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  E-mail:bujdent@yahoo.co.uk          .شهيد بهشتي، دانشكده دندانپزشكي، دانشگاه علوم پزشكي دندانپزشكي كودكانگروه دانشيار :  نويسنده مسئول∗
  .بابل، دانشكده دندانپزشكي، دانشگاه علوم پزشكي دندانپزشكي كودكان استاديار گروه ∗∗

  اپيكال دندان شيري در كودكان هاي پري بررسي حضور ژن بتالاكتاماز در آبسه
   ∗∗يترا طبريمر ، دكت∗قاسم انصاريدكتر 

  
  چكيده

مقاومـت  . اسـت هـاي دنـداني       بيوتيك مصرفي يـك مـشكل عمـده در كنتـرل عفونـت              ها در مقابل آنتي     مقاومت باكتري  :سابقه و هدف  
راديكـولار   هاي كلينيكي بيماري پالپ و پـري  هوازي كه نقش مهمي را در ايجاد علائم و نشانه     نفي بي هاي گرم م    چندداروئي در بين باكتري   

هـاي گـرم منفـي قادرنـد از       ميكروارگانيـسم اين  . باشد  ميناشي  هاي تغيير دهنده باكتريال و ترشح آنزيم بتالاكتاماز           كنند، از آنزيم    بازي مي 
حضور ژن توليد   تعيين  با هدف   اين مطالعه   . كردن آنزيم بتالاكتاماز در حفرة دنداني محافظت كنند       سيلين با آزاد      هاي حساس به پني     باكتري

  .هاي شيري كودكان انجام گرديد هاي ادنتوژنيك دندان هاي موجود در آبسه كننده آنزيم بتالاكتاماز در كليه ميكروارگانيسم
مراجعين به بخـش كودكـان      ميان   سال از    4-10 كودك با فاصله سني      40 ر مجموع داي حاضر      مشاهده –در تحقيق تجربي     :مواد و روشها  

گونه بيماري سيستميك نداشته و حداقل به مدت          هيچاين كودكان   . نددانشكده دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي انتخاب شد        
ران انتخاب شده حداقل يك دندان مبـتلا بـه آبـسه قابـل              كليه بيما . بيوتيك دريافت نكرده بودند     گيري، هيچگونه آنتي    دو هفته قبل از نمونه    

 براي تأييد حـضور  polymerase chain reactionاز تكنيك دقيق و سريع . مشاهده كلينيكي همراه با سابقه درد طي روزهاي اخير داشتند
  هـا بـا اسـتفاده از آزمـون            داده .م اسـتفاده شـد    سيلين داراي حلقة بتالاكتا     ژن بتالاكتاماز به عنوان عامل ايجاد رقابت در برابر تركيبات پني          

chi-squareمورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند .  
ها   نمونه% 2/63آوري شده حضور ژن بتالاكتاماز در         هاي جمع   هاي تهيه شده و طبق اطلاعات به دست آمده از داده            با بررسي نمونه   :ها  يافته

  .مشاهده شد
هـاي مقـاوم بايـد در     رسد به منظور كنترل ايجاد سوش ها به نظر مي بتالاكتاماز در بيش از نيمي از نمونه   با توجه به وجود ژن        :گيري  نتيجه

  .ها در كلينيك دقت بيشتري نمود بيوتيك تجويز آنتي
  هاي دنداني ، آبسهPCR آنزيم بتالاكتاماز، :كليد واژگان

  9/8/1385: اريخ تأييد مقالهت  2/7/1385: تاريخ اصلاح نهايي  21/2/1385: تاريخ دريافت مقاله
  250-254 ،1386پاييز ، 3، شماره 25مجله دانشكده دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي، دوره 

  

  مقدمه
بيش از دو دهه است كه مقاومـت اسـتافيلوكوك اورئـوس و             

سيلين شناخته شـده      گروه باكتروئيد فراژيليس در مقابل پني     
هـاي    سـيلين   ها در مقابل پنـي      ككمقاومت استافيلو ). 1،2(است

سيلين و اگزاسيلين، مقاومـت       متيانند  سيليناز م   مقاوم به پني  
تغييــر در هـا بـه وسـيله     ســيلين هـا در مقابـل پنـي    پنوموكـك 
 مقاومـــت ،ســـيلين هـــاي بانـــد شـــونده بـــه پنـــي پـــروتئين

هـاي گليكوپپتيـد مثـل        بيوتيـك   ها نسبت به آنتي     انتروكوكسي
هاي گـرم     دداروئي در بين باكتري   ونكومايسين و مقاومت چن   

) modifying(هاي تغيير دهندة باكتريـال        منفي ناشي از آنزيم   
ــاز   ــه بتالاكتام ــسترش يافت ــف گ ــيناشــي و طي ). 3(باشــد م

هــاي حـاوي حلقـه بتالاكتــام طيـف وســيعي از     بيوتيـك  آنتـي 
ها آخرين    بتالاكتام. دهند  بيوتيكي را تشكيل مي     داروهاي آنتي 

ــوار  ــاخت دي ــه س  ــمرحل ــار ك ــي را مه ــأثير رده، ه ميكروب ت
  ). 1(كنند باكتريسيدال خود را از اين راه اعمال مي

هاي ادنتوژنيك، دوره و درمـان آنهـا بـه پاسـخ           وقوع عفونت 
. داردبـستگي   ميكروبـي و محيطـي      عوامـل   ايمني بيمـاران و     

هـاي دنـداني      هوازي به طـور شـايعي عفونـت         هاي بي   باكتري
  ).3(شوند كودكان را سبب مي

ــشان داده  ــر نـ ــات اخيـ ــادي از   مطالعـ ــداد زيـ ــه تعـ ــد كـ انـ
وتلاملانينوژنيكــــا و  پــــرياننــــد هــــا م ميكروارگانيــــسم
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 blackپورفيرومونــاس ژنژيــواليس و ســاير باكتروئيــدهاي

pigmented  ــي ــد م ــاز تولي ــزيم بتالاكتام ــد  آن ــن ). 1،2(كنن اي
تواننـد از     سيلين مقاوم هستند و مي      ها در مقابل پني     ارگانيسم
ســيلين بـا آزاد كــردن آنــزيم   هــاي حــساس بـه پنــي  بـاكتري 

هـا،    اين گونـه  ). 1(بتالاكتاماز در محدودة آبسه محافظت كنند     
باكتروئيدهاي غالب در فلور دهان هستند كه بيشترين شيوع         

هــاي حفــرة دهــان و اطــراف آن دارنــد و نيــز  را در عفونــت
ميكروبيال در    ترين طيف مقاومت نسبت به عوامل آنتي        وسيع

هـوازي از     هاي بـي    درمان عفونت . )4(ا مشاهده شده است   آنه
هـــا، ماهيـــت  طريـــق كنـــدي رشـــد ايـــن ميكروارگانيـــسم 

هوازي   هاي بي   مايكروبيال آنها و افزايش مقاومت باكتري       پلي
باكتريـال سـنجيده و ارزيـابي و در           در مقابل داروهاي آنتـي    

  ).5(شود نتيجه اعمال مي
روي انتخـابي بـراي     سـيلين بـه عنـوان دا        در حال حاضر پني   

باشـد امـا بـا افـزايش        هـاي دنـداني مطـرح مـي         درمان آبـسه  
سيلين، كـاربرد ايـن دارو نيـز بـا            ها به پني    مقاومت اين گونه  

هدف از تحقيـق حاضـر،   ). 6-12(محدوديت مواجه شده است   
بررســي وجــود ژن توليــد كننــده آنــزيم بتالاكتامــاز در      

هـا و توليـد       هبرداري شده از آبـس      هاي ميكروبي نمونه    سوش
هـوازي بـا منـشاء دنـداني در           هـاي بـي     كننده آنـزيم عفونـت    

  .كودكان بود
  

  مواد و روشها
 بررسي  هاي مورد   اي، نمونه    مشاهده –در اين مطالعه تجربي     

راديكولار در گروه     هاي پري   هاي مبتلا به آبسه     دندانميان  از  
اي كـه در طـي سـال           سـاله  4-10هاي شيري كودكـان       دندان

 بـه بخـش كودكـان دانـشكده دندانپزشـكي           78-79تحصيلي  
دانشگاه علوم پزشكي شـهيد بهـشتي مراجعـه كـرده بودنـد،        

 بيمـار در ايـن مطالعـه شـركت          40در مجموع   . انتخاب شدند 
بيمـــاران انتخـــاب شـــده، تاريخچـــة بيمـــاري . داده شـــدند

گيري و    سيستميك نداشته و هيچكدام از آنها در هنگام نمونه        
بيوتيـك دريافـت نكـرده        گيري آنتي    نمونه طي دو هفته قبل از    

  .بودند
تورم به صورت كلينيكي در بافت نرم دنـدان مبـتلا مـشاهده        

پس از  . گرديد  شد و سابقة درد طي روزهاي اخير ذكر مي          مي
نامه، سطح مخاط دهان در ناحيه مبـتلا ايزولـه       تكميل پرسش 

 آيداين ضـدعفوني شـد و سـپس بـه           -و بعد بوسيله پويدون   
گيــري از آبــسه  نمونــه. پنبــه اســتريل خــشك گرديــدوســيله 

هاي شيري با سوراخ كردن قله آبسه به          راديكولار دندان   پري
آوري ترشـحات بـه كمـك لولـه           وسيله سوند استريل و جمع    

. موئينه توسط رزيـدنت دندانپزشـكي كودكـان انجـام گرفـت      
متـري       ميلـي  5/1هاي    آوري شده در لوله     سپس محتواي جمع  

شو با سرم فيزيولـوژي تخليـه شـده و بـراي            از طريق شست  
 در فريـزر  polymerase chain reaction (PCR)انجام تـست  

ــد  ــداري ش ــه   . نگه ــس از تخلي ــايش پ ــام آزم ، DNAدر هنگ
 در بخـــش PCR جهـــت انجـــام واكـــنش PRCهـــاي  لولـــه

ايمونولوژي دانشكده پزشكي دانشگاه علـوم پزشـكي شـهيد          
  :شد مواد زير استفاده ميبه اين منظور از . شدندبهشتي آماده 

1- DNA هــدف )Template DNA (   كــه در ايــن مطالعــه
  .هاي موجود در آبسه بودند باكتري

 200mm Tris – Hcl, 500 mmشـامل   (PCR×10 بـافر  -2

Kcl ( ميكروليتر5به ميزان   
) dNTPS( دزاكسي ريبونوكلئوتيد سـه فـسفاته        4 مخلوط   -3

   ميكروليتر5/0به ميزان 
 كوفاكتور  mgفلز  ( ميكروليتر   5/1زيم به ميزان     كلرور مني  -4

  ). پليمراز استTaqآنزيم 
   ميكروليتر5/0 به ميزان Taq DNA Polymerase آنزيم -5
   ميكروليتر2به ميزان ) پرايمر اختصاصي( آغازگر -6

توالي اوليگونوكلئوتيدهاي بكار رفتـه در آغازگرهـاي مـورد          
بــه صــورت زيــر اســتفاده بــراي شناســايي ژن بتالاكتامــاز 

  ).7(بود
5' GTA TGG TTC TCA ACA TTT TCG T3' 
5' ACC AAA GCT TAA TCA GTG AGG CA3' 

 DNAكـه مقـدار آن براسـاس غلظـت          :  آب مقطر ديونيزه   -7
 ميكروليتـر   50تنظيم شد به طوري كه حجـم نهـائي واكـنش            

  .باشد
مواد فوق در لوله انجام واكنش ريخته شـده و پـس از قـرار               

هاي آمـاده شـده در دسـتگاه ترموسـيكلر برنامـة             دادن لوله 
  .به دستگاه داده شد 1جدول 

  

  ريزي دستگاه ترموسيكلر  برنامه-1جدول 
Extension Annealing denaturation 

C◦ 72 30 به مدت 
  ثانيه

C◦ 60 30 به مدت 
  ثانيه

C◦ 94 30 به مدت 
  ثانيه
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البتـه  .  چرخه تكـرار شـد  30ضمن عمل ترموسيكلينگ در    در  
 C◦ 94در شروع هر برنامه يك دناتوراسيون اوليه با دمـاي           

 نهـائي   extension دقيقه و در پايان هر برنامه يـك          5به مدت   
  . دقيقه وجود داشت5 به مدت C◦ 72با دماي 

هـاي كنتـرل     از نمونـه PCRبه منظور كنتـرل انجـام واكـنش       
. مثبــت و كنتــرل منفــي در هــر ســري واكــنش اســتفاده شــد

هـايي بودنـد كـه قـبلاً حـضور            ترل مثبت، نمونه  هاي كن   نمونه
هـاي كنتـرل      ميكروارگانيسم در آنها محرز شده بود و نمونه       

 هـدف در آنهـا از آب        DNAمنفي آنهايي بودند كه بـه جـاي         
لازم به ذكر اسـت كـه زمـان هـر كـدام از             . استفاده شده بود  

 بـراي آغـازگر     annealingمراحل و همچنين درجـة حـرارت        
  .ورت تجربي بدست آمداختصاصي به ص

پرايمـر   طراحـي    افزارهـاي   البته حدود آنها قبلاً به وسيله نرم      
بعـد از انجـام     .  مشخص شـده بـود     Oligo و   DNASISمانند  

ــديوم PCRواكــنش، محــصول   روي ژل آگــاروز حــاوي اتي
 image analyzerبرومايد الكتروفـورز و سـپس در دسـتگاه    

 312 يـا    254مـوج    با طول    UVقرار داده شد تا به كمك نور        
در .  قابـل رويـت شـوند      DNAنانومتر بندهاي تشكيل دهندة     

 سـاخت  bp DNA Marker 100پايان بندهاي تشكيل شده با 
. ند مقايــسه شــدRoche Molecular Biochemicalشــركت 

 chi – square آزمـون هـا بـا اسـتفاده از      آمـاري داده آنـاليز 
  .انجام گرديد

  
  ها يافته

 نمونه  40 بر روي    PCRشده با تكنيك    هاي انجام     در بررسي 
هــاي شــيري مــورد  تهيــه شــده از آبــسه مربــوط بــه دنــدان

% 2/63آزمايش، حضور ژن توليد كنندة آنزيم بتالاكتاماز در         
 بـا   PCRاين امر بـا توجـه بـه دقـت تكنيـك             . موارد تأييد شد  

تواند بيانگر وجود مشكل مطرح شـده         قابليت اطمينان بالا مي   
 سال و از نظر     1/7ميانگين سني بيماران مورد مطالعه      . باشد

هرچند تفاوتي از لحاظ    . دختر بودند % 53پسر و   % 47جنسي  
هـاي ميكروارگانيـسم پيـدا        ميزان ژن توليد كننـده در نمونـه       

هـاي سـني       گـروه   اين تفاوت در   ،شده در دو گروه ديده نشد     
دار نـشان نـداد و در مجمـوع بـين             مختلف نيز تفاوتي معنـي    

هاي آسياي متفاوت اول و دوم شيري هم ايـن تفـاوت              دندان
  .دار نبود معني

  بحث
سيلين بـه عنـوان داروي انتخـابي بـراي      با توجه به اينكه پني    

هاي دنداني طـي سـالهاي طـولاني مطـرح بـوده              درمان آبسه 
هـا در مقابـل       يش مقاومت ميكروارگانيـسم    به دليل افزا   ،است

سيلين، كاربرد اين دارو نيز با محدوديت مواجـه           خانواده پني 
رسد به منظـور كنتـرل ايجـاد          به نظر مي  بنابراين  . شده است 
ــويز و تركيـــب   ســـوش ــر روي تجـ ــاوم بايـــد بـ هـــاي مقـ

ضـمن بـا   در . ها بررسي و دقـت بيـشتري نمـود     بيوتيك  آنتي
تـوان از طريـق مطالعـاتي          مـي  هاي ميكروبـي    بررسي سوش 

چــون مطالعــه حاضــر بــر ميــزان تأثيرپــذيري آنهــا از       
  ).7-14(هاي در دسترس اطلاع حاصل نمود بيوتيك آنتي

با توجه به درصد بالاي ژن توليـد كننـده آنـزيم بتالاكتامـاز              
هاي ادنتوژنيك دندان شيري مورد بررسـي         موجود در آبسه  

 بـا اسـتناد بـه آنچـه         در مطالعـه حاضـر و     ) ها  نمونه% 2/63(
سـيلين تلقـي      هـاي گـروه پنـي       بيوتيـك   مقاومت در مقابل آنتي   

  .زمينه ارائه دادتوان توضيحي علمي در اين  شود مي مي
Brook اي بــه منظــور تعيــين  در مطالعــه) 1991( و همكــاران

هـاي    هـوازي آبـسه     هاي هوازي و بي     حضور ميكروارگانيسم 
روش بـا    بيمـار و     39هـاي ادنتوژنيـك       اپيكـال، از آبـسه      پري

 نفـر از بيمـاران      11. برداري انجام دادند    آسپيراسيون، نمونه 
گيري دريافت    ميكروبيال را قبل از نمونه      هاي آنتي   آنها درمان 
 مورد و   32پس از انجام كشت، رشد باكتري در        . كرده بودند 
مـوارد  % 33هاي توليد كننده آنـزيم بتالاكتامـاز در           ارگانيسم

  ).7(مشاهده شد
طور كه اشـاره      ين در حالي است كه در مطالعه حاضر همان        ا

علـت تفـاوت    . موارد آنزيم فوق حضور داشت    % 2/63شد در   
فوق و بالاتر بودن ميزان ژن توليد كننـده آنـزيم بتالاكتامـاز         

 PCRتـوان بـه برتـري و دقـت تكنيـك              در اين مطالعه را مـي     
هـا   نسبت به روش كشت و نيز از بين رفتن تعدادي از نمونـه           

، آيـد   كه طي انتقال بـه لابراتـوار در تكنيـك كـشت پـيش مـي               
  ).8-10، 15-20(مربوط دانست

Brook) 1995 (    هاي به دسـت آمـده        با مطالعه بر روي نمونه
هاي عفوني، پري     هاي ريوي و گوش، زخم      ها، عفونت   از آبسه 
 2033 كــودك دريافــت كــه از 418ســينوزيت در  و كرونيــت

مربوط به پورفيروموناس و پروتلا      مورد   504نمونه ايزوله،   
ــه در  ــوده ك ــشاهده شــده   % 38ب ــاز م ــد بتالاكتام ــا تولي آنه
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ــت ــد   ) 1995 (Jousimies). 9(اسـ ــه توليـ ــرد كـ ــزارش كـ گـ
بيـشتر از   % 30-50وتـلا     هـاي پـري      گونه ميانبتالاكتاماز در   

  ).10(هاي پورفيروموناس بوده است گونه
Fukui    ژيك بـر روي    اي باكتريولو   مطالعه) 1997( و همكاران

گيـري   سه آبسه دهاني بـاز انجـام دادنـد و در هنگـام نمونـه       
ها با فلور نرمال دهـان و بـزاق آلـوده             سعي كردند كه نمونه   

بـه  گيـري     هـا در سـاعت پـس از نمونـه            نمونـه  يتمام. دننشو
در . هــوازي انتقــال داده شــدند محــيط كــشت هــوازي و بــي

در هر  . مدهوازي به دست آ      نمونه هوازي و بي    5-14مجموع  
 prevotella inter mediaهاي مناسب شـامل   سه مورد گونه

streptococcus SPPهاي   و ساير گونهprevotellaتمـام  .  بود
 توانــايي توليــد آنــزيم prevotellaشــش گونــه ايزولــه شــده 

هـاي مقـاوم در       بتالاكتاماز را داشته و جزء ميكروارگانيـسم      
  ).11(لاكتاماز بودندهاي داراي حلقة بتا بيوتيك مقابل آنتي

قابل ذكر است كه در اين تحقيق حـضور ژن بتالاكتامـاز بـه              
طور كلي بررسي شده است كه ممكـن اسـت متعلـق بـه هـر                

در . ميكروارگانيسمي موجود در محدودة آبسه دنـدان باشـد    

ضمن مقاومت ميكروبي در مـواردي بيـشتر از درصـد ذكـر         
د بـه ايـن دليـل       باشد كه اين به نوبه خو       شده در مطالعات مي   

هاي ديگـري     است كه غير از توليد آنزيم بتالاكتاماز مكانيسم       
ها در مقابل عوامل بتالاكتام وجود  نيز براي مقاومت ميكروب  

  .شوند دارند كه در نتيجه مقاومت ميكروبي را سبب مي
  

  گيري نتيجه
 وجــود ژن كنتــرل كننــده توليــد آنــزيم بتالاكتامــاز در      -

  . ديده شدهاي مورد بررسي نمونه
دهنــدة  نــشان%) 2/63( درصــد بــالاي حــضور ژن مــذكور -

  .ميزان تأثير آن در امكان ايجاد مقاومت ميكروبي است
  

  تقدير و تشكر
وسيله از زحمات آقـاي دكتـر بهـرام كـاظمي بـه لحـاظ                 بدين

هـاي ارزشـمند ميكروبيولـوژي ايـشان          ها و مشاوره    توصيه
  .گردد تقدير مي
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