract infections 
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ABSTRACT 
Background and Objective: Enterococci are natural inhabitants of the gastrointestinal tract of humans and 
animals. Over the past decade, enterococci have become one of the leading causes of nosocomial infections, 
because they have acquired resistance to many antimicrobial agents such as vancomycin and gentamicin. 
Development of high-level gentamicin resistance among enterococci represents a serious therapeutic problem as 
it precludes synergy between aminoglycosides and cell-wall active agents. High-level gentamicin resistance 
(MIC ≥ 500 mg/ml) in enterococci is predominantly mediated by aac (6')-Ie-aph (2'')-Ia gene.. The aim of 
present study was determination of high level gentamicin resistance in Enterococcus species isolated from 
healthy human in Tehran. 
Material and methods: After enrichment of the fecal samples collected from healthy volunteers in BHI broth 
containing  gentamicin, the isolates were subcultured on m-Enterococcus agar containing gentamicin. The 
isolates were identified to the genus and species levels and MIC was determined. Antibiotic susceptibility of the 
isolates was tested by agar diffusion method for 8 various antibiotics. The aac(6')-Ie-aph(2'')-Ia gene was 
identified by PCR technique.  
Results: gentamicin resistant enterococci(GRE) were isolated from 76(15.2%) of 500 fecal samples. The 
isolated species were: E. faecalis 45(59.2%) ,E. faecium 29(38.1%) and E. gallinarum 2(2.63%). GRE isolates 
were highly resistant to gentamicin(MIC ≥ 500 µg/ml). Eleven different antimicrobial resistance patterns were 
observed in this study. All of isolates carried the aac(6')-Ie-aph(2'')-Ia resistance gene. 
Conclusion: These results represent a rather high prevalence of gentamicin resistance enterococci as a normal 
flora in the community. The aac(6')-Ie-aph(2'')-Ia gene was the most common gene among the gentamicin-
resistant isolates evaluated in this stud. 
Key words: Enterococcus, gentamicin, high-level resistance , healthy human. 
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ABATRACT 
Background and objectives: Fluoroquinolones, in particular ciprofloxacin have recently become the drug of 
choice for antibiotic therapy of invasive Salmonella infections in many countries. however, several treatment 
failures due to Salmonella strains with decreased susceptibility to ciprofloxacin have been reported. These 
isolates are still considered to be susceptible to ciprofloxacin according to CLSI interpretive criteria (MIC≤1 
µg/ml) while they can not be detected by disk diffusion test. CLSI has recommended nalidixic acid disk 
diffusion as an indicator test for screening of Salmonella isolates with decreased susceptibility to ciprofloxacin. 
In this study the value of nalidixic acid susceptibility testing for screening of clinical strains of Salmonella with 
decreased susceptibility to ciprofloxacin was evaluated. 
Material and methods: Salmonella spp. strains have been isolated from several provinces in Iran during 2007- 
2008.  The strains were identified by standard biochemical tests and serology. The susceptibility of the isolates 
to nalidixic acid and ciprofloxacin was determined by disk diffusion method. MIC assay for ciprofloxacin was 
determined by E. test. 
Results: 28 out of 53 Salmonella strains (52.8%) were resistant to nalidixic acid. Disk diffusion testing showed 
that all isolates were susceptible to ciprofloxacin however 8 (15%) resistant nalidixic acid isolates showed 
decreased susceptibility to ciprofloxacin (MIC= 0.125 µg/ml) when tested by E.test. 
Conclusion: The results showed that nalidixic acid disk diffusion test can be considered as a reliable and cost-
effective method for screening of Salmonella strains with low level resistance to ciprofloxacin. 
Keywords: Salmonella, Ciprofloxacin, Nalidixic acid, Antibiotic susceptibility testing 
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ABSTRACT 
Background and objectives: Urinary tract infection (UTI) caused by E coli is one of the most common diseases 
in children. Presence of four virulence genes of pap, sfa, hly and cnf have important role in organism 
pathogenicity and adhesion to epithelial cell. The present study was aimed to evaluate the prevalence of these 
four important virulence genes in  E. coli strains isolated from urine samples of children with UTI and their 
correlation with clinical data. 
Materials and Methods: E. coli strains were isolated from urine samples of children with UTI who presented 
during 2005-2006 in Motahary hospital, Jahrom, Iran. The isolates were then studied for presence of genes hly, 
cnf-1, pap and sfa by PCR terchnique. 
Results: Totally 96 E. coli strains were isolated from urine samples of children with UTI aged from 1 month to 
14 years (mean 21.8± 26.9 months). Cystitis was diagnosed in 49.2% and pyelonephritis in 50.8% of these 
patients. Prevalence of genes pap, sfa, hly and cnf-1 among the strains was 27.1%, 14.6%, 13.5% and 22.9 %, 
respectively. Overall 32 samples (33.3%) were positive for at least one of the genes and 6 samples ( 6.3%) were 
positive for all four genes. pap and sfa were more common in ages over 36 months but hly was more detected in 
age under 48 months (P<0.05). cnf-1 gene was significantly more common in samples of the patients with 
abnormal kidney sonography (P=0.049).  
Conclusion: This study showed that the prevalence of virulence genes hly, cnf-1, pap and sfa in E. coli isolates 
was similar to the results of other studies. Because of higher prevalence of pyelonephritis in presence of these 
genes, rapid detection of the genes in urine samples may help in more suspicious and rapid management of 
pyelonephritis. 
Key words: E. coli, PCR , pyelonephritis , cystitis, virulence genes 
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ABSTRACT 
Background and objectives: Currently, antigenic determinants of Brucella cell wall such as outer membrane 
proteins (OMPs) and lipopolysaccharide (LPS) are considered as potential candidates to develop subunit 
vaccines. It has been shown that OMPs of Brucella abortus along with other bacterial components  could 
stimulate synthesis of specific IgG antibody in rabbits. The aim of present study was evaluation of antibody 
response to OMPs of Brucella abortus S99 by ELISA method.  
Materials and Methods: OMPs were extracted by deoxycholate extraction technique and further purification 
performed by sequential centrifugation and ultracentrifugation. Protein concentration determined by using the 
Nano drop ND – 10000. Sodium dodecyle sulfate polyacryl amid gel electrophoresis (SDS – PAGE) was used to 
produce a profile of OMPs proteins which these  were  further differentiated on the basis of molecular weight. 
By using  this method, the class II proteins belongs to  porins, which comprised the major OMPs in B. abortus 
were purified. The groups consisted of 3 rabbits were immunized with three different compounds comprises of 
OMPs only, combined with LPS and combined with complete Freund's adjuvant (CFA). Sera from immunized 
animals  were then evaluated for specific antibody response. 
Results: the most immunogenic compounds were LPS+ porins and CFA+ porins and could promoted specific 
antibody response in experimental animals. The level of specific antibodies in rabbits immunized with above 
mentioned combinations was significantly higher compared to immunized rabbits with porins only (P<0.05) . 
conclusion:  Based on the results, the combination of LPS+ porins can produce long term protective immunity 
against  Brucella. So it could be probably considered for developing of subunit  vaccine for  prevention of  
human  brucellosis.  
Keywords: Brucella abortus S99, outer membrane proteins , ELISA ,LPS, Vaccine.                
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ABSTRACT 
Background and Objectives: Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is an emerging pathogen that cause 
acute and chronic infantile diarrhea. The stacked – brick appearance of EAEC strains to HeLa or Hep-2 cells is 
the gold standard assay for the detection of EAEC strains and is different from adherence pattern of EPEC and 
DAEC. In the present study, a multiplex PCR ( mPCR ) assay was used for detection of EAEC strains and its 
results was compared to HeLa cells adherence assay.  
Materials and Methods: In this study the E.coli strains isolated from diarrheal children from Tehran children 
medical center were used. The isolates were identified according to standard procedure. The 170 strains were 
subjected to mPCR assay. This assay is based on the presence of three plasmid borne genes i.e aaP, aggR , aatA. 
The mPCR positive and negative strains were further checked for their adherence patterns on HeLa cells. 
Results: the results of mPCR of these strains revealed that 114 (67%) of these strains were identified as EAEC 
by this mPCR assay. The frequency of occurance of these genes was 100 %, 96.4 % and 70% for the aaP, aggR, 
and aatA genes respectively. The 86.9% of mPCR positive strains were HeLa cell adherent (stacked-brick) and 
only 13.1% of mPCR positive strains were not adherent. On the other hand 27.2% of strains that on mPCR assay 
were negative, adhered to HeLa cells in a characteristic manner of EAEC isolates (stacked –brick).  
Conclusion:the overall results obtained in this study,  showed that the mPCR assay used here is able to detect 
the strains with HeLa cells adherence characteristic of EAEC isolates. Moreover some strains non-adherent on 
HeLa cells was positive with the mPCR visa-versa. In conclusion it seems this mPCR assay is rapid and specific 
assay for detection of EAEC strains and especially is suitable for screening large number of isolates in epidemic 
situation. 
Keywords: Multiplex PCR, EAEC, HeLa cell, stacked –brick adherence   
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ABSTRACT 
Background and objectives: Nowadays, there is an emerging increase in drug resistance in medical centers due 
to extended use of third generation cephalosporins. This study was conducted to evaluate antibiotic sensitivity 
profiles of Esherichia coli and Klebsiella pneumoniae isolates collected from four medical centers (Imam 
Khomeini, Sina, Shohada and Pediatrics) in Tabriz and detection of  presence of blaSHV gene among the isolates. 
Materials and methods: In total 41 isolates of  Escherichia  coli  and 47 isolates of  Klebseilla pneumoniae 
were collected from medical centers.  The antibiotic sensitivity pattern of the isolated were determined by using 
drug susceptibility test according to Kirby-Bauer method. Combined disk test was also used as confirmatory test, 
and the findings were adapted with CLSI standard.PCR technique was used for investigation of presence blaSHV 
gene in final step . 
Results: Among the E. coli and K. pneumoniae isolates, 33 (80.49%) and 43 (91.48%) were resistant to 
ceftazidime and 32(78.05%) and 42 (89.36%) were resistant to cefotaxime respectively.  Forthy out of 41 E. coli 
isolates (97.5%) were ESBL producers, which among them 7 isolates (17.0%) contained blaSHV gene. Among 47 
K. pneumoniae isolates, 46 (97.8%) were ESBL producers which  12 isolates (25.5%) contained blaSHV gene. All 
of the E. coli and K. pneumoniae isolates were sensitive to imipenem. 
Conclusion: The high resistance profiles encountered in E. coli and K. pneumoniae isolates, underlines need for 
accurate sensitivity testing and also avoidance from inappropriate use of antibiotics in management of ESBL 
producing bacteria is recommended. 
Keywords: Extended-spectrum beta-lactamase, Escherichia coli, K. pneumoniae, Polymrase chain reaction, 
blaSHV gene. 
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ABSTRACT 
Background and Objectives: Bladder cancer is the second common genitourinary tract cancer in the world. 
Immunotherapy with intravesical Mycobacterium bovis BCG is the selective treatment for superficial bladder 
cancer. CD/5FC Enzyme-Prodrug system of gene therapy is an alternative technique for controlling bladder 
cancer. This research is aimed at the design and construction of mycobacterial shuttle vector containing hsp60 
promoter, alpha antigen signal sequence and cytosine deaminase (CD) and consequent transformation to M. 
bovis BCG by electroporation. It is assumed that converting of 5-FC to 5-FU via CD will kill more tumor cells 
and increase the efficacy of this therapeutic method. 
Material and Method: After amplification of mycobacterial shuttle vector gene fragments containing hsp60 
promoter, alpha antigen signal sequence and Saccharomyces cerevisiae CD gene by PCR and enzymatic 
digestion, they were cloned and subcloned in pBGGT and pVN2 respectively. The final plasmid was 
transformed to M. bovis BCG by electroporation method.  
Results: Sequencing results confirmed the integrity and correctness of final vector which called  pHARA. The 
cells which received pHARA, were cultured on Middlebrook 7H10 agar with 20µg/ml final concentration of 
kanamycin, and grown during 17 days.  
Conclusion: Mentioned recombinant BCG (rBCG) secreting CD enzyme in addition to adjuvant property and 
stimulation of local immunity responses against tumor cells, can also destroy more tumor cells through 
converting 5-FC to 5-FU via CD enzyme that intensifies BCG efficacy in treatment of superficial bladder cancer. 
Key Words: BCG, Bladder Cancer, Immunotherapy, Gene therapy,electroporation 
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