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 چکیده    

شد و وجود میکرو  صفرا در افراد سالم استریل و فاقد هر گونه باکتري می با:            زمینه و هدف
ارگانیسم ها در صفراي انسان می تواند نشانه اي از وجود یک مشکل بالینی باشد که در اغلب موارد با 

هدف از مطالعه حاضر بررسی توزیع فراوانی . مرتبط است) cholelithiasis(بیماري کوله لیتیازیس 
 هاي دستگاه صفراوي و بیماري هاي باکتري هاي موجود در نمونه مجاري صفراوي بیماران مبتلا به سنگ

  . صفراوي می باشد–بدخیم دستگاه پانکراسی 
اندوسکوپیک  نمونه مایع صفراوي  به روش 102، 1390 ماهه دوم سال6 طی :روش بررسی           

از بیماران مراجعه کننده به بیمارستان طالقانی دانشگاه علوم  )ERCP( معکوسکولانژیوپانکراتوگرافی
اطلاعات بالینی بیماران، نوع سنگ و بیماري هاي زمینه اي  ابتدا. شهید بهشتی جمع آوري گردیدپزشکی 

مورد بررسی قرار گرفت، در ادامه بررسی هاي میکروب شناسی مانند کشت، شمارش تعداد و تعیین 
 بر  16S rDNA PCR)(هویت باکتري ها، تست هاي حساسیت دارویی و تست هاي مولکولی تاییدي 

 در SPSS version 13ي تمامی نمونه ها انجام گردید و ارتباط هاي آماري با استفاده از نرم افزار رو
وجود شمارش بیش از هزار باکتري در هر نمونه بعنوان شاهدي بر . پایان مورد ارزیابی قرار داده شد

 .کلنیزاسیون پایدار در نظر گرفته شد

 جدایه باکتریایی با استفاده از روش کشت 59نمونه کشت مثبت،  42%)41,1(از میان :ا ه یافته          
باکتریایی توسط DNA  نمونه از میان نمونه هاي کشت منفی نیز حضور 7جداسازي گردید، به علاوه در 

بیشترین نوع سنگ ها به ترتیب مربوط به سنگ کلسترولی ، پیگمانته سیاه و . روش مولکولی نشان داده شد
، %)34,4(ي و بیشترین ایزوله هاي جداسازي شده در این بیماران باکتري هاي اشرشیا کلیپیگمانته قهوه ا
بین نوع سنگ، . بودند%) 18(و  سودوموناس ائروژینوزا%) 18(، کلبسیلا پنومونیه %)19,7(انتروکوکوس

شتن دا. نوع باکتري کشت شده و بیماري هاي تحت بررسی در این بیماران ارتباط معناداري دیده نشد
بطور معنادار بیش از سایر %) 44,6(سابقه مصرف آنتی بیوتیک در این بیماران مبتلا یه سنگ صفراوي

  .P=0.01)(مشکلات صفراوي بود
نمونه هاي صفراوي می تواند دلیلی بر نقش آنها در % 41,1وجود باکتري در  : نتیجه گیري            

مطالعه بیشتر .  و انتروکوکها از شایعترین این عوامل می باشنداشرشیا کلی. پاتوژنز بیماریهاي صفراوي باشد
پاتوفیزیولوژیک این باکتري ها خواهد توانست به روشن تر شدن نقش  بر روي توان بیماریزایی و اثرات

 . باکتري ها در ایجاد سنگهاي صفراوي کمک نماید

 یوتیک، آنتی بERCP سنگ هاي صفراوي، باکتري، :        واژه هاي کلیدي

   

 
  
  

  

 : آدرس مقاله
تاج الدین ا، جهانی شرافت س، سـید مجیـدي م ر، آل بویـه م، نـاظم الحـسینی مجـرد ا، پـور حـسینقلی م ا، محمـد                                  

بیماریهـاي   فراوي بیمـاران مبـتلا بـه سـنگ و سـایر     توزیـع فراوانـی عوامـل باکتریـایی در شـیره ص ـ      "علیزاده   ا ه، زالی م ر      
  34-43) :2شماره(دوره پنجم1390مجله علوم آزمایشگاهی پاییز و زمستان ، .  "صفراوي 

  

 الهه تاج الدین
کارشناس ارشد میکروبیولوژي، پژوهشکده 

تحقیقات بیماري هاي  گوارش و کبد، دانشگاه 
 علوم پزشکی شهید بهشتی

  سمیه جهانی شرافت
کارشناس ارشد میکروبیولوژي پزشکی، پژوهشکده 

گوارش و کبد، دانشگاه علوم تحقیقات بیماري هاي  
  پزشکی شهید بهشتی

  
  محمد رضا سید مجیدي

فوق تخصص گوارش و کبد، پژوهشکده تحقیقات بیماري 
و  هاي  گوارش و کبد، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی

  دانشگاه علوم پزشکی گلستان
  

 مسعود آل بویه
دکتراي تخصصی  باکتري شناسی پزشکی، پژوهشکده 

ي هاي  گوارش و کبد، دانشگاه علوم تحقیقات بیمار
  پزشکی شهید بهشتی

  
  احسان ناظم الحسینی مجرد

دانشجوي دکتراي تخصصی،  پژوهشکده تحقیقات بیماري 
  هاي  گوارش و کبد، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی

  
  محمد امین پور حسینقلی

دکتراي تخصصی آمار زیستی، پژوهشکده تحقیقات 
بد، دانشگاه علوم پزشکی شهید بیماري هاي  گوارش و ک

  بهشتی
 

  امیرهوشنگ محمد علیزاده  
فوق تخصص گوارش و کبد، پژوهشکده تحقیقات  

بیماري هاي  گوارش و کبد، دانشگاه علوم پزشکی شهید 
  بهشتی
 

  محمد رضا زالی 
 استاد ، فوق تخصص گوارش و کبد ، پژوهشکده تحقیقات 

م پزشکی شهید بیماري هاي  گوارش و کبد، دانشگاه علو
  بهشتی

  

  مسعود آل بویه :نویسنده مسئول

 021-22432518 :تلفن 
 :پست الکترونیک

com.gmail@alebouyeh.masoud 
 

پژوهشکده تحقیقات بیماري هاي  ، تهران : آدرس
  گوارش و کبد، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی

  

 3/7/90: الهوصول مق
 18/10/90:  اصلاح نهایی
 30/11/90: پذیرش مقاله

  

 کمیسیون از هشیپژو - علمی رتبه داراي
 کشور یکپزش نشریات علوم

 

پاییز و زمستان ) 2شماره(مجله علوم آزمایشگاهی، دوره پنجم
1390                                                                                                          

                                                                                                                                                                  تحقیقی
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  مقدمه

صفرا در افراد سالم استریل و فاقـد هـر گونـه بـاکتري مـی                         
باشد و وجود میکرو ارگانیسم ها در صفراي انسان می تواند نشانه 
اي از وجود یک مشکل بالینی باشد که در اغلب موارد با بیماري       

شناســایی ). 2و1(مــرتبط اســت) Cholelithiasis (کولــه لیتیــازیس
یکرو ارگانیسم هاي دخیل در ایجاد ایـن بیمـاري هـا و ارزیـابی              م

وضعیت مقاومت دارویی آنها می تواند کمک شایانی به پزشکان     
عفونت هاي . جهت تشخیص عوارض بیماري یا کنترل آنها نماید

مجاري صفراوي اغلب با منشا اندوژن می باشند از این رو هـدف       
ز عفونت هـا اثبـات نقـش    از مطالعات اپیدمیولوژیک دراین نوع ا    

باکتري هـا و تنـوع در تـوان بیمـاریزایی جمعیـت هـاي مختلـف                 
باکتریــایی دخیــل در بــروز ایــن علائــم و پیــرو آن شناســایی       

). 3(راهکارهاي جدید درمانی جهت کنترل این بیماري ها اسـت     
مطالعات کمی در رابطه با نقش باکتري ها در ایجاد عفونت هاي            

فتــه اســت، نتــایج حاصــله از ایــن مجــاري صــفراوي صــورت گر
مطالعات تا حدودي ارتباط باکتري هاي فلور دستگاه گـوارش را     

 ). 3،1(در بروز این بیماري ها مورد توجه قرار می دهند

ســنگ هــاي صــفراوي عمومــا از رســوب امــلاح صــفراوي و      
پسماند هاي صفراوي حاصل می گردند کـه بـه دو دسـته سـنگ               

سنگ .  کلسترولی طبقه بندي می گردند هاي صفراوي پیگمانته و   
 درصد کریستال هاي منـو هیدراتـه        50هاي کلسترولی از بیش از      

ي کلسترولی به همراه ماتریکس گلیکوپروتئینی و هسته ي بیلـی           
در مقابل سـنگ هـاي پیگمانتـه        . روبینات کلسیم تشکیل یافته اند    

 و  قهوه اي و سیاه به ترتیب از نمک هاي کلسیمه ي بیلـی روبـین              
کنجوگه، اسیدهاي صـفراوي و دکنجوگـه و مقـادیر متفـاوتی از             
کلسترول و اسیدهاي چرب اشباع بلند زنجیـره، و بیلـی روبینـات             

 درصد سـنگ هـاي کیـسه        80حدود  ). 4(کلسیم تشکیل یافته اند   
درصد آنها مربـوط بـه      20صفرا به طور عمده از نوع کلسترولی و         

ــه اي  ــه(ســنگ هــاي رنگدان کــه بخــصوص در هــستند ) پیگمانت
آسیایی ها شایع بوده و اغلب با عفونـت سیـستم صـفراوي همـراه        

نقش باکتري ها، عفونت هاي باکتریایی و متابولیت        ).  5و6(است
هاي آنزیمی آنها در بیماري هاي صـفراوي چنـدان روشـن نمـی              

عفونت هاي اولیه ي میکروبی کیسه صفرا بعنـوان یکـی از            . باشد
  وله سیستیت غیر سنگی در نظر گرفته فاکتورهاي خطر ابتلا به ک

  

  
  

می شوند، به علاوه ارتباط معناداري بین شکل گیري سـنگهاي           
پیگمانته قهوه اي مجـاري صـفراوي و عفونـت باکتریـال دیـده              

مـوارد  % 50-20مطالعـات اخیـر نـشان داده انـد کـه           . شده است 
. کوله سیستیت سنگی همراه با عفونت باکتریـال ثانویـه هـستند           

اد مجاري صفراوي نیز در کلانژیت هاي بالارونده معمولا         انسد
ــی      ــی روده اي م ــرم منف ــال گ ــاي باکتری ــت ه ــا عفون ــراه ب هم

  ).7(باشند
    شیوع شکل گیري سنگ هاي صفراوي در ایـران بـر اسـاس             
یافته هـاي سـونوگرافی بـه طـور متوسـط در زنـان و مـردان در                 

اي مختلـف   این فراوانی در قومیت ه    ). 8(است  % 5 و   12حدود  
متفاوت می باشد و تحت تاثیر فاکتورهاي خطري همچون سن، 
جنسیت، موتاسیون هاي ژنـی، بـارداري، چـاقی، چربـی خـون،         
بیماري هاي زمینه اي، مصرف دارو و عفونـت هـاي میکروبـی             

با توجه به شیوع بالاي بیماري هاي دسـتگاه صـفراوي و            . است
 در اهمیـت پیــشگیري در شــکل گیـري ســنگ هــاي صــفراوي  

مطالعه ي حاضر تلاش شده است شیوع عفونت هـاي باکتریـال    
هوازي و بی هوازي اختیاري در سنگ هاي مجـاري صـفراوي            

ــت ــاران تحــ  Endoscopic(ERCP) retrogradeدر بیمــ

cholangiopancreatography      و الگوي مقاومت داروئـی آنهـا 
  .مورد بررسی قرار گیرد

 روش بررسی 
 نمونه گیري      

 نمونه مایع صفراوي بـا      102،  1389 ماهه اول سال     6طی  در       
رضایتنامه کتبی از بیماران مراجعه کننده به بیمارسـتان طالقـانی    

 ERCPدانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی در تهران بـه روش            
ــد ــه   . جمــع آوري گردی ــوط ب ــراي هــر بیمــار پرســشنامه مرب ب

ه اطلاعات شخصی و نوع آنتی بیوتیک مصرفی در طی یک ما          
پیش از نمونه گیري به منظور بررسی ارتبـاط آنهـا در تـشکیل              

 در این بیماران سـنگ و       ERCPعلت انجام   . سنگ تکمیل شد  
عفونــت مجــاري صــفراوي، ســرطانهاي مجــاري صــفراوي و   

بدین منظور میـزان حـداقل      . لوزالمعده و بیماریهاي التهابی بود    
ار، دو میلی لیتر صـفرا از محتویـات مجـراي صـفراوي هـر بیم ـ             

توسط آسپیراسـیون در طـول جراحـی تهیـه و در یـک ظـرف                
نمونه ها جهت بررسی هاي بیـشتر       . استریل جمع آوري گردید   

  .بلافاصله به آزمایشگاه ارسال می گردید

  و همکارانالهه تاج الدین 35/
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  تعیین هویت میکروبی
 نمونه ها به منظور بررسی میکروبی پس از دریافت در لوله هاي    

محیط هـاي بـلاد آگـار و مـک          انتقال نمونه استریل، بلافاصله در      
% 5حاوي خون  کانگی آگار تحت شرایط هوازي و بروسلا آگار

 کـشت و در دمـاي       ,Merck)آلمـان   (تحت شرایط میکروائروفیل    
تعیین هویـت جدایـه     .  درجه سانتیگراد گرمخانه گذاري شدند     37

ها با کمک آزمون هاي بیوشـیمیایی اسـتاندارد از قبیـل حرکـت،              
 گلوکز، اندول و لیزین دکربوکـسیلاز و سـایر    سیترات، تخمیر قند  

  ).9(آزمون هاي تخصصی انجام پذیرفت 
  بررسی حساسیت آنتی بیوتیکی

 آزمون حساسیت آنتی بیوتیکی جدایه ها، با استفاده از راهنماي    
 و با کمک روش انتـشار       CLSI)(استاندارد آزمایشگاه هاي بالینی     

ــیلین،   ــسی سـ ــسین، آموکـ ــاي جنتامایـ ــنم، دیـــسک هـ ــی پـ ایمـ
سفالوســپورین هــا، آزیترومایــسین و سیپروفلوکــساسین در محــیط 

  ).  10( کشت مولر هینتون آگارانجام شد
  تشخیص مولکولی میکروب ها

به منظور شناسایی حضور باکتري هاي غیر قابل کشت، باکتري        
 هاي باقیمانده باکتریایی در این نمونه ها، DNAهاي بی هوازي و یا 

  توسط پرایمرهاي PCR به کمک روش 16S rRNAهدف ناحیه ژنی 

16S-27F 16وS-1492R) 11 (   ــه در ــیون اولی ــرایط دناتوراس ــت ش ، تح
 30 دقیقه، طویل سـازي طـی        5 درجه سانتیگراد به مدت      94دماي  

 درجـه   56 ثانیـه و     30 درجه سـانتیگراد بـه مـدت         94سیکل شامل   
   ثانیه و مرحله طویل سازي 30سانتیگراد به مدت 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

 دقیقه، مورد تکثیر قـرار      10 درجه سانتیگراد به مدت      72نهایی در   
محصول هاي تکثیر یافته پس از الکتروفـورز بـر روي           . داده شدند 
  . ،مورد مطالعه قرار داده شدند% 1ژل آگارز 
 آنالیز آماري

متغیرهاي مورد نظر در شکل      وجود هر گونه رابطه آماري میان 
با استفاده از نرم افزار وع بیماري و حضور باکتري دهی سنگ، ن

spss version 13 بررسی قرار داده شد مورد. 

 یافته ها
  مشخصات بالینی بیماران

ــده   ــع آوري شـ ــاي جمـ ــه هـ ــه102(     نمونـ ــامل )نمونـ  52، شـ
متعلــق بــه %) 49,02( نمونــه50متعلــق بــه زنــان و %) 50,98(نمونــه

 بیمـار،  19از این میـان   .  بودند سال 59,51مردان، با میانگین سنی    
 CBD Common Bile Duct stoneتنهـا داراي سـنگ   ) 18,6(%

از انــواع کلــسترولی  ) ســنگ هــاي شــایع مجــاري صــفراوي    (
%) 21,05(و پیگمانته قهوه اي     %) 26,31(، پیگمانته سیاه    %)52,63(

و CBD دچار مـشکل همزمـان سـنگ    %) 43,1( مورد 44بودند و 
و پیگمانتــه ســیاه  %) 59,09(ع کلــسترولی کیــسه صــفرا از انــوا  

ــا  % 44,6. بودنــد%) 40,91( از بیمــاران داراي بیماریهــاي مــرتبط ب
فراوانـی  . سنگ هاي صفراوي سابقه مصرف آنتی بیوتیک داشتند       

باکتریایی در سنگ هاي کلسترولی بالاتر از سایر سـنگها مـشاهده    
بـوط بـه   بیماران شـامل سـه گـروه  بیماریهـاي مر         ). 1نمودار  ( شد  

بیماریهاي مربوط به بدخیمی هاي پانکراسـی   ) 74(سنگ صفراوي 
  ).3 و 2، 1جداول (بودند ) 13(و سایر بیماریها ) 15(صفراوي–
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 PCRدر ترادف پرایمرهاي عمومی به کار رفته 

 

  )3 'به 5' از(بازها توالی )bp(طول محصول

~1300 FD1: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

 
RP2: GGTTACCTTGTTACGACTT  
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تعداد کـل    خصوصیات بالینی بیماران

 )درصد(

تعداد زنان  

 )در صد(

 BMI )متوسط بر حسب سال(سن 

57,16 ± 17,3 )73,7(14 )18,6(19 اییبه تنهCBD سنگ   2,93±23,67 

 و کیــسه CBDحــضور همزمــان ســنگ

 صفرا

44)43,1( 23)52,3( 16,3±62,89  2,35±23,40 

58,91±17,7 )36,4(4 )10,8(11 میکرولیتیاز     2,33± 

22,84 

62,83 ±9,2 )33,3(2 )5,9(6 کلانژیوکارسینوم  1,85± 

21,75 

63,5 ±16,3 )16,7(1 )5,9(6 کانسر ابتداي پانکراس  1,85± 

21,93 

 24 75 0 )1(1 آدنوکارسینوم دئودنوم

40±8,4 )50(1 )2(2 کارسینوم آمپولر  1,55±23,57 

SOD* 8)7,8( 6)75( 18,1±56,5  0,98±24,33 

 PSC** 5)4,9( 1)20( 8,4±40,8  2,55±23,23 

59,5±16,6 )50,98(52 102 تمام بیماران  2,36±23,28 

  توزع فراوانی نوع بیماري و سنگ هاي صفراوي در میان بیماران تحت مطالعه در بیمارستان -1جدول
 1389طالقانی تهران سال 

 

SOD* Sphincter of Oddi dysfunction 

Primary sclerosing cholangitis** PSC  
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 نمونه کشت مثبت 42 جدایه باکتریایی از میان 59در این مطالعه 
در سایر نمونه ها با . با استفاده از روش کشت جداسازي گردید

از میان این  . داین روش جدایه باکتریایی قابل تشخیصی دیده نش
 جدایه اشرشیا کلی بدست آمد که به عنوان غالب 21نمونه ها، 

 سایر جدایه هاي شایع شناسایی. ترین باکتري در نظر گرفته شد 

  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

شده در این مطالعه به ترتیب  فراوانی متعلق به باکتري هاي  
 و  ائروژینوزاسودوموناس، پنومونیه کلبسیلاس، انتروکوکو
در میان ایزوله هاي جدا شده تنها ).3جدول( بودند اسنیتوباکتر

از جدایه ها، مربوط به باکتري هاي گرم مثبت و مابقی  % 1,96
  .متعلق به باکتري هاي گرم منفی بودند

  
  
  
  
  
  

بیماریهاي مربـوط بـه      

 )74(سنگ صفراوي

بیماریهاي مربوط به بـدخیمی     

 )15(صفراوي–هاي پانکراسی 

  سایر بیماریها

)13( 

 Pارزش 

         

 ٠٫١٢٤ )٥٣٫٨(٧ )٢٦٫٧(٤ )٥٥٫٤(٤١ )درصد(تعداد زنان 

متوسط برحـسب   (سن  

 )سن

١٤٫٥ ± ٦٠٫٨ ١٦٫٧ ± ٦٠٫٨ 50.4 ±16.7 ٠٫١١١ 

BMI ٠٫٢٧٠ ١٫٧٤± ٢٣٫٩٠ ١٫٩٢±٢٢٫٢١ ٢٫٤٩±٢٣٫٣٨ 

 ٠٫٠٠١ %٣٠٫٧ %٢٠ %٤٤٫٦ *مصرف آنتی بیوتیک

سنگ کیسه صفـرا داشـتند بیـش از دو گـروه دیـگر             آمده است از بین متغیرهاي 2همانگونه که در جدول
  تفاوت معنی داري داشته است و در کسانی که بوده  مورد بررسی سابقه مصرف آنتی بیوتیک در یک        

  )P=0.001(است     ـتـه در سـه نـوع بـیـمار ي از نظـر آمـاريماه گـذش 
  

 توزیع عوامل دموگرافیک بیماران مورد مطالعه در بیمارستان طالقانی تهران بر حسب نوع بیماري: 2جدول

 ف آنتی بیوتیک در یک ماه قبل از نمونه گیريسابقه مصر*
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  Pارزش 
 )درصد( کل تعداد

(%)n=102 

 سایر بیماریها
(%) n=13 

بدخیمی هاي 
-دستگاه پانکراسی
 صفراوي

(%) n=15 

بیماریهاي مربوط به 
 سنگ صفراوي
(%) n=74 

جدایه هاي 
 *باکتریایی

0,97 42)41,1(  (47,38)  5  (40)  6  (8,41)  31 مثبت بودن باکتري  
 در کشت 

0,75 21)20,6(   (1,23)  3  (3,13)  2  (6,21)  16  E. coli  

0,8 12)11,8(  (7,7)  1  (7,6)  1  (5,13)  10  Enterococcus 
spp. 

0,7 10)9,8(   (3,15)  2  (7,6)  1  (45,9)  7  Klebsiella 
pneumonia 

0,86 10)9,8(  (7,7)  1  (3,13)  2  (45,9)  7  Pseudomonas 
spp 

0,6 4)3,9(  (7,7)  1  (0)  0  (1,4 )  3  Acinetobacter 
spp. 

0,8 1)0,98(  (0)  0  (0)  0   (35,1)  1  Streptococcus 
Group A 

0,8 1)0,98(  (0)  0  0 (0) (35,1)  1  Staphylococcus 
epidermidis 

0,87  58) 56,9(  (5,61)  8   (40)  6 گونه هاي باکتریال   44(59,5) 
 مقاوم به صفرا

0,93 24)23,5(  3(1,23) (20)  3   (3,24)  18 ولید باکتریهاي ت 
 کننده اوره آز

0,94 23)22,5(  3(1,23)  (3,13)  2   (3,24)  18 حضور تعداد  
 مساوي یا بیشتر از 

CFU10³ از هر  
 در هر   باکتري
 بیماري

 تعداد کمتر از  (36.48)  27 (26.6) 4 (38.46) 5 36 (35.3) 0,9

CFU10³ از هر  
 در هر   باکتري
 بیماري

 
 

   توزع فراوانی عوامل باکتریال بر حسب نوع بیماري در بین بیماران تحت مطالعه-3جدول 

 

 در صورت حضور همزمان چند باکتري در هر نمونه از بیماري هاي قید شده علاوه بر تعداد حضور مجموع نمونه هاي کشت. نتایج بر اساس تعداد و درصد فراوانی گونه هاي باکتریایی در هر بیماري ارائه شده است* 
 .مثبت، تعداد و درصد مربوط به حضور هر گونه باکتریایی نیز به طور مجزا بیان شده است
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 از بیماران تحت مطالعه بررسی فراوانی نوع سنگ صفراوي و نوع باکتري شناسایی شده در نمونه هاي صفرا -1نمودار 

  

0

5

10

15

20

25

کلسترولی

 

  .در جدایه هاي مختلف باکتریایی PCRتوسط 16s rRNAژن کد کننده  الگوي باندي: 1شکل 

 

 

 L     1       2       3      4       5      6       7          

 

 bp١٣٠٠~ 

L  : 25922سویه: 1 ؛مارکر وزن مولکولی مخلوط E. coli ATCC ،الگوهاي باندي   مربوط به7-2 ردیف هاي
 .از نمونه هاي مستقیم صفراوي حاوي ایزوله هاي بالینیاستخراج شده  ژنی
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 خیص مولکولی میکروب هاتش

        به منظور بررسـی حـضور احتمـالی بـاکتري هـاي غیـر قابـل              
کشت یا باکتري هاي سخت رشد، نمونـه هـاي تحـت بررسـی از               
نظر حضور توام چندین گونه باکتریایی از نظر مولکولی بر اساس           

 مورد مطالعه قرار داده شدند 16S rRNAناحیه ژنی حفاظت شده 
 باکتریایی DNA مورد حاوي 7نه هاي کشت منفی که از میان نمو   

بودند که فراوانی آن در بیماران مبتلا بـه سـنگ صـفرا، بـدخیمی               
 3 و 2، 2صفرا و سـایر بیماریهـاي صـفراوي بـه ترتیـب          -پانکراس

نمونه هاي کشت مثبت نیز بانـد مولکـولی         % 100. مورد بوده است  
  ). 1شکل ( مربوط به حضور باکتري را نشان دادند 

  آنالیز آماري داده ها
مصرف آنتی بیوتیک در میان بیماران داراي سنگ هاي     

. ( P<0.01)صفراوي و کشت منفی از نظر آماري معنادار  بود 
 و نوع سنگ و یا BMIسایر خصوصیات  مرتبط با بیماري، 

حضور باکتري ارتباط معناداري را نشان ندادند؛ همچنین تفاوت 
. نسیت و حضور سنگ وجود نداشتآماري معنی داري میان ج

بین نوع سنگ و نوع باکتري هاي شناسایی شده بر اساس روش 
   نیز ارتباطی دیده نشد PCRهاي بیوشیمیایی و 

  بحث
از .      عوامل مختلفی در ایجاد سنگهاي صفراوي نقش دارند

عوامل دخیل در بروز سنگ هاي صفراوي می توان به عواملی 
نسیت، سن، حاملگی،  چاقی و کاهش مانند عوامل ژنتیکی، ج

سریع وزن و مصرف برخی داروها و آنتی بیوتیک مانند 
همانگونه که در مطالعات مختلف نیز . سفتریاکسون اشاره نمود

نشان داده شده است میزان بروز این سنگ ها در زنان بالاتر از 
مردان است که مطالعات ما نیز تاییدي بر این موضوع می باشد، 

 با افزایش سن نیز میزان بروز سنگهاي صفراوي افزایش همچنین
می یابد، میانگین سنی افراد تحت بررسی در مطالعه حاضر 

-12(سال بود که به عنوان افراد مسن طبقه بندي گردیدند 59,5
15.(  
بیماران مبتلا % 43,2 در PCRوجود باکتري در صفرا با روش    

ه بدخیمی هاي بیماران مبتلا ب% 53,3به سنگ صفراوي، 
سایر بیماریهاي خوش خیم دیده % 53,8پانکراسی و -صفراوي

  این میـزان بالاتر از . شـد که درصـد قابل ملاحـظه اي می باشـد
 

  
  

میزان ردیابی باکتري ها با روش کشت است که می تواند به 
جمعیت .  دلیل از بین رفتن باکتري در محیط کیسه صفرا باشد

بدون توجه به نوع باکتري (ی شناسایی شده گونه هاي باکتریای
حمایت کننده نقشی ) جداسازي شده و نوع سنگ یا بیماري

در تولید یا بروز این نوع سنگ ها یا بیماري ها نمی باشد و 
تفاوت معنی داري در رابطه با آنها در بین دو گروه دیده نمی 

 نمونه هاي مورد بررسی در مطالعه فاقد سنگ بودند% 28. شود
از نوع % 26از نمونه ها داراي سنگ از نوع کلسترولی و% 46، 

پیگمانته بودند که همانند مطالعات گذشته میزان سنگ هاي 
کلسترولی درصد بالاتري را نسبت به سنگهاي پیگمانته نشان 

  ) .16(می داد 
     عفونت هاي باکتریایی صفرا می تواند یکی از علل ایجاد 

طالعات محدود صورت گرفته در م. سنگ هاي صفراوي باشد
این زمینه توانسته اند دخالت عفونت هاي باکتریایی را در 

). 15(ارتباط با حضور سنگهاي پیگمانته قهوه اي نشان دهند 
در مطالعه حاضر در میان نمونه هاي صفراوي داراي آلودگی 

  . درصد از بیماران داراي سنگ صفراوي بودند72,5باکتریایی 
ان ارتباط بین مصرف دارو و تشکیل سنگ لوپز و همکار

مجاري صفراوي را بررسی و نشان دادند که مصرف برخی از 
آنتی بیوتیک ها مانند سفتري اکسون در ایجاد سنگ هاي 

در مطالعه حاضر نیز ارتباط  ). 11(صفراوي نقش بسزایی دارد
معناداري میان مصرف آنتی بیوتیک و حضور سنگ هاي 

ند مکانیسم دقیق این اثر مشخص هرچ. مشاهده شدصفراوي 
نمی باشد ولی به نظر می رسد مصرف آنتی بیوتیک باعث 
رسوب آن در کیسه صفرا شده که خود هسته ي اولیه سنگ را 

) عفونت مخلوط(حضور همزمان چند باکتري . ایجاد می نماید
به عنوان یک راهبرد اساسی بیماریزایی در عفونت هاي 

فراهم سازي شرایط . ی شودباکتریایی در نظر گرفته م
فیزیولوژیک مناسب و یا تامین نیازمندي هاي غذایی لازم 
توسط یک باکتري جهت رشد و بیماریزایی سایر باکتري ها از 

این عفونت ها . جمله مزایاي این عفونت ها محسوب می شود
از یک سو می توانند بافت مجاري صفراوي را جهت رسوب 

  نمایند و از سوي دیگر ترکیب گذاري املاح صفراوي مستعد 
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حدواسطی را تولید می کنند که به تشکیل سنگ  هاي متابولیک
 42% (41,1در مطالعه حاضر از . هاي صفراوي کمک می نمایند

آنها )  نمونه19% (48,7از نمونه هاي کشت مثبت، در ) نمونه
در مطالعه . عفونت به صورت چند باکتریایی تشخیص داده شد

 که توسط پاوسکی و همکارانش انجام شده بود، از اي مشابه
موارد آلودگی توام چند % 70نمونه هاي کشت مثبت، % 58میان 

این مطالعات وجود درصد بالایی از ؛باکتري را نشان دادند
  ).17(آلودگی همزمان را در این عفونت ها نشان می دهند

 مورد 12 مورد از 6 و همکاران  وجود باکتري در Leeدر مطالعه 
که تقریبا مشابه با یافته ) 5(سنگهاي پیگمانته ثابت شد%) 50(

. سنگ پیگمانته می باشد%) 48 (27 مورد از 13حاضر یعنی 
 به ترتیب نزولی شامل گونه هاي Leeشیوع باکتریها در مطالعه 

و در مطالعه اشریشیا کلی، سودوموناس، سیتروباکتر و کلبسیلا 
 اشریشیاکلی، ونه هايحاضر به ترتیب نزولی شامل گ

 می باشد که انتروکوکوس، سودوموناس، کلبسیلا واسینتوباکتر
 شایعترین اشریشیا کلیدر هر دو مطالعه گرم منفی ها بخصوص 

با توجه به حضور بالاي باکتري . باکتري موجود را شامل میشوند
در نمونه هاي تحت بررسی در مطالعه حاضر و معنادار بودن 

ی بیوتیک، به نظر می رسد مصرف این داروها ارتباط مصرف آنت
از سویی باعث منفی شدن نتایج کشت صفرا شده باشد و بتواند 

از % 48,9. بعنوان یک عامل مخدوش کننده در نظر گرفته شود
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شامل (قبل از مطالعه مصرف آنتی بیوتیک خوراکی داشته اند 
سفالوسپورین ها، آزیترومایسین، مترونیدازول و 

یافتن . که این فرضیه را تقویت می کند) سیپروفلوکساسین
نگهاي صفراوي باکتریها در شیره صفرا، مخاط کیسه صفرا و س

می تواند دلیلی بر نقش آنها در پاتوژنز بیماریهاي صفراوي 
در واقع شاید اجزاي ساختاري باکتریهاي لیز شده در . باشد

صفرا، و یا فرآورده هاي تولیدي آنها در حین رشد، مانند 
تولید شده از باکتریهاي اوره آز مثبت ( آنزیم اوره آز، 

ر این مطالعه مورد بررسی  که دهلیکوباکتر پیلوريهمچون 
در شکل گیري سنگ ها در طی عفونت ) قرار نگرفته است

بیوفیلم هاي باکتـریایی شکـل یافـته . مزمن نقش داشته باشند
دهنده هسته مرکزي تشکیل در صـفرا می تـوانند شـکـل 

سنگ هاي صفراوي باشند و با تغییر در ترکیب شیره صفراوي 
مانند بتا گلوکورونیداز و (ود توسط فراورده هاي آنزیمی خ

، القاي بیان افزایش یافته موسین یا واکنش هاي )فسفولیپاز
التهابی در این موضع، شکل گیري سنگ هاي صفراوي و 
رخداد ضایعات پاتولوژیک و بیماري هاي مرتبط را تسریع 

با توجه به نقش احتمالی باکتریها بعنوان عوامل موثر در . نمایند
 کلیوي در صورتی که در مورد فاکتورهاي ایجاد سنگ هاي

دخیل در تشکیل سنگ توسط این باکتري ها و نوع سنگ ها 
بررسی هاي دقیق تري صورت بگیرد ممکن است داده هاي 
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