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                           )مجله پژوهشي دانشكده پزشكي(پژوهش درپزشكي              

                   دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شهيد بهشتي      

  75 تا 68صفحات ، 1391 تابستان، 2ه ، شمار36 دوره            

  

جدا شده از بيماران بستري به كلستريديوم ديفيسيل هاي تايپينگ مولكولي سويه
  PCR-Ribotypingروش 

  3و1*مهدي اصلانيمحمد ،1محمدرضا زالي ،1رادمعصومه عظيمي ،1مسعود آل بويه ،2حسين گودرزي ،2و1مهدي گودرزي
 

 ، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيكبد و  گوارشمركز تحقيقات  1
   گروه ميكروب شناسي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي2
    گروه ميكروب شناسي، انستيتو پاستور تهران3

  چكيده
هاي ن در سال در بيمارستان است كه شيوع بالايي از آيمعضل در حال گسترش عفونت ناشي از كلستريديوم ديفيسيل :سابقه و هدف

شناسايي منبع عفونت كلستريديوم ديفيسيل در كنترل و جلوگيري از گسترش عفونت بيمارستاني ناشي از آن . اخير گزارش شده است
 اخيرا به عنوان روشي موثر در مطالعه اپيدميولوژيكي PCR ribotypingروش با توجه به اينكه . سزايي برخوردار استه از اهميت ب

 . اين تحقيق انجام گرفت، تريديوم ديفيسيل پيشنهاد شده استهاي كلسسويه

 نمونه كلستريديوم ديفيسيل از بيماران 17.  ماهه به صورت توصيفي صورت پذيرفت12مطالعه در طي يك دوره : بررسي روش
. عصاره مخمر تيمار شدندهاي مدفوع با شوك الكل و محيط تمامي نمونه. مشكوك به عفونت با كلستريديوم ديفيسيل جداسازي گرديد

 درصد خون 5غني شده با ) CCFA(سپس از سوسپانسيون تيمار شده روي محيط اختصاصي سيكلوسرين سفوكسيتين فروكتوز آگار
 Confidence)ميزان واقعي آن ها تعيين و شيوع ايزوله.  روز انكوبه شدند5گوسفند به روش خطي كشت و در شرايط بيهوازي تا 

Interval)براي تعيين هويت قطعي، ژن . برآورد گرديدامعه  در ج cdd-3هاي و همچنين تعيين پروفايل توكسيني، ژنtcdA،tcdB  با
هاي كلستريديوم ديفيسيل بدست آمده از بيماران جهت شناسايي ريبوتايپ بر روي نمونه.  شناسايي شدندPCRاستفاده از روش 

   . گذاشته شدPCRهاي ريبوزومي اختصاصي ژنبستري در بيمارستان با استفاده از پرايمرهاي 
 -59/70(% ،A+B (A+B+ 12 هاي با پروفايل توكسينيفراواني ايزوله. نمونه مثبت بود %)7/15(17 ، نمونه ارسالي108از  :هايافته

   . باندي متفاوت هستندها نشان داد كه تمامي آنها داراي الگويريبوتايپينگ ايزوله آناليز .گزارش شد %)9/23 (A-B+ 4  و%)9/5(1
ه هاي مختلف بيمارستان متفاوت بوده و عفونت ممكن است بهاي در حال گردش در بخشرسد كه ريبوتايپبه نظر مي :گيرينتيجه

 . زا از محيط باشدهاي بيماريهاي اندوژن يا كسب سويهدليل سويه
  .ينگكلستريديوم ديفيسيل، توكسين، ريبوتايپ :واژگان كليدي

  

  1قدمهم
 باسيل گرم مثبت بيهوازي توليـد كننـده         ،كلستريديوم ديفيسيل 

 درصـد از روده     3- 1اسپور است كـه از خـاك و آب و فاضـلاب و              
 درصـد   20اشخاص سالم و نيز به عنوان عامل پاتوژن در بيش از            

                                                 
  محمد مهدي اصلاني، گروه ميكروب شناسي، انستيتو پاستور، تهران: مسئولآدرس نويسنده 

)e-mail: mmaslani@yahoo.com(   
  16/2/1391: تاريخ دريافت مقاله
  28/3/1391 :تاريخ پذيرش مقاله

). 2، 1(بيمــاران بــستري در بيمارســتان جداســازي شــده اســت 
 بيشتر در افراد بستري در      كلستريديوم ديفيسيل بيماري ناشي از    

در اثـر   . ددگـر بيوتيك ايجاد مي  بيمارستان به دنبال دريافت آنتي    
هـاي بتالاكتـام و     بيوتيـك هـايي مثـل آنتـي     استفاده مكرر از دارو   

كليندامايسين فلور نرمال روده تغيير و در نهايت سبب جايگزيني          
  در روده و باعث ايجـاد      كلستريديوم ديفيسيل و رشد بيش از حد      

اين ارگـانيزم،   ). 4،  3( گرددعلايم باليني مرتبط با اين باكتري مي      
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 69 / و همكاران مهدي گودرزيدكتر                                                                                           91 ابستانت  2شماره    36 دوره 

مسئول ايجاد بيماري با طيف وسـيعي اسـت كـه از يـك اسـهال        
خودبخود محدود شونده تا درد شـديد شـكم، كوليـت بـا غـشاء                
كــاذب، كوليــت تحريــك پــذير، ســوراخ شــدن روده، مگــاكولون 

 ).5(تواند متغير باشد توكسيك و مرگ مي

عامل اصلي مرگ و ميـر در      ) CDI( كلستريديوم ديفيسيل نت  عفو
 ها و موسسات بهداشتي و درماني     هاي مرتبط با بيمارستان   عفونت

شـدت  ). 6،7( باشـد خصوص در كشورهاي در حال توسعه مي      ه  ب
 بيانگر توانايي اين ميكروارگـانيزم      كلستريديوم ديفيسيل عفونت با   

  .)8(باشد روده بزرگ ميهاي پيش التهابي در در توليد توكسين
 Aتوكـسين   اين باكتري مـرتبط بـا توليـد انترو        انتروپاتوژنيسيته  

(308 kDa)ــسين  و سيتو ــتB (207kDa)توك در ). 9،10(  اس
 توكــسيني بنــام كلــستريديوم ديفيــسيلهــاي برخــي از ســويه

Binary toxinويـرولانس    شرح داده شده است كه به تنهايي در
ــاكتري و بيمــاري هــاي غيــر ن بــه خــصوص در ســويهزايــي آب

اين در حـالي اسـت كـه        . كندزا نقش مهمي را ايفاء مي     توكسين
و عدم توانايي در توليد  Bنوع  هاي با توانايي توليد توكسينسويه

 باشند بسيار مهم و حائز اهميت مي      باليني نيز از نظر     Aتوكسين  
 ، از كلستريديوم ديفيـسيل  هاي شديد و كشنده     عفونت. )11،12(

اسهال آبكي تا كوليت با غشاء كـاذب در ارتبـاط بـا تيـپ هـاي                 
  . باشندخاصي از اين باكتري مي

هـاي فنـوتيپي و   براي بررسي تعيين تيپ ايـن ارگـانيزم از روش         
هـاي تايپينـگ بـر      اولين روش . شودژنوتيپي مختلف استفاده مي   

 ولـي بـا     ،)13( شـد مـي   پايه خصوصيات فنوتيپي باكتري انجام      
هاي تعيين تيپ باكتري بر پايـه خـصوصيات         آنكه روش توجه با   

فنــوتيپي بــراي مطالعــات اپيــدميولوژيك و نيــز بررســي منــشا  
بخـش نبـوده    هاي حاصل از اين باكتري چنـدان رضـايت        عفونت
هاي تعيين تيپ بر پايـه خـصوصيات         امروزه بيشتر از روش    است

ولي بـراي   هاي مولك از بين روش  . )14( شودمولكولي استفاده مي  
 PCR ribotyping روش ،كلــستريديوم ديفيــسيلتعيــين تيــپ 

 تيـپ در كـشورهاي اروپـايي و روش    روش استاندارد براي تعيين  
PFGE          روش استاندارد براي تعيين تيپ در كشورهاي امريكـايي 

هـاي انجـام شـده     با توجـه بـه بررسـي    ).15(گردد محسوب مي
جـه بـه تكـرار     بـا تو PCR ribotypingمشخص گرديد كـه روش  

و همچنـين قابليـت انجـام    % 98قدرت تفكيـك   و % 100پذيري
آسان و نيز ارائه نتايج دقيق در مدت زمان كوتاه، نسبت به سـاير              

كلـستريديوم  ). 16(هاي مولكولي تايپينـگ  ارجحيـت دارد         روش
باشد كه نـه     مي RNAهاي متعددي از ژن      داراي نسخه  ديفيسيل

هاي مختلف در    بلكه بين نسخه   ،تندها متفاوت هس  تنها بين سويه  
 از پرايمرهاي   ،در اين روش  . توانند متفاوت باشند  يك ژنوم نيز مي   

ايـن  . شـود  استفاده ميRNAاختصاصي مكمل نواحي اوپرون ژن      

ــواحي   ــه ن ــا ب ــصلRNA ژن 23S و 16Sپرايمره ــوزومي مت       ريب
هـا بـر اسـاس تفـاوت در          تايپ باكتري  ،در نهايت ). 17( شوندمي

 بـين  Intergenic Spacer (ITS)لگوهاي حاصل از  تكثير منطقه ا
16S 23 وS ژن RNAتفاوت در يك .   ريبوزومي تعيين خواهد شد

با اسـتفاده از    . بودباند از اين الگوها بيانگر ريبوتايپ جديد خواهد         
 ريبـو تايـپ مختلـف از منـابع و منـاطق      190اين روش بيش از   

 ).18(ه است جغرافيايي مختلف جداسازي گرديد

يـك   كلـستريديوم ديفيـسيل   با توجه به آنكـه اسـهال ناشـي از           
گـردد و   مشكل اساسـي در بيمارسـتان و جامعـه محـسوب مـي            

 ـ           خـصوص  ه  متاسفانه شيوع آن در كشورهاي در حـال توسـعه ب
تـا بـا     در ايـن مطالعـه سـعي شـد         ،ايران در حال گسترش است    

ــتفاده از روش  ــا  ، PCR ribotypingاس ــشترك ي ــپ م  ريبوتاي
هــاي مختلــف بــاليني، بــه منظــور هــاي غالــب ســويهريبوتايــپ

اي خـاص   شناسايي عفونت بيمارستاني و بررسي چرخش سـويه       
 . در بيمارستان مورد بررسي قرار گيرد

  
  مواد و روشها

 هـاي بخـش  نمونه كـه از  108 بر روي مقطعي تحقيق به روش
، به آزمايشگاه   1389-1390هاي  مختلف بيمارستان، طي سال   

مركز تحقيقات گوارش و كبد بيمارستان طالقـاني  بـه عنـوان             
اطلاعات مربوط . صورت پذيرفت ،مركز رفرانس ارسال شده بود

اطلاعات . آوري گرديدبه هر بيمار با استفاده از پرسشنامه جمع       
، علايـم   بـاليني آوري شـده شـامل سـن، جـنس، علايـم            جمع

  .آزمايشگاهي و بخش بستري بود

هاي ارسال شـده بـه آزمايـشگاه جهـت انجـام كـشت و                نمونه
هاي تشخيصي بلافاصله مورد بررسي قرار گرفتند و در غير          تست

 درجـه   -20اين صورت تا زمان انجام سـاير مراحـل در دمـاي             
هـاي  ها، نمونه جهت كشت باكتري  . گراد نگهداري شدند  سانتي

گاه منتقل   ساعت به آزمايش   2مدفوع اسهالي در عرض كمتر از       
هـاي  نمونـه . هاي اختصاصي كشت داده شدند    و بر روي محيط   

 PCRهـاي كـشت و      مدفوع به دو قسمت جهـت انجـام تـست         
هاي مدفوع با شوك الكل و محـيط        تمامي نمونه . تقسيم شدند 

 گـرم از    1در روش شوك الكل ابتدا      . عصاره مخمر تيمار شدند   
آرامي مخلوط   درجه به    95نمونه مدفوع با هم حجم آن اتانول        

سـپس از   .  دقيقه در دماي اتاق انكوبه شـد       2سپس به مدت     و
محيط فوق روي محيط اختصاصي سيكلوسـرين سفوكـسيتين         

 درصد خون گوسـفند و      5غني شده با    ) CCFA( فروكتوز آگار 
 و سفوكـسيتين  ) µg/ml250( هـاي سيكلوسـرين   بيوتيكآنتي

)µg/ml8  ( ــيط ــسيلو محـــــ ــستريديوم ديفيـــــ  كلـــــ
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 تايپينگ مولكولي سويه هاي كلستريديوم ديفيسيل                                                                           پزشكي  مجله پژوهش در / 70

  ( Clostridium   difficile   medium  ;  Mast, UK)مـديوم 
 درصد خون گوسفند به روش خطي كشت داده         5غني شده با    

 گرم مدفوع بـا هـم   1در روش تيمار با عصاره مخمر ابتدا  .شد
 ,Yeast extract granulated; Merck)حجم آن عصاره مخمـر 

Germany)  به آرامي مخلوط و سپس سوسپانسيون فوق روي 
 مديوم كشت داده    كلستريديوم ديفيسيل  و   CCFAاي  همحيط
هـوازي بـا   هاي تلقيح شـده در شـرايط بـي        تمامي پليت . شدند

 .Anoxomat: MART Microbiology B.V)استفاده از دستگاه 

the Netherlands 0% O2, 10% H2, 10% CO2, 80% N2)  بـه 
ها پس  پليت.  درجه انكوبه شدند   37 ساعت در دماي     48مدت  
در صـورت    . ساعت مـورد بررسـي قـرار گرفتنـد         48شت  از گذ 

هاي گرد، كمي بر آمده، كدر، به رنگ خاكستري         مشاهده كلني 
و ) horse-stable odor(يا سـفيد، بـوي شـبيه اصـطبل اسـب      

 براي تشخيص قطعي    خاصيت فلورسنت در زير نور اولتراويولت     
 اختـصاصي بهـره گرفتـه شـد و در           PCRآميزي گرم و    از رنگ 

دم مشاهده كلني پس از گذشت دو روز بـا توجـه بـه              صورت ع 
 ،كلـستريديوم ديفيـسيل   هـاي   كند رشد بودن بعضي از سـويه      

هـا بـه صـورت     روز ادامه يافـت و پليـت       5انكوباسيون به مدت    
  ).19(شدند بررسي  روزانه

در صورت رشد كلني بر روي پليت، براي تعيين هويت قطعـي            
تري بـا اسـتفاده از       بـاك  DNAو همچنين تعيين نوع توكسين،      

بـر    و QIAamp (Qiagen, Hilden,Germany)كيت استخراج 
طبق دستورالعمل شـركت سـازنده اسـتخراج و جـذب نـوري             

DNA 280 نــانومتر بــه 260 اســتخراج شــده در طــول مــوج 
. نانومتر توسط روش اسپكتروفتومتري مورد بررسي قرار گرفت       

 تـا  -20ي  در دمـا TE در بـافر     DNA ،در صورت تاييد كيفيت   
   ).20( زمان انجام ساير مراحل نگهداري شد
ــراي تــشخيص و تعيــين هويــت   ــستريديوم ديفيــسيلب  از كل

ــصاصي  ــاي اخت ــركتStruppi6 و Tim6پرايمره  Takara) ش

Shuzo Co., Ltd., Shiga, Japan)   جهـت تكثيـر ژن cdd-3  
با استفاده از ايـن پرايمرهـا يـك قطعـه بـه       ).21(استفاده شد   

آگارز با   روي ژل PCRمحصول. ت باز تكثير شد جف622طول 
 2 مـدت  ولت، بـه  80 پتانسيل اختلاف در شرايط% 2/1غلظت 
برومايد  اتيديوم محلول با آميزي رنگ از بعد جداسازي و ساعت

 ژن PCRهاي كه تمامي ايزوله. مشاهده گرديد حاصل باندهاي
cdd-3          اي ه در مورد آنها مثبت شد، از نظر كد نمودن توكسين

توالي پرايمرهاي استفاده   .  مورد بررسي قرار گرفتند    B و   Aنوع  
 قابل  1در جدول    cdd-3، tcdA  ،tcdBشده جهت تكثير ژنهاي     

  .باشدمشاهده مي

-cddهاي توالي پرايمرهاي استفاده شده جهت تكثير ژن - 1جدول 

3، tcdA ،tcdB  
طول  توالي نوكلئوتيد پرايمر ژن

  قطعات
Cdd3 Tim6 

Struppi6 
5́  TCC AAT ATA ATA AAT TAG CAT TCC A 3́
5  ́GGC TAT TAC ACG TAA TCC AGA TA 3´

622 bp 

TcdA TA1 
TA2 

5´ATG ATA AGG CAA CTT CAG TGG 3  ́
5´TAA GTT CCT CCT GCT CCA TCA A 3  ́

624 bp 

TcdB TB1 
TB2 

5´GAG CTG CTT CAA TTG GAG AGA 3  ́
5´GTA ACC TAC TTT CAT AAC ACC AG 3´

412 bp 

  
 الكتروفـورز  هاي كد كننده توكسين بوسيله ژنPCRمحصول 

 محلـول  بـا  آميـزي  رنگ از بعد آگارز جداسازي و ژل %2/1در 

 در الكتروفـورز . مشاهده گرديد حاصل برومايد باندهاي اتيديوم

مـاركر بـه كـار    .  ساعت انجام شد2 به مدت V80ولتاژ  شرايط
 شـركت  Superladder-Low 100 bpرفته در الكتروفورز شامل 

sigma وجود ژن توكسين     . بود A          با ايجاد قطعـه اي بـه طـول 
قطعه اي بـه طـول       با ايجاد    B جفت بازي و ژن توكسين       622
 ).21( تاييد گرديد  جفت باز412

 با استفاده از كيت تجاري  DNAها، سويه ريبوتيپ تعيينبراي 
chelex resin- based (Insta Gene Matrix,Bio-Rad) بــه  

  كـه قـبلا توسـط شـركت سـازنده توصـيف شـده بـود                  روشي
ــد  ــر ژن). 22(اســتخراج گردي ــراي تكثي ــوزومي از ب هــاي ريب

 P3 (5-CTG GGG TGA AGT CGTپرايمرهاي اختـصاصي 

AACAAG-3)  و P5 (5-GCG CCC TTT GTA GCT 

TGA CC-3)  شـركت (Takara Shuzo Co., Ltd., Shiga, 

Japan)   براي انجام   .   استفاده شدPCR      در هر واكنش به حجم
l100 ــدار ــو، l5 مقـ ــافر l10 از الگـ  از x10 ،l2 از بـ

(10mM) dNTP ، l3 از (50mM) MgCl2 ،l 5  از
  taq DNA از 0.3lو 10M  با غلظـت  P5 وP3پرايمرهاي 

 بـا آب مقطـر      l100پلي مراز اضـافه و بقيـه آن تـا حجـم             
هـاي  هت تكثير ژن   ج PCRبرنامه  . ديونايز شده كامل گرديد   

 . سيكل تكرار به شرح ذيـل انجـام گرديـد          35در  ريبوزومي  
 2 مدت به گرادسانتي درجه 95 دماي در اوليه دناتوراسيون

 مـدت  به گرادسانتي درجه 94 دماي در دناتوراسيون دقيقه،

 55 دمـاي  در(Annealing) پرايمـر  بـه  الگو اتصال ثانيه، 60

 72 دمـاي  در  گـسترش  ، ثانيـه 30مدت به گرادسانتي درجه
 در نهـايي  گـسترش  و ثانيـه  90 مـدت  بـه  گرادسانتي درجه

. گرفـت  انجام دقيقه 10 مدت به گرادسانتي درجه 72 دماي
 براي افزايش غلظـت نهـايي محـصولات،         PCRپس از پايان    

ها را باز كرده آنها را در دستگاه گرم كننده          درب ميكروتيوب 
. ه انكوبــه كــرديم دقيقــ45 درجــه بــه مــدت 45بــا دمــاي 
ــصول  ــورز در ژل  PCRمح ــيله الكتروف ــا  % 2 بوس ــارز ب آگ
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تصاوير باندها پس   .  ساعت جداسازي شد   5مدت  ه   ب 80ولتاژ
آميـزي بـا محلـول اتيـديوم برومايـد بـا اسـتفاده از               از رنگ 

تجزيه و تحليـل  . دست آمده  بGelDoc (Bio-Rad)دستگاه 
 توسط نـرم    هاي مختلف دست آمده از سويه   ه  الگوي باندي ب  

ــزار   (version 4.0; Applied Maths, Belgium)افـ
GelCompareــذيرفت ــام پ ــان از صــحت   . انج ــراي اطمين ب

هـر  براي   هر آزمايش ،نتايجآزمايش و بررسي تكرار پذيري 
هـاي   شيوع نمونـه   ،در اين پژوهش  .  بار تكرار گرديد   3نمونه  

ي اسهالي واجد شرايط و توكسين مثبت تعيين و ميزان واقع         
 در جامعه مورد نظر بـرآورد  Confidence Interval (CI)آن 

   .هاي آنها مشخص گرديدو نوع ريبوتايپ
  

  هايافته
هـاي   اسهالي ارسـال شـده از بيمـاران بخـش          نمونه 108 از

مختلف بيمارستان به آزمايـشگاه رفـرانس مركـز تحقيقـات           
نمونه واجد  %) 7/15( 17 ،گوارش و كبد بيمارستان طالقاني    

بـا توجـه بـه شـيوع عفونـت ناشـي از             . شرايط وجود داشت  
 در بيماران اسهالي ميـزان واقعـي آن         كلستريديوم ديفيسيل 

 درصد برآورد   4/21 تا حداكثر    10از حداقل   % 90با احتمال   
ــرددمــي ــاليني خــصوصيات . گ ــهب ــستريديهــاي ايزول م وكل

  . ارائه شده است2 در جدول ديفيسيل
مدت زمان بستري در    . هال بودند تمامي بيماران مبتلا به اس    

بيمـاران داراي سـابقه     % 85.  روز بـود   3/10±4/7 بيمارستان
- بيماران هـيچ گونـه آنتـي      % 15. بيوتيك بودند مصرف آنتي 

ــد  ــرده بودن ــت نك ــوتيكي درياف ــه  ،بي ــتلا ب ــر اب ــي از نظ  ول
 B و   A و وجود هر دو نـوع توكـسين          كلستريديوم ديفيسيل 

هاي مثبـت مربـوط بـه       ايزولهبيشترين فراواني   . مثبت بودند 
هـا  و كمترين فراوانـي ايزولـه     %) ICU) 5/23بخش داخلي و    

 درصـد   90بيـشتر از    . بود )%9/5( مربوط به بخش انكولوژي   
هاي خانواده  بيوتيكبيماران بستري در بخش عفوني از آنتي      

  .ندبودكينولون و ماكروليدها استفاده كرده 
 ستريديوم ديفيـسيل  كل ـهايي كه از نظر كـشت        نمونه تمامي

 PCR در مرحلـه بعـد بـا اسـتفاده از            ،مثبت ارزيـابي شـدند    
كلــستريديوم  جهــت تعيــين هويــت cdd-3ژن  اختــصاصي
هـا   به عنوان يك ژن حفـظ شـده در تمـام سـويه             ديفيسيل

   .مورد ارزيابي قرار گرفتند
 را بعد از انجام الكتروفـورز نـشان         PCR نتايج محصول    1 شكل
 جفت بازي نشان دهنده 622، وجود باند در اين شكل .دهدمي

 كلـستريديوم ديفيـسيل   مثبت بودن نتيجـه جهـت شناسـايي         

 و  PCRدر مرحله بعد با استفاده از تكنيـك         . گرددمحسوب مي 
 توكسين نوع   tcdB  و tcdAپرايمرهاي اختصاصي مربوط به ژن      

Aو Bمورد بررسي قرار گرفتند .  
  

نت ناشي از كلستريديوم  خصوصيات بيماران مبتلا به عفو-1جدول 
  ديفيسيل

  خصوصيت (%) تعداد
  

)8/58(10   
)2/41( 4 

  جنسيت
  مرد
 زن

 
)1/47( 8 

)6/17( 3 

)3/53(6  

  )سال (سن بيماران
50<  
65-51  
65> 

 )روز(مدت زمان بستري شدن در بيمارستان  4/7±3/10
 
 

)9/5(1 

)6/17 (3 

)8/11(2 

)7/64(11 

  علايم آزمايشگاهي
  نوتروپني
  لكوسيتوز

  خون در مدفوع
 فاقد علايم

 
 

)9/52(9  

)100( 17 

)5/70(12  

  علايم باليني
  تب

  اسهال
  درد شكم

 
 

)2/88( 15 

)4/76( 13 

)4/29( 5 

)7/16(6   
)5/23( 4 

)6/17( 3  

  استفاده قبلي از آنتي بيوتيك
  سفالوسپورين
  پني سيلين

  كليندامايسين
  مترونيدازول
  ونكومايسين
 هاكبيوتيديگر آنتي

  
 بعـد از    B و نـوع     A توكسين نوع    PCR نتايج محصول    2 شكل

در ايـن شـكل، وجـود بانـد          .دهدانجام الكتروفورز را نشان مي    
 و وجـود بانـد      tcdBدهنـده وجـود ژن       جفت بازي نشان     412
فراواني . باشد مي tcdA جفت بازي نشان دهنده وجود ژن        622
 -A+B+ 12) 59/70(%  ،A+Bهاي با پروفايل توكسيني     ايزوله

هـاي  فراواني ايزوله . گزارش شد %) 9/23 (A-B+ 4و  %) 9/5(1
 از بخـش  %) 25 (1 كه   بود% A-B+ 9/23با پروفايل توكسيني    

 از بخـــش %)50 (2عفـــوني و از بخـــش  %)25 (1گـــوارش، 
  . جداسازي شد)ICU( هاي ويژهمراقبت
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 cdd-3 ژن PCRدست آمده از ه نتايج الكتروفورز ب - 1 شكل
 :2 رديفكنترل مثبت،  :1 رديف، bp 100ماركر: Mلاين . رانبيما

  كنترل مثبت :3 رديف، نمونه مثبت بيمار
  

  
 .كلستريديوم ديفيسيل B و A ژن توكسين PCRنتايج  -2 شكل
نمونه مثبت بيمار  :3 و 2 رديف، tcdBكنترل منفي ژن  :1 رديف 

 رديف، tcdBكنترل مثبت ژن  :4 رديف ، Bاز نظر توليد توكسين 
M :ladder 100 bp ،نمونه مثبت بيمار از نظر : 7 و 6 و 5  رديف

: 9  رديف ،tcdAكنترل مثبت ژن : 8  رديف، A توليد توكسين
   tcdA.  كنترل منفي ژن

  
و سـابقه مـصرف     اي  همگي اين افراد داراي بيمـاري زمينـه       

ــي ــكآنتـ ــاي بتالاكبيوتيـ ــدي و  هـ ــام و آمينوگليكوزيـ تـ
ــد ــي تايــپ. ايمنوســاپرس بودن ــع فراوان هــاي مختلــف توزي

 بــه كلــستريديوم ديفيــسيلهــاي توكــسين در بــين ايزولــه
   . ارائه شده است3 ها در جدولتفكيك بخش

 كلستريديوم ديفيسيلهاي زايي سويه پروفايل توكسين- 3جدول 

  مجموع  +A+B- A-B+  A+B  بخش
ICU  -  )8/11(2  )8/11(2  )6/23(4  
  4)6/23(  3)7/17(  - 1)9/5(*  داخلي
  3)7/17(  2)8/11(  1)9/5(  - گوارش
  3)7/17(  3)7/17(  -  - جراحي
  2)8/11(  1)9/5(  1)9/5(  -  عفوني

  1)9/5(  1)9/5(  -  -انكولوژي
  )درصد( تعداد* 
  

اسـتفاده از   بـا  ديفيـسيل  كلـستريديوم  مولكـولي  ريبوتايـپ 
 17آناليز الگوي ريبوتايپ    . يرفتپرايمرهاي اختصاصي انجام پذ   

در   II  GelCompareسويه مـورد آزمـايش توسـط نـرم افـزار     
  .  ارائه شده است4 جدول

نشان داد كه الگـوي ريبوتايـپ مربـوط بـه           مقايسه اين الگوها    
  وR1( هم بودنـد ه مشابه ب% 86 به ميزان 6-23و 4-32سويه 

R2( .           بـستري،  اين دو سويه از نظر پروفايل توكـسيني، بخـش
ها با يكديگر تفـاوت     بيوتيكاي و استفاده از آنتي    بيماري زمينه 

 ـ        6-27و   5-27دو سويه   . داشتند ه  نيز از نظر الگـوي بانـدي ب
 در حالي كـه     )R11 و   R10(مشابه بهم بودند    % 86دست آمده   

اين دو سويه از نظر پروفايل توكسيني، بخش بستري، بيمـاري           
.  با يكديگر تفاوت داشتند    هاوتيكبياي و استفاده از آنتي    زمينه
تـشابه  % 84 داراي   6-27 و   5-27 هـاي  بـا سـويه    1-26سويه  
تشابه الگـوي   % 92 داراي   5- 24 و   1- 24دو سويه   . )R12( بودند

ــد  ــل . )R14 و R13(ريبوتايــپ بودن هــر دو ســويه داراي پروفاي
هـاي   ولي از بخـش    ، و نقص عملكرد كليه بودند     +A+Bتوكسيني  

%  82 داراي   5- 4 و   4- 4هـاي    سـويه  .زي شـدند  متفاوت جداسـا  
هـا از   بقيـه سـويه   . )R17 و R16(تشابه الگوي ريبوتايـپ بودنـد       

    .كردندتبعيت مي) ريبوتايپ غير همسان( الگوي باندي متفاوت
  

  بحث
ها داراي  نمونه مورد بررسي تمامي نمونه17تحقيق نشان داد كه از 

 از يكي هاگ ارگانيسمتايپين. الگوي ريبوتايپي متفاوت بودند
اپيدميولوژيك  هايهاي تكنيكي در بررسيروش ترينكاربردي

 عفونت منشا به توانها مي زيرا به كمك اين روش،شودمحسوب مي
 مختلف هايروش از ها با استفادهميكروارگانيسم نوع تعيين .برد پي

 ههاي مولكولي بامروزه روش. پذيردو مولكولي انجام مي فنوتيپي
. برخوردار هستند خاصي اهميت  ازپذيري بالاتكرار دليل دقت و

ها با دقت بالا منجر به تعيين نوع ميكروارگانيزم روش اين از استفاده
 گيرد قرار استفاده مورد اپيدميولوژيك مطالعات در تواندمي كه شده
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زا بسته به منطقه جغرافيايي و هاي توكسينشيوع ايزوله ).23(
    فراواني ، دراين بررسي.باشدد مطالعه متفاوت ميكشور مور

ايزوله ديده %) 59/70 (12در  +A+B هاي با پروفايل توكسينيايزوله
در اسپانيا در سال اي كه  اين در حالي است كه در مطالعه،شد

گزارش كردند %5/4 را +A+Bهاي ، شيوع سويه انجام شد2005
هاي  شد، شيوع ايزولهدر مطالعه مشابهي كه در كره انجام). 24(

A+B+ 25( گزارش شد% 9/56  به ميزان.(  
 به  %)5/23( ايزوله   4زا تعداد    ايزوله توكسين  17در مطالعه حاضر از     

در مطالعـه انجـام شـده در        .   بودند  +A-Bصورت پروفايل توكسيني    
در مطالعـه   ). 26( گـزارش شـد      A-B+ 2/6%اروپا شيوع سويه هاي     
% A-B 3/2 +هـاي   جـام شـد شـيوع ايزولـه       مشابهي كه در كانـادا ان     

 و در   %3/33  در چـين      +A-Bهـاي   فراواني سويه ). 27(گزارش شد   
ايـن در حـالي     ). 25،  28(  گزارش شـد   %3/6 و در ژاپن     %5/27كره  

ايـن  ). 28(  گزارش شـد صفرها در سوئد    است كه فراواني اين ايزوله    
ي زاهـاي توكـسين   دهنـد كـه فراوانـي سـويه       مطالعات نـشان مـي    

 در نقاط مختلف جغرافيايي متفـاوت بـوده و          كلستريديوم ديفيسيل 
 بـسيار نـادر هـستند و        -A+Bهاي  سويه. نياز به بررسي مستمر دارد    

يك مطالعه در دانمارك كه در  . هاي اندكي از آنها وجود دارد     گزارش
 ايزوله بررسي شده تنها يك      159 انجام شد، از مجموع      2008سال  

تحقيقــات انجــام شــده  توســط  ).29( د گــزارش شــ-A+Bايزولــه 
Jhonson     هـاي   حاكي از آن است كـه سـويه        و  همكارانشA-B+  از 

 بسيار حائز اهميت بوده و بـه نظـر          بالينيم  ينظر حدت و شدت علا    

ها از يك منشا واحد بوده و به طـور گـسترده            رسد كه اين سويه   مي
 ). 30( باشددر اروپا و شمال امريكا در حال گسترش مي

هـاي واجـد    ر مطالعه حاضر هيچ گونه تشابه ريبوتايپي بين سـويه         د
با توجه بـه پراكنـدگي      .  و نيز ريبوتايپ غالبي شناسايي نشد      شرايط

ها در مناطق مختلف جغرافيايي نتايج اين تحقيق متناسب         ريبوتايپ
با تحقيقات صورت گرفته در كـشورهايي نظيـر كويـت، انگلـستان،             

دست آمده از مطالعـه مـا بيـان         ه  نتايج ب  ). 31- 33( مجارستان بود 
 در كلــستريديوم ديفيــسيلهــاي كنــد كــه ريبوتايــپ ســويهمــي

بـسياري از مطالعـات انجـام       . بيمارستان مورد بررسي متفاوت بودند    
 در بيمارسـتان  CDI حاكي از آن است كه  انتـشار       CDIشده روي   

 بـا تيـپ مـشابه       كلستريديوم ديفيـسيل  هاي  دليل گردش سويه  ه  ب
هـاي   در حالي كه بعضي ديگر نشان دادند كه گونـه          ،گردديجاد مي ا

هـاي بيمارسـتاني    متفاوتي از اين ميكروارگانيزم در انتقـال عفونـت        
- 23در مورد سويه هـاي  ). 34،35( ناشي از اين باكتري نقش دارند 

 5-4،  4-4 و   5-24،  1-24 و   1-5،26-27،  6-27و   6- 23،  4
انـد و الگـوي     كه در تحقيق حاضر با يكديگر تشكيل گروه داده        

هـاي  بررسي ،خواني دارد با هم هم  % 80ريبوتايپ آنها بيشتر از     
هاي ذكر شـده از     به عمل آمده نشان دهنده آن است كه سويه        

ازي نظر پروفايل توكسيني، بخـش بيمارسـتان و زمـان جداس ـ          
ها از نظر فـصل و مـاه هـيچ گونـه ارتبـاطي بـا يكـديگر                  سويه

هـاي مـشابه يـا در    رود كه سـويه بنابراين احتمال مي . نداشتند
كه از  فواصل زماني متفاوت از محيط كسب شده باشند و يا آن   

ها از محيط كـسب شـده اسـت و          دو سويه مشابه يكي از سويه     

 هاهاي جدا شده از بيماران بستري در بخشآناليز الگوي ريبوتايپينگ ايزوله -4جدول 
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ر بـوده و اسـپور آن   چون باكتري مورد نظر قادر به توليد اسـپو    
 سـويه مـورد نظـر    ،نسبت به شرايط محيطي بسيار مقاوم است     

دوباره در محيط منتشر و در شرايط نامناسب تبديل به اسـپور            
 سپس بيمار بعدي در اثر ابتلا به اسپور اين باكتري           .شده است 

 . سويه را با ريبوتايپ مشابه از محيط كسب كرده باشد

بوتايپينـگ تفـاوت در يـك بانـد از          با توجه با آنكه در روش ري      
 در بررسـي حاضـر      ،الگوها بيانگر ريبوتايپ جديد خواهـد بـود       

ها داراي الگـوي ريبوتايپينـگ      مشخص گرديد كه تمامي سويه    
هاي جـدا   اين مطلب بيانگر آن است كه سويه      . متفاوت هستند 

ها از يك منشا نبوده و به نظر        شده از بيماران بستري در بخش     
هـا بـه دليـل      لودگي بيماران بستري با اين سـويه      رسد كه آ  مي

ها از خارج به داخـل بيمارسـتان و         عفونت اندوژن، انتشار سويه   
 ـ    اي خاص در بخـش    عدم گردش سويه   دليـل  ه  هـاي مختلـف ب

به موقـع در زمينـه كنتـرل عفونـت و            انجام اقدامات احتياطي  
بـه  . هـا باشـد   همچنين استقرار مناسب موقعيت فيزيكي بخش     

 هـاي عفونـت درعفونـت   منبع كردن ي تعيين نوع براي پيداطور كل

   .رسداين باكتري در بيمارستان لازم و ضروري به نظر مي از حاصل
هـاي  سويه مقايسه الگوي تايپينگ امكان متاسفانه تحقيق اين در

. نداشـت  وجـود  هاي شناخته شـده رفـرانس  مورد بررسي با سويه
بررسـي   مـورد  نمونه كم حجمهاي اين مطالعه يكي از محدوديت

 با تر ومطالعات در جامعه آماري گسترده شود كهمي پيشنهاد .بود
هاي شايع در مراكز درمـاني  جهت تعيين سويه بيشتر نمونه حجم

دن به منشا عفونـت  و نيز شناسايي ريبوتايپ آنها به منظور  پي بر  
 .با اين باكتري صورت پذيرد

   
  تشكر و قدرداني

شناسـي دانـشگاه    ه همكاران گروه ميكروب   از همكاري صميمان  
مركز تحقيقات گـوارش    علوم پزشكي شهيد بهشتي و همكاران       

  .شودو كبد بيمارستان طالقاني تشكر و قدرداني مي
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