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  چکیده 
هدف از این مطالعه ردیابی باکتري هاي مسئول عفونت هاي مجاري صفراوي و بررسی حساسـیت روش   :هـدف  زمینه و

RFLP- DGGE  به عنوان یک روش کمکی جهت تمایز جدایه هاي مختلف باکتریایی در سطح سویه می باشد.   
ــی ــداد  :روش بررس ــه روش         60تع ــفراوي ب ــایع ص ــه م  (ERCP Cholangiopancreatographyنمون

(Endoscopic Retrograde ایزوله هاي باکتریایی . از بیماران مراجعه کننده به بیمارستان طالقانی جمع آوري گردید
 -مرتبط پس از تعیین هویت و بررسی مقاومت دارویی، به منظور ردیابی تنوع ترادفی نواحی ژنـی بـه کمـک روش فنـل    

بر روي  RFLP- DGGEبر اساس آزمون  تمایز این جدایه ها. ژنومی قرار داده شدند   DNAکلروفرم مورد استخراج 
در پایان بر اساس مقایسه الگوي بانـدي نمونـه هـا بـا     . صورت گرفت  16s rRNAقطعه  ژنی PCR محصول واکنش 

  .الگوي باندي سویه استاندارد و نتایج آنتی بیوگرام،کارآیی این  روش مورد تفسیر قرار گرفت
در سایر . نمونه جدا گردید 26جدایه باکتریایی از میان  38نمونه جمع آوري شده مایع صفراوي تعداد  60از : یافته ها

نمونه  8، کلبسیلا پنومونیهنمونه  10، شیا کلییاشرجدایه  16جدایه  38از این . نمونه ها نتایج کشت باکتریایی منفی بود
بیشترین میزان مقاومت در میان این جدایه مربوط به . بدست آمد  وناس ائروژینوزاسودومنمونه  4، و انتروکوکوس فکالیس

الگوهاي  موید تفاوت در RFLP- DGGE نتایج آزمون . بود%) 75(وآمپی سیلین%) 100(داروهاي آموکسی سیلین
وگرام مورد تایید بیشتر این اختلاف ها توسط تنوع الگوي مقاومتی حاصله از آنتی بی ؛باندي جدایه هاي تحت مطالعه بود

   .قرار گرفت
  S rRNA16بر روي نواحی ژنـی طویـل  از     RFLP –DGGE  نتایج این بررسی نشان داد که روش : نتیجه گیري

ایـن روش توانسـت   . هایی جدا شده از نمونه هاي بالینی می باشد روش مناسبی جهت بررسی تفاوت سویه هاي باکتري
را بخوبی از یکدیگر تمایز دهد، از اینرو بنظر می رسـد روش حاضـر    اشریشیا کلیمقاوم چهار تیپ شایع از جدایه هاي 

براي بالا بـردن  . مورد استفاده قرار گیرد اشریشیا کلیبتواند به عنوان یک روش فرعی در غربالگري مولکولی جدایه هاي 
ام مطالعات مقایسه اي با سایر روش اختصاصیت و حساسیت این روش به عنوان یک روش استاندارد براي تیپ بندي انج

  .هاي تیپ بندي مولکولی و همچنین مطالعه بر روي طیف وسیعتري از باکتري ها نیاز است
اشریشیا کلی، صفرا، RFLP –DGGE  :هاي کلیديواژه 

  

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  19-24صفحه ،مشش شماره دوم، دوره ،1389 پاییز
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تیپ بندي مولکولی جدایه هاي مختلف صفراوي 
نفت تبریز  هاي خاکزي پالایشگاه استفادهاکتري   مقدمه 

در مناطق درگیر از  ردیابی و شناسایی منبع میکروبی عفونت ها
ــژه اي برخــوردار اســت  ــایز ســریع . اهمیــت وی      شناســایی و تم

سویه هاي مختلف باکتریایی مسـئول ایـن عفونـت هـا یکـی از      
مهم در مطالعات اپیدمیولوژیک به منظور ردیـابی منبـع   اهداف 

مطالعـات متعـددي در جهـت    . اصلی آلودگی محسوب می شود
      نیــل بــه ایــن هــدف صــورت پذیرفتــه اســت و در نتیجــه آنهــا 
روش هاي مختلفی نیز ابداع گردیده است، از جمله این روش ها 

، PCR-RFLP  ،PFGE،Ribotypingمی تـوان بـه روشـهاي    
هاي مبتنی بر هیبریداسیون و روش هاي مرتبط با ردیابی  روش

ژل الکتروفـورز بـا    .نواحی متغیر ژنی در باکتري ها اشاره نمـود 
دقیـق   یکـی از  )DGGE(شیب غلظتی ترکیب دنـاتوره کننـده   

      ترین روش هاي بـه کـار بـرده شـده  در ایـن زمینـه محسـوب       
ــه منظــور شناســای ). 2و  1(مــی شــود  ــدا ب ی ایــن روش در ابت

تواند جهت تشخیص  اي ابداع گردید ولی می هاي نقطه موتاسیون
هاي متعدد چند جفت بازي در میان   هاي کوچک و الحاق حذف
این . تحت مطالعه نیز مورد استفاده قرار گیرد DNAهاي  رشته

ــدن    ــک ش ــانی تفکی ــت مک ــاوت در موقعی ــاس تف ــر اس روش ب
کننـده   در یک شیب غلظتی از مـاده دنـاتوره   DNAهاي  رشته

 DNAنگــاري  از آنجــا کــه هــدف از انگشــت. شــود انجــام مــی
ــان   ــود می ــاي موج ــوالی ه ــاوت در ت ــایی تف ــایی، شناس        باکتری

توان بـا کمـک ایـن روش،      سویه هاي مختلف باکتري است، می
          ســویه هــاي مختلــف باکتریــایی را بــر اســاس تفــاوت در       

در این مطالعـه تـلاش   ).  3(توالی هایشان از یکدیگر تمایز نمود
شده است تا ضمن ردیابی باکتري هـاي مسـئول عفونـت هـاي     

نیز به عنـوان    RFLP- DGGEمجاري صفراوي، کارایی روش 
یک روش کمکی به منظور تمایز جدایه هاي مختلف باکتریـایی  

   .مورد ردیابی قرار گیرد
  

    یروش بررس
وي بـه  امـایع صـفر   نمونه 60در این تحقیق تعداد  :نمونه گیري

بیماران مراجعه کننده به بیمارستان طالقـانی   از ERCPروش 
علـت   .دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی جمـع آوري گردیـد  

در این بیماران سنگ مجاري صفراوي و عفونـت   ERCPانجام 
مجاري صـفراوي، سـرطانهاي مجـاري صـفراوي و لوزالمعـده و      

میلی لیتر  دو لبدین منظور میزان حداق. بیماریهاي التهابی بود
آسپیراسیون  توسط، بیمار هر مجراي صفراويمحتویات  از صفرا

 جمـع آوري  اسـتریل  یـک ظـرف   در و تهیـه  جراحـی  در طول

نمونه ها جهت بررسی هاي بیشتر بلافاصله به آزمایشگاه . گردید
  .ارسال می گردید

  

نمونه ها به منظور بررسی میکروبی پس : تعیین هویت میکروبی
 در لولـه هـاي انتقـال نمونـه اسـتریل، بلافاصـله در       از دریافت 

محیط هاي بلاد آگار و مک کانگی آگار تحت شرایط هـوازي و  
آلمان ( تحت شرایط میکروائروفیل % 5حاوي خون  بروسلا آگار

 (Merck  گـراد گرمخانـه    درجـه سـانتی   37کشت و در دماي
تعیین هویت جدایـه هـا بـا کمـک آزمـون هـاي       . گذاري شدند

از قبیل حرکـت، سـیترات، تخمیـر قنـد      میایی استانداردبیوشی
ــاي   ــدول و لیــزین دکربوکســیلاز و ســایر آزمــون ه ــوکز، ان گل

  ).4(تخصصی انجام پذیرفت 
  

ــوتیکی   ــی بی ــیت آنت ــی حساس ــیت  :بررس ــون حساس            آزم
جدایـه هـا، بـا اسـتفاده از راهنمـاي اسـتاندارد       آنتی بیـوتیکی  

و با کمک روش انتشار دیسک ) CLSI(آزمایشگاه هاي بالینی 
  ).5( در محیط مولر هینتون آگارانجام شد

  

RFLP-DGGE :  بمنظور ردیابی تنوع ترادفی نواحی ژنـی در
ژنومی باکتري ها به    DNAمیان باکتري هاي شناسایی شده،

قطعه ). 6(کلروفرم مورد استخراج قرار گرفت  -کمک روش فنل
s rRNA16     در این نمونـه هـا بـا کمـک روش PCR   تکثیـر

توالی پرایمرهاي مورد استفاده در این مطالعـه بـه قـرار    . گردید
  .)7(ذیل بود

16s–27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) 

16s– 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT)  
درجـه   94واکنش تحت شـرایط دناتوراسـیون اولیـه در دمـاي     

سـیکل  30دقیقـه، طویـل سـازي طـی      5سانتی گراد به مـدت  
ثانیـه و ادامـه طویـل     30درجه سانتی گراد به مدت  94شامل 
ثانیه، و مرحله طویـل   30درجه سانتی گراد به مدت  56سازي 

دقیقه انجـام   10درجه سانتی گراد به مدت 72سازي نهایی در 
محصول هاي تکثیر یافته  بـا اسـتفاده از ایـن پرایمرهـا     . گرفت
ژل آگارز  جفت باز درازا داشته که پس از بررسی بر روي 1100

 Roche)   -آلمان( Sma Iه ، تحت تاثیر آنزیم برش دهند1%
با  PCRاز محصول  lµ 10قرار داده شدند، بدین منظور مقدار 

به  )بافر lµ 2 آب مقطر، lµ 18آنزیم،  lµ 1(آنزیم برش دهنده 
محصول هاي  .درجه مجاور گردید 25ساعت در دماي  16مدت 
PCR اي احتمـالی بـر روي   جهت مشاهده موتاسیون ه ـ سپس

 40(با گرادیان حاصل از  اوره و فرماماید % 8ژل دناتوره کننده 
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  سمیه جهانی شرافت و همکاران 

 12درجه سانتی گراد به مدت  60در دماي ثابت )  درصد 80تا 
ژل حاصل در خاتمه به . ز گردیدندرولت الکتروفو 45 ساعت در

  .دقیقه توسط اتیدیوم برماید رنگ آمیزي گردید 20مدت 
  

  ها  یافته
نمونـه   60نمونـه از   26جدایه باکتریـایی از    38مطالعه در این 

  . سایر نمونه ها فاقـد بـاکتري بودنـد    ،صفراوي جداسازي گردید
 . بدسـت آمـد   اشریشـیا کلـی   جدایـه  16نمونه  38از میان این 

جدایه هاي باکتریـایی شـایع شناسـایی شـده در ایـن تحقیـق       
وکوکـوس  انتر، پنومونیـه  کلبسـیلا ،  اشریشـیا کلـی  متعلـق بـه   

این جدایه ها ). 1جدول(بودند سودوموناس ائروژینوزاو  فکالیس
بیشـترین میـزان   . داراي الگوي مقاومت دارویی متفاوتی بودنـد 

ــاي     ــه داروهـ ــوط بـ ــه مربـ ــن جدایـ ــان ایـ ــت در میـ           مقاومـ
ــیلین%) 100(آموکســی ســیلین ــی س ــود%) 75(وآمپ ــایج . ب     نت

 2در جـدول شـماره    اشریشـیا کلـی  آنتی بیوگرام جدایه هـاي  
  .نشان داده شده است

  
جدایه هاي باکتریایی جدا شده از نمونه هاي صفراوي .1جدول   

  
  

شکل ( s rRNA16 بر روي ناحیه ژنی  PCRنتایج حاصل از  
و انجام الکتروفورز بر روي محصـول هضـم آنزیمـی توسـط     ) 1

 ) bp 600و  bp500  دو قطعـه  ( Sma Iآنزیم محدود کننده 
، در ایـن مطالعـه نشـان داد کـه روش      DGGEتوسط دستگاه 

RFLP-DGGE   روشــی کارآمــد جهــت تمــایز ســویه هــاي
.  اسـت   اشریشیا کلیتلف باکتریایی، در این مطالعه در مورد مخ

همانگونه که در این شکل دیده می شود باند هاي شناسـاگر در  
این روش بر اساس تفاوت هاي ترادفی در چهار جایگاه متفاوت 

  ).2شکل (از ژل قرار گرفته اند
  
  

  
  

 L : .جدایه هاي مختلف اشرشیا کلیPCR الگوي باندي . 1شکل 

، E. coli ATCC 25922سویه: Esمارکر وزن مولکولی مخلوط، 
مربوط به جدایه هاي بالینی اشرشیا کلی  E3-E11نمونه هاي 

  .می باشند
  
  

 
جدایه هاي مختلف اشرشیا  RFLP-DGGE الگوي باندي . 2شکل 

-E3، نمونه هاي E. Coli ATCC 25922سویه:   Esنمونه . کلی
E11 الینی اشرشیا کلی می باشندمربوط به جدایه هاي ب.  

  

  
  

  )درصد/تعداد(نام باکتري  )درصد/تعداد(نام باکتري
 اشرشیا کلی )1/42(16 انتروکوکوس فکالیس )05/21(8

 کلبسیلا پنومنیه )31/26(10 سودوموناس آئروژنوزا )10/ 52( 4

 )100(38:تعداد کل

 L     Es    E 3   E 6    E 2    E 5   E10   E11         

 
bp١١٠٠ 

 Es      E 3   E 6   E 2    E 5    E10   E11         
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تیپ بندي مولکولی جدایه هاي مختلف صفراوي 
نفت تبریز  هاي خاکزي پالایشگاه استفادهاکتري  

  شیا کلییبررسی حساسیت دارویی در جدایه هاي صفراوي اشر. 2جدول 

باکتري 
E.coli 

  
 آنتی بیوتیک

TE 
R (%) 

CP 
R (%) 

IMP 
R (%) 

TOB 
R (%) 

SXT 
R (%) 

NA 
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 :g 10(   NA(نالیدیکسیک اسید ,  :SXT ,تریمتوپریم :TOB , )g 10(توبرامایسین :IMP ,)10g(ایمی پنم ::CP , )g 5(سیپروفلوکساسین  :TE ,  )g 30(تتراسایکلین 
 ا:g 30(, FEP(سفپیم  :AMX     )g 10(کسی سیلین آمو ,   :GM )g 10(جنتامایسین , )g(30(سفتازیدیم :PIP:  , CAZ )g 100(پی پراسیلین  ,:AN ) g 30(آمیکاسین

  S:حساسیت دارویی:R ,مقاومت دارویی    :g 10(  FOX(فلاکساسین
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  سمیه جهانی شرافت و همکاران 

  بحث
بـا     DGGE بررسی تنـوع جدایـه هـاي باکتریـایی بـه روش     

روشی بسیار کارآمـد   16s rRNAاستفاده از تکثیر ناحیه ژنی 
و ساده محسوب می شود که بدون نیاز به تعیین تـوالی ژنـومی   

ــ ــی توان ــال م ــت غرب ــمندي را جه ــات ارزش ــه د اطلاع      گري اولی
طـول قطعـات  ژنـی    ). 8(جدایه هاي تحت مطالعه فـراهم آورد 

    جفـت بـاز   400تـا   100مناسب بـراي ایـن روش در محـدوده    
    بررسـی قطعـات ژنـومی بزرگتـر     با توجه به اهمیـت  . می باشد

می توان این محدودیت را توسـط بکـارگیري تـوام آن در کنـار     
صفرا در افراد سالم اسـتریل و  . روش هضم آنزیمی برطرف نمود

فاقد هر گونه باکتري می باشد و وجود میکرو ارگانیسـم هـا در   
صفراي انسان می تواند نشانه اي از وجود یـک مشـکل بـالینی    

مـرتبط   cholelithiasisاغلب مـوارد بـا بیمـاري     باشد که در
شناسایی میکرو ارگانیسم هـاي دخیـل در ایجـاد    ). 10و9(است

این بیماري ها و ارزیابی وضعیت مقاومت دارویی آنها می توانـد  
کمک شایانی به پزشکان جهت تشـخیص عـوارض بیمـاري یـا     

عفونت هاي مجاري صفراوي اغلـب بـا منشـا    . کنترل آنها نماید
دوژن می باشند در نتیجـه هـدف از مطالعـات اپیـدمیولوژیک     ان

دراین نوع از عفونت ها اثبات نقش باکتري ها و تنـوع در تـوان   
زایی جمعیت هاي مختلف باکتریایی دخیل در بروز این  بیماري

علائم و پیـرو آن شناسـایی راهکارهـاي جدیـد درمـانی جهـت       
مطالعات کمـی در رابطـه بـا    ). 11(کنترل این بیماري ها است 

نقش باکتري ها در ایجاد عفونت هاي مجاري صـفراوي صـورت   
 گرفته است، نتایج حاصله از این مطالعـات تـا حـدودي ارتبـاط    
باکتري هاي فلور دستگاه گـوارش را در بـروز ایـن بیمـاري هـا      

  ). 11،12(مورد توجه قرار می دهند
ها در مطالعـه حاضـر مویـد ایـن      نتایج حاصله از کشت باکتري

نکته بود که  تمامی جدایه هاي بدست آمده عضوي از بـاکتري  
بررسـی   ؛هاي متعلق به فلور نرمال دستگاه گوارش مـی باشـند  

ونال این جدایه ها بـا بـاکتري هـاي روده اي در ایـن     ارتباط کل
وجود مقاومت چنـد  . بیماران نیازمند مطالعات دقیق تري است

دارویی در میان این جدایه ها نشان دهنـده اهمیـت شناسـایی    
   ترکیبات دارویی مناسب جهت درمان عفونت هاي حاصل از این 

ــت  ــاکتري هاس ــله از   . ب ــاي حاص ــو ه     بــر روي  DGGEالگ
پس از انجام هضم آنزیمی، نشـان دهنـده    PCRول هاي محص
  بررسـی ارتبـاط تنـوع    . سویه اي میان این جدایه هـا بـود  تنوع 

الگو هاي مقاومت دارویی این جدایه ها ،  به عنـوان یـک روش   
ساده در تیپ بندي بیولوژیک باکتري ها و مقایسه نتایج آنها با 

ي گرادیان غلظتی الگوي باندي حاصل از الکتروفورز در ژل حاو
ترکیب دناتوره کننده موید این نکته بود که جدایه هـاي داراي  
الگــوي مقــاومتی متفــاوت مــی تواننــد براحتــی توســط روش   

RFLP-DGGE انجــام مطالعــات . از یکــدیگر متمــایز شــوند
     بیشتر بر روي باکتري هاي مختلـف و نـواحی ژنـی دیگـر بجـز     

S rRNA  16 بـا نتـایج بدسـت     در کنار مقایسه نتایج حاصله
روش هاي تیـپ بنـدي مولکـولی مـی توانـد دیـد       آمده از سایر 

روشـن تـري بــه محققـین جهـت اســتفاده از ایـن روش بــراي      
  .   فراهم آورد  مطالعات اپیدمیولوژي مولکولی

  نتیجه گیري
بر اساس نتایج این بررسی، بنظر می رسد بـاکتري هـاي فلـور    

امـلاح صـفراوي و الگـوي     دستگاه گوارش با توانایی مقاومت به
مقاومت آنتی بیوتیکی به طـور غالـب دخیـل در عفونـت هـاي      

    روش   بعلاوه الگوهاي باندي حاصله از. مجاري صفراوي باشند
  RFLP –DGGE   بر روي ناحیه ژنیS rRNA16   نشان

داد که این روش، روش مناسبی جهت بررسی تنوع سویه هـاي  
   اي بـالینی باشـد و بتوانـد در    باکتریایی جدا شـده از نمونـه ه ـ  

تیپ بندي مولکولی باکتري ها به عنوان یک روش جدید مـورد  
   اثبـات حساسـیت و اختصاصـیت ایـن روش    . استفاده قرار گیرد

در مقایسه با روش هاي تیـپ بنـدي دیگـر نیازمنـد مطالعـات      
  .بیشتري است

  تشکر و قدردانی
ش گوارش بدینوسیله از همکاري تمامی محققین و کارکنان بخ

   بویژه سرکار خـانم افریشـمی و جنـاب آقـاي کولیونـد کـه در      
نمونه گیري و فراهم آوري امکانات لازم تحقیـق حاضـر تـلاش    

تحقیـق حاضـر مربـوط بـه طــرح     . نمودنـد تشـکر مـی نمـاییم    
به حمایت پژوهشـکده گـوارش و کبـد دانشـگاه      563تحقیقاتی

  .  علوم پزشکی شهید بهشتی می باشد
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