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، و پيـدايش  )بيوشيمي و ژنتيک(و در عين حال منشاء تحول علوم ديگر  علمي است که دستخوش تحول مستمرشناسي ميکروب

) ديناميـک ( علم پويا ساسانيست و ا) استاتيک(هيچ علمي ايستا . است بوده) بيوتکنولوژƽ ونظير بيولوژƽ مولکولي(علوم جديد 

 هـاƽ مـا بـه     ، زماني دانسته  براƽ مثال . سازد ما را به زواياƽ ناشناخته علم آگاه مي        ،ها دامنه دانسته  گسترشبه سخن ديگر،    . است

 ƽ؛چرخه کربس را شناختيم؛ سط پيدا کرد که بقدر DNA واحـد زنـده   که تنها گنجينه اطلاعات وراثتي شناختيم و پذيرفتيم را

 ـ DNA بـا يم که بعضي فقط     فت بعد پذير  ؛ را داشته باشد   RNA و ملازم محتوم آن      DNAبايد  ) سلول( اثـت  روهـم   ،  RNAا   ي

 Centralاصـل  (به کساني که اصول علمي پذيرفتـه شـده آن زمـان     ها را موجودات زنده تلقي کرديم؛ناگزير ويروسدارند؛ 

Dogma (هم ريختند   ه ب را)باهم   رتروويروسRNA       ايزه نوبل  ج) ندک منفي ورمزدهي ترانسکريپتاز معکوس اطلاعات منتقل مي

  تکثيـر شـوند؛ نـاگزير   توانند مي، ساختار ژنوميبدونو  ، غير معمول  و ريزگليکوپروتئيني   که عناصر    علم به باورما نشاند    ؛داديم

که ) ديناميسم(اين پويايي   . کرد پيدا    آن  زنده  از مقوله  هم  آن ، و جايگاهي در بين موجودات     ، ويروس آهسته تلقي شد    پريون هم 

  شـد مـي کـشف    اƽ در قرون گذشته موضوع تازه     از سويي وقتي  .  است گسترش مرزهاƽ دانش  متضمن   ،فته است در نهاد علم نه   

 زمـاني   :برسينه تاريخ علم سنگيني مي کنـد      اين جدال متعصبانه به وضوح      .  در مواضع قبلي پا مي فشردند      ي سرسخت ƽ با   تعداد

 Animaliculaدنياƽ در را به ؛ لون هووک کاروزار فراخواندبه  گويي دنياƽ کليسا را  وگاليله، اصول کپرنيکي را بهم ريخت

viva                        را زير سئوال برد، با جنجال شيمي دانـان مواجـه گرديـد ƽ؛  گشود، مجلس او را ترک کردند؛ پاستور توليد خود به خود

لـودگي  ، آن را آمعرفـي کـرد   عامل نقـص ايمنـي انـسان    را) Lymphadenopathy associated virus) LAVمونتانيه 

، موضوعي تازه، خيل عظيم دانش پژوهان     طرح   باامروز   .دادنداش  انجام جايزه بوبل    رند و س  فت پذير بعد، سال   گفتندآزمايشگاهي  

 تربيـت علمـاء و      بـه  رسـالت جـانبي      با ايفـاƽ  به بياني ديگر، دراين روند، علم       .  به کنکاش هاƽ علمي در مي آيد       بي تعصب، 

ه باشـد،    انسان، به ويژه اگراز قشر فرهيخت      ادب براƽ . بد با زبان علم پاسخ داد و نه با زبان تعص           علم را باي   :پرداختدانشمندان  

  . علم به ما آموخت، هرچه علماƽ سلف رنج کشيدند از بي ادبي بي ادبان بود. يک ضرورت است

  آن ز بي باکي و گستاخيست هم                            هرچه بر تو آيد از ظلمات و غم                             

   گاليله بدنام است يا مخالفان ؟ :به علماء آموخت، بي ادبي و گستاخي در علم راه به جايي نمي برد

  بلک آتش بر همه آفاق زد      بي ادب تنها نه خود را داشت بد 

  .شناسي استبوويژگي مشترک همه علوم از جمله ميکر ،پويايي و اصل تربيت  

ويژگي . بماندبراƽ مدت کوتاه متحول نشود و ثابت در باره آن ل شايد ارگانيسمي نيابيم که دانسته هاƽ ما  اما، درعم

و  پويايي  نخستينشناسي با سايرعلوم دربونقطه مشترک ميکر، بيانيبه  .ها مستتراستدرماهيت زنده بودن ميکروارگانيسماخير

موجود . ها استپويايي اخير در گرو زنده بودن ميکروارگانيسم.  متمايز استها اما در پويايي دوم از آناصل تربيت آن است،

 ƽاست  در ابعاد زير مشهود وتبلوراين تلاش، به گستردگي جهان هستي.  تلاش مي کندآنزنده حق حيات دارد و برا:    

ورود  با. ودندهاƽ بيمارستاني بها عامل عفونتاسترپتوکک) آنتي بيوتيک ازپيش عصر  (۱۹۴۰پيش از دهه  -۱

بعد از آمينوگليکوزيدها .  استافيلوکوکوس اورئوس اشغال کرد جاƽ آن را)۱۹۴۰-۵۰هاƽ دهه( سيلينپني سولفوناميدها و

 .آشنا شديم بيو ميکر ضدهاƽ مقاومتتدريج با مکانيسم به واƽ به اين ميدان شديمهاƽ گرم منفي رودهشاهد ورود باسيل



  اجازه ندادند دهه به پايان برسدکهها  باکترƽ،۱۹۸۰ شاهکار علم و فناورƽ در اوايل دهه ،هاƽ نسل سومسفالوسپورين با

  . دندز مقاوم ساز محيرالعقول يبا مکانيسم

 بعد از ظهور سويه. ها بکشيمها را به رخ باکترƽهاƽ آنتي بيوتيکتلاش کرديم تا نسل چهارم و انواع جديد کلاس

مقاومت حدواسط به  شاهد ،متي آن و دامنه خاص مقاو، )MRSA(ورئوس مقاوم به متي سيلين استافيلوکوکوس ا

  .به مجموعه اضافه شد ) VRE(  انتروکک مقاوم به ونکومايسين ۱۹۹۰همزمان در دهه . بوديم ) VISA( ونکومايسين 

ƽمکانيسمها هم  با روند شتابانباکتر ƽتر ƽمقاوت خود را يکي پس از ديگر ƽاگر اعتراف کنيم .به رخ ما کشيدندها 

  !ها است گزاف گفته ايم؟تر در دست باکترƽسرنخ بيش

اکتسابي هاƽ جديد   با بيمارMRSAƽ:برگرفتندچهره نقاب از ƽ جديد ها ومکانيسمها، واريانبه موازات مداخله ما -۲

  .... هاƽ گنوککي ،  تغيير آنتي ژندر جامعه و در بيمارستان

 استافيلوکک هاƽ کوآگولاز منفي : شدنداهل به تدريج  همبودند پاتوژنز ناهله اساسا  کهاييارگانيسم -۳

 ... و E.coliO157:H7 ،HIV: از بازار آشفته سود جسته و عرض اندام کردندنوپديدها -۴

، تبديل تهديد آنها به ههدف مقابل اها بشناخت ميکروارگانيسم. دکن متمايز مي يندومين پويايي، اين علم را آشکارا از ساير

  وهاƽ بيوشيمي، ژنتيکƽ سودمند در عرصههاƽ بالقوه و استفاده از آنها به عنوان ابزاربردارƽ از تواناييها، بهرهفرصت

ƽهمه اساتيد و دانش پژوهان در تمام ... بيوتکنولوژ ƽارزنده و  دارايي،وهاين گر.  اين علم را طلب مي کندابعادهميار ƽها

 به نسل جديد آموزش دهد که چگونه علمي بينديشد، . آموزش و تربيت دانشجويان است،، که رسالت آناست ملي سرمايه

 تحقق حاضر اين آموزش در سطح ملي ودر محيطي همچون مجله .نقد کند، بپذيرد، رد کند و البته همه را با ادب علمي

، عم از مسائل پايها(ها زيرا ما در همه زمينه.  کشورباشدئل و مشکلات بوميااين هميارƽ بايد با نگاه به مس. يابدمي

ƽ پاضمن  )...هاƽ متنوع آزمايشگاهي، روشهاƽ بيمارستاني درمان، عفونت، مقاومت دارويي،اپيدميولوژƽ، اشکال باليني

رƽ همه مستلزم هميااين مهم . ها و ابزارهاƽ جهاني به اطلاعات به روز و دقيق کشور خودمان نياز داريم  ديدگاهبندƽ به

 و حشره اين علم گسترده اعم از باکترƽ شناسان، ويروس شناسان، انگل شناسان، قارچ شناسان،ابعاد دانش پژوهان در همه 

  . شناسي پزشکي ايران به همه علومي تعلق دارد که بدنه اصلي آن را مي سازندمجله ميکروب. شناسان است

. شرکت کنندفعالانه ƽ ميهني عوت کنم تا در اين حرکت نرم افزارهيختگان کشور د    لذا، وظيفه خود مي دانم که ازفر

مي توفيق ادب طلب . هاƽ آينده باشدسلپي ريزƽ کنيم که نقطه عطف حرکت ناƽ باشد تا به يارƽ بارƽ تعالي شالوده

  :کنم

  بي ادب محروم ماند از لطف رب                از خدا خواهيم توفيق ادب                                     

، که با آقاƽ دکتر عبدالعزيز رستگار لارƽ، جناب  شائبه استاد فاضل و خستگي ناپذير   در خاتمه جا دارد از زحمات بي

شناسي پزشکي ايران را بنيان نهاد از سوƽ خود و کليه همکاران سخت کوشي وصف ناپذير سنگ بناƽ مجله ميکروب

اميد است . سئول محترم، هيئت محترم تحريريه و ساير همکاران گرامي سپاسگزارƽ و قدرداني نمايمارجمند مجله، مدير م

  . در عين بهره مندƽ از ارشاد استاد، همکاران خلفي باشيم که مجله را به جايگاه شايسته و برحق آن رهنمون سازيم 

  توخوشنود باشي و ما رستگار    خدايا چنان کن که پايان کار 

  تاييد رستگارو مورد 

  دکتر مسعود شريفي 

  سردبير                                                                                                                                   
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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 
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  در ايزوله هاي باليني  AmpC شيوع ژن بتالاكتامازهاي وسيع الطيف  نوع
  كلبسيلا پنومونيه

   ، محسن چيت ساز، عليرضا مطوائي٭محمد نياکان

 
  گروه ميکروب شناسي ، دانشکده پزشکي ، دانشگاه شاهد 

  دانشگاه شاهد ، دانشکده پزشکي ،شناسي  ميکروبگروه ،محمد نياکان  : سئول نويسنده م

niakan@shahed.ac.ir     ۰۹۱۲۱۰۱۴۰۶۰: همراه ۸۸۹۶۴۷۹۲:تلفن         
  

  ۸/۱۲/۸۷ :       تاريخ پذيرش مقاله ۱۰/۹/۸۷: تاريخ دريافت مقاله 

  :يدهچك
 اسـتفاده از  .باشـند  هـاƽ باكتريـايي مـي    مواد ضد ميكروبي بتالاكتام درحال حاضر رايج ترين درمان براƽ عفونت :  فاهد ا زمينه و 

هـاƽ   آنـزيم  .شـود  هـاƽ بتالاكتـام در سراسـر جهـان مـي           در برابر آنتي بيوتيك   هاƽ گرم منفي     باكترƽآنها منجر به بروز مقاومت      

 طبقه  C دركلاس AmpCهاƽ  آنزيم .كنند هاƽ بتالاكتام راهيدروليز و غيرفعال مي  آنتي بيوتيك)ESBLs(بتالاكتاماز وسيع الطيف 

 ƽبندESBLsدارند ƽآنزيم . جا ƽها AmpC مقاوم به اسيد كلاولانيك مي ƽباشند باعـث مقاومـت در    تيپيك كه سفا لوسپورينازها

 مي باشند، امـا يـك مـشكل طبقـه بنـدESBLs      ƽگروهي جداگانه از  ها زيمآناين . گردند ها مي مينوسفالوسپورين آ برابراغلب اكسي 

    ƽدرجهش يافته هاAmpC    نـسل چهـارم      سفالوسـپورين ( منجر به افزايش فعاليت آنها دربرابر سفپيم و سفپيروم           کهرخ داده ƽهـا (

 بـه صـورت همـسان از         مي تواننـد    رخ داده است ، اما آنها      AmpCچنين جهش هايي در انواع كروموزومي جدايي ناپذير         . شده است 

 هـدف ايـن مطالعـه       .بـسط پيـدا کننـد      اشريشيا کلي   درگونه هاƽ كلبسيلا و    فزايندهطور  ه  بفته و    گسترش يا  AmpCميدƽ  سانواع پلا 

 ƽبتالاكتاماز وسيع الطيفتعيين شيوع ژن ها AmpC  باليني ƽبودكلبسيلا پنومونيهدر ايزوله ها .   

 در  سه بيمارستان امام خميني ، مصطفي خميني و مرکز طبي کودکـان          مربوط به  كلبسيلا پنومونيه ني   بالي  هاƽ ايزوله: بررسيروش  

 . مورد استفاده قـرار گرفـت روش آگـار دايلوشـن بـود             ESBLsروش فنوتيپي که براƽ تشخيص سويه هاƽ باليني مولد          . بود تهران

 ƽجداساز ƽژن  برا  ƽهاAmpC روش مالتي پلکس از  PCR   شداستفاده.  

 ۹۹  مثبت بودنـد کـه        ESBLs توليد   از نظر  ايزوله در غربالگرƽ اوليه ،       %)۸/۷۰ (۱۱۹ كلبسيلا پنومونيه  ايزوله باليني    ۱۶۸ از :يافته ها 

  .    بودند AmpC داراƽ ژن هاƽ ايزوله )%۴/۸( ۱۰ايزوله در تست فنوتيپي تاييدƽ مثبت شدند و %)۲/۸۳(
 وجـود   AmpCبتالاکتاماز وسيع الطيف و ژن      آنزيم هاƽ     كلبسيلا پنومونيه  باليني    هاƽ يزوله ا درمطالعه نشان داد که     : نتيجه گيري 

هـاƽ شـهر تهـران در حـال       در بيمارسـتان مـشکلات گونـه  اينمي رسـد  به نظر  .نمايد مواجه مي   مشکل بارا   درمان دارند، که بالطبع  

  .گسترش باشد

  AmpCژن  يع الطيف ، ، بتالاکتاماز وسکلبسيلا پنومونيه : كليد واژه ها
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  :مقدمه 
هـاƽ   بيوتيـك  هـاƽ باكتريـايي هـستند كـه آنتـي          بتالاكتامازها آنزيم 

 را با هيدروليز حلقـه      ،ها ها و سفالوسپورين   سيلين  پني يعني،  بتالاكتام  

  ).١(كنند بتالاکتام غيرفعال مي

هـا در    بيوتيك هاƽ مقاومت  به آنتي     ازترين مكانيسم س يكي از مشكل  

ــا بتالاكتامازهــا مــي ــام . باشــد رابطــه ب عوامــل ضــدميكروبي بتالاكت

ميزان ). ٢-٤(هاƽ باكتريايي هستند     ترين درمان بر ضد عفونت     شايع

طور گـسترده و جهـاني در حـال         ه  مقاومت به عوامل ضدميكروبي ب    

تـرين مكانيـسم مقاومـت       ا شـايع  توليد بتالاكتامازه . باشد افزايش مي 

تاكنون بيش از   (شمار هستند    ها بي  اين آنزيم ).٤،٣(باشد باكتريايي مي 

و ) انـد  هاƽ باليني تعريف شده     نوع مختلف بتالاكتاماز در نمونه     ٤٠٠

يابنـد   طور مداوم جهش مـي    ه  ها ب  بيوتيك علت مصرف زياد آنتي   ه  ب

ــي   ــاƽ وس ــعه بتالاكتامازه ــسترش و توس ــه گ ــه منجــر ب ــف  عك الطي

 نخستين بـار    )ESBLs(الطيف   بتالاكتامازهاƽ وسيع  .)٦،٥(شوند مي

طور كلـي عبارتنـد از      ه   شناسايي و تعريف شدند و ب      ١٩٣٨در سال   

      بتالاكتامازهـــايي كـــه قـــادر بـــه هيـــدروليز و غيرفعـــال كـــردن 

 هـا، اكـسي    سـيلين  هـاƽ بتالاكتـام رايـج از قبيـل پنـي           بيوتيـك  آنتي

 امـا   .باشـد  هـا مـي    ها و حتي كارباپنم     منوباكتام ،ها مينوسفالوسپورين آ

واثر آنها توسـط مهارکننـده    توانند هيدروليز كنند   هارا نمي  سفامايسين

  .)٨،٧(اسيد کلاوولانيک مهار مي شود

الطيـف در انتـشار      بتالاكتامازهاƽ وسـيع  اƽ مولد    ه باكترƽا  عفونت ب 

ث افـزايش هزينـه     ها، باع  ويژه در بيمارستان  ه  ، ب  ها يه  سواين   وسيع

امــروزه وجــود . گــردد درمــان و افــزايش طــول مــدت بــسترƽ مــي

 گسترش يك نگراني بزرگ و در حال        ESBLsانتروباكترياسه مولد   

 ـ ESBLsهـاƽ مولـد       باكترƽ بعلاوه ، . شود در دنيا محسوب مي    ه  ب

هـا،   طور شايع به بسيارƽ از داروهـاƽ غيربتالاكتـام ماننـد كينولـون            

متوپريم و سولفامتوكسازول نيز مقاومت نشان       رƽآمينوگليكوزيدها، ت 

 دهند كه اين امر باعث ايجاد مشكلات زيادƽ در درمـان عفونـت         مي

  .)٧(شود هاƽ ناشي از آنها مي

 ١٩٧٠ از اواخـر دهـه       AmpCمطالعه بر روƽ بتالاكتامازهاƽ نوع        

ها   كه اغلب قابل القاء توسط بتالاكتام      AmpCهاƽ   آنزيم. شروع شد 

شوند و در بـسيارƽ از       هاƽ كروموزومي كد مي    وسيله ژن ه  هستند ب 

هايي كـه موجـب افـزايش        جهش. هاƽ گرم منفي وجود دارند     باسيل

هـاƽ   شود مسئول ظهور سـريع و آسـان سـويه           مي AmpCبيان ژن   

 كلواكــه  انتروبــاكترهــا در مقــاوم فــراوان نــسبت بــه سفالوســپورين

 به مقدار كـم بيـان       كلي شياياشر   در باكترAmpC  ƽآنزيم  .باشد مي

 AmpCهـاƽ كلبـسيلا و سـالمونلا فاقـد ژن             كرومـوزوم  .شـود  مي

توانند بـه ايـن     با واسطه پلاسميد مي AmpC هاƽ  اما آنزيم.هستند

 و مقـاومتي شـبيه بـه مقاومـت بتالاكتـام در             شدهها منتقل    ارگانيسم

  .ببخشند، به آنها انتروباكتر 

  واسـطه  بـا  AmpC نـوع    فمختل ـ تاكنون بيش از بيست بتالاكتاماز    

 بـا نـسبت بـه مهـار        AmpC مآنـزي  .انـد  شـده   شناسـايي   پلاسميد  

ــه     ــت ب ــك مقاوم ــر بيولوژي ــوده و از نظ ــاوم ب ــيدكلاولانيك مق اس

هـا ايجـاد     مينوبتالاكتام  آ سفامايسين ها را به خوبي مقاومت به اكسي       

، سفالوسپوريناز هستند ولي تا     AmpCهاƽ   بيشتر آنزيم .)٩(كنند   مي

ها را نيز دارا     سيلين ها نظير پني   وانايي هيدروليز ساير بتالاكتام   حدƽ ت 

  .)١٠(باشند مي

هـاƽ كرومـوزومي قابـل القـاء روƽ           ايـن ژن   ١٩٨٠در اواخر دهـه     

          ƽفاقـد آنهـا نظيـر         پلاسميد آشكار شـدند و بـه سـاير بـاكتر ƽهـا

 ـاشركلبسيلا،   . هـاƽ سـالمونلا انتقـال يافتنـد         و يـا گونـه     كلـي  شياي

 دشــوار AmpCهــاƽ واجــد  تيپي ميكروارگانيــسمتــشخيص  فنــو

اين مسأله كـار افـرادƽ را كـه در آزمايـشگاه بيمارسـتان كـار                .است

ممکـن   ESBLsهـا نظيـر      اين آنـزيم  زيرا .سازد  مشكل مي  ،كنند مي

 لـذا   ).۱۱(شناسايي نشوند هاƽ رايج تعيين حساسيت       با روش  است

در ايزوله   AmpCژن    و تعيين شيوع   اين مطالعه به منظور تشخيص    

   .هاƽ باليني کلبسيلا  پنو مونيه انجام گرفته است

  

  :مواد و روش ها 
  
  : هاƽ باکتريايي يهسو)  ۱

 ايزولــه بــاليني کلبــسيلا پنومونيــه بــه دســت آمــده از ســه  ۱۶۸از  

 در  بيمارستان امام خميني ، مصطفي خميني و مرکـز طبـي کودکـان            

 مايشگاه ارسال شده    که از بخش هاƽ مختلف بيمارستان به آز         تهران

   . گرديد استفاده بود

  : تعيين حساسيت آنتي بيوتيکي ) ۲
 CLSI) Clinical and laboratoryبـر اسـاس دسـتورالعمل    

standards institute(  انــدازه رقــت در از روش و ƽآگــار بــرا

نتي بيوتيک هاƽ مـورد اسـتفاده       آ.  شد استفاده MICگيرƽ و تعيين    

سيتين بـه   ک ـديم ، سفترياکـسون و سفو     در اين تحقيق شامل سـفتازي     

  . بودتنهايي و همراه با مهار کننده اسيد کلاوولانيک

 ـ تست فنوتيپي غربالگرƽ اوليه  توليد بتالاکتامازهـاƽ وسـيع    ۳

  : )ESBLs(الطيف 

   سفترياکسون و از پودر  آنتي بيوتيک هاƽ  تست براƽ انجام اين 
  ک سريال ي)Glaxo Smith Klinساخت شرکت (سفتازيديم 
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  .شد تهيه µl۱۲۸۰۰  ـµl ۷۵/۰  تايي از۱۵رقت 

 بـراƽ آنتـي بيوتيـک هـا بـه           MIC قبل از انجام تست تعيين       -۱-۳

جهـت  . انجـام شـد   روش مايکرو براث دايلوشن تست کنترل کيفي        

  :  )۱۳،۱۲( گرديدارد زير استفاده تست از سويه هاƽ استاند صحت 

    ۲۹۲۱۳ATCC : اورئوس استافيلوکوکوس

   ۲۵۹۲۲ATCC: کلي اشريشيا

  ۷۰۰۶۲۲ATCC: کلبسيلا پنومونيه

  :  ESBLs  آزمايش هاƽ تاييدƽ فنوتيپي توليد-2-۳

 ــ ــه ب ــن مرحل ــفتازيديم و   ه   در اي ــاƽ س ــک ه ــي بيوتي ــيله آنت وس

 ـ      راƽ ايزولـه هـا بـه روش        سفترياکسون به همراه اسيد کلاوولانيک ب

  ).۱۳و۱۲( انجام شد MICآگار تست تعيين رقت در 

 توليد بتالا کتاماز وسـيع الطيـف   ƽتاييدفنوتيپي  ـ آزمايش  ۳-۳

   :AmpCنوع 

            ƽطبق تعريف ايزوله هايي که پس از انجام تست فنوتيپي غربـالگر 

 و اثـر    ه شناسايي شـد   ESBLsعنوان توليد کننده    ه  اوليه و تاييدƽ ب   

نات  مهار نمي شـود و       لاوسيله مهار کننده کلاو   ه  ب لاکتاماز در آنها  بتا

 توليـد کننـده بـالقوه       ،همچنين در برابر سفامايسين ها مقاوم هـستند       

 از  . محسوب مـي شـوند     AmpCبتالاکتاماز هاƽ وسيع الطيف نوع      

 تـست تعيـين     رقت در آگـار    براƽ تمامي ايزوله ها به روش        ،اين رو 

MIC گرفت انجام.   

   :AmpCهاƽ بتالاکتاماز نوع   تعيين ژن ـ۴

 بتالاکتامـاز   AmpC جهـت شناسـايي      PCR  مالتي پلکس  از روش 

 باکترƽ از روش    DNA استخراج   براƽ .شدهاƽ پلاسميدƽ استفاده    

 بـدين ترتيـب کـه پـس از يـک            .استفاده شد ) boiling(جوشاندن  

 از نمونه ها بر روƽ محـيط بـلاد آگاريـک کلنـي تـک از هـر                   پاساژ

وله به پنج ميلي ليتر محيط کشت مايع لوريا برتاني تلقـيح شـد و               ايز

   ƽدر دماC·۳۷  شيکر انکوبه شـد       ۲۰دت  به م ƽپـس  .  ساعت بر رو

 ميلي ليتر از محيط کشت حاوƽ باکترƽ درون لولـه هـاƽ             ۵/۱از آن   

 ـ   دور در دقيقـه سـانتريفيوژ       ۱۴۰۰۰ دقيقـه در     ۵مـدت   ه  اپندورف ب

 ۵/۰وسيله  ه  بآن   و رسوب     شد پس مايع رويي دور ريخته    س .گرديد

 ـ آمـد سوسپانـسيون در     ميلي ليتر آب مقطراستريل  بـه حالـت           ه  و ب

 ـ     قـرار   C·۹۵ دقيقـه در دمـاƽ     ۱۰مـدت   ه  وسيله دستگاه ترموبلاک ب

 دور  ۱۴۰۰۰ دقيقـه در     ۵مدت  ه   ب مجددا لوله هاƽ اپندورف   . گرفت

 بقايـاƽ لاشـه بـاکترƽ هـا         در اين مرحلـه    . شددر دقيقه سانتريفيوژ    

 به حالت محلـول در مـي        رويي آنها در مايع     DNAرسوب کرده و    

  ).۱۵و۱۴(گرفت مورد استفاده قرار PCRآيد که براƽ تست 

  مالتي پلکس   تايي ۵۰ براƽ يک تست     PCRترکيب مخلوط واکنش    

PCR به قرار زير است :  

ــتريل ــر اس ، µl ۱۰۹۸،  PCR buffer 10x : µl ۲۵۰: آب مقط

 و  MOXM ، از هر جفـت پرايمرهـاdNTP:  µl ۴۰۰         ƽلوط  مخ

CITM   و DHAM    هر کدام µl ۶۰       از جفت پرايمـر ، ACCM 

 هـر کـدام     FOXM و از جفت پرايمر       µl ۵۰ هر کدام    EBCMو

µl ۴۰ و Taq DNA Polymerase   :  µl ۵/۱۲.  

 مخلـوط واکـنش بـه       µl ۴۸ براƽ هـر ايزولـه از        PCRبراƽ تست   

پرايمـر هـا از شـرکت       .  اسـتفاده گرديـد       الگـو  µl ۲ DNA اضافه

Roche     برنامه  .  آلمان تهيه شدندPCR   ƽسيکل تکثير بـه     ۲۵ برا 

  :دستگاه ترموسايکلر داده شد که شامل مراحل زير بود 

 ـ            دقيقـه در    ۳مـدت ه  مرحله اوليه جداسازƽ يا باز شـدن دو رشـته ب

ƽدماc ·۹۴      ـ      ثانيـه در دمـاƽ     ۳۰مـدت   ه   ، مرحله بازشدن دو رشته ب

C· ۹۴  )denaturation (      ـ   ۳۰مـدت   ه  ، مرحله اتصال پرايمر هـا ب

  ƽثانيه در دماC· ۶۴) annealing (       مرحله طويل شدن يا سـاخته ،

، ) C· ۹۴) extention ثانيه در دمـاƽ    ۶۰مدت  ه  شدن رشته هدف ب   

  .C·۷۲ دقيقه در دماƽ ۷مدت ه مرحله طويل شدن نهايي ب

در بـافر    % ۵/۱اروز   توسط الکتروفورز بـا ژل آگ ـ      PCRمحصولات  

TBE  و             .  بررسي گرديدند ƽژل ها بـا اتيـديوم برمايـد رنـگ آميـز

  . مشاهده گرديدندUV با نور PCRسپس محصولات 

 از شش جفت پرايمر اختصاصي براƽ شـش خـانواده           مطالعهدر اين   

 خصوصيات ايـن  .شد استفاده ƽ AmpC مختلف ژني بتالاکتامازها

  .ست آورده شده ا۱پرايمر ها در جدول

  

  :يافته ها 
 ايزولـه   ۱۶۸از کـل     :MICنتايج تست فنوتيپي غربـالگرƽ اوليـه        

ــاليني کــه توســط تــست   جهــت مقاومــت بــه ســفتازيديم MICب

بـر   ايزولـه    %)۸/۷۰ (۱۱۹وسفترياکسون مورد بررسي قـرار گرفتنـد        

 به عنوان سويه هاƽ بالقوه توليـد کننـده          CLSIاساس دستورالعمل   

ESBLs  شناسايي شدند.  

 ƽنتايج تست فنوتيپي تاييدESBLs:   

 هاƽ باليني در برابر آنتـي بيوتيـک         ايزوله تمام   MICدر اين مرحله    

ترياکسون به همراه مهار کننـده اسـيد کلاوولانيـک          سفتازيديم و سف  

 ايزولـه از    ۱۱۹ مـشخص شـد از بـين         گرفت کـه  مورد بررسي قرار    

صورت بـالقوه توليـد   ه ارگانيسم هايي که در تست غربالگرƽ اوليه ب  

  ۳کاهش  % ) ۲/۸۳( ايزوله ۹۹ ، شده بودندشناخته ESBLsکننده 
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   بتالاکتامازهاAmpCخصوصيات پرايمرهاƽ خانواده هاƽ مختلف ژني  :۱جدول

  
  

.  در حضور مهار کننده کلاوولانات نشان دادند       MIC مرتبه يا بيشتر  

  . در آنها تاييد گرديدESBLsيعني توليد 

   :AmpCنوع  ESBLsايش تاييد توليد نتيجه آزم

 ۱۶۸ سفوکسيتين مشخص شد که از کـل         MICپس از انجام تعيين     

در برابــر ايــن آنتــي %) ۴/۱۵( ايزولــه ۲۶ايزولــه کلبــسيلا پنومونيــه 

 .مقـاوم مـي باشـند      % ) ۶/۸۴( ايزولـه    ۱۴۲بيوتيک حساس و تعداد     

تاماز ها   بتالاک AmpCمي توانند توليد کننده     صورت بالقوه   ه  بيعني  

 ـ .در نظر گرفته شـوند     هـاƽ ديگـرƽ بـه غيـر از          مسکـه مکاني ـ  ا  رزي

   جهت بروز مقاومت در برابر سفوکسيتين در باکترAmpC ƽتوليد

  . ها وجود دارد 

   :PCR  مالتي پلکسنتايج تست

 ايزولـه   ۱۶۸ نشان داد که از ميـان        AmpCتست تشخيص ژنوتيپي    

هـاƽ کـد کننـده آنـزيم         ژن داراƽ % ) ۹۵/۵( ايزوله   ۱۰باليني تعداد   

 بـه   متعلـق  ترتيبه  ب اين ژن ها  .  بودند AmpCهاƽ بتالاکتاماز نوع    

  :بودندخانواده هاƽ زير 

FOXM (n=9), EBCM (n=1), DHAM (n=1), CITM 
(n=6)  

 خـانواده مختلـف از   ۲ ايزولـه واجـد     ۷لازم به ذکر است که تعـداد        

AmpCƽبتالاکتاماز بودند ازجمله خانواده ها :   

CITM- FOXM (n=6)  
EBCM- FOXM (n=1)  

   لازم به ذکـر اسـت کـه برخـي از     FOXMدر مورد خانواده ژني     

 از آنجا که    .  قرار نداشتند     جفت بازƽ  ۱۹۰  باندها در جايگاه سايز     

و الکتروفـورز    PCR مـالتي پلکـس  اين باندها پس از تکرار تست 

 دارد کـه    وجـود   اين نظريه  ،با ژل هاƽ جديد باز هم مشاهده شدند       

ــد از     ــانواده جدي ــک خ ــن اســت ي ــا ممک ــي از آنه  AmpCبرخ

 .بتالاکتامازها باشند که در اثر جهـش هـاƽ ژنـي بوجـود آمـده انـد                

 بتالاکتامازها  AmpCاساسا گسترش خانواده هاƽ مختلف ژني       زيرا

 از آنجا کـه بـراƽ مـا در ايـن     . در گذشته به همين شکل بوده است   

اين باندهاƽ ژنـي جديـد ويـا تکـرار          مطالعه امکانات  تعيين توالي      

حتي استفاده ازالکتروفـورز بـا ژل        و ها با کيت متفاوت ديگر     تست

 نمـي تـوانيم در مـورد ماهيـت آنهـا            ،پلي آکريلاميد وجود نداشت     

 ايزولـه قـبلا در برابـر        ۱۰تمام اين    .اظهار نظر مطمئني داشته باشيم    

 ـآنتي بيوتيک سفوکسيتين مقاوم گزارش شـده بودنـد و          صـورت  ه ب

تصوير ( شده بودند    شناخته AmpC بتالاکتامازها بالقوه توليد کننده  

۱.(  
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CITM

DHAM
EBCM

FOXM

500 bp

  
 ده از استخراج ش PCR ژل حاوƽ باندهاƽ حاصل از الکتروفورز محصولاتتصوير :۱شکل 

  کلبسيلا پنومونيهايزوله هاƽ باليني 

  
  

  :بحث 
از سـه مرکـز      کلبـسيلا پنومونيـه    ايزولـه بـاليني      ۱۶۸در اين مطالعه    

 ـ ESBLs از نظر وجود     بيمارستاني تهران  صـورت فنـوتيپي و از      ه   ب

صــورت فنــوتيپي و ه  بــAmpCنظــر وجــود بتالاکتامازهــاƽ نــوع 

ييـدƽ فنـوتيپي    تـست هـاƽ غربـالگرƽ وتا      .شـدند ژنوتيپي بررسـي    

ESBLs  ايزوله ها در برابر هر سه آنتي بيوتيک        % ۶/۸۴ که نشان داد

ــسون و      ــفتازيديم ، سفترياک ــي س ــوم يعن ــسل س ــپورين ن سفالوس

هاƽ کد کننـده   ژنايزوله ها واجد  % ۹۵/۵. دهستنسفوکسيتين مقاوم   

  .  بودندAmpCآنزيم هاƽ بتالاکتاماز نوع 

مي      هاƽ خانواده انتروباکترياسه      يکي از باکترƽ   کلبسيلا پنومونيه 

باشد که به عنوان پاتوژن فرصت طلب شناخته و معرفي مي شـود و              

 امـا  .هاƽ شديدƽ در نقاط مختلف بدن باشد مي تواند عامل عفونت   

 ـ).۱۶(اغلب در دستگاه ادرارƽ و تنفسي عفونت ايجاد مـي کنـد            ه ب

 عفونـت ۸% عامـل حـدود    پنومونيه کلبسيلاطورکلي گفته مي شودکه     

هـاƽ بتالاکتـام از جملـه       آنتـي بيوتيـک   ).۱۷(اسـت  هاƽ بيمارستاني 

 تـرين درمـان     رايجها عوامل ضد ميکروبي هستند که        سفالوسپورين

امروزه وجود  ).۱۸(هاƽ باکتريايي مي باشند      براƽ بسيارƽ از عفونت   

هـاƽ بتالاکتامـاز وسـيع الطيـف         انتروباکترياسه توليـد کننـده آنـزيم      

)ESBLs (  گراني بزرگ و در حال گـسترش محـسوب مـي           يک ن

  ).۱۹(شود 

 پديد آمدند ارگانيـسم  ESBLsميد هاƽ کد کننده ساز زماني که پلا   

 هيدروليز و غير فعال کردن آنتـي        در ها تا حد زيادƽ      آنهاƽ واجد   

پنـي سـيلين هـا، سفالوسـپورين هـا و            بيوتيک هاƽ بتالاکتام  نظيـر     

  ).۲۰(آزترئونام موثر شدند 

  ƽمولد    جداساز ƽارگانيسم هاESBLs      ـ مي تواند دشوار باشد  را زي

 در باکترƽ هـا همـواره منجـر بـه بـروز مقاومـت               ESBLsحضور  

يا  MICهاƽ سنتي تعيين      خصوصا اگر از روش    .فنوتيپي نمي شود  

ديسک ديفيوژن ساده براƽ تفسير نتايج حساسيت به آنتي بيوتيک ها           

   حساس ESBLs نظر در نتيجه سويه اƽ که از). ۲۰(استفاده شود 
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 آزمايشوسيله تست هاƽ فنوتيپي استاندارد      ه  شود بايد ب   گزارش مي 

 روش خـوبي    ESBLsتشخيص فنـوتيپي صـحيح      ).۲۱(شده باشد   

 و سويه هايي است که      ESBLsجهت افتراق بين سويه هاƽ مو لد        

 جهت مقاومت به آنتي بيوتيـک هـاƽ بتالاکتـام           از ديگر مکانيسم ها   

  ).۲۲(استفاده مي کنند 

 نظير نقص در    ESBLsاومت در برابر    قمکانيسم هاƽ غير آنزيمي م    

کانال هاƽ پوريني غشاء خارجي باکترƽ و کاهش نفـوذ پـذيرƽ آن             

 تفـسير حاصـل از      Effluxنتـي بيوتيـک هـا و مکانيـسم          آدر برابر   

معمولا بسيارƽ از نمونـه     ).۲۳(مي کند    همقاومت باکترƽ ها را پيچيد    

مي ايند در برابـر آنتـي        هاƽ بيمارستاني بدست     هايي که از عفونت   

  ).۲۴(بيوتيک هاƽ متعددƽ مفاومت دارند 

 در ايران نسبت بـه سـاير کـشورهاESBLs          ƽاز نظر آمارƽ شيوع     

 آنترين دلايل     يکي از مهم   .جهان و حتي آسيا چشمگيرتر مي باشد      

استفاده بيش از حد و نابجا از داروهاƽ بتالاکتام مخصوصا          ند  امي تو 

بنابراين يک اقدام مفيد    ). ۲۵(سفالوسپورين هاƽ وسيع الطيف باشد      

هاƽ مقاوم به درمان مي تواند کاهش        موثر در زمينه کنترل عفونت    و  

  .مصرف نادرست اين آنتي بيوتيک ها و استفاده اصولي از آنها باشد

 در برابر اثر مهارکننده اسـيد کلاولانيـک مقـاوم            تعدادƽ از ايزله ها   

 ـ   در و    باشـند  AmpCطـور بـالقوه مـي تواننـد واجـد           ه  بودند که ب

از اين نظـر اهميـت زيـادƽ          يافت شد، که   AmpCتعدادƽ نيز ؤن    

  .دارند

 بـراƽ   يبايد خاطر نشان کرد که امـروزه راهنماهـاƽ قابـل تـوجه              

 در بـاکترƽAmpC    ƽ غربالگرƽ و تاييـد      طراحي واجراƽ تست ها   

مــثلا اگــر يـک ايزولــه در برابــر آنتــي بيوتيــک  . هـا وجــود نــدارد  

طورکلي بالقوه مـي توانـد داراƽ       ه  سفوکسيتين مقاوم باشد هر چند ب     

AmpC باشد   

طور کامل قطعيـت نـدارد و مقاومـت مـي توانـد             ه  ولي اين مسئله ب   

ناشي از اختلال در نفوذپذيرƽ غشاء خارجي باکترƽ باشـد و منـشا             

ــته باشــد  آ ــايي   ). ۲۶(نزيماتيــک نداش ــشخيص و شناس ــابراين ت بن

 ـ      بـراƽ بررسـي    AmpCخـصوص نـوع     ه  مولکولي بتالاکتامـاز هاب

 يکـي از    .مطمئن و دقيق مقاومت آنتي بيوتيکي لازم وضرورƽ است        

   . مي باشد PCRبهترين روش هاƽ مولکولي تکنيک 

ه  بتالاکتامازهـاƽ بـا واسـط   AmpCهر چند مدت زيادƽ از کـشف      

ميد مي گذرد ولي متاسفانه هنوز اهميت باليني ايـن آنـزيم هـا              سپلا

بدرستي درک نشده و سويه هاƽ واجد اين آنزيم هـا در آزمايـشکاه              

  هـر چنـد کـه روش       .باليني، جداسازƽ و تشخيص داده نمي شـوند       

 ـ PCR مالتي پلکس  عنـوان يـک ابـزار تحقبقـي سـودمند بـراƽ            ه   ب

 ـ  تشخيص اين آنزيم ها در دسترس است        روشصـورت يـک     ه   اما ب

 به همين خـاطر     .عادƽ در دسترس آزمايشگاه هاƽ باليني قرار ندارد       

هــاƽ   عفونــتاز مــرگ وميــر  مــشکلات درمــان ويکــي از عوامــل

ــتاني ــد بيمارس ــي توان ــشده  AmpC  م ــناخته ن ــاƽ ش          بتالاکتامازه

  .مي باشند 

  

  : نتيجه گيري 
 در  ESBLsين شـيوع    با توجه به کم بودن تحقيقات  در زمينه تعي ـ         

ايران و با توجه به گسترش روزافزون آن ها و اهميت ايـن گـروه از           

آنزيم ها به خاطر اعطاƽ سطح بالاƽ مقاومت در برابر آنتي بيوتيـک             

خــصوص سفالوســپورين هــاƽ نــسل ســوم کــه ه هــاƽ بتالاکتــام بــ

         داروهــايي بــسيار رايــج جهــت درمــان عفونــت هــاƽ بيمارســتاني 

 به منظور جلوگيرƽ از شکست هـاƽ درمـاني و کنتـرل             مي باشند و  

       ƽبيمارستاني ناشـي از بـاکتر ƽحامـل      عفونت ها ƽهـاESBLs ; 

توصيه مي شود تحقيقات بيشتر و جامع تـرƽ در ايـن زمينـه انجـام                

 با توجه به نتايج معتبر بدست آمده يک سـرƽ سياسـت هـاƽ               .گيرد

 ـ            زيم هـا در    کلي و عمومي جهت مقابله با گسترش وتوسـعه ايـن آن

  .پيش گرفته شود 

  ƽسفالوسپورين نسل سوم        بهتر است باکتر ƽهايي که در برابرداروها

 ــ    ــت ب ــن مقاوم ــين اي ــوده و همچن ــاوم ب ــاپنم مق ــيلهه و کارب       وس

   ƽمهارکننده ها ƽبتالاکتاماز از جمله اسيد کلاولانيک مهـار        آنزيم ها 

اومـت آن   نمي شوند مورد بررسي مولکولي قرار گيرند وژنوتيپ  مق         

ايـن کـار جهـت جلـوگيرƽ از گـسترش شـيوع             .ها مشخص گـردد   

AmpC   ـ  ميدها براحتـي بـه ديگـر       س ـوسـيله پلا  ه   بتالاکتامازها که ب

باکترƽ هاƽ حساس قابل انتقـال هـستند و ريـسک درمـاني بـسيار               

  . مفيد وکارامد مي باشد،بالايي را ايجاد مي کنند
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 مقاوم به متي سيلين از استافيلوكوكوس اينترمديوسگزارش يك مورد جداسازي 
  پرسنل بخش هاي درماني

ƽ۱ ، فاطمه فردصانعي۱ ، مجتبي معمارياني٭۱،۲ ، محمدرضا پورمند۱زهرا عبدالصمد  

  
  ƽ، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکي تهرانگروه پاتوبيولوژ) 1

2 (ƽپزشکي ، دانشکده فناور ƽنوين پزشکي ، دانشگاه علوم پزشکي تهران گروه زيست فناور ƽها  

 محمدرضا پورمند، گروه پاتوبيولوژƽ، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکي تهران                  : نويسنده رابط 

  mpourmand@tums.ac.ir     ۸۸۹۵۴۹۱۰: تلفن 

  
  ۲۶/۱۱/۸۷:        تاريخ پذيرش مقاله ۵/۹/۸۷: تاريخ دريافت مقاله 

  :چكيده
راد اين باکترƽ در ميان اف ـ    .  است )زئونوز(قابل انتقال از حيوان به انسان       ، يک باکترƽ    استافيلوکوکوس اينترمديوس    : فاداهزمينه و 

 در حيـوان و انـسان   تهـاجمي چند گزارش مـوردƽ از ايجـاد بيمـارƽ    . سالمي که تماس مکرر با حيوان دارند به ندرت يافت مي شود     

 اورئـوس در پرسـنل بخـش هـاƽ           گونـه   غيـر  هاƽ کوآگولاز مثبت  استافيلوکوکهدف از اين پژوهش ، شناسايي       .  گزارش شده است  

  .بود آنها در انتقال عفونت به بيماران دليل اهميت نقش حدواسطه بيمارستاني ب

 نفر از پرسنل بيمارستان هـاƽ دانـشگاه         ۱۵۰ انجام گرفت از تعداد      ۱۳۸۷در اين مطالعه که در تابستان و پاييز سال           : روش بررسی 

، با استفاده از سـوآب اسـتريل نمونـه گيـرƽ از قـسمت                )بيمارستان هاƽ شريعتي ، سينا و مرکز طبي کودکان         (نعلوم پزشکي تهرا  

 بـا   PCRهمچنـين آزمـون     .  و بيوشيميايي به آزمايشگاه ارسال شـد        شناسي  ميکروب آزمايش هاƽ قدامي بيني انجام و جهت انجام       

  . انجام گرفتmecAاستفاده از پرايمرهاƽ اختصاصي ژن 

از اين تعـداد ،     .  جدا گرديد   استافيلوکوک کوآگولاز مثبت    ايزوله %)۲۵,۳ (  ۳۸  نفر پرسنل مورد مطالعه ،       ۱۵۰در مجموع از     : يافته ها 

همچنين وجود ژن   .  بودند اورئوس استافيلوکوکوسو ساير ايزوله ها صرفا      استافيلوکوکوس اينترمديوس    ايزوله متعلق به گونه      يک  

mecA با استفاده از PCRدر ايزوله فوق ، مورد تاييد قرار گرفت .  

از حيوان به انسان، مي تواند منجر به گسترش عفونت هاƽ غير شـايع و افـزايش                 استافيلوکوکوس اينترمديوس   انتقال   : يرينتيجه گ 

       ƽمختلف بيمارستاني خصوصا      .  شود مشابه در استافيلوکوک  مقاومت آنتي بيوتيکي در گونه ها ƽبنابراين، پرسنل بخش ها " ƽافراد

  . بودن ، مورد بررسي قرار گيرندحاملبايد از نظر وضعيت " ژه در ارتباط هستند ، حتماکه با بيماران بخش هاƽ مراقبت هاƽ وي

  ، مقاومت به متي سيلين ، پرسنل بيمارستانياستافيلوکوکوس اينترمديوس : كليد واژه ها
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  :مقدمه 
ــتافيلوکوکوس اينترمـــديوس ،فلـــورطبيعي )S.intermedius( اسـ

. مانند سگ سـانان اسـت     ) carnivora(پوست حيوانات گوشتخوار  

اين باکترƽ مي تواند حيوانات اهلي را نيز بـه شـکل گـذرا کلـونيزه                

اسـتافيلوکوکوس  مطالعات مولکولي نشان مي دهنـد کـه         ) . ۱(د  نماي

اســتافيلوکوکوس از نظرژنتيکــي شــباهت بــسيارƽ بــه اينترمــديوس 

بنابراين ، واژه اينترمديوس را براƽ آن       .  دارد اورئوس و اپيدرميديس  

  ).۲(برگزيده اند 

استافيلوکوکوس اينترمديوس در ميان افراد سالمي که داراƽ تماس 

البته اين ). ۳(مي باشند به ندرت يافت مي شود  حيوانات مکرر با 

ميزان در افراد مرتبط با سگ هاƽ مبتلا به پيودرم شديد، بسيار بيشتر 

به عنوان يک پاتوژن مهاجم استافيلوکوکوس اينترمديوس ). ۴ (است

، از زخم هاƽ ايجاد شده در اثر گازگرفتگي سگ و گربه جدا شده 

و اوتيت ) ۷(، باکتريمي )۶(ƽ از پنوموني همچنين موارد). ۵(است 

با اين وجود، شيوع بسيار . نيز در انسان گزارش شده است)  ۸(

را مي توان به تشخيص نادرست استافيلوکوکوس اينترمديوس پائين 

 ، از استافيلوکوکوس اورئوس اين باکترƽ همانند زيرا. آن نسبت داد

  ) .۹(نظر تست کواگولاز و نوکلئاز مثبت مي باشد

از سوƽ ديگر ممکن است ايزوله هاƽ مقاوم به آنتي بيوتيک 

 پس از انتقال به ميزبان انساني ، ژن استافيلوکوکوس اينترمديوس،

 ƽمقاومت را به ساير گونه ها ƽدر . دنماين منتقل استافيلوکوکها

 ƽاستافيلوکوکوس اين رابطه ، انتقال زئونوتيک ايزوله ها

، از اهميت ويژه اMRSI(  ƽ(سيلين  مقاوم به متي اينترمديوس

 به mecA زيرا آنها مي توانند موجب انتقال ژن .برخوردار است

بنابراين، به عنوان منبعي براƽ .  شونداستافيلوکوکوس اورئوس

هدف ). ۴(گسترش سويه هاƽ مقاوم به متي سيلين مطرح مي باشند 

غير از از اين پژوهش ، شناسايي استافيلوکوک هاƽ کواگولاز مثبت 

"  زيرا اين ايزوله ها، معمولا.بوداورئوس در پرسنل بيمارستاني گونه 

     همچنين .  مي شوند  اشتباه گرفتهاستافيلوکوکوس اورئوسبا 

  .مي توانند نقش مهمي در ايجاد عفونت هاƽ غيرشايع داشته باشند

  

 :ها مواد و روش 
 ۱۵۰ ، بر روƽ ۱۳۸۷اين مطالعه از ابتداƽ تابستان تا پايان پائيز سال 

نفر از پرسنل بخش هاƽ درماني  بيمارستان هاƽ شريعتي ، سينا و 

پس از جمع آورƽ اطلاعات از پرسنل . مرکز طبي کودکان انجام شد

  و کسب رضايت از آنها، توسط سوآب استريل از ناحيه 

  

  

قدامي بيني نمونه گيرƽ انجام و بر روƽ بلاد آگار حاوƽ خون 

پس از انجام رنگ آميزƽ گرم ، آزمايش .  ت داده شدگوسفند کش

 ؛ آزمون کواگولاز به روش اسلايدƽ و DNaseکاتالاز، مانيتول و 

ƽسپس آزمون استوئين . انجام گرفت لوله ا)VP( تست  ،β- 

گالاکتوزيداز، تخمير قند تره هالوز و سوکروز و حساسيت نسبت به 

کوس هاƽ کواگولاز  در مورد استافيلوکوU 300) (پلي ميکسين 

همچنين از آنتي بيوتيک هاƽ ونکومايسين، . مثبت انجام شد

سيپروفلوکساسين ، اريترومايسين ، کليندامايسين ، ريفامپين ، 

کوتريموکسازول ، پني سيلين ، اگزاسيلين ، تتراسايکيلين و 

براƽ انجام تست آنتي بيوگرام به ) انگلستان ,MAST(سفازولين 

  ).۱۰( استفاده گرديد روش ديسک ديفيوژن

 Bioneer (Southژنوم ايزوله مربوطه با استفاده از کيت 

Korea)البته .  طبق دستورالعمل شرکت سازنده ، استخراج شد

.  ليزواستافين به سوسپانسيون افزوده گرديدl µ ۱پيش از استخراج،

DNA اختصاصي ژن ƽاستخراج شده به همراه پرايمرها mecA  

  :شامل 

F: mecA1 (5 ' -GAA ATG ACT GAA CGT CCG 
AT- 3') 

 
R: mecA2 (5'- GCG ATC AAT GTT ACC GTA 

GT- 3') 
ــنش  ــدPCRدر واک ــامل   . ، وارد گردي ــنش ش ــوط واک  ٣٤,٢مخل

 ميکروليتـر کلريـد     ٣،  ١٠ X ميکروليتر بـافر     ٥ميکروليتر آب مقطر ،     

 ٠,٣ ميکرروليتر از هر پرايمر و       ١,٥ ،   dNTPs ميکروليتر   ٢منيزيم ،   

 ميکروليتـر  ٢,٥ و  Taq DNA polymeraseميکروليتـر آنـزيم   

DNA   برنامـه    . الگو بـود PCR         ۹۴، شـامل دناتوراسـيون اوليـه در 

 بـار تکـرار   ۳۰ دقيقه و به دنبال آن، سيکل اصلي با ۳درجه به مدت  

 ثانيه ، اتصال پرايمر در      ۴۵ درجه به مدت     ۹۴شامل دناتوراسيون در    

 ثانيـه   ۹۰ درجه به مـدت      ۷۲ تکثير در     ثانيه و  ۳۰ درجه به مدت     ۵۵

الکتروفـورز و پـس از   % ۱محصول واکنش در ژل آگـارز       . انجام شد 

، bp ۱۵۰ جهت مشاهده قطعه با طول       UVرنگ آميزƽ در زير نور      

  .مورد بررسي قرار گرفت

  

  :يافته ها

   ايزوله%)۲۵,۳(  ۳۸ نفر پرسنل مورد مطالعه ،  ۱۵۰در مجموع از 

 از ايـن تعـداد ، يـک       . ولاز مثبت جـدا گرديـد     استافيلوکوکوس کواگ 

  و ساير ايزوله هااستافيلوکوکوس اينترمديوس ايزوله متعلق به گونه 



    11 /   زهرا عبدالصمدي و همكاران                             )                          1387 تابستان 2ماره ش 2سال ( مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران

  

ــرفا ــوس " ص ــتافيلوکوکوس اورئ ــداس ــه   . بودن ــه ب ــه مربوط ايزول

ين ،  ونکومايسين ، سيپروفلوکـساسين ، اريترومايـسين ، کليندامايـس         

ريفامپين ، کوتريموکسازول حساس اما به پني سيلين ، اگزاسـيلين ،            

 PCRهمچنين نتايج حاصل از     . تتراسايکلين و سفازولين مقاوم بود    

 اســتافيلوکوکوس mecAبــا اســتفاده از پرايمرهــاƽ اختــصاصي ژن 

شـکل  (نشان داد که ژن فوق در ايزوله مربوطه وجـود دارد  اورئوس  

۱.( 

  
  

  

  

  

  

  

  

  
  

 ،) bp)Fermentase 100سايز مارکر : PCR..  Mبا استفاده از استافيلوکوکوس اينترمديوس  در  mecA بررسي حضور ژن :۱شکل 

 جدا شده S.intermediusايزوله  : mecA، ۴ داراƽ ژن S.aureusايزوله باليني : COL (،۳سويه (کنترل مثبت : ۲،) آب مقطر(کنترل منفي :۱

 mecAاز بيني و داراƽ ژن 
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  :بحث
ــتافيلوکوکوس اينترمــــديوس  بــــه دو شــــکل همزيــــست اســ

)commensal (             و مهاجم در حيواناتي ماننـد سـگ و گربـه ديـده

 نــشان ۲۰۰۱ و همکـارانش در ســال  Tallo). ۱۱و۱۲(شـده اســت  

جدا شده از سگ ها ، هميشه       ينترمديوس  استافيلوکوکوس ا دادند که   

به عنوان يک ايزوله همزيست نبوده و مي تواند در بعضي از شرايط             

در " شکل مهاجم بيمـارƽ معمـولا     . ، موجب بروز علائم باليني شود     

). ۱۳(سگ ها به دو صـورت پيـودرم و اوتيـت تظـاهر مـي نمايـد                  

          ƽاندکي در رابطه با عفونت ها ƽيلوکوکوس استافتاکنون بررسي ها

بيشتر اين مطالعات، تنها به     .  در انسان انجام گرفته است     اينترمديوس

ƽمورد ƽگزارش ها)case reports ( در همـين  . ، اکتفا نموده انـد

رابطه ، مواردƽ از آبسه مغزƽ و باکتريمي به دنبال عفونت کاتتر، در             

بـه  استافيلوکوکوس اينترمديوس   ). ۱۴و۷( انسان گزارش شده است     

داشتن مخزن حيواني و از سوƽ ديگر، شباهت زياد آن از نظـر             دليل  

 ، بـه نـدرت از       استافيلوکوکوس اورئوس ويژگي هاƽ بيوشيميايي به     

در بيشتر بررسـي هـا ، ايزولـه         ). ۹(موارد انساني گزارش شده است    

درحاليکـه ايزولـه   ) ۱۴(هاƽ  جدا شده حساس به متي سيلين بودند   

سـويه  " ضـمنا . اوم به متي سيلين بودبه دست آمده در تحقيق ما ، مق     

 . مربوطه از فردƽ جدا شد که با سگ در ارتباط  بوده است

در مطالعه اƽ كه در بخش ميكـروب شناسـي دانـشکده دامپزشـكي              

اتريش انجام گرفت، سويه هايي از استافيلوکوکوس اينترمديوس كـه     

پس از جراحي در پنج  سگ و يك گربه كلـونيزه شـده بودنـد ، بـا                   

زوله هاƽ استافيلوکوکوس اينترمديوس جدا شـده از پرسـنلي كـه            اي

كار جراحي و مراقبت از اين حيوانات را بر عهده داشتند ، با استفاده        

 ايزوله اسـتافيلوکوکوس  ۶هر  .  مورد مقايسه قرار گرفتند PFGEاز

اينترمديوس جدا شده از اين حيوانات، مقاوم به متي سيلين بودند و            

    ƽمقاوم به متي سيلين جدا شده از پرسنل مربوطه از نظر      با ايزوله ها

ايـن امـر   ) . ۹(، الگوƽ مـشابهي داشـتند    PFGEآنتي بيوتايپينگ و

نشان مي دهد که  اين ايزوله ها از يک کلون باکتريايي مشترک منشأ              

گرفته اند و احتمال انتقال مقاومت آنتي بيوتيکي در بين سويه ها بـه              

  . ميزان بالايي وجود دارد

از استافيلوکوکوس اينترمـديوس  در بررسي حاضر براƽ ،  يک مورد        

 در بررسي منابع    .دربخش دياليز بيمارستان جدا گرديد    پرسنل شاغل   

 از سوƽ ديگر ، ايزوله مربوطه از نظر ژن          . گزارش مشابه يافت نشد   

mecA از آنجايي. مثبت بود ƽکه ايزوله ها   MRSI توانند مي  

  

  

 استافيلوکوک به ساير گونه هاmecA      ƽبه راحتي موجب انتقال ژن      

 با در نظر گرفتن اين        . )۴( باشند مي     اهميت  شوند ،  بسيار حائز    

ترين راهکارها جهت کنترل عفونت ، نظـارت دائـم           که يکي از مهم   

تعييـت  بر ميکروارگانيسم هاƽ موجود در بيمارستان است ، بنابراين          

 و تعيـين الگـوƽ مقاومـت آنتـي           هـا   دقيـق ميکروارگانيـسم    هويت

.  بيوتيکي آن ها جهت کنترل عفونت نقـش بـسزايي خواهـد داشـت      

 علاوه بر بيماران بهتر است از افرادƽ کـه در ارتبـاط بـا آن هـا                  ،لذا

هستند نيز نمونه گيرƽ انجام شود تا بتوان در صورت امکـان، منـشأ              

  . رديابي و جهت جلوگيرƽ از انتشار عفونت  اقدام نمود راعفونت

  

  : نتيجه گيري
از mecA حـاوƽ ژن استافيلوکوکوس اينترمديوس جدا سازƽ سويه 

افـرادƽ کـه بـا      " نل بخش هاƽ مختلـف بيمارسـتاني خـصوصا        پرس

نـشان مـي    بيماران بخش هاƽ مراقبت هاƽ ويـژه در ارتبـاط هستند،          

 بـودن ، مـورد      حامـل بايـد از نظـر وضـعيت        "  حتما دهد که پرسنل  

اين افراد بايستي مد نظر داشـته باشـند کـه مـي             . بررسي قرار گيرند  

ƽ بيمارسـتاني نقـش      در گسترش عفونـت هـا      حاملتوانند به عنوان    

بنابراين بهتر است تا حد امکان از نگهدارƽ حيوانـات          .  داشته باشند 

در غيـر ايـن صـورت ،        . خانگي در محل سکونت جلوگيرƽ نمايند     

) emerging(شاهد گـسترش عفونـت هـاƽ غيرشـايع و نوظهـور           

  .بيمارستاني خواهيم بود

  
  :تقدير و تشكر

مـصوب دانـشگاه علـوم      اين مقاله بخشي از نتايج طـرح تحقيقـاتي          

.  مـي باشـد    ۲۵/۱۰/۸۷ مورخ   ۷۷۱۰پزشکي تهران به شماره قرارداد      

خانم نويسندگان مراتب تقدير و تشکر خود را از همکارƽ صميمانه           

  ابـراز مـي       گروه پاتوبيولوژƽ   آزمايشگاه صديقه قورچيان کارشناس  

  .دارند
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  ۲۶/۱۲/۸۷:       تاريخ پذيرش مقاله ۱۱/۸/۸۷: تاريخ دريافت مقاله 

  :چكيده
 به مشکلاتي در ارگانيسم تواند هاƽ سلولي در شرايط آزمايشگاه با گونه هاƽ مايکوپلاسما مي آلودگي کشت :مقدمه و اهداف 

دست آوردن نتايج ه هاƽ مايکوپلاسمايي، جهت ب  يک پروتکل تشخيص روتين براƽ عفونتتهيهبنابراين، . منجر شودهاƽ زنده 

 بر پايه يهاي هاƽ متواتر، اين اواخر تکنولوژƽ در روش دليل محدوديته ب. تحقيقاتي قابل اعتماد،  ضرورƽ و انکارناپذير است

هاƽ جنس  براƽ شناسايي و تشخيص تمامي گونه (PCR)روش هاƽ بر پايه واکنش زنجيره اƽ پليمراز يد نوکلئيک خصوصا اس

 جهت آشکار کردن PCRروشي بر پايه  هدف از انجام اين مطالعه ارائه . اندارائه شدهعنوان روشي سريع و ويژه ه مايکوپلاسما، ب

  .بود مايکوپلاسماها در نمونه هاƽ کشت سلولي و ساير فرآورده هاƽ بيولوژيک مانند واکسن ها

  بهينهPCR روش و گونه هاƽ استاندارد، MGSO و SHAH-GPO-3 با استفاده از پرايمرهاƽ مخصوص جنس :روش بررسي

محصول .  آزمايش شدPCR استخراج و با DNAلولي هاƽ س سپس از کشت.  و از جهت حساسيت و ويژگي بررسي گرديدشد

 .تکثيرƽ کلون و تعيين توالي گرديد

هاƽ فرآورده هاƽ   جهت تشخيص جنس مايکوپلاسما در آلودگيتهيه و PCR  حساسي از در اين مطالعه، روش: يافته ها

وان ژن هدف، جهت تکثير با عنه هاƽ مشترک و ثابت ب دليل داشتن سکانسه  ب16S rDNAژن . بيولوژيک توسعه داده شد

، داراbp  ۲۷۲ ƽ اين روش حساس توسعه داده شده، با محصولي به اندازه  . قرارگرفتپرايمرهاƽ تغيير يافته مورد استفاده 

 هاƽ سلولي انسان، واکنش ردهها،   بسيارƽ از ميکروارگانيسمDNA ژنوم هدف بوده و با DNA کپي از ۱۰حساسيتي در حد 

  .از اين جهت، پرايمرها داراƽ حساسيت و ويژگي فوق العاده بالايي هستند .درمتقاطع ندا

،  يک تکنيک مفيد،   قابل اعتماد با S rRNA۱۶ بر مبناƽ سکانس هاƽ ثابت و مشترک موجود در PCRسنجش  :نتيجه گيري

.  رآورده هاƽ بيولوژيک استو دقت بالا جهت شناسايي آلودگي هاƽ مايکوپلاسمايي در کشت سلول و ساير ف حساسيت،  ويژگي،

 ،  روش هاƽ تغليظ نمونه،  سکانس هاƽ هدف،  روش شناسايي محصول تکثيرDNA ƽالبته تحقيقات بيشترƽ در زمينه استخراج 

     .بايدانجام گيرد
   ، آلودگي، تشخيص مولکولي، کشت سلولPCRمايکوپلاسما،  :كليد واژه ها 

  



  …PCR آلودگي مايكوپلاسمايي در كشت سلول به روش  تشخيص  / 16
  

  : مقدمه
هاƽ زنده آزاد و  مايکوپلاسماها يکي از کوچکترين ميکروارگانيسم

ترين و جدƽ ترين  ها مهم اين باکترƽ. تکثيرƽ هستند توانا در خود

آلوده کننده هاƽ کشت سلول، فرآورده هاƽ بيولوژيک و 

 هاƽ سلولي، و مخرب نتايج آزمون يدƽ در کشتبيوتکنولوژيک تول

 که در کشت سلولي هستندهاƽ تشخيصي  هاƽ بيولوژيک و تست

طور گسترده اƽ ه مشکل آلودگي در حال حاضر ب. انجام مي شود

سلولي، آزمون رده هاƽ سلولي، بسته به   درصد کشت۸۰ الي ۱۵در 

ه هاƽ کنترل کيفي، گزارش شد مورد استفاده، و کيفيت تست

 Mycoplasma) مايکوپلاسما آرجينيني گونه ۵).  ۱و۲(است

arginini) ، ƽاکولپلاسما ليدلاو(Acholplasma laidlawi) ، 

مايکوپلاسما  ، (M. hyorhinis)مايکوپلاسما هيورينيس

 (M. fermentans)مايکوپلاسما فرمنتاس  و (M. Orale)رالوا

مشخصا . )۳-۵(هاƽ کشت سلولي است آلودگي% ۹۵عامل بيش از 

هاƽ سلولي با مايکوپلاسما موجب اثرات و تغييراتي  آلودگي کشت

 ƽمتابوليسم آمينواسيدها و اسيدها ،ƽدر رشد سلولي، مورفولوژ

هاƽ ايمونولوژيک و بيوشيميايي،نقص  نوکلئيک، ويژگي

 بدست آوردن نتايج غير قابل اعتماد مي هنتيجدر کروموزومي و 

  ). ۱و۲و۵(گردد

هاƽ عفوني شده با  هاƽ پاک، کشت دگي کشتمنشاء اصلي آلو

) براƽ مثال منابع مستقيم(ها  منبع آلودگي). ۳(مايکوپلاسما است

رال و مايکوپلاسما ومايکوپلاسما ا(اغلب پرسنل آزمايشگاه 

 درصد افراد سالم جدا مي شود؛ ۲۵-۸۰نکس  از اوروفارساليواريوم

هاƽ  ، و سرم) ندرت جدا مي گردده  هم بفرمنتانس مايکوپلاسما

هاƽ کشت  حيواني تجارتي مورد استفاده در محيط

مايکوپلاسما آرجينيني، اکولپلاسما ليدلاوƽ، مايکوپلاسما (سلولي

 ). ۴و۶(است) هيورينيس

ƽحدود  مايکوپلاسماها باکتر ƽ۲۰۰-۵۰۰هايي پلئومورف، با قطر 

ذ به سهولت از مناف، بنابراين . نانومتر، و فاقد ديواره سلولي هستند

 ƽکشت سلول استفاده مي شود۲۲۰ و ۴۵۰فيلترها ƽنانومتر که برا  ،

وقتي از . عبور کرده و از اين طريق باعث آلودگي مي گردند

فيلتراسيون با فشار بالا استفاده شود برخي مايکوپلاسماها از 

 نانومتر هم عبور کرده و آلودگي ايجاد مي ۱۰۰فيلترهاƽ با تخلخل 

ندرت از طريق بازديد بصرƽ يا ه  بودهآلهاƽ  سرم). ۷(نمايند

براƽ مثال (ميکروسکپي، در غياب علائم و آثار روشن عفونت 

 ، يا اثرات سيتوپاتيک روPH ƽتيرگي سرم يا محيط، تغييرات 

  علاوه، سرم  شرايط  ه ب. قابل تشخيص هستند) هاƽ سلولي دودمان

  

هاƽ  سلولدليل  فقدان ه مساعدƽ   براƽ رشد  مايکوپلاسما را  ب

زنده و کمبود عناصر رشد و همچنين داشتن اجزاء سمي و ممانعت 

وسيله ه ها ب آلودگي کم و کاهش ميزان آلودگي. کننده رشد، ندارد

هاƽ  فيلتراسيون، موجب عدم تشخيص مايکوپلاسما در سرم

  . تجارتي مي گردد

) ۱هاƽ تشخيص مايکوپلاسماها را مي توان به دو دسته  روش 

روشهاƽ غير کشتي، که از جهت ) ۲ پايه کشت، و روشهاƽ بر

هايي چند با هم  سرعت، قابليت اعتماد، ويژگي و حساسيت تفاوت

هاƽ برپايه کشت،  روش). ۱و۲و۴و۸و۹(دارند تقسيم بندƽ نمود

با حساسيت نسبتا پايين و نيازمند امکانات ) چندين هفته(وقت گير

برخي از . و همينطور تجربه کافي جهت تفسير نتايج است

 (M. hyorhinis)مايکوپلاسماها هم مانند مايکوپلاسما هيورينيس 

هاƽ غير کشتي  روش). ۸(به سختي در محيط کشت رشد مي کنند

تکنيک ) ۲ ،(Adop)غربالگرƽ آدنوزين فسفوريلاز ) ۱شامل 

هاƽ    با رنگDNAرنگ آميزƽ ) ۳نشانگر کشت سلول، 

واکنش زنجيره اƽ ) ۵و دو رگه سازƽ اسيد نوکلئيک )۴فلوروکروم، 

هاƽ بيوشيميايي  روش). ۱و۲و۱۰و۱۱( مي باشد PCRپليمراز يا 

ها   برخي باکترƽزيرا .ند امانند آدنوزين فسفوريلاز فاقد و يژگي

مانند باسيلوس سوبتيليس، اشريشيا کلي، سالمونلا تيفي موريوم، 

 ƽنوکلئوزيد فسفوريلاز را توليد کرده و در ضمن برخي گونه ها

 ، مايکوپلاسما پيروم، FHکوپلاسما، مانند مايکوپلاسما پنومونيه ماي

 روش). ۱۲(مايکوپلاسما ليپوفيلوم در عمل چيزƽ توليد نمي کنند

هاƽ سلولي فاقد مايکوپلاسما و حاوƽ  هاƽ بر پايه تلقيح به کشت

براƽ (انديکاتور هم، به دليل سه پاساژ و تکنيک نهايي تشخيصي 

 ƽمثال رنگ آميزDNAفلوئورسنت مانند  ب ƽ۶ ، ۴ ׳ا رنگها- ƽد

فنيل ايندول دƽ هيدروکلرايد يا بيس بنز ايميدازول -۲-آميدينو

هاƽ بر پايه الايزا با آنتي   ، يا سنجش۳۳۲۵۸فلوروکروم هوخست 

ƽويژه باد ƽبر پايه رنگ  روش). ۱۳(وقت گير مي باشد) ها ƽها

ژگي پايين آميزƽ و دو رگه سازƽ هم داراƽ حساسيت کم ونوعا وي

 هاƽ در دسترس شناسايي آلودگي بنابراين اکثريت روش. هستند

هاƽ مايکوپلاسمايي، جهت شناسايي همزمان اکثريت وسيع گونه 

جهت غلبه بر ). ۱۴(هاƽ مايکوپلاسمايي آلوده کننده مناسب نيستند

 ، در PCRهاƽ تکثير اسيد نوکلئيک مانند  اين مشکلات، روش

 يهاƽ مناسب و روش)۱۵و۱۶( يافته استدهه اخير توسعه فراواني

جهت تشخيص طيف وسيعي از عوامل آلوده کننده، خصوصا 

  هاƽ  ثابت شده که روش). ۱و۲و۱۰و۱۱و۱۷(مايکوپلاسماها هستند
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    DNAبر پايه  تکثير،  براƽ شناسايي برخي   قطعات خاص   

، معذالک، ) ۱۸-۲۰(مايکوپلاسما داراƽ سرعت و ويژگي استژنوم 

روش استخراج ) ۱ميزان حساسيت اين تکنيک تا حد زيادƽ به 

DNA ، ۲ ( ،طراحي شده، ) ۳ژن هدف ƽروش ) ۴پرايمرها

نوع نمونه و بسيارƽ فاکتورهاƽ ديگر بستگي ) ۵شناسايي محصول، 

هاƽ مشترک ژن  پرايمرهاƽ طراحي شده عموما جهت بخش. دارد

S rRNA  ۱۶يا بخش ،     ƽهاS rRNA ۲۳- S ۱۶   )۲۴-۲۰ ( ،

 rRNAهاƽ  سکانس ژن. هاƽ ديگر طراحي شده است و يا هدف

 .تعداد زيادƽ از گونه هاƽ مايکوپلاسما، تعيين ترادف شده استدر 

ها و همينطور   مطالعات فيلوژنتيک سيستماتيک اين ارگانيسم 

هاƽ ريبوزومي، مويد  هاƽ کامپيوترƽ مقايسه اƽ اين ترادف بررسي

 مشترک در همه انواع مايکوپلاسمايي بخش هاƽ بشدت ثابت و

 ƽاست که جهت طراحي پرايمرهاPCRمناسب بکار مي روند  .  

 جهت پـي بـردن بـه آلـودگي هـاƽ            در اين مطالعه سعي شده است     

مايکوپلاسمايي در نمونه هاƽ مختلف روشي مولکولي با حساسيت         

 جهـت آشـکار     PCR يک روش بر پايـه       در واقع . بالا طراحي کنيم  

کوپلاسماها در نمونه هاƽ کشت سلولي و سـاير فـرآورده           کردن ماي 

  .ها توسعه داده شود هاƽ بيولوژيک مانند واکسن

  :ها مواد و روش
 :گونـه هـاƽ بکـار رفتـه عبـارت بودنـد از            : سويه هاƽ باکتريـايي   

 ، مايکوپلاسما آرجينينـي،  (NCTC 10119)مايکوپلاسما پنومونيه

رال ،مايکوپلاسما سـينوويه،     ومايکوپلاسما هيورينيس ،مايکوپلاسما ا   

ــاروم ــما گالينــ ــما ) ۱۳۴۶و۱۳۵۰رازƽ (مايکوپلاســ ، مايکوپلاســ

، ) ۱۳۶۴رازƽ  (، مايکوپلاسما اوياپنومونيه  ) ۱۳۵۵رازƽ  (گاليسپتيکوم

،  اوره آپلاســــما اوره ) ۱۳۴۳رازƽ (مايکوپلاســــما آگالاکتيــــا 

ــوم ــدلاوƽ ) ۱۳۶۹رازƽ (آليتيک ــما لي ــول پلاس ــ . و اک ــلاوهه ب   ،ع

ــسمميکرو ــاƽ  ارگانيــــ ــوس هــــ ــتافيلوکوکوس اورئــــ اســــ

(Staphylococcus aureus)استافيلوکوکوس اپيدرميديس ، (S. 

epidermidis) اســترپتوکوکوس پيــوژنز ، (Streptococcus 

pyogenese)  اسـترپتوکوکوس پنومونيـه ، (S. pneumoniae) ، 

 .B)، و باسـيلوس ميکويئـدس  (B. subtilis)باسيلوس سـوبتيليس 

mycoides)، گونƽکورينه باکتريوم،ه ها  ƽکلاستريديومگونه ها   ،

ــشيا (Enterococcus faecalis)انتروکوکــوس فکــاليس  ، اشري

 گونـه هـاƽ    سـالمونلا ، گونـه هـاƽ    ،(Escherichia coli)کلـي 

 Helicobacter) پروتئوس، هليکوباکتر پيلورƽگونه هاƽ ،شيگلا

pylori) ــرويزيه ــسس ســ  Saccharomyces) ، ساکاروميــ

cerevisiae) ،   ƽآلبيکنس  کانديدا   ، آسپرژيلوس  گونه ها  

  

 (Candida albicans )انساني و موشي  همينطور سلول ، و ƽها

 ، مـورد    PCRاز جهت آزمون ويژگي پرايمرهاƽ مورد اسـتفاده در          

  .ارزيابي و آزمايش قرار گرفتند

هـاƽ سـلولي از بانـک سـلولي انـستيتو            کشت :هاƽ سلولي  کشت

 سـلولي انـساني و      رده ٤٧تعـداد   . ايـران بدسـت آمـد     /پاستور تهران 

حيواني از جهت آلودگي و به طريق مولکـولي مـورد بررسـي واقـع               

  . شد

 ژنوميـک گونـه هـاƽ مايکوپلاسـمايي از          DNA:  DNAاستخراج  

ــتخراج   ــت اس ــق کي ــام DNAطري ــه ن ــيناژن (DNG-Plus ب ) س

 هاƽ انساني و موشي هم بـه طريـق فـوق           از سلول . استخراج گرديد 

DNAاستخراج شد .  

DNA  ƽغير مايکوپلاسمايي از طريق جوشاندن        ژنوميک باکتر ƽها

  ،)يـک هـزارم   (۱۰۰همراه با دترجنت غيـر يـوني ترايتـون ايکـس       

 يک کلني از باکترƽ فوق بدين روش اسـتخراج  DNA . بدست آمد

از نمونـه هـاƽ   . گرديد و در مراحل بعدƽ به عنوان الگو استفاده شد    

ير نمونه هاƽ مورد آزمايش هم بـه طريـق فـوق،            کشت سلول و سا   

DNAاستخراج گرديد  .  

 با اسـتفاده از      ، DNG بدست آمده با روش      DNAميكروليتر از   ١٠

هم .  درصد الكتروفورز شد   ١ ميكروليتر بافر راهنما در ژل آگاروز        ٢

 ٢٦٠در طـول مـوج       ميزان جـذب     چنين با استفاده از اسپكترفتومتر    

بدست  ) ٦/١ - ٨/١خلوص آن   ( آن نيز    ٢٨٠هب٢٦٠نانومتر و نسبت    

  . آمد

 پرايمرهـاƽ مـورد اسـتفاده ، پرايمرهـاPCR:           ƽپرايمر و شرايط    

که پرايمـر  بود )۲۱و۲۵وMGSO) ۲۶ و GPO-3مخصوص جنس  

 آن در ايــن مطالعــه از طريــق افــزودن دو GPO-3جلــويي يعنــي 

يمرهـاƽ  بنابراين ترادف پرا  .  آن تغيير پيدا کرد    ۵ ' در   GTنوکلئوتيد  

  پرايمر جلويي :مورد استفاده عبارتند از

'۳-GTGGGAGCAAAYAGGATTAGATACCCT-'۵Shah-
GPO-3-  و پرايمر عقبي   

  '۳TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC- ۵׳ 

MGSO-  .  ميكروليتر از    ٥ DNA       ٢٥ ژنوميک حاصـل درمـيكس 

 ƽــر ــي  PCRميكروليت ــويي و عقب ــا اســتفاده از پرايمرهــاƽ جل  ، ب

 با غلظت نهايي   ،١٦ S rRNAحي مشترک يا همسان مخصوص نوا

 ٥/٢، )يــک ميکروليتــر از غلظــت ده ميلــي مــولار( ميكرومــول ٤/٠

    MgCl2 ميلي مولار٥/١ ، )سيناژن (PCR (10X)ميکروليتر از بافر 

  dNTP ميلي مولار مخلوط ٢/٠، ))سيناژن(   mM٥٠از غلظت (

 (10mM)) ـــد آنــــزيم واحــــ٢ وبا استفاده از  )سيناژنTaq  
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(5µ/1uL) ، )Taq DNA Polymeraseو چرخــه )   ســيناژن

 درجـه   ٩٤ درجه سانتي گراد دودقيقه يك سـيكل،         ٩٤هاƽ حرارتي   

 درجـه   ٧٢ ثانيـه و     ٢٠ درجه سـانتي گـراد       ٧٠ ثانيه،   ٣٠سانتي گراد   

 و پليمريزاسيون نهـايي      PCR سيكل   ٤٠ ثانيه وطي    ٢٠سانتي گراد   

 جفـت   ٢٧٢ با سايز مورد نظر      PCRمحصول  .  دقيقه، تكثير يافتند   ٧

 ٢باز، در کنار سايز مارکر و کنترل مثبت و منفي، برروƽ ژل آگاروز              

   بررسي گرديدUVنور  درصد وبا استفاده از اتيديوم برومايد و

عمل کلون  : PCR-CLONINGساخت کنترل مثبت از طريق 

  T/A Cloning جفت بازƽ با استفاده از کيت  ٢٧٢ کردن قطعه

 اين کيت، pTZ57R در وکتور  و(K1214)کمپاني فرمنتانس 

 مورد نظر را PCRبه طور خلاصه در ابتدا محصول . انجام گرفت

 براƽ ˝روƽ ژل برده و پس از اطمينان از خالص بودن آن مستقيما

 C-mediumط  سپس با استفاده از محي. عمل کلونينگ استفاده شد

 باکترƽ اشريشيا DH5-alfaاين کيت، سلول هاƽ مستعد سويه 

مذکور    با استفاده از کيتLigation   سپس عمل.کلي آماده شد

مخلوط لايگيشن به مدت چهار ساعت در دماƽ اتاق  .انجام گرفت

بعد طي پروتکل کيت، مرحله . انکوبه گرديد) گراد  درجه سانتي٢٢(

کلني هاƽ سفيد بر روƽ پليت حاوƽ . ام گرديدترانسفورماسيون انج

 IPTG و X-Gal  مادة   به علاوه (µg/ml 50)آمپي سيلين   

. کلني هاƽ سفيد حاوƽ ژن مورد نظر مي باشند.  انتخاب شدند

هاƽ سفيد انتخاب   عدد از کلني١٠سپس به صورت تصادفي 

سيلين   واجد آمپيLB agarگرديده و کشت خطي بر روƽ پليت 

پس از اين .  به يک شب  انکوبه گرديدºC٣٧ه شد و مجدداً در داد

 ميکروليتر آب ٥٠ حاوƽ cc٥/١هاƽ  مدت يک يا دو کلني به لوله 

ديونيزه اضافه کرده و يک قطره روغن معدني استريل  به آن افزوده 

بسته شد و ها با پارافيلم  سپس در لوله . و به شدت ورتکس گرديد

وش قرار داده شدند، تا غشاء باکترƽ ها  دقيقه در حمام آب ج١٥

ها به مدت يک دقيقه در  لوله . پاره و پلاسميد خارج گردد

دور در دقيقه سانتريفوژ گرديده و ١٢٠٠٠ميکروسانتريفوژ با سرعت 

 ƽسپس از مايع رويي براPCRاستفاده شد   .PCR با مواد و  

 ƽژل مقادير ذکر شده قبلي انجام داده شــد، ومحصول بر رو

 .ند بود مورد نظرها واجد قطعه تمامي کلني. مشاهده گرديد% ٢آگارز

به  pSHA272-2  وpSHA272-1 ها به نام لذا دو عدد از آن

آنها از ليز قليايي  روش  انتخاب و با استفاده ازتصادفيصورت 

  را با پلاسميدهاPCR ƽاستخراج و در مرحلة بعد پلاسميد 

بررسي % ٥/١استخراج شده انجام داده و محصول بر روƽ ژل آگارز 

از پلاسميدهاƽ حاصل به عنوان کنترل مثبت و همينطور .  گرديد

  . جهت تعيين توالي  استفاده شد

جهت بررسي حساسيت جفت پرايمرهاƽ : حساسيت و ويژگي

قت از سوسپانسيون تهيه ر) ۱. ، از دو روش استفاده شدمورد استفاده

 مشخص، (CFU)مايکوپلاسما پنومونيه با واحد کلني ساز 

رقيق سازƽ ) ۲  ؛ PCR از رقت ها و انجام آزمون DNAاستخراج 

 بر روƽ محلول هاPCR ƽ و انجام pSHA-272-1پلاسميد 

  .حاوƽ مقادير مشخص از پلاسميد

ا، غير از آزمون ويژگي با استفاده از تعداد زيادƽ از ميکروارگانيسم ه

مايکوپلاسماها که در سويه هاƽ باکتريايي نام آنها ذکر شد و 

 سلول هاƽ يوکاريوت پست، رت و انسان انجام DNAهمينطور 

  .شد

  در جهت جلويي با DNAتوالي  : (Sequencing)توالي يابي

استفاده از امکانات سکانس اتوماتيک ترميناتور رنگي به روش ختم 

 انجام و محصول تائيد Dideoxy-Chain Terminationزنجيره 

  . گرديد

  

  :يافته ها
براƽ طراحي روش مولکولي با حساسيت بالا با تغيير دادن 

 ƽپرايمرهاGPO-3آن ƽو نزديک  و اضافه کردن دو باز در ابتدا ،

،  MGSO به SHAH-GPO-3کردن دماƽ چسبيدن پرايمر 

طور با همين. حساسيت و در عين حال ويژگي آن را افزايش داديم

 Cحدود (افزايش دماƽ چسبيدن پرايمرها به سکانس هاƽ مکمل

º۷۰( سکانس . ، شرايط سختي را نيز بالا برديمS rRNA ۱۶ انواع 

 به دست GeneBankو اقسام گونه هاƽ مايکوپلاسمايي را از

آورده و پرايمرهاƽ تغيير يافته را بر اساس اين ترادف ها و شماره 

بنابراين . ، بررسي نموديم (Accession number)هاƽ دسترسي 

 و با استفاده SHAH-GPO-3 و طراحي GPO-3با تغيير پرايمر 

 سويه هاƽ موليکوت ، که در سويه هاƽ باکتريايي نام DNAاز 

با تمام مايکوپلاسماهاƽ .  را بهينه نموديمPCR تکنيک ،برده شد 

 ۲۷۲مورد آزمايش، جفت پرايمر مورد استفاده منتج به محصول 

  ).۱شکل (جفت بازƽ گرديد

 PCR  رده سلولي مورد آزمايش به وسيله ۴۷   مايکوپلاسما در 

 رده ۲۵از اين تعداد،  . مخصوص جنس بهينه شده جستجو شد

، از طريق تکثير قطعه صحيح، تشخيص داده %)۵۳(سلولي آلوده 

   ).   ۲شکل (شد

  
  
  



  19/محمدحسن شاه حسيني و همكاران )                                                 1387 تابستان 2ماره ش 2سال ( مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران
   
  

  

 
  

   سايز مارکر،۹و۱ستون :   MGSO و SHAH-GPO-3 با استفاده از پرايمرهاPCR ƽآگاروز الکتروفورز نتايج تکثير  ژل :۱شکل

 bp DNA Ladder ۱۰۰) ۵ ستون; رالوا مايکوپلاسما ،۴ستون ;هيورينيس مايکوپلاسما ،۳ ستون;آرجينيني مايکوپلاسما ،۲ ستون; )فرمنتاس ، 

  ).TBE 0.5Xو بافر % ۲آگاروز ( کنترل منفي، ۸ ستون ;مايکوپلاسما پنومونيه، ۷ ستون ; اکولپلاسما ليدلاوƽ، ۶ستون ;مايکوپلاسما فرمنتاس
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 ;)فرمنتاس (bp DNA Ladder ۱۰۰ سايز مارکر ، Mستون:  تعدادƽ از رده هاƽ سلولي مورد آزمايشPCRنتايج الکتروفورز تکثير  :۲شکل

  ;دو رده سلولي غير آلوده ،۷ و ۶ستون  ; چهار رده سلولي آلوده، ۵ الي ۲ستون ; کنترل مثبت،۱ستون

   ).TBE 0.5Xو بافر % ۲آگاروز ( کنترل منفي;۸ستون 
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 مخصوص گروه PCR جهت بررسي و تائيد ويژگي سنجش 

 و pTZ57R جفت بازƽ در پلاسميد ۲۷۲مايکوپلاسما، قطعه 

 ƽاشريشيا کليباکتر DH5-alfa ƽکلون و پلاسميدها 

pSHA272-1و pSHA272-2 از اين  ). ۳شکل ( ساخته شد

عنوان کنترل مثبت و همينطور جهت ه پلاسميد حاوƽ اينسرت، ب

هاƽ موجود  ترادف حاصل با سکانس. تعيين ترادف استفاده گرديد

 حدود صد در صد Identity ،مطابقت و BLASTاز طريق برنامه 

هاƽ موجود  بنابراين نتايج تعيين ترادف ما با سکانس. دست آمده ب

  .در بانک ژني مطابقت داشت

  

  

 
   .pSHAH272-2 و pSHAH272-1 جفت بازƽ کلون شده و ساخت پلاسميدهاƽ ۲۷۲ قطعه PCRنتايج : ۳شکل 

 و pSHAH272-1ترتيب ه  پلاسميدهاƽ ب،۳ و ۲ستون; کنترل مثبت،۱ ستون;)فرمنتاس (bp DNA Ladder ۱۰۰ سايز مارکر ، Mستون

pSHAH272-2 ; و بافر % ۲آگاروز ( کنترل منفي ، ۴ ستونTBE 0.5X.(   

  

 ساده و سريع DNAدر اين مطالعه سعي شد از روش استخراج 

استفاده شود لذا از روش جوشاندن به همراه يک دترجنت غير يوني 

 ، که حضورش در مقادير نسبتا بالاترƽ از Triton X 100مانند 

ير قابل تحمل است،  ، در مرحله تکثSDSهاƽ يوني مانند  دترجنت

   اين بررسي DNAبنابراين مرحله استخراج . استفاده گرديد

  .،روشي سريع و نسبتا حساس است

جهت ارزيابي حساسيت آزمون، از پلاسميد حاوƽ اينسرت با تعداد 

مشخص استفاده شد و بدين ترتيب از طريق رقت سازƽ پلاسميد 

نه مورد  کپي در نمو۱۰حاوƽ اينسرت، حساسيت تست در حد 

حساسيت از طريق رقيق سازƽ کشت . دست آمده آزمايش ب

مايکوپلاسما پنومونيه با واحد سازنده کلني مشخص هم انجام شد و 

)  مايکوپلاسما پنومونيه DNAدر حد پيکوگرم از (نتايج مشابهي

   ).۴شکل (حاصل شد 

 ƽدر آزمون ويژگي پرايمرهاSHAH-GPO3 و MGSO هيچ ، 

ƽمحصول خواسته ا)bp ۲۷۲ ( باDNAƽغير   باکتر ƽها

 انسان و موش و DNAو همينطور مورد آزمايش مايکوپلاسمايي 

 ، C º ۷۰در دماƽ چسبيدن . ديده نشد ، هاƽ پست  يوکاريوت

 جفت باز با ۲۷۲جفت پرايمر مورد بررسي يک باند اختصاصي 

همه گونه هاƽ مايکوپلاسمايي مورد آزمايش و همينطور با همه 

علاوه ، وقتي که اين جفت ه ب. وليکوتس ايجاد نمودگونه هاƽ م

 شده در نام بردههاƽ  پرايمر با طيف وسيعي از ميکروارگانيسم

، هيچ محصول  رت و انسان انجام شدDNAها و با  قسمت روش

ƽايجاد ننمودتکثير  .  

 ۱۰۵۵ تا ۱۰۲۹فقط يک بخش ، يعني نوکلئوتيدهاƽ ما بين 

ا پتانسيل و معيارهاƽ مناسب  مايکوپلاسماهS rRNA ۱۶سکانس 

مطابقت اين بخش با . جهت پرايمر مخصوص جنس را دارد

ها و   چندين ميکروارگانيسم ، کلروپلاستrRNAسکانس 

 'ها مويد تعداد زيادƽ اتصال ناجور در قسمت  همينطور يوکاريوت

مي )  استMGSO  پرايمر ۳ 'که مطابق انتهاƽ ( اين بخش ۵

مده تطبيق اين بخش با چندين دست آه اطلاعات ب. باشد

ميکروارگانيسم، شامل اعضاƽ جنس هاƽ خويشاوند و منسوب با 

مايکوپلاسماها، يعني استرپتوکوکوس، لاکتوباسيلوس، باسيلوس، 

کلاستريديوم و اريزيپلوتريکس تائيد کننده اين موضوع است که 

همينطور تطبيق اين بخش . اختلافات زيادƽ ما بين آنها وجود دارد

ا گونه هاƽ متعدد موجود در موليکوت، مويد هومولوژƽ و ب

  طور غير ه  و آن هم ب ، ، در حد يک يا دو نوکلئوتيد اختلافات کم
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  ). مشخصCFU(  بهينه شده با استفاده از نمونه هاƽ مشخص کلني کانت شده PCRآزمون حساسيت  : ۴شکل 

 ۲به ترتيب ستون  حاوƽ نمونه هاƽ مشخص و۸ الي ۲ ستون; کنترل مثبت،۱ ستون;)فرمنتاس (bp DNA Ladder ۱۰۰ سايز مارکر ، Mستون

)CFU ۳۱۲۵۰ (، ۳ ستون) CFU ۶۲۵۰ (، ۴ ستون ) CFU ۱۲۵۰ (، ۵ ستون  ) CFU ۲۵۰(، ستون   

۶) CFU  ۵۰ (، ۷ ستون) CFU ۱۰(، ۸ ستون)CFU ۲(، کنترل منفي ،۹ ستون ) افر و ب% ۲آگاروزTBE 0.5X.(   

  

  

بنابراين .   پرايمر طراحي شده مي باشد۳ 'متمرکز و دور از ناحيه 

اعضاء جنس موليکوت به وسيله کاربرد اين پرايمر، تکثير مي 

در ضمن اين تطبيق ها نشان دهنده آن است که پرايمر به . گردند

کار رفته براƽ جنس مايکوپلاسما، منحصر نمي باشد و اعضاء جنس 

 آپلاسما، اسپيروپلاسما و اکول پلاسما نيز در استفاده از اين اوره

به دليل اينکه فقط .  ، تکثير مي يابندS rRNA ۱۶پرايمرهاƽ بخش 

مايکوپلاسما تعيين هويت شد لذا  يک بخش مخصوص

 ، در جفت ۵ ' به عنوان پرايمر Shah-GPO3اليگونوکلئوتيد 

  .پرايمر مخصوص جنس مورد استفاده واقع شد

  

  :بحث
عفونت مايکوپلاسمايي کشت هاƽ سلولي موجب تغييرات 

بيوشيميايي و ژنتيکي و نتيجتا تفسير نامتناسب نتايج آزمايش بر 

بنابراين، جستجوƽ آلودگي . روƽ کشت هاƽ سلولي آلوده مي گردد

مايکوپلاسمايي به طور دوره اƽ در آزمايشگاه هايي که با کشت 

  ). ۲۷و ۲۸( شودسلول سروکار دارند بايستي انجام

تلفيق نتايج سرولوژيک و بيوشيميايي اغلب وسيله اƽ مفيد جهت 

معذالک، داده هاƽ بيوشيميايي . ها مي باشد تعيين هويت موليکوت

حاصل اغلب فاقد قدرت شناسايي بوده و همينطور مسئله واکنش 

لوژيکي و حساسيت کم، هميشه يکي از سدهاƽ مهم متقاطع سرو

در اين مطالعه ). ٢٩-٣١(هاƽ سرولوژيک مي باشدکاربرد روش

سعي شده است با استفاده از روشي مولکولي و حساس، بازده تعيين 

هويت مايکوپلاسماهاƽ آلوده کننده کشت هاƽ سلولي و فرآورده 

ر اين مطالعه، نتايج به دست آمده د. هاƽ بيولوژيک افزايش يابد

دلالت بر اين موضوع دارد که مي توان از سکانس هاƽ ثابت و 

 موجود در مايکوپلاسماها، به عنوان يک S rRNA ۱۶مشترک 

هدف مناسب جهت تشخيص گونه هاƽ متعدد و آلوده کننده سرم 

هاƽ حيواني، کشت هاƽ سلولي و فرآورده هاƽ بيولوژيک، استفاده 

   . نمود

 گونه ۵اين روش بايستي نه تنها قادر به شناسايي به طور ايده آل، 

مايکوپلاسما هيورينيس، آرجينيني، اورال، (تيپيک آلوده کننده

ƽآلودگي ها % ۹۸و عامل بيش از ) فرمنتانس و اکولپلاسما ليدلاو

بلکه بايستي ساير گونه هاƽ آلوده کننده موليکوت ) ۲، ۳، ۳۰(باشد

، اکولپلاسما، اوره آپلاسما و ها و متعلق به جنس هاƽ مايکوپلاسما

راهم شناسايي ) آلودگي است% ۲که عامل باقيمانده (اسپيروپلاسما 

 بر پايه PCRدر اين مطالعه سعي شده است يک سنجش   . نمايد

 S rRNAپرايمرهاƽ مخصوص گروه مايکوپلاسما و هدف ژني  

نتخاب بر اين مبنا با ا . که مقاصد بالا را مهيا کند توسعه داده شود۱۶

 ƽسکانس هاS rRNA۱۶ ƽمايکوپلاسما و صف بند ƽتعداد زياد 

  پروکاريوت ها،  و تجزيه و تحليل کامپيوترƽ با سکانس هاƽ ديگر
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 ƽپرايمرهاShah-GPO-3 و MGSOتکثير .  انتخاب شدندin-

vitroوسيله  ه  بPCR و با استفاده از اين جفت پرايمر، منتج به 

تکثير سکانس اعضاء موليکوت ذکر شده در بالا، و عدم تکثير هيچ 

ها گرديد و البته در اين بررسي،  تنوع محصول با ساير پروکاريو

هاƽ  مناسب بودن اين پرايمرها و سنجش جهت تشخيص آلودگي

در عين حال نتايج . مايکوپلاسمايي در کشت سلول ثابت گرديد

  .وسيله تکنيک تعيين ترادف  تائيد گرديده  حاضر بPCRسنجش 

هاƽ رنگ   با کشت ميکروبي، روشPCRمقايسه ما بين تکنيک 

 ƽآميزDNAفلوروکروم، و تکنيک هيبريديزاسيون   با رنگ ƽها

 روشي حساس، سريع و کارآمد PCRمويد اين موضوع است که 

 هفته وقت در  ۴يک تا هاƽ کشت ميکروبي مستلزم  روش. است

علاوه، مي دانيم که هنوز برخي از سويه ه ب. آزمايشگاه مي باشد

يکروبي م هاƽ زياد در کشت هاƽ مايکوپلاسما علي رغم پيشرفت

رشد              ) M. hyorhinisمانند (غير قابل رشد و يا به سختي زياد 

در مطالعات مشابه که از تکنيک کشت به همراه ). ۳۲(مي نمايند

داده شده   استفاده شده نشانPCRهاƽ ديگر مثل روش  روش

است که تکنيک کشت داراƽ نتايج منفي کاذب زيادƽ مي باشد 

ها، تفسير نتايج هيبريديزاسيون و   کشتدر مورد). ۳و۶و۸و۲۱(

 ƽرنگ آميزDNAدليل آلودگي باکتريايي غير ممکن استه  ب .  

هاƽ   با رنگDNAترين عيب تکنيک رنگ آميزƽ  مهم

اين اشکال ناشي از حضور . فلوروکروم، مشکل تفسير نتايج است

ƽآلوده کننده يا اسيد نوکلئيک تجزيه شده که باعث  باکتر ƽها

ترتيب  گنال فلوئورسانس خارج هسته اƽ شده و بدينايجاد سي

  ). ۳۲( مي گردد ناشي مي شودپنهانحضور مايکوپلاسما 

  PCRبر پايه همان اصول ) دورگه سازƽ(تکنيک هيبريديزاسيون

طور نسبي سريع هستند ه اگر چه هر دو روش ب. بنا نهاده شده است

نتايج  گاهي تفسير ،طور مثاله ب. هايي هم دارند اما فرق

بدين معني که نوعا تفريق . دلايلي مشکل مي شوده هيبريداسيون ب

دليل ه هاƽ غير ويژه،  ب هاƽ مخصوص و سيگنال بين سيگنال

ƽگرم مثبت مشکل مي  حضور واکنش متقاطع ما بين باکتر ƽها

بنابراين، نتايج مثبت هيبريديزاسيون، فقط زماني مورد ). ۳۳(گردد

ي هيچ باکترƽ گرم مثبت ديگرƽ را استناد است که کشت ميکروب

  حساسيت بالاتر آن نسبت به تکنيکPCRمزيت ديگر . نشان ندهد

 rRNAحساسيت روش هيبريديزاسيون . هاƽ دو رگه سازƽ است

 ارگانيسم است در مواردƽ مانع از ۱۰ ۴ تا ۱۰ ۳ که حدود DNAبا 

 بنابراين موارد .تشخيص مايکوپلاسما در نمونه هاƽ آلوده مي گردد

ƽتکنيک  فوق مبين برتر ƽهاPCRکلاسيک،   نسبت به روش ƽها

مانند (خصوصا در مواردƽ است که تعداد عامل در نمونه کم است

هاƽ زدودن  درست قبل از تهاجم عفونت، بعد از روش

  ).مايکوپلاسما، يا در حضور سرم با تعداد کم عامل

هاƽ  ب جهت تکنيکهاƽ زياد و فضاسازƽ مناس علي رغم مراقبت

 در سيستم DNA ،  باز امکان آلودگي با PCRتکثيرƽ همچون 

باعث مثبت هاƽ کاذب  در نتيجه  تشخيص مولکولي وجود دارد که

البته تجربه نشان داده است که با اختصاص فضاها و . مي گردد

پيش بيني شده، اين امکان ) هاƽ زون(تجهيزات مناسب در مناطق 

کنترل (لذا کاربست کنترل هاƽ مناسب. ددبه صفر نزديک مي گر

در مراحل مختلف استخراج ) مثبت، منفي و يا نوعا کنترل دروني

DNA تکثير و مرحله تشخيص،  کمک شاياني به کاهش آلودگي  ، 

  . و نشاندادن آن مي نمايد

تعداد کم مايکوپلاسما در ) ۱:  منفي عمدتا به دو دليلPCRنتايج 

بدين معني که به بخشي از (ايکوپلاسما عدم توزيع م) ۲نمونه و 

 ƽکشت،  مايکوپلاسما چسبيده و بنابراين وقتي که برا ƽسلول ها

اولين بار نمونه تقسيم مي شود حضور مايکوپلاسما در برخي لوله 

  . به وجود مي آيد) ها بيشتر است

 ،  کاربرد روش تغيير PCRيکي از راه ها جهت افزايش حساسيت 

با ) Spaepen)  ۳۴.  استNested-PCRه نام يافته اƽ از آن ب

،  آلودگي S rRNA ۱۶استفاده از دوجفت پرايمر جهت هدف ژني 

اما دور . هاƽ مايکوپلاسمايي را با حساسيت بالايي شناسايي نمود

 و ايجاد DNA در اين روش ريسک آلودگي سيستم با  PCRدوم 

اعتماد دو حساسيت و قابليت .  مثبت هاƽ کاذب را افزايش مي دهد

ƽشرط لازم يک تکنيک تشخيص ميکروبي بر مبنا  PCR مي 

مطالعات قبلي نشان داده است که شناسايي جنس . باشد

 در مقايسه با روش هاƽ کلاسيک PCRمايکوپلاسما از طريق 

اما اين موضوع از جهت حساسيت و ويژگي . برترƽ هايي دارد

و شرايط واکنش بهينه نمودن سکانس پرايمر . هنوز قابل بحث است

در اين بررسي موجب تشديد حساسيت، ويژگي و همينطور قابليت 

مشخصا ويژگي ارائه شده روش . تکرار و اعتماد بيشتر شده است

اخير جهت تفريق مابين آلودگي مايکوپلاسمايي از ديگر عوامل 

آلوده کننده احتمالي شامل اشريشياکلي، استافيلوکوکوس اورئوس و 

  .ن بيشتر استمخمرهاƽ جوانه ز

  ƽهدف اوليه در اين بررسي ارائه يک روش قابل اعتماد برا

شناسايي مايکوپلاسماها در کشت سلول، سرم هاƽ حيواني، 

 ƽکاربرد تکنولوژ ƽبيولوژيک و بر مبنا ƽفرآورده هاPCRبه .  بود  

   عنوان  را بهrRNA   مشترک ژن همين منظور بخش هاƽ ثابت و
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هاƽ آن و همينطور ثابت و  سکانس هدف تکثيرƽ، به دليل فراواني

ها در طول تکامل،  مشترک بودن آنها در بين اعضاء موليکوت

هاƽ   آلودگيPCRطور معمول، آناليز ه ب. نتخاب نموديما

مايکوپلاسمايي نيازمند پرايمرهايي است که اجازه شناسايي 

هاƽ غير مايکوپلاسمايي  ها و تفريق آنها از ساير آلودگي موليکوت

علاوه، اين رويه بايستي فارغ از واکنش متقاطع با ه ب. را بدهد

DNAسلولي باشد   دودمان ƽه ک ارائه شده حاضر که بتکني. ها

صورت يک پروتکل تک مرحله اƽ است قادر به شناسايي حداقل 

 هدف در نمونه هاƽ بيولوژيک بوده و DNA کپي از مولکول ۱۰

  ژنوميک ديگر ارگانيسمDNAشواهد مويد عدم واکنش متقاطع با 

ها شامل انسان، موش، ساکاروميسس سرويزيه، و اشريشيا کلي 

ديگر ارائه شده توسط محققين داراƽ حد هاƽ  پروتکل. است

گونه )۱ مايکوپلاسما، بسته به ۱۰۰ الي ۱شناسايي بين 

نوع و طراحي )PCR ، ۳هدف ژني )۲مايکوپلاسماƽ آزمايش شده، 

  .)۳۵-۳۸( ، بيان شده استPCRشرايط ) ۴پرايمر ، و 

  

  : نتيجه گيري
 هاƽ ثابت و  بر مبناƽ سکانسPCR که سنجش نشان دادندنتايج 

،  يک تکنيک مفيد،  ارزشمند و S rRNA۱۶مشترک موجود در 

 دقت بالا جهت شناسايي وقابل اعتماد با حساسيت،  ويژگي،

هاƽ مايکوپلاسمايي در کشت سلول و ساير فرآورده هاƽ  آلودگي

البته تحقيقات بيشترƽ بايستي در زمينه استخراج .  بيولوژيک است

DNAتغليظ نمونه،  سکانس  ،  روش ƽهدف،  روش  ها ƽها

   . شناسايي محصول تکثيرƽ انجام گردد

  :تقدير و تشكر
دکتر محسن لطفي و خانم سهيلا مرادƽ از موسسه رازƽ آقاƽ از 

شناسي براƽ در اختيار  بخش مديريت کنترل کيفي و ميکروب

آقاƽ هاƽ مايکوپلاسما، آقاƽ وحيد ملاکاظمي و  گذاشتن سوش

دليل در ه تيتو پاستور ايران بشهرام آذرƽ از بخش کشت سلول انس

 صميمانه هاƽ علمي هاƽ سلولي و راهنمايي اختيار گذاشتن کشت

  .سپاس گزارƽ مي شود
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 در ناهمگوني الگوي مقاومت آمينوگليكوزيدي در ميان ايزوله هاي باليني سالمونلا
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  ۲۳/۱۲/۸۷:       تاريخ پذيرش مقاله ۱۰/۱۰/۸۷: تاريخ دريافت مقاله 

  :چكيده
. ندشو در سراسر جهان محسوب مي ، از غذا قابل انتقالگونه هاƽ سالمونلا يکي از مهم ترين عوامل بيماريزاƽ :زمينه و اهداف

ونلا بوده و مشکلات گسترده اƽ را جهت درمان آنتي بيوتيکي مقاومت آنتي بيوتيکي، يک مسئله رو به افزايش در ايزوله هاƽ سالم

 تعيين الگوƽ مقاومت آمينوگليکوزيدƽ در  اين مطالعه انجامهدف از. بيمارƽ هاƽ ناشي از اين گروه باکترƽ ها ايجاد کرده است

   ميان ايزوله هاƽ سالمونلاƽ جدا شده از برخي بيمارستان هاƽ شهر تهران بود

مورد مطالعه قرار   وƽجداساز ۸۶- ۸۷  سال هاƽ طي هاƽ سالمونلا از بيمارستان هاƽ مختلف شهر تهران درسويه :روش بررسی

 ي بيوتيکيحساسيت و مقاومت آنت. ين هويت گرديدندي و سرولوژيــک تعي بيوشيــميايƽبا استفاده از تست ها اين ايزوله ها. گرفتند

  . شدتعيين ينوگليکوزيدƽ بر اساس روش استاندارد نسبت به آنتي بيوتيک هاƽ آم جدا شده ƽسويه ها

  ايزوله۳۱ مقاومت به استرپتومايسين،) %)۱/۴۴ ( ايزوله۶۰:  ايزوله جداسازƽ شده به شرح زير بود۱۳۶ مقاومت کلي بين :يافته ها

هيچ کدام از .  مقاومت به توبرامايسين%) ۷/۰ ( ايزوله۱ مقاومت به نئومايسين و %)۱/۱۹( ايزوله ۲۶ مقاومت به کانامايسين،%)۸/۲۲(

همچنين وجود الگوƽ متفاوتي از مقاومت آمينوگليکوزيدƽ به تفکيک سروگروه هاƽ . ايزوله ها  به جنتامايسين مقاومتي نشان ندادند

ه  و ب ƽB گروه به استرپتومايسين در سالمونلا%) ۸۰(طوريکه ميزان بالاƽ مقاومت ه  ب.مختلف سالمونلا در اين مطالعه مشهود بود

اين مسئله در مورد کانامايسين صادق بود .   وجود داشت Dدر گروه %) ۱۰( و بسيار کم Cدر سالمونلاƽ گروه %) ۶۹(ميزان کمتر 

در مورد نئومايسين نيز نسبتاً همين . بود% ۸/۴، و %۲/۴۷، %۳/۱۴ به ترتيب  Dو B،C گروه هاƽ در ميزان مقاومت ناهمگون زيرا

 سالمونلا به توبرامايسين مقاوم بودند و در مورد جنتامايسين هيچ مقاومتي Bايزوله هاƽ گروه % ۷/۴اما فقط .  داشتتناسب وجود

  .بين ايزوله هامشاهده نگرديد

اين مطالعه الگوƽ ناهمگوني از مقاومت آمينوگليکوزيدƽ را در ميان پنج آنتي بيوتيک مورد بررسي در بين ايزوله هاƽ  :نتيجه گيري

نسبت به توبرامايسين و اما  ، طوريکه مقاومت به استرپتومايسين و تا اندازه اƽ کانامايسين قابل توجه بوده ب. لمونلا نشان دادسا

همچنين  الگوƽ مقاومت آمينوگليکوزيدƽ در ميان سروگروه هاƽ مختلف متفاوت بود که . جنتامايسين بسيار پايين و يا صفر بود

 بيوگرام به تفکيک سروگروه ها و سرانجام اتخاذ تصميم درمان آنتي بيوتيکي خاص هر سروگروه نشان از اهميت بررسي آنتي

  .دارد

  سالمونلا، مقاومت آمينوگليکوزيدƽ، تست حساسيت آنتي بيوتيکيگونه هاƽ  :كلمات كليدي
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  : مقدمه
باکترƽ سالمونلا، يکي از اعضاء خانواده انتروباکترياسه است که به 

      صورت باسيل هاƽ گرم منفي با فلاژله هاƽ پرƽ تريش ديده

 قالفابل انتاين باکترƽ يکي از شايع ترين باکترƽ هاƽ ). ۱(مي شود 

از حيوانات به انسان است که به دليل تنوع مخازن حيواني، يکي از 

 ƽها ƽاز غذا و يکي از مشکلات فابل انتقال مهم ترين عوامل بيمار

عفونت سالمونلا ). ۲(بهداشتي در سراسر جهان محسوب مي گردد 

در انسان به صورت انتروکوليت، تب روده اƽ و عفونت سيستميک 

  ). ۳(بروز مي کند 

جاƽ يک گونه مشخص، ه  زيرا ب.طبقه بندƽ اين گروه پيچيده است

اعضاƽ . مجموعه اƽ از گونه هاƽ مختلف را تشکيل مي دهند

جنس سالمونلا اساساً بر مبناƽ اپيدميولوژƽ، نوع ميزبان، واکنش 

 ƽبيوشيميايي و ساختار آنتي ژن ها ƽهاO ،H و Vi)  در صورت

 سروتايپ ۲۵۰۰نون در حدود تاک). ۳(طبقه بندƽ مي شوند ) وجود

 ƽسالمونلا بر اساس آنتي ژن ها O وH ۴( شناسايي شده است.(  

 ƽآنتي بيوتيکي در سالمونلا به مانند ساير اعضا ƽمقاومت ها

مقاومت آنتي بيوتيکي، يک . خانواده انتروباکترياسه شايع مي باشد

مسئله رو به افزايش در ايزوله هاƽ سالمونلا بوده و مشکلات 

ترده اƽ را جهت درمان آنتي بيوتيکي بيمارƽ هاƽ ناشي از اين گس

يکي از مکانيسم هاƽ مقاومت . گروه باکترƽ ها ايجاد کرده است

آنتي بيوتيکي، مقاومت ناشي از موتاسيون هاƽ کروموزومي است که 

 و کاربرد آنتي بيوتيک باعث ،در غياب آنتي بيوتيک نيز رخ مي دهد

 و گزينش ايزوله هاƽ مقاوم مي شود نابودƽ ايزوله هاƽ حساس

مکانيسم دوم مقاومت آنتي بيوتيکي، مقاومت ناشي از تبادلات ). ۵(

اين نوع . ژنتيکي است که غالباً به وسيله پلاسميدها ايجاد مي شود

مقاومت در برابر آنتي بيوتيک هاƽ آمينوگليکوزيدƽ استرپتومايسين، 

هدف ما از ). ۵( است نئومايسين، کانامايسين و غيره گزارش شده

انجام اين مطالعه تعيين الگوƽ مقاومت آمينوگليکوزيدƽ در ميان 

ايزوله هاƽ سالمونلاƽ جدا شده از برخي بيمارستان هاƽ شهر 

  .بودتهران 

  

  :مواد و روش ها
 ƽنمونه  .  انجام شده است۸۶-۸۷اين مطالعه توصيفي طي سال ها

ان شهر تهران، بلافاصله مدفوع بيماران بسترƽ شده در چند بيمارست

  Fبعد از نمونه گيرƽ به محيط هاƽ کشت غني کننده مثل سلنيت

 درجه سلسيوس ۳۷ ساعت در دماƽ ۸-۱۲انتقال يافته و به مدت 

   بر روƽ محيط هاƽ اختصاصي  F محيط سلنيتاز. قرار داده شدند

  

 XLD (Xylose lysine deoxycholate agar)و افتراقي مانند

agarو (Salmonella and Shigella agar) SS agar  کشت 

 درجه سلسيوس قرار داده ۳۷ ساعت در دماƽ ۲۴داده و به مدت 

 از .شدندروز بعد، کلني هاƽ مشکوک به سالمونلا جداسازƽ . شدند

هر تک کلني خالص، در شرايط استريل، بر روƽ محيط 

ƽها(Triple sugar iron agar) TSI ،اوره، ليزين آيرون آگار ، 

 کشت MRVP (Methyl red voges proskauer)سيترات و

 درجه سلسيوس قرار داده ۳۷ ساعت در دماƽ ۲۴به مدت شده و 

  .شدند

  ƽبيوشيميايي و بررسي واکنش ها ƽپس از انجام آزمون ها

بيوشيميايي جهت جداسازƽ و تأييد سالمونلا، آزمون سروتايپينگ 

ي سرم مربوطه  با آنت Vi و O ،Hجهت مشخص نمودن آنتي ژن

بدين ترتيب که پس از تهيه سوسپانسيون باکترƽ و . انجام گرديد

، در )بهار افشان و کوشا فناورگيتي(مجاور کردن آن با آنتي سرم 

 دقيقه آگلوتيناسيون مشاهده ۲ تا ۱صورت مثبت بودن به مدت 

  .  گرديد

ديسک هاƽ آنتي بيوتيکي مورد استفاده در اين تحقيق شامل آنتي 

، )gµ۱۰(، جنتامايسين )gµ۱۰(تيک هاƽ استرپتومايسين بيو

) gµ۳۰(و کانامايسين ) gµ۳۰(، نئومايسين )gµ۱۰(توبرامايسين 

تعيين حساسيت آنتي بيوتيکي از روش ديسک جهت  .بودند

  (Kirby- Baure disk diffusion method)ديفيوژن آگار

 سرم آزمون با استفاده از سوسپانسيون باکترƽ در.استفاده شد

فيزيولوژƽ و مقايسه کدورت آن با استاندارد نيم مک فارلند انجام 

 بر  استريلاƽ  پنبهبسوسپانسيون تهيه شده به وسيله سوا. گرديد

روƽ محيط مولر هينتون آگار ساخت کارخانه مرک آلمان به صورت 

متراکم کشت داده شد، سپس ديسک هاƽ آنتي بيوتيک با پنس 

 ۱۸-۲۴پليت ها به مدت . ر گرفتنداستريل در سطح محيط قرا

 ƽدرجه سلسيوس در انکوباتور قرار داده شدند۳۷ساعت در دما . 

ه سپس با توجه به قطر منطقه ممانعت از رشد و اندازه گيرƽ آن ب

 Clinical and)وسيله خط کش و با استفاده از جدول استاندارد

laboratory standards institute) CLSI  مقاومت و يا ،

. اسيت باکترƽ به آنتي بيوتيک هاƽ مورد نظر مشخص گرديدحس

  ATCC 25922ارگانيسم استاندارد اشرشيا کليدر اين تحقيق از 

  .به عنوان ارگانيسم کنترل در انجام آزمايش استفاده شد
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  :يافته ها

نتايج کلي مقاومت دارويي .  ايزوله سالمونلا جداسازي شد۱۳۶

 )%۱/۴۴( ايزوله۶۰:ايزوله هاي جداسازي شده بدين شرح است

مقاومت به  )%۸/۲۲(  ايزوله۳۱مقاومت به استرپتومايسين،

 ايزوله ۱ مقاومت به نئومايسين و)% ۱/۱۹(  ايزوله۲۶ کانامايسين،

هيچ کدام از ايزوله هابه جنتامايسين . به توبرامايسين مقاومت)۷/۰%(

  .مقاومت نشان ندادند 

  

هاي سالمونلا جدا  نشان دهنده توزيع فراواني سروگروه ۱جدول 

 نيز نشان ۲جدول . شده بر حسب نتيجه آنتي بيوگرام مي باشد

دهنده فراواني الگوهاي مقاومت يگانه و چندگانه آنتي بيوتيکي در 

در اين . بين سروگروه هاي سالمونلا جداسازي شده مي باشد

مطالعه وجود الگوي متفاوتي از مقاومت آمينوگليکوزيدي به تفکيک 

  .ي مختلف سالمونلا مشهود بودسروگروه ها

  
  

  

  

  توزيع فراواني سروگروه هاي سالمونلاي جدا شده بر حسب نتيجه آنتي بيوگرام: ۱جدول

*S:susceptible, I: Intermediate, R: Resistant 

 

 نوع استرپتومايسين کانامايسين نئومايسين توبرامايسين جنتامايسين

S* I R S I R S I R S I R S I R  

١ ١٧ - ٢٠ -  ادتعد ١۶ ٢ ٢ ٣ ٣ ١۵ ٣ ٧ ١۶ ١

۵/٩۴ ۵/۵ ٠ ٣/٩۵ ٠  درصد ٨٠ ١٠ ١٠ ٣/١۴ ٣/١۴ ٧١/۴ ١١/۵ ٢٧ ۵/۶١ ۴/٧
  Bسالمونلا سروگروه

۵۶ ١ - ۵۴ -  تعداد ٣٨ ٨ ٩ ٢۵ ١ ٢٧ ٢١ ١٢ ٢١ -

٠ ٧/١ ٣/٩٨ ٠ ١٠٠  درصد ۶٩ ١۴/۵ ١۶/۵ ۴٧/٢ ٨/١ ۵١ ٩/٣٨ ٢/٢٢ ٩/٣٨ ٠
 Cسالمونلا سروگروه

۶١ - - ۶١ -  تعداد ۶ ١۵ ۴٠ ٣ ٢ ۵٧ ٢ ٣ ۵١ -

٠ ٠ ١٠٠ ٠ ١٠٠  درصد ١٠ ٢۴/۵ ۵/۶۵ ۴/٨ ٢/٣ ٩٢ ٧/٣ ۵/٣ ٩١ ٠
 Dسالمونلا سروگروه

١٣۴ ٢ - ١٣۵ -  تعداد ۶٠ ٢۵ ۵١ ٣١ ۶ ٩٩ ٢۶ ٢٢ ٨٨ ١

۵/٩٨ ۵/٠ ١ ٠ ٣/٩٩  درصد ۴۴/١ ١٨/۴ ٣٧/۵ ٨/٢٢ ۴/۴ ٨/٧٢ ١/١٩ ٢/١۶ ۶۴/٧ ٧/٠

 جمع
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  فراواني الگوهاي مقاومت آنتي بيوتيکي در بين سروگروه هاي سالمونلا: ۲جدول

KAN        ) کانامايسين( ،STR) استرپتومايسين( ،NEO) نئومايسين ( وTOB) توبرامايسين.(  

  
  :بحث
يا سيپروفلوکساسين،  ها نظيرافلوکساسينوروکينولونحاضرفل درحال

سفالوسپورين هاي نسل سوم نظير سفترياکسون و همچنين آنتي 

تري هاي کلرامفنيکل، آموکسي سيلين، آمپي سيلين و  بيوتيک

 جهت درمان بيماري هاي ناشي از متوپريم سولفامتوکسازول

اطي از جهان قندر  اما .کار مي رونده سالمونلا از جمله تيفوئيد ب

سويه هايي هر چند نادر با مقاومت سطح بالا به سفالوسپورين هاي 

 ،رو از اين) ۶ (نسل سوم و فلوروكينولون ها گزارش شده است

توجه به آنتي بيوتيک هاي قديمي که حساسيت باکتريايي هنوز هم 

عنوان يک ه به آنها وجود داشته و يا ظهور نموده است هميشه ب

آمينوگليکوزيدها آنتي . ي مي بايستي مدنظر باشدرويکرد درمان

بيوتيک هاي وسيع الطيفي هستند که اثرضد باکتريايي را از طريق 

اتصال اختصاصي به ريبوزوم باکترياي و تداخل در سنتز پروتئين 

اين آنتي بيوتيک ها داروهاي استاندارد طلايي براي . اعمال مي کنند

 اما قابليت استفاده .مي شوندباکتري هاي بيماريزاي جدي محسوب 

درماني در عفونت هاي ناشي از عفونت هاي درون سلولي مانند 

. بيماري هاي کلاميديايي و يا باکتري هاي درون سلولي را ندارند

اين مسئله به کاهش نفوذپذيري اين آنتي بيوتيک ها در غشاي 

در مطالعه ما، نتايج ).۷(سلول هاي يوکاريوتي نسبت داده شده است 

حکايت از وجود الگوي ناهمگوني از مقاومت آمينوگليکوزيدي در 

   .داردهاي سالمونلا   آنتي بيوتيک مورد بررسي در بين ايزوله۵ميان 

  

  

طوريکه مقاومت به استرپتومايسين و تا اندازه اي کانامايسين قابل ه ب

يسين بسيار  در صورتيکه نسبت به توبرامايسين و جنتامااستتوجه 

همچنين  الگوي مقاومت آمينوگليکوزيدي . مي باشدپايين و يا صفر 

طوريکه ميزان ه  ب.استدر ميان سروگروه هاي مختلف متفاوت 

نسبت به استرپتومايسين در سالمونلاي %) ۸۰(بالاي مقاومت 

 و بسيار کم Cدر سالمونلاي گروه %) ۶۹( و به ميزان کمتر  Bگروه

هم اين مسئله در مورد کانامايسين . داردجود  وDدر گروه %) ۱۰(

 D و B،C گروه هاي درا ميزان مقاومت ناهمگون زير .استصادق 

در مورد نئومايسين نيز . است% ۸/۴، و %۲/۴۷، %۳/۱۴ به ترتيب 

 Bايزوله هاي گروه % ۷/۴اما فقط . داردنسبتاً همين تناسب وجود 

 مورد جنتامايسين هيچ  و درهستندسالمونلا به توبرامايسين مقاوم 

مطالعات ديگري مقاومت .  مقاومتي بين ايزوله هامشاهده نگرديد

روند Asaker  .اندک نسبت به آمينوگليکوزيدها را نشان داده اند

ايجاد مقاومت آنتي بيوتيکي ايزوله هاي مختلف سالمونلا متعلق به 

ه  آنتي بيوتيک از جمل۸ را در ترکيه مقابل D و C و Bگروه هاي 

 بررسي نموده و به ترتيب ۱۹۹۴ تا ۱۹۸۷جنتامايسين طي سال هاي 

                  نسبت به اين ۱۹۸۷نشان داد که مقاومت در سال 

 ۱۹۸۹، در سال % ۶۰ حدود ۱۹۸۸، در سال %۵۲آنتي بيوتيک حدود 

  ،%۲۳ حدود ۱۹۹۱، در سال %۱۷ حدود ۱۹۹۰، در سال %۲۹حدود 

  

 سروگروه سالمونلا الگوي مقاومت آنتي بيوتيکي تعداد ايزوله ها

١ KAN, STR, NEO, TOB 
١ KAN, STR, NEO 
١ KAN, NEO 
١۴ STR 
 عدم مقاومت ٢

B 

١۶ KAN, STR, NEO 
٢ KAN, NEO 
١ KAN, STR 
١٧ STR 
٢ KAN 
 عدم مقاومت ٩

C 

٢ KAN, STR, NEO 
۴ STR 
١ KAN 
 عدم مقاومت ۴٠

D 
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و در سال % ۲۰  حدود ۱۹۹۳، در سال%۱۵ حدود ۱۹۹۲در سال 

  ).۸( به صفر درصد رسيده است ۱۹۹۴

آمينوگليکوزيدها در ايزوله هاƽ سالمونلا نسبت مقاومت پايين به 

در يک گزارش در برزيل که در ) سالمونلا انتريتيديس (Dگروه 

جهت آنتي % ۷۵/۳و  % ۲۵/۱منتشر شد به ترتيب  ۲۰۰۶سال 

  ).۹(بيوتيک هاƽ کانامايسين و نئومايسين بود 

 ،هم در سائوپائولو برزيل،در مطالعه ديگرƽ در آمريکاƽ جنوبي

ه  ب.يت نسبت به آمينوگليکوزيدها نشان داده شدتفاوت حساس

از ايزوله هاƽ % ۲/۳۱، %۴/۲، %۹/۷، %۷/۱، %۵/۱۸ترتيب ه طوريکه ب

، تايفي موريوم ) Dگروه(، دوبلين ) Cگروه(سالمونلا اينفانتيس 

، و آگونا به توبرامايسين مقاوم ) Cگروه(، انتريتيديس ) Bگروه(

و % ۸/۰، %۲/۶، %۷/۱، %۷/۳ اين نسبت در مورد آميکاسين. بودند

به % ۳۰و % ۷,۴، %۷، %۵/۳، %۷/۱۶و در مورد جنتامايسين % ۱۵

، دوبلين ) Cگروه(ترتيب در ايزوله هاƽ سالمونلا اينفانتيس 

، و آگونا ) Cگروه(، انتريتيديس ) Bگروه(، تايفي موريوم ) Dگروه(

 ).۱۰(بود 

ن يک  و همکاران در بخش نوزاداFriedlanدر قاره ديگر، 

بيمارستان بزرگ در آفريقاƽ جنوبي وضعيت مقاومت به 

  را از جمله آميکاسين، جنتامايسين و توبرامايسينهاآمينوگليکوزيد

شکل ه در بين ايزوله هاƽ گرم منفي از جمله سالمونلا که ب

اين  .بررسي کردندبيمارستاني و يا کسب شده از جامعه بودند،

فوريه (ستفاده از جنتامايسين  دوره يعني زمان ا۲ طي مقاومت را

 تا ۱۹۹۰فوريه (و زمان استفاده از آميکاسين ) ۱۹۹۰ تا ژانويه ۱۹۸۹

 در دوره استفاده از  کهنشان داده شد. بررسي نمودند) ۱۹۹۱ژانويه 

 ايزوله سالمونلاƽ کسب شده از جامعه ۲۳جنتامايسين،  از ميان 

 اما .مقاوم نبودندهيچ کدام به سه آنتي بيوتيک آمينوگليکوزيد فوق 

کسب شده از بيمارستان به )  ايزوله۵از مجموع (تنها يک ايزوله 

در دوره دوم يعني زمان استفاده از آميکاسين . جنتامايسين مقاوم بود

 ايزوله سالمونلا، مقاومت نسبت به جنتامايسين و ۲۴از مجموع 

ƽ  ايزوله و نسبت به آميکاسين در هيچ ايزوله ا۱توبرامايسين در 

اين وضعيت در ميان سويه هاƽ کسب شده . مشاهده نشد

  ).۱۱(بيمارستاني نيز مشاهده شد

 و همکاران در طي يک مطالعه بر روAntunes ƽدر اروپا نيز 

غذايي و ,  سويه سالمونلا جدا شده از منابع مختلف انساني۱۱۸۳

شور پرتغال نشان  در ک۲۰۰۲ -۲۰۰۳هاƽ  محيطي در طي سال

به جنتامايسين و % ۱ايزوله ها به استرپتومايسين، % ۱۷دادند که 

در آسيا و کشور همسايه  ).۱۲(به کانامايسين مقاوم بودند% ۲/۰

 و همکاران  در يک مطالعه در اسلام آباد نشان Asgharپاکستان، 

دادند تمام ايزوله هاƽ  باليني سالمونلا جز يک ايزوله که به 

 به آنتي بيوتيک هاƽ آمينوگليکوزيدƽ همگيايسين مقاوم بود، جنتام

 ).۱۳(از جمله توبرامايسين، آميکاسين و جنتامايسين حساس بودند

 ايزوله ۹۳همچنين در کشور ديگرƽ از اين قاره پهناور، مقاومت در 

 ۱۲جدا شده از کودکان زير ) سروتايپ تايفي (Dسالمونلا گروه 

 تا ۲۰۰۲هند در فاصله سال هاƽ  در Kumarسال در مطالعه 

% ۷/۹و % ۷/۸ نسبت به آميکاسين و جنتامايسين به ترتيب ۲۰۰۴

 مطالعه ۳مقاومت يکسان نسبت به اين دو آنتي بيوتيک در  ).۱۴(بود

  ).۱۶،۱۵(گزارش شده است% ۳و % ۰، % ۱۵ديگر به ترتيب 

 اما مقاومت بالا نيز نسبت به آمينوگليکوزيدها در برخي مطالعات 

طوريکه در مطالعه اƽ که در شيلي انجام شد، ه گزارش شده است ب

 ايزوله سالمونلا پاناما، بيشتر آنها ۱۳۹نشان داده شد که در ميان 

به استرپتومايسين مقاوم بودند که ناشي از وجود يک )  ايزوله۱۰۷(

همچنين نشان داده شد که .  کيلوجفت بازƽ بوده است۲۱۸پلاسميد 

دکي از ايزوله ها نسبت ساير آنتي بيوتيک هاƽ موارد انمقاومت 

آمينوگليکوزيدƽ از جمله جنتامايسين و کانامايسين ناشي از وجود 

  ).۱۷( کيلوجفت بازƽ در حال تکامل مي باشد۱۲۰يک پلاسميد 

Randall ۳۹۷ ، ۲۰۰۴ و همکاران  در طي يک گزارش  در سال 

اني از بريتانيا را از ايزوله سالمونلا انتريکا با منشاء انساني يا حيو

نظر وجود مقاومت چندگانه آنتي بيوتيکي و وجود اينتگرون ها 

 ايزوله به ترتيب به ۱۱۹و ۱۴، ۲نشان دادند که آنها .بررسي کردند

 ).۱۸(جنتامايسين، کانامايسين و استرپتومايسين مقاوم بودند

Peirano شاء  ايزوله سالمونلا انتريکا با من۱۳۵ نشان داد که از ميان

 ۱۰۳ و ۲۶، ۲۷ به ترتيب ۲۰۰۳ تا ۱۹۹۹هاƽ  مختلف طي سال

ايزوله نسبت به جنتامايسين، نئومايسين و استرپتومايسين مقاوم 

 ).۱۹(بودند

Musgrove منتشر ۲۰۰۶ و همکاران در يک مطالعه  که در سال 

 ايزوله سالمونلا جدا شده از منابع مختلف، ۴۱شد نشان دادند که از 

به جنتامايسين و % ۶۱به کانامايسين، % ۶۱پتومايسين، به استر% ۴/۶۳

 ).۲۰(هستندبه آميکاسين مقاوم % ۰
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  :نتيجه گيري
جز استرپتومايسين، به  با نتايج حاصل از بسيارƽ از مطالعات، همسو

ويژه جنتامايسين در ه مقاومت نسبت به ساير آمينوگليکوزيدها ب

  وجود در صورت.استميان سالمونلا انتريکا در ايران پايين 

    بيمارƽ هاƽ انديکاسيون دارويي ، اين آنتي بيوتيک ها در درمان

  

  

    نکته ديگرƽ که. قابليت استفاده را دارندباکترƽ هاناشي از اين 

الگوƽ مقاومت  ناهمگوني  به آن توجه داشتمي بايستي

 که نشان از استآمينوگليکوزيدƽ در ميان سروگروه هاƽ مختلف 

به تفکيک سروگروه ها و سرانجام اهميت بررسي آنتي بيوگرام 

  .اتخاذ تصميم درمان آنتي بيوتيکي خاص هر سروگروه دارد
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  ۲۶/۱۲/۸۷:تاريخ پذيرش مقاله        ۸/۸۷/ ۸:تاريخ دريافت مقاله      

  :چكيده
 به عنوان مهم ترين عضو گروه استافيلوكوك هـاƽ كوآگـولاز منفـي، در دهـه اخيـر               استافيلوكوكوس اپيدرميديس :  مقدمه و اهداف  

بـراƽ درمـان اغلـب عفونـت هـاƽ      . سومين عامل عفونت بيمارستاني و يكي از متداول ترين عوامل عفونت خون مطرح گرديده است          

داروهـاƽ  بـه   ترشح آنزيم  بتالاكتاماز نـه تنهـا باعـث ايجـاد مقاومـت               . اشي از اين باكترƽ از داروهاƽ بتالاكتام استفاده مي شود         ن

   موجب مقاومت كـاذب بـه متـي سـيلين          ،بتالاكتام مي شود بلكه ترشح زياد آن در برخي سويه هاƽ فاقد ژن مقاومت به متي سيلين                

  .مي شود

يين الگوƽ حساسيت آنتي بيوتيكي نسبت به داروهاƽ بتالاكتام، بررسي فنوتيپي حضور آنزيم بتالاكتاماز و   هدف از اين پژوهش، تع    

  .بود استافيلوكوكوس اپيدرميديسدر نمونه هاƽ باليني ) blaZ(در نهايت حضور ژن بتالاكتاماز 

 ۵۵ بيمارستان در شهر تهران جمع آورƽ شدند که از ميـان آنهـا               ۳ سويه استافيلوكوك کوآگولاز منفي از       ۶۹تعداد  : روش بررسی 

 Disc آنتـي بيوتيـک بتالاكتـام بـا روش     ۸حـساسيت آنهـا نـسبت بـه     .  شناسايي شدنداستافيلوکوکوس اپيدرميديسايزوله باليني 

diffusion  انجام شد و در نهايت حضور ژن            توليد آنزيم بتالاكتاماز توسط كلني    .  تعيين شد ƽبا تست يدومتر blaZ    بـا اسـتفاده از 

  . مطالعه شدPCRيک جفت پرايمر اختصاصي و روش 

 ايزولـه   ۵۰ بـه پنـي سـيلين،     %) ۱/۹۸(  ايزوله ۵۴نتي بيوتيكي حاصل ازآزمايش آنتي بيوگرام نشان داد كه           نتايج مقاومت آ  : يافته ها  

بـه  %) ۳/۳۶(  ايزولـه    ۲۰ بـه سـفتي زوكـسيم،     %) ۱/۴۹( ايزولـه    ۲۷ بـه سفترياكـسون،   %) ۷/۵۲( ايزولـه    ۲۹ به متـي سـيلين،    %)۹/۹۰(

سفالكـسين مقـاوم    بـه  %)۶/۲۳( ايزوله ۱۳به سفازولين و %) ۹/۳۰ (ايزوله  ۱۷ به آموكسي سيلين،%) ۵/۳۴(  ايزوله ۱۹ سفوتاكسيم،

  . را در كليه ايزوله ها تاييد كردblaZ نيز حضور ژن PCRتست هاƽ يدومترƽ كلني حضور بتالاكتاماز و نتايج حاصل از . بودند

حال آنكـه   . از ايزوله ها به انواع بتالاكتام هاƽ نسل سوم مقاوم هستند           % ۵۳تا  % ۲۴روش آنتي بيوگرام نشان داد كه       : نتيجه گيری 

       را در همـه ايزولـه هـا نـشان        blaZ حـضورژن    PCR روش   و  هـا  روش يدومترƽ كلني، توليد آنزيم بتالاكتاماز را در كليـه ايزولـه           

نتيجه گيرƽ مي شود كه روش آنتي بيوگرام به تنهـايي بـراƽ تعيـين اسـتراتژƽ درمـاني                   .  اما ميزان بيان آن متفاوت است      ،مي دهد 

  . عفونت هاƽ ناشي از اين ارگانيسم مناسب نيست

  blaZ ،ژناستافيلوكوكوس اپيدرميديسبتالاكتاماز، :  كليد واژه ها
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  : مقدمه
 مهم ترين عضو گروه استافيلوكوک استافيلوكوكوس اپيدرميديس

از عفونت هاƽ اين % ٧٥و عامل ) CoNS(هاƽ كوآگولاز منفي

 اين ميکروارگانيسم بخشي از ميكرو فلور طبيعي . مي باشد گروه

ان بوده و در مخاط بيني و بخش فوقاني مجارƽ تنفسي پوست انس

 تا مدت ها به اپيدرميديس استافيلوكوكوس ).١(مستقر مي باشد 

خاطر طبيعت همه جايي و بيماريزايي نسبتاَ ضعيف به عنوان 

 ولي در طي دهه هاƽ اخير با گسترش .ساپروفيت معرفي مي شد

 indwelling(استفاده از وسايل پزشكي تعبيه شونده در بدن 

medical devices(، نظير انواع سوندها و پروتزها، به عنوان يک 

در دهه گذشته، ). ٢(پاتوژن مهم بيمارستاني ظهور كرده است

 سومين عامل عفونت بيمارستاني و استافيلوكوكوس اپيدرميديس

يكي از شايع ترين عوامل عفونت خون مطرح و شناخته شده است 

،   ، مجارƽ ادرار  خون فونت هاƽ زخم،همچنين به دفعات از ع. 

 عفونت هاƽ پوستي و بافت نرم   باكتريمي، پنوموني، اندوكارديت،

   ). ٣(جدا شده است 

استافيلوكوكوس براƽ درمان اغلب عفونت هاƽ ناشي از 

از داروهاƽ بتالاكتام به خصوص نسل هاƽ جديد  اپيدرميديس

يش سريع مقاومت به اين اما، افزا. سفالوسپورين ها استفاده مي شود

داروها موجب ناموفق بودن درمان عفونت هاƽ وابسته به اين 

اصلي ترين مكانيسم مقاومت به داروهاƽ . ارگانيسم شده است

ک ها توليد آنزيم هاƽ بتالاكتاماز و يا تغيير استافيلوكوبتالاكتام در 

 ,Penicillin Binding Proteins(پروتئين هاƽ ديواره 

PBPs (  به دارو دارند مي ƽمنجر وباشد كه تمايل كاهش يافته ا 

 ،ƽنيمه سنتز ƽبه مقاومت وسيعي نسبت به پني سيلين ها

بتالاکتامازها به طور  .سفالوسپورين ها و كرباپنم ها مي شود

 ساختار به نحوب کهانتخابي، حلقه بتالاکتام را باز مي کنند 

 . ها برقرار نمايدPBPتغييريافته دارو نمي تواند اتصال موثرƽ با 

  ). ۴(بنابراين سنتز ديواره سلولي ادامه مي يابد 

 ƽبالينيهمبستگي بين مقاومت به پني سيلين در ايزوله ها 

لاكتاماز اولين بار در سال -β و توليد استافيلوكوكوس اورئوس

% ۵طبق آمار سويه هاƽ مقاوم باكترƽ از ميزان .  گزارش شد۱۹۴۴

در حال % ۹۰ و به بيش از ۱۹۵۰ سال در% ۵۰، به ۱۹۴۶در سال 

   ).۵ (حاضر رسيده است

 نوع بتالاکتاماز استافيلوکوکي ۴از آنجايي که نواحي رمز کننده 

همپوشاني دارند، تنها با روش هاƽ سرولوژيکي و تفاوت در 

  هيدروليز سوبسترا مي توان نوع بتالاکتاماز را در باکترƽ تشخيص 

  

  

 نظير روش هاƽ ، روش هاƽ فنوتيپي توليد آنزيم بتالاکتاماز.داد 

) نيتروسفين( يدومترƽ، اسيدومترƽ و سفالوسپورين هاƽ رنگ زا

  ). ۴(فقط حضور اين آنزيم را گزارش مي کنند 

ترشح آنزيم هاƽ بتالاکتاماز نه تنها باعث ايجاد مقاومت باكترƽ در 

ح زياد آن در برخي شود، بلكه ترش برابر داروهاƽ بتالاكتام مي

 موجب مقاومت كاذب ،سويه هاƽ فاقد ژن مقاومت به متي سيلين

 ).۶(به متي سيلين مي شود 

هدف از انجام اين پژوهش، تعيين الگوƽ حساسيت آنتي بيوتيكي 

 نسبت به داروهاƽ استافيلوكوكوس اپيدرميديسنمونه هاƽ باليني 

ماز و در نهايت تعيين بتالاكتام، تعيين فنوتيپي حضور آنزيم بتالاكتا

  .بود) blaZ(وجود ژن بتالاكتاماز 

  

  : مواد و روش ها
  :  جمع آورƽ و شناسايي نمونه ها

 امام   از بيمارستان هاƽ طالقاني،CoNS نمونه باليني ۶۹ تعداد 

 نمونه ها شامل .حسين و بوعلي در شهر تهران جمع آورƽ شدند

 سر   لوله سينه،  تراشه،  لوله    خلط،  ترشحات زخم،  خون، ادرار،

 در آزمايشگاه .بودند) رگ تغذيه کننده قلب ( GV lineسوند و 

 ƽاستافيلوكوكوس اپيدرميديسايزوله ها ƽبا استفاده از رنگ آميز 

،   كوآگولاز گرم و تست هاƽ بيوشيميايي استاندارد نظير كاتالاز،

ه ، مقاومت به باسيتراسين و حساسيت بDNase  تخمير مانيتول،

براƽ كليه تست ها از سويه . نووبيوسين شناسايي شدند

 به عنوان كنترل  ATCC 25923 استافيلوكوكوس اورئوس

  .استفاده شد

  : تست آنتي بيوگرام

شامل   آنتي بيوتيک بتالاكتام٨ ايزوله هاƽ باليني به حساسيت تعيين

 سفتي   سفترياكسون،  آموكسي سيلين،  متي سيلين، پني سيلين،

شركت پادتن طب ( و سفالكسين  ، سفازولين  سفوتاكسيم ،زوكسيم

در اين . ، انجام شدKirby-Bauerبا استفاده از روش ) ايران

مک فارلند در ۵/۰روش، سوسپانسيوني از باكترƽ با كدورتي معادل 

هينتون تهيه و به وسيله سواب استريل روƽ سطح -محيط مايع مولر

پس ديسک ها با فواصل س. هينتون تلقيح مي گرديد-آگارمولر

 ساعت ٢٤ بعد از .شدمي مناسب روƽ سطح پليت قرار داده 

 ƽدر دما ƽگرماگذارC° ۳۵ ƽعدم رشد اندازه گير ƽقطر هاله ها ،

  ) . ۷(مي گرديد 
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  :   تست يدومترƽ كلني

توليد آنزيم بتالاكتاماز با تست يدومترƽ كلني براƽ تمام ايزوله ها  

 سانتي متر بريده ٢۵هاƽ حاوƽ نشاسته به ابعاد  كاغذ.انجام شد

 G گرم پني سيلين ۱/۰ دقيقه در محلول حاوƽ ١٠شده و به مدت 

. شدندمي  خيسانده M  ۱/۰ ميلي ليتر بافر فسفات پتاسيم١٠در 

وسيله لوپ استريل، كلني هاƽ ايزوله از كشت هاƽ يک ه سپس ب

ƽدر  دق٣٠ به سطح كاغذ منتقل و پس از  شبه باكتر ƽيقه گرماگذار

ƽدما °C ايجاد هاله .  محلول يد گرم به كاغذها اضافه گرديد  ،٣٧

اين هاله ها . سفيد در اطراف كلني نشانه توليد آنزيم بتالاكتاماز بود

در نتيجه تخريب حلقه بتالاكتام به وسيله آنزيم و ايجاد پني 

 -سيلانيک اسيد به وجود مي آيند كه كمپلكس بنفش رنگ نشاسته

  ).۸(يد در اطراف كلني را بي رنگ مي كند 

  : PCR  و آزمايش  DNAاستخراج  

از . انجام شد) Boiling( با روش جوشاندن DNAاستخراج  

 استفاده  ٣٧ C°  ساعته  باكترƽ در محيط آگارمغذƽ در۲۴کشت 

  سپس يک لوپ كامل از كشت باكترƽ به يک لوله اپندورف . شد

  

 ƽمحتو µl٢۵دقيقه ٢٠ريل انتقال و پس از  آب مقطر است٠ 

 x  دقيقه و با سرعت ۵ به مدت  گرماگذارƽ در حمام آب جوش،

gسانتريفيوژ شد١٢٠٠٠ . ƽاز مايع رويي حاو DNA به عنوان 

  ). ۱۰و ۹( استفاده شد  PCRالگو در واكنش 

براƽ تشخيص حضورژن مقاومت به بتالاكتاماز  PCR تست 

)blaZ (کار گرفته شده در دستگاه ه مه ب برنا٢و١جداول . انجام شد

  پرايمرهاƽ .دهند ترموسايکلر و مخلوط واکنش ها را نشان مي

ForwardوReverse  آمپليفيکاسيون ژن بتالاكتاماز ƽكه برا 

 ƽاستفاده شدند به ترتيب ترادف هاACT TCA ACA CCT 

GCT GCT TTC  وTGA CCA CTT TTA TCA 

GCA ACC  مشاهده محصول . بودند ƽبرا PCR از ژل آگارز ،

 bp 100 تعيين سايز محصول با استفاده از ماركر .استفاده شد% ۱

ladder ) Fermentas ( صورت گرفت)طول محصول ). ١۱

  . بود١٧٠ bpتكثير شده با اين جفت پرايمر، 

  

  

  

 PCR برنامه دمايي و زماني :۱جدول 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  دما مراحل

)°C(   

 زمان

 )دقيقه(

Initial-Denaturation ٢  ٩٤ 

Denaturation ١ ٩٤ 

Annealing ١ ٥٥ 

Extension ٢ ٧٢ 

Final-Extension ٥ ٧٢ 

Cycle Count ٣٠ 
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 PCR غلظت هاƽ مخلوط :٢جدول

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  

  
  
  
  
  

  :نتايج
 ƽبيمارستانازاستافيلوكوكوس اپيدرميديس به دست آمده سويه ها  

      و %۱۰۰ ،  %۵/۹۲به ترتيب   هاƽ طالقاني ، بوعلي و امام حسين

 ۵۵   در مجموع.  بودند دريافتيCoNS نمونه هاƽ از ۵/۶۲%

آنها اغلب  جمع آورƽ شد که استافيلوکوکوس اپيدرميديس ايزوله

نتايج حاصل از .ه بودند خون و ادرار به دست آمدهاƽ از عفونت

    به%)  ۱/۹۸(   ايزوله ۵۴تست هاƽ آنتي بيوگرام نشان داد که 

به %) ۷/۵۲(ايزوله  ۲۹به متي سيلين، %)۹/۹۰( ايزوله  ۵۰پني سيلين،

           ايزوله  ۲۰ زوكسيم،سفتي به %)۱/۴۹(ايزوله ۲۷سفترياكسون،

 ۱۷به آموكسي سيلين،%) ۵/۳۴(ايزوله  ۱۹به سفوتاكسيم،%) ۳/۳۶( 

به سفالكسين %)۶/۲۳( ايزوله  ۱۳به سفازولين و %) ۹/۳۰ (ايزوله 

از ايزوله ها  % ۵۳تا % ۲۴به طور کلي، حدود . مقاومت نشان دادند

  ).١نمودار(به انواع بتالاكتام هاƽ نسل سوم مقاوم بودند 

  

ر بتالاكتاماز را در كليه سويه ها نشان تست يدومترƽ كلني، حضو

هر چند، اندازه هاله هاƽ سفيد اطراف كلني ها متفاوت بود که . داد

 متفاوت  نشان مي دهد ميزان توليد آنزيم در سويه هاƽ مختلف

نتايج نشان داد که ايزوله هاƽ حساس به پني سيلين و متي . است

  .  کردندسيلين نيز آنزيم را هرچند به طور ضعيف توليد

، حضور ژن را در blaZ براƽ بررسي حضور ژن PCRواکنش 

اين نتايج با نتايج تست توليد بتالاکتاماز به .كليه ايزوله ها تاييد كرد

اندازه قطعه حاصل از تکثير  ١ شكل .وسيله کلني همخواني داشت

  . را نشان مي دهدPCRدر روش   blaZژن

  

  
  

  

 غلظت  مواد

MgCl2 ٥/١ mM 

Taq polymerase 
  
 

١ unit 

Primer (mix R+F) 
 

٢٠ pM 

Reaction Buffer ١ X 

dNTP (mix) ٢٠٠ µM 

DNA- template ١٠  
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  گروه بتالاکتام بيوتيک هاƽ ي آنتبه  ƽS. epidermidis هاايزوله مقاومت ƽالگو :١نمودار

  

  

 
 

  

  

  

  

  

  

  

 
 
 
 

 
   .استافيلوكوكوس اپيدرميديسباليني ه نمون ٧در   )blaZ) bp١٧٠محصول آمپليفيكاسيون ژن .  الكتروفورز ژل آگارز:١شكل

M :ماركر. 
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  :بحث
  

شيوع استافيلوكوک ها در عفونت هاƽ بيمارستاني در سراسر جهان   

بررسي هاƽ آمارƽ در اغلب كشور . گسترش زيادƽ پيدا كرده است

ن  غالب ترياستافيلوكوكوس اپيدرميديسهاƽ جهان نشان داده اند كه 

 دستگاه ƽاز عوامل شايع عفونت هاعامل شايع عفونت هاƽ خون و 

هر چند در تعداد نيز اين پژوهش نتايج ). ١۲(مي باشد ƽادرار

  .  داردي با اين آمار همخوانمحدودƽ انجام گرفته است،

درصد مقاومت به پني سيلين هاƽ حساس به بتالاكتاماز 

 تافيلوكوكوس اپيدرميديساساستافيلوكوكي در ميان ايزوله هاƽ باليني 

پژوهش حاضر  ). ١۳(گزارش شده است % ١٠٠و گاهي تا  % ٨٠-٩٠

  .مقاومت به پني سيلين را نشان داد % ۱/۹۸نيز در 

 بيان شد که ممکن است سطح پايين ولي معنادار توليد ۲۰۰۷در سال

بتالاکتاماز در استافيلوکوک ها با روش ديسک هاƽ سفيناز شناسايي 

  ). ۱۳(ين موارد بهتر است از تست يدومترƽ استفاده شود نشود و در ا

، توليد آنزيم بتالاكتاماز را در ايزوله هاƽ ۱۳۸۲دانش منفرد در سال 

استافيلوكوک کوآگولاز منفي با روش يدومترƽ و ديسک  باليني

% ١٠٠در مطالعه حاضر، ). ۱۴(گزارش کرد% ٩٠نيتروسفين بيش از 

هر چند، تست .  بودندblaZو حامل ژن ايزوله ها مولد بتالاكتاماز 

اين . کلني ميزان بيان متفاوت ژن را در سويه هاƽ مختلف نشان داد

اين اختلاف . دهد يافته با نتيجه آنتي بيوگرام همخواني نشان نمي

اغلب به علت حساسيت كاذب و غير واقعي در سويه هاƽ مقاوم به 

آنتي بيوگرام براƽ در بسيارƽ از موارد روش .  متي سيلين مي باشد

تعيين استراتژƽ درماني اين عفونت ها مناسب نيست وبنابر توصيه 

CLSI  بررسي ƽتنها استفاده از پني سيلين و اگساسيلين برا ،

  ).۷(حساسيت استافيلوكوک ها به داروهاƽ بتالاكتام کافي است 

پژوهش هاƽ انجام شده در ايران بر روƽ مقاومت استافيلوكوک ها 

اƽ بتالاكتام، اكثراَ بر پايه روش هاƽ فنوتيپي مانند آنتي به داروه

 و توليد بتالاكتاماز مي باشد و مطالعاتي که به طور MICبيوگرام، 

اختصاصي بر روƽ استافيلوکوکوس اپيدرميديس باشد، محدود 

  .است

 ، با استفاده از پرايمرهاƽ ٢٠٠٣صادقيان و همكاران در سال 

TEM-1كوآگولاز منفي و مثبت،  در ميان استافيلوكوک ƽ٢٦ ها  %

پايين بودن اين مقاومت احتمالاً به علت . مقاومت را گزارش كردند

استفاده از پرايمرهايي بوده که براƽ استافيلوکوک ها کمتر 

  ).١۵(اختصاصي است 

  :نتيجه گيري 
توليد بتالاكتاماز يک خطر جدƽ براƽ درمان عفونت هـايي اسـت              

انتخاب .  هاƽ توليد كننده بتالاكتاماز هستند     كه مشكوک به ارگانيسم   

اسـتراتژƽ درمـاني ايـن عفونـت         آنتي بيوتيک مناسب براƽ تعيـين       

اغلب بر پايه انجام آزمايش هاƽ آنتـي بيـوگرام عملـي نيـست و               ها

اسـتفاده از تـست يـدومترƽ    . تدابير ديگرƽ لازم به نظر مـي رسـند      

ماز با توجه بـه      براƽ تشخيص توليد بتالاكتا    PCRبجاƽ آزمايشات   

ساده وارزان بودن روش و اينكـه بـه زمـان زيـادƽ احتيـاج نـدارد،            

           ƽبتالاكتاماز در ايزوله ها ƽممكن است در تشخيص توليد كننده ها

  .باليني مفيد واقع شود
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  :چكيده
طلب است كه بـا داشـتن فاكتورهـاƽ بيمـاريزايي متعـدد         ازعوامل مهم بيماريزاƽ فرصتپسودوموناس آئروژينوزا: زمينه و اهداف

هـاƽ   شـده و شـاخص   هاƽ حامل دارويي موجب کاهش سـميت داروهـا   سيستم. ا را ايجاد كنده  طيف وسيعي از عفونت قادر است

هـا   ليپـوزوم  . .ها براƽ ايـن منظـور بـسيار مفيـد اسـت      ليپوزوم  استفاده از.درماني را به صورت قابل ملاحظه اƽ افزايش مي دهند

 تعيـين  هـدف از انجـام ايـن مطالعـه    .  ميکرومتر متغير استچند نانومتر تا چندينازآنها از کمتر  گويچه هاƽ کلوئيدƽ هستند که قطر

  .بود  پسودوموناس آئروژينوزا هاƽ حاوƽ آميکاسين در مقايسه با فرم آزاد دارو بر سويه اثرضد ميكروبي ليپوزوم

روƽ بـر  و آزاد  آميکاسـين در فـرم ليپـوزومي    (MIC) حـداقل غلظـت ممانعـت کننـده      در اين مطالعه، براƽ تعيـين  : روش بررسي

 CLSI) Clinical and laboratory مطـابق دسـتورالعمل   ، از روش رقـت در بـراث  (ATCC 27853)  پـسودوموناس آئروژينـوزا  

standards institute (تهيه ليپوزوم. دش استفاده ƽتغييرات تعداد. ها از روش سونيکاسيون استفاده شد برا ƽهـا در حـضور    باكتر

هـا در   مقايسه با فرم آزاد مورد بررسي قرار گرفت و با تغييرات تعـداد بـاكترƽ    ليپوزومي درآميکاسين در فرم MIC غلظت معادل

 .شد آميکاسين در فرم آزاد، مقايسه  هاƽ مختلف غلظت حضور

آن  MIC   اثـر ضـد ميكروبـي دارد و مقـدار    پسودوموناس آئروژينوزادر فرم ليپوزومي بر  نتايج نشان داد كه آميکاسين  :يافته ها

آميکاسـين در   ها در حضور مقايسه تغييرات كاهش تعداد باكترƽ. دست آمد  بµg/ml ۲ در فرم آزاد MIC و مقدار µg/ml ۴ ادلمع

داراµg/ml ۴  ƽ آميکاسين در فرم ليپـوزومي باغلظـت    ساعت۸فرم ليپوزومي با آميکاسين در فرم آزاد نشان داد كه بعد از گذشت 

 .ساعت است ۴ آميکاسين به فرم آزاد بعد از گذشت µg/ml ۶ با غلظت اثرƽ برابر در مواجهه

 هاƽ متداول، احتمال دارد كه بـا مطالعـات بيـشتر    بيوتيك   به آنتيپسودوموناس آئروژينوزا باتوجه به مقاومت بالاƽ : نتيجه گيري

 . كرداستفاده هاƽ حاوƽ آميکاسين به عنوان دارو هاƽ حامل دارويي، از جمله ليپوزوم بتوان از سيستم

  ليپوزوم، آميکاسين  ،پسودوموناس آئروژينوزا : هاكليد واژ
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  :مقدمه 
 ـ    يك باكترƽ بيمايزاƽ مهمپسودوموناس آئروژينوزا ه است کـه ب

دسـتگاه   هـايي از قبيـل پنومـوني، عفونـت     خصوص با عفونت

اين باکترƽ . سوختگي در ارتباط مي باشد ادرارƽ و عفونت زخم

هـا   آنتي بيوتيک سم هاƽ متفاوت مقاومت نسبت بهداراƽ مکاني

از قبيل غير فعال سازƽ آنزيماتيک دارو، تغييـر در جايگـاه هـدف              

ها است  آنتي بيوتيک )efflux( هاƽ برون ريز سيستم دارو و

 خارجي اين بـاکترƽ مهـم  با اين حال نفوذ پذيرƽ کم غشاء   ). ١و٢(

). ٣(شـود   ترين عامل در ايجـاد مقاومـت دارويـي محـسوب مـي              

  به صورت ذاتـي نـسبت بـه بـسيارƽ از             سودوموناس آئروژينوزا پ

ƽمقاومت مي باشد و ايجاد سـويه  عوامل ضد ميکروبي دارا   ƽهـا

ــت   ــروز مقاوم ــب ب ــاوم و اغل ــي  مق ــه داروي ــاƽ چندگان  ه

(Multidrugs resistance)       سـبب شـده اسـت كـه درمـان

كـست  بيـشتر مـوارد، بـا ش    هاƽ ناشي از ايـن بـاكترƽ در   عفونت

استفاده  هاƽ جديد دارو درماني يكي از روش ).٣(مواجه شود 

ها مـي    ازليپوزوم با استفاده (Drug delivery) از دارو رساني

دارو مي توانند دارو را در خود محصور نموده و از  حاملين. باشد

 همچنـين   .کاسـته مـي شـود    اين طريق از سميت آن درون بـدن 

بيـشتر   ه نيمه عمر دارو در بدن كشوندحاملين دارويي باعث مي 

        و از ايــن طريــق موجــب  (Long – circulation) شــود

شوند كه به منظور درمان بيمارƽ دوز كلي كمترƽ از دارو نيـاز              مي

 اثر جـانبي دارو و اثـرات تخريبـي آن    کاهش اين امر نيز به. باشد

هـدف از انجـام     ) . ٤ و٥(هاƽ مختلف منجر مي شـود        روƽ بافت 

هـاƽ    آزمايشگاهي اثرضـد ميكروبـي ليپـوزوم       مقايسه مطالعه،   اين

ــا آميکاســين در فــرم آزاد بــر حــاوƽ آميکاســين  در مقايــسه ب

  .بود  پسودوموناس آئروژينوزا

 
  :ها مواد و روش

پـسودوموناس   سـويه اسـتاندارد    سـاعته  ٢٤از كشت    دراين مطالعه 

        بـــراƽ ايـــن. شـــد اســـتفاده  (ATCC 27853)ا آئروژينـــوز

هينتـون آگـار،    – منظور از كشت باكترƽ بـر روƽ محـيط مـولر   

  سالين  مك فارلند در نرمال   نيم سوسپانسيوني با كدورت معادل

    حدود  ها  باكترƽ در اين شرايط تعداد. شد درصد تهيه   ٨٥/٠ 

 CFU/ml ۱۰۸  *۵/۱  از اين سوسپانسيون در مراحـل  . باشد مي

پودر آنتي بيوتيک آميکاسين ). ٦(شد  استفاده مي ها بعدƽ آزمايش

شـركت   از X-100 تريتونو گرم   ميلي٩٠٧/٠با پتنسي معادل 

تهيـه   آلمـان  Lipoid سـيگما؛ لـسيتين و کلـسترول از شـرکت    

هيدروژن فسفات، سديم  متانل، کربنات سديم، پتاسيم دƽ. ندشد

ــسيد،  ــک،    -٢هيدروک ــيد بوري ــانول، اس ــل،  -٢پروپ ــاپتو اتان  مرک

ــل ــد از شــرکت متي ــال دƽ آلدئي ــل و اورتوفت ــرم، اتان ــد، کلروف     کلراي

آنتـي بيـوتيکي در آب مقطراسـتريل     محلول. آلمان تهيه شدند-مرک

   .تهيه مي گرديد شد و به صورت تازه در روز مورد استفاده، تهيه مي

  

 :ها روش تهيه ليپوزوم

و از لسيتين  هاƽ حاوƽ آميکاسين مقاديرمشخصي براƽ تهيه ليپوزوم

 ـ         صـورت  ه کلسترول به يک بالن ته گرد منتقل شد و توسط کلرفـرم ب

از  سپس به دستگاه روتار متصل شد و با اسـتفاده  .شد کامل حل مي

 ƽو تحـت    دور در دقيقـه ۲۰۰ سانتي گراد با سـرعت   درجه٣٠دما

گرديد و لايه نازکي از  فشار کم طي مدت کوتاهي کلرفرم حذف مي

 به منظور هيدراته کـردن . شدمي  ايجاد چربي بر ديواره داخلي بالن

 ميلي گرم پودر آميکاسين     ٦٠ها، مقدار    فيلم حاصله و تشکيل ليپوزوم    

مقطر حل شد و به آرامي به فيلم حاصل افـزوده    ميلي ليتر آب٦در 

متصل شد و در دمـاƽ اتـاق     سپس مجدداً بالن به دستگاه روتار.شد

بـراƽ جـدا سـازƽ      . بدون خلاء هيدراته شدن فـيلم صـورت گرفـت         

ƽمحصور نشده از سوسپانسيون ليپوزومي از روش سـانتريفوژ   دارو

 بار و هـر بـار   ٣سوسپانسيون ليپوزومي  براƽ اين منظور. استفاده شد

سانتريفوژ و بعد از هر بـار سـانتريفوژ    ٦٠٠٠٠ g دقيقه با سرعت٤٥

دوبـاره بـا آب مقطـر بـه      مايع رويي جدا شده و رسـوب ليپـوزومي  

  ميلـي ٦رسوب نهايي با استفاده از . سوسپانسيون در مي آمدحالت 

ليتر آب مقطر به حالت سوسپانسيون درآمد و به منظور تعيين درصـد             

  ).٧(آزاد سازƽ مورد بررسي قرار گرفت  محصور سازƽ و روند

    
ƽتعيين درصد محصور ساز : 

 ميلي ١مقدار  براƽ اين منظور پس از جداسازƽ داروƽ محصور نشده

براƽ شكستن  . تر از سوسپانسيون ليپوزومي به يك مزور انتقال يافت        لي

 ميلـي  ٤ليپوزومي و آزاد سازƽ آميكاسين محصور شـده مقـدار    غشاء

   و بعـد بـا   داخل مزور ريخته شد X-100 )۱۰(% V/V -ليتر تريتون

 در جـه  ٣٥-٣٧آب گـرم  آن در حمام    شديد و قرار دادن تكان دادن

محلـول   حجـم . غشاء ليپوزومي صورت پذيرفتسانتي گراد، انحلال 

 ميلي ليتر رسانده شد، سپس بعـد از انجـام           ١٠حاصل با آب مقطر به      

  ميكروليتر از محلول فوق بـه دسـتگاه  ٢٠سازƽ، ميزان  مراحل مشتق

HPLC   و در نهايـت بـا اسـتفاده از منحنـي اسـتاندارد       تزريـق شـد

 ـ  ي محـصور آيآميكاسين و تعيين غلظت آن، كار ا اسـتفاده از  سـازƽ ب

  ).٨( محاسبه گرديدذƽ ربط رابطه
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  : HPLC بررسي با دستگاه  

 ميكروليتر١٠٠ خلاصه به صورت HPLC جهت بررسي با دستگاه

ميلي ليتر بـافر  ١سود و  ميكروليتر ١٠٠هرا ب از نمونه حاوƽ آميكاسن

 سـپس بـه ايـن    .ثانيه مخلوط گرديد ٣٠ افزوده و =pH ١١ فسفات

مخلـوط كـردن بـه      ميلي ليتر دƽ كلرومتان افزوده بعـد از ٢محلول 

 سـانتريفوژ گرديـد و ادامـه     ٣٢٠٠ rpm   دقيقه با قـدرت ٥مدت 

قبل    به مايع حاصل از مرحله    .  صورت گرفت  عمراحل روƽ فاز ماي   

 ميلي گرم سديم كربنـات  ٥٠٠ و  ساز گر مشتق  ميلي ليتر واكنش١

 rpm قـدرت   دقيقه با٥افزوده شد و پس از مخلوط كردن به مدت 

 ميكروليتر از آن بـه دسـتگاه   ٢٠سانتريفوژ گرديد، در نهايت   ٣٢٠٠

   ).٨( گرديد تزريق

 :تعيين حداقل غلظت ممانعت كننده از رشد

 (MIC)   لظـت ممانعـت كننـده از رشـد    بـراƽ تعيـين حـداقل غ   

                      آميکاســـــين در فـــــرم آزاد و ليپـــــوزومي از روش تهيـــــه   

  CLSI   طبـق دسـتورالعمل     ) دايليوشن ماکرو (  رقت در براث

)Clinical and laboratory standards institute (  اسـتفاده

     در آب) آميکاســـين(بيوتيـــک  محلـــول اســـتوك آنتـــي. شـــد

اسـتفاده    تـا زمـان  -Cْ٧٠ مقطراسـتريل تهيـه و در شـرايط انجمـاد    

هـاƽ سـريال بـه صـورت         در سرƽ آزمايش رقت   . دارƽ مي شد   نگه

٠١٥٦/٠، ٠٠٧٨/٠، ۰۳۱۲/۰،٢ ، ١ ، ٥/٠ ، ٢٥/٠ ، ١٢٥/٠ ، ٠٦٢٥/٠ ، 

 ـ   ميکروگرم١٢٨و ٦٤ ، ٣٢ ، ١٦ ، ٨ ، ٤ ه در ميلي ليتر و يـك لولـه ب

 ٢٤كـشت   از. شـد  استفاده مي) بيوتيك يفاقد آنت(عنوان كنترل مثبت 

 ƽــرم فيزيولــــوژ ــايش در ســ ــورد آزمــ ــاکترƽ مــ ــاعته بــ                   ســ

              اســـتاندارد٥/٠كـــدورت  اســـتريل سوسپانـــسيوني معـــادل بـــا

 هـاƽ كـشت حـاوƽ    پـس از تلقـيح محـيط    .شـد مك فارلند تهيـه  

 ساعت كامـل  ٢٤ انتقال داده و Cْ٣٥ به گرمخانه بيوتيك آنها را آنتي

 سـاعت بـراƽ رشـد       ٢٤سرƽ لوله ها بعـداز      .شد اجازه رشد داده مي   

کـدورت بـه صـورت چـشمي بررسـي       باکترƽ ها به صورت ايجاد

 ـ  (  کـدورت   ايجـاد     هرگونـه . شدند مي  صـورت مـشخص يـا     ه  ب

حـداقل غلظتـي   . شد مقاومت نسبت به آن رقت تلقي مي   )مختصر

 ـ در كه باكترƽ هيچگونه رشد قابل مـشاهده   عنـوان ه  آن نداشـت ب

MIC  ٩(تعيين شد.( 

روش  آميکاسـين بــه فـرم ليپـوزومي مطـابق     MIC بـراƽ تعيـين  

هاƽ سريال از  اين ترتيب که رقت  به.آميکاسين به فرم آزاد عمل شد

              هــا محــصور نمــوده و    ايــن آنتــي بيوتيــک را درون ليپــوزوم   

ــ MIC روش تعيــــين در                          جــــاƽ آميکاســــين آزاد،ه بــ

  ).٩(از فرم ليپوزومي آن استفاده شد 

 ـ هـاƽ حـاوƽ دارو بـر رشـد         بررسي اثر ليپوزوم   سودوموناس پ

  :ينوزاژآئرو

فـرم آزاد،   هاƽ مختلف در فعاليت باکتريسيدال آميکاسين در غلظت

هاƽ خالي در ترکيـب بـا        ها، ليپوزوم  آميکاسين محصور در ليپوزوم   

 هـا در زمـان    با شـمارش بـاکترƽ   هاƽ خالي ليپوزوم داروƽ آزاد و

 ƽ٠، ٢، ٤ ،٦ و ٨ها  ƽسانتي گراد مـورد بررسـي     درجه٣٧ در دما

ذکـر   هـاƽ  ها در زمان  رسم منحني مرگ باکترƽ براƽ. قرار گرفت

         را روƽ محــيط بــلاد آگــار   ينــوزاژسودوموناس آئروپــ   شــده

 ƽگـــراد بـــه مـــدت  يتدرجـــه ســـان ٣٧کـــشت داده در دمـــا                 

ــرار ٢٤ ــدت  .داده شــد ســاعت ق ــن م ــد از طــي اي ــي ٣-٥ بع             کلن

ــالص  ــشت خ ــراث     از ک ــون ب ــولر هينت ــيط م ــته و در مح           برداش

ــادل      ــدورت معــ ــا كــ ــسيوني بــ ــوده، سوسپانــ ــيح نمــ                     تلقــ

ــيم ــالين   نـ ــال سـ ــد در نرمـ ــك فارلنـ ــه٨٥/٠مـ ــد تهيـ                  درصـ

 CFU/ml ۱۰۸ *۵/۱ هـا حـدود   دراين شرايط تعداد باكترƽ. ديدگر

ــي ــد مـ ــپس . باشـ ــسيون   ١٠٠سـ ــن سوسپانـ ــر از ايـ            ميکروليتـ

ــتاندارد ــاوƽ   اسـ ــه هـــاƽ کـــشت حـ ــه لولـ ــر٢بـ                      ميلـــي ليتـ

ــراث افـــزوده  ــولر هينتـــون بـ ــدکه بـــه صـــورت  محـــيط مـ                  شـ

 ٦،٤،٢و g/µl٨  هـاƽ  در غلظـت  آزادحاوƽ آميکاسين به فرم  مجزا

هـاƽ   ليپـوزوم  علاوهه  به فرم ليپوزومي، آميکاسين آزاد ب آميکاسين

 ٣٥اين لوله ها در دماƽ      . هاƽ خالي به تنهايي بودند     خالي و ليپوزوم  

سانتي گراد با حرکت دادن مداوم در انکوباتور شيکر دار قرار  درجه

 ١٠٠ بـا برداشـت   ٠، ٢، ٤، ٦ و ٨  هـاƽ  زمـان  سپس در. داده شدند

تعـداد بـاكترƽ    هـاƽ متـوالي،   ميکروليتر از هر نمونه به روش رقت

  ).١٠(هاƽ زنده شمارش شدند 

 
 :يافته ها

عبـارت ديگـر    نتايج حاصل از تعيين كارايي محصور سازƽ يـا بـه  

هـا در آنهـا    درصد داروƽ محلول در آبي كه طـي سـاخت ليپـوزوم          

آميكاسين در  درصد  ٥٦/١٩ ± ٥٩/٠ نشان داد كه محصور گرديده

ــا ميــزان اوليــه آميكاســين درمحلــول درون ليپــوزوم     هــا  مقايــسه ب

ــد  ــصور گردي ــدار   . مح ــين مق ــل از تعي ــايج حاص ــشانMICنت               ن

ــت  داد ــين داروµg/ml ۲ƽ غلظــ ــرم  آميکاســ        و آزاد    در فــ

            ار رشـــد فـــرم ليپـــوزومي باعـــث مهـــ  درµg/ml ۴ غلظـــت

 نتـايج حاصـل از        در بررسـي    .مي شوند   آئروژينوزاموناس  دوسوپ

   بـا دارو ƽ آميکاسـين در   همـراه   خالي هاƽ ليپوزومMIC تعيين

     ƽدارو  خالي همـراه بـا       هاƽ ليپوزوم که  شد  نشان داده    فرم آزاد 

   . آزادبودندنتايجي مشابه دارو در فرم آزاد داراƽ در فرم  آميکاسين
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هـا   هاƽ خـالي روƽ رشـد بـاکترƽ        همچنين در بررسي اثر ليپوزوم    

 در  هاƽ خالي هيچ فعاليت ضد ميکروبي ليپوزوم  مشخص شد، که

ƽ١ نداشتند در جدول شماره اينوزژپسودوموناس آئرو برابر باکتر 

  .است آورده شده MIC هاƽ ل از آزمايشنتايج حاص

  

  

 تن  در برونينوزاژ پسودوموناس آئرو روƽميکروبي آميکاسين در فرمهاƽ آزاد و ليپوزوميثر ضد ا:۱جدول 

  

  

آورده  ١ شماره نتايج حاصل از آزمايش سينتيك مرگ در نمودار

     هـاƽ   هـا در زمـان    تغييرات تعـداد بـاكترƽ   نموداردراين  . شده است 

آميکاسين در فـرم   MIC  ساعت مجاورت با غلظت٢،٠، ٤ ،٦ و٨

ليپوزوم فاقد آنتـي  هاƽ مختلف آميكاسين آزاد و    ليپوزومي و غلظت  

حاصـل نـشان دهنـده ايـن      نتايج. بيوتيك مورد بررسي قرار گرفت

  باعث  با افزايش زمان هاƽ حاوƽ آميکاسين نكته بود كه ليپوزوم

    ƽدر تعداد باكتر ƽها نسبت به نمونه آميکاسين به فـرم         كاهش بيشتر

كه نسبت كاهش تعداد باكترƽ در مجاورت       طورƽه  آزاد مي شوند، ب   

ــا غ ــوزوميMICلظــتب ــرم ليپ          گذشــت ازبعــد    ) µg/ml  ۴ (ف

   در غلظـت  هـا   باكترƽ  نسبت كاهش تعداد  حدود  ساعت ، در٨

µg/ml ۶  مي گردد  ساعت٤آميکاسين در فرم آزاد بعداز گذشت .  

  

 
 

نمودار شماره 1: مقايسه اثر اميکاسين در فرم آزاد در غلظتهای مختلف و آميکاسين در 
فرم ليپوزومی در غلظت برابر با MIC در تغيير تعداد باکتريها در زمانهای مختلف
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 فرم آزاد در غلظت  4 ميکروگرم در ميلی ليتر

فرم آزاد در غلظت  6 ميکروگرم در ميلی ليتر

فرم آزاد در غلظت  8 ميکروگرم در ميلی ليتر

فرم ليپوزومی در غلظت  4 ميکروگرم در ميلی ليتر

ليپوزومهای خالی فاقد آنتی بيوتيک

 
  در تغيير MIC  غلظت برابر با باومي مقايسه اثر آميکاسين در فرم آزاد در غلظت هاƽ مختلف و آميکاسين در فرم ليپوز: ۱نمودار 

  تعداد  باکترƽ ها در زمان هاƽ مختلف

 
 
 

 
 حداقل غلظت مهار کنندگي دارو

 

 باکترƽ آميکاسين در فرم آزاد آميکاسين در فرم ليپوزومي ليپوزومهاƽ خالي+ آميکاسين آزاد 

µg/ml٢  µg/ml۴  µg/mlينوزاژسودوموناس آئروپ ٢  
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  :بحث

بـاكترƽ، مقاومـت    هاƽ ناشي از ايـن  مشكل عمده در درمان عفونت

هـا   بيوتيـك  نتـي بسيار زياد آن در برابر مواد ضدميكروبي از جملـه آ          

معمــولاً ايــن مقاومــت ناشــي از مقاومــت ذاتــي و عــدم   . اســت

پيـدايش  . بـاكترƽ اسـت   نفوذپـذيرƽ مـواد ضـدميكروبي بـه درون    

هاƽ داراƽ مقاومت چندگانه، اين مـشكل را چنـد برابـر كـرده       سويه

اين حالـت  ). ٣(ه است شدو باعث ايجاد معضل بسيار زيادƽ  است

ƽها خصوصاً در برخي بيمار     ƽاز قبيل فيبـروز سيـستيک و مـوارد

توجـه بـه    بـا ). ١و١١(مانند سوختگي ها به خوبي مشاهده مي شود 

هاƽ حامل دارويـي     رويكرد جديدƽ كه نسبت به استفاده از سيستم       

هـا   هـا ممكـن اسـت در درمـان عفونـت      از اين سيستم ايجاد شده ،

كـي از    همواره يآئروژينوزا پسودوموناسدراين راستا . استفاده شود

ƽمورد بررسي است باكتر ƽاثـر   حاضر به بررسـي   در مطالعه. ها  

هـاƽ حـاوƽ آميکاسـين و مقايـسه آن بـا اثـر               ضدميكروبي ليپوزوم 

 ـ . پرداختـه شـده اسـت    آميکاسين به فرم آزاد حـال مطالعـات   ه تـا ب

مختلف و اثرات  هاƽ هاƽ حاوƽ آنتي بيوتيک فراواني روƽ ليپوزوم

 تـوان بـه    مـي آنهـا جمله  از . فته استضدميكروبي آنها صورت گر

 ليپوزوم ميكروبي   در اين مطالعه اثر ضد. اشاره كرد  Omri مطالعه

    ƽآميکاسين بر باكتر ƽحاو ƽبررسـي   ينـوزا ژ پـسودوموناس آئرو    ها 

دارو در فـرم   MIC اين تحقيق نشان داده است كه نتايج. شده است

  مقـدار  .ان دادنسبت به فـرم آزاد افـزايش نـش    ليپوزومي آميکاسين

MIC  ميلي ٨نيز كه به دست آورده است برابر     ƽگـرم در ليتـر بـرا

ƽهمـانطور كـه ملاحظـه   ). ١٢( بود ينوزاژپسودوموناس آئرو  باكتر 

 تعيين شـده  MIC شود دراين مطالعه مانند مطالعه حاضر، مقدار  مي

اولاً درايـن تحقيـق     . است، اما تفاوت آن در دو قسمت اصلي اسـت         

بکار برده شـده بـا مقـادير فـسفوليپيدهاƽ مـا       فسفوليپيدهاƽمقادير 

شود ما توانسته ايم با   مي  همانطور که مشاهده. متفاوت بوده است

 ميـزان  تغييراتي که در مقادير و تركيب فسفوليپيدها انجـام داده ايـم  

MIC   را نسبت به مطالعه ايشان به صورت محسوسي کاهش دهـيم

 ـ و اين ا مطالعـات بيـشتر روƽ نـوع و مقـادير     نويد وجود دارد که ب

 ثانيـاً  .را از فرم آزاد نيز کمتـر نمـود   MIC فسفوليپيدها بتوان ميزان

 ، رقت در آگار بوده اسـت، در Omri در مطالعه MIC روش تعيين

شـده بكـار    صورتي كه در روش حاضر، تهيه رقت در براث اصلاح

بـا  اشکال روش تهيه رقـت در آگـار در خـصوص کـار              . رفته است 

نکته است که جامد بودن محـيط کـشت مـانع از     ها در اين ليپوزوم

مطالعـه  . ها مي شود باکترƽ ها با جداره انتشار و ادغام موثر ليپوزوم

  اثر مطالعه اين در.  است  و همكاران Mugabe   به  مربوط ديگر

  هاƽ حاوƽ آميکاسين، توبرامايسين و  ضد ميکروبي ليپوزوم

  

  

پـسودوموناس  تهيه رقت در براث روƽ رشـد   جنتامايسين به روش

ايشان مـشخص   .هاƽ مختلف بررسي شده است  در زمانينوزاژآئرو

مقايـسه بـا    آميکاسين در فرم ليپـوزومي در  MIC اند كه ميزان كرده

شـود، در ايـن      همانطور كـه ملاحظـه مـي      . فرم آزاد کمتر بوده است    

هاƽ حاوƽ آميکاسين تائيد شـده   ماثرضدميكروبي ليپوزو مطالعه نيز

با غلظت هاƽ مختلف آميکاسين  با انجام همين آزمايش). ١٣(است 

  ƽهـا در زمـان   آزاد و بررسي تغييرات تعـداد بـاكتر  ƽمختلـف و   هـا

توان  آيد كه مي   مقايسه نتايج آن با آزمايش قبل، اطلاعاتي حاصل مي        

ƽمقايسه كـرد كـه ميـزان عملكـرد ليپـوزوم      تا حدود   ƽهـا  ƽحـاو

طورƽ كـه  ه ب. بيوتيك را دارد آنتي آميکاسين، اثرƽ برابر با چه مقدار

 MIC ، µg/ml۴ نسبت كاهش تعداد باكترƽ در مجاورت باغلظت

  سـاعت ، در حـدود نـسبت كـاهش    ٨فرم ليپوزومي بعداز گذشت 

ƽها در غلظت تعداد باكتر µg/ml  ۶ از آميکاسين در فرم آزاد بعد 

و  Omri در مطالعه ديگرƽ کـه توسـط  .  ساعت مي گردد٤گذشت 

هاƽ حاوƽ آميکاسين عليه  ميکروبي ليپوزوم همکاران  روƽ اثر ضد

ƽگرم منفي و گرم مثبت مختلف انجام باکتر ƽنشان گرفته است ها ،

 هـاƽ حـاوƽ آميکاسـين و    ليپـوزوم  MIC  کـه مقـدار  شـده داده 

     ر ميلـي گـرم در ليت ـ      ٢و  ١٦آميکاسين در فرم آزاد بـه ترتيـب برابـر           

اخيــر بــا مطالعــه مــا نــوع و ميــزان   تفــاوت مطالعــه .مــي باشــد

 MIC ميزان  بنحوƽ که در بررسي ما.فسفوليپيدهاƽ بکار رفته است

مطالعـه ايـشان    برابر پـايين تـر از   ١ بدست آمده براƽ فرم ليپوزومي

در با توجـه بـه تـاثير فـرم آزاد و ليپـوزومي آميکاسـين        ). ١٤(است  

ود که اثر ضد ميکروبي فرم ليپوزومي بـه   مشاهد مي شMICغلظت  

 همچنـين در مقايـسه      .کندƽ و ديرتر از فرم آزاد صورت مـي گيـرد          

 حداقل غلظت مهار کننـدگي فـرم        MICنتايج حاصل از آزمايشات     

ايـن امـر اينگونـه      . آزاد در مقايسه با فرم ليپوزومي افزايش مي يابـد         

 بـاکترƽ وارد    توجيه مي شود که کليه داروƽ محصور در ليپوزوم بـا          

هـاƽ حـاوƽ آميکاسـين       در عين حال ليپـوزوم    . واکنش نمي شوند    

 تجمع دارو در     از فرم آزاد در بدن داشته لذا     توزيع متفاوتي نسبت به     

هايي نظير گوش و کليه جلوگيرƽ نمـوده و عـوارض جـانبي              ارگان

  ).١٢(کاهش مي يابد 

  

  :نتيجه گيري
ــدميكروبي  ــد اثرض ــوزوم هرچن ــاوƽ آم  ليپ ــاƽ ح ــر  ه ــين ب يکاس

ها و مواد مختلف     پسودوموناس ديده شد، اما تكرار آزمايش با روش       

  آميکاسين  حاوƽ  هاƽ  همچنين اثر خوب ليپوزوم. باشد  مي لازم
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  اƽ جديد به سمت مبارزه با اين نويد را بدهد كه دريچه تواند اين مي

  . ميكروارگانيسم فرصت طلب براƽ ما باز شده است

 ƽبـاقي مانـده           البته برا ƽرسيدن به هدف نهايي مراحل متعدد ديگـر

بررسـي اثـر   . گيـرد  يقات بعدƽ بايد مـد نظـر قـرار     است كه در تحق   

هاƽ مختلـف بـه فـرم ليپـوزومي بـر            بيوتيک هاƽ آنتي  فرمولاسيون

  و ساير ميکروارگانيسم ها، بررسي اثـرات         آئروژينوزا پسودوموناس

 آن در مــدل هــاƽ   درمــاني ســمي آن در کــشت ســلولي و اثــرات

  .شود مي   توصيه ، حيواني
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  :چكيده
تـشخيص  .  در دنيـا مـي باشـند   بـاليني هاƽ جدا شـده از نمونـه هـاƽ     ترين باکترƽ هاƽ گرم منفي معمول  باسيل:زمينه و اهداف

 ƽها در درمان مناسب صحيح و به موقع اين باکترƽدارد  و قطعي بيمار ƽعفوني نقش کليد ƽآنتـي   چنـد مقاومت همزمـان بـه  . ها 

با توجه بـه اينکـه   . ها افزايش يافته و به فراواني گزارش مي شود در اين باکترMultiple Drug Resistance=MDR (ƽ(بيوتيک 

اƽ محـدودƽ بـراƽ تـشخيص ايزولـه هـا           ه ـ در اکثر مراکز درماني آزمايشات استاندارد آنتي بيوگرام انجام نمي شود و از تـست              

 باسـيل هـاƽ گـرم منفـي بـه صـورت             و آنتي بيـوگرام   آزمايشگاهي   صحت تشخيص    تعيين  مطالعه استفاده مي گردد، هدف از اين     

  .بود روتين در مقايسه با روش هاƽ استاندارد

کـه  در سه بيمارستان بزرگ شهر کرمـان         نمونه باليني مربوط به بيماران بسترƽ يا سرپايي          ۹۴۸مطالعه بر روƽ       :روش بررسي 

هـاƽ معمـول بيوشـيميايي       هـا بـا تـست      تشخيص باکترƽ . را در روش ديسک گذارƽ نشان داده بودند، انجام شد          MDR  فنوتيپ

 Minimal Inhibitory(از روش رقـت در آگـار  بـراƽ تعيـين مقاومـت و تعيـين حـداقل غلظـت ممانعـت از رشـد           . انجام گرفـت 

Concentration (تجزيه  .استفاده شد ƽاستفاده شدز تحليل داده ها اوبرا ƽآزمون مجذور کا .  

مقاومـت در روش ديـسک      . موارد گزارش شده در روش ديسک گـذارƽ بـود         % ۷۶ با روش رقت در آگار       MDR فراواني   :يافته ها 

روفلوکساسين، آموکسي سـيلين،    گذارƽ بيشتر از روش رقت در آگار گزارش شده بود و در مورد تتراسايکلين، جنتامايسين، سيپ               

درمراکـز  ). P=0.002( سولفامتوکسازول اخـتلاف  معنـي دار بـود         -و ترƽ متوپريم  ) سفتي زوکسيم، سفتازيديم  (سفالوسپورين ها 

  . و کلبسيلا با فراواني بيشتر از مقدار واقعي گزارش شده بوداشريشيا کليدرماني فراواني سيتروباکتر و انتروباکتر کمتر و 

 لـيکن در مـواردƽ   . نتايج نشان دهنده اعتبار نسبي آزمايشات آنتي بيوگرام در مراکز درمـاني مـورد بررسـي اسـت       :گيرينتيجه  

توانـد در رونـد درمـان اثـرات نـا مطلـوبي داشـته                نتي بيوتيک مي   آ علاوه بر تشخيص نادرست نوع باکترƽ ، عدم گزارش درست         

  .هاƽ تشخيص طبي انجام گيرده زمايشگاآد در لذا لازم است تا روش ديسک با متد استاندار.باشد

  مقاومت داروئي ،گزارشات آزمايشگاهي، تشخيص  هاƽ گرم منفي ، باسيل :كليد واژه ها 
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  :مقدمه 
           ريي ناپــذيشگاهي بــدون شــک جــزء جــدا   يــخطاهــاƽ آزما

ران گزارش  يص طبي هستند که متاسفانه در ا      يهاƽ تشخ  شگاهيآزما

ه جنـوب   ي ـدر ناح . ستي ـن خطاها در دسترس ن    يقي از وجود ا   يدق

قي مبني بـر صـحت گزارشـات    يز تحق يهر کرمان ن  ران و ش  يشرقي ا 

ــآزما ــت ن  ي ــي در دس ــدارد و اطلاع ــود ن ــشگاهي وج ــه ي    ست ک

زان ي ـهاƽ فعال در سطح شهر و مراکز درماني تـا چـه م             شگاهيآزما

شگاهي به دو   ي خطاهاƽ آزما  .درست و دقيقي ارايه مي نمايند     ج  ينتا

في طبقـه بنـدƽ مـي شـوند، بعـضي از خطاهـا              يصورت کمي و ک   

مـار  يم کردن وضـع ب    يا وخ يرند و اثرƽ در بهبودƽ و       يجتناب ناپذ ا

که اشتباهات اساسي ممکن اسـت بـه ضـرر حـال            يندارند، در حال  

 .مار تمام شوديب

شناسايي نوع باکترƽ و آزمايشات آنتي بيوگرام از آزمايـشات مهـم          

هاƽ تشخيص طبي مي باشند که مي توانند در درمـان و      ه  آزمايشگا

 ƽداشته باشند      ه کنترل بيمار ƽعفوني نقش عمده ا ƽبا توجه بـه    . ا

  ƽضـد ميکروبـي درمـان           مقاومت روزافزون باکتر ƽها به داروهـا

هاƽ رايـج،            بدون در نظر گرفتن حساسيت باکترƽ به آنتي بيوتيک        

از ). ۱(مي تواند سبب تاخير در بهبودƽ و يـا عـدم درمـان گـردد                

امل متعددƽ چون نـوع     انجا که گزارش صحيح آزمايشگاهي به عو      

مواد مصرفي، نحوه نگاهدارƽ و تجربه و مهارت کادر درماني دارد           

بررسي مرتب مراکز آزمايشگاهي مي تواند نقش مهمي در کـاهش           

اƽ کـه عباسـي و       در مطالعـه  . خطاهاƽ آزمايشگاهي داشـته باشـد     

 External)همکاران در تهران بر اسـاس کنتـرل کيفـي خـارجي    

quality assessment scheme)  در تهـران  ۲۰۰۲  در سـال 

انجام دادند، سويه هاƽ استاندارد ميکروبي جهت شناسايي و آنتـي           

بيوگرام به آزمايشگاه هاƽ تهران فرستاده شده و نتايج تـشخيص و            

در ). ۲( آنتي بيـوگرام مـورد تجزيـه و تحليـل قـرار گرفتـه اسـت               

خـي  بررسي مورد نظر برخي آزمايشگاه ها همکارƽ نکرده و در بر          

بايـد  . موارد ديگر شناسايي و يا آنتي بيوگرام صحيح نبـوده اسـت            

متذکر شد که در چنين مواردƽ، شرکت کنندگان به علـت شـرکت             

در نوعي امتحان از روش روتين و معمول استفاده نکرده و به طور             

ها نتايج خـود را      حتم با دقت بيشتر و همکارƽ با ساير آزمايشگاه        

 محرمانـه و بـا      ″ضر به صورت کـاملا    بررسي حا . کنند گزارش مي 

هاƽ روزمره آزمايشگاهي و گـزارش دهـي معمـول روزانـه             روش

انجام گرفته و تعداد نمونه مورد بررسي نيز در مقايسه بـا مقـالات              

گزارشـات مربـوط بـه      در اين مطالعه    ). ۱،۳(مشابه بيشتر مي باشد     

 هاƽ گرم منفي به عنـوان معمـول        باکترƽوگرام  يص و آنتي ب   يتشخ

هاƽ جدا شـده از نمونـه هـاƽ کلينيکـي در سـه              باکترƽ      ترين

 کرمـان مـورد بررسـي قـرار گرفتـه و بـا روش        بيمارستان بزرگ شهر  

  ƽشناسايي گرديده و آنتي بيـوگرام مجـددا انجـام            دقيق تر باکتر ƽها

هدف ما در اين بررسي مقايـسه گزارشـات روزانـه بـا             . گرديده است 

  .ارد آزمايشگاهي در اين منطقه مي باشدروش هاƽ دقيق تر و استاند

  :روش بررسی

  :نمونه بردارƽ)  الف

خ ياز تـار    روده اƽ  ايزوله باسيل گرم منفـي     ۹۴۸ن بررسي جمعاً    يدر ا 

ماران بسترƽ  يشگاهي  در ب   ي، از نمونه هاƽ آزما    ۸۶ر  يت ت ي لغا ۸۵آبان  

ي مراجعه کننده بـه     يماران سرپا يا ب يمارستان  يدر بخش هاƽ مختلف ب    

 ـمارستان بزرگ شهر کرمـان جمـع آورƽ گرد  يراکز درماني، سه بم  دي

خون، ادرار، مـدفوع،  زخـم و        : شگاهي شامل   يمنابع نمونه هاƽ آزما   .

... ع مغزƽ نخاعي و     يترشحات واژن، مني، ما   ( ترشحات مختلف بدن    

 نمونه ها در صورت امکـان، نـوع نمونـه، بخـش             همهدر مورد   . بود) 

خ يمـار، تـار  يت بيي مراجعـه کننـده، جنـس   يرپاا افراد سيمار  يبسترƽ ب 

 ـه باکترƽ توسط پرسـنل آزما     يي اول يجمع آورƽ نمونه و شناسا     شگاه ي

 Inhibition( در مرحله بعد هاله عدم رشد باکترƽ هـا  .ثبت گرديد

Zone (   مختلف با خط کـش مخـصوص         يوتينسبت به آنتي ب ƽک ها

HiAntibiotic Zone Scale-C  شرکت  از)Himedia ( ازه انـد

براساس قطر  . شدسه  يک ها مقا  يوتيرƽ  و با جدول استاندارد آنتي ب       يگ

ــساس    ــوارد ح ــد، م ــدم رش ــه ع ــساس  ي، ن)Sensitive(هال ــه ح م

)Intermediate( مقــــاوم  و يــــا)Resistance ( نــــسبت بــــه          

      در مراکـز مختلـف درمـاني از آنتـي          .   شـد  ادداشت  يها   کيوتيآنتي ب 

 ـتفاده شده بود که ما مقاومـت بـه هـر    ک هاƽ مختلفي اس يوتيب ک از ي

 ـک هـاƽ  ي ـوتيآنتـي ب   class diskه يک گـروه را براسـاس فرض ـ  ي

concept         گـروه، بجـز      ي ـوتي ، به عنوان مقاوم به کل آنتـي ب ƽک هـا       

  ).۴(ميهاƽ نسل دوم و سوم در نظر گرفت نيسفالوسپور

   :ها ƽجداسازƽ باکتر)  ب

 ـبـاکترƽ هـا ، در آزما      ص و جداسـازƽ     يد تـشخ  يي ـبه منظور تأ   شگاه ي

وگرام شده در مراکز درماني را با       يتمامي باکترƽ هاƽ گرم منفي آنتي ب      

کشت داده و   ) EMB(لن بلو   ين مت يط ائوز يل بر روƽ مح   يلوپ  استر  

 تـست   .مي  درجه سانتي گراد انکوبه نمـود       ۳۷ ساعت در    ۲۴به مدت   

لني تـک    ک  معمول تا حد شناسايي جنس و گونه بر روƽ         هاƽ افتراقي 

  ƽآنتي ب    ). ۵( انجام شد    و خالص باکتر ƽها ƽباکتر ƽوگرام شـده   يبرا

کي يوتيهاƽ مختلف آنتي ب ک از کلاسيوتيا چند آنتي بياƽ که به سه     

  با )  MIC(مقاوم گزارش شده بودند، حداقل غلظت ممانعت از رشد 
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اسـتفاده از   و بـا  )  agar dilution(رقت در آگـار  استانداردروش 

مـي پـنم،   يا، نيلين، آموکـسي س ـ يپروفلوکساسي  س  ک هاƽ يوتيآنتي ب 

،  انگلـــستانMAST از شـــرکت ميديم، ســـفتازيســـفتي زوکـــس

از   نين، سفالکــسيکليد، ، تتراســايک اســيکــسيدين، ناليسيــجنتاما

 -ميمتــوپر  تــرƽآنتــي بيوتيــک  و) هنــد (شــرکت هايمــديا  

داروپخــش ايــران انجــام   از شــرکت داروســازƽسولفامتوکــسازول

  ). ۶،۴(شد

 يا سه غلظـت،  بـراƽ تعيـين دسـته     در مورد هر آنتي بيوتيک از دو    

). ۶(حساس، نيمه حساس و غلظت مقاوم  بـه ترتيـب اسـفاده شـد              

 و  ATCC ۲۵۹۲۲سويه هاƽ اسـتاندارد اشريـشيا کلـي بـا شـماره             

   ATCC ۲۷۸۵۳ بـا شـماره اسـتاندارد   ينـوزا پـسودوموناس آئروژ 

. جهت کنترل کيفي روش آنتي بيوگرام مـورد بررسـي قـرار گرفتنـد             

نتـون  يط کشت مولر ه   يح باکترƽ به روƽ سطوح مح     يعمل تلق جهت  

  سـاخت   Hand Inoculator دستگاه ازک يوتيآگار حاوƽ آنتي ب

 ـبـراƽ تجز   .استفاده شـد    MASTشرکت   ه و تحليـل داده هـا از        ي

 بـه عنـوان سـطح  معنـي        P<0.05. آزمون مجذور کاƽ استفاده شد    

  .دارƽ در نظر گرفته شد

  :افته هاي

 تـا   اشريـشيا کلـي    ها به جز   کز مورد بررسي شناسايي باکترƽ    در مرا 

 ۲۳در .  نـشده بـود   گونه باکترƽ شناسـايي    مرحله جنس بوده و غالباً    

ده و از کشت خالص جهت تـست      مورد نمونه ها مخلوط بو    %) ۴/۲(

 در  لاي کلبـس   و کلـي  ايشياشرفراواني  . وگرام استفاده نشده بود   آنتي بي 

 کمتر از مقـدار واقعـي   انتروباکتر و تروباکتري سشتر و   بررسي اوليه بي  

هـاƽ   در مورد سـاير بـاکترƽ     ). ۱جدول شماره ( گزارش شده بودند  

سي هاƽ مورد برر   شگاهمعمول اختلافي در شناسايي نمونه بين آزماي      

گـزارش مـوارد مقاومـت در روش         .ده نـشد  و تشخيص دقيق تر دي    

گـار بـوده    آشتر از روش رقـت در       ديسک گذارƽ در بيشتر موارد بي     

ــت  ــماره  (اس ــدول ش ــه طوري). ۲ج ــه ب ــه   ک ــسبت ب ــت ن مقاوم

ــساسيس ــپوريپروفلوکـ ــانين، سفالوسـ ــر  هـ ــو پـ ــرƽ متـ  -مي، تـ

ن به طور معني دارƽ      يکلين و تتراسا  يليسولفامتوکسازول، آموکسي س  

بـوده اسـت در      MICنيـي شتر از روش رقت در آگـار بـراƽ تع  يب

 MICر از روش      کمت ـموارد مقاومـت    ن  يسي در مورد جنتاما   کهحالي

د اخـتلاف معنـي دارƽ      يک اس ـ يکسيديدر مورد نال  . گزارش شده بود  

  .ن مقاومت در دو روش مشاهده نشديب
  

  
  

   در مقايسه با شناسايي ثانويههاƽ مورد بررسي  مارستانيهاƽ ب شگاهي گرم منفي جدا شده از آزماهاƽ   باکترƽشناسايي اوليهج ينتا: ۱ جدول

  
ƽدر صد ( تعدادهيي ثانويشناسا  )در صد ( تعدادهيي اوليشناسا  باکتر(  P-value 

 
  ۰,۰۰۱  ۵۶۹) ۶۰(  ۶۳۸)۳/۶۷(  کلي ايشياشر

  ۰,۰۱۲  ۹۹) ۴/۱۰(  ۱۳۶) ۳/۱۴(  لايکلبس

  ۰,۰۰۰  ۹۵)۱/۱۰(  ۱۷) ۸/۱(  تروباکتريس

  ۰,۰۰۰  ۳۳) ۴/۳(  ۳) ۳/۰(  انتروباکتر

  ۰,۲۲۴  ۱۰۵) ۱/۱۱(  ۸۸)۳/۹(  سودوموناسپ

  ۰,۵۸۰  ۸) ۸/۰(  ۵) ۵/۰(  وباکترينستا

  ۰,۸۹۹  ۳۳) ۵/۳(  ۳۱) ۳/۳(  پروتئوس

  ۱,۰۰۰  ۴) ۴/۰(  ۴) ۴/۰(  ايسراش

  ۱,۰۰۰  ۲) ۲/۰(  ۲) ۲/۰(  گلايش

  ۹۴۸  )۱۰۰(  ۹۴۸) ۱۰۰(  جمع
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  با روش MICن ييسک گذارƽ مراکز درماني با روش رقت در آگار و تعيکي در روش ديوتيسه مقاومت آنتي بي مقا:۲جدول 

  رقت در اگار

    )درصد (فراواني مقاومت با روش تعداد

 MIC m g L-1  فيوژنديسك دي کيوتيآنتي ب

  

  

P-value  

  

  0.37  )۴/۳۰(۲۸۹  )۴/۳۲(۳۰۸  ديک اسيکسيدينال

 0.001  )۶/۲۴(۲۳۴  )۸/۳۷(۳۵۹  نيپروفلوکساسيس

  0.001  )۴/۵۳(۵۰۷  )۳/۶۴(۶۱۰  ها نيسفالوسپور

  0.001  )۲/۵۵(۵۲۴  )۲/۶۷(۶۳۸  سولفامتوکسازول -ميترƽ متو پر

  0.001  )۳/۴۴(۴۲۰  )۶/۷۲(۶۸۹  نيليآموکسي س

  0.002  )۸/۲۹(۲۸۳  )۵/۲۳(۲۲۳  نيسيجنتاما

  0.002  )۶/۴۲(۴۰۴  )۷/۴۹(۴۷۲  نيکليتتراسا

ƽ۹۴۸  ۹۴۸  تعداد کل باکتر  

  
  
  

  :بحث

صحت گزارشات آزمايـشگاهي اهميـت زيـادƽ در درمـان بيمـاران             

داشته و از جنبه هاƽ انساني، اخلاقي  و اقتصادƽ حائز اهميت مـي              

 ترƽ مـي ک بـاک يجاد شده توسط  يص نادرست عفونت ا   يتشخ. باشد

 و افـزايش خطـر      مارسـتان يبه بسترƽ شدن طولاني مدت در ب      د  توان

در يک عفونت ساده منجر گردد، از طـرف          هاƽ بيمارستاني  عفونت

ديگر درمان ساده و نادرست يک عفونت جـدƽ و مقـاوم در بيمـار               

  .نيازمند به درمان، مي تواند  خطر جدƽ براƽ فرد مبتلا ايجاد نمايد

 به علـت دسـت يـابي بـه متـد هـا و وسـايل        در کشورهاƽ پيشرفته 

کاملا اتوماتيک و همچنين وجود کيت هاƽ تجارتي        " پيشرفته و گاها  

           ƽتعيين حداقل غلظت ممانعت کنندگي از رشد نظير روش ها ƽبرا

ميکروديلوشن ميزان خطا بسيار کمتر و محـدود اسـت بـه طوريکـه             

اسـت  و يـا کمتـر از آن        % ۱ميزان خطا هـاƽ آزمايـشگاهي در حـد          

)۸،۷ .(           ƽکارخانه سازنده کيت ها ƽاگر چه حتي در امريکا نيز خطا

توانــد ســبب بــروز اشــکالات عمــده در گزارشــات   تجــارتي مــي

در کــشور مــا متاســفانه بررســي بــر روƽ ). ۹(آزمايــشگاهي گــردد 

با توجه بـه اينکـه بـسيارƽ از         گزارشات آزمايشگاهي انجام نشده و      

مقــالات بــر گرفتــه از دفــاتر آزمايــشگاهي اســت گــاهي اطلاعــات 

ƽشود  ها گزارش مي نادرست در مورد شناسايي و يا مقاومت باکتر  

  

هاƽ گـروه    براƽ مثال در مورد استرپتوکوک    . بسيار فراوان است    که 

B           و نـسبت بـه آمپـي      % 56 در اهواز ميزان مقاومت به پنـي سـيلين 

     ، در حاليکــه هنــوز ايزولــه)۱۰(گــزارش شــده اســت % ۵۰ســيلين 

 مقاوم به پني سـيلين و آمپـي سـيلين در            Bهاƽ گروه    استرپتوکوک

   )۱۲،۱۱(دنيا گزارش نشده است 

 نمونه باسيل گرم منفي شامل      ۱۰۰حاجيا و همکاران در تهران تعداد       

 جدا  پنومونيه ،استينوباکتر بوماني و کلبسيلا      ينوزاژآئروپسودوموناس  

شده از نمونـه هـاƽ کلينيکـي بيمـاران بيمارسـتاني را بـا دو روش                 

  مـورد آزمـايش قـرار داده وگـزارش           E-testديسک ديفيوژن  و         

نموده اند که تمـامي ايزولـه هـا بـه ايمـي پنم،سيپروفلوکـساسين و                

 مـوارد   E-testاميکاسين با روش ديسک مقـاوم بـوده ولـي نتـايج     

در اين بررسـي ميـزان مقاومـت        ). ۳(ته است   حساسيت بيشترƽ داش  

     ƽمورد بررسي     واقعي به ايمي پنم در باکتر ƽگـزارش شـده   % ۳۶ها

                ƽانجام شده در تهران که تمام و يا اکثر سويه هـا ƽکه با بررسي ها

هاƽ گرم منفي را حساس به ايمـي پـنم گـزارش نمـوده انـد                 باسيل

ني گزارشات داده   با توجه به عدم همخوا    ). ۱۳،۱۴،۱۵(مغايرت دارد   

شده از تهران در مورد آنتي بيوتيک ايمي پنم جا دارد کـه مطالعـاتي               

  .از اين نوع با تعداد بيشتر نمونه انجام شود
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کمتـر از حـد     تروباکتر  ي س ـ بيـشتر و   کلي ايشياشر بررسي حاضر   در  

د جـلاƽ فلـزƽ     جاي هر دو باکترƽ قادر به ا      .واقعي گزارش شده بود     

 ـاشر مي باشند ولي غالبـاً       EMBط  يبر روƽ مح    ـ بـه ا   کلـي  ايشي ن ي

، از طـرف ديگـر مـوارد جـدا سـازƽ            ص داده مي شود   يعنوان تشخ 

. کلبسيلا به طور معني دارƽ بيشتر از انتروباکتر گزارش شـده اسـت            

        ƽباکتر ƽجدا شـده از خـون        در تهران نيز در بررسي که بر رو ƽها

ت در بيشتر موارد مشابه با بررسـي حاضـر          کودکان گزارش شده اس   

. تنها جنس بـاکترƽ گـزارش شـده و گونـه شناسـايي نـشده اسـت                

همچنين فراواني کلبسيلا بيش از دو برابر انتروباکتر گـزارش شـده،            .

 مورد بوده در حاليکه هيچ مـوردƽ از سـيتروباکتر        ۱۳۰ اشريشيا کلي 

. نگي دارد که با نتـايج ايـن بررسـي همـاه         ) ۱۶(گزارش نشده است    

گذاشتن حداقل يک تست آزمايشگاهي نظير انـدول مـي توانـد بـه              

 با اندول مثبت را از سيتروباکتر با انـدول منفـي            اشريشيا کلي راحتي  

در مورد کلبسيلا و انتروباکتر نيز گذاشتن يـک تـست            .متمايز نمايد 

تواند سبب جـدا سـازƽ بـاکترƽ متحـرک انتروبـاکتر از              حرکت مي 

هر چند که اين دو آزمايش زياد دقيق نيست ليکن تـا            . کلبسيلا گردد 

در . حد زيادƽ در تشخيص اوليه و از جنبه پزشکي با اهميت اسـت            

هـا بـه    بررسي مميشي و همکاران نيز ميزان مقاومت به آنتي بيوتيک    

اشريـشيا  طور معني دارƽ در ايزوله هاƽ سـيتروباکتر در مقايـسه بـا            

ــا نومونيــهکلبــسيلا پ و کلبــسيلا  بــه خــصوص کلــي  در مقايــسه ب

 و سـيتروباکتر    کلبـسيلا پنومونيـه   ). ۱۶(انتروباکتر بيشتر بوده اسـت      

 ƽمهم در ايجاد عفونت     جزو باکتر ƽبيمارستاني بـوده و بـه        ها ƽها

ها مقاوم است     به بسيارƽ از آنتي بيوتيک     کلبسيلا پنومونيه خصوص  

 توانـد نقـش    لذا شناسايي درست ايـن بـاکترƽ مـي        ). ۱۷،۱۵،۱۳،۱(

هـا   هاƽ بيمارستاني مقاوم به آنتي بيوتيـک       مهمي در درمان عفونت   

  . داشته باشد

  :رييجه گينت 
 و در مواردƽ با  استشناسايي باکترƽ ها، غالباً در سطح جنس

گزارش موارد مقاومت در روش . سم واقعي مغابرت دارديارگان

  .ديسک گذارƽ در بيشتر موارد بيش از روش رقت در اگار است

اشتباهات انساني، عدم تمرکز کافي و بي دقتي پرسنل به علت کار   

مان اندک براƽ پاسخگو بودن به ارباب رجوع، زياد و پر مشغله، ز

همچنين  نامرغوب  بودن مواد  مورد استفاده و نگهدارƽ نادرست 

از مواد مرغوب را مي توان از علل تشخيص نادرست آزمايشگاهي 

همچنين عدم ايجاد شرايط استاندارد و نظارت و کنترل . ذکر نمود

سويه استاندارد در بر توليد و توزيع مواد آزمايشگاهي و  فقدان 

هنگام کار را مي توان از عوامل دخيل در خطاهاƽ آزمايشگاهي در 

  .ايران ذکر کرد

   ƽاز ايجاد خطاها ƽجلوگير ƽبرا ƽپيشنهاد ƽاز راهکارها

 به نظارت کيفي آزمايشگاه هاƽ مرجع بر ؛آزمايشگاهي مي توان

شده  به تهيه و توزيع سويه هاƽ استاندارد ،شگاهييگزارشات آزما

 ساخت تيکبا روش ديسک ديفيوژن، کنترل بر ديسک هاƽ آنتي بيو

 و همچنين ،  جلوگيرƽ از توزيع آنها در صورت اشکال داشتن،ايران

تهيه و توزيع کيت هاƽ تشخيصي با قيمت مناسب و قابل دسترسي 

  .را نام برد

  

  :تقدير و تشکر

ين هاƽ مورد بررسي  که ما را در انجام ا از پرسنل آزمايشگاه

ن پژوهش ينه انجام ايهز. .ميپژوهش يارƽ نمودند قدرداني مي نما

ده ين گرديقات دانشگاه علوم پزشکي کرمان تاميتوسط مرکز تحق

  .است
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  ۲۸/۱۲/۸۷:       تاريخ پذيرش مقاله ۱۰/۱۲/۸۷: تاريخ دريافت مقاله 

  :چكيده
کارکنـان   خـون در  عفونت هاƽ قابل انتقال  از شايع ترين )HIV(نقص ايمني انسان ويروس هاƽ هپاتيت و ويروس  :فاهد ازمينه و

 در  هپاتيـت و ايـدز     عليـه ويـروس هـاƽ         آنتـي بـادƽ    شـيوع هدف از انجام اين پژوهش تعيـين        . مراقبت هاƽ بهداشتي درماني هستند    

  . دندانپزشکان شهر قزوين بود

 که ضمن تکميل پرسـشنامه در ارائـه نمونـه خـون      شاغل در شهر قزوين بود  کليه دندانپزشکان  جامعه مورد مطالعه   :روش بررسی   

 anti-HCV، و تعيـين تيتـر آن      HBsAg ، anti-HBs  نظـر   از اليزا نمونه سرم در پايگاه انتقال خون قزوين به روش           .همکارƽ نمودند 

) RIBA) Recombinant Immunoblot Assay با روش هاƽ  مثبت به ترتيبanti-HIV و anti-HCV.  آزمايش شدanti-HIVو

 آزمـون مجـذور   بـا و تجزيه و تحليل داده ها  پردازش SPSS نرم افزار بااطلاعات  .تاييد مي شدند) Western blot(و وسترن بلات 

 ƽشدانجامکا . 

 ٤٩ايـن گـروه شـامل    . با تکميل پرسشنامه و ارايه نمونه خون همکارƽ نمودند      % ) ٩٦(  نفر   ٧٤ نفر دندانپزشک شاغل     ٧٧از   :يافته ها 

.  منفي بود  anti-HIVو HBsAg ، anti-HCV نتايج آزمايش هاƽ    . متخصص بود %) ٤/٣٦(نفر ٢٨دندانپزشک عمومي و    %) ٦/٦٣(نفر  

.  را دريافـت کـرده بودنـد      )HBV (Bهپاتيـت    متخـصص دوز کامـل واکـسن      ) %٣/٩٢(ر   نف ٢٤دندانپزشک عمومي  و     %) ٣/٨٣( نفر   ٤٠

دوره کامـل  ) %۸۶,۵( نفـر  ٦٤ در مجمـوع  . مراجعه کننده مبتلا به هپاتيت داشتند     ،  برابر متخصصين   ٥/١دندانپزشكان عمومي بيش از     

 ١٢در ، mIU/ml 10کمتـر از نپزشک عمـومي بودنـد   که همگي دندا% ) ٨/١٠(  نفر ٨ در anti-HBs تيتر .را دريافت نموده اند واکسن

 . بــودmIU/ml 500بــيش از %) ۹/۴۱( نفــر ۳۱ر د و mIU/ml 500-100%) ۱/۳۱( نفــر ۲۳ در ،mIU/ml 100-10  %)٢/١٦(نفــر 

ي  آنت ـتيتـر بـين   .)mIU/ml 100-10(بدون سابقه واکسيناسيون مثبت بود %) ٧/٢( نفر دندانپزشک عمومي ٢آزمايش آنتي بادƽ در 

 ƽتعداد دوز واکسنبا باد) P=0.04(سطح تحصيلات   افزايش و )عمومي ومتخصص() P=0.03( يافت شد معني دار هبطار .  

 رضـايت  anti-HBs و نيزتيتـر HBVرعايت دروه کامل واکسن. منفي استHBs Ag  وanti-HIV ،anti-HCVنتايج : نتيجه گيري

 دردندانپزشـکان ودرواقـع خطـر پـاتوژن         HBVخطر مـستمرعفونت  اسيون از    وجود آنتي بادƽ بدون سابقه واکسين      ،اما. بخش است 

  ƽتيتر .ازخون حکايت مي کند   قابل انتقال   ها anti-HBs   مراجعه بيشتر  .  رابطه دارد  سطح تحصيلات  ونيزافزايشتعداد دوز واکسن    با

 کنـد  کايـت مـي  حهـاƽ قابـل انتقـال ازخـون        بيماران مبتلا به هپاتيت به دندانپزشکان عمومي، ازمواجهه بيشتر اين گروه بـا پـاتوژن                

ƽقابل انتقال از ازطريقونظارت برجامعه دندانپزشکيکنترل عفونتاست برآموزش مداوم موازينوتاکيد ƽخون آزمايش پاتوژن ها.   
   ، دندانپزشکanti-HCV، anti-HIV  ،anti-HBs ،   HBs Ag  :كليد واژه ها
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    :مقدمه 

 شايع ترين )HIV( ويروس هاƽ هپاتيت و نقص ايمني انسان 

کارکنان مراقبت هاƽ  عفونت هاƽ قابل انتقال ازخون هستند که به

 هر چند بعضي از اشکال). ۱(بهداشتي درماني منتقل مي شوند 

 اما ، سال است که شناخته شده اند۵۰هپاتيت هاƽ ويروسي بيش از 

بيمارƽ هپاتيت قرار دارد  درمان دندانپزشکي همچنان تحت تاثير

)۲ .( 

مشکل جدƽ سلامت جهاني است و ) B) HBV هپاتيت ويروسي 

و ) ۳(عامل عمده هپاتيت مزمن ، سيروز ، کارسينوم سلول کبد 

مي شود که  برآورد). ۴(ه شده است دومين عامل مهم سرطان شناخت

  داشته باشندHBV ميليارد نفر شواهد سرولوژيک دال بر ۲حدود 

مي شوند که اکثر  از بيماران به حاملين مزمن تبديل % ۱۰ تا ۵%). ۳(

)  مثبت HBsAg(تعداد حاملين . آن ها بيمارƽ بدون علامت دارند

و در ايران ) نيا درصد جمعيت د۵( ميليون نفر ۴۰۰در دنيا بيش از 

از % ۷۵تقريبا ) . ۴( درصد گزارش شده است ۳به طور متوسط 

. حاملين مزمن در آسيا و غرب اقيانوس آرام زندگي مي کنند

پيشگيرƽ از عفونت اوليه به کمک واکسيناسيون راهکار مهم کاهش 

و اولين واکسن در ) ۳(خطر عفونت مزمن و عوارض جدƽ آن 

 دوز واکسن بيش از ۳بعد از تزريق . دبرابر سرطان محسوب مي شو

). ۵( آنتي بادƽ بالايي پيدا مي کنند تيتر سال ۵۰ درصد افراد زير ۹۰

  در ميان HBVمطالعات در کشورهاƽ مختلف نشان داده که شيوع 

دندانپزشکان در مقايسه با جمعيت عمومي به ويژه در بين 

ن به نحوƽ که براƽ کارکنا) ۶(متخصصين جراح زياد است 

 برابر ميانگين افراد ۱۰دندانپزشکي خطر تبديل شدن به حامل مزمن 

بررسي در بين دندانپزشکان از وجود حاملين  ). ۷(جامعه مي باشد 

HBsAg۲۱۵بررسي.  و نيز عدم واکسيناسيون حکايت مي کند 

 درصد شواهد سرولوژيک دال ۷دندانپزشک در برلين نشان داد که 

 درصد گزارش نموده اند ۷۴د و فقط  دارنHBVبر عفونت قبلي با 

 ) . ۸( را انجام داده اند HBVكه واکسيناسيون ضد 

به دلايل مختلف از اهميت زيادC  ƽه هپاتيت ويروسي نوع امروز

 به بيمارHCV ƽ درصد كثيرƽ از عفونت هاƽ .برخوردار است

 اكثر موارد آن براƽ مدت هاƽ مديد بدون ،مزمن تبديل مي شود

  اƽن ها عامل خطر شناخته شده آكه بسيارƽ ازعلامت هستند 

 موضوع ، در حال حاضر واكسن براƽ آن موجود  نيست،ندارند

         چالش مراقبت و درمان محسوب HCV ه ب آلوده بيماران

          مي شود زيرا عاقبت به اختلال عملكرد شديد كبدƽ مبتلا

 شايع ترين علت پيوند HCV در حال حاضر عفونت .گردندمي 

 درصد خون دهندگان داوطلب تهراني ٣/٠در ايران  ).٢(كبد است 

ƽاز نظر آنتي باد)anti-HCV ( مثبت هستند)نظير  ).٩HBV ، 

بسيارƽ از عفونت .  هم حالت حامل مزمن روƽ مي دهد HCVبا

 ƽهاHCV هستند و فقط با وجود آنتي و يا خفيف  بدون علامت

 تاييد  اليزا وتشخيص آنتي بادƽ به روش. بادƽ مشخص مي شوند
) RIBA )Recombinant Immunoblot Assayبه روش آن 

  ). ١٠( است

 از )HIV( نقص ايمني انسان ويروس  بيمار به٦بعد از آلودگي   

مريكايي ، به كاركنان مراقبت هاƽ بهداشتي آطريق يك دندانپزشك 

 HIVنتقال ا). ١١( مثبت توجه زيادƽ مبذول شد HIVدرماني 

 ƽمعمولا از الگوHBV تبعيت مي كند با اين تفاوت كه ميزان 

تشخيص احتمالي عفونت .  بسيار كمتر است HIVانتقال عفونت 

HIVبه روش ƽتشخيص قطعي با .  است اليزا با تشخيص آنتي باد

 براƽ. انجام مي گيرد) Western blot( وسترن بلاتآزمايش 

HIVاز ايدز بر پايه موفقيت هايي پيشگير. ، واكسن وجود ندارد ƽ

از جمله . است كه در جهت آموزش تغييرات رفتارƽ انجام مي شود

ƽاستريل كردن دستگاه ها و وسايل دندانپزشكي در ،موازين پيشگير 

 ١٩٩٨ايدز در سال ).  ١٠(بين بيماران به كمك حرارت است 

  ). ١٢(چهارمين علت مرگ و مير در دنيا گزارش شد 

 روز كارƽ ٧ بيمار در روز ، در هر ٢٠دندانپزشكي با در يك مطب 

 دو بيمار با تبخال دهاني و تعداد نامشخصي HBVيك بيمار حامل 

با توجه ). ١٣(  مراجعه كنندگان باشندومبتلا به ايدز مي توانند جز

به اهميت جامعه دندانپزشكي به عنوان گروه پرخطر در ابتلا و 

 ƽاز خون قابل انتقال انتقال عفونت ها)HBV وHCV و HIV(  

هاƽ   شيوع آنتي بادƽ عليه ويروستعيينمطالعه حاضر با هدف 

  .هپاتيت و ايدز در دندانپزشکان شهر قزوين انجام پذيرفت

   

 : روش بررسي
شامل کليـه    تحليلي     - توصيفي بررسي اين   جمعيت مورد مطالعه در   

 اطلاعـات . )سرشـمارƽ  (دندانپزشکان شـاغل در شـهر قـزوين بـود     

مربوط به دندانپزشكان از معاونت درمان دريافت و ضمن مراجعه به           

در صـورت تمايـل بـه       . محل كار آنهـا اهـداف پـژوهش بيـان شـد           

مشاركت ، پرسش نامه توسط دندانپزشك تكميل و نمونـه خـون از             

پرسشنامه شامل دو قسمت اطلاعـات      . وريد فوقاني جمع آورƽ شد    

ــك  ــصيلات و  (دموگرافيــ ــطح تحــ ــنس، ســ ــن، جــ             و..) .ســ

اطلاعات مربوط به سابقه واكسيناسيون ، پذيرش بيمـاران مبـتلا بـه             

  .  بود...هپاتيت و
  



  57/ و همكارانمسعود شريفي                                     )                           1387 تابستان 2ماره ش 2سال ( مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران

  
 ،از اليـزا نمونه هاƽ سرم خون در پايگاه انتقال خون قزوين به روش        

-antiو anti-HCV، و تعيين تيتر آن HBsAg، anti-HBs نظر

HIVتيتر   .  آزمايش شدندanti-HBs   يـا بيـشتر ƽ10 از  مـساو 

mIu/ml    حاکي از مـصونيت فـرد در برابـر  HBV آزمـايش  . بـود

در صورت مثبت مانـدن  و    تكرار مي شدanti-HCV مثبت موارد

 ƽنتايج  آزمايش تاييدRIBA   مثبـت   در صورت.   مي شد انجام 

اسـتفاده مـي    وسـترن بـلات    تاييدƽ   از تستanti- HIV  بودن 

آزمـون  داده هـا بـا       پـردازش و     SPSSبا نرم افـزار     اطلاعات   . شد

 ƽتجزيه و تحليل شدندمجذور کا.  

  : يافته ها 
با تکميل پرسشنامه % ) ٩٦(  نفر ٧٤ ، نفر دندانپزشک شاغل٧٧از   

اين گروه . انجام اين پژوهش همکارƽ نمودندبا و ارايه نمونه خون 

%) ٤/٣٦( نفر ٢٨دندانپزشک عمومي و %) ٦/٦٣( نفر ٤٩شامل 

از دندانپزشکان %  ) ۳/۸۱( نفر ۳۹.  دندانپزشک متخصص بود

%) ۷/۱۸(   نفر ۹مرد، % ) ۳/۴۲(  نفر از متخصصين ۱۱عمومي و 

از متخصصين زن بودند %) ۷/۵۷( نفر ۱۵ازدندانپزشکان عمومي و 

 ۳۰ سني زير از دندانپزشکان در گروه% ) ۸/۱۰(  نفر ۸). ۱جدول(

          نفر۱۹سال و  ۴۰ تا ۳۱در گروه % ) ۵/۶۳(  نفر ۴۷سال ،    

 .  قرار داشتند و بالاتر سال۴۱در گروه سني %) ۷/۲۵( 

 ۶. دندانپزشک عمومي واکسن دريافت نکرده بودند% ) ۲/۴( نفر ۲

  متخصص دوز % ) ۷/۷(  نفر ۲دندانپزشک عمومي و % ) ۵/۱۲( نفر 

 ۲۴دندانپزشک عمومي و % ) ۳/۸۳(  نفر ۴۰، )  دوز۲ تا ۱( ناقص 

 متخصص دوز کامل واکسن را دريافت کرده بودند% ) ۳/۹۲( نفر 

  ). ۲جدول (

  

  

 ۸ در anti-HBsتيتر .  منفي بودندHBsAg کليه نمونه ها از نظر 

 10که همگي دندانپزشک عمومي بودند کمتر از % ) ۸/۱۰( نفر 

mIu/ml 100-10%  ) ۲/۱۶( نفر۱۲، در mIu/ml  نفر ۲۳ ، در 

)۱/۳۱ (  %100-500 mIu/ml نفر ۳۱ و در   )بيش از %) ۹/۴۱

500 mIu/ml ۲جدول ( بود.(  

  تيتر آنتي بادƽ در متخصصين در مقايسه با دندانپزشکان عمومي به 

از متخصصين بيش از % ۵۰تيتر آنتي بادƽ در . مراتب بالاتر بود

500 mIu/mlبالاترين تيتر .  آنها منفي نبود بود و در هيچکدام از

در گروه متخصصين اطفال و جراحي  و کمترين آن در گروه 

  .  اندودتيست بود

دندانپزشک عمومي آزمايش آنتي بادƽ بدون % ) ۲/۴(  نفر ۲در 

       نفرmIu/ml(   .۳۴ 500-10 (سابقه واکسيناسيون مثبت بود 

از % ) ۱/۴۶(  نفر ۱۲از دندانپزشکان عمومي و % ) ۸/۷۰( 

. متخصصين اظهار کردند که مراجعه کننده مبتلا به هپاتيت داشته اند

 و )P=0.04( بين تيتر آنتي بادƽ با تعداد دوز واکسن دريافتي

 رابطه  )P=0.03 ()عمومي و متخصص (افزايش سطح تحصيلات 

  . معني دار يافت شد

ر كه دبود  نمونه مثبت ٥ در مرحله اول anti- HCVدر آزمايش 

به روش در آزمايش تاييدƽ .  مورد منفي شد٣آزمايش مجدد  

RIBAآزمايش ،بنابرا ين.  منفي بودند نمونه ها همه anti- HCV 

      كليهanti- HIVدر آزمايش . براƽ تمام نمونه ها منفي بود

  .  منفي بودندنمونه ها

  

  

  

 توزيع فراواني دندانپزشکان به تفکيک جنس وسطح تحصيلات :۱جدول
  

  سطح تحصيلات

 جنس

  عمومي

  (%)تعداد 

  متخصص

 (%)تعداد 

  جمع

 (%)تعداد 

  مرد

  نز

 

)٣٩%)  ٣/٨١  
)٩   %)٧/١٨ 

)٣/۴١١%)   ٢  
)٧/۵١%)   ٧۵ 

)۶/۶٧   (%۵٠  
)۴/٢%)  ٣٢۴  

 

 ٧۴%)   ١٠٠( ٢۶%)  ١٠٠( ۴ ٨%)  ١٠٠( جمع کل
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   دندانپزشکان به تفکيک سطح تحصيلات و تعداد دوز واکسن دريافتيanti-HBsتوزيع فراواني تيتر  :۲جدول

  
  

  
  : بحث

  
      ƽنتايج نشان داد که آزمايش هـا HBsAg     ، anti-HCV وanti-

HIV          تمام دندانپزشـكان منفـي اسـت ƽو اکثريـت دوره کامـل       برا

 در تعـدادƽ از     anti-HBsتيتر  .  را دريافت کرده اند    HBVواکسن  

-antiآزمـايش   .  اسـت  10mIu/mlدندانپزشکان عمومي کمتـر از      

HBs               از دندانپزشـکان عمـومي ، بـدون داشـتن سـابقه ƽدر تعداد 

  بـا anti-HBs تيتـر .  است ) mIu/ml 500-10(واکسن ، مثبت 

   . داردرابطه افزايش سطح تحصيلات تعداد دوز واکسن و با 

دندانپزشـکان  ( نفـر پرسـنل دندانپزشـکي    ۱۲۶روƽ     در مطالعه بر

بيمارسـتان نظـامي    )  دستياران جراحي دنـدان    عمومي و متخصص و   

 درصـد   ۸۸,۲منتشر شـد    ۱۹۹۹ در سال    کهرياض در عربستان انجام     

اين ميزان مشارکت، بـا توجـه بـه موقعيـت           ). ۱۴( همکارƽ نمودند   

جغرافيايي نزديک ، با ميزان مشارکت دندانپزشکان شهر قزوين قابل          

در مطالعـه   )  درصـد    ۵/۹۷( مقايسه است که حاکي از مشارکت بالا        

 .حاضر مي باشد

در (  درصد متخصـصين     ۹۲,۳ درصد دندانپزشکان عمومي و      ۸۳,۳  

را دريافـت کـرده      HBVدوره کامل واکـسن     )  درصد ۸۶,۵مجموع  

 درصـد   ۶۷,۷گزارش نمودند که    ) Cohen)   ۱۹۹۲ و   Grace. اند

 درصـد متخصـصين در ايالـت مريلنـد          ۷۴,۱دندانپزشکان عمومي و    

  بـراƽ     اين ميـزان را    Lathifeh و   Razak). ۱۵(واکسينه شده اند    

 و Scully،  ) ۱۶ (   درصــد ۴۸,۸  لزيــاييدندانپزشــک ما  ۷۲۷

Pentlin   ƽدرصـد    ۷۴  لنـدن   منطقه    ۳ در     دندانپزشک ۱۴۸ برا     

 )۱۷(  ،   McCarthy و  MacDonaldــيردر بر  ۵۱۷۶  ســ

 ۹۲,۳ درصد همکـارƽ داشـته انـد آن را         ۷۰دندانپزشک کانادايي که    

 هـم  ) ۲۰۰۳ (Barreto و   Martins).  ۱۸(درصد اعلام مي کننـد      

     ƽدرصد  ۷۴,۹ دندانپزشک در جنوبغربي برزيل      ۲۹۹اين ميزان را برا 

غير از مطالعه اƽ کـه در کانـادا انجـام شـده     ). ۶(گزارش مي نمايند   

ميزان واکسيناسيون کامل بيشتر از بقيه مطالعاتي است که در بـالا بـه          

هـر چنـد ميـزان واکـسيناسيون کامـل در مطالعـه             . آن ها اشاره شـد    

علت بالا بودن اين ميزان را مـي  . ما  ايده آل نيست    حاضرزياد است ا  

توان به جوان بودن جامعه دندانپزشکي مـورد مطالعـه ، کـه بـالطبع               

. اطلاعات بيشتر و به روز در باره کنترل عفونـت دارنـد، نـسبت داد              

 سـال   ۴۰جامعه مورد مطالعه در گروه سني کمتر از         % ۷۵زيرا قريب   

  .قرار دارند

   Westmorland  واکـسن        و ه ƽمکاران در مورد کارآمدHBV 

  ƽنفر که در معرض خطر اکتساب شغلي         ۱۳۲۰بررو HBV   بودنـد 

ــد    ــام دادن ــستان انج ــه اƽ را در انگل ــه  ). ۱۹(مطالع ــن مطالع در اي

تيتر آنتـي بـادƽ بـيش از         ( درصد به عنوان پاسخ دهنده خوب       ۷۶,۴

100 mIu/ml ( ،۲۳,۶ درصد پاسخ دهنده ضعيف ) 100کمتر از 

mIu/ml (   که به واکـسن پاسـخ            ۹,۵و ƽدرصد هم به عنوان افراد 

ــد   ــداده ان ــر از (ن ــدند  ) mIu/ml 10کمت ــناخته ش ــراين. ش           ب

  دهنده  پاسخ   حاضر مطالعه   در   دندانپزشکان درصد  ۷۳اساس ، 

  تعداد دوز

-antiتيتر 
HBs  

  عمومي

  تعداد دوز واکسن

  (%)جمع       ۳           ۲-۱          ۰

  متخصص

  تعداد دوز واکسن

  (%) جمع      ۳           ۲-۱             ۰

  جمع

  تعداد دوز واکسن

  (%) جمع        ۳           ۲-۱         ۰

۱۰-  

  

۱۰۰-۱۰  

  

۵۰۰-۱۰۰  

  

۵۰۰+  

۰           ۴             ۴)        ۷/۱۶(۸  

                                              

۱          ۱              ۷)       ۷/۱۸(۹  

  

۱          ۰             ۱۲)        ۲۷(۱۳  

  

۰          ۱            ۱۷)      ۶/۳۷(۱۸  

۰           ۰              ۰)           ۰(۰  

                                              

۰           ۰              ۳      )  ۵/۱۱(۳  

  

۰           ۱              ۹)        ۵/۳۸(۱۰  

  

۰           ۱             ۱۲      ) ۵۰(۱۳  

۰           ۴            ۴)         ۸/۱۰(۸  

                                              

۱          ۱            ۱۰)      ۲/۱۶(۱۲  

  

۱          ۱           ۲۱)       ۳۱,۱(۲۳  

  

۰         ۲            ۲۹)       ۹/۴۱(۳۱  

  جمع

(%)  

۲          ۶           ۴۰            ۴۸   

)۴,۲(  ) ۱۲,۵(    ) ۸۳,۳   (  )  ۱۰۰(           

۰           ۲           ۲۴             ۲۶  

)۰)     (۷,۷)        (۹۲,۳    (   )  ۱۰۰(  

۲          ۸           ۶۴              ۷۴  

)۲,۷)  (۱۰,۸  (  ) ۸۶,۵     (  )   ۱۰۰(  
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 درصد بدون پاسـخ     ۱۰,۸درصد پاسخ دهنده ضعيف و      ۱۶,۲خوب،  

ميزان پاسـخ دهنـدگان خـوب ، انـدکي کمتـر از             . شناخته مي شوند  

ــه م ــت Westmorlandطالع ــاران اس ــرروƽ  .  و همک بررســي ب

دانشجويان و دندانپزشکان واکسينه شده شهرستان يزد بـدون تعيـين           

 مثبت   anti-HBs درصد از نظر     ۹۳,۵تيتر آنتي بادƽ نشان داده که       

 درصـد اسـت و      ۸۹,۲اين ميزان که در مطالعه حاضر       ). ۲۰(بوده اند   

شتر از مطالعه اƽ است که بـرروƽ  کمتر از مطالعه يزد مي باشد اما بي    

 درصد اسـت    ۷۹,۱ نفر دندانپزشک در برزيل انجام شده و برابر        ۴۷۴

)۲۱ .(  

 در اين گروه پر خطر از منـاطق مختلـف           HBsAg  وجود حاملين   

مطالعه دانشجويان دندانپزشکي  و دندانپزشـکان       . گزارش شده است  

) 20 ( هستند HBsAg درصد حامل    ۳,۳شهرستان يزد نشان داد که      

) ۲۲( درصـد    ۷,۱ دندانپزشک شهر قاهره     ۷۰تعداد حاملين در بين     . 

در حاليکـه  ) . ۸( درصد است   ۷ دندانپزشک در برلين     ۲۱۵و در بين    

 شناخته  HBsAgدر بررسي حاضر هيچ يک از دندانپزشکان حامل         

اين امر از موقعيت رضايت بخش جامعـه مـورد مطالعـه در             . نشدند

   . حکايت مي کندHBVقبال 

   تيتـر آنتـي بـادƽ بـا تعـداد دوز واکـسن رابطـه معنـي دار نـشان          

 ۱۲۲۲گزارش مي نماينـد از ميـان   )۲۰۰۶(  و همکاران  Batista.داد

 نفر را به طور تصادفي انتخاب و آزمايش         ۴۷۴دندانپزشک در برزيل    

anti-HBs   آزمايش در افراد واکسينه مثبت بـود کـه         .  انجام داده اند

). ۲۱( درصد مي رسـد      ۷۹,۱ دوز واکسن به     ۳ز  در صورت استفاده ا   

 Cleveland.  درصد است  ۸۹,۲اين ميزان در مطالعه حاضر بالغ بر        

 دندانپزشـک نـشان دادنـد از جملـه          ۵۰۷و همکاران هم با بررسـي       

عواملي که به مقدار زياد با پاسخ به واکسن همراه مي باشـد، تعـداد               

اد دوز واکسن احتمال    به بيان ديگر با افزايش تعد     . دوز واکسن است  

   بنابراين تيترآنتـي بـادƽ        .)۲۳(ميزان پاسخ مناسب هم بيشتر است       

ــل   ۱۰,۸در  ــه دلي ــه حاضــر ب ــومي مطالع ــکان عم درصــد دندانپزش

اسـت و لـذا   ) mIu/ml 10کمتـر از  (واکـسيناسيون نـاقص منفـي    

هرچنـد ايـن ميـزان در       .  مي باشند  HBVهمچنان در معرض خطر     

 ۱۶و برابـر    ) ۲۰۰۳(به نظير آنچـه از برزيـل        مقايسه با مطالعات مشا   

بسيار کمتر است،  اما بايد توجه داشت که         )  ۶(درصد گزارش شده    

وجود همين تعداد اندک دندانپزشک غير مصون هم بـراƽ سـلامت            

جامعه دندانپزشکي و خطرƽ که از اين طريق جامعه را تهديـد مـي              

 ۴۱ه سـني بـالاƽ     اين دسته از دندانپزشکان در گرو     . کند، زياد است    

به بيان ديگر دندانپزشکان جوان تر که بـه نظـر مـي      . سال قرار دارند  

رسد بيشتر با موازين کنترل عفونت آشنا هستند همگي با داشتن تيتر          

امـا فرامـوش نکنـيم طبـق اظهـارات       . مي باشـند     قابل قبول مصون  

  برابر متخصصين    ٥/١دندانپزشكان عمومي بيش از      جامعه پژوهش ،  

 لذا، اين امر خطر را براƽ دندانپزشـکان         .بيمار مبتلا به هپاتيت دارند    

 در جراحـان  anti-HCVبررسـي شـيوع   . افزايش مي دهد عمومي

ايـن  .  درصـد اسـت    ۰,۷ و   ۲ دندانپزشکان امريکا به ترتيب      دهان و   

ک دال بر عفونـت قبلـي       شيوع در دندانپزشکاني که شواهد سرولوژي     

HBV    ارتباط بين   .  دارند ، بيشتر استanti-HCV    و عفونت قبلي 

HBV               تعجب آور نيست ، زيرا هر دو ويروس از راه خـون منتقـل 

ــادƽ   ). ۱۲(مــي شــوند  100-10(مثبــت شــدن آزمــايش انتــي ب

mIu/ml  (    از دندانپزشکان عمومي بدون داشـتن سـابقه ƽدر تعداد

ســتمرار خطــر آلــودگي در ايــن گــروه از واکــسيناسيون گــواه بــر ا

دندانپزشکان و احتمال انتقال ساير پاتوژن هاƽ قابل انتقـال از خـون      

  . مي باشد   HBVهمراه با 

  تيتر آنتي بادƽ با افزايش سـطح تحـصيلات هـم رابطـه معنـي دار                

نــشان داد کــه حــاکي از اطلاعــات بيــشتر و بــالطبع توجــه خــاص 

در ايـن بـاره     . اکسيناسيون مي باشـد   دندانپزشکان متخصص به امر و    

مطالعه مشابه يافت نشد تا مورد بحث قرار گيرد امـا نتـايج بررسـي               

 ۳/۸۳حاضر از مصونيت کليه دندانپزشـکان متخـصص و مـصونيت            

ــد   ــي نماي ــت م ــومي حکاي ــکان عم ــوع . درصــد دندانپزش در مجم

         ƽمتخصصين نسبت به دندانپزشکان عمومي بـه مراتـب تيتـر بـالاتر

 500ه نحويکه اين ميزان در نيمي  از متخصصين  بيش از  ب. دارند

mIu/ml              است و در هيچ کدام منفي نيـست، امـا در دندانپزشـکان 

  . درصد است۱۶,۷ و ۳۷,۶عمومي به ترتيب 

 تظاهرات خارج كبدƽ از جمله بيمارƽ برخي با HCVعفونت 

بنابراين .  همراه است lichen planusهاƽ دهان نظير 

  HCVبا تعداد فزاينده بيماران با تشخيص  عفونت دندانپزشكان 

 ، در گرد همايي ملي جامعه ١٩٩٦در   ). ٢٤(مواجه مي باشند 

 نفر دندانپزشك ٣٠٥ نفر جراح دهان و ٣٤٣دندانپزشكان امريكا 

 خون قابل انتقال ازشغلي عفونت هاƽ  عمومي جهت بررسي خطر

 .  شدند ياز طريق پرسش نامه و جمع آورƽ نمونه خون بررس

anti- HCV درصد ٧/٠جراحان دهان و درصد  ٢  در 

آنتي بادƽ در دندانپزشكان مسن تر .  دندانپزشكان عمومي مثبت بود

 نفر دندانپزشك در ٧٠آزمايش   ). ٢٥ (   )P<0.01( شايع تر بود 

درصد است ٤/١  HCVقاهره نشان داد كه ميزان مواجهه با عفونت 

و در ان تعداد زيادƽ مراجعه كننده دارند و چون دندانپزشك).  ٢٢(

  . لذا بيشترين خطر متوجه آن ها است،مواجه با خون هستند

 ƽآنتي بادHCV نفر جراح دندان در ٤٣از %  ) ٣/٩( نفر ٤  در 

 نفر ديگر از دندانپزشكان ، ٤١٣از % ) ٩٧/٠(  نفر ٤مقايسه با 

   معرض خطر  دندانپزشكان در مطالعه نشان داد. گزارش شده است
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 از بيمار HCVخطر انتقال ). ٢٦(   هستد HCVفزاينده عفونت با 

در شرايطي  ) . ٢٥(  است HIV برابر بيش از ٧به كاركنان تقريبا 

قال كه واكسن مؤثر و يا پروفيلاكسي بعد از مواجهه وجود ندارد، انت

 احتياط هاƽ رعايت در دندانپزشكي همچنان بر HCVشغلي 

همگاني از جمله احتياط سدهاƽ محافظتي و دستكارƽ بي خظر 

  از نظردر پژوهش حاضر). ٧( ابزار تيز و برنده تكيه مي نمايد 

HCVهيچ مورد مثبت يافت نشد .  

 در كلمبيا نشان داد فراگرد هاHIV ƽ مورد عفونت ٢٤طغيان   

زيرا .  به طور معني دار همراه بوده استHIVزشكي با انتقال دندانپ

 از طريق وسايل دندانپزشكي رخ  وانتقال از بيمارƽ به بيمار ديگر

 مرکز دندانپزشکي ٣٨ مرکز از ٢٦بررسي پرسنل ). ٢٧(  داده است 

، جراح HIV-1 مورد مثبت ٣گال نشان داد هر ن در سHIVاز نظر 

 گزارش ٣١٩ ، ١٩٩٩ هر حال ، از ژوئن در). ٢٨(دندانپزشک بودند 

  در بين كاركنان مراقبت هاƽ بهداشتي HIVاز اكتساب شغلي 

       مورد١٠٢از اين تعداد . درماني در جهان گزارش شده است

   كاركنان   مورد مربوط به ٩  مورد احتمالي ٢١٧از  . تاييد شده است

در مطب مسلم است كه خطر انتقال ويروس .  دندانپزشكي بود

  از نظردر پژوهش حاضر ).٢٧. (دندانپزشكي بسيار واقعي است

HIVهيچ مورد مثبت يافت نشد .  

  : نتيجه گيري
-anti-HIV ،    anti نتايج نشان دادند هيچ يک از دندانپزشکان            

HCVو    HBsAg ــستند ــت نيـ ــل  .  مثيـ ــت دروه کامـ رعايـ

اما، .  رضايت بخش است   anti-HBsتيتر   و نيز    HBVواکسيناسيون

ــر  ــسيناسيون از  anti-HBsوجــود تيت ــابقه واک ــدون س ــه  ب مواجه

قابـل انتقـال از      و به بياني بـا ويـروس هـاHBV           ƽدندانپزشکان با   

اسـتمرار خطـر عفونـت بـراƽ ايـن          مواجهه،  . خون حکايت مي کند   

گروه را نشان مي دهد و بر لـزوم آمـوزش مـداوم در زمينـه کنتـرل                  

و نظـارت از طريـق      ) بـراƽ دندانپزشـکان عمـومي     به ويژه   (عفونت  

)  و آنتي بادƽ پاتوژن هاƽ قابل انتقال  از خـون           HBsAg(آزمايش  

  . کان تاکيد مي نمايدشبراƽ کليه دندانپز

  :تقدير و تشكر
از معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي قزوين در تامين هزينه اين 

انه سپاسگزارƽ طرح و همکارƽ کليه دندانپزشکان شهر قزوين صميم
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ABSTRACT 
Background and objectives: Hepatitis viruses and Human Immunodeficiency Virus (HIV) are the most 
common blood-borne infections transmitted to healthcare workers. This study was performed to determine 
the prevalence of antibodies to hepatitis and AIDS viruses among dentists in Qazvin. 
Materials and Methods: All dentists in the city of Qazvin were asked to complete a questionnaire and 
donate a blood sample for analysis of hepatitis B surface antigen (HBsAg), anti-HBs titer, anti-HCV, and 
anti- HIV antibodies by ELISA. Positive samples for anti-HCV, and anti- HIV were assessed by RIBA and 
Western blot. Data analysis was carried out through SPSS software and Chi-square test.  
Results: From 77 dentists who completed the questionnaire, 74 dentists (93.7%), including 49 general 
dentists (63.6%) and 24 specialists (36.4%) supplied blood samples. All blood samples were HBsAg, , anti-
HCV and anti- HIV negative, and 40 general dentists (83.3%) and 24 specialists (92.3%)   have used 
complete doses of vaccine. Among dentists, 34 general dentists (69.4%) and 12 specialists (24.9%) have 
visited patients suffering with hepatitis ( 1.5 times for general dentists) . Antibody titer in 8 general dentists 
(10.8 %) was less than 10  mIU/ml , in 12 dentists (16.2%) was 10-100 mIU/ml in 23 dentists (31.1%) 100-
500 mIU/ml and in 31 dentist (41.9%) was more than 500  mIU/ml . This level in 2 general dentists (2.7%) 
without prior vaccination was positive (10-500 mIU/ml). Between antibody level and vaccine dose (P= 0.04), 
as well as the education status (general and specialist) (P= 0.03 ) there was a significant correlation.  
Conclusion: The findings indicate HBsAg,, anti-HCV and anti- HIV are negative. Compliance of 
complete doses of vaccine and anti-HBs titers is satisfactory. But, antibody titer without prior vaccination 
indicates the continuous risk of HBV infection for dentists and in fact the risk of blood borne pathogens. 
There is a correlation between anti-HBs titer with vaccine doses and also with education status. Regarding 
with more hepatitic patients visited by general dentists, this group is more exposed to blood borne pathogens 
and emphasis the continuous education about control infection and surveillance of dentists by blood borne 
pathogens tests. 
Keywords: HBsAg, anti-HBs, anti-HCV, anti- HIV, Dentist  
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ABSTRACT 
Background and aim: Gram –negative rods are the most common bacterial isolates in clinical laboratories 
around the word. Quick and accurate identification of these bacteria is a key to the effective therapeutic 
intervention and optimal clinical out come of infections caused by these bacteria. Multiple drug resistance 
gram-negative bacteria (MDR) are on increase and are reported frequently. Since in many clinical 
laboratories the standard antibiogram tests are not performed and very few tests are used for identification . 
The aim of this study was to evaluate the accuracy of identification and the susceptibility tests of gram 
negative bacilli performed by clinical laboratories compared to the standard procedures in Kerman. 
Materials and Methods : This study was performed on 948 clinical isolates reported to have the MDR 
phenotypes by disk diffusion method. The isolates were identified to species level by conventional 
biochemical tests. Sensitivity of the isolates to antibacterial agents and the Minimum Inhibitory 
concentration (MIC) of the isolates were determined using agar dilution method. For statistical analysis, x2 
test was used. 
Results: The rate of isolation of MDR bacteria by agar dilution methods was 76% of those reported by 
disk diffusion methods. For all antibiotics disk diffusion showed higher rate of resistance compared with 
agar dilution. The difference in case of tetracycline, gentamicin, ciprofloxacin, amoxicillin and 
cephalosporins (ceftizoxime, ceftazidime) and trimethoprime-sulfamethoxazole were significant 
(P=0.002).In the centers under study lower rate was reported for the isolation of Enterobacter spp and 
citrobacter spp ,while Escherichia coli and Klebsiella spp were reported more than their actual presence.  
Conclusion: These results showed that the laboratory reports were relatively accurate. However since 
higher rate of bacterial resistance were reported by the disk diffusion methods, in case of serious and life 
threatening infections suitable drug for treatment should be confirmed by more sensitive tests. In the 
absence of suitable and low cost detection kits for the identification of gram negative bacilli, inaccurate 
identifications is an avoidable, therefore immediate action to design the accurate and low cost kits for the 
identification of these bacteria is recommended in the country. 
Keywords: enteric bacilli, laboratory reports, identification, drug resistance. 
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ABSTRACT 
Background and objectives : Pseudomonas aeruginosa is important opportunistic pathogen and to produce 
widespread infection by numerous virulence factors. Drug delivery system that reduces the drugs toxicity 
while increasing their therapeutic index is a great interest and liposomes can provide the benefits. Liposomes 
are colloidal vesicules ranging from a few nanometers to several micrometers in diameter. The present in 
vitro study was designated to evaluate the antimicrobial activity of free and liposomal amikacin against 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). 
 Materials and methods: The minimal inhibitory concentrations (MICs) of free and liposomal amikacin for 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) were determined by broth macro-dilution technique as 
recommended by CLSI  (Clinical and laboratory standards institute). We therefore, encapsulated this drug in 
to liposome prepared by sonication. Change of number of bacteria in equal minimal inhibitory concentration 
of liposomal amikacin was compared with the change of number of bacteria in the present of various 
concentrations of free amikacin. 
 Results: The results showed that of liposomal amikacin had antimicrobial effect and MIC of liposomal 
amikacin were equal of 4µg/ml however minimal inhibitory concentration of free amikacin was 2µg/ml. 
Comparison of change of number of bacteria had shown that the effect of liposomal amikacin (4 µg/ml) after 
8 h is equal of 6 µg/ml free amikacin after 4h.  
Conclusion: According to the results we can probably to use of liposomal amikacin for Pseudomonas 
infections, but we need more study and research. 
Key word: Pseudomonas aeruginosa, Amikacin, Liposom 
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ABSTRACT 
Background and Objectives: Staphylococcus epidermidis is the most important member of coagulase 
negative staphylococci. This organism has been reported as the third cause of nosocomial infections in the 
last decade and one of the most important causes of bacterimia. New generation β-lactam antibiotics are 
commonly used to cure these infections. Overproduction of β-lactamases not only results in bacterial 
resistance against β-lactams, but also causes false methicillin resistance in some strains lacking methicillin 
resistance gene. The aims of this study was to determine the susceptibility of clinical isolates of 
Staphylococcus epidermidis to some β-lactam antibiotics, to screen the isolates for β-lactamase production 
and detect the presence of the β-lactamase gene (blaZ).  
Materials and Methods: Sixty-nine clinical isolates of coagulase negative staphylococci were collected 
from three hospitals in Tehran. Susceptibility to 8 β –lactam antibiotics was determined using disc diffusion.  
β-lactamase production was screened by the iodometric colony test and presence of the blaZ gene was 
detected using specific primers and PCR. 
Results: The antibiotic sensitivity results showed that 54 isolates (98.1%) were resistant to penicillin, 50 
isolates (90.9%) to methicillin, 29 isolates (52.7%) to ceftriaxon, 27 isolates (49.09%) to ceftizoxime, 20 
isolates (36.3%) to cefotaxim, 19 isolates (34.5%) to amoxicillin, 17 isolates (30.9%) to cefazolin and 13 
isolates (23.6%) to cefalexin. The iodometric assay showed that all the isolates were β-lactamase producers 
and the PCR results confirmed the presence of blaZ gene in all isolates  
Conclusion: Overall, 24-53 % of the clinical isolates of S. epidermidis were resistant to the third generation 
β-lactam antibioticas by disc diffusion. On the other hand, iodometric colony tests showed that all isolates 
produced β-lactamase and the presence of the blaZ gene was confirmed in all by PCR.The results obtained in 
this study suggest that despite the presence of the β-lactamase gene, enzyme expression is variable in 
different isolates and disc susceptibility test alone is not often suitable for determining the course of 
antibiotic therapy.  
 Key words: β-lactamase, Staphylococcus epidermidis , blaZ gene 
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ABSTRACT 
Background and objectives: Salmonella is recognized as a major food-borne pathogen in humans 
worldwide. Antimicrobial drug resistance is increasing among Salmonella spp. and causes significant 
therapeutic problems in the treatment of diseases caused by this organism. The aim of this study was to 
determine the aminoglycoside resistance pattern of Salmonella spp. isolated from clinical cases in Tehran.  
Material and Methods: Salmonella spp. strains were isolated from several hospitals in Tehran during 2007- 
2008.  The strains were identified by standard biochemical methods and serology.   The susceptibility of the 
isolates to aminoglycoside antibiotics was determined according to Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI) guidelines. 
Results: The results showed that 44.1% of the strains were resistant to streptomycin, 22.8% to kanamycin, 
19.1% to neomycin, 0.7% to tobramycin and 0% to gentamycin. 
Conclusion: We found a diverse pattern of aminoglycosides resistance among Salmonella spp., the 
resistance to streptomycin and kanamycin was considerable, whereas to tobramycin and gentamycin was 
very low. While aminoglycoside resistance varied by Salmonella serogroups, continuous monitoring of 
resistance patterns and the use of antibiotic agents according to individual serogroup is recommended.  
Keywords: Salmonella spp., Aminoglycoside resistance, Antibiotic susceptibility testing 
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ABSTRACT 
Background and Objectives: Infections with Mycoplasma species can induce a variety of problems in 
living organisms and in in vitro cell cultures. Therefore, it is necessary to establish a routine diagnostic 
protocol for Mycoplasma infection in order to ensure reliable research results, as well as the safety of 
commercial biological products. In order to circumvent those limitations, many nucleic acid technology-
predicated procedures have been developed. PCR-based methods for detection of certain DNA regions of the 
Mycoplasma genome have proven both rapid and specific.  
Material and Methods: Using SHAH-GPO-3, MGSO primers and standard Mycoplasma species PCR 
optimized and sensitivity and specificity evaluated by Known CFU samples and different strains. Cell culture 
DNA extracted and then tested by optimized PCR. Amplicon (272 bp) cloned by PCR-cloning and then 
sequenced by dideoxy chain termination. 
Results: In this study, we describe our newly-developed sensitive PCR procedure for the detection of  
Mycoplasma genus contaminants. For amplification, the DNA regions of 16S rDNA   were targeted using 
general Mycoplasma primers. The PCR, which generated DNA fragments of 272 bp, was found to be able to 
detect 10 copies of the target DNA, and evidenced no cross-reactivity with the genomic DNA of related 
microorganisms or of human cell lines, thereby confirming the sensitivity and specificity of the primers used. 
25 from 47 cell lines infected with Mycoplasmas. 
Conclusion: The improved 16S rRNA based PCR method for identification of Mycoplasma in cell culture 
and biological products, based on common and constant sequences is accurate and useful technique with 
high specificity and sensitivity. However, more researches should be developed in case of DNA extraction, 
samples concentration and target sequences and identification of PCR products.    
Keywords: Mycoplasma, PCR, Contamination, Molecular diagnosis, Cell culture  
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ABSTRACT 
Background and objectives: Staphylococcus intermedius is a zoonotic bacteria which has been rarely 
found even among individuals with frequent exposures to animals. There were some reports on invasive 
infections in animals and humans. The objective of this study was identification of positive coagulase 
staphylococci other than S. aureus in health care workers. 
Material and methods: This descriptive cross sectional study was carried on 150 health care workers in 
three medical centers of Tehran University of Medical Sciences (TUMS) from July 2008 to December 
2008. The samples were collected from anterior nasal region of cases using cotton swabs and sent to 
laboratory for identifying organisms by microbial and biochemical tests. Moreover, PCR was carried out 
with mecA specific primers to detect methicillin resistance. 
Results: Out of 150 health care staff, 38 (25.3%) strains of coagulase positive staphylococci were 
isolated. Of these isolates, one strain was S. intermedius and the others were S. aureus. The presence of 
mecA gene in S. intermedius was confirmed by PCR. 
Conclusion: Transmission of S. intermedius from animals to human may result in expansion of 
uncommon infections and increasing of antibiotic resistance. Hence, identification of microbial 
colonization in health care staff has very important role for prevention of nosocomial infections. 
Keywords: Staphylococcus intermedius, resistance to methicillin, hospital staff 
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ABSTRACT 
Background and objectives: β-lactam antimicrobial agents represent the most common treatment for 
bacterial infections and continue to be the leading cause of resistance to β-lactam antibiotics among Gram 
negative bacteria world wide. Extended –spectrum β-lactamases(ESBLs) enzyme hydrolyze and inactivated 
β-lactam antibiotics. AmpC enzymes are in class C of ESBLs. Typical Ampc enzymes as clavulanate 
resistant cephalosporinases confer resistance to most oxyimino cephalosporins. AmpC enzymes are counted 
separately from ESBLs, but a taxonomic problem arises with AmpC mutants that have increased activity 
against cefepime and cefepirome, fourth generation of cephalosporins. Such mutants have arisen from 
inherent chromosomal AmpC types, but they could equally evolve from the plasmid AmpC types that are 
increasingly circulating in Klebsiella spp and E. coli. The aim of this study was to determine the Prevalence 
of AmpC type extended spectrum beta lactamases genes in clinical isolates of Klebsiella pneumoniae.  
Material and Methods: Phenotypic detection of ESBLs was used for screening of isolates by agar dilution 
method. The multiplex PCR assay was used for detection of AmpC genes in clinical isolates of Klebsiella 
pneumoniae. 
Results: Of 168 clinical isolates, 119 isolates were positive for ESBL in initial screening tests and from them 
99 isolates were positive in phenotypic confirmatory tests.10 isolates (5/95 %) were positive for AmpC 
genes in Klebsiella pneumoniae isolates. 
Conclusion: In this study, the existence of ESBLs and AmpC genes in clinical isolates of Klebsiella 
pneumoniae was shown. 
Key words: Klebsiella pneumonia, ESBLs, AmpC genes. 
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